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OZET:

Laktik asit bakterileri, endiistride starter kiiltlir veya probiyotik olarak kullanilmaktadirlar. European Food
Safety Authority (EFSA) tarafindan 2021 yilinda yayimlanan raporda gidalarda kullanilacak bakterilerin
tiim genom dizileri {izerinden risk degerlendirmesi yapilmasi gerekliligi vurgulanmigtir. Bu nedenle,
laktik asit bakterilerinde direnclilik geni arastirmalari 6nem kazanmistir. Ciinkii antibiyotik direng
genlerinin bagirsak sisteminde bulunan patojen bakterilere aktarilma olasiligi vardir ya da laktik asit
bakterilerini barindiran gidalar araciligiyla alinmalari olasidir. Bu nedenle, calismada, farkli fermente
gidalardan izole edilen dort laktik asit bakterisi (Lentilactobacillus buchneri Egmn17, Levilactobacillus
brevis Atlasl7, Levilactobacillus namurensis OzgeOl, Lactiplantibacillus plantarum Gmzel6) ve
probiyotik bir bakteri olan Lactiplantibacillus plantarum 299v susu kullanilmustir. Calismada, laktik asit
bakterileri arasinda en yaygin antibiyotik direncliligi gozlenen tetrasiklin seg¢ilmistir. 3 bakterinin
tetrasiklin antibiyotigine orta derecede direngli (zon ¢ap1 15-18 mm) (299v, Gmzel6 ve Egmnl7) ve 2
bakterinin duyarli (zon ¢apt1 >19 mm) (Atlasl7 ve OzgeOl) oldugu belirlenmistir. Laktik asit
bakterilerinin tim genom sekanslarinin incelenmesi sonucu, orta direngli bakterilerin tetrasikline bagli
antimikrobiyal direng (AMR) genlerinden tetA (MFS disa atim pompasi) ve tetO’ya (ribozomal koruma
proteini) sahip olduklar1 gorilmistiir. Levilactobacillus brevis Atlas17’de ise TetA proteini mevcutken
322. aminoasit sekansnda M — T degisimi gozlenmistir. Ayrica probiyotik bakteri olan
Lactiplantibacillus plantarum 299v’nin direng genlerine sahip olmas1 bu genlerin bagirsaktaki patojenlere
aktarilma riskini de arttirmaktadir. tetA genine sahip oldugu goézlenen Levilactobacillus brevis Atlas17
gibi fenotipi duyarli olan tiirler de sessiz direnglilik genlerine sahip olduklarinda bunu diger bakterilere
aktarabilmeleri olasidir. Bu nedenle genotip ve fenotip birlikte incelenmesi 6nemlidir.
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ABSTRACT:

Lactic acid bacteria are used in industry as starter cultures or probiotics. In the report published by the
European Food Safety Authority in 2021, it was emphasized that risk assessment should be carried out on
the whole genome sequences of bacteria to be used in foods. Therefore, resistance gene research in lactic
acid bacteria has gained importance. Because antibiotic resistance genes are likely to be transmitted to
pathogenic bacteria in the intestinal tract or are likely to be ingested through foods containing lactic acid
bacteria. Therefore, in this study, four lactic acid bacteria (Lentilactobacillus buchneri Egmnl7,
Levilactobacillus brevis Atlasl7, Levilactobacillus namurensis Ozge01, Lactiplantibacillus plantarum
Gmzel6) isolated from different fermented foods and Lactiplantibacillus plantarum, a probiotic
bacterium, were used. In the study, tetracycline, which has the most common antibiotic resistance among
lactic acid bacteria, was selected. It was determined that 3 bacteria were moderately resistant (zone
diameter 15-18 mm) (299v, Gmzel6 and Egmnl7) to tetracycline antibiotic and 2 bacteria were
susceptible (zone diameter >19 mm) (Atlasl7 and Ozge0l). As a result of examining the whole genome
sequences of lactic acid bacteria, it was seen that intermediate resistant bacteria have tetracycline-
dependent antimicrobial resistance (AMR) genes tetA (MFS efflux pump) and tetO (ribosomal protection
protein). In Levilactobacillus brevis Atlas17, while TetA protein was present, M—T change was observed
in the 322nd amino acid sequence. In addition, the fact that the probiotic bacteria Lactiplantibacillus
plantarum 299v has resistance genes also increases the risk of transferring these genes to pathogens in the
intestine. Species that are susceptible to the phenotype, such as Levilactobacillus brevis Atlas17, which
has been observed to have the tetA gene, are also likely to be able to pass it on to other bacteria when they
have silent resistance genes. Therefore, it is important to examine genotype and phenotype together.
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GIRIS
Laktik asit bakterileri (LAB), glikozu homofermentatif ve heterofermentatif olarak katabolize
eden ve insan ve hayvanlarin gastrointestinal (GI) sistemleri ve gidalar gibi genis bir ekolojik aralikta
dogal olarak bulunan tiirlerdir. Bu grubun 6nemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella bulunmaktadir (Rezac vd., 2018). LAB uzun siiredir ABD
Gida ve Ilac Idaresi tarafindan “Genel olarak giivenli (GRAS)” statiisiine sahiptir (Dec vd., 2018;
Narvhus ve Axelsson, 2003; Yorik, Gamze Nuray; Giliner, 2010). Ancak, EFSA (European Food
Safety Authority) tarafindan 2021 yilinda yayimlanan raporda artik gidalarda kullanilacak bakterilerin
tiim genom dizileri lizerinden risk degerlendirmesi yapilmasi gerekliligi vurgulanmistir (EFSA, 2021).
2018 yilinda ise, tim genom dizileme dahil omiks teknolojilerin bu risk degerlendirmesi icin
kullanimina iligkin bir rapor yayimlamistir (EFSA vd., 2018). Fermente gidalar tiiketildiginde insan
viicuduna c¢ok miktarda canli bakteri girer. Bu durumda, bu bakteriler eger mevcutsa antibiyotik
direncini patojenik bakterilere aktarabilir. Son 10 yilda, gida ve yem uygulamalarinda LAB
kiiltiirlerinin giivenli kullanimina ilgi artmaktadir. Bu ilginin nedeni LAB' nin antibiyotige direng
genleri lizerine yapilan 6nemli ¢aligmalardir. Tim diinyada antibiyotik direncindeki tehlikeli artis,
yaygin enfeksiyonlarin tedavi edilmesini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle LAB’ nin direng genlerini
barindirmas:t ve iletmesi Onemlidir (Sirichoat vd., 2020). LAB, diger direng¢ genlerine sahip
bakterilerden yatay gen transfer mekanizmasi ile direng genlerini alarak ¢evreye uyum saglamaktadir
(Colautti vd., 2022). Ancak, LAB sadece diren¢ genlerinin yatay gen transferi ile aktarilmasiyla degil
de novo mutasyonlar yoluyla da direngli hale gelebilmektedir. Ayrica, yeni diren¢ mekanizmalari
ortaya cikmakta ve yayilmaktadir (Dec vd., 2018). Bu durum antibiyotiklerin yem, tarim ve
veterinerlik uygulamalarinda yanlis ve asir1 kullanimi nedeniyle daha da zararli hale gelmistir.
Fermente siit lriinlerinin bu dongiide hayvansal {iriinlerden elde edildigi ve insanlar tarafindan
tiikketildigi diistiniildiiglinde bunun 6nemli bir konu oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Fermente {iriinlerden
elde edilen LAB' nin starter kiiltliir olarak kullanilabilmesi i¢in belirli 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Bu 6zelliklerden biri de antibiyotiklere karsi direng genlerinin gelismemis olmasidir.
Ancak caligmalarin ¢ogu, LAB' nin bir¢ok antibiyotik diren¢ geni (ARG) barindirdigin1 ve linkomisin,
tetrasiklin, meropenem, ampisilin, gentamisin, eritromisin, siprofloksasin, kloramfenikol ve
vankomisin gibi antibiyotiklere kars1 direng olusturabilecegini gostermistir (Ma vd., 2021). ARG'lerin
arastirilmasi, potansiyel yayilma riskini ortaya ¢ikarmak i¢in dnemlidir. Yapilan ¢alismalar, tetrasiklin
direng genlerinin fermente siit ve sosislerde LAB arasinda yayildigini gostermistir (Samtiya vd., 2022).
Bu sebeple, Danimarka, Norvec, Isveg, Hollanda, Amerika ve Kanada gibi iilkeler antibiyotik
direnglilik arastirma raporlar1 yaymlamistir (CDC, 2019; Heg vd., 2021; PHAC, 2021; WHO, 2022).
Ozellikle starter kiiltiirleri ve probiyotikler antibiyotik diren¢ genleri agisindan degerlendirilmelidir.
Son zamanlarda, yiiksek verimli dizileme teknikleri ve omiks teknolojileri, antibiyotik direncine olan
ilgiyi artirmistir ve bu yontemlerle fenotipik ve genotipik direngliligin birlikte incelenmesi gerektigi
vurgulanmistir (Nunziata vd., 2022). Ciinkii fenotip olarak duyarli bulunan bir tiiriin tetrasiklin
direncine genellikle disa atim (efflux) pompasi, enzimatik veya ribozomal koruma aracilik eder
(Chopra ve Roberts, 2001; Thaker vd., 2010; Villedieu vd., 2003). Tetrasiklin direnci, bu
mekanizmalarla iligkili 63 genden olusur, yani, 36 gen disa atim (efflux) pompasi, 13 gen ribozomal
korumayla, 13 gen enzimatik, 11 gen mozaik ribozomal protein korumasi ile ilgilidir ve 1 genin (tetU)
rolii de bilinmemektedir (Roberts, 2005; Villedieu vd., 2003; Wang vd., 2022). Disa atim pompalari
aym1 zamanda coklu ilag direnci (MDR) ile de iligkilidir. Bu pompalar ilaglar1 ve toksik maddeleri
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hiicre disina pompalayarak ilacin hiicreyi etkilemesini engellemektedirler (Catalano vd., 2022). MDR
ile iligkili bes diga atim pompasi siiper ailesi vardir: ATP Binding Cassette (ABC), Major Facilitator
(MFS), Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE), Resistance- Nodulation - Division (RND)
ve Small Multidrug Resistance (SMR) (Piddock, 2006). Sekonder tip ilaca diren¢ pompalarindan olan
“Major Facilitator Superfamily (MFS)” nin tetrasikline karsi olusan direngten sorumlu oldugu
distiniilmektedir (Kaya ve Saribas, 2012). Pek ¢ok c¢alismada ¢esitli mutasyonlarin direnci
diisiirebildigi bazilarinin ise etki etmedigi gosterilmistir. Ornegin, 65. pozisyonda bulunan S — A veya
C doniistimii aktiviteyi etkilemezken, 66. pozisyonda bulunan D — E doniisiimii tetrasikline orta
seviyede direncliligi ortaya ¢ikarmis, yine 66. pozisyonda bulunan D — N doniisiimii ise tetrasiklinin
disar1 atiminin engellenmesine neden olmustur (Shen vd., 2019). 257. pozisyonda bulunan H — D
veya H — E doniisiimii H+ translokasyonunun olmamasina neden olmustur (Yamaguchi vd., 1991).
Yapilan ¢alismalarda pek cok tetrasiklin ile alakali gen direnglilik ile iliskilendirilmistir. Ornegin bir
caligmada, tetM, tet W/N/W, tetL, tetS, tet45, tetW, tetO genlerinin tek basina veya kombinasyonu
direncle iliskilendirilmistir (Thumu ve Halami, 2012). Bu nedenlerden dolay1, mevcut ¢alismada, farkli
fermente gidalardan izole edilen dort laktik asit bakterisi (Lentilactobacillus buchneri Egmnl7,
Levilactobacillus brevis Atlas17, Levilactobacillus namurensis Ozge01, Lactiplantibacillus plantarum
Gmzel6) ve bir endiistriyel probiyotik bakterinin (Lactiplantibacillus plantarum 299v) tetrasiklin
direng genleri in silico olarak taranmis, aminoasit dizileri karsilastirilmis ve fenotipik olarak tetrasiklin
direnci Kirby-Bauer Disk Difiizyon Duyarlilik Testi (30 pg/ml TE) ile belirlenmistir.

MATERYAL VE METOT

Bakteri kiiltiirleri

Bu ¢alismada dort adet laktik asit bakterisi, probiyotik bir laktik asit bakteri susu kullanilmistir.
Tetrasiklin direnglilik ¢alismalarinda kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 segilmistir. Egmn17
ve Atlasl7 peynirden, OzgeOl salatalik tursusundan ve Gmzel6 Kombucha’dan izole edilmistir, tim
genom dizilimi ile karakterize edilmis ve genom verileri NBCI'de depolanmistir. Sadece probiyotik
bakteri susunun draft genom dizisi NCBI'den indirilmistir. Kullanilan bakteriler ve NCBI accession
kodlar su sekildedir; i) L. buchneri Egmn17 (Accession: CP110846), ii) L. brevis Atlas17 (Accession:
CP110089), iii) L. namurensis Ozge01 (Accession: JAPDOC000000000), iv) L. plantarum Gmzel6
(Accession CP107727), v) L. plantarum 299v (NCBI'den indirildi, Erisim numarasi:
GCA_001888735.1)

Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve Kirby-Bauer disk difiizyon duyarhhik testi

Laktik asit bakterileri MRS Broth'ta (Merck, Almanya) gelistirilirken, S. aureus ATCC 29213 ise
Nutrient Broth'ta (Merck, Almanya) gelistirilmistir. Bakteriler McFarland 0.5 standardina gore
ayarlanmistir. Laktobasiller i¢in MRS agar (Merck, Almanya) veya S. aureus i¢in Plate Count Agar
(Merck, Almanya) iizerine 0.1 ml bakteri yayilmistir. Tetrasiklin antibiyotik diskleri (TE, 30 pg/ml,
Bioanalyse, Tiirkiye) steril forseps ile yerlestirilmistir. S. aureus ATCC 29213 37°C'de, 24 saatte,
aerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Laktik asit bakterileri ise, 37°C'de, 24 saatte, anaerobik
kavanozda inkiibe edilmistir. Degerlendirme “Clinical and Laboratory Standards Institute” M02-Al1l
dokiimanina gore yapilmistir (R: Direngli (<19mm), M: Orta direngli (15-18mm), S: Duyarl
(>19mm)) (Franklin R. Cockerill ve ark., 2012).

Tetrasiklin direng genlerinin in silico olarak taranmasi
Tim laktik asit bakterilerinin gen bank dosyalar1 (*.gb formatinda) Galaxy-Europe

(https://usegalaxy.eu/, erisim tarihi Ocak 2023) web aracinda, prokka genom annotasyon araci ile elde
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edilmis ve Geneious Prime® 2022.2.2 (Biomatters Ltd) programina yiiklenerek tetrasiklin direngliligi
ile iliskili genler belirlenmistir. Belirlenen genler ayni program ile goriintiilenmistir. Ayrica antibiyotik
direnglilik aragtirmasi i¢in hazirlanan The Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD)
veri taban1 da gen taramasi i¢in degerlendirilmistir (https://card.mcmaster.ca’home, erisim tarihi Ocak
2023).

TetA ve TetO proteinlerinin aminoasit dizileri Geneious Prime® ile elde edilmis ve MEGAX
(v.10.0.5) programinda MUSCLE alignment araci ile hizalanmistir, hizalanan diziler Geneious Prime®
2022.2.2 programinda goriintiilenmistir. Bulunan genlere ait aminoasit dizileri NCBI BlastP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) araci ile kontrol edilmistir.

Istatistiksel analiz
Tetrasiklin direnci ile ilgili istatistiksel analiz JMP Pro 14 programinda ANOVA, Tukey HSD
yontemi ile yapilmstir.

Cizelge 1. Bakterilerin zon capt (Ortalama = SD, n =3). S. aureus ATCC 29213 kontrol olarak
kullanilmistir. R: Direngli (<19mm), M: Orta direngli (15-18mm), S: Duyarli (>19mm) (Franklin R.
Cockerill ve ark., 2012; Hudzicki, 2016). Birbirinden farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak farki
belirtmektedir (p<0.05).

Bakteriler Zon ¢api (mm) Duyarlilik
Lactiplantibacillus plantarum 299v 16.0 +0.8° M
Lentilactobacillus buchneri Egmn17 16.5+0.6° M
Lactiplantibacillus plantarum Gmzel6 13.5+ 1.5¢ M
Levilactobacillus brevis Atlas17 22.3+0.6° S
Levilactobacillus namurensis Ozge01 20.5+ 1.0° S

S. aureus ATCC 29213 453 +0.6% S
BULGULAR VE TARTISMA

In vitro olarak yapilan direnglilik taramasinda probiyotik bakteri de dahil 3 bakteri susunun orta
derecede direngli oldugu (299v, Egmn17, Gmzel6) ve referans bakterisi olan S. aureus ile 2 laktik asit
bakterisinin de (Atlas17 ve Ozge0l) duyarh oldugu gozlenmistir (Cizelge 1). Direnglilik agisindan
istatistiki olarak Gmzel6 anlamli sekilde farkli ¢ikarken, Egmnl7 ve 299v direnclilik bakimindan
farkli ¢cikmamistir (Sekil 1). Tetrasiklin i¢in Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi
tarafindan verilen direnglilik degerlendirmesinde cut-off degeri Salmonella ve E. coli i¢in 8 pg/ml
verilmigtir (EFSA vd., 2021). Laktik asit bakterileri i¢in heniiz net olarak tanimlanmasa da EFSA
tarafindan L. plantarum i¢in 32 pg/ml olarak verilmistir (EFSA, 2012).

Direnglilik gen taramasinda, orta direnglilik gézlenen Gmzel6 ve 299v’nin bir Major Facilitator
Stiper Ailesine (MFS) ait “metal-tetracycline/H+ antiporter”t olan disa atim pompasi tetA ve
ribozomal koruma proteinini kodlayan tetO genlerine sahip oldugu gozlenirken, Atlasl7 ve
Egmnl7’nin sadece tetA genlerine sahip oldugu gozlenmistir. Ozge01’in ise higbir tetrasiklin
direnglilik genine sahip olmadigi gozlenmistir (Sekil 2). Gmzel6 ve 299v’nin sahip oldugu TetA
proteini NCBI protein blast araci ile kontrol edildiginde %100 L. plantarum “tetracycline resistance
MES efflux pump” olarak bulunurken, Atlas17 igin bu oran %99.75 L. brevis “tetracycline resistance
MES efflux pump”, Egmenl7 i¢in %96.77 L. buchneri “tetracycline resistance MFS efflux pump”
olarak sonuglanmistir. Gmzel6 ve 299v’nin sahip oldugu diger direng geni olan tetO incelendiginde
blast sonucu %100 eslesme ile L. plantarum “TetM/TetW/TetO/TetS family tetracycline resistance
ribosomal protection protein” olarak bulunmustur. TetO proteini i¢in simdiye kadar mutasyon
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belirtilmemistir. tetA ve tetO genlerinin birlikte bulunmasi direngliligi arttirmaya katkilar1 oldugunu
diistindiirmektedir. Simdiye kadar tetA ve tetO genini ayni anda barindiran tetrasiklin direngli laktik
asit bakterileri tanimlanmistir. Ancak, yapilan bir ¢alismada, igme sular1 biyofilmlerinden izole edilen
E. coli suslarinda tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetK, tetL, tetM, tetO, tetS genleri multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile arastirilmistir. Tetrasikline direngli suslarin tetA, tetB veya
bazi suslarin bunlarin her ikisine birden sahip oldugu gézlenmistir. Ayrica, tekrasiklin direngliligi igin
en ¢ok rapor edilen belirtecler arasinda enerji bagimli disa atim sistemleri olarak tetA, tetB, tetC, tetE
genleri, ribozomal koruma proteinleri ile iliskili olarak tetM, tetO, tetS genleri bulunmaktadir
(Nikodinoska vd., 2023).

Bakterilerin tiim genom sekanslar1 “The Comprehensive Antibiotic Resistance Database” ile
tarandiginda bakterilerin hi¢birinde herhangi bir direnclilik genine rastlanmamistir bunun sebebi veri
tabaninin patojen bakteriler icin hazirlanmis olmasidir. Bu da bu veri tabaninin laktik asit
bakterilerinin pek ¢cogu i¢in uygun olmayabilecegini gostermektedir.

Tetrasiklin direng proteini TetA, bir metal-tetrasiklin/H+ antiporter olarak islev goéren bir
tetrasiklin disa atim proteinidir (Sapunaric vd., 2005; Thaker vd., 2010). Bu calismada, Gmzel6 ve
299v’de TetA yoniinden herhangi bir mutasyon goriilmezken, Atlas17°’de 322. pozisyonda M—T
dontigimii gozlenmistir. Egmn17°de ise hem bosluklar hem de aminoasit degisimleri gézlenmistir
(Sekil 3). Yapilan diger ¢alismalarda, tet(M) ve tet(K)'nin bazi Lactobacillus sp. suslarinda tetrasikline
fenotipik diren¢ olmasa bile tespit edildigi gosterilmistir (Das vd., 2020). Baz1 ¢aligmalarda ise,
tetrasiklin direng¢ genleri olmasa bile fenotipik direng tespit edilmistir (Ma vd., 2021). Bu da direnglilik
konusunda bizi sadece tetrasiklin iligkili genlerin rolii olmadig1 belki ¢oklu diren¢ genleri ile alakali
baska mekanizmalarin direnglilige yardime1 olabilecegi kanisina yonlendirmektedir.

Laktik asit bakterilerinde direnclilik fenotipe yansimasa bile bu genlerin bagirsak sisteminde
bulunan patojen mikroorganizmalara aktarilma olasiligi vardir ve aktarilan genlerin aktarildig:
bakteride fenotipe nasil yansiyacagi konusunda heniiz bilgilerimiz net degildir (Toth vd., 2021).
Yapilan calismalarda laktik asit bakterilerinden bagirsak sisteminde bulunan enterik bakterilere yatay
gen transferi oldugu gosterilmistir (Reenen ve Dicks, 2011). Bu ¢alismada kullanilan bakterilerin
fermente iriinlerden elde edildigi diistiniildiigiinde gidalarla beraber direnclilik genlerinin alinma
olasiligr yiiksektir. Daha once laktik asit bakteri, bifidobakteriler ve probiyotikler ile yapilan
caligmalarda bes tetrasiklin direnglilik geni bulunmustur bunlar; tet(M), tet(W/N/W), tet(L), tet(S) ve
tet(45) olarak belirtilmistir (Ma vd., 2021). Yeni nesil sekanslamadan oOnce yapilan direnglilik
caligmalar1 geleneksel PCR yontemleri ile gerceklestirildiginden calismalar belirli genler iizerinde
yogunlasmistir. Yeni nesil sekanslama yontemleriyle beraber artik tiim genom taranabildiginden
direnclilik genleri hakkinda bilgimiz daha da artacaktir. Laktobasiller su anda yaygin olarak probiyotik
takviyesi olarak kullanilmaktadir ve segilen suslarin antibiyotik duyarlilig1 da dahil olmak iizere cesitli
kriterleri karsilamasi gerekmektedir. EFSA'nin tavsiyeleri dogrultusunda, direng¢li suslart duyarh
suslardan ayirt etmek igin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenmelidir.
EFSA tarafindan laktik asit bakterileri ile ilgili ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir ve tiir bazinda c¢esitli
degerlendirmeler yapilmaktadir. Ancak, su ana kadar calisilan tiirler ¢ok sinirlidir.
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Sekil 1. Laktik asit baktilerinin tetrasikline direnci, a) L. buchneri Egmn17, b) L. brevis Atlas17, ¢) L. namurensis Ozge01,
d) L. plantarum 299v (probiyotik bakteri), €) L. plantarum Gmzel6 f) S. aureus ATCC 29213

503000 803,500 804,000 804500 805,000 805,500 806,000 806,500 807,000

a) cysL gene telAgene

yoiT |g(ﬂ:ne

7EIGiSOC' 787;000 7&7i500 788;000 788,500 759;000 789,500 790,000 790‘,500

yfbR gene

b) nox 4 gene

280,000 280500 281,000 281,500 282,000 282,500 283,000 283,500 2

tetO gene

FAD-dependent oxidoreductase CDS

3 63,250 63,500 63750 64,000 64,250 64,500 64750 65,000 65,250 65,500 65,750 66,000 66,250 66,500 66,750 67,000 6,250

CwiB DS — . fetracycline resistance MES eff o | &
HD domain-containing protein CDS M15 family metallopeptidase CDS
c)
hypothetical protein CDS
0 34,250 34500 34750 35000 35250 35,500 35,750 36,000 36,250 36,500 35,750 37,000 37,250 37,500 | 37,750
LEAV01000001.1 e az0R1CDS tet0 CDS A |-
hypothetical protein CDS

hypothetical protein CDS
hypothetical protein CDS

stage Il sporulation protein M CDS
d) 03 1,622,500 1,623,000 1,623,500 1,624,000 1,624,500 1,625,000 1,625,500 1,626,000 1,626,500 1,627,000 1,627,500 1,628,000 1,628,500 1
i tetA gene I — 22

| in- I /- —
aldosketo reductase CDS PH domain-containing protein CDS ~ MFS transporter CDS  (S)-acetoin forming diacetyl reductase CDS |
aldo/keto reductase CDS

Sekil 2. Tetrasiklin direncliligi iliskili genlerin genomda yerlesimleri a) L. brevis Atlas17 tetA (ClassB), b) L. plantarum
Gmzel6 tetA ve tetO c) L. plantarum 299v tetA ve tetO d) L. buchneri Egmn17 tetA, L. namurensis Ozge01 bakterisinin
herhangi bir direnglilik genine sahip olmadig1 goriilmiistiir
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SONUC

Antibiyotik direncliligi son zamanlarda en ¢ok iizerinde durulan konulardan biridir. Ciinkii hem
gereksiz antibiyotik kullaniminin artisi hem de direngliligin bakteriden bakteriye geg¢me olasiligt
antibiyotiklere direngliligi arttirmistir. Bu nedenle, son zamanlarda hem gidalarda hem de starter kiiltiir
ve probiyotik 6zellikteki laktik asit bakterilerinde ve hatta gidalarda direnglilik gen arama ¢alismalari
metagenom ya da tiim genom sekans yaklagimlari ile arastirilmaya baglanmistir. Aragtirmalar arttik¢a
yeni direnglilik genleri tanimlanmaya ve direnglilik konusunda yeni bilgiler edinilmeye baslanmistir.
EFSA 6zellikle son yillarda yayimladig: raporlarda metabolomik ve tiim genom sekanslama gibi omik
teknolojilerle gidalara entegre edilen bakterilerin antibiyotik direncliligi ve virulens faktorleri gibi
ozelliklerinin c¢alisilmasi gerektigini vurgulamaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmada gidalardan izole edilen
ve bir de probiyotik 6zellige sahip bir bakterinin tetrasiklin direncliligi genotipik ve fenotipik olarak
ortaya konulmaya ¢alisilmistir. L. plantarum daha 6nce ¢aligilan bir bakteri olsa da tetA geni daha 6nce
tanmmlanmamustir. L. buchneri, L. brevis ve L. namurensis ilk defa bu c¢alismada kullanilmis ve
direnglilik bakimindan degerlendirilmistir. L. brevis’ de oldugu gibi direng genlerinden birine sahip ve
fenotipe yansitmayan tiirlerin mevcut olmast bu diren¢ genlerinin tiim genom sekanslama
yontemleriyle aragtirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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