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GENİŞLEMİŞ SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ (GSBL) ÜRETEN 

ENTEROBACTERIACEAE TÜRLERİNİN SÜTLERDEKİ PREVELANSI VE 

ANTİBİYOTİK DİRENÇLİLİK DURUMLARININ İNCELENMESİ 

 
 

ÖZET 

 

Genişlemiş spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) penisilin, sefalosporin ve 

monobaktamlar gibi beta laktam antibiyotikleri hidrolize edebilme yeteğine sahip 

enzimlerdir. Özellikle GSBL üreten Gram negatif enterobakterilerin hayvansal 

gıdalardaki artan yayılımı gıda güvenliği ve halk sağlığı açısından Dünya genelinde 

önemli bir sorun haline gelmiştir.  Bu çalışma İstanbul ili ve çevre bölgelerden 

toplanan 135 adet çiğ süt örneğinde GSBL-üreten Enterobacteriaceae familyası üyesi 

bakterilerin varlıklarını araştırmak amaçlanmıştır. Örnekler sırasıyla 

Enterobacteriaceae zenginleştirme buyyonda ön zenginleştirme işlemine alınmış ve 

devamında kromojen GSBL selektif agar üzerine sürme yöntemle ekim yapılmıştır. 

İnkübasyon sonunda selektif besiyerinden gelişen GSBL şüpheli izolatlar Trypton 

Soy agarda subkültür edilerek saflaştırılmıştır. Saflaştırılan kolonilere oksidaz testi 

uygulanmış ve oksidaz negatif sonuç veren izolatlar  ütle Spektrometeresi (Vitek®  

MS, bio Meriux) ile tiplendirilmişlerdir. Tiplendirmesi yapılmış GSBL şüpheli 

enterobakterler seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX) ve sefpodoksim (CPD) 

antibiyotik diskleri kullanılarak GSBL varlığı bakımından taranmışlardır. GSBL 

şüpheli izolatların doğrulaması klavulanik asit (CV) içeren türdeş diskler kullanılarak 

yapılmıştır.  esin GSBL şüpheli türlerin konfirmasyonu ve  İ  değeri tayini  erlin 

Micronaut-S beta-lactamase VII kiti prosedürü takip edilerek sıvı mikrodilüsyon 

yöntemiyle gerçekleştirilmiş, okulamalar multiscan spektrometre ile alınmış ve 

okuma sonuçları otomatik olarak bir yazılım tarafından değerlendirilmiştir. GSBL 

tarama ve doğrulama testlerinin tümü Clinical and Laboratory Standarts Institute 

(2013) talimatları takip edilerek uygulanmıştır. İncelenen çiğ süt örneklerinden 

toplam 40 adet GSBL şüpheli Enterobacteriaceae izolatları elde edilmiştir. GSBL 

konfirmasyonu testi sonucu bu izolatların 29 adeti kesin GSBL pozitif olarak tespit 
edilmiştir. En baskın GSBL-üreten fenotip E. coli (%79,4) olarak belirlenirken, bunu 

E. cloacae (%10,3) ve C. braakii (%10,3) izlemiştir. Elde edilen bulgulara göre; çiğ 

süt örneklerinde GSBL-üreten Enterobacteriaceae türlerinin varlıkları tespit edilmiş 

olup,  halk sağlığı açısından potansiyel risk oluşturdukları sonucuna varılmıştır. Son 

yıllarda antibiyotiklere dirençli bakterilerin görülme sıklıklarındaki artış sebebiyle 

bilinçli antibiyotik kullanımı politikalarının yaygınlaştırılması ve GSBL-üreten 

enterobakterilerin gıda güvenliği gösterge parametere olarak kodekslere konulması 

gerekmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: GSBL, Enterobacteriaceae,  Süt, Gıda Güvenliği, Halk Sağlığı 
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INVESTIGATION OF PREVALENCE AND ANTIBIOTIC RESISTANCE 

PROFILE OF EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASE-PRODUCING 

ENTEROBACTERIACEAE IN RAW MILK SAMPLES  

 

 

ABSTRACT 

 

Extended spectrum beta-lactamases (ESBL) are the enzymes that hydrolyze modern 

beta-lactam antibiotics such as penicillins, cephalosporins, monobactams and 

aztreonam. The increasing prevelance of ESBL-producing Gram negative bacteria 

has become a problem worldwide for food safety and public health. The objective of 

this study was to investigate the prevalence of ESBL-producing Enterobacteriaceae 

in a total of 135 raw milk samples collected from Istanbul and the surrounding 

districts. After pre-enrichment in Enterobacteriaceae Enrichment broth and selectıve 

enrichment on a chromogen ESBL media, the colonies were subcultured onto 

Trypton Soy agar for purification. The purified isolates were initially exposed to 

oxidase testing. Subsequently, the oxidase negative ones were selected and identified 

by using mass spectrometer (Vitek®   S, bio Meriux). The characterized ESBL 

suspected strains were screened for ESBL-production by ceftazidime (CAZ), 

cefotaxim (CTX), and cefpodoxime (CPD) dıscs respectively. The ESBL-suspected 

isolates were confirmed with a combination of ceftazidime (CAZ), cefotaxim (CTX), 

and cefpodoxime (CPD ± clavulanate (CV) discs based on combined disc-diffusion 

testing. Following that, the final confirmation of ESBL-production wthin the isolates 

were performed following the instructions of Merlin Micronaut-S beta-lactamase VII 

testing kit based on liquied microdilution, the readings were obtained by a multı-scan 

spectrometer, and the data was automatically analyzed by the sıfın a software. All the 

ESBL screening and confirmatory testings were conducted according to the criteria 

by Clinical and Laboratory Standarts Institute (2013). The results revealed that the 

phenotypic screening for ESBL production yielded 40 suspected isolates in 

Enterobacteriaceae. Of 40 isolates, 29 of them were confirmed as ESBL-producer. 
The most common phenotype was determined to be E. coli (79.4%), followed by E. 

cloacae (10.3%), and C.braakii (10.3%), respectively. To conclude, our study 

indicated that the raw milks were significantly contaminated with ESBL-producing 

Enterobacteriaceae, potentially leading to a risk to the public health. In the recent 

years, we strictly advise that the antibiotic agents used for the farming animals 

should be carefully controlled, and the ESBL-producing enterobacteria should be 

included in the food regulations as a food safety indicating parameter. 

 

Keywords: Enterobacteriaceae, ESBL, Milk, Food Safety, Public Health. 
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1.   GİRİŞ ve AMAÇ 

Gıda maddelerinin kalitesi ve güvenliği halk sağlığı açısından her geçen gün artan bir 

şekilde önem kazanmaktadır. Tüketim için piyasaya sunulan gıda maddelerinde 

insanlarda zehirlenmeye neden olabilen çok sayıda patojen mikroorganizma 

bulunabilir. Aynı zamanda gıda maddelerinde bulunan bozulma yapıcı 

mikroorganizmalar ciddi ekonomik kayıplara neden olabilmektedir.  

 ikroorganizmalar yaşadığımız hayata hızlı bir şekilde adapte olabilme yeteneğine 

sahip dünyanın en eski canlıları olarak bilinmektedir. (Demirtürk ve Demirdal, 

2004).  

Bakterilerin bu özellikleri nedeniyle onların her yeni antibiyotik türüne de, 

antibiyotik etkisini inhibe edici yeni sistemler geliştirmesi antibiyotik direnç 

sorununu ve enfeksiyonlarla mücadale de engelleyici bir problem olarak karşımıza 

çıkmaktadır (Vahaboğlu, 2004). 

GSBL’ler beta laktam antibiyotiklere karşı bakterilerin oluşturduğu enzimlerdir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalar GSBL üreten enterobakteriler için bir depo görevi 

gördüğünü rapor etmiştir (Carattoli, 2008). 

Hayvansal gıdaların beta laktamaz üreten bakterilerce kontamine oluşu, besin zinciri 

yoluyla bu bakterilerin insan populasyonu içinde giderek yaygınlaştığını 

düşündürmektedir (Lopez-Cerrero ve ark. 2012). 

Antibiyotikler; enfeksiyonel hastalıklara neden olan bakterilerin yok edilmesi için 

kullanılmış ilaçlardır. Antibiyotik kullanımı ile tıbbi alanda, enfeksiyon kaynaklı 

ölümlerin azaldığı görülmüş, beraberinde bakteriyel hastalıklarda kullanılan olağan 

bir ilaç haline gelmiştir. Antibiyotiklerin gün geçtikçe yoğun bir şekilde kullanılması, 

peşi sıra farklı ve artan sayıda antibiyotiğe dirençli mikroorganizmaların ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır. Çeşitli enfeksiyonlara neden olan bu dirençli 

mikroorganizmaların tedavisinde birçok sorunlar yaşandığı tüm dünyada bilinerek, 

yeni ilaçlar geliştirilmektedir.  akat diğer taraftan da bu ilaçlara olağanca hızıyla, 

yeni dirençler kazanan mikroorganizmalar, hastalıkların tedavisinde sorun yaratmaya 

devam etmektedir (Ammor ve ark. 2008). 
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Antibiyotiklerin son on yılda bilinçsiz kullanımı sebebiyle enfenksiyona bağlı 

dirençli bakterilerin yol açtığı ölüm oranlarında artış görülmüştür. Bu durumlar göz 

önüne 
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alınarak antibiyotik kullanımı ve direnç faktörüne karşı, bilinçsiz antibiyotik alımının 

önüne geçilmelidir (Wickramasingh, 2012). 

Antimikrobiyal ilaçlar için izin verilen maksimum kalıntı limitleri AB mevzuatı ile 

uyumlu olarak Türk Gıda  odeksi kapsamında 28.04.2002 tarih ve 247739 sayılı 

Resmi Gazetede yayınlanan tebliğ ile düzenlenmektedir. 19.01.2005 tarih ve 25705 

sayılı Resmi Gazetede yayınlanan “Canlı Hayvanlar ve Hayvansal Ürünlerde Belirli 

 addeler ile Bunların  alıntılarının İzlenmesi için Alınacak Önlemlere Dair 

Yönetmelik” esaslarına göre Ulusal bir kalıntı izleme planı uygulanmaktadır. 

Gıda ve Tarım Örgütü (FAO), Avrupa Gıda Güvenliği  toritesi (E SA) ve Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) gibi uluslararası kuruluşlar bu sorunun üzerinde önemle 

durmaktadırlar (EFSA 2011; WHO 2013). 

 linik olarak insanlarda yanlış antibiyotik kullanımının direnç gelişiminde birincil 

etken olduğu kabul edilmekle birlikte, benzer hatanın hayvanlarda tekrar edilmesinin 

dirençli bakterilerin gıda zinciri yoluyla yayılmalarında en az klinik hatalar kadar 

önemli rol oynadığına dair görüşler gittikçe güçlenmektedir. Veteriner ilaçların 

kontrolsüz ve bilinçsiz kullanımı sonucu idrar, kan, atık sular, diğer su kaynakları ve 

toprak olmak üzere yaşadığımız çevreye bulaşması kaçınılmaz bir gerçektir (Liguoro 

ve ark., 2003; Yang ve Carlson, 2004). 

Bu çalışmada, İstanbul ili ve çevresinden toplanan çiğ süt örneklerinde geniş 

spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere dirençli enterobakterilerin identifikasyonu ve 

direnç profillerinin tespiti amaçlanmıştır. 
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2.        GENEL BİLGİLER 

2.1  Enterobacteriaceae Genel Özellikleri 

2.1.1  Enterobacteriaceae 

Genellikle çevrede oldukça yaygın olarak bulunmalarına rağmen, çoğu 

Enterobacteriaceae insan ve hayvanların mide ve bağırsak florasında mevcuttur. 

Genellikle bu bakterilerin çoğu kan zehirlenmesi, üriner sistem enfeksiyonları gibi 

bir çok hastalıktan sorumludurlar (Tham, 2012). 

Dirençli Enterobacteriaceae türlerinin ortaya çıkması ve yayılmasında, klinik 

kaynakların önemli rolü bulunmaktadır. Bunun bir sonucu olarak hastane 

infeksiyonlarının tedavisi karmaşık hale gelmektedir (Paterson, 2006). 

2.2    Enterobacteriaceae Ailesinin Önemli Türleri 

2.2.1  Escherichia (E.) coli 

Escherichia coli insan ve hayvanların mide ve bağırsak florasında bulunan bakteri 

gruplarıdır. E. coli, Enterobacteriaceaea ailesi üyelerinden bir bakteri grubudur. 

Enterobacteriaceaea ailesi içerisinde E.coli de dahil olmak üzere 30 a yakın cins ve 

oldukça fazla tür bulunmaktadır. Enterobacteriaceae grubuna dahil bakteriler gıda 

kaynaklı kirlenmelere yol açmaktan ziyade, gıda kaynaklı zehirlenmelere yol açması 

nedeniyle oldukça önemli bir gruptur. 

Enterobacteriaceae grubuna dahil olan bakterilerden bazıları Citrobacter, 

Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia’ 

dır (Madigan ve ark. 1997).   

Bağırsak florası çevre koşulları, beslenme ve yaş gibi faktörlere bağlı olarak 

değişmekle birlikte, Enterobacteriaceae ailesi üyelerinden sadece bir kısmı sağlıklı 

insanların bağırsaklarında daimi olarak bulunur. Escherichia, Citrobacter, 

Enterobacter ve Klebsiella koliform olarak isimlendirilmekte olup, bazı özellikleri ile 

enterik patojenlerden ayrılmaktadır (Batt, 2000).  

E. coli bağırsak ortamının bir üyesi olduğu için normal şartlarda hastalık etkeni 

olarak karşımıza çıkmamaktadır.  E. coli tiplerinin bazıları ise, üzerinde bulundukları 

hayvan türleri için zararsız bir halde iken, insanlara bulaştığında aksi yönde bir 

enfeksiyon etkeni olarak karşımıza çıkabilir. Bu enfeksiyon gruplarının başında ise, 

idrar yolu enfeksiyonları ve ishal gelmektedir (Shabana, 2014).  

http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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Dışkı kaynaklı bulaşmaların en önemli faktörlerinden ilki  E. Coli’dir.Bir gıdada  

E.coli saptanmamış olması o gıda maddesinde enterik zararlı bakterilerin 

bulunmadığı anlamına gelmemektedir (Smoot ve Pierson, 1997). 

 

2.2.2  Klebsiella spp. 

Klebsiella cinsi bakteriler, hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsüllü, Gram negatif ve 

Enterobacteriaceae familyasının genel özeliklerini gösteren çomakçıklardır 

(Bilgehan, 2004). 

Klebsiella pneumoniae, insan sağlığı açısından çok önemli olan nazokomiyal 

enfeksiyonlar, üst solunum yolu enfeksiyonları, üriner sistem enfeksiyonları ve yara 

enfeksiyonları oluşmasında rol alan fırsatçı patojenlerdir (Shen ve ark. 2001). 

K. pneumoniae insan kalın bağırsağında ve % 5-10 oranında da üst solunum yolları 

mikroflorasında bulunmaktadır. Klebsiella cinsi bakteriler bakteriyemilerin % 

2’sinde, pnömonilerin %12’sinde ve cerrahi yaraların % 3’ünde etken olarak 

bulunmaktadır (Akova ve ark. 1992). 

K. pneumoniae, üriner sistem ve nazokomiyal enfeksiyonlara yaygın olarak neden 

olan bakteriler sıralamasında Escherichia coli’den sonra ikinci sıradadır (Pais ve 

ark. 2002).  

Piyelit, piyelonefrit ve sistit şeklinde ortaya çıkan enfeksiyonların, antibiyotiklerle 

yapılan tedavilerde oldukça dirençli oldukları görülmüştür (Bilgehan, 2004; Akan, 

1993). 

Üriner system enfeksiyonları, % 40 görülme sıklığı ile en sık görülen nazokomiyal 

enfeksiyonlardır (Gülay, 2004). 
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2.2.3  Enterobacter  

Enterobacter türleri toprakta ve sularda oldukça yaygın bulunan bakterilerdir. Bazı 

enterotoksijenik grupları özellikle gıda kaynaklı zehirlenmelerde büyük rol oynar ve 

enfeksiyonlara yol açabilmektedir. Enterobacter grubu bakterilerin yaygın olmalarına 

neden olarak  bilhassa böceklerin büyük rol taşıdığı bildirilmektedir. Gıda 

maddelerinin elle işlenmesi durumunda elde bulunma sıklığının %25  oranında 

olduğu fakat bu bakteri grubunun ellerde olma sebebinin hijyen eksikliği değil de 

daha çok bitkisel temastan kaynaklanabileceği bildirilmektedir (Huber, 2000). 

2.2.4  Enterococcus 

Enterococcus insan ve hayvan bağırsakları olmak üzere, gıda üretim ortamlarında, 

alet ve ekipmanlarında ayrıca böceklerde, sularda, toprakta bulunma sıklığı oldukça 

fazla olan bir gruptur. Hızlı bir şekilde çoğalabilme yetenekleri ve ortamdan 

uzaklaştırabilmenin zor olması önemli bir sorun teşkil eder.  urutma, ısıtma, 

asitlendirme ve soğuk muhafaza gibi üretim işlemi basamaklarına oldukça dirençli 

bir yapı sergilerler. Bilhassa ısıl işlem uygulamaları görmüş bazı gıda gruplarında 

bulunması o işletmenin hijyen ve sanitasyon kurallarına etik davranmadığını gösteren 

bir kriter olarak değerlendirilir (Shapton ve Shapton, 1994). 

2.3 Gıda Maddelerindeki Enterobacteraceae Varlığı 

Özellikle enterik bakteri gruplarında gelişen beta-laktamaz üretimi beta-laktam grubu 

antibiyotiklerin türlerinde dirence katkıda bulunan çok önemli sebeplerden biridir 

(Parlak ve ark.  2012).  

Günümüzde antibiyotik grupları, bilhassa hayvan gruplarında gelişen enfeksiyonel 

hastalıkların tedavisinde ve bu hastakların kontrol altında tutulmasında oldukça geniş 

çaplı kullanılan bir alternatif olmuştur. (Wang ve ark. 2008). 

Günümüzde gıda zinciri yoluyla, antimikrobiyal direnç gelişiminin bu kadar hızlı 

yayılması, aslında hayvanlarda yoğun ve bilinçsiz bir şekilde antibiyotik kullanımı 

ile ilgilidir. Antimikrobiyal direnç bu sebeple, insan ve halk sağlığını direk olarak 

ilgilendirmesi açısından çok önemli bir hale gelmiştir (Reuland ve ark. 2014). 
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Bu sebeple, Gram negatif bakterilere bağlı mevcut antibiyotiklere dirençli suşların 

ortaya çıkması antimikrobiyal direnç gelişimi konusundaki endişeyi arttırmıştır. 

Beta-laktamaz enzimi, Gram negatif bakterilerin bazıları tarafından sentezlenir. Beta 

laktamaz genellikle beta- laktam antibiyotiklerini inhibe edici bir enzimdir. Bu tür 

enzim bulunduran bakteriler, süt aracılığıyla insan organizmasına geçebilir (Uraz ve 

ark. 1996).  

Özellikle çiftlik hayvanlarında antibakteriyel direnç genlerini taşıyan bakterilerin 

izole edilmesi ve direnç mekanizmasında rol oynayan bu tip enzimlerin varlığı 

nedeniyle, farklı çevrelerden izole edilen Gram negatif bakteri suşlarında GSBL 

aktivitesinin araştırıldığı epidemiyolojik çalışmalar önem kazanmaktadır (Dinç ve 

ark. 2012).  

Sütteki çok düşük miktarlardaki antibiyotik kalıntıları dahil, toplumda duyarlı bazı 

kişilerde şiddetli alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir. Antibiyotik bulaşlı süt 

ve diğer gıda maddelerinin tüketimi, bu ürünlerde bulunabilen antibiyotiklere 

dirençli patojen mikroorganizmaların insanlara direkt olarak aktarılma tehlikesini 

arttırmaktadır. Ülkemizde hayvan sağlığının öneminin artmasına paralel olarak 

enfeksiyon hastalıklarına karşı olarak, antibiyotik kullanımıda artmıştır (Yaygın ve 

ark. 1977). 

Antibiyotik tedavisine tabi tutulmuş bir hayvanın, 72-96 saat içinde sağılan sütlerinin 

antibiyotik içerebileceği ve bunların güvenle kullanılamayacağı kabul edilmektedir. 

(Kosikowski ve ark. 1982). 

Ancak ülkemiz süt üreticilerinin çoğu, hayvana antibiyotik uygulamasını takiben, 

belirli süreler içerisinde sağılan sütleri ayırıp, işletmelere göndermemesi gerektiğinin 

bilincinde değildirler. Bütün bunlara karşılık, sütteki antibiyotik varlığı, ve bunun süt 

ürünleri üzerindeki etkileri konusunda ülkemizde çok az çalışma yapıldığı 

görülmektedir (Süer ve Anter, 1969). 

Gıda mevzuatları bu tür bakterilerin gıdalarda varlıklarını bir hijyen indikatörü kabul 

etmesine rağmen, antibiyotiklere direnç bir gıda güvenliği kriteri olarak yer 

almamaktadır (Dinç ve ark. 2012). 

 

 



8 

 

 

Özellikle Enterobacteriaceae familyasına ait türlerin insanlarda antibiyotik 

dirençliliğinin yayılmasında aktif rol oynadığı görülmektedir. 

Özellikle yapılan son çalışmalar, Gram negatif bakterilerin 

(K. pneumoniae, Enterobacter  cloaca, P.aeruginosa, A. baumannii, Escherichia 

coli)  birinci, ikinci ve üçüncü nesil penisilin ve antibiyotiklere karşı çoklu direnç 

geliştirdiklerini göstermektedir. 

Bu suşlar içinde en önemli direnç mekanizması beta-laktamaz enzimi üretebilmeleri 

ve bu enzimlerin Geniş Spektrumlu Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek 

inaktif hale getirmektir. İnaktivasyon sonucunda enfeksiyon tedavisi çoğu zaman 

başarısız olabilmektedir. 

 

2.4  Enterobacterıaceae’ların Halk Sağlığı Açısından Önemi 

Bakterilerin antibiyotiklere direnç geliştirmesi küreselleşmiş bir sorun olup, özellikle 

hastane infeksiyonlarında tedaviyi zorlaştıran, mortaliteyi ve tedavi maliyetlerini 

artıran önemli bir unsurdur. Bu kapsamda; gram-negatif bakterilerdeki direncin çok 

hızlı yayılması özellikle yoğun bakımlarda, kullanımdaki antibiyotiklerin hemen 

hepsine dirençli bakterilerin ortaya çıkmasına yol açarak son derece tehlikeli 

gelişmelere neden olmaktadır (Beşirbellioğlu, 2010). 

Son yıllar da özellikle Gram-negatif bakterilerde direnç oranları sürekli artmaktadır. 

Son zamanlarda antibakteriyellerin etkilerinden kaçabilen mikroorganizmaları 

tanımlamak için (Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa ve Enterobacter türleri) olarak adlandırılan dirençli mikroorganizmalar 

grubu literatüre girmiştir (Taşova, 2011). 

Ciddi hastane enfeksiyonlarından sıklıkla sorumlu olan gram-negatif bakteriler; geniş 

spektrumlu beta-laktamaz üretimi nedeniyle klinik önemi   giderek artan bir konu 

halini almıştır. Beta-laktamaz üretimi ile gelişen direnç, Gram negatif enterik 

bakterilerde en önemli direnç mekanizmasıdır. Beta-laktamazlar substrat ve inhibitor 

profilleri ile sekans homolojilerine göre farklılaşabilirler.  linik izolatlarda bu güne 

kadar en az 500 tip beta-laktamaz saptanmıştır (Falagas, 2009). 



9 

 

Enterobacteriaceae üyesi bu tarz bakterilerin   antibiyotiklere karşı geliştirdikleri 

direnç mekanizması toplum sağlığını yakınen ilgilendirmektedir. Bu sebeple Gram-

negatif direnç ile mücadelede multidisipliner yaklaşım çok önemlidir. Bu 

mücadelede önem verilmesi gereken unsur, antimikrobiyal kullanımının kontrolüdür. 

 

2.5  Antibiyotikler ve Kullanım Amaçları 

Bilhassa bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde mücadeleden sorumlu madde olarak 

çok uzun yıllardan bu yana kullanılan ve tıp bilimlerinin amaçlarından biri haline 

gelen maddelerdir (Baştürk, 2005). 

İlk kez İskoçyalı bilim adamı Alexander  leming’in 1929’da gözlemlediği ve 1940 

da Chain ve  larey’in Penicillium notatum’un salgılarına penisilin olarak 

isimlendirdikten sonra çoğu mikrop grubuna ölümcül etki mekanizmasının olduğu 

anlaşıldıktan sonra tıp bilimleri açısından bir ilk yaşanmıştır. Özellikle enfeksiyonel 

hastalıkların tedavisinde uzun yıllarca kullanılabilir olması ve hastalığı ortadan 

kaldırıcı veya hastalık engelleyici olması dolayısıyla çoğu hastalığın tedavisinde 

yaygın kullanılan bir ilaç olmuştur. (Berzeg,  2005). 

Gıda Teknologları Enstitüsü (IFT) 2006 yılı raporunda; gıda zinciri yoluyla yayılan 

dirençli bakteriler ve direnç genleri hakkında güncel bilimsel verileri kamuoyu ile 

paylaşmış ve farklı disiplinlerden araştırmacıların dikkatlerini bu konuya çekmiştir. 

Son yıllarda çok sayıda araştırmacı antibiyotik direncinin ekonomik ve sağlık 

boyutları, gelişimi, yayılımı, etki mekanizmaları ve gıdaların rollerini irdeleyen 

araştırmalara yoğun şekilde ilgi göstermektedirler. 

 

2.6  Antibiyotik Direnci 

Antibiyotik direnci bakterilerin antibiyotik varlığında dahi üreyebilmeleri ve hastalık 

yapabilmeleri durumudur. Bazı antibiyotiklere direnç doğal olarak mevcut iken 

diğerlerine karşı direnç bakterilerde gelişen mutasyon yoluyla ortaya çıkmaktadır. 

(Yemen, 2010). 

Bakteriler antibiyotiklere karşı doğal bir dirence sahip olabilecekleri gibi transpozan 

ve plazmidler gibi hareketli genetik parçacıkları alarak basit mutasyonlar ile veya 
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endojen antibiyotik direnç mekanizmalarının yeniden düzenlenmesi ile dirençli hale 

gelebilirler (Baskın, 2005). 

Alexander  leming (1929)  penisilini küf mantarlarından elde etmiş, 1940 ta ise 

Chain ve Florey tarafından saflaştırılarak   bakteriyal enfeksiyonlardan korunma ve 

tedavilerinde etkili ve güvenilir aşama kaydedilmiştir (Bozkaya, 2002). Ancak, 

hemen arkasında 1940 yılında Abraham ve Chain’in penisilinazı bulması ile 

penisilinin  bakteriyel hastalıkların tedavisinde kesin çözüm olmayacağı anlaşılmıştır 

(Demirtürk ve Demirdal 2004).  

Takiben bir çok yeni antibiyotik türü geliştirilmiş olmasına rağmen  

mikroorganizmalar bulunan  her antibiyotiğe yeni bir yolla direnç geliştirmeyi 

başarmıştır. 

 

2.8 Beta Laktam Grubu Antibiyotikler 

Beta laktam grubu antibiyotikler az olan yan etkileri ve bakteri öldürücü etkileri 

sebebiyle çağımızda oldukça yaygın olarak kullanılan antibiyotik gruplarının 

içindedir.  (Gür ve ark. 2008). 

Beta-laktam grubu antibiyotikler, yapı grubunda azot, karbon ve dört üyeden oluşan 

doymuş beta-laktam halkasına sahiptirler. Beta-laktam antibiyotikler grubunda 

penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler bulunmaktadır.  

Beta-laktam antibiyotiklerin 4 grubu aşağıdaki gibidir. 

a. Penisilin 

b. Sefalosporin 

c. Monobaktam 

d. Karbapenem 

 

2.8.1  Penisilinler 

Penisilinlerin yapısı,  tiazolidin halkası, betalaktam halkası ve yan zincirden 

oluşmaktadır. 

Doğal penisilinler: penisilin G, prokain penisilin G, kristalize penisilin G, benzatin 

penisilin G. 
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Penisilinaza dayanıklı penisilinler: metisilin, nafsilin,  kloksasilin, d flukloksasilin, 

oksasilin  

Aminopenisilinler: ampisilin, amoksisilin, bakampisilin, siklasilin, episilin, 

hetasilin, pivampisilin 

Pseudomonaslara etkili penisilinler: karbenisilin, indanil karbenisilin 

(korindasilin), tikarsilin 

Geniş spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinlere: azlosilin, piperasilin 

Amdinopenisilinler: pivamdinosilin  

Beta-laktam inhibitörlü kombine penisilinler: ampisilin/sulbaktam, 

amoksisilin/klavulonat  (Sarı 2005). 

 

2.8.2  Sefalosporinler 

Yapı yönünden penisilinlere benzerlik göstermektedirler. Beta-laktam halkası 

yanında penisilindekinden farklı olarak 6 üyeli bir dihidrotiazin halkası bulundurur. 

 ronolojik esasa dayanan ve bakterilere karşı etki spektrumundaki gelişmeyi de 

yansıtması yönünden pratik değeri olan bir sınıflandırma şu şekildedir:  

1. kuşak sefalosporinler: sefalotin, sefazolin, sefaloridin, sefaleksin, sefapirin, 

sefradin, sefadroksil, sefasetril, seftezol. 

2. kuşak sefalosporinler: sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid, sefonarid, 

sefaklor, sefotiam, sefmetazol, sefotetan.  

3. kuşak sefalosporinler: sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon, seftriakson, 

moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid  

4. kuşak sefalosporinler: sefepim, sefpirom 

İkinci kuşak sefalosporinler, 1. kuşağa göre stafilokok ve streptokoklara daha az, GN 

basillere ve anaeroblara daha fazla etkilidir. Sefoksitin, Gram negatif basillerin 

ürettiği bazı beta-laktamazlara dirençlidir ve bazı Enterobacteriaceae’lar tarafından 

üretilen betalaktamazları inhibe edicidir (Sarı, 2005). 
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2.8.3 Monobaktamlar 

Aztreonam ilk sentetik monobaktam antibiyotiktir. Beta-laktam halkasından başka 

halka ihtiva etmezler. Etki alanları ise genellikle Gram negatif aerob bakteriler ile 

sınırlıdır. Dokulara ve vücut sıvılarına son derece iyi dağılırlar. K.pneumoniae, 

H.influenzae, gibi oldukça yaygın görülen Gram negatif patojenlere etkilidir (Sarı, 

2005) 

 

2.8.4 Karbepanemler 

1976’dan bu yana gündemde olan karbapenemler beta-laktam antibiyotik grubunun 

en geniş spektrumlu ve en yaygın olarak kullanılan türleridir.  arbapenemleri diğer 

beta-laktam antibiyotiklerden ayıran kimyasal farklılık beta-laktam halkasındaki 

tiyazolidinik ekinde 4. pozisyonda sulfon yerine karbon içermeleridir. 

 arbapenemler plazmid kökenli ve kromozom kökenli beta-laktamazlara 

dayanıklıdırlar.  akat zamanla karbapenemleri parçalayan metallo-beta-laktamaz ve 

serin karbapenemazların çıkışı endişeyi arttırmıştır (Lee ve ark. 2003). 

Etkinlikleri genellikle aşağıdaki mikroorganizmaları kapsamaktadırlar (Kattan, 

Villegas ve Quinn, 2008). 

Gram negatif mikroorganizmalar (betalaktamaz üreten Haemophilus influenzae ve 

Neisseria gonorrhoeae, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa (genişlemiş 

spektrumlu beta laktamaz üreten mikroorganizmalar dahil), Anaeroblar, (Bacteroides 

fragilis dahil) Gram pozitif organizmalar, (Enterococcus faecalis ve Listeria dahil). 

 

2.9 Beta Laktamazlar ve Direnç Mekanizmaları 

Beta laktam antibiyotiklerin genel olarak bilinen en önemli özellikleri beta laktam 

denilmekte olan 4 atoma sahip halka taşımalarıdır. Bu halkaya bağlanan farklı halka 

ve yan zincirlerle farklı özelliklere sahip değişik grup beta laktam antibiyotikleri elde 

edilir (Özsoy, 2001). 
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Beta-laktamazlar, beta laktam grubu antibiyotiklerin beta laktam halkasına ait amid 

bağlarını kırarak bu antibiyotiklerin etki mekanizmasını inhibe eden 

enzimlerdir(Nicolas ve Chanoine 1996).  

Beta laktam antibiyotiklere direnç esas olarak beta-laktamaz üretimine bağlıdır. Beta 

laktamazları kodlayan genler, bakteri kromozomlarında, plazmidlerde veya 

transpozonlarda yerleşmiş olabilirler. Son yıllarda pek çok bla geni (beta-laktamaz 

geni) integronlar üzerinde tanımlanmışlardır (Weldhagen, 2004). 

Beta-laktamaz enzimi ilk kez 1928 yılında  leming tarafından fark edilmiştir. Bu 

araştırıcı bazı bakterilerin penisilinler tarafından inhibe olmadığını gözlemlemiş, 

1940’da Abraham ve Chain, E. coli’den izole ettikleri ekstraktın penisilin etkisini 

ortadan kaldırdığını göstermişler ve elde ettikleri bu enzime ‘penisilinaz’ adını 

vermiştir. 

 

2.9.1 Geniş Spektrumlu Beta-laktamazlar (GSBL) 

GSBL’lerin karmaşık bir epidemiyolojisi vardır, bu sebeple GSBL’ nin ortaya çıkışı 

değerlendirildiğinde içinde bulunduğu ülke ve coğrafik alanları, temsil ettiği 

topluluğu, çoğu zaman hasta ya da hasta olmayan taşıyıcı bakterinin aktarılmasında 

neden olan faktörlerden biridir (Tham, 2012). 

Daha etkili ve daha geniş spektrumlu ajanlar geliştirildikçe, özellikle Gram (-) 

bakterilerden çok çeşitli beta-laktamazlar tanımlanmaya başlandı. Geniş spektrumlu 

beta-laktamazlar (ESBL) ise 3. kuşak sefalosporinlerin üretiminden çok kısa bir süre 

sonra ortaya çıkmışlar ve dünya genelinde dirençli Klebsiella pneumoniae ve E. coli 

salgınlarının başlıca sebebi olmuşlardır. Veriler incelendiğinde ESBL’lerin ortaya 15 

çıkması ile seftazidin ve sefotaksim gibi ajanların aşırı kullanımının bağlantılı olduğu 

görülmüştür. ESBL’ler ilk tanımlandıklarında, TE  ve SHV gibi plazmid kaynaklı 

beta-laktamazların bir varyantı olarak bildirilmelerine rağmen, bugün Türkiye’de 

PER-1 varyantı olan, batı Avrupa’da ise CTX-  varyantı olan pek çok ESBL 

bulunmaktadır (Bauernfeind ve ark., 1996; Vahaboğlu, 1997; Gazouli ve ark., 

1998; Palucha ve ark,. 1999; Bush, 2000) 

GSBL’ler ayrıca  XA beta-laktamazlardan türemiş enzimleri de içerirler (Grup 2d 

beta-laktamazlar). Bu enzimler, isoksazolil penisilinleri de geniş spektrumlu 

sefalosporinler kadar iyi hidrolize edebilirler. Böyle bir enzim Türkiye’den izole 
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edilen bir Pseudomonas aeruginosa’da tanımlanmıştır (Danel ve ark. 1995, 

Philippon ve ark. 1997, Naas ve ark. 1998, Danel ve ark. 1998, Bush, 2000) 

 

2.9.2 GSBL’ların Klinikte Neden Olduğu Sorunlar 

A-Direnç: GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden olduğu sorunların başında 

bu enzimleri sentezleyen bakterilerin yol açtığı direnç problem akla gelmektedir. Bu 

enzimlerden birini sentezleyen Gram negatif bakteri saptandığında tüm geniş 

spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karşı dirençli olarak kabul edilmelidir. 

Ayrıca bu enzimleri kodlayan plazmidler aynı zamanda birçok beta-laktam dışı 

antibiyotiğe karşı genetik materyal taşıyabilmektedir (Ulusoy ve ark. 2004). 

B-Hastaların Kolonizasyonu: Hastanede yatan hastalarda GSBL sentezleyen 

bakterilerle kolonizasyonu arttıran çeşitli risk faktörleri tanımlanmıştır. Bunlar 

arasında uzun süreli antibiyotik kullanımı, uzun süre yoğun bakımda yatma, altta 

yatan ciddi ve ağır hastalık varlığı, invaziv işleme maruz kalma sayılabilir (Ulusoy 

ve ark. 2004). 

C-Labarotuvarda GSBL Saptanmasında Karşılaşılan Sorunlar: GSBL 

sentezleyen bir bakteri, sentezlediği enzimin farklı sefalosporinlere afinitesinin 

değişik olması ve inokulum etkisi gibi nedenlerle üçüncü kuşak sefalosporinlere 

duyarlı gibi görünebilir (Ulusoy ve ark. 2004). 

 

2.9.3  Ülkemizde ve Dünyadaki GSBL Görünme Sıklığı 

GSBL görünme sıklığı bölgeden bölgeye ve her coğrafya üzerinde farklı bir gelişme 

göstermesi nedeniyle önemlidir. 2000-2003 yılları arasında yapılan bir araştırma 

sonucuna göre GSBL’ nin görülme oranı E. coli’de % 19,5 K. pneumoniae ‘da % 

48,7 olduğu görülmüştür (Korten ve ark. 2003). 

2005-2007 yılları arasında yapılan başka bir çalışma sonuçlarına göre göre GSBL 

görülme oranı E.coli’de %42, Klebsiella pneumoniae’da %41,4 olarak bulunmuştur. 

E.coli’de karbapenem direnci saptanmazken, Klebsiella pneumoniae’da % 3,1 olarak 

bulunmuştur. Çalışma sonuçlarına göre ise yurdumuz geneli ve dünya genelinde 

GSBL sıklığı günden güne artan bir grafik olarak karşımıza çıkmaktadır (Gür ve 

ark. 2008). 
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2.9.4  Süt Sığırcılığında Antibiyotik Kullanımı 

Antibiyotik kalıntılarının sütlerde bulunması insan sağlığı açısından oldukça zarar 

verici sonuçlar doğurabilmektedir. Bazı antibiyotik grupları alerjik tepkimelere sebep 

verebilir. Düşük mitarda antibiyotik kalıntılarına maruz kalma nedeniyle ortaya 

çıkabilen uzun dönem seyreden etkiler de görülmektedir. Özellikle insanlarda hafif 

alerjik reaksiyonlarla baş gösteren, fakat ileri periyotta doku ve organ hasarlarına 

hatta ölümlere kadar çeşitli etkilere yol açabilirler (Bakırcı ve Akyüz, 1996; 

Velioğlu, 2006). 

Sığırcılıkta antibiyotik kullanımı, özellikle A.B ülkelerinde ve A.B.D'de, antibiyotik 

kalıntılarının et veya sütle insanlara geçebileceği endişesiyle kısıtlanmaya 

çalışılmaktadır. Bu endişe son yıllarda ülkemizde de gündeme 

gelmektedir.  Bilinmeden, gıdalarla alınan antibiyotikler mikroorganizmaların direnç 

kazanmasına, kullanılması gerektiği hallerde ise, antibiyotiğin etkisiz kalmasına yol 

açmaktadır.   Bunun dışındaki yan etkileriyle, çocuklarda, hamilelerde yapabileceği 

kötü etkileri de göz önüne alınarak gıdalardaki antibiyotik kalıntılarıyla sıkı bir 

mücadeleye girilmiştir. 

Gıdalarda antibiyotik kalıntısı olmaması için ilk akla gelen önlem antibiyotiğin 

arınma süresine dikkat etmektir. Antibiyotik kullanımını gerektiren birçok 

enfeksiyon vardır.  Süt sığırcılığında en çok antibiyotik kullanılan vakalar mastitis, 

metritis (rahim iltihabı), solunum yolu enfeksiyonları, ayak hastalıkları, sonun 

atılamaması, şap hastalığının ikincil enfeksiyonları, sindirim yolu, idrar yolu, göz ve 

deri enfeksiyonları, yaralar, eklem iltihapları, vulva-vaginitis gibi diğer 

enfeksiyonlardır.  

Devam eden süt yahut süt ürünleriyle alınan antibiyotik ilaç kalıntıları, vücutta 

birikmekte ve bazı bakteri gruplarında direnç mekanizması geliştirebilmekte ve 

bunun bir sonucu olarak antibiyotik tedavileriin yönetiminde büyük problemlerle 

karşılaşılmaktadır (Uysal ve ark. 1995). 
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Antibiyotikler hayvansal varlığımızın elden çıkmaması için kullandığımız en önemli 

silahlarımızdır. Çünkü mikroorganizmalar hazır halde beklemektedr. Ancak; 

antibiyotik kullanımını en aza indirmek ve gıdaları antibiyotik kalıntılarından 

korumak mümkündür.  Aşılar ve yem katkı maddelerini yerinde ve zamanında 

kullanılırsak stresi önleyebilirsek, hayvanların yardıma muhtaç oldukları günleri 

bilerek onlara gerekli destekteri uzman veteriner hekimler tarafından sağlarsak, 

kısacası sürümüzü iyi yönetirsek antibiyotik kullanımını en aza indirebiliriz.  

 

2.10 Süt Örneklerinde, GSBL Üreten Bakteriler Üzerine Yapılan Çalışmalar 

Ankara, Balıkesir, ve Çorum’daki süt işletmelerinden toplanan çiğ süt örneklerinden 

izole edilen 92 adet E.coli suşunda GSBL aktivitesi ve antibiyotik duyarlılıkları 

araştırılmış. E.coli şuslarında Disk Difüzyon Testi ile GSBL Tarama Testi, fenotipik 

GSBL Doğrulama Testi ve 12 adet antibiyotik için, in vitro duyarlılık testleri 

yapılmış. Sonuç olarak, en yüksek dirençlilik oranları sırasıyla eritromisine  %70,  

ampisiline % 40, tetrasiline %35 olarak bulunurken, E.coli suşlarının %55 inin iki 

veya daha fazla antibiyotiğe dirençli olduğu belirlemişler (Dinç ve ark. 2012). 

Çalışmalarında mastitisli süt örneklerinden izole edilen 82 koagulaz pozitif ve 25 

adet koagulaz negatif toplam 107 Sitafilokok suşunun beta laktamaz aktiviteleri ve 

antibiyotik duyarlılıklarını saptamayı amaçlamışlardır. Bu amaçla sitofilokok 

suşlarının antibiyotik duyarlılıklarını  ueller-Hınton Agarda Disk Difüzyon yöntemi 

ile belirlemişlerdir. Antibiyotik testlerine göre 107 sitofilokok suşunun 105’i (%98.1) 

enrofloksasiline, danofloksasiline ve amoksosilin+klovonik asite, 104’ü (%97.1) 

sefaperazan+sulbaktama, 98’i (%91.5) kloksasiline duyarlı olduğunu saptamışlar. 

Ayrıca sitofilokok suşlarının % 62.3’nün ampisilin, %61.7’sinin penisilin,  

%39.3’nün ise amoksisiline dirençli olduğunu tespit etmişler (Hadimli ve ark. 

2001). 

Yapılan başka bir çalışmada, süt örneklerinden toplamda 57 adet E.coli suşu izole 

edilmiş ve GSBL varlığı bakımından incelenmiştir. Bu amaçla E.coli suşlarına 

sırayla Antibiyotik Duyarlılık Testi, PCR ve Jel Elektroforezi uygulanmıştır. Tüm 

E.coli izolatları kloksisiline karşı dirençli bulunmuş (%100); izolatların %50 si 

sefotaksim, seftazidim ve ampisiline dirençli bulunmuştur. Aynı çalışmada 
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izolatların yaklaşık %70’i en az iki antibiyotiğe dirençli olduğu da saptanmıştır (Su 

ve ark. 2014). 

Uraz ve arkadaşları tarafından yapılan bir araştırmada çeşitli işletmelerden 103’ ü çiğ 

süt,  52’si pastörize süt ve 42’si beyaz peynir olmak üzere toplam 197 örnekte GSBL 

üreten bakterilerin varlığı araştırılmış; pozitiflerin %45’i E.coli, %40’ı Klebsiella, 

%13’ü Enterobacter olarak tanımlanmıştır. Araştırmada çalışılan 197 örneğin 

190’nında üreme görmüşler, 7 tanesinde üreme görmemişlerdir.190 bakteri üreyen 

örnekten toplamda 597 bakteri izole etmişlerdir. Araştırmalarında toplam 597 adet 

izole ettikleri bakterileri İodometrik Test yöntemiyle beta laktamaz enzim varlığı 

yönünden test etmişlerdir.286 sının beta laktamaz pozitif olduğunu saptamışlardır. 

Geriye kalan 311 örnekte beta laktamaz enzimi negatif olarak bulunmuştur (Uraz ve 

ark. 1998). 

Hindistan’ın Haydarabad şehrinin 12 farklı bölgesinden aldıkları 30 adet çiğ süt 

örneklerinin %6.7’sinde GSBL pozitif E. coli tespit ettiklerini bildirmişlerdir 

(Rasheed ve ark. 2014).  

İsviçre’de yapılan bir çalışmada, Nisan 2011 ayında büyük bir süt işleme tesisinden 

100 gün süresince toplanan 100 adet çiğ süt örneğinden 67 E. coli izole edilmiş; 

bunların %1.5’ inin GSBL üreten serotip olduğu saptanmıştır (Geser ve ark. 2012). 

İstanbul ve Trakya bölgelerinden topladıkları 700 adet süt ve süt ürünleri örneklerini 

L. monocytogenes yönünden incelemişler ve 20 adet L. monocytogenes pozitif 

örneğin tümünün antibiyotiğe karşı duyarlı olduğunu ortaya koymuşlardır (Dümen 

ve ark.  2011). 

İngiltere ve Galler bölgelerinde yerleşik 103 adet süt üreticisi çiftlikten aldıkları 

örneklerin yoğun olarak E. coli ile kontamine durumda olduğunu ve tüm örneklerin 

%3.9’unda GSBL pozitif E. coli tespit ettiklerini ifade etmişlerdir (Randall ve ark; 

2014). 

 Ankara piyasasında satılan sütlerden, 120 çiğ süt ve 7 ticari firmadan sağlanan 120 

pastörize sütten oluşan toplam 240 adet örnekte ampisilin, amoksisilin, 

danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalıntı analizi 

gerçekleştirilmiş. Sonuçlara göre 1 pastörize süt örneğinde ampisilin kalıntısına 

rastlanmıştır. 239 örnekte hiçbir antibiyotik kalıntısı belirlememişler. Örneklerin 
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tümünde ampisilin ile kirlenme sıklığı %0,4 olarak saptamışlar (Temamoğulları ve 

ark. 2010). 

Ankarada biri kamu, diğeri özel sektöre ait, süt işletmesinden topladıkları 335 süt 

örneğini antibiyotik varlığı bakımından incelemişler.  amu ya ait süt örneklerinin 

%6,04 ünün değişik düzeylerde penisilin içerdiğini saptamışlar. Özel sektöre ait süt 

işletmesinin ise %14,38 nin penisilin, %1, 31 inin ise penisilin dışında diğer bir 

inhibitör madde içerdiği ortaya konulmuştur (Temiz, 1998). 

Avrupa Birliği kaynaklı bir rapor (Liebana ve ark. 2013) gıda amaçlı yetiştirilen 

hayvanlar ve hayvansal kaynaklı gıda ürünlerinde mevcut E. coli ve Salmonella 

serotiplerinin insanlara GSBL kodlayan suşların bulaşma yollarından birisi olduğunu 

bildirmiştir. 

 

2.11  Bakterilerde Antibiyotik Direnç Gelişimi ve Oluşturduğu Sorunlar 

Antibiyotik direnci; herhangi bir mikroorganizma grubunun bazılarının 

antibiyotiklerden etkinlenmeyip veya sonraki kullanımlarında antibiyotik miktarının 

arttırılması ve antibiyotik direnç mekanizması ile antibiyotiğin etkisinin baskılanması 

olarak tanımlanır (Demirtürk ve Demirdal, 2004). 

Beta laktamaz enzimi, Gram negatif bakterilerin bazıları tarafından sentezlenir. Beta 

laktamaz genellikle beta- laktam antibiyotiklerini inhibe eden bir enzimdir. Bu tür 

enzim bulunduran bakteriler, süt aracılığıyla insan organizmasına geçebilir (Uraz ve 

ark. 1996). 

Özellikle enterik bakterilerde beta-laktamaz enziminin etkisi, beta laktam grubu 

antibiyotiklerde dirence sebep olan önemli faktörlerden biridir (Parlak ve ark. 

2012). 

Bu sebeple, gram negatif bakterilere bağlı mevcut antibiyotiklere dirençli suşların 

ortaya çıkması Antimikrobiyal direnç gelişimi konusundaki endişeyi arttırmıştır. 

Özellikle Klebsiella tu rleri ve Escherichia coli başta olmak u zere Geniş 

Spektrumlu beta-laktamaz üretimi, Gram negatif enterik bakteriler arasında giderek 

yayılması sebebiyle, bilhassa çağımızda önemli bir sorun halini almıştır.     
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Gereç 

3.1.1 Çiğ süt örneklerinin toplanması 

Çalışmada İstanbul ili ve çevre bölgelerdeki, çeşitli köylerden ve semt pazarlarından 

42 adet ve bir süt işleme tesisine işlenmek üzere getirilen çiğ süt tankerlerinden 70 

adet tanker gözü ve 23 adet tanker süt boşaltma hattı filtresinden olmak kaydıyla, 

toplamda 135 adet çiğ süt materyali toplanmıştır. Süt örnekleri en az 10’ar ml olacak 

şekilde aseptik olarak steril kaplar içine alınarak soğuk koşullarda laboratuvara 

ulaştırılmış ve aynı gün analize alınmıştır.  Şekil; 3.1.1 de alınan süt numuneleri 

gösterilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 3.1.1.1 Örnek alma işlemi 
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Tablo 1. Çiğ süt numuneleri ve alındıkları yerler 

 

No Numune cinsi Tanker Plakası 

Alındığı yer ve örnek sayısı (n) 

Adet Adet Toplam 

1 Çiğ İnek Sütü 59 DZ 008 2 1 3 

2 Çiğ İnek Sütü 39 EZ 847 3 1 4 

3 Çiğ İnek Sütü 39 SN 739 5 2 7 

4 Çiğ İnek Sütü 34 ZV 057 6 2 8 

5 Çiğ İnek Sütü 39 TF 381 4 2 6 

6 Çiğ İnek Sütü 59 DZ 008 8 2 10 

7 Çiğ İnek Sütü 39 SS 740 8 2 10 

8 Çiğ İnek Sütü 39 EZ 847 6 0 6 

9 Çiğ İnek Sütü 39 TF 381 6 2 8 

10 Çiğ İnek Sütü 39 SN 739 6 2 8 

11 Çiğ İnek Sütü 39 SS 740 2 2 4 

12 Çiğ İnek Sütü 59 DZ 008 8 2 10 

13 Çiğ İnek Sütü 39 TF 381  4 2 6 

14 Çiğ İnek Sütü 39 EZ 847 2 1 3 

 Toplam                     93 
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Şekil 3.1.1.2. Boşaltma hattı filtre drenajından örnek alma işlemi 

 

Tablo: 2 Süt örneklerinin alındıkları yerler 

Alındığı Yer                              ADET 

Avcılar 10 

Beykoz 10 

Çatalca 10 

Lüleburgaz 8 

Silivri 4 

Toplam 42 
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3.1.1 Kullanılan laboratuvar gereçleri ve cihazlar  

Laboratuvar gereçleri ve aletler: 

 Steril pamuklu eküvyon çubuğu  

 Petri (tek kullanımiçin 90 mm çapta plastik steril üretim) 

 Öze (tek kullanım için plastik amaçlı steril üretim)  

 Bek alevi, beherglass, spatül, neşter, pens, alkol, pamuk, kağıt havlu. 

 Sterilize edilmiş tuz-su çözeltisi (NaCl2 % 0,85) 

 0,5  c arland standardında solüsyon  (YouLİ, 2014) 

  apaklı deney tüpleri, tüplük, magnet balıklar 

 Steril filtreli karıştırma torbası (İnterscience bag system) 

  toklav torbası, steril eldiven (Broche) 

  toklava dayanıklı cam kapaklı şişe, 250, 500 ve 1000 ml’ lik, plastik 

kapaklı. 

 Otomatik Pipet: 1 ml (Rainin) 

 8 uçlu otomatik pipet 1 ml (Rainin) 

 Tek kullanımlık steril pipet uçları 100 µl, 200 µl (Rainin)                                                                                 

Elektrikli cihazlar 

 Su banyosu (Nüve- ST30) 

 Hassas Terazi (AND GF/GX) 

 Buzdolabı (Beko) (4-6 °C) 

 Stomacher (Blender easyMIX
TM
) karıştırıcı 

 Distile su Cihazı (G L) 

 İnkübatör (37°C) (Nüve-EN500P)  

 Otoklav (JSR-JSAX), Numune taşıma kutusu soğutuculu (AND-JYA24) 

 Mikrobiyoloji kabini (Chemocell LRC X UV) 

 Sifin  CN6 yazılımı (Sifin GmbH, Almanya) 
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  Multiskan FC Spektrometre (Thermofischer) 

 Isıtıcılı manyetik karıştırıcı (Dragon-Med – 81322102) 

 

3.1.2  Kimyasal malzemeler ve Besiyerleri 

3.1.2.1 Enterobacteriaceae Enrichment  (EE Broth) 

Enterobacteriaceae familyası bakterilerinin gelişimini destekleyen içeriğiyle 

seçici bir sıvı besiyeridir. EE Broth, gıdada ve yemlerde bulunan 

Enterobacteriaceae’nın ekimi ve zenginleştirme işlemi için kullanılır. EE Broth, 

Enterobacteriaceae’nın büyümesini kolaylaştırmak için  ossel, Visser ve 

Cornelissen tarafından geliştirilmiştir (Mossel ve ark., 1963).  

Enterobacteriaceae türleri, düşük sıcaklık, alt marjinal ısı, kurutma, 

radyasyon, koruyucu, ya da sanitasyona maruz kalma gibi gıda işleme 

prosedürlerinde hasar görmüş olabilir. EE Broth, hasarlı veya yaralanan hücrelerin 

iyileşmesi için zengin bir ortam sağlayarak, zenginleştirme suyu olarak 

kullanılmaktadır(Hartman ve Minnich, 1981). 

Bileşiminde dekstroz, azot, vitaminler ve amino asitler içerir. Tablo 3.1.2.1’ 

de içeriğine değinilmiştir. Ayrıca içeriğinde sodyum fosfat ve potasyum fosfat 

içermesiyle bakteriler gelişirken oluşturdukları asidi tamponlayarak ortamda ki 

olumsuz etkiyi önler. 

 

Tablo 3.1.2.1. Toz EE Broth kompozisyonu 

İçindekiler  Miktarı (g/l) 

 urutulmuş öküz safrası 20 

Enzimatik jelatin 10 

Sodyum fosfat dibazik 8 

Dekstroz 5 

Potasyum fosfat, monobazik 2 

Parlak Yeşil 0.015 
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3.1.2.2 Kramojen GSBL selektif agar 

Ambalaj üzerinde hazırlanış talimatı kısmında yazılan prosedür uygulanır. Toz 

formundaki GSBL Agar (Liofilchem 610629, İtalya) 59.2 gr/L şeklinde tartılarak 

besiyeri hazırlanır.  arışımın topaklanmaması için ısıtıcılı manyetik karıştırıcıda 

çözdürülür.  toklavda 121°C’de 15 dk steril edilirve  besiyeri hazırlanmış olur. 

Steril edilen besiyeri 50 °C’ye kadar soğutulduktan sonra içine toz ESBL+AmpC 

steril ampülü (Liofilchem 81090, İtalya) eklenir, manyetik karıştıcıda iyice 

çözdürülür ve çözelti tek kullanımlık steril plastik petri kaplarına dökülerek 

besiyerinin kalıplaşması beklenir. 4°C ye ayarlı buzdolabı ortamında kullanıma kadar 

muhafaza edilir. 

Stomacher torbalarında 1 gün inkübasyona bırakılan E.E Broth da oluşumların koloni 

halinde gözlemleyebilmek amacıyla kullanılan seçici agardır. Tablo 3.1.2.2’ de 

içeriği verilmiştir. 

 

    Tablo 3.1.2.2. GSBL kromojen agar kompozisyonu 

İçindekiler  Miktarı (g/l) 

Pepton karışımı 43.2 

Agar 15 

 romojenik karışım 1 

Selektif karışım 0.5 

  

3.1.2.3.Mueller Hinton Agar (MHA) 

Paket üzerindeki hazırlanış prosedürüne bakılarak, 34,0 g toz  ueller Hinton Agar 

(Merck-1.05437) tartılıp 1 litre saf su ile karıştırılır.  anyetik ısıtıcılı karıştırıcı 

kullanılarak topaklanması engellenir. Çözelti otoklavda 115 °C-10 dk bekletilerek 

steril edilir. Steril çözelti 45 °C olana kadar soğutulup tek kullanımlık steril plastik 

petri kaplarına dökülür.  ullanılana kadar 4°C de buzdolabında muhafaza edilir.  
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 üller Hinton Agar (CLSI,2013) yönergesinde kullanılan, bakteri izolatlarının 

antibiyotik duyarlılıklarını hızlı bir şekilde belirlemek için kullanılan bir agardır. 

İçeriği tablo 3.1.2.3’ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.1.2.3. Toz MHA kompozisyonu 

İçindekiler Miktarı (g/L) 

Kazein Hidrolizat 17.5 

Agar-agar 13 

Et İnfüzyonu 2.0 

Nişasta 1.5 

 

3.1.2.4. Mueller Hinton Broth (M-H Broth) 

Antibiyotik duyarlılık çalışmaları ( IC-determinasyon) için kullanılan sıvı bir 

besiyeri ortamıdır. Mueller-Hinton Broth (Merck-110293) minimum inhibe edici 

konsantrasyon ( IC) belirlemek için kullanılır.  ueller Hinton gıda ve klinik 

malzemede en sık karşılaşılan aerobik ve fakültatif anaerobik bakteri testi için CLSI 

tarafından tavsiye edilmektedir (CLSI, 2013). 

34 g tartılarak 1 lt suda çözündürülür. İyice çözündürülmesi için manyetik karıştırıcı 

kullanılır.  toklavda 115
 o

C de 10 dk sterilize edilir.  pH, 25 
o
C'da 7,4±0,2'dir. 

 ueller Hinton içeriği, sığır ekstraktı, kazein, azotlu bileşikler, vitaminler, karbon, 

kükürt ve amino asidine sahiptir. Nişasta ise, üretilen herhangi toksik metabolitleri 

emmek için ilave edilmiştir. İçeriği tablo 3.1.2.4’ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.1.2.4. Mueller Hinton Broth kompozisyonu 

İçindekiler Miktarı (g/l) 

Kazein hidrolizat 17.5 
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Et infizyonu 2.0 

 ısır nişastası 1.5 

 

3.1.2.5.Tripton Soya Agar (TSA) 

TSA (Merck 1.05458) bakterilerin rutin gelişimleri için tercih edilen bir agardır. TSA 

deney tüpleri veya petrilere eklendikten sonra zor veya orta düzey gelişim 

sağlayabilen mikroorganizmaların gelişimlerini sağlamak için kullanılmaktadır. Özel 

amaçlı bir besiyerdir. İçeriği tablo 3.1.2.5’ de verilmiştir. E.coli, Staphylococcus 

aeureus, Bacillus suptilis, Klebsiella gibi bakterilerde üreme iyi sonuç verdiği için 

kullanılmaktadır. 

Besiyerindeki, kazein, soya, organik nitrojen aminoasitler bakterilere iyi birer besin 

sağlamaktadır.  ikroorganizmalar için besiyeri olarak, kültürlerin stoklanıp 

korunması, çeşitli ortam ve maddelerden mikroorganizmanın izolasyonu, plak sayım 

gibi çeşitli alanlarda TSA tercih edilmektedir (MacFaddin, 1985; Nash ve Krenz, 

1991). Atık ve temiz su, gıda analizleri için birçok aşama ve yöntemlerde 

kullanılmaktadır (Eaton ve diğ., 1995; Downes ve Ito; 2001). 

Hazırlanış talimatına göre, 40 g tartılarak saf suda çözdürülür. 121 
o
C de 15 dk 

sterilizasyonu sağlanır. 25 
o
C deki pH: 7,3±0,2' olmalıdır. Steril petriye 12,5 ml 

aktarılır. Buzdolabı koşullarında muhafazası sağlanır. 

 

Tablo 3.1.2.5. Triptik Soya Agar (TSA) kompozisyonu 

 

İçindekiler  Miktarı (g/l) 

Peptonlu Kazein 15.0 

Peptonlu Soya Fasulyesi  5.0 

Sodyum  lorür (NaCl) 5.0 
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Agar-agar 15.0 

 

 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Süt Örneklerinden Gram Negatif Bakterilerin İzolasyonu  

3.2.1.1 Ön Zenginleştirme 

Laboratuvara getirilen süt örnekleri öncelikle selektif ön zenginleştirmeye tabi 

tulmuştur. Bu amaçla, her bir süt örneğinden 10’ar ml alınarak steril homojenizatör 

(stohmacher) torbalarına aktarılmıştır. Üzerlerine 90’ar ml önceden hazırlanmış 

Enterobacteriaceae Enrichment (EE) Broth ilave edilmiştir. Süt ve besiyerinin iyice 

karışması temin edildikten sonra 37°C’ de 18-24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Aşağıdaki şekil; 3.2.1.1 de ön zenginleştirmeye tabi tutulan çiğ süt örneklerine E.E 

Broth ilavesi gösterilmiştir. 

 

 

Şekil:3.2.1.1 Ön zenginleştirme işlemi 

3.2.1.2 Selektif Besiyerine Geçiş 

Ön zenginleştirme işlemi tamamlandıktan sonra zenginleştirme ortamından, steril öze 

yardımı ile ESBL  romojen agar plaklarına seyreltme yöntemi ile ekim yapılmıştır. 

Plaklar 37°C’ de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 1-2 mm 

çapında koyu pembe/yeşil-mavi renkli koloniler şüpheli GSBL pozitif suşlar olarak 

değerlendirilmiştir. Aşağıdaki şekilde GSBL şüpheli koloni saflaştıma işlemi 
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gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.2.1.2. GSBL şüpheli koloni saflaştırma 

3.2.1.3 Saflaştırma  

Selektif katı besi yerlerinde gelişme gösteren tipik kolonilerden  37°C’de 18 ile 24 

saatlik inkübasyon süresinden sonra tek düşen kolonilerden biri alınarak tripton soy 

agar (TSA) öze ile aktarılarak çoğaltma yapılmıştır. TSA genel amaçlı katı 

besiyerine geçiş işlemi aşağıdaki şekil; 3.2.1.3 de gösterilmiştir. 

 

Şekil: 3.2.1.3 Selektif besiyerine geçiş 

3.2.1.4 Oksidaz Testi 

İzolatlara oksidaz testi (Bactident Oxidase test kiti) uygulanmış, oksidaz negatif 

izolatlar (Eschericia coli, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, 

Stenotrophomonas maltophilia, Citrobacter braakii) ve antibiyotik duyarlılık ve 

identifikasyon testleri yapılıncaya kadar buzdolabı koşullarında muhafaza edilmiştir.  
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3.2.1.5 Gram Negatif İzolatların Antimikrobiyal Duyarlıklarının Belirlenmesi 

3.2.1.6 Çift Disk Difüzyon Testi  

Selektif zenginleştirme aşamasını ve oksidaz negatif kontrolünü geçen GSBL şüpheli 

kolonilerin, antibiyotik duyarlılık testi için çift disk difüzyon yöntemi kullanılmıştır. 

Bu amaçla, GSBL besiyerinde oluşan tek düşen koloniler steril tuzlu  su  çözeltisinde  

(%  0,85 NaCl2)  süspanse  edilmiştir.  c arland 0,5 bulanıklık standardına eşdeğer 

olacak şekilde hazırlanan bakteri süspansiyonu steril bir eküvyon çubuğu ile 

Mueller-Hinton agara yayılmıştır.  

Disk merkezleri arasındaki uzaklık 25 mm olacak şekilde sefotaksim (30 μg ), 

seftazidim (30 μg), sefpodoksim (10 μg) diskler yerleştirildi. 18-24 saat 37 C’de 

inkübasyona bırakıldı. Zon çapları inhibasyon kesim noktaları, ceftazidim (CAZ) için 

≤17 mm veya sefotaksim (CTX) için ≤22 mm ise ‘muhtemel GSBL tarama testi 

sonucu pozitif olarak kabul edildi. 

 

3.2.1.7 Antibiyotik  Disk Difüzyon  Konfirmasyon Testi 

Elde edilen, gram negatif enterik türlerin ürettiği GSBL enzimi, CLSI talimatlarına 

uyularak antibiyotik disk difüzyon konfirmasyon testiyle gerçekleştirilmiştir. 

Antibiyotik diskleri (klavulanik asitsiz / klavulanik asitli) şeklinde  kullanılarak 

etraflarında oluşan inhibasyon zonu çapı ölçülmüştür. Bu şekilde GSBL enzimi 

üretimi inhibasyon zonları ölçülerek tespit edilmiştir. 

GSBL besiyerinde oluşmuş tek koloniler % 0,85 steril serum fizyolojik solüsyonunda  

0,5  c arland bulanıklık standardında (BBL  c arland Turbidity Standard) olacak 

şekilde ayarlanmış ve aynı şekilde  üller Hinton Agara pamuklu eküvyon çubuğu 

yardımı ile iyice yayılmıştır. 

Petrilere, 30 μg sefotaksim (CTX), 30 μg seftazidim (CAZ) ve 10 μg Sefpodoksim 

(CPD10) diskleri, 10 μg klavulanik asit CAZCV ve CTXCV, 1 μg klavulanik asit 

CPDCV olarak antibiyotik kitleri yerleştirilmiştir. Petriler 18-24 saat gece aşırı 37 C’ 

de inkübasyona bırakılmıştır. 

18-24 saat 37 C’de inkübasyon sonrası, klavulanik asit içeren ve içermeyen disklerin 

etrafındaki inhibisyon zonları ölçülerek karşılaştırılmıştır. Kombinasyon diskleri 
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etrafındaki inhibisyon zonu, klavulanik asit içermeyen disk etrafındaki inhibisyon 

zonundan ≥ 5 mm daha geniş olan suşlar, GSBL üretimi açısından şüpheli pozitif 

olarak kabul edilmiştir. Aşağıdaki şekil; 3.2.4 de antibiyotik disk yerleştirme işlemi 

gösterilmiştir. 

 

Şekil: 3.2.4 Antibiyotik disk yerleştirme 

 

Şekil 3.2.4.1 Disk difüzyon testi 

 

3.2.1.8 Vitek-MS ile Tiplendirme 

GSBL şüpheli kolonilerin varlığını doğrulamak ve kolonileri karakterize etmek için 

Vitek- S cihazı (Vitek-MS, Biomerieux Fransa) kullanılmıştır. Gelişen 

kolonilerden cihaza ait slayda 1µL’ lik  steril plastik özeyle yayılmıştır. Üzerine 1 µL  

matrix solüsyonu eklenmiştir.Pleyt  hazırlanırken, pozitif kontrol kuyucuğuna E.coli 

ATCC 8739 referans suşu ve diğer kuyucuklara şüpheli koloniler steril bir öze 

yardımıyla sürülmüştür. Bu işlemler II.sınıf biyogüvenlik kabini içinde yapılmıştır. 

Cihaz yazılımındaki ana menüye giriş yapılarak, hazırlanmış slayt barkodu 

okutulmuş ve örneklerin olduğu kuyucuklar işaretlenmiştir. Hazırlanan slayt kasete 
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yerleştirildikten sonra okuma başlatılmıştır. Tiplendirmesi yapılan GSBL şüpheli 

koloniler daha sonra GSBL tarama testine alınmıştır. 

Yeterli kuruma süresi sonunda slayt cihaza yüklenmiş ve okuma işlemi yapılmıştır. 

Böylelikle sadece birkaç dakika içinde kolonilerin tür, cins ve aile düzeyinde net 

tanımlanması sağlanmıştır. 

 

Şekil: 3.2.5 Vitek MS ile tiplendirme 

 

3.2.1.9 Antibiyogram Doğrulama ve MİK Tayini 

Antibiyogram doğrulama ve  İ  tayini işlemi, Micronaut-S beta-laktamaz VII test 

kiti (Merlin Diagnostika, Germany), talimatları takip edilerek yapılmıştır.  

TSA’ da saflaştırılan izolatlar, steril ekim çubuğuyla, steril serum fizyolojik 

solüsyonunda 0,5 McFarland bulanıklık elde edilecek şekilde hazırlanmıştır. Bu 

çözeltiden 100µl otomatik pipetle çekilerek, tüpte önceden hazırlanmış 11ml steril 

 üller Hinton Brotha aktarılmış ve süspansiyon vortekslendirilmiştir. MHB 

süspansiyonundan, 100 µl otomatik pipetle alınarak her bir pleyt gözüne 

aktarılmıştır. Pleytlerin üstü özel bir pleyt kapatıcısı ile kapatılarak 37
0
C de 18-24 

saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Şekil; 3.2.6 da platelere inokülasyon işlemi ve 

Şekil; 3.2.6.1 de 18-24 saat sonucu inkübasyon sonrası spektrofotometrede okutma 

işlemi gösterilmiştir. 
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Şekil 3.2.6 Vitek- S ile pleytlere inokülasyon 

 

 ultiskan  C spektrometresi ile pleytlerin okutma işlemi yapılmıştır. 

Spektrofotometre 405 nm dalga boyuna ayarlanmıştır.  

 

 

Şekil: 3.2.6.1 Pleytlerin spektrofotometrede okutulması işlemi 

 

 İ  verilerin analizi, otomatik olarak  CN6 yazılımı  (Sifin, Germany) ile 

gerçekleştirilmiştir. Çıkan sonuçlarda GSBL pozitif veya negatif olarak okunarak 

kaydedilmiştir. Bu sayede Vitek- S cihazı ile tespit ettiğimiz, gram negatif enterik 

türlerin hangisinde GSBL pozitif (+) yada GSBL üretimi açısından negatif (-) olup 

olmadıklarına analiz sonucunda kesin olarak ulaşmış olundu. Şekil; 3.2.6.2’de  erlın 

 ıcronaut cihazı ile pleyt okutma işlemi gösterilmiştir. 
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Şekil: 3.2.6.2 Antibiyogram doğrulama 
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4. BULGULAR 

4.1 Mikrobiyolojik bulgular 

Bu çalışmada İstanbul ili ve çevre bölgelerdeki, çeşitli köylerden ve semt 

pazarlarından 42 adet, ve bir süt işleme tesisine işlenmek üzere getirilen çiğ süt 

tankerlerinden 70 adet tanker gözü, ve 23 adet tanker süt boşaltma hattı filtresinden 

olmak kaydıyla, toplamda 135 adet çiğ süt numunesi geniş spektrumlu beta-laktam 

antibiyotiklere dirençli enterik bakterilerin identifikasyonu ve direnç profillerinin 

tespiti amacıyla analize alınmıştır. Ön zenginleştirme sonrası selektif besi yeri 

(GSBL)’ye sürme yöntemiyle ekim yapılmıştır. Toplam 135 çiğ süt materyalinde 

%21,5 GSBL pozitif enterik bakteri izole edilmiştir. 

4.2 Selektif zenginleştirme sonuçları 

GSBL selektif besiyerine ekimi yapılan 135 adet çiğ süt örneğinde şeffaf, mavi ve 

pembe olmak üzere üç farklı koloni gelişmiştir. Bazı petrilerde hem pembe hem mavi 

koloniler oluşurken, bazı petrilerde tek renk koloniler gözlenmiştir. Şüpheli izolatlar 

TSA besiyerine geçilerek saflaştırma yapılmıştır. 

4.3 Oksidaz testi sonuçları 

Saf temiz koloni oluşumları bir sonraki aşama olan disk difüzyon testine 

geçilebilmesi için öncelikle  erck Oksidaz test çubukları ( erck, Almanya) 

kullanım talimatına uyularak bakteri kolonilerine oksidaz testi yapılmıştır. Testin 

sonunda 131 adet  petriden toplamda 86 adeti oksidaz (-) sonuç vermiştir. 

4.4 Fenotipik bulgular 

4.4.1 Disk difüzyon testi bulguları 

Gram negatif bakteri olduğu kesinleşen şüpheli (GSBL) üreticisi olabilecek 

kolonilerin, bir sonraki aşama olan antibiyotik duyarlılıkları için antibiyotik diskleri 

kullanılarak fenotipik tarama CLSI 2013 talimatlarına göre yapılmıştır. 

Disk difüzyon doğrulama testi sonucunda 86 adet teste alınan petriden 40 adedi 

önceden GSBL(+)  üreticisi varsaydığımız alt kültürler olarak bulunmuştur.  
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4.3 Vitek-MS ile Tiplendirme Bulguları 

40 adet şüpheli GSBL(+) petrilerin VITEK
®
 S (bio érieux,  rance) cihazı ile 

bakterilerin kimlikleri tiplendirilmiştir. 40 adet kesin şüpheli  GSBL(+) kolonilerin 

VİTE - S ile tiplendirme sonuçları  şekil: 4.2’ de verilmiştir. 

 

Şekil:4.2 Vitek-MS ile kolonilerin tiplendirme sonuçları 

 

 

 

 

4.4 Antibiyoğram Doğrulama ve MİK bulguları 

Disk difüzyon testine göre 40 adet kesin şüpheli GSBL pozitif bakterinin  İ  

parametreleriyle yapılan antibiyogram testi sonucuna göre 29 adet gram negatif 

enterik türün  GSBL (+) üreticisi sonucuna kesin olarak ulaşılmıştır.  

İzole edilen suşların 29 adedi (%21,5) GSBL pozitif bulunmuştur. İzole edilen gram 

negatif enterik bakteriler  ve bakterilerin GSBL çıkma yüzdeleri aşağıdaki tabloda 

gösterilmiştir. 
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Tablo: 4.4 GSBL tarama sonuçları 

 

Bakteri Tipi GSBL şüpheli 

izolat sayısı 

GSBL (+) 

izolat 

sayısı 

 

Bakterinin 

GSBL(+) 

izolat (%) 

Escherichia coli 30 23 79,4 

Citrobacter braakii 3 3 10,3 

Enterobacter cloacae 3 3 10,3 

S. maltophinia 1 0 0 

P. aeruginosa 1 0 0 

C. complex 1 0 0 

Acinotobacter baumanni 1 0 0 

TOPLAM 40 29 100,0 

 

 

 

 

 

 

Şekil: 4.4.1 GSBL üreten enterobakterlerin direnç yüzdelerinin dağılımı  

E.coli 
80% 

C.braakii 
10% 

E. Cloaecae 
10% 

E.coli C.braakii E. Cloaecae
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23 adedi  (% 79,4) E. coli, 3 adedi    (%10,3) E.cloacae, 3 adedi    (%10,3) C. 

braakii, olarak belirlenmiştir. 

Aşağıdaki grafikte, GSBL üreten Gram negatif enterik türlerin hangi antibiyotiğe ne 

oranda direnç geliştirdiğinin gösteren şekil: 4.4.2 de sunulmuştur. 

 

  

 

Şekil: 4.4.2 GSBL üreten bakterilen direnç profilleri 

 

E.coli izolatlarının, 21 tanesi (%91, 3) sefotaksime, 22 tanesi (%95, 6) sı seftazidim 

ve 3 tanesi (%13) ü ampisilin dirençli bulunmuştur. 3 adet C. braaki izolatı 

sefotaksim ve seftazidim %100 dirençli bulunmuştur. 1 adet E.cloacae %50 izolatı 

ise sefotaksim, seftazidim ve ampisilin dirençli saptanmıştır. Ayrıca E. coli suşlarının 

%13 ü iki veya daha fazla antibiyotiğe karşı dirençli olduğu belirlenmiştir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışma, çiğ sütlerde antibiyotik dirençli Gram negatif enterik bakterilerin insan 

organizmasına bulaşma yollarının anlaşılmasında, geleneksel ve modern teknikleri 

bir araya getirerek sonuca varma bakımından bir ilk olmuştur.  

Çiğ sütlerde antibiyotiğe direnç konusunda GSBL üreten Enterobacteriaceae 

familyası mikroorganizmaları inceleyen çalışma sayısı oldukça azdır. Aynı zamanda 

bu tip çalışmalarda, yalnızca Disk Difüzyon ve Antibiyotik Çift Disk Sinerji 

 etotları kullanılmış ve çalışmalar genellikle bu noktada sonlandırılmıştır. Daha ileri 

teknikler olan Antibiyoğram Doğrulama, Vitek  S ile İdentifikasyon ve  İ  

değerleri analizi yapılmamıştır. Bu tip metodların uygulanması araştırmaların 

doğruluğu açısından gereklidir. Bu sebepten dolayı diğer çalışmalardaki sonuçlar 

kesin doğruluk açısından  tartışmalı olmuştur. 

Çalışma hayvansal gıda kaynağı olan süt aracılığı ile, antibiyotik dirençli bakterilerin 

insanlara bulaşma yollarının anlaşılması konusunda, ülkemizin en büyük 

metropolitan şehri olan İstanbul ve civar bölgelerdeki mevcut durumu ortaya 

koymuştur ve çiğ sütlerde dirençli bakterilerin özelliklerinin anlaşılması açısından 

ülkemizdeki büyük bir bilgi boşluğunu doldurmuştur. 

Araştırmada, İstanbul ve çevre bölgelerden toplanan, hayvansal gıda kaynağı olan 

çiğ sütler üzerinde yurdumuzda ilk defa genel tarama amaçlı disk tarama yönteminin 

dışına çıkılarak, daha ileri boyut olan Antibiyogram Doğrulama ve  İ  tayini 

yöntemleri birlikte uygulanmıştır. Ayrıca besiyeri ortamında elde ettiğimiz 

mikroorganizmaların tiplendirilmesi için Vitek  S cihazı kullanılmıştır. Vitek MS 

cihazı mikroorganizmaların kesin tiplendirilmesinde kullanılan ve %99,9 oranında 

kesin bir sonuç vermektedir. İdentifikasyon işlemi ile çiğ sütlerden izole edilen 

GSBL üreten Enterobacteriaceae familyası türlerin kesin olarak tanımlanması 

sağlanmıştır. 

Gram Negatif Bakterilerde beta-laktamaz üretimi beta-laktam antibiyotiklere direnç 

geliştirmede insan sağlığı açısından önemli sorun olmuştur (Parlak ve ark. 2012) 

GSBL üreten bakterilere bağlı olarak oluşan enfeksiyonların prevelansının artması 

özellikle toplumda oral olarak uygulanan antimikrobiyal tedavinin etki göstermesine 

neden olmaktadır (Kassakian ve Leonard 2014). 
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Bu sebeple, Gram negatif bakterilere bağlı mevcut antibiyotiklere dirençli suşların 

ortaya çıkması Antimikrobiyal direnç gelişimi konusundaki şüpheyi arttırmıştır. 

Ön zenginleştirme işlemine tabi tutulan  numunelerin GSBL kromojen agarda koloni 

oluşumları görüldükten sonra Disk Difüzyon, Disk Difüzyon  onfirmasyon testleri 

CLSI (2013) talimatlarına göre yapılmıştır. İzole edilen Gram Negatif 

mikroorganizmaların tiplendirilme işlemi VITE 
 
 S cihazı ile yapılmıştır. Hemen 

ardından  Antibiyogram Doğrulama işlemine geçilmiş, identifiye edilen tiplerin 

antibiyotiklere karşı oluşturduğu direnç  İ  parametreleri Thermofisher  ultiskan 

FC spektrometresi ile otomatik olarak okutularak analizler sonlandırılmıştır. 

135 adet çiğ süt örneğinden  kesin olarak 29 adet (% 21,5) GSBL üreten 

Enterobacteriaceae  Gram (-) suşların bulunduğu tespit edilmiştir. Disk difüzyon 

testlerinde CLSI (2013) talimatlarına göre belirlenen GSBL sonucu 40 adet kesin 

şüpheli GSBL (+) iken,  İ  tayini sonrası bu sayı 29 adet (%21,5)’e düşmüştür.  

Yaptığımız çalışmada kullanılan metod açısından fenotipik yöntemlerin GSBL 

belirlemede yeterli olmadığı,  GSBL tarama sonuçlarının  İ  değerleri tespiti ve 

mikrodilüsyon ile doğrulanması gerektiğini ortaya koymuştur.   enotipik sonuçlara 

göre kuvvetle muhtemel GSBL üreten enterik bakteri sayısı 40 iken,  antibiyotik 

doğrulama ve  İ  değerleri tespiti sonunda bu sayı 29’a düşmesi ile aslında, iki 

yöntem arasındaki farkın tarama testlerinin bu alanda yapılan çalışmalarda yeteri 

kadar güvenilir olmayacağını düşündürmüştür.  

Burada sonuçların neden tutarsızlık gösterdiği hususu tartışılabilir ama en önemlisi 

sadece disk difüzyon testleri kullanılarak sonuca gitmenin doğru olmayacağı 

gerçeğidir. Antibiyotik disklerinin bu çalışmada, sadece izolatların dirençlilik 

yönünden ön elemesinin yapıldığı bir aşama olarak kaldığı görülmektedir. İlerisinde 

Antibiyoğram Doğrulama ve  İ  parametreleri kullanılarak doğru analiz 

sonuçlarına ulaşılmalıdır. Aksi takdirde sadece GSBL tarama metodları ile  alınan 

veriler doğru sonucu yansıtma konusunda yetersiz kalacaktır.  

Ülkemiz ve Dünya’da süt örneklerinde GSBL üreten bakteriler üzerine yapılan 

çalışmalara bakıldığında;  

(Dinç ve ark.(2012); Ankara, Balıkesir, ve Çorum’ daki süt işletmelerinden toplanan 

çiğ süt örneklerinden izole edilen 92 adet E.coli suşunda GSBL aktivitesi ve 

antibiyotik duyarlılıkları araştırılmış. E.coli şuslarında Disk Difüzyon Testi ile GSBL 
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Tarama Testi, fenotipik GSBL Doğrulama Testi ve 12 adet antibiyotik için, in vitro 

duyarlılık testleri yapılmış. Sonuç olarak, en yüksek dirençlilik oranları sırasıyla 

eritromisine  %70,  ampisiline % 40, tetrasiline %35 olarak bulunurken, E.coli 

suşlarının %55 inin iki veya daha fazla antibiyotiğe dirençli olduğu belirlemişler. 

Yaptığımız çalışmada direç profili en yüksek bakteri olarak E. coli (%79,4) tespit 

etmiş olmamız ve E.coli izolatını iki veya daha fazla antibiyotiğe dirençli olarak 

tespit etmiş olmamız literatürle paralellik göstermiştir. 

(Su ve ark.(2014); tarafından yapılan çalışmada süt örneklerinden toplamda 57 adet 

E.coli suşu izole edilmiş ve GSBLvarlığı bakımından incelenmiştir. Bu amaçla E.coli 

suşlarına sırayla Antibiyotik Duyarlılık Testi, PCR ve Jel Elektroforezi 

uygulanmıştır. Tüm E.coli izolatları kloksisiline karşı dirençli bulunmuş (%100);  

izolatların %50 si sefotaksim, seftazidim ve ampisiline dirençli bulunmuştur. Aynı 

çalışmada izolatların yaklaşık %70’i en az iki antibiyotiğe dirençli olduğu da 

saptanmıştır. Yaptığımız çalışmada  E.coli izolatlarının; 21 tanesi (%91, 3) 

sefotaksime, 22 tanesi (%95, 6) sı seftazidim ve 3 tanesi (%13) ü ampisilin dirençli 

olarak tespit etmiş olmamız literature uygunluk göstermiştir. 

(Hadimli ve ark.(2001); Çalışmalarında mastitisli süt örneklerinden izole edilen 82 

koagulaz pozitif ve 25 adet koagulaz negatif toplam 107 sitafilokok suşunun beta 

laktamaz aktiviteleri ve antibiyotik duyarlılıklarını saptamayı amaçlamışlardır. Bu 

amaçla sitofilokok suşlarının antibiyotik duyarlılıklarını  uller-Hınton Agarda Disk 

Difüzyon yöntemine göre belirlemişler. Antibiyotik testlerine göre 107 sitofilokok 

suşunun 105’i (%98.1) enrofloksasiline, danofloksasiline ve amoksosilin+klovonik 

asite, 104’ü (%97.1) sefaperazan+sulbaktama, 98’i (%91.5) kloksasiline duyarlı 

olduğunu saptamışlar. Ayrıca sitofilokok suşlarının %62.3’nün ampisilin, 

%61.7’sinin penisilin,  %39.3’nün ise amoksisiline dirençli olduğunu tespit etmişler. 

Yaptığımız çalışmada, koagulaz pozitif yani gram negatif olarak izole ettiğimiz 

türlerden özellikle E.coli türünün beta-laktamaz aktivitesi, sitofilokok suşunun beta 

laktamaz aktivitesiyle yakın benzerlik göstermiştir. 

Hindistan’ın Haydarabad şehrinin 12 farklı bölgesinden aldıkları 30 adet çiğ süt 

örneklerinin %6.7’sinde GSBL pozitif E. Coli tespit ettiklerini bildirmişlerdir 

(Rasheed ve diğ.,2014).  
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İsviçre’de yapılan bir çalışmada, Nisan 2011 ayında büyük bir süt işleme tesisinden 

100 gün süresince toplanan 100 adet çiğ süt örneğinden 67 E. coli izole edilmiş; 

bunların %1.5’ inin GSBL üretecisi olduğu saptanmıştır (Geser ve ark;2012). 

İstanbul ve Trakya bölgelerinden topladıkları 700 adet süt ve süt ürünleri örneklerini 

L. monocytogenes yönünden incelemişler ve 20 adet L. monocytogenes pozitif 

örneğin tümünün antibiyotiğe karşı duyarlı olduğunu ortaya koymuşlardır (Dümen 

ve ark; 2011). 

İngiltere ve Galler bölgelerinde yerleşik 103 adet süt üreticisi çiftlikten aldıkları 

örneklerin yoğun olarak E. coli ile kontamine durumda olduğunu ve tüm örneklerin 

%3.9’unda GSBL pozitif E. coli tespit ettiklerini ifade etmişlerdir (Randall ve ark; 

2014). 

Ankara piyasasında satılan sütlerden, 120 çiğ süt ve 7 ticari firmadan sağlanan 120 

pastörize sütten oluşan toplam 240 adet örnekte ampisilin, amoksisilin, 

danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalıntı analizi 

gerçekleştirilmiş. Sonuçlara göre 1 pastörize süt örneğinde ampisilin kalıntısına 

rastlanmıştır. 239 örnekte hiçbir antibiyotik kalıntısı belirlememişler. Örneklerin 

tümünde ampisilin ile kirlenme sıklığı %0,4 olarak saptamışlar (Temamoğulları ve 

ark. 2010). Yaptığımız çalışmada süt örneklerinde antibiyotik kalıntılarına 

bakılmadı, ancak bilindiği üzere sütte bulunan antibiyotik kalıntıları insan sağlığı 

açısından önemli risk oluşturabilmektedir. Ayrıca süt ve süt ürünleriyle birlikte az 

miktarda da olsa, devamlı antibiyotik alınması sonucu, bu antibiyotikler vücutta 

birikmekte, bazı bakteri suşlarında bu antibiyotiğe karşı direnç meydana gelmekte, 

bu durum antibiyotiklerin insan tedavisindeki etkinliğinin azalmasına neden 

olabilmektedir (Uysal ve ark. 1995) 

Ankarada biri kamu, diğeri özel sektöre ait, süt işletmesinden topladıkları 335 süt 

örneğini antibiyotik varlığı bakımından incelemişler.  amu ya ait süt örneklerinin 

%6,04 ünün değişik düzeylerde penisilin içerdiğini saptamışlar. Özel sektöre ait süt 

işletmesinin ise %14,38 nin penisilin, %1, 31 inin ise penisilin dışında diğer bir 

inhibitör madde içerdiği ortaya konulmuştur (Temiz, 1998).  

(Uraz ve diğ. 1998) tarafından yapılan bir araştırmada çeşitli işletmelerden 103’ ü 

çiğ süt,  52’si pastörize süt ve 42’si beyaz peynir olmak üzere toplam 197 örnekte 

GSBL üreten bakterilerin varlığı araştırılmış; pozitiflerin %45’i E.coli, %40’ı 
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Klebsiella, %13’ü Enterobacter olarak tanımlanmıştır. Yaptığımız çalışmada direç 

profili en yüksek bakteri olarak E. coli (%79,4) ve takiben %10,3 oranında 

Enterobacter tespit etmiş olmamız literatürle paralellik göstermiştir 

Avrupa Birliği kaynaklı bir rapor (Liebana ve diğ. 2013) gıda amaçlı yetiştirilen 

hayvanlar ve hayvansal kaynaklı gıda ürünlerinde mevcut E. coli ve Salmonella 

serotiplerinin insanlara ESBL kodlayan suşların bulaşma yollarından birisi olduğunu 

bildirmiştir. GSBL direncinin Salmonella gibi hayvansal gıdalarda yoğun bulunan 

enterik bakteriden ziyade E.coli ve Klepsiella gibi hastane kökenli bakterilerde 

yükselişi dikkat çekicidir. 

Görüldüğü gibi Türkiye’de bu alanda yapılan çalışmalar antibiyotiklerin kalıntı 

riskleri ve fenotipik yöntemlerle antibiyotiklerin direnç durumlarını tespit etmenin 

ötesine geçememiştir.  linik alanda yapılan birçok çalışma olsada gıda alanında 

yapılan çalışmalar sınırlı sayıda kalmıştır. 

Çiğ sütlerde antibiyotik direncinin bu kadar yaygın olması hayvancılıkta antibiyotik 

kullanımının yüksek olduğunun bir göstergesidir. GSBL üreten bakterilere bağlı 

olarak oluşan enfeksiyonların prevalansının artması toplumda oral olarak uygulanan 

antimikrobiyal tedavinin etki göstermemesine neden olmaktadır. Bu sebeple, Gram 

negatif bakterilere bağlı dirençli suşların ortaya çıkması Antimikrobiyal direnç 

gelişimi konusundaki endişeyi arttırmıştır. 

GSBL üreten Enterobacteriaceae’ nin prevelansı son yılda giderek artmaktadır ve 

bunların sebep olduğu hastalıkların giderek artması, enfeksiyonların tedavisinide 

güçlendirmektedir. GSBL üreten Enterobacteriaceae nedeniyle meydana gelen 

enfeksiyonlar, duyarlı mikroorganizmaların oluşturduğu enfeksiyonlar ile 

kıyaslandığında hastalığa etki edecek ilgili antimikrobiyal tedavinin etkisinin geç 

başlamasına, hastaların morbidite, mortalite oranlarının ve tedavi masraflarının 

artmasına neden olmaktadır (Stewardson, 2014). 

Günümüzde antibiyotikler, hayvanlarda bakteriyel hastalıkları tedavi etmek, bu 

hastalıklardan korumak ve gelişmeyi arttırmak amacıyla yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Wang ve ark. 2008). 

Özellikle çiftlik hayvanlarında antibakteriyel direnç genlerini taşıyan bakterilerin 

izole edilmesi ve direnç mekanizmasında rol oynayan bu tip enzimlerin varlığı 

nedeniyle, farklı çevrelerden izole edilen Gram negatif bakteri suşlarında GSBL 
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aktivitesinin araştırıldığı epidemiyolojik çalışmalar önem kazanmaktadır (Dinç ve 

ark. 2012).  

Gıda mevzuatları bu tür bakterilerin gıdalarda varlıklarını bir hijyen indikatörü kabul 

etmesine ragmen, antibiyotiklere direnç bir gıda güvenliği kriteri olarak yer 

almamaktadır (Dinç ve ark. 2012). 

Avrupa Birliği kaynaklı bir rapor gıda amaçlı yetiştirilen hayvanlar ve hayvansal 

kaynaklı gıda ürünlerinde mevcut E.coli ve Salmonella serotiplerinin GSBL 

kodlayan suşların bulaşma yollarından birisi olduğunu bildirmiştir (Liebana ve ark. 

2013).  

Süt örneklerinden izole ettiğimiz GSBL direnç üreten, gram negatif enterik bakterilerin tip 

ve direnç profilleri bakımından diğer dünya ülkelerinde ve ülkemizde elde edilen bulgularla 

yakın benzerlikler taşıdığını göstermektedir. 

Sonuç olarak bu çalışmada çiğ süt örneklerinden izole edile enterobakterilerin 

fenotipik yöntemlerle antibiyotik direnci saptanmış ve Vitek Malditof ile 

tiplendirmesi yapılarak antibiyotik doğrulama,  İ  değerleri tespit edilmiştir. Çıkan 

sonuçlara bağlı olarak çiğ süt örneklerinin GSBL prevelansı tespit edilmiştir. Bu 

izolatların direnç kodlayan beta-laktamaz genleri tanımlanacak şekilde gen bazlı 

incelenmesi gıda güvenliği ve halk sağlığı açısından sonderece önemli görülmüştür. 

Antimikrobiyal direnç geliştirmiş bakterilerin ısıl işlemler ile inaktif oldukları 

gerçeğine rağmen, serbest kalan ve direnç kodlayan gen bölgelerinin hayvansal 

kaynaklı gıda ürünlerinde olma olasılığı ve bu tür ürünlerin  insan organizmasına 

geçme olasılığı göz ardı edilmemelidir. Bu noktadan hareketle, süt üreticilerinin 

antibiyotik kullanımı bakımından denetlenmesi ve firmaların bu konuda rekabet ve 

marka politikalarını koruyacak tedbirler alması ve hayvanlarda bilinçsiz antibiyotik 

kullanımı ile ilgili mücadele etmesi gerekmektedir. 
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