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ÖZET 

Günümüzde hayvan yetiştiriciliğinde gerek hastalıkların tedavisi ve önlenmesi, gerekse 

hayvansal gıdaların verimini arttırmak amacıyla antibiyotik ve biyositlerin kullanımının 

oldukça yaygın olması ekonomi ve halk sağlığı açısından ciddi sorunlar yaratmaktadır. 

Araştırmamızda, Ankara ilinde çeşitli marketlerde satışa sunulan 132 et ve süt ürünü 

örneğinden izole edilen 77 Staphylococcus izolatında, antibiyotik ve biyosit direnç 

dağılımları ve antibiyotik direnç ve efluks pompa genlerinin varlığı araştırılmıştır. Ayrıca 

efluks pompa inhibitörü rezerpinin antimikrobiyal direncine etkisi araştırılmıştır. 

Staphylococcus izolatlarında en yüksek oranda direnç tetrasiklin (%24,7)’e karşı 

belirlenmiştir. İzole edilen 77 Staphylococcus izolatının 29’u bir veya birden fazla 

antibiyotiğe dirençli olarak tespit edilmiştir. Bu izolatların BBL crystal Gram pozitif 

tanımlama kiti ve 16S rDNA dizi analizi yöntemleriyle tür bazında tanımlamaları 

yapılmıştır.  Test edilen biyositlerin hepsine yüksek MİK değerleri gösteren izolatlar 

mevcuttur. Rezerpinin Staphylococcus’larda ampisilin duyarlılığını %25, tetrasiklin 

duyarlılığını %27,8, triklosan duyarlılığını %20,7, povidon iyodin duyarlılığını %34,5 

arttırdığı belirlenmiştir. Çalışılan 29 Staphylococcus izolatında tetK (%88,9), bla (%53,8) 

antibiyotik direnç genleri yüksek oranda tespit edilmiştir. Ayrıca efluks pompa genlerinden 

acrB (%31), norE (%79,3), sugE (%44,8), smr (%86,2), efrA (%79,3), efrB (%72,4), 

mdeA (%82,8), sepA (%51,7) yüksek oranda tespit edilen genlerdir. Araştırmamızda 

tüketime sunulan hayvansal gıdalardan izole ettiğimiz Staphylococcus’ların antimikrobiyal 

direnç genleri bulundurmaları, bu direnç genlerinin kromozomal ve kromozom dışı genetik 

materyallerle patojenlere ve normal flora bakterilerine aktarmaları riski sebebiyle, halk 

sağlığı açısından önemli bir tehdit oluşturmaktadır. Efluks pompası kaynaklı 

antimikrobiyal direncinin, efluks pompası inhibitörü rezerpin kullanımı ile belli bir oranda 

azaltılabileceği fakat bu alanda daha kapsamlı çalışmaların yapılması gerektiği 

düşünülmektedir. 
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ABSTRACT 

The widespread use of antibiotics and biocides in animal husbandry, both for the treatment 

and prevention of diseases and to increase the yield of animal foods, creates serious 

problems in terms of economy and public health. In this study, antibiotic and biocide 

resistance profile and antibiotic resistance and efflux pump genes were investigated in 77 

Staphylococcus isolated from 132 meat and dairy products sold in various markets in 

Ankara. In this study, the effect of efflux pump inhibitor reserpine on antimicrobial 

resistance was investigated. The highest resistance was determined against tetracycline 

(24.7%) in Staphylococcus isolates. Of the 77 Staphylococcus isolated, 29 were found to 

be resistant to one or more antibiotics. These isolates were identified on the basis of 

species by BBL crystal Gram positive identification kit and 16S rDNA sequence analysis 

methods. Isolates showing high MICs to all of the biocides tested were available. 

Reserpine increased ampicillin sensitivity 25%, tetracycline sensitivity 27.8%, triclosan 

sensitivity 20.7%, povidone iodine sensitivity 34.5% in Staphylococcus isolates. The 

antibiotic resistance genes tetK (88,9%), bla (53,8%) were found to be high in 29 

Staphylococcus isolates. Furthermore, among the efflux pump genes acrB (31%), norE 

(79.3%), sugE (44.8%), smr (86.2%), efrA (79.3%), efrB (72.4%), mdeA (82.8%), sepA 

(51.7%) are highly detected. The presence of antimicrobial resistance genes of 

Staphylococcus isolated from foods of animal origin presented in our study is an important 

threat to public health due to the risk that these resistance genes are transferred to 

pathogens and normal flora bacteria by chromosomal and extrachromosomal genetic 

materials. It is thought that animicrobial resistance from efflux pump can be reduced to a 

certain extent with the use of efflux pump inhibitor reserpine, but further studies are 

needed in this area. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur.  

 

Simgeler     Açıklamalar  

 

+     Artı 

≥     Büyük eşit 

β     Beta 

°C     Santigrat derece 

Ca
+
     Kalsiyum 

-     Eksi 

H
+
     Hidrojen 

K
+
     Potasyum 

≤     Küçük eşit 

Na
+
     Sodyum 

%     Yüzde 

 

 

Kısaltmalar    Açıklamalar 

 

ABC      (ATP)-binding cassette 

AbgT     p-aminobenzoyl-glutamate transporter 

AFLP     Çoğaltılmış parça uzunluk polimorfizm 

AM     Ampisilin 

Ark.     Arkadaşları 

ATCC     Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu 

ATP     Adenin Trifosfat 

BC     Benzalkonyum klorür 

BHI     Brain-Heart Infusion Broth 

b-laktamaz    Beta laktamaz 

bp     Baz çifti 

BPW     Buffered Peptone Water
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Kısaltmalar    Açıklamalar 

 

CCCP     Karbonil siyanid m-klorofenil hidrazon 

CFQ     Sefkuinom 

cfu     Colony forming units 

CH     Klorhekzidin 

CLSI     Clinical and Laboratory Standarts Instute 

CN     Gentamisin 

dk     Dakika 

DMSO    Dimetil slfoksit 

DNA     Deoksiribonükleikasit 

DNaz     Deoksiribonükleikasit enzimi 

E     Eritromisin 

ENO     Enrofloksasin 

F     Forward 

g/gr     Gram 

H     Hassas 

HC     Hekzaklorofen 

INF271    N-(2-Methoxyphenyl)-N-(2-naphthyl)urea 

INF55     5-Nıtro-2-phenylindole 

KAB     Kuaterner Amonyum Bileşikleri 

KNS     Koagulaz Negatif Staphylococcus 

L     Litre 

MATE    Multidrug and toxic compound extrusion 

MFS     Major facilitator superfamily 

MHA     Mueller Hinton Agar 

MİK     Minimal İnhibitör Konsantrasyon 

ml     Milimetre 

mM     Mikrometre 

mm     Milimetre 

mol     Molekül 

μg     Mikrogram 

μl     Mikrolitre 

μm     Mikrogram 
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Kısaltmalar    Açıklamalar 
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1. GİRİŞ 

 

Antimikrobiyal direnç, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanın öldürücü veya üremeyi 

durdurucu etkisine karşı koyabilme yeteneğidir. Antimikrobiyal direnç gelişimi ve yayılımı 

genellikle gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanımına bağlanmakla birlikte, 1940’lı 

yıllarda antibiyotiklerin kullanılmadığı bazı adalarda toprak ve dışkı örneklerinde 

tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine dirençli bakteriler bulunduğu; antibiyotik 

direncinin yalnızca yaygın antibiyotik kullanımı sonucu değil, bakterilerin olumsuz çevre 

koşullarında yaşamını sürdürmek için kullandığı savunma sürecinin bir parçası olduğu da 

belirtilmektedir. Ancak antibiyotiklerin yoğun şekilde kullanıma girmesi ile birlikte yıllar 

içinde çoğul dirençli mikroorganizmalar ortaya çıkmakta ve bunlarla oluşan 

infeksiyonların sağaltımında büyük sorunlar yaşamaya başlamıştır. Günümüzde tüm 

dünyada bir yandan hızla yeni ilaçlar geliştirmekte iken, öte yandan bunlara süratle direnç 

kazanan mikroorganizmalarla oluşan infeksiyonlar bildirilmekte ve sorunun boyutu gün 

geçtikçe büyümektedir (Yüce, 2001).  

 

Antibiyotiklerin hayvan enfeksiyonlarında tedavi ve koruyucu amaçlı uygunsuz kullanımı, 

hayvan beslenmesinde verim artırıcı olarak yer alması , gıda zincirinde kalıntı ve insan 

hekimliğinde de ilgili antibiyotiklerin kullanılması nedeniyle patojenik bakterilerde 

antimikrobiyal direncin gelişmesi büyük bir endişe yaratmaktadır (Lange ve Brokking, 

2005; Yılmaz ve ark., 2016). Bu direnç genlerini taşıyan patojen veya normal flora 

bakterilerin gıdalar yoluyla insan florasına kolonize olmasının hem hayvan hem de insan 

sağlığı için giderek artan bir tehdit oluşturduğu yapılan araştırmalarda ortaya konmuştur 

(Doyle, 2006; Garcia Ovando ve ark., 2004). Hayvanlarda mastitis tedavisi sonucu 

metisilin dirençli Staphylococcus aureus’ların (MRSA) ve tavuk yemlerine katılan 

büyümeyi uyarıcı avoparsin kullanılması ile oluşan vankomisin dirençli Enterococcus 

faecalis’lerin gelişimi örneklerinde olduğu gibi uygunsuz antibiyotik kullanımı sonucu 

birçok bakteride antibiyotiklere karşı oluşan direncin giderek artması ve bu direnç 

genlerinin bakteriler arası aktarılması, insan ve hayvan tedavisini olumsuz yönde 

etkilemektedir (Suller ve Russel, 1999;  Borgen ve ark., 2000; Doyle, 2006; Yılmaz ve 

ark., 2016).  
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Son yıllarda yapılan çalışmalarda Staphylococcus gıdalardan kontaminant bakteri olarak 

izole edilmektedir (Braga ve ark., 2013; Yurdakul ve ark., 2013; Özçelik ve Çıtak., 2009). 

Bu bakterilerden S. aureus’lar hayvanlarda mastitis, insanlarda da gıda zehirlenmesi başta 

olmak üzere çeşitli hastalıkların nedeni olmaktadırlar (Yurdakul ve ark., 2013). Koagülaz 

negatif stafilokoklar da uzun süredir kommensal ve kontaminant bakteriler olarak 

değerlendirilmelerine karşın insanlarda patojenik etkilerinin olduğu bilinmektedir 

(Rodrigues ve ark., 2017).  

 

Gıdalara mikrorganizmaların bulaşması ve bunun sonucunda oluşan gıda kaynaklı 

enfeksiyonların önlenmesinde temizlik ve dezenfeksiyonun önemi büyüktür (Fuentes ve 

ark., 2012). Günümüzde gıda sektöründe hijyeni sağlamada biyositler oldukça sık 

kullanılmaktadır (Marquez ve ark., 2017). Giderek artan kullanımları, diğer antimikrobik 

maddelerde olduğu gibi, bunlara karşıda bir direncin gelişip gelişmediği sorusunu 

gündeme getirmiştir (Fuentes ve ark., 2012). Biyositlerde bakteriyel direnç 1950 ve 1960’lı 

yıllarda saptanmıştır, çünkü gıda endüstrisinde bakteri sanitasyonu için biyositlerin 

kullanımı o dönemde başlamıştır (Lerma ve ark., 2013). Konu ile ilgili çalışmalar 

antibiyotik direnci kadar olmasa bile, son yıllarda üzerine önem verilen konulardan biri 

haline gelmiştir (Öztürk, 2002). Biyositler, gıda zinciri yoluyla insan gıda kaynaklı 

patojenlerinin, çiğ gıda ürünlerinden veya bunların üretimi sırasında kontaminasyon 

yoluyla bulaş riskini azaltmak, gıdada bozulmaya sebep olan bakterilerin inaktive edilmesi 

ve gıda üretim tesislerini ve ekipmanları mikroorganizmalardan arındırmak gibi birçok 

amaçla kullanılmaktadır (Fuentes ve ark., 2012).  

 

Gıda sektöründe kullanılan biyositler, klor içeren dezenfektanlar, katyonik kuaterner 

amonyum bileşikleri, alkol bazlı dezenfektanlar, biguanidler, iyotlu bileşikler, 

hekzaklorofen ve triklosanlardır (Metin ve Öztürk, 1995; Fuentes ve ark., 2012). Ancak bu 

sektörde biyositlerin yaygın ve bilinçsiz kullanılmasının, antibiyotiklerde olduğu gibi 

mikroorganizmaların direnç genleri kazanmasına veya başlangıçta duyarlı olan 

mikroorganizmaların adaptasyonuna yol açtığı belirtilmektedir. Gıda orijinli dirençli 

bakterilere, metisiline dirençli Staphylococcus aureus, E. coli, Enterococcus, 

Campylobacter, Yersinia örnek verilebilir (Meyer ve ark., 2008, Miles ve ark., 2006). 

Ayrıca giderek büyüyen bir tehlike de antibiyotik ve biyositler arasında çapraz direnç 

oluşumudur (Şencan, 2003; Langsrud ve ark., 2003; Meyer ve ark., 2008, Lerma, 2013).  

 



3 

Bakterilerde kazanılmış antimikrobiyal direncine neden olduğu bilinen mekanizmalardan 

biri de dışa atım pompalarının aşırı ifade edilmesidir.  Dışa atım pompalarının neden 

olduğu direncin önüne geçilebilmesi ve duyarlılığının artması için efluks pompa 

inhibitörleri dirençle mücadelede ilgi çekici araştırma alanlarından birisidir. Efluks pompa 

inhibitörü olarak adlandırılan, çeşitli bileşikleri dışa atımı inhibe etme yeteneğine sahip 

olan bileşikler; peptidomimetikler, proton iyonoforları, alkoloidler, piperazin türevleri, Ca
+
 

antagonistleri, fenotiyazinler, selektif seratonin geri alım inhibitörleri, proton pompa 

inhibitörleri, makrolid türevleri ve piperidin-karboksilik asit türevleri olarak 

sınıflandırılmaktadır. Alkoloid sınıfı içerisinde yer alan rezerpin, P-glikoproteini inhibe 

ettiği bilinen ve antihipertansif olan bir bitkisel efluks pompa inhibitörüdür (Sun ve ark, 

2014; Aygül, 2015).  Enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde çığır açan antibiyotiklerin, 

kısa veya uzun vadede direnç gelişimine yenik düşmesi kaçınılmaz görünmektedir. Buna 

rağmen efluks pompa inhibitörlerinin kullanımıyla bu durumun belirli ölçüde 

geciktirilebileceğini gösteren çalışmalar yapılmaktadır (Seasotiya ve Dalal, 2014; Fuentes 

ve ark., 2014). 

 

Araştırmamızda, Ankara ilinde çeşitli marketlerde satışa sunulan et ve süt ürünlerinden 

Staphylococcus’ların izolasyonu, tür tanımı yapılarak, izolatlardaki antimikrobiyal direnç 

fenotipik ve genotipik olarak belirlenmiştir. Ayrıca antibiyotik ve antiseptiklere direnç 

gösteren Staphylococcus izolatlarına efluks pompası inhibitörü olan rezerpinin etkisi, 

efluks pompası proteinlerini kodlayan gen bölgelerinin varlığı ile direncin kaynağı 

antibiyotik ve biyosidal direnç arasındaki ilişki değerlendirilmiştir. Araştırmamızın 

sonuçları ile antibiyotik-biyosit direnci arasındaki ilişki, bu direnci taşıyan genlerin 

belirlenmesi ve özellikle bu genleri taşıyan bakterilerle kontamine gıda ürünlerinin 

tüketilmesinin engellenmesi ile halk sağlığı ve ekonomik açıdan önemli kazanımlar 

sağlanacaktır. Bu sayede gıda zincirinde antimikrobiyal direncin izlenmesi, bu dirençle 

hayvancılıkta ve gıda sektöründe kullanılan biyosidal maddelerin kullanımının 

denetlenmesi için altyapının oluşturulması, personel, yetiştiriciler ve sahada çalışan 

veteriner hekimler başta olmak üzere kamuoyunun bilinçli antimikrobiyal kullanımı 

konusunda bilgilendirilmesi gerektiği tespit edilmiştir.  Antimikrobiyal maddelerin daha az 

ve uygun kullanımları, enfeksiyon kontrolünün daha iyi yapılması, yeni ajanların 

geliştirilmesi, direncin gelişiminin yavaşlatılmasının gerekliliği, gıda alanındaki 

çalışmaların önemini daha da arttırmaktadır.  
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2. GENEL BİLGİLER  

 

2.1. Staphylococcus Cinsi Genel Özellikleri ve Sınıflandırılması 

 

Staphylococcus’lar gram pozitif, spor oluşturmayan, 0.5-1.5 μm çapında, hareketsiz, çeşitli 

pigmentasyon gösteren ve genelde üzüm salkımı şeklinde kümeler oluşturan koklardır 

(Resim 2.1). Stafilokoklar, esteraz, lipaz, hiyaluronidaz, jelatinaz, koagülaz, proteaz, 

kazeinaz, fosfolipaz, deoksiribonükleaz (DNaz), β-glukosidaz ve üreaz gibi çeşitli enzimler 

üretmektedirler (Güçlü, 2019).  

 

 
 

Resim 2.1. Staphylococcus’ların mikroskop görüntüsü (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. 

Mikrobiyoloji Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından 

çekilmiştir.) 

 

Günümüzde tanımlanmış 53 Staphylococcus türü ve 28 alt türü bulunmaktadır. 1884 

yılında Rosenbach Staphylococcus cinsini tanımlamıştır (Rosenbach, 1884). Etten, süt ve 

süt ürünlerinden, idrar yollarından, derilerden ve solunum yolundan izole edilen 

Stafilokoklar, düşük su içeren ortamlarda yaşayabilirler ve kurumaya karşı dirençlidirler. 

Tuz içeren besiyerinden (% 7.5 NaCl) daha kolay izole edilmektedirler. 

 

Staphylococcus aureus, çeşitli toplum ve hastane kaynaklı enfeksiyonların önemli bir 

nedenidir. Deri ve yumuşak doku enfeksiyonlarına, cerrahi alan enfeksiyonlarına ve kemik 

ve eklem enfeksiyonlarına neden olur. Hastane kaynaklı bakteriyeminin yaygın bir 
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nedenidir ve hastane kaynaklı solunum yolu enfeksiyonları ile ilişkilidir. Ayrıca, stafilokok 

ilişkili mastitis enfeksiyonu olan sığırlar kaynaklı pastörize edilmemiş süt ve süt 

ürünleriyle bulaşan önemli bir gıda patojenidir. Koagülaz-negatif stafilokoklar, insan derisi 

mikroflorasının ortak bileşenleridir ve peynir ve sosis gibi fermente gıdaların üretilmesinde 

lezzet ve aroma oluşumunda önemli bir rol oynarlar. Son yıllarda, koagülaz negatif 

stafilokokların neden olduğu hastane enfeksiyonları vakalarında bir artış olmuştur 

(Abulreesh, 2011). 

 

Bazı türleri novobiyosine dirençlidir. Genel olarak furazolidon ve nitrofurana duyarlıdır ve 

düşük seviyelerde eritromisin ve bacitracin'e dirençlidirler. Genellikle fenoller ve bunların 

türevleri, salisilanilitler, karbanilitler ve halojenler (klor ve iyot) ve bunların türevleri gibi 

antibakteriyellere karşı hassastırlar (De Vos ve Garrity, 2009).  

 

2.2. Staphylococcus’ların Gıdalardaki Önemi 

 

Staphylococcus spp. insan ve hayvanların normal mikrobiyotalarında bulunan genelde 

zararsız olan fırsatçı patojenlerdir (Worthing ve ark., 2018). Staphylococcus cinsi 

koagülaz-pozitif Staphylococcus (KPS) ve koagülaz negatif Staphylococcus (KNS) olmak 

üzere iki genel gruba ayrılmıştır. Ana habitatları insan ve hayvanların deri, deri bezleri ve 

mukoz membranlarıdır, birçok türü de gıdalar ve insan sağlığı için önem arz etmektedir 

(Resch ve ark., 2008). Hayvanlarda mastitits, kene ateşi, periorbital ekzama, osteomiyelit, 

artrit gibi, insanlarda ise toksik şok sendromu,solunum sistemi enfeksiyonları, endokardit, 

gıda zehirlenmeleri, septik artrit, osteomiyelit, menenjit, sepsis ve bakteriyemi gibi yaşamı 

tehdit eden hastalıklara yol açmaktadırlar (Tel ve ark., 2012). 

 

S. aureus, dünyada en sık görülen gıda kaynaklı hastalık olan gıda zehirlenmelerine sebep 

olan en önemli stafilokok türüdür. Bu bakterinin virülens faktörlerinden biri olan ısıya 

dayanıklı enterotoksin, hayvan veya insanlardan, et ve süt ürünleri gibi hayvansal gıdalara, 

üretim, işleme veya saklama aşamalarında bulaşan bakterinin aşırı çoğalması sonucu 

üretilmekte ve ciddi gıda intoksikasyonlarına sebebiyet vermektedir (Özdemir ve Keyvan, 

2016). KNS türlerinden S. epidermidis, S. saprophyticus ve S. haemolyticus en iyi bilinen 

insan patojenleridir ve çeşitli deri ve idrar yolu enfeksiyonlara kaynak oluşturmaktadırlar. 

Bunun dışında kalan birçok KNS türü gıdaların normal kontaminatları olarak güvenli kabul 
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edilmektedir. Hatta peynir ve fermente gıda ürünlerine renk ve aroma vermesi açısından 

başlangıç kültürlerinde eklenmektedirler (Coton ve ark., 2010). 

 

Antimikrobiyal ajanların hayvancılıkta tedavi, korunma ve büyüme faktörü olarak aşırı 

kullanılmasının, antibiyotik dirençli bakterileri taşıyan ve yayılımına neden olan hayvan 

kaynakları oluşturacağı belirtilmektedir. Stafilokoklar patojenitelerinin yanında hızla 

antibiyotik direnci kazanmaları ile de insan ve hayvan sağlığı için tehlike 

oluşturmaktadırlar. Antibiyotik direncinin, plazmid ve transpozonlar gibi hareketli genetik 

materyallerle farklı cins ve türler arasında aktarıldığı ve gıdaların dirençli bakteriler 

açısından ciddi bir rezervuar oluşturduğu bilinmektedir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 

2015). Son yıllarda stafilokokların da içinde bulunduğu birçok gıda kaynaklı bakterinin 

antibiyotik direncinin gıdalarda yayılımına sebep olduğu rapor edilmiştir (Simeoni ve ark., 

2008, Piessens ve ark., 2012).  

 

2.3. Antibiyotik Direnci ve Direnç Mekanizmaları 

 

Antibiyotik direnci; bir bakteri türünün bazı suşlarının antibiyotikten etkilenmemesi ya da 

antibiyotiğe duyarlı bir suşun çeşitli direnç mekanizmalarından biri ile dirençli hale 

dönmesi olarak tanımlanmaktadır. Günümüzde çeşitli antibiyotiklerin toplumda 

tüketiminin artması, immun sistemi bozulmuş hastaların sayısında artma olması, yoğun 

bakım ünitelerinin sayısının artması, gıda endüstrisinde antibiyotik kullanımı gibi 

nedenlerle bakterilerdeki antibiyotik direnci giderek artmaktadır (Demirtürk ve Demirdal, 

2004).  

 

Bakteriler, antibiyotiklere doğal (intrinsik) olarak dirençli olabilmektedir. Bu direnç türü 

bakterilerin temel özelliğidir ve antimikrobiyal kullanımı ile ilişkili ve kalıtsal değildir. 

Doğal direnç, bu mikroorganizmaların tür özelliği olarak ilacın hedefi olan yapıyı 

tanımamalarının veya ilacın yapısal bir özellikten dolayı hedefine ulaşamamasının bir 

sonucudur. Örneğin ilacın dış membrandan geçememesi nedeni ile Gram negatif bakteriler 

vankomisine doğal olarak dirençlidir veya bakterilerin L formları ve Mycoplasma’lar gibi 

çepersiz mikroorganizmalar penisilin gibi hücre duvar sentezi inhibitörlerine doğal 

dirençlidir. Aynı şekilde metabolik olarak inaktif olan bakteri sporları doğal dirençlidir. 

Çünkü birçok ilacın etkili olabilmesi için bakterinin aktif üreme döneminde olması 

gereklidir (Yüce, 2001). 
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Diğer bir direnç yolu ise kazanılmış dirençtir. Bir bakteri genetik özelliklerindeki 

değişimlere bağlı olarak duyarlı olduğu bir antibakteriyel ajandan etkilenmeyebilir. Bu 

durumda o bakteri direnç kazanmış olur. Genetik kaynaklı direnç kromozomal veya 

kromozom dışı elemanlara bağlı olabilir. Kromozomal direnç, bakteri kromozomunda 

kendiliğinden (spontan) oluşan mutasyonlar sonucu ortaya çıkar. Spontan mutasyonlar bazı 

fiziksel ve kimyasal faktörlerle oluşabilir ve sonuçta bakteri hücresinde yapısal değişimler 

oluşur. Böylece hücrenin ilaca permealibitesi azalabilir veya hücre içinde ilacın hedefinde 

değişiklikler olabilir (Resim 2.2). Streptomisin, aminoglikozid, eritromisin, linkomisine 

karşı bu tür direnç görülebilir. Ekstrakromozomal direnç, çeşitli yollarla aktarılan plazmid, 

transpozon ve integron adı verilen genetik elemanlara bağlıdır (Yüce, 2001; Öztürk, 2002; 

Capita ve Alonso-Calleja, 2013).  

 

 
 

Resim 2.2. Bakteri hücrelerinde antibiyotik direnç mekanizmaları (Kumar ve ark., 2013) 

 

2.3.1. Hedef değişikliği veya fazla üretimi 

 

Antimikrobiyal ajanların hücrede bağlandıkları reseptörlerde oluşan tüm değişiklikler, 

ajanın hücre içine girmesine engel olarak ve mikroorganizmanın ajana dirençli olmasına 

neden olabilmektedir. Örneğin ribozomal DNA veya diğer kilit elementlerin mutasyona 

uğraması antimikrobiyalin bağlanamaması ve sonuçta antimikrobiyal etkini kaybına yol 

açmaktadır. Bu mekanizmaya örnek olarak, belirli penisilin direnci tiplerinde gözlenen 

penisilin bağlayıcı proteinlerin (PBP'ler) yapısal değişikliği, aminoglikozitleri, makrolidleri 
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veya tetrasiklinleri etkisiz hale getirebilen ribozomal değişiklikler ve DNA-giraz 

modifikasyonları ile fluorokinolonlara direnç gelişmesi verilebilir. Öte yandan, glikopeptit 

antibiyotikler, uzayan peptidoglikan polimerinin pentapeptid zincirinin terminal D-alanil-

D-alaninine bağlanarak etki ederler. Staphylococcus spp.'de bu bileşiklere duyarlılıkta 

azalma, hücre duvarı peptidoglikanın içindeki glikopeptid bağlanma bölgelerinin aşırı 

üretilmesinden kaynaklanabilmektedir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013). 

 

2.3.2. Geçirmezlik (İmpermeabilite) 

 

Antibiyotik moleküllerinin, hücre membranından içeri girişinin sınırlandırılması ile 

bakterilerde antibiyotik direnci gelişebilmektedir. Antibiyotiklerin etki gösterebilmesi için 

öncelikle hedeflerine ulaşması gereklidir. Örneğin, beta-laktam ajanların penisilin 

bağlayan proteinlere bağlanabilmeleri için hücre membranının dış yüzeyine ulaşmaları 

gerekmektedir. Peptidoglikan tabaka, geniş porları bulunması sebebiyle antibiyotiklerin 

bakteri hücresine girmelerine engel oluşturmamaktadır. Ancak, Gram negatif bakterilerin 

dış zarı, antibiyotikler ve ortamdan alınacak diğer moleküller için yarı geçirgen bir engel 

oluşturmaktadır. Bu nedenle, dış zar yapısı tüm Gram negatif bakterilere Gram 

pozitiflerden farklı bir avantaj sağlamaktadır (Çiftçi ve Aksoy, 2015). 

 

2.3.3. Enzimatik inaktivasyon veya parçalama 

 

Enzimatik inaktivasyon, bakteriler, antimikrobik maddeleri değiştiren veya bozan bir veya 

daha fazla enzim ürettiğinde ve bunu bakterilere karşı inaktif hale getirdiğinde meydana 

gelir. Bu enzimler tipik olarak belirli bir antimikrobiyal veya antimikrobiyal sınıfına 

özgüdür. Bu, beta-laktam halkasını hidrolize eden beta-laktamazların bakteriyel üretimi 

yoluyla beta-laktam antibiyotiklerini etkileyen yaygın bir direnç mekanizmasıdır (Capita 

ve Alonso-Calleja, 2013). Birçok araştırmacı, biyositlerin enzimatik dönüşümünün 

bakterilerde, özellikle ağır metaller (gümüş ve bakır; katyonun metale enzimatik 

indirgenmesi), parabenler, aldehitler (formaldehit dehidrojenaz), peroksijenler (formaldehit 

dehidrojenaz) katalaz, süper oksit dismutaz ve alkil hidroperoksidazlar)a karşı bir direnç 

mekanizması olduğunu gözlemlemişlerdir (SCENIHR, 2009). 

 

Antimikrobiyal direncine sebep olan enzimleri kodlayan genlerin bazıları bakteriyel 

kromozomlarda ortaya çıkmasına rağmen, genellikle transpozonlar veya plazmitler gibi 
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hareketli elemanlarda bulunur. Enzim aracılı inaktivasyon nedeniyle makrolid ve 

tetrasiklin (TetX ile) direnci örnekleri de bilinmektedir. Kloramfenikole direnç tipik olarak 

asetil transferazlar ile sağlanmaktadır (Poole, 2002). 

 

2.3.4. Efluks 

 

Efluks pompaları, hücreye nüfuz eden antimikrobiyalleri aktif olarak alan ve hücre içi 

konsantrasyonlarını etkili seviyelerin altına düşüren taşıma proteinleridir. Efluks birkaç 

antimikrobiyal için tarif edilmiştir. Efluks pompa proteinleri bir bileşiğe özel olabilir veya 

katkı maddeleri ve antibiyotikler gibi çeşitli bileşikler üzerinde çalışabilir (Capita ve 

Alonso-Calleja, 2013). Antibiyotik direncinin bir aracı olarak efluks, en yaygın olarak hem 

Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerdeki tetrasiklinlerle (örneğin TetA, TetB, 

TetK pompaları) ve florokinolonlarla ilişkilidir. Tet genleri genellikle plazmid veya 

transpozonlarda kodlanır ve bu nedenle direnç, bu genlerin harici kaynaklardan 

edinilmesinden kaynaklanır. Bu pompalar, kromozomal olarak kodlanmış bu efluks 

sistemlerinin mutasyonel hipereeksresyonu sonucu ortaya çıkan hem doğal hem de 

kazanılmış dirence katkıda bulunmaktadır. Bu efluks sistemlerinin çoğu, makrolidlere, b-

laktamlara, aminoglikozitlere ve tetrasikline karşı direnç sağlar. Makrolidlere karşı efluks 

kaynaklı direnç, Gram-pozitif bakterilerde de tarif edilmiştir. Kloramfenikol direnci de 

efluks yoluyla sağlanabilmektedir (Poole, 2002). 

 

S.aureus’ta çoklu direnç gelişimine neden olan bazı proteinler QacA, NorA ve daha 

spesifik olarak MsrA ve TetK proteinleridir. Bunların varlığı florokinolonların, makrolid 

ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerin hücre dışına atılmasına neden olmaktadır (Zarakolu, 

2003). 

 

Gram pozitif bakterilerde antibiyotik direnci için önemli olan efluks pompası genleri, 

ertromisini hücre dışına pompalamayı sağlayan ermA, ermB, msrA/B, ereA,ereB, mefA, 

tetrasiklini pompalayan tetK, tetL, beta laktam grubu antibiyotikleri pompalayan bla ve 

mecA, vankomisini pompalayan vanA, vanB,vanC, gentamisinin atılmasını sağlayan aac 

(6_)-  le-aph(2_)-la, aph(2’_)-lb, aph (2’_)-lc, aph(2’_)-ld gibi genlerdir (Fuentes ve ark., 

2014). 
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2.3.5. Alternatif metabolik yolların kazanılması 

 

Bazı antibiyotikler metabolik yollardaki enzimler gibi davranmaktadır. Antibiyotik dirençli 

bakteriler, antimikrobiyal etkiyi atlayıp yeni bir metabolik yol geliştirerek antibiyotiği 

etkisiz hale getirirler. Sülfonamidler ve trimetoprim, bakteriler için gerekli bir vitamin olan 

folik asidin biyosentezine engel olmaktadırlar. Sülfanomidler, para-aminobenzoat (PABA) 

yerine geçerek, folat sentezinin yapıtaşlarından olan 7,8-dihidropteroatın sentezini 

engellerler. Trimetoprim de benzer olarak dihidrofolatın tetrahidrofolata indirgenmesini 

engellemektedir. Sülfonamidlere ve trimetoprime karşı direnç, sırasıyla sülfonamidler ve 

trimetoprim için duyarlılığı ve afiniteyi azaltan, değiştirilmiş dihidropteroat sentaz ve 

dihidrofolat redüktaz sentezi ile metabolik değişime dayanmaktadır (Schmitz, Perdikouli 

ve ark., 2001).  

 

2.3.6. Biyofilm oluşturma 

 

Birçok bakteri doğal veya abiyotik yüzeylerle ilişkilidir ve serbest hücrelerden ziyade 

biyofilm olarak büyümeyi tercih etmektedir. Biyofilmler, yüzeylerde oluşan ve doğada 

bulunan mikroorganizmalar için yaygın bir büyüme şekli olan bir ekzopolimerik manto 

içinde (dış-polimerler ve hücre dışı enzimler) bulunan mikroorganizmaların ortak 

yapılarıdır. Biyofilmlerdeki bakteri hücreleri, çeşitli mekanizmalar ile biyositlere ve 

antibiyotiklere karşı artan direnç gibi serbest hücrelerden farklı özellikler göstermektedir. 

Bu mekanizmalar; hücre dışı polimerik matriks nedeniyle aktif moleküllerin biyofilm 

boyunca difüzyonunun azaltılması, biyofilmde yüksek bakteri konsantrasyonu olması, 

fizyolojik durumun modifiye edilmesi: azalmış metabolizma ve büyüme hızı, porin 

sentezinin azalması ile membran geçirgenliğinin değiştirilmesi, çok ilaca direnç 

operonlarının ve efluks pompalarının indüksiyonu, antimikrobiyal bileşikleri parçalayan 

enzimlerin aşırı üretimi ve pasifleşme (dormansi) dir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013). 

 

2.4. Biyositler (Antiseptik ve Dezenfektanlar) Hakkında Genel Bilgi 

 

Mikroorganizmalar üzerine değişik mekanizmalarla mikrobisit veya mikrobiostatik etki 

gösteren antiseptik ve dezenfektanlar, diğer yaygın bir terimle biyositler günümüz tıp 

pratiğinde yaygın kullanım alanı bulan maddeler arasındadır. Bu maddeler, hastaneler, 

diğer sağlık kurumları ve veterinerlikte kullanılmaktadır. Özellikle nozokomiyal 
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infeksiyonların önlenmesi ve kontrolünde ilgili maddelerden geniş ölçüde 

yararlanılmaktadır (Resim 2.3). Ayrıca hazır gıda sanayiinde ve kozmetik sektöründe ilgili 

maddelerin koruma amacıyla kullanımının giderek artması biyositlerin kullanım alanlarını 

genişletmiştir (Öztürk, 2002). 

 

 

Resim 2.3. Gıda zincirinde kullanılan temel antimikrobiyal maddeler (Capita ve Alonso-

Calleja, 2013). 

 

Biyositler, gıda endüstrisinde temizlik ve dezenfeksiyon programlarında yer alan, patojenik 

ve gıdalarda bozulmaya neden olan bakterileri kontrol amacıyla kullanılan en önemli 

silahtır (Holah, Taylor ve ark., 2002). Giderek artan kullanımları, diğer antimikrobik 

maddelerde olduğu gibi, bunlara karşı da bir direncin gelişip gelişmediği sorusunu 

gündeme getirmiştir. Konu ile ilgili çalışmalar antibiyotik direnci kadar olmasa bile, son 

yıllarda üzerine önem verilen konulardan biri haline gelmiştir (Öztürk, 2002). 

 

En önemli biyosit tipleri; 

Alkoller 

Aldehitler (Formaldehit, gluteraldehit) 

Biguanidler (Klorhekzidin) 

Diamidinler 

Halojen salan maddeler 

İyot ve İyodoforlar (Povidon iyodür) 

Gümüş Bileşikleri 

Peroksijenler (Hidrojen peroksit) 
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Fenoller  

Kuaterner Amonyum Bileşikleri (Benzalkonyum Klorid) ‘dir (Öztürk, 2002; Keskin ve 

Kök, 2007; Eryılmaz ve Akin, 2008). 

 

Araştırmamızda test materyali olarak kullandığımız biyositler; sodyum hipoklorit, 

hekzaklorofen, klorhekzidin, triklosan, povidon iyodin ve benzalkonyum klorittir. Aktif 

oksidize edici ajanlardan sodyum hipoklorit (NaOCl), klor içeren dezenfektanlar içerisinde 

yer almaktadırlar. Günümüzde gıda endüstrisinde en sık kullanılan ajan olmakla beraber 

evlerde, hastanelerde, hayvancılıkta ve yaşamın birçok alanında hijyen ve sanitasyon için 

kullanılmaktadır (Fukuzaki, 2006).  

 

Kuaterner amonyum bileşikleri (KAB), birçok dezenfektanın bileşiğine eklenen katyonik 

bileşiklerdir. Benzalkonyum klorit, bu bileşiklerin en sık kullanılan sınıfıdır. 

Benzalkonyum kloridler, evlerde ve hastanelerde ortam temizliğinde kullanıldıkları gibi, 

lens solüsyonları, göz damlaları gibi insan hijyen ürünlerinin içine de eklenmektedirler 

(Ertekin ve ark., 2016).  

 

Klorheksidin, geniş spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip polisiklik bir bisbiguaniddir. 

El hijyeni, cerrahi antisepsilerde ve antimikrobiyal emdirilmiş kateterlerin ve sargıların bir 

bileşeni olarak, hayvancılıkta deri ve mukoza temizliği için yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Klorheksidin, ayrıca, hastanede yatan hastalarda enfeksiyon riskini azaltmak ve MRSA 

dekolonizasyonunda mupirosin ile beraber burun içi yıkama solüsyonlarına eklenmektedir 

(Liu ve ark., 2015). 

 

Triklosan, antisepsi (el yıkamaları, sabunlar) dahil birçok endikasyonda ve plastik, yastık, 

kozmetik, dişçilik ürünleri, kumaşlar, deodorantlar gibi birçok yerli üründe kullanılan 

bisfenol biyosit sınıfına ait bir maddedir. Yüksek konsantrasyonlarda, çoklu sitoplazmik ve 

membran hedeflerine sahip olmakla beraber, düşük konsantrasyonlarda, etki mekanizması 

esas olarak, 17enoil-asil taşıyıcı protein (ACP) redüktaz enziminin inhibe edilmesi yoluyla 

lipit sentezinin engellenmesi ile gerçekleşmektedir (Hughes ve Ferguson, 2017).  Triklosan 

ve hekzaklorofen Gram pozitif bakterilere karşı, Gram negatiflerden daha fazla 

kullanılmaktadır. Hekzaklorofen, el temizliğinde ve derinin ameliyatlara hazırlanması için 

günümüzde kullanımı azalmakta olan bir antiseptik maddedir.  
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Povidon iyodin, iyot ve polivinil pirrolidon karışımı olan ve sıklıkla deri ve mukozalarda 

kullanılan kuvvetli bir antiseptiktir. İyodinin mikrobisidal aktivitesi, bakteri hücresel 

mekanizmalarının ve yapılarının inhibe edilmesini içermektedir. Solunum zincirinde yer 

alan sitozolik enzimlere ek olarak, bakteri hücre zarlarında nükleotitleri yağ/amino asitleri 

denatüre ve deaktive etmektedir (Bigliardi ve ark., 2017). 

 

2.5. Biyosit Direnci 

 

Gıda zinciri boyunca antimikrobiyal direncin seçilim ve yayılımı birincil olarak 

antibiyotik, ikincil olarak ise biyositlerin kullanımıyla artmaktadır (Morente ve ark., 2013). 

Bazı biyosit direnç tiplerinin bakteriler arasında aktarılabildiği ve en azından birinin 

gelecekte önemi artan bir problem olarak karşımıza çıkabileceği yönünde kanıtlar 

bulunmuştur (Fraise, 2002). Marker olarak antibiyotik direnç geni eklenmiş olan genetiği 

değiştirilmiş tarım ürünleri, gıda zincirine eklenen, aktarılma olasılığı olan antibiyotik 

direnç geni içeren mikroorganizmalar ve sub-letal dozda yapılan gıda işleme teknikleri de 

endişe kaynağı olmaktadır (Capita ve Alonso-Calleja, 2013). 

 

Biyosit direnci, bir kromozomal genin mutasyonu veya amplifikasyonu yoluyla veya 

ekstrakromozomal genetik elementlerin (plazmitler ve transpozonlar) direnç genleri 

kazanması ile ortaya çıkabilir. Direncin biyosit inaktivasyonundan kaynaklanabildiği 

bilinmektedir, ancak nispeten nadirdir ve birkaç biyosit sınıfına (organik cıva bileşikleri) 

özgüdür. Daha yaygın olarak ve muhtemelen biyositler için hücresel hedeflerin 

çokluğunun bir sonucu olarak, direnç hücre zarf geçirgenliği veya artmış efluks 

faaliyetinden kaynaklanmaktadır (Poole, 2002). 

 

Biyosit direnci de antibiyotik direncinde olduğu gibi doğal (intrinsik) direnç ve kazanılmış 

direnç olarak oluşabilmektedir. Doğal direnç, bakterilerin doğal fenotipik özellikleri ile 

oluşan ve kromozomal genler ile kontrol edilen dirençtir. Bu direnç genellikle antiseptik ve 

dezenfektanların hücre içine alımlarının azalması ile olmaktadır. Bakteri sporları, değişik 

gram negatif bakteriler ve mikobakteriler doğal olarak birçok biyosidal maddeye 

dirençlidir. Fizyolojik adaptasyon da doğal bir direnç mekanizmasıdır. Bu adaptasyona en 

önemli örnek olarak biyofilm oluşumu gösterilebilir. Biyofilm içindeki bakteriler, 

biyosidal maddelere daha dirençlidirler. Antibiyotik direncinde olduğu gibi, biyofilm 

tabakası çeşitli mekanizmalarla bakterilere direnç kazandırmaktadır (Çağlar, 2005).  
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Yüksek moleküler ağırlıklı maddeler, Staphylococcus’ların ve vegetatif Bacillus sp. 

duvarından kolayca geçebilmektedir. Bu nedenle gram pozitif bakteriler KAB ve 

klorhekzidin dahil değişik biyositlere karşı duyarlıdır. Bununla birlikte bakteri üreme hızı 

ve üreme ortamındaki besin kısıttlamaları, biyositlere karşı duyarlılığı değiştirebilir; daha 

dirençli formlar meydana gelebilir. Enterococcus’lar genel olarak Staphylococcus’lardan 

daha dirençli olmakla birlikte son yılların sorun bakterileri olan vankomisin dirençli 

Enterococcus kökenlerinin vankomisin duyarlı olanlara göre biyositlere daha dirençli 

olduklarına dair bir kanıt elde edilememiştir (Öztürk, 2002). 

 

Kazanılmış direnç, mutasyon veya kromozom dışı genetik materyallerin kazanılması ile 

edinilen dirençtir ve söz konusu biyosidallerin kademeli olarak artan çeşitli dozlarına 

maruz kalma ile gerçekleşmektedir. Gram negatif bakteriler, genellikle antiseptik ve 

dezenfektanlara karşı spor oluşturmayan bakteriler ve mikobakteriyal olmayan gram 

pozitiflere göre daha dirençlidirler (Keskin ve Kök, 2007). Plazmid aracılıkla kazanılmış 

direnç, civa bileşikleri ve diğer metal tuzları için saptanmıştır ve son yıllarda değişik 

biyositlere karşı özellikle Staphylococcus’larda olmak üzere direnç geliştiği görülmektedir. 

 

2.5.1. Hedef değişikliği 

 

Bakteriyel hücre içerisinde birçok spesifik hedefi olan antibiyotiklerin aksine, biyositlerin 

birden çok hücresel bileşeni etkilediği görülmektedir ve bu nedenle, hedef bölge 

mutasyonlarının biyosit direncine neden olması nadir görülen bir durumdur (Morente ve 

ark., 2013). Diş macunları, sabunlar, deterjanlar ve cerrahi temizleyicilerde kullanılan 

popüler bir bakterisidal ve fungusidal bir ajan olan triklosana, bakterilerin yağ asidi 

sentezinde önemli rölü olan fabI geninde oluşan bir anlamsız mutasyon oluşarak ajanın 

tanınmaması ile direnç gelişebilmektedir. Bazı bakterileri suşları Kuaterner Amonyum 

Bileşiklerini (KAB) N-de alkilasyon yolu ile parçalayabilmektedir ve bu onları dirençli 

hale getirmektedir. Gıda ve diğer endüstrilerde sık ve gereğinden fazla KAB içeren 

dezenfektanların kullanımı, bu suşlar üzerinde seçici baskı oluşturup dirençli suşların 

çoğalarak ortamda üstün hale geçmesine neden olmaktadır (Paul ve ark., 2019). 
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2.5.2. Geçirmezlik (İmpermeabilite) 

 

Antimikrobiyal maddelerin etki gösterebilmeleri için hücredeki hedef bölgelerine 

ulaşmaları gerekmektedir. Bakterilerde çeşitli mutasyon veya adaptasyonlar yoluyla dış 

membran geçirgenliğinin azalması, direncin gelişmesine neden olmaktadır. Gram negatif 

bakterilerde kazanılmış biyosit toleransından geçirgenlik değişikliklerinin sorumlu 

olduğunu belirten birçok araştırma bulunmaktadır. Bu araştırmalarda, yüzey hidrofobikliği, 

dış zar yapısı, zar proteinlerinin ve dış zar yağ asidi bileşimindeki değişikliklerin bu 

direnci oluşturabildiğini tespit etmişlerdir (Morente ve ark., 2013). Yine de, son veriler bir 

direnç mekanizması olarak dış membran bariyer geçirgenliğinin, ek direnç mekanizmaları 

(efluks ve b-laktamazlar) ile beraber çalıştığında önemli olduğunu göstermektedir. Ayrıca 

membran geçirmezliğinin biyofilm mekanizması ile desteklendiğinde de ciddi önem 

oluşturabileceği belirtilmiştir (Poole, 2002). 

 

2.5.3. Efluks   

 

Biyosit direncine sebep olan efluks pompası proteinleri içinde antibiyotikleri de barındıran 

geniş bir ajan topluluğunu hücre dışına pompalamakla görevlidir (Morente ve ark. 2013). 

Günümüzde tanımlanmış yedi büyük bakteriyel çoklu antimikrobiyal efluks pompası ailesi 

bulunmaktadır, bunlar; adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC) süperailesi, 

resistancenodulation- division (RND) ailesi, major facilitator superfamily (MFS), small 

multidrug resistance (SMR) ailesi, multidrug and toxic compound extrusion (MATE) 

ailesi, proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE) ailesi ve p-aminobenzoyl-

glutamate transporter (AbgT) ailesidir. Bu aileler amino asit sekans benzerlikleri substrat 

profilleri, substrat pompalamada kullandıkları enerji kaynaklarına göre 

sınıflandırılmışlardır. Ailelerin büyük çoğunluğunun en az bir üyesinin, yüksek 

çözünürlüklü yapı tespiti ile, transmembran helikslerin (TMH) sayısı da dahil olmak üzere 

protein yapısal organizasyonu doğrulanmıştır (Ahmad, Nawaz ve ark., 2018). 

 

Efluks pompaları, RND ailesi örneğinde olduğu gibi, sadece iç membran taşıyıcıları 

değildir aynı zamanda dış membran kanalları ve periplazmik adaptör proteinleridir. RND 

ailesinden pompaların, Pseudomonas aeruginosa'da (MexB) ve Escherichia coli ve 

Salmonella typhimurium'da (AcrB) belirgin antibiyotik direnci ile ilişkili olduğu 

kanıtlanmıştır. Gram pozitif bakterilerde MFS ailesinden pompa proteinlerini kodlayan 
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genler, Staphylococcus aureus'ta NorA ve Streptococcus pneumoniae'da PmrA gibi, 

tanımlanmıştır (Navidinia ve Goudarzi, 2019). 

 

Gram pozitif bakterilerde, efluks pompa proteinleri yaygın olarak bulunmakta olup, son 

yıllarda yoğunlaşan çalışmalar stafilokok, streptokok, enterokok gibi klinik önemi olan 

bakterilerin çoklu ilaç direncinde bu proteinlerin etkin rol oynadığını ortaya koymaktadır. 

Hücre duvarı yapısı sebebiyle Gram pozitif bakterilerde efluks pompa sistemlerinin 

organizasyonu Gram negatif bakterilerden daha basit bir yapıdadır ve proteinler hücre 

zarında bulunmaktadır. S.aureus’ta sentezi plazmid kontrolündeki qacA ve smr pompa 

proteinlerinin, antiseptik ve dezenfektanlara; sentezi kromozomal genlerin kontrolünde 

olan NorA’nın ise hidrofilik kinolonlara yüksek düzey dirence yol açması, hastane 

enfeksiyonlarının kontrolü açısından önem taşımaktadır. Varlığı ilk kez S.epidermidis’te 

gösterilen ABC ailesine ait MsrA proteininin homoloğu, S.aureus’un klinik izolatlarında 

da gösterilmiş olup makrolid ve streptogramin B direnciyle ilişkili bulunmuştur. Diğer bir 

araştırmada, ilk kez bir MATE tipi pompa proteininin de (MepA), S.aureus’ta biyosit ve 

florokinolon direnciyle ilişkili olduğu bildirilmiştir (Hasdemir, 2007).  

 

2.6. Gram Pozitif Bakterilerde Bulunan Efluks Pompa Genleri 

 

Gram pozitif hücre zarfı, ince bir tabaka fosfolipid üzerinde kalın bir tabaka peptidoglikan 

tabakadan oluşmaktadır. Gram negatif bakterilerde ise iki katmanlı hücre duvarı ve hücre 

zarı bulunmaktadır. Gram negatif bakterilerde hücre zarı ve hücre duvarı katmanlarını 

içeren çok bileşenli kompleks bir çoklu ilaç pompa sistemi, Gram pozitif bakterilerde ise 

tek bir transmebran bileşeni vardır. Klinik açıdan önemli ilaçların dışa atımını sağlayan 

RND süperailesi pompa proteinlerinin gram negatif bakterilerde hücre iç ve dış mebranının 

her üç katmanını da kapsayan bileşenleri mevcuttur. Bu sebeple yıllarca Gram pozitif 

bakterilerde RND süperailesi proteinlerinin bulunmadığı düşünülmekteydi fakat 2001 

yılında RND süperailesinden olan yerP proteininin Bacillus subtilis’te bulunması bu fikrin 

değişmesini sağlamıştır. Daha sonra diğer büyük çoklu ilaç pompası süperaileleri gen ve 

proteinlerinin (MFS, ABC, MATE,SMR, PACE, AbgT) (Resim 2.4) de Gram pozitif 

bakterilerde iyi bir şekilde temsil edildiği belirlenmiştir (Li ve ark., 2016, Ahmad ve ark., 

2018).  
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Resim 2.4. A. Bakterilerde bulunan 7 farklı efluks pompa gen ailesinin filogenetik 

illüstrasyonu. B. Efluks pompası gen ailelerinin yapısal organizasyonları ve 

enerji kullanım mekanizmalarını gösteren şematik illüstrasyon, TMH, 

transmembran heliks sayısını ifade 

 

 

Resim 2.5. Gram pozitif bakterilerde bulunan antimikrobiyal dirençle ilişkili, farklı pompa 

ailelerini temsil eden efluks pompaları, FQ, florokinolonları, CM, 

kloramfenikolü, TC, tetrasiklinleri, ML, makrolidleri, ÇD, çoklu direnci temsil 

etmektedir. norA, florokinolonlarla beraber birçok biyosit ve ilacı dışarı 

pompalayan bir proteindir  (Poole, 2005). 
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Gram pozitif bakteriler içinde biyosit direnç genleri en iyi S.aureus’ta çalışılmıştır. 

S.aureus’ta bulunan kromozom tarafından kodlanan en önemli genler, norA (MFS), norB 

(MFS), norC (MFS), mepA (MATE), mdeA (MFS), sepA (n.d), sdrM (MFS), lmrS (MFS), 

plazmidler tarafından kodlanan en öneli genler ise qacA (MFS), qacB(MFS), smr (SMR), 

qacG(SMR), qacH(SMR) ve qacJ(SMR)’dir (Costa ve ark., 2013) (Resim 2.5).  

 

Araştırmamızda çalışılan genlerden qacA/B, MFS süperailesinden, plazmidler tarafından 

kodlanan, proton hareket kuvveti ile çalışan ve içinde 12 farklı kimyasal sınıftan lipofilik 

mono ve di katyonlar bulunan 30 farklı antimikrobiyal maddeyi (benzalkonyum klorit, 

klorhekzidin, diamidinler, boyalar vb.) hücre dışına pompalayan, özellikle 

Staphylococcus’larda çok iyi çalışılmış olan proteinleri kodlamaktadır (Andersen ve ark., 

2015).  

 

acrB geni, RND süperailesinden, proton hareket kuvveti ile çalışan başta akriflavinler ve 

florokinolonlar olmak üzere birçok substratı olan proteini kodlamaktadır (Anes ve ark., 

2015). norE geninin kodladığı protein, MATE süperailesinden, proton hareket kuvveti ile 

çalışan (sodyum gradiyent), florokinolonlar başta olmak üzere birçok substratı dışarı 

atmaktadır. sugE geni, SMR süperailesinden, proton hareket kuvveti ile çalışan, Gram 

negatif bakterilerde çok iyi tanımlanmış, setiltrimetilamonyum bromür, setilpiridinyum 

klorür, tetrafenilfosfonyum, benzalkonyum klorür, etidyum bromür ve sodyum dodesil 

sülfat gibi maddelere direnci sağlamaktadır (Fuentes ve ark., 2014).  

 

Smr geni ürünü, SMR süperailesinden, proton hareket kuvveti ile çalışan, plazmidlerle 

kodlanan, Gram pozitif bakterilerde çok çalışılan ve benzalkonyum klorür, etidyum bromid 

gibi maddeleri hücre dışına pompalamakla görevli proteindir. efrA/B, Enterococcus’larda 

bulunan, ABC süperailesinden, ATP enerjisini kullanan ve akriflavin, etidyum bromür, 

safranin O, DAPI, daunomisin, doksorubisin, novobiyosin, arbekasin, doksisiklin ve 

norfloksasin gibi maddeleri dışarı pompalayan proteinleri kodlamaktadır (Lerma ve ark., 

2014).  

 

Kromozomda kodlanan mdeA gen ürünü, MFS süperailesinden, proton hareket kuvveti ile 

çalışan ve benzalkonyum klorür, etidyum bromid, virjinyamisin, novibiosin gibi maddeleri 

dışarı pompalamaktadır. MATE süperailesinden mepA geni, kromozomda kodlanmakta, 

proton hareket kuvveti ile çalışmakta (sodyum gradiyent) ve kuaterner amonyum 
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bileşikleri (örneğin benzalkonyum klorür, setirimid, dekalinyum), klorheksidin, tetrafenil-

fosfonyum, pentamidin ve boya etidyum bromür, ayrıca glisilinlerin sınıfından bir 

antibiyotik olan tigesikline bağlanmaktadır. norA ve norB genleri MFS süperailesine 

bağlıdır, kromozomda kodlanmakta, enerji olarak proton hareket kuvvetini kullanmakta ve 

proteinleri florokinolonlar, etidyum bromür ve birçok biyositi hücre dışına 

pompalamaktadırlar. Kromozomal olarak kodlanmış sepA geni, antiseptik bileşiklere, yani 

benzalkonyum klorür, klorheksidin glukonat ve boya akriflavine karşı düşük seviyede 

direnç sağlayan bir efluks pompası olarak tanımlanmaktadır (Andersen ve ark., 2015, Li ve 

Nikaido, 2009, Costa ve ark., 2013). 

 

2.7. Biyosit – Antibiyotik Direnci Arasındaki İlişki 

 

Antibiyotik ve biyositlerin içinde bulunduğu antimikrobiyal ajanlar bakteriler üzerinde 

bakterisidal veya bakteriyostatik olarak benzer etkiler göstermektedir. Bakteriler bu 

ajanlara karşı ortak direnç mekanizmalarına sahiptir. Bakterilerin, biyosit maruziyetinden 

sonra beş ana prensibi takip ederek antibiyotiklere karşı direnç geliştirdiği kanıtlanmıştır. 

Bunlar, çapraz direnç, maruziyet ile gelişen fenotipik değişiklikler, ortak direnç (co-

resistance) (alıcı hücreye hem biyosit hem antibiyotik direnci kazandıran, kromozom dışı 

genetik materyaller ile edinilen direnç), maruziyet sonucunda daha toleranslı alt 

popülasyonların gelişmesi ve biyosit ve antibiyotik maruziyeti sonrası hasarlı DNA'yı 

onarmak için bakterilerdeki SOS tepkisinin etkinleşmesi ile DNA hasarında ani artışlardan 

kurtulma mekanizmasıdır (SCENIHR, 2009). 

 

Çapraz direnç, benzer şekilde etkili bileşikler veya ajanları tolere etmek için aynı stratejiyi 

kullanan belirli bir toksik maddeye karşı geliştirilmektedir. Antimikrobiyal kemoterapi 

sırasında, mikroorganizmalar onları antimikrobiyallere karşı dirençli kılan bir kaçış 

mekanizması olarak mutasyona uğramaktadırlar (Paul ve ark., 2019). Giderek büyüyen bir 

tehlike de antibiyotikler ve biyositler arasında çapraz direnç oluşumudur. Özellikle gıda 

alanında yaygın olarak kullanılan biyositler ile antibiyotikler arasındaki çapraz direnç 

önemli halk sağlığı sorunlarına yol açabilmektedir. Çapraz direnç iki antibakteriyel ajan 

hedefe ulaşmak için aynı yolu kullanıyorsa (ör. porinler gibi), benzer etki mekanizmasına 

sahip ise (ör. protein sentez inhibisyonu gibi) veya benzer direnç mekanizmalarına sahip 

ise (ör. permeabilite azalması gibi) ortaya çıkabilmektedir. Biyositler ile çapraz direnç 
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antibiyotiklerle ve/veya dezenfektanlar ile oluşabilmektedir (SCENIHR, 2009, Morente ve 

ark., 2013, Navidinia ve Goudarzi, 2019).  

 

Bakteriler arasında biyositlere en fazla direnç bakteri sporlarında görülmektedir. Manto 

(spor kabuğu) biyositlerin geçişini engellemektedir. Stafilokoklar gibi gram pozitif 

bakterilerin hücre duvarı biyositlere karşı etkili bir engel oluşturmaz. Mukoid ve/veya 

slime faktörü taşıyan stafilokoklar kloroksilenol, setrimid ve klorhekzidine daha 

dirençlidir. Slime faktörü uzaklaştırıldığında dirençli stafilokoklar daha duyarlı hale 

gelmektedir (Fraise, 2002). 

 

Birçok araştırmacı, veteriner, gıda ve klinik bakteri izolatları ile yaptıkları çalışmalarda 

çoklu antibiyotik direnci gösteren izolatların, biyosidal maddelere de duyarlılıkların da 

azalmış olduğunu gözlemlemişlerdir (Gibbons ve Udo, 2000; Morente ve ark., 2013; 

Fuentes ve ark., 2014; Becker ve ark., 2018).  

 

Antibiyotik ve Biyosit Direnci Arasındaki Benzerlik ve Farklılıklar: 

 

Benzerlikler 

İntrinsik (doğal) direnç (örneğin sporların alkollere dirençli olması) ve dış etken kaynaklı 

dirençlerin (ağır metallere karşı efluks pompaları) iyi tanımlanmış olması, 

Kazanılmış direnç mekanizmaları benzerdir (örneğin geçirmezlik, efluks pompaları). 

Biyofilmlerin inaktivasyon ve ölümü engellemesi, 

İnaktivasyon, antibiyotik veya biyosit ile temas konsantrasyonuna ve süresine bağlıdır. 

 

Farklılıklar  

Çoğu antibiyotik biyosentetik işlemlerde belirli bir hedefi engeller, 

Çoğu biyosit, düşük veya yüksek konsantrasyonlarda etkili olan, çoklu konsantrasyon 

bağımlı hedeflere etki etmektedir (Weber ve ark., 2019). 

 

2.8. Efluks Pompa İnhibitörleri 

 

Bakteriyel çoklu antibiyotik direncine neden olan efluks pompa proteinlerini inhibe ettiği 

bilinen bazı bileşikler; fenil arjinin betanaftilamid (PAβN), INF271, INF55, karbonil 
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siyanid m-klorofenil hidrazon (CCCP), rezerpin, 1-(1-naftilmetil) piperazin (NMP), 

birikodar, timkodar, verapamil, milbemisin, klorpromazin, paroksetin ve omeprazoldur. 

 

Efluks pompa inhibitörlerinin çalışma mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamakla 

beraber, birkaç mekanizma ile çoklu antimikrobiyal direncini azaltabildikleri çeşitli 

araştırmalarda belirtilmiştir (Schmitz ve ark., 1998; Marquez, 2005, Pages ve Amaral, 

2009). Bu mekanizmalar; inhibitörün antibiyotiklerle yarışmalı veya yarışmasız olarak 

doğrudan pompaya bağlanması ile pompayı bloke etmesi, ATP bağlanmasını inhibe ederek 

veya proton gradyanını bozarak enerjinin tükenmesine de neden olması,  inhibitörün 

antibiyotik ile kompleks oluşturarak ilacın hücrelere girmesini kolaylaştırması ve 

kompleksin daha büyük olması nedeniyle hücreden dışarı pompalanmasını engellemesi 

şeklinde işleyebilmektedir (Schmitz ve ark., 1998; Marquez, 2005). 

 

Toksisiteye yol açabilmeleri sebebiyle, henüz klinik kullanımı olan bir pompa inhibitörü 

yoktur. Endüstriyel ve akademik alanda faaliyet yürüten pek çok araştırmacı tarafından, 

pompa inhibisyonu özelliği keşfedilen doğal ve sentetik kaynaklı pek çok bileşik rapor 

edilmektedir. Bu çerçevede, patent başvuru örnekleri de olan çeşitli antibiyotik türevi 

(tetrasiklin, aminoglikozit ve florokinolon analogları) ve antibiyotik dışı bileşikler (indol, 

üre, aromatik asit, piperidin-karboksilik asit, kinolin türevleri ve peptidomimetikler) 

sıklıkla çalışılmaktadır. Yapılan çalışmalarla, efluks pompa inhibitörlerinin bazı 

antibiyotiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) değerlerini düşürdüğü 

gösterilmiştir (Aygül, 2015). 

 

Gram negatif bakterilerde, fenil-arginin-𝛽-naftilamid (Pa𝛽N)’in güçlü bir efluks pompa 

inhibitörü olduğu; Pseudomonas aeruginosa'nın Mex pompa sistemleri, 

Enterobacteriaceae ailesinin AcrAB pompa sistemi ve Campylobacter jejuni'nin 

eritromisin pompa sistemi tarafından sağlanan norfloksasin direnç aktivitelerini 

azaltabildiği tespit edilmiştir (Kumar ve ark., 2013). 

 

Rezerpin, P-glikoproteini inhibe ettiği bilinen ve antihipertansif olan bir bitkisel 

alkaloiddir. Gram pozitif bakterilerde, NorA ve Bmr çoklu ilaç pompa sistemlerini inhibe 

ettiği ortaya konan ilk bileşiktir. Rezerpin bir efluks pompa inhibitörü olarak çok ilaca 

dirençli Gram pozitif bakterilerde florokinolon aktivitesini arttırmaktadır. Rezerpin ya da 

diğer NorA inhibitörlerinin kullanılması S. aureus’da NorA pompasını inhibe etmektedir. 
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İn vitro olarak S. aureus ve S. pneumonia’nın dirençli varyantlarının ortaya çıkışını da 

azaltmaktadır. Rezerpin tetK determinantını bulunduran MRSA türlerine karşı tetrasiklin 

aktivitesini de artırmaktadır ve Lactococcus lactis’teki çoklu ilaç direncini sağlayan ABC 

efluks sisteminin üyesi olan LmrA’yı inhibe ettiği de gösterilmiştir (Alqwai ve ark., 2003). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Gıda Örneklerinin Toplanması, İzolasyon ve Ön Tanımlamalarının Yapılması 

 

Kasım 2016 – Mayıs 2017 tarihleri arasında, Ankara’nın çeşitli market, mandıra ve 

pazarlarında satışa sunulan 13 çiğ süt, 60 peynir, 18 çiğ tavuk ve 41 et (kıyma, kuşbaşı), 

fermente et (sucuk, sosis, salam) olmak üzere, toplam 132 gıda örneği materyal olarak 

kullanılmıştır. Örnekler soğuk zincir koşulları dikkate alınarak, steril kapların içinde 

laboratuvar ortamına getirilmiş ve aynı gün içinde çalışılmıştır. 

 

Araştırmamızda Türk Standartları Enstitüsünde (TSE, 2011) belirtilen esaslara göre çiğ süt 

örnekleri steril 200 ml ‘lik şişelere alınmıştır. Laboratuvara getirilen 25 ml çiğ süt 

örneğinden 225 ml’lik steril tamponlanmış peptonlu su (Buffered Peptone Water, BPW, 

Merck, 107228) kullanılarak sırasıyla 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

’lük dilusyonlar hazırlanmıştır. Analiz 

için laboratuvara steril koşullarda getirilen 25 g peynir örnekleri steril bir kapta tartılmış, 

225 ml steril Ringer Çözeltisi’nde (Merck, 115525) ezilip homojenize edilerek 10
-1

, 10
-2

,  

10
-3’

 lük dilusyonları hazırlanmıştır. 25 g et ve tavuk örnekleri steril kaplarla laboratuvara 

getirilip tartılıp parçalanarak, 225 ml’lik steril BPW içine alındıktan sonra 10
-1

, 10
-2

, 10
-3’

 

lük dilusyonları hazırlanmıştır. Bütün dilüsyonlardan, Mannitol Salt Phenol-Red Agar’a 

(MSA, Merck, 105404) 0,1 ml ekim yapılarak 37°C’de 48 saat inkübasyona bırakılmıştır 

(Türk Gıda Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yönetmeliği, 2011). 

 

MSA besiyerinde sarı zon oluşturan sarı-parlak kolonilere ve kırmızı-mor zon oluşturan 

beyaz şüpheli kolonilere (Resim 3.1) Gram boyama, katalaz, oksidaz testleri 

uygulanmıştır. Gram pozitif (+), üzüm salkımı şeklinde kok,  katalaz pozitif (+) ve oksidaz 

negatif (-) olan koloniler Staphylococcus olarak adlandırılmıştır. Araştırmamızda yapılacak 

tüm deneyler için kontrol suş olarak S.aureus ATCC 29213 kullanılmıştır (Chajecka-

Wierzchowska ve ark., 2015). 

 



26 

 

Resim 3.1. Mannitol Salt Agar üzerinde Staphylococcus’ların görünüşü  

                  (http://www.bacteriainphotos.com/mannitol_agar.html) 

 

3.2. İzolatların Antibiyotik Dirençliliklerinin Kirby-Bauer Disk Difüzyon Yöntemiyle 

Belirlenmesi  

 

Antibiyotik duyarlılık testi Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü’nde (CLSI) (CLSI, 

2013) belirtilen kriterlere göre Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemine göre yapılmıştır. 

Staphylococcus izolatları Mueller Hinton Agar (MHA, Merck, 105435) besiyerine ekilip 

30-35
o
C’de 24 saat inkübe edildikten sonra, kültürlerden 2-3 koloni alınarak, 0,5 

MacFarland bulanıklık standardına eşdeğer olacak şekilde serum fizyolojik içinde süspanse 

edilmiştir. Süspansiyondan, steril eküvyon çubuk ile alınan izolatlar MHA besiyeri 

yüzeyine sürme yöntemi ile ekilmiştir. Besiyeri yüzeyi kuruduktan sonra antibiyotik 

diskleri yerleştirilerek 37°C’de 18-24 saatlik inkübasyon sonucunda oluşan antibiyotik 

inhibisyon zon çapları milimetrik olarak ölçülmüştür. Elde edilen zon çapları CLSI da 

(CLSI, 2013) belirtilen zon çaplarıyla karşılaştırılarak Staphylococcus’ların antibiyotiklere 

hassas ve dirençli olarak değerlendirilmesi yapılmıştır. Çalışılan izolatlar için ampisilin 

(AM,10µg), sefkuinom (CFQ,30µg), tetrasiklin (TE,30µg), gentamisin (CN,10 µg), 

enrofloksasin (ENO,15µg), eritromisin (E,15µg) antibiyotikleri kullanılmıştır. İzolatlar 

Çizelge 3.1’de belirtilen (CLSI, 2013), inhibisyon zon çaplarına göre hassas ve dirençli 

olarak değerlendirilmiştir (Resim 3.2). 

 



27 

 

Resim 3.2. Antibiyotik Dirençlilik Testi (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. Mikrobiyoloji 

Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 

 

Çizelge 3.1. Araştırmamızda kullanılan antibiyotik diskleri ve duyarlılık sınırları 

 

Antibiyotikler 
Antibiyotik 

konsantrasyonu (μg) 

Zon çapı (mm) 

Hassas Dirençli 

Ampisilin(AM) 10 μg ≥29 ≤28 

Sefkuinom (CFQ) 30 μg ≥23 ≤22 

Tetrasiklin(TE) 30 μg ≥19 ≤14 

Gentamisin (CN) 10 μg ≥15 ≤12 

Enrofloksasin (ENO) 15 μg ≥23 ≤22 

Eritromisin (E) 15 μg ≥23 ≤13 

Kloramfenikol (C) 30 μg ≥18 ≤12 

Nitrofurantoin (F) 300µg ≥17 ≤14 

Siprofloxacin  (CIP) 5 µg ≥21 ≤15 

Sefuroksim (CXM) 30 μg ≥18 ≤14 

      

Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemine göre antibiyotik dirençli izolat sayısı ve yüzdeleri 

Çizelge 4.3’te ayrıntılı olarak gösterilmiştir. 

 

3.3. Bakteri İzolatlarının Antibiyotik Dirençliliklerinin Mikrodilusyon (MİK) 

Yöntemiyle Belirlenmesi 

 

Toz antibiyotikler uygun çözücüler olan; %95 etanol (eritromisin), steril distile su 

(sefkuinom, gentamisin, tetrasiklin), fosfat tamponu, pH: 6.0, 0.1 mol/L (ampisilin), %1 

dimetil sülfosit (DMSO) (enrofloksasin) çözünmeleri sağlandıktan sonra steril distile su ile 
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1024 µg/ml konsantrasyonda hazırlanmaları için stok solüsyon olarak CLSI kriterlerine 

göre hazırlanmıştır (CLSI, 2013).   

Araştırmamızda; antibiyotik olarak; ampisilin (AM; Sigma), sefkuinom (CFQ, İntervet), 

tetrasiklin (TE; Fluka), gentamisin (CN; Sigma), enrofloksasin (ENO, Bayer), eritromisin 

(E, Bilim), vankomisin (VA, Sigma) kullanılmıştır.  Antibiyotik direnç ve duyarlılığının 

belirlenmesinde mikrodilüsyon yönteminin kullanıldığı testte 100μl Mueller Hinton Broth 

(MHB, Merck, 110293) besiyeri içeren 96-kuyulu mikroplakta (U taban) her bir 

antibiyotiğe ait CLSI’da belirtilen direnç ve duyarlılık sınırlarına göre hazırlanmış 

başlangıç dilüsyon solüsyonları eklenerek çift katlı dilüsyonları (≤512 µg/ml) yapılmıştır. 

Kuyulara 0,5 McFarland yoğunluğunda taze hazırlanmış bakteri kültür süspansiyonundan 

2x10
5
cfu/ml yoğunlukta tüm kuyulara 10 μl ilave edilerek 37ºC’de 16-18 saat inkübe 

edilmiştir. Makroskobik olarak üreme görülmeyen en düşük konsantrasyon Minimum 

İnhibisyon Konsantrasyonları olarak (MİK) belirlenmiştir. Besiyeri, kültür ve çözücü 

kontrolleri testte 2 paralel olarak çalışılmıştır.  

 

Tüm bakteri izolatları her bir antibiyotik için belirlenen MİK değerleri CLSI kriterlerine 

göre dirençli ve duyarlı kabul edilmiştir (CLSI, 2013). Buna göre; ampisilin (S≥0.25; 

R≤0,5 μg/ml), sefkuinom (S≥2; R≤8 μg/ml), tetrasiklin (S≥4; R≤16 μg/ml ), gentamisin 

(S≥4; R≤16 μg/ml), enrofloksasin (S≥0.25; R≤1 μg/ml),  eritromisin (S≥0.5; R≤8 μg/ml),  

vankomisin (S≥4, R≤32)dir. 

 

3.4. Bakteri İzolatlarının Biyositler İçin Minimal İnhibitör Konsantrasyon 

Değerlerinin (MİK)  Belirlenmesi 

 

Biyosidal test maddeleri, uygun çözücüleri olan %95 etanol (klorhekzidin, hekzaklorofen), 

steril distile su (benzalkonyum klorür, sodyum hipoklorit, povidon iyodin), etanol 

(triklosan) ile çözünmeleri sağlandıktan sonra steril distile su ile 1024 µg/ml (klorhekzidin, 

hekzaklorofen, benzalkonyum klorür, triklosan), 100 mg/ml (sodyum hipoklorit), 100 g/l 

(povidon iyodin) konsantrasyonlarda stok solüsyonları hazırlanmıştır. 

 

Araştırmamızda kullanılan biyosidal maddeler klorhekzidin (CH, Sigma), hekzaklorofen 

(HC, Sigma), benzalkonyum klorür (BC, Sigma), sodyum hipoklorit (SC, Merck), povidon 

iyodin (PI, Sigma), triklosan (T, Sigma)’dır. 
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Biyosit MİK değerlerinin belirlenmesinde mikrodilüsyon yönteminin kullanıldığı testte 

100μl MHB (Merck, 110293) içeren 96-kuyulu mikroplakta (U taban) hazırlanmış 

başlangıç dilüsyon solüsyonları eklenerek çift katlı dilüsyonları yapılmıştır. Kuyulara 0,5 

McFarland yoğunluğunda taze hazırlanmış kültür süspansiyonundan 2x10
5
cfu/ml 

yoğunlukta tüm kuyulara 10 μl ilave edilerek 37ºC’de 16-18 saat inkübasyon sonrası 

makroskobik olarak üreme görülmeyen en düşük konsantrasyon Minimum İnhibisyon 

Konsantrasyonları olarak (MİK) belirlenmiştir (Resim 3.3, 3.4). Besiyeri, kültür ve çözücü 

kontrolleri testte iki paralel olarak çalışılmıştır.  

 

 

Resim 3.3. Biyosit MİK belirleme testi (Fotoğraf, G.Ü. Fen Fak. Mikrobiyoloji  

Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 

 

 

Resim 3.4. Biyosit MİK belirleme testi (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. Mikrobiyoloji 

Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 
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3.5. Antibiyotik Direnci Gösteren Bakterilerin BD BBL Crystal Tanımlama Kiti ile 

Tanımlanması 

 

Disk difüzyon yöntemi ile antibiyotiklerin bir veya birden fazlasına direnç gösterdiği 

belirlenen Gram pozitif bakteri izolatları seçilerek, Becton Dickinson (BD) BBL Crystal 

Identification System Gram-Positive ID tanımlama kitiyle tanımlamaları yapılmıştır.  

 

Bu test için izolatların Triptic Soy Broth (CASO, TSB, Merck, 100800) içerisindeki 18-24 

saatlik kültürleri kullanılmıştır. Bu kültürlerden alınan 100 µl, kit içinden çıkan sıvı çine 

inoküle edilerek 0,5 McFarland bulanıklık olacak şekilde ayarlanmıştır. Vortex ile iyice 

homojenize edilen bakteri süspansiyonları, BBL Crystal Base paneline boşaltılmış ve tüm 

kuyucukların süspansiyonla dolması sağlanmıştır. BBL Crystal GP ID Panel kapakları 

kapatılmıştır.  

 

Paneller ters çevrilerek 35-37
o
C’de, nemli ortamda 18-24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresi sonunda paneller BBL Crystal Panel Viewer cihazı kullanılarak ve BBL 

Crystal Gram-Positive Identification Color Chart tablosu yardımıyla okunmuş ve sonuçlar 

değerlendirilmiştir. Değerlendirme sonuçları bilgisayar ortamında, BBL Crystal 

Identication System programına aktarılarak Staphylococcus tür tanımlaması yapılmıştır 

(Resim 3.5, 3.6). 

 

 

Resim 3.5. BBL Crystal GP ID Panel kapaklarının kapatılması (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. 

Mikrobiyoloji Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 
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Resim 3.6. BBL Crystal Panel Viewer Cihazı (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. Mikrobiyoloji 

Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 

 

3.6. Rezerpinin Antibiyotik Direnci ve Biyosit MİK Değeri Üzerine Etkisinin 

Belirlenmesi 

 

Daha önce, antibiyotiklerden bir veya birden fazlasına direnç gösterdiği belirlenen Gram 

pozitif bakteri izolatları, antimikrobiyal dirençlerinin rezerpin duyarlı efluks pompa 

sistemiyle olup olmadığını belirlemek amacıyla, mikrodilusyon yöntemi ortama antibiyotik 

ve biyositlerle beraber 0,01 mg/ml oranında rezerpin eklenerek tekrar edilmiştir (Resim 

3.7, 3.8). Rezerpin eklendiğinde oluşan MİK değeri ile eklenmediğinde görülen değer 

oranlanmış ve oranın 4 katı ve üzeri görülmesi durumunda direncin rezerpin duyarlı efluks 

pompası ile olabileceği düşünülmüştür (Gibbons ve Udo, 2000). 
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Resim 3.7. MİK yöntemi ile antibiyotik dirençlilik testinin reserpin eklenerek 

tekrarlanması (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarında 

Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 

 

 

Resim 3.8. MİK yöntemi ile biyosit dirençlilik testinin reserpin eklenerek tekrarlanması 

(Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarında Meryem Burcu 

Külahcı tarafından çekilmiştir.) 
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3.7. Antibiyotik Direnci Gösteren Bakterilerin Tanımlanması 

 

Antibiyotiklerden bir veya birden fazlasına dirençli olduğu belirlenen 29 Staphylococcus 

izolatı seçilerek, önce laboratuvarımızda fenotipik (biyokimyasal) (gram boyama, katalaz, 

oksidaz, BBL Crystal Gram pozitif kit) olarak tanımlanmıştır. Daha sonra da doğrulama 

amacıyla, izolatların genomik DNA izolasyonları yapılmış ve 16s rDNA bölgeleri PZR ile 

çoğaltılıp, agaroz jelde görüntülendikten sonra DNA dizi analizleri hizmet alımı yapılan 

firmalar tarafından yapılmıştır. 

 İzolatların genomik DNA izolasyonu: 

Hizmet alımı ile 16S rDNA dizi analizi yapılacak olan izolatların genomik DNA 

izolasyonları laboratuvarımızda ticari (ROCHE High Pure PCR Template Preparation) kit 

ile yapılmış olup hemen kullanılmayacak olan DNA’lar çalışma yapılıncaya kadar -

20
o
C’de saklanmıştır. DNA izolasyonu için ticari kitin protokolü Staphylococcus izolatları 

için optimize edilmiştir. 

DNA İzolasyonu: 

1. Sıvı besiyerinde üremiş olan
 
bakteri kültüründen 1500 µl alınıp eppendorf tüpe 

aktarılarak, 3000g de 5 dk santrifüjlenmiştir. 

2. Süpernatant kısmı atılarak üzerine 300 µl fosfatlı tuz tamponu (PBS) eklenip 

vortekslenmiştir. Eppendorf tüp 95
o
C’de 7 dakika inkübe edilmiştir. 

3. İnkübasyon sonunda eppendorf tüpe Staphylococcus için 30 µl lizostafin (10 mg/ml, 

50mM Tris buffer içerisinde) eklenerek 37
o
C’de 20 dakika inkübe edilmiştir. 

4. İnkübasyondan sonra 300 µl Binding Buffer ve 75 µl Proteinaz K eklenip iyice 

vortekslenmiş (Max hızda) ve arkasından 70
o
C de 10 dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonrasında tekrar iyice vorteksleme yapılmıştır.  

5. Daha sonra 150 µl Isopropanol eklenip, pipetaj ile iyice karıştırılmıştır.  

6. Total karışım toplama tüpü (Collection Tube) üzerine oturtulmuş filtre tüplerine 

yüklenmiştir.  

7. 1 dk 8000g de santrifüj yapılmıştır.  

8. Toplama tüpü atılmış ve filtre yeni bir tüpe yerleştirilmiştir.  

9. 500 µl Inhibitor Removal Buffer eklenip, 1 dk 8000g de santrifüj yapılmıştır.  

10. Toplama tüpü atılıp ve filtre yeni bir tüpe yerleştirilmiştir.  

11. 500 µl Wash Buffer eklenip, 1 dk 8000g de santrifüj edilmiştir.  
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12. Toplama tüpündeki sıvı atılıp, 500 µl Wash Buffer tekrar eklenerek 1 dk 8000g de 

santrifüj edilmiştir.  

13. Altındaki süpernatant atılarak filtreye bir şey eklenmeden 8000g de 15 sn çevrilerek 

filtre tampondan uzaklaştırılmıştır.  

14. Filtreler yeni 1.5 ml ependorf tüplerine yerleştirilmiştir.  

15. 50 µl önceden +70
o
C ye ısıtılmış Elution Buffer filtrelere eklenip 1 dk 8000g de 

santrifüj edilmiştir.  

16. Toplanan DNA’nın miktarı ve kalitesi Biotek Epoch Take3 Plate cihazı ile 

ölçülmüştür. 

17. PZR yapılmayacak ise DNA’lar -20
o
C de saklanır. PZR başlanacak ise karışım 

hazırlanana kadar +4
o
C de saklanabilir. 

PZR Karışımı (Mix) Hazırlama: 

1 örnek için; 

Forward Primer (1:10 Sulandırılmış/10µM): 1 µl (Çizelge 3.2, 3.3) 

Reverse Primer: (1:10 Sulandırılmış/10µM): 1 µl 

AptaTaq Fast PZR Master (5x): 4 µl 

DNA Örnekleri: x µl (Toplam miktar 150-200 ng olacak şekilde denenebilir. Eğer 150 ng 

dan yüksek ise 150 ng olacak şekilde eşitleme yapılır.) 

Su: 14-x µl 

Toplam: 20 µl 

Reaksiyon; 

Denatürasyon: 95
o
C de 60 sn (1x) 

PZR: Denatürasyon 95 
o
C de 5 sn 

Annealing/Elongation: 56
o
C de 30 sn 

Cooling: +4
o
C de Sonsuz.  

5 µl PZR örneği + 1 µl 6x DNA boyası (Runsafe DNA staining reagent), Jele yüklenerek, 

80V da markerların takibi ile yürütülmüştür (Resim 3.9). 

 

Uygun bölgede yeterli büyüklükte (1500 bp) bant elde edildiğinde PZR ürünleri hizmet 

alımı yapılan firmaya ulaştırılarak, dizi analizi ile tanımlama yaptırılmıştır. 

(35x)   
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Resim 3.9. Staphylococcus izolatlarının 16s rDNA bölgelerin PZR ile çoğaltıldıktan sonra 

jel görüntüsü (1:DNA ladder, marker,2: Negatif kontrol, 3: Çoğalma olmamış 

örnek, 4-12:Pozitif örnekler) (Fotoğraf, G.Ü. Fen Fak. Mikrobiyoloji 

Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 

 

3.8. Real Time PZR ile Antibiyotik Direnç ve Efluks Pompa Genlerinin Belirlenmesi 

 

Real time pzr (RT-PCR) ile antibiyotik direnç ve efluks pompa genlerinin tespit edilmesi 

için, öncelikle hedeflenen genlerin ileri ve geri (forward ve reverse) primerleri 

tasarlanmıştır. Uygulanan yöntemle tasarlanamayan genlerin primer dizileri uygun 

literatürden alınarak sentezletilmiştir. Çizelge 3.2 ve 3.3’de belirtilen primerler elde edilip 

uygun olarak sulandırıldırılıp kullanıma hazır hale getirilmiştir. Deneyde Roche marka 

FastStart Essential DNA Green Master kit kullanılmıştır. Hedeflenen gen bölgesine ait 

primer çiftleri ile SYBR Green boyası kullanılarak LightCycler 96 (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Germany) cihazında çalışma yapılmıştır. Sonuçlar Abs Quant analiz modülü 

kullanılarak çalışmaya dahil edilen pozitif ve negatif kontrollere göre değerlendirilmiştir. 

Pozitif kontrol olark 16S rDNA primeri ile kurulmuş karışım, negatif kontrol olarak ise 

DNA konulmadan hazırlanmış karışım kullanılmıştır. 

 

3.9. Hedeflenen Gen Bölgelerinin Primerlerinin Tasarlanması 

 

Primer tasarımı, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ sitesinde yapılmıştır. Çalışma 

yapılacak organizma ve gen araması yapıldıktan sonra gelen sonuçlar içerisinden 

‘complete cds’ olan, olabildiğince tüm genom sekansını içeren bölge opsiyonel seçilerek, 

gene ait sekansın FASTA formatı açıldıktan sonra, yeni bir sekmede http://primer3.ut.ee/ 

‘e gidilmiştir. FASTA formatından çoğaltılacak bölge için ortalama 800 baza kadar seçilim 

yapılıp, Primer3 sitesine sekans yapıştırılmıştır. Aynı sayfa içerisinde aşağıdaki kısma 
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hedeflenen ürün bp olarak yazıldıktan sonra Pick primers’e tıklanır, ilk gelen primer 

dizileri sistemin önerdiği olabilecek en iyi primerlerdir. Primer çiftinin hairpin, self-dimer 

& heterodimer oluşturma skorlamalarının kontrolü için 

https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer sitesine geçilmiştir. Ücretsiz üyelik açılır, 

ilk primer çifti denenir. Sırası ile hairpin, self dimer ve heterodimer denenir, burada istenen 

aralık deltaG’nin +2 -9 arasında çıkmasıdır. Her iki primer de (F ve R) istenen aralıklarda 

ise, tasarım tamamlanmıştır. Bu şekilde tasarlanamayan birkaç primerin dizileri uygun 

makalelerden (Patel ve ark., 2010, Swick ve ark., 2011) alınarak sentezlettirilmiştir (Çizelge 

3.3).  



37 

Çizelge 3.2. Çalışmamızda kullanılmak üzere tasarlanan primerler 

 
Primer adı Baz Dizileri 

16S  
F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 

acrB  
F ACCAAGTTCATCCACGCCTA 

R AAAGGCTGGGCAAATGACTG 

sugE  
F ACACAGTGATTGGCATGATTG 

R GCATCCCCACAAAGAACCAA 

efrA  
F GGAGCGGGACTGTTCAAATC 

R GAATCCGTGAAGCCGAAACC 

efrB  
F TCCTAGATGAGCCAGAAGAAGA 

R GTCCCACAATCGCAACCATT 

qacA/B  
F GCTGCTGTTGAAGAGTCTATGT 

R TGCAAGCTGTTTTATCCCCG 

smr  
F AGATCAGGCACCTTCAACGA 

R GCATGGCGAAAATCCGTAGA 

mdeA  
F TCCATACAATAACCCGCCGA 

R TCGCTTTTCCATGTTGTCGC 

mepA  
F TTTAGGGGCGAGAGGTGAAA 

R TGATTGCAGTACCCAAAGCTG 

norA  
F TGGGGCACTTTTCCAAATCT 

R AGTTCAATCCGCCTGCAAAG 

sepA  
F TCATGATACCTCTGACGGCA 

R ATAAGTACGCCTGCACCCAT 

bla  
F AGCAGATAAGAGTGGACAAGC 

R GCTGTTTCGCTGACTACTTTG 

mecA 
F GGCAGACAAATTGGGTGGTT 

R TGAAGCAACCATCGTTACGG 

tetK  
F TGTCTTGATTGCCCACGTTC 

R TGCAACAGTTCACATGGACG 

tetL  
F AGGAAGCAGAGTTCAGCCAT 

R TAAGGGCACAAATCGCATCG 

cat  
F TAACCTGCCCCGTTAGTTGA 

R TTGTGCGTTGAGAAGAACCC 

F: Forward, R: Reverse 

Çizelge 3.3. Literatürden alınan primer dizileri 

 
Primer adı   

norB (Patel ve ark. 2010)  
F GTAATGGTACTAATTATGATTCGTGTTGG 

R CTGGCAAGAAAGTTAATGAAATGAGAC 

norE (Swick ve ark. 2011)  
F CTGGCGGCAGCGGTAA 

R TGCCATACAGACACCCACCATA 

F: Forward, R: Reverse 
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3.10. Real Time PZR Reaksiyonu ve Protokolü 

 

Bakteri izolatlarının DNA izolasyonları yapıldıktan sonra her reaksiyon kuyucuğuna eşit 

miktarda dna eklenebilmesi için gerekli sulandırmalar yapılmıştır. Reaksiyon için 

kullanılan Roche marka FastStart Essential DNA Green Master kitin kullanım kılavuzunda 

belirtilen protokole göre reaksiyon karışımı (mix) hazırlanmış ve cihaz (Roche, 

LightCycler 96, 05815916001) protokolüne uygun olarak reaksiyon cihazda 

yürütülmüştür. Çalışılan her gen için pozitif kontrol olarak, 16s rDNA primerleri ile 

reaksiyon kurularak yürütülmüştür. 

 

3.10.1. PZR karışımı hazırlama 

 

Primerler 10 mM olacak şekilde sulandırılarak hazırlanmıştır. Daha sonra, reaksiyon 

karışımı aşağıda yazıldığı gibi son hacim 20 µl olacak şekilde hazırlanmıştır. 

Master Mix (2x kons.) (hazır) 10 µl 

Primerler (F,R)    0,5-0,5 µl 

Su 4  µl 

DNA  5  µL 

Toplam Hacim   20 µl 

Reaksiyon karışımı hazırlanıp kuyucuklara aktarıldıktan sonra 96 kuyucuklu plakanın üzeri 

özel jelatin ile kapatılarak cihaza yerleştirilmiştir (Resim 3.10). Cihazın çalışma protokolü 

kullanılan primer çiftinin erime sıcaklığı dikkate alınarak, kullanım kılavuzunda tavsiye 

edildiği üzere aşağıdaki gibi düzenlenerek çalışılmıştır (Çizelge 3.4). 
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Çizelge 3.4. Real Time PZR cihazının çalışma protokolü 

 

Run Editor 

Detection Format Reaction volume (µl) 

Dyes 1: SYBR Green I 20 

Programs 

 Temp. (
o
C) Ramp (

o
C/s) Duration 

(s) 

Acquisition 

Mode 
Pre-Incubation 95 4.4 600 None 

3-step 

Amplification 

No of cycles:45 

95 4.4  None 

58 2.2 10 None 

72 4.4 10 Single 

Melting 
95 4.4 10 None 

65 2.2 60 None 

97 0.1 1 5 Readings/ 

o
C 

 

 

Resim 3.10. Real Time PZR çalışma plağı (Fotoğraf, G.Ü.Fen Fak. Mikrobiyoloji 

Laboratuvarında Meryem Burcu Külahcı tarafından çekilmiştir.) 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

Kasım 2016 – Mayıs 2017 tarihleri arasında, Ankara’nın çeşitli market, mandıra ve 

pazarlarında satışa sunulan 13 çiğ süt, 60 peynir, 18 çiğ tavuk ve 41 et (kıyma, kuşbaşı) 

olmak üzere toplam 132 gıda örneği materyal olarak kullanılmış ve 77 Staphylococcus elde 

edilmiştir (Çizelge 4.1).  

Çizelge 4.1. Gıda örneklerinden izole edilen Staphylococcus’ların, izole edildikleri 

materyallere göre dağılımları 

 

Gıda örnek adı Çalışılan örnek sayısı 

Staphylococcus 

İzolat sayısı % 

Peynir 60 51 66.2 

Çiğ Süt 13 16 20.8 

Tavuk 18 5 6.5 

Et 41 5 6.5 

TOPLAM 132 77 100 

 

İzole edilen Staphylococcus’ların antibiyotik dirençleri Kirby-Bauer disk difüzyon ve MİK 

yöntemleri ile (Çizelge 4.2, Çizelge 4.3, Çizelge 4.4), biyosidal maddelere olan 

duyarlılıkları ise MİK yöntemi ile tespit edilmiştir (Çizelge 4.6).  

Çizelge 4.2. Staphylococcus izolatlarının disk difüzyon ve MİK yöntemleriyle elde edilen 

antibiyotik direnç sayı ve yüzdeleri 

 

Staphylococcus 

(n=77) 

Çalışılan Antibiyotik İsimleri 

AM E TE CIP C CN CXM F CFQ ENO 

Disk difüzyon 
13 

(%16,9) 

2 

(%2,6) 

19 

(%24,7) 
0 

3 

(%3,9) 
0 

31 

(%40,3) 

2 

(%2,6) 

3 

(%3,9) 
0 

MİK 
4 

(%5,2) 

0 

 

18 

(%23,4) 
0 

3 

(%3,9) 
0 

11 

(%14,3) 

2 

(%2,6) 
0 0 

AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE: Tetrasiklin, CIP:Siproflaksasin, C:Kloramfenikol, CN:Gentamisin,    

CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin, CFQ:Sefkuinom, ENO:Enrofloksasin) 

 

Staphylococcus izolatlarında en yüksek antibiyotik direnci beta laktam grubundan 

sefuroksim ve ampisilinde belirlenmiştir. Sonraki en yüksek direnç tetrasiklinde 

gözlenmiştir. MİK yönteminde disk difüzyona göre daha az dirençli izolat tespit edilmiştir. 
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Çizelge 4.3. İzolatların disk difüzyon ve mik yöntemi ile çoklu direnç oranları 

 

Staphylococcus (n=77) Tek antibiyotiğe 

direnç 

İki antibiyotiğe 

direnç 

Üç antibiyotiğe 

direnç 
TOPLAM 

Disk difüzyon 
28 

(%59.6) 

16 

(%34) 

3 

(%6.4) 

47 

(%61) 

MİK 
20 

(%69) 

9 

(%31) 
0 

29 

(%37.7) 
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Çizelge 4.4. İzolatların disk difüzyon ve MİK yöntemlerine göre antibiyotik dirençleri 

 
 

No 

Bakteri 

Kodu 

Disk Difüzyon Yöntemine 

Göre Antibiyotik Dirençliliği  

Dirençli olduğu 

antibiyotik sayısı 

MİK Yöntemine Göre 

Antibiyotik Dirençliliği 

Dirençli 

olduğu 

antibiyotik 

sayısı 

1 S1-1 AM 1   

2 P49-2 AM,CXM 2 CXM 1 

3 P24-1 AM,CXM,TE 3 CXM,TE 2 

4 P2-2 AM,CXM 2 CXM 1 

5 S12-1 AM 1 AM 1 

6 P23-1 AM,CXM,TE 3 CXM,TE 2 

7 P20-1 AM,CXM 2 CXM 1 

8 S11-1 AM 1 AM 1 

9 P36-3 AM,CXM 2 AM,CXM 2 

10 S3-1 AM,CXM 2 AM,CXM 2 

11 S13-3 AM,E 2   

12 ES-14 AM,CXM,TE,E 3 CXM 1 

13 K11-1 CXM,TE 2 CXM,TE 2 

14 ES-18 TE,C 2 TE,C 2 

15 ES-20 CXM,TE 2 TE 1 

16 P49-3 CXM,TE 2 CXM, TE 2 

17 ES-15 TE 1 TE  1 

18 T1-1 AM,TE 2 TE 1 

19 S4-2 TE 1 TE 1 

20 K6-1 TE 1 TE 1 

21 ES-11 TE 1 TE 1 

22 ES-8 TE,C 2 TE,C 2 

23 K5-1 CXM,TE 2 TE 1 

24 ES-9 TE 1 TE 1 

25 T18-1 TE 1 TE 1 

26 S6-1 CXM,TE 2 TE 1 

27 P2-1 CXM,TE 2 TE 1 

28 K10-2 TE 1 TE 1 

29 ES-17 CXM 1   

30 P21-1 CXM 1   

31 P10-1 CXM 1   

32 ES-7 CXM 1   

33 ES-2 CXM 1   

34 ES-21 CXM 1   

35 P3-1 CXM 1   

36 S7-2 CXM 1   

37 P4-3 CXM 1   

38 ES-19 CXM 1   

39 ES-13 CXM 1   

40 ES-5 CXM 1   

41 P44-1 CXM 1 CXM 1 

42 P14-1 CXM 1   

43 P47-2 CXM 1   

44 P43-1 CXM 1   

45 ES-6 CXM 1   

46 S8-1 F 1 F 1 

47 P46-1 C,F 2 C,F 2 

AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE: Tetrasiklin, CIP:Siproflaksasin, C:Kloramfenikol, CN:Gentamisin, 

CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin) 
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Antibiyotik dirençli olarak tespit edilen Staphylococcus izolatlarının tür tanımlamaları 

BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile yapılmıştır (Çizelge 4.5). 7 

izolat bu kit ile adlandırılamamış, izolatlardan biri Enterococcus faecium, biri de 

Micrococcus luteus olarak adlandırılmıştır. 

 

Çizelge 4.5. BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandırılan 

antibiyotik dirençli izolatların tür dağılımı 

 
Sıra No İzolat No Staphylococcus 

1 P49-2 S.saprophyticus 

2 P24-1 S.saprophyticus 

3 P2-2 S.saprophyticus 

4 S12-1 - 

5 P23-1 S.saprophyticus 

6 P20-1 S.haemolyticus 

7 S11-1 E. faecalis 

8 P36-3 M.luteus 

9 S3-1 S.aureus 

10 ES-14 S. vitulinus 

11 K11-1 S.saprophyticus 

12 ES-18 - 

13 ES-20 E. faecium 

14 P49-3 S.saprophyticus 

15 ES-15 - 

16 T1-1 S.warneri 

17 S4-2 S.aureus 

18 K6-1 S.saprophyticus 

19 ES-11 - 

20 ES-8 - 

21 K5-1 S.saprophyticus 

22 ES-9 - 

23 T18-1 - 

24 S6-1 S.aureus 

25 S6-1 S.aureus 

26 P2-1 S.saprophyticus 

27 P44-1 S.saprophyticus 

28 S8-1 S.saprophyticus 

29 P46-1 S.saprophyticus 

-:Kit ile adlandırılamayan izolatlar 
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Çizelge 4.6. İzolatların adlandırılması ve biyosit MİK değerleri 

 
Sıra 

No 

Bakteri 

Kodu 

 Bakteri Adı 

(Staphylococcus) 
SC 

HC 

(µg/ml) 

CH 

(µg/ml) 

T 

(µg/ml) 
PI 

BC 

(µg/ml

) 1 P49-2 S.saprophyticus 12500 µg/ml H 

 
0.5 H 12500 mg/l 0,5 

2 P24-1 S.saprophyticus 12500 µg/ml H 0.5 H 3125 mg/l H 

 3 P2-2 S.saprophyticus 25 mg/ml H 0.5 8 

 
12500 mg/l 4 

4 S12-1 - (Adlandırılamadı) 781 µg/ml H 0.5 1 

 
6250 mg/l H 

5 P23-1 S.saprophyticus 391 µg/ml H 2 2 

 
6250 mg/l H 

6 P20-1 S.haemolyticus 391 µg/ml H 0.5 1 

 
6250 mg/l 4 

7 S11-1 E. faecalis 1563 µg/ml H 0.5 1 

 
6250 mg/l H 

8 P36-3 M.luteus 1563 µg/ml H 1 1 

 
12500 mg/l 4 

9 S3-1 S.aureus 781 µg/ml H 2 2 

 
50 gr/l 1 

10 ES-14 S. vitulinus 781 µg/ml H 1 1 

 
12500 mg/l 1 

11 K11-1 S.saprophyticus 391 µg/ml >512 

 
1 >512 

 
6250 mg/l 0,5 

12 ES-18 - (Adlandırılamadı) 781 µg/ml H 1 >512 

 
6250 mg/l 2 

13 ES-20  E. faecium 391 µg/ml H 1 >512 

 
6250 mg/l 0,5 

14 P49-3 S.saprophyticus 12500 µg/ml H 0.5 >512 

 
25 gr/l 128 

15 ES-15 - (Adlandırılamadı) 781 µg/ml H 1 >512 

 
50 gr/l 1 

16 T1-1 S.warneri 1563 µg/ml H 0.5 H 

 

 

50 gr/l H 

17 S4-2 S.aureus 12500 µg/ml H 1 2 

 
12500 mg/l H 

18 K6-1 S.saprophyticus 781 µg/ml H H 2 

 
12500 mg/l H 

19 ES-11 - (Adlandırılamadı) 25 mg/ml H 32 128 

 
50 gr/l 0,5 

20 ES-8 - (Adlandırılamadı) 781 µg/ml H 1 H 50 gr/l 1 

21 K5-1 S.saprophyticus 391 µg/ml H 0.5 H 6250 mg/l H 

22 ES-9 - (Adlandırılamadı) H 
 

H 1 128 

 
50 gr/l 1 

23 T18-1 - (Adlandırılamadı) 195 µg/ml H H H 3125 mg/l H 

24 S6-1 S.aureus 25 mg/ml H H H 12500 mg/l H 

25 S6-1 S.aureus 781 µg/ml H 4 H 6250 mg/l H 

26 P2-1 S.saprophyticus 781 µg/ml H 1 H H 
 

H 

27 P44-1 S.saprophyticus 391 µg/ml H 0.5 H 12500 mg/l H 

28 S8-1 S.saprophyticus 781 µg/ml H 0.5 H 6250 mg/l 4 

29 P46-1 S.saprophyticus 12500 µg/ml H 1 16 

 
6250 mg/l H 

 SC: Sodyum hipoklorit, HC: Hekzaklorofen, CH: Klorhekzidin, T:Triklosan, PI:Povidon iyodin, BC: 

Benzalkonyum klorit H:Hassas. 

 

Çizelge 4.7. Biyositlerin izolatlar üzerinde gösterdikleri minimal inhibitör konsantrasyon 

(MİK) değer aralıkları 

 

Biyosit 
MİK Değer Aralığı 

512-64 µg/ml 32-4 µg/ml 2-0,25 µg/ml 

Benzalkonyum Klorit 1 4 10 

Hekzaklorofen 1 - - 

Klorhekzidin - 2 24 

Triklosan 7 2 9 

 50-6250 3125-391 195-25 

Sodyum Hipoklorit (mg/ml- µg/ml) 8 19 1 

Povidon İyodin (g/l- mg/l) 26 2 - 
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Test edilen her bir biyositin 12 farklı konsantrasyonu test edilmiş ve konsantrasyonlar üç 

gruba ayrılarak MİK değeri o grupta belirlenen izolat sayıları Çizelge 4.7’de belirtilmiştir. 

İlk grupta biyositlerin yüksek konsantrasyonları, ikincide orta konsantrasyonlar, son grupta 

ise düşük konsantrasyonlar bulunmaktadır. 

 

Çizelge 4.8. MİK yöntemine göre antibiyotik dirençli bulunan izolatların rezerpin 

eklenerek tekrarlanan deney sonucundaki MİK değerleri 

 

Sıra No Kodu Adı (Staphylococcus) 

AM

* rAM* TE* rTE* C* rC* CXM* rCXM* F* 

rF

* 

1 P49-2 S.saprophyticus       512 128   

2 P24-1 S.saprophyticus   64 64   512 2   

3 P2-2 S.saprophyticus       512 2   

4 S12-1 (Adlandırılamadı) 2 1         

5 P23-1 S.saprophyticus   256 64   512 4   

6 P20-1 S.haemolyticus       256 4   

7 S11-1 E. faecalis 2 2         

8 P36-3 M.luteus 4 1     256 64   

9 S3-1 S.aureus 512 512     512 2   

10 ES-14 S. vitulinus       512 1   

11 K11-1 S.saprophyticus   512 128   128 2   

12 ES-18 (Adlandırılamadı)   512 128 16 32     

13 ES-20  E. faecium   128 128       

14 P49-3 S.saprophyticus   512 256   512 4   

15 ES-15 (Adlandırılamadı)   128 512       

16 T1-1 S.warneri   128 64       

17 S4-2 S.aureus   512 256       

18 K6-1 S.saprophyticus   512 64       

19 ES-11 (Adlandırılamadı)   128 512       

20 ES-8 (Adlandırılamadı)   64 64 4 128     

21 K5-1 S.saprophyticus   512 128       

22 ES-9 (Adlandırılamadı)   64 16       

23 T18-1 (Adlandırılamadı)   32 64       

24 S6-1 S.aureus           

25 S6-1 S.aureus   64 64       

26 P2-1 S.saprophyticus   128 128       

27 P44-1 S.saprophyticus       256 2   

28 S8-1 S.saprophyticus         64 1

6 
29 P46-1 S.saprophyticus     4 128   512 3

2 AM:Ampisilin, TE: Tetrasiklin, C:Kloramfenikol, CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin, * µg/ml 

 

Araştırmamızda efluks pompa inhibitörü olan rezerpinin MİK değerini 4 kat veya daha 

fazla düşürmesinin, efluks pompa inhibitörü olarak etkin olduğunu gösterdiği kabul 

edilmiştir (Gibbons ve Udo, 2000). 
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Çizelge 4.9. Rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonucunda antibiyotik MİK değeri 4 kat 

ve daha fazla azalan izolat sayıları 

 
Antibiyotikler AM* rAM* TE* rTE* CXM* rCXM* F* rF* 

Staphylococcus (n=29) 

(%) 

4 1 

(%25) 

18 5 

(%27,8) 

11 11 

(%100) 

2 2 

(%100) 

(AM:Ampisilin, TE:Tetrasiklin, CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin, r:Rezerpinli, * µg/ml) 

 

Çizelge 4.8 ve 4.9’da izolatların antibiyotiklere gösterdikleri MİK değerlerinin ortamda 

0,01 mg/ml oranında rezerpin varlığındaki test sonuçları belirtilmiştir. Rezerpinin 

sefuroksim ve nitrofurantoin antibiyotik dirençlerini %100 oranında, ampisilin ve 

tetrasiklinde ise sırasıyla %25 ve %27,8 oranlarında 4 kat ve daha fazla azalttığı tespit 

edilmiştir. 
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Çizelge 4.10. İzolatların rezerpin eklenerek tekrarlanan biyosit MİK değerleri 

 
Sıra  

No 

Adı (Staphylococcus) SC* rSC* HC* rHC* CH* rCH* T* rT* PI** rPI** BC* rBC* 

1 S.saprophyticus 12500 25000 H H 0.5 H H H 12500 25000 0,5 H 

2 S.saprophyticus 12500 781 H H 0.5 H H H 3125 6250 H H 

3 S.saprophyticus 25000 50000 H H 0.5 H 8 4 12500 12500 4 4 

4 Macrococcus caseolyticus 781 1563 H H 0.5 H 1 H 6250 12500 H H 

5 S.aureus 391 391 H H 2 H 2 H 6250 6250 H H 

6 S.saprophyticus 391 195 H H 0.5 H 1 H 6250 6250 4 H 

7 E. faecalis 1563 781 H H 0.5 H 1 H 6250 3125 H H 

8 Macrococcus caseolyticus 1563 25000 H H 1 H 1 H 12500 12500 4 16 

9 S.aureus 781 1563 H H 2 H 2 1 50000 12500 1 H 

10 S. condimenti 781 3125 H H 1 H 1 H 12500 3125 1 H 

11 S.xylosus 391 781 512 H 1 H 512 H 6250 98 0,5 H 

12 S.succinus 781 50000 H H 1 H 512 32 6250 6250 2 16 

13 S.saprophyticus 391 1563 H H 1 H 512 H 6250 391 0,5 H 

14 S.saprophyticus 12500 12500 H H 0.5 H 512 4 25000 50000 128 8 

15 S.succinus 781 50000 H H 1 H 512 16 50000 50000 1 H 

16 S. pasteuri 1563 50000 H H 0.5 H H H 50000 12500 H H 

17 S.aureus 12500 50000 H H 1 H 2 16 12500 12500 H H 

18 S.saprophyticus 781 25000 H H D H 2 1 12500 6250 H H 

19 Staphylococcus succinus 

subsp. casei 

25000 50000 H H 32 H 128 16 50000 6250 0,5 H 

20 S.succinus 781 25000 H H 1 H H H 50000 50000 1 H 

21 S.saprophyticus 391 781 H H 0.5 H H H 6250 1563 H H 

22 S.succinus H H H H 1 H 128 512 50000 50000 1 H 

23 S.aureus 195 391 H H H H H H 3125 D H H 

24 S.aureus 25000 1563 H H H H H H 12500 1563 H H 

25 S.aureus 781 50000 H H 4 H H H 6250 6250 H H 

26 S.saprophyticus 781 1563 H H 1 H H H H H H H 

27 S.xylosus 391 50000 H H 0.5 H H H 12500 12500 H H 

28 S.saprophyticus 781 H H H 0.5 H H H 6250 1563 4 4 

29 S.xylosus 12500 H H H 1 H 16 8 6250 6250 H H 

SC: Sodyum hipoklorit, HC: Hekzaklorofen, CH: Klorhekzidin, T:Triklosan, PI:Povidon iyodin, BC: 

Benzalkonyum klorit, H:Hassas, r: rezerpinli, * µg/ml, ** mg/l 

 

Çizelge 4.10’da izolatların rezerpin eklenmeden önce ve sonra gösterdikleri MİK değerleri 

verilmiştir. Çizelge 4.11’e göre, rezerpin en çok povidon iyodin ve triklosanda MİK 

değerlerini 4 kat ve daha fazla azaltmıştır. 
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Çizelge 4.11. Rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonucunda biyosit MİK değeri 4 kat ve 

daha fazla azalan izolat sayıları 

 
Biyositler rSC rHC rCH rT rPI rBC 

Staphylococcus 

(n=29) 
4 (%13,8) 1 (%3,4) 2 (%6,9) 6 (%20,7) 10 (%34,5) 2 (%6,9) 

(SC: Sodyum hipoklorit, HC: Hekzaklorofen, CH: Klorhekzidin, T:Triklosan, PI:Povidon iyodin, BC: 

Benzalkonyum klorit, r:Rezerpinli) 

 

Araştırmamızda bir veya daha fazla antibiyotiğe direnç gösteren, BBL Crystal bakteri 

tanımlama kiti ile tür tanımlamaları yapılan Gram pozitif bakteri izolatlarının 16S rDNA 

gen bölgeleri PZR yöntemi ile çoğaltılmıştır. Jelde yürütülüp kontrol edilen DNA örnekleri 

firmaya gönderilerek DNA dizi analizi sonuçları temin edilmiş, diziler BLAST programı 

kullanılarak karşılaştırılmış ve yüzde olarak en çok homoloji görülen tür adı doğru kabul 

edilmiştir (Çizelge 4.12). 
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Çizelge 4.12. İzolatların BBL Crystal bakteri tanımlama kiti ve 16S rDNA dizi analizi ile 

tanımlama sonuçları 

 
Sıra No İzolat Kodu Bakteri Türü (BBL Crystal) Bakteri Türü (16S dizi analizi) 

1 P49-2 S.saprophyticus S.saprophyticus 

2 P24-1 S.saprophyticus S.saprophyticus 

3 P2-2 S.saprophyticus S.saprophyticus 

4 S12-1 (Adlandırılamadı) Macrococcus caseolyticus 

5 P23-1 S.saprophyticus S.aureus 

6 P20-1 S.haemolyticus S.saprophyticus 

7 S11-1 E. faecalis E. faecalis 

8 P36-3 M.luteus Macrococcus caseolyticus 

9 S3-1 S.aureus S.aureus 

10 ES-14 S. vitulinus S. condimenti 

11 K11-1 S.saprophyticus S.xylosus 

12 ES-18 (Adlandırılamadı) S.succinus 

13 ES-20 E. faecium S.saprophyticus 

14 P49-3 S.saprophyticus S.saprophyticus 

15 ES-15 (Adlandırılamadı) S.succinus 

16 T1-1 S.warneri S. pasteuri 

17 S4-2 S.aureus S.aureus 

18 K6-1 S.saprophyticus S.saprophyticus 

19 ES-11 (Adlandırılamadı) Staphylococcus succinus subsp. casei 

20 ES-8 (Adlandırılamadı) S.succinus 

21 K5-1 S.saprophyticus S.saprophyticus 

22 ES-9 (Adlandırılamadı) S.succinus 

23 T18-1 (Adlandırılamadı) S.aureus 

24 S6-1 S.aureus S.aureus 

25 S6-1 S.aureus S.aureus 

26 P2-1 S.saprophyticus S.saprophyticus 

27 P44-1 S.saprophyticus S.xylosus 

28 S8-1 S.saprophyticus S.saprophyticus 

29 P46-1 S.saprophyticus S.xylosus 
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Çizelge 4.13. İzolatların 16S rDNA dizi analizi ile tanımlama sonuçları 

 
Sıra No İzolat 16S rRNA Analiz Sonucu Karşılaştırılan Baz 

Sayısı 

(%) Benzerlik 

1 P49-2 S.saprophyticus 1544 %97 

2 P24-1 S.saprophyticus 1530 %99 

3 P2-2 S.saprophyticus 1330 %99 

4 S12-1 Macrococcus caseolyticus 909 %99 

5 P23-1 S.aureus 197 %97 

6 P20-1 S.saprophyticus 1330 %99 

7 S11-1 E. faecalis 1059 %95 

8 P36-3 Macrococcus caseolyticus 1306 %99 

9 S3-1 S.aureus 1602 %98 

10 ES-14 S. condimenti 952 %97 

11 K11-1 S.xylosus 1317 %97 

12 ES-18 S.succinus 1540 %99 

13 ES-20 S.saprophyticus 1312 %97 

14 P49-3 S.saprophyticus 1542 %98 

15 ES-15 S.succinus 1580 %99 

16 T1-1 S. pasteuri 1321 %99 

17 S4-2 S.aureus 1588 %99 

18 K6-1 S.saprophyticus 1530 %98 

19 ES-11 Staphylococcus succinus subsp. casei 1589 %99 

20 ES-8 S.succinus 243 %94 

21 K5-1 S.saprophyticus 1314 %99 

22 ES-9 S.succinus 1480 %98 

23 T18-1 S.aureus 256 %88 

24 S6-1 S.aureus 1618 %98 

25 S6-1 S.aureus 1620 %99 

26 P2-1 S.saprophyticus 1542 %98 

27 P44-1 S.xylosus 1315 %97 

28 S8-1 S.saprophyticus 1528 %98 

29 P46-1 S.xylosus 1620 %98 

 

Çizelge 4.12 ve 4.13’deki sonuçlarımıza göre, Staphylococcus izolatlarının 16S rDNA dizi 

analizi sonuçlarına bakıldığında çalışılan 29 izolatın 13’ünde BBL Crystal bakteri 

tanımlama kiti ile aynı sonuç alındığı, 8 izolatta tür olarak farklı sonuç elde edildiği, kit ile 

adlandırılamayan izolatların 6’sının Staphylococcus türleri, birinin ise Macrococcus 

caseolyticus, 1 izolatın ise kit ile aynı sonuç vererek E. faecalis olarak adlandırıldığı 

görülmektedir. 

 

Real time çalışmasının sonuçlarının değerlendirilmesi, amplifikasyon eğrileri, Tm (erime 

sıcaklığı) analizi grafikleri ve absolute quantification (cq) değerlerinin her biri dikkate 

alınarak, primerlerin doğru yere bağlanıp bağlanmadıkları kontrol edilerek yapılmıştır. 

Aşağıda örnek olarak bla geninin tek bir plağının Tm (erime sıcaklığı) analizi grafiği 

(Resim 4.1), amplifikasyon eğrilerinin olduğu grafik (Resim 4.2), ve absolute 
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quantification (cq) değerlerinin olduğu tablo (Çizelge 4.15) verilmiştir. Çizelge 4.15’de 

kırmızı olarak belirtilen örneklerin sonuçları pozitif olarak değerlendirilmiştir.  

 

 

Resim 4.1.  bla (beta laktamaz) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.2. bla (beta laktamaz) geni amplifikasyon eğrileri 
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Çizelge 4.14. bla (beta laktamaz) geni qPCR sonucu, örnek bir plak sonucu 

 
Örnek Adı Gen Adı Cq Sonuç Boya 

12 Bla 41.45 Positive SYBR Green I 

19 Bla 39.81 Positive SYBR Green I 

20 Bla 42.87 Positive SYBR Green I 

23 Bla 36.72 Positive SYBR Green I 

25 Bla 41.32 Positive SYBR Green I 

90 Bla 42.29 Positive SYBR Green I 

94 Bla 37.72 Positive SYBR Green I 

95 Bla - Negative SYBR Green I 

8 Bla 35.88 Positive SYBR Green I 

9 Bla 35.82 Positive SYBR Green I 

37 Bla 36.45 Positive SYBR Green I 

43 Bla 37.20 Positive SYBR Green I 

72 Bla 37.66 Positive SYBR Green I 

Negatif kontrol Bla - Negative SYBR Green I 

Pozitif kontrol 16s 38.31 Positive SYBR Green I 

 

Araştırmamızda çalışılan tetrasiklin direnç (tetK, tetL), metisilin direnç (mecA) ve efluks 

pompa (qacA/B, acrB, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, mepA, norA, norB, sepA) 

genlerinin Tm analizi grafikleri ve amplifikasyon eğrileri verilmiştir (Resim 4.3-4.32).  

 

 

Resim 4.3. tetK (tetrasiklin direnç) geni Tm analiz tablosu 
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Resim 4.4. tetK (tetrasiklin direnç) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.5. tetL (tetrasiklin direnç) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.6. tetL (tetrasiklin direnç) geni amplifikasyon eğrileri 

 



55 

 

Resim 4.7. mecA (metisilin direnç) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.8. mecA (metisilin direnç) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.9. qacA/B (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 
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Resim 4.10. qacA/B (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.11. acrB (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.12. acrB (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 
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Resim 4.13. norE (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.14. norE (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.15. sugE (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 
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Resim 4.16. sugE (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.17. smr (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.18. smr (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 
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Resim 4.19. efrA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.20. efrA (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.21. efrB (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 
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Resim 4.22. efrB (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.23. mdeA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.24. mdeA (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 
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Resim 4.25. mepA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.26. mepA (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.27. norA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 
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Resim 4.28. norA (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

 

Resim 4.29. norA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.30. norB (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 
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Resim 4.31. sepA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu 

 

 

Resim 4.32. sepA (efluks pompa) geni amplifikasyon eğrileri 

 

Günümüzde antibiyotikler insan ve hayvan sağlığı, gıda sektöründe besinlerin korunması, 

yemlerle verim arttırıcı, klinik ve ilaç sanayisinde yoğun bir şekilde kullanılmaktadır. 

Ancak ilaçların uygunsuz ve kontrolsüz kullanılması ve farklı çevre koşulları sonucu 

antibiyotik kalıntılı birçok hayvansal gıda ürünü tüketiciye kadar ulaşmakta bu da 

antibiyotik direncinin artmasına sebep olmaktadır. Bu direnç plazmid ve transpozonlar 

aracılığıyla yayılmaktadır. Araştırmamızda gıda örneklerinden izole edilen Staphylococcus 

izolatlarında RT-PZR ile belirlediğimiz antibiyotik direnci ile ilgili gen bölgeleri Çizelge 

4.15’te gösterilmiştir. Çizelgede cat geni, bu geni bulunduran izolat tespit edilememesi 

sebebiyle gösterilmemiştir. 



64 

Çizelge 4.15. Antibiyotik dirençli izolatların real time pzr ile belirlenen tetrasiklin ve beta 

laktam grubu antibiyotiklere direnç genleri ve yüzdeleri 

 

Çalışılan bakteri 

izolatları 

Tetrasiklin ve beta laktam grubu antibiyotiklere direnç genleri 

tetK (n=18) tetL (n=18) bla (n=13) mecA (n=13) 

+ % + % + % + % 

Staphylococcus 16 88,9 - - 7 53,8 1 7,7 

 

MİK yöntemi ile tetrasiklin dirençli olduğu tespit edilen 18 Staphylococcus izolatının 

16’sında tetK geni tespit edilmişken, tetL geni bulunmadığı belirlenmiştir. Beta laktam 

grubu antibiyotiklere dirençli olduğu tespit edilen 13 izolatın 7’sinde bla, 1’inde de mecA 

geni tespit edilmiştir. 

 

Bakterilerde çoklu antimikrobiyal direncine neden olan mekanizmalardan efluks pompa 

sistemi, kazanılmış direncin önemli nedenlerinden biridir. Membran transport 

proteinlerinden oluşan dışa atım pompa sistemi genlerinin aşırı şekilde ifade edilmesi 

sonucu ilaçlar hücre dışına itilmektedir. Dışa atım pompa sistemi antibiyotik, dezenfektan, 

antiseptik gibi birçok bileşiği tanımaktadır. Bu nedenle araştırmamızda antibiyotik direnci 

gösteren gram pozitif bakteri izolatlarında efluks pompa proteinlerini kodlayan genlerin 

varlığı araştırılmıştır. 

 

Çizelge 4.16’ya göre, çalışılan toplam 29 izolatın 1 (%3,4)’inde qacA/B, 9 (%31)’unda 

acrB, 23 (%79,3)’ünde norE, 13 (%44,8)’ünde sugE, 25 (%86,2)’inde smr, 23 

(%79,3)’ünde efrA, 21 (%72,4)’inde efrB, 24 (%82,8)’ünde mdeA, 3 (%10,3)’ünde mepA, 

7 (%24,1)’sinde norA, 8 (%27,6)’inde norB, 15 (%51,70)’inde sepA geni bulunduğu tespit 

edilmiştir. 
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Çizelge 4.16. Antibiyotik dirençli izolatların real time pzr ile belirlenen efluks pompa 

genleri ve yüzdeleri 

 
Efluks pompa genleri Staphylococcus (n=29) 

+ % 

qacA/B 1 3,4 

acrB 9 31 
norE 23 79,3 

sugE 13 44,8 
smr 25 86,2 

efrA 23 79,3 

efrB 21 72,4 
mdeA 24 82,8 

mepA 3 10,3 
norA 7 24,1 

norB 8 27,6 
sepA 15 51,7 
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Çizelge 4.17. İzolatların antibiyotik direnç ve efluks pompa gen profilleri 

 
Sıra No İzolat 16S rRNA Analiz Sonucu Antibiyotik direnç ve efluks pompa gen profili 

1 P49-2 S.saprophyticus bla, norE, sugE smr, efrA, efrB, mdeA 

2 P24-1 S.saprophyticus tetK, norE, smr, efrA, efrB, mdeA, norB, sepA  

3 P2-2 S.saprophyticus norE, smr, efrA, efrB, mdeA 

4 S12-1 Macrococcus caseolyticus qacA/B, norE, efrA, mdeA 

5 P23-1 S.aureus tetK, efrB, norE, acrB, mdeA 

6 P20-1 S.saprophyticus acrB, efrA, smr, mdeA 

7 S11-1 E. faecalis bla, mecA, norE, smr 

8 P36-3 Macrococcus caseolyticus bla, acrB, smr, norB, sepA, mdeA 

9 S3-1 S.aureus norB, mdeA 

10 ES-14 S. condimenti bla, norE, sugE, smr, efrA, efrB, sepA, mdeA 

11 K11-1 S.xylosus bla, tetK, acrB, norE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA  

12 ES-18 S.succinus tetK, norE, sugE, smr, efrA, efrB 

13 ES-20 S.saprophyticus tetK, acrB, norE, smr, efrA, efrB 

14 P49-3 S.saprophyticus bla, tetK, norE, sugE, smr,  efrA, efrB, mdeA, norA, norB, sepA 

15 ES-15 S.succinus tetK, acrB, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, norB, sepA 

16 T1-1 S. pasteuri tetK, sugE, smr, efrA, mdeA 

17 S4-2 S.aureus acrB, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, mepA, norA, norB, sepA 

18 K6-1 S.saprophyticus tetK, norE, sugE, smr, efrA, mdeA, norA, sepA 

19 ES-11 S.succinus subsp. casei tetK, norE, smr, efrA, efrB 

20 ES-8 S.succinus tetK, norE, smr, efrB, mdeA, mepA 

21 K5-1 S.saprophyticus tetK, smr, efrA, mdeA, norA, sepA 

22 ES-9 S.succinus tetK, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, sepA 

23 T18-1 S.aureus tetK, acrB, norE, smr, efrA, efrB 

24 S6-1 S.aureus acrB, norE, sugE, efrB, mdeA, mepA, norB, sepA 

25 S6-1 S.aureus tetK, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA 

26 P2-1 S.saprophyticus tetK, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, norB 

27 P44-1 S.xylosus bla, norE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA 

28 S8-1 S.saprophyticus norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, sepA 

29 P46-1 S.xylosus norE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA 

 

Çizelge 4.17’de Staphylococcus izolatlarının antibiyotik direnç ve efluks pompa gen 

profilleri verilmiştir. İzolatlardan birinin en fazla olarak, çalışılan 17 genin 11’ini, birinin 

de en az olarak çalışılan genlerin sadece ikisini bulundurduğu tespit edilmiştir. 



67 

5. TARTIŞMA 

 

Gıda hijyeni ilk aşamada, insan tüketimi için sağlık açısından kusursuz olarak sağlıklı 

hammadde kullanılarak üretimden tüketime kadar gıdaların hijyenik koşullara uygun ve 

güvenli olarak sağlanmasıdır. Hayvansal gıdalar; gerek hayvanların kesimi sırasında 

hayvan mikroflorasından ve çevreden, gerekse, işleme, paketleme, muhafaza ve dağıtım 

aşamalarında çapraz kontaminasyonların oluşması ile insanlarda gıda infeksiyon ve 

intoksikasyonlarına neden olabilmektedir. Son ürünün kalitesi ve güvenliği açısından gıda 

işletmelerinde patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmaların kontrolü önem arz 

etmektedir (Dafe, 2012). 

 

Staphylococcus’lar sıklıkla süt hayvanlarında subklinik mastitise neden olup, süt ve süt 

ürünlerinde kontaminasyonlara neden olmaktadır. S. aureus ürettigi farklı tipdeki ısıya 

dirençli enterotoksinleriyle gıda zehirlenmelerinde önemli rol oynamaktadır. Gıda kaynaklı 

hastalıklar arasında dünyada üçüncü sırada rapor edilmişlerdir. S. aureus hastane kaynaklı 

enfeksiyonların en önemli etkenlerindendir. Etken hızla çoklu antibiyotik direnci 

kazanarak nozokomiyal ve toplumla iliskili infeksiyonlara neden olmaktadır. S. aureus bu 

özelligi nedeniyle halk saglıgı açısından önemli rol oynamaktadır (Şen ve Özdemir, 2016). 

 

2010-2011 yılları arasında Amerika’nın 8 farklı eyaletinden toplanan perakende satışı 

yapılan 3520 et örneğinden 1032 (%29,8) S.aureus izole edilmiştir (Ge ve ark., 2017). 

Çalışmamızda ise 41 et örneğinden % 6,5 oranında Staphylococcus izolasyonu yapılmıştır 

(Çizelge 4.1).  

 

Gündoğan ve Ataol’un 2012 yılında yaptıkları çalışmada, 15 kıyma örneğinden 56, 15 çiğ 

tavuk örneğinden 41 Staphylococcus izolasyonu yapılmıştır (Gündoğan ve Ataol, 2012). 

Bizim çalışmamızda ise 41 et örneğinden 5, 18 çiğ tavuk örneğinden 5 Staphylococcus 

izolasyonu yapılmıştır.  

 

Resende ve ark. Brezilya’da yaptıkları çalışmada, 7 farklı markadan aldıkları 35 yerel 

Minas peyniri örneğinden 208 gram pozitif bakteri izolatı elde etmiştir. Bunların 140’ı 

Enterococcus, 30’u Staphylococcus, 38’i ise Macrococcus caseolyticus’tur (Resende ve 
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ark., 2018). Bizim çalışmamızda çeşitli market ve mandıralardan toplanan 60 peynir 

örneğinden 51 Staphylococcus izole edilmiştir (Çizelge 4.1). 

 

2013 yılında Yurdakul ve ark. 50 tavuk eti örneğinden 4 S.aureus, 22 koagülaz negatif 

Staphylococcus (KNS) izolatı elde etmişlerdir (Yurdakul ve ark., 2013). Araştırmamızda, 

18 tavuk eti örneğinden 5 Staphylococcus izolasyonu yapılmıştır. Sonuçlarımız Yurdakul 

ve ark. ile benzerlik göstermektedir (Çizelge 4.1). 

 

Veteriner hekimlikte antibiyotik kullanımı, antibiyotik dirençliliğinin yayılmasında önemli 

rol oynamaktadır. Antibiyotikler çiftlik ve ev hayvanlarında, balık yetiştiriciliğinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Ayrıca penisilin, sefalosporin ve diger beta laktam grubu 

antibiyotikler çiftlik hayvanlarında büyümeyi desteklemek amacıyla kullanılmaktadır. 

Antibiyotiklerin özellikle çiftlik hayvanlarında tedavi ve büyümeyi artırmak amacıyla 

kullanılması halk sağlığı açısından önemli bir risk oluşturmaktadır. Bakterilerde gelişen 

antibiyotik dirençliliği değişik gıdalar, direnç gelişmiş gıda patojenleri ve direncin diğer 

mikroorganizmalara transferiyle yayılabilmektedir. Antibiyotiklere direnç kazanmış 

bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda, hastalar tedaviye cevap vermediğinden 

vakaların çoğu ölümle sonlanmaktadır. Ayrıca dirençli bakteriler hastaların hastanede 

kalma süreleri ve tedavi giderlerinin artmasına neden olmaktadır (Şen ve Özdemir, 2016). 

 

Antimikrobiyal maddelerin (antibiyotik, antiseptik ve dezenfektan) besi hayvanlarında 

kullanılması, et, süt ve ürünlerinin tüketilmesi yoluyla, dirençli bakterilerin insan 

gastrointestinal sistemine girmesine ve direnç genlerini bağırsaktaki patojenik ve patojenik 

olmayan bakterilere aktarmasına sebep olmaktadır (Aydin ve ark., 2011). 

 

Yurdakul ve arkadaşlarının 2013 yılında tavuk etlerinden izole ettikleri 22 KNS izolatının 

Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile %68,1’inin eritromisin, %77,2’sinin tetrasiklin, 

%27,2’sinin kloramfenikol, %27,2’sinin siprofloksasin dirençli olduğunu belirlemişlerdir. 

İzole ettikleri 4 S.aureus’un 1’i eritromisine, 1’i kloramfenikole ve tümü tetrasikline 

dirençli iken, siprofloksasine dirençli S.aureus bulunmamıştır (Yurdakul ve ark., 2013). 

Yurdakul ve arkadaşlarının çalışması tetrasiklin, eritromisin ve kloramfenikol direnç 

sonuçları çalışmamızla benzerlik göstermesine rağmen, siprofloksasin direnci açısından 

faklılık göstermektedir (Çizelge 4.2, 4.4). 
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Ogbolu ve arkadaşlarının Nijerya’da 16’sı S.aureus 9’u KNS olmak üzere 25 

Staphylococcus ve 25 Enterococcus izolatıyla disk difüzyonla yaptığı çalışmada, 

Staphylococcus’ların 11’inde tetrasiklin, 11’inde eritromisin 17’sinde gentamisin direnci 

belirlenmiştir (Ogbolu ve ark. 2018). Bizim çalışmamızda, izole edilen 77 

Staphylococcus’un 19’u tetrasiklin, 2’si eritromisin antibiyotiklerine dirençli olarak 

saptanırken, gentamisin antibiyotiğine bütün Staphylococcus suşları duyarlı olarak 

bulunmuştur (Çizelge 4.2). 

 

Çıtak ve Duman 2007 yılının Şubat-Temmuz ayları arasında 105 çiğ tavuk örneğinden 195 

Staphylococcus izole etmişlerdir. Bunların 92’si S.aureus, 103’ü KNS olarak 

belirlenmiştir. S.aureus izolatlarının %36,9’u eritromisin, %26,2’si penisilin, %40,2’si 

tetrasiklin, %31.5’u siprofloksasin, %2,2’si kloramfenikol, KNS izolatlarının %41,7’u 

eritromisin, %5’i penisilin, %29,1’i tetrasiklin, %21.3’u siprofloksasin, %9,7’si 

kloramfenikol dirençli olarak belirlenmiştir (Çitak ve Duman, 2011). Bizim çalışmamızda 

izole edilen Staphylococcus’lar %24.7’ü tetrasiklin, %16.9’u ampisilin ve %2.6’sı 

eritromisin dirençli olarak saptanarak, bu araştırmaya göre direnç oranları daha azdır 

(Çizelge 4.2). 

 

Ge ve ark. yaptıkları çalışmada satışa sunulan et örneklerinden izole ettikleri 1032 

S.aureus izolatının; %0,6’sında gentamisin, %12,6’sında eritromisin %54,1’inde 

tetrasiklin, %69,8 penisilin direnci belirlemişlerdir (Ge ve ark., 2017). Bizim 

çalışmamızdaki Staphylococcus izolatlarında ise gentamisin ve eritromisin dirençli izolat 

bulunmamakla beraber, tetrasiklin direnci %23,4, ampisilin direnci ise %5,2 olarak 

belirlenmiştir. Çalışmamızda Ge ve ark. göre daha az izolat olduğu için ve yüzdeler yakın 

değerler gösterdiği için, bu çalışma bizim çalışmamızla eritromisin, gentamisin direnci 

bulunmaması ve tetrasiklin direnci açısından benzerlik, ampisilin direnci açısından 

farklılık göstermektedir (Çizelge 4.3, 4.4). 

 

Nijerya’da, Ogbolu ve arkadaşlarının klinik örneklerden izole edilen 25 Staphylococcus 

‘un MİK yöntemi ile eritromisin antibiyotiğine direnci araştırılmış, 8’inde 8 µg/ml ve üstü 

MİK değeri belirlenmiştir (Ogbolu ve ark., 2018). Bizim çalışmamızda yapılan MİK 

yöntemi ile Staphylococcus’larda eritromisin direnci belirlenmemiştir (Çizelge 4.3, 4.4). 
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Belçika’da 2012 yılında yayınlanan, 7 farklı inek çiftliğinden toplanan inek sütleri ve 

çevresel örneklerden izole edilen 366 KNS izolatıyla yapılan çalışmada tür tanımlamaları 

yapılmış, antibiyotik dirençleri ve çeşitli direnç genleri araştırılmıştır. Toplamda 22 farklı 

tür KNS izolatı elde edilmiştir. Çoğaltılmış parça uzunluk polimorfizm (AFLP) parmak izi 

analizlerine göre 82 izolatın olduğu bir altgrup oluşturulmuş ve bunların fenotipik ve 

genotipik duyarlılıkları test edilmiştir. Test edilen tüm izolatlar sefalotin ve gentamisine 

duyarlı, sadece 1 izolat enrofloksasine orta dirençli olarak belirlenmiştir (Piessens ve ark., 

2012). Bu açıdan bu araştırma, bizim çalışmamızla paralellik göstermektedir. Araştırmada 

19 izolatta (%23,2) eritromisin direnci belirlenmiştir, bizim çalışmamızda Staphylococcus 

izolatlarında eritromisin direnci belirlenmemiştir (Çizelge 4.2, 4.4). 

 

Özpınar ve Gümüşsoy, 2013 yılında 100 farklı Erzincan tulum peynirinden 72 

Staphylococcus izole etmiş, bunların 61’inin S.aureus olduğunu belirlemişlerdir. 61 

izolattan 9 (%14.7)’unda oksasilin (metisilin), 8 (%13.1)’inde sefoksitin, 4 (%6.5)’ünde 

amoksisilin-klavulonik asit, 28 (%45.9)’inde ise penisilin dirençliliğinii Kirby-Bauer disk 

difüzyon yöntemi ile tespit etmişlerdir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonucunda 61 

örnekten 10 (%16.3)’unda nuc ve mecA genleri saptamışlardır (Özpınar ve Gümüşsoy, 

2013). Bizim çalışmamızda, 77 Staphylococcus izolatımızın, 13 (%16,9)’ü ampisiline, 31 

(%40,3)’i sefuroksime dirençli olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.2, 4.4). 

 

Tanrıbuyurdu’nun 2014 yılında 100 inek sütünden izole ettiği 27 S.aureus’ta ve Koçyiğit 

ve arkadaşlarının 2016’da 125 mastitisli inek sütünden izole ettiği 25 KNS, 5 S.aureus 

izolatında sefuroksim ve enrofloksasin dirençliliği bulunmamıştır (Tanrıbuyurdu, 2014, 

Koçyiğit ve ark., 2016). Bizim çalışmamızda da benzer olarak enrofloksasin direnci 

belirlenememiş, sefkuinoma da sadece disk difüzyon yöntemi ile 3 dirençli izolat 

belirlenmiştir (Çizelge 4.2, 4.4). 

 

Biyositler (antiseptik ve dezenfektanlar), sağlık, gıda gibi sektörlerde ortamlardaki 

mikroorganizma yükünü ciddi oranda azaltarak kabul edilebilir sağlık standartları 

oluşturabilmek için kullanılmaktadırlar. Bu maddeler düşük konsantrasyonlarda bile birçok 

bakteri, mantar ve virüs türüne etki etmektedir. Fakat biyositlerin etkinliği birçok faktörden 

etkilenmektedir, bunlar, doğru konsantrasyon, ortamdaki organik madde ve oksijen oranı, 

biyodegredasyon gibi faktörlerdir. Bu faktörler doğru ayarlanmadığında biyositlerin 

etkinliği azalabilmekte veya tamamen kaybolabilmektedir. Bakterilerin biyositlerle uygun 
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olmayan koşullarda sürekli karşılaşmaları, antimikrobiyal ajanlara direnç, çapraz direnç 

veya ortak direnç geliştirmelerine sebep olmaktadır (Gadea ve ark., 2017). 

 

Hughes ve Ferguson’un 198 klinik S.aureus izolatı ve agar dilüsyon metodu ile yaptığı 

çalışmada, klorhekzidin maddesinin MİK değer aralıkları 0,5-8 mg/L, triklosan MİK değer 

aralıkları ise <0,06-16 mg/L olarak belirlenmiştir (Hughes ve Ferguson, 2017). Bizim 

çalışmamızla karşılaştırıldığında (Çizelge 4.5-4.12) Staphylococcus izolatlarının 

klorhekzidinde biraz daha yüksek MİK değeri gösterdiği, triklosanda ise bizim elde 

ettiğimiz MİK değerlerinin çok daha yüksek (5 izolatta 512 µg/ml, 2 izolatta 128 µg/ml 

gibi) olduğunu görmekteyiz. Bu sonuç, gıda ve hayvancılık sektörlerinde biyosidal 

maddelerin bilinçsiz ve kontrolsüz olarak kullanılıyor olabileceğini işaret etmektedir 

(Çizelge 4.5). 

 

İspanya’da küçük orta işletmelerde üretilen çeşitli peynirlerden izole edilen, içinde 

Bacillus, Enterococcus ve Laktik asit bakterileri bulunan 80 gram pozitif bakteri ile 

yapılan çalışmada, benzalkonium klorid MİK değerleri 2,5-50 mg/L, triklosan MİK 

değerleri 2,5-7,5 mg/L, hekzaklorofen MİK değerleri 5-10 mg/L arasında belirlenmiştir 

(Marquez ve ark., 2017). Benzalkonium klorid MİK değerleri bizim çalışmamızla 

benzerlik göstermiş olmasına rağmen, triklosan ve hekzaklorofen MİK değerleri bizim 

çalışmamızda çok daha yüksek belirlenmiştir. Marquez ve ark. bu değerlerin azalmış 

biyosit duyarlılığına işaret ettiğini belirtmişlerdir. Bu sebeple bizim çalışmamızdaki 

izolatlarda da ciddi şekilde azalmış biyosit duyarlılığı olduğu söylenebilmektedir (Çizelge 

4.5). 

 

Aykan ve arkadaşlarının 2013 yılında hastane enfeksiyonu etkeni, metisilin dirençli 69 S. 

aureus izolatıyla yaptıkları çalışmada, izolatların benzalkonium klorür ve klorhekzidin 

MİK değerlerini 2-4-8 µg/ml aralığında belirledikleri görülmüştür (Aykan ve ark., 2013). 

Bizim sonuçlarımızda Staphylococcus izolatlarında benzalkonyum klorürde 1 izolatta 128 

µg/ml olmasına rağmen diğer izolatların MİK değer aralıkları 0,5-4 µg/ml, klorhekzidin de 

de yine 1 izolatta 32 µg/ml olmasına rağmen diğer izolatların MİK değer aralıkları 0,5-4 

µg/ml bulunmuştur. Bu sebeple sonuçlarımızın paralel olduğu söylenebilmektedir (Çizelge 

4.5). 
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2014 yılında Lübnan’da bölgesel bir hastanenin çeşitli bölgelerinden izole edilen 86 gram 

pozitif bakterinin biyosidal direnci çalışılmıştır. Biyositlerin piyasada kullanılan 

konsantrasyonları baz alınarak seri dilüsyon yapılıp 24-48 saatte üremeleri MİK yöntemi 

ile incelenmiştir. 31 S.aureus izolatının %12,9’u kuaterner amonyum bileşiği içeren 

dezenfektana, %20,1’i sodyum hipokloride dirençli olarak bildirilmiş, povidon iyodine 

direnç bulunmamıştır.31 KNS izolatının %6,5’i kuaterner amonyum bileşiği içeren 

dezenfektana, %6,5’u sodyum hipokloride dirençli olarak bildirilmiş, povidon iyodine 

direnç bulunmamıştır (Jomha ve ark., 2014). 

 

Organik gıdalardan izole edilen 378 gram pozitif ve negatif bakteride, Fuentes ve 

arkadaşları (2012) antibiyotik ve biyosit direnci araştırmıştır. Çalışma sonucunda 

bakterilerde, sefuroksim, amoksisilin ve eritromisin antibiyotiklerine yüksek direnç 

bulunmuştur. Test ettikleri biyositlere (triklosan, benzalkolyum klorid, 

hekzadesilpiridinum klorid, hekzaklorhekzidin, setrimid)  yüksek MİK değeri gösteren 36 

izolatın en az bir antibiyotiğe dirençli olduğu ve birkaç biyosite birden yüksek MİK 

gösteren izolatların da antibiyotiklere daha dirençli olduğunu belirtmişlerdir. Bu 

çalışmanın sonucunda, organik gıdaların antibiyotik dirençli bakteriler için bulaş kaynağı 

olabileceğini ve biyosit direncinin antibiyotik dirençli bakterilerin artmasını 

kolaylaştırabildiğini ileri sürmüşlerdir (Fuentes ve ark., 2012).  

 

Araştırmamızda izole edilen antibiyotik dirençli Staphylococcus izolatlarında, sodyum 

hipoklorit (8 izolat), povidon iyodin (26 izolat) ve triklosan (7 izolat) biyositlerine yüksek 

MİK değerleri belirlenmiştir. Hekzaklorofen (1 izolat 512 µg/ml, diğerleri hassas), 

klorhekzidin (0,5-1 µg/ml) ve benzalkonyum klorit (0,5-1 µg/ml) biyositlerine genelde 

düşük MİK değerleri göstermişlerdir fakat yüksek MİK gösteren az sayıdaki izolatın 

tetrasiklin dirençli olduğu görülmektedir (Çizelge 4.5).  

 

Rezerpin, özellikle Gram pozitif bakterilerde bulunan birçok efluks pompa proteinin 

çalışmasını yarışmalı inhibisyon yoluyla engelleyen bir alkoloiddir. Staphylococcus, 

Bacillus, Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Listeria gibi birçok bakteride 

etkinliği yapılan çalışmalarla belirlenmiştir (Li ve ark., 2016). Günümüzde antimikrobiyal 

direnci azaltmada aktif olarak kullanılmamasına rağmen araştırmalar için umut vadeden bir 

etken madddedir. Araştırmalarda, çoklu antibiyotik direnci gösteren bakterilerde ortama 
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rezerpin eklenmesi ile MİK değerinin 4 kat ve daha fazla oranda düşmesi, rezerpin 

etkinliğinin göstergesi olarak kabul edilmektedir (Gibbons ve Udo, 2000). 

 

Araştırmamızda Staphylococcus izolatlarından, ampisiline dirençli 4 izolattan 1’inde, 

tetrasikline dirençli 18 izolatın 5’inde, sefuroksime dirençli 11 izolatın 11’inde, 

nitrofurantoine dirençli 2 izolatın 2’sinde rezerpin eklendikten sonra MİK değeri 4 kat ve 

daha fazla azalmıştır (Çizelge 4.9). Bu sonuç bu izolatlarda rezerpin duyarlı efluks 

pompası proteinlerinin bulunduğunu düşündürmektedir. 

 

Gibbons ve Udo’nun 2000 yılında yaptıkları çalışmada, yüksek tetrasiklin direnci gösteren 

ve tetK geni pozitif olduğu belirlenen 2 farklı klinik MRSA izolatının (MİK: 128 µg/ml) 

MİK değerlerinin ortama 10 µg/ml rezerpin eklendikten sonra gözle görülür bir miktarda 

(MİK:32 µg/ml) azaldığı belirtilmiştir (Gibbons ve Udo, 2000). Bizim çalışmamızda da 

tetrasiklin dirençli Staphylococcus izolatlarında tetK geni pozitifliği tespit edilmiş (%88,9) 

(Çizelge 4.15), rezerpinin de tetrasiklin MİK değerini %27,8 oranında 4 kat ve üzeri olacak 

şekilde azalttığı belirlenmiştir (Çizelge 4.9). Efluks pompalarının bakteri biyofilmlerinde 

önemli olduğu ve biyofilm yapılarında antimikrobiyal direncinden sorumlu 

mekanizmalardan biri olduğu bildirilmiştir. 

 

Çalışmamızda, rezerpin eklenerek yapılmış biyosit mikrodilüsyon sonuçlarına göre; 

Staphylococcus izolatlarının, toplamda 4’ünde sodyum hipoklorit, 1’inde hekzaklorofen, 

2’sinde klorhekzidin, 6’sında triklosan, 10’unda povidon iyodin, 2’ sinde benzalkonyum 

klorit için MİK değerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma görülmüştür (Çizelge 4.11). Bu 

sonuçlar bu izolatlarda rezerpin duyarlı efluks pompası proteinlerinin bulunduğunu 

düşündürmektedir. Çizelge 4.11’daki yüzdeler incelendiğinde rezerpinin % 34,5 ile en çok 

povidon iyodinde duyarlılığı arttırdığı, %20,7, %13,8 ile triklosan ve sodyum hipokloritin 

sırasıyla onu takip ettiği görülmektedir. 

 

Fuentes ve ark. 2014 yılında organik gıdalardan izole edilen 11 Bacillus, 25 Enterococcus 

ve 10 Staphylococcus izolatıyla yapılan çalışmada, çeşitli biyosidal maddelerin MİK 

değerleri, bizim çalışmamızda olduğu gibi, ortama 25 µg/ml rezerpin eklendiğinde, 

benzalkonyum klorid için 4 izolatta, hekzaklorofen için 14 izolatta, klorhekzidin için 19 

izolatta, triklosan için 2 izolatta 4 kat ve daha fazla azalmıştır (Fuentes ve ark., 2014). Bu 

çalışmanın sonuçları bizim çalışmamızla paralellik göstermektedir (Çizelge 4.11). 
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Seasotiya ve Dalal (2014) yapmış olduğu çalışmada, Efluks pompa sisteminin 

antimikrobiyal dirençlilikte önemli bir mekanizma olduğu ve antimikrobiyallere karşı 

çoklu direnç sağladığını bildirmiştir. Siproflaksasin ve oksasilin antibiyotiklerine dirençli 

suşlarda inhibitör olarak piperin ve plumbeg kullanmış olup izole ettiği 5 Staphylococcus 

suşunun 3’ünde ilgili inhibitörlerin etkisini saptamıştır (Seasotiya ve Dalal, 2014). Bizim 

çalışmamamızda inhibitör olarak rezerpin kullanılmış olup, Staphylococcus izolatlarından, 

ampisiline dirençli 4 izolattan 1’inde, tetrasikline dirençli 18 izolatın 5’inde, sefuroksime 

dirençli 11 izolatın 11’inde, nitrofurantoine dirençli 2 izolatın 2’sinde de rezerpin 

eklendikten sonra MİK değeri 4 kat ve daha fazla azalmıştır (Çizelge 4.9).  

 

16S rDNA, türler ve aynı cinsin türleri arasında yüksek oranda korunmuş bir bölgedir. Bu 

sebeple 16S rDNA sekans analizi, mikroorganizmaların tanımlanması için altın standart 

olarak kullanılan basit ve yaygın bir yöntemdir (Woo ve ark., 2001). Bu genin bazı 

bölgelerinin iyi korunmasına rağmen, diğer bölgeler, tüm canlı organizmaları hedef alan 

problardan gruba ve türe özgü problara kadar çeşitli özelliklerde nükleik asit problarının 

tasarımına temel oluşturan büyük çeşitlilik göstermektedir (Fernández-No ve ark., 2015). 

 

Sonuçlarımıza göre, Staphylococcus izolatlarının 16S rDNA dizi analizi sonuçlarına 

bakıldığında çalışılan 29 izolatın 13’ünde BBL Crystal bakteri tanımlama kiti ile aynı 

sonuç alındığı, 8 izolatta tür olarak farklı sonuç elde edildiği, kit ile adlandırılamayan 

izolatların 5’inin S.succinus, birinin S.aureus, birinin ise Macrococcus caseolyticus, bir 

izolatın ise kit ile aynı sonuç vererek E. faecalis olarak adlandırıldığı görülmektedir 

(Çizelge 4.12, 4.13) 

 

Lange ve ark. 2015 yılında yaptıkları çalışmada, 16S rRNA sekansının sığır mastitinden 

izole edilen Staphylococcus türlerinin doğru tanımlanması için objektif ve doğru bir 

yöntem olduğunu belirlemişlerdir. Kesin olmayan durumlarda bu mikroorganizmaların tür 

düzeyinde tanımlanması için ek hedef genlerin kullanılabileceği de söylenmiştir (Lange ve 

ark., 2015). 

 

Saka ve Terzi Gülel 2018 yılında yayınladıkları çalışmada, 100’ü manda sütü, 100’ü de 

kaymak ve peynirden oluşan 200 gıda örneğinden toplamda 283 Staphylococcus spp. 

izolasyonu yapmışlar ve bu izolatları 16s rRNA dizi analizi yöntemi ile adlandırmışlardır. 
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Bu izolatların 99’u, nuc geni içerdiklerinden dolayı S.aureus olarak adlandırılmıştır (Saka 

ve Terzi Gülel, 2018).  

 

tetK ve tetL genleri plazmidlerde kodlanan, Na
+
 (K

+
)/ H

+
 pompası ile enerji sağlayan 

tetrasiklinlere direnci sağlayan proteinleri kodlamaktadır. Bu genleri taşıyan 

Staphylococcus’ların aynı zamanda Na
+ 

stresi, alkali stresi vb. dış streslere dayanıklı 

olduğu bildirilmiştir. bla, beta laktamaz enzimini, mecA, ise alternatif bir penisilin bağlama 

proteinini (PBP) kodlayan genlerdir. Bunlar en çok çalışılmış beta laktam antibiyotiklere 

direnç sağlayan genlerdir (Andersen ve ark., 2015). mecA geni stafilokok suşlarında 

yüksek oranda korunmuştur. mecA'nın saptanması, genel olarak β-laktam antibiyotiklere 

karşı direncin belirlenmesinde altın standart olarak kabul edilmektedir (Maes ve ark., 

2002). 

 

2005-2006 yıllarında, Pakistan’da bir hastanede izole edilen tetrasiklin dirençli 74 S.aureus 

izolatının 58’inde tetK, sadece bir izolatta tetL geni bulunduğu belirlenmiştir (Ullah ve 

ark., 2012). Bu araştırmanın sonuçları bizim çalışmamızla benzerlik göstermektedir 

(Çizelge 4.15). 

 

Dafe, 2012 yılında yaptığı yüksek lisans tez çalışmasında, 120 tavuk et örneğinden 22 

S.aureus izole etmiş, bu izolatlarda hiç mecA geni tespit edemezken, 2 izolatta tetK geni 

tespit etmiştir (Dafe, 2012). Bizim çalışmamızda benzer olarak sadece 1 izolatta mecA 

geni belirlenmiş, farklı olarak ise tetK geni tetrasiklin dirençli belirlenen 18 izolatın 

16’sında pozitif bulunmuştur (Çizelge 4.15). 

 

Rodrigues ve arkadaşları, 2017 yılında yayınladıkları çalışmada, 3 farklı peynir üretim 

tesisinden alınan çiğ süt, peynir gibi gıda ve tesis çalışanlarında alınan sürüntü 

örneklerinden izole edilen 100 Staphylococcus izolatında antibiyotik direnç ve virülens 

genleri varlığı araştırılmıştır. Çoklu antibiyotik direnci gösteren izolatların ikisinde tetK, 

altısında ise mecA genleri pozitif bulunmuştur. Bu çalışmanın sonucunda, Brezilya'daki süt 

işleme ortamlarında antibiyotik dirençli ve farklı kaynaklardan bulaşan yüksek derecede 

virülan suşlar bulunabileceği, bunun da araştırmacılar, üretici ve tüketiciler için ciddi bir 

endişe kaynağı olduğunu belirtmişlerdir. Bu nedenle, Brezilya süt işletmelerinde 

stafilokokların kontaminasyonunu önlemek için iyileştirmeler yapılması, Brezilya 

üreticilerine ve düzenleyici kurumlara, süt işleme alanındaki önleme ve kontrol 
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faaliyetlerinin gözlemlenmesi ve gıda güvenliğini sağlamak için iyileştirilmesi gerektiğini 

vurgulamışlardır (Rodrigues ve ark., 2017). 

 

Samsun’da 100 manda sütü, 50 kaymak ve 50 peynir örneğinden izole edilen 99 

S.aureus’un 9’unda metisilin direnci belirteci olan mecA geni tespit edilmiştir (Saka ve 

Terzi Gülel, 2018). Bizim çalışmamızda da beta laktam grubu antibiyotiklere dirençli 13 

Staphylococcus izolatının sadece 1’inde mecA geni bulunduğu belirlenmiştir.  

 

Souza ve ark., 2019 yılında yayınladıkları makalelerinde, subklinik mastitisli inek 

sütlerinden izole ettikleri, disk difüzyon yöntemi ile en az üç beta laktam antibiyotiğe 

dirençli olarak belirlenen 16 S.aureus izolatının 5’inde mecA geni bulunduğunu 

belirtmişlerdir. Bu izolatların 6’sında da blaz geni tespit etmişlerdir (Souza ve ark, 2019). 

Araştırmamızda benzer olarak, beta laktam antibiyotiklere dirençli 13 izolatın 1’inde 

mecA, 7’sinde bla geni bulunduğu tespit edilmiştir (Çizelge 4.15). 

 

Bakterilerde kazanılmış antimikrobiyal direnci, birkaç mekanizma ile gerçekleşmektedir 

fakat bu mekanizmaların en önemlisi ilaçların dışarı pompalanmasını sağlayan efluks 

pompa proteinleridir. Efluks pompa proteinleri, 7 farklı süper aileye ayrılmış, yüzlerce 

farklı basit veya kompleks yapıdaki proteinlerden oluşmaktadır. Bakterilerde bu 

proteinlerden bir veya birkaçının bulunması ya da bu proteinlerin aşırı ifade edilmesi 

dirence sebep olmaktadır. Araştırmamızda, bu proteinleri kodlayan genlerin Gram pozitif 

bakterilerde en çok bilinenleri seçilerek çalışılmıştır. 

 

Aykan ve arkadaşlarının 2013 yılında hastane enfeksiyonu etkeni, metisilin dirençli 69 S. 

aureus izolatıyla yaptıkları çalışmada, izolatların benzalkonyum klorür ve klorhekzidin 

dezenfektanlarına duyarlılıklarının azalmış ve 8 (%11,6) izolatın qacA/B geni pozitif 

olduğu bulunmuştur (Aykan ve ark., 2013). Bizim Staphylococcus izolatlarımızın sonuçları 

ile karşılaştırıldığında qacA/B pozitif 1 izolatımız olduğu ve yüzde olarak (%3.4) daha az 

olduğu söylenebilmektedir (Çizelge 4.16). 

 

2006-2010 yılları arasında Nakipoğlu ve arkadaşlarının topladıkları 50 MRSA, 50 MSSA 

olmak üzere 100 klinik izolatla yaptıkları çalışmada, MRSA suşlarının 18’inde (%36) smr 

geni, MSSA suşlarının 2’sinde (%4) qacA/B geni saptamışlardır. MRSA suşlarında 

qacA/B, MSSA suşlarında smr geni bulunamamıştır (Nakipoğlu ve ark., 2012). Bizim 
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Staphylococcus izolatlarımızda da qacA/B geni (%3.4) az bulunmuşken, smr geni %86,2 

oranında bulunmuştur (Çizelge 4.15). 

 

Fernandes-Fuentes ve arkadaşlarının 2014 yılında organik gıdalardan izole ettikleri 46 

gram pozitif bakteri (11 Bacillus, 25 Enterococcus ve 10 Staphylococcus) ile yaptıkları 

çalışmada, ABC pompa grubundan efrA ve efrB genleri yüksek oranda pozitif 

bulunmuştur. QAC grubundan qacA/B ve smr sadece 2 Bacillus izolatında pozitif 

bulunmuştur. sugE geni 5, mepA 7, sepA 3, norE 2, mdeA 1 izolatta, acrB geni tüm 

izolatlarda pozitif bulunmuştur (Fuentes ve ark. 2014). Bizim çalışmamızda da efrA ve 

efrB genleri sırasıyla (%79,3) ve (%72,4) oranında yüksek saptanmıştır. Ayrıca qacA/B 

(%3.4) düşük de olsa saptanmıştır. sugE geni 13, mepA 3, sepA 15, norE 23, mdeA 24, 

acrB geni 9 izolatta pozitif bulunmuştur (Çizelge 4.16). 

 

Hassanzadeh ve arkadaşlarının Tahran’da 60 klinik MRSA izolatıyla yaptıkları çalışmada, 

izolatların tümünde mecA geninin bulunduğunu, izolatların 43’ünde mdeA, 37’sinde 

mepA, 22’sinde norA, 1’inde izolatın norB, 19’unda sepA ve 11’inde smr geni pozitif 

olduğu belirlenmiştir (Hassanzadeh ve ark., 2017). mecA geni dışındaki sonuçlar bizim 

çalışmamızla benzerlik göstermektedir (Çizelge 4.15, 4.16).  

 

Hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSA suşlarında PZR yöntemi ile %11.6 (8/69) oranında 

qacA/B geni pozitifliği saptanmış; klorhekzidin ve benzalkonyum klorur solüsyonunun 

%1’lik konsantrasyonları gerek qacA/B geni taşıyan gerekse yüksek MİK (≥ 2 μg/ml) 

değerlerine sahip MRSA suşlarının hepsi için bakterisidal etkili bulunmuş; buna göre 

direnç genlerinin varlığının ve artmış MİK değerlerinin direnç fenotipine yansımadığı 

sonucuna varılmıştır (Aykan ve ark., 2013). 

 

Singapur’da 200 klinik MRSA izolatı ile yapılan bir çalışmada izolatların tümünün mecA, 

%24’ünün qacA/B geni bulundurduğu belirlenmiştir (Chan ve ark., 2018). Araştırmamızda 

izolatlarımızın birinde mecA, birinde de qacA/B geni bulunduğu tespit edilmiştir (Çizelge 

4.15, 4.16).  

 

Ignak ve ark.(2017) gram pozitif koklarda (69 Staphylococcus ve 69 Enterococcus) 

qacA/B, smr, qacG, qacH, qacJ genleri çalışmışlardır. Staphylococcus izolatlarında 

antimikrobiyal direnç genleri %71 oranında saptanırken, Enterococcus izolatlarının 
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hiçbirinde ilgili efluks genleri saptanamamıştır. Bizim çalışmamızda Staphylococcus’larda 

yüksek oranda smr geni (%86.2) saptanırken, qacA/B (%3.4) oranında saptanmıştır 

(Çizelge 4.16).  

 

2012 yılında yayınlanan, Belçika’da 7 farklı inek çiftliğinden toplanan inek sütleri ve 

çevresel örneklerden izole edilen 366 KNS izolatıyla yapılan çalışmada tür tanımlamaları 

yapılmış, antibiyotik dirençleri ve çeşitli direnç genleri araştırılmıştır. Toplamda 22 farklı 

tür KNS izolatı elde edilmiştir. Bu izolatlarda mecA (metisilin direnci) geni %11,7 

(43/366) oranında pozitif bulunmuştur (Piessens ve ark., 2012). Bizim çalışmamızda ise 13 

beta laktam dirençli Staphylococcus izolatının 1’inde (%7,7) mecA geni pozitif olarak 

belirlenmiştir (Çizelge 4.15). 

 

sepA, bir efluks pompa geni olmakla beraber, biyofilm formasyonu ile ilgili olduğu da S. 

epidermidis izolatlarında belirlenmiştir (Paharik ve ark., 2017). Becker ve ark. Brezilya’da 

yaptıkları çalışmada, siprofloksasinin sub-inhibitör konsantrasyonlarının efluks pompa 

inhibitörü rezerpin varlığında ve yokluğunda klinik Staphylococcus izolatlarının biyofilm 

yapısına etkisini ve biyofilm tabakasına rezerpinli ve rezerpinsiz ortamda siprofloksasin 

uygulandığında sepA geni ekspresyon miktarını belirlemeyi hedeflemişlerdir. Yaptıkları 

çalışmanın sonucunda, sepA'nın en azından kısmen MRSA-biofilmi ile ilişkili olduğunu 

söylemişlerdir. Çünkü ekspresyonundaki azalmanın biyofilm biyokütlesindeki azalma ile 

ilişkili olduğunu belirlemişlerdir. Bu S. aureus klinik izolatlarında bu ilişkinin belirlendiği 

ilk rapor olma özelliğini taşımaktadır. Ayrıca çalışmada klinik Staphylococcus izolatlarının 

biyofilm tabakalarının, siprofloksasinin sub-inhibitör konsantrasyonlarına maruz 

bırakıldığında artmakta ve siprofloksasinin sub-inhibitör konsantrasyonları ile birlikte 

efluks pompası inhibitörüne (EPI) (rezerpin) maruz kaldığında azaldığını gösterilmektedir. 

Siprofloksasin ve EPI eklendiğinde ile gen ekspresyonunun azaldığı belirlendiğinden, 

sepA'nın, muhtemelen bu izolatlarda biyofilm oluşumu ve korunması ile ilişkili olan efluks 

pompa genlerinden biri olduğunu düşündürmektedir (Becker ve ark., 2018). Bizim 

çalışmamızda sepA geni izolatlarımızın %51,7’sinde bulunmuştur fakat rezerpinin sepA 

geni ekspresyonuna etkisi çalışılmamıştır (Çizelge 4.16). İleride yapılacak olan 

çalışmalarda bu konu üzerinde durulabileceği düşünülmektedir. 

 

2018 yılında Brezilya’da yumuşak peynirlerden izole edilen gram pozitif bakterilerle 

yapılan çalışmada, toplam 208 bakteriden 164 (%78)’ünde mecA, 1 (%0,4)’inde ermA, 4 
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(%1,9)’ünde ermB, 98 (%46,6)’inde msrB, 128 (%60,9)’inde msrA, 13 (%6,1)’ünde 

qacA/B, 150 (%71,4)’sinde smr geni pozitif bulunmuştur (Resende ve ark., 2018). Yüzde 

olarak karşılaştırıldığında bu çalışma ile bizim çalışmamız uyumluluk göstermektedir 

(Çizelge 4.16). Bu genlerin gıdalarda bulunan bakterilerdeki prevalansı ve antimikrobiyal 

direnci ile ilişkisinin belirlenmesi, antimikrobiyal direncinin yayılımının engellenmesi için 

büyük önem taşımaktadır. 
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6. SONUÇ 

 

Gıda olarak en sık tüketilen et, süt ve süt ürünlerinde, bakteriyel bulaş olması, bu 

gıdaların mikrobiyal çoğalma için çok uygun bir ortam olması sebebiyle, gıdaların raf 

ömrünün azalması, bozulması ve çapraz kontaminasyonlara yol açmaktadır. 

Araştırmamızda et, süt ve süt ürünlerinin en önemli kontaminantlarından Gram pozitif 

bakteriler olan Staphylococcus izolasyonu ve izole edilen bu bakterilerin antibiyotik ve 

biyosit direnç genleri (tetK, tetL, bla, mecA, cat, qacA/B, acrB, norE, sugE, smr, efrA, 

efrB, mdeA, mepA, norA, norB, sepA) bulundurmalarının kapsamlı bir analizi 

yapılmıştır. Ayrıca antibiyotik ve biyosit direncinin ortak mekanizmalarından olan efluks 

pompa proteinlerinin inhibitörü olan rezerpinin, bu dirence etkisi araştırılmıştır. 

 

Staphylococcus’lar, S.aureus gibi patojen türler dışında, hijyen ve sanitasyon 

standartlarında zararsız gıda kontaminantları oldukları düşünülerek ihmal edilmişlerdir. 

Fakat bu bakterilerin antibiyotik ve biyosit direnç genlerini bulundurmaları bu genleri 

taşıyan bakterilerin, gıdalar, üreticiler ve tüketicilere gıda zinciri aracılığıyla aktarılmasına 

sebep olacağından, toplum sağlığı açısından büyük risk oluşturacaktır. 

 

Çalışmamızda izole edilen 77 Staphylococcus izolatının, 29’unun başta tetrasiklin 

(%23,4) olmak üzere sefuroksim (%14,3), ampisilin (%5,2), kloramfenikol (%3,9) ve 

nitrofurantoine (%2,6) dirençli olduğu tespit edilmiştir. Antibiyotik dirençli izolatların en 

çok sodyum hipoklorit (50 mg/ml - 6250 µg/ml, 3125-391 µg/ml) ve povidon iyodine 

(50 g/l - 6250 mg/l, 3125-391 mg/l) yüksek MİK değerleri gösterdiği belirlenmiş, daha 

sonra sırasıyla triklosan (512-64 µg/ml), hekzaklorofen (512 µg/ml), benzalkonyum klorit 

(512 µg/ml) ve klorhekzidine (32-4 µg/ml) yüksek MİK değeri gösteren izolatlar 

bulunmuştur. Sonuçlarımız değerlendirildiğinde, çalışılan antiseptik ve dezenfektanlara 

yüksek MİK değerleri gösteren izolatlarımızın bulunması, hayvan çiftliklerinde, gıda 

işleme ve satış yerlerinde, tedavi, hijyen ve sanitasyonun sağlanması için bu maddelerin 

kullanılmasının ciddi bir şekilde kontrol edilmesi ve düzenlemelerin arttırılması 

gerektiğini vurgulamaktadır. Bunun yanında, artmış MİK değerlerinin antiseptik ve 

dezenfektanların klinik uygulamalarında anlamı olmayabileceği düşünülmektedir, bunun 

sebebi bu maddelerin uygulama dozlarının MİK değerlerinden çok fazla miktarda olması 

ve antiseptik ve dezenfektanların mikrobiyal hücrelerde birçok hedefinin bulunmasıdır. 
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Hayvan beslenmesi ve kesimini yapan işletmelerde kullanılan alet ve gereçlerde hijyen ve 

sanitasyonun düzgün yapılmaması ve özellikle karkasların bağırsak içeriğinin de 

kontaminasyona sebep olması ile hayvansal gıdaların direnç genlerinin yayılması için 

önemli bir rezervuar haline gelmesine sebep olmaktadır. Araştırmamızda antibiyotik 

dirençli Staphylococcus izolatlarında en çok, tetrasiklin direnç geni tetK (%88,9), beta 

laktam grubu antibiyotiklere direnç geni bla (%53,8) ve efluks pompa genlerinden smr 

(%86,2), mdeA (%82,8), efrA (%79,3), efrB (%72,4), norE (%79,3), sepA (%51,7) ve 

sugE (%44,8) tespit edilmiştir. Bakterilerde bu genlerin bulunmasının, direncin kesinlikle 

bu genler sebebiyle olduğunu göstermeyeceği, genlerin ifade edilip edilmediği ve ifade 

miktarının da önemli olduğu belirtilmektedir. Bu sebeple çalışmamızda pozitif bulunan 

genlerin ifadesinin de ileri araştırmalarda test edilmesi gerektiği söylenmelidir. 

 

Efluks pompalarının antimikrobiyal dirençte çok ciddi rol oynaması araştırmacıları insan 

ve hayvan tedavisinde kullanılacak klinik onaylı efluks pompası inhibitörü ilaçlar 

bulmaya yöneltmiştir. Bu sebeple ilk önce insanlarda kullanılmakta olan onaylı ilaçların 

inhibitör özelliklerinin araştırılması yapılmıştır. Rezerpin, antihipertansiyon ve 

antidepresan olarak kullanılan ve Gram pozitif bakterilerde efluks pompası inhibitörü 

olarak etkileri bizim çalışmamızda da (ampisiline dirençli 4 izolattan 1’inde, tetrasikline 

dirençli 18 izolatın 5’inde, sefuroksime dirençli 11 izolatın 11’inde, nitrofurantoine 

dirençli 2 izolatın 2’sinde rezerpin eklendikten sonra MİK değeri 4 kat ve daha fazla 

azalmıştır) gösterilmiş bir maddedir. Diğer bir taraftan da etkilerinin çok kuvvetli 

olmadığı, bakteriyel efluks pompa proteinlerini inhibe edecek plazma konsantrasyonlarına 

ulaşamadığı ve memeli efluks pompa proteinlerine zarar verebileceği gibi durumlar göz 

önünde bulundurularak, bu konuda çok daha fazla araştırma yapılması gerektiği 

vurgulanmaktadır. 

 

Antiseptik ve dezenfektan maddeler hastanelerde ve toplumda sık kullanılan maddelerdir. 

Ancak gerek bizim çalışmamızda gerekse diğer benzer çalışmalarda görüldüğü üzere, bu 

maddelere karşı gelişen bir direnç söz konusudur. Bu maddelerin uygunsuz kullanılması 

var olan direnci daha da hızlandıracaktır. Sonuç olarak, Staphylococcus izolatlarımızda 

tetrasiklin direnç geni tetK (%88,9), beta laktam grubu antibiyotiklere direnç geni bla 

(%53,8) ve efluks pompa genlerinden smr (%86,2), mdeA (%82,8), efrA (%79,3), efrB 

(%72,4), norE (%79,3), sepA (%51,7) ve sugE (%44,8)’nin yüksek oranlarda bulunması, 
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antiseptik ve antibiyotiklere karşı direncin ileride bir sorun haline gelebileceğini 

göstermektedir.  

 

Antimikrobiyal direnç gelişiminin efluks pompa inhibitörlerinin kullanımıyla belirli ölçüde 

geciktirilebilmesi umulmaktadır. Bu noktada efluks pompa inhibitörleri, potansiyel ajanlar 

olarak tüm dünyada yoğun bir şekilde araştırılırken, konuyla ilgili ülkemizde sınırlı sayıda 

klinik araştırma bulunmakta iken veterinerlik ve gıda alanında çalışma bulunmamaktadır. 

Uluslararası çalışmalarda yoğun bir şekilde araştırılmasına rağmen henüz klinik 

kullanımda pompa inhibitörlerinin örneği olmaması, bu konu ile ilgili çalışmaların 

arttırılması ve antibiyotik+beta laktamaz inhibitörü+dışa atım pompa inhibitörü şeklinde 

üçlü kombinasyonlar geliştirilerek antimikrobiyal direncinin önüne geçilebilmesi için yeni 

çalışmalar yapılması gerekmektedir. 

 

Ülkemizde, antibiyotik direncinde efluks pompa sistemlerinin ve dirençle mücadelede 

önerilen efluks pompa inhibitörlerinin kullanılması konusu ile ilgili klinik alanda yapılan 

sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Yaptığımız bu çalışma sonuçlarının gıda, klinik ve 

veterinerlik alanında ileride yapılacak çalışmalara öncülük edeceği düşünülmektedir. 
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