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Öz 

Amaç: Bu çalışmada, doğal yoğurtlardan izole edilmiş Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus suşlarının antibiyotik dirençliliklerinin fenotipik ve genotipik olarak 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve yöntem: Çalışmada doğal yoğurtlardan izole edilen ve tanımlamaları yapılan Kahramanmaraş 

Sütçü İmam Üniversitesi, Mühendislik ve Mimarlık Fakültesi Gıda Mühendisliği Bölümü Biyoteknoloji 

Laboratuvarı stoklarında muhafaza edilen Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus suşlarının antibiyotik dirençlilikleri fenotipik (disk difüzyon) ve genotipik (PCR ile) olarak 

belirlenmiştir. 

Tartışma ve sonuç: Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarında 

en yüksek direnç kanamisin (%51) antibiyotiğine karşı bulunmuştur. Bunu streptomisin (%11), kloramfenikol 

(%10) ve vankomisin (%8) antibiyotikleri izlemektedir. Antibiyotik direnç genlerini incelemek için yapılan 

PCR uygulamaları sonucunda, aph(3')-IIIa (%95), str (B) (%36),  blaZ (%100) ve van (E) (%67) genleri 

bulunmuştur. Disk difüzyon yöntemi ile kanamisine direnç gösterdiği tespit edilen suşların %60’ında aph(3')-

IIIa bölgesi, streptomisine direnç gösterdiği tespit edilen suşların %36’sında str(B) bölgesi, vankomisine 

direnç gösterdiği tespit edilen suşların %44’ünde van (E)  bölgesi, penisiline direnç gösterdiği tespit edilen 

suşların tamamında BlaZ bölgesi saptanmıştır. Disk difüzyon yöntemi ile dirençli bulunan izolatların %51’inde 

direnç genleri tespit edilmiştir. Bu çalışma ile gıda kaynaklı bazı bakterilerin antibiyotik direnç genleri için 

rezervuar olabileceği sonucuna varılabilir. 

Anahtar kelimeler: antibiyotik dirençlilik; disk difüzyon; laktik asit bakterisi; Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus; Streptococcus thermophilus; genotipik tanımlama 

Abstract 

Objective: In this study, the detection of phenotypic and genotypic antibiotic resistance for Streptococcus 

thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains isolated from natural yogurts was aimed. 

Materials and method: Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains 

were isolated from natural yogurt and kept in the Kahramanmaras Sutcu Imam University, Faculty of 

Engineering and Architecture, Food Engineering Department, Biotechnology laboratory stocks of which 

characterizations were determined phenotypically (with disc diffusion) and genotypically (with PCR). 

Discussion and conclusion: Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

isolates were found to have the highest resistance against kanamycin (51%), followed by streptomycin (11%), 
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chloramphenicol (10%) and vancomycin (8%). As the result of PCR applications to examine antibiotic 

resistance genes, aph(3')-IIIa (95%), str (B) (36%), blaZ (100%) and van (E) (67%) genes were found. 

Utilizing the disc diffusion method, the aph(3')-IIIa region was found in 60% of kanamycin-resistant strains, 

the str(B) region was found in 36% of streptomycin-resistant strains, the van(E) region was found in 44% of 

vancomycin-resistant strains, and the BlaZ region was found in all penicillin-resistant strains. Resistance genes 

were detected in 51% of the isolates examined to be resistant by disc diffusion. With this study, it can be 

concluded that some foodborne bacteria may be reservoirs for antibiotic resistance genes. 

Keywords: antibiotic resistance; disc diffusion; lactic acid bacteria; Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus; Streptococcus thermophilus; genotypic identification 

 

1. Giriş 

Antibiyotik direnç, bir mikroorganizmanın 

antimikrobiyal bir ajanın yok edici veya üremeyi 

durdurucu etkisine karşı koyabilme yeteneği olarak 

tanımlanabilir (Durupınar, 2001). Bakterilerin 

antibiyotiklere direnç kazanması hayvansal ve 

tarımsal süreçlerde antibiyotik kullanımı açısından 

hem gıda hem de klinik mikrobiyolojide dikkate 

alınmaktadır (Terkuran vd., 2019). Bakteriler, 

yapısal veya işlevsel özelliklere sahip olması 

sonucu antibiyotiklere doğal olarak dirençli 

olabilmesinin yanı sıra kromozomal genlerin 

mutasyonu veya ekzojen DNA edinimi yoluyla da 

antibiyotik direnç geliştirebilmektedir (Nawaz vd., 

2011). Yapısal direnç ve kromozomal mutasyona 

bağlı direnç, yatay yayılma için düşük bir 

potansiyel gösterirken, hareketli genetik 

elemanların (örneğin plazmitler veya 

transpozonlar) edinilmesinden kaynaklanan 

direncin yayılması çok daha kolay olabilmektedir 

(Manaia, 2017). Antibiyotik direncine ilişkin 

önceki epidemiyolojik çalışmalar, temelde klinik 

olarak ilgili patojenik bakterilere odaklanmışken 

(Mathur ve Singh 2005), son çalışmalarda, iyi bir 

probiyotik olarak bilinen Lactobacillus ve 

Bifidobacterium gibi patojenik olmayan 

bakterilerin de antibiyotik dirence sahip olabileceği 

ve antibiyotik direnç genlerinin insan 

patojenleriyle birlikte diğer mikroorganizmalara 

yayılmasına neden olabileceğini göstermektedir 

(Sharma vd., 2014; Çelik vd., 2016; Fatahi-Bafghi 

vd., 2021). Bütün bunlar göz önünde 

bulundurulduğunda gıda ürünleri, patojenik 

olmayan bakterilerden tüketicilere antibiyotik 

direncinin bulaşmasına yol açan kritik bir yayılma 

etkeni olarak hizmet edebilmektedir. Özellikle, 

fermente gıdalar, çok sayıda patojenik olmayan 

antibiyotik dirençli bakteriyi yapılarında 

barındırarak, antibiyotik direncinin bir rezervuarı 

olarak hizmet edebilmektedir (Hereros vd., 2005; 

Ammor vd., 2007; Gazzola vd., 2012; Morandi vd., 

2015; Wang vd., 2019; Zarzecka vd., 2022). 

Bakteriyel antibiyotik direncinin küresel olarak 

yayılması, yüksek tıbbi maliyet, hastaneye yatış 

vakalarının artması ve ölüm oranlarının artmasıyla 

tüm dünyada büyük bir sorun haline gelmiştir. 

Antibiyotiğe dirençli bakterilerle enfekte olan ve 

bunun sonucunda ölen kişilerin sayıları her geçen 

gün artmaktadır. Bu nedenle, tarımsal gıda gibi 

çeşitli sektörlerde yayılmayı kontrol etmek ve 

antibiyotiğe dirençli bakterilerin riskini azaltmak 

için direnç profillerinin araştırılması acil ve 

zorunlu bir ihtiyaçtır (Chai vd., 2014; Tavşanlı vd., 

2021). 

Günümüzde gıda güvenliğinin uluslararası alanda 

önem kazanmasıyla birlikte, mikrobiyal 

bozulmalara karşı ekonomik kayıpların önlenmesi, 

gıda kaynaklı hastalıkların azaltılması ve hızla 

artan dünya nüfusunun gıda ihtiyaçlarının 

karşılanması için; en uygun doğal gıda 

koruyucularının belirlenmesi ve sektörde yer 

edinmesi ile ilgili çalışmalar hız kazanmıştır (Ross 

vd., 2002; Soomro vd., 2002; Galvez vd., 2008). 

Bu bağlamda laktik asit bakterileri (LAB), 

gıdaların muhafazasında önemli bir alternatif 

olmuş ve gıda katkıları konusunda tüketicilerin 

endişelerini azaltmış olup, ilgilerini kimyasal 

koruyucu eklenmeden üretilen doğal ve geleneksel 

gıdalara yönlendirmiştir (Settanni ve Corsetti, 

2008; Yerlikaya vd., 2020). 

Birçok LAB ve propiyonik asit bakterileri (PAB), 

genel olarak güvenilir kabul edilen (GRAS) statüde 

bulunmasına ve Uluslararası Sütçülük 

Federasyonu (IDF) tarafından güvenli 

mikroorganizmalar arasında listelenmesine 

(Bourdichon vd., 2012) rağmen; mikrobiyal genom 

dizilim çalışmaları, birçok antibiyotik direnç 

geninin, çeşitli LAB’ların kromozomlarına entegre 

olduklarını ortaya koymuştur (Makarova vd., 2006; 

Ammor vd., 2008; Sharma vd., 2014; Campdelli 

vd., 2019; Fatahi-Bafghi vd., 2021). 

Günümüzde bakterilerin antibiyotik duyarlılık ve 

dirençliliğini belirlemeye yönelik birçok analiz 

yöntemi uygulanmakta olup, her yöntemin kendine 

özgü bir değerlendirme sistemi bulunmaktadır 

(Jorgensen vd., 2003; Richter ve Ferrano, 2007). 

Disk difüzyon yöntemi, temelde 1-2×108 kob/g 

düzeyinde standardizasyonu yapılmış bakteri 
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süspansiyonunun hazırlanan besiyerine 

inokülasyonunun yapılması ve belirli 

konsantrasyonlarda antibiyotik türevi içeren 

disklerin belirli prosedürler çerçevesinde 

inkübasyonun gerçekleştirilmesi ve sonuçların 

değerlendirilmesi temeline dayanmaktadır 

(Anonim 2009; Jorgensen ve Turnidge, 2015). 

Genotipik ve moleküler yöntemler, antibiyotik 

dirençlilik konusunda bakterinin sahip olduğu 

DNA, RNA gibi genetik materyallerde var olan 

türe özgü direnç genlerinin veya gen bölgelerinin 

tespit edilmesi prensibine dayanmaktadır (Fluit ve 

Schmitz, 2001; Ledeboer ve Hodinka, 2011). 

Bu çalışma ile doğal yoğurtlardan elde edilmiş olan 

S. thermophilus (Streptococcus salivarius ssp. 

thermophilus) ve Lb. bulgaricus (Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus) bakterilerinin 

antibiyotik dirençlilik profilinin disk difüzyon 

yöntemi ve moleküler olarak belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Ayrıca, toplum sağlığı açısından 

tehdit oluşturabilen ve ekonomik açıdan kayıplara 

yol açabilen antibiyotik direnci bulunan başlangıç 

kültürlerinin tespit edilerek, dirençli kültürlerin 

başlangıç kültürü olarak kullanımının önlenmesi 

hedeflenmiştir. 

2. Materyal ve metot 

2.1. Bakteriyel suşlar ve gelişme şartları 

Bu çalışmada doğal yoğurtlardan izole edilerek 

genetik tanımlaması yapılan, starter kültür olma 

potansiyeli taşıyan 68 adet Streptococcus 

salivarius subsp. thermophilus, 5 adet Lb. 

delbrueckii subsp. bulgaricus olmak üzere 

toplamda 73 LAB izolatı Kahramanmaraş Sütçü 

İmam Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Laboratuvarında mevcut stok kültürlerden temin 

edilmiştir. Örnekler -80 ºC’de %30’luk gliserol 

çözeltisinde saf kültür olarak saklanmıştır. 

LAB’ ları canlandırma ve antibiyotik 

dirençliliklerini belirleme amacıyla Lb. bulgaricus 

için MRS Broth, MRS agar ve S. thermophilus için 

SM17 Broth, SM17 Agar (Merck, Germany) 

besiyerleri kullanılmıştır. 

Antibiyotik dirençlilik belirlemede kullanılan 

antibiyogram diskleri (Bioanalyse,); vankomisin 

(30 mcg), kloramfenikol (30 mcg), streptomisin 

(10 mcg), rifampisin (5 mcg), tetrasiklin (30 mcg), 

kanamisin (2 mcg), ampisilin (10 mcg), gentamisin 

(10 mcg) ve penisilin (10 U)’dir.  

Çalışmada kullanılacak LAB izolatlarının genomik 

DNA izolasyonları için Vivantis GF-1 Bacterial 

DNA Extraction Kitleri (Sigma-Aldrich, ABD) 

kullanılmıştır. 

2.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik 

dirençliliklerinin fenotipik olarak 

belirlenmesi 

Geleneksel süt ürünlerinden izole edilen LAB’ların 

antibiyotiklere karşı direncini belirlemek için disk 

difüzyon yöntemi kullanılmıştır (Gülay, 2003; 

Mayrhofer vd., 2008). LAB suşlarının, 24 saatlik 

Lb. bulgaricus için 37ºC ve S. thermophilus 

42ºC’lerde inkübasyonu sonrasında antibiyotik 

diskleri etrafında oluşan inhibisyon zon çapları 

elektronik kumpas yardımıyla ölçülmüştür. (Çetin 

ve Gürler, 1989). Çalışmalar iki paralel olarak 

yürütülmüş ve sonuçlar ortalama değerler alınarak 

hesaplanmıştır. 

2.3. Laktik asit bakterilerinden DNA 

izolasyonu 

Öncelikle LAB izolatları, Lb. bulgaricus için MRS 

agarda 37˚C ve S. thermophilus için SM17 agar 

ortamında 42˚C’de 48 saatlik inkübasyona tabi 

tutulmuş ve bu kültürlerden saflaştırma yapılmıştır. 

Saflaştırılmış bakteri izolatlarının genomik DNA 

izolasyonları, Vivantis GF-1 Bacterial DNA 

Extraction Kitleri kullanılarak yapılmış, izole 

edilen genomik DNA’lar -20 ºC’de steril 

eppendorflarda saklanmıştır. İzole edilen DNA’lar 

daha sonra antibiyotik direnç genlerinin 

taranmasında kullanılmıştır. 

2.4. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik 

direnç genlerinin genotipik olarak 

belirlenmesi 

Çalışmamızda, disk difüzyon yöntemiyle LAB 

izolatlarının direnç gösterdiği antibiyotik türleri 

saptanmış ve antibiyotik direnç genlerin PCR 

tekniğiyle araştırılmıştır.  PCR’de kullanılan 

antibiyotik direnç primerleri, amplikon uzunlukları 

ve yapışma sıcaklıkları Çizelge 1’de verilmiştir. 

PCR örnekleri 0,2 mL’lik tüplerde hazırlanarak her 

bir direnç genine özgü PCR koşullarında muamele 

edilmiştir. PCR işleminde, 94ºC DNA’nın 

denatürasyonu, değişken yapışma, 72ºC’de uzama 

sıcaklığı olarak ayarlanmıştır ve PCR 30 döngü 

olarak yapılmıştır. 

İzole edilen genomik DNA ve PCR ürünleri %1’lik 

Agaroz jelde 120 volt, 60 miliamperde 45 – 60 

dakika yürütülmüştür.  DNA 100 baz çiftlik ya da 

1000 baz çiftlik DNA markörleri (Vivantis) 

kullanılmıştır. Agaroz jel EtBr (0,5μg/mL) ile 30 

dakika boyanarak UV ışığında görüntülenmiştir. 
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Çizelge 1. PCR işleminde kullanılan antibiyotik direnç primerleri, amplikon uzunlukları ve yapışma sıcaklıkları 

Antibiyotik Primer Dizisi (5’→ 3’) 
Yapışma 

Sıcaklığı (°C) 

Gen 

Amplifikasyonu 

(bç) 

Referans 

Vankomisin 

van (E)  

F:TGTGGTATCGGAGCTGCAG 

R:GTCGATTCTCGCTAATCC 
52 513 Fines vd., 1999 

Streptomisin 

str(B) 

F:ATCGTCAAGGGATTGAAACC 

R:GGATCGTAGAACATATTGGC 
56 509 Ouoba vd., 2008 

Penisilin 

blaZ 

F:CAGTTCACATGCCAAAGAG 

R:TACACTCTTGGCGGTTTC 
53 772 

Schnellmann vd., 

2006 

Kanamisin 

aph(3')-IIIa 

F:GCCGATGTGGATTGCGAAAA 

R:GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 
60 292 

Rojo-berares vd., 

2006 

 

3. Bulgular ve tartışma 

Gıda kaynaklı doğal başlangıç izolatlarından elde 

edilmiş olan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus 

bakterilerinin antibiyotik direnç profillerinin 

fenotipik ve genotipik olarak belirlenmesi, toplum 

sağlığı açısından tehdit oluşturan ve ekonomik 

açıdan kayıplara yol açan antibiyotik dirençliliği 

bulunan başlangıç kültürlerinin tespit edilmesi bu 

çalışma kapsamında incelenmiştir. 

3.1. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik 

duyarlılıklarının disk difüzyon yöntemi 

ile belirlenmesi 

Çizelge 2 ve 3’te incelenen 73 LAB’nin 9 farklı 

antibiyotiğe karşı % duyarlılık oranları verilmiştir. 

Araştırılan izolatlardan S. thermophilus’a ait 

olanların tamamının tüm antibiyotiklere %43 ile 

%97 oranında yüksek duyarlılık gösterdikleri tespit 

edilmiştir (Şekil 1). Rifampisin (%97), tetrasiklin 

(%97) ve penisilin (%97) antibiyotikleri en yüksek 

duyarlılık gösteren antibiyotikler olarak 

belirlenmiştir. Suşların kullanılan 

antibiyotiklerden kanamisin antibiyotiklerine genel 

olarak dirençli (%57) olduğu görülmüştür. S. 

thermophilus’ un nükleik asit sentezini inhibe eden 

rifampisin (%3), hücre duvarı sentezini inhibe eden 

penisilin (%3), vankomisin (%7) ve ampisilin (%6) 

ve protein sentezini inhibe eden tetrasiklin (%3), 

streptomisin (%10), gentamisin (%18), 

kloramfenikol (%6) antibiyotiklerine düşük 

seviyede dirençli oldukları bulunmuştur. En 

yüksek dirençlilik, protein sentezini inhibe eden 

kanamisin (%57) antibiyotiğine karşı tespit 

edilmiştir (Çizelge 2). 

 

 

Şekil 1. Antibiyotik direnç özelliklerinin disk difüzyon yöntemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen zon 

görüntüleri 
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Çizelge 2. S. thermophilus izolatlarının antibiyotiklere gösterdiği % duyarlılık oranları 

Antibiyotikler 
Dirençli 

(-) 

Orta Derece 

Duyarlı (+) 

Duyarlı 

(++) 

Toplam 

(%) 

Tetrasiklin  3 4 93 100 

Gentamisin  18 - 82 100 

Streptomisin  10 31 59 100 

Ampisilin  6 - 94 100 

Kloramfenikol  6 3 91 100 

Vankomisin  7 - 93 100 

Rifampisin  3 1 96 100 

Kanamisin  57 6 37 100 

Penisilin G  3 7 90 100 

(-): Tespit edilemedi. 
 

Temmerman vd. (2003) tarafından Avrupa’da elde 

edilen 55 probiyotik üründen izole edilen bazı 

bakterilerin antibiyotik direnci araştırılmış, disk 

difüzyon metodu kullanılarak 187 izolattan %79 

kanamisine, %65 vankomisine, %26 tetrasikline 

%23 penisilin G’ye, %16 eritrosmisine ve %11 

kloramfenikole direnci tespit edilmiştir. 

Çalışmamızdaki toplam suşların (Lb. bulgaricus ve 

S. thermophilus) kanamisine %60 oranında direnç 

göstermesi Temmerman vd. (2003)’nin çalışması 

ile paralellik göstermektedir. Buna karşın, 

kloramfenikole %90, vankomisine %86, 

tetrasikline %93 penisiline %93 oranlarında 

duyarlı oldukları tespit edilmiştir. 

Aslım ve Beyatlı (2004), yoğurtlardan izole edilen 

S. thermophilus türlerinde plazmit taşıyıcılığı ve bu 

türlerin antibiyotik dirençliliklerini 

araştırmışlardır. S. thermophilus suşlarının büyük 

bir çoğunluğunun gentamisine (%79) penisiline G 

(%64) dirençli, kloramfenikole (%94) ve 

tetrasikline (%88) ise hassas olduklarını 

bulunmuşlardır. Benzer şekilde, çalışmamızda da 

tetrasiklin ve kloramfenikol’ün S. thermophilus 

suşlarına en etkili antibiyotiklerden olduğu 

söylenebilir ve araştırmacıların sonuçları ile 

uyumlu bulunmuştur. Aslım ve Beyatlı (2004) 

çalışmasıyla bizim çalışmamızda elde ettiğimiz 

sonuçlar arasında, gentamisin ve penisilin direnci 

önemli düzeyde farklılıklar içermekte olup, 

kloramfenikol ve tetrasiklin duyarlılığı paralellik 

göstermektedir. 

Bu araştırmadaki Lb. bulgaricus izolatlarının tümü 

vankomisine, streptomisine, penisiline ve 

kanamisine dirençli bulunmuştur. Suşların 

tamamının tüm antibiyotiklere %40 ile %100 

oranında dirençli oldukları saptanmıştır. Suşların 

kullanılan antibiyotiklerden ampisiline genel 

olarak duyarlı (%60) olduğu, gentamisine (%20) 

ise düşük seviyede duyarlı olduğu görülmüştür. En 

yüksek dirençliliğin vankomisin (%100), 

streptomisin (%100), penisilin (%100) ve 

kanamisin (%100) antibiyotiklerine karşı olduğu 

belirlenmiş, en düşük dirençlilik %40 oranında 

ampisilin antibiyotiğinde gözlenmiştir (Çizelge 3). 

 

Çizelge 3. Lb.. bulgaricus izolatlarının antibiyotiklere gösterdiği % duyarlılık oranları 

Antibiyotikler 
Dirençli 

(-) 

Orta Derece 

Duyarlı (+) 

Duyarlı 

(++) 

Toplam 

(%) 

Tetrasiklin  60 20 20 100 

Gentamisin  80 - 20 100 

Streptomisin  100 - - 100 

Ampisilin  40 - 60 100 

Kloramfenikol  60 - 40 100 

Vankomisin 100 - - 100 

Rifampisin  60 - 40 100 

Kanamisin  100 - - 100 

Penisilin G  100 - - 100 

 (-): Tespit edilemedi 
 

Hummel vd. (2007), endüstriyel starter kültürlerin 

antibiyotik dirençlerini belirlemek amacıyla 

yapmış oldukları araştırmada Streptococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus spp., Pediococcus spp. 

ve Leuconastoc spp. ait 45 adet LAB suşunun 

antibiyotik direncini incelemişlerdir. Çalışmada, 

eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ya da β-

laktam dirençleri %7 gibi çok düşük bulunmasına 
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karşın, aminglikosid (gentamisin ve streptomisin) 

ve siprofloksasin dirençleri %70’den daha fazla 

olarak saptanmıştır. 

Çalışmamızda elde edilen bulgular neticesinde 

Lactobacillus, Streptococcus suşlarının 

kloramfenikol, tetrasiklin duyarlılığı ile 

Lactobacillus suşlarının gentamisin ve 

streptomisin direnci bu çalışma ile paralellik 

göstermekte olup, Streptococcus suşlarının 

gentamisin ve streptomisin dirençleri değişkenlik 

göstermektedir. 

Tatlı (2009), tarafından yapılan çalışmada, izole 

edilen tüm geleneksel süt ürünlerinde bulunan 

Lactobacillus spp.’lerin %59’u vankomisine 

%27‘si siprofloksasine, %27’si gentamisine, %11’i 

eritromisine ve %4’ü tetrasikline direnç gösterdiği 

saptanmıştır. İzole edilen Lactobacillus 

spp.’lerinin hiçbirinde kloramfenikol, ampisilin, 

nitrofurantoin ve rifampisin direncine 

rastlanmamıştır. İzole edilen Streptococcus spp. 

suşlarının %40’ının vankomisine, %30’unun 

siprofloksasine, %20’sinin gentamisine ve 

%10’unun eritromisin ve kloramfenikole karşı 

dirençli olduğu saptanmıştır. İzolatlarda tetrasiklin, 

ampisilin, rifampisin ve nitrofurantoine karşı 

direnç saptanmamıştır. Benzer şekilde 

çalışmamızda da Lactobacillus spp.’lerin 

vankomisin, gentamisin ve tetrasiklin dirençleri 

araştırmacıların sonuçları ile uyumlu bulunmakla 

beraber, kloramfenikol ve ampisilin direncinde 

farklılıklar gözlenmektedir. Çalışmamızda 

Streptococcus spp. suşlarının vankomisin, 

gentamisin dirençlilik oranı yapılan çalışma ile 

paralel olup, kloramfenikol direnci ise önemli 

düzeyde farklılık göstermektedir. 

Kirtzalidou vd. (2011) tarafından yapılan bir 

çalışmada izole edilen laktobasillerin büyük 

çoğunluğunun, ampisilin, amoksisilin / klavulanik 

asit, tetrasiklin, eritromisin, sefalotin, 

kloramfenikol ve rifampisin antibiyotiklerine karşı 

duyarlı oldukları tespit edilmiştir. Suşların 

%34’ünün ise vankomisine dirençli olduğu tespit 

edilmiştir. Bu çalışmada ise Lactobacillus 

türlerinde önemli oranda ampisilin, tetrasiklin, 

rifampisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karşı 

duyarlılık gözlenmiştir. Lb. bulgaricus suşlarının 

vankomisin antibiyotiğine dirençliliği ise %100 

olarak bulunmuştur. 

3.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik 

dirençliliklerinin genotipik olarak 

belirlenmesi 

Bakterilerin antibiyotik dirençlilik özelliklerinin 

genotipik olarak belirlenmesi, kromozomlar 

üzerinde direnç sağlayan özellikleri taşıyabilmesi 

bakımından önem taşımaktadır. Bu genleri diğer 

bakterilere transfer etmesi de gıdalarda ve insan 

sağlığı üzerinde risk oluşturabilmektedir. 

aph(3')-IIIa primerleri kullanılarak yapılan 

taramada, disk difüzyon yönteminde kanamisine 

dirençli olduğu saptanan 44 adet izolatın DNA 

izolasyonu yapılmış olup, izole DNA’ların 35’inde 

(32 adet S. thermophilus, 3 adet Lb. bulgaricus) 

aph(3')-IIIa bölgesi saptanmıştır. Kanamisine 

fenotipik direnç gösteren S. thermophilus 

izolatlarından St70 ve Lb. bulgaricus izolatlarından 

Lb86’da istenen gen bölgesi bulunamamıştır. 

aph(3')-IIIa fragmanı yaklaşık 292 bç 

uzunluğundadır. Çizelge 1’de verilen primerler 

kullanılarak yapılan taramada PCR sonucu 

izolatlarda saptanabilen direnç genlerine ait jel 

görüntüleri Şekil 2 ve Şekil 3’de verilmiştir. 

 

 
Şekil 2. İzolatlarda belirlenen aph (3')-IIIa geninin (292 bç’de) jel görüntüsü 
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Şekil 3. İzolatlarda belirlenen aph (3')-IIIa geninin (292 bç’de) jel görüntüsü 

 

Zhou vd. (2012) tarafından yapılan çalışmada 

Çin’de farklı bölgelerden alınan yoğurtlardan, 

antibiyotik dirençliliği test edilen bakterilerden 35 

suşta ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, 

klortetrasiklin, linkomisin, streptomisin, 

gentamisin ve neomisin direnci fenotipik ve 

genotipik yöntemlerle tespit edilmeye çalışılmış, 

PCR yöntemi ile tespit edilmeye çalışılan direnç 

genleri sonucunda, 5 Lb. bulgaricus ve 2 S. 

thermophilus izolatında aph (3′)-IIIa genleri 

saptanmıştır. 

Str(B) primerleri kullanılarak yapılan taramada, 

streptomisine dirençli 11 izolatın DNA izolasyonu 

yapılmış olup izole DNA’ların 4 adedinde str(B) 

bölgesi saptanmıştır. Streptomisine fenotipik 

direnç gösteren 5 Lb. bulgaricus izolatından Lb79 

ve Lb86 hariç diğerlerinde str (B) gen bölgesine 

rastlanmamıştır. 3 S. thermophilus izolatından St22 

hariç diğer iki izolatta istenen gen bölgesi tespit 

edilmiştir (Şekil 4). Özteber (2013) yaptığı 

çalışmada elde ettiği bulgulara paralel olarak, 

çalışmamızda PCR uygulamaları sonucunda str (B) 

(%36) genleri bulunmuştur. 

 

 

Şekil 4. İzolatlarda belirlenen Str(B) genlerinin (509 bç’de) jel görüntüleri 
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Özteber (2013)’in, farklı kaynaklardan aldığı 

fermente süt ürünlerinden izole edilmiş LAB’nin 

antibiyotik dirençliliklerini fenotipik ve genotipik 

yöntemlerle araştırmış, eritromisin (erm), 

tetrasiklin (tet) ve aminoglikozid direncini 

kodlayan aac (6ʹ)-aph (2ʹʹ) primerleri ile yaptığı 

PCR uygulamaları sonucunda tet (M) (%7,14), aac 

(6ʹ)-aph (2ʹʹ) (%5,95), erm (B) (%4,76), tet (L) 

(%2,38), van (C) (%1,19), erm (C) (%0,59) ve tet 

(K) (%0,59) genleri bulmuştur. Çalışmamızda ise 

PCR denemeleri sonucunda aph(3')-IIIa (%95) 

genleri bulunmuştur. Bizim bulduğumuz sonuçlar, 

Özteber (2013) tarafından yapılan çalışma ile 

paralellik göstermektedir. 

Van (E) primerleri kullanılarak yapılan taramada 

vankomisine dirençli 9 izolatın 6 tanesinin DNA 

izolasyonu yapılmış olup, izole DNA’ların 4 

tanesinde van (E) bölgesi saptanmıştır. 

Vankomisine dirençli 1 S. thermophilus izolatı 

(St8) bulunmasına rağmen ilgili direnç geni 

gözlenememiştir. Fenotipik direnç gösteren 5 L. 

bulgaricus izolatlarından Lb87 hariç diğerlerinde 

ilgili gen bölgesi bulunmuştur. Van (E) fragmanı 

yaklaşık 513 bç uzunluğundadır (Şekil 5). 

Çalışmamızdaki PCR denemeleri sonucunda 

izolatlarda van (E) (%67) genleri tespit edilmiştir. 

Bu durum Özteber (2013) tarafından yapılan 

çalışmada elde edilen sonuçlarla paralellik 

göstermektedir. 

 

 

Şekil 5. İzolatlarda belirlenen van (E) genlerinin (513 bç’de) jel görüntüleri 

 

Şekil 6. İzolatlarda belirlenen BlaZ genlerinin (772 bç’de) jel görüntüleri 
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BlaZ primerleri kullanılarak yapılan taramada ise 

penisiline dirençli 4 izolatın DNA izolasyonu 

yapılmış olup izole DNA’ların tümünde BlaZ 

bölgesine rastlanmıştır. BlaZ fragmanı yaklaşık 

772 bç uzunluğundadır(Şekil 6). 

Disk difüzyon yöntemi ile kanamisine direnç 

gösterdiği tespit edilen suşlardan %60’ında 

aph(3')-IIIa bölgesi, streptomisine direnç 

gösterdiği tespit edilen suşlardan %36’sında str(B) 

bölgesi, vankomisine direnç gösterdiği tespit edilen 

suşlardan %44’ünde van (E) bölgesi, penisiline 

direnç gösterdiği tespit edilen suşlardan tamamında 

BlaZ bölgesi saptanmıştır. 

Elde edilen bulgular dikkate alınarak fenotipik 

direnç gösteren izolatların bir kısmı değişken 

olarak test antibiyotiklerinin bazılarının dirençlilik 

genlerini [str(B), van (E), blaZ ve aph (3′)-IIIa] 

taşıdığı tespit edilmiştir (Çizelge 4). Bu durum 

mutasyon gibi evrimsel olaylarla açıklanabilir ve 

izolatlar dirençlilik geni kazanmış olabilir ya da 

uygulanan metotlarla dirençli gen tespit 

edilememiş olabilir (Liu vd., 2009). 

4. Sonuç ve öneriler 

Yapılan bu çalışmada doğal yoğurt örneklerinden 

izole edilmiş ve genetik tanımlaması yapılmış 

bakteri stoklarından Lb. bulgaricus ve S. 

thermophilus bakterilerine ait izolatlar 

canlandırılarak antibiyotik direnç özellikleri 

belirlemek amacıyla kullanılmıştır. 

Disk difüzyon yöntemi ile antibiyotik dirençliliği 

saptanan izolatların en fazla direnç gösterdikleri 

antibiyotiklere ait primerler kullanılarak genotipik 

tarama yapılmış; disk difüzyon yöntemi ile 

kanamisine direnç gösterdiği tespit edilen 

suşlardan  %60’ında aph(3')-IIIa bölgesi, 

streptomisine direnç gösterdiği tespit edilen 

suşlardan %36’sında str(B) bölgesi, vankomisine 

direnç gösterdiği tespit edilen suşlardan %44’ünde 

van (E)  bölgesi, penisiline direnç gösterdiği tespit 

edilen suşlardan tamamında BlaZ bölgesi 

saptanmıştır. Disk difüzyon yöntemi ile dirençli 

bulunan izolatlardan %51’inde direnç genleri tespit 

edilmiştir. 

Sonuç olarak hem insanları hem de hayvanları 

kapsayan sağlık problemlerinin çözüme 

ulaşmasında pratik olarak antibiyotiklere 

başvurulması, antibiyotiklerin LAB’nin 

aracılığıyla direnç kazanması sonucu önemli 

sorunlar meydana getirebilme riski taşımaktadır. 

Fermente gıda üretiminde tercih edilen LAB’nin 

genellikle güvenli mikroorganizmalar oldukları 

düşünülmekte, bağırsak sistemindeki patojenleri 

baskılayarak florada hâkim olmaları istenmektedir. 

Ancak, sahip oldukları antibiyotik direnç genini 

patojenlere aktarma ihtimalinin önemli bir tehdit 

olduğu düşünülmektedir. Hem yapılan mevcut 

çalışmadan elde edinilen hem de farklı 

çalışmalardan elde edilen bulgular, gıda zincirinde 

önemli bir yeri olan fermente süt ürünlerinin, insan 

ve hayvan populasyonu arasındaki antibiyotik 

dirençlilik gösteren bakterilerin taşınmasının bir 

aracı ve gıda kaynaklı bakterilerin antibiyotik 

direnç genlerinin kaynaklarından biri olduğu 

konusunda yapılan tahminleri desteklemektedir. 

 

Çizelge 4. Çalışmada tespit edilen gıda kaynaklı Lb. bulgaricus ve S. thermophilus  izolatlarının fenotipik ve 

genotipik antibiyotik direnç profilleri 

LAB izolatı 
Fenotipik antibiyotik direnç profili / resistant 

(sayı; yüzde) 

Genotipik direnç profili (str(B), van (E), blaZ ve 

aph (3′)-IIIa)/(+) 

L
b

. 
b

u
lg

a
ri

cu
s 

bVankomisin / (5; %100) van (E)/(4; %80) 

Kloramfenikol / (3; %60) - 

Ampisilin / (2; %40) - 

Gentamisin / (4; %80) - 

Kanamisin / (5; %100) aph (3')-IIIa/(4; %80) 

Penisilin / (3; %60) blaZ/(3; %100) 

Rifampisin / (3; %60) - 

Streptomisin / (5; %100) str (B)/(2; %40) 

Tetrasiklin / ( 3; %60) - 

S
. 

th
er

m
o

p
h

il
u

s 

Vankomisin / (5; %7) - 

Kloramfenikol / (4; %6) - 

Ampisilin / (4; %6) - 

Gentamisin / (12; %18) - 

Kanamisin / (39; %57) aph (3')-IIIa/(31; %79) 

Penisilin / (2; %3) blaZ/(1; %50) 

Rifampisin / (2; %3) - 

Streptomisin / (7; %10) str (B)/(2; %29) 

Tetrasiklin / (2; %3) - 
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Bu çalışmada elde edilen bulgular sonucunda, 

fermente gıdalarda tercih edilen LAB’nin 

kullanımına izin verilmeden önce antibiyotik 

direnç profillerinin fenotipik ve genotipik olarak 

belirlenmesi büyük önem taşımaktadır. 
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(TÜBİTAK) tarafından 2014/3 dönemi 
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Başkanlığı tarafından 2014/3-3 YLS no’lu projeleri 
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