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OZET

Laktik asit bakterileri (LAB); dogada fermentatif, fakiiltatif, anaerob ve aerotolerant &zelliklere sahip genis bir
mikroorganizma grubudur. LAB’larin g¢esitli fermentasyonlar agisindan Onemli bir yere sahip olduklar
bilinmektedir. LAB’ lar antibiyotiklere maruz kalma durumlarinda gida tiikketimi ile tiiketicilerde antibiyotik direng
belirleyicilerin yayilimi agisindan 6nem arz etmektedirler. Bu ¢aligmada Tulum peynirlerinden izole edilen ve
Lactobacillus plantarum (9) ve Lactobacillus paracasei (6) olarak PCR yontemi ile tanimlanan izolatlarin
antibiyotik direnglilikleri disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. LAB izolatlarinin gostermis oldugu en yiiksek
direncin (% 100) kanamisin, streptomisin ve ampisilin antibiyotiklerine karsi oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte (% 86,6) eritromisin, (% 80) gentamisin ve vankomisin, (% 73,3) rifampisin ve tetrasiklin, (% 60)
kloramfenikol, (% 53,3) penisilin antibiyotiklerine karsi da 6nemli oranlarda direnglilik tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: PCR, antibiyotik direnglilik, laktik asit bakterisi, Lb. plantarum, Lb. paracasei
ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB); it is a large group of microorganisms with fermentative, facultative, anaerobic and
aerotolerant properties. It is known that LABs play an essential role in various fermentations. LABs are important
in terms of spread of antibiotic resistance markers in consumers upon exposure to antibiotics. In this study,
antibiotic resistance of Tulum cheese isolates, identified as Lactobacillus plantarum (9) and Lactobacillus
paracasei (6) by PCR method, were determined by disc diffusion method. It was found that the highest resistance
of LAB isolates was against kanamycin (100%), streptomycin (100%), and ampicilin (100%) antibiotics. In
addition, significant resistance was detected against erythromycin (86,6%), gentamicin and vancomycin (80%),
rifampicin and tetracycline (73,3%) respectively, chloramphenicol (60%) and penicillin (53,3%).
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GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), gram pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif, basil ve kok hiicre sekilli,
fermentatif, fakiiltatif, anaerob ve aerotolerant 6zelliklere sahip genis bir bakteri grubudur. Dogada genis yayilim
gosteren LAB’lar, gidalarin dogal mikroflorasinin 6nemli bir pargasini olustururlar. LAB’lar sahip olduklari
metabolik Ozelliklerle gidalarin fermentasyon ile muhafazasinda siklikla faydalanilan mikroorganizmalardir
(Zapasnik vd., 2022).Urettikleri laktik asit, hidrojen peroksit, diasetil, antifungal bilesikler ve bakteriyosin gibi
maddelerle iriinlerin besin degerine ve besinlerin biyolojik yolla korunmasima yiizyillardir katkida
bulunmaktadirlar (Zapasnik vd., 2022; Yerlikaya vd., 2021). LAB’lar peynir, yogurt, zeytin, tursu, sucuk gibi
bir¢ok fermente {irtinde bulunmaktadir. Diinyada en ¢ok tiiketimi yapilan siit tiriinlerinden biri olan peynir, gerek
tiretiminde kullanilan ve gerekse ortama sonradan dahil olan LAB’lar ile yiiksek LAB popiilasyonuna sahiptir ve
bu bakteriler peynirde meydana gelen fizikokimyasal, tekstiirel ve duyusal degisimlerde etkilidirler. Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus ve Lactobacillus peynir fermentasyonunda siklikla kullanilan LAB cinsleridir (Furet
vd., 2004; Leroy ve De Vuyst, 2004).

Tulum peyniri lilkemizin ¢ogu yoresinde iiretilen ve tiikketimi yaygin olan geleneksel bir peynir ¢esidimizdir. Tulum
peyniri genellikle ¢ig siit kullanilarak iiretilmektedir ve tilketime sunulmadan 6nce yaklasik 4-6 ay gibi bir siire
olgunlastirilmaktadir. Olgunlagma esnasinda peynirde dogal olarak bulunan mikroorganizmalarin (6zellikle LAB)
faaliyeti sonucunda tulum peyniri kendine has lezzet ve yapiya kavusmaktadir (Ozkan vd., 2021). Tulum peyniri
zengin laktik floraya sahip oldugundan, bu peynirinden izole edilen ve tanimlanan LAB’larin biyoteknolojik ve
endiistriyel Ozelliklerinin belirlenmesi peynir iiretiminde kalite ve giivenilirligin saglanmasi agisindan Gnem
tasimaktadir.

Giintimiizde gida giivenliginin uluslararasi alanda 6nem kazanmasiyla birlikte LAB’ lar tizerine konu ile ilgili
yapilan bazi ¢alismalarda kendileri hastalik yapan bakteriler olmamasina karsin, gida zinciri vasitasiyla insan ve
hayvanlarin sindirim sistemine ulagsmalari, antibiyotik diren¢ genlerini iizerinde bulundurabilmeleri ve bu genleri
patojen bakterilere aktarabilmeleri sebebiyle LAB’larin insan ve hayvanlarda saglik problemlerine neden
olabilecekleri belirtilmektedir (Courvalin, 2006; Herreos vd., 2005). Bu baglamda yapilan g¢alismalarda da
antibiyotik direnglilik genlerinin taginmasinin yalnizca patojen bakteriler ve ticari kiiltiirler arasinda degil, ayni
zamanda patojen bakteriler ve dogal kaynaklardan izole edilmis LAB’ lar arasinda da olabilecegi mikrobiyal
genom dizilim ¢aligmalari ile ortaya konmustur (Sharma vd., 2014; Yalanca, 2009).

Antibiyotikler, bakteriler {izerine hiicre geperi sentezini durdurma, hiicre zarinin islevini bozma, protein sentezini
engelleme sekillerinde etki eden ve bakterileri inhibe etmek igin kullanilan bilesiklerdir. Bakteriler ise,
antibiyotiklerin etkilerine karsi sahip olduklar1 bazi genler (tet (M) tetrasiklin diren¢ geni ve erm (B) eritromisin
direng geni gibi) ile direnc¢ gosterebilmektedirler (Meral ve Korukluoglu 2014). Ayrica direng saglayan genlerin
bakteriler arasinda konjugasyon, translasyon, transdiiksiyon, transpozisyon veya mutasyon yollarindan biriyle
aktarilmasi ve sonucunda yeni direngli suslarin ortaya ¢ikmasi durumu da s6z konusu olabilmektedir (Sharma vd.,
2014; Madhavan ve Sowmiya, 2011). Dolayisiyla bilingsiz ve artan dozda antibiyotik kullaniminin bakterilerin
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmelerine ve ayni1 zamanda insan saglig1 lizerinde olumsuz etkilere neden oldugu
belirtilmektedir (Tavsanli vd., 2021; Egervarn vd., 2010; Courvalin, 2006; Gevers vd., 2000).

Antibiyotiklerin ¢ok genis kullanim alanina (tip, veterinerlik, ziraat, su triinleri teknolojisi vs.) sahip olmasi,
direngli bakterilerin gelisimini de beraberinde getirmektedir (Terkuran vd., 2019). Antibiyotik direnglilik, dogal
olarak bulunabildigi gibi sonradan da kazanilmis olabilmektedir. LAB’1n dogal olarak kazanilmis direnglilik bilgisi
tanimlanmustir. Baz1 Laktobasil tiirleri dogal olarak kanamisin, Streptomisin, ampisilin, eritromisin, gentamisin,
vankomisin, rifampisin, tetrasiklin, kloramfenikol, penisilin gibi antibiyotiklere yiiksek direnclilik gostermektedir
(Danielsen, 2002). Bu baglamda, gida giivenilirligi g¢ergevesinde, gidalarin dogal mikroflorasinin 6nemli bir
bileseni olan LAB grubunda bulunan tiirlerin antibiyotiklere karst duyarli ve direngli suslarinin belirlenmesi énem
arz ermektedir. Bu caligma ile Kahramanmaras ilinde yerel marketlerden temin edilen dogal Tulum peynirlerinden
LAB izolasyonu, fenotipik ve molekiiler ydontemlerle tanimlanmasi ve antibiyotik direnglilik profilinin belirlenerek
gida giivenligi agisindan degerlendirilmesi amaglanmaktadir.
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MATERYAL VE METOT
Orneklerin Hazirlanmast

Calismada Kahramanmaras’ ta yerel marketlerden temin edilen 8 farkli Tulum peyniri 6rnegi sogutucu (+4 °C)
igerisinde KSU, Gida Miihendisligi Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari'na getirilmistir. Peynir drneklerinden 10
gr tartilmis 90 mL % 0,85 (w/v) NaCl igeren steril fizyolojik tuzlu su icerisinde homojenize edilmistir.
Diliisyondan 1:9 oraninda, 10 seyreltme oranina kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir.

Laktik Asit Bakteri Izolasyonu ve Tamimlanmasi

Laktik asit bakteri izolasyonu i¢in hazirlanan diliisyonlardan de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth (Merck,
Darmstadt, Germany) ve de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar (Merck, Darmstadt, Germany) besiyerlerine
ekimler yapilmis, 37°C° da 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kolonilerin
morfolojileri incelenmis ve renk, tekstiir, yayilim, kenar 6zelliklerine gore farklilik arz eden koloniler segilerek sivi
besiyerine alinmig ve tekrar inkiibe edilmistir. Ardindan ¢izme yontemi ile agar ylizeyine ¢izme islemi ile secilen
koloniler saflastirilmistir. izolatlarmn Gram 6zellikleri, katalaz enzimine sahip olup olmadiklari tespit edilmistir
(Gobbetti vd., 2005). Katalaz (-), Gram (+) reaksiyon veren saf kolonilerden PCR metodu uygulanarak 16S
ribozamal rRNA bolgesini hedef alan tasarlanmus tiir spesifik primerlerle (Tablo 1) bakteri tanimlamas1 yapilmustir.
PCR islemi i¢in 4pl 5X Firepol Master Mix (Solis Biodyne, Estonya), 1’er pl ileri ve geri primerler, 1 pl DNA
ornegi ve 13 pl dH20 igeren 20 pl reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. PCR kosullari ise; 95°C” da 5 dk (ilk ayrisma),
95°C’ da 1 dk (denatiirasyon), baglanma sicakliginda 1 dk., 72°C’ da 1dk. (uzama) ve 72°C’ da 4 dk. 30 dongii
olarak uygulanmistir (Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler, Hollanda). PCR firiinleri, 1X TBE (90 mM Tris Base;
90 mM Borik Asit; 2 mM EDTA; pH 8.0) tampon ¢dzeltisi igerisinde % 1°lik agaroz jelde 100 V, 250 mA sartlarda
40 dk. yiiriitiilmiis (PowerPac Basic, Bio Rad, UK) ve UV 15181 altinda (UVT 20-M, Herolab) goriintiilenmistir.

Tablo 1. Tiire Spesifik PCR Calismalarinda Kullanilan Primerlere Ait Dizilim ve Bant Uzunluklari

Bant

Hedef bakteri Dizilim (5°-3”) o Referans
uzunlugu(b¢)
CCGTTTATGCGGAACACCTA
Lb. plantarum TCGGGATTACCAAACATCAC 318 Walter vd., 2000

. GCACCGAGATTCAACATGGAA
Lb. paracasei GCCATCTTTCAGCCAAGAACC 320 Tabasco vd., 2007

Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direncliliginin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

LAB suslariin antibiyotiklere karsi olan direncini belirlemede disk difiizyon yontemi kullanilmigstir. Saf kiiltiir
halinde elde edilen bakteri suslar1 12 saat sonunda, Muller-Hinton Agar (MHA) besiyeri iizerine yayilmistir
Antibiyotik diskler besiyerleri {izerine yerlestirlerek 37 °C’da 24 saat inkiibe edilmistir. Antibiyotik disk olarak
vankomisin (30 pg) kanamisin (30 pg), tetrasiklin (10 pg), eritromisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg), streptomisin
(10 pg), ampisilin (10 pg), penisilin (10 pg), rifampisin (5 pg) antibiyogram diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye)
kullamlmustir. Inkiibasyon sonunda antibiyotik diskler etrafinda olusan inhibisyon zon caplar1 elektronik kumpas
yardimiyla milimetrik olarak olgiilerek CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine goére
degerlendirilmistir (CLSI, 2012; Caki ve Tiimen, 1990).

SONUC VE DEGERLENDiRME

Bakterilerin Tanmimlanmasi

Tulum peynirlerinden elde edilen 38 izolattan 15 izolat Gram (+) ve katalaz (-) reaksiyon gostermistir. Elde edilen
izolatlar Lb. plantarum (9) ve Lb. paracasei (6) olmak iizere tiire spesifik primerler ile amplifikasyonu saglanarak
molekiiler olarak tanimlanmistir (Sekil 1 ve Sekil 2).
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M  GM1 GM2 GM3 GM4 GM5 GM6 GM7 GM8 GM10

318bg

Sekil 1. Lb. plantarum Suslarina ait PCR Agaroz Jel Goriintiisii (318 bg)

M  GM9 GM11l GM12 GM13 GM14 GM15

320b¢

Sekil 2. Lb. paracasei Suslarina ait PCR Agaroz Jel Gériintiisii (320 bg)

Bakteriyel tanimlamada kullanilan ve bakterilerin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine dayanan tani yontemleri,
hem zaman kaybina yol agmakta hem de tek olarak yapildiginda giivenilir sonu¢ elde etmede yeterli bir yontem
olarak kabul edilmemektedir (Dellaglio vd., 2005). Dolayisiyla 16S rRNA gen dizisindeki farkliliklar kullanilarak
PCR ile daha giivenilir identifikasyon yapilabilmektedir (Tabasco vd., 2007; Coeuret vd., 2003). Bu ¢aligmada
izole edilen bakterilerin biyokimyasal tanimlamalarina ilave olarak 16S rRNA gen dizisi farkliliklar1 géz Oniine
alinarak tasarlanan primerler ile molekiiler olarak da yapilmistir. Elde edilen izolatlarin PCR ile amplifikasyonu
sonucunda 318 b¢’de DNA bandi veren toplam 9 adet Lb. plantarum ve 320 bg¢’de DNA bandi veren 6 adet Lb.
paracasei tiirii belirlenmistir. Molekiiler tanimlama ile biyokimyasal tanimlamalar birlikte degerlendirildiginde
daha etkin bir identifikasyon yapilabilmektedir. Bu baglamda arastirma materyalini olusturan iki farkli tir
biyokimyasal ve molekiiler yontem ile de teyidi yapilarak net bir sekilde belirlenmistir. Molekiiler identifikasyon
ile elde edilen bilgiler literatiir bilgilerine (Tabasco vd., 2007; Walter vd., 2000) benzerlik gostermektedir.

Laktik Asit Bakterilerine Ait Antibiyotik Direncliligin Disk Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi

Antibiyotik kullaniminda ortaya ¢ikan en biiyiik tehdit, antibiyotik direncliligin patojen tiirler arasinda yayilmasi ile
daha 6nceden basarili sekilde tedavi edilen hastaliklarin artik tedavi edilemez olmasidir. Cig siitten iiretilmis tulum
peyniri gibi gidalarda antibiyotik direnglilige sahip bakterilerin dogrudan insan sindirim sistemine ulasabildigi
bunun da gida zincirinde, antibiyotik direngli mikroorganizmalarin hayvan ve insan popiilasyonlar1 arasinda
yayilimina yol a¢tig1 disiiniilmektedir (Colautti vd., 2022).

Tulum peynirlerinden izole edilen 9 adet Lb. plantarum ve 6 adet Lb. paracasei suslarmin vankomisin,
kloramfenikol, streptomisin, rifampisin, tetrasiklin, kanamisin, ampisilin, gentamisin ve penisilin antibiyotiklerine
direngleri disk diflizyon teknigi kullanilarak CLSI (2012) kriterlerine gore test edilmistir. Laktik asit bakterilerine
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ait antibiyogram test sonuglar1 ve standart antibiyotiklere ait karsilagtirma degerleri (Ammor vd., 2008) Tablo 2’ de
verilmistir.

Tablo 2. Standart Antibiyotiklerin Karsilagtirma Degerleri

Antibiyotik Disk icerigi (ug) Direncgli (R) Orta derecede duyarh (I) Duyarh (S)
Kanamisin (K) 30 <I3 14-17 >18
Eritromisin (E) 15 <I5 16-20 >21
Streptomisin (S) 10 <11 12-14 >15
Rifampisin (RA) 5 <16 17-19 >20
Gentamisin (GM) 10 <12 13-14 >15
Tetrasiklin (TE) 10 <11 12-14 >15
Kloramfenikol (C) 30 <12 13-17 >18
Penisilin(P) 10 <14 15-17 >18
Vankomisin (VA) 30 <9 10-11 >12
Ampisilin (AM) 10 <21 22-28 >29

Tablo 3. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotiklere Kars1 Gostermis Oldugu Duyarlilik-Direnglilige Ait Zon
Caplar1 (mm)*
Laktik asit bakteri Antibiyotikler
suslari K E S RA  GM TE C P VA AM

Lb. plantarum GM1  5R 8R 5R 5R 5R 5R 5R 5R B8R 8R

Lb. plantarum GM2  8R 8R 6R 9R 8R 10R 8R 10R 9R 12R

Lb. plantarum GM3  5R 6R 6R 6R 5R 6R 6R 8R 6R 7R

Lb. plantarum GM4  6R 12R 8R 9R 5R 10R 5R 8R 6R 8R

Lb. plantarum GM5 7R 6R 8R 6R 6R 121 5R 8R 125§ 5R

Lb. plantarum GM6 6 R 6R 5R 6R 5R 5R b5R 5R 5R 5R

Lb. plantarum GM7 6 R 6R 5R 6 R 6R 151 5R 6R 15S 6 R

Lb. plantarum GM8 7R 6R 6R I5R 6R 151 6R 6 R 101 15R

Lb. paracasei GM9 8R 15R 9R 16R 6R 16S 10S 19SS 101 18R

Lb. plantarum GM10 12R 21S 8R 14R 5R I0R 7R 19S 15S 221

Lb. paracasei GM11 13R 23S 7R 20S 17S 151 13S 20S 8R 12R

Lb. paracasei GM12 10R 10R 9R 21S 9R 17S 15S 21S 9R 14R

Lb. paracasei GM13 8R 8R 11R 24S 7R 18S 17S 22S 9R 15R

Lb. paracasei GM14 7R 14R 10R 181 16 S 12R 16S 20S 8R 241

Lb. paracasei GM15 6R 161 8R 21S 158 15S 14S 21S O9R 251
*R (resistant-direngli), I (intermediary-orta diizeyde direngli ya da duyarli), S (sensitive-duyarli). Kanamisin (K), Eritromisin
(E), Streptomisin (S), Rifampisin (RA), Gentamisin (GM), Tetrasiklin (TE),  Kloramfenikol (C), Penisilin(P), Vankomisin
(VA), Ampisilin (AM)

Antibiyotik direnclilik denemeleri sonucunda izole edilen LAB’1n klinik tedavilerde kullanilan bazi antibiyotiklere
kars1 direngli olduklari tespit edilmistir. 15 Lactobacillus spp. izolatinin tamami (% 100) kanamisin, streptomisin
ve ampisiline, 13’i (% 86,6) eritromisin, 12’si (% 80) gentamisin ve vankomisine, 11’i (% 73,3) rifampisine ve
tetrasikline, 9’u (% 60) kloramfenikole, 8’i (% 53,3) penisiline direngli oldugu bulunmustur. Akgay ve Giindogan
(2019) yaptiklar1 ¢alismada peynir ver ¢ig siit o6rneklerinden izole ettikleri Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik
direngliliklerini incelemigler ve izolatlarin ampisiline (%73,5) kars1 olduk¢a direngli, ancak tetrasiklin (% 14,7),
penisilin (%38,8), kloramfenikol (%5,8) ve eritromisine (%2,9) duyarli oldugunu belirtmislerdir.

Bununla birlikte calismada Lb. paracasei suslarinin tiimii kanamisin’e karsi direngli, kloramfenikol ve penisiline
kars1 ise %100 duyarli bulunmustur. Ayn1 zamanda Lb. paracasei suslarinin vankomisin ve ampisiline % 100
oraninda, eritromisine % 83,3 oraninda, gentamisine % 50 oraninda, rifampisine ve tetrasikline % 33,3 oraninda
direngli oldugu belirlenmistir. Lb. plantarum suslarinin tamaminin kanamisin, streptomisin, rifampisin, gentamisin,
tetrasiklin, kloramfenikol ve ampisiline karst ¢oklu direng ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. Han vd. (2015),
yaptiklari ¢alismada ise Laktobasil suslarinin kanamisin, basitrasin, nalidiksik asit ve multi polimiksine kars1 % 100
direngli olduklar1 belirlenmistir.

Ayrica Lb. plantarum suslarimin eritromisin, penisilin (% 88,88) ve vankomisine (% 66,6) direngli oldugu da
belirlenmistir (Sekil 3). Ancak Lb. plantarum olarak tanimlamasi yapilan GM5, GM7, GMI10 izolatlarinin ise
vankomisine karsi duyarli oldugu tespit edilmistir (Tablo 3; Sekil 4).
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Sekil 4. GM7 izolatinin VankomisiAntibiyotigine Karst 6stermi§ Oldugu Duyarliliga Ait Zon Capi (mm)
Gorlintiisii

Elde edilen veriler, tulum peynirinde bulunan Lb. plantarum ve Lb paracasei’ nin sahip olduklari antibiyotik
direnglilifi patojen ve patojen olmayan bakterilere aktarma olasiliklarinin oldugunu diisiindiirmektedir.
Glnlmiizde tiim diinyada enfeksiyon hastaliklarini tedavi i¢in hizla yeni antibiyotik tiirli ilaglar gelistirilmektedir.
Yine son zamanlarda antibiyotiklerin kullanimi ve zararlar iilkemizde ¢ok tartisilan konular arasindadir. Birlesmis
Milletler tarafindan agiklanan raporda ise 2050 yilinda, yilda yaklagik 10 milyon 6limiin antimikrobiyel dirence
bagli enfeksiyon hastaliklarini tedavi edememeye yonelik 6liimlerin olusturacagi yer almaktadir (Orhan, 2021).
Sonug olarak; insan ve hayvan sagliginda sorunlarin ¢oziilmesinde kullanilan antibiyotiklerin etkinligi son
zamanlarda azalmistir. Bunun da sebebi laktik asit bakterilerinin antibiyotik diren¢ genini patojenlere tasima
olasiligidir. Bu sebeple gida sanayinde kullanilan laktik asit bakterilerinin antibiyotik direng riski belirlenmeli ve
antibiyotik direnci olan laktik asit bakterilerinin kullanilmamasina 6zen gosterilmelidir.
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