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Ozet: Bu calismada, Kayseri ilinde bulunan perakende gida satis merkezlerindeki et ve siit iiriinlerinde dogal olarak bulunan veya starter kiiltiir
olarak kullanilan Kocuria spp. prevalansi, biyofilm olusturma yetenekleri ve antibiyotik direng profillerinin arastirilmasi amaglandi. Bu
kapsamda, satig merkezlerinden toplanan 70 adet hayvansal gida 6rneklerinden seri diliisyonlar halinde kanli agara ekim yapild1 ve elde edilen
farkli koloniler Phoenix otomatik sistemi (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile identifiye edildi. Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma
yetenekleri, mikroplaka yontemi; antibiyotik duyarliliklar ise disk diflizyon testi ile belirlendi. Analiz edilen 70 6rnegin 5 (%7.14)’inde Kocuria
varians, 1’inde (%1.42) Corynebacterium matruchotii, 1’inde (%1.42) Corynebacterium jeikeium ve 1’inde (%1.42) Streptococcus oralis
belirlendi. Tanimlanan izolatlar arasinda, et {riinlerinden izole edilen K. varians izolatlar1 orta biyofilm olusturma yetenegine sahipken,
peynirden elde edilen zayif biyofilm 6zelligine sahipti. Elde edilen K. varians izolatlarinin tamami oksasilin’e direngli iken 4’1 (%80) linezolid
ve rifamisine karg1 da direng gostererek ¢oklu ilag direng profili sergiledi. Bu izolatlarin CAD indeksi 0.43 olarak belirlendi. Sonug olarak, bu
caligmada et ve siit riinlerinden elde edilen K.varians izolatlar1 biyofilm tiretebilmeleri, ¢oklu antimikrobiyal direncine sahip olmalar1 ve gida
patojenlerine gen aktarimini artirabilme riski nedeniyle gida giivenligi ve halk sagligi sorunlart olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direng, biyofilm, gida giivenligi, hayvansal gida, K. varians

Investigation of Biofilm Production and Antibacterial Resistance Profiles of Kocuria varians
Isolates from Animal Originated Foods

Abstract: This study aimed to determine the prevalence of Kocuria spp., which occur naturally or are used as starter cultures, in meat and dairy
products sold in retail food outlets in Kayseri province, as well as to evaluate their biofilm formation capabilities and antibiotic resistance
profiles. In this context, serial dilutions of 70 animal food samples collected from sales outlets were plated on blood agar, and the different
colonies obtained were identified using the Phoenix automated system (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD). The biofilm-forming abilities of
the isolates were determined using the microplate method, and their antibiotic susceptibilities were assessed by the disk diffusion test. Of the
70 analyzed samples, 5 (7.14%) were found positive for Kocuria varians, 1 (1.42%) for Corynebacterium matruchotii, 1 (1.42%) for
Corynebacterium jeikeium, and 1 (1.42%) for Streptococcus oralis. Among the identified isolates, K. varians isolates from meat products
exhibited moderate biofilm-forming ability, while those from cheese showed weak biofilm-forming ability. All K. varians isolates were resistant
to oxacillin, and 4 isolates (80%) also exhibited resistance to linezolid and rifampicin, indicating a multidrug resistance profile. The Multiple
Antibiotic Resistance index of these isolates was determined to be 0.43. In conclusion, the K. varians isolates obtained from meat and dairy
products may pose food safety and public health concerns due to their ability to form biofilms, exhibit multidrug resistance, and the risk of gene
transfer to foodborne pathogens.

Keywords: Antibiotic resistance, biofilm formation, food safety, animal products, K. varians

1. Giris

Gida kaynakli patojen mikroorganizmalar, basta hayvansal
gida iriinleri olmak iizere, kontamine gida maddelerinin
tiketimi sonucunda gida giivenligini ve insanlarda
hastaliklara neden olabildiginden dolayr halk saghigini
olumsuz etkilemektedir (1). Gida kaynakli infeksiyon ve
intoksikasyonlara neden olan basta Salmonella ve
Campylobacter cinsleri olmak iizere, en sik karsilasilan
bakteriler Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7,

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium spp.,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Brucella
spp. ve Aeromonas spp.’ dir (1). Bu patojenlerin yani sira, et
ve siit iiriinlerinde bulunan Kocuria spp.’lerin baz tiirleri de
son zamanlarda giderek artan bir gsekilde insan
enfeksiyonlarinin nedeni olarak bildirilmektedir (2).

Kocuria tiirleri, Micrococcaceae ailesi, Actinomycetales
takimi ve Actinobacteria sinifina ait katalaz pozitif ve
koagiilaz negatif Gram pozitif kokoid bakterilerdir (3).
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Kocuria cinsine ait heniiz 18 tiir (K. varians, K. rosea, K.
kristinae, K. palustris, K. rhizophila, K. marina, K. polaris,
K. aegyptia, K. carniphila, K. himachalensis, K. flava, K.
turfanensis, K. atrinae, K. gwangalliensis, K. halotolerans, K.
koreensis, K. coralli ve K. salsicia) tanimlanmustir (4). Cogu
Kocuria tiirii 20°C ile 37°C arasinda tirerken, K. aegyptia ve
K. marina ise sirastyla 40°C ve 43°C'ye kadar iireyebilir.
Buna kargilik, K. polaris 5°C'de biiyiiyebilir. Cogu susu %5
NaCl’ye tolerans gosterir (4). Genellikle orofarenks, deri ve
mukoza zarinda  kolonize olan bu  kommensal
mikroorganizmalar, et ve siit gibi gida triinlerinin yani sira,
memeli derisi, tatli su, deniz suyu, buzullar gibi soguk
habitatlardan veya derin su kaynaklarindan izole edilmislerdir
(2,4,5). Kocuria tirleri gidalarda genellikle laktik asit
bakterileriyle beraber izole edilirler (2,6). Kocuria cinsinde
yer alan 18 tiir arasinda S'inin (K. kristinae, K. varians, K.
rhizophila, K. rosea ve K. marina) firsat¢1 patojenler oldugu
bilinmektedir ve daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmis,
intravenoz kateter veya peritoneal diyaliz kullanan hastalarda
tammmlanmistir (7). Bu tiirlerden, K. varians, gida
endiistrisinde 6zellikle serbest amino asitlerin yikimi ve yag
asitlerinin oksidasyonu ile bazi iriinlerin organoleptik
benzersizligine katkida bulunabilir ancak ayni zamanda
toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlardan da sorumludur
(2,3,4,5,8,9). Etkenin en 6nemli viriilans faktorlerinden birisi
olan biyofilm olugturma yetenekleri ve antibiyotik direng
mekanizmalari ile halk saglig1 agisindan risk teskil edebilirler
(2). K.varians biyofilminin varligimin diger
mikroorganizmalardan  farkli  olarak,
monocytogenes ’in biyofilm olusturmasini destekledigi
ortaya konmustur (2). Buna ilaveten Kocuria tiirlerinin,
oksasilin,  penisilin,  eritromisin,  tetrasiklin  gibi
antibiyotiklere karsi direng gosterdikleri rapor edilmistir
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(6,10,11,12). Ayrica bu tiiriin bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda firsat¢1 patojen olarak peritonitis ve beyin apsesi
gibi hastaliklara neden oldugu bildirilmistir (5). Bunun yan1
sira, Kocuria tiirleri ile koagiilaz negatif stafilokoklar
arasindaki fenotipik benzerlik nedeniyle, bu iki cins
arasindaki yanlis tanimlama Kocuria tiirlerinin yetersiz
tanisina  yol agabilmektedir (8). Ancak matriksle
desteklenmis lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani
kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS), 16S rRNA gen
sekanslama, VITEK (BioMerieux, NC, ABD), VITEK 2
(BioMerieux, NC, ABD) ve BD Phoenix™ otomatize
sistemleri (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) gibi
gelismis mikrobiyolojik tekniklerin kullanimi ile etkenin
izolasyon orami artmistir (8,9). Ulkemizde, gida kaynakli
mikroorganizmalardan E. coli, S. aureus, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. ve L. monocytogenes gibi
mikroorganizmalara ile ilgili genis bir bilgi yelpazesi vardir
(13,14,15,16,17). Ancak, gida kaynakli Kocuria spp, gibi baz1
mikroorganizmalarla ilgili yeterince bilgi bulunmamaktadir.

Bu kapsamda bu ¢alisma, Kayseri ilinde bulunan hayvansal
iiriin perakende satis merkezlerindeki et ve siit {irlinlerinde
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Kocuria cinsine ait tiirlerin Phoenix otomatik sistemi (BD
Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile belirlenmesi, elde
edilen izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin ve
antibiyotik direnclerinin belirlenerek bu mikroorganizmanin
potansiyel gida giivenligi ve halk sagligi tehlikelerinin
arastirilmasi amaglandi.

2. Materyal ve Metot

Kayseri ilinde bulunan hayvansal iirlin perakende satig
merkezlerinden 10’ar adet kasar peyniri, beyaz peynir,
yogurt, pastirma, salam, sosis ve sucuk olmak iizere toplam70
ornek, aseptik kosullarda toplanarak (ISO/TS 17728:2015)
soguk zincir kosullarinda Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Laboratuvarima
getirilerek 1-2 saat i¢inde analiz edildi.

2.1. Kocuria spp. izolasyonu

Bu amagla, her numuneden 10 g alinarak 90 mL steril
%0.1’lik peptonlu su (BPW, Oxoid, Birlesik Krallik)
ilestomacher poseti igerisinde homojenize edildikten sonra
30°C'de 5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda,
kiiltiiriin on kat diliisyonlar1 (10-1 -10-4) hazirlandi. Her bir
diliisyondan 0.1 mL alinarak kanli agara (Merck, Almanya)
ekildi ve 30° C'de 24-48 saat aerobik olarak inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda gelisen farkli morfolojideki koloniler
kanl1 agara subkiiltiire edilerek 30° C'de 24 saat inkiibe edildi.
Kanli agarda hemoliz olusturmayan, 2-3 mm boyutlarinda,
beyazimsi, kii¢iik, yuvarlak formda olan koloniler, Gram
boyama, hareket, katalaz, koagiilaz testlerine tabi tutuldu
(3,8). Fenotipik testler sonucunda elde edilen siipheli
koloniler BD Phoenix™ - Gram Positive ID Paneli (Becton
Dickinson, ABD) kullanilarak Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesinde Phoenix sistemi (Becton Dickinson, Sparks,
MD, ABD) ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda tiir
bazinda tanimlandi.

2.2. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Calismada elde edilen izolatlarin  antimikrobiyal
duyarliliklari, Kirby-Baur disk diflizyon yontemi ile ticari
antibiyotik  diskleri (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere)
kullanilarak belirlendi. Bu amagla, doksisiklin (30 pg),
azitromisin (15 pg), penisilin (10 UI), rifamisin (5 pg),
linezolid (30 pg), oksasilin (1 pg), klindamisin (2 pg) ve
vankomisin (30 pg) antibiyotik kullanild1 (18). Kisaca,
izolatlar kanli agara (Merck, Almanya) ekilerek 1 gece
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir izolata ait
kolonilerden, bulanikligi 0.5 McFarland standardina gore
steril fizyolojik tuzlu su (%0.85 NaCl) ile ayarlandi. Elde
edilen her bir siispansiyonun Mueller-Hinton agar (MHA,
Merck, Almanya)’a yayma plak yontemi ile ekilmesini
takiben agarlarin lizerlerine antibiyotik diskler yerlestirilerek
24 saat 37°C’de inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon
sonrasinda, diskleri c¢evreleyen inhibisyon zon ¢aplari
6l¢iilerek kaydedildi. Duyarlilik yorumlanmast i¢in Klinik ve
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Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) sinir degerleri
kullanild1 (18). Coklu Antibiyotik Diren¢ Indeksi (CAD
indeksi), test izolatlarm her birinin direngli oldugu antibiyotik
sayisinin calismada kullanilan toplam antibiyotik sayisina
orani olarak hesaplandi (19).

2.3. lizolatlarin Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin
Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri mikroplak (MP)
yontemi ile belirlendi (20). Ozetle, izolatlar %2’lik glikoz
iceren Tryptic Soy Broth (TSB, Merck, Almanya) icerisinde
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bakteri
kiiltlirlerinin yogunluklar1 0,5 McFarland (~ 1 x 108 kob/mL)
standardina gore ayarlandi. Hazirlanan her bir bakteri
siispansiyonundan 100’er pL alinarak 96 kuyucuklu, diiz
tabanli ve steril polistiren mikrotitre plakasina eklendi ve
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Kuyucuklarin birine pozitif
kontrol olarak giiglii biyofilm ireten Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 ilave edildi. Sadece steril TSB
iceren kuyucuklar negatif kontrol olarak kullanildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu bosaltilarak 250 pL
fizyolojik tuzlu su ile ii¢ tekrarli sekilde yikandi. Olusan
biyofilm yapisinin fiksasyonu saglamak i¢in her bir kuyucuga
200 pL %99’luk metanol (Merck, Almanya) eklendi ve 15
dakika bekletildi. Fiksasyon sonrasi 30 dk boyunca kurutulan
kuyucuklar, 200 uL %1°lik kristal viyole (Merck, Almanya)
eklenerek 5 dakika boyunca boyandiktan sonra, tutunmayan

Tablo 1. Calismada Analiz Edilen Orneklerde izole Edilen Bakteriler

boyanin uzaklastirilmasi amact ile steril distile su ile yikandi
ve 30 dk kurumaya birakildi. Plakanin kurutulmasini takiben,

boyanin dagilmasi amaciyla kuyucuklara 160 pL %33’lik
glasiyal asetik asit eklendi. Plakalarin optik dansitesi (OD)
570 nm dalga boyunda ELISA okuyucu (MultiskanFC-
51119000, Thermo, ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Her izolat ve
kontrollerin analizleri ii¢ tekrarli yapildi ve tekrarlarin
ortalama OD’leri alinarak asagidaki formiilde belirtildigi
sekilde negatif kuyucuklarin cut off (sinir, ODc) degeri ile
kiyaslanarak biyofilm varlig1 ve giicii belirlendi. Mikrotitre
plaka testi i¢in kesme OD (ODC), negatif kontroliin ortalama
OD'sinin ii¢ standart sapma {iizerinde olarak tanimlandi ve
biyofilm 6zellikleri Stepanovi¢ ve ark. (20) tarafindan tarif
edildigi gibi su sekilde siniflandirildi: OD < ODc biyofilm (-
), ODc <OD < 2X ODc zayif biyofilm (+), 2X ODc < OD <
4X ODc orta biyofilm (++), 4X ODc¢ < OD giiglii biyofilm
(+++) olusumu.

3. Bulgular

Calismada analiz edilen 70 hayvansal gida Orneginden,
yapilan konvensiyonel analizler sonucunda Gram pozitif,
hareketsiz, katalaz pozitif ve koagiilaz negatif 6zellikteki
Kocuria spp. siipheli 50 izolat elde edildi. BD Phoenix™ -
Gram Pozitif ID Paneli ile analiz edilen izolatlarin %95-99
giiven araliginda yapilan tanimlamalar1 sonucunda; 5 (% 10
)’i Kocuria varians, 1 (%2)’i Corynebacterium matruchotii,
1 (%2)’i Corynebacterium jeikeium ve 1 (%2)’i
Streptococcus oralis olarak belirlendi (Tablo 1).

izole Edilen Bakteri ve Orami (%)

Analiz Edilen Ornek

K. varians C. matruchotii C. jeikeium S. oralis
Kasar peyniri (n=10) - - - -
Yogurt (n=10) - - - -
Beyaz peynir (n=10) 1 (10) - - 1(10)
Pastirma (n=10) 2 (20) - 1(10) -
Salam (n=10) 1(10) - - -
Sosis (n=10) - 1(10) - -
Sucuk (n=10) 1(10) - - -
Toplam (n=70) 5 (7.14) 1(1.42) 1(1.42) 1(1.42)

K. varians izolatlarmm biiyiik ¢ogunlugu (%80;4/5) et
iriinlerinden izole edilirken, yalnizca biri (%20;1/5) siit
irlinlerinden izole edildi. Bu tiiriin analiz edilen 6rneklerdeki
dagilimi ise; %2 (2/10)’s1 pastirma, %1 (1/10)’1 sucuk, %1
(1/10)’i salamdan ve %1 (1/10)’i beyaz peynir Ornegi
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seklindeydi. Ayrica, analiz edilen 6rneklerden beyaz peynir,
pastirma ve sosiste sirastyla S. oralis (n=1), C. jeikeium (n=1)
ve C. matruchotii (n=1)’da belirlendi.

Calismada elde edilen K. varians izolatlarinin tamami
biyofilm iiretme 0&zelligine sahipti. Et triinlerinden izole
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edilen dort K. varians izolati (%80; 4/5) orta diizeyde
biyofilm olusturma yetenegine sahipken, peynirden elde
edilen bir izolat (%20; 1/5) zayif biyofilm olusturma
yetenegine sahipti. Ayrica S. oralis orta, C. matruchotii zayif
ve C. jeikeium gii¢lii biyofilm 6zelligi gosterdi (Tablo 2).

Calisma kapsaminda elde edilen K. varians izolatlarinin
tamamu oksasiline direngli iken dort K. varians izolati (%80)
oksasilin’in yaninda linezolid ve rifamisine kargi da direng
gostererek ¢oklu ilag direng (CAD) profili sergiledi (Tablo 2).

CAD profili sergileyen K. varians izolatlarinin tamami et
iirtinlerine aitti ve CAD indeksi 0.43 idi. Diger yandan K.
varians izolatlarin tamam doksisiklin, azitromisin, penisilin
ve klindamisin’e duyarli idi.

Benzer sekilde C. matruchotii ve C. jeikeium da oksasilin’ e
direngliydi. Bunun yaninda C. matruchotii rifamisin, ve
linezolid’ e, C. jeikeium ise penisiline direngliydi. S. oralis ise
test edilen tiim antibiyotiklere duyarliydi (Tablo 2).

Tablo 2. Calismada elde edilen K. Varians izolatlarinin kaynagi, biyofilm kabiliyeti ve antibiyotik direng profili.

izol Pozitif izolatlarmin MPT’de CAD
Bakteri zole T Biyofilm Yapma Kabiliyeti Antibiyotik indeksi
- Edilen 1zolat . .
Tiirii Kavnak  Savisi (%) Direng Profili =a/b
y ' “Gieli  Orta  Zayif
Beyaz 1 ; ; 1(100) Oksasilin ;
peynir
Pastirma 5 i 2 (100) i Rifamisin, L_mezolld, 0.43
K_varians Oksasilin
' Rifamisin, Linezolid, 0.43
Salam 1 - 1 (100) - Oksasilin
Rifamisin, Linezolid, 0.43
Sucuk 1 - 1 (100) - OKsasilin
S. oralis Beyaz 1 - 1(100) - - )
peynir
0.43
C. matruchotii Sosis 1 - - 1(100) Rifamisin, L_mezolld,
Oksasilin
C. jeikeium Pastirma 1 1(100) - - Penisilin, Oksasilin

4. Tartisma ve Sonug¢

Kocuria spp.min gidalarda giderek artan varhi@ rapor
edilmekte olup, diger Gram pozitif koklarla olan yapisal ve

biyokimyasal benzerlikleri nedeniyle izolasyonlar1 ve
kantifikasyonlar1 gida enddistrilerinde dikkate
almmamaktadir. Kocuria spp.’ler biyoteknolojik

potansiyellerine ragmen, bu bakterilerin patojenik 6zellikleri
ve biyofilm olusturma kapasiteleri nedeniyle endiistriyel
kullanimlariyla ilgili endiseler bulunmaktadir (4,5).
Bildigimiz kadar1 ile Kocuria cinsi bakterilerin hayvansal
gidalardaki prevalansina ait sinirli sayida bulunan onceki
¢alismalarda daha ¢ok siit ve siit iiriinlerine odaklanilmistir
(2,6,12,21,22). Bu c¢alismalardan, Machado ve ark. (6),
pastorize edilmis siit Orneklerinin %25’inde, Rodriguez-
Alonso ve ark. (12), analiz ettikleri peynir izolatlarinin %3
inde K. varians izolasyonunu rapor etmislerdir. Bunun
yaninda, Organji ve ark. (21) inceledikleri ¢ig siit 6rneginin
%40’inde K. rhizophila , Weber ve ark. (23) siit
ciftliklerindeki sagim makinelerinde K. salsicia izole
etmislerdir. Bahsi gegen c¢aligmalardan farkli olarak, bu
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caligmada hem siit hem de et iiriinlerinde Kocuria spp. varligi
aragtirildi ve analiz edilen 6rneklerin %7.14’inde K. varians
belirlendi. izole edilen K. varians’in 4’ii (%80) et iiriinlerine
(2 pastirma, 1 sucuk ve 1 salam) ve biri (%20) ise peynir
Ornegine aitti. Benzer sekilde, Gardini ve ark. (10)
inceledikleri 53 kuru fermente edilmis sosis 6rneklerinden
%S5.6’sinda K. kristinae izole etmisler ve %3.77’sini de
Kocuria cinsi diizeyinde tanimlamislardir. Bu ¢alismada K.
varians’in et iirlinlerinde daha yaygin bulunmasi, Gardini ve
ark. (10)’nin da belirttigi gibi hayvanlarin mukozasinda ve
derisinde kommensal olarak bulunan bu bakterilerin kesim
islemleri sirasinda ¢apraz kontaminasyonla ete gegebilecegini
ve dolayisi ile sucuk, salam ve pastirma {iretimi icin
kullanilan ham maddenin yabani mikrobiyotasini olugturmus
olabilecegini diigiindiirmektedir. Ayrica et kimyasal bilesimi
nedeniyle kabul edilemez diizeylerde mikrobiyal biiylimeyi
desteklediginden et iriinleri iiretiminde kullanilan etin
yiizeyindeki ilk mikroorganizma siit
pastdrizasyonunda oldugu gibi azaltilamaz (24,25). Bu
calismada etken siit iiriinleri arasinda sadece beyaz peynirden

sayi1si,
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izole edilirken kasar peyniri ve yogurttan izole edilememistir.
Tiirk beyaz peynirinin yiikksek nem ve pH seviyesine sahip
olmasi, onun kasar peyniri gibi sert veya yar1 sert ve nem
orani nispeten daha diisiik peynirlere gore daha fazla
mikrobiyal biiylimeye egilimli olmasina neden olmaktadir.
Ayrica beyaz peynir icin kontaminasyonun diger nedeni
patojenlerin, kirlenmis salamura suyu kullanimi ile peynire
aktarilabilmesidir (26). Geleneksel Tiirk siit {iriini olan
yogurt ise diisiik pH’ya sahip olmasi nedeniyle diger siit
iriinlerine gore mikrobiyal bozulmalara karsi daha
dayaniklidir (27).

Kocuria cinsi bakterilerin hayvansal gidalardaki prevalansina
ait sinirl veri olmasinin diger ana sebebinin ise izole edilen
bu cinsin diger koagiilaz negatif stafilokoklarla fenotipik
benzerlikleri nedeni ile karistirlmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (8). Kocuria tiirlerinin tanimlanmasi
amactyla uygulanan molekiiler analizlerin veya VITEK ve
BD Phoenix™ otomatize sistemleri gibi geleneksel
biyokimyasal fenotip bazli sistemlerin uygulanmasi1 Kocuria

tirlerine ait izolatlarin tanimlanmasinda etkili oldugu
bildirilmektedir (8,9).

Gidalardan izole edilen bakterilerin antimikrobiyal
maddelere karsi direnci uzun zamandir bilyiik bir endise
kaynagidir (2). Ozellikle son yillarda gida zincirinin ¢oklu
ilag direncine sahip bakteriler i¢in O6nemli bir kaynak
olusturdugu ve antibiyotik direncinin aktarimi iizerindeki

etkileri iyi bir sekilde bilinmektedir (2).

Buna karsilik, gidalardan izole edilen Kocuria suslarinm
antibiyotik direncine iliskin yeterli diizeyde c¢alisma
olmamasi bu tiirlerin halk sagligi agisindan olusturuldugu
riskin goz ardi edilmesine neden olmaktadir. Calismamizda
izole edilen 5 K. varians izolatinin hepsinin (%100), test
edilen antibiyotiklerin en az birine direngli oldugu ve bu
izolatlardan 4’linlin oksasilin, linezolid ve rifamisine karsi
coklu direng gosterdigi belirlendi. Benzer sekilde, Italya'da
fermente sosislerden izole edilen Kocuria tiiriine ait
izolatlarin (10) ve Brezilya’da pastorize siitlerden izole edilen
K. varians izolatlarimin (6) c¢oklu antibiyotik direnci
gosterdikleri  belirtilmis ve K. varians izolatlarinin
¢ogunlukla klindamisin, kloramfenikol,
tetrasikline kars1 direngli oldugu bildirilmistir (6). Fransa’da
pastorize siitlerden elde edilen Kocuria tiirlerine ait
izolatlarin makrolid grubu antibiyotikler agirlikli olmak

penisilin  ve

iizere, test edilen antibiyotiklere kars1 direng gosterdikleri,
beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi duyarli olduklar
belirtilmigtir (11). Bu ¢alisma bulgularinin tam aksine,
Ispanya’da ¢ig siitten yapilan el yapimi peynirlerden izole
edilen K. varians izolatlarmin beta-laktam grubu
antibiyotiklere direng gdsterdikleri ancak vankomisine karsi
duyarl olduklar1 gézlemlenmistir (12). Caligmalar arasindaki
farkliliklarin nedeni, 6rneklemenin yapildig1 yer, orneklem
biiytikliigii ve ¢esidi, drneklerin muhafaza kosullari, islenme
sekilleri ve uygulanan analiz metotlar ile ilgili olabilecegi
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gibi farkli bolgelerde kullanilan farkli antibiyotik tiirlerinin
sik kullanimu ile iliskilendirilebilir. Bununla birlikte, sadece
patojen bakterilerin degil, et iriinlerinde, siit {iriinlerinde,
hazir gidalarda probiyotik olarak onerilen bakteri suslarinin
da antibiyotiklere  kars1  direng  gelistirebilecekleri
bildirilmistir (28,29,30). Antibiyotik direncli bu bakterilerin,
direng¢ genlerini diger tiirlere aktarilmasinda rezervuar olarak
rol alabileceginden dolayi, besin zinciri boyunca antibiyotik
direncinin geniglemesi agisindan goz ardi edilemeyecek ciddi
bir endise yaratabilecegi belirtilmistir (30, 31). Bu ¢alismada
¢oklu antibiyotik direngli tiim izolatlarin CAD indeksinin
0.43 olmasi, bakterilerin izole edildigi gidalarin kaynaginin
sik antibiyotik kullanimina maruz kalan hayvanlar oldugunu
ve bu bakterilerin gida giivenligi ve halk sagligi i¢in ciddi bir
tehdit olusturabilecegini gostermektedir. Antibiyotiklerin
siklikla kullanildig: bir kaynaktan gelen
mikroorganizmalarda CAD indeksinin 0.2'den biiyiik,
antibiyotikler seyrek kullanildigi ya da hi¢ kullanilmadig
kaynaklarda ise bu indeksin 0.2’ye esit veya daha kiiciik
oldugu bildirilmistir (19).

Coklu antibiyotik direncinin yani sira gida endiistrisinde
olusan biyofilmler, gidalarin bozulmasina ve/veya patojen
mikroorganizmalarin rezervuari haline gelerek ekonomik ve
halk saglig1 acisindan sorunlara sebebiyet vermektedir (32).
Mikroorganizmalar tarafindan iretilen ekzopolisakkaritler
(EPS)’in genellikle biyofilmlerin yapist ve stabilitesinde
o6nemli bir role sahip olduklarina inanilmaktadir.  Ayrica,
EPS ireten starter kiiltiirler siit ve et {riinlerinin
fermentasyonunda endiistriyel Olgekte kullanilmaktadir.
Ancak starter kiiltiirler tarafindan f{retilen EPS’nin,
muhtemelen molekiiler
etkilesimlerindeki farkliliklar nedeniyle, biyofilm olusumu
ile birebir iligkili olmadig1 belirtilmistir (33, 34). Garcia-
Fernandez ve ark. (33) test ettikleri laktik asit bakterisinin
ST3534 sugunun, biyofilm olusumunu destekleyen EPS
tiretirken, JFR+ susunun ise baglanma yetenegi ve biyofilm
olusumu azaltilmis EPS firettigini rapor etmislerdir.
Aragtirmacilar, EPS ireten tiim starter kiiltiirlerin biyofilm
olusturma yetenekleri agisindan bir avantaji olmadigim
bildirmiglerdir. Kocuria tiirlerinin, genellikle Bacillus,
Acinetobacter, ve Pseudomonas gibi ¢esitli bakterilerle
beraber biyofilm olusturuldugu bilinmektedir (2,35,36).
Yapilan c¢aligmalarda K. varians ve L. monocytogenes
tarafindan paslanmaz metal yiizeylerde olusturulan biyofilm
yapisinin  incelenmesi sonucunda L. monocytogenes
kolonilerinin K. varians’in biyofilm yapisina tutunduklar
bildirilmistir (37). Bu ¢alismada, izole edilen 5 K. varians
izolatlarinin dordii orta, biri ise zayif olmak iizere tamaminin
(%100) biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu
belirlendi. Biyofilm iiretme yetenegine sahip bu izolatlarin

Ozelliklerindeki ve membranla

¢ogunun ayni zamanda ¢oklu ila¢ direnci sergilemesi dikkat
cekici idi. Kocuria tiirlerinin genellikle gida ekipmanlart ve
yiizeylerden elde edildigi ve elde edilen izolatlarin orta ve
giiclii diizeyde biyofilm olusturduklari bildirilmistir (3). Buna
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ek olarak gida isleme ortamlarinda olusturulan biyofilmin et
dograma boliimiinden izole edilen Kocuria tiiri bakterilerin
diger bakterilerle sinerjik etkisi ile olusturuldugu ortaya
konmustur (32). Benzer sekilde, Weber ve ark. (23)’nin
yaptiklar1 bir ¢caligmada, hayvansal gida ve gidalarla iliskili
ekipmanlarda (6zellikle siit sagim makinalarindaki boru
sistemleri) Kocuria cinsine ait tiirler ile baska bakteri cinsleri
arasinda etkilesimler oldugunu tanimlamistir. Brezilya'da
yiiriitiilen bir ¢alismada ise pastorize siitlerden elde edilen K.
varians izolatlarmin %31'inin biyofilm trettigi bildirilmistir
(6). Genellikle gida ekipmanlart ve yiizeylerden elde
edilmesine ragmen (38) gidalardan da elde edilebilen K.
varians’m biyofilm olusturma yeteneginin, ¢oklu antibiyotik
direnci ile gida giivenligi ve halk saglig1 acisindan tehlike
olusturabilecegi endisesini artirmaktadir.

Ayrica bu calismada analiz edilen 6rneklerde tespit edilen
diger bakterilerden, Corynebacterium cinsi, ¢ok sayida insan
ve hayvan patojenini igermesinin yani sira, toprak, bitki
materyali, atik su ve siit {irlinleri gibi ¢ok ¢esitli materyallerde
tespit edilen patojenik olmayan tiirleri de igerir (22). C.
jeikeium, ozellikle risk grubunda yer alan bagisiklik sistemi
baskilanmig hastalar agisindan ¢oklu ilaca direngli ve son
derece oldiiriicii bir patojendir. C. jeikeium penisilinler,
sefalosporinler ve aminoglikozidlerle yapilan antibiyotik
tedavisine direngliyken, onerilen birincil tedavi rejimi olan
vankomisine duyarli olmaya devam etmektedir (39). C.
matruchotii, in vitro mineralizasyonu tetikleyebilen kalsifiye
edici bir bakteridir ve agiz boslugundaki tiim anatomik
bolgeler arasinda en ¢ok dis yiizeyindeki dis plagindan izole
edilir (40). Bu ozelliginden dolayr C. matruchotii iyi dis
sagligr ile iligkilendirilmistir ve Streptococcus tiirlerine
yapigma yetenegi nedeniyle bazi biyofilm yapilarinin
organizasyonunda 6nemli oldugu varsayilmaktadir (41). S.
oralis, tim agiz i¢i yiizeylerden izole edilebilen, agiz
mikrobiyotasinin sayisal olarak 6nemli bir iyesidir ve
dislerin birincil kolonizasyonunda yer alan o&ncii bir
mikroorganizmadir. S. oralis, nétropenik kanser hastalarinda
subakut bakteriyel endokardit ve septiseminin Onemli
etiyolojik ajani olarak kabul edilmektedir (42). Dolayisiyla bu
bakteri tiirlerinin biyofilm yetenekleri ve antibiyotik direng
profilleri nedeni ile ¢alismamizda analiz edilen et ve siit
iiriinlerinde tespit edilmesi tiiketici saglig1 agisindan tehlike
arz edebilir.

Sonug olarak, Kocuria tiirleri gidalarda istenilen tekstiir ve
lezzet 6zelliklerini saglamasi acisindan starter kiiltiir olarak
ve biyoteknolojideki diger kullanimlar1 ile umut verici bir
cins olarak tanimlanmaktadir. Ancak gelistirdigi antibiyotik
direnci ve bu ozelliklerin yatay gen aktarimu ile patojenik
tiirlere aktarabilmesi, bunun yaninda biyofilm olusturma
yetenegine sahip olmasi ve patojenlerin biyofilm
olusturmasimi desteklemesi nedeni ile bu bakterilerin
endiistride kullanimiyla ve potansiyel gida giivenligi riskleri
ile ilgili endiseler mevcuttur. Bunun Oniine gegilmesi igin
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istenilen fonksiyonel 6zelliklere sahip ve olumsuz 6zellikleri
olmayan suglarin genomik, proteomik, transkriptomik ve
metabolomik olarak arastirilmasi gerekmektedir. Buna
ilaveten, bu tiiriin izolasyonunda ve tanimlanmasinda yapisal
ve biyokimyasal benzerlikleri nedeniyle karigtirilmalari, gida
endiistrisinde ve kliniklerde gdzden kagabilir. Bu nedenle, K.
varians in endistriyel kullanimi ve halk sagligi acisindan
olusturabilecegi potansiyel risklerin belirlenmesi i¢in daha
fazla caligmaya ihtiyag vardir.
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