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OZET

Amac: Probiyotik mikroorganizmalarin 6nemli bir grubu olan laktobasillerde antibiyotik
direncine yonelik mevcut ve potansiyel riskleri degerlendirmeyi amaglamaktadir.
Ozellikle, probiyotik olarak kullanilan suslarin antibiyotik diren¢ genlerinin varligi, bu
genlerin tagmabilirligi ve bu genleri diger bakterilere aktarabilme potansiyeli

incelenmistir.

Yontem: 11 farkli probiyotik iiriinden izole edilen laktobasillus tiirleri antibiyotik
duyarliliklart agisindan incelenmis; izolatlar MALDI-TOF MS ile tanimlanmis, disk
difiizyon ve E-test yontemleriyle antibiyotik direnci degerlendirilmistir. Ayrica, direng

genleri PCR ile arastirilmis ve antibiyotik inaktivasyon kapasiteleri test edilmistir.

Bulgular: Laktobasillus suslarinin %100’ streptomisine direngli iken; ampisilin,
sefazolin, tetrasiklin, rifampin ve kloramfenikole %100 duyarli bulunmustur. aac(6')-le-
aph(2")-la, rmtB, linA ve linB direng genleri tespit edilmistir, ancak genlerin konjugasyon
ve transformasyon yoluyla transferi gozlenmemistir. Bir 6rnekte plazmit tespit edilip

sekans analizi yapilmistir ve bu plazmitte direng geni bulunamamustir.

Sonu¢: Caligmamiz, antibiyotik direncinin laktobasillus suslarinda yaygin oldugu
gorilmistiir. Ancak, bu konuda caligmalarin sinirli olmasindan dolayr daha fazla

arastirma yapilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: laktobasil, antibiyotik, direng, aktarim



ABSTRACT

Objective: This study aims to evaluate the current and potential risks associated with
antibiotic resistance in lactobacilli, an important group of probiotic microorganisms. In
particular, it investigates the presence of antibiotic resistance genes in strains used as
probiotics, the transferability of these genes, and their potential to be transmitted to other
bacteria.

Methods: Lactobacillus species isolated from 11 different probiotic products were
examined for their antibiotic susceptibility. The isolates were identified using MALDI-
TOF MS, and their antibiotic resistance profiles were evaluated using disk diffusion and
E-test methods. Additionally, resistance genes were investigated via PCR, and their

antibiotic inactivation capacities were tested.

Results: All Lactobacillus strains were found to be resistant to streptomycin, while they
were 100% susceptible to ampicillin, cefazolin, tetracycline, rifampin, and
chloramphenicol. The resistance genes aac(6’)-le-aph(2°’)-1a, rmtB, linA, and linB were
detected. However, no gene transfer was observed through conjugation or transformation.
A plasmid was detected in one sample, sequenced, and found not to contain any resistance

genes.

Conclusion: Our study indicates that antibiotic resistance is prevalent among
Lactobacillus strains. However, due to the limited number of studies on this topic, further

research is needed to better understand the risks and mechanisms involved.

Keywords: Lactobacillus, antibiotic, resistance, transfer
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SIMGELER ve KISALTMALAR

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

FAO : Gida ve Tarmm Orgiitii
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GIS : Gastro Intestinal Sistem
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GRAS : Giivenli Olarak Kabul Edilen
CLSI : Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
MRS : De Man-Rogosa—Sharpe

KOB : Koloni Olusturan Birim

MALDI-TOF MS: Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight

massspectrometry
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
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1. GIRIS

Probiyotikler, insan sagligi tizerindeki yararli etkilerini gosteren siirekli genisleyen
bilimsel kanitlar nedeniyle son yirmi yilda giderek daha popiiler hale gelmistir (Lau ve
ark., 2024). Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli gruplarindan biri laktik asit
bakterileridir. Bunlarin igerisinde Laktobasillus tiirleri en yaygin olarak kullanilan

probiyotik mikroorganizmalardan biridir (Lidbeck ve Nord, 1993).

Probiyotiklerin bir¢ok faydasi bulunmaktadir. Probiyotikler; besinlerin biyoyararlanimini
arttirir, bagirsak sagligini gelistirir, bagisiklik sistemini giiclendirir, serum kolesterol
diizeyini azaltir, kansere karsi koruyucudur, laktoz intoleransinin azaltir, anti-alerjik
ozellikler gosterirler. Irritabl bagirsak sendromu, crohn ve iilseratif kolit gibi
gastrointestinal sistem hastaliklari, diyabetus mellitus ve obezite gibi metabolik
hastaliklar tizerinde de olumlu etkisinin oldugu ifade edilmektedir. Ayrica antimutajenik,
anti-kanserojenik, anti-inflamatuar, anti-oksidatif, kolesterol diisiikliigli, antihipertansif,
anti-osteoporoz ve immiinomodiilator etkilerinin oldugu da bildirilmistir (Argyri ve
ark.,2013; Kechagia ve ark.,2013; Lee ve ark., 2014; Ozdemir ve Demirel, 2017; Jeong
ve ark., 2022). Laktobasillerde hem intrinsik hem de ekstrinsik antibiyotik diren¢ geninin
varligi rapor edilmistir. Bu amacla baz1 ¢caligmalar yapilmis olmakla birlikte sadece bazi
antibiyotikler ve belirli Laktobasillus tiirleri (6rn: L. casei, L. acidophilus, L. reuteri, L.
rhamnosus, L. delbrueckii, L. brevis, L. fermentum) calisilmistir. ermB, tetK ve tetL gibi
aktarilabilir direng genleri antibiyotik direncinin yayilmasi a¢isindan 6nemlidir. Bu durum
probiyotiklerin giivenli kullanimi1 ve direnci yayma potansiyelleri hakkindaki endiseleri

artirmaktadir (Jacobsen ve ark., 2007; Dirk Gevers ve ark., 2003a).

Calismamiz, probiyotik mikroorganizmalarin, 6zellikle de laktobasillerin, antibiyotik
direnci konusundaki muhtemel risklerini incelemek acisindan oldukc¢a Onemli bir
arastirma alanim1 konu almaktadir. Calismamizin odaklandigr bazi 6nemli noktalar
sunlardir: Laktobasillerin antibiyotik direng profillerinin hem fenotipik hem de genotipik
olarak karakterize edilmesi, hangi diren¢ genlerinin bulundugunu ve bunlarin hangi
antibiyotiklere karsi direng sagladigimi belirlemek i¢in onemlidir. Potansiyel olarak

aktarilabilir diren¢ genlerinin (6rn., ermB, tetK, tetL) varlig1 ve bu genlerin farkli bakteri

1



tiirleri arasinda gecis yapma potansiyeli, mikrobiyotanin antibiyotik direncindeki roliinii
anlamak i¢in kritiktir. Probiyotik olarak kullanilan laktobasillus tiirlerinin, antibiyotik
direncini yayma potansiyeli, bu tiir iirlinlerin giivenli kullanimi konusunda endiseleri
artirabilir. Bu yiizden, diren¢ genlerinin tasinabilirligi ve aktarilabilirliginin detayl
degerlendirilmeleri gerekmektedir. Antibiyotik direnci kazandiran genlerin yayilmasi,
yalnizca bireysel saglik tizerinde degil ayn1 zamanda daha genis toplum saglig1 tizerinde

de olumsuz etkilere yol acabilir.

Bu gibi ¢aligmalar, hem probiyotiklerin terapdtik faydalarini maksimize etmek hem de
antibiyotik direncinin potansiyel yayilimmi kontrol altina almak i¢in Onemlidir.
Calismamizin bulgulari, probiyotiklerin giivenli kullanim kilavuzlarinin gelistirilmesine

ve antibiyotik diren¢ yonetim stratejilerine katkida bulunabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Probiyotiklerin Tanim

[k probiyotik tanim1 1908'de fermente siit iiriinlerinin tiikketiminin yasami uzattigini éne
stiren Metchnikoff tarafindan yapilmis olup (Company, 2004) terim olarak ilk Parker
tarafindan gastrointestinal sistemde mikrobiyal dengeyi saglayan maddelerin ve
organizmalarin tanimi i¢in kullanilmistir (Parker RB, 1974). Yunan diline gore probiyotik
terimi “hayat i¢in”” anlamina gelir (lannitti ve Palmieri, 2010). Birlesmis Milletler Gida ve
Tarmm Orgiitiine gore probiyotikler; gerekli miktarlarda uygulandiginda konakgiya saglik
yarari saglayan canli mikroorganizmalardir (Sanders ve ark., 2019). Probiyotik
laktobasiller, farmasotikler ve diyet takviyeleri olarak pazarlanmakta ayrica yogurt ve

diger siit tirtinleri gibi gidalarda da bulunabilmektedir (Fenster ve ark.,2019).

Probiyotik teriminin tanimi yillar i¢inde degistirilmis ve genisletilmistir. DSO ve FAO
tarafindan gelistirilen tanim arastirmacilarin ¢ogunlugu tarafindan kabul edilse de, son
yillarda probiyotik terminolojiye “paraprobiyotikler” (probiyotiklerin o&lii/inaktif
hiicreleri) ve “postbiyotikler” (probiyotiklerin saglikli metabolitleri) gibi yeni tanimlar
eklenmistir (Di Lena ve ark., 2015). Buna gore, canli ve aktif probiyotik hiicreyi ifade
eden 'gercek probiyotik', vejetatif veya spor formlarinda canli ve inaktif hiicreyi ifade eden
'psodo-probiyotik' ve saglam veya yirtilmis formlarinda 6lii/cansiz hiicreyi ifade eden

'hayalet probiyotik' olmak iizere li¢ ana probiyotik sinifi 6nerilmistir (Zendeboodi ve ark.,
2020).

2.2. Probiyotik Kiiltiir Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar

Glintimiizde bir¢ok farkli mikroorganizma tiirii probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Probiyotik kiiltiir olarak en yaygin kullanilan bakteriler Lactobacillus ve Bifidobacterium
tirleridir. Ayrica Bacillus spp., Enterococcus spp., Escherichia coli, Lactococcus spp.,
Streptococcus spp. ve Propionibacterium spp. cinslerine ait bakteri tiirleri de probiyotik
olarak kullanilmaktadir (Soccol ve ark., 2014, Gowri ve ark., 2016).



Tablo 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (llinskaya ve ark., 2017)

Cinsler Tiirler
. L. plantarum, L. paracasei, L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. crispatus, L. gasseri, L. reuteri,
Lactobacillus :
L. bulgaricus
Bifidobacterium B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. infantis, B. lactis, B. longum, B. catenulatum
Propionibacterium P. jensenii, P. freudenreichii
Peptostreptococcus P. productus
Pediococcus P. acidilactici
Leuconostoc Lc lactis subsp. cremoris, Lc. mesenteroides
Enterococcus E. faecium
Streptococcus S. oralis, S. uberis, S. rattus, S. salivarius, S. sanguis, S. mitis, S. thermophilus
Bacillus B. coagulans, B. subtilis, B. laterosporus
Bacteroides B. uniformis
Akkermansia A. muciniphila
Saccharomyces S. cerevisiae, S. boulardii

Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli gruplarindan biri laktik asit bakterileridir.
Laktik asit bakterileri, probiyotik mikroorganizmalar arasinda 6nemli bir yere sahiptir ve
Laktobasillus tiirleri bu grubun en yaygin iiyelerindendir. Laktobasillus bakterileri,
gidalarda dogal olarak bulunurlar ve probiyotik olarak insan sagligmma katkida
bulunabilirler. Bu bakteriler, genellikle mikroaerofilik veya anaerobik kosullarda yasarlar,
yani diisiik oksijenli veya oksijensiz ortamlarda gelisebilirler. Ayrica, Gram pozitif
olmalari, hiicre duvarlarinin kalin bir peptidoglikan tabakasina sahip oldugunu gosterir.
Laktobasillus tiirleri genellikle fermente siit iiriinlerinde siklikla bulunur ve sindirim
sistemine faydali etkileri nedeniyle probiyotik takviyelerde yaygin olarak kullanilir. Bu
bakterilerin tiikketimi, bagirsak florasinin dengelenmesine ve sindirim sagliginin

iyilestirilmesine katki saglayabilir (Lidbeck ve Nord, 1993).
2.3 Probiyotik Mikroorganizmalarin Se¢cim Kriterleri

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im kriterleri, bu mikroorganizmalarin etkinliklerini ve

giivenliklerini belirlemek amaciyla ¢esitli kriterleri icermektedir.

Probiyotik mikroorganizmalarda bulunmasi gereken 6zellikler: (Martinez ve ark., 2015;
Abatenh ve ark., 2018)

1. Giivenlik ve stabilite: Patojen ve toksik olmamalidir; giivenli ve stabil olmalidir.

2. Yararh etkiler: Konakgiya yararli etkiler sunmalidir.

3. Antimikrobiyal iretim: Bagirsak patojenlerine karst antimikrobiyal madde

uretebilmelidir.



4. Asidik direng ve canlilik: Diisiik pH ve safra asidine karsi direng gostermelidir ve
gastrointestinal kanalda canli kalabilmelidir.

5. Yapisma Kapasitesi: Epitel ve mukozal yiizeylere yapisarak patojenlerin yapismasini ve
kolonizasyonunu 6nlemelidir.

6. Mikroflora yenileyebilme: Bagirsak mikroflorasini yenileyebilmeli, sindirimi
kolaylastirmali ve hizlandirabilmelidir.

7. Kolonizasyon: Gastrointestinal sistemde kolonize olabilmelidir.

8. Ek saglik faydalari: Antikanserojen ve antimutajenik etkiler géstermelidir.

9. Canli mikroorganizma igerigi: Yiiksek oranda canli mikroorganizma igermeli ve raf
omrii boyunca bu canlilig1 korumalidir.

10. Antibiyotik direnci: Tamamen giivenli ve kontrollii bir sekilde antibiyotik direnglilik

fenotipi sergilemelidir.

2.4 Probiyotik Gidalarin Insan Saghg Uzerine Etkisi

Laktobasiller insan bagirsak mikrobiyomunun, 6zellikle agiz boslugu, ileumun ve kadin
genital sisteminin temel {iyeleri olarak kabul edilir (Rastogi ve Singh, 2022; Vasquez ve
ark., 2002). Laktobasiller, belirli hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek i¢in gidalarda ve
takviyelerde probiyotik olarak kullanimiyla yaygin olarak bilinmektedir (Marco ve ark.,
2017; Hill ve ark., 2014).

Laktabasiller patojenlere karsi antagonist aktivite, konak mikrobiyota kompozisyonunun
olumlu degisimi ve bagisiklik tepkilerinin modiilasyonu ile insan normal bagirsak
mikrobiyotasindaki olumlu roller géstermektedir (Anisimova ve ark., 2019). Ayrica diyet
bilesenlerinin metabolizmasini iyilestirdigi, toksik ve mutajenik bilesikleri etkisiz hale
getirdigi, serum koleserol seviyesini diisiirdiigii, vitamin {irettigi ve antioksidan aktivite
gosterdigi saptanmustir. Laktobasiller patojenlerle rekabet edebilir ve bagirsak
mikrobiyotasini diizenleyebilir. Deneysel ve klinik ¢alismalarda ishal, kolit, kabizlik,
irritabl bagirsak sendromu ve kolorektal kanser gibi gastrointestinal bozukluklarin
onlenmesinde ve/veya tedavisinde etkinlikleri dogrulanmistir (Saarela ve ark., 2000).
Dahasi, Laktobasiller astim, egzema, obezite, ateroskleroz, diyabet, kanser, otizm
spektrum bozuklugu ve depresyon dahil olmak iizere bir dizi patolojiye karsi etkisi
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olabilecegine dair bazi kanitlar bulunmustur (llinskaya ve ark., 2017). Son calismalar
probiyotiklerin COVID-19 enfeksiyonlarini notralize edebilecegini gostermistir (Zhang
ve ark.,2024; Zhu ve ark., 2024; Li ve ark., 2024; Das ve ark., 2022).

Probiyotiklerin nérotransmitter {iretimi tizerindeki etkileri ve stres hormonlari iizerindeki
potansiyel etkileri lizerine arastirmalar, mikrobiyota ile beyin arasindaki etkilesimleri
anlamamiza yardimci olmaktadir. Probiyotiklerin asetilkolin, oksitosin, norepinefrin,
dopamin, serotonin, triptamin ve gama-aminobiitirik asit (GABA) gibi nérotransmitterleri
iretebildigi veya modiile edebildigi gosterilmistir. Bu norotransmitterler, ruh hali,
davranig ve bilissel fonksiyonlar dahil olmak iizere bir¢ok norolojik siireci etkiler.
Ozellikle siganlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, probiyotiklerin stresle ilgili hormonlar
olan adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortikosteroid seviyelerini etkiledigi
gbzlemlenmistir. Bu bulgular, probiyotiklerin stres tepkilerini ve genel olarak beynin
isleyisini etkileyebilecegini ©ne siirmektedir. Insanlar iizerindeki etkilerinin
netlestirilmesi i¢cin de daha fazla klinik calismaya gereksinim duyulmaktadir. Bu tiir
arastirmalar, bagirsak mikrobiyotasinin ruh sagligi ve norodejeneratif hastaliklar

tizerindeki olasi etkilerini anlamak i¢in umut verici olabilir. (Liang ve ark., 2015).
2.4.1. Probiyotikler ve Gastorintestinal Sistem Uzerine Etkileri

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyal topluluklarin1 modiile ederek ishal ve irritabl barsak
sendromunun semptomlarinin (IBS) yonetiminde 6nemli bir rol oynar. Probiyotik
bakterilerin bagirsakta antienflamatuar sitokinler salgilayarak bagisiklik sistemini 6nemli
Olclide etkiledigi bulunmustur. Spesifik probiyotik suslarin zararli bakterileri azalttigi,
Interlokin-6 gibi enflamatuar belirtegleri diizenledigi ve diski kivami gibi gastrointestinal

sistem (GI) semptomlarini iyilestirdigi bulunmustur. (Rizzello ve ark., 2011).

Probiyotiklerin, laktik asit, bakteriyosin ve hidrojen peroksit gibi maddeler treterek
patojenik bakterilere kars1 etkili oldugu vurgulanmaktadir. Probiyotiklerin patojenlerin
mukozaya yapigsmasini engelleyebilecegi ve bagisiklik sistemini giiglendirecegi
belirtilmektedir. Ayrica, probiyotikler bagirsak epitel hiicrelerinin apoptozunu
(programlanmis hiicre oliimil) ve c¢ogalmasini diizenleyerek bagirsak bariyerinin

onarimina ve bakimma da katkida bulunabilirler. Probiyotiklerin hem enfeksiyonlarla
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miicadelede hem de bagirsak sagliginin korunmasinda onemli roller oynamaktadir

(Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2019; Gou ve ark., 2022; Plaza-Diaz ve ark.,2017)

Arastirmalar, bifidobakteri ve laktobasillus gibi probiyotik tiirlerinin, bagirsak
hareketlerini artirarak kabizli§1 azaltabilecegini bildirmistir. Ozellikle kolorektal
adenokarsinom ameliyati gegiren hastalarda, probiyotik takviyesinin postoperatif
komplikasyonlar1 ve oOliim oranlarin1 azaltabilecegi belirtilmistir. Probiyotiklerin
kolorektal kanserli hastalarda pro-enflamatuar sitokin seviyelerini diistirebilecegi ve daha
iyi klinik sonuglarla iliskilendirilmistir. Ayrica, belirli tlseratif kolit hastalarinda
probiyotik kullanimi sindirim toleransini artirabilir, gastrointestinal iltihabi azaltabilir ve
uzun siireli klinik remisyon saglayabilir. Sistematik inceleme ve meta-analizler de
probiyotiklerin iilseratif kolitte klinik remisyonda etkili oldugunu ortaya koymustur (Kaur
ve ark., 2020; Mwende, 2024)

Kabizlik sikayeti olan hastalarin bagirsak mikrobiyotasinda bifidobakteri ve laktobasil
tirlerinin miktarinda azalma, Bacteroides spp. diizeylerinde ise artis gozlenmektedir
(Ohkusa ve ark.,2019; Dimidi ve ark., 2017). Fonksiyonel kabizlig1 olan yaslilarda ¢ok
suslu probiyotik takviyesinin etkili, giivenli ve iyi tolere edildigi bulunmustur (Sola ve
ark.,2022). Arastirmalar, dogrudan perinatal evrede bebeklere veya hamile kadinlara
uygulanan probiyotiklerin, bebek koligi ile iligkili semptomlar1 hafifletebilecegini ve
fonksiyonel kabizlik durumlarinda bagirsak hareket sikligini iyilestirebilecegi
bildirilmistir (Mohammed ve ark., 2024). Helicobacter pylori enfeksiyonu, irritabl
bagirsak sendromu ve enflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBD'ler) dahil olmak {izere birgok
GIS hastalig1, bagirsak mikrobiyotasi bilesimindeki degisikliklerle iligkilidir. Midenin H.
pylori enfeksiyonu GIS mikrobiyotasini etkileyebilir. 2018'de yapilan bir sistematik
inceleme ve meta-analiz, probiyotik kullaniminin IBS'li hastalarda plasebo ile
karsilastirildiginda semptomlar1 azalttigi bulunmustur. Bifidobacterium longum, B.
bifidum, B. lactis, Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus rhamnosus ve
Streptococcus thermophilus iceren kombinasyon probiyotiklerin, IBS semptomlarini
hafifletmede plaseboya kiyasla 6nemli 6l¢iide daha etkili oldugunu gostermektedir (Profir
ve ark., 2024; Ford ve ark., 2018).



Probiyotiklerin, bagirsak mikrobiyal ortaminin diizeltilmesine yardimecr olmak, IgA
tiretimini artirmak ve patojenlere karsi mukozal bariyeri gliglendirmek amaciyla H. pylori
ile dogrudan rekabet edebilecegi ileri siiriilmektedir (Goderska ve ark., 2018). 167 hastay1
iceren H. pylori enfeksiyonu tanisi almis prospektif bir ¢alismada, ii¢lii eradikasyon
tedavisine ek probiyotik kiiltiirlerle (Lactobacillus acidophilus Rosell-52, Lactobacillus
acidophilus Rosell-11, Bifidobacterium infantis Rosell-1755 ve Saccharomyces boulardii)
yapilan tedavinin, tek basina iiglii eradikasyon tedavisine kiyasla eradikasyon basarisina
ulasmada daha etkili oldugu bulunmustur (Grgov ve ark.,2016). Ayrica, prospektif
plasebo kontrollii bir ¢alismada, dort probiyotik susunun (Lactobacillus acidophilus,
Lactiplantibacillus plantarum, Bifidobacterium lactis ve Saccharomyces boulardii)
probiyotik takviyesi almayan bireylere kiyasla eradikasyon oranlarini artirdig ve ilaglarin

yan etkilerini azalttig1 bulunmustur (Viazis ve ark., 2022).

Randomize kontrollii bir calismada, Lactobacillus casei DN 114001 igeren bir probiyotik
icecegin antibiyotik iligkili diyareyi 6nlemede etkili oldugu bulunmustur (Dietrich ve ark.,
2014). Probiyotiklerin antibiyotik tedavisinden sonraki iki giin iginde kullanildiginda
antibiyotikle iligkili diyarede etkili oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2022).

2.4.2. Probiyotikler ve Metabolik Hastaliklar Uzerine Etkisi

Metabolik hastalik prevalansi artmakta ve diinya ¢apinda ¢ok fazla niifusu etkilemektedir.
Bagirsak bakterileri ekosisteminin enerji homeostazini1 diizenlemede ¢cok 6nemli bir rol
oynadigt ve metabolik hastaligin gelisimi ile biiylik oOlgiide iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasini degistirmek i¢in terapdtik hedef
olarak genellikle mikrobiyota disbiyozisini iyilestirmeye odaklanir ve metabolik hastaligi
tedavi etmek i¢in faydali olabilir (Cheng ve ark.,2022). Disbiyozis, viicut igerisinde yer
alan mikroskobik organizma tiirlerinde dengesizlik sonucu bagirsaktaki bakteriyel
dagilimdaki degisiklik yasanmasidir. Giiniimiizde disbiyozis ve metabolik sendrom
arasinda bir iligki bulunmustur. Metabolik sendromda, diisiik dereceli inflamasyon, enerji
metabolizmast ve bagirsak beyin ekseninin bozulmasinin disbiyoza bagli metabolik
sendromun gelismesinin ana mekanizmalar1 oldugu diisiiniilmektedir. Probiyotikler,
disbiyozu 6biyozise doniistiirerek metabolik sendromun tedavisinde umut vadeden bir

terapotik ajan olabilir. Daha once yiiriitiilen klinik ¢aligmalara dayanarak, probiyotiklerin
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lipid profillerini, aglik kan sekerini, insiilin direnci i¢in homeostatik model
degerlendirmesini (HOMA-IR), vaskiiler hiicre yapisma molekili 1'i (VCAM-1),
glukagon benzeri peptid-1'i (GLP-1), peptid YY'yi (PYY) ve viicut kitle indeksini (VKI)
iyilestirebilecegi bilinmektedir (Ramadhan ve Rosdiana, 2024).

Obez siganlarda L. plantarum uygulanmasi, kilo kaybina, glikoz ve leptin seviyelerinde
azalmaya, mezenterik ve inguinal perineal yag dokusu miktarinda azalmaya neden olan
bir anti-obezite ajani olmasmin trans-10, cis-12-CLA formunda konjuge lineloik asit
metabolitleri {iretmesine bagli oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2007). Cift kor
randomize klinik ¢aligmada fazla kilolu veya obez (VKI > 25) 180 hastaya 3 ay boyunca
1x10° CFU Lactobacillus fermentum K7-Lb1, K8-Lb1 ve K11-Lb3 suslar1 verilmistir ve
probiyotik grubunda plaseboya kiyasla viicut yag kiitlesinde énemli bir azalma oldugu

bulunmustur (Laue ve ark., 2023).

Metabolik sendromu ve prediyabet durumu olan 120 denekte yapilan randomize kontrollii
cift kor bir calismada, deneklere 24 hafta boyunca giinde 6 gr probiyotik, giinde 6 gr
sinbiyotik veya plasebo verilmis, probiyotik ve sinbiyotik verilen grupta plaseboya kiyasla
metabolik sendrom gériilme sikliginda 6nemli bir azalma oldugu bildirilmistir (Kassasian
ve ark., 2019). 11 haftalik probiyotik kullanimi metabolik sendromlu hastalarda aglik kan
sekeri, aclik insiilin, trigliserit ve diisik yogunluklu lipoprotein, kolesterol

konsantrasyonlarini 6nemli 6lglide azaltmistir (Tenorio-Jiménez ve ark., 2020).
2.4.3. Probiyotikler ve Alerji Uzerine Etkisi

Bagirsak mikrobiyotasi, bagisiklik sistemi ve alerjik reaksiyonlar arasindaki dengenin
korunmasinda onemli bir rol oynamaktadir (Bai ve ark., 2024). Son ¢alismalar,
probiyotiklerin alerjik rinit tedavisinde ve ydnetiminde yararli roliinii gostermektedir.
Probiyotikler, yasam kalitesini iyilestirmenin yani sira belirti ve semptomlar1 da kisaltir.
Yaygin olarak kullanilan probiyotikler arasinda laktobasillus ve bifidobakteri tiirleri
bulunur. Probiyotiklerin alerjik rinit tedavisindeki rolii en verimli antijen sunan hiicreler
(APC'ler) olan dendritik hiicreleri aktive etme yetenekleri ile tanimlanir. Ayrica,
probiyotikler, sitokinlerin liretimini diizenleyerek hiicresel ve molekiiler yollar iizerinde

etkilerini gosterirler. IgE antikorlarinin seviyelerini azaltarak ve IgG antikorlarini



iyilestirerek immiinoglobulin regiilasyonunu O6nemli olgiide etkileyebilir. Ayrica
enfeksiyonlar1 dnlemek icin interferon-gama (IFN-y), interlokin-6 (1L-6) ve tiimdr nekroz
faktori-alfa (TNF-a) gibi enflamatuar sitokinlerin tiretimini artirirlar (Liu ve ark., 2018;
An ve ark., 2022)

Mikrobiyomdaki bir dengesizlik, yenidoganlarda Th2 (T helper 2) hiicrelerinin egemen
oldugu kalict bir anormal bagisiklik tepkisine yol agarak cevresel alerjenlere karst asiri
pro-inflamatuar sitokin iiretimi tetiklenebilir. Bu durum, atopik dermatit gibi alerjik
kosullarin gelisimine katkida bulunabilir. Atopik dermatit, filaggrin genindeki (FLG)
mutasyonlarla iligkilidir. FLG, nemi koruyarak ve ¢evresel alerjenlere karsi cilt bariyer

biitiinligiinii korumak i¢in ¢ok dnemli bir proteini kodlar (Rather ve ark., 2016).

Probiyotiklerin atopik dermatitli yetiskinlerde semptomlari iyilestirdigi 6ne stiriilmektedir

(lemoli ve ark., 2012)

Probiyotikler, astim gibi alerjik durumlar i¢in terapétik bir yaklasim olarak giderek daha
fazla kullanilmaktadir. Probiyotikler, Th1(T helper 1) bagisiklik tepkisini arttirir, boylece
IgE iiretimini azaltir. Probiyotikler, bagirsak epitel hiicreleri ve immiinokompetent
hiicrelerle etkilesime girerek bagisiklik aracilari, sitokinler ve kemokinlerin tiretimini
tetikler. Ek olarak, Treg hiicrelerini aktive ederek bagisiklik diizenlemesinde yer alan
onemli bir antienflamatuar sitokin olan IL-10'u serbest birakirlar. Bunlarin sonucunda
probiyotikler solunum yolu enfeksiyonlarina kars1 bagisiklik savunmasin gii¢lendirerek

enfeksiyon siddeti hafifletmektedir (Ciprandi ve ark., 2023).

2.4.4. Probiyotikler ve Urogenital Sistem Uzerine Etkileri

Urogenital sistem enfeksiyonunun tedavisinde antibiyotiklerle birlikte probiyotiklerin
kullanilmasi, antibiyotiklerin olumsuz etkilerini azaltmaya, antibiyotik tedavisinin
verimliligini artirmaya ve antibiyotiklere karsi bakteriyel direnci azaltmaya yardimci

olabilir (Mula D ve ark., 2024)

Probiyotiklerin idrar yolu enfeksiyonlarmi (IYE) énlemedeki etki mekanizmalari ¢ok
faktorliidiir ve bir dizi konake1 ve bakteriyel faktorii igerir (Hashempour-Baltork ve ark.,

2021). Probiyotikler, besinler ve yapisma bdolgeleri icin tiropatojenlerle rekabet edebilir,
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patojenik bakterilerin biiylimesini engelleyen bakteriyosinler iiretebilir ve konakgi
bagisiklik tepkisini modiile edebilir. Ayrica, probiyotikler bagirsak ve vajinal
mikrobiyotanin dengesini geri kazandirabilir ve bu da tiropatojenleri koruyabilir (Sanchez
ve ark., 2017). L. plantarum PBS067 ve L. rhamnosus LRH020 suslari ile yapilan in vitro
caligmada, yaygin {rogenital patojenlerin gelisimini engellenebildigi, ozellikle
antimikrobiyal madde {iretimi, epitel hiicrelerine yapigsmadaki rekabet ve birlikte
agregasyon yetenegi ile patojen enfeksiyonuna karsi koydugu gosterilmistir (Malfa ve
ark., 2023).

Klinik caligmalar, spesifik probiyotik suslarin IYE insidansim azaltmada etkinligini
gostermistir (Sanchez ve ark., 2017). Lactobacillus crispatus ve L. rhamnosus bu amag
icin en ¢ok calisilan suslar olmustur (Mantegazza ve ark., 2018; Hashempour-Baltork ve
ark., 2021). Vajinal probiyotikler veya oral probiyotiklerle kombinasyon halinde
profilaktik kullanimi tekrarlayan semptomatik IYE ataklarini 6nlemede etkin oldugu
gosterilmistir (Gupta ve ark., 2024). Randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir galismada,
Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus ve Streptococcus thermophilus igeren bir
probiyotik karisimin kullanilmast, tekrarlayan IYE'li kadinlarda bu enfeksiyon insidansini
azaltmistir (Beyitler ve Kavukgu, 2016). Baska bir ¢alismada, giinliik Lactobacillus
crispatus CTV-05 aliminin menopoz &ncesi kadinlarda tekrarlayan IYE riskini azalttigi
gosterilmistir (Akgiil ve Karakan, 2018). Benzer sekilde, L. Rhamnosus GR-1 ve
Lactobacillus reuteri RC-14 kullanimi menopoz sonrasi kadinlarda IYE insidansin
azaltmistir (Saha ve Saroj, 2022). Baska bir klinik ¢alismada ise, L. rhamnosus GR-1 ve
Lactobacillus reuteri RC-14'iin probiyotik kombinasyonunun akut IYE tedavisinde
plasebo grubuna kiyasla semptomlari daha hizli iyilestigi ve bakteriyel enfeksiyon

etkenini eradike ettigi gosterilmistir (Petrova ve ark., 2021).

Laktobasillus tiirleri, laktik asit iretimi ile vajinanin pH'i1 azaltabilen vajinadaki baskin
bakterilerdir. Bir dizi laktobasil tiirii de hidrojen peroksit iiretebilir. Hidrojen peroksit
kaynakli diisiik pH'm varligi, diger bircok mikroorganizmanin biiytimesini dnleyebilir.
Bakteriyel vajinit vakalarinda vajinal florada anaerobik bakteri (Mycoplasma hominis ve
Gardnerella vaginalis) sayisinda artig olmaktadir. Bu tiir vajinal enfeksiyon tedavisinde

kullanilan ilaglar normal vajinal florada bulunan laktobasilleri olumsuz etkilemekte ve
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niikks ve kronik enfeksiyona neden olabilmektedir. Probiyotikler ve prebiyotiklerin

kullaniminin vajinal mikrofloray1 optimize ettigi gostrilmistir (Mashatan ve ark., 2023).

Randomize ¢ift kor plasebo kontrollii iki kollu paralel ¢aligmaya alinan 89 bakteriyel
vajinoz (BV) ve 93 vulvovajinal kandidiyaz (VVC) hastasina (18-50 yas), li¢ ay boyunca
oral veya vajinal probiyotik kapsiiller veya plasebo kapsiilleri verilmistir. Kullanilan
probiyotik kapsiilii iki Lactobacillus crispatus (DSM32717 ve DSM32720, BV
durumunda) veya ti¢ Lactobacillus crispatus (DSM32720, DSM32718 ve DSM32716,
VVC durumunda) susu igerdigi belirtilmistir. Calisma, hem oral hem de vajinal
kapsiillerin BV hastalarinda belirti ve semptomlari azalttigini ortaya koymustur. Nugent
skorunda, akint1 miktarinda ve kokusunda, ayn1 zamanda kasinti/tahriste de dikkate deger
bir iyilesme kaydedilmistir. Vajinal probiyotik tiiketimi, vajinalarindaki laktobasil
sayisint Onemli dl¢lide artirmistir. Sonug olarak, kanita dayali iyi odaklanmis probiyotik
L. crispatus suslarinin yeni formiilasyonlar1, hem vajinal hem de oral uygulama igin uygun

olan BV ve VVC'ye kars1 etkilidir (Liu ve ark., 2023).
2.4.5. Probiyotikler ve Mental Saghk Uzerine Etkisi

Beyin siireclerindeki gelismeler ve genel viicut sagligi icin avantajlari nedeniyle,
probiyotik bakteriler "psikobiyotikler" olarak adlandirilmistir (Burnet ve Cowen, 2013).
Psikobiyotiklerin psikofizyolojik etkileri lice ayrilir; biligsel ve duygusal siiregler
tizerindeki psikolojik etkiler, glukokortikoid stresine tepki ve yiiksek seviyelerle
karakterize edilen inflamasyon ve hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni tizerindeki
sistemik etkiler (Sarkar ve ark., 2016).

Mikrobiyom arastirmalarindaki en zorlu ve tartismali konulardan biri bagirsak mikrobiyal
metabolizmast ve noropsikolojik bozukluklarla ilgilidir. Psikobiyotikler, néronal,
bagisiklik ve metabolik yollar1 iceren bagirsak-beyin ekseni araciligiyla insan davranigini
ve merkezi sinir sistemi siireclerini etkiler. Depresyon, anksiyete, otizm, dikkat eksikligi
hiperaktivite bozuklugu, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1, sizofreni, Huntington
hastaligi, anoreksiya nervoza ve multipl skleroz gibi g¢esitli norodejeneratif ve
norogelisimsel bozukluklarin tedavisinde terapotik potansiyele sahip oldugunu gosteren

caligmalar mevcuttur (Cocean ve VVodnar, 2024; Zheng ve ark., 2016)
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2.4.6. Probiyotikler ve Kanser Uzerine Etkisi

Probiyotik kullaniminin kanser 6nlemede 6nemli bir rol oynayabilmektedir ve birgok
kanit anti-kanser tedavilerini desteklemektedir. Bir¢ok in vitro g¢alismanin sonuglari,
probiyotiklerin apoptozu diizenlemede faydali 6zelliklere sahip oldugunu ve kanser
hiicrelerinin  ¢ogalmasin1  azalttigini  gostermistir  (Slizewska ve ark., 2020).
Probiyotiklerin timor hiicrelerine karsi apoptozu indiikleme yetenegi, kanseri tedavi
etmek i¢in daha etkili hale getirir. Dahasi, probiyotikler bir anti-tiimor etkisine neden olan
bir immiinomodiilasyon mekanizmasi araciligiyla bagisiklik sistemini uyarir. Laktik asit
bakterileri anti-mutajenik aktivitelere sahiptir. Canli ve 6li probiyotiklerin, basta kanser
olmak tizere farkli hastaliklara karst savagsmak i¢in yararli olan antienflamatuar,
antiproliferatif, antioksidan ve metastaz karsiti 6zellikleri gosterilmistir (Noor ve ark.,
2023). Yapilan ¢aligmada fare kolon kanseri HGC-27 ve insan kolon kanseri Caco-2,
DLD-1 ve HT-29 hiicre hatlarinin proliferasyonunun Lactobacillus rhamnosus GG susu
tarafindan inhibe edildigi ve apoptozun indiiklendigi gosterilmistir (Orlando ve ark.,
2012).

Bagirsak  mikrobiyotasinin  bilesimi  ve islevlerindeki anormal degisiklikler,
gastrointestinal timdorlere ek olarak, karaciger kanseri, pankreas kanseri ve hatta meme
kanseri dahil olmak iizere gastrointestinal olmayan tiimoérleri de etkileyebilir ( (Nagano
ve ark., 2019; Mendoza, 2019) Karaciger, portal venoz sistem araciligiyla enflamatuar
degisikliklere ve hepatotoksisiteye neden olabilecek ve nihayetinde dogrudan kansere yol
acabilen bagirsak bakterilerine ve metabolitlerine maruz kalabilmektedir. Bagirsak

florasinin bozulmasmin karaciger kanserine neden olabilecegi de yaygin olarak kabul

edilmistir (Helmink ve ark., 2019).
2.5. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek ic¢in kullanilan ilaglardir.
Antibiyotikler, bakterilerin biiylimesini durdurarak (bakteriyostatik) ya da oldiirerek
(bakterisidal) etkili olabilir. Hiicre duvar1 sentezinin inhibisyonu, protein sentezinin
inhibisyonu, DNA veya RNA sentezinin inhibisyonu, folik asit sentezinin inhibisyonu,

hiicre zar1 fonksiyonlarinin bozulmasi mekanizmalar ile etki gosterirler. (Ozbal, 1992)
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2.5.1. Kanamisin

Kanamisin A, Streptomyces kanamyceticus’tan izole edilen ve Mycobacterium
tuberculosis de dahil olmak fiizere genis bir bakteri yelpazesine karsi etkili bir
aminoglikozit antibiyotiktir (Mrugata ve ark., 2021).

2.5.2. Ampisilin

Ampisilin, belirli bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan bir penisilin tiirevi
antibiyotiktir. Bu ilag, penisilinlere kars1 gelisen diren¢ sorunlarini asmak ve bu grubun
antimikrobiyal kapsamini genisletmek amaciyla gelistirilmistir. Ayrica, aside dayanikli
yapisi sayesinde oral uygulanabilir ve genis bir kullanim alanina sahiptir. Gram-pozitif ve
bazi1 Gram-negatif bakterilere karsi etkilidir, bu da klinik tedavide 6nemli bir avantaj

saglar (Peechakara ve ark., 2023).
2.5.3. Gentamisin

Gentamisin, bir aminoglikozid olup oncelikle aerobik Gram-negatif bakteriyel
enfeksiyonlart tedavi etmek igin kullanilir. Terapétik kilavuzlar, Gram-negatif
organizmalarin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde gentamisin kullanimini
onermektedir. Bunun baslica nedeni, ilacin hizli bakterisidal aktivitesi ve ¢ogu toplum ile
hastane kaynakli Gram-negatif patojenlerde bu antibiyotige karsi nispeten diisiik direng
oranlarinin goriilmesidir. Ayrica, ciddi enfeksiyonlarin hizli bir sekilde kontrol altina
alinmasinda etkili bir ampirik tedavi secenegi olarak one ¢ikar. Gentamisin, genellikle
diger antibiyotiklerle kombine edilerek tedavi etkinligi artirilir. (Moulds ve Jeyasingham,
2010).

2.5.4. Klindamisin

Klindamisin, 50S ribozomal alt birimlere geri doniisiimlii olarak baglanarak protein
sentezini inhibe eder ve peptid bagi olusumunu engeller. Organizmanin tiiriine,
enfeksiyonun bulundugu bolgeye ve ila¢ konsantrasyonuna bagli olarak klindamisin,

bakteriyostatik veya bakterisidal etkili bir antibiyotik olabilir (Spizek ve Rezenka, 2017).
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Klindamisin, 6zellikle Staphylococcus aureus (metisiline duyarli suslar), Streptococcus
pneumoniae (penisiline duyarl suslar) ve Streptococcus pyogenes gibi Gram-pozitif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Carapetis ve ark., 2014;
Gudiol ve ark., 2017). Ayrica; klindamisin, Clostridium perfringens, Fusobacterium
necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus anaerobius ve Prevotella
melaninogenica gibi anaerobik bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda da etkili oldugu
kanitlanmistir Bu genis etki spektrumu, klindamisini ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde

onemli bir secenek haline getirmektedir. (Struzycka ve ark., 2019; Park ve ark., 2019).

2.5.5. Sefazolin

Sefazolin, Gram-pozitif bakterilere kars1 diger sefalosporin ¢ogundan daha giiglii aktivite
gosteren parenteral birinci kusak bir sefalosporindir ve metisiline duyarli Staphylococcus
aureus ve cerrahi profilaksiye bagli bulasici hastaliklari tedavi etmek i¢in kullanilir. Gram
pozitif etki spekturumu daha genis olmasi, yar1 dmriiniinii uzun olmasi ve uygulandiktan
sonra kanda daha yiliksek konsantrasyona ulagsmasi ve daha seyrek doz verilebilmesi
birinci kusak sefalosporinlere iistiinliikleridir (World Health Organization, 2019; Ban ve
ark., 2016; Bratzler ve ark., 2013)

Sefazolin, cerrahi sonrasi enfeksiyonlarda yaygin olarak karsilagilan organizmalara kars1
uygun aktivite spektrumuna sahip oldugu, iyi tolere edildigi ve diisiik maliyete sahip

oldugu igin tercih edilmektedir (Blumenthal ve ark., 2018).
2.5.6. Sefoksitin

Sefoksitin, ikinci kusak sefalosporin grubuna giren ve parenteral yoldan kullanilan
sefamisin yapili bir antibiyotiktir. 1970'lerin basinda kesfedilen sefoksitin, Gram-negatif
tirlere kars1 giiglii bir aktiviteye sahiptir. Sefoksitin klinikte cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlari, obstetrik/jinekolojik  enfeksiyonlar, solunum ve iriner kanal

enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir (Brumfitt ve ark., 1974).
2.5.7. Siprofloksasin

Siprofloksasin, florokinolon ilag sinifindan bakterisidal bir antibiyotiktir. Bakteriyel DNA

topoizomeraz enzimini inhibe ederek DNA kiriklar1 olusmasina neden olur. Florokinolon
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smifindan siprofloksasin, Gram-negatif basillere kars1 gii¢lii etki gosterir. Siprofloksasin
ayrica baz1 Gram-pozitif bakterileri de etkileyebilir ancak levofloksasin giiglii Gram
pozitif aktiviteye sahiptir. Siprofloksasin, kinolonlar arasinda Pseudomonas
aeruginosa'ya karsi en etkili olan ve bu enfeksiyonlar1 tedavi eden birkag oral
antibiyotikten biridir. Florokinolonlar, idrar yolu enfeksiyonlari, pndmoni, cinsel yolla
bulasan enfeksiyonlar, cilt, kemik, eklem enfeksiyonlari, prostatit, tifo atesi,
gastrointestinal enfeksiyonlar, alt solunum yolu enfeksiyonlari, sarbon, veba ve
salmonelloz tedavisi i¢in FDA onayina sahiptir (Rehman ve ark., 2019; Campoli-Richards
ve ark., 1988; Thai ve ark., 2023)

2.5.8. Vankomisin

Vankomisin parenteral yoldan kullanilan glikopeptid yapili bir antibiyotiktir.
Vankomisin, Nocardia orientalis’ten elde edilir ve sadece Gram-pozitif bakterilere karsi
etkilidir (Moellering, 2016; ) (Rodriguez-Baiio ve ark., 2009; Cosgrove ve ark., 2003).

Vankomisin bakterisidal etkilidir ve bakteri hiicre duvari sentezinde kullanilan 6ncii
birimlere baglanir ve sentezi inhibe ederek etkisini gosterir. Vankomisin, peptidoglikan
monomerinin D-Ala-D-Ala bolgesi ile karmagik bir hidrojen baglar1 agi olusturur ve
peptidoglikan tabakasinin polimerizasyonunu engeller. Vankomisine karsi direng ise, bu
dogal onciiliin bozulmasini ve vankomisinin diisiik afiniteye sahip oldugu D-Ala-D-lac
veya D-Ala-D-Ser alternatifleriyle degistirilmesini gerektirir (Stogios ve Savchenko,
2020).

2.5.9. Tetrasiklin

Tetrasiklin, Streptomyces aureofaciens’ten elde edilen kloratetrasiklinden yari sentetik
olarak iiretilen bir antibiyotiktir. Tetrasiklin, bakterilerin 30S ribozomal alt birimine
baglanarak bakteriyel protein sentezini inhibe eder (Nguyen ve ark., 2014). Genis
spektrumlu aktivitesi, yiiksek etkinligi ve diisiik maliyeti nedeniyle insan ve hayvan
tedavisi i¢in yaygmn olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Tetrasiklin ile tedavi
endikasyonlar1 arasinda pnomoni, kemik ve eklem enfeksiyonlari, bulasict cilt
bozukluklari, cinsel yolla bulagsan ve gastrointestinal enfeksiyonlar bulunur. Tetrasiklin,

besin zinciri boyunca birikebilir ve antibiyotik direncinin gelisimini ve yayilmasini neden

16



olabilir. Ayrica igme ve sulama suyu i¢in tehditler olusturabilir ve insan bagirsagindaki

mikrobiyal floray1 bozabilir (Brodersen ve ark., 2000; Amangelsin ve ark., 2023)
2.5.10. Rifampin

Rifampisin (Rifampin), tiiberkiiloz tedavisinde birinci basamak kombinasyon tedavisinin
bir pargasi olarak kullanilan yar1 sentetik bir antibiyotiktir. Rifampin, Clostridium difficile
dahil olmak tizere ¢ok c¢esitli Gram-pozitif koklara ve Neisseria meningitidis, N.
gonorrhoecae ve Haemophilus influenza dahil olmak iizere spesifik Gram-negatif
organizmalara karsi antibakteriyel aktivite sergiler. Rifampin, DNA'ya bagli RNA
polimerazi (RNAP) inhibe ederek bakterisidal antimikrobiyal etki gosterir (Beloor Suresh
ve ark., 2023).

2.5.11. Eritromisin

Eritromisin, Streptomyces erythreus tarafindan iiretilen makrolid yapil1 bir antibiyotiktir.
Bakteriyel ribozomun 50S alt birimindeki 23S ribozomal RNA molekiiliine baglanir ve
protein sentezini inhibe eder (Farzam v Nessel, 2023). insanlarda 50S alt birimi
bulunmamaktadir ve bu nedenle insanlardaki protein sentezini inhibe edememektedir

(Liang ve Han, 2013).
2.5.12. Penisilin G

Penisilin G (benzil penisilin) ilk beta laktam antibiyotik olup bakterilerin hiicre duvari
sentezini inhibe ederek etki gosterir. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin neden

oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Etebu ve Arikekpar, 2016).

2.5.13. Kloramfenikol

Kloramfenikol, iyi doku penetrasyonu, genis spektrumu ve ucuz olusu nedeniyle yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Bakterinin 50S ve 70S ribozomal alt birimine reversibl olarak
baglanarak peptidil transferazi ve protein zincirinin uzamasini inhibe ederek bakteriostatik
etki gosterir.  Ancak H. influenzae, S. pneumoniae ve N. meningitidis gibi

mikroorganizmalara kars1 bakterisid etki gosterir (Ozkurt ve Cinar Tanriverdi, 2017).
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2.5.14. Streptomisin

Streptomisin, Streptomyces griseus kiiltiirlerinden elde edilen parenteral bir
aminoglikozittir. Gram negatif bakteriler ve Mycobacterium tuberculosis igin etkilidir.
Streptomisin, mikroorganizmalar iizerindeki etkisini protein sentezini inhibe ederek
gosteren bir bakterisidal antibiyotiktir. Streptomisin spesifiktir, tasima kolaylig1 ve diisiik
maliyeti kullanim sikligini artirir. Ancak ototoksik ve nefrotoksik yan etkileri streptomisin
kullanimini sinirlandirir (Walsh, 2000).

2.5.15. Meropenem

Meropenem, genis spektrumlu bir karbapenem grubu beta-laktam antibiyotik olup,
bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki gosterir. Bu ilag, genellikle ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir ve hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere karsi etkili bir ajan olarak bilinir. Meropenem, ¢ok sayida aerobik ve anaerobik
Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye kars1 etkilidir. Ozellikle Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp. gibi direngli Gram negatif bakterilere
karsi oldukca giigliildiir. Meropenem, bircok beta-laktamaz enzimi tarafindan
parcalanmaya kars1 dayaniklidir, bu nedenle diger beta-laktam antibiyotiklere direncli
olan bakterilere kars1 etkilidir. Sepsis, bakteriyel menenjit, karin i¢i enfeksiyonlar,
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 (6zellikle hastane
kaynakli pnomoni), idrar yolu enfeksiyonlari (komplike durumlarda) tedavisinde
kullanilir (Edwards, 1995)

2.6. Antibiyotik Direnci

Bakteriler; hedef degisikligi, mutasyon, gegirgenlik azaltma, efflux pompalari, hidrolaz,
inaktive enzim, metabolik degisiklik, hedef koruyucu proteinler, kendi kendini tamir
sistemlerinin baglatilmasi, hiicre morfolojisinin degisiklikleri ve biyofilm korumasi gibi
etki mekanizmalar ile direng gelistirmektedir. Son yillarda, bakterilerin hedef koruyucu
protein ve hiicre morfolojisindeki degisiklikler dahil olmak iizere antibiyotiklere karsi
stirekli olarak yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirdigi ve bu antibiyotiklere karsi birden
fazla savunma sistemleri ile ¢oklu ilaca direngli (MDR) bakterilerin ortaya ¢ikmasina yol

actig1 bulunmustur. Geleneksel antibiyotikler, hassas patojenik bakterilerin neden oldugu
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hastaliklarin tedavisinde hala onemli bir rol oynasalar da, MDR bakterilerinde

etkinliklerini kademeli olarak kaybederler. (Zhang ve Cheng, 2022).

Antibiyotik direnci su anda insan saglifina yonelik en biiyiik tehditlerden biridir.
Antibiyotiklerin; insanlarda, hayvanlarda ve g¢evrede yaygin kullanimi ve kalintilari,
antibiyotik direncli bakteriler ve antibiyotik diren¢ genleri iizerinde segici baski
olusturarak antibiyotik direncinin yayilmasini hizlandirabilir. Bu nedenle, antibiyotik
direncinin insanlara yayilmasini ve insanlardaki antibiyotik direnci yiikiinii azaltmak

kritik 6neme sahiptir (Ding ve ark., 2023).

Antibiyotik direnci probiyotiklerin giivenlik degerlendirmesinin 6nemli bir pargasi olarak
goriilmelidir. Buna ragmen, bir¢ok laktobasilin antibiyotige direncli oldugu bildirilmistir.
(Devirgiliis ve ark., 2013; Abriouel ve ark., 2015) Laktobasilluslar, vankomisine kars1
intrinsik direng gostermektedir (Goldstein ve ark., 2015) Laktobasillus tiirlerinin ¢ogu
aminoglikozitlere (streptomisin, gentamisin, kanamisin ve neomisin), siprofloksasin ve
trimetoprime kars1 dogal direnglidir ve penisilin ve B-laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklin,

eritromisin, linezolid ve kinupristin-dalfopristin'e duyarlidir (Abriouel ve ark., 2015).

Probiyotik kiiltiirlerin antibiyotik diren¢ profilini degerlendirmek i¢in yapilan bir
caligmada; laktobasillus suslarinda metisiline (%100), vankomisine (%95,3) ve
sefoksitine (%90,7) kars1 yiiksek diizeyde diren¢ gozlenmistir. Son olarak, coklu ilag
diren¢ orani laktobasillus tiirlerinde %95,3 oldugu bulunmustur (Seyirt ve ark., 2024).
Lactobacillus spp., L. acidophilus ve Bifidobacterium spp.'nin izolasyonu ve sayimi
sirastyla de Man-Rogosa-Sharp agar (MRS), klindamisin/siprofloksasin igeren MRS agar
(MRS-CC) ve mupirosin (MUP) takviyeli bifidobakteri se¢ici sayim agar1 (BSC-MUP)
kullanilarak gerceklestirildigi bir calismada ise, secilen tiim probiyotik bakteri izolatlar
10 farkli yaygin antibiyotige karsi ¢oklu ila¢ direnci gostermistir (Yibar ve ark., 2024).
Piyasada bulunan sekiz marka Lactobacillus spp. igeren probiyotik preparat ve diyet
takviyesi, yaygin olarak kullanilan farkli siniflardaki antibiyotiklere karsi direng agisindan
taranmigtir. Disk diflizyon sonuclarina gore, izolatlarin ¢ogu vankomisine direngli ve
penisilin tipi antibiyotiklere (ampisilin ve amoksisilin), karbapenemlere (imipenem,
meropenem ve ertapenem) ve protein sentez inhibitdrlerine (kloramfenikol, eritromisin,

tetrasiklin, klaritromisin ve linezolid) duyarli bulunmustur. Ancak, minimum inhibitor
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konsantrasyon (MIK) degerlerine dayanarak, alt1 sus tetrasikline direngli olarak yeniden
degerlendirilmis ve test edilen tiim laktobasiller amikasin, siprofloksasin ve norfloksasine
direngli bulunmustur. Sefalosporinlere direng seftazidim/sefepim, seftriakson, sefotaksim,
sefazolin ve sefoperazon olarak sirayla azalma gostermistir (Anisimova ve ark., 2022)
Trimetoprim, vankomisine ve kanamisine direngler en yaygin tespit edilen fenotiplerdir

(Campedelli ve ark., 2018).

Bakterilerdeki antibiyotik direnci intrinsik veya edinilmis direng olabilir. Intrinsik direnc,
tiim bakteri tiirleri veya cinslerinde goriiliir. Intrinsik direncin bakteriler arasinda transfer
olma sans1 minimumdur Ve antibiyotiklere daha 6nce maruz kalmaktan kaynaklanmaz ve
transfer edilebilirlik sansi1 diistiktiir (Pechere ve ark., 1998). Belirli ilag hedeflerinin
olmamasi veya hiicre duvarinin gegirgen olmamasi da intrinsik dirence katkida bulunur
(Zhang ve Feng, 2016). Ote yandan edinilmis direng, kromozomal mutasyon veya ekzojen
DNA edinimi (transpozonlar veya integronlar araciligiyla) ile bakterilerde esas olarak iki
mekanizma ile edinilir. Kromozomal mutasyonun translokasyon sikligi, mobil genetik
elemanlara kiyasla daha azdir (Clementi ve Aquilanti, 2011). Bakteriler arasindaki gen
transferi, lateral (horizontal) veya yatay gen transferi olarak adlandirilir. Yatay gen
transferi, bakterilerde genetik ¢esitliligin artmasina ve bazi durumlarda antibiyotik direnci
gibi ozelliklerin yayilmasina neden olabilir (Gevers ve ark., 2003b). Bu transferin baslica

yollar1 sunlardir:

1. Konjugasyon: Bir bakteri, bagka bir bakteri ile dogrudan temas kurarak plazmid
ad1 verilen genetik materyali aktarir.

2. Transformasyon: Bakteriler, ¢evrelerinden serbest DNA alir ve bunu kendi
genomlarina dahil eder.

3. Transdiiksiyon: Bakteriyofaj adi verilen viriisler araciligiyla bir bakteriden

digerine genetik materyal aktarilir (Burmeister, 2015).

Bakteriler bu mekanizmalar araciligiyla diren¢ kazandiktan sonra, direnci g¢evredeki

floraya aktarabilir. (Sakamoto ve Konings, 2003; Suzuki ve ark., 2005).
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2.7. Probiyotiklerde Antibiyotik Direncliligi

FDA tarafindan GRAS (Giivenli Olarak Kabul Edilen) olarak tanimlanmig
mikroorganizmalar propiyotik olarak kullanilmakta olup bu amagla en yaygin kullanilan
laktik asit bakterileridir (Rivera-Espinoza ve Gallardo-Navarro, 2010; Lee ve Salminen,
2009). Son donemde yapilan ¢alismalarda laktobasillerde antibiyotik direng genleri tespit
edilmistir (Baumgardner, 2021; Li ve ark., 2020 ). Antibiyotiklere karsi dogal direng
fenotipine sahip olmasi istenen probiyotiklerin mikroorganizmalar, yatay gen aktarimi
icin yiiksek potansiyel tasimaktadir. Probiyotiklerin plazmitler ve transpozonlar
araciligiyla kazanilmis antibiyotik diren¢ genlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu direng
genlerinin probiyotiklerin yaygin kullanilmasi ile yayilmasi en 6nemli tedirgin edici
durumlardan birisidir. Bu nedenle, probiyotiklerde kullanilan laktobasillerde antibiyotik
diren¢ genlerinin takip edilmesi gerekmektedir (Huddleston, 2014 ; Li ve ark., 2020).
Laktobasilluslarda vankomisine karsi dogal direng tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2005;
Nawaz ve ark., 2011). Laktik asit bakterilerin bazi tiirlerinde plazmitlerde kodlanmis ve
aktarilabilen direng genlerinin tespiti de yapilmistir (Ouoba ve ark., 2008; Zhou ve ark.,
2005). In vitro kosullarda yapilan galismada ise fare barsaklarinda Enterococcus’dan
probiyotik L. acidophilus susuna vankomisin direng genlerinin aktarimi tespit edilmis ve
probiyotik kullanimi ile insan gastrointestinal sisteminde de gen transferinin

gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir (Mater ve ark., 2008).
2.7.1. Glikopeptidlere Direnci

Laktobasillerdeki antibiyotik duyarliligi tiire ozgiidiir. CLSI yonergelerine gore,
laktobasiller, vankomisine karsi intrinsik bir direng gostermistir. Laktobasillerin hiicre
duvarinda bulunan peptidoglikan yapisi, glikopeptid antibiyotiklerin hedef aldigi D-
alanin-D-alanin sonlanmasini igermeyebilir. Bunun yerine, D-alanin-D-laktat gibi farkli
yapilara sahiptir (Goldstein ve ark., 2015). intrinsik bir direng mekanizmasi oldugu icin
aktarilamaz olarak kabul edilir. Laktobasillerdeki vankomisin direnci, C. difficile
enfeksiyonu tedavisinde farkli yaklagimlar gerektirebilir. L. rhamnosus GG gibi
probiyotiklerin kullanimi, antimikrobiyal tedavilerle birlikte C. difficile enfeksiyonu
riskini azaltmada etkili olabilir. Bu tiir probiyotikler sindirim sisteminde yararl bakteri

popiilasyonunu destekleyebilir ve bagisiklik sistemini gii¢lendirebilir (Surawicz ve akr.,
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2013). Bu nedenle, L. rhamnosus GG, tekrarlayan C. difficile enfeksiyonunun tedavisinde

antibiyotik tedavisiyle birlikte uygulanmigtir (Lawrence ve ark., 2005).
2.7.2. Tetrasiklin Direnci

Laktabasillerdeki en ¢ok ¢alisilan direng belirleyicilerinden biri, tet(M), tet(O), tet(Q),
tet(W), tet(S), tet (K), tet(36), tet(L), tetZ ve tet(O/W/32/O/W/O) dahil olmak tizere 11
diren¢ kodlayan genin tamimlanmasiyla tetrasiklin direncidir (Gevers ve ark., 2003b;
VanHoek ve ark., 2008). Bu genlerin ¢ogu, 6zellikle tet(K) ve tet(L) olmak tizere plazmit
kodludur ve bazilar1 tet(M), tet(O) ve tet(Q) gibi plazmit ve kromozomal olarak kodlanir

ve diren¢ mekanizmasi ribozomal koruma veya disar1 akis pompalar1 araciligiryladir

(Speer ve ark., 1992).
2.7.3. Beta-laktam Direnci

Laktobasillerin hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan yapisinin farkliligi, beta-laktam
antibiyotiklerin hedef aldig1 penisilin baglayict proteinler (PBP’ler) ile diisiik afinite
gostermesine neden olur. Bu, antibiyotiklerin hiicre duvari sentezini engelleyememesine
yol acar. Ozellikle Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus casei gibi tiirlerde yaygindur.
Laktobasillerin beta-laktam direnci genellikle plazmidler veya mobil genetik elemanlar
araciligiyla kazanilmis degildir. Direng, daha ¢ok dogal bir 6zellik olarak goriiliir. B-
laktam antibiyotiklerle ilgili olarak, laktobasiller genellikle penisiline duyarlidir, ancak
sefalosporinlere kars1 dnemli direng gosterirler. Ornegin, Gong ve arkadaslar1 sefalosporin
direngli L. casei'yi vajinit i¢in bir tedavi rejimi olarak bildirdiler (Gong ve ark., 2016).
Sefalosporin direngli L. casei'nin sefalosporinaz aktivitesine sahip oldugundan
stiphelenilmektedir. Belletti ve arkadaglar1 tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada, bir peynir
tiirii olan Parmigiano-Reggiano'dan izole edilen Laktobasil suslar1 Penisilin G'ye direng
gostermistir (Belletti ve ark., 2009). Biiyiiyen karin i¢i apse gelistiren 60 yasinda bir
bobrek nakli alicist vakasinda karbapenem direncli bir Lactobacillus casei bildirilmistir
(Vanichanan ve ark., 2016).
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2.7.4. Makrolid Direnci

Laktobasillerde makrolid direnci, bu bakterilerin makrolid grubu antibiyotiklere (6r.
eritromisin, klaritromisin, azitromisin) karst dogal veya kazanilmis bir direng
gelistirmesini ifade eder. Laktobasiller genellikle makrolidlere duyarlidir, ancak direng
mekanizmalar tiirler arasinda farklilik gésterebilir ve klinik agidan 6nem tasiyabilir. Erm
(erythromycin ribosomal methylase) genleri, bakteriyel ribozomun 23S rRNA bdlgesini
metilleyerek makrolidlerin baglanmasini engeller. Bu durum, hedef modifikasyonu
yoluyla direng saglar (Zhou ve ark., 2012; Orhan, 2021)

Eritromisin direncinden sorumlu genler arasinda ermA, ermC, ermT ve ermB yaygindir.
23S alt biriminde etkili olan rRNA metilazin1 kodlayan ermB, laktobasil cinsinde
baskindir (Sharma ve ark., 2016). Hummel ve arkadaslar1 tarafindan L. salivarius
BFE7441'i igeren bir ¢alismada, kromozom kodlayicist ermB hari¢ digerlerinin plazmit

aracili oldugu gosterilmistir (Hummel ve ark., 2007).
2.7.5. Kinolon Direnci

Laktobasillerde kinolon direnci, bu bakterilerin DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimlerini hedef alan kinolon grubu antibiyotiklere (6r. siprofloksasin, levofloksasin)
kars1 direng gdstermesini ifade eder. Laktobasillerde kinolon direnci genellikle dogal

(intrinsik) bir 6zelliktir ve hiicresel yap1 ve metabolik mekanizmalarla iliskilidir

Kinolon direnci, gyrA veya parC'nin kinolon direnci belirleme bolgelerindeki (QRDR)
mutasyonlardan ve ayrica laktobasil dahil bakterilerdeki efflux pompalarindan
kaynaklanir. Efflux pompasi aracili direng, florokinolonlara direngli bir NorA benzeri
efflux pompasi olan L. fermentum'da bildirilmistir. Guo ve digerlerine gére, kromozomal

mutasyona bagl direng oldugu i¢in direncin aktarilabilirligi yoktur (Guo ve ark., 2017).

2.7.6. Aminoglikozit Direnci

Aminoglikozitler, bakteriyel ribozomun 30S alt birimine baglanarak protein sentezini
inhibe eder. Ancak laktobasillerde ribozomun yapisal farkliliklari, aminoglikozitlerin
baglanmasin1 engeller ve dogal dirence yol acar. Aminoglikozitler, bakteriyel hiicre

zarindan gegis yapabilmek icin enerjiye bagl aktif tasima sistemlerine ihtiya¢ duyar.
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Laktobasillerin anaerobik metabolizmasi, bu aktif tasima sistemlerinin etkinligini
azaltarak aminoglikozitlerin hiicre igine girisini engeller. Aminoglikozit direnci genleri
(6r. aac, ant, aph) mobil genetik elemanlar (plazmidler, transpozonlar) araciligiyla diger
bakterilere aktarilabilir. Laktobasillerde bu genlerin bulunma oranmi diisiiktiir ancak

izlenmesi 6nemlidir (Demir ve ark., 2017; Vaziri ve ark., 2011 ).

Laktobasillerde aminoglikozit direnci, bu bakterilerin streptomisin, gentamisin, amikasin
ve tobramisin gibi aminoglikozit antibiyotiklere dogal ya da kazanilmis mekanizmalar
yoluyla direng gostermesini ifade eder. Cogu laktobasil tiirii, aminoglikozitlere kars1 dogal
(intrinsik) direnglidir. Bu direng, hiicresel yap1 6zelliklerinden ve antibiyotigin hedef
mekanizmalarindan kaynaklanir. Laktobasillerdeki gentamisin ve kanamisin direnci,
gentamisin hem insanlarda hem de hayvanlarda enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin tercih
edilen ilag oldugundan asir1 dikkatle degerlendirilmelidir. Gentamisin asir1 kullanimi,
direncinin biiyiik ¢ogunlugunun baslica nedeni olabilir. Jaimee ve ark. tarafindan yapilan
caligmalar, L. plantarum'n sirasiyla gentamisin ve kanamisin direncini gosteren
aminoglikozit degistirici gen aac (6 )le-aph(2 )la ve aph(3)llla 'min varligini

gosterdigini kanitlamistir (Jaimee ve Halami, 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Gida Takviyeleri

Lactobacillus spp. igeren probiyotik iiriinler belirlenmis ve eczaneden temin edilmistir.

Calismada 11 farkli marka ve sekiz farkli tiir igeren probiyotik se¢ilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Probiyotikler

[ No  URUN MARKASI URUN AMBALAJ BiLGILERI
10x10° KOB/sase
5x10° KOB/sase Lactobacillus rhamnosus GG,
5x10° KOB/sase Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BB-12
7x10° KOB /kapsiil
Lactobacillus casei,
Lactobacillus helveticus R0052,
Bifidobacterium animalis ssp lactis B94
10 x10°kapsiil
2.9 milyar Lactobacillus acidophilus,
3 NPPK2210048 2.9 milyar Lactobacillus rhamnosus,
2.9 milyar Bifidobacterium longum ,1.3 milyar
Saccharomices bholardi
3,5 x10° KOB/kapsiil
Lactobasillus acidophilus,
4 BK042310202 Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium longum, Streptococcus thermophilus,
5x10°/kapsiil Saccharomices bholardi
45x10° KOB/kapsiil
Lactobacillus bulgaricus ,
Lactobacillus acidophilus ,
Streptococcus thermophilus , Bifidobacteria spp.
10.10° KOB/Kapsiil
Lactobacillus plantarum 299v
1x10° KOB/6 Damla

1 FS225998

2 MPKA2353001

5 NTBK2210018

6 PDK23B046

[ DRV Lactobacillus rhamnosus GG DSM33156
3x10° KOB/ Kapsiil

8 MLG4126 Lactobacillus gasseri G12
1x10® KOB/Sase

. BCR2SIREI Lactobacillus reuteri

341mg/kapsiil

Lcr Regenerans (Lactobacillus casei varyanti rhamnosus)
6x10° KOB/Sase

Lactobacillus rhamnosus GG

10 VFVK 2023-04 0556

11  KS GXB3IT

* orneklerin numaralari kullanilacaktir.

3.1.2. Referans Bakteriler

Tez calismasinda Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia
coli ATCC35218 ve Escherichia coli ATCC25922 suslar1 antibiyotik duyarliligini

belirlemede sahit suslar olarak kullanilmistir.
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3.1.3. Cahsmada Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Tez calismas1 kapsaminda kullanilan besiyerleri, katkilar ve kimyasallar Tablo 2‘de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Caligmada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

BESIYERI ADI FIRMA
MRS Agar Biolife
MUELLER-HINTON Agar Biolife
MRS broth Biolife

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Antibiyotikler

Antibiyotik duyarlilik testleri, ticari olarak temin edilen toplam 14 adet antibiyotik disk
(BIOANALYSE) kullanilarak yapilmistir. Antibiyotikler ve disk konsantrasyonlar1 Tablo

3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan antibiyotikler ve disk konsantrasyonlari

ANTIBIYOTIK KATALOG NUMARASI

DISK
KONSANTRASYONU
(ng/disk)

1 Kanamisin ASD04700
2 Ampisilin ASD00200
3 Gentamisin ASD04300
4 Klindamisin ASDO03310
5 Sefazolin ASD01300
6 Sefoksitin ASD01900
7 Siprofloksasin ASD03000
8 Vankomisin ASD09400
9 Tetrasiklin ASD08900
10 Rifampin ASD07800
11 Eritromisin ASD03700
12 Penisilin G ASDO07400
13 Kloramfenikol ASD02800
14 Streptomisin ASD08400

3.1.5.Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

K30
AM10
CN10
DA2
CZ30
FOX30
CIP5
VA30
TE30
RA5
E15
P10
C30
S10

Tez calismasi kapsaminda probiyotik gidalardan izole edilen Lactobacillus spp. izolatlari

%20 oraninda steril gliserol igeren MRS broth ortamlarinda -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Lactobacillus spp. suslart MRS broth ortaminda, aerobik sartlarda 37°C’de 18-24 h

gelistirilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Tablet, kapsiil veya sase formunda satis yerlerinden temin edilen probiyotik gida
takviyeleri serum fizyolojik ile homojenize edilmistir. Probiyotik gidalar kapaklari
aseptik kosullara dikkat edilerek acilmig ve steril kaplarda {iriin etiketine uygun
miktarlarda kapsiil/sase/damla alinarak iizerine 5 mL serum fizyolojik ilave edilerek cam
boncuk ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon isleminin ardindan serum fizyolojik
ile seri diliisyonlar1 hazirlanmigtir. 104, 10°, 10° diliisyonlar hazirlanmigtir. 100 mikrolitre

alinmig ve MRS besiyerine ekim yapilmistir.

3.2.2. Laktabasillus Tiirlerinin MALDI-TOF MS ile Molekiiler Tanimlanmasi

MALDI-TOF MS (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight
massspectrometry) mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan ucuz, hizli ve dogru
sonug veren bir sistemdir. Mikroorganizmalara ait biiyiik organik molekiillerin (polimer,
dendrimer, makromolekiil) ve biyomolekiillerin (protein, peptid, seker) iyonize edildikten
sonra elektrik ve/veya manyetik alandan gegirilerek protein profilleri ¢ikarilmaktadir.
Cins ve tiir bazinda tanimlayabilmektedir. Her organizmaya 6zgiil olan proteinlerden
parmak izi olusturmakta, bu sayede bakteri ve mantar tanimlamas1 yapilabilmektedir.
Izolatlar, (Anisimova ve Yarullina, 2018) bir MALDI Biotyper sistemi (Bruker Daltonics,
Bremen, Almanya) kullanilarak tanimlanmustir. Ureticinin 6nerilerine gore elde edilen
kiitle spektrumlari, entegre veritabanindaki (stirim 3.2.1.1) referans spektrumlarla
karsilastirilmis ve ortaya cikan benzerlik degerleri log puanlari olarak ifade edilmistir.
Standart Bruker yorumlama kriterlerine gore, giivenilir tiir tanimlamasi i¢in >2,0 puanlar,
giivenilir cins tanimlamasi i¢in >1,7 puanlar ve <1,7 puanlar tanimlama i¢in giivenilir

kabul edilmemistir (Anderson ve ark., 2014) .

27



Sekil 3.1. MALDI-TOF Kiitle spektrometresi cihazi

3.2.3.Probiyotik Gida Takviyelerinde Canli Probiyotik Sayisinin Belirlenmesi

Probiyotiklerden Lactobacillus spp. suslarinin {irlindeki sayis1 tespit edilmeye
calisilmigtir. Bu amag i¢in analize alinan probiyotik lriinler etiket bilgilerine dikkat
edilerek iceriginde Lactobacillus spp. suslarinin bulundugu iiriinler tercih edilmistir. Uriin
ambalaj bilgisine dikkat edilerek (kapsiil ya da damla) 5 ml serum fizyolojik igerisine
dagitilmistir. Ug kez diliisyon yapilmistir. MRS agar besiyerine yayma kiiltiirel sayim
yontemi kullanilarak ekimler yapilmistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilan
petrilerde 30-300 koloni bulunduranlar dikkate alinarak canli hiicre sayimi yapilmis ve

sonuglar KOB/g veya KOB/mL olarak hesaplanmistir (Todorov ve ark., 1999).

3.2.4. Antibiyotik Direnclilik Diizeylerinin Saptanmasi

Disk Difiizyon Yontemi: Bakteri siispansiyonu 0.5 McFarland bulanikligina es hazirlanip
petriye yayilir. Kombinasyon etkisi arastirilan iki antibiyotigin diskleri yan yana
aralarinda 25 mm olacak sekilde yerlestirilir. Inkiibasyon sonrasi degerlendirmede
bakterileri duyarli, orta veya direngli olarak kategorize ederek nitel sonuglar saglar

(Balouiri ve ark., 2016).
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E-test Yontemi: E-test, antimikrobiyal duyarlilik testleri ig¢inde kantitatif olan bir
yontemdir. Rutin kullanima ¢ok uygundur, pratik ve kolay uygulanabilirdir. Diliisyon ve
diflizyon testlerinin kombinasyonudur. MiK degeri belirlenebilir. E-test kullanilarak elde
edilen MIK degerleri birgok antibiyotik ve bakterinin agar veya broth diliisyon ile elde
edilen MIK degerleriyle korelasyon gostermektedir (Baker ve ark., 1991; Van Dyck ve
ark., 1994).

Bauer ve ark (1966) tarafindan onerilen antibiyotik disk difiizyon yontemi modifiye
edilerek antibiyotik duyarlilik diizeylerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Test edilecek
izolatlarin gelisme kosullarina dikkat edilmis, 24-48 saat gelistirilmis ve daha sonra
kiiltiirlerin hiicre yogunlugu 0.5 McFarland bulanikligina es olarak ayarlanmstir.
Lactobacillus spp. suslari icin 10 mL’lik MRS broth besiyerine inokiilasyon yapilmistir.
Ayr1 ayr1 hazirlanan 90 mL’lik Mueller-Hinton Agar ortamlar1 dokme sicakligina gelince
(45°C) bu ortama, ayr1 ayr1 hiicre yogunlugu 1x10¢ KOB/mL diizeyinde ayarlanmis kiiltiir
iceren 10 mL’lik MRS broth inokiile edilmistir. 2 ayr1 petri plagina esit miktarlarda ve
homojen bir sekilde dagitilmistir. Agar katilagtiktan sonra her plaga 7 adet antibiyotik
diski yerlestirilerek 37°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Disk diflizyonu
i¢in, 14 farkl antibiyotik kullanilmis olup, bu antibiyotikler ticari olarak temin edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zonlarin gapi cetvel
yardimiyla &lgiilmiistiir. Olgiilen zon caplar1 Charteris vd. (1998) ile Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI 2003) tarafindan bildirilen standartlara gore
duyarli (S), az hassas (I) ve direngli (R) olarak degerlendirilmistir. Calismamizda
kullanilan antibiyotik disklerine ait duyarlilik smnirlar1 Tablo 3.4 ve Tablo 3.5°te

gosterilmistir.
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Tablo 3.4. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlilik sinirlari

ANTIBIYOTIKLER ZON CAPI (mm)
Duyarh Az Hassas Direngli

Ampisilin >16 13-15 <12
Penisilin G >28 20-27 <19
Sefazolin >18 16-17 <15
Sefoksitin >18 15-17 <14
Kloramfenikol >18 14-17 <13
Siprofloksasin >19 14-18 <13
Klindamisin >12 9-11 <8
Eritromisin >18 14-17 <13
Gentamisin >13 - <12
Kanamisin >18 14-17 <13
Streptomisin >15 12-14 <11
Rifampin >18 15-17 <14
Tetrasiklin >19 15-18 <14
Vankomisin >17 15-16 <14

Tablo 3.5. Imipenem MIK degerleri (mg/mL)
NO MIK Degeri

12

R

0.19

0.25
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3.2.5.Inaktivasyon Testi

Inaktivasyon varlig1 Gots’ testi ile test edilmistir. Micrococcus luteus 9341 indikator
bakteri olarak kullanilmistir. Disk diflizyon testi yapar gibi 0,5 McFarland M. luteus 2xYT
agar lUzerine inokiile edilmistir. Etiivde 10-15 dakika kurutulduktan sonra 2 pg
klindamisin ve 10 pg imipenem iceren antibiyotik diski besiyerinin ortasina konulmustur.
MRS Broth kullanilarak hazirlanan gecelik kiiltiirden alinan bakteriler ¢izgi halinde petri
kenarindan antibiyotik diskine dogru ¢izgi seklinde ekilmistir. Antibiyotik etkisiyle olusan
inhibisyon zonunda, test edilen bakteriler eger inaktive eden enzim sentezliyorlarsa bir
kiigiilme sozkonusu olur. Ciinkii inaktivasyon etkisiyle o bdlgede antibiyotik

kalmadigindan M. luteus g¢ogalabilir.
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2xYT Agar 1000 ml ¢in
Tryptone 16 gr

Yeast Ekstrakt 10gr

NaCl Sgr

Distile Su

3.2.6. Yapilan Molekiiler Calismalar
Total DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in asagidaki yontem uygulanmistir:

¢ 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine alinan gecelik siv1 kiiltiir 5 dk. 10000 rpm’de santrifuj
edilmistir.

e Ust siv1 atilarak, pellet 100 ul TES (50 pl 1M Tris (pH:8), 25 pl 0,25 M EDTA
(pH:8), 700 ul %50’lik sikkroz 5 ml’e tamamlanir.) eklenip homojenize edilmistir.

¢ Bakteri siispansiyonu iizerine 16 pl lizozim (20 mg/mL) ve 5 pl RNAze (10mg/mL)
eklenerek karistirilmig ve 37° C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

e 2 ul proteinaz K (5mg/mL) eklenip karistirilmis ve 50°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

e Volume/volume  Fenol-Kloroform-izoamilalkol ~ karisimi  eklenip  iyice
karigtirilmistir ve >10000 rpm’de 5 dk’da +4 °C’de sanrifiij edilmistir.

e Ust faz yeni bir eppendorfa alinarak 1/10 volume Na-Asetat (3 M pH 5,0) eklenerek
karigtirilmagtir.

e V/V %100’lik 100 pl izopropanol eklenmistir ve -20 °C’de 15 dakika bekletilmistir.

e >10000 rpm’de 20 dk +4 °C’de santrifiij edilmistir.

¢ Pellet bozulmadan supernatant dikkatlice uzaklastirilmis ve iizerine %70°’lik ethanol
eklenerek >10000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.

e Ust s1v1 atilip kuruyuncaya kadar bekletilmistir.

e Pellet kuruduktan sonra 50 pl TE soliisyonu (10 mM Tris hidroklorid (pH 7,5) ve
0,1 mM EDTA) eklenmistir.
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Plazmid izolasyonu

e MRS besiyerindeki gecelik kiiltiirler 10 dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmis ve iist
kismu atilarak pelletlere 200ul TEG (Tris-HCl 50 mM pH: 8, EDTA 10 mM,
glukoz 100 mM), 20 pL lizozim ve 2 uL. RNAze (10 mg/mL) eklenmistir. 37 °C’de
30 dakika inkiibe edilmistir.

e (0.2 NaOH 300 pL alkali lizis soliisyonu (1 ml SDS %20, 8 ml NaOH 0.5 N, 11 ml
su) eklenerek tiip alt-iist edilerek 5 kez iyice karistirilmistir. Tiipler buzun iginde
5 dakika bekletilmistir.

e 200 pl soguk ¢ozelti (30 g potasyum asetat, 70 ml su pH:5) eklenmistir ve tiipler
buzda 5 dakika bekletilmistir.

e 13000 rpm de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilmistir. Slipernatant temiz bir tiipe
aktarilmastir.

e Esit hacimde fenol:kloroform eklenmis ve 5 dakika 13000 rpm'de santrifiij
edilmistir. Siipernatant temiz bir tiipe alinmistir.

e Siipernatant {lizerine iki hacim izopropranol eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir.

e 13000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek plazmid DNA ¢oktiiriilmiistiir.

e Pelet 100 puL 125 mM Tris-HCI ve 300 mM sodyum asetat slispanse edilmistir.

e 200 pl %95 etanol eklenmistir ve 30 dakika oda sicakliginda beklenmistir. 10 dakika
santrifiij edilmistir.

e Pellet iyice kurutulmustur ve 15 pL 50 mM Tris-HCI i¢inde yeniden siispanse

edilmis ve -20 °C de saklanmistir.

3.2.7.Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in A300 Fast Gradient Thermal Cycler ve Thermo Shaker
markali cihazlar kullanilmistir. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢cin Taq DNA polimeraz
(5UNl), 25 mM MgCl2, 10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCIl), 100
mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) seti (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) kullanilmistir.
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PCR, tablo 3.6.” da gosterilen direng genlerine spesifik primerlerle yapilmaistir.

Tablo 3.6. Calismada kullanilan primerlerin listesi

Hedef Gen  Primer cift dizisi

ermA F:-TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA (Feng ve ark., 2016)
R:CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT

ermB F:GAAAAGGTACTCAACCAAATA (Feng ve ark., 2016)
R:AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

ermC F:-TCAAAACATAATATAGATAAA (Feng ve ark., 2016)
R:GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT

aac(6')-Ie- F:CCAAGAGCAATAAGGGCATA (Van De Klundert ve

aph(2")-Ia = R:CACTATCATAACCACTACCG Vliegenthart, 1993)

linA F:GTATTAACTGGAAAACAGCAAAG (Petinaki ve ark., 2008)
R:CAGCTTCTTTTGAAATACATGG

linB F:TACAGCTTGTATGATGTAATGG (Petinaki ve ark., 2008)
R:AAGGCTAATTTCTTTTTCAAG

armA F: GGTGCGAAAACAGTCGTAGT (Gonzalez-Zorn ve ark., 2005)
R: TCCTCAAAATATCCTCTATGT

rmtB F:GAGACACCGATGAACATC (Ayad ve ark., 2016)
R:CCTTCTGATTGGCTTATC

Orneklerden Ubukata (Kick Out) ile DNA izolasyonu yapilmustir. 100 pl ubukata lizis

soliisyonu iceren eppendorf tiiplere 6rnekler agardan 6zeyle alinarak eklenmistir. Termal

blokta dnce 60°C’de 10 dakika, sonra 90°C’de 5 dakika bekletilmis ve vortekslenerek

daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklanmistir.

Kick out
Tris-HCI pH 7.5 Iml
Tween 20 22.5ul
IPEGAL CA630 22.5ul

Proteinaz K 10mg/ml 220 ul

dH20

8.755ml

Sogutucuda muhafaza edilmis ve parcalanmis olan bakteri hiicreleri ¢ikartilip, 13.000

rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve mixlerle birlikte g¢alisilacak olan steril kabine

alinmistir. Ardindan tiipler 6rnek adedi kadar numaralandirilip, her bir direng geni igin

PCR reaksiyon karigimi 50 pl olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra, santrifiij edilen

orneklerin supernatant kisimlarindan 1’er pl alinip, ilgili tiiplere eklenmis ve agizlar
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sikica kapatilmistir. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongilileme cihazina yiiklenip

programlanmistir. Program basamaklar1 Tablo 3.7°de gosterildigi gibidir:

Tablo 3.7. PCR iglemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Reaksiyon Basamagi Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
Bekletme 1 95 7
Denatiirasyon 35 94 0.5

Baglanma 35 50 0.5

Uzama 35 72 1

Bekletme 1 72 8

Bekletme 1 12 o0

Tablo 3.8. PCR soliisyonu

Kimyasal Miktar (ul)

10x Buffer 60

MgCI2 48

dNTP 12

R Primer 2.4

F Primer 2.4

Taq DNA Polimeraz | 3.6

Distile Su 471.6

Toplam Hacim 600 puL
Elektroforez

Elektroforez islemi Thermo marka elektroforez tankinda gergeklestirilmistir.

Elektroforez jelinin hazirlanmasi: Hassas terazide 1.5 gr. agaroz tartilip, 500 ml’lik bir
sise igerisine konulmustur. Ardindan 100 ml Slgiilen TBE soliisyonu, sise igerisindeki
agarozun lizerine ilave edilerek, karistirilmis ve sonra mikrodalga firinda yaklasik 3-5 dk.
kaynatilan karisim, cesme suyu altinda 40-50°C’ye kadar sogutulmustur. Halen s1v1 halde
olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiilmiis ve
igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dk. oda
1sisinda sogumaya birakilmistir. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirilmistir.

TBE (Tris, Borik Asit, EDTA) Soliisyonu
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10x TBE (Stok Solusyon): 108g Tris Base, 55g borik asit ve 9.3g EDTA karistirilarak
distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanmis ve 121 C°'de 15 dakika steril edilmistir. pH

8,0’e ayarlanarak buzdolabinda saklanmustir.

PCR iiriinleri %1.5’lik agaroz jele yiiklenerek yiiriitiilmistiir. Elektroforez tankina jel
taraklar1 yerlestirilmis ve tek harekette jel tanka dokiilmiistiir. Jel polimerlestikten sonra
taraklar dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir. Jelin iistline tankta belirtilen seviyeye kadar
0.5x TBE tamponu eklenmistir. Ilk ¢ukura 7 pl marker yiiklenmistir. Ardindan diger
kuyulara 6x yiikleme boyasi ve PCR f{iriinii karisimindan 10 pl yiiklenmistir. Elektroforez
giic kaynaginin art1 (+) ve eksi (—) kutuplari dikkatlice yerlestirilmistir. Ornekler 100
voltta 30 dakika siire ile yiritilmiistiir. Jel dokiimantasyon sistemi ile DNA bantlari
goriintiilenip bilgisayar ortaminda analiz edilmistir. Sekil 3.2.°de elektroforezde

kullanilan DNA marker gosterilmistir.

1.5 % Agarose

Sekil 3.2. Elektroforezde kullanilan DNA marker
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3.2.8.Bakteriler Arasinda Genetik Madde Aktarim

Konjugasyon

Konjugasyon, bakteriler arasinda genetik materyalin, 6zellikle plazmidlerin, dogrudan bir
hiicreden digerine transfer edilmesi stirecidir. Bu siire¢, bakteriyel genetik cesitliligin
artmasina ve bazi genetik 6zelliklerin (6rnegin, antibiyotik direnci) bir bakteriden digerine
geemesine olanak tanir. Konjugasyon yontemiyle direng geninin mobil bir genetik eleman
tizerinde olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla alict sus olarak Enterococcus faecalis
JH2-2 kullanilmistir., EUCAST’e gére MIK degerleri dikkate alinarak gentamisin (64
pg/ml), eritromisin (20 ug/ml), rifampisin (100 pg/ml), vankomisin (4 pg/ml), meropenem
(16 pg/ml), siprofloksasin (16 pg/ml) ve azitromisin (64 pg/ml) hazirlanmistir. Caligilan
laktobasillerin izolatindan, Enterococcus faecalis JH2-2'e diren¢ genini alip alamadigi
konjugasyon yontemiyle test edilmistir. Her iki bakteri de besiyerine inokiile edilmis ve
bir gecelik inkiibasyona birakilmistir. Gecelik inkiibasyonun ardindan alici sustan 1 ml,
verici sustan 1 ml aliarak steril eppendorf tiipii i¢ine konulmus ve 5 dakika 10000 rpm
hizda santrifiij edilmistir. Siipernatan atilmis ve pellet PBS de siispanse edilerek xYT agar
tizerine 100 pl ekilmistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda iireyen bakteri
toplulugu tizerine bir miktar steril distile su konularak 6ze yardimi ile karistirilip, pipet
yardimiyla toplanarak transkonjugantlarin se¢imi i¢in antibiyotikli besiyerine yayilmak
tizere alimmistir. Tim Ornekler vankomisin, 2 ve 5 numarali 6rnekler gentamisin, 9
numarali 6rnek meropenem, 10 numarali Ornek eritromisin, 3 numarali Ornek

siprofloksasin igeren besiyerlerine ekilmistir.
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Sekil 3.3. Laktobasillus verici susu ile E. faecalis JH2-2 alici susunun agar iizerine inokiilasyonu

Transformasyon Deneyi

Transformasyon yontemlerinden biri olan elektroporasyon ile gen aktarimi, hiicre zarina
kisa elektrik uygulanip, hiicre zarinin gegirgen hale gelmesi ile genetik materyalin hiicre

icine girmesini saglayan bir yontemdir (Shi ve ark., 2018).

o E. faecium HM1070 susu ekilmis plaktan gecelik kiiltiir i¢in tek koloni 2xYT’ye
inokiile edilerek 37 °C’ de inkiibasyona birakilmaistir.

e Ertesi glin 50 ml s1v1 besiyerine (TSB) 1 ml gecelik kiiltiirden inokiile edilmis ve 37
°C’ de 2-3 saat inkiibasyona birakilmistir (log faz1 i¢in)

Daha sonra hiicreler 20 dk buzda bekletilmistir.

+4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifiij edilmis, slipernatant atilip, pellet iizerine 10 ml

soguk dH20 eklenerek homojenize edilmistir. Bu basamak 2 kez yapilmstir.

+4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifiij edilmis, siipernatant atilip 10 ml soguk %10’

luk gliserollii su eklenmistir. Bu basamak 2 kez yapilmistir.

+4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifiij edilmis, siipernatant atilip pellet {izerine 1 ml

gliserollii su eklenmistir.

Pipetle nazik¢e homojenize edilip buz igerisinde eppendorf tiiplere 100°er pl
aktarilmistir.

e 2 ve 7 numaral1 6rneklerden 10’ar pl buz igerisinde eppendorf tiiplere eklenmistir.

Bu ornekler sonrasinda elektroporasyon kiivetine konulup cihaza yerlestirilmistir.

Gene Pulser II with Pulse Controller (Biorad) cihazina; 0,1 cm kiivet, 25 pF, 200
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Q, 1.8 kV (1800 watt) elektroporasyon kosullar1 ayarlanmigtir. Sirasi ile kiivetler
konularak elektroporasyon islemi yapilmistir.

e Uzerine 1ml xYT konularak &rnekler eppendorfa alinmistir. Besiyeri eklenip 37°C’
de 1 saat inkiibe edilmistir.

e Daha sonra E.faecium HM1070 susu i¢in uygun konsantrasyonlarda vankomisin,
gentamisin, eritromisin, meropenem, siprofloksasin igeren XYT besiyerine 2 ve 7

numarali 6rneklerden ekilmis ve 37 °C’de otoklava yerlestirilmistir.

3.2.9.Plazmit Sekans Analizi

Plazmit izole edilen 8 numarali 6rnegin ham veri seti uzunlugu; 10,491,050 bp okuma
igeriyordu. Okumalarin kalite kontrolii i¢in FASTQC araci kullanilmistir. QC’den gegen
read sayis1 5,245,525 bp, Total bases 779.6 Mbp ve % GC 41°dir. Kalite kontrolii saglanan
okumalardaki adaptor ve sekanslama aracinin gereksiz dizileri Trimmomatic ile
kirpilmistir. Trimmomatic sonucu 5,160,809 bp okuma montajlama icin kullanilmistir.
Montajlama metaSPAdes - v3.15.3 kullanilarak parametre olarak en kiigiik contig
blytikligi 1000 bp olacak sekilde yapilmistir. Assembly sonucu 46 contig bulunmustur.
Contiglerdeki antibiyotik direng geni ve viriilans genlerinin arastirilmasi i¢in sirasiyla
ResFinder ve VirulenceFinder araglari kullanilmistir. Contigler BLAST analizi yapilarak
tanimlanmistir.  Plazmitin  igerdigi genler Rasttk anotasyon aracit kullanilarak
tanimlanmistir.  Plazmitin genom haritas1 SnapGene viewer 5.3.2 kullanilarak

gorsellestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Probiyotik Gidalardan Laktobasillerin izolasyonu

11 ¢esit probiyotik gida takviyesi (kapsiil, sase veya damla formunda) tez galismasi
kapsaminda temin edilmistir. Tablo 3.1°de tez ¢alismasinda kullanilan probiyotik gida
takviyelerinin harflerle kodlanmis markasi, {iriin ambalaj bilgileri ve iirliniin ambalajinda

yer alan probiyotik mikroorganizma ile ilgili bilgiler verilmistir.

Analize alinacak probiyotik gida takviyelerinin belirlenmesinde laktobasil tiirii iceren
tirtinlerin se¢ilimine dikkat edilmistir. Caligmada 11 probiyotik gida takviyesi 6rneginin
ambalaj bilgileri incelendiginde alt1 tanesi sadece laktobasil tiirlerini igerirken diger
ornekler laktobasil ve probiyotik olarak kullanilan diger bakterileri icermektedir.
Orneklerin etiket bilgisinde probiyotik mikroorganizma sayis1 ve icerigi cins ve tiir
diizeyinde belirtilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan probiyotik gida takviyelerin canli

hiicre sayimlari ile {irlin ambalaj bilgileri Tablo 4.1°de ve Laktobasillus suslarina ait petri

ortamlar1 Sekil 4.1.’de gdsterilmistir.

Sekil 4.1. MRS Agarda Laktobasillus kolonileri
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Tablo 4.1. Probiyotik gida takviyelerindeki canli hiicre sayimlari

Uriin Markasi

Uriin Ambalaj Bilgileri

Sayim Sonucu

10

1

FS225998

MPKA2353001

NPPK2210048

BK042310202

NTBK2210018

PDK23B046

MD5253

MLG4126

BGS23PB010

VFVK202304 0556

KSGXB3IT

10x10° KOB/sase
5x10° KOB/sase Lactobacillus rhamnosus GG,

5x10° KOB/sase Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB-12

7x10° KOB /kapsiil

Lactobacillus caseli,

Lactobacillus helveticus R0052,
Bifidobacterium animalis ssp lactis B94

10x10°%/kapsiil
2.9 milyar Lactobacillus acidophilus,
2.9 milyar Lactobacillus rhamnosus,

2.9 milyar Bifidobacterium longum ,1.3 milyar Saccharomices bholardi

3.5x10° KOB/kapsiil
Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus,

Bifidobacterium longum, Streptococcus thermophilus, 5x10°/kapsiil

Saccharomices bholardi

45x10° KOB/kapsiil

Lactobacillus bulgaricus ,

Lactobacillus acidophilus ,

Streptococcus thermophilus , Bifidobacteria spp.

10x10° KOB/kapsiil
Lactobacillus plantarum 299v

1x10° KOB/6 damla
Lactobacillus rhamnosus GG DSM33156

3x10° KOB/ kapsiil
Lactobacillus gasseri G12

1x10® KOB/sase
Lactobacillus reuteri

341mg/kapsiil
Lcr Regenerans (Lactobacillus casei varyanti rhamnosus)

6x10° KOB/sase
Lactobacillus rhamnosus GG

400x10°/sase

4x10°/kapsiil

11x107/kapsiil

3.3x10%Kkapsiil

85x10%kapsiil

15x10° /kapsiil

1x10° /6 damla

5x103/kapsiil

5x10%/sase

1x10° /kapsiil

1x107/sase

4.2 .Laktobasil Suslarimin Molekiiler Diizeyde Tanimlanmasi

Laktobasil tiirlerinin molekiiler diizeyde tanimlamast MOLDI TOF-MS cihaz1 ile

yapilmis olup, iirlin ambalaj bilgileri ve sonuglar1 Tablo 4.2°de karsilagtirilmistir.
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Tablo 4.2. Laktobasil tiirlerinin molekiiler tanimlanmasi

Uriin Markasi

Tan1 Sonuglart

Uriin Ambalaj Bilgileri

1 FS228998

2 MPKA2353001

3 NPPK2210048

4 BKO042310202

5 NTBK221001
6  PDK23B046
7  MDS5253

8  MLG4126

9  BGS23PB010

10 VFVK2023-04 0556

11  KS GXB3IT

8

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Enterococcus faecium

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus casei
Lactobacillus helveticus R0052
Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus
Lactobasillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum 299v
Lactobacillus rhamnosus GG
DSM33156

Lactobacillus gasseri G12
Lactobacillus reuteri

Lcr Regenerans (Lactobacillus casei

varyanti rhamnosus)
Lactobacillus rhamnosus GG

MPKA2353001, NPPK2210048, NTBK2210018 ve MLG4126 probiyotik takviyesinde

ambalaj bilgisine gore laktobasillusun farkli susu tespit edilmistir. BK042310202

probiyotik takviyesinde laktobasillus bulunamamustir.

4.3.Laktobasil Suslarinin Antibiyotik Duyarhhk Diizeyleri

Probiyotiklerden izole edilen laktobasil suslarinin disk diffiizyon yontemi ile antibiyotik

duyarhilik diizeyleri Tablo 4.3’te ve agar ortamindaki zon giirlintiileri ise Sekil 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.3. izole edilen laktobasillerin antibiyotik duyarliliklari. R Direngli, S hassas ve I az hassas

—_
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wn
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o
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Kanamisin
Gentamisin
Streptomisin
Klindamisin
Eritromisin
Ampisilin
Penisilin G
Sefazolin
Sefoksitin
Siprofloksasin
Rifampin
Kloramfenikol
Vankomisin
Tetrasiklin
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Laktobasillus suslarmin %100’ streptomisine, %90.9’u kanamisin, gentamisin ve
vankomisine, %18.1°1 klindamisin ve sefazoline, %63.6’s1 sefoksitin ve siprofloksasine,

%9’u eritromisin ve penisilin G’e direngli oldugu tespit edilmistir.
p gu tesp

Laktobasillus suglarinin %27.2’si siprofloksasin ve penisilin G’e, %9’u klindamisine az

hassas oldugu tespit edilmistir.

Laktobasillus suslarinin ampisilin, sefazolin, tetrasiklin, rifampin ve kloramfenikole

%100 duyarli bulunmustur.

Sekil 4.2. Laktobasil susunun antibiyotik zon goriiniimii

4.4, PCR Sonuclar:

Sekil 4.3. 3, 10 ve 11 numarali 6rneklerde ermA, ermB ve ermC i¢in spesifik primerlerle yapilan PCR

gortintiisit (M: marker, N: negatif kontrol)
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Sekil 4.3’te goriildigi gibi 3, 10 ve 11 numarali 6rneklerde ermA, ermB ve ermC igin

spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda bu diren¢ genleri negatif ¢ikmistir

aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia

Sekil 4.4. 2, 5 ve 10 numarali 6rneklerde aac(6')-Ie-aph(2")-1a igin spesifik primerlerle yapilan PCR

gOrlintiisii 2 ve 5 numarali suglar pozitif, 10 ise negatif bulunmustur. (M: marker, N: negatif kontrol)

Sekil 4.4’de goriildiigii gibi 2, 5 ve 10 numarali 6rneklerde aac(6')-le-aph(2'")-1a igin
spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda 2 (L. paracasei) ve 5 (L. plantarum ) nolu

orneklerde pozitif gikmistir.

armA

Sekil 4.5. Tiim 6rneklerde armA igin spesifik primerlerle yapilan PCR goriintiisii (M: marker, N: negatif

kontrol)

Sekil 4.5’te goriildiigii gibi tiim 6rneklerde armA i¢in spesifik primerlerle yapilan PCR

sonucunda tiim ornekler i¢in negatif gikmustir.
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Sekil 4.6. Tiim drneklerde rm¢B igin spesifik primerlerle yapilan PCR goriintiisii (M: marker, N: negatif
kontrol)

Sekil 4.6’da gortildigii gibi tim 6rneklerde »mtB igin spesifik primerlerle yapilan PCR
sonucunda 1 (L.rhamnosus), 5 (L.plantarum), 7 (L.rhamnosus) ve 11 (L.rhamnosus)

numarali 6rneklerde pozitif ¢cikmistir.

Sekil 4.7. 3, 10 ve 11 numarali 6rneklerde linA ve linB igin spesifik primerlerle yapilan PCR goriintiisii (M:

marker, N: negatif kontrol)

Sekil 4.7°de goriildiig gibi 3, 10 ve 11 numarali 6rneklerde lind ve linB igin spesifik
primerlerle yapilan PCR sonucunda linA igin 11 (L.rhamnosus) numarali, linB igin 3

(L.plantarum) ve 10 (L.rhamnosus) numarali 6rneklerde pozitif ¢ikmustir.
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Total DNA

Plazmid

Sekil 4.8. Total DNA ve Plazmid izolasyonu PCR goriintiisii

Tiim oOrneklerin total DNA ve plazmid izolasyonu PCR goriintiisii Sekil 4.8.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.4. Laktobasillerin antibiyotik direngleri

Ornek No Fenotipik diren¢ Tiir Diren¢ Geni

2 Aminoglikozit L. paracasei aac(6')-le-aph(2")-Ia

(Gentamisin,Kanamisin,Streptomisin)

5 Aminoglikozit L. plantarum aac(6')-Ie-aph(2")-1a
(Gentamisin,Kanamisin,Streptomisin) rmtB
1,7 Aminoglikozit L. rhamnosus rmtB

(Gentamisin,Kanamisin,Streptomisin)
11 Aminoglikozit L. rhamnosus rmtB

(Gentamisin,Kanamisin,Streptomisin)

Linkozamid (Klindamisin) linA
& Linkozamid (Klindamisin*) L. plantarum linB
10 Linkozamid (Klindamisin) L. rhamnosus linB

*Fenotipik direngte 3 numaral 6rnek klindamisin i¢in az hassas(l) olarak bulunmustur.

Tablo 4.4.’te yapilan antibiyotik duyarlilik ve PCR sonucunda laktobasillerin fenotipik ve

genotipik direncleri gosterilmektedir.
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4.5. Inaktivasyon Testi Sonuclar

2xYT agar ile yapilan Gots’ testi ile inaktivasyon varligr test edilmistir. Sekil 4.9.’da
goriildiigi gibi 3,10 ve 11 numarali 6rnek suslarda klindamisin diskiyle M. luteus i¢in

olusan inhibisyon zonunu etkilememis ve negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.9. Gots’ testi (klindamisin diski)

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi 6rnek suslarda imipenem diskiyle M. luteus igin olusan

inhibisyon zonunu etkilememis ve negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.10. Gots’ testi (imipenem diski)

4.6. Konjugasyon Sonucu

Konjugasyon yontemiyle direng geninin mobil bir genetik eleman iizerinde olup olmadigi
arastirilmistir. Bu amagla Enterococcus faecalis JH2-2 alici sus olarak kullanilmis,

EUCAST’e gore MIK degerleri dikkate aliarak calisilan laktobasillerin izolatindan
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gentamisin (64 ug/ml), eritromisin (20 pg/ml), rifampisin(100 ug /ml), vankomisin (4
ug/ml), meropenem (16 pug/ml), siprofloksasin (16 ug/ml) ve azitromisin (64 pg/ml)
(klindamisin i¢in kullanilmistir) diren¢ karekterini alip alamadigi konjugasyon
yontemiyle test edilmistir. Her iki bakteri de besiyerine inokiile edilmis ve bir gecelik
inkiibasyona birakilmistir. Enterococcus faecalis JH2-2 susu rifampisin ve fusidik aside
direncli eritromisine ise duyarlidir. Ornekler ise rifampisin ve fusidik aside hassastir.
Fusidik asit ve rifampisin direnci kromozomal oldugu i¢in bu direnglerin transferi s6z
konusu degildir. Konjugasyonun sonucunda fusidik asit (50 ug /ml), gentamisin (64 ug
/ml), eritromisin (20 pg /ml), rifampisin (100 pg /ml), vankomisin (4 ug /ml), meropenem
(16 ug /ml), siprofloksasin (16 pg /ml) ve azitromisin (64 pg /ml) iceren besiyerlerinde

transkonjugantlar tirememistir.

4.7. Transformasyon Deneyi Sonucu

Vankomisin, gentamisin, eritromisin, meropenem ve siprofloksasin iceren XY T besiyerine
2 ve 7 numaral1 6rneklerden ekilmis ve 37°C’de etiive yerlestirilmistir. Yapilan deneyler
sonucunda, Enterococcus faecium HMI1070 susuna laktobasillus bakterilerinden direng
genlerinin  aktarilmasina yonelik yapilan transformasyonun basarisiz  oldugu
gozlemlenmistir. Antibiyotik iceren XxYT besiyerinde (vankomisin, gentamisin,

eritromisin, meropenem, siprofloksasin) hi¢bir biiyiime tespit edilmemistir.

4.8. Sekans Analizi

8 numarali 6rnekte plazmid tespit edilmistir ve sekans analizine génderilmistir. Ham veri
seti uzunlugu; 10,491,050 bp okuma igeriyordu. Okumalarin kalite kontrolii i¢in FASTQC
araci kullanildi. QC’den gegen read sayisi; 5,245,525 bp. Total bases; 779.6 Mbp ve %GC
41. Kalite kontrolii saglanan okumalardaki adaptoér ve sekanslama aracinin gereksiz
dizileri Trimmomatic ile kirpildi. Trimmomatic sonucu 5,160,809 bp okuma montajlama
icin kullanildi. Montajlama metaSPAdes - v3.15.3 kullanilarak, parametre olarak en
kiiciik contig biiyiikliigii 1000 bp olacak sekilde yapildi. Assembly sonucu 46 contig
bulundu. Contiglerdeki antibiyotik direng geni ve viriilans genlerinin arastirilmasi igin

sirasiyla ResFinder ve VirulenceFinder araglari kullanildi. Contigler BLAST analizi
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yapilarak tanimlandi. Contigler arasinda bir contigin Lactiplantibacillus plantarum strain
ZWS5 plasmid pZW5A plazmitiyle eslestigi goriilmistiir.

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology information

BLAST © » blastn suite » results for RID-3BEYANP4016 Home RecentResults Saved Strategies Help
Save Search Search Summary v @ How to read this report? B BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page
Job Title NODE_31_length_13679_cov_26119.791324 Filter Results

RID 3BEYANPA4016 Search expires on 05-28 21:19 pm Download All v -

Program BLASTN @ Citation Organism  only top 20 will appear [ ] exclude
Database corent See details v | Type commeon name, binomial, taxid or group name |
Query ID Icl|Query_4002201 + Add organism

Description NODE_31_length_13679_cov_26119.791324 Percent Identity E value Query Coverage
.

Query Length 13679

Other reports Distance tree of results MSA viewer @
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns “ Show 2}
selectall 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Desciptinn S:iemifi: Name Sl\ﬂz:(e ;:;1 ggs:’; v:ue I::r:t Acc,vLen Accession
- - - - -
Lactiplantibacillus plantarum strain ZW5 plasmid pZW5A, complete sequence Lactiplantibacill... 25248 1.009e+05 100% 0.0 99.99% 54131 CP086413.1
Lactobacillus backii strain TMW 1.1988 plasmid L11988-2,_complete sequence Loigolactobacill. . 15512 18092 63% 0.0 9932% 41380 CP0146261
Loigolactobacillus bifermentans strain LB003 plasmid unnamed1. complete sequence Loigolactobacill... 15500 17493 64% 0.0 9923% 83621 CP0458731
Lactobacillus plantarum strain C410L1, complete genome Lactiplantibacill .. 15485 17591 64% 00 9927% 3097773 CP0179541
Lactiplantibacillus plantarum strain 83-18 chromosome, complete genome Lactiplantibacill. .. 15474 17591 64% 00 9923% 3081029 CP046669 1
Loigolactobacillus coryniformis strain CBA3616 chromosome, complete genome Loigolactobacill... 15463 31618 67% 0.0 99.21% 3000133 CP0423921

Sekil 4.11. Blast sonucu

Plazmitin icerdigi genler Rasttk anotasyon araci kullanilarak tanimlanmistir. Toplamda
15 ORF (a¢ik okuma gergevesi) ve bir tane islevi heniiz bilinmeyen varsayimsal protein
icerdigi belirlenmistir. Plazmitin genom haritasi SnapGene platformu kullanilarak
gorsellestirilmistir. Ilk ORF, Plasmid replication initiation protein, plazmidin
replikasyonunun baglatilmasini saglar. Plazmidin konak hiicrede ¢ogalmasini miimkiin
kilar. Replication protein RepB, replikasyon siirecinde gorev alir, genellikle theta tipi
replikasyonda rol oynar ve plazmidin stabil kopyalanmasi i¢in 6nemlidir. Addiction
module toxin RelE ve antitoxin, RelB/DinJ family genleri plazmitin bagimlilik
modiiliinde yer alan genlerdir. Bu genler, plazmitin konak hiicrede stabilitesine ve hayatta
kalmasina katkida bulunurlar. Bu 6nemli genlerin yanisira plazmitin genetik ¢esitliligine
katkida bulunan transpozonlar ve mobil genetik elementler bulunmustur. Ayrica

metabolizma ve regiilasyondan sorumlu genler plazmit haritasinda gosterilmistir.
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Mobile element protein

Aldose 1-epimerase (Lacl family transcriptional requlatar| Plasmid replication initiation protein
Beta-phosphoglucomutase Uncharacterized MFS-type transporter’ (hypothefical protein)
25407 50007 75007 ] 10.0007 . 1z.s00]
4m<emmn Maltose phosphorylase Sl | < ‘ ] I 4w ¢ ¢ S »
Transposase ORF1-Integrase

Mobile element protein
Transposase  Addiction module toxin RelE

Replication protein RepB Addiction module antitoxin, RelB/Din) family

NDdESl*lSS(E)?.KJS::S{qured
Sekil 4.12. Plazmit genom haritas1. Oklar, agik okuma gercevelerinin (ORF'ler) konumlarini temsil eder
ve ilgili anahtarla belirtildigi gibi genis fonksiyonel gruplara bagliligi gosteren renklerle birlikte
sunulur. Turuncu: Replikasyon iligkili genler, Mavi: Bagimlilik modiilii genleri, Sar1: Transpozon ve
mobil genetik elementler, Pembe: Metabolizmayla iliskili genler, Yesil: Tastyic1 ve regiilatdr genler,
Mor: varsayimsal (hypothetical) proteinler. Sekil Snapgene viewer 5.3.2 kullanilarak tasarlanmustir.

8 numaral1 6rnekte plazmit tespit edilmistir, ancak sekans analizi sonucunda plazmit
aracili bir antibiyotik direng¢ geni tespit edilememistir.
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5. TARTISMA

Caligmamizda kullanilan 11 probiyotik gida takviyesinin {i¢iinde iiriin ambalaj bilgisinde
icerdigi laktobasil sayisi belirtilmedigi i¢in yapilan canli hiicre sayimai ile {iriin ambalaj
igerigi karsilastirllamamis olup 7 (%63,63) iiriinde ambalaj bilgisine gore daha az canli
bakteri bulundugu saptanmistir. Baska bir calismada 10 probiyotik gida
takviyesindeki laktobasillus tiir igeriginin degerlendirildigi izolatlar fenotipik ve
molekiiler yontemler kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanmis ve antibiyotik direngliligi
disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Etiket bilgisi ile canli sayim sonuglari
arasinda farkliliklar bulundugu, 10 triinden ikisinde (%20) ise belirtilen sayidan daha az

canli bakteri bulundugu saptanmustir (Seyirt ve ark., 2024).

Tiir tanimlamasi sonucunda ise 6 (%54,54)probiyotik gida takviyesi iriin etiket bilgileri
ile uyumlu sonug gosterirken, 4 (%36,36) probiyotik gida takviyesi farkli laktobasillus
tirlerini igerdigi bulunmustur. Bir (%9,09) gida takviyesinde ise laktobasillus tiiriine
rastlanmamustir. Laktobasiller vankomisine karsi intrinsik dirence sahiptir ve bizim

calismamizda %100 direncli bulunmamustir.

Calismamizda disk diffiizyon test sonucunda laktobasillerin %100’l streptomisine,
%90.9’u kanamisin, gentamisin ve vankomisine, %18.1’1 klindamisin ve sefazoline,
%63.6’s1 sefoksitin ve siprofloksasine, %9’u eritromisin ve penisilin G antibiyotiklerine
direngli oldugu tespit edilmistir. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus suslarin dogal yogurtlardan izole edilmis ve tanimlamalar1 yapilmisti.
Antibiyotik direnclilikleri fenotipik ve genotipik olarak incelendigi bir ¢alismada L.
bulgaricus izolatlarimin tiimii vankomisine, streptomisine, penisiline ve kanamisine
diren¢li bulunmustur. L. bulgaricus izolatlar1 tiim antibiyotiklere %40-100 oraninda
direncli olduklar1 saptanmistir. Suslarin kullanilan antibiyotiklerden ampisiline genel
olarak duyarli (%60) oldugu, gentamisine (%20) ise diisiik seviyede duyarli oldugu
goriilmiistiir. Calismamizla benzer sekilde en yiiksek direngliligin vankomisin (%100),
streptomisin (%100), penisilin (%100) ve kanamisin (%100) antibiyotiklerine karsi
oldugu belirlenmis, en diisiik direnglilik %40 oraninda ampisilin antibiyotiginde

gozlenmistir (Dogan ve ark., 2022).
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Bal numunesinden 7 laktobasil izolatlarinin elde edildigi bir caligmada L. plantarum, L.
rhamnosus ve L. acidophilus tanimlanmistir. Tim izolatlar vankomisine (%100) direngli
bulunurken, sadece bir sus test edilen tiim antibiyotiklere diren¢ gostermistir (Goli Mehdi
Abadi ve ark., 2023).

Sirp pazarinda en sik kullanilan alt1 ticari probiyotikten, bakterilerin izolasyonu
sonrasinda toplam 6 izolat MALDI-TOF kullanilarak biyokimyasal diizeyde morfolojik
ve biyokimyasal olarak karakterize edilmis ve Limosilactobacillus reuteri, L. paracasei,
L. rhamnosus, L. rhamnosus, Enterococcus faecium ve L. plantarum tiirleri olarak
tanimlanmistir. Disk difiizyon yontemi kullanilarak, izolatlarin her biri 30 standart
antibiyotige duyarlilik agisindan test edilmistir. Tim izolatlar (laktobasiller ve
enterokoklar) penisilin, sefoksitin, oksasilin ve aztreonama direngli ve 5 takviyeden elde

edilen tiim laktobasiller vankomisine direncli bulunmustur (Zavisic ve ark., 2023).

Toplam 20 laktobasillus susunda antibiyotik direncinin fenotipik ve molekiiler
yontemlerle arastirildigi ¢alismada ise disk difiizyon yontemiyle test edilen laktobasillerin
%90" klindamisine, %95'1 tetrasiklin, eritromisin ve rifampisine duyarli bulunmustur.
Ampisilin ve kloramfenikoliin bu c¢alismada kullanilan tiim bakterileri inhibe ettigi
bulunmustur. Test edilen suslar vankomisin, siprofloksasin ve aminoglikozitlere karsi
direng gostermistir. Laktobasillus suslari sefotaksim, seftriakson ve sefazolinin yiiksek
minimum inhibitor konsantrasyonlar1 (MIC'ler) gostermis ve bu nedenle sefalosporinlere

direngli kabul edilmistir (Anisimova ve Yarullina, 2019).

Geleneksel Tiirk fermente siit lriinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin
antibiyotik direnci arastirilmistir. Yogurt, beyaz peynir, tulum peyniri, kolak, manda
kremasi ve kefir siit tirtinleri olarak ¢esitli siipermarketlerden toplanmistir. Lactobacillus
spp. vankomisin (%58), eritromisin (%10,8), tetrasiklin (%4,3), gentamisin (%28) ve
siprofloksasine (%26) direngli bulunmustur (Erginkaya ve ark., 2018).

Turhan ve ark.lar1 bizim ¢alismamizdan farkli olarak laktobasilleri vankomisin (%20),
tetrasiklin (%20), ampisilin (%20), gentamisin (%20) ve siprofloksasine (%80) direngli
olarak belirlerken, bu izolatlarin kloramfenikol (%100), eritromisin (%100) ve

nitrofurantoine (%100) duyarli oldugunu bulmustur (Unal Turhan ve Erginkaya, 2016).
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Calismamizda L. rhamnosus tiim izolatlar1 sefoksitin, vankomisin, streptomisin direngli
bulunurken ampisilin, sefazolin, tetrasiklin, rifampisin, kloramfenikol duyarl
bulunmustur. Bununla birlikte L. plantarum tiim izolatlar1 kanamisin, gentamisin,
vankomisin, streptomisin direngli iken, ampisilin, sefazolin, tetrasiklin, rifampisin,
eritromisin, kloramfenikol duyarli bulunmustur. L. acidophilus ile ilgili olarak, gentamisin
(%25) ve siprofloksasine (%75) direng belirlenirken, L. acidophilus'un tiim izolatlarinin
vankomisin, kloramfenikol, rifampsin, tetrasiklin, eritromisin, nitrofurantoin ve

ampisiline duyarli oldugu bulunmustur (Turhan ve Erginkaya, 2016).

Tablo 4.4.’te de gorildigi tizere 1, 2, 3, 5, 7, 10 ve 11 numarali 6rnekler izolatlarinda
fenotipik direngle uyumlu olarak genotipik direncte tespit edilmistir. Aminoglikozitlere
fenotipik direng gosteren 4, 6, 8, 9 ve 10 numarali 6rneklerde diren¢ geni bulunamamistir.
10 numarali 6rnekten izole edilen sus eritromisin i¢in fenotipik direng géstermis olmasina
ragmen ermA, ermB ve ermC genleri bulunamamistir. 8 numarali 6rnekte plazmit tespit
edilmis olup sekans analizi sonucunda antibiyotik direng geni tespit edilmemistir. Plazmid
tespit edilmis olmas1 sebebiyle ilerde antibiyotik diren¢ geni aktariminda potansiyel risk

olusturabilir.

Izolatlardaki plazmid aracili antibiyotik direncinin degerlendirilmesi, streptomisin ve
gentamisine direngli karakterlerin L. rhamnosus ve L. plantarum suslarinda plazmid

aracili tipte oldugunu ortaya koymustur (Seifabadi ve Baserisalehi, 2021).

Calismamizla benzer sekilde 16 makalenin dahil edildigi bir derleme ¢alismasinda hiicre
duvar1 sentez inhibitorleri ile iligkili antibiyotikler arasinda en fenotipik antibiyotik
direnci vankomisine kars1 goriilmiis ve protein sentez inhibitorleri arasinda en fenotipik
antibiyotik direnci gentamisin ve streptomisine karst goriilmiistiir. Yine ayn1 derlemede
11 makalenin sonuglarina gore tet, erm, gyr, cat, par, ant, aph(3')-11la, van ve lun direng
genleri tespit edilmistir. Probiyotiklerde en sik goriilen direng geni ise tet geni (%46,61)
olup tetrasiklin direncine yol agmistir. Bu genin plazmidlerde bulundugu ve baska suslara
aktarilabildigi gosterilmistir (Shahali ve ark., 2023).

Tim izolatlarda aac(6')-le-aph(2")-1a igin spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda
Lactobacillus paracasei (2 nolu érnek) ve Lactobacillus plantarum (5 nolu ornek)

izolatlarinda pozitif ¢ikmistir. Cin’de yapilan bir calismada fermente siit iiriinlerinden
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izole edilen L. bulgaricus izolatinda aac(6")-aph(2") direng geni tespit edilmistir (Li ve
ark., 2019).

Toplam 75 adet saraptan izole edilen laktik asit bakterilerinin 12 farkli antibiyotige
duyarhiliklarinin test edildigi bir ¢calismada, gentamisin direngli L. plantarum izolatinda
aac(6") -aph (2"") direng geni tespit edilmistir (Rojo-Bezares ve ark., 2006). Cift islevli
aminoglikozit degistirici enzim 6'-N-aminoglikozit asetiltransferaz-2"-O-aminoglikozit
fosfotransferaz (aac (6')-le-aph(2")-1a) geninin ifadesi, tobramisin, kanamisin ve
netilmisin gibi aminoglikozitlere kars1 dirence ek olarak yiiksek diizeyde gentamisin
direnci saglar. 26 saglikli domuz ve 15 evcil hayvanin diski 6rneklerinden elde edilen
laktik asit bakterilerinde gentamisin MIK degeri >64 pg/ml olarak bulunmustur. L.
salivarius ve L. acidophilus izolatlarinda aac(6')le-aph(2")la PCR'de pozitif sonuglar
vermistir (Tenorio ve ark., 2001). Ciftlik hayvanlarindan ve tavuk sosislerinden izole
edilen L. plantarum PCR'da bifonksiyonel gen aac (6')-le-aph(2”)-la igin pozitif
bulunmustur ~ (Jaimee ve  Halami, 2016). Tavuklardan izole edilen
88 laktobasillus izolatinin antibiyotiklere duyarliligin1 ve direng¢ genleri incelenmis, L.
salivarius ve L. crispatus izolatlarinda aminoglikozit degistirici enzimi kodlayan aac (6")

- le - aph (2") - la geni bulunmustur (Dec ve ark., 2017).

Tiim 6rneklerde rmtB i¢in spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda L. rhamnosus ve
L. plantarum izolatlarinin bulundugu 1, 5, 7 ve 11 numarali 6rneklerde pozitif ¢ikmaistir.
Aminoglikozitlere yiiksek diizeyde direng kazandirmada 16S rRNA metilaz genleri (armA
ve rmtB genleri) etkilidir. Mevcut bilimsel literatiirde, laktobasillus tiirlerinde
aminoglikozid direncine neden olan armA ve rmtB genlerinin varligina dair spesifik bir
kanit bulunmamaktadir. Bu genler, genellikle Gram-negatif bakterilerde bulunur ve
aminoglikozid antibiyotiklere karsi1 yiiksek diizeyde direng saglar. armA ve rmtB genleri,
16S rRNA metiltransferaz enzimlerini kodlayarak, aminoglikozidlerin ribozomal
baglanma bdlgelerini metilleyip antibiyotigin etkisini engeller (Sar1 Kaygisiz ve ark.,

2022; Ermertcan ve ark., 2013).

Klinik izolat Enterococcus faecium HM1025'te linkomisin ve klindamisine direng, linA
benzeri plazmid aracili bir gen tarafindan kodlanan niikleotidil transferaz ve bu

antibiyotiklerin inaktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Bozdogan ve ark, E. faecium'da
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niikleotidilasyon yoluyla linkozamidlere diren¢ kazandiran yeni bir diren¢ geni olan
linB'yi tanimladilar. Bu gen, 267 amino asitli bir linkoamid niikleotidiltransferazi kodlar.
Enzim, linkomisin ve klindamisinin  3-(5*-adenilasyonunu) (molekiillerin 3.
pozisyonundaki hidroksil grubunun adenilasyonu) katalize eder (Bozdogan ve ark., 1999).
S. agalactiae izolatlarinda linB gen pozitifligine bagli klindamisin direnci bulunmustur
(Bolukaoto ve ark., 2015). Calismamizda tiim Orneklerde /indA ve linB igin spesifik
primerlerle yapilan PCR sonucunda linA geni L. rhamnosus, linB geni L. plantarum

izolatlarinda pozitif ¢ikmustir.

Moghimi ve ark, geleneksel yogurt 6rneklerinden izole edilen L. bulgaricus izolatlarinin
linA antibiyotik diren¢ genini icermedigi gorilmiistiir (Moghimi ve ark., 2023). linB geni
ozellikle E. faecium gibi bazi bakterilerde tespit edilmistir (Bozdogan ve ark., 1999).
Literatiir incelemesi sonucunda laktobasilluslarda linA ve linB geni ilk defa tarafimizca

tespit edilmistir.

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinda
antibiyotik direng genlerini incelemek i¢in yapilan PCR uygulamalari sonucunda, aph(3')-
I11a (%95), strB (%36), blaZ (%100) ve vanE (%67) genleri bulunmustur. Disk difiizyon
yontemi ile direncli bulunan izolatlarin %51’inde ise direng genleri tespit edilmistir

(Dogan ve ark., 2022).

L. reuteri 'de gentamisin ve kanamisine karsi ¢oklu direngler gozlenmis olsa da, bu
direnglerin intrinsik oldugu ve tiim genom analizi ile aktarilamaz oldugu ortaya ¢ikmigtir
(Lee ve ark., 2021). Bizim g¢alisgmamizda da L. reuteri’de kanamisin, gentamisin,
streptomisin, penisilin G, sefazolin, sefoksitin, siprofloksasin ve vankomisine direncli

gozlenmis olsa da, aktarilamaz oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Laktobasillus cinsindeki antibiyotik direnci tanimlanmasini kapsamli bir sekilde
giincellemek icin 182 laktobasillus susun antibiyotik duyarliligi arastirilmistir.
Trimetoprim, vankomisin ve kanamisine karsi direngler en yaygin fenotipler olarak
bulunmustur. Homolojiye dayali tarama ve manuel acgiklamanin bir kombinasyonu,
aminoglikozitlere (20 sekans), tetrasiklin (18), eritromisin (6), klindamisin (60) ve

kloramfenikole (42) kars: direnci kodlayan genler tanimlanustir. Ozellikle, sirasiyla
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aminoglikozitlere ve klindamisine direngte rol oynayan aac(3) ve Isa genleri laktobasil
suslarinda bulunmustur. Lactobacillus ingluviei, L. amylophilus ve L. amylotrophicus'ta

tetrasiklin ve eritromisin direnci tespit edilmistir (Campedelli ve ark., 2018).

Vankomisin direnci i¢in vanX geni, laktobasiller arasinda en sik tanimlanmistir (suslarin
%75'). Test edilen suslarin %?20'sinde streptomisin aadA ve aadE' nin enzimatik
modifikasyonu i¢in genler bulunsa da, sonuglar esas olarak laktobasillerde
aminoglikozitlere karsi direncin ig¢sel oldugunu kanitlamaktadir. Laktobasillusta
genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlarin (ESBL) olusumu bilinmiyor, ancak sonuglar
suslarin %80'inde blaTEM genini ortaya ¢ikarirken, blaSHV ve blaOXA-1 (sirasiyla
suslarin %20'si ve %15'1) genleri daha az siklikta tespit edilmistir (Anisimova ve
Yarullina, 2019)

Cin'in farkli bolgelerinden fermente siit tiriinlerinden elde edilen 87 laktik asit bakteriyel
susundaki fenotipik ve genotipik antimikrobiyal direnci ve direng belirteclerinin
aktarilabilirligini arastirildig1 bir ¢alismada, 21 Lactobacillus bulgaricus, sekiz L. casei,
alt1 L. rhamnosus, ti¢ L. paracasei, iki L. acidophilus ve 47 Streptococcus thermophilus
susu olarak tanimlanmistir. Test edilen tiirler arasinda yiiksek diizeyde intrinsik direng
ortaya ¢ikmistir. Fermente siit tirtinlerinden izole edilen suslarda direng L. bulgaricus ve
S. thermophilus izolatinda tetM, S. thermophilus izolatinda strA ve strB, L. bulgaricus ve
S. thermophilus izolatinda sull, S. thermophilus izolatinda sul2, L. bulgaricus izolatinda
aac(6")-aph(2") ve S. thermophilus ve L. bulgaricus izolatinda aph(3")-1I ve aph(3")-111
genleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada filtre esleme testlerinde izlenen antibiyotik direng

genlerinin transferi gozlenmemistir (Li ve ark., 2019)

Polonya’da hindilerden izole edilen laktobasiller arasinda tetrasikline (%68 direngli
izolatlar), linkomisin (%64,5) ve enrofloksasine (%60) kars1 yiiksek direng prevalansi
gozlenmistir. Ampisiline (%47), eritromisin (%45), streptomisin (%31), kloramfenikole
(%29) ve gentamisine (%10) direngli bulunurken, izolatlarin %64,5' i ¢oklu ilag¢ direnci
gostermistir. ermB (%45 izolat), tetL (%40), tetW (%37) ve tetM (%29) en sik

tanimlanmustir (Dec ve ark., 2018).
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Makrolidlere ve linkozamidlere direngle iliskili olan ermB ( L. salivarius ve L. reuteri) ve
ermC (11 laktobasillus susu) genleri izolatlarin sirasiyla %39 ve %12 gézlenmistir (Dec
ve ark., 2017).

L. fermentum izolatlarinin eritromisin ve tetrasiklin direncini karakterize etmek ve direng
genlerinin laktobasillerden diger Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere potansiyel
transferini tahmin etmek i¢in yapilan caligmada insan digkisindan ve ticari siit
tiriinlerinden izole edilen 6 L. fermentum susu kullanilmistir. Antibiyotik direng
belirleyicileri i¢gin PCR taramasi, tiim suslarda plazmide yerlesik tetrasiklin direng genleri
tetk ve tetM ve eritromisin direng genleri L. fermentum 5-1 kromozomunda ermB ve L.
fermentum 3-4 plazmidinde ermC saptanmistir. Test edilen tiim laktobasiller konjugatif
transpozon Tn916'dan yoksun bulunmus ve tetrasiklin direng genleri Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes, Acinetobacter baumannii,
Citrobacter freundiii ve Escherichia coli'ye filtre esleme yoluyla aktarilamamustir.
Staphylococcus haemolyticus, ilgili laktobasil suslarindan eritromisin direng genleri
aktarilamamustir. Test edilen L. fermentum suslarinin eritromisin ve tetrasiklin direncinin

yayilmasinda etkisinin olmadigi bulunmustur (Anisimova ve Yarullina, 2018).

Cin'in farkli bolgelerinden toplanan fermente siitten toplam 33 laktobasillus susu izole
edilmis, tiim laktobasillus suslarinin vankomisine direngli oldugu, ancak gentamisin,
linezolid, neomisin, eritromisin ve klindamisine duyarli oldugu bulunmustur. PCR
analizinden elde edilen sonuglar sirasiyla vanX, vank, gyrA ve tetM genlerini tasiyan 19
vankomisin, 10 siprofloksasin ve 1 tetrasikline direngli bakteri oldugunu ortaya
koymustur. Konjugasyon deneyinde antibiyotik diren¢ genlerinin  aktarimi

gozlemlenmemistir (Guo ve ark., 2017).

Lactobacillus reuteri ve L. plantarum tiirlerine ait iki temsili sug grubunda eritromisin igin
atipik MiK'e sahip 6 susun 4’iinde ermB pozitif bulunmus ve bir susta ermC pozitif

bulunmustur. Genlerin plazmitler iizerinde tasindig tespit edilmistir (Egervérn ve ark.,
2009a)

Tim L. plantarum suslar1 ampisiline, gentamisin, eritromisin ve klindamisine

duyarlhiyken, streptomisine ig¢sel olarak direncli tespit edilmistir. L. reuteri suslar
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tetrasikline, ampisiline, eritromisin/klindamisine ve kloramfenikole karsi kazanilmig
direng gdstermistir. insan bagirsaginda direng genlerinin dondrii olarak L. reuteri,
tetrasiklin direng¢ geni tetW'nin fekal enterokoklara, bifidobakterilere ve laktobasillere
aktarilabilirligini inceleyerek arastirilmis ve test edilen kosullar altinda higbir gen aktarimi

gosterilememistir (Egervarn, 2009).

Bakterilerin genleri yatay olarak aktardigi mekanizmalar arasinda konjugasyon,
transformasyon ve transdiiksiyon énemlidir. Konjugasyon, insan bagirsaginda veya baska
bir yerde yatay gen aktariminin en ¢ok c¢alisildigi mekanizmadir (Arutyunov ve Frost,
2013; Smillie ve arrk., 2010). Konjugasyon, ¢ok Kkii¢iik olabilen, hatta biiyiik
kromozomlara kadar DNA parc¢alarinin aktarimidir. Konjugasyon olaylarinin genel siras,
hiicreden hiicreye temas, ciftlesme ¢ifti olusumu ve son olarak konjugatif pilus araciligiyla

plazmit DNA'sinin aktarilmasidir (Bacon ve ark., 2000).

Transdiiksiyon, bakteri genomlarinin evrimini sekillendiren yatay gen aktariminin bir
baska mekanizmasidir. Bakteriyofajlar araciligiyla antibiyotik diren¢ gen aktarimi
hakkinda bilgi bollugu, dogal doniisiim ve konjugasyonla karsilastirildiginda sinirhdir.
Ancak, bakteriyofajlarin antibiyotik diren¢ genlerini aktarmadaki roli artik daha net hale
gelmektedir. Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir ve konak genomuna
entegre olup ¢evresel kosullar litik biiyltimelerini tetikleyene kadar profaj haline gelirlerse
thmli kabul edilirler (Fortier ve Sekulovic, 2013). Transdiiksiyon, daha 6nce baska bir
bakteri hiicresinde replike olmus bir bakteriyofajin, konak genomunun (donor) bir kismini
faj kafasimna paketlemesi ve genleri baska bir (alic1) bakteri hiicresine aktarmasiyla
meydana gelir (Muniesa ve ark., 2013). Bakteriyel genomda bulunan antibiyotik direnci
de dahil olmak iizere hemen hemen her DNA dizisi aktarilabilir (Schmieger ve
Schicklmaier, 1999). Buna kromozomal diziler ve plazmidler, transpozonlar ve ekleme

elemanlart gibi hareketli genetik elemanlar dahildir (Mann ve Slauch, 1997).

Antibiyotik direng genleri direngli suslardan PCR ile tespit edilmis, ermB eritromisin
direng geni L. fermentum, L. vaginalis, L. plantarum, L. acidophilus, L. salivarius, ve L.
animalis suslarinda bulunmustur. ermB ve tetM i¢in pozitif olan LAB suslart donor olarak
kullanilirken, E. faecalis 181 ve E. facium 258 filtre ciftlestirme deneylerinde alici sus

olarak kullanilmistir. L. fermentum ve L. salivarius'tan ermB, L. plantarum ve L. brevis'ten
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tetM geninin E. faecalis'e basariyla aktarildigin1 gostermistir (Nawaz ve ark., 2011).
Tespit edilen ermB geni L. reuteri'den E. faecalis JH2-2'ye aktarilabilmistir, ancak E.
faecium BM 4105'e aktarilamamistir (Ouoba ve ark., 2008).

Gevers ve arkadaglar1 tarafindan yiiriitilen bir c¢alismada, tetM genlerinin direngli
Laktobasillerden Enterococcus faecalis ve Lactococcus lactis'e aktarildigi ancak

Staphylococcus aureus'a aktarilmadigi kanitlanmistir (Gevers ve ark., 2003a)

Lactobacillus plantarum susu, gastrointestinal sistemde antibiyotik diren¢ plazmidlerini
Enterococcus faecalis JH2-2’ye transfer etme yetenekleri agisindan analiz edilmistir. Bu
amagla, in vivo model olarak gnotobiyotik siganlar kullanilmis. L. plantarum'dan E.
faecalis'e tetM ve ermB antibiyotik direng plazmidlerinin in vivo transferi gosterilmistir
(Jacobsen ve ark., 2007)

Tavuk etinden daha once izole edilen Lactobacillus salivarius ve L. reuteri in vivo, in
vitro ve gida fermantasyonu sirasinda patojenik suslara ermB, tetM, tetLve tetW
antibiyotik direng genlerinin aktarilabilirligi agisindan analiz edilmis. Listeria
monocytogenes ve Yersinia enterocolitica suslarinda eritromisin ve tetrasikline karsi

fenotipik direng gozlemlenmistir (Thumu ve Halami, 2019).

L. fermentum'in tetK genini laktobasillerin plazmid DNA's1 ile elektroporasyon ve
transformasyon yoluyla Citrobacter freundii 'ye aktarabilecegini gosterilmistir (

Anisimova ve Yarullina, 2020).

Cin'deki 51 ticari fermente gida 6rneginden laktobasillus ve Streptococcus thermophilus
LAB izole edilerek antimikrobiyal duyarliliga, direng genlerinin saptanmasina ve direng
genlerinin aktarilabilirliginin arastirilmasma tabi tutulmustur. Eritromisin (ermB),
gentamisin (aac(6')-aph(2")), streptomisin (ant(6)), siilfametoksazol (sull ve sulll),
tetrasiklin (tetM ve tetS) i¢in antimikrobiyal direng genleri 18 direngli LAB susunda tespit
edilmistir. Konjugasyon deneyleri sonucunda L. delbrueckii subsp. bulgaricus R6'dan
tetM'nin ve L. plantarum R41'den tetS'nin filtre ¢iftlesmesiyle Listeria monocytogenes'e

basariyla aktarildigini1 gosterilmistir (Yang ve Yu, 2019).
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35 kiimes hayvaninindan izole edilen Lactobacillus spp. ve E. coli'nin ortak kiiltiri, gnr
S, CTX-M-1 ve tetA'nin Lactobacillus spp.'den E. coli'ye aktarilmasiyla sonuglanmigtir
(Rokon-Uz-Zaman ve ark., 2023).

Cift kor bir klinik ¢alismada, 7 denek, plazmid kodlu tetW (tetW-reuteri) geni barindiran
L. reuteri ATCC 55730'u tiiketirken, esit sayida denek biri tetW genini igeren 2 plazmidin
¢ikarilmasiyla ATCC 55730 susundan tiiretilen L. reuteri DSM 17938'i tiiketmistir. Fekal
ornekler, 14 giin boyunca giinde 5 x 108 CFU L. reuteri'nin yutulmasindan dnce, sirasinda
ve sonrasinda toplanmigtir. Her iki L. reuteri susu da 14 giinliikk alimdan sonra diskida
tespit edilememistir. Her bir diski 6rneginden tetrasiklin direngli enterokoklar,
bifidobakteriler ve laktobasillerin zenginlestirilmesi ve izole edilmesinden sonra, DNA
cikarilmis ve bu calismada gelistirilen gercek zamanli PCR allelik ayrim yoéntemi
kullanilarak tetW-reuteri varligi agisindan analiz edilmistir. DNA Orneklerinden
hicbirinde tetW-reuteri sinyali iiretilmemis ve bu nedenle probiyotik susun bagirsak gegisi
sirasinda enterokoklara, bifidobakterilere ve laktobasillere gen aktarimi test edilen

kosullar altinda tespit edilememistir (Egervirn ve ark., 2010).
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6. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismasi kapsaminda;

e 11 farkli marka ve sekiz farkli tiir igeren probiyotik segilmistir.

e Probiyotik gida takviyelerinde canli hiicre sayimlart yapilmis, belirtilen canli
hiicre sayimlarinin uyumlu olmadigi, yani ambalaj bilgilerinde belirtilen canli
hiicre sayisindan daha diisiik canli sayis1 igerdigi saptanmis ya da hi¢ saptanmustir.

e Molekiiler tiir tayini ig¢in yapilan MALDI-TOF MS sonucunda NTBK2210018,
NPPK2210048, MLG4126 probiyotik takviyelerinde ambalaj bilgisine gore
laktobasillusun farkl tiirii tespit edilmistir. BK042310202 probiyotik takviyesinde
ise laktobasillus tiirii bulunamamigtir.

e Laktobasillus suslarinin %100’ streptomisine, %90.9’u kanamisin, gentamisin ve
vankomisine, %18.1’1 klindamisin ve sefazoline, %63.6’s1 sefoksitin ve
siprofloksasine, %9’u eritromisin ve penisilin G’e direngli oldugu tespit edilmistir.

e Laktobasillus suslarinin  %27.2°si siprofloksasin ve penisilin G’e, %9’u
klindamisine az hassas oldugu tespit edilmistir.

e Laktobasillus suslarinin  ampisilin, sefazolin, tetrasiklin, rifampin ve
kloramfenikole %100 duyarli bulunmustur.

e Laktobasil suslarinda aac(6')-le-aph(2")-la, rmtB, linA ve linB direng genleri
tespit edilmistir.

e Konjugasyon ve transformasyon deneyleri ile gen aktarimi gerceklesmemistir.

e 8 numaral 6rnekte plazmit tespit edilmistir ancak sekans analizi sonucunda

plazmit aracil bir antibiyotik direng geni tespit edilememistir.
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