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Amag¢: Bu calismada, dogal yogurtlardan izole edilmis Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus suslarmi antibiyotik direngliliklerinin fenotipik ve genotipik olarak
belirlenmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve yontem: Calismada dogal yogurtlardan izole edilen ve tanimlamalar1 yapilan Kahramanmarag
Siit¢ii imam Universitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvar: stoklarinda muhafaza edilen Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus suslarmin antibiyotik direnglilikleri fenotipik (disk diflizyon) ve genotipik (PCR ile) olarak
belirlenmigtir.

Tartisma ve sonug: Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarinda
en yiiksek diren¢ kanamisin (%51) antibiyotigine karsi bulunmustur. Bunu streptomisin (%11), kloramfenikol
(%10) ve vankomisin (%8) antibiyotikleri izlemektedir. Antibiyotik direng genlerini incelemek igin yapilan
PCR uygulamalar1 sonucunda, aph(3')-11la (%95), str (B) (%36), blaZ (%100) ve van (E) (%67) genleri
bulunmustur. Disk difiizyon yontemi ile kanamisine direng gosterdigi tespit edilen suslarin %60’inda aph(3')-
Illa bolgesi, streptomisine direng gosterdigi tespit edilen suslarin %36’sinda str(B) bolgesi, vankomisine
direng gosterdigi tespit edilen suslarin %44’tinde van (E) bolgesi, penisiline direng gésterdigi tespit edilen
suslarin tamaminda BlaZ bolgesi saptanmustir. Disk difiizyon yontemi ile direngli bulunan izolatlarin %51 inde
direng genleri tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile gida kaynakli baz1 bakterilerin antibiyotik direng genleri igin
rezervuar olabilecegi sonucuna varilabilir.

Anahtar kelimeler: antibiyotik direnglilik; disk difiizyon; laktik asit bakterisi; Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus; Streptococcus thermophilus; genotipik tanimlama

Abstract

Objective: In this study, the detection of phenotypic and genotypic antibiotic resistance for Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains isolated from natural yogurts was aimed.

Materials and method: Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains
were isolated from natural yogurt and kept in the Kahramanmaras Sutcu Imam University, Faculty of
Engineering and Architecture, Food Engineering Department, Biotechnology laboratory stocks of which
characterizations were determined phenotypically (with disc diffusion) and genotypically (with PCR).

Discussion and conclusion: Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
isolates were found to have the highest resistance against kanamycin (51%), followed by streptomycin (11%),
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chloramphenicol (10%) and vancomycin (8%). As the result of PCR applications to examine antibiotic
resistance genes, aph(3')-llla (95%), str (B) (36%), blaZz (100%) and van (E) (67%) genes were found.
Utilizing the disc diffusion method, the aph(3’)-I1la region was found in 60% of kanamycin-resistant strains,
the str(B) region was found in 36% of streptomycin-resistant strains, the van(E) region was found in 44% of
vancomycin-resistant strains, and the BlaZ region was found in all penicillin-resistant strains. Resistance genes
were detected in 51% of the isolates examined to be resistant by disc diffusion. With this study, it can be
concluded that some foodborne bacteria may be reservoirs for antibiotic resistance genes.

Keywords: antibiotic resistance; disc diffusion; lactic acid bacteria; Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus; Streptococcus thermophilus; genotypic identification

1. Giris

Antibiyotik  direng, bir mikroorganizmanin
antimikrobiyal bir ajanin yok edici veya liremeyi
durdurucu etkisine kars1 koyabilme yetenegi olarak
tanimlanabilir (Durupinar, 2001). Bakterilerin
antibiyotiklere direng kazanmasi hayvansal ve
tarimsal silireglerde antibiyotik kullanimi agisindan
hem gida hem de klinik mikrobiyolojide dikkate
almmaktadir (Terkuran vd., 2019). Bakteriler,
yapisal veya islevsel Ozelliklere sahip olmasi
sonucu antibiyotiklere dogal olarak direncli
olabilmesinin yani sira kromozomal genlerin
mutasyonu veya ekzojen DNA edinimi yoluyla da
antibiyotik direng gelistirebilmektedir (Nawaz vd.,
2011). Yapisal direng ve kromozomal mutasyona

baghh direng, yatay yayilma icin diisik bir
potansiyel  gosterirken,  hareketli  genetik
elemanlarin (6rnegin plazmitler veya

transpozonlar)  edinilmesinden  kaynaklanan
direncin yayilmasi ¢ok daha kolay olabilmektedir
(Manaia, 2017). Antibiyotik direncine iliskin
onceki epidemiyolojik calismalar, temelde klinik
olarak ilgili patojenik bakterilere odaklanmisken
(Mathur ve Singh 2005), son ¢alismalarda, iyi bir
probiyotik olarak bilinen Lactobacillus ve
Bifidobacterium  gibi  patojenik  olmayan
bakterilerin de antibiyotik dirence sahip olabilecegi
ve  antibiyotik  diren¢  genlerinin  insan
patojenleriyle birlikte diger mikroorganizmalara
yayllmasina neden olabilecegini gostermektedir
(Sharma vd., 2014; Celik vd., 2016; Fatahi-Bafghi
vd., 2021). Biitin bunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda gida iriinleri, patojenik
olmayan Dbakterilerden tiiketicilere antibiyotik
direncinin bulagsmasina yol acan kritik bir yayilma
etkeni olarak hizmet edebilmektedir. Ozellikle,
fermente gidalar, ¢ok sayida patojenik olmayan
antibiyotik  direngli ~ bakteriyi  yapilarinda
barindirarak, antibiyotik direncinin bir rezervuari
olarak hizmet edebilmektedir (Hereros vd., 2005;
Ammor vd., 2007; Gazzola vd., 2012; Morandi vd.,
2015; Wang vd., 2019; Zarzecka vd., 2022).

Bakteriyel antibiyotik direncinin kiiresel olarak
yayilmasi, yiiksek tibbi maliyet, hastaneye yatis

vakalarinin artmasi ve 6liim oranlarinin artmasiyla
tim diinyada biiylik bir sorun haline gelmistir.
Antibiyotige direngli bakterilerle enfekte olan ve
bunun sonucunda 6len kisilerin sayilar1 her gecen
giin artmaktadir. Bu nedenle, tarimsal gida gibi
cesitli sektorlerde yayillmayr kontrol etmek ve
antibiyotige direncli bakterilerin riskini azaltmak
icin diren¢ profillerinin arastirilmasi acil ve
zorunlu bir ihtiyagtir (Chai vd., 2014; Tavsanl vd.,
2021).

Glinlimiizde gida giivenliginin uluslararasi alanda
onem  kazanmasiyla  birlikte,  mikrobiyal
bozulmalara kars1 ekonomik kayiplarin 6nlenmesi,
gida kaynakli hastaliklarin azaltilmasi ve hizla
artan diinya niifusunun gida ihtiyaglarmin
kargilanmast i¢in; en uygun dogal gida
koruyucularinin belirlenmesi ve sektoérde yer
edinmesi ile ilgili calismalar hiz kazanmistir (Ross
vd., 2002; Soomro vd., 2002; Galvez vd., 2008).
Bu baglamda laktik asit bakterileri (LAB),
gidalarin muhafazasinda Onemli bir alternatif
olmus ve gida katkilar1 konusunda tiiketicilerin
endiselerini azaltmis olup, ilgilerini kimyasal
koruyucu eklenmeden iiretilen dogal ve geleneksel
gidalara yonlendirmistir (Settanni ve Corsetti,
2008; Yerlikaya vd., 2020).

Bircok LAB ve propiyonik asit bakterileri (PAB),
genel olarak giivenilir kabul edilen (GRAS) statiide

bulunmasina ve Uluslararasi Siiteiiliik
Federasyonu (IDF) tarafindan giivenli
mikroorganizmalar ~ arasinda  listelenmesine

(Bourdichon vd., 2012) ragmen; mikrobiyal genom
dizilim ¢aligmalari, birgok antibiyotik direng
geninin, ¢esitli LAB’larin kromozomlarina entegre
olduklarim ortaya koymustur (Makarova vd., 2006;
Ammor vd., 2008; Sharma vd., 2014; Campdelli
vd., 2019; Fatahi-Bafghi vd., 2021).

Giiniimiizde bakterilerin antibiyotik duyarlilik ve
direngliligini belirlemeye yonelik bir¢cok analiz
yontemi uygulanmakta olup, her yontemin kendine
0zgli bir degerlendirme sistemi bulunmaktadir
(Jorgensen vd., 2003; Richter ve Ferrano, 2007).
Disk diflizyon yontemi, temelde 1-2x10® kob/g
diizeyinde standardizasyonu yapilmis bakteri
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siispansiyonunun hazirlanan besiyerine
inokiilasyonunun yapilmasi ve belirli
konsantrasyonlarda antibiyotik tiirevi igeren
disklerin ~ belirli  prosediirler  gercevesinde
inkiibasyonun gerceklestirilmesi ve sonuglarin
degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir

(Anonim 2009; Jorgensen ve Turnidge, 2015).

Genotipik ve molekiiler yontemler, antibiyotik
direnclilik konusunda bakterinin sahip oldugu
DNA, RNA gibi genetik materyallerde var olan
tiire 6zgll direng genlerinin veya gen bolgelerinin
tespit edilmesi prensibine dayanmaktadir (Fluit ve
Schmitz, 2001; Ledeboer ve Hodinka, 2011).

Bu ¢aligma ile dogal yogurtlardan elde edilmis olan
S. thermophilus (Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus) ve Lb. bulgaricus (Lactobacillus
delbrueckii  ssp.  bulgaricus) bakterilerinin
antibiyotik direnclilik profilinin disk difiizyon
yontemi ve molekiiler olarak belirlenmesi
amaclanmigtir. Ayrica, toplum sagligi agisindan
tehdit olusturabilen ve ekonomik acgidan kayiplara
yol acabilen antibiyotik direnci bulunan baslangic
kiiltiirlerinin tespit edilerek, direngli kiiltiirlerin
baslangi¢ kiiltiirii olarak kullaniminin 6nlenmesi
hedeflenmistir.

2. Materyal ve metot
2.1. Bakteriyel suslar ve gelisme sartlari

Bu calismada dogal yogurtlardan izole edilerek
genetik tanimlamasi yapilan, starter kiiltiir olma

potansiyeli tasiyan 68 adet Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, 5 adet Lb.
delbrueckii  subsp. bulgaricus olmak iizere

toplamda 73 LAB izolati Kahramanmaras Siitgli
fmam Universitesi Gida Miihendisligi
Laboratuvarinda mevcut stok kiiltiirlerden temin
edilmistir. Ornekler -80 °C’de %30’luk gliserol
¢Ozeltisinde saf kiiltiir olarak saklanmustir.

LAB’ lart  canlandirma ve  antibiyotik
direngliliklerini belirleme amaciyla Lb. bulgaricus
icin MRS Broth, MRS agar ve S. thermophilus i¢in
SM17 Broth, SM17 Agar (Merck, Germany)
besiyerleri kullanilmistir.

Antibiyotik direnglilik belirlemede kullanilan
antibiyogram diskleri (Bioanalyse,); vankomisin
(30 mcg), kloramfenikol (30 mcg), streptomisin
(10 mcg), rifampisin (5 mcg), tetrasiklin (30 mcg),
kanamisin (2 mcg), ampisilin (10 mcg), gentamisin
(10 mcg) ve penisilin (10 U)’dir.

Calismada kullanilacak LAB izolatlarinin genomik
DNA izolasyonlar1 i¢in Vivantis GF-1 Bacterial
DNA Extraction Kitleri (Sigma-Aldrich, ABD)
kullanilmustir.

2.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
direncliliklerinin  fenotipik  olarak
belirlenmesi

Geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen LAB’larin
antibiyotiklere kars1 direncini belirlemek i¢in disk
difiizyon yontemi kullanilmistir (Giilay, 2003;
Mayrhofer vd., 2008). LAB suslarinin, 24 saatlik
Lb. bulgaricus igin 37°C ve S. thermophilus
42°C’lerde inkiibasyonu sonrasinda antibiyotik
diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon caplari
elektronik kumpas yardimiyla ol¢iilmiistiir. (Cetin
ve Girler, 1989). Calismalar iki paralel olarak
yliriitiilmiis ve sonuglar ortalama degerler aliarak
hesaplanmustir.

2.3. Laktik asit
izolasyonu

Oncelikle LAB izolatlar1, Lb. bulgaricus igin MRS
agarda 37°C ve S. thermophilus i¢in SM17 agar
ortaminda 42°C’de 48 saatlik inkiibasyona tabi
tutulmus ve bu kiiltiirlerden saflastirma yapilmstir.
Saflagtirilmis bakteri izolatlarinin genomik DNA
izolasyonlari, Vivantis GF-1 Bacterial DNA
Extraction Kitleri kullanilarak yapilmis, izole
edilen genomik DNA’lar -20 °C’de steril
eppendorflarda saklannustir. izole edilen DNA’lar
daha sonra antibiyotik direng¢  genlerinin
taranmasinda kullanilmisgtir.

2.4. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
diren¢ genlerinin genotipik olarak
belirlenmesi

bakterilerinden DNA

Caligmamizda, disk difiizyon yontemiyle LAB
izolatlarinin direng gosterdigi antibiyotik tiirleri
saptanmis ve antibiyotik direng genlerin PCR
teknigiyle arastirilmistir.  PCR’de kullanilan
antibiyotik direng primerleri, amplikon uzunluklar
ve yapigma sicakliklar1 Cizelge 1°de verilmistir.

PCR o6rnekleri 0,2 mL’lik tiiplerde hazirlanarak her
bir direng genine 6zgii PCR kosullarinda muamele
edilmistir. PCR isleminde, 94°C DNA’nmn
denatiirasyonu, degisken yapisma, 72°C’de uzama
sicakligr olarak ayarlanmistir ve PCR 30 doéngii
olarak yapilmistir.

Izole edilen genomik DNA ve PCR iiriinleri %1°lik
Agaroz jelde 120 volt, 60 miliamperde 45 — 60
dakika yuritilmiigtir. DNA 100 baz ¢iftlik ya da
1000 baz ¢iftlik DNA markorleri (Vivantis)
kullanilmistir. Agaroz jel EtBr (0,5ug/mL) ile 30
dakika boyanarak UV 1s1ginda goriintiilenmistir.
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Cizelge 1. PCR isleminde kullanilan antibiyotik diren¢ primerleri, amplikon uzunluklari ve yapisma sicakliklari

Gen

S . s, , Yapisma s
Antibiyotik Primer Dizisi (5’— 3) Sicaklig (°C) Amp|l(fl!) Igsyonu Referans
Vankomisin F.TGTGGTATCGGAGCTGCAG .
van () R:GTCGATTCTCGCTAATCC 52 513 Fines vd., 1999
Streptomisin F:ATCGTCAAGGGATTGAAACC
str(B) R:GGATCGTAGAACATATTGGC 56 509 Ouoba vd., 2008
Penisilin F:CAGTTCACATGCCAAAGAG 53 772 Schnellmann vd.,
blaz R:TACACTCTTGGCGGTTTC 2006
Kanamisin F:GCCGATGTGGATTGCGAAAA 60 292 Rojo-berares vd.,
aph(3")-llla R:GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 2006

3. Bulgular ve tartisma

Gida kaynakli dogal baslangi¢ izolatlarindan elde
edilmis olan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus
bakterilerinin  antibiyotik diren¢ profillerinin
fenotipik ve genotipik olarak belirlenmesi, toplum
saglig1 acisindan tehdit olusturan ve ekonomik
acidan kayiplara yol acan antibiyotik direncliligi
bulunan basglangi¢ kiiltiirlerinin tespit edilmesi bu
caligsma kapsaminda incelenmistir.

3.1. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
duyarhhklarimn disk difiizyon yontemi
ile belirlenmesi

Cizelge 2 ve 3’te incelenen 73 LAB’nin 9 farkli
antibiyotige kars1 % duyarlilik oranlar verilmistir.
Aragtirilan izolatlardan S. thermophilus’a ait
olanlarin tamaminin tiim antibiyotiklere %43 ile

%97 oraninda yiiksek duyarlilik gosterdikleri tespit
edilmistir (Sekil 1). Rifampisin (%97), tetrasiklin
(%97) ve penisilin (%97) antibiyotikleri en yiiksek
duyarlilik  gosteren  antibiyotikler  olarak
belirlenmistir. Suslarin kullanilan
antibiyotiklerden kanamisin antibiyotiklerine genel
olarak direngli (%57) oldugu gorilmistiir. S.
thermophilus’ un niikleik asit sentezini inhibe eden
rifampisin (%3), hiicre duvar1 sentezini inhibe eden
penisilin (%3), vankomisin (%7) ve ampisilin (%6)
ve protein sentezini inhibe eden tetrasiklin (%3),

streptomisin (%10), gentamisin (%18),
kloramfenikol  (%6) antibiyotiklerine  disiik
seviyede direngli olduklar1 bulunmustur. En

yiiksek direnglilik, protein sentezini inhibe eden
kanamisin (%57) antibiyotigine kars1 tespit
edilmistir (Cizelge 2).

Sekil 1. Antibiyotik direng 6zelliklerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen zon
goriintiileri
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izelge 2. S. thermophilus izolatlariin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlar:
g p y g g y

e Direncli Orta Derece Duyarh Toplam
Antibiyotikler ) Duyarh (+) (L_) (E/o )
Tetrasiklin 3 4 93 100
Gentamisin 18 - 82 100
Streptomisin 10 31 59 100
Ampisilin 6 - 94 100
Kloramfenikol 6 3 91 100
Vankomisin 7 - 93 100
Rifampisin 3 1 96 100
Kanamisin 57 6 37 100
Penisilin G 3 7 90 100

(-): Tespit edilemedi.

Temmerman vd. (2003) tarafindan Avrupa’da elde
edilen 55 probiyotik liriinden izole edilen bazi
bakterilerin antibiyotik direnci arastirilmis, disk
difiizyon metodu kullanilarak 187 izolattan %79
kanamisine, %65 vankomisine, %26 tetrasikline
%23 penisilin G’ye, %16 eritrosmisine ve %11
kloramfenikole = direnci  tespit  edilmistir.
Calisgmamizdaki toplam suslarin (Lb. bulgaricus ve
S. thermophilus) kanamisine %60 oraninda direng
gostermesi Temmerman vd. (2003)’nin ¢aligmasi
ile paralellik gostermektedir. Buna karsin,
kloramfenikole %90, vankomisine %86,
tetrasikline %93 penisiline %93 oranlarinda
duyarli olduklar1 tespit edilmistir.

Aslim ve Beyatli (2004), yogurtlardan izole edilen
S. thermophilus tiirlerinde plazmit tasiyiciligi ve bu
tiirlerin antibiyotik direngliliklerini
arastirmiglardir. S. thermophilus suslarinin biyiik
bir cogunlugunun gentamisine (%79) penisiline G
(%64) direngli, kloramfenikole (%94) ve
tetrasikline  (%88) ise hassas olduklarin
bulunmuslardir. Benzer sekilde, ¢alismamizda da

tetrasiklin ve kloramfenikol’iin S. thermophilus
suslarina en etkili antibiyotiklerden oldugu
sOylenebilir ve arastirmacilarin  sonuglart ile
uyumlu bulunmustur. Aslim ve Beyatli (2004)
calismasiyla bizim g¢alismamizda elde ettigimiz
sonuglar arasinda, gentamisin ve penisilin direnci
onemli diizeyde farkliliklar icermekte olup,
kloramfenikol ve tetrasiklin duyarlilig1 paralellik
gostermektedir.

Bu aragtirmadaki Lb. bulgaricus izolatlarinin tiimi
vankomisine,  streptomisine,  penisiline  ve
kanamisine diren¢li  bulunmustur.  Suslarin
tamaminin tim antibiyotiklere %40 ile %100
oraninda direncgli olduklart saptanmistir. Suslarin
kullanilan antibiyotiklerden ampisiline genel
olarak duyarli (%60) oldugu, gentamisine (%20)
ise diisiik seviyede duyarli oldugu goriilmistiir. En
yiksek  direncliligin =~ vankomisin  (%100),
streptomisin ~ (%100), penisilin ~ (%100) ve
kanamisin (%100) antibiyotiklerine kars1 oldugu
belirlenmis, en diisiik direnglilik %40 oraninda
ampisilin antibiyotiginde gozlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Lb.. bulgaricus izolatlarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlar

e Direncli Orta Derece Duyarh Toplam
Antibiyotikler ) Duyarh (+) (L_) (f,)/o )
Tetrasiklin 60 20 20 100
Gentamisin 80 - 20 100
Streptomisin 100 - - 100
Ampisilin 40 - 60 100
Kloramfenikol 60 - 40 100
Vankomisin 100 - - 100
Rifampisin 60 - 40 100
Kanamisin 100 - - 100
Penisilin G 100 - - 100

(-): Tespit edilemedi

Hummel vd. (2007), endiistriyel starter kiiltiirlerin
antibiyotik  direnglerini  belirlemek amaciyla
yapmis olduklar1 aragtirmada  Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus spp., Pediococcus spp.

ve Leuconastoc spp. ait 45 adet LAB susunun
antibiyotik direncini incelemislerdir. Calismada,
eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ya da -
laktam direngleri %7 gibi ¢ok diisiik bulunmasina
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karsin, aminglikosid (gentamisin ve streptomisin)
ve siprofloksasin direngleri %70°den daha fazla
olarak saptanmistir.

Calismamizda elde edilen bulgular neticesinde
Lactobacillus, Streptococcus suslarinin
kloramfenikol,  tetrasiklin =~ duyarliligt  ile
Lactobacillus suglarinin ~ gentamisin ~ ve
streptomisin direnci bu caligma ile paralellik
gostermekte olup, Streptococcus suslarinin
gentamisin ve streptomisin direngleri degiskenlik
gostermektedir.

Tath (2009), tarafindan yapilan ¢aligmada, izole
edilen tiim geleneksel siit iriinlerinde bulunan
Lactobacillus  spp.’lerin  %59’u  vankomisine
%27°si siprofloksasine, %27’si gentamisine, %111
eritromisine ve %4’ tetrasikline direng gosterdigi
saptanmistir.  Izole  edilen  Lactobacillus
spp.’lerinin higbirinde kloramfenikol, ampisilin,
nitrofurantoin ve rifampisin direncine
rastlanmanugtir. Izole edilen Streptococcus spp.
suslarinm  %40’min  vankomisine, %30’unun
siprofloksasine, %?20’sinin  gentamisine  ve
%10’unun eritromisin ve kloramfenikole karsi
direncli oldugu saptanmistir. izolatlarda tetrasiklin,
ampisilin, rifampisin ve nitrofurantoine karsi
direng saptanmamuistir. Benzer sekilde
calismamizda da  Lactobacillus  spp.’lerin
vankomisin, gentamisin ve tetrasiklin direncleri
arastirmacilarin sonuglari ile uyumlu bulunmakla
beraber, kloramfenikol ve ampisilin direncinde
farkliliklar gozlenmektedir. Calismamizda
Streptococcus  spp.  suslarinin  vankomisin,
gentamisin direnglilik orani yapilan ¢alisma ile
paralel olup, kloramfenikol direnci ise Onemli
diizeyde farklilik gostermektedir.

St 34
St3 s

oo ~ o o © oo
M b o S 2y oW 8
“w S S S5 S5 5

1000 P

500 P
292 }

St 54

Kirtzalidou vd. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada izole edilen laktobasillerin biiyiik
cogunlugunun, ampisilin, amoksisilin / klavulanik
asit, tetrasiklin, eritromisin, sefalotin,
kloramfenikol ve rifampisin antibiyotiklerine kars1
duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Suslarin
%?34’iiniin ise vankomisine direngli oldugu tespit
edilmistir. Bu c¢alismada ise Lactobacillus
tirlerinde 6nemli oranda ampisilin, tetrasiklin,
rifampisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine kars1
duyarlilik goézlenmigstir. Lb. bulgaricus suslarmin
vankomisin antibiyotigine direncliligi ise %100
olarak bulunmustur.

3.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
direncliliklerinin  genotipik  olarak
belirlenmesi

Bakterilerin antibiyotik direnclilik 6zelliklerinin
genotipik olarak belirlenmesi, kromozomlar
tizerinde direng saglayan ozellikleri tagiyabilmesi
bakimindan 6nem tagimaktadir. Bu genleri diger
bakterilere transfer etmesi de gidalarda ve insan
sagligi lizerinde risk olusturabilmektedir.

aph(3)-Illa  primerleri  kullanilarak  yapilan
taramada, disk difiizyon yonteminde kanamisine
diren¢li oldugu saptanan 44 adet izolatin DNA
izolasyonu yapilmis olup, izole DNA’larin 35’inde
(32 adet S. thermophilus, 3 adet Lb. bulgaricus)
aph(3')-1lla bolgesi saptanmistir. Kanamisine
fenotipik  direng¢ gosteren S. thermophilus
izolatlarindan St70 ve Lb. bulgaricus izolatlarindan
Lb86’da istenen gen bdlgesi bulunamamustir.
aph(3)-Illa  fragman1  yaklasik 292  bg
uzunlugundadir. Cizelge 1°de verilen primerler
kullanilarak yapilan taramada PCR sonucu
izolatlarda saptanabilen direng¢ genlerine ait jel
gorintiileri Sekil 2 ve Sekil 3’de verilmistir.

St 59
St6p
Stg |
Ste3
St 64
St 66
St 68

St 56
Stsg

Sekil 2. Izolatlarda belirlenen aph (3')-111a geninin (292 bg’de) jel goriintiisii
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Sekil 3. Izolatlarda belirlenen aph (3')-111a geninin (292 bg’de) jel goriintiisii

Zhou vd. (2012) tarafindan yapilan g¢alismada
Cin’de farkli bolgelerden alinan yogurtlardan,
antibiyotik direncliligi test edilen bakterilerden 35
susta ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin,
klortetrasiklin, linkomisin, streptomisin,
gentamisin ve neomisin direnci fenotipik ve
genotipik yontemlerle tespit edilmeye caligilmus,
PCR yontemi ile tespit edilmeye ¢alisilan direng
genleri sonucunda, 5 Lb. bulgaricus ve 2 S.
thermophilus izolatinda aph (3)-Illa genleri

Str(B) primerleri kullanilarak yapilan taramada,
streptomisine direncli 11 izolatin DNA izolasyonu
yapilmis olup izole DNA’larin 4 adedinde str(B)
bolgesi saptanmustir. Streptomisine fenotipik
diren¢ gosteren 5 Lb. bulgaricus izolatindan Lb79
ve Lb86 hari¢ digerlerinde str (B) gen bdlgesine
rastlanmamustir. 3 S. thermophilus izolatindan St22
hari¢ diger iki izolatta istenen gen bolgesi tespit
edilmistir (Sekil 4). Ozteber (2013) yaptig
calismada elde ettigi bulgulara paralel olarak,

saptanmustir. calismamizda PCR uygulamalari sonucunda str (B)
(%36) genleri bulunmustur.
= -y & 5

& S < =
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1000 p
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Sekil 4. izolatlarda belirlenen Str(B) genlerinin (509 bg’de) jel goriintiileri
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Ozteber (2013)’in, farkli kaynaklardan aldig1
fermente siit iirlinlerinden izole edilmis LAB’nin
antibiyotik direngliliklerini fenotipik ve genotipik
yontemlerle  arastirmug,  eritromisin - (erm),
tetrasiklin  (tet) ve aminoglikozid direncini
kodlayan aac (6)-aph (2") primerleri ile yaptigi
PCR uygulamalar1 sonucunda tet (M) (%7,14), aac
(6")-aph (2") (%5,95), erm (B) (%4,76), tet (L)
(%2,38), van (C) (%1,19), erm (C) (%0,59) ve tet
(K) (%0,59) genleri bulmustur. Caligmamizda ise
PCR denemeleri sonucunda aph(3')-llla (%95)
genleri bulunmustur. Bizim buldugumuz sonuglar,
Ozteber (2013) tarafindan yapilan calisma ile
paralellik gostermektedir.

s
o~
)
~

1000 P>

513
o B

Van (E) primerleri kullanilarak yapilan taramada
vankomisine direngli 9 izolatin 6 tanesinin DNA
izolasyonu yapilmis olup, izole DNA’larm 4
tanesinde van (E) Dbolgesi saptanmistir.
Vankomisine direngli 1 S. thermophilus izolat
(St8) bulunmasina ragmen ilgili direng geni
gozlenememistir. Fenotipik direng gdsteren 5 L.
bulgaricus izolatlarindan Lb87 hari¢ digerlerinde
ilgili gen bolgesi bulunmustur. Van (E) fragmani
yaklasik 513 b¢ uzunlugundadir (Sekil 5).

Caligmamizdaki PCR denemeleri sonucunda
izolatlarda van (E) (%67) genleri tespit edilmistir.
Bu durum Ozteber (2013) tarafindan yapilan
caligmada elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir.

=y
SO
=

Lb 9)

~J

Sekil 5. Izolatlarda belirlenen van (E) genlerinin (513 bg’de) jel goriintiileri
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Sekil 6. izolatlarda belirlenen BlaZ genlerinin (772 bg’de) jel goriintiileri
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BlaZ primerleri kullanilarak yapilan taramada ise
penisiline direngli 4 izolatin DNA izolasyonu
yapilmis olup izole DNA’larin tiimiinde BlaZ
bolgesine rastlanmustir. BlaZ fragmani yaklasik
772 b¢ uzunlugundadir(Sekil 6).

Disk diflizyon yontemi ile kanamisine direng
gosterdigi  tespit edilen suslardan %60’inda
aph(3)-Illa  bolgesi, streptomisine  direng
gosterdigi tespit edilen suslardan %36’sinda str(B)
bdlgesi, vankomisine direng gosterdigi tespit edilen
suslardan %44’tinde van (E) bolgesi, penisiline
direng gosterdigi tespit edilen suslardan tamaminda
BlaZ bolgesi saptanmustir.

Elde edilen bulgular dikkate alinarak fenotipik
direng gosteren izolatlarin bir kismi degisken
olarak test antibiyotiklerinin bazilarinin direnglilik
genlerini [str(B), van (E), blaZz ve aph (3)-llla]
tagidig1 tespit edilmistir (Cizelge 4). Bu durum
mutasyon gibi evrimsel olaylarla agiklanabilir ve
izolatlar direnglilik geni kazanmis olabilir ya da
uygulanan  metotlarla  direngli gen tespit
edilememis olabilir (Liu vd., 2009).

4. Sonugc ve oneriler

Yapilan bu calismada dogal yogurt 6rneklerinden
izole edilmis ve genetik tanimlamasi yapilmis
bakteri stoklarindan Lb. bulgaricus ve S.
thermophilus bakterilerine ait izolatlar
canlandirilarak  antibiyotik direng 6zellikleri
belirlemek amaciyla kullanilmstir.

Disk difiizyon yontemi ile antibiyotik direngliligi
saptanan izolatlarin en fazla direng gosterdikleri

antibiyotiklere ait primerler kullanilarak genotipik
tarama yapilmig; disk difiizyon yontemi ile
kanamisine diren¢ gosterdigi tespit edilen
suslardan %60’inda aph(3)-1lla  bolgesi,
streptomisine direng gosterdigi tespit edilen
suslardan %36’sinda str(B) bolgesi, vankomisine
direng gosterdigi tespit edilen suslardan %44 tinde
van (E) bolgesi, penisiline direng gosterdigi tespit
edilen suslardan tamaminda BlaZ bolgesi
saptanmistir. Disk difiizyon yontemi ile direngli
bulunan izolatlardan %51’inde direng genleri tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak hem insanlar1 hem de hayvanlan

kapsayan  saglik  problemlerinin  ¢6ziime
ulasmasinda  pratik  olarak  antibiyotiklere
bagvurulmasi, antibiyotiklerin LAB’nin

araciligiyla direng¢ kazanmasi sonucu Onemli
sorunlar meydana getirebilme riski tasimaktadir.
Fermente gida iiretiminde tercih edilen LAB’nin
genellikle giivenli mikroorganizmalar olduklari
diistiniilmekte, bagirsak sistemindeki patojenleri
baskilayarak florada hakim olmalari istenmektedir.
Ancak, sahip olduklar1 antibiyotik diren¢ genini
patojenlere aktarma ihtimalinin énemli bir tehdit
oldugu diisiiniilmektedir. Hem yapilan mevcut
caligmadan elde edinilen hem de farkli
caligmalardan elde edilen bulgular, gida zincirinde
onemli bir yeri olan fermente siit liriinlerinin, insan
ve hayvan populasyonu arasindaki antibiyotik
direnclilik gosteren bakterilerin tasinmasinin bir
aract ve gida kaynakli bakterilerin antibiyotik
diren¢ genlerinin kaynaklarindan biri oldugu
konusunda yapilan tahminleri desteklemektedir.

Cizelge 4. Caligsmada tespit edilen gida kaynakli Lb. bulgaricus ve S. thermophilus izolatlarinin fenotipik ve

genotipik antibiyotik direng profilleri

LAB izolati (sayt: yiizde)

Fenotipik antibiyotik direng profili / resistant ~ Genotipik direng profili (str(B), van (E), blaZ ve

aph (3)-113)/(+)

bVankomisin / (5; %2100)
Kloramfenikol / (3; %60)

Ampisilin / (2; %40)
Gentamisin / (4; %80)
Kanamisin / (5; %100)

Penisilin / (3; %60)
Rifampisin / (3; %60)
Streptomisin / (5; %100)
Tetrasiklin / ( 3; %60)

Lb. bulgaricus

van (E)/(4; %80)

aph (3")-111a/(4; %80)
blaz/(3; %100)

str (B)/(-2; %40)

Vankomisin / (5; %7)
Kloramfenikol / (4; %6)
Ampisilin / (4; %6)
Gentamisin / (12; %18)
Kanamisin / (39; %57)
Penisilin / (2; %3)
Rifampisin / (2; %3)
Streptomisin / (7; %10)
Tetrasiklin / (2; %3)

S. thermophilus

aph (3')-111a/(31; %79)
blaz/(1; %50)

str (B)/(-2; %29)
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Bu calismada elde edilen bulgular sonucunda,
fermente gidalarda tercih edilen LAB’nin
kullanimina izin verilmeden Once antibiyotik
direng profillerinin fenotipik ve genotipik olarak
belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

5. Tesekkiir
Bu calisma; Tirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu
(TUBITAK) tarafindan 2014/3 donemi
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