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OZET

Siit Urtinlerinde ve insanda bulunan ve Laktik Asit Bakterileri (LAB)
ailesinin bir tiyesi olan Lactobacillus tiiri bakterilerde erm (ermA, ermB, ermC, erm,
ermGT), tetM, cat-TC ve van (van A, H, R, S, X, Y, Z, van B, X, Y, Z) antibiyotik
direng genlerinin varligi PZT yontemi kullamlarak aragtirildi. Bu amagla, 14 agiz, 32
digk1, 36 vajina olmék iizere toplam 82 insan kékenli 6rnek ve 20 ticari, 50 yerel
peynir, 10 yogurt, 1 agz siiti, 15 ¢okelek ve 15 tereyagi olmak lizere 111 siit
kokenli 6rnek kullanildi. MRS sivi (broth) ve MRS kat1 (agar) besiyerlerinde iiretilen
omeklere Gram boyama ve mikroskopi uygulanarak morfolojik ¢esitliliklerine gore
agarda seyreltme yontemiyle ortalama her Srnekten 4 tek koloni almarak tekrar MRS
agara ekimi yapildi. Stvi besi yerinde, agara ilk ekimde iireyen bakterilerin ve tek
koloni bakterilerinin DNA’lar1 biitlin olarak (total DNA isolation) elde edildi. erm
(ermA, ermB, ermC, erm, ermGT), tetM, cat-TC ve van (van A, H, R, S, X, Y, Z,
van B, X, Y, Z) genlerine 6zgiin primerler kullamlarak yapilan ¢aligmalar sonucunda
a1z kokenli drneklerin % 68’inde, digk: Srneklerinin % 75’inde ve vajinal 6rneklerin
% 80’inde ermB velveya tetM genleriné rastlandi. Buna kargiik siit kokenli

orneklerin % 18’inde ermB Ve/veYa tetM genlerine rastlamlmustir. Hig bir 6rnekte



van ve cat-TC genlerine rastlanmamigstir. Ayrica ham siitte, tereyagda, ve agiz
siitinde hicbir diren¢ genine rastlamlmamistir. ermB ve/veya tetM genlerine
yogunlukla insan kokenli numunelerde rastlamlmug siit ve siit {irlinlerinden sadece
yerel peynirlerde, ticari peynirde ve yogurtta rastlamlmistir. Orneklerde yapilan
tiplendirme ¢alismalarinda Lactobacillus (L.) acidophilus (48), L. casei (5), L.
plantarum (44), L. rhamnosus (33), L. jonsonii (13), tiirleri bulunurken L.
delbrueckii, L. zeae, L. reuteri, ve L. sharpeae tiirlerine hi¢ bir 6rnekte rastlaniimadi.
Her bir tiir {izerinde yapilan PZT ¢alismalan ile direng tasiyan tlir profilleri elde
edilmigtir.

Sonug olarak siit tiriinlerinde antibiyotik direngliligin pek biiyiik bir ¢apta
olmamakla birlikte 6nlem alinmas: gereken boyutlarda oldugu anlagiimaktadir. Agiz,
diskt ve vajinal florada bulunan laktobasillerin baskin bir bigimde direng genlerine
sahip olmasi direngliligin sindirim sistemi i¢inde elde edildigine veya edilebilecegine

igaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus, ermB, van, tetM, ve cat-TC direnci, PZT,

molekiiler tiplendirme
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ABSTRACT

Resistance profiles of Lactobacillus species which are a member of lactic acid
bacteria (LAB) were investigated in 14 mouth, 32 fecal, 36 vaginal samples of
human origin (total 82) and 1 raw milk, 15 whey cheese, 50 hand-made cheese, 20
marketed cheese, and 10 yogurt samples of dairy origin (total 111). Strains were
cultured in both MRS broth and agar. Gram staining was performed to bacteria
grown on agar plates. Four single colonies were picked up from each agar plates.
Total DNA isolation was performed to the single colonies. Lactobacillus species
were determined by PCR with primers specific to 16S-23S rRNA intergenic
sequences (IRS). Samples were found to contain Lactobacillus crispatus (78), L.
gasseri (61), L. acidophilus (48), L. plantarum (44), L. rhamnosus (33), L. johnsonii
(13), and L. casei (5). Using the same DNA samples erm (ermA, B, C, erm, and
ermGT), van (vanAHRSXYZ, vanBXYZ), tetM, and cat-TC gene clusters were
searched with specific primers to these genes. In 68 % of the mouth samples, 75 % of
the fecal samples, and 80 % of the vaginal samples ermB and/or tetM resistance
genes were found to present. However, only 18 % of the samples of dairy origin were

found to carry ermB and/or fefrM resistance genes.
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These results showed that drug resistance is not a big problem in dairy
products. However, drug resistance is a problem to take measures in samples of
human origin. Thus, it could be concluded that drug resistance may be obtained via

gastrointestinal and vaginal tract not through dairy products.

Key words: Lactobacillus, PCR, ermB, van, tetM, and cat-TC resistance, and

molecular typing
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1. GIRIS

Laktik Asit Bakterileri (LAB) insan saglif1 ve gelisimi i¢in ¢ok dnemli bir
yer tutan siit ve stit Uirlinleri bakterileridir (1, 2, 3). LAB tiirleri ¢ok eski ¢aglardan beri
gesitli mayali (fermente) gida tliretiminde mayalanmay: saglayan (baslatici, starter)
kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Insan normal mikrobiyal florasin Snemli bir kismini
LARB tiirleri olusturmaktadir (3, 32, 60). Bu bakteriler ag1z, sindirim sistemi, vajina, deri
ve sagta bulunurlar (5, 6, 7, 8) ve bulunduklan bélgede gerek iirettikleri asit,
asetaldehid, CO, ile ortamin pH degerini degistirerek (9) gerekse firettikleri
bakteriosinlerle diger bakterilerin gelismelerine engel olarak diizenleyici etki yaparlar.
Bunlarm disinda LAB ailesinin 6zellikle Lactobacillus (Laktobasillus) tiirleri sindirim
ve solunum sistemi enfeksiyonlarinda koruyucu gérevleri, antikarsinojenik faaliyetleri,
laktozu parcalama ve serum kolesterol seviyesini kontrol etme yeteneklerinden dolay:
son yillarda bir ¢ok aragtirmacinin dikkatini g¢ekmigtir. Ayrica LAB tizerinde viral
kokenli hastalik etkenlerine karsi vektér olarak kullanilabilmeleriyle ilgili ¢aligmalar
yapilmaktadir (2, 5, 10, 11).

Ulkemizin gesitli yorelerinde gok degisik LAB tiirleri kullanilarak 6zgiin siit
firtinleri yapilmaktadir. Ticari peynir, yogurt, krema ve kaymak gibi siit {iriinlerinin
iiretiminde baglatic/mayalandirici (starter) kiiltiir olarak LAB kullamiimaktadir. Ayrica
tiretim sirasinda gesitli yollardan siite bulasan digki kokenli LAB son iiriiniin iginde
bulunabilirler (16). Diski kokenli LAB’nin siit tirlinlerinde bulunmasi bulasma isareti
olarak kabul edilir (16). Gidalarda bulunan LAB insan afiz, mide-bagirsak ve vajinal
LAB florasimin olusturulmasinda etkilidir (3, 32, 60). Farkli aragtirmacilarin farkl
dénemlerde goniillii insan denekleri {izerinde yaptig1 Lactobacillus tiirii bakteri igeren
diyetle besleyip daha sonra bu bakterilerin digkidan atilimimi takip ederek zaman iginde
floradaki degismeleri, yaygin ve yerlesik bakteri tiirleri ve aralarindaki iliskileri
aragtirmay1 esas alan caligmalar insan LAB florasimin temelde gidalar ile alinan
bakteriler tarafindan olusturuldugunu gostermistir (3). Digki kdkenli LAB yaninda diger
bagirsak kokenli patojenlerinde bulunmasi bu drtinleri titkketen kisilerde hastalik
meydana getirir. LAB’nin hastalik olugturmas: ile ilgili ¢ok kisith bilgi vardir ve bu
bilgiler tatmin edici seviyede degildir. Bu sebeple genel kam olarak gida maddeleriyle
ozellikle de siit ve sit driinleriyle alnan ve insan agiz, mide-bagirsak ve vajina
florasinin bir {iyesi olan LAB tiirlerinin hastalik etkeni olmadig1 kabul edilir (25). LAB
kendileri hastalik etkeni olmasa bile bir pargasi oldufu agiz, mide-bagrsak ve vajina

florasinda kendileri ile birlikte yasayan patojen bakterilerle aym yagam alanim (niche)

1



paylasmasi sebebiyle hala stipheleri iizerine ¢ekmektedir. Zira kendisi patojen degilse
bile birlikte bulundugu bakterilerle genetik alig-veris sonucunda antibiyotik direng
genlerinin aktanhna51 ve taginmasina yardim etmis olur ki bu da direkt yada dolaylt
olarak antibiyotik direngli patojenlerin geligimini sagladig1 anlamina gelir.

Glintimiizde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antimikrobiyal ilaglar ok
Snemli rol oynamaktadir (12, 13). Penisilinin kesfinden bu yana pek ¢ok antimikrobiyal
ilag gelistirilerek, klinik kullanima sunulmustur. Bir siire kullamimi takiben patojen
bakterilerin bu antibiyotiklere .karsi diren¢ gelistirdikleri gozlenmigtir (14).
Antimikrobiyal ilaglara karsi gelistirilen bu direng hastaliin tedavi seklini, seyrini ve
tedavi stiresini ciddi sekilde etkilemekte artan maliyetler sebebi ile saglik sektdriine
biiytik bir ylik getirmekte ve saglifi tehdit eden patojenlere kars: elimiz ve kolumuzun
baglanmasina sebep olmaktadir (14, 15).

Bakteriyel hastaliklar sadece smirli sayida antibiyotikle tedavi
edilebilmektedir. Direngli bakterilerin yol agtig1 bir enfeksiyonu 6nlem alinmadigi
takdirde yakin gelecekte direngli bakterileri yok edecek kadar etkili antibiyotik
bulunamayabilir ve bakteriyel enfeksiyonlar tedavi edilemez duruma gelebilir. Bu
amagla bu giin modern klinik mikrobiyolojide bakterilerde antibiyotik direnci yada
duyarlilik seviyelerini tespit etmek igin mikrobiyolojik ve molekiiler ydntemler
kullantlmaktadir. Bu yontemlerle mikroorganizma biiylime ortaminda ¢esitli
antimikrobiyal ilaglara maruz birakilarak organizmanin bu dig etkene karst olan
davramis1 g6zlenmektedir. Agar seyreltme (agar dilution), disk iginde yayilma (disc
diffusion), minik {ireme kaplarinda tiretim (microbroth) ve e-test (12) bu yontemlere
ornek olarak verilebilir. Bu yontemlerde mikroorganizmanin antimikrobiyal ajana kars:
fenotipik davramslan gozlemlenir. PZT ve DNA-DNA hibridizasyon gibi molekiiler
yontemlerde ise mikroorganizmamn direng faktorlinii genotipik olarak tasiyip
tasimadigina bakilir (23).

Giintimiizde antimikrobiyal tedavide kullanilan ve direngli bakterilere karsi
yetersiz kalan antibiyotikler, devlet biitgelerine kiilfet olmaya ve tedavisi miimkiin
olmayan hastaliklar sonucunda yagam kalitesinin diigmesinden dolay: ¢ok biiyiik nem
arz etmektedir. Ulkemizde LAB direng profilleri, ve direngli LAB tiirlerine ait hentiz bir
calisma bulunmamaktadir. Halbuki, tilkemiz 6zgiin siit tirlinleri bakimundan ¢ok zengin
bir yelpazeye sahiptir.

Bu g¢aliymada giinliik hayatta tiikettigimiz siit ve siit {iriinlerinde floray:

meydana getiren LAB ailesinin bir iiyesi olan Lactobacillus tirlerinde erm (ermA,

2



ermB, ermC, erm, ermGT), tetM, cat-TC ve van (van A, H, R, S, X, Y, Z,van B, X, Y,
Z) antibiyotik direng genlerini tagiyip tagimadiklari molekiiler yontemler kullanilarak
arastirdmugtir. Bu amagla Gaziantep ve ¢evresinden toplanan yerel otantik (peynir,
yogurt, tereyagi, agiz siitli, ¢okelek v.b.) ve ticari siit tirtinleri LAB kompozisyonu,
diren¢ yaygmligt ve bu direncin insan mide-bagirsak ve vajina sisteminde ne dlgiide
yaygmn oldugu galisma ile direk ilgisi olmamakla birlikte Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Sahinbey Tip Merkezi Kadin-Dogum poliklinigine bagvuran kadin hastalarin
vajinal ve a1z bolgelerinden almnan siiriintii 6rneklerinden izole edilen LAB’den elde

edilen tiim DNA’larda PZT yontemiyle aragtirilmugtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri :

Laktik asit bakterileri (LAB) gram pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayén, kok, kokobasil yada basil ekilli, kromozomal DNA yapisindaki guanin +
sitozin (G+C) oram1 % 55’den az.olan bakterilerdir (62). Bu mikroorganizmalar tiir ve
cins ozelliklerine bagli olarak karbc;nhidratlardan laktik asidin yami sira asetik asit,
karbondioksit, alkol ve bazi tat ve aroma maddelerini tiretebilmektedirler (4). Ayrica
laktik asit bakterileri gidalarin bozulmasinda rol oynayan mikroorganizmalar ve insanda
hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalar iizerinde de tirettikleri laktik asit ve
bazi antimikrobiyal maddeler (bakteriosinler v.b.) nedeniyle sldiirticii etkiye sahiptirler
(4, 28).

Laktik asit bakterilerini glikoz metabolizmasi sonucunda {irettikleri son
tirline bagli olarak iki ana gruba ayrilir (4, 5).

1. Hekzoz sekerinden fermantasyon sonucu birincil dereceden laktik asit tireten
tiirlere homofermentatif laktik asit bakterileri ad1 verilmigtir (56). Homofermentatif
laktik asit bakterilerinin homolaktik karakterleri ortamin pH’si, besin maddeleri ve
ortamin glukoz konsantrasyonu gibi kiiltiirel kosullarin degigmesiyle farklilik gosterir.
Baz1 Homofermentatif laktik asit bakterileri pentozlar1 kullanarak asetik asit ve laktik
asit {iretebilirler (4). Bu gruba dahil laktik asit bakterileri heterofermentatif laktik asit
bakterilerine kiyasla iki kat daha fazla enerji tiretebilmektedirler (56).

2. Metabolik faaliyetleri sonucu hekzozlardan laktik asit, karbondioksit (CO,) ve
etanol tireten laktik asit bakterileri ise heterofermentatif laktik asit bakterileri olarak
adlandirilirlar (4). Heterofermentatif tiirler asetaldehit ve diasetil gibi tat ve aroma
maddelerinin tretimi agisindan Snem tagirlar (4).

Homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakterileri genetik ve
fizyolojik farkliliklarindan dolay1 glukozu farkli metabolik yollar izleyerek kullanmakta
ve farkli son driinler iiretmektedirler (5). Homofermentatif laktik asit bakterileri
hekzoizomeraz (glukoz fosfat izomeraz) ve aldolaz enzimine sahipken, fosfoketolaz
enzimi i¢ermezler ve Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) (glikolizis) metabolik yolunu
izleyerek bir molekiil glukozdan iki molekiil laktik asit Gretirler (4). Heterofermentatif
laktik asit bakterileri ise bunun tam tersi hekzoizomeraz ve aldolaz enzimi yerine

fosfoketolaz (transketolaz) enzimine sahiptirler. Bu gruba giren laktik asit bakterileri



glukozun yikiminda EMP metabolik dongiisii yerine pentoz fosfat (fosfoketolaz
glikolitik) dongiistinii kullanirlar (4). |

Bakterilerin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini kullanlarak taksonomik
simflanduma yapmak klasik bir yaklagimdir (5). Geg¢miste laktik asit bakterilerinin
simflandiriimasinda gram reaksiyonu, katalaz reaksiyonu, laktik asit konfigiirasyonu (D,
L ve DL) (5), hiicre duvar bilesenleri, hiicresel yag asitleri ve gesitli karbonhidratlar
fermente edebilme yetenekleri (62) gibi 6zellikler kullanilmaktaydi. Ancak son yillarda
yapilan detayli genetik caligmalar DNA baz kompozisyonlari, rRNA geni baz dizileri,
hiicre duvar1 mukopolipeptid tlirleri ve enzimlerin immiinolojik reaksiyonlara verdigi
yamtlar gibi 6zellikleri de tanimlama ve simiflandirmada etkin bir gekilde kullamilmaya
basland1 (5, 62). Laktik asit bakterileri bu tip genetik &zellikleri agisindan gok biiyiik
genetik ¢esitlilik gostermektedirler. Omegin DNA baz kompozisyonu (mol Guanin +
Sitozin (G+C) ylizdesi) laktik asit bakterilerinde en diisiik %35 (L. salivarus) ve en
fazla %53 (L. fermentum) arasinda degismektedir (4).

Laktik asit bakterilerinin taksonomik smirlarn henliz kesin olarak
cizilememigtir ve bu konuda degisik genetik ¢aligmalar stirdiirilmektedir. Su ana kadar
tammlanmuig ve degisik laktik asit bakterisi grubuna dahil edilmis mikroorganizmalarin
baz1 genel 6zellikleri agagida siralanmgtir:

1. Bu mikroorganizmalar gelisebilmek i¢in aminoasitlere ve B grubu vitaminler
gibi besin 6geleri ile piirin ve primidin bazlarmna ihtiyag duyarlar (4).

2. Cogu mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilari 5°C’nin altinda termofilik
tiirler ise optimum 45°C gibi yiiksek sicakliklarda gelisebilir (4).

3. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu optimum 4,0-4,5 pH’da gelisebilmelerine ragmen
bazilan 3,2 gibi diigiik ve 9,6 gibi yiiksek pH’larda gelisebilmektedir (4).

4. Ayrica bu mikroorganizmalarin bazilar1 zayif proteolitik ve lipolitik 6zellige
sahiptirler (4).

Genel olarak laktik asit bakterisi grubuna Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, ve Leuconostoc cinsleri dahil edilmekte iken son yillarda yapilan
taksonomik ve genetik c¢aligmalar sonucunda bu dort cinse Lactococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus ve Weissella cinsleri de dahil edilmisgtir

(62).



2.1.1 Lactobacillus

Calismamizin esas konusunu olusturan bu bakteriler gram pozitif, katalaz
negatif ve oksidaz negatiftir, mikroaerofilik ve fermentatif baz1 tiirleri mutlak anaerob,
genellikle hareketsiz ince, uzun veya kisa cubuk yada kokobasil seklinde bakterilerdir
(25). Bu bakteriler gelisebilmek i¢in kompleks besin maddeleri ve vitaminlere ihtiyag
duyarlar ve bu tlirler fermente et, siit ve sebze {iriinlerinin tiretiminde rol oynarlar (4,
25). Lactobacillus cinsi ti¢ biiylik gruba ayrilmaktadir;

1. Betabakterium,
2.  Streptobakterium,
3. Thermobakterium,

Zorunlu heterofermentatif Lactobacillus tiirlerinin hepsi  betabakterium
grubuna dahildir (25). Bu tiirler son {iriin olarak laktik asidin yam sira asetik asit ve
diger organik asitleri, etil alkol ve CO; iiretirler (4, 25). Homofermentatif ve fakiiltatif
heterofermentatif Lactobacillus tiirleri optimum gelisme sicaklifina gore
Streptobakterium ve termobacterium olmak ilizere iki gruba ayrnlmustir (25, 56).
Streptobakterium grubundaki Lactobacillus tirleri hekzoz sekerinden fermantasyon
yoluyla yiiksek oranda laktik asit tiretirler (4). Ancak glukoz yoklugunda baz tiirleri
laktik asit, asetik asit, etil alkol ve formik asit iiretir (25). Bu grupta fakiiltatif
heterofermentatif tiirler yer almaktadir. Optimum gelisme sicakliklar1 30 °C ve %1,5
laktik aside kadar asit iiretebilirler (4). Termobacterium grubundaki Lactobacillus tiirleri
hekzoz gekerinden baslica laktik asit iiretirler, pentoz sekeri ve glukonotlar1 fermente
edemezler (4). Bu grupta zorunlu homofermentatif tiirler yer alir, optimum gelisme
sicakliklar 40°C civarindadir ve % 3 diizeyinde laktik asit iiretirler (4, 25).

2.2. Mayali (Fermente) Siit Uriinleri

Peynir, yogurt, tereyag: gibi mayal: siit triinlerinin getirilisi sirasinda laktik
asit bakterilerinin faaliyeti sonucu laktik asit iiretimi, kefir ve kimiz gibi tirtinlerde ise
laktik asit ve alkol iiretimi s6z konusudur (4, 5). Ozellikle yogurt ve peynir iiretiminde
koagulasyona sebep olarak pihtiya kendine 6zgii bir yapi (tekstiir) kazandirmaktadir.
Bunun yammnda siit sanayinde kullanilan baglatici kiiltiirlerin bir kismu diasetil ve
asetaldehit gibi bir takim ugucu aroma maddeleri, bazilar1 da alkol tiretir. Ayrica bazi
baslangi¢ kiiltirler 6zellikle belirli tip peynirlerin olgunlasmasinda Onem tagiyan
lipolitik ve proteolitik faaliyete de sahiptirler (4).



Tablo 1. Cesitli fennente stit tirlinlerinde kullamlan baslangi¢ kiiltiirleri

LAB tiirii Kullanildigy siit Girtinleri Kaynaklar
Lactococcus  lactis  subsp. | peynir, kefir 4,31, 56
Lactis
Lactococcus  lactis  subsp. | peynir, tereyagi, yayik alti, eksi| 4,56
diacetilactis krem
Lactococcus  lactis  subsp. | peynir, tereyafi, yayik alti, eksi| 4,56
Cremoris krem, kefir
Lactococcus mesenteriodes | peynir, tereyagl, yayik alti, eksi| 4, 56
subsp. cremoris krem
Enterococcus faecium peynir 4, 50, 56
Lactobacillus rhamnosus yogurt 27, 56
Lactobacillus bulgaricus peynir, yayik alti, kefir, kimiz, | 4, 25
yogurt
Lactobacillus lactis yayikalt: 4,25
Lactobacillus helveticus yogurt, peynir, yayik alt1 1,25,30
Lactobacillus casei peynir, siit 25,30, 31
Lactobacillus acidophilus yogurt, yayik alti 1,4
Lactobacillus plantarum peynir 4,25, 30
Streptococcus termophilus peynir, yogurt 4,50
Leuconostoc cremorus eksi krem. yayik alti 4
Enterococcus faecalis peynir ' 4,50
Lactobacillus delbrueckii | peynir, yogurt 4,25,56
subsp. bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii | siit, peynir 4, 25, 56
subsp. lactis
Lactobacillus brevis siit, peynir 4,25, 56
Lactobacillus buchneri slit, peynir 4,25, 56
Lactobacillus kefir kefir 4,25




Tum peynir ¢esitleri, yogurt, tereyagi, kiiltiire edilmis yayik alti, kiiltiire
edilmis eksi krem, kefir, kimiz gibi mayali igecekler gibi tiriinlerin iiretiminde de laktik
asit bakterileri kullanilir (4). Siit sanayinde Streptecoccits tiirleri (4), Lactococcus tiirleri
(4), heterofermentatif Leuconostoc tiirleri (4) ve obligat homofermentatif ve fakiiltatif
heterofermentatif Lactobacillus tiirleri (30, 56) peynir, yogurt, tereyagi ve diger mayal
siit {irlinlerinin firetiminde kullamlan laktik asit bakterileri kullamlmaktadir. Baslangig
kiiltiir olarak kullanilan LAB tiirleri ve bunlarin kullamldig siit {iriinleri Tablo.1’de
verilmigtir.

2.3. Insan Laktik Asit Bakteri Florasi

LAB bir ¢ok gidalarda (6zellikle siit ve siit {irlinlerinde) dogal olarak yada
baglangic kiiltliri olarak bulunmalarinin yami sira insan ve hayvanlarda dogal
mikroorganizma florasimn (mikroflora) bir elemam: olarak bulunur. Tablo.2’de
goriildtigli gibi bu bakterilerin insan viicudu dogal florasinda en yogun olarak
bulundugu bolgeler; agiz, sindirim sistemi, diski, vajina, deri ve sagtir (25, 32).

Sindirim sistemi ve vajina bakteriyel agidan diisiintildiiglinde bir ¢ok patojen
ve patojen olmayan bakteri tiirii igin dogal yerlesim bélgesidir. Ozellikle Lactobacillus
tirleri {iirettikleri laktik -asit sonucu ortamin pH’sini distirmeleri (26), baz: tiirlerin
iirettigi bakteriosinler (46) ve {irettikleri H,O; ile sindirim sistemi ve vajinal floranin
diizenlenmesinde ve belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (9). LAB’lerinin
birgok tiirii katalaz enziminden yoksundurlar (25). Dolayisiyla H,O5’yi H;O ve O;’ye
dogal olarak pargalayamazlar. H,O; katalaz enzimi ile HO ve O,’ye doniisttirtilmedigi
takdirde organizma igin toksik etki gdsterir. Insan mikroflorasinda bulunan bu
Lactobacillus tiirleri iirettikleri H,O,’yi pargalayamadiklarindan ortama salinir ve bu
H,0, diger bakteriler i¢in 6ldirticti etki yaparak gelismelerine engel olur ve bdylece

mikrofloray1 kendi lehlerine degistirmis olurlar (26).

2.4. Insan LAB Florasmm Kokeni

Saglikly fetlis anne karmindayken mikroorganizmalar agisindan sterildir (60).
Yeni dogan bebekler sindirim sistemi florasin dogumdan sonra anneden aldig: siit ve
diger yedigi bitki kokenli gidalarla kazamrlar (60). Lactobacillus cinsi bakterilerin yeni
doganlanin sindirim sisteminde nasil kolonize olduguna dair gok kisitl fakat degerli
calismalar vardir. LAB viicut sivilarinda dogal olarak bulunmazlar. Bulunduklan

durumlar ise patolojiktir. Oysaki LAB normal yada patolojik durumdaki insanlarin
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Tablo 2. Insan viicudunda bulunan LAB ve bulunduklar: bslgeler.

LAB tiirti Bulundugu béige Kaynaklar
Lactobacillus crispatus vajina, digki, gbz, agiz, sindirim | 5, 6, 9, 25,
sistemi 27
Lactobacillus gasseri vajina, digk, sindirim sistemi, ag1z | 5, 6, 9, 25,
27
Lactobacillus fermentum vajina, digki, ag1z 6,7,9,25
Lactobacillus  paracacasei | vajina, diski 9
subsp. paracasei
Lactobacillus paracacasei | vajina, digki 9
subsp. toleranus
Lactobacillus plantarum vajina, digki, agiz 6, 7, 9, 25,
28
Lactobacillus reuteri vajina, diski, sindirim sistemi 6, 7, 9, 25,
28
Lactobacillus rhamnosus vajina, digki 7,9,27
Lactobacillus salivarius | vajina, digki, agiz, sindirim sistemi | 9, 28, 31
subsp. salicinus
Lactobacillus salivarius | vajina, digki, ag1z, sindirim sistemi | 9, 28, 31
subsp. salivarius
Lactobacillus vaginalis vajina 9
Lactobacillus acidophilus agli (fariks), vajina, disk1 5,6,7,25
Lactobacillus johnsonii diski, kan 5,6,7,27
Lactobacillus jensenii vajina, kan 6,25,27
Lactobacillus vaginalis vajina 27
Lactobacillus casei vajina, digk1, sindirim sistemi, ag1z | 6
Lactobacillus cellobiosus vajina 7
Lactobacillus animalis ag1z 25
Lactobacillus brevis ag1z, sindirim sistemi, digki 25 .
Lactobacillus buchneri ag1z 25




sistemlerinde ve vajinal bolgesinde normal flora elemam olarak bulunurlar ve ¢evresel
sartlara bagli olarak siirekli say1 ve tiir agisindan degisim gosterirler. Afiz yoluyla
alman bu bakteriler mideden gegisi takiben bagirsaklara ulagir olugturduklar asit
yogunlugunun da yardimu ile bafirsak epitel hiicrelerine yapisarak buradan itibaren
yerlesme gosterirler (3). Shinoda ve arkadaglar1 (2001) goniillii insan denekleri {izerinde
yaptig1 calismalarda denekleri L. helveticus CP53 tiirii igeren gidalarla beslemis ve bu
bakterilerin burada yerleserek adapte oldugunu digkidan bu bakteriyi tekrar elde ederek
gozlemlemistir. Matsumiya ve arkadaslan ise (2002) yaptiklar1 ¢aligmada anne digkist
ve vajinasinda bulunan Lactobacillus cinsi bakterilerin yeni dogan bebege gegebildigini
ve sindirin sistemi florasinin olusturulmasinda etkili oldugunu g6stermigtir. Yine
Tannock ve arkadaslari (2000) yaptiklart ¢alismada L. rhamnosus DR20 tiirlinti igeren
probiyotik iirlinlerle beslenen insanlarda digkida bu bakterinin bulunup bulunmadigin,
bu bakterinin besin maddeleri ile alinmasindan sonra ne kadar siireyle diskidan
attmimin  gergeklestigini  gézlemlemislerdir. Hem bu arastincilarin elde ettikleri
sonuglar hem de Tablo 1°de cesitli fermente siit Urtinlerinde kullamlan baslangig
kiiltiirleri ve tablo 2°de insan viicudunda bulunan LAB’leri ve bulunduklar: bolgeler
karsilastinldifinda, gidayla beraber alinan bakterilerin sindirim sistemi LAB florasimn

olusturulmasinda ¢ok énemli oldugunu ortaya koymaktadir.

2.5. Antimikrobiyal Ilaglar ve Etki Mekanizmalar

Giiniimiizde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotikler ¢ok dnemli
rol oynamaktadirlar. 1920’lerde penisilinin kesfinden bu yana pek ¢ok antibiyotik
gelistirilerek klinik kullamma sunulmugtur (15). Antibiyotikler; belirli bakteriler
tarafindan aym ortam kullanan diger bakterilerin oldiriilmesi veya gelisiminin
yavaglatilmas1 amaciyla Uretilen maddelerdir (14, 15). Antibiyotikler tip tarihinde
mucize ila¢ olarak kabul edilebilecek nadir ilaglarin baginda gelmektedir. Penisilinin
“tedaviye girisiyle baglayan siiregte milyonlarca insamin Oliimtine neden olan
mikroorganizmalar kontrol altina alinmig, kisa siirede elde edilen basanlar 6l¢tisiiz bir
iyimserlik havasimn dogmasina zemin hazirlamgtir. Bakteriyel dirence iligkin raporlar
ilk defa 1950’lerde ortaya ¢ikmistir (22). Hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde antibiyotikler gelisigiizel kullanilan ilaglarin baginda gelir.

10



. DNA Replikasyonu (DNA Jiraz) engelleyenler
Hiicre Duvar Sentezi

durduruculan RNA sentezini engelleyenler

Protein Sentezi

50S durdurucusu

Hiicre zar: faaliyetini Protein Sentezi
bozanlar

30S durdurucusu

Sekil 1. Bakteri hiicresi iizerinde antibiyotiklerin etki ettikleri bolgeler (33).

Bakteri hiicrelerinde, insan hiicrelerinden yap: olarak farkli iic ana bdlge
vardir. Bunlar hiicre duvari, hiicre zar1 ve ribozomlardir. Antimikrobiyal ilaglar temel
olarak bu bolgelere yonelik faaliyet gosterirler (Sekil-1). Buna gore dort tiirlii etki
mekanizmasi oldugu kabul edilmektedir (16, 18).

1. Hiicre duvar sentezinin durdurulmasi,
2 Protein {iretiminin durdurulmast,

3. Niikleik asit sentezinin durdurulmasi.
4 Hiicre zar faaliyetlerinin durdurulmasi,

1. Hiicre duvar iiretimini durduran antibiyotikler

e Beta-laktam Antibiyotikler: Penisilinler, Sefalosporinler, Karbapenemler,
Monobaktamlar, Beta-laktamaz enzim sentezini durdurucular.
o Glikopeptid antibiyotikler: Vankomisin, teikoplanin, sikloserin, basitrasin
2. Protein iiretimini durduran antibiyotikler

e 30S ribozomal alt iiniteyi etkileyenler: Aminoglikozidler, tetrasiklinler.

11



e 50S ribozomal alt (niteyi etkileyenler: Kloramfenikol, makrolidler,
linkozaminler.
3. Niikleik asit {iretimini durduran enzim kdkenli antibiyotikler
e  Onciil madde sentezini durduranlar: Sulfonamidler ve trimetoprim,
o DNA’nin tretimini durduranlar: kinolonlar
e RNA’nin transkripsiyonunu durduranlar. Rifampin
4. Hiicre zar faaliyetlerini degistiren antibiyotikler: Polimiksinler

5. Etki mekanizmast bilinmeyen antimikrobiyal ilaglar: izoniazid, metronidazol

2.5.1. Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotiklerinin hepsi molekiiler yapilarinda ortak beta-laktam
halkasi igerir (17). Bu halka bakteri duvar sentezinde kullanilan disakkarit peptidlerin
karboksil gruplar ile yapisal benzerlik g6sterir. Bu benzerlik nedeniyle duvar sentezini
saglayan enzimler olan penisilin baglayan proteinlere (PBP) bu substrat yerine beta-
laktam antibiyotikler baglanir (15). Enzimler bloke olur, duvar sentezi duran bakteriler
olur (15).

Unal’a (15) gére Beta laktam antibiyotiklere kars1 direng ti¢ degisik sekilde
olabilir. Bunlar; '

1. Antibiyotiklerin Hiicre i¢ine Girisinin Azalmasi: Beta-laktam antibiyotikler
i¢in az rastlanan bir direng mekanizmasidir. Gram pozitif bakteriler i¢in bildirilmemigtir
(15).

2. Beta-laktamaz Yapimmi: Bakteri tarafindan salgilanan enzim beta-laktam
halkasimi pargalar. Stafilokoklarda ¢ok siktir. Son yillarda enterokoklarda da giderek
artmaktadir fakat pnémokoklarda heniiz bildirilmemisgtir (15).

3. Penisilin Baglanma Proteinlerindeki (PBP) Degisiklik: Mutasyonlar veya
bakterilerden yeni genlerin transferi ile mevcut PBP’lerin beta-laktam ilgisinin

(afinitesinin) azalmas1 yada afinitesi diigiik yeni bir PBP sentezlenmesi seklinde olur

(15).

2.5.2. Aminoglikozit Antibiyotikler

Aminogilkozit antibiyotikler bakteri ribozomunun 308 alt {initesine baglanip
protein sentezini engelleyerek etkili olur (18). Direng, zar gegirgenlifinin azalmasi
ribozomlarda antibiyotik baglanma bolgesinin degiserek antibiyotigin baglanmaz hale

gelmesi ve aminoglikozitleri yikan enzimlerin sentezi ile gelisir (15).
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Mutlu ve arkadaslarina (1999) gore yiiksek diizeyde aminoglikozit
antibiyotiklere direng iki sekilde meydana gelebilir: Bunlar;
1. Ribozomal Diren¢. Ribozomlarda aminoglikozit antibiyotik baglanma yerinin
degismesi ile olusur. Transfer edilemez yayilimi azdir.
2. Aminoglikozit Modifiye Eden Enzimlerin Sentezi ile Olusan Diren¢. Bu tiir
diren¢ duyarli suslara transfer edilebilir. Bu nedenle hizla yayilir. Aminoglikozitlerin
yapisini  degistiren enzimler (adenil-transferaz, Fosfo-transferaz, Asetil-transferaz)
antibiyotik iizerinde adenil, fosfor ve asetil kokleri transfer ederek ilacin molekiil

yapisini degistirir.

2.5.3. Glikopeptid Antibiyotikler

Glikopeptid antibiyotikler, vankomisin ve teikoplanin, peptidoglikan &nciil
molekiili D-alanyl-D-alanine’nin serbest karboksil ucuna baglanip bakteri duvar
sentezini engelleyerek etkili olurlar (20, 35, 36). Her iki antibiyotik de gram negatif
bakterilerin dis zarindan gecemez (36), bu nedenle gram negatif bakteriler glikopeptid
antibiyotiklere kars1 direnclidirler (20, 36). Kesfinden itibaren otuz yil boyunca gram
pozitif bakterilerde vankomisine kars1 diren¢ gézlemlenememistir (35). Ancak 1980’1
yillarda ciddi enfeksiyonlara yol agabilecek bazi gram pozitif bakterilerde vankomisine

ve teikoplanine kars: direng goriilmeye baslanmustir (35).
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Sekil 2. Aminoglikozit antibiyotiklerin etki mekanizmasi (42).
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Glikopeptid antibiyotiklere yiiksek diizeyde direng, Lactobacillus (12, 13),
Leuconostoc (13), Pediococcus (13) ve Erysipelothrix gibi bazi bakterilerde dogal
(intrinsic) bir 6zellik olarak tespit edilmistir (35). Bu bakteriler zaman zaman ciddi
enfeksiyonlara yol agabilseler de bu tiir enfeksiyonlarin sayica ¢ok az olmasi ve bu
bakterilerin daha bagka pek ¢ok antibiyotige duyarli olmalari nedeniyle glikopeptid
antibiyotiklere direngleri bu yonden 6nemli bir klinik zorluk olusturmamaktadir (35).

2.5.3.1. Vankomisinler

Vankomisine direncin bakterinin yeni bir D-ala-D-ala ligaz enzimi
aracilifiyla D-ala-D-ala ucunu deistirerek, ilacin artik buraya baglanmamas: ile
meydana gelmektedir (36). Yeni enzim sentezini saglayan gen bir grup bakteride
plazmid {izerinde (vanA), diger bir grup bakteride ise hiicre kromozomu lzerinde
(vanB, vanC) gosterilmigtir (20). Bu li¢ fenotipe ek olarak son yillarda vanD ve vanE
fenotipleri bildirilmistir (36).

VanA Tipi Direng: E. faecium ve E. faecalis’te gosterilmigtir (20).
Direngten 39 kDa afirhiginda vanA adi verilen bir hiicre zar proteini sorumludur
(20,36). Bu protein sentezini vanA geni saglar (35). vanA geni ile birlikte vankomisin
direncinin ifadesinde (ekspresyonunda) ve gen ifadesinin diizenlenmesinde
(regiilasyonunda) rol oynayan diger genler (vanR, vanS, vanH, vanX ve vanZ) 10581
baz ¢ifti uzunlugunda bir transpozon (Tnl1546) iizerinde yer almaktadir ($ekil-3) (35).
Tn1546 plazmid iizerinde tasinmakta ve bu nedenle diger bakterilere kolaylikla transfer
edilebilmektedir (35). Yukarida belirtilen genlerin ifadesi sonucunda D-ala-D-ala yerine
D-ala-D-lac ile sonlanan farkli bir peptidoglikan molekiili sentezlenir (36).
Vankomisinin bu yeni peptidoglikan molekiiliine ilgisi oldukg¢a diisiiktiir (36). Bu yeni
peptidoglikanin ~ sentezinde rol oynayan proteinlerin gorevlerini su sekilde
siralayabiliriz; vanA proteini D-ala-D-ala yerine D-ala-D-lac sentezinden sorumlu olan
substrata Gzglinliigii degismis bir ligaz enzimidir, vanH proteini yukanda belirtilen
reaksiyon igin gerekli D-laktat havuzunun olugmasiu saglayan bir D-hidroksiasit
dehidrogenazdir, vanX proteini D-ala-D-lac ucuna kars: aktivitesi olmayan bir D,D-
dipeptidazdir (35,36). Bu enzim orijinal enterokokal ligaz enziminin olusturdugu D-
ala-D-ala havuzunun tiiketilmesini ve normal pentapeptid sentezinin asgari diizeyde

tutulmasint saglar (35, 36).
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Sadece vanA proteinin varlifi vankomisine direncin ortaya ¢ikmasinda
yeterli degildir (35). D-lac ve benzer D-hidrosiasitler enterokoklar tarafindan
sentezlenmez ve dogal ortamlarinda bulunmaz (35). D-lac sentézi yapabilmek igin
enterokoklarin vanA operonunda bulunan genleri kazanmasi ve vanA igin substrat
olusturmas: gerekir (20, 36, 36). VanH D-lac sentezinden sorumludur(35).

VanR ve vanS proteinleri vanHAX gen kiimesinin transkripsiyonunun
diizenlenmesinde goérev alir (35). VanS muhtemelen ortamda vankomisinin varliginin
yada vankomisinin hiicre duvari izerindeki erken etkilerinin belirlenmesinden
sorumludur (35). VanS’den gelen isaret tizerine vanR proteini devreye girer ve vanH
vanA ve vanX proteinlerinin iretimi baslatilir (35). VanY ve vanZ proteinleri de
dirence katkida bulunmasina ragmen mutlak gerekli faktérler degildir(23, 35, 36).

VanB Tipi Direng: Bu tlir direng E. faecium ve E. faecalis’te gosterilmigtir.
Direng muhtemelen vanB adi verilen gen tarafindan kodlanan 39,5 kDa molekiiler
agirliktaki vanB zar proteini tarafindan olusturulmaktadir (35). vanA ve vanB
proteinleri arasinda aminoasit yapist y6niinden % 76 benzerlik bulunmaktadir (20, 35,
36). vanA tipi dirence benzer olarak vanHB, vanYB, vanXB, vanRB, ve vanSB genleri
direng olugturmakta rol oynar (Sekil-3) (36). Bugiine kadar vanB tipi direnci bakteriden
bakteriye transfer etmek miimkiin- olmamustir (35). Bu nedenle diren¢ geninin
kromozom {izerinde olma olasilig1 miimkiindiir. Direngli bakteriler vankomisine direngli
fakat teikoplanine duyarlidir(23, 35, 36).

VanC Tipi Diren¢: VanC tipi direng D-ala-D-ala yerine D-ala-D-ser ile
sonlanan bir pentapeptit sentezlenmesi sonucunda olusur. YanC sorumlu direng genidir.
VanC tipi direncin geni kromozom tiizerinde bulunur ve bir bakteriden digerine
aktarilamaz (35, 36).

VanA tipi glikopeptit direncinde vankomisine karsi olan diren¢ vanB ve
vanC tipi direngten daha siddetlidir (MIC > 512 mg/l) (36). VanA tipi glikopeptid
direncinde aym zamanda teikoplanine karsida direnglidir (MIC >8 mg/l) (36). VanA
tipi direng geni bir transpozon iizerindedir ve hem plazmid hem de kromozom
tarafindan tasinabilir (20, 35, 36). Bu ozelliginden dolay1 bu djrenc; bir bakteriden diger
bir bakteriye plazmid aracihigiyla aktarilabilir (35). Bu genin transpozon iizerinde
bulunmasindan dolayt bazi plazmid igermeyen bakterilerde de vanB tipi direncin
aktarilabildigi gosterilmistir (23).. Bu sonu¢ bu genin konjugatif bir transpozon
tarafindan  tagindiint gbstermistir (35). vanB tipi direng gosteren bakteriler
vankomisine direncli (MIC < 128 mg/1) teikoplanine kars: duyarhidir (MIC < 4 mg/l).
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vanC tipi diren¢ kromozom tiizerinde bulunur ve bir bakteriden diger bir bakteriye
aktarilamaz (36).

VAN A Gen Allesi

vanR  vanS vanH vanA  vanX vanY vanZ
5 — I e T T T  — L } 3

VAN B Gen Ailesi
vanRB  vanSB vanYB vanW vanHB vanB vanXB

5 — —— —— " — ] T T } 3

—— = Kodlanan Gen Bélgesi

Sekil 3. Vankomisin direng geni (36).

2.5.4. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler ilk kez 1940’l1 yillarda kesfedilmis protein sentezini inhibe
ederek etkili olan (37) genis etki yelpazesine sahip disiik toksik etkili (54) bir
antibiyotiktir,

Tetrasiklinler aminoacyl-tRNA’larin bakteri ribozomlarinda bulunan peptid
kabul edici A bolgesine (acceptor A site) baglanmasimi engelleyerek protein sentezini
durduran antibiyotiklerdir (37). Tetrasiklinler hem gram pozitif hem gram negatif
bakteriler, 6zellikle klamidya (chlamydiae), mikoplazma (mycoplasmas), riketsiya
(rickettsiae) protozoalara (protozoan) karsi olmak f{izere geniy bir etki yelpazesine
sahiptir (37). Bu antibiyotikler insan ve hayvan enfeksiyon hastaliklarinda genis bir
kullamim alanina sahiptirler (37). Ayrica bazi iilkelerde bu antibiyotik hayvan
yemlerine koruyucu ve biiylimeyi tesvik edici ajan olarak katki maddesi seklinde
katilmaktadir. Hem tetrasiklinleri hem de diger antibiyotiklerin hayvan yemlerine
biiyiimeyi diizenleyici katki maddesi olarak katilmasi son yillarda &niine gegilmez bir
hal alan antibiyotik direh¢ sorunu yiiziinden iizerinde ciddi bir sekilde diisiiniilmesi

gereken bir durum haline gelmistir (14, 17, 21, 37).
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Klorotetrasiklin (Chlortetracycline) ve oksitetrasiklin (oxytetracycline)
1940’11 yillarda kesfedilen tetrasiklin ailesinin ilk elemanlaridir (37). Bu molekiiller
Streptomyces aureofaciens‘ ve §. rimosus tarafindan {iretilmektedir (21). Diger
tetrasiklinler (dogal olarak bulunanlar, tetrasiklinler) S. aureofaciens, S.rimosus ve
viridofaciens’dan , demethylchlortetracycline S. aureofaciens’dan elde edilmistir. Suni
olarak tretilen tetrasiklinler ise metasilin (methacycline), deoksisilin (doxycycline) ve
minosilin (minocycline) dir (37).

1950’li yillardan once  birlikte yasayan (kommensal) ve patojenik
bakterilerin biiylik ¢ogunlugu tetrasiklinlere kars:i duyarliydilar (37). Chopra ve Robets
(2001) bildirdigine gore 1954 yilann arasinda toplanan 433 Enterobacteriaceae
Orneginden yalnizca % 2’si tetrasiklinlere karsi direngliydi (37). Ama daha sonra bu
antibiyotiklerin tip, veterinerlik ve tarimda daha genis bir sekilde kullanmilmasiyla direng
sorunu da daha biiyilik bir yayilim go6stermistir (37). Aslinda tetrasiklinlere karsi
direngliliin kommensal ve patojenik bakterilerde sikliginin artmasinda tet geninin
yayilimu etkili olmustur (37).

Mendez ve arkadaglann (1980) ilk kez Enterobacteriaceae ve
Pseudomonadaceae bakterilerinde plazmid koékenli tetrasiklin direncini géstermistir
-~ (37). Chopra ve Robets (2001)’e gore su ana kadar 29 tane tetrasiklin direng geni (fet)
ve 3 tanede oksitetrasiklin direng geni (otr) tanymlanmustir.

Chopra ve Robets (2001)’e goére tetrasiklin direnci dort sekilde ortaya
cikabilir.

1. Antibiyotigin bakteri hiicresi iginden digariya pompalanarak hiicre igi
konsantrasyonu diigiiriiliir bdylece etkili olacag: konsantrasyona higbir zaman ulasamaz.
Bu tip direngten sorumlu genler tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tel(E), tet(G), tet(H), tet(D,
tet(1), tet(Z), tet(30), tet(31), tet(K), tex(L), otr(B), tcr3c, tetP(A), tet(V) ve tet(Y)d
genleridir. Bu genlerin iriinleri olan bu proteinler devamli bir gekilde antibiyotigin
bakteri hiicresi iginden dig ortama pompalayarak ilacin hiicre i¢i konsantrasyonunu
diigtirtir (37).

2. Antibiyotigin ribozoma baglanma bolgesinde degisiklik meydana getirerek bir
taraftan antibiyotigin ribozoma baglanmasi &nlenirken diger taraftan protein sentezi
devam eder. Ribozom baglanma béSlgesjndeki degisiklikten sorumlu genler feq(M),
tet(0), tet(S), tet(W), tet(Q), te(T), otr(A), tetP(B) ve tet’dir (37).

3. Antibiyotik enzimatik yolla yikilarak etkisiz hale getirilir. Bu grup direngten
sorumlu gen tet(X)’dir (37).
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4. Mekanizmasit tam olarak agiklanamamakla beraber t7#(U) ve otr(C) genleri de
tetrasikline kars1 direng gelisiminde etkili gen bolgeleridir (37).

LAB’lerinden; Lactobacillus cinsinde i.zfet(O) ve tet(Q), Enterococcus
cinsinde tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(S) ve tet(U), Streptococcus cinsinde tet(K),
tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q) ve tet(T) tipi tetrasiklin direnci gézlenir. Genel olarak
tetrasiklin direng fakt6rii plazmidler ve traspozonlarla aktarilir (37, 54). Transpozonlarla

aktarilan direng faktorii kromozom tiizerinde yerlesim gosterebilir (37).

2.5.5. Makrolidler

Makrolid, linkozamid ve streptogramin tiirevi antibiyotikler makrosiklik
lakton halkasindan ibaret ortak bir yapiya ve benzer antibakteriyel etkiye sahip
olmalann nedeniyle biiyiikk bir antibiyotik ailesi olustururlar. Baglica makrolid
antibiyotikler; eritromisin ve tiirevleri ile klaritromisin ve azitromisindir (14).

Eritromisin bakteri ribozomlarimin 50S alt birimlerine geri déntigtimli bir
sekilde baglanarak kabul edici bolgedeki (A bolgesi) aminoagil-tRNA molekiiliiniin
peptidil (P) noktasindaki yeni sentez edilen polipeptid zincirine transferini engelleyerek
peptid zincirinin uzamasim engeller (Sekil-4) (14, 48). Boylece bakteri hiicresinde
protein sentezi engellenir. Eritromisin ve diger makrolidlerin baglandif: yerin yanina
kloramfenikol ve linkozamidlerinde baglanma bélgesi vardir (38, 48). Etki yerleri
ortaktir (38). Bu nedenle bu ii¢ antibiyotik tiirii birbirlerinin bakteri ribozomlarindaki
hedef noktalarma baglanmasim yansgmali Bigimde Onlerler (38). Birbirlerinin
antibakteriyel etkilerini bozduklarindan birlikte kullanilmamalidirlar. Bu {i¢ antibiyotik
grubundan birine direngli olan bir bakteri susu digerlerine ¢apraz direng gdsterir (14).

" Eritromisinin antibakteriyel yelpazesi Penisilin G’ninkine benzer (38).
Penisiline direncli ( beta-laktamaz iireten) S. aureus suslarinin ¢ogu dahil gram pozitif
koklara ve bé.sillere kars1 giiglii etkinlik gosterir (48). Gram negatif koklar {izerinde de
giiclii bir etkiye sahiptir (14). Eritromisin direnci i mekanizma ile gelisir; hedef bdlge
degisikligi, antimikrobiyal inaktivasyon, aktif olarak ilacin digar1 atilmasi. Eritromisine
dogal direng:‘ nedenlerinden biri de bakteri hiicre ¢eperinin ilacin pasif diiflizyonuna
elverisli olmamasidir. Eritromisinin etki yeri ribozomlar oldugu igin bakteri hiicre
sitoplazmasina  girmesi  gerekir. Ortammn pH’smmn’ yiikselmesi eritromisinin
iyonizasyonunu azaltarak gecirgenligi ve ilacin etkisini arttirir (38). Eritromisin ve
benzer antibiyotiklere karst kazamlmis direncin en sik goriilen sekli adenin-N6-

metiltransferaz/metilaz (adenine-N6-methyltransferase) salgilanmast sonucu
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ribozomlarm 50S alt biriminin bir 6gesi olan 23S rRNA’nin adenin rezidiilerinin
metillenmesidir (38). Bu olay sonucunda makrolidlerin bakteri ribozomu 508 alt iinitesi
tizerindeki baglanma bolgelerine ilgileri azalir . Metilaz geni genelde plazmid iizerinde
bulunur ve normal sartlarda ifade edilmez (48). Ne zaman bakteri makrolidlere maruz
kalirsa gen ifadesi sentezlenmeye baglar (38). Bazi bakterilerde ise metilaz enzimi
strekli tretilir. Bu bakteriler makrolidlere karg1 yiiksek direng gosteren
mikroorganizmalardir (38).

Jensen ve arkadaslari’na (1999) gore eritromisin diren¢ genlerini 6 siifa
ayurmak miimkiindiir (41). Bu suuflar ermE, ermDK, ermF, ermA2, ermB, ermG ve
ermC gruplaridir. LAB’lerinde goriillen erm direnci ermB ve ermG grubuna dahildir
(41). Lactobacillus tirli bakterilerde ermG, Streptococcus tirlerinde ermG,
Enterococcus tirlerinde ise hem ermB hem de ermG grubu eritromisin direng genleri
bulunmaktadir (41).

2.5.6. Kloramfenikol

Kloramfenikol bakteri ribozomunun 50S alt tinitesine baglanir ve protein
sentezini peptidiltransferaz (peptidyltransferase) asamasinda engelleyerek etkili olur
(Sekil-4) (14). Kloramfenikol direncinde genellikle antibiyotik Kloramfenikol
asetiltransferaz enzimi tarafindan parcalanarak etkisiz hale getirilir. -Kloramfenikol
direng geni (caf) gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasinda ¢ok az bir benzerlik
gosterir. Bu genin farkli tip farkli bakteri gruplarinda tammlanmugtir. Bu gen (car)
siklikla plazmid araciligtyla taginir, Bu gene karst bazi gram negatif bakterilerde dig zar
gegirgenliginde azalma ve ilacin hiicre digina pompalanmasi seklinde direng géziikse de
bu o kadar yaygin degildir (14).

Antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ antimikrobiyal ajanlarin kullamimiyla
gittike artan bir problem olmugtur. Bunun ¢oziimlerini bulabilmek igin bir gok tilkede
cok degisik galigmalar yiriitilmektedir. Bilindigi gibi antimikrobiyal ajanlara karsi
diren¢ gelistirme mekanizmasmnin temelini genetik elemanlar olusturmaktadir. Bu
genetik materyalin bir bakteriden difer bir bakteriye aktarilabildigi gosterilmistir (16).
Patojen olmayan (hastalik etkeni olmayan) bazi bakteriler sz konusu bu direng
genlerini tastyabilirler ve bu tagidiklart direng genlerini patojen bakterilere aktararak o
bakteriyi s6z konusu antimikrobiyal ajana kars: direngli hale getirebilirler. Bu sekildeki

diren¢ aktarimina en uy;gun ornek plazmidler tarafindan tagman direng genlerinin bir
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bakteri tiirtinde veya bir bakteri tiiriinden diger farkli bir bakteri tiiriine yatay olarak
aktarilarak direncin yayilimidir (9, 10, 14,49).
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Sekil 4. Eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotiklerin etki mekanizmasi (42).

2.6. Antibiyotik Direncinin Genetik Temeli
Mutlu ve arkadaslarina (1999)’na gore antibiyotiklere direngli
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ve yayilimu ile ilgili bir cok faktor arasinda iigii 6n
plana gelmektedir;
1. Sik rastlanan diren¢ genlerinde, diren¢ yayilimimi genisletecek mutasyonlarin
olmasi,
2. Mikroorganizmalar arasinda genetik bilgi aktanmuyla diren¢ genlerinin yeni
konaklara gegisinin kolaylasmasi,
3. Hastaneler gibi direngli mikroorganizmalarin ¢ogalabilecegi ortamlarda
antibiyotik veya dezenfektanlarin 6zellikle direng gelisimi tizerinde segici baskisi.
Bakteride genom kromozomal DNA ve plazmid ad: verilen halka yapili daha
kiiciik ve kromozomdan bagimsiz bir epigenetik molekiilden olusmaktadir (49).
Kromozom DNA’s1 metabolizma, ¢cogalma, ve hiicre yapis ile ilgili hayati bilgileri
tasirken plazmidler bu mikroorganizmalara bulasmay: saglayan (virulans) faktorleri ve
diren¢ genleri gibi ek Ozellikler kazandinirlar. Konaktan konaga aktarilabilmelerini
saflayan genleri tasiyan plazmidlere konjugatif plazmidler denir (57). Direng
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genlerinin ¢ogu plazmid kokenlidir (49). Plazmid {izerinde tasinan genlerin kromozom
tizerindeki genlerle yer degistirmesi yada bu genler arasina yerlestirilmesi de séz
konusudur. “ Genlerin plazmidden kromozoma aktarilmas: yeniden diizenlenme
(rekombinasyon) mekanizmasiyla yada transpozonlar aracihifiyla gerceklestirilebilir
(18).

Transpozonlar (sigrayici genler) kromozom veya plazmide girebilme ve
ayrilabilme yeteneginde olan bdylelikle bu iki yap: arasinda DNA dizileri aktarimim
saglayan kii¢lik DNA parcalaridir (57). Plazmid kokenli Beta(B)-laktamazlar, tetrasiklin
direng genleri ve aminoglikozid yapisim degistiren enzimler gibi bir ¢ok direng geni
aslinda transpozonlar ig¢inde bulunmaktadir (57). Transpozonlar, genis konak yelpazeleri
sebebiyle direng genlerinin degisik tlirler arasinda aktariminda ¢ok 6nemlidirler.

Direng genleri ile ilgili bir diger genetik yap: da integrondur. Kromozom
veya plazmid {izerindeki antibiyotik diren¢ genlerinin birbirleri ile baglantili oldugu ve
dzendirici (promoter) bolgesinin yakininda §zel integrasyon birimleri (tiniteleri) oldugu
gosterilmistir (49). Bu yerlesim isareti seklindeki elemanlara integron adi verilir.
Integronlar rekombinasyonun sik oldugu (hot spots) yerlerde yer alur.

' Kromozom veya plazmid tizerindeki direng genleri, bakterinin béltinmesi ile
yavru hiicrelere aktarilir (vertikal= dikey gegis) (49). Bu yeni hiicrelerin ¢ogalmas: ile
de direncin yayilimu gergeklesir (klonal yayilim) (57). Plazmidler bunun yani sira
konjugasyon ile yatay (horizontal) olarak da aktarilabilir. Iki bakteﬁ hiicresinin temasi
sonucunda genetik eleman aktarimina konjugasyon denilmektedir. Ttirler arasi aktarm
viicut i¢inde (in vivo) daha kolay olur. Bu Ozellikle gastrointestinal sistemde flora
bakterileri ile patojen Enterokoklar arasinda diren¢ genlerinin aktarilmasi agisindan
onemlidir (14). Direng genlerine sahip plazmidler gram pozitif ve negatif bakteri tlirleri
arasinda da aktarilabilmektedir (14, 49, 57). Plazmid transferi gergeklestiginde
transpozonlar lizerindeki direng genleri bir plazmidden digerine veya yeni konagin
kromozomuna atlayabilir (14, 23, 52, 53). Plasmidler direng genlerinin aktarilmasinda
gereken tek.eleman degildir. Ozellikle gram pozitif mikroorganizmalarda bulunan
konjugatif transpozonlar plazmid olmaksizin gen aktannmini saglayabilir. Burada
vurgulanmas1 gereken esas nokta aktarmmn digiik yogunluklardaki antibiyotik
konsantrasyonunda hizlanmasidir (14).

Direng genleri tabiatta antibiyotiklerin farkina varilmadan milyonlarca yil
evvelinden beridir vardir zira bunlar mikroorganizmalarin kendi hayatlarimn idamesi

icin gereken bir savunma silahidirlar. Bunlarin varlig: olasilikla Actinomycetes’ler gibi
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saprofit mikroorganizmalarin iirettigi dogal antimikrobiyal bilegikler ile ilgilidir. Bu
dogal bilesikler, giniimiizde Kklinik olarak kullamlan antibiyotiklerin %70’ini
olusturmaktadir. Békteri ve mantarlar kendilerini kendi rettikleri antibakteriyellerden
korumalar1 gerekir. Bu cins antibiyotik iireten organizmalarda kendilerini bu zararli
etkiden korumak i¢in diren¢ genlerini tasirlar. Bu organizmalarda kromozom k&kenli
diren¢ genlerinin yam sira plazmid kokenli diren¢ genleri de yaygin olarak
bulunmaktadir (14, 30, 23, 52, 53).

2.7. Bakterilerde Antibiyotik DirengcliliZi ve Yansimalari

Gram pozitif bakteriler uzun wyillar toplumda kazamlmis enfeksiyon
hastaliklarinin en sik sebepleri olmalarinin yam sira ilerleyen yillarda giderek artan
oranlarda olmak tizere §zellikle son yillarda gram negatif bakterilerle beraber hastane
enfeksiyonlariin 6nemli etkenleri haline gelmislerdir (15). Gram pozitif bakteriler de
diger mikroorganizmalarda oldugu gibi tedavi yada korunma amaci ile kullamilan
antibiyotiklere karsi sistematik bir sekilde diren¢ gelismektedir. Penisilinin aktif
kullanima girdigi 1940’Lt yillarda stafilokok ve pndmokok gibi tedavisi ¢ok zor
saglanan gram pozitif bakterilerin bu antibiyotige ¢ok duyarh olduklarn (MIC=1-10
ng/ml) tespit edilmistir. Penisilin tedavisiyle daha énce hemen hemen % 100 dlimciil
seyreden Staphylococcus sepsisleri ve % 40 ollimciil seyreden pndmokok
enfeksiyonlarindan kaynaklanan 6liim kisa stirede Onlenebilir hale gelmis ancak bu
bagartyla beraber 20. yiizyilda bile tibbin 6nemli sorunlarindan biri olan antibiyotiklere
direng meselesi de baglamistir (14, 15).

Penisilinin kullamima girmesinden kisa bir silire sonra stafilokoklarda
penisilin direnci (MIC>100 pg/ml) tespit edilmis ve bu diren¢ hizla yayilmgtir.
Direncin sebebi penisilini pargalayan beta-laktamaz enzimidir. Stafilokoklarda penisilin
direncinin hizla yayilmasmda kugkusuz beta-laktamaz enzim sentezini saglayan genin
bir plazmid {izerinde olmasi ve bu nedenle de genetik bilginin yatay (horizontal) olarak
¢ok hizli bir gekilde yayilabilmesinin roli biiyiiktir. Bilim bakterilerin bu meydan
okumasina 1960 yilinda bu enzime dayamkli penisilinlerin kesfiyle cevap vermistir.
Metisilin, nafsilin, oxazolyl penisilinler gibi beta-laktamaz enzimine direncli
antibiyotiklerin kesfi ise bu bakterilerin neden oldugu hastaliklarin kontrolii bir siire
miimkiin olmus, ancak 1961 yilinda metisiline direngli ilk stafilokok Ingiltere’de izole
edilmistir. Bu problem Ingiltere’ye 6zgii kalmamis, 1960’larin sonuna dogru Metisiline

Direncli ilk S .aureus (Meticillin Resistance S. aureus) (MRSA) tiim diinyada tani ve
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tedavi gliclikleri sebebiyle problem haline gelmigtir. MRSA yalniz metisiline degil,
karbapenem grubu antibiyotikler de dahil tiim beta-laktam antibiyotiklere karsida
direnglidir. Bugiin MRSA ve diger metisiline direngli stafilokoklarin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullamilabilecek kisith sayida antibiyotik mevcuttur ve bu
antibiyotiklerin dnemli yan etkileri vardir (15).

Stafilokoklarin aksine pnomokoklarda penisilin direnci yavas gelismistir. {1k
kez 1967 yilinda Avusturya’dan penisilin MICvdegeri 100 kez daha yiiksek suslar
bildirilmigtir. Daha sonralar1 MIC degerleri 1000 kez daha yiiksek (MIC=6-20 ug/ml),
cok daha direngli suglar diinyanin degisik bolgelerinde tespit edilmistir (15).

Enterokoklarda ise beta-laktam antibiyotiklere karsi oldukc¢a yiiksek direng
degerine sahiptirler.

Birbirine yakin 6zellikleri olan bu {i¢ gram pozitif bakteri grubunda ayn tiir
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisimi degisik siireclerde ve muhtemelen degisik
mekanizmalarla olmaktadir (15).

2.8. Laktik Asit Bakterilerinde Antibiyotik Direnci

Cok eski tarihlerden beri LAB gesitli gidalarin (6zellikle siit tirtinlerinde)
mayalanmasindan kullanilmaktadir (62). Bu bakteriler gida tirlinlerinde ya baslangi¢
kiiltiirli olarak bulunur yada gesitli sebeplerden dolay1 gida tirtinlerinin bu bakterilerle
bulastirilmas: (contamination) sonucunda gogalarak ortama hakim duruma gegerler.
Sonug olarak hemen hemen biitiin siit ve siit tirtinlerinden LAB tiirleri elde edilebilir ve
bu iirtinlerde bulunan bakterilerin insan florasim etkilemesi dogal bir sonugtur. LAB’nin
birgok tlirti dogal olarak A.(;ok cesitli plazmidleri tagirlar. Bu plazmidler ¢ogunlukla
bakteri metabolik aktivitesi i¢in gerekli enzimleri kodlayan genleri tagirlar (14, 16).
Ancak bunun yam sira bazi tiirler bu genlerin yam swra gesitli antibiyotiklere kargt
direng gelistirmeyi saglayan genleri barindiran plazmidleri de tasirlar (23, 51, 55). Iste
bu bakteriler cesitli gida triinlerinde degisik amaglar i¢in kullanildiginda potansiyel
direng tasiyici ve aktarici olarak ig goriilebilir (16).

Bakterilerde penisilinin kegfinden bu yana antibiyotik direngli tiirler
gbzlenmeye baslanmigtir (34). LAB maruz birakildiklan farkli antibiyotiklere kars1
farkli duyarlilik seviyeleri gosterirler (Tablo.3). Bunun sebebi tiir seviyesinde bu
bakterilerin farklilik gostermeleridir (12, 35). Farkli tiirler arasinda aym antibiyotige
karst duyarlilik birkag kat degismektedir (12, 13, 17).
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LAB’nin antibiyotiklere karsi direnglerini tespit etmek igin kullanilan
yontemler mikrobiyolojik yontemler [e-test, agar seyreltme (agar dilution), disk
diifiizyon (disk diffusion), mikrobroth (microbroth)] ve molekiiler yontemlerdir (12,
14).

Vescova ve arkadaglar1 (1982)’de yaptiklar: ¢alismada L. acidophilus ve L.
reuteri’de antibiyotik direnci tagiyan plazmidleri tespit etmiglerdir. Bu tiirlerin
diren¢/duyarlilik  durumlarini  mikrobiyolojik yéntemlerle elde etmisler, direng
profillerini belirlemek amaciyla plazmid eldesi yapmuslar ve daha sonra etidyum
bromid, akriflavin ve yiiksek sicaklikta gelisime maruz birakarak bakteri hiicrelerini
plazmidlerden armndirmuslardir. Bu islemden sonra tekrar mikrobiyolojik yontemleri
kullanarak diren¢/duyarlilik tespiti yapruslardir. L. reuteri tiiriiniin baz suslarinin 8-
laktamaz gurubu antibiyotiklerden penisilin, ampisilin ve sefaloridine, bazi suslarin
kloramfenikole kars1 ve tlim suglarin novobiyosine karsi direngli oldugunu bulmuslardir
(34). Buna karsilik direngli olanlarin bazilar1 da rifampisine karst duyarli olduklarim
gozlemlediler (34). Bu ¢aligmalan sonucunda bu tiirlerdeki plazmidlerin
uzaklastirilmasindan sonra mikrobiyolojik yontemlerle direng/duyarlilik galigmalari bu
direncin plazmidler araciliryla aktarildigimi gostermistir (34). 1970’li yillardan Snce
konjugasyon isleminin yalmizca gram negatif bakterilerde oldugu, gram - pozitif
bakterilerde boyle bir olayin gerceklesmedigi dolayisiyla plazmid kokenli antibiyotik
diren¢ kazamiminin gram pozitiflerde s6z konusu olmadig: saniliyordu. Gram pozitif
bakteriler arasinda konjugasyon olabilecegi ik kez 1964 yilinda Raycroft ve
Zimmerman tarafindan &ne stirilmistlir. 10 yil sonra Jacob ve Hobbs (1974) gram
pozitif bakteriler arasinda plazmid aracilifiyla gen aktariminin yapilabilecegini
ispatlamustir. Evlenyn ve arkadaglan (1979) hem eritromisin hem linkozamin direng
geni tagtyan Streptococcus kékenli pAMB1 plazmidini Sterptococcus’tan Lactobacillus
tiirlerine aktarmiglardir. West ve Warner (1985) yaptiklarn1 ¢aliymada Evlenyn ve
arkadaslaninin (1979) sonuglarini destekler veriler elde ettiler. West ve Warner (1985)
L. plantarum'un gesitli suslarinda Streptococcus lactis NCDO tiirline 6zgti pAMB1
plazmidini ve Streptococcus faecalis JH2-2 tirine 6zgii pIP501 plazmidlerinin
Lactobacillus plantarum tirline aktanlabildigini gostermistir. Shrago ve arkadaslarinin
(1986) pAMBI plazmidi ile ilgili diger ¢alismalar1 da bu iddiay1 desteklemektedir (52).
Yamamoto ve Takano (1996) L. helveticus CP53 susunda tetrasiklin direng geni tasiyan
pCP53 plazmidini tanimladilar (51). Daha sonraki yillarda arastiricilar LAB ozellikle

Lactobacillus. cinsi ile ilgili antibiyotik diren¢ problemini molekiler yontemlerle
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calismaya devam etmislerdir. Fons ve arkadaglart (1997) Axelsson ve arkadaslarinin
(1988) ortaya koydugu Streptococcus agalactis tiirtinden elde edilen ermB tipi direng
tagiyan pIP501 plazmidi ve Staphylococcus aureus’dan izole edilen ermC direng geni
tastyan pE194 plazmidinin laktobasillerden izole edilenlerle uyusum gésterdigini ortaya
koydular. Fons ve arkadaslar1 (1997) L. fermentum’dan da erm geni tasiyan pLEM3
plazmidini izole ederek tanimlamiglardir. SchwarzF ve arkadaslar1 (2001) Enterococcus
faecalis RE2S susunda vankomisin direng geni tagtyan pRE25 plazmidini tanimlayarak
gen haritasini gikarttilar. Schwarz ve arkadaslarinm (2001) makalelerinde kaynak olarak
gosterdikleri Vogle ve arkadaglari (1992) sucuk-sosis fermantasyonunda kullanilan E.
faecalis ile L. curvatus arasinda plazmid aracilifiyla direng geninin aktarildigim
gosterdiler. Danielson (2002) L. plantarum 5057 susunda tetrasiklin direng geni tagiyan
pMD5057 plazmidini tanimlamis ve bu plazmidden tanimladigy tetM direng geninin
Clostridium perfringens ve Stapylococcus aureus tan izole edilen terM direng geni ile
bilyiik benzerlik gésterdigini ortaya koymustur.

LAB’nde antibiyotik diren¢/duyarlilik belirlemek amaciyla bu molekiiler
caligmalarin yam sira mikrobiyolojik y6nteme dayal: bir ¢ok ¢alisma da yapilmistir. Bu
caligmalarin sonuglar1 Tablo 3’de verilmigtir. Danielsen ve Wide (2002) e-test
yontemini kullanarak Lactobacillus tlirlerinin gesitli antibiyotiklere karst olan
davraniglarini incelemis ve Tablo 3°de verilen sonuglar1 destekler veriler elde etmistir.

Laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere karsi olan MIC degerleri tir
seviyesinde bile ¢ok degisiklik gostermektedir. Ayrica farkli cografik bélgelerde yapilan
caligmalar arasinda farklar mevcuttur. Danielsen ve Anette (2002) ile Zarazaga ve
arkadaglarimin (1999) calismalar: kargilagtinlinca bu fark daha belirgin olarak ortaya
cikmaktadir, Bu fark diren¢/duyarhilign belirlemek igin kullanulan yOntemlerin
farkliigindan ve farkli cografik bolgelerden elde edilen bakteri &meklemesinden
kaynaklanmaktadir.
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Tablo 3. LAB’lerinin gesitli antibiyotiklere karsi MIC (ilevsizligi
saglayan en diisiik yogunluk) degerleri (17).

— MIC (ug/ml)
Mikroorganizma An““;g’b‘yal MIC araliklan %50 %90
Eritromisin A 0,03-256 0,06 0,125
Klaritromisin 0,0015-128 0,015 0,03
Roksitromisin 0,007-128 0,06 0,125
Azitromisin 0,0035-128 0,06 0,125
HMR3647 0,0007-0,5 0,007 0,015
Lactobacillus Spiramisin 0,06-16 0,25 0,5
Pristinamisin [ 0,25-16 2 8
Vankomisin 4->4096 >4096 >4096
Teikoplanin 2->4096 >2,048 >2,048
Penisilin 0,25-c128 2 128
Siprofloksasin 0,5-64 8 32
Levofloksasin 0,125-16 4 8
Eritromisin A 0,03-0,125 0,06 0,125
Klaritromisin 0,007-0,03 0,03 0,03
Roksitromisin 0,03-0,5 0,125 0,5
Azitromisin 0,03-0,125 0,125 0,125
HMR3647 <0,0007-0,015 0,007 0,015
Lenc Spiramisin 0,25-0,5 0,25 0,5
Pristinamisin I <0,25-8 2 8
Vankomisin 512->4096 1,024 >4096
Teikoplanin 512->4096 1,024 >4096
Penisilin 0,25-2 0,5 2
Siprofloksasin 1,32 4 16
Levofloksasin 1-8 4 8
Eritromisin A 0,06->1,024 0,125 0,25
Klaritromisin 0,007-128 0,06 0,06
Roksitromisin 0,007-1,024 0,06 0,5
Azitromisin 0,06-128 0,125 0,25
HMR3647 <0,0007-4 0,007 0,015
Pediococcus Spiramisin 0,25-264 0,5 1
Pristinamisin I 1,128 4 8
Vankomisin 512-2048 1024 1024
Teikoplanin 512->4096 2048 >4096
Penisilin 0,5-2 1 2
Siprofloksasin 32-64 32 64
Levofloksasin 4-16 8 16
Eritromisin A 0,03->1,024 0,06 0,125
Klaritromisin 0,0015-128 0,015 0,06
Roksitromisin 0,007->1,024 0,06 0,25
Azitromisin 0,0035-128 0,06 0,125
HMR3647 <0,0007-4 0,007 0,015
Spiramisin 0,06>64 0,5 0,5
Tim LAB Pristinamisin I <0,25-128 4 8
Vankomisin 4-<4096 2048 >4096
Teikoplanin 2->4096 2048 >4096
Penisilin 0,25->128 1 64
Siprofloksasin 0,5-64 8 32
0,125-16 4 8

Levofloksasin
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.1. Orneklerin Kokeni ve Sayisi

Bu ¢aligmada Gaziantep’te satilan ticari siit {irtinlerinden; 20 ticari peynir, 50
yoresel yontemlerle imal edilmis otantik peynir, 10 yogurt, 1 agiz siitii, 15 ¢okelek ve
15 tereyag1 olmak tizere toplam 111 &rnek kullaniimugtir.

Ayrica 36 vajinal, 14 agiz, 32 diski kékenli toplam 82 tane insan kokenli
ornek kullanilda.

Yapilan deneylerin dogrulugunu sinamak i¢in kromozomal genetik yapisi ve
plazmid igerigi bilinen standard Lactococcus lactis 1L1403 ve Lactococcus lactis
MG1363 tiirleri de kiyaslama igin kullanildi (Dr. Osman Cataloluk’a Dr. Margarita
Medina’nin hediyesidir).

3.1.2. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alisma deneysel bir ¢alisma olup, ornekler esasen Gaziantep’te satilan
ticari siit iirlinleri, Gaziantep ve c¢evre bolgelerinde yoresel yontemlerle yapilan siit
{iriinlerinden alinan numunelerden ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Dogum Servisine miiracaat eden hastalardan vajina ve agizlarindan pamuklu gubuk
(ekiivyon ¢ubuk) vasitastyla alinan slirtintiilerden elde edildi.

Gaziantep’te satilan ticari siit {iriinleri, Gaziantep ve gevre bolgelerde yoresel
yontemlerle yapilan siit iiriinlerinden alinan numuneler 15 ml’lik tiipler igerisinde
bulunan 2 mI’lik MRS siv1 (Broth) Tagima besiyerine alindi. Kargilagtirma yapabilmek
icin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum Servisine miiracaat eden
hastalardan pamuklu ¢ubuk (ekiivyon gubuk) vasitasiyla, vajina ve agiz bélgelerinden
aliman siirlintdi 15 ml’lik tiipler i¢erisinde bulunan 2 ml’lik MRS Broth tagima besiyerine

alinda.
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3.2. GERECLER

3.2.1. Kimyasal Maddeler

MR.S. Broth (Oxoid), M.R.S. Agar (Oxoid), DL-Threonin (Merck),
proteinaz K (Sigma), kloroform (Merck), 2-propanol (Merck), sodyum asetat (Merck),
etil alkol (Merck), kristalize fenol (Merck), EDTA (Merck), NaCl (Merck), Tris-base
(Merck), borik asit (Merck), agaroz (Prona), primerler (MWG Biotech, Almanya), Taq
DNA polimeraz (Fermentas), dNTP (Fermentas), lauril stilfat (SDS) (Merck), etidyum
bromid (Sigma), lizozim (Sigma), kristal viyolet (Merck), amonyum oksalat (Carlo
Erba), iyot (Carlo Erba), potasyum iyodiir, aseton (Merck), bazik ﬁlksin‘(Merck).

3.2.2. Cozeltiler

Kristal Viyolet Cozeltisi

Cozelti-A 10 ml,

Cozelti -B 40 ml kangtirilir.
Cozelti -A

Kristal viyolet 2 gr,

%95°lik Etil alkol 20 ml

Cozelti -B

Amonyum oksalat 0,8 gr,

Distile su 80 ml iginde ¢ozdiirtliir.
Lugol (fyot) Cozeltisi

Iyot 1gr

Potasyum iyodiir 2 gr,

Distile su 300 ml iginde ¢dzdiiriiliir

Renksizlestirme Cozeltisi
Etil alkol 25 ml,

Aseton 25 ml karigtirilir.
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Zat Boya
Bazik fuksin 3gr,
%95°1ik Etil alkol 100 ml iginde géidﬁrﬁlﬁr.

Bakteri Hiicresi Par¢alama Cozeltisi (BHPC)

Sukroz %20,

Tris-HCI (pH 8,1) 10 mM,

EDTA 10 mM,

NaCI . 50 mM (hazirlanir kullanilincaya kadar +4 °C’de saklamr.)
Lizozim 5 mg/ml (kullanmadan hemen 6nce taze eklenir)

TBE ¢ozeltisi

Tris-base 121g,

Borik asit 61.7g,

Na,EDTA.2H,0 7.44¢ tart1ldi. Distile su ilel litreye tamamlanir.

3.3. CIHAZLAR

Distile su cihazi (Human RO ve UP), otoklav (Niive OT4060), etiiv
(Selecta), dairesel kangtinicr (Selecta), pH metre (Mettler Toledo MP220),  santrifi]
(Eppendorf 5810 R, Almanya), santrifiij (Eppendorf 5417 R, Almanya), santrifijj
(Eppendorf 5415 D, Almanya), termal-cycler (Epi)endorf Mastercycler Gradient,
Almanya), elektroforez tanki (E-C Apparatus Corporation, NewYork), giic kaynag
(Bio-Rad Power Pac 3000, California), inkiibatdr (UniEquip D-82152 Martinsried,
Almanya), video printer (Sony, Japonya), goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Torcy),
mikropipet takim (Eppendorf), hassas terazi (Shimadzu, Kyota), mikrodalga firn
(Argelik, Istanbul), manyetik kangstirici (VELP, Scientifica, Italya), vorteks (Velp

Scientifica), derin dondurucu (Vestel).
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3.4. YONTEM

Toplanan Srnekler laboratuara MRS siv1 besiyeri i¢inde ulastirldi. Ornekler
stvi MRS besiyerinde ¢ogaltildi. MRS sivi besiyerinde biyiitiilen Grnekler gram
boyamaya tabi tutuldu. Ornekler daha sonra kullamimak amaciyla uygun sartlarda
sakland1. Siv1 besiyerinde biiyiitiilen Srnekler MRS Agar kati besiyerine ekimi yapilarak
tek koloni bakteri eldesi gergeklestirildi. Her bir Ornekten ka¢ tane tek koloni
alinacagina gram boyama sonucunda &rnekler incelenmesi neticesinde karar verildi. Her
ornekten ortalama 4 tek koloni alindi. Elde edilen tek koloni bakteri 6rnekleri stvi MRS
besiyerinde tekrar ¢ogaltildi. Cogaltilan 6rneklerden ve ilk s1vi besiyerinden elde edilen
orneklerden biitiin DNA eldesi (hem kromozomal hem de plazmid DNA) yapildi. Elde
edilen DNA Ornekleri PZT yontemiyle tiire has primerler kullamlarak Lactobacillus
cinsi i¢in tiir seviyesinde tiplendirildi. Tiplendirme islemini takiben aym DNA
Orneklerinde eritromisin, vankomisin, tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotik direng
genlerinin varlifl uygun primer takimlart kullanilarak PZT yontemi ile arastirildi. Hangi
tiirlerde direng geni yogunlugu daha fazla oldugu arastirildi.

3.4.1. MLR.S. (de Man, Rogose, Sharpe) Broth Besiyerinin Hazirlanmasi

5,2 gram M.R.S. Broth, steril 100 ml distile su igerisinde ¢6zdiirtildil.
Cozelti 250 ml’lik otoklavlanabilir siselere alinarak 121°C’de 1 atmosfer basing altinda
15 dakika otoklavlandi. Otoklavlanan besiyeri kullamlincaya dek +4 °C’lik
buzdolabinda saklandi. Hazirlanmis M.R.S. Broth Besiyeri kullamlmadan hemen énce
biyolojik emniyet kabini igerisinde, aseptik gartlara dikkat edilerek, her bir tiipe 10 ml
olacak sekilde dagitildi. DNA eldesi yapilacak ornekler i¢in besiyeri hazirlanirken
M.R.S. Broth Besiyeri tiiplere dagitilmadan once son konsantrasyonu 20 mM olacak
sekilde DL-Trionin (DL-Threonin) eklendi.

3.4.2. MLR.S. (de Man, Rogose, Sharpe) Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

6,2 gram M.R.S. Agar, steril 100 ml distile su igerisinde ¢6zdtriildii. Cozelti
250 ml’lik otoklavlanabilir siselere alinarak 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 15
dakika otoklavlandi. Steril hale getirilmis besiyeri HEPA filtreli biyplojik emniyet
kabini icinde petri kaplarina 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokildi. Besiyerinin
donmast igin 1 saat bekletildi. Besiyeri igeren petri kaplan kullanilincaya kadar +4
*C’lik buzdolabinda bekletildi.

3
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3.4.3. Orneklerin Cogaltilmas:

Tagima besiyeriyle laboratuara ulagtirilan Ornekler ilk 6nce anaerob
kavanozlara yerlestirildi ve 37°C’lik %10 CO, igeren etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Stire sonunda etiivden ¢ikartilan Ornekler aseptik sartlara dikkat edilerek
hazirlanmig 10 ml’lik M.R.S. Broth Besiyeri igeren tliplere 100 pl olacak sekilde ekim
yapild1. Tiipler 6rnek igeriklerine gére etiketlendi ve 37°C’de % 10 CO;’li ortamda 24
saat {iremeye birakildi. -20°C yada -40 °C’de saklanan birincil, ikinci yada daha alt
seviyelerdeki bakteri kiiltiirleri ¢ogaltilirken sicaklik degerleri agamali olarak (sirastyla
-40°C, -20°C, +4°C ve oda 1s1s1) arttirild1. Daha sonra yukaridaki ydnteme uygun olarak
ekimi yapildi (17).

3.3.4. Orneklerden Tek Koloni Bakteri Eldesi

Sivi MRS besiyerinde ¢ogaltilmig Orneklerden 6ze yardimiyla alinan
numune MRS Agar besiyerine seyreltme yontemiyle ekim yapildi. 37°C’de %10 CO,
iceren ortamda 24 saat liremeye birakildi. Siire sonunda MRS Agar besiyeri {izerinde
diizgiin koloni morfolojisine sahip tek koloni &rnekleri igne uglu 6ze yardimiyla
almarak MRS siv1 besiyerine ekim yapildi. 37°C’de %10’luk CO, ortamunda 24 saat
liremeye birakildi.

3.4.5. Orneklerin Saklanmasi

Orijinal bakteri igeriginin korunmasi i¢in, tagima besiyeriyle laboratuara
ulastirilip anaerob gartlarda 37°C’lik etiivde 24 saat inkiibasyona tabi tutulan
Orneklerden 700 pl alinarak icinde 300 pl gliserol bulunan 2 ml’lik tiiplere konuldu.
Nazikge kanistirildi. Tiipler 6rnek igeriklerine gore etiketlendi ve sirasiyla +4 °C 1 saat,
-10 °C’de 2 saat bekietildikten sonra -20 °C’lik derin dondurucuda saklandi. Daha uzun
stireli saklamalar i¢in -20°C’de bir giin bekletilen tiiple -40°C’lik derin donduruculara
alindi. Ikincil yada daha alt seviyedeki kiiltiir 6rneklerinin saklanmasinda da aym
yontem izlendi (17).

3.4.6. Gram Boyama

M.R.S. stvi besiyerinde fiiretilmis orneklerden pipetle 15 pl almarak
etiketlenmis lam {izerine yayildi. Lamlar ultra viyole (UV) 151k altinda 1 gece birakildi.
Lamlar bek ocagmin alevinden gegirilerek tespit edildi. Lamlar boyama kab: {izerine

yerlestirilmis cam qubuklarin iizerine dizildi ve {zerlerini kaplayacak gekilde taze
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hazirlanmis kristal viyolet ¢ozeltisi dékildii. Bu sekilde 30-60 saniye beklendi. Siire
sonunda lamlarn st ylizeyleri direkt olarak su akintisina maruz kalmayacak sekilde
musluk suyuyla yikandi. Lamlar tizerine lugol ¢ozeltisi ilave edildi ve 1-2 dakika
beklendi. Bekleme stiresi boyunca 3 defa lugol soliisyonu ilave edildi. Siire sonunda
tekrar lamlarin iist ylizeyleri direkt olarak su akintisina maruz kalmayacak sekilde
musluk suyuyla yikandi. Yikamadan sonra renksizlestirme (dekolarizasyon) ¢ozeltisi
lamlarin lizerine eklendi ve 30-45 saniyelik zaman aralifinda bu iglem tekrarlandi. Bu
asamadan hemen sonra lamlar {izerine zit boya (bazik fuksin) eklendi ve 30-60 saniye
beklendi. Siire sonunda tekrar lamlarin st yiizeyleri direkt olarak su akintisina maruz
kalmayacak sekilde musluk suyuyla yikandi ve kurumaya birakild: (17).

3.4.7. DNA Eldesi

20 mM’lik DL-Trionin (DL-Threonin) igeren 10 ml’lik MRS siv1 besiyerine
aseptik sartlara uygun sekilde stok kiiltiir numunelerinden 100 pl eklenerek ekim yapild:
ve 37°C’de %10 CO, igeren ortamda bir gecelik inkiibasyona birakildi. Stirenin
sonunda drnekler 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek hiicreler gokeltildi. Ust faz
dokiildii, ¢okeltinin iizerine 5 ml distile su (dH,0) eklenerek hiicreler karistirildi. Tekrar
3000 rpm’de déndiiriilerek hiicreler ¢okeltildi. Ust faz dokiildii. Cokelti tizerine 3 ml
Bakteri Hiicresi Pargalama Cozeltisi (BHPC) eklendi ve ¢okelti nazikge kangtirildi. 10
dakika 55°C’de 12 devir/dakika (dev/dk) déndiiriilerek inkiibasyon firminda bekletildi.
10 dakikanin sonunda 10 mg/ml’lik 200 pl proteinaz-K eklendi. Tiipler nazikge alt st
edildi. Uzerine %10’luk SDS’den 170 ul eklendi ve drnekler 60 °C’de 1 saat 12 dev/dk
dondiiriilerek inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda 1600 pl dH,O ilave edildi ve
nazik¢e karistinldi. 2 ml fenol, ve 2 ml kloroform ilave edilerek 5 dakika kangtiricida
karigtirldi. Stirenin sonunda 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi, tist faz yeni bir
tiipe alind1. Fenol-kloroform asamasi tekrarlandi. Uzerine esit hacimde 2-propanol ve
hacimce 1/10 oraninda 3 M’lik sodyum asetat eklendi ve kanigtinldi. -20 °C’de 1 saat
bekletildi. -20 °C’den ¢ikarilan drnekler 4000 rpm +4 °C’de 20 dakika santriftij edilerek
¢Oktiriildii. Ust faz dokildd, tiptin dibindeki DNA ¢okeltisi pipet yardimiyla 1,5 mi’lik
tiiplere alndi. Ornekler 2 defa %70’lik Etil alkol ile yikandi. Alkol kabaca
uzaklastirildi. DNA’nin kurumasina miisaade edilmeden 1 ml ddH,O (iki defa distile
edilmis su) eklendi ve 1 saat oda isistnda DNA’lann goziinmesi beklendi. Strenin

sonunda DNA drnekleri kullanima kadar -20 °C’de bekletildi (24).
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3.4.8. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Polimeraz zincir tepkimesi (Polymerase Chain Reaction —PCR-) y6ntemi
temelinde ¢ogaltilmak istenen hedef DNA bélgesinin iki ucuna $zgiin bu bslgedeki baz
dizisini tamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-30 baz uzunlugunda)
kullanilarak bu iki primer arasinda kalan hedef bélgenin enzim yardimiyla
sentezlenmesi ve ¢ogaltilmasina dayamir. Bu reaksiyon ¢ift zincirin sralarmin
birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) i¢in 90-95°C’de, eslesme-yapisma (annealing) igin
37-65°C’de ve zincir uzatilmasi (extension) igin (genelde) 72°C’de bekletilme
safhalarindan meydana gelir. Farkli kademelerde uygulanan sicakliklarn farkli farkls
olmas1 hedef DNA’mn baz igerigine, aragtiricimin kullandii teknige ve kullamlan
malzemeye gore degisiklik arz eder (44).

3.4.8.1. PZT ile Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Tiir Seviyesinde Tiplendirilmesi

Bu ¢aligmada LAB gurubunun tiyesi olan Lactobacillus cinsi bakterileri PZT
yontemi ile tiir seviyesinde tiplendirmek i¢in Tablo 4.’de verilen primerler, Primer
yapisma sicakliklar ve MgCl, yogunluklart kullanild:.

Tablo 4. Lactobacillus tiir seviyesinde tiplendirmek i¢in kullamilan primerler, baz
dizileri, hedef bolgeleri, primerlerin yapisma (annealing) sicakliklari ve PZT reaksiyonu

icin MgCl, konsantrasyonlari (7).

. Primer MgCl,
Primerin
Tor ad1 Primer adi . Primer baz dizisi yapisma yogunlugu
. hedef bolgesi
sicaklig (°C) (mM)
— Aci 1651 5 AGCTGAACCAACAGATICACS’
L. acidophilus - cqy 168 gen 5*-ACTACCAGGGTATCTAATCC -3’ 62 L3
. Cri 1681 5"-GTAATGACGTTAGGAAAGCG-3’
L. crispatus 16SI 168 gen 5*-ACTACCAGGGTATCTAATCC -3° 60 L5
L . Gasl 165-238 5"-GAGTGCGAGAGCACTAAAG-3’ 55 as
- gassert Gasll ISR 5°.CTATTTCAAGTTGAGTTTCTCT-3’ :
o ommsonii | JOM16ST e 5*-GAGCTTGCCTAGATGATTTTA-Y’ - s
- Jonnsonii 16811 g 5°-ACTACCAGGGTATCTAATCC -3’ :
Lépr ’ 5*-GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT-3"
L. plantarum Planil 16S-23S ISR 5 TTACCTAACGGTAAATGCGA -3° 55 2.0
. Prl 5*-CAGACTGAAAGTCTGACGG-3’
L. casei Casll 165-238 ISR 5 GCGATGCGAATTTCTTTTIC -3’ % 20
Zeal 5*.TGTTTAGTTTTGAGGGGACG-3'
L. zeae Zeall 165238 ISR 5 ATGCGATGCGAATTTCTAAATT -3 %8 20
Pl 5" -CAGACTGAAAGTCTGACGG-3’
L. rhamnosus Rhall 168-23S ISR 5" GCGATGCGAATTTCTATTATT -3’ 58 2.0
. Lfpr - GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT-3’
L. reuteri Reu [65-238ISR 5 AACACTCAAGGATTGTCTGA - 5 20
Lfpr 5*-GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT-3’
L formentum  peryy  16SZSBR 5 cTGATCGTAGATCAGTCAAG -3 » 30
Shal 5*.GATAATCATGTAAGAAACCGC-3"
L sharpeae  shan 16525 IR 5 ATATTGTTGGTCGCGATTCG-3 58 -
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3.4.8.2. PZT ile Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Cogaltilmasx

Bu galigmada LAB’lernin vankomisin, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol
antibiyotiklerine karsi olan direnglerinin genetik temelini arastirmak igin Tablo 5°te
verilen primerler kullanilmugtir.

Bu calismada’ vanA tipi direnci arastrmak igin Enterococcus faecium
BM4147 tiriinden izole edilen varnA gen ailesinin baz dizisi, vanB tipi direnci
arastirmak i¢in Enterococcus faecalis V583 tlirlinden izole edilen vanB gen ailesinin
baz dizisi kaynak alinarak tasarlanan primerler kullanildi. Primerler ile ilgili tiim bilgiler
Tablo.5 ve Tablo.6’te verilmistir. (23, 36).

VanA ve vanB tipi vankomisin direncinde esas olan bdlgeler vanA ve vanB
gen bolgeleridir (Sekil.2) (36). Vankomisin direncini PZT gibi molekiiler biyolojik
yontemlerle aragtirildiginda vanA veya vanB’ye 6zgli primerler ile yapilan PZT
sonucunda hangi primer ile iiriin elde edilirse bakteri o genin ifade ettigi direng grubuna
ait geni tastyordur. Uriin elde edilemiyorsa bakteri bu antibiyotige kars1 direngli degildir
denir. Bu durumda bu iki gen ailesinin diger fertlerini incelemek sonucu degigtirmez.
Ciinkii daha 6nce bulunan sonugla tam Srtiigen sonug bulunur.

VanA ve vanB 6beklerinin tiimiine 6zgii primer takimlar temin edilerek (23,
36) 6reklerde muhtemel bir Vankomisin diren¢ geni bulunursa tiim gen ailesi PZT
teknigini kullanarak aragtirilmus olacaktir.

ErmB tipi direnci belirlemek i¢in kullamilan primerler E. faecalis’den izole
edilen Tn917 tranpozonu (M11180) kaynak almarak tasarlanmis primerlerdir (41). Bu
primerlerden ermB-1 (ileri primeri) Tn917 tranpozonunun 836-855. niikleotidleri
arasinda bulunmaktadir ve ermB-2 (geri primeri) Tn917 tranpozonunun 1260-1241.
niikleotidleri arasinda yerlesim gostermektedir. Tn917 transpozonundan elde edilen
ermB-1 ve ermB-2 primerleri Lactobacillus fermentum’un tagidig1 plazmid kokenli erm
gen bolgesini de ozgiin olarak gogaltmaktadir (U48430). Lactobacillus fermentum
plazmidi kokenli erm geni ermB-1 ve ermB-2 primerleri ile 424 bazlik irtin
vermektedir (41). Bu dizisi de ermB-1 529-549. niikleotidler, ermB-2 primeri ise 934~
954. niikleotidler arasma yerlesmektedir (U48430). ermA direncini aragtirmak igin S.
aureus’ta izole edilen Tn554 transpozonu esas alinmugtir (41, 45).

LAB’nde tetrasiklin direng faktorlerini arastirmak i¢in  Lactobacillus
plantarum 5057’ dan izole edilmis ilk plazmid olan pMD5057"nin (7) nitkleik asit dizisi

34



kaynak alinarak fetM genine O6zgli primerler tasarlandi. Bu plazmid 10877 baz
uzunlugunda, tetrasiklin diren¢ geni tasiyan (AF440277) bir plazmiddir (21). Bu
plazmid tizerinde tetrasiklin direng geni 7327-9246 niikleotidleri arasinda yerlesen 1919
bazlik bir DNA bolgesidir. Bu genin firlinii Tetrasiklin direng proteini tefM (tetracycline
resistance protein TetM)’dir. retM genini PZT teknigi ile ¢ogaltmak i¢in tasarladigimiz
primerler pMD5657 plazmidi (AF440277) orijin alindiginda tetM-F 7341-7363
niikleotidleri arasinda tetM-R ise 7956-7976 niikletidler arasinda yerlesir. Bu primerleri
kullanmilarak yapilan PZT1n tirlinii 635 bazlik bir DNA pargasidir (bu ¢alisma).

Kloramfenikol direncini arastirmak igin Lactobacillus reuter G4 tiirlinden
elde edilen pTC82 plazmidinin tasidigt kloramfenikol asetiltransferaz-TC
(chloramphenicol acetyltransferase-TC) gen dizilimini (U75299) kaynak alarak cat
genine 6zgli pTC82f ve pTC82r primer takiminminin tasarimu yapildi. pTC82f primeri
649-670 niikleotidleri arasinda pTC82r primeri ise 1373-1393 niikleotidleri arasina denk
gelmektedir. Bu primerleri kullanarak yapilan PZT sonucunda 744 bazlik bir DNA
pargasi elde edilmektedir (bu ¢alisma).

Kullanilan tiim primerlerde yapisma sicaklign (retici firmanin hesapladigi

deger esas alinarak tespit edilmistir.

3.4.9. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve PZT Uriinlerinin Gériintiilenmesi

PZT sonunda elde edilen iriinlerin gozle gérinitr hale gelebilmesi igin
igerisinde etidyum bromid bulunan % 2’lik agaroz jeller kullamldi. Hassas terazide
tartilan 2 g agaroz 1stya dayanikli bir beher icerisine alindi. Uzerine 100 ml 1xTBE
tampon ¢6zeltisi ilave edildi. Agaroz tampon ¢ozeltisi igerisinde iyice ¢dziilene kadar
mikrodalga firinda kaynatildi. Mikrodalga firindan alman beher igerisindeki siviya
sofumasina yakin (takriben 55°C sicaklikta) EtBr ilave edildi ve daha &nceden
hazirlanmis jel-dokiim havuzuna dokiildi. Uygun tarak yerlestirildikten sonra jel
donmaya birakildi. Jelin donmasim takiben jel havuzunun tikaglari ¢ikartilip
elektroforez tankina yerlestirilip iizerine 1xTBE tampon ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
tarak dikkatlice ¢ikartildi ve {izerlerine yiikleme boyasi eklenen PZT iriinleri her bir
kuyucuga ayr1 ayr1 konuldu.
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Tablo 5. Direng gen bolgelerinin primerlerin listesi ve baz dizileri

Primer Ad1 Baz Dizisi Kaynaklar
VANA-36F 5'-TTG CTC AGA GGA GCA TGA CG-3'
VANA-992R 5'-TCG GGA AGT GCA ATA CCT GC-3'
VANH-10F 5'-ATC GGC ATT ACT GTT TAT GGA T-3'
VANH-952R 5-TCC TTT CAA AAT CCA AAC AGT TT-3'
VANRA4F 5'-AGC GAT AAA ATA CTT ATT GTG GA-3'
VANR-648R 5-CGG ATT ATC AAT GGT GTC GTT-3'
VANS-28F 5'-AAC GAC TAT TCC AAA CTA GAA C-3'
VANS-1121R 5'-GCT GGA AGC TCT ACC CTA AA-3
VANX-49F 5'-TGG GAC GCT AAA TAT GCC AC-3' 36
VANX-559R 5'-ATA CAT AGT GCC ACC ATT CG-3'
VANY-44F 5-ACT TAG GTT ATG ACT ACG TTA AT-3'
VANY-909R 5'-CCT CCT TGA ATT AGT ATG TGT T-3'
VANZ-13F 5'“TTA TCT AGA GGA TTG CTA GC-3'
VANZ-466R 5'-AAT GGG TAC GGT AAA CGA GC-3'
VANB-23F 5'-TTA TCT TCG GCG GTT GCT CG-3'
VANB-1016R 5-GCC AAT GTA ATC AGG CTG TC-3'
vanX Fw 5'-GCG TTA AAG GGG TGA TAA GC-3'
vanX Rw 5'-GTC CGT GCA ACG GTT AAA AG-3
vanZ Fw 5'-CAC GTT AAC TAG GAC ATT GC-3'
vanZ Rw 5-TGT ATG AAA GAT CAG ATT GC-3'
vanB Fw 5'-ACC CTG TCT TTG TGA AGC CGG CAC-3'
vanB Rw 5'-CAA AAA AAG ATC AAC ACG AGC AAG CCC-3' 23
vanA-F 5'-GCA AGT CAG GTG AAG ATG G-3'
vanA-R 5'-ACC TCG CCA ACA ACT AAC GC-3'
Al 5'-GGG AAA ACG ACA ATT GC-3'
A2 5'-GTA CAA TGC GGC CGT TA-3'
VANA 5'-ATG AAT AGA ATA AAA GTT GCA ATA C-3'
VANAL 5'-CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT-3'
cat-TC pTC82 Fw  5'-CAT ATC AAA TGA ACT TTA ATA -3' Bu galisma
cat-TC pTC82 Rw 5-CGT TTT GTG AAG TAG TAC ACT-3'
Tn554-2 5'-TCA AAG CCT GTC GGA ATT GG-3'
Tn554-1 5'-AAG CGG TAA ACC CCT CTG AG-3
ermB-1 5'-CAT TTA ACG ACG AAA CTG GC-3' 41
ermB-2 5'-GGA ACA TCT GTG GTA TGG CG-3'
ermC-1 5'-ATC TTT GAA ATC GGC TCA GG-3'
ermC-2 5'-CAA ACC CGT ATT CCA CGA TT-3'
TetM-F 5'-TAT TGG AGT TTT AGC TCA TGT TG-3'
TetM-R 5'-TAA ACA GGG AAC AGG GAA CAA-3
erm pTG-Fw 5'-CGA TAC CGT TTA CGA AAT TGG-3' Bu galisma
erm pTG-Rw 5'-TCC TCC CGT TAA ATA ATA GAT AAC-3'
ermGT(T) Fw 5'-CAT AGG AGT GGG TTA TAA TGA A-3'
ermGT(T) Rw 5-CAG TTT ATG CAC CCC TTA AC-3'
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Tablo 6. Antibiyotiklere ait direng gen bolgeleri, bu bélgelere 6zgii primerler, PZT

tirin bliyiikligi ve sartlan
o : . . PZT Uriin PZT Kansim
Antibiyotikler gen ?nmer titrti Primer Adi Bynklign ve sartlan
Ileri Primer VANA-36F
VanA Geri Primer  VANA-992R 957 Tablo 7
ileri Primer VYANH-10F
VanH Geri Primer  VANH-952R 943 Tablo 7
{leri Primer VANR-4F
VanR Geri Primer  VANR-648R 645 Tablo 7
ileri Primer VANS-28F
Van$ Geri Primer  VANS-1121R 1094 Tablo 7
{leri Primer VANX-49F
VanX Geri Primer  VANX-559R 511 Tablo 7
{leri Primer VANY-44F
VanY Geri Primer ~ VANY-909R 866 Tablo 7
[leri Primer ~ VANZ-13F
VanZ Geri Primer  VANZ-466R 454 Tablo 7
Venkomisin fleri Primer ~ VANB-23F
VanB Geri Primer  VANB-1016R 994 Tablo 6
ileri Primer vanX Fw
VanX Geri Primer  vanX Rw 649 Tablo 7
[leri Primer vanZ Fw
VanZ Geri Primer vanZ Rw 586 Tablo 7
ileri Primer vanB Fw
VanB Geri Primer vanB Rw 390 Tablo 7
Ileri Primer vanA-F
VanA Geri Primer vanA-R 393 Tablo 7
[leri Primer Al
VanA Geri Primer A2 732 Tablo 7
ileri Primer VANA
VanA Geri Primer  VANAI 1028 Tablo 7
Ileri Primer Tn554-2
Tab
ermA Geri Primer  Tn554-1 440 ablo 11
fleri Primer ermB-1
Tablo 8
ermB Geri Primer ermB-2 424 ablo
Brtomisin  emC  Leri Primer - emC-l 204 Tablo §
{leri Primer erm pTG-Fw Tablo 7
erm Geri Primer erm pTG-Rw 644 alo
fleri Primer ermGT(T) Fw
ermGT Geri Primer ermGTg')) Rw 761 veya 772 Tablo 7
Tetrasiklin tetM g:g g:’;‘lz: ?xg 635 Tablo 9
etM-
Kloramfenikol cat-TC Ueri Primer  cat-TC pTC82 Fw 744 Tablo 8

Geri Primer cat-TC pTC82 Rw
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Tablo 7. VANA, VANH, VANR, VANS, VANX, VANY, VANZ, VANB, vanX,
vanZ, vanB, vanA, ,VANA gen bolgeleri i¢cin PZT kangimu ve sartlan (36)

PZT Karigimi PZT sartlar

Distile Su 35,4 ul 94 C° > 3 dakika

10X Tampon 5,0 ul 94 C° > 1 dakika

MeCl, 3,0 ul 56 C° > 1 dakika } x 30 dongii
dNTPs 1,5 pl 72C° > 1 dakika

Primer (F) 1,0 pl 72C° > 6 dakika

Primer (R) 1,0 ul

Taq DNA polimeraz 0,1 pl

DNA (stok) 3,0 ul

Tablo 8. ermA, ermB, ermC ve ermGT gen bolgeleri i¢in PZT karigimi ve sartlar

(41)
PZT Karisimi PZT sartlan
Distile Su 30,5 ul 94 C° - 2 dakika
10XTampon 5,0 ul 94 C° -> 1 dakika
MgCl, 3,0 ul 56 C° > 40 saniye} x 30 déngii
dNTPs 8,0 ul 72 C° > 2 dakika
Primer (F) 1,0 ul 72 C° > 10 dakika
Primer (R) 1,0 ul
Taq DNA polimeraz 0,5 pul
DNA (stok) 1,5 pl

3.4.10. Elektroforez Kosullar:

Igerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilen jele

orneklerin yiiklenmesi yapildiktan sonra asagidaki sartlar uygulandi:

Elektroforez gii¢ kaynaginin 80 volta sabitlendikten sonra, 1 saat ylritildd.

Elektroforez sonlandirildiktan sonra jel goriintiileme sisteminde elde edilen resimler

degerlendirildiler.




Tablo 9. cat-TC gen bolgesi i¢in PZT karisimi ve sartlar: (bu ¢alisma)

PZT Karigimi PZT sartlart

Distile Su 32,6 ul 94 C° - 2 dakika

10XTampon 5,0 ul 94 C° > 1 dakika

MgCl, 4,0 ul 52C° > 45 saniye} x 30 dongii
dNTPs 5,0 ul 72 C° > 1 dakika

Primer (F) 1,0 pl 72.C° > 10 dakika

Primer (R) 1,0 ul

Taq DNA polimeraz 0,4 pl

DNA (stok) 1,0 ul

Tablo 10. tertM gen boélgesi i¢in PZT karigimi ve sartlan (bu galigma)

PZT Kansimi PZT sartlar1

Distile Su 32,4 ul 94 C° > 3 dakika

10XTampon 5,0 ul 94 C° > 1 dakika

MgCl, 4,0 pl 56 C° > 1 dakika } x 30 dongii
dNTPs 4,0 ul 72 C° > 1 dakika

Primer (F) 1,0 pl 72C° > 6 dakika

Primer (R) 1,0 pl

Taq DNA polimeraz 0,4 pl

DNA (stok) 1,0 pl

Tablo 11. ermA, ermB, ermC gen bélgeleri i¢in PZT karigimu ve sartlan

PZT Karigim1 PZT sartlan

Distile Su 34,6 pl 94 C° > 2 dakika

10XTampon 5,0 ul 94 C° > 1 dakika

MgCl, 2,0 ul 58 C° 2 45 saniye } x 30 dongii
dNTPs 4,0 ul 72 C° > 1 dakika

Primer (F) 1,0 ul 72 C° > 10 dakika

Primer (R) 1,0 ul

Taq DNA polimeraz 0,4 pl

DNA (stok) 1,0 ul
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Uretilmesi

LAB’lerinin vankomisin, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol olmak
lizere toplam dort antibiyotie karsi olan direng davramiglarm arastirmak igin
toplanan 197 &rnek M.R.S. (de Man Rogosa Sharpe) siv1 besiyerinde (Broth) iiretildi.
Ornekten 2 tanesinde normal inkiibasyon siirelerinin disina ¢ikilmasina ragmen

tireme gozlenmedi. Bu iki 6rnek agiz kokenliydi ve galigmadan gikarildi.

4.2. Morfolojik Analiz
Morfolojik analiz igin tim ornekler Gram Boyamaya tabi tutulduktan
sonra mikroskop ile 10 X 100 biiyiitmede incelendi. Sahanm mor renkli ikili, ¢l

kismen zincir seklindeki basiller ve koklardan olustugu gozlendi.

4.3. Orneklerde Lactobacillus Tiirlerinin Dagilimi

Bu ¢alismada kullanilan 193 6rnekten elde edilmis tek koloni bakteri 6rnekleri ve 2
tane kiyas i¢in kullamlan tir Tablo 4.’de verilen Lactobacillus tirlerine has
primerler kullanilarak tiplendirme yapildi. Sonuglar Tablo 12¢de verilmistir.

Tablo 12. Insan ve siit liriinti kokenli 5rneklerde Lactobacillus tiirlerinin dagilim.

Insan kékenli Siit tiriindt

Bakteri tiirleri .. Peynir Peynir Diger st

Agiz Diskt Vajina (ticari) (otantik) Yogurt {iriinleri
Lb. crispatus 5 17 18 0 8 0 0
Lb. gasseri 4 15 14 0 8 0 0
Lb. plantarum 8 11 10 1 5 1 0
Lb. johnsnii 4 5 4 0 0 0 0
Lb. fermentum 4 11 11 0 0 0 0
Lb. acidophilus 9 0 4 0 5 0 0
Lb. rhamnosus 0 13 20 0 0 0 0
Lb. casei 1 0 0 1 3 1 0
Lb. bulgaricus 0 0 0 0 0 0 0
Lb. sharpeae 0 0 0 0 0 0 0
Lb. zeae 0 0 0 0 0 0 0
Lb. reuteri 0 0 0 0 0 0 0

4.4. Vankomisin Direnci
Orneklerde vankomisin antibiyotigine karsi direng gelistirilmesinden
sorumlu Vankomisin A (vanA) ve Vankomisin B (vanB) gen ailesine ait gen

bolgeleri PZT teknigi ile tarandi.
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4.4.1. vanA Tipi Diren¢
vanA tipi direng i¢in vanA gen ailesinden vanA, vanR vanS, vanH, vanX
ve vanZ genlerinin varlig1 PZT ile aragtinildi. 111 6rnekten hig birinde vanA, vanR,

vanS, vanH, vanX ve vanZ genlerinin varligina rastlanamadi (Tablo.12)

4.4.2. vanB Tipi Direng

vanB tipi direng i¢in vanB gen ailesi genlerinin varhig1 PZT ile aragtirilda.
111 Ornekten hi¢ birinde vanB gen ailesine ait her hangi bir genin varligina
rastlanamadi (Tablo.12).

4.5, Eritromisin Direnci

4.5.1. ermA Transpozon Geninin Aragtirilmasi
111 6rnekte Tn554-1 Tn554-2 primer takimi kullanilarak ermA traspozon geni PZT
ile aragtinildi. Orneklerin higbirinde bu gen bélgesi gogaltilamadi (Tablo.l2).

4.5.2. ermB Geninin-Arastiriimasi

ermB gen bdlgesinin varlifi ermB-1 ‘ermB-2 primer takimi kullanilarak
PZT ile 111 6rnekte arastirildi. Toplam 87 &rmekte ermB gen bolgesi varlig: saptand.
ermB geni tagiyan Orneklerden 21°i vajinal kokenli, 32°si diskn kokenli, 8’1 afiz
kokenli olmak iizere toplam 61 tanesi insan kokenli 6rneklerdir. 13 otantik peynir, 2
ticari peynir, 1 yogurt toplam 16 siit triinii kokenli 6rnekte ermB gen bolgesi
saptand1. tereyagi, ¢okelek, kimz gibi 6rneginde ve referans tlirlerde ermB genine
rastlanamamgstir (Tablo. 12). ermB direng faktorii aragtinlan 6rneklerde direncin
dagilim orani; ag1z kokenli drneklerde % 57, digk: kokenli 6rneklerde % 100, vajinal
orneklerde % 58, otantik peynir % 26, ticari peynir % 10, yogurt % 10, toplam 111
siit {iriinii kokenli drnekten 16°sinda (% 14) ermB gen bolgesi saptandi (Tablo. 13).
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Sekil 5. ermB-1 ve ermB-2 primerleri kullanilarak yapilan PZT sonucu. 3, 18, 22, 23,
26, 31, 35, 36 numaral1 Srnekler 424 bazlik PZT iiriinleri 15, 38 numaral1 6rnekler de
ise 123 bazlik DNA baz cetveli yer almaktadir.

4.5.3. ermC Geninin Arastiriimasi
Omeklerin tamam ermC geni ermC-1 ermC-2 primer takimi kullanilarak

PZT ile arastinildi ve hicbirinde bu gene rastlaniimadi (Tablo.12)

4.6. Tetrasiklin Diren¢ Geninin Arastiriimasi

tetM gen bolgesi bu bolgeye Ozgiin primer takimi kullamlarak PZT
teknigi ile arastirildi. Numunelerin 72 tanesinde TetM gen bolgesine rastlandi
(Sekil-6). retM geni cogaltilan drneklerden 23 (% 64) tanesi vajinal, 30 (% 94) tanesi
diski, 9 (% 64) tanesi afiz kokenli olmak iizere toplam 62 (% 75) tanesi insan
kaynakli drneklerdir. Siit iiriinii kokenli drneklerden 1 (% 5) ticari peynir, 8 (% 16)
otantik peynir, 1 (% 1) yogurt, toplam 10 (% 9) 6mekte tetM diren¢ gen bolgesi
cogaltildi. Referans tiirlerde, ham siit, tereyagi, ¢okelek ve kimiz Orneklerinde bu
gen bolgesi cogalulamadi. Toplamda oOrneklerin 55’inde (% 28) tetM genine
rastlanildi (Tablo.12 ve 13).
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Sekil 6. retM-F ve teftM-R primerleri kullanilarak yapilan PZT sonuglar. 1, 2, 10, 19,
21, 22, 25, 31, 33, 35, 36, 37, 39 numarali orneklerde 635 bazlik rerM geni
gozlenebilmektedir; 12 ve 27 numarali 6rnekler 123 bazlik DNA parga cetvelidir.

4.7. Kloramfenikol Diren¢ Geninin Arastirilmasi

Kloramfenikol asetiltransferaz-TC (chloramphenicol acetyltransferase-
TC) geni cat-TC pTC82f ve cat-TC pTC82r primer takimi kullamilarak PZT
teknigiyle arastinildi. 111 Orpegin hicbirinde bu gen bolgesine rastlanmadi
(Tablo.12).

Tablo 13. Direng faktorii arastirilan antibiyotikler ve érneklere dagilimu.

Insan kokenli Siit firtini
Direng Vupl Agiz Diski Vajina (l:fg:rll; ((l))tzrtlil]i) Yogurt Tereyag ll)lll_%?‘rl:gt
Ornek sayisi 14 32 36 20 50 10 15 16
ermA 0 0 0 0 0 0 0 0
ermB 8 32 21 2 13 1 0 0
ermC 0 0 0 0 0 0 0 0
tetM 9 30 23 1 8 1 0 0
vanAH 0 0 0 0 0 0 0 0
vanB 0 0 0 0 0 0 0 0
cat-TC 0 0 0 0 0 0 0 0
ermB/tetM 6 30 15 1 5 1 0 0
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Tablo 14, Direng faktorii arastirilan antibiyotiklerin 6rneklere dagilim yiizdesi.

Direng tipi Insan kakenli St triini
Afiz Diskt Vajina (I::?:rg (:t:):;;) Yogurt Tereya %;%:i::t
Ornek sayist 14 32 36 20 50 10 15 16
ermA 0 0 0 0 0 0 0 0
ermB 57 100 58 10 26 10 0 0
ermC 0 0 0 0 0 0 0 0
tetM 64 94 64 5 16 1 0 0
vanAH 0 0 0 0 0 0 0 0
vanB 0 0 0 0 0 0 0 0
cat-TC 0 0 0 0 0 0 0 0
ermB/tetM 42 94 41 S 10 i 0 0




5. TARTISMA

Penisilinin ilk kesfinden bu yana antibiyotiklerin tip ve veterinerlik
alanindaki );éygm kullanimu beraberinde giderek artan bir “antibiyotige kars1 direng”
gelisimine de sebep olmustur. Antibiyotiklere direncin boyutlari, insan saglig
agisindan zararli olan hastalik etkenlerinin (patojen) zararsiz bakterilerle ayn1 ortami
paylagtiklarindan artik zararsiz bakterileri de kapsamaktadir, zira paylasilan ortam
ister istemez direng geni aktarimi i¢in uygun hale gelmistir. Bu sebeple gidalanimizla
aldigimiz sindirim ve {irogenital sisteminin zararsiz hatta yararli biitin bakteri
gruplanmin da ciddi bir gekilde izlenmesi, gézlenmesi, ve gerektifinde 6nlem
alinmas1 igin lizerinde ¢alisilmast g6z ard: edilmemesi gereken bir durumdur.
Gidalarla aldifimiz ve sindirim sistemi bakteri toplulugunun % 1’ini olusturan ve
sagligimiza sagladify yararlardan dolay: en fazla kullanilan bakteri ailesi (genera)
olan laktik asit bakterileri ve bunlarin iginde en fazla ¢alisilan Lactobacillus cinsi
bakterilerin antibiyotik diren¢/duyarlilik davraniglarinin incelenmesi bu bakimdan
onemlidir. LAB’in antibiyotik duyarlilik/diren¢ davramiglar: cins, tir ve alt tiir
seviyelerinde yap1 ve genetik icerik (plazmid) agisindan farklilik oldugundan farkls
farklidir (Tablo.3) (12,35) ve farkli tiirler arasinda aymi antibiyotige karsi duyarlilik
da birkag¢ kat farklilik g6sterir (12,13,17). LAB’in antibiyotiklere kars1 direnglerini
tespit etmek i¢in mikrobiyolojik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (12, 14).
Molekiiler yontemler aymi zamanda direng yayginhigmin ve aktarimin genetik
altyapisini da ortaya koymasi bakimindan son yillarda giderek sik kullanilmakta ve
gerek ila¢ endiistrisi, gerek bakteri gelisimi (bacterial evolution) ve genetik
potansiyeli (microbial genetics), gerek bu degisimdeki g¢evre etkisi (microbial
ecology), ve gerekse de hekimlik ydniinden oldukga biiyiik 6nem tasumaktadir.

Siit tiriinlerinde ve insanda bulunan LAB’nin antibiyotik diren¢ kdkeni
iki sgekilde digiiniilebilir. Antibiyotikler bulunusunu takiben biitiin diinyada
insanlarda giderek artan bir yogunlukta kullamlmaya baslanmas: ile es zamanli
olarak siit iireten hayvanlarin yemlerine de koruyucu olarak katilmaktadir (16). Bu
sekilde bir antibiyotik kullanimi hayvan ve insanlarda bulunan bakterilerin &zellikle
de zoonotik olarak adlandirilan hayvandan insana yada insandan hayvana bulasabilen
bakteriler tizerinde iki yonlii bir baskiya sebep olmustur (double pressure). Bu ¢ift
yonlii baski bakteriler iizerinde ¢ift yonlii elemeye (double selection) sebep olarak
antibiyotiklere ¢ok fazla direngli bakterilerin gelisimi ile sonuglanmistir. Son yillarda

tiiberkiilozun artis1 ve tedavi edilemeyen vakalarin siklig1 buna en giizel 6rnektir. Bu
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bakimdan bir taraftan insan florasindaki direngli bakteriler aragtinlirken diger
taraftan hayvanlarin bakteri florasinin da arastirilmasi gerekir. Siit retiminde
kullanilan bu ha&vaxﬂarda gelisen direngli bakterilerin insana gegisi siit iirlinleri ve et
gibi hayvan kokenli yiyeceklerin firetimi esnasinda yada hazirlama esnasinda temiz
olan siitiin, personelde bulunan direngli bakterilerle bulastiriimas ile olur (16). Ikinci
sekilde bulagsmaya en carpic1 ornek Gaziantep ve yoresinde iiretilen bazi peynirlerin
yapiminda LAB maya kiltiirlerinin  kullamilmayip, enzimatik yontemler
kullanilmasina ragmen tirtinde LAB’in bulunmasidir. Sonradan meydana gelen bu
bulagsma sonucunda siit tiriinlerine gecen LAB yukarda izah edilen diren¢ genini
tagtyorlarsa insana bulagtirmasi da bu direng genini insanda bulundugu ortamda bir
baska bakteri tiiriine aktarabilmesi de potansiyel olarak muhtemeldir.

Bu c¢aligmada siit driinlerinde mayalanmay1 saglayan laktik asit
bakterilerinden olan ve insan mide-bagirsak ve iirogenital sisteminin de dogal bir
elemant olan Lactobacillus grubu bakterilerinin van, tet-M, cat-TC, ve erm direng
genlerini tagiylp tagimadiklan ve hangi direng geninin hangi bakteride daha sik
goriildiigi ve bunun yayginlifinin genetik alt yapisinin ne oldugu ve ne manaya
geldigi aragtinlmusgtir. Siit {irtinlerindeki laktobasillerin insandaki yolculugu sirasinda
diren¢ aktarimi yada kazanmimu gegiriyorlar mi1 sorusuna aymi bakteri alt tiirlerine
yonelik primer takimlari kullamilarak farkli orneklerde aymi bakteri alt tiirleri
arastirilmustir. Elde edilen sonuglara gére aym tip bakterilere hem siit tirinlerinde,
hem agiz, hem digki, hem de vajina da rastlanmasi ve bu tiplerin siit ve agizda
bulunanlar ¢ogunlugunun aym direng genini tagimamasina ragmen diski ve vajinada
bulunanlarin ¢ogunlugunun bu geni tagimasi aym tip bakterilerin bu gene sahip
olduklarim yada olabileceklerini gdstermektedir. Her ne kadar bu tiplerin aym
primerle belirlenmesine ragmen bunlarin aym bakteri tipleri oldugu s6ylenemezse de
aymi grup icinde yer aldiklarim rahathikla soylenebilir. Bu durumda bile ilgili
genlerin birden fazla tiirde bulunma yada aktarilabilme potansiyelinin oldugu
ispatlanmis olur.

Van gen Gbegine 6zgli primerle yapilan PZT sonucunda hicbir Srnekte
iirtin elde edilememesi hem siit iiriinlerinde hem insan kokenli Srneklerde hem de
standartlarda Enterococcus’lara 6zgli vankomisin  diren¢ geni bulunmadigim
gostermektedir. Hayvan ve insan kokenli LAB’den elde edilen ve konjugasyonla
aktarilabilen genetik elemanlarla patojenik Streptococcus ve Enterococcus

tiilerinden elde edilen genetik elemanlar arasinda yapr olarak biytik benzerlik
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bulunmaktadir (16). Bu benzerlik LAB’in antibiyotik diren¢ genlerini patojen
bakterilerden alabilecegini ve diger bakterilere de aktarabilme potansiyeline sahip
oldugunu gosterir. Bu durumu destekleyen diger bir 6rnek ise bir peynir ¢esidinden
(yumusak peynir) izole edilmis Lactococcus lactis subsp. lactis tliriinden elde edilen
bir plazmidin diren¢ genleri tagidiginin belirlenmesidir. Bu plazmidde daha 6nce
Listeria monocytogenes tlrlinde tespit edilen tetS direng genine, Staphylococcus
aureus tlrinde bulunan cat ve str direng genlerine raslanmigtir (16). Vankomisin
direnci 6zellikle Enterococcus kokenlidir (35). Her ne kadar Leclercq ve ark. (1988)
(59) yaptig1 ¢alismalarda Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium’un normal
olarak vankomisine karsi duyarli olduklarini gosterseler de vankomisine direngli
tipleri 1986 yilindan itibaren ortaya ¢ikmaya baglamgstir (61).

Lactobacillus cinsi Uzerinde yapilan PZT g¢aligmalari bu bakterilerin
Enterococcus kékenli van direng genine sahip olmadiklarimi (20,36) buna karsilik bu
antibiyotigin bulundugu ortamda biiyiiyebilmeleri ise bu bakterilerin bu antibiyotige
karsi dogal olarak (intrinsic) yapidan dolayt bir dirence sahip olduklarim
gOstermektedir. Su ana kadar Enterococcus koékenli vankomisin direncinin
Lactobacillus cinsi bakterilerine aktarilabildigine dair herhangi bir ¢aligma da yoktur.
Aktarilma s6z konusu olmadigina gére bu iki bakteri cinsindeki direng mekanizmasi
da farkl olmalldlf.

Katla ve arkadaglar1 (2001) Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve
Streptococcus’larda  vankomisin direncini e-test ydtemiyle aragtirarak bu tiirlerin
tamaminin vankomisine karst dogal bir direne sahip oldugunu gostermistir. Zarazaga
ve ark. (1999)’da Lactobacillus, Leuconostoc, ve Pediococcus cinsleri lizerinde
agarda seyreltme (agar dilution) ydntemiyle yaptiklari ¢aligmada Katla ve
arkadaglarminkine benzer sonuglar elde etmiglerdir. Bizim ¢aligmalarimizin sonuglar
da bu iki arastirmacinimn bulgularimi desteklemektedir. Su ana kadar molekiiler
yontemler (PZT yada DNA-DNA hibridizasyonu) kullanarak  Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus cinslerinde Enterococcus kokenli
vankomisin direng geninin varligimm ortaya koyan her hangi bir ¢aligma yoktur.
Vankomisin direncinin tespiti uygun antibiyotik segimi ve etkin tedavi igin gok
énemlidir. Bu aym zamanda, vankomisin direncinin yaygmligin belirlenmesi ve
yayllmasinin &nlenebilmesi i¢in direng saglayan genleri tasiyan bakterilerin ve bu
genleri aktarabilme yeteneklerinin belirlenmesi anlamina gelir. Vankomisin klinik

tipta kullamlan en etkili antibiyotiklerden biri olmasina karsilik son yillarda artan

47



ciddi bir direng gelisimiyle kars1 karsiyadir (15). Bu yayilimin en dnemli sebebi
diren¢ genlerinin bakteriler arasinda yatay yada dikey olarak plazmid veya
transpozonlarla aktarilmasidir. Insan saglig1 igin vazgegilmez 6nemi olan ve giindelik
hayatta gok sik olarak tiikettigimiz siit ve siit {irlinleri icerisinde bulunan bakteriler
insan florasinin vazgegilmez elemanlandir. Enterococcus cinsi bakteriler LAB ailesi
icinde yer almasindan dolayr bu cins iginde yer alan tiirlerin tagidig1 direng
faktorlerini yakin filogenetik akrabalify olan LAB’ne aktarabilme imkammna
sahiptirler. Bu durumda siit ve stit lirlinti k6kenli LAB’nin vankomisin diren¢ genini
tagiyor olma ihtimali ciddi olarak {izerinde durulmasi gereken bir durum olarak
ortaya ¢ikar. Clinkdi vankomisin diren¢ genleri tastyan Enterococcus faecium ve
Enterococcus faecalis tiirleri nadir de olsa hijyenik sartlara dikkat edilmeden tiretilen
stit {rlinlerine bulagsmaktadir (16). Enterokoklardan diger LAB tiirlerine (6zellikle
Lactobacillus, Lactococcus ve Streptococcus) plazmid aracilifiyla direng geninin
aktarilabildigi deneylerle gosterilmis (16) olmasina ragmen mikrobiyal-genetik
yontemlerle dogal ortamlardan yapilan diren¢ aragtirmalarinda heniiz van geninin
aktarildigina dair bir belge bulunmamaktadir. Aktarilma olsa dahi LAB’nin yapi
olarak zaten vankomisine direngli oldugundan evolusyon agcisindan ihtiyag
duyulmayan genin varlifinin pratik bir degeri de bulunmaz (12, 13). Bu sonug en
azindan ¢aligtigimiz Lactobacillus gurubunun van geni agisindan potansiyel bir nakil
aract olmayacagini gosterir. |

ErmA tipi direng Tn554 transpozonuyla taginan ve S. aureus’ta gdzlenen
direngtir. Tn554-1 ve Tn554-2 primerleri kullanilarak yapilan PZT sonucunda 195
ornegin higbirinde bu gen bolgesine rastlanilmamas: s6z konusu Srneklerde ermA
geninin bulunmadifini gostermektedir. Onceki yapilan galismalar da laktobasillerde
bu genin Bﬁlunmadlglm gostermektedir (12).

ErmB tipi diren¢ geni plazmidlerde bulunmakta ve transpozonlar
tarafindan taginmaktadir (39). ermB geni bu ailenin II gurubunu (ermB grubu)
meydana getirir. Lactobacillus tiirlerinde ve diger LAB’nde gézlemlenen erm direnci
genellikle ermB tipindedir (41). Lactobacillus fermentum’dan izole edilen pLEM3
plazmidi (U48430), S. lentis’den izole edilen pSES20 plazmidi (U35228), E.
faecalis’ten elde edilen bir kriptik plasmid (U86375), E. fdecalis’den izole edilen
Tn917 tranpozonu (M11180) ve pAD2 plazmidi (M36722) ermB direng geni tagirlar
ve II grubun tyeleridirler (12).
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Bu ¢alismada ermB tipi direnci belirlemek i¢in kullamlan primerler E.
faecalis’den izole edilen Tn917 tranpozonu  (M11180) kaynak alinarak
tasarlanmigtir. ermB-1 primeri tranpozonunun 836-855. niikleotidleri arasinda,
ermB-2 primeri ise 1260-1241 niikleotidleri arasinda yerlesir. Bu primerler aym
zamanda Lactobacillus fermentum’un tasidig1 plazmidde yer alan erm gen bolgesini
de 6zgiin olarak ¢ogaltabilmekte ve 424 bazlik bir iiriin vermektedirler (U48430). Bu
primerler diger LAB tiirlerinin tasidift ermB genlerinin tespit edilmesinde de
kullanilmugtir (41). Bu ¢alismada 195 Ornegin 76’sinda 424 bazhik bandlarin elde
edilmesi (Tablo. 11) ve standart olarak kullamlan iki susun PZT’larimin iir{in
vermemesi kullanilan primerlerin 6zgiinltigiinii ortaya koymasi bakimindan yararl
olmustur.

ErmC geni erm gen ailesi ig¢inde VI. sinif (ermC grubu) dahildir. Bu tip
direng Stafhylococcus ve Bacillus cinslerinin bazi tiirlerinde bulunur ve plazmid
fizerinde tasinir. ermC tipi direng faktorii tasiyan bakterilerden hicbiri normal
sartlarda siit tiriinlerinde bulunmazlar (12). ermC-1 ve ermC-2 primerleri pE194
plazmidi (JO1755, J01756, J01757, J01758) kaynak alinarak tasarlanmigtir (8). ermC-
1 2639-2620 niikleotidleri arasinda ermC-2 ise 2345-2364 niikleotidleri arasinda
yerlesir. Bu primerler kullanilarak yapilan PZT’lar sonucunda beklenen 294 bazlik
{iriin hi¢bir 6rnekten elde edilememistir.

Katla ve arkadasglari (2001) caligtiklari 189 LAB 6rneginin cesitli
antibiyotiklere karsi duyarliliklarini e-test yontemiyle aragtirmislar ve MIC (ug/ml)
degerlerini  tespit etmiglerdir (13). Bu c¢aligjmaya gore eritromisinin
Lactobacillus’larda 0,125-1 pg/ml MIC aralifina gore % 50 MIC degeri 0,25 pg/ml
ve % 90 MIC degeri 0,5 pg/ml’dir. Lactococcus’larda 0,016-0,5 ug/ml MIC araligina
gore % 50 MIC degeri 0,094 pg/ml ve % 90 MIC degeri 0,25 pg/ml’dir.
Leuconostoc’lar 0,016-0,75 pg/ml MIC araligina gére % 50 MIC degeri 0,094 pg/ml
ve % 90 MIC degeri 0,19 pug/ml’dir. Streptococcus’da 0,016-0,5 pg/ml MIC
arahigna gére % 50 MIC degeri 0,016 ug/ml ve % 90 MIC degeri 0,023 pg/ml’dir
(13). Zarazaga ve arkadaslar1 da (1999) agarda seyreltme teknigiyle Lactobacillus,
Leuconostoc ve Pediococcus tiirlerinde eritromisin  MIC degerini aragtirmis 0,03-
1,024 pg/ml MIC araligina gore % 50 MIC degeri 0,06 pg/ml % 90 MIC degeri
0,125 pg/ml’dir. Bu iki ¢aligmaya ait MIC degerlerindeki farlilik aragtirmacilarin
yontem farkliliindan kaynaklanmaktadir. Ayrica Zarazaga ve arkadaglari (1999) L.

plantarum, L paracasei, L. brevis’in gesitli antibiyotiklere karsi gosterdigi MIC
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degerlerini de arastirmis ve bu tiirlerin hepsinde Eritromisin MIC degerlerini normal
sinirlar iginde oldugunu gostermislerdir. Buna karsilik Danielsen ve Wind (2003) e-
test yontemiyle bazi Lactobacillus tiirlerinde yaptiklan gallsn;ada bu tiirlerin (hatta
ayni tiiriin bireylerinin) bazilarinin eritromisine kargi direngli, bazilarinin duyarli
oldugunu gostermislerdir. Bu ¢aligmalarin yam sira siit tirlinlerinde baglangi¢ kiiltiirii
olarak kullanilan birgok LAB tiirinde molekiiler yontemler kullanarak eritromisin
direnci aragtinlmis ve ozellikle Lactobacillus’larda eritromisin direncinden sorumlu
plazmidler tamimlanmigtir. Buna Fons ve arkadaslanmin (1997) Lactobacillus
Sfermentum’da eritromisin diren¢ genini tagiyan pLEM3 plazmidini tanimlamalan iyi
bir 6rnektir. Lactobacillus fermentum bir ¢ok siit tirtiniinde baglangi¢ kiiltiiri olarak
kullanilan bir bakteridir. Calijmamizda ticari peynirlerde % 10’nun, yoresel
peynirlerin % 26’simn, yogurt Orneklerinin % 10’unun ermB geni tasidifim
belirledik. Bu sonuglar Katla ve arkadaslar1 (2001) ile Zarazaga ve arkadaglarimn
(1999) sonuglar1 ile kismen uyum igerisinde iken Danielsen ve Wind (2003)’in
calismast ile aym dogrultudadir. Bu c¢alistlan yontemin farkli oldugundan
kaynaklanmaktadir. Genin ifadesi temel alinmasi yerine genom iginde genin var
olmas temel alinirsa bu {i¢ arasgtiricinin da sonuglarinin bizim sonuglarimizla uyumlu
oldugu goriilmektedir. Ulkemizde LAB’nin antibiyotik direng/duyarlilik
davranislartyla ilgili heniiz bir ¢aliyma yoktur. Bu bakimdan bu galisma bu agigt
kapatmay1 hedeflemektedir.

Bu ¢aligma ornek toplam sayisiun % 40°inda ermB direng geninin
bulundugunu gdstermektedir (Tablo.12). Fakat bu oran siit triinlerinde % 16’dir. Bu
oran giinliik hayatimizda gok sik olarak tikettigimiz siit iirtinlerinin ¢esidi ve miktar:
diisiiniildtigiinde antibiyotik direng geni yayilimi agisindan oldukga yiiksektir. Siit
{irinii kokenli 6mekler incelendiginde, 6rnek sayisi istatistiki olarak Onem arz
etmeyecek derecede az olmasina ragmen ticari peynirlerin % 10’u, yoresel
peynirlerin % 26’s1, yogurt 6rneklerinin % 10°u ermB geni tasidifim gostermektedir
ki bu da bu konuda énlem alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Cig siit ve diger
siit iiriinlerinde ermB direng genine hig rastlamlmamast bu aragtirmamn esas Snemini
gosteren ilging bir noktadir. Bu sonug s6z konusu peynir drneklerinin ya yapiminda
kullanilan starter kiltiir drneklerinin bulagik olmadigii ama siitten yapilan peynir,
yogurt, cokelek gibi tiriinlerin yapilis asamasinda bulagmanin gerceklesebilecegini
gostermektedir. Ticari peynir iiretimi yapan firmalarmn siit temin ettikleri hayvanlarin

sahiplerinin hayvanlarini antibiyotik katkili yemlerle beslemis olabilecekleri ihtimali
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Tiirkiye sartlarinda uzak bir ihtimaldir zira bu tiir bir besleme ek maliyet getirir ki bu
da ¢iftgilerin bu ekonomik sartlarda bu tiir katki maddesine kolaylikla erisemeyecegi
sonucunu dogurmaktadir. Bu durumda esas bulasma yadé kirlenme iglenme sirasinda
gerceklesmektedir denilebilir. ermB direncinin insan kokenli Orneklerdeki
dagiliminin siit dirtinlerindeki dagilima gére ¢ok daha fazla ve tehlikeli boyutlarda
olmast da bu goriislimiizi dogrular mahiyettedir. A1z 6rneklerinin % 57’sinde, digki
Orneklerinin tamaminda \;e vajinal Orneklerin % 58’inde ermB direng geni
bulunmugtur (Tablo.13). Dikkat edilecegi gibi direm;: oramt siit lirtinlerinden insana
gidildik¢e artmaktadir. Burada agiz Orneklerinin direng oranlart yamltici olabilir.
Ctinkii agiz florasi, alinan gidalara ve sosyal aligkanliklara bagli olarak anlik degisim
gOsterebilen bir yapiya sahiptir. Fakat digki ve vajina 6rneklerinde bu sayimun fazla
olusu hem koken itibari ile bu genin diskidan geldigini yada bulasabilecegini hem de
bakteriler arasinda diren¢ geni aktarimimin yani baska bir deyisle LAB’nin direng
geni kazanmasmn en agik ispat1 siit tiriinleri, digk1 ve vajina kékenli 6rneklerdeki
direng oranindaki bu agik farkliliktir. Siit {irtinlerinde ermB direnglilik oram % 16
iken bu oran vajina 6rneklerinde % 58, digki rneklerinde % 100’diir (Tablo.13).
Ornek sayisimn azh@indan dolayr bu degerler yamltict olarak kabul edilse dahi
oranlarm farkliligi bunun ‘siit bakterilerinin bu genleri mide-bagirsak sistemi i¢inde
edindigini agik olarak g@stermektedir. Zira aymi 16S-23S genler aras1 (intergenic
region) bélgeye Ozgiin primerler hem siit iirlinlerinde hem de insan kokenli
orneklerde kullanildigindan elde edilen sonuglar bu bakterilerin ayni yada gok yakin
akraba bakteriler olabilecegini goéstermektedir. Bu da bulagmayr kendi bagina
) " dogrular mahiyette bir sonugtur. Caligma sonuglarina gore elde edilen diger bir ilging
nokta da Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis
gibi genel olarak sindirim sisteminde yerlesim gosteren ve erm geni tagiyan
plazmidleri tasidif1 ¢aligmalarla gosterilmig bir bakteri olmasina ragmen (40) diski
drneklerinde Lactobacillus reuteri tiiriine hig rastlanamamasidir.

ErmA ve ermC tipi direncin siit tirlinlerinde bulunan LAB’nde varli:
simdiye kadar yayimlanmamugtir. Su ana kadar LAB’nde sadece ermB tipi direng
bulunduguna dair yaynlar mevcuttur (41). ermA tipi direnci belirlemek igin S.
aureus’un Tn554 transpozonu tizerinde bulunan ermA direng genine 6zgiin primerler
kullamulmustir (41). ermC tip direng Staphylococcus ve Bacillus cinslerinin bazi
tiirlerinde bulunmaktadir (12, 41). ermC tipi direnci belirlemek igin kullamlan
primerler pE194 plazmidi (JO1755 JO01756 JO1757 JO1758) kaynak alinarak
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tasarlanmus primerlerdir (8). Yapilan PZT sonuglar hi¢bir drnekte bu gen bélgelerine
rastlanilmamast sebebiyle hem stit {irtinlerinin ermA ve C agisindan temiz oldugunu
hem de insan 6mekleﬁ;1in bu geni tagimadiini gbstermistir.

Tetrasiklinler aminoagil-tRNA’larin bakteri ribozomlarinda bulunan ve
peptidlerin ilk yerlestigi bolgeye (acceptor A site) baglanmasimi engelleyerek protein
sentezini durduran antibiyotiklerdir (6). Chopra ve Roberts (2001) yaptiklart ¢aligma
sonucunda 29 tetrasiklin diren¢ geni (tef) ve 3 oksitetrasiklin direng geni (otr)
tanimlanmistir. Lactobacillus cinsinde tet (O) ve tet (Q) tipi tetrasiklin direnci
gozlemlenmistir (54). Tetrasiklin direnci genel olarak plazmidler ve transpozonlarla
aktarilmaktadir (54). Transpozonlarla aktarilan direng faktorii kromozom iizerinde de
yerlesim gosterebilir (37, 54).

195 ornekte tetM-F, tetM-R primerleri kullamlarak yapilan PZT’ler
sonucunda 72 &rnekte bu genin varligi ortaya gikarimustir (Tablo.12). fetr M geni
tespit edilen 6rneklerin 1’1 ticari peynir, 8’i yoresel peynir ve 1’1 yogurt 62’si insan
kokenlidir. Agiz 6rneklerinin % 64’iinde, disk1 drneklerinin % 94’{inde ve vajina
Orneklerinin % 64’tlinde bu gene rastlanilmigtir. Siit tirtinlerinden ticari peynirlerin %
5’inde, yoresel peynirlerin % 16’sinda ve yogurt 6rneklerinin % 1’inde tefM direng
geni bulunmustur (Tablo.13).

Katla ve arkadaslarinin (2001) e-test yontemiyle siit iirinlerinden elde
edilmis Lactobacillus’larda tetrasiklin direncini aragtirmis ve bu Orneklerin
tetrasiklin MIC degerlerini normal simirlar iginde bulmustur. Danielsen ve Wind
(2003) e-test yontemiyle L. plantarum/pentosus, L. paracasei/rhamnosus, L.
acidophilus gurubu ve L. sake/curvatus tiirlerinde tetrasiklin direncini aragtirmug ve
L. plantarum/pentosus igin 18 Ornegin tamaminda degisik seviyelerde, L.
paracasei/rhamnosus i¢in 22 Ornekten 18’inde degisik seviyelerde, L. acidophilus
gurubu icin 16 6rnekten 1 tanesi yilksek seviyede olmak iizere toplam 14’{inde ayrica
L. sake/curvatus igin tiim Orneklerde tetrasikline karsi direng gézlemlemislerdir.
Danielsen ve Wind (2003) ile Katla ve arkadaglarimin (2001) yaptiklan galigmalarin
sonuglan birbirinden farklidir. Yamamoto ve arkadaslari da (1996) Lactobaillus
helveticus CP53 susundan tetrasiklin direng geni tagtyan pCP53 plazmidini
tanimlamustir. Danielsen (2002) L. plantarum 5057°de tetrasiklin direnci tagiyan
pMD5057 plazmidini aragtirmigtir. Daha 6nceden yapilmis olan hem mikrobiyolojik
hem molekiiler ySntemler aralarinda kismi farklar bulunmasina ragmen sonug olarak

bu genin laktik asit bakterilerinde genel olarak bulundugu ve laktik asit bakterilerinin
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bu antibiyotige karsi asir1 bir direng kazandifini g6stermektedir ki molekiiler bir
teknik olan PZT ile elde ettifimiz sonuglara gére bu gen {ilkemiz siit iiriinlerinde
bulundugu gibi i‘ insanlarinda da yerlesik olarak bulunmaktadir (Tablo 12).
Tablo.13’te de goriildtigi gibi ag1z, disks, vajina, peynir ve yogurt drneklerinde tetM
diren¢ genine rastlamlmistir. Bu caliymada tetM direng geni i¢in kullamlan primer
takimunt L. plantarum’dan elde edilen pMD5057 plazmidinin (AF440277) tasidig
tetM gen bolgesine gore tasarlanip ¢ogaltilmistir. Danielsen’in (2002) yapmis oldugu
calisma disinda Lactobacillus cinsi bakterilerde tefM tipi diren¢ bildirilmemigtir.
Chopra ve Roberts (2001)’e de gore tetM tipi direng Bacterionema, Gemella,
Bifidobacterium, Listeria, Mycoplasma, Gardnerella, Staphylococcus,
Ureaplasmac, Clostridium, Peptostreptococcus, Corynebacterium, Enterococcus ve
Streptococcus cinsi mikroorganizmalarda yaygmn olarak gériilmektedir. Anlasilacag:
lizere sayilan bu bakteriler yogunlukla mide-bagirsak ve tirogenital sistemde yerlesim
gisteren bakterilerdir. tefM tipi direncin bu kadar yaygin bir sekilde bu kadar fazla
sayida bakteri cinsinde bulunmasi akla bu tip direncin bakteriler arasinda
tasinabilecegi fikrini getirmektedir. Nitekim Tablo.14’de goriildiigii gibi tetM direng
geni sikligt siit lriinlerinden ziyade insanda artis géstermektedir. Siit tirtinleriyle
alinan bakterilerin insan florasinin belirlenmesinde etkili olduu distniiliirse,
Lactobacillus 6rneklerinin insan mide-bagirsak ve {irogenital sisteminde diger
bakterilerle iliskileri sonucu bu geni kazanabilecegi diisiincesini de destekler. Sayet
bu farkli numunelerdeki direnglerin kikeni birbirinden bagimsiz olmus olsayd: bu iki
ornek grup igindeki tetM direng geni sikligy biri birinden bagimsiz olarak birbirine
yakin bulunmasi gerekirdi. Ayrica temelde insan Lactobacillus florasin siit ve siit
{iriinleri ile alinan bakterilerin olusturdugu diisiiniiliirse stit tirlinlerindeki bu diisiik
tetM gen-siklif1 6rnek sayisinin az olmasina ragmen bu genin Lactobacillus’larin
insan mide-bagirsak ve iirogenital sistemindeki yerlesimi sirasinda kazandifi
gostermektedir. Tetrasiklin genis bir etki yelpazesine sahip, diisiik toksisiteli, etkili
ve ok degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilan genel bir antibiyotiktir (54). Mide-
bagirsak ve iirogenital sistemde yerlesen bakterilerin bu kadar direncli oldugu
diigtintiliirse bu antibiyotigin etkisi ve bu sistemlerdeki ilgili diger bakten’lerin‘de bu
direng genlerini tasiyip tasimadifina dair daha genig kapsamli ¢aligmalarm gerekli
oldugu ortaya ¢ikar. Bu da klinik hekimligiﬁ ve bu ilacin iireticilerinin bu antibiyotik

{izerinde daha genis kapsamli aragtirmalar yapmasim gerektirmektedir.
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Kloramfenikol bakteri ribozomunun 50S alt iinitesine baglanir ve protein
sentezini peptidiltransferaz (peptidyltransferase) asamasinda engelleyerek etkili olur
(18). Kloramfenikol direncinde genellikle antibiyotik kloramfenikol asetiltransferaz
enzimi tarafindan pargalanarak etkisiz hale getirilir. Kloramfenikol diren¢ geni (car)
gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasinda ¢ok az bir benzerlik gésterir (14).
cat-TC geni plazmid kokenli bir kloramfenikol direng genidir.

Cat-TC ye 6zgiin pTC82f ve pTC82r primerleri kullanilarak yapilan PZT
¢alismalan sonucunda ¢alisilan &rneklerin hi¢ birinde cat-TC geni ¢ogaltilamamistir
(Tablo.11). Katla ve arkadaglar1 (2001) stit ve siit tiriiniinden elde ettikleri 189 LAB
orneklerinin ¢esitli antibiyotiklere karsi duyarliliklarini  e-test ydntemiyle
arastumuslar ve MIC (ug/ml) degerlerini tespit etmislerdir (Tablo.3). Bu ¢aligmaya
gbre kloramfenikol i¢in 0,5-6 pg/ml MIC aralifinda Lactobacillus’da % 50 MIC
degeri 2 pg/ml ve % 90 MIC degeri 4 ug/ml’dir. Lactococcus’da 1-64 pg/ml MIC
araliginda % 50 MIC degeri 3 pg/ml ve % 90 MIC degeri 24 pg/ml’dir (20).
Danielsen ve arkadaslarida (2002) L. plantarum/pentosus, L. paracasei/rhamnosus,
L. aidophilus gurubu ile L. sakei/curvatus tiirlerinde e-test yontemini kullanarak
yaptiklar1 kloramfenikol direng ¢aligmalarinda toplam 62 érmekten 61 tanesinin MIC
aralig1 1-8 pg/ml arasinda 1 Srnekte ise 64 pg/ml olarak bulmuslardir. Bu sonuglar
bu genin bu bakterilerde yerlesik olarak var oldugunu gdstermesine ragmen bizim
orneklerimizde bulunmayisi her hangi bir yorum yapabilmenin daha kapsaml: bir
¢alisma yapmadan evvel erken olacagi seklindedir (Tablo. 11). Lactobacillus’lar
vajina florasim fiirettikleri laktik asit ile ortamin pH’sim diistirmeleri, H,O; ve
salgiladiklar1 bakteriyosinler ile kontrol altinda tutarlar. Lactobacillus’lar katalaz
enziminden yoksundurlar (24, 25). Metabolik faaliyetleri sonucunda irettikleri
H,0,’yi yasadiklar1 ortama salarlar. H,O, diger bakteriler tizerinde oldiiriicti etki
yaparak floray1 diizenler. Ancak Lactobacillus’larin vajinal floray1 diizenlerken bu
ozelligi diger ozellikleri kadar 6n plana ¢ikmaz. Lactobacillus’lar metabolik
aktiviteleri sonucu karbon hidratlardan laktik asit, asetik asit gibi giiclii asitler
iiretirler (24,25). Son {iriin olarak ortaya ¢ikan bu asitler ortamun pH’sin1 2°ye kadar
diistirtirler (9). Lactobacillus’lar diigtik pH’ya dayanikli olduklan i¢in canli kalirken
diger bakterilerin bu yiiksek asit yogunlugunda yasamalan miimkiin degildir.
Bakteriosinlerde Lactobacillus’larin bazi tiirlerinin salgiladiklar1 protein tabiath
antimikrobiyal ajanlardir (46) ve diger bakterilerin tiremelerine etkili olarak vajinal

floray1 diizenlerler (9, 16, 47). Bu bakimdan insan LAB florasinin saglikli olmasi
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insanin kendi saglifn agisindan ¢ok Onemlidir. Bilingsiz antibiyotik kullanimi
sonucunda normal floranin hizli bir sekilde direngli flora ile yer degistirmesine yol
ag:arak sindirim ve tirogenital sistemi hastalik etkeni tasiyan bakterilere kars1 etkisiz
antibiyotiklerle korumak miimkiin degildir. Son yillarda insan saglig1 i¢in tartigmasiz
Onemi oldugu anlasilan laktik asit bakterilerinin uygunsuz ve bilingsiz antibiyotik
tedavileri ile diren¢ kazanmalarim ve bu direnci diger bakteri, mantar, maya, ve
parazitlere aktarabilme ihtimalinin dahi engellenmesi lazimdir. Bunun en giizel
yontemi ise laktik asit bakterileri ile birlikte bu sistemlerde yer alan diger bakterilerin
de antibiyotik davramslarinin belirlenmesi ve uygun antibiyotiklerin kullamilmasiyla
olur. Bu ¢alisma sonuglarindan da anlagilacag tizere antibiyotik diren¢ geninin
varligt ve siklif1 (epidemiyolojisi) tilkelere, kiiltiirlere, cografik farkliliklara ve
yemek yeme aligkanliklarina gore degisim géstermektedir. Su ana kadar iilkemiz
Lactobacillus koleksiyonunun antibiyotik direng/duyarlilik davramsiyla ilgili hi¢ bir
¢alisma yapilmamistir. Bu c¢aligma kismen de olsa bu eksikligi giderecegi
diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada siit ve siit iriinlerinde bulunan Lactobacillus’larn
vankomisin, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol diren¢ profilleri ¢ikartilmig
konumuzla direkt iligkisi olmamakla birlikte bu bakterilerin insan viicudu boyunca
seyahatleri sirasinda antibiyotik direng geni yoniinden davranislart incelenmistir.
Caligma sonunda bu dort antibiyotik ile ilgili elde edilen verilerin teker teker
degerlendirilmeleri yukarida verilmigtir. Tim verileri bir arada degerlendirecek
olursak; galigma sonucunda Srneklerde ermB ve tetM direng geni bulunmug, van ve
cat genlerine rastlamlmamigstir. Agiz, diski, vajina, ticari peynir, yoresel peynir ve
yogurt 6rneklerinde hem ermB hem tefM genine rastlamlmistir. ermB ve teftM direng
geni bulunan Orneklerin siit iiriind, digki ve vajinal Srneklerde bulunma sikhigs
karsilastinldiginda siit iriinlerinden insan 6rneklerine dogru belirgin bir artiy s6z
konusudur. Bu durum bu bakterilerin viicut iginde yolculugu esnasinda diger
bakterilerle iligkileri sonucunda direng faktérii kazandiklarim géstermektedir. Van ve
cat direng genleri diistiniildiigiinde laktik asit bakterilerinin vankomisine kars1 dogal
direngli olmasindan dolay: bulunmamasi da genel kabul goren bir sonugtur (35).

Sonu¢ olarak, antibiyotik diren¢ migkiliinin  giderek daha ciddi
boyutlara ulastign su gilinlerde direng aragtirmalarm yalmizca mikrobiyolojik
yontemlerle yapmak yeterli degildir. Anfibiyotik direng/duyarhilik ¢alismalarinin

klinik anlamda {istiin ve vazgecilmez yonleri olmasina ragmen hem organizmanin
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diren¢ profili gikaracak hem de direncin genetik kokeni hakkinda bilgi verecek
yontemler bu giin artik gegerlilik kazanmustir. Bu ydntemler ayrica g¢aligilan
bakterilerin potansiyel tasiyic1 olup olmadigi hakkinda da bilgi vermelidir. Direng
genlerinin bﬁlunmam ve genetik yapisinin belirlenmesi antibiyotik diren¢ yayiliminin
belirlenmesi, direncin kokeninin tespiti ve buna karsi 6nlemlerin daha 6nceden
almmasi i¢in de 6nemlidir. Molekiiler yontemleri kullanarak antibiyotik direng
faktorii aragtirmalarinda hem direncin var olup olmadigi hem de direncin kdkeni
belirlenebilir. Boylelikle direncin kayna@i hakkinda fikir edinebilir ve 6nlem
alinabilir. Caligmamiza konu olan ve laktik asit bakterileri ailesinin bir iiyesi olan
Lactobacillus cinslerinin eritromisine direng gelistirmeden sorumlu ermB ve
tetrasikline kars1 direng gelistirmeden sorumlu retM genlerini tasidigini buna karsilik
eritromisin diren¢ gelistirmeden sorumlu ermA ve ermC, vankomisin direncinden
sorumlu vanA ve vanB ve kloramfenikol direncinden sorumlu cas-TC genlerini
tasimadign anlagilmustir. Insan 6rnekleri ile yapilan galigmalar neticesinde de aym
sonug elde edilmistir. Bu direng genlerinin siit {iriinleri ve insan kokenli 6rneklerdeki
bulunma sikliklarina bakildiginda, sikhigin siit {iriinlinden insana dogru arttif:
goriillmektedir. Bulunan bu diren¢ sikliklarimi ve siit {riinlerinde bulunan
Lactobacillus’larin insan florasini nasil etkiledigini, direngli bulunan bakterilerin
aym cins olup olmadigini belirlemek amaciyla tek koloni eldesinden sonra Srnekler
Lactobacillus cinsi igin tir seviyesinde PTZ yontemi ile tiplendirildi. Direngli
bulunan Lactobacillus’lar daha o6nceden bu konuyla ilgili yapilmis molekiiler
calismalarla uyum igersindedir. Bu sonuglar Lactobacillus’larin sit tirlinlerinden
insana dogru yolculugu esnasinda direng faktérleri kazanabilecegini eger olursa
bunun ham siit agamasinda olmadigin siitiin islenmesi sirasinda oldugunu ortaya
koymaktadur.
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