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TÜRK HİJYEN VE DENEYSEL BİYOLOJİ DERGİSİ YAZIM KURALLARI
Dergide yayınlanmak üzere gönderilen makaleler, Türk Hijyen ve Deneysel 
Biyoloji Dergisi yazım kurallarına göre hazırlanmalıdır. Başvurular www.
turkhijyen.org adresinden “Çevrimiçi Makale Gönder, Takip Et, Değerlendir 
Programı” aracılığıyla online olarak yapılabilir.
Gönderilen yazılarda aşağıdaki kurallar aranır:
1- “Telif hakkı devir formu” (Copyright Release Form) tüm yazarlarca 
imzalanarak onaylandıktan sonra Dergimize iletilmelidir. Bu forma                                         
www.turkhijyen.org  adresinden ulaşılabilinir. 
2- Başlık sayfasında makale başlığı, İngilizce başlık, kısa başlık, yazar adları, 
çalışılan kurumlara ait birimler, yazışma işini üstlenen yazarın açık adresi, 
telefon numaraları (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:
   a) Yazının başlığı kısa olmalı ve büyük harfle yazılmalıdır.
   b) Sayfa başlarına konan kısa başlık 40 karakteri geçmemelidir.
   c) Akademik unvan kullanılmadan meslek unvanı belirtilebilir. 
  d) Makale birden fazla yazar tarafından yazılmış ise,  aynı ünitede çalışan 
yazarların kurumlarının sıralaması göz önünde bulundurularak soyadları sonuna 
numara verilmelidir (Örnek; Duman 1, Yılmaz 2, Çetin 1, …..).
  e) Çalışma bilimsel bir kuruluş ve/veya fon ile desteklenmişse dipnot veya 
teşekkür bölümünde mutlaka belirtilmelidir.
  f) Makale, kongre/sempozyumda sunulmuşsa sunum türü ile birlikte dipnot 
veya teşekkür bölümünde mutlaka belirtilmelidir.
3- Yazılardaki terimler mümkün olduğunca Türkçe ve Latince olmalı, dilimize 
yerleşmiş kelimelere yer verilmeli ve Türk Dil Kurumu'nun güncel sözlüğü 
kullanılmalıdır. Öz Türkçe'ye özen gösterilmeli ve Türkçe kaynak kullanımına 
önem verilmelidir.
4- Metin içinde geçen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullanıldığında 
tam ve açık yazılmalı, daha sonraki kullanımda kısaltılarak verilmelidir. 
Mikroorganizmaların orijinal Latince isimleri italik yazılmalıdır: Örneğin; 
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa gibi. Yazıda sadece cins adı geçen 
cümlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerleşmiş cins adları Türkçe 
olarak yazılabilir. Antibiyotik isimleri dil bütünlüğü açısından okunduğu 
gibi yazılmalıdır. Antibiyotik isimleri uluslararası standartlara uygun olarak 
kısaltılmalıdır.
5- Metin içerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri “The Système 
International” (SI)’e göre verilmelidir.
6- Yazılar bir zorunluluk olmadıkça "miş'li geçmiş" zaman edilgen kip ile 
yazılmalıdır.
7- A4 kağıtların yalnız bir yüzü kullanılmalı, her bir kenarlarından 2,5'ar cm 
boşluk bırakılmalıdır. 12 punto, “Times New Roman” yazı karakteri ve iki satır 
aralığı (double space) kullanılmalıdır.
8- Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, yazarlardan araştırma ve yayın 
etiğine uyumlu olunmasını istemektedir. İnsan araştırmalarında, çalışmaya 
katılanlardan bilgilendirilmiş olurun (yazılı veya sözlü) alındığının gereç 
ve yöntem bölümünde belirtilmesi gerekmektedir. Gönüllü ya da hastalara 
uygulanacak prosedürlerin özelliği tümüyle anlatıldıktan sonra, kendilerinin 
bilgilendirilip onaylarının alındığını gösterir bir cümle bulunmalıdır. Yerel etik 
kurullarına sahip olmayan yazarlar, Helsinki Bildirgesinde (www.wma.net/e/
policy/pdf/17c.pdf) ana hatlarını çizilen ilkeleri izlemelidirler. Yazarlar, bu tür 
bir çalışma söz konusu olduğunda, uluslararası alanda kabul edilen kılavuzlara 
ve "İlaç Araştırmaları Hakkında Yönetmelik" ve daha sonra yayınlanan diğer 
yönetmelik ve yazılarda belirtilen hükümlere uyulduğunu belirtmeli ve 
kurumdan aldıkları “Etik Kurul Onayı”nı göndermelidirler. 
9- Hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalar için de gereken izinler alınmalı; 
yazıda deneklere ağrı, acı ve rahatsızlık verilmemesi için neler yapıldığı açık 
bir şekilde belirtilmelidir. 
10- Hasta kimliğini tanıtacak fotoğraf kullanıldığında, hastanın yazılı onayı 
gönderilmelidir. 
11- Makale yazımında dikkat edilecek hususlar şunlardır:
   a) Araştırma yazıları; Türkçe Özet, İngilizce Özet, Giriş, Gereç ve Yöntem, 
Bulgular, Tartışma ve Kaynaklar bölümlerinden oluşmalıdır. Bu bölümler, sola 
yaslanacak şekilde büyük harflerle kalın yazılmalıdır. İngilizce makalelerde 
Türkçe Başlık ve Özet bulunmalıdır.
Türkçe Özet: Amaç, Yöntem, Bulgular ve Sonuç alt başlıklarından oluşmalıdır 
(yapılandırılmış özet) ve en az 250, en fazla 400 sözcük içermelidir. Kısa 
raporlarda sözcük sayısı en az 100, en fazla 200 olmalıdır.
İngilizce Özet (Abstract): Başlığı İngilizce olmalıdır. Türkçe Özet bölümünde 
belirtilenleri birebir karşılayacak şekilde “Objective, Method, Results, 
Conclusion” olarak yapılandırılmalıdır.
Anahtar Sözcükler: Türkçe ve İngilizce özetlerin altında verilmelidir. Anahtar 
kelime sayısı 3-8 arasında olmalı ve Tıp Konuları Başlıkları (Index Medicus 
Medical Subject Headings-MeSH)’nda yer alan sözcükler kullanılmalıdır. MeSH 
için şu internet adresine başvurulabilir: www.nlm.nih.gov/mesh MBrowser.html
Giriş: Araştırmanın amacı, benzer çalışmalarla ilgili literatür bilgisi kısaca 
sunulmalı ve iki sayfayı aşmamalıdır. 

Gereç ve Yöntem: Araştırmanın gerçekleştirildiği kuruluş ve tarih belirtilmeli, 
araştırmada kullanılan araç, gereç ve yöntem açıkça sunulmalıdır. İstatistiksel 
yöntemler açıkça belirtilmelidir. 
Bulgular: Sadece elde edilen bulgular açık bir şekilde belirtilmelidir.
Tartışma: Bu bölümde, araştırmanın sonunda elde edilen bulgular, diğer 
araştırıcıların bulgularıyla karşılaştırılmalıdır. Araştırıcı, kendi yorumlarını bu 
bölümde aktarmalıdır. 
Teşekkür Bölümü: Teşekkür bölümü, ana metnin sonunda kaynaklardan hemen 
önce yer almalı ve bir paragrafı geçmemelidir. 
Kaynaklar: Yazarlar kaynakların eksiksiz ve doğru yazılmasından sorumludur. 
Kaynaklar, metnin içinde geçiş sırasına göre numaralandırılmalıdır. Numaralar, 
parantez içinde cümle sonlarında verilmelidir. Kaynakların yazılımı ile ilgili 
aşağıda örnekler verilmiştir. Daha detaylı bilgi için "Uniform Requirements for 
Manuscripts submitted to Biomedical Journals" (J Am Med Assoc 1997; 277: 927-
934)  (http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm) bakılmalıdır. 
Süreli yayın: Yazar(lar)ın Soyadı Adının baş harf(ler)i (altı veya daha az yazar 
varsa hepsi yazılmalıdır; yazar sayısı yedi veya daha çoksa yalnız ilk altısını 
yazıp “et al.” veya "ve ark." eklenmelidir). Makalenin başlığı, Derginin Index 
Medicus'a uygun kısaltılmış ismi, Yıl; Cilt (Sayı): İlk ve son sayfa numarası.
  • Standart dergi makalesi için örnek: Demirci M, Ünlü M, Şahin Ü. A case 
of hydatid lung cyst diagnosed by kinyoun staining of bronco-alveolar fluid. 
Turkiye Parazitol Derg, 2001;  25 (3): 234-5.
  • Yazarı verilmemiş makale için örnek: Anonymous. Coffee drinking and 
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.
   • Dergi eki için örnek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal asplenia: 
Demonstration of splenic activity by bone marrow scan (Abstract). Blood, 1979; 
54 (Suppl 1): 26a.
Kitap: Yazar(lar)ın soyadı adının baş harf(ler)i. Kitabın adı. Kaçıncı baskı 
olduğu. Basım yeri: Yayınevi, Basım yılı.
  • Örnek: Eisen HN. Immunology: an Introduction to Molecular and Cellular 
Principles of the Immun Response. 5th ed. New York: Harper and Row, 1974.
Kitap bölümü: Bölüm yazar(lar)ın soyadı adının başharf(ler)i. Bölüm başlığı. 
In: Editör(ler)in soyadı adının başharf(ler)i ed/eds. Kitabın adı. Kaçıncı baskı 
olduğu. Basım yeri: Yayınevi, Basım yılı: Bölümün ilk ve son sayfa numarası.
  • Örnek: Weinstein L. Swarts MN. Pathogenic properties of invading 
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic Physiol ogy: 
Mechanism of Disease. Phidelphia. WB Saunders, 1974:457-72.
Web adresi: Eğer doğrudan “web” adresi referans olarak kullanılacaksa adres 
ile birlikte parantez içinde bilgiye ulaşılan tarih de belirtilmelidir. Web erişimli 
makalelerin referans olarak metin içinde verilmesi gerektiğinde DOI (Digital 
Object Identifier) numarası verilmesi şarttır. 
Kongre bildirisi: Entrala E, Mascaro C. New stuructural findings in 
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology 
(ICOPA VIII). October,10-14, Izmir-Turkey. 1994.
Tez: Bilhan Ö. Labirent savakların hidrolik karakteristiklerinin deneysel olarak 
incelenmesi. Yüksek Lisans Tezi, Fırat Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü, 2005.
GenBank/DNA dizi analizi: Gen kalıtım numaraları ve DNA dizileri makale içinde 
kaynak olarak gösterilmelidir. Konuyla ilgili ayrıntılı bilgi için “National Library 
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)” 
bölümüne bakınız. 
Şekil ve Tablolar: Her tablo veya şekil ayrı bir sayfaya basılmalı, alt ve üst 
çizgiler ve gerektiğinde ara sütun çizgileri içermelidir. Tablolar, "Tablo 1." 
şeklinde numaralandırılmalı ve tablo başlığı tablo üst çizgisinin üstüne 
yazılmalıdır. Açıklayıcı bilgiye başlıkta değil dipnotta yer verilmeli, uygun 
simgeler (*,+,++, v.b.) kullanılmalıdır. Fotoğraflar "jpeg" formatında ve en az 
300 dpi olmalıdır. Baskı kalitesinin artırılması için gerekli olduğu durumlarda 
fotoğrafların orijinal halleri talep edilebilir. 
   b) Derleme türü yazılarda; tercihen yazar sayısı ikiden fazla olmamalıdır. 
Yazar(lar) daha önce bu konuda çalışma ve yayın yapmış olmalı; bu 
deneyimlerini derleme yazısında tartışmalı ve kaynak olarak göstermelidir. 
Derlemelerde Türkçe ve İngilizce olarak başlık, özet (en az 250, en fazla 400 
sözcük içermelidir) ve anahtar sözcükler bulunmalıdır. 
   c) Olgu sunumlarında; metin yedi sayfayı, kaynak sayısı 20'yi aşmamalıdır. 
Türkçe ve İngilizce olarak başlık, özet (en az 100, en fazla 200 sözcük) ve 
anahtar sözcükler ayrıca giriş, olgu ve tartışma bölümleri bulunmalıdır.  
   d) Daha önce yayımlanmış yazılara eleştiri getirmek, katkıda bulunmak ya 
da bilim haberi niteliği taşıyacak bilgilerin iletilmesi amacıyla yazılan yazılar, 
Yayın Kurulu'nun inceleme ve değerlendirmesinin ardından "Editöre Mektup" 
bölümünde yayınlanır. Bu yazıların bir sayfayı aşmaması ve en fazla beş 
kaynakla desteklenmesi gerekmektedir.

12- Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.

13- Yazarlar teslim ettikleri yazının bir kopyasını saklamalıdır.

Türk  Hijyen  ve  Deneysel  Biyoloji  Dergisi

Türkiye Halk Sağlığı Kurumu

Tel : (0312) 565 55 79       Faks : (0312) 565 54 55        e-posta : turkhijyen@thsk.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY
Articles should be prepared according to the writing rules of the Turkish Bulletin 
of Hygiene and Experimental Biology. Submissions can be made online at the 
address www.turkhijyen.org through the “Online Manuscript Submission, 
Track, Evaluation Program”.

Manuscripts are sought according to the following rules:
1- The “Copyright transfer form” (Copyright Release Form) should be sent        
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Investigation of activity of tigecycline against 
methicillin-resistant staphylococci strains

Ayşegül OPUŞ1,   Recep KEŞLİ1,   Muhammet Güzel KURTOĞLU1,   Asuman GÜZELANT1,   Elif Bilge UYSAL2

Araştırma Makalesi/Original Article 

ABSTRACT

Objective: Methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) and Methicillin-resistant coagulase 

negative staphylococci (MRCNS) are important cause 

of infections worldwide. Vancomycin and other 

glycopeptide antibiotics are mainstay of therapy for 

infections caused by MRSA and MRCNS. High prevalence 

of methicillin resistant staphylococci strains led to 

increased use of vancomycin. This situation caused to 

reduction of glycopeptide susceptibility in methicillin-

resistant staphylococci. Treatment options of infections 

due to MRSA with reduced susceptibility to vancomycin 

are limited. Tigecycline should be take into consideration 

as an antimicobial therapeutic alternative for                                                                                         

infecitons caused by MRSA and/or MRCNS. The aim     

of this study was to determine in vitro antimicrobial 

activity of tigecycline against methicillin-resistant 

staphylococci strains isolated from various clinical 

specimens.

Method: Staphylococcus strains isolated at the 

Microbiology Laboratory of Konya Education and 

Research Hospital in between January and December in 

2010. The isolated strains were identified by using both 

conventional methods and fully automated bacteria 

identification and susceptibility system (Phoenix 100, 

BD, Sparks, USA). Methicillin resistance was determined 

ÖZET

Amaç: Amaç Metisiline dirençli Staphylococcus 

aureus (MRSA) ve metisiline dirençli koagülaz 

negatif stafilokoklar (MRKNS) dünya genelinde 

önemli enfeksiyon etkenleridir. Vankomisin ve 

diğer glikopeptit antibiyotikler MRSA ve MRKNS ile 

oluşan enfeksiyonların tedavisinde kullanılan belli 

başlı antibiyotiklerdir. Metisiline dirençli stafilokok 

suşlarının yüksek prevelansı, vankomisin kullanımında 

artışa yol açmıştır. Bu durum ise metisiline dirençli 

stafiloklarda glikopeptitlere duyarlılığın azalmasına 

neden olmuştur. Vankomisine duyarlılığı azalmış olan 

MRSA suşlarının yol açtığı enfeksiyonların tedavi 

seçenekleri sınırlıdır. Tigesiklin MRSA ve/veya MRKNS’ 

nin yol açtığı enfeksiyonların antimikrobiyal tedavileri 

için alternatif olarak göz önünde tutulmalıdır. Bu 

çalışmanın amacı tigesiklinin çeşitli kliniklerden izole 

edilen metisiline dirençli stafilokok suşlarına karşı         

in vitro antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesidir.

Yöntem:  Stafilokok suşları Ocak ve Aralık 2010 

tarihleri arasında Konya Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

Mikrobiyoloji Laboratuvarında izole edilmiştir. 

İzole edilen suşlar konvansiyonel metodlar ve tam 

otomatik bakteri identifikasyon ve duyarlılık sisteminin 

(Phoenix 100, BD, Sparks, USA) her ikisi kullanılarak 

tanımlanmıştır. Metisilin direnci disk difüzyon yöntemi 
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Staphylococcus çok sayıda tür içeren, deri ve 

mukozalarda kolonize olabilen, değişik türleri ile 

farklı hastalıklar yapan önemli bir bakteri cinsidir; 

Staphylococcus aureus ise çok sayıdaki patojenik 

faktörü ile çeşitli doku ve organlarda ciddi 

enfeksiyonlara neden olabilen bu cinse ait en önemli 

türdür. Staphylococcus aureus dışında kalan koagülaz 

negatif stafilokok (KNS) türleri ise, geçmişte sadece 

flora elemanı olarak kabul edilmişken; günümüzde 

özellikle hastane kaynaklı enfeksiyon etkenleri 

arasında yer almış ve önemleri giderek artmıştır. 

Penisilinin yaygın olarak kullanımının ardından kısa 

süre içinde penisilin direnci, metisilin kullanımından 

bir yıl sonra da metisilin direnci tanımlanmıştır 

(1). MRSA suşları tüm beta-laktam antibiyotiklere 

dirençlidir. Ayrıca beta-laktam dışı antibiyotiklerin 

çoğuna da direnç geliştirmiş olmaları nedeniyle 

bu etkenle oluşan ağır enfeksiyonların tedavisinde 

glikopeptid antibiyotikler ilk seçenek olmuştur (2). 

Son yıllarda Vancomycin Intermediate S. 

aureus’lar (VISA) ve hetero-rezistan suşların 

oranlarında artış olması sonucu glikopeptid ilaçlara 

alternatif olabilecek başka anti¬biyotiklere ihtiyaç 

duyulmuştur (3). Tigesiklin (GAR-936), klasik 

tetrasiklinlerin semi-sentetik analoğu olan glisilsiklin 

grubunun ilk üyesidir (4). Tetrasiklinlerin temel 

çekirdeğindeki dokuz pozisyonunda yapılan N-alkyl-

GİRİŞ

TİGESİKLİN, METİSİLİNE DİRENÇLİ STAFİLOKOKLAR

(oksasilin 1 µg ve sefoksitin 30 µg diskleri) Klinik ve 

Laboratuvar Standartları Enstitüsü’nün (Clinical and 

Laboratory Standards Institute-CLSI) talimatlarına göre 

uygulanmış ve değerlendirilmiştir. İzole edilen suşlar 

için tigesiklinin minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) 

değerleri E-test metodu (bio-Merieux Marcy l’Etoile, 

France) ile belirlenmiştir.

Bulgular:  Seksen beş dirençli stafilokok suşunda 35 

(%41)’i Staphylococcus aureus ve 50 (%59)’si koagülaz 

negatif stafilokok olarak tanımlanmıştır. Otuz beş 

MRSA izolatı için tigesiklinin MİK değerleri şu şekilde 

bulunmuştur: MİK50: 0,094 µg/ml, MİK90: 0,5 µg/ml, 50 

MRKNS izolatı için ise MİK50: 0,047 µg/ml, MİK90: 0,25. 

Bütün izolatların tamamı tigesikline duyarlı (%100) 

bulunmuştur.

Sonuç: Bu çalışmanın sonuçları tigesiklinin 

MRSA ve MRKNS izolatlarının her ikisine karşı etkili 

in vitro antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğunu 

göstermektedir. Tigesiklin, dirençli MRSA ve MRKNS 

etkenlerinin yol açtığı enfeksiyonların tedavisinde 

alternatif antibiyotiklerin tamamının dirençli olduğu 

durumlarda son seçenek olarak tercih edilebilir.

Anahtar Sözcükler: Tigesiklin, Metisiline dirençli 

Staphylococcus aureus, Metisiline dirençli koagülaz-negatif 

stafilokok, E-test.

and evaluated according to Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) instrucions by using disc 

diffusion method (oxacillin 1 µg and cefoxitin 30 µg 

discs) Minimum inhibitory concentration (MIC) values 

of tigecycline for isolated strains were detected with 

E-test method (bio-Merieux Marcy l’Etoile, France).

Results: Of all the eighty five methicillin-resistant 

staphylococci strains 35 (41%) were identified as 

Staphylococcus aureus and 50 (59%) coagulase 

negative staphylococci. MIC values of tigecycline 

for the 35 MRSA isolates were MIC50: 0.094 µg/ml,                                                                                               

MIC90: 0.5 µg/ml) and for the 50 MRCNS isolates                

were MIC50: 0.047 µg/ml, MIC90: 0.25 µg/ml.                                                                                      

All isolates (100%) were found to be sensitive to 

tigecycline.

Conclusion: Results of this study showed that 

tigecycline was effective in vitro antimicrobial             

activity against both MRSA and MRCNS isolates. 

Tigecycline may be preferred as a last choice in                                                                                         

the treatment of resistant infections due to the 

MRSA and MRCNS that alternative antibiotics were                          

all resistant.

Key Words: Tigecycline, Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant coagulase 

negative staphylococci, E-test.
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glycylamido modifikasyonu bu yeni moleküle çok 

geniş bir antibakteriyel spektrum ve tetrasiklin 

direnç mekanizmalarına karşı dayanıklılık sağlamıştır. 

Bakterilerde tetrasiklin direncinden sorumlu iki 

farklı genetik mekanizmaya (ribozomal korunma 

ve efluks mekanizmaları) karşı dirençli olması en 

önemli özelliğidir (5). Gram pozitif ve gram negatif 

bakteriler, atipik bakteriler ve anaeroplar dâhil olmak 

üzere geniş bir etki alanına sahiptir. Metisiline dirençli 

Staphylococcus aureus (MRSA), penisiline dirençli 

Streptococcus pneumoniae (PRSP), vankomisine 

dirençli enterokoklar (VRE), genişletilmiş spektrumlu 

betalaktamaz (GSBL) üreten Escherichia coli ve 

Klebsiella pneumoniae gibi çoğul dirençli bakteriler 

de etki alanına girmektedir (6).

Bu çalışmada, klinik örneklerden soyutlanan 

metisiline dirençli 35 S. aureus (MRSA) ve 50 

metisiline dirençli koagülaz negatif Staphylococcus 

(MRKNS) suşu olmak üzere toplam 85 metisilin dirençli 

stafilokok suşunun tigesikline direnci, E-test yöntemi 

ile araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Her hastaya ait sadece bir suş olmak üzere, 

Ocak ve Aralık 2010 tarihleri arasında Konya Eğitim 

Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda 

çeşitli klinik örneklerden soyutlanan 85 MRSA ve 

MRKNS suşu çalışmaya alınmıştır. Bakteriler koloni 

morfolojisi, üreme ve Gram boyanma özelliği, katalaz 

ve koagülaz testleri gibi konvansiyonel yöntemler 

ve tam otomatik bakteri tanımlama ve duyarlılık 

sistemine (Phoenix 100, Becton Dickinson and 

Co., Sparks, MD, USA) ait Gram pozitif tanımlama 

panelleri kullanılarak tanımlanmıştır. Bakterilerin 

metisilin duyarlılık testleri, disk difüzyon yöntemi ile 

Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü (Clinical 

and Laboratory Standards Institute-CLSI) kirterlerine 

göre uygulanmış ve değerlendirilmiştir (7). Bu amaçla 

Müeller-Hington agarda (Mueller Hington Agar, Becton 

Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) oksasilin 

diski (1 μg) ile çalışılmış, inhibisyon zon çapı ≤10 mm 

olanlar MRSA olarak tanımlanmadan önce bir kez de 

sefoksitin (30 μg) diski ile test edilmiştir. Tigesiklin 

aktivitesini değerlendirmek için E-test yöntemi 

kullanılmıştır. Çalışmaya alınan suşlar %5 koyun kanlı 

agara (Columbia Agar with 5% Sheep Blood, Becton 

Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany)  pasajlanmış, 

üreyen bakteri buyyon içinde süspanse edilerek 

McFarland 0,5 bulanıklılık standardına ayarlanmıştır. 

Bakteri süspansiyonundan Mueller Hington besiyerine 

sürüntü ekim yapılarak E- test stripleri (bioMerieux, 

Marcy l’Etoile, France) yerleştirilmiş, 37 ºC’de bir 

gecelik inkübasyonun sonunda inhibisyon zonunun 

E-test şerit kenarını kestiği noktadaki antimikrobiyal 

yoğunluğu MİK olarak belirlenmiştir. Çalışmada                                                             

kalite kontrol suşu olarak S. aureus ATCC 29.213 

kullanılmıştır (7). Sonuçlar Food and Drug 

Administration (FDA) önerileri doğrultusunda 

değerlendirilmiştir  (Bu kuruluş tigesiklin için ≤2 μg/

ml değerlerini duyarlı, ≥8 μg/ml değerlerini dirençli 

olarak kabul etmektedir) (8).

BULGULAR

Çalışmada hem MRSA, hem de MRKNS suşları 

arasında tigesikline dirençli suşa rastlanamamıştır. 

Tigesiklinin 35 MRSA suşu için MİK50 ve MİK90 değerleri 

sırasıyla 0,094 μg/ml ve 0,5 μg/ml, 50 MRKNS suşu 

için MİK50: 0,047 μg/ml, MİK90: 0.25 μg/ml olarak 

bulunmuştur (Tablo 1).

A. OPUŞ ve ark.

Turk Hij Den Biyol Derg

Tablo 1. MRSA ve MRKNS suşlarında E-test yöntemi ile 
tigesiklinin MİK değerleri (μg/ml).

Tigesiklin MRSA MRKNS

MİK50       0,094              0,047               

MİK90        0,5 0,25
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TARTIŞMA

Metisilin direncine sahip ve beta-laktamaz 

enzimi üreten S. aureus suşlarının oluşturduğu 

enfeksiyonların tedavisi son yıllarda giderek artan 

bir şekilde önemli sorunlar ortaya çıkarmaktadır 

(9). MRSA ve MRKNS suşlarında direncin artması, 

yakın zamana kadar gelişmesi beklenmeyen 

glikopeptid direncinin görülmesi (önce Japonya ve 

ABD’de) ve vankomisine azalmış duyarlılık gösteren 

suşların bildirilmesi yeni antibiyotiklere gereksinim 

olduğunun göstermiştir (10-12). Tigesiklin çoğul 

ilaç direnci gösteren mikroorganizmaların neden 

olduğu enfeksiyonların tedavisinde önemli yeni 

antimikrobiyal ilaçlardandır. Türkiye’de 2008 yılında 

klinik kullanıma girmiştir (8-9). Dünyada ve ülkemizde 

bu ilaçların Gram pozitif mikroorganizmalara 

etkinliğini belirleyen çok sayıda in vitro duyarlılık 

testi yapılmıştır. İspanya’da Betriu ve ark., linezolid 

ve tigesikline dirençli MRSA suşu saptamamışlar ve 

MİK90 değerlerini sırasıyla 1 ve 0,5 μg/ml olarak 

bulmuşlardır (13). Hope ve ark.  bakteriyemilerden 

izole edilen MRSA ve MRKNS suşlarında tigesiklinin 

mükemmel etkinliğe sahip olduğunu bildirmişlerdir 

(14). Hoban ve ark., TEST (Tigecycline Evaluation and 

Surveillance Trial) programı bünyesinde 11 ülkeden, 

6.792 Gram pozitif ve Gram negatif bakteri üzerinde 

değişik antibiyotiklerin in-vitro aktivitesini 348 MRSA 

suşunda linezolid ve tigesiklinin MİK90 değerlerini 

sırasıyla 2 ve 0,25 μg/ml olarak tespit etmişlerdir 

(15). The Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial 

(TEST) çalışması 2004 yılında ABD’de farklı coğrafi 

bölgelerden izole edilen 3.989 Gram negatif ve Gram 

pozitif klinik kökenin incelendiği ve tigesiklinin 13 

farklı antibiyotikle in vitro etkinliğinin karşılaştırıldığı 

yeni bir çalışmadır. MRSA için MİK50 ve MİK90 değerleri        

4 μg/ml ve 0.5 μg/ml olarak bulmuşlardır. Bu 

çalışmanın sonuçlarına göre tigesiklinin metisilin 

ve vankomisin duyarlılığına bakılmaksızın S. aureus 

kökenlerine etkinliğinin çok iyi olduğu sonucuna 

varılmıştır. (16). Tunçkanat ve ark.’nın yaptığı bir 

çalışmada, tigesiklin MİK değer aralıkları, çalışmaya 

alınan 127 MRSA suşu icin 0,032-1 μg/ml (MİK50: 0,25 

μg/ml, MİK90:  0,75 μg/ml), MRKNS izolatları için 

ise 0,047-1 μg/ml olarak (MİK50: 0,25 μg/ml, MİK90:                                                                                                 

0,5 μg/ml) saptanmıştır (17). Kao ve ark.’nın 

çalışmasında vankomisin MİK değeri 2’nin üzerinde 

olan 470 MRSA suşunda %100 oranında tigesiklin 

duyarlılığı saptanmıştır (18). Kaya ve ark. 60 MRSA 

suşundan sadece birinin tigesiklin MİK değerinin 

duyarlılık sınırı üzerinde olduğunu bildirmişlerdir 

(19). Öksüz ve ark., 2009’da gerçekleştirdiği 49 

MRSA suşunda  %2, 59 MRKNS suşunda  %3 oranında 

direnç saptanmış ve suşların izole edildiği hastaların 

tedavisinde tigesiklin kullanılmadığından, antibiyotik 

kullanımına bağlı olmayan bir mekanizma ile örneğin 

MATE efluks pompası ailesi yoluyla direnç gelişmiş 

olabileceğini düşünmüşler (20).  2009’da  García-

Rodríguez JA ve ark’nın İspanyada yaptığı çok merkezli 

bir çalışmada MRSA için MİK50 ve MİK90 değerleri 0,125-

0,25 μg/ml olarak bulunmuştur (21). Çalışmamızın 

sonuçları yapılan diğer çalışmaların sonuçları ile 

paralellik göstermiştir.

Sonuç olarak, tigesiklinin hastanemizde klinik 

örneklerden soyutlanan MRSA ve MRKNS suşlarına karşı 

etkin ve antimikrobiyal tedavide kullanılabilecek yeni 

bir alternatif antibiyotik olduğu düşünülmektedir. 

Ancak bu antibiyotiğe karşı da direnç gelişebileceği 

akıldan çıkartılmamalı kullanımı sırasında azami 

dikkat gösterilmeli ve sadece uygun endikasyonlarda 

tercih edilmelidir.

TİGESİKLİN, METİSİLİNE DİRENÇLİ STAFİLOKOKLAR
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Squamarina lentigera  türlerinde usnik asit 
konsantrasyonunun antimikrobiyal aktivitesi

Antimicrobial activity of usnic acid 
on Squamarina lentigera lichen species

Demet CANSARAN-DUMAN1,       Mehmet Gökhan HALICI2

ABSTRACT

Objective: Usnic acid extracted from Squamarina 

lentigera was tested for antimicrobial activities 

against seven bacteria including Bacillus megaterium,                            

B. subtilis, Enterococcus faecalis (RSKK 508),             

Escherichia coli (ATCC 35218), Proteus mirabilis                                                             

(Pasteur Ens. 235), Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, and usnic acid concentrations 

of this lichen species was determined.

Method: 0.05 g of thalli of S. lentigera was added 

into 10 mL acetone and left for exraction at room 

temparature for 1 h. We used agar diffision method            

for screeening antimicrobial activity of usnic acid               

in this lichen species. In addition, the quantitative 

analysis of usnic acid in this lichen species was                                                                                             

achieved by using HPLC. Identification of peaks in 

chromatograms of lichen extract is achieved by 

comparison of retention times with that of standart 

usnic acid.

Results: The usnic acid extracts of S. lentigera 

were effectively active lichen extracts, and showed 

the highest inhibition effect on B. megaterium and 

B. subtilis. When the inhibition zones obtained                    

from S. lentigera was compared with that of standard 

antibiotic, E. coli seems to be more susceptible                   

ÖZET

Amaç: Squamarina lentigera liken türlerinden 

ekstre edilen usnik asitin Bacillus megaterium, Bacillus 

subtilis, Enterococcus faecalis (RSKK 508), Escherichia 

coli (ATCC 35218), Proteus mirabilis (Pasteur Ens. 235), 

Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus 

olmak üzere yedi bakteri türüne karşı antimikrobiyal 

aktivitesi test edilmiş ve bu bakteriler üzerinde 

inhibisyon etkisi olan iki likenin usnik asit miktarları 

belirlenmiştir.

Yöntem: S. lentigera’ya ait 0,05 g tallusa 

10 mL aseton eklenip bir saat oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Her iki liken türünde bulunan usnik 

asidin antimikrobiyal aktivitesinin tespiti için agar 

difüzyon yöntemi uygulanmıştır. Buna ek olarak, 

HPLC yöntemi kullanılarak bu liken türünün usnik asit 

miktarları belirlenmiştir. Ayrıca, liken ekstraktının 

kromotogramlarında alıkonma sürelerine göre oluşan 

pikler, standart usnik asidin alıkonma süreleri ile 

karşılaştırılmıştır.

Bulgular: Bu çalışmada, S. lentigera türünün usnik 

asit ekstraktının aktif olduğu ayrıca B. megaterium 

ile B. subtilis bakterilerine karşı daha yüksek 

inhibisyon etkisi gösterdiği belirlenmiştir. Squamarina 

lentigera’dan elde edilen inhibisyon zon çapı standart 
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Lichens are products of symbiotic associations 

between a mycobiont (fungus) and photobiont(s) 

(algae and/or cyanobacteria) that comprise about 

17,000 species. The organism consists of thalli-shaped 

fungal tissue in which the algal cells are located and, 

therefore, it can grow photosynthetically. There 

is specificity and selectivity in the association, 

and the thallus shape, physiology and nutritional 

dependencies are defined and stable (1). Lichens 

produces a diverse range of secondary metabolites 

such as depsides, depsidones, dibenzofurans and 

pulvinic acids. Lichens and their metabolites exert 

a wide variety of biological functions and have been 

used in perfumery, cosmetics, ecological applications, 

and pharmaceuticals. These compounds have 

attracted much attention in investigations because 

of their antimicrobial, antimycotic, antiprotozoal, 

antiproliferative, anti-inflammatory, analgesic and 

antipyretic, antiviral, antibiotic, antioxidant, 

antitumor, allergenic and plant growth inhibitory 

activities (2, 3).

Usnic acid was isolated as a prominent secondary 

lichen metabolite by the German scientist Knop in 

1844 (4). When extracted from the lichen, it is 

yellow and crystalline in appearance. Usnic acid 

[2,6 - diacetyl - 7,9 - dihydroxy - 8, 9b - dimethyl- 

dibenzofuran - 1,3 (2H, 9bH) - dione] exists in two 

enantiomers; (+) D-usnic acid and (−) L-usnic acid, 

indicating an R or S projection of the angular-CH3 

group at position 9b. The enantiomers have been 

identified as showing different biological activities 

(5). In addition, two other natural isomers-(+) and (−) 

isousnic acids [2,8 - diacetyl - 7,9 - dihydroxy - 6,9b 

- dimethyldibenzofuran - 1,3 (2H, 9bH) - dione] are 

also found in lichens (5).

INTRODUCTION

antibiyotik ile karşılaştırıldığında; liken ekstraktına en 

duyarlı bakterinin E. coli olduğu belirlenmiştir. Çalışılan 

liken türünün aseton ekstraktı, S. aureus hariç test 

edilen tüm Gram pozitif bakterilerin gelişmesini inhibe 

etmiştir. B. subtilis’in çalışılan liken türüne karşı 

duyarlı olduğu gözlenmiştir. Kontrol olarak kullanılan 

aseton çalışmada kullanılan hiçbir bakteriye karşı etki 

göstermemiştir. S. lentigera’nın aseton ekstraktının 

usnik asit miktarları %2,47 olarak bulunmuştur.

Sonuç: Çalışmamızın sonucunda; S. lentigera 

türlerinin önemli antimikrobiyal etki gösterdikleri 

belirlenmiştir. Bu da bize usnik asit miktarı ile 

antimikrobiyal aktivite arasında bir korelasyon 

olduğunu ve usnik asit konsantrasyonun artmasıyla 

antimikrobiyal aktivitenin de arttığını göstermiştir. 

Bu çalışma, medikal ve farmakolojik ürün olarak 

kullanılabilecek S. lentigera türünün antimikrobiyal 

aktivitesinin ve usnik asit derişimlerinin belirlendiği 

literatürdeki ilk makaledir.

Anahtar Sözcükler: Antimikrobiyal aktivite, HPLC, 

liken, usnik asit.

to the lichen extract. Acetone extract of examined 

lichen species inhibited the growth of all tested Gram 

positive bacteria, with the exception of S. aureus.             

B. subtilis seems to be sensitive to the acetone extracts 

of examined lichen species. The solvent controls did not 

show any activities against the bacteria. The amounts      

of usnic acid in the acetone extracts of S. lentigera 

were determined as 2.47%.

Conclusion: Our results demonstrating significant 

antimicrobial effects of S. lentigera, which are a 

contribution to the literature. This might explain the 

correlation between usnic acid concentration and 

antimicrobial activity. Results show an increase of 

antimicrobial acitivities by the increase of the amount 

of usnic acid concentration. The present study is                              

the first paper on usnic acid concentration and 

antimicrobial activity of S. lentigera, which could                                                                                      

be attracting for medicinal or pharmacological     

products.

Key Words: Antimicrobial activity, HPLC, lichen, 

usnic acid.

SQUAMARİNA LENTİGERA’NIN ANTİMİKROBİYAL AKTİVİTESİ



Turk Hij Den Biyol Derg 129

Cilt 69  Sayı 3  2012  D. CANSARAN-DUMAN ve M.G. HALICI

Usnic acid has been identified in several species of 

such genera as Alectoria, Cladonia, Dermatocarpon, 

Evernia, Flavoparmelia, Hypogymnia, Lecanora, 

Letharia, Parmelia, Platismatia, Protoparmeliopsis, 

Punctelia, Ramalina, Rhizoplaca, Squamarina, 

Xanthoparmelia, Umbilicaria and Usnea. Usnic 

acid is a prominent secondary lichen metabolite 

that has been used for various purposes worldwide. 

Crude extracts of usnic acid or pure usnic acid 

have been marketed in the United States as dietary 

supplements to aid in weight loss. However, the USA 

Food and Drug Administration (FDA) received 21 

reports of liver toxicity related to the ingestion of 

dietary supplements that contain usnic acid; this was 

prompted by the FDA to issue a warning about one 

such supplement, LipoKinetix, in 2001 (6).

The in vitro antimicrobial activities of usnic 

acid were evaluated in combination with five 

therapeutically available antibiotics, using 

checkerboard microdilution assay against methicillin-

resistant clinical isolates strains of S. aureus. MIC90, 

MIC50, as well as MBC90 and MBC50. A synergistic 

action was observed in combination with gentamicin, 

while antagonism was observed with levofloxacin. The 

combination with erythromycin showed indifference, 

while variability was observed for clindamycin and 

oxacillin. Data from checkerboard assay were analysed 

and interpreted using the fractional inhibitory 

concentration index (FICI) and the response surface 

approach using the E-model. Discrepancies were 

found between both methods for some combinations. 

These could mainly be explained by the failure of FIC 

approach, being too much subjective and sensitive to 

experimental errors. These findings, beside confirm 

the well known antimicrobial activity of usnic acid, 

suggest, however, that this substance might be a good 

candidate for the individuation of novel templates 

for the development of new antimicrobial agents or 

combinations of drugs for chemotherapy (7).

Usnic acid has several interesting biological 

traits. It is an antibiotic and it also seems to exert 

an antimitotic action. It has even been postulated 

that usnic acid can play a role as an environmental 

indicator, since its concentration varies according to 

the presence of toxic agents. A series of tests have 

been run on different biological systems such as fungi, 

yeasts, plant cells and neoplastic human cell cultures 

in order to make a general evaluation of the properties 

of usnic acid and to highlight any analogy between 

its effects on phylogenetically distant organisms. The 

obtained results confirm some of known properties 

of usnic acid and identify concentration ranges that 

are active against cells from different organisms. 

Furthermore, at low concentrations, the acid displays 

a capacity to stimulate cell metabolism in some of 

the biological systems tested (6).

In order to make a general evaluation of the 

biological activity of usnic acid, Cardarelli et al. 

investigated its effects on a number of widely different 

biological systems (8). These study concludes to 

interesting results concerning usnic acid’s capacity 

to act as 1) an activator of the respiratory capacity 

of immobilized Saccharomyces cerevisiae Meyen 

yeasts, 2) a cytotoxic and anti-mitotic agent against 

mesophyll leaf protoplasts and cultured plant cells of 

Nicotiana tabacum L. (tobacco), and 3) a cytotoxic 

and antimitotic agent against human tumour cells. The 

inhibition of growth of the parasitic fungi Fusarium 

moniliforme J. Sheld. and of the germination of 

Nicotiana tabacum plantules has also been confirmed 

(8).

Usnic acid has also recently been discovered to 

have antiviral properties. In a cancer chemoprevention 

assay, (+)-usnic acid isolated from Usnea longissima 

Ach. was found to be significantly effective against 

tumor-promoter-induced Epstein-Barr virus with an 

ED5O of 1.0 μg/mL (9). (+)-Usnic acid also inhibited 

the cytopathologic effects of herpes simplex type I 

and polio type1 viruses in the infected kidney cells 

of the African green monkey (10). In a clinical trial, 

the effect of an intravaginal formulation containing 

usnic acid and zinc sulfate as an adjuvant therapy to 
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radio surgical treatment was evaluated in 100 women 

with genital infections of human papilloma virus. 

The treatment significantly improved the time of re-

epithelization one month after the radio surgery (10).

The study of lichens and lichen substances, in point 

of antibiotic view started in 1944, when Burkholder 

and Evans (11) published the first qualitative study 

of the antibiotic properties of lichens (12). Although 

several detailed studies on the lichen from Turkey 

concerning with its antimicrobial activities have 

recently been published (13–22), knowledge on the 

antimicrobial activities of several lichens are still 

necessary.

The aim of this study is to evaluate in vitro 

antimicrobial activities of the acetone extracts 

obtained from lichen Squamarina lentigera (Weber) 

Poelt against seven test bacteria and determine usnic 

acid concentration of them. To our knowledge there 

are no published reports on antimicrobial activity of 

the usnic acid content from S. lentigera against these 

seven test bacteria.

MATERIAL AND METHODS

Lichen material

Squamarina lentigera was collected Mersin, 

Çamlıyayla, east of Sebil village, 1200 m, 37º 08’ 40” 

N,  34º 34’36” E,  08/ 08/ 2009. Collected samples 

(each one 0.05 g) were dried at room temperature 

and foreign matter was removed prior to grinding.

Determination of antimicrobial activity

Test microorganisms: Bacillus megaterium, 

Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis (RSKK 508), 

Escherichia coli (ATCC 35218), Proteus mirabilis 

(Pasteur Ens. 235), Pseudomonas aeruginosa and 

Staphylococcus aureus) were obtained from the 

Refik Saydam National Type Culture Collection (RSSK) 

and Department of Biology at the Ankara University, 

Faculty of Science.

Preparation of lichen extracts for antimicrobial 
activity: Lichen extracts for antimicrobial activity 

was isolated from lichen material according to 

protocol given by (22). Briefly, 0.05 g of dried 

thalli were putted into screw capped glass tubes. 

Extraction was performed by adding 10 ml of 

acetone and incubating for 1 h at room temperature. 

Chemicals used for extraction were obtained from 

Sigma and were of the highest purity. At the end of 

incubation period, tubes were centrifuged to remove 

lichen from supernatants. This extract was used in 

the experiments. To prevent evaporation of solvents, 

screw-capped glass tubes were kept in refrigerator 

and all discs were prepared from each lichen extract 

at one time to prove consistency of concentrations.

Antimicrobial activity assays: The agar disc 

diffusion method was used to screen antimicrobial 

activity of usnic acid in lichen species. The extracts 

(50 μl) were dried on 6 mm filter paper discs. In 

addition, control discs were prepared with solvents 

free of lichen extract in order to determine the 

antimicrobial activity of the solvent acetone. 

Tetracycline (30 μg/disc) was used as reference. For 

antimicrobial assays, all bacterial strains were grown 

in Nutrient Broth medium (Oxoid) for 24 h at 37°C. 

Then 0.1 ml of each culture of bacteria was spread 

on nutrient agar plate surfaces. After that, discs 

were placed onto agar petri plates and incubated. 

The inhibitory activity was indicated by clear zones 

around the discs and inhibition zone diameters were 

measured in mm after incubation for 24 h at 37°C 

(4). All tests were performed in triplicate.

Determination of HPLC analysis of the lichen 
samples

Sample preparation for HPLC analysis: HPLC 

analysis was performed according to the protocol 

defined by Cansaran-Duman (22). In particular, air-

dried lichen was ground and 0.05 g sample was 

extracted in 10 ml acetone at room temperature.   

The extract was taken to darkness and stored at         

4 ºC until HPLC analysis. Before analysis, extract was 

passed through 0.45 µm filters and then injected into 

the HPLC system in amounts of 20 µl.

SQUAMARİNA LENTİGERA’NIN ANTİMİKROBİYAL AKTİVİTESİ
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Standard and solvents: All of the chemicals used 

in experiments were of HPLC grade from Sigma of 

highest purity. A stock solution of 1 mg/ml usnic acid 

was prepared in acetone. An appropriate dilution 

of this stock solution was made with acetone. All of 

the standards were placed in an autosampler and 

analyzed. Calibration curves for usnic acid were 

obtained with seven samples of various concentrations 

using linear regression analysis (Figure 1).

Analytical conditions and apparatus: A Thermo 

Finnigan HPLC System equipped with a Surveyor LC 

pump, Surveyor photodiode array detector, Surveyor 

autosampler and data processor (ChromQuest 4.01) 

were used. Reverse phase Shim-pack CLC-ODS (M), 5 

μm particle size, in a 250 mm x 4.6 mm ID stainless 

steel column was used. Flow-rate was adjusted to 

0.8 ml/min. For usnic acid detection at 245 nm, a 

mixture of methanol and phosphate buffer (pH 7.4) 

(70:30 v/v) was used as the mobile phase. Aliquots 

of the extracts (20 μl) were injected into the HPLC 

system. Each analysis was carried out in triplicate.

RESULTS

In this study, S. lentigera was analysed by HPLC 

analysis and for its antimicrobial activities. For this 

purpose, usnic acid concentration of S. lentigera was 

screened for their antimicrobial effects on seven test 

bacteria. Table 1 summarizes the inhibition results 

obtained with S. lentigera extract against the tested 

bacteria. The solvent controls did not show any 

activities against the bacteria.

The usnic acid extracts of S. lentigera were 

effectively active lichen extracts, and showed 

the highest inhibition effect on B. subtilis and B. 

megaterium. Extracts of S. lentigera were more 

susceptible to E. coli when compared to standard 

antibiotic. Acetone extract of examined lichen 

species inhibited the growth of all tested Gram 

positive bacteria, with the exception of S. aureus.     

B. subtilis seems to be sensitive to the acetone 

extracts of both lichen species.

Quantitative analysis of usnic acid in species S. 

lentigera was performed by using HPLC. Identification 

of peaks in chromatograms of lichen extracts was 

achieved by comparison of retention times with that 

of standart usnic acid. S. lentigera of representative 

chromatograms in shown in Figure 2. The amounts of 

usnic acid and retention times in the acetone extracts 

of examined lichen species is given in Table 2. The 

amount of usnic acid was found as 2.47% of the dry 

lichen weight in S. lentigera.

Table 1. Inhibition diameter zones (mm) on the tested 
bacteria of acetone extract of Squamarina lentigera

Tested 
Bacteria

Inhibition 
Diameter Zone

Control 
(Tetracycline)

E. coli 14±0.01 12±0.00

E. faecalis 7±0.01 30±0.00

P. mirabilis 13±0.01 8±0.00

S. aureus - 40±0.00

B. subtilis 25±0.01 26±0.00

B. megaterium 23±0.01 20±0.00

P. aeruginosa - 20±0.00

-: no inhibition

D. CANSARAN-DUMAN ve M.G. HALICI

Figure 1. Standard calibration for the quantification of usnic 
acid by HPLC.
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DISCUSSION

During the 1980s, interest in usnic acid as an 

antimicrobial agent was renewed because of increasing 

experience of multidrug resistance caused by overuse 

of synthetic antibiotics (23). It has been shown that 

both the optical enantiomers of usnic acid are active 

against Gram-positive bacteria and mycobacteria 

(24), and several research studies and clinical trials 

have confirmed the antibacterial properties of usnic 

acid (24). Usnic acid has been shown to suppress the 

growth of Gram-positive organisms that are mainly 

responsible for body odor. Ethoxydiglycol extracts 

of lichens containing 10% usnic acid on a wet weight 

basis have been demonstrated to have preservative 

potential in moisturizing cream (24). Other recent 

studies have shown that usnic acid is active against 

methicillin-resistant S. aureus (25, 26), and its 

potential use in the sterilization of surgical implants 

is being investigated (6, 27).

In our laboratory, several studies were 

accomplished on the antimicrobial activity of lichens 

collected from Turkey (16–22). According to these 

results, the highest usnic acid concentration was 

recorded in Usnea subfloridana Stirt. (6.49%) (19), 

Rhizoplaca chrysoleuca (Sm.) Zopf (4.00%) (21), 

Ramalina fastigiata (Pers.) Ach. (3.23%) (17), Letharia 

vulpina (L.) Hue (2.89%) (18), Hypogymnia tubulosa 

(Schaer.) Hav. (2.40%) (16), Flavoparmelia caperata 

(L.) Hale (2.38%) (22) and Usnea hirta (L.) Weber ex 

F.H. Wigg. (0.68%) (20) (Figure 3). Comparing with 

the the present study, the usnic acid amounts of         

S. lentigera is found as 2.47% (Figure 3).

Compared with the antimicrobial activity of                                                                                                    

R. chrysoleuca (21), which shows the highest inhibition 

effects on B. megatarium, the inhibition zones of                                                                                        

S. lentigera was less, those of B. megatarium was 

found to be more sensitive to R. chrysoleuca extracts.

Usnic acid and three other secondary lichen 

metabolite were isolated from Punctelia subrudecta 

(Nyl.) Krog collected on Palma of the Canary Islands 

in Spain. Compounds were purified by solvent 

extraction, silica gel column chromatography, and 

preparative high-performance liquid chromatography 

(HPLC) consecutively. The structures of these 

four compounds were elucidated by one and two-

dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) 

experiments and mass spectrometric investigations. 

As a result, these compounds showed activity 

against important Gram-positive and Gram-negative 

Tablo 2. Usnic acid content and retention time of acetone 
extracts of  Squamarina lentigera

Acetone extracts of Squamarina lentigera

Retention time (min.)           7.48

% of Usnic Acid in Dry Weight       2.47±0.01

Figure 3. Usnic acid concentration (%) of some lichen 
species.

Figure 2.  Analysis of usnic acid from Squamarina lentigera 
by HPLC.  (A), solvent (tR = 3.5 min.); (B), usnic acid                 
(tR = 7.48 min.)
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pathogens like mycobacteria and multiresistant 

staphylococci. This activity was combined with 

antiproliferative activity and cytotoxicity (28).

Several records are available on the studies of the 

antimicrobial activity of lichens in some provinces 

of Turkey. For example, according to Güllüce et al. 

(29) methanol extracts of Parmelia saxatilis (L.) 

Ach., Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C.F. Culb., 

Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach. and Umbilicaria 

nylanderiana (Zahlbr.) H. Magn. were shown to have 

antimicrobial and antioxidant activities on some 

test bacteria, fungi and yeast. As a result, all of the 

extracts from five different lichens species have an 

antimicrobial activity against at least some of these 

bacteria species, and the extract of R. pollinaria 

was shown to have the highest antimicrobial activity, 

while P. saxatilis has the highest inhibition effect on 

B. megaterium and B subtilis.

As conclusion, the present study might explain 

a correlation between usnic acid concentration 

and antimicrobial activity. The higher the usnic 

acid concentration, the increased the antimicrobial 

activities. According to the best of our knowledge, this 

is the first report showing that usnic acid concentration 

and antimicrobial activity determination of both 

lichen species for medicinal or pharmacological 

products.
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Et örneklerinden izole edilen Staphylococcus aureus ve 
koagülaz negatif stafilokok’ların biyofilm üretimi ve 

DNaz aktivitelerinin belirlenmesi

Determination of biofilm production and DNase activity of 
Staphylococcus aureus and coagulase negative 

staphylococci isolated from meat samples

Neslihan GÜNDOĞAN1,          Özlem ATAOL1

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to evaluate calf 

minced meat and chiken drumsticks samples purchased 

from different supermarkets in Ankara, Turkey for the 

presence of coagulase positive staphylococci (CPS) 

and coagulase negative staphylococci (CNS) and to 

determine their biofilm production and DNase activity.

Method: S. aureus and CNS, isolated from 15 minced 

meat and 15 chicken drumstick samples, were analyzed 

by conventional biochemical tests and API ID 32 Staph 

(Bio Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France) identification 

kits to identify for genus and species of these isolates. 

Biofilm formation of isolates that was investigated by 

using Congo Red agar method. DNase activity of these 

isolates were evaluated on DNase agar.

Results: Total of 56 isolates of Staphylococcus spp. 

which consist of 6 (10.7%) S. aureus and 50 (89.3%) CNS 

were found from minced meat samples. A total of 41 

CNS isolates isolated from chicken samples whereas,     

S. aureus were not isolated from these samples. All of  

S. aureus (100%) and 58% of CNS isolates from minced 

ÖZET

Amaç: Bu çalışmada Ankara İlindeki, çeşitli 

süpermarketlerden temin edilen dana kıyma ve tavuk 

but örneklerinde Staphylococcus aureus ve koagülaz 

negatif stafilokok (KNS)’ların bulunma sıklığı ile bu 

izolatların biyofilm üretimi ve DNaz aktivitelerinin 

saptanması amaçlanmıştır.

Yöntem: İncelenen 15 kıyma ve 15 tavuk örneğinden 

izole edilen S. aureus ve KNS’lerin cins ve tür 

düzeyindeki identifikasyonları standart biyokimyasal 

yöntemler ve API ID 32 Staph (Bio Merieux SA, Marcy-

I’Etoile, France) bakteri tanımlama kiti kullanılarak 

yapılmıştır. Stafilokok türlerinin biyofilm oluşumları 

Congo Red Agar’da, DNaz aktiviteleri DNaz Agar’ da 

belirlenmiştir.

Bulgular: İncelenen kıyma örneklerinden 6 (%10,7)’sı  

S. aureus, 50 (%89,3)’si KNS olmak üzere toplam 56 

stafilokok izolatı elde edilmiştir. Tavuk örneklerinde 

toplam 41 KNS izolatı saptanmış fakat bu örneklerden 

S. aureus izole edilememiştir. DNaz aktivitesi kıymadan 

izole edilen S. aureus izolatlarının tamamında (%100), 

 
1 Gazi Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Teknikokullar, ANKARA

Geliş Tarihi / Received :
Kabul Tarihi / Accepted :      

İletişim / Corresponding Author : Neslihan GÜNDOĞAN
 Gazi Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Teknikokullar, ANKARA

Tel :  +90 312 202 11 94    E-posta / E-mail : gundogan@gazi.edu.tr
11.01.2012
24.08.2012

DOI ID : 10.5505/TurkHijyen.2012.03880

 Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 

Gündoğan N, Ataol Ö. Et örneklerinden izole edilen Staphylococcus aureus ve koagülaz negatif stafilokok’ların biyofilm üretimi ve DNaz aktivitelerinin               
belirlenmesi. Turk Hij Den Biyol Derg, 2012; 69(3): 135-42.



Cilt 69  Sayı 3  2012  

Turk Hij Den Biyol Derg 136

Micrococcaceae familyasından olan stafilokok 

türleri doğada çok yaygın bir şekilde toprakta, 

suda, havada, bitkilerde ve bunların dışında 

insan ve hayvanların derileri üzerinde ve 

mukoz membranlarında doğal florayı oluşturan 

mikroorganizmalardır. Patojen stafilokok türleri hem 

insan hem de hayvan sağlığını önemli ölçüde tehdit 

etmektedir (1). Meme içi iltihabı olarak bilinen 

mastitis etkeni olan stafilokoklar Staphylococcaceae 

familyasında yer alıp, çeşitli iltihaplı enfeksiyoz 

hastalıklara yol açmakla beraber insanlarda menenjit, 

septisemi, artrit, dermatit, endokardit ve eklem 

romatizmalarına neden olmaktadır (1). Staphylococcus 

genusu içerisinde yer alan Staphylococcus aureus 

türü yüksek toksisiteli ve bağırsaklarda etkili olan 

enterotoksinleri nedeni ile insanlar için potansiyel 

patojen bir mikroorganizmadır (2). S. aureus’un 

gıdalarda bulunmasının diğer bir önemi de indikatör 

mikroorganizma olarak fonksiyonudur. Gıdalarda 

bu bakterinin varlığı genellikle gıda üretiminde 

çalışan personelin deri, ağız ve solunum yollarından 

kaynaklanan kontaminasyonun göstergesi olarak 

dikkate alınmaktadır (3). Koagülaz negatif                                                                                   

stafilokoklar (KNS) uzun süredir kommensal ve 

kontaminant bakteriler olarak değerlendirilmelerine 

karşın, son yıllarda yapılan çalışmalar bazı KNS 

türlerinin enterotoksin üretebildiğini ayrıca  

insanlarda patojenik etkilerinin olduğunu 

göstermiştir (4). Çeşitli kaynaklardan izole                                                                                              

edilen stafilokokların in vivo ve in vitro olarak 

GİRİŞ

STAFİLOKOK’LARDA BİYOFİLM VE DNaz

KNS’lerin %58 ’inde pozitif bulunmuştur. Tavuktan izole 

edilen KNS’lerin %70,7 ’sinin DNaz pozitif bulunmuştur. 

Biofilm üretimi kıymadan izole edilen S. aureus 

izolatlarının %50 ’sinde, KNS’ lerin % 18’sinde tespit 

edilmiştir. Tavuktan izole edilen KNS’lerin %41.5 ’inde 

biyofilm üretimi saptanmıştır.

Sonuç: Stafilokok türlerinin etlere kontaminasyonun 

bu gıdaların hazırlanması sırasındaki zayıf sanitasyon 

ve çapraz kontaminasyonun göstergesi olabileceği 

düşünülmektedir. Bu çalışmada izolatların büyük bir 

oranda biyofilm oluşturdukları ve DNaz aktivitesine 

sahip oldukları gözlenmiştir. DNaz aktivitesi olan 

ve biyofilm oluşturabilen stafilokok türlerinin 

kontaminasyon ile gıda zincirine girebileceğinin gıda 

üreticileri tarafından dikkate alınması gerektiği, bu 

nedenle de hijyenik ve koruyucu önlemlerin alınması 

gerektiği düşüncesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Stafilokok, et, tavuk, biyofilm, 

DNaz

meat and 70.7% of CNS isolates from chicken samples 

were positive for DNase activity, respectively. In this 

study, 50% of S. aureus and 18% of CNS from minced and 

41.5% of CNS isolates from chicken samples produced 

biofilm, respectively.

Conclusion: These results suggests the contamination 

of meat and chicken samples by Staphylococcus 

spp. indicates poor personnel hygiene and cross 

contamination during the production process. In this 

study, we showed that a large proportion of isolates 

had biofilm production and DNase activity. We suggest 

that contamination of staphylococci in different levels 

of the food chain should always be considered carefully. 

The food producers should be aware that controlling 

biofilm formation and DNase activity by staphylococci. 

Therefore, strict hygienic and preventative measures 

should be taken.

Key words: Staphylococcus spp., meat, chicken, 

biofilm, DNase
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üretildikleri ortama konakçı üzerine etkili olan 

peptidoglikan, kapsuler susbstantlar, clumping faktör 

ve protein-A gibi sellüler; α toksin, β hemolizin, 

γ-hemolizin, epidermolitik toksin, pirojenik toksin, 

leukosidinler, stafilokoagülaz, enterotoksinler, 

bakteriyosin, lizozim, nükleazlar (DNaz ve RNaz), 

hyaluronidaz ve slime faktör gibi ekstrasellüler 

maddeler salgıladıkları gösterilmiştir (5). 

Bu maddelerden biyofilm ve DNaz gibi 

ekstrasellüler maddelerin stafilokokların patojenitesi 

ile yakından ilişkisi olduğu düşünülmekte ve 

stafilokokların tanımlanmalarında virulans faktörleri 

olarak yararlanılmaktadır (5). Biyofilm, canlı veya 

cansız bir yüzeye yapışarak kendi ürettikleri organik 

bir ekzopolisakkarid matriks içine gömülü ve 

hareketsiz olarak birbirine, bir katı yüzeye veya bir 

ara yüzeye geri dönüşümsüz olarak tutunmuş halde 

yaşayan mikroorganizmaların oluşturduğu topluluktur 

(6). Biyofilm üretildiği bakteriye antibiyotiklerden, 

dezenfektanlardan, kimyasallardan korunma 

gibi birçok avantaj sağlar (7). Bazı araştırmalar 

biyofilm üreten bakterilerin üretmeyenlere göre 

antibiyotiklere daha dirençli olduğunu göstermiştir 

(8). Stafilokokların biyofilm oluşturma özellikleri 

sayesinde tıbbi aletlere, gıda işletmelerindeki 

ekipmanlara, tezgah yüzeylerine tutunabildikleri 

ve çapraz kontaminasyonla gıdalara bulaşabildikleri 

gösterilmiştir (6, 7, 9). Tüm bu önemli özelliklerinden 

dolayı araştırmamızda Ankara’da satışa sunulan kıyma 

ve tavuk örneklerinden stafilokokların izolasyon ve 

tanımlanmaları yapılarak biyofilm üretimleri ve DNaz 

aktiviteleri  araştırılmıştır.  

GEREÇ VE YÖNTEM

Örnek Alma ve Örneklerin Analize Hazırlanması

Bu çalışma kapsamında Ankara İlindeki çeşitli 

marketlerden temin edilen 15 dana kıyma ve                            

15 tavuk but örneği ile çalışılmıştır. 25 g et                                                                                        

örneği steril koşullarda tartılarak, 225 ml steril 

tamponlanmış peptonlu su ile homojenizatörde  

(Stomacher 400) 10 dakika süre ile homojenize 

edildikten sonra 10-3  kadar dilüsyonları hazırlanmıştır.

Stafilokok İzolasyonu ve Tanımlanması

Homojenize edilerek ekime hazırlanmış 

dilüsyonlardan steril pipetlerle alınan 0,1 ml’lik 

örnekler %5 egg yolk tellurite emulsiyon (Oxoid SR 

0054) ilave edilmiş Baird Parker Agar (BPA; Oxoid 

CM 0275) besiyerine dragalsky özesi ile yayılarak                            

37 oC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonucunda gri ve siyah renkli koloniler şüpheli 

stafilokok kolonileri olarak değerlendirilmiştir. Bu 

şüheli koloniler yeniden taze BPA’ya pasajlanarak, 

37 oC’de 24–48 saat inkübe edilmiş ve saf kültürleri 

elde edilmiştir. Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz 

negatif, oksidasyon fermentasyon (O/F glukoz) pozitif 

olan koloniler stafilokok cinsi olarak tanımlanmıştır. 

Stafilokok suşlarına tüpte koagulaz testi yapıldıktan 

sonra suşlar koagulaz pozitif (KPS) ve koagülaz   

negatif (KNS) stafilokok olarak gruplandırılmıştır. 

Stafilokok türlerinin identifikasyonları API ID 32 Staph 

(Bio Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France) bakteri 

tanımlama kitleri ile yapılmıştır. Çalışmamıza referans 

suş olarak S. aureus ATCC 297.213 suşu kullanılmıştır.

Biyofilm Oluşumunun Belirlenmesi

Tanımlaması yapılan stafilokok türlerinin biyofilm 

oluşumları Kongo red agarda (sucrose 50 g [SIGMA], 

brain heart infusion broth [OXOID], 37 g, agar 

10 g, Kongo red [SIGMA] 0.8 g, distile su 1000ml) 

belirlenmiştir. 37 oC de 24 saat  inkübasyon sonunda 

siyah renkli koloniler biyofilm pozitif, pembe-kırmızı 

renkli koloniler biyofilm negatif kabul edilmiştir (8). 

Biyofilm pozitif kontrol suşu olarak Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35.984 ve biyofilm negatif kontrol 

olarak Staphylococcus aureus ATCC 25.923 suşu 

kullanılmıştır.

DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stafilokokların DNaz aktiviteleri DNaz Agar (Oxoid 

CM32)’da test edilmiştir. İzolatlar DNaz agara çizgi 
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tarzında ekilerek 37 oC’de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra üreyen koloniler 

üzerine 1 N HCI dölülerek etrafında açılan zon oluşumu 

DNaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmiştir         

(8). 

BULGULAR 

Araştırmamızda materyal olarak kullanılan et 

örneklerinden (kıyma ve tavuk but) izole edilen 

stafilokok türleri Tablo 1’de gösterilmiştir. 

Kıyma örneklerinden toplam 56 izolat elde 

edilmiştir. Elde edilen izolatların altısı (%10,7)

Staphylococcus aureus, 50 (%89,3)’si koagülaz negatif 

stafilokok (KNS) olarak belirlenmiştir. KNS türlerinin 

36 (%64,3)’sı S. xylosus, yedisi (%12,5) S. hominis, 

üçü (%5,3) S. capitis, ikisi (%3,6) S. epidermidis ve 

ikisi (%3,6) S. cohnii olarak belirlenmiştir. Tavuk 

örneklerinden toplam 41 izolat elde edilmiş olup bu 

izolatların hepsi KNS türlerine aittir. Bu türlerin 13 

(%31,7)’ü S. simulans, 10 (%24,4)’u S. cohnii, dokuzu 

(%22,0) S. capitis, altısı (%14,6) S. hominis, ikisi 

(%4,9) S. auricularis, biri (%2,4) S. haemolyticus dur. 

Tavuk örneklerinden S. aureus ve KNS türlerinden S. 

xylosus ve S. epidermidis izole edilememiştir. Kıyma 

örneklerinden de S. simulans, S. auricularis ve S. 

haemolyticus izole edilememiştir. 

Kıyma ve tavuk örneklerinden izole edilen 

stafilokok türlerinin DNaz aktiviteleri Tablo 2’de 

gösterilmiştir. Kıyma örneklerinden DNaz pozitif 

toplam 35 (%62,5) stafilokok izolatı elde edilmiş 

olup, bunların altısı (%100) S. aureus,  ikisi (%100)                   

S. epidermidis,  altısı (%86) S. hominis, ikisi (%67)                                                                                                    

S. capitis, biri (%50) S. cohnii ve 18 (%50)’i                                     

S. xylosus’dur.

Tavuk örneklerinden toplam 29 (%70,7) DNaz 

pozitif stafilokok izolatı elde edilmiştir. Bu izolatların 

üçü (%50) S. hominis, yedisi (% 78) S. capitis,                                                                       

sekizi (%80) S. cohnii, dokuzu (%69,2) S. simulans, biri 

(%50) S. auricularis ve biri (%50) S. haemolyticus’dur.  

STAFİLOKOK’LARDA BİYOFİLM VE DNaz

Tablo 1. Et örneklerinden izole edilen Stafilokok türlerinin 
dağılımları
   

                
Stafilokok türleri

         Kıyma        Tavuk but

n %* n %

S.aureus 6 10,7 - -

S. xylosus 36 64,3 - -

S. hominis 7 12,5 6 14,6

S. capitis 3 5,3 9 22,0

S.epidermidis 2 3,6 - -

S.cohnii 2 3,6 10 24,4

S. simulans - - 13 31,7

S. auricularis - - 2 4,9

S. haemolyticus - - 1 2,4

TOPLAM 56 100 41 100

n: izolat sayısı
*: yüzde değerleri toplam izolat sayısına göre alınmıştır

Tablo 2. Et örneklerinden izole edilen DNaz pozitif Stafilokok 
türlerinin dağılımları 
   

                
Stafilokok türleri

         Kıyma        Tavuk but

n % n %

S.aureus     6                17,2 -                   -

S.epidermidis     2                5,7 -                    -

S.hominis     6                 17,2 3                                                10,3

S.capitis     2                 5,7 7                                              24,1

S.cohnii     1                 2,9 8                                     27,6

S.xylosus    18                 51,4 -                                     -

S. simulans     -                   - 9               31,0

S. auricularis     -                   - 1                3,5

S. haemolyticus     -                   - 1                3,5

TOPLAM     35             100 29 100

n: izolat sayısı
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Kıyma örneklerinden toplam 12 (%21,4), 

tavuk örneklerinden toplam 17 (%41,5) biyofilm 

pozitif izolat elde edilmiştir. Stafilokok türlerinin 

biyofilm oluşumları Tablo 3’de gösterilmiştir. Kıyma 

örneklerinde 3 S. aureus (%50), bir S. epidermidis 

(%50), bir S. hominis (%14) ve yedi S. xylosus (%19) 

izolatında biyofilm üretimi saptanmıştır. Tavuk 

örneklerinde de üç S. hominis (%50), bir S. capitis 

(%11,1), dört S. cohnii (%40) ve dokuz S. simulans 

(%69,3) izolatında  biyofilm üretimi gözlenmiştir.  

TARTIŞMA

İnsan ve sıcak kanlı hayvanların deri ve mukozal 

membranlarında,  toz ve toprak gibi çevresel 

ortamlarda bulunan S. aureus ve KNS’ler;  etlerin 

kesimi, parçalanması, depolanması sırasında uygun 

olmayan hijyenik koşullarda hazırlanan bir çok 

gıdaya bulaşabilirler (10). Araştırmamızda kıyma 

örneklerinden %10,7 oranında S. aureus izole edilirken, 

tavuk örneklerinden S. aureus izole edilememiştir. 

Schlegelova ve ark, çalıştıkları et örneklerinden %52,2 

oranında S. aureus izole ettiklerini bildirmişlerdir (11). 

Çıtak ve Duman Ankara’da yaptıkları bir çalışmada 

toplam 105 tavuk örneğinden 195 stafilokok izolatı 

elde etmiş olup, 92 (%47,2)’sini S. aureus olarak 

tanımlamışlardır (12). Güven ve ark., Eskişehir ve 

Kütahya bölgesinde S. aureus’u et ürünlerinden %48,7 

oranında izole etmişlerdir (13) 

Gündoğan ve ark., çalıştıkları 150 et ve tavuk 

örneklerinin 80 (%53,3)’ninden S. aureus izole 

ettiklerini belirtmişlerdir (14). Bu çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar çalışmamızın sonuçlarından oldukça 

yüksektir.

Önceleri derinin normal florasında bulunan 

KNS’lerin zararsız etkenler olduğu düşünülse de 

günümüzde bu bakterilerin insan ve hayvanlarda 

önemli bazı hastalıkların etkeni fırsatçı patojenler 

oldukları bilinmektedir (1). Diğer taraftan, S. 

xylosus, S. warneri, S. carnosus gibi bazı KNS 

türlerinin fermente etlerdeki lipoliz, proteoliz ve 

lezzet gelişiminde rol aldıkları bilinmekte ve güvenli 

kabul edilmektedirler (15). Ancak son yıllarda 

yapılan araştırmalar bazı KNS türlerinin stafilokok 

enterotoksinleri üretebildiğini göstermiştir (16). 

Araştırmamızda kıyma örneklerinden 36 (%64,3) S. 

xylosus, yedi (%12,5) S. hominis, üç (%5,3) S. capitis, 

iki (%3,6) S. epidermidis ve 2 (%3,6) S. cohnii olmak 

üzere toplam 56 KNS, tavuk but örneklerinden de 

13 (%31,7) S. simulans, 10 (%24,4) S. cohnii, dokuz 

(%22) S. capitis, altı (%14,6) S. hominis, iki (%4,9) S. 

auricularis ve bir (%2,4) S. haemolyticus olmak üzere 

toplam 41 KNS izole edilmiştir. Çıtak ve Duman tavuk 

örneklerinden 103 (%52,8) KNS izolatı tanımladıklarını 

bildirmişlerdir (12). Addis ve ark., ise 200 peynir 

örneğinden 19 (%9,5) KNS izole etmişlerdir (17). 

Marino ve ark., tüketime hazır hayvansal gıdalar ile 

yaptıkları bir araştırmada S. saprophyticus’ u (%23,7) 

dominant tür olarak izole ederlerken, S. epidermidis, 

S. pasteuri, S. sciuri, S. xylosus ve S. warneri türlerini 

Tablo 3. Et örneklerinden izole edilen biyofilm pozitif 
Stafilokok türlerinin dağılımları 
   

                
Bakteri Adı

         Kıyma        Tavuk but

n % n %

S. aureus     3              25 -                -

S. epidermidis     1              8,3 -                -

S. hominis  1             8,3 3               17,7

S. capitis      -               - 1               5,9

S. cohnii      -               - 4               23,5

S. xylosus   7             58,4 -                  -

S. simulans -                - 9               52,9

S. auricularis       -                - -                   -

S. haemolyticus -               - -                   -

TOPLAM     12             100 17 100

n: izolat sayısı
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daha az sıklıkla izole etmişlerdir (15). Sawant ve 

ark., çiğ süt örneklerinden izole ettikleri 168 KNS 

izolatının %36 S. chromogenes, %22 S. epidermidis, 

%22 S. hyicus, %10 S. simulans, %4 S. warneri, %2 S. 

hominis ve %1 S. intermedius, S. sciuri, S. xylosus 

olarak tanımlamışlardır (18).

 İzolasyon oranları ve izole edilen türler bakımından 

bizim sonuçlarımız ile yukarıdaki bazı araştırmacıların 

sonuçları arasındaki farklılığın çalışılan örnek sayısı, 

çeşidi, işletmelerin hijyenik koşulları ve gıdaların 

depolama sürelerinin farklılığından kaynaklandığı 

düşünülmektedir.  

DNaz aktivitesinin belirlenmesinin patojenik 

stafilokokların normal flora üyelerinden ayrılması 

bakımından önem taşıdığı belirtilmektedir (19). 

Devriese ve Oeding, S. aureus’ların koagülaz ve 

DNaz oluşturmaları arasında sıkı bir ilişki olduğunu 

ileri sürmüşlerdir (19). Araştırmamızda kıyma 

örneklerinden izole edilen S. aureus’ların tamamında 

(%100), KNS’lerin %58’inde, tavuk örneklerinden izole 

edilen KNS’lerin %70,7’sinde DNaz akivitesi tespit 

edilmiştir. Sonuçlarımıza benzer şekilde Mastunga ve 

ark., sütlerden izole ettikleri 58 S. aureus izolatının 

tamamında DNaz aktivitesi tespit etmişlerdir (20). 

Gündoğan ve ark., çiğ süt, pastörize süt ve dondurma 

örneklerinden izole ettikleri 110 S. aureus izolatının 

%94,5’inde DNaz aktivitesi tespit etmişlerdir (21). 

Çıtak ve ark; çiğ sütlerden izole ettikleri 704 S. 

aureus izolatının %93,6’ sında, 147 koagülaz negatif 

stafilokok izolatının %10,2’sinde DNaz aktivitesinin 

bulunduğunu göstermişlerdir (22). 

Biyofilm, bakterileri konakçının savunma 

hücrelerinden, antibiyotiklerden, çeşitli kimyasal ve 

dezenfektanlardan koruyan ekzopolisakkarit yapıda 

bir bariyerdir (6). Gıda endüstrisi bakımından bakteri 

biyofilmleri büyük önem taşımaktadır. Bakterilerin 

gıda üretiminin yapıldığı yüzeylere yapışması ve 

biyofilm oluşturmaları birçok gıda patojeninin veya 

gıdalarda bozulmalara neden olan bakterilerin 

gıdalara kontaminasyonuna yol açabilmektedir              

(6, 7).

Araştırmamızda kıyma örneklerinden izole edilen 

S. aureus’ların %50’sinde, KNS’lerin %18’inde biyofilm 

üretimi tespit edilirken, tavuk örneklerinden izole 

edilen KNS’lerin ise %41,5’inde biyofilm üretimi tespit 

edilmiştir. Sonuçlarımıza benzer şekilde Vasudevan 

ve ark., mastitisli ineklerden izole ettikleri 35 S. 

aureus izolatının, 24 (%68,6)’ünde biyofilm üretimi 

tespit etmişlerdir (23). Gündoğan ve ark; çiğ süt, 

pastörize süt ve dondurma örneklerinden izole 

edilen S. aureus’ların %52,7’sinin slime ürettiklerini 

bildirmişlerdir (21). Çalışma sonuçlarımızdan farklı 

olarak Çıtak ve ark., çiğ sütlerden izole ettikleri 

S. aureus’ ların %5,1’inde, KNS’lerin %42,2’sinde 

biyofilm üretimi olduğunu belirtmişlerdir (22).

Sonuç olarak, tüketime sunulan et ve tavuk 

örneklerinden stafilokok türlerinin izolasyonları 

bu bakterilerin gıda üretiminin herhangi bir 

aşamasında gıdalara kolaylıkla kontamine olabildiğini 

göstermektedir. Bu izolatların DNaz ve biyofilm 

üretebilme kapasiteleri, halk sağlığı açısından risk 

oluşturabilir veya gıdalarda bozulmalara neden 

olarak ekonomik kayıplara neden olabilir. Bu nedenle 

gıdaların üretiminden tüketiciye ulaşana kadar 

geçen bütün aşamalarda gerekli hijyen ve sanitasyon 

kurallarına uyulması gerekmektedir.
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Enteral beslenme ürünlerindeki toplam vitamin 
C miktarının HPLC yöntemi ile belirlenmesi*

Quantitative determination of total vitamin C in
enteral nutrional products by using HPLC

Pınar KAYNAR1,      Meşküre CANPOLAT1,     Ayşe KAVAKLI1,    
Esra Jale ÖZEROĞLU1,    Serdar Alp SUBAŞI1

ABSTRACT

Objective: Enteral nutritional products intended for 

the dietary management of patients and require to be 

used under medical supervision are specially processed 

or formulated. These products contain water soluble 

and fat soluble vitamins. The vitamin C (ascorbic acid) 

which is one of the water soluble vitamins is a important 

vitamin for many body functions. The aim of this study 

is to determine the applicability of UV detection (280 

nm) method by the simply, specific and sensitive high 

pressure liquid chromatography (HPLC) for quantitative 

estimation of total vitamin C levels in enteral nutritional 

products.

Method: HPLC method was used for quantitative 

determination of total vitamin C in total 28 enteral 

nutritional products. The chromatographic system 

was done on a C18 column (250x4.60 mm-5 µ) with UV 

detection at 280 nm. Buffer containing hexanesulphonic 

acid sodium salt and methanol (98:2) was used as the 

mobile phase at a flow rate of 1 mL/min. In statistical 

evaluation; the relationship between the values 

determined for enteral nutrition products and the 

values declared on the labels of the products was made 

according to independent samples T-Test.

ÖZET

Amaç: Belli bir beslenme gereksinimi bulunan 

hastaların diyetlerini düzenlemek amacıyla tıbbi 

gözetim altında kullanılan özel olarak üretilmiş veya 

formüle edilmiş enteral beslenme ürünleri; suda 

çözünen vitaminler ile yağda çözünen vitaminleri 

içermektedirler. Suda çözünen vitamin grubu içinde 

yer alan vitamin C bir başka adıyla askorbik asit, pek 

çok vücut fonksiyonu için önemli bir vitamindir. Bu 

çalışmada, söz konusu ürünlerdeki toplam vitamin C 

miktarının tayinine yönelik olarak UV dedektörü (280 

nm) ile kolay, spesifik, duyarlı yüksek basınçlı sıvı 

kromatografi (HPLC) yönteminin uygulanabilirliğini 

tespit etmek amaçlanmıştır.

Yöntem: Toplam 28 adet enteral beslenme 

ürünündeki toplam vitamin C miktarının belirlenmesi 

için HPLC yöntemi kullanılmıştır. Kromatografik sistem; 

C–18 kolon (250x4,60 mm-5µ) ve 280 nm’ye ayarlı UV 

dedektör kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Mobil faz 

olarak 1 ml/dak akış hızında hekzansülfonik asit sodyum 

tuzu içeren tampon ve metanol (98:2) kullanılmıştır. 

Enteral beslenme ürünlerinde belirlenen toplam 

vitamin C miktarı ile ürün etiketlerinde beyan edilen 

miktarlar arasındaki ilişki bağımsız gruplarda T-testi 

kullanılarak, istatistiksel yönden değerlendirilmiştir.
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Enteral beslenme ürünleri; bireyin iştahsızlık, 

çeşitli hastalık ve/veya ameliyat gibi nedenlerle 

ağız yolu ile yeterli besin alamadığı durumlarda, 

besin alınımını takviye etmek ve/veya tüm besin 

öğeleri gereksinimini karşılamak için kullanılan 

ürünler olarak ifade edilmektedir (1). Enteral 

beslenme ürünlerinin içeriğinde vücut metabolizması 

için gerekli olan suda çözünen vitaminler ve yağda 

çözünen vitaminler bulunmaktadır. C vitamini 

(askorbik asit) suda çözünebilen vitaminlerden 

olup, vücudun kendisi tarafından üretilemeyen bir 

vitamindir (2). Vitamin C tayinine yönelik titrimetrik, 

kolorimetrik, kinetik, enzimatik, spektrofotometrik 

ve kromatografik gibi birçok yöntem kullanılmaktadır 

(3-8). Spesifik, duyarlılık, uygulama süresi ve 

kolaylığı açısından birçok avantajlara sahip olan 

yüksek basınçlı sıvı kromatografi (HPLC) yönteminin 

kullanımının günümüzde arttığı görülmektedir. HPLC 

yöntemi ile yapılan çalışmalarda; UV, floresans, 

diod dizi, elektrokimyasal, refraktif indeks, kütle 

ve amperometrik gibi çeşitli dedeksiyon sistemleri 

kullanılmaktadır (9-12).

Bu çalışmada; enteral beslenme ürünlerindeki 

toplam vitamin C miktarının tayininde UV dedektör 

kullanılan HPLC yönteminin uygulanabilirliğinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Yöntemin uygulanabilirliğini test etmek amacıyla 

2009 yılında, Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkezi 

Başkanlığı - Tüketici Güvenliği ve Sağlık Etkileri 

Araştırma Müdürlüğü’ne bağlı laboratuvarlarda 28 

adet enteral beslenme ürünü çalışılmıştır. Enteral 

beslenme ürünlerinin analizinde aşağıdaki cihaz-

ekipman, standart ve kimyasaldan yararlanılmıştır.

Cihaz ve Kimyasallar

(a) HPLC: SpectraSystem P1000 model yüksek 

basınç pompası, SpectraSystem AS3000 model 

enjeksiyon bloğu ve SpectraSystem UV 1000 

kullanılmıştır.

(b) Analitik Kolon: 250 x 4,60 mm-5µ boyutlarında 

ters faz C18 kolon (Phenomenex) kullanılmıştır.

GİRİŞ

HPLC-UV İLE VİTAMİN C BELİRLENMESİ

Bulgular: Enteral beslenme ürünlerindeki toplam 

vitamin C miktarı HPLC yöntemi ile belirlenmiş 

ve toplam vitamin C miktarı 3,9–52,20 mg/100 ml 

arasında bulunmuştur. İstatistiksel değerlendirme ile 

bulunan değerlerin ürün etiketlerinde beyan edilen 

değerlere uygunluk gösterdiği belirlenmiştir (p>0,05). 

Toplam vitamin C’nin alıkonma süresi yaklaşık beş 

dakika olarak tespit edilmiştir. Dedeksiyon limiti (LOD) 

ise 0,005 mg/100 ml olarak saptanmıştır.

Sonuç: Enteral beslenme ürünlerindeki toplam 

vitamin C miktarının belirlenmesinde HPLC-UV 

yönteminin kullanılabileceği görülmüş ve yöntemin 

duyarlı olması, uygulama süresi ile kolaylığı açısından 

avantajlı olduğu düşünülmüştür. Ayrıca, bu ürünler 

için beyan edilen vitamin C miktarının doğruluğu 

onaylanmıştır.

Anahtar Sözcükler: Enteral beslenme, diyet 

formülasyon, vitamin C (askorbik asit), HPLC

Results: HPLC method was used for quantitative 

determination of total vitamin C in enteral nutritional 

products. The values of total vitamin C of the products 

ranged from 3.9 to 52.20 mg/100 ml. In the statistical 

evaluation, it was observed that the values determined 

for enteral nutrition products were similar to the values 

declared on the labels of the products (p>0.05). The 

retention time of vitamin C was determined as ca. five 

min. It was also found that the detection of limit (LOD) 

is 0.005 mg/100 ml.

Conclusion: It was showed that HPLC-UV can be 

applied for the quantitative determination of total 

vitamin C levels in enteral nutritional products. This 

had the advantages of improved simplicity, sensitivity 

and shorter application times. Also, it is approved that 

the values of total vitamin C declared on the labels of 

these products are accurate.

Key Words: Enteral nutrition, diet formulation, 

vitamin C (ascorbic acid), HPLC
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(c) Mobil Faz: Akış hızı 1 ml/dak olan ve 

hekzansülfonik asit sodyum tuzu içeren tampon ile 

metanol (98:2) mobil faz olarak kullanılmıştır. Mobil 

faz günlük hazırlanmış ve kullanılmadan önce 0,45 µ 

filtreden geçirilmiştir.

(d) Vitamin C Standart Çözeltisi: Vitamin C stok 

çözeltisi günlük olarak 0,25 mg/ml konsantrasyonda 

%3 metafosforik asit (Merck) içerisinde hazırlanmıştır. 

Stok çözeltiden asetonitril (Merck) içeren çözücü ile 

seyreltmek suretiyle 0,005, 0,010, 0,015, 0,020 ve 

0,025 mg/ml konsantrasyonlarda standart çözeltiler 

hazırlanmıştır. Kalibrasyon eğrisi, konsantrasyona 

karşılık pik yüksekliği baz alınarak hazırlanmıştır 

(Şekil 1).

Örnek Hazırlanması

Toplam 28 adet enteral beslenme ürün örneğinden 

0,005-0,025 mg/ml olacak şekilde tartımlar 

yapılmış ve son hacimlere %3 metafosforik asit ile 

tamamlanmıştır. Tamamlanmış çözeltiden uygun 

miktarlarda alınarak asetonitril içeren çözücü ilave 

edilmiştir. Daha sonra örnek 0,45 µ por çapındaki 

filtreden geçirilmiş ve filtratın 50 µl’si kolona                                                                               

enjekte edilmiştir. Ayrıca, dedeksiyon limiti (LOD) 

tayini için az olan konsantrasyonda örnek hazırlanarak 

kolona enjekte edilmiştir. Elde edilen sonuçların 

standart sapmasının üç katı olarak LOD değeri 

hesaplanmıştır.

İstatistiksel Analiz

Çalışmamızda; enteral beslenme ürünlerinin 

etiketlerinde beyan edilen vitamin C miktarı ile 

belirlenen vitamin C miktarının normal dağılıma 

uygunluğu kontrol edilmiş ve bağımsız gruplarda 

T-testine (indepentent samples T-test) göre 

etiket değeri ile saptanan miktar arasındaki fark 

araştırılmıştır. Bu fark, p<0,05 olduğunda anlamlı 

kabul edilmiştir. 

BULGULAR

Bu çalışmada; 28 adet enteral beslenme 

örneğindeki toplam vitamin C miktarı HPLC                                                                                     

kullanılarak belirlenmiştir. Yöntemin doğrusal cevap 

aralığı 0,005-0,025 mg/ml olarak bulunmuştur. 

Vitamin C yaklaşık beş dakikalık bir elusyon 

süresinde analiz edilmiş ve dedeksiyon limiti (LOD) 

0,005 mg/100 ml olarak saptanmıştır. Tablo 1’de 

28 adet enteral beslenme ürün örneğinde saptanan 

toplam vitamin C miktarı ile beyan edilen etiket 

değerleri verilmiştir. Şekil 2 (a)’da vitamin C standart 

çözeltisi kromatogramı ve (b)’de enteral beslenme 

ürün örneğine (E19) ait vitamin C kromatogramı 

gösterilmiştir. Enteral beslenme ürünlerinin etiket 

değeri ile saptanan miktar arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkın bulunmadığı tespit edilmiştir 

(p>0,05).

0,005-0,025 mg/ml standart konsantrasyon aralığı 

için pik yüksekliği ile konsantrasyon arasındaki 

korelasyon katsayısı r=0,999 olarak saptanmıştır 

(n=5) (Şekil 1). Enteral beslenme ürün örneklerindeki 

toplam vitamin C miktarının 3,9-52,20 mg/100 

ml arasında olduğu tespit edilmiştir. Tespit edilen 

değerlerin, ürün etiketlerindeki değerlere uygunluk 

gösterdikleri belirlenmiştir (Tablo 1). Çalışmamızda, 

bağımsız gruplarda T-testine (indepentent samples 

T-test) göre enteral beslenme ürünlerindeki etiket 

değeri ile saptanan miktar arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkın bulunmadığı tespit edilmiştir 

(p>0,05).

Şekil 1. Vitamin C standart çözeltilerine ait kalibrasyon 
eğrisi
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TARTIŞMA

Enteral beslenme ürünlerindeki toplam vitamin 

C miktarı yüksek basınçlı sıvı kromatografi (HPLC) 

kullanılarak tespit edilmiştir. Bu ürünlerdeki toplam 

vitamin C miktarı 3,9–52,20 mg/100 ml arasında 

bulunmuş ve bulunan değerlerin ürün etiketlerinde 

beyan edilen değerlere uygunluk gösterdikleri 

belirlenmiştir. Kaynar ve ark. (13) söz konusu 

ürünlerdeki vitamin B2 miktarının belirlenmesi için 

HPLC kullanmışlardır. Friel ve ark. (14) ise enteral 

ve parenteral beslenme alan prematüre bebeklerde 

vitamin C, riboflavin, tiyamin ve piridoksin 

vitaminlerin durumlarını belirlemek için yaptıkları 

çalışmada; kolorimetrik ölçüm yanında yüksek basınçlı 

sıvı kromatografisinden yararlanmışlardır. Yapılan 

başka bir çalışmada da meyve suları, meyve-sebze 

püreleri ve bebek mamalarındaki toplam vitamin C 

miktarının belirlenmesi için HPLC-UV kullanılmıştır. Bu 

çalışma sonucunda, elde edilen vitamin C miktarının 

beyan edilen değerlere oldukça yakın olduğu 

saptanmıştır (15). Bebek mamalarındaki askorbik asit 

ve dehidroaskorbik asitin belirlenmesi için yapılan 

bir çalışmada da yüksek basınçlı sıvı kromatografi 

yöntemi kullanılmıştır. İncelenen bu ürünlerdeki 

toplam vitamin C miktarının etiketleri üzerinde beyan 

edilen değerlerden daha yüksek olduğu bulunmuştur 

(16). Fontannaz ve ark. (17) zenginleştirilmiş 

gıda ürünleri, premiks ve duomikslerdeki toplam 

askorbik asit (AA) miktarı için HPLC-UV yöntemini 

HPLC-UV İLE VİTAMİN C BELİRLENMESİ

Tablo 1. Enteral beslenme ürünlerinde saptanan toplam 
vitamin C miktarı ile etiket değerleri (mg/100 ml).

Enteral Beslenme 
Ürünün Kodu

Saptanan 
Değer

Etiket 
Değeri

E1 30,22 30,00

E2 18,01 18,00

E3 16,44 17,00

E4 7,38 7,00

E5 3,90 3,80

E6 18,80 18,00

E7 7,75 7,00

E8 8,12 8,00

E9 15,45 15,00

E10 6,89 6,70

E11 15,22 15,00

E12 12,00 12,00

E13 12,87 12,00

E14 5,14 5,00

E15 43,82 43,00

E16 5,39 5,00

E17 10,02 10,00

E18 12,80 11,00

E19 9,34 9,10

E20 4,98 5,00

E21 52,00 50,00

E22 5,59 5,00

E23 13,40 12,00

E24 16,12 15,00

E25 14,06 13,00

E26 19,11 18,80

E27 15,25 15,00

E28 4,00 4,60

 Şekil 2 (a). Vitamin C standart çözeltisi kromatogramı

Alıkonma
Zamanı

Zaman (dk)

Şekil 2 (b). Enteral beslenme ürününe ait (E19) vitamin 
C kromatogramı

Alıkonma
Zamanı

Zaman (dk)
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geliştirmişlerdir. Geliştirilen yöntemin bu tipteki farklı 

gıda ürünlerindeki askorbik asit (vitamin C) miktarını 

belirlemek için uygulanabileceğini ve zenginleştirilmiş 

gıda ürünlerindeki iso askorbik asit varlığının kontrolü 

için tavsiye edilebileceğini belirtmişlerdir. Çeşitli 

meyvelerdeki askorbik asidin belirlenmesi için de 

HPLC-UV yöntemi kullanılmış ve bu yöntemin kolay ve 

ucuz olmasından dolayı seçilebileceği ifade edilmiştir 

(18). Sanchez ve ark. (19) ise yeşil bezelyelerdeki 

(Phaseolus vulgaris L.) vitamin C’nin belirlenmesi için 

spektrofluorimetri yöntemi ile HPLC-UV kromatografik 

yöntemi karşılaştırmışlar ve HPLC-UV’nin daha uygun 

bir yöntem olduğunu belirlemişlerdir. Vinci ve ark. 

(20)’da farklı egzotik meyvelerdeki askorbik asit 

seviyelerini HPLC metot ile belirlemişler ve 20-90 

mg/100g arasında yüksek seviyede askorbik asit 

içerdiklerini tespit etmişlerdir.

Çalışmamızın sonucunda; enteral beslenme 

ürünlerindeki toplam vitamin C miktarının belirlenmesi 

amacıyla HPLC-UV kullanılabileceği tespit edilmiştir. 

Bu metodun; duyarlılığı, uygulama süresi ve kolaylığı 

açısından avantajlı bir yöntem olduğu görülmüştür. 

Ayrıca, enteral beslenme ürünlerinin üzerinde beyan 

edilen vitamin C miktarının doğruluğu onaylanmış ve 

bu ürünlerle beslenen bireylerin günlük vitamin C alımı 

açısından sorun veya komplikasyon yaşamayacakları 

düşünülmüştür.
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Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Sağlık Uygulama ve 
Araştırma Merkezi 2009-2011 yılı Tüberküloz 

Laboratuvar verilerinin değerlendirilmesi*

Evaluation of Tuberculosis Laboratory results 
in Çanakkale Onsekiz Mart University Research 

and Education Hospital for 2009-2011

Nilgun ÖZBEY1,     Alper AKÇALI1,     Müşerref TATMAN-OTKUN1

ABSTRACT

Objective: Tuberculosis microbiological laboratory 

diagnosis was firstly started in year 2009, in Microbiology 

Laboratory of Onsekiz Mart University Research and 

Education Hospital in Çanakkale. We aimed at this 

study to present our laboratory data and to evaluate 

the methods which were used for the diagnosis of 

micobacteria. 

Method: Samples sent to our laboratory for 

tuberculosis culture were stained by Ehrlich-Ziehl-

Neelsen (EZN) method and evaluated microscopically. 

After processing of samples, each sample was inoculated 

to Löwenstein-Jensen medium (LJ) and BACTEC MGIT 

960 (Mycobacteria Growth Indicator Tube, Becton 

Dickinson, USA) liquid based medium. If suspected 

growth was detected, Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTBC) typing was made and if requested 

antituberculosis drug susceptibility for streptomycin 

(STR), isoniazid (INH), rifampicin (RF) and ethambutol 

(ETM) tested. Samples from normally sterile body sites 

cultured directly, others were firstly decontaminated 

and concentrated.

Results: During the study period 1.048 samples 

from 667 patient has been processed. Seventy eight 

samples  (7.44%) from 54 patients were found positive 

ÖZET

Amaç: Çanakkale İlinde tüberküloz kültür 

çalışmalarına 2009 yılında ilk olarak Çanakkale Onsekiz 

Mart Üniversitesi Sağlık Uygulama ve Araştırma 

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda başlanmıştır. 

Bu çalışma ile laboratuvarımızda elde edilen verilerin 

sunulması ve mikobakteri tanısında kullanılan 

yöntemlerin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

Yöntem: Mikobakteri kültürü için laboratuvarımıza 

gönderilen klinik örnekler Ehrlich-Ziehl-Neelsen 

(EZN) yöntemi ile boyanarak, mikroskobik olarak 

değerlendirilmiş; Löwenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve 

BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator 

Tube, Becton Dickinson, ABD) sıvı bazlı kültür sistemi 

tüplerine ekilmiştir. Üreme görülen kültür tüplerinde 

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) 

tanımlaması ve istem yapıldığında streptomisin (STR), 

izoniazid (INH), rifampisin (RF), etambutol (ETM) 

duyarlılıkları çalışılmıştır. Aseptik koşullarda toplandığı 

düşünülen vücut sıvıları dekontamine edilmeden direkt 

olarak, diğer örneklere ise önce dekontaminasyon ve 

sonra konsantrasyondan ekim yapılmıştır.

Bulgular: Laboratuvarımıza 667 hastadan toplam 

1.048 örnek gönderilmiştir. 54 hastaya ait 71’i MTBK, 

yedisi tüberküloz dışı mikobakteri olmak üzere toplamda 
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Tüberküloz hastalığı tanı ve tedavi yöntemlerindeki 

gelişmelere rağmen gerek dünyada gerekse 

ülkemizde hala ciddi bir halk sağlığı sorunu olmaya 

devam etmektedir. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 

2011 yılında çıkardığı Küresel Tüberküloz Kontrolü 

Raporuna göre dünyada 2010 yılında 8,8 milyon yeni 

vaka ortaya çıkmıştır. 2010 yılında tüberkülozdan 

hayatını kaybeden toplam 1,45 milyon hastadan 350 

bini HIV pozitif, 1,1 milyonu HIV negatiftir. Raporda 

verem savaşı dispanseri kayıtlarına göre Türkiye’nin 

2010 yılında yeni vaka sayısı 15.183 olarak 

bildirilmiştir. DSÖ tüberküloz insidans hesabında yeni 

ve nüks vaka sayılarının toplamını kullanmakta olup 

2010 yılında Türkiye’de insidans 15.879’dur (1).

Tüberküloz etkeni Mycobacterium tuberculosis 

kompleksin klasik metodlar ile tanımlaması ve 

antitüberküloz ilaçlara duyarlılığının belirlenmesi 

uzun zaman gerektirdiği için hızlı ve güvenilir 

yöntemler geliştirilmektedir. Ülkemizde kullanım 

alanı bulmuş olan kültür sistemleri; 

Radyometrik Esaslı Sistemler: BACTEC 460 TB 

(Becton Dickinson, ABD) sistemi, 

GİRİŞ

ÇANAKKALE TÜBERKÜLOZ LABORATUVAR VERİLERİ

78 örnekte (%7,44) BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, 

ABD) sistemi ile üreme saptanmıştır. LJ besiyerinde 64’ü 

MTBK, dördü tüberküloz dışı mikobakteri olmak üzere 

toplamda 68 örnekte üreme saptanmıştır. BACTEC MGIT 

960 sisteminde üremenin saptanabildiği süre ortalama 

11,8 gün (± 7,45 SS) olarak tespit edilmiştir. EZN 

boyamasında 49 örnekte asidorezistan basil görülmüştür. 

Bu örneklerin 42 (%86)’sinde üreme saptanabilmiştir.            

54 hastanın 25’inin izolatında ilaç duyarlılığı çalışılmıştır. 

Altı izolatta en az bir ilaca direnç saptanırken en  yüksek 

oranda STR direnci görülmüştür. Beş örnekte STR direnci, 

üç örnekte INH direnci, bir örnekte de ETM direnci 

saptanmıştır. Üç örnekte aynı anda STR ve INH  direnci  

saptanmıştır. RF dirençli MTBK saptanmamıştır.

Sonuç: Bu çalışma ile Çanakkale ilindeki tüberküloz 

laboratuvarına ait ilk bulgular  sunulmuştur. BACTEC    

MGIT 960 otomatize sıvı bazlı tüberküloz kültür sistemi                        

ile yapılan kültür ve ilaç duyarlılık testleri katı                                                                                                                               

besiyerinden daha kolay ve hızlı olarak 

gerçekleştirilmektedir. Tüberküloz tanısında kültür 

duyarlılığının mikroskopiden fazla olduğu, ancak 

erken tanı konulabilmesi nedeni ile duyarlılığı düşük                    

olmasına rağmen mikroskobik incelemenin rutin olarak 

kültür ile birlikte değerlendirilmesi gerektiği kanaatine  

varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, 

kültür, antitüberküloz duyarlılık

by BACTEC MGIT system: 71 of them MTBC and seven 

of them were mycobacteria other than tuberculosis                                 

(MOTT). By LJ medium 64 MTBC and 4 MOTT strain, 

totally 68 mycobacterium were isolated. Mean time                                 

for detecting positive culture by MGIT 960 was 11.8 days  

(± 7.45 SD). With EZN stain, 49 samples were detected 

as acido resistant bacilli and only 42 (86%) of them were 

positive by culture. Antituberculosis drug susceptibilty was 

evaluated at isolates of 25 from 54 patients. A resistance 

to at least one of the drugs were detected  in six isolates. 

It is found that five isolates were resistant to STR, three 

were resistant to INH and one was resistant to ETM. Three 

isolates were resistant to both STR and INH. Rifampicin 

resistance was not detected in MTBC. 

Conclusion: With this study we presented first 

tuberculosis laboratory findings from our province, 

Çanakkale. Tuberculosis microbiological culture and 

antituberculosis susceptibility tests can be made using 

Bactec MGIT 960 system which is easier and faster than 

solid media culture. In tuberculosis diagnosis sensitivity 

of culture is higher than microscopical evaluation. It 

was concluded that although microscopic examination 

has low sensitivity, for early detection of tuberculosis 

both culture and staining should be used together for 

routine detection of tuberculosis. 

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, culture, 

antituberculosis susceptibility
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Floresan Esaslı Sistemler: BACTEC Mycobacteria 

Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (Becton Dickinson, 

ABD) sistemi ve BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, 

ABD) sistemi, Kolorimetrik Esaslı Sistem: BacT/ALERT 

MB (MB/BacT) (BioMerieux, Fransa) sistemi,

Katı Özellikte Kolorimetrik Esaslı Sistem: 

MYCOLOR TK kültür (Salubris A.Ş., İstanbul) sistemidir 

(2-4).

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi (ÇOMÜ) 

Sağlık Uygulama ve Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji 

Laboratuvarı Çanakkale İlinde mikobakteri kültürü, 

tiplendirilmesi ve antimikrobiyal duyarlılık testi 

yapılabilen tek laboratuvardır. İlimiz tüberküloz 

verilerini içeren daha önceden yapılmış bir 

çalışma bulunmamaktadır. Çalışmamızda çeşitli 

klinik materyalden izole edilen mikobakterilerin 

tanımlanması, antitüberküloz duyarlılık oranlarının 

belirlenmesi ve mikobakteri laboratuvar tanısında 

kullanılan yöntemlerin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM
ÇOMÜ Sağlık Uygulama ve Araştırma Hastanesi 

Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na 1 Ocak 2009-30 

Haziran 2011 tarihleri arasında tüberküloz ön tanısı 

ile gönderilen örnekler ve sonuçları retrospektif 

olarak incelenmiştir. Gönderilen klinik örnekler 

Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yöntemi ile boyanmış, 

Löwenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve BACTEC MGIT 

960 (Becton Dickinson, ABD) sıvı bazlı kültür sistemi 

tüplerine ekimi yapılarak takip edilmiştir. Üreme 

olanlarda üreticinin önerilerine göre Mycobacterium 

tuberculosis kompleks (MTBK) tanımlaması ve istem 

yapıldığında streptomisin, izoniazid, rifampisin, 

etambutol duyarlılıkları çalışılmıştır. Mikobakteri 

yönünden incelemek amacı ile laboratuvara 

gönderilen balgam, bronş lavaj sıvısı (BAL), akciğer 

dışı abse aspirat sıvısı, trakeal aspirat, idrar gibi 

klinik örnekler dekontaminasyon ve konsantrasyondan 

sonra; beyin-omurilik sıvısı (BOS), eklem sıvısı, 

plevra sıvısı, perikard sıvısı, doku biyopsi örneği, asit 

gibi aseptik koşullarda toplandığı düşünülen vücut 

sıvıları ise dekontamine edilmeden direkt olarak 

ekimleri yapılmış ve preparatları hazırlanmıştır. 

Örneklerin dekontaminasyon ve konsantrasyon 

işlemleri Mycoprosafe (Salubrius A.Ş., İstanbul) 

veya TDC (RTA Laboratuvarları, İstanbul) hazır 

ticari kitleri kullanılarak yapılmıştır. Ekim sonrası 

inkübe edilen LJ tüpleri günlük olarak üreme olup 

olmadığı kontrol edilerek üreyen kolonilerden EZN 

boyama yapılmıştır. Ekim yapılan MGIT tüpleri de 

42 güne kadar inkübe edilerek, pozitif sinyal veren 

MGIT tüplerinden EZN boyama yapılmıştır. Yapılan 

boyamalarda ARB saptandığında, LJ’deki kolonilerden 

veya MGIT tüplerinden alınan örnek ile pNBA (para-

nitro-benzoik asit) kullanılarak BACTEC MGIT 960 

sistemi ile MTBK tanımlanması yapılmıştır. MTBK 

olarak değerlendirilen suşların antitüberküloz ilaçlara 

karşı duyarlılık testleri BACTEC MGIT 960 sistemi ile 

streptomisin (STR; 1,0 µl/ml), isoniazid (INH; 0,1 µl/

ml), rifampisin (RF; 1,0 µl/ml), etambutol (ETM; 5,0 

µl/ml)’e karşı duyarlılıkları üretici firma önerileri 

doğrultusunda gerçekleştirilmiştir.

BULGULAR
Çalışmaya dahil edilen örnekler toplam 667 

hastadan gönderilmiştir. Hastaların 479’u erkek, 188’i 

kadın, en küçüğü altı yaşında, en büyüğü 92 yaşında 

olan hastaların yaş ortalaması 57,9 ± 16,08 SS olarak 

tespit edilmiştir. 667 hastadan toplam 1048 örnek 

çalışmaya alınmıştır. Örneklerin 631’i balgam, 240’ı 

BAL, 87’si plevra sıvısı, 20’si idrar, 16’sı perikard 

sıvısı, 14’ü akciğer dışı abse aspirat sıvısı, 11’i trakeal 

aspirat, 10’u BOS, 10’u doku biyopsi örneği, sekizi 

eklem sıvısı, biri asittir (Tablo 1). EZN boyamada 49 

örnekte asidorezistan basil (ARB) görülmüştür. Bu 

örneklerin 42 (%86)’sinde üreme saptanabilmiştir. 

Kültür ile üreme saptanan 78 örneğin 36 (%46)’sında 

EZN ile ARB tespit edilememiştir (Tablo 2). 71 MTBK, 

yedisi tüberküloz dışı mikobakteri olmak üzere 

toplamda 78 örnekte (%7,44) BACTEC MGIT 960 

sistemi ile üreme saptanmıştır. LJ besiyerinde 64’ü 

MTBK, dördü tüberküloz dışı mikobakteri olmak 

N. ÖZBEY, A. AKÇALI ve M. TATMAN-OTKUN
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üzere toplamda 68 örnekte üreme gözlenmiştir. 

Üremelerden yedisi (%9) akciğer dışı örneklerdendir. 

BACTEC MGIT 960 sisteminde üremenin saptanabildiği 

süre değerlendirildiğinde, minimum iki, maksimum 37 

gün (ortalama 11,8 gün±7,45 SS) olduğu belirlenmiştir. 

54 hastaya ait materyalde üreme saptanabilmiş 

ve antitüberküloz ilaç duyarlılığı istemi yapılan 25 

hastanın izolatında çalışılmıştır. Hastaların anti-

tüberküloz ilaç duyarlılık sonuçları incelendiğinde 

%24’ünde en az bir ilaca direnç saptanırken en 

yüksek oranda direnç STR’de görülmüştür. Beş 

örnekte STR direnci, üç örnekte INH direnci, bir 

örnekte de ETM direnci tespit edilmiştir. RF dirençli 

MTBK saptanmamıştır. İki ilaca dirençli üç MTBK 

tespit edilmiş, bunlar streptomisin ve izoniazide 

dirençli olarak bulunmuştur. Üç ilaca dirençli MTBK 

saptanmamıştır (Tablo 3).

TARTIŞMA
Tüberküloz hastalığı; ilaçla tedavisi mümkün 

olan bir hastalık olmasına karşın, halen tüm 

dünyada önemli bir sağlık sorunu olarak varlığını 

korumaktadır. Tüberkülozdan korunmanın en etkin 

yolu hastalığın erken teşhisi ve uygun tedavi yöntemi 

uygulanmasıdır. Tüberkülozun ön tanısı klinik ve 

radyolojik verilere dayanmakla birlikte, kesin tanı 

laboratuvar yöntemleri ile olmaktadır. Laboratuvar 

tanısı, etkenin hasta örneklerinde gösterilmesi ve 

izolasyonu ile sağlanır (5).

Laboratuvarımızda tüberküloz tanısında; 

EZN boyama ile ARB aranması ve kültür testleri 

kullanılmaktadır. Kültür işlemleri LJ besiyeri                        

ve BACTEC MGIT 960 sistemi ile çalışılmaktadır. 

Mikroskobik inceleme tüberküloz tanısında                                                            

basit, hızlı, ucuz ve özgül bir yöntem olması                                        

nedeniyle hastalığın endemik olduğu ülkelerde 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Mikroskobik inceleme 

öncesinde uygulanan boyama yöntemleri: EZN 

boyama yöntemi, Kinyoun boyama yöntemi ve 

auramin-rodamin floresan boyama yöntemidir (6). 

Çalışmamızdaki verilere bakıldığında, üreme saptanan 

örneklerin %54’ünde EZN ile ARB saptanabilmiştir. 

Perincek ve ark. (7) Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastanesinde 2005-2007 tarihleri arasında yaptıkları 

çalışmada EZN ile ARB saptama oranını %58,2, Kurtoğlu 

ve ark. (8) Konya Eğitim ve Araştırma Hastanesinde 

Eylül 2008-Mayıs 2010 tarihleri arasında yaptıkları 

çalışmada bu oranı %46,8 olarak bulmuşlardır. 2009 
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Tablo 1. Tbc şüphesiyle gelen örneklerin materyal türüne 
göre dağılımı

Materyal Sayı %

Balgam 631 60.2

BAL 240 22.9

Plevra sıvısı 87 8.4

İdrar 20 1.9

Perikard sıvısı 16 1.5

Akciğer dışı abse aspirat sıvısı 14  1.4

Trakeal aspirat 11 1.1

BOS 10 0.9

Doku biyopsi örneği 10 0.9

Eklem sıvısı 8 0.7

Asit 1 0.1

Toplam 1.048 100

Tablo 2. EZN boyama ile kültür sonuçlarının karşılaştırılması

Kültür 
Pozitif

Kültür 
Negatif Toplam

EZN Boyama ARB Pozitif 42 7 49

EZN Boyama ARB Negatif 36 963 999

Toplam 78 970 1.048

Tablo 3. Antibiyogram yapılan Mycobacterium tuberculosis 
kompleksi suşlarının  antitüberküloz ilaçlara direnç durumu 
(n=25)

Antitüberküloz ilaç Dirençli suş %

Streptomisin 2 8

Etambutol 1 4

Streptomisin+İzoniazid 3 12

Toplam dirençli suş 6 24
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Türkiye geneli tüberküloz verilerine göre EZN ile 

ARB saptama oranı %70 olarak bildirilmiştir (9). 

Mikroskobik incelemede ARB görülebilmesi için 

hasta örneğinde en az 5.000/ml kadar bakteri 

bulunması gerekmektedir. Mikroskobik incelemenin 

duyarlılık oranlarındaki farklılıklar, kullanılan boyama                                                               

yöntemi, inceleme yapılan mikroskobun kalitesi, 

örneğin türü, yaymanın kalınlığı, boyama sırasında 

dekolorizasyon süresi ve incelemeyi yapan kişinin 

bu konudaki tecrübesinden kaynaklanmaktadır. 

Mikroskobik inceleme duyarlılığının artması çoklu 

örnek alımıyla mümkün olmaktadır. Kültür duyarlılığı 

direkt boyama duyarlılığından yüksek olduğu için 

tanıda mikroskobik inceleme ile kültürün birlikte 

değerlendirilmesi gerekmektedir. Ancak kültürden 

sonuç almak uzun bir süre gerektirdiğinden 

mikroskobik inceleme duyarlılığı düşük olduğu halde 

en sık kullanılan yöntemdir (2,10).

Tüberküloz tanısında kültür yöntemleri altın 

standart olma özelliğini korumaktadır. Bu amaçla 

yumurta bazlı veya agar içerikli katı besiyerleri ve sıvı 

besiyerleri kullanılmaktadır. Hızlı tanı sağlayabilmek 

amacıyla sıvı besiyerlerinin otomatize ve yarı 

otomatize cihazlarda kullanıldığı çeşitli sistemler 

geliştirilmiştir (6). Kültür yönteminde üreme pozitifliği 

için örneğin ml’sinde en az 10 canlı basilin bulunması 

yeterlidir. Kültür yönteminin diğer önemli avantajları, 

mikroskobi ile ayrımı yapılamayan MTBK- tüberküloz 

dışı mikobakteri ayrımını yapabilme, ilaç duyarlılığı 

belirleme ve genotiplendirme gibi ek testler 

yapılabilmesine imkan sağlamalarıdır. Kültür amacıyla 

günümüzde en yaygın olarak kullanılan katı besiyeri 

LJ besiyeri, sıvı kültür sistemleri BACTEC 460 TB 

(Becton Dickinson, ABD), MGIT 960 (Becton Dickinson, 

ABD), MB\Bact ALERT (BioMerieux, Fransa)’ dir. Bu 

sistemlerde kültür 1-3 hafta kadar sürmektedir (2,10).

Çalışmamızı kapsayan yaklaşık iki buçuk yıllık süre 

içerisinde tüberküloz ön tanısıyla gönderilen 1.048 

örnekten 78 (%7,44)’inde BACTEC MGIT 960 sistemi ile                                                                                               

68 (%6,49)’inde LJ besiyeri ile üreme saptanmıştır. 

Bu farklılık sıvı bazlı sistemlerin az sayıda basil 

içeren örneklerde izolasyon şansını artırabildiğini 

düşündürmektedir. Çalışmamızda BACTEC MGIT 960 

(Becton Dickinson, ABD) sistemi ile pozitiflik saptanma 

süresi literatürdeki diğer çalışmalara benzer şekilde 

ortalama 11,8 (± 7,45 SS) gün olarak belirlenmiştir (2,10).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanılan tüplerin 

dibinde silikona gömülü oksijen ile bileşik halde 

bulunan fenatrolin rutenyum klorid pentahidrat 

adında floresans veren bir indikatör bulunmaktadır 

(11, 12). Tüp içinde bulunan oksijenin varlığı 

fluoresansı engeller. Mikobakteriler üredikçe tüpteki 

oksijenin kullanılmasına bağlı olarak indikatör serbest 

kalmakta ve floresan açığa çıkmaktadır. Saptanan 

floresan cihaz tarafından otomatik olarak ölçülmekte 

ve sonuçlar verilmektedir. BACTEC MGIT 960 sisteminin 

kısa sürede sonuç vermesinin yanında en önemli 

avantajları, radyoaktif madde kullanılmaması ve iğne 

veya benzeri riskli gereçlere ihtiyaç duyulmamasıdır 

(13). MYCOLOR TK (Salubris A.Ş., İstanbul) kültür 

sisteminin 2011 yılı içinde sıvı bazlı besiyeri kullanan 

modeli de piyasaya sürülmüştür. Bu sistemin BACTEC 

MGIT 960’a alternatif olarak değerlendirilmesi için 

hızla karşılaştırmalı çalışmalara ihtiyaç vardır.

Mikobakterilerin antitüberküloz ilaçlara karşı artan 

direnci, tedavinin etkili bir şekilde yapılabilmesini 

engellemekte ve dolayısıyla duyarlılık testlerinin 

yapılmasını gerekli hale getirmektedir. Dünya genelinde 

yapılmış pek çok çalışmada en sık direncin INH’ye karşı 

olduğu bildirilmektedir. Ancak bazı ülkelerde RF, STR 

ve ETM de ilk sırayı alabilmektedir. Türkiye’de yapılan 

çalışmalarda INH (14) ve STR (15) ilk sırada olarak 

bildirilmiştir. Bu durumun INH ve STR’nin tedavi ve 

profilakside en fazla kullanılan ilaçlar olmalarına bağlı 

olabileceği düşünülmektedir. Türkiye Verem Savaşı 2011 

Raporu’nda, 2009 yılı tüm hastaları değerlendirmesinde 

INH direnci %13,1, RF direnci %6,5, ETM direnci %4,7, 

STR direnci %8,5 bildirilmiştir (9). Bizim çalışmamızda; 

üreme olan örneklerde antibiyogram istemi yapılmadığı 

için sadece 25 üremede anti tüberküloz duyarlılık testi 

çalışılmıştır. Test edilen ilaçlardan en yüksek direnç 

beş suşta saptanan STR direnci olarak bulunmuştur. İlaç 

N. ÖZBEY, A. AKÇALI ve M. TATMAN-OTKUN
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direnci farklılıklarının nedeni hastaların demografik 

özellikleri, ilaç kullanım özellikleri ya da ilaç duyarlılık 

testlerinde kullanılan yöntemler ile ilgili olabilir.

Sonuç olarak bu çalışma ile ilimizdeki ilk 

tüberküloz kültür ve antitüberküloz ilaç duyarlılık 

verileri elde edilmiştir. Tüberküloz tanısında boyalı 

preparatların mikroskobik incelemesi kolay ve hızlı 

bir yöntem olmasına rağmen düşük duyarlılığa 

sahiptir. Kültür ise boyalı preparatın mikroskobik 

incelemesine göre oldukça duyarlıdır. BACTEC MGIT 

960 otomatize sıvı bazlı tüberküloz kültür sistemi ile 

kültür çalışmaları ve ilaç duyarlılıkları kolay ve hızlı 

bir şekilde çalışılabilmektedir. Tüberküloz tanısında 

kültür duyarlılığının mikroskobiden fazla olduğu, ancak 

kültür işlemleri sonuçlanana kadar hastaların erken 

tanı ve takibinde duyarlılığı düşük olmasına rağmen 

mikroskobik incelemenin rutin olarak kültür ile birlikte 

değerlendirilmesi gerektiği kanaatine varılmıştır.

TEŞEKKÜR 

Testlerin çalışılmasında ve takibindeki emeklerinden dolayı Bio. Ümit KARADELİ ve tüm laboratuvar 

çalışanlarına teşekkür ederiz.
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Kütahya İl Sağlık Müdürlüğü bünyesinde çalışanlarda nazal 
Staphylococcus  aureus taşıyıcılığı ve metisilin 

direncinin araştırılması

Investigation of nasal carriage of Staphylococcus aureus and 
Meticilin Resistance in the Kütahya Health Directorate workers

Aysel GÜLBANDILAR1,      Emine Didem BEYHAN1,      Halil İbrahim KISA1

ABSTRACT

Objective: In this study, it is aimed to investigate 

the nasal carriage of Staphylococcus aureus and 

meticilin resistance amongst the workers of the Kütahya 

Province Directorate.

Method: For the identification of isolated strains 

were used conventional biochemical tests and for 

phenotyping antibiotic susceptibility tests.

Results: A total of 597 people included in the study, 

of which 51 (8.54%) were determined as carriers. The 

distribution of carrier were found as  (7.55%) are nurses, 

midwives and health officers;  (9.42%) are health staff 

and the remaining  (11.2%) are identified as doctors, 

respectively. Methicillin resistance has not been 

determined in the isolates tested. A resistance against 

the vancomycin has not been detected. As a result 

of the tests, it is observed that 100% of isolates are 

resistant to bacitracin, 90.19% to ceftazidime, 88.23% 

to penicillin G and 82.35% to ofloxacine and 82.35% 

nalidixic acid.

Conclusion: With this study, in determining the 

rate of carriage of S. aureus, amongst the employees 

in health sector the measures have to be taken against 

the noso-comial staphylococcus infections and by giving 

ÖZET

Amaç: Bu çalışmada, Kütahya İl Sağlık Müdürlüğü 

bünyesinde çalışanların nazal Staphylococcus aureus 

taşıyıcılığı ve metisiline direncin araştırılması 

amaçlanmıştır.

Yöntem: İzole edilen izolatların identifikasyonu 

için geleneksel biyokimyasal testler ve  antibiyotik 

duyarlılık testleri kullanılmıştır.

Bulgular: Çalışma kapsamına alınan toplam 597 

kişiden 51 (%8,54)’inde taşıyıcılık belirlenmiştir. 

Taşıyıcıların oranları şöyle dağılım göstermektedir: 

(%7,55) hemşire, ebe, sağlık memuru; (%9,42)  diğer 

sağlık çalışanları ve (%11,2) doktorlar. Test edilen 

izolatlarda metisilin direnci saptanamamıştır. 

Vankomisine karşı direnç belirlenememiştir. İzolatların 

sırasıyla %100’ü basitrasin’e, %90,19’u seftazidime, 

%88,23 ile penisilin G’ye ve %82,35’i de oflaksaksin 

ile %82,35’i nalidiksik asite karşı dirençli oldukları 

belirlenmiştir. 

Sonuç: Yapılan bu çalışma, sağlık çalışanlarındaki 

S. aureus taşıyıcılık oranlarının belirlenmesinde,  

nozokomiyal stafilokok enfeksiyonlarına karşı 

alınması gereken önlemler ve uygulanabilecek 

tedavi yöntemleri hakkında değerli bilgiler vererek,                                            

 Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 
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Staphylococcus aureus insanlarda birçok 

enfeksiyona neden olan bir bakteridir. Çevre 

şartlarına dayanıklı olduklarından doğada çok 

yaygındırlar. İnsanlarda enfeksiyon yapan patojen 

stafilokokların kaynağı yine insanlardır (1). Doğal 

olarak en fazla burun ve boğaz boşluğunda, insan 

ve hayvan dışkılarında, ciltte abseli yaralarda ve 

sivilcelerde yoğun olarak; ayrıca gıdalarda ve gıda 

işletmelerinde, elle gıda hazırlayanlarda, hastane 

personeli ve hastane ortamlarında da yaygın olarak 

bulunurlar. Burunda nazal yerleşimli stafilokoklar, 

taşıyıcılarla çevreye yayılarak tehlike oluşturabilirler 

(1- 4).

Günümüzde S. aureus’un bir çok antibiyotiğe 

direnç gösteren izolatlarının ortaya çıkması çoğu 

hastane için önemli bir sorun haline gelmiştir. 

Metisilin dirençli S. aureus (MRSA) izolatları 

ile oluşan enfeksiyonlar ciddi ve tedavisi güç 

olabilmektedir. Bu nedenle, hem coğrafik bölgeler 

arasında hem de aynı bölgede değişkenlik gösteren 

MRSA izolatlarının araştırılması önem arz etmektedir.  

MRSA taşıyıcıları, bulunduğu hastane ortamı ve 

yoğun bakım birimlerinde bu bakterilerin yayılımını 

kolaylaştırmaktadırlar. Bu nedenle özellikle sağlık 

çalışanlarında MRSA taşıyıcılığının takibinin yapılması 

hastane enfeksiyonlarının kontrolü programlarının 

önemli bir parçasıdır (5-12).

Başlangıçta penisiline duyarlı olan S. aureus’un 

1950’li yıllarda yaygın antibiyotik kullanımıyla  

birlikte beta laktamaz üreten kökenlerinde                                              

artış saptanmıştır. Beta laktamaza dirençli 

penisilinlerin kullanıma girmesi direnç problemini 

bir süre için çözmüşse de, 1960’lı yıllardan                        

itibaren MRSA, özellikle hastane patojeni                                          

olarak ortaya çıkmıştır (13, 14). Metisilin                                                                                

direncinin klinikteki önemi metisilin dirençli 

izolatların aynı zamanda eritromisin, sefalosporinler, 

karbapenemler, tetrasiklin, klindamisin, 

aminoglikozid, kinolonlar gibi bir çok antibiyotiğe            

de direnç göstermesidir (13, 15).

 Özellikle nazal S. aureus taşıyıcılığının riskli hasta 

grubunda enfeksiyon gelişimine ve  epidemilere yol 

açtığı bilinmektedir. Hastane personeli el teması ile 

bulunduğu ortamda bu mikroorganizmaların taşınması 

ve yayılmasında büyük rol oynar. Cerrahi birimlerde 

yatan hastalar, hemodiyaliz hastaları ve toplum 

kaynaklı pnomoni hastaları taşıyıcılık esnasında 

gelişebilecek S. aureus enfeksiyonları açısından riskli 

grubu oluştururlar (5-10).  

Bu çalışmada Kütahya İl Sağlık Müdürlüğü’nün 

bünyesinde çalışan farklı meslek gruplarında görev 

yapan kişilerin nazal taşıyıcılığı araştırılmıştır. İzole 

edilen Staphylococcus aureus bakterileri tanımlama 

testlerinden sonra   fenotiplendirme için antibiyotik 

duyarlılık testlerine alınarak, metisilin direnci 

araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM
Bu çalışma 1-27 Mayıs 2009 tarihleri arasında 

Kütahya İl Sağlık Müdürlüğü bünyesinde çalışanlar 

başta olmak üzere merkeze bağlı sağlık ocakları,                                               

Halk Sağlığı Laboratuvarı ile Gediz, Simav, 

GİRİŞ

bu mikroorganizmaya karşı ortak korunma ve tedavi 

yöntemlerinin geliştirilmesine katkı sağlayacaktır.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, nazal 

taşıyıcılık, antibiyotik direnci, fenotiplendirme, 

metisilin. 

valuable information about the treatment methods 

a contribution will be made to the development of 

common protection and treatment methods against  this 

microorganism.

Key Words:  Staphylococcus aureus, nasal carriage, 

antibiotic resistance, phenotyping, methicillin.



Turk Hij Den Biyol Derg 157

Cilt 69  Sayı 3  2012  

Tavşanlı, Pazarlar, Şaphane ilçelerindeki Sağlık 

Grup Başkanlıkları’na ve Sağlık Ocakları’na bağlı 

çalışanlarda gerçekleştirilmiştir.

 Bu amaçla  toplam 597 sağlık çalışanından 

burun kültürü örneği alınarak, nazal taşıyıcılığın 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu kişilerin meslek 

gruplarına göre sırasıyla dağılımı; ebe 148, hemşire 

120, sağlık memuru 76, doktor 62, hizmetli 49, memur 

34, çevre sağlığı teknisyeni 23, laborant 20, veri 

hazırlama memuru 16, tıbbi sekreter 12, şöför sekiz, 

acil tıp teknikeri yedi, biyolog altı, kimya mühendisi 

dört, teknisyen yardımcısı dört, ayniyat saymanı dört, 

kimyager iki, ve sıtma işçisi ikidir. 

Çalışmaya dahil edilen sağlık çalışanlarının 

kendileri ve aile bireylerinde özellikle son altı ay 

içerinde hastanede yatma öyküsü ve stafilakok 

enfeksiyonlu bir kişiyle temas öyküsü olup olmadığı 

sorgulanmıştır. Nazal S.aureus taşıyıcılığı ve metisiline 

direncin araştırılması amacıyla yapılan çalışmalar 

İl Halk Sağlığı Laboratuvarı’nda yürütülmüştür. Bu 

amaçla çalışanların bir kısmından direkt laboratuvara 

gelerek, diğer çalışanların ise iş yerlerine bizzat 

gidilerek steril pamuklu eküvyonlu çubuklarla 

burun kültürü örnekleri alınmış ve alınan örnekler 

laboratuvara getirilerek  işlemlere devam edilmiştir.                                                                               

S. aureus olarak idendifiye edilen kökenlerin metisilin 

ve diğer antibiyotiklere duyarlılığı Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) önerilerine göre, 

KİRBY-BAUER disk diffuzyon yöntemi ile araştırılmıştır 

(16).   

Çalışmamızda  referans olarak S. aureus NRRL B 

767 izolatı kullanılmıştır (17).

Sağlık çalışanlarının  burun kültürü örnekleri daha 

önce yapılan çalışmalarda önerildiği gibi  alınmıştır 

(18 - 20). Kişilerin burun  mukozası örnekleri  steril 

pamuklu eküvyonlarla alınarak %5’lik koyun kanlı agar 

besiyerine ekim yapılmış ve petriler laboratuvara 

getirilerek ve 37 OC’de 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrası beta hemoliz yapan kolonilerden 

Baird-Parker agara ekim yapılmış, 37 OC’de 24 saat 

inkübe edilerek, gri siyah renkli ve etrafında 2-5 

mm berrak bir zon oluşmuş (Lesitinaz pozitif) parlak 

renkteki koloniler seçilerek identifikasyon testlerine 

geçilmiştir (2, 19-21). İzolatlara identifikasyon 

için Gram boyama, katalaz, koagülaz, pigment, 

lesitinaz, hemoliz ve üreaz testi uygulanmıştır. Koloni 

yapılarının seçiminde, Gram boyama sonucunda 

mor renkli, salkım görünümünde koklardan oluşan 

koloniler pozitif kabul edilmiştir (4, 22, 23).

İzolatların antibiyotiklere duyarlılıkları Mueller 

hinton agar (MHA) (Merck)  besiyerinde disk diffüzyon 

yöntemiyle incelenmiştir (7, 8, 10, 12).  Çalışmamızda; 

fusidik asid (10 mg, Oxoid), sefaklor (30 mg, Oxoid), 

seftazidim (30 mcg, Bioanalyse), eritromisin                                

(15 mcg, Bioanalyse), gentamisin (10 mcg, Bioanalyse), 

nalidiksik asit (30 mg, Oxoid), netilmisin (30 mcg, 

Bioanalyse), oflaksaksin (5 mg, Oxoid), penisilin                                                                                                 

G (10 U, Oxoid), trimethoprim, (25 mg, Oxoid) 

vankomisin (30 mg, Oxoid), basitrasin (0,04 U, 

Bioanalyse)  ve klindamisin (2 mg, Oxoid) antibiyotikleri  

kullanılmıştır.

Bu amaçla önce tüm izolatlar öze ile %5’lik koyun  

kanlı agar besiyerine ekim yapılıp 37 OC’de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası taze 

kültürden steril eküvyonla 1,8 ml izotonik %0,9 NaCl 

solüsyonu doldurulmuş, tüp içerisine aktarılarak 

dilue edilmiştir. Mc Farland No: 0,5 (108 cfu/ml) 

bulanıklığına ayarlanmıştır. MHA besiyeri yüzeyine 

eküvyon ile inokülasyon yapılmıştır. Yüzey kuruduktan 

sonra değişik antibiyotik diskleri yerleştirilerek bir 

gece inkübasyona bırakıldı bir sonraki gün diskler 

etrafında oluşan zon çapları ölçülmüştür. Elde edilen 

zon çapları CLSI tarafından önerilen zon tablosu 

ile karşılaştırılarak duyarlı, orta derece duyarlı ve 

dirençli olarak değerlendirilmiştir (16).

BULGULAR
Çalışmada toplam 597 kişiden 51 (%8,54)’inde 

taşıyıcılık belirlenmiştir. Taşıyıcıların oranları şu 

şekilde dağılım göstermektedir: %7,55 hemşire, ebe, 

sağlık memuru; %9,42 diğer sağlık çalışanları ve  %11,2 

doktorlar.

A. GÜLBANDILAR, E. D. BEYHAN ve H. İ. KISA
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İzolatların Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi                  

ile CLSI standartlarına göre  toplam  13 antibiyotiğe karşı 

duyarlılık testleri yapılmıştır. Test edilen izolatlarda 

metisilin direnci saptanmamıştır. Vankomisin’e                                                                                                   

karşı direnç belirlenmemiştir. İzolatların sırasıyla 

%100’nün basitrasin’e %90,19’unun seftazidime, 

%88,23’ünün penisilin G’ye ve %82,35’inin  oflaksaksin 

ile %82,35’i de nalidiksik asite karşı dirençli                                                 

oldukları belirlenmiştir. İzolatların antibiyotik 

duyarlılık sonuçları Tablo 1’de sunulmuştur.

Yapılan biyokimyasal testler sonucunda NRRL B 

767 referans izolatı dahil incelenen toplam izolatın 

tamamında gram boyama, hemoliz, katalaz, koagülaz, 

lesitinaz aktivitesi, pozitif olarak bulunmuştur.  

İzolatların 22’sinin altın sarısı, 16’sının krem rengi, 

13’ünün beyaz pigment oluşturduğu belirlenmiştir.

TARTIŞMA 
S. aureus, yumuşak doku enfeksiyonları, toksik 

şok sendromu, solunum sistemi enfeksiyonları, 

endokardit, besin zehirlenmesi, septik artrit, 

osteomyelit,  menenjit, sepsis ve bakteriyemi gibi 

bir çok enfeksiyonun birincil etkenidir (13, 24). 

Ayrıca hastane enfeksiyonlarında da ilk sıralarda 

yer alan fırsatçı bir patojendir. Tüm yaş gruplarında 

enfeksiyonlara neden olabilir ve her ortamda 

bulunabilir. Enfekte kişiler ve sağlıklı taşıyıcılar bu 

mikroorganizmayı yayabildikleri için belli servisler, 

ameliyathaneler ve gıda işletmeleri için özel bir 

tehlike arz ederler. S. aureus, son yıllarda cerrahi 

yara enfeksiyonlarının en sık görülen etkeni olarak 

tanımlanmıştır (5, 8).

 Hayatı tehdit eden nozokomiyal enfeksiyonlardan 

en sık soyutlanan etkenlerin başında gelen 

stafilokoklar, antibiyotiklere karşı gittikçe artan 

dirençleri sebebiyle gerek hastanelerde ve gerekse 

toplum kökenli enfeksiyonlarda büyük bir sağlık sorunu 

haline gelmiştir (5, 8, 13, 24). Özellikle kişisel temas 

ile yayılmakta, daha seyrek olarak da hava yolu ve 

kontamine eşyalar ile temas sonucu bulaşmaktadırlar. 

Hastane ortamında bakterinin enfekte kişiden sağlık 

personelinin elleri ve giysileri ile aktarılması önemli 

bir bulaşma yoludur (13, 24).

 Yetişkinlerde burun, S. aureus’un en yoğun 

bulunduğu bölgelerden biridir. Nazal taşıyıcılık oranı 

genel populasyonda %10-40 arasında değişmektedir. 

Bu gibi kişiler kendileri ve başkaları için de enfeksiyon 

riski açısından tehlike kaynağıdırlar (1).

 Gerek enfeksiyonlara yol açmadaki patojenitesi 

ve gerekse gıdalarda meydana getirdiği zehirlenmeler 

sebebiyle üzerinde çok sayıda araştırma yapılmış ve 

yapılmaya devam etmektedir.

Çalışmamızda toplam 51 S. aureus izolatı biyokimyasal 

testlere tabii tutularak identifiye edilmiştir. Taşıyıcıların 

oranları; %7,55 hemşire, ebe, sağlık memuru, 

%11,2 doktor ve %9,42 diğer sağlık çalışanları olarak 

belirlenmiştir. Bu sonuç doktorlar arasında S. aureus 

taşıyıcılığının en yüksek olduğunu göstermektedir.

Tablo 1. S.aureus  izolatlarının antibiyotik duyarlılık 
sonuçları

Antibiyotik kodu D*(%) ODD (%) R (%)

Fusidic Asit 45 (88.23) 4 (7,84) 2 (3,92)

Cefaklor 40 (78,43) 6 (11,76) 5 (9,80)

Eritromisin 35 (68,62) 12 (23,53) 4 (7,84)

Gentamisin 32 (62,75) 16 (31,37) 3 (5,88)

Nalidiksik Asit 2 (3 ,92) 7 (13,72) 42 (82,35)

Netilmisin 37(72,54) 4 (7,84) 10 (19,60)

Oflaksaksin 6 (11,76) 3 (5,88) 42 (82,35)

Penisilin G 5 (9,86) 1(1,96) 45 (88,23)

Trimethoprim 
Sulfametoksazol 8 (80,39) 5 (11,76) 38 (7,84)

Vankomisin 51 (100) - (0) - (0)

Basitrasin - (0) - (0) 51(100)

Seftazidim - (0) 5 (9,80) 46 (90,19)

Klindamisin 35 (68,62) 8 (15,68) 8 (15,68)

D : Hassas,    ODD : Orta Derecede Duyarlı,    R : Dirençli,   % : yüzde oran
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Saçılık (25), değişik hastanelerden topladığı 

izolatların tümünün vankomisine duyarlı olduğunu, 

MSSA izolatlarının  %91,70’inin penisilin G’ye dirençli 

olduklarını bildirmiştir.

Bozkurt ve ark. (26) Yüzüncü Yıl Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Araştırma Hastanesi personelinde 

nazal S. aureus taşıyıcılığı ile metisiline direnç 

oranlarını araştırdıkları çalışmada S. aureus 

taşıyıcılık oranını doktorlarda %19.7, hemşirelerde 

%15.7, hastabakıcılarda %25.3, yardımcı sağlık 

teknisyenlerinde %26.9 ve mutfak çalışanlarında      

%22.7 olarak belirlemişlerdir. MRSA oranı ise %5.9                                                                                                        

olarak bulunmuştur. MSSA’ların ise %100’ü teikoplanine, 

vankomisine, mupirosine, %95’i klindamisine, 

%92’si siprofiloksasine, %87’si gentamisine, %86’sı 

eritromisine duyarlı bulunmuştur.

Marım ve ark. (27), Denizli’de nazal S. aureus 

taşıyıcılığı ile ilgili yaptıkları araştırmada personelde 

taşıyıcılık oranını %6.7 olarak bulmuşlar ve izole 

ettikleri suşlarda metisilin direncine rastlamamışlardır.

Taşıyıcılık oranı açısından klinik olarak ameliyathane 

personelinde meslek grubu olarak sağlık memurlarında 

ve cinsiyet olarakda erkekerde daha yüksek olarak 

gözlenmiştir.

Hızel ve ark. (28), Kırıkkale Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Hastanesinde görevli 219 sağlık personelinin 

34 (%15)’ünde nazal S. aureus taşıyıcılığı belirlerken 

bunların 29’unun MSSA, 5’inin MRSA olduğunu ve 100 

hasta yakının ise %10’unun 5 MSSA, 5 MRSA nazal         

S. aureus taşıyıcısı olduğunu  belirlemişlerdir.

Gülbandılar (29), gıda elleyicilerinden (aşcı, 

fırıncı, pastacı vb.) ve halkla direkt temas eden esnaf 

gruplarından (berber, kuaför gibi) burun kültürleri 

alarak S. aureus taşıyıcılığını araştırmış ve toplam  217 

kişide burun taşıyıcılığı belirlemiştir. Tüm izolatlarda 

vankomisin, teikoplanin, ve mupirosine karşı direnç 

bulunamazken, izolatların penisilin G’ye karşı ise  

%91.74 oranında  dirençli oldukları saptanmıştır.

Kardaş ve ark. (30), Kars Yöresi hastanelerinde 

yaptıkları çalışmada izolatlarda vankomisin ve 

mupirosine   karşı direnç belirleyemediklerini, tüm 

izolatlarının  penisilin G’ye karşı  %100  dirençli 

olduklarını beyan etmişlerdir. Ayrıca eritromisin, 

klindamisin ve tetrasikline karşı hem orta derecede 

duyarlılık hem de direnç belirlerken, siprofloksaksin, 

fusidik asit, rifampisin, gentamisin, trimethoprim- 

sulfametaksazol ve oflaksaksin antibiyotiklerine karşı 

direnç durumu belirlememişlerdir.

 Yaptığımız bu çalışmada izolatların sırasıyla 

%90,19’u  seftazidime, %88,23’ ile penisilin G’ye ve 

%82,35’i de oflaksaksin ile %82,35’i nalidiksik asite 

karşı dirençli oldukları belirlenmiştir. Adı geçen 

çalışmalarda belirtilen vankomisine  karşı bulunan 

duyarlılık oranları ile  penisilin G’ye karşı bulunan 

dirençlilik oranları bizim çalışma sonuçlarımızla 

benzer bulunmuştur. 

Görüldüğü gibi farklı merkezlerde ve farklı 

gruplarda yapılan çalışmalarda birbirinden farklı 

oranlar bildirilmiştir. Yurtdışında yapılan benzer 

çalışmalarda ise yine gruplar arasında farklılıklar 

belirtilmiştir.

Zanelli ve ark. (31), İtalya da yaptıkları çalışmada 

nazal taşıyıcılık oranını %30,5 olarak belirlerken; 

Kluytmans ve ark. (32), tarafından yapılan çalışmada 

bu oranı normal popülasyonda %19-%55,1, hemodiyaliz 

hastalarında ise %30,1-%84,4 olarak belirlemişlerdir.  

Prassana ve Thomas (33); farklı yıllarda yaptıkları 

çalışmalarda antibiyotik kullanımının artmasıyla 

birlikte antibiyotiklere karşı duyarlılığın azaldığını 

bulmuşlardır. Yine aynı çalışmada araştırmacılar 

vankomisin ile yaptıkları çalışmalarda 1995 yılında 

%1,4 oranında orta derecede duyarlılık belirlerlerken, 

1996’da bu oranın %1,1’e düştüğünü bildirmişlerdir. 

Çalışmalarında elde ettikleri bulgularla gelecekte 

S. aureus izolatları arasında vankomisine direncin 

gelişecebileceği yönünde tahminde bulunmuşlar ve 

bu direncin genetik ve mikrobiyolojik çalışmalarla 

doğrulanacağını belirtmişlerdir.

Sonuç olarak, Kütahya İli Sağlık Müdürlüğü’ne 

bağlı olarak çalışan personelin burunlarında 

S. aureus taşıyıcılık oranlarının yüksek oranda 

bulunmayışı sevindiricidir. Elde edilen sonuçlara 

A. GÜLBANDILAR, E. D. BEYHAN ve H. İ. KISA
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Olgu Sunumu/Case Report

Pediatrik bir hastada Salmonella paratyphi A’nın 
neden olduğu bir akut hemorajik sistit olgusu*

A case of acute hemorrhagic cystitis caused by 
Salmonella paratyphi A in a pediatric patient

Erkan YULA1,   Özcan DEVECİ2,   Türkan TOKA-ÖZER3,
Alicem TEKİN4,   Melek İNCİ1,    Ali KARAKUŞ5

ABSTRACT

It is a very rare medical condition that Urinary tract 

infection (UTI) caused by Salmonella species. Seven-

year-old boy admitted to our hospital with complaint of 

lower abdominal pain, burning and pain during urination 

(dysuria), nausea and increased fever. The patient had 

normal vital signs but abdominal examination revealed 

bilateral suprapubic tenderness. In the laboratory, it was 

found the amount of hemoglobin 12.9 g/dL, red blood cell 

count 4.8 million/mm3, white blood cell count 11.800/

mm3, platelet count 275.000/mm3, level of C-reactive 

protein 30.2 mg/L, serologically S. paratyphi A “O” 

antibody (1/160) and S. paratyphi A “H” antibody (1/320) 

positivity. Urine examination showed gross hematuria 

and leukocyte esterase was positive. Urine culture 

was performed and isolate obtained urine culture was 

identified with conventional methods. Result of urine 

culture was reported as Salmonella species and isolate was 

determined as Salmonella paratyphi A by using anti-sera 

during the advanced identification. Results of radiological 

imaging were found normal. The patient was diagnosed 

ÖZET

Salmonella türlerinin neden olduğu üriner sistem 

enfeksiyonu (ÜSE) oldukça nadir görülen bir klinik 

durumdur. Yedi yaşında erkek bir hasta; alt karın ağrısı, 

idrar yaparken yanma ve ağrı, bulantı ve ateş yükselmesi 

şikayeti ile hastanemize başvurmuştur. Fizik muayenesinde 

hastanın vital bulgularının normal olduğu saptanmış ancak 

abdominal muayene ile bilateral suprapubik hassasiyet 

bulunduğu belirlenmiştir. Laboratuvar tetkiklerinde; 

hemoglobin miktarı 12,9 g/dL, eritrosit sayısı 4,8 milyon/

mm3, lökosit sayısı 11.800/mm3, trombosit sayısı 275.000/

mm3, C-reaktif protein düzeyi 30,2 mg/L, serolojik olarak 

paratyphi A “O” antikoru (1/160) ve paratyphi A “H” 

antikoru (1/320) pozitifliğinin bulunduğu belirlenmiştir. 

İdrar mikroskobisinde ise hematüri görülmüş ve lökosit 

esteraz pozitif bulunmuştur. İdrar kültürü çalışılmış ve 

kültürden elde edilen izolat konvansiyonel yöntemlerle 

tanımlanmıştır. İdrar kültürü sonucu Salmonella spp. olarak 

bildirilmiş ve antiserumlarla yapılan ileri tanımlamalarda 

izolatın Salmonella paratyphi A olduğu tespit edilmiştir. 

Radyolojik görüntüleme sonuçları normal bulunmuştur. 
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Salmonella türleri çoğunlukla kendi kendini 

sınırlayan ve klinik olarak sıklıkla gastroenterit 

tablosu ile seyreden enfeksiyonlara yol açan 

Enterobacteriaceae ailesi üyesi Gram negatif 

basillerdir. Bu mikroorganizmalar, bağışıklık 

sistemi tam olarak olgunlaşmamış süt çocuklarında 

veya baskılanmış kişilerde bakteriyemi ve çeşitli 

ekstraintestinal organ tutulumları gibi daha ağır 

klinik tablolarla karşımıza çıkabilmektedir. Ülkemizde 

yapılan çok merkezli bir çalışmada; en sık izole edilen 

suşlar Salmonella serovar enteritidis ve Salmonella 

paratyphi B olarak bildirilmiştir (1). Tüm dünyada 

enfeksiyonlara neden olan Salmonella türlerinin 

idrar yolu enfeksiyonlarına yol açması oldukça nadir 

görülen bir klinik tablodur. Salmonella türlerine bağlı 

üriner sistem enfeksiyonlarının çoğu üst üriner sistem 

(üreter ve böbrek) kökenli olduğu belirtilmektedir. 

Hastaların çoğunun malignensi veya solid organ 

transplantasyonu gibi altta yatan bir bağışıklık 

yetmezliği veya önceden var olan böbrek taşı, 

hidronefroz, anatomik anomali gibi patolojilere sahip 

oldukları da söylenmiştir (2-5). S. typhimurium’un 

renal transplantlı hastalarda en çok izole edilen 

Salmonella türü olduğu da tespit edilmiştir (2). 

Salmonella türlerinin neden olduğu akut hemorajik 

sistit ise oldukça nadir görülen ve genellikle dizüri, 

hematüri ve suprapubik bölgede hassasiyet ile kendini 

gösteren, prognozu iyi olan bir hastalıktır. Sistit 

olgularında daha çok idrarda Salmonella’ların M form 

izolatlarının bulunduğu ve bu izolatların çoğunlukla                                                                              

S. paratyphi B olduğu bildirilmiştir (6). Akut hemorajik 

sistit, pediatrik yaş grubunda nadir görülen bir 

hastalıktır ve daha çok adenovirüs, Escherichia coli 

ve kemoterapötik ilaçlarla ortaya çıkan ve daha çok 

kız çocuklarını etkileyen bir tablodur.

Bu çalışmamızda, Güneydoğu Anadolu Bölgesinde                        

S. paratyphi A’nın akut hemorajik sistit tablosunda 

etken olarak bildirildiği ilk vakayı ortaya koymak 

amaçlanmıştır.

OLGU

Kızıltepe Devlet Hastanesine, 2011 yılında 

başvuran yedi yaşındaki erkek hastanın yaklaşık bir 

haftadır devam eden karın ağrısı, idrar yaparken 

ağrı ve yanma, koyu renkli idrar çıkarma, halsizlik, 

bulantı ve ateş yükselmesi şikayetleri olmuş ve bir dış 

merkezde ampirik olarak altı gün boyunca sefoksitin 

kullanmasına rağmen şikayetlerinde herhangi bir 

düzelme olmamıştır. Geçirilmiş parazit enfeksiyonu 

(Giardia intestinalis) dışında özgeçmişinde dikkate 

değer bir özellik bulunmayan hastanın ailesinde 

benzer şikayetlerin (gastrointestinal enfeksiyon 

semptomları, ishal, kabızlık, bulantı-kusma öyküsü) 

GİRİŞ

PEDİATRİK HASTADA SALMONELLA PARATYPHI A SİSTİTİ

Hastaya S. paratyphi A’nın neden olduğu hemorajik sistit 

tanısı konulmuş ve hasta yedi gün boyunca seftriakson 

tedavisi alarak tam iyileşme göstermiştir. Sonuç olarak; 

Salmonella türlerinin endemik olduğu bölgelerde S. 

paratyphi A’nın akut hemorajik sistit vakalarında etken 

olabileceği düşünülmelidir.

Anahtar Sözcükler: Üriner sistem enfeksiyonu, 

Salmonella paratyphi A, Hemorajik sistit.

as acute hemorrhagic cystitis caused by S. paratyphi A 

and received ceftriaxone treatment for seven days and 

had a full recovery. We conclude that in case of acute 

hemorrhagic cystitis, S. paratyphi A should be considered 

as causative agent in endemic areas.

Key Words: Urinary tract infection, Salmonella 

paratyphi A, Hemorrhagic cystitis.
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olmadığı, kalabalık bir aile ortamı ve düşük sosyo-

ekonomik düzeye sahip olduğu öğrenilmiştir. Yapılan 

fizik muayenesinde ise genel durumu iyi, bilinci 

açık, vücut ısısı 38,1 OC, nabız sayısı 100 atım/dak, 

solunum sayısı 26/dak, arteriyel kan basıncı 110/70 

mm Hg olarak ölçülmüştür. Hastanın bulantı dışında 

herhangi bir gastrointestinal semptomu olmayıp, tıbbi 

öyküsünde daha önce geçirilmiş bir salmonellozis 

hikayesi de bulunmamaktadır. Hastanın boy ve vücut 

ağırlığının normal sınırlarda olduğu belirlenmiştir. 

Yapılan sistemik muayenesinde suprapubik bölgede 

derin palpasyonla artan hassasiyet tespit edilmiştir. 

Diğer sistemlerin muayenesinde herhangi bir özellik 

gözlenmemiştir.

Laboratuvar incelemesinde; tam kan sayımı 

(hemogram), eritrosit sedimentasyon hızı, C-reaktif 

protein, rutin biyokimyasal parametreler, pelvik 

radyografi, periferik yayma, Gruber-Widal tüp 

aglütinasyon testi, IgG, IgA, IgM, IgE, C3, C4 

düzeylerine bakılmış ve tam idrar tetkiki yapılmıştır. 

Tetkik sonuçlarında; hemoglobin miktarı 12,9 

g/dL, eritrosit sayısı 4,8 milyon/mm3, lökosit                                                                                      

sayısı 11.800/mm3, trombosit sayısı 275.000/mm3, 

MCV 77,6 fL, RDW-CV %15,3, periferik yaymada %71   

polimorfonükleer lökosit, %4 çomak, %4 monosit,              

%21 lenfosit mevcut oluşu atipik hücre ve toksik 

granülasyon görülmemiş; trombositler kümeler 

halinde ve normal morfolojiye sahiptir. Eritrosit 

sedimentasyon hızı 27 mm/sa, C-reaktif protein 

düzeyi 30,2 mg/L, biyokimyasal parametrelerden 

elektrolitler, karaciğer fonksiyon testleri (ALT, 

AST, GGT, LDH), bilirubin, kan üre azotu (BUN), 

kreatinin, ürik asit, protein, albumin ve tokluk glukoz 

değerleri normal sınırlarda tespit edilmiştir. Tam 

idrar tetkikinde; pH 5,0, dansite 1.026, hemoglobin 

(+++++), protein (+++), bol eritrosit ve lökosit mevcut; 

C3, C4, IgG, IgA, IgM ve IgE değerleri normal sınırlarda 

görülmüştür. İmmün yetmezlikle ilgili bir bulguya 

rastlanılmamış ve ELISA yöntemi ile HIV negatif olarak 

tespit edilmiştir.

Hematüri nedeniyle yapılan radyolojik 

görüntüleme tetkiklerinde (direkt radyografi ve 

ultrasonografi) mesane duvar kalınlığında görülen 

artış dışında başka bir anomali ve patoloji rapor 

edilmemiştir.

İdrar mikroskobisinde bol miktarda eritrosit 

(hematüri) görülen ve idrar sedimentinin biyokimyasal 

incelemesinde lökosit esterazı pozitif bulunan 

hastadan uygun şartlarda alınan orta akım idrar 

örneğinden idrar kültürü çalışılmıştır. İdrar örneği %5 

koyun kanlı agar ve Eosin-Methylene Blue (EMB) agar 

(Oxoid) besiyerlerinin yüzeyine 4 mm çapında 0.01 mL 

idrar taşıyabilen standart öze kullanılarak kantitatif 

olarak inoküle edilmiştir. Besiyerleri 35±2 OC’de 18-24 

saat süresince inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 

EMB agarda üreyen Gram negatif ve laktoz negatif 

koloniler konvansiyonel yöntemler ile fenotipik 

olarak tanımlanmıştır. Suş tanımlanmasında; 

EMB agar, Hektoen Enteric Agar, Triple Sugar Iron 

Agar test besiyeri ile IMVIC testleri, üre hidrolizi, 

lizin dekarboksilasyon testleri kullanılmıştır. 

Fenotipik tanımlama sonucu Salmonella spp. olarak 

bildirilmiştir. Polivalan Salmonella antiserumları 

(RSHM Antiserumları, Ankara) ile yapılan ileri 

serolojik aglütinasyon sonucu izolat S. paratyphi A 

olarak tanımlanmıştır. Ayrıca, hastadan alınan serum 

örneğinde çalışılan Gruber-Widal tüp aglütinasyon 

testinde de paratyphi A “O” antikoru (PAO, RSHM  

Febril Antijenleri, Ankara) ve paratyphi A “H” antikoru 

(PAH, RSHM Febril Antijenleri, Ankara) sırayla 1/160 ve 

1/320 titrede pozitif olarak bulunmuştur. Eş zamanlı 

olarak alınan dışkı ve kan kültürlerinden bakteri izole 

edilmemiştir.

Suşun antibiyotik duyarlılık testi Kirby-Bauer   

disk difüzyon yöntemi ile Clinical and Laboratory 

Standarts Institute (CLSI) kriterlerine göre                                                                                       

çalışılmıştır (7). Elde edilen sonuçlara göre 

amikasin, sefazolin, sefoksitin ve gentamisin dirençli 

iken ampisilin-sülbaktam, sefepim, seftriakson, 

sefotaksim, seftazidim, ertapenem, levofloksasin, 

meropenem, piperasilin-tazobaktam, trimetoprim-

sülfametoksazol duyarlı olarak tespit edilmiştir.

E. YULA ve ark.
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Yapılan incelemeler neticesinde ayırıcı tanı göz 

önünde bulundurularak hastaya S. paratyphi A’ya 

bağlı akut hemorajik sistit tanısı konulmuş ve yedi gün 

süreyle parenteral seftriakson tedavisi uygulanmıştır. 

Tedavi sonrası alınan kontrol idrar kültüründe üreme 

olmaması, tam idrar tetkikinde parametrelerin 

normale dönmesi, kontrol ultrasonografisinde mesane 

duvarının normal kalınlıkta izlenmesi ve hastanın 

klinik bulgularının düzelmesi üzerine hasta tam şifa 

ile taburcu edilmiştir.

TARTIŞMA

S. paratyphi A, Gram negatif basillerden enterik 

ateş (tifo) etkeni olan üç patojen türünden biridir. 

Etken, kontamine su ve gıdalar ile bulaşmaktadır. 

Mideyi geçerek ince bağırsaklara ulaşan bakteri 

epitelyal hücrelere penetre olmakta, makrofajlar 

tarafından fagosite edilerek retiküloendotelyal 

dokulara yayılmakta ve çeşitli klinik manifestasyonlara 

yol açmaktadır. S. paratyphi A’nın tanısında altın 

standart kan, dışkı, idrar ve/veya kemik iliğinden 

elde edilen pozitif kültürlerdir. Mikroorganizma 

enfektif endokardit, perikardit, trombozis, 

osteomiyelit, menenjit, hepatit ve pankreatit 

olgularından nadiren izole edilmiştir. Literatürde 

çok nadir olarak renal abse, sistit ve nefrolitiyazis 

olgularında da etken olarak bildirilmiştir (3-5). Akut 

hemorajik sistit, çocuklarda genellikle kendi kendini 

sınırlayan, iyi prognozlu bir hastalıktır ve sıklıkla 

karın ağrısı, dizüri, makroskobik hematüri, sık ve 

ağrılı idrar yapma şikayetlerine neden olmaktadır. 

Hastaların ancak %46-53’ünde etken mikroorganizma 

tespit edilebilmektedir (8). Akut hemorajik sistitin 

en sık bakteriyel etkeni E. coli’dir. Staphylococcus 

saprophyticus, Proteus mirabilis ve Klebsiella spp. 

türleri de izole edilmiştir. Kültür negatif olgularda 

en sık etkenlerin adenovirus tip 11 ve 21 olduğu 

bildirilmiştir (8, 9). Salmonella enfeksiyonlarında 

üriner sistem tutulumu oldukça nadirdir ve hastaların 

yaklaşık %0,6-1,7’sinde idrarda Salmonella türleri 

izole edilmiştir (6). Salmonella türleri arasında akut 

hemorajik sistit nedeni olarak sıklıkla S. typhi ve S. 

paratyphi B etken olarak bildirilmektedir (6, 10).

Aydemir ve ark. (11), ülkemizde S. paratyphi 

B’nin etken olduğu akut hemorajik sistit olgusunu 

bildirmişlerdir. Bu vakada da çocuk hastada immün 

yetmezlikle ilgili bir bulgu bulunamamış ve etken 

dışkıdan izole edilmemiştir. D’Cruz ve ark. (4) ise 

herhangi bir predispozan faktöre sahip olmayan 

17 yaşında bir erkek hastada renal abseden, başka 

bir çalışmada da 37 yaşında nefrolitiyazisli ancak 

tifo öyküsü olmayan bir hastada S. paratyphi A                                                                                         

bulunmuştur (12). Salmonella’ların etken olduğu 

tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu bulunan ve böbrek 

taşı ile geçirilmiş tifo öyküsüne sahip 72 yaşındaki 

kadın hastada diğer koliform bakterilerle birlikte                                                                          

S. paratyphi B de belirlenmiştir (13). Leung ve ark. 

(14) herhangi bir predispozan faktöre sahip olmayan 

ve immünolojik parametreleri normal 4 yaşındaki bir 

erkek hastada S. stanleyville’nin etken olduğu üriner 

sistem enfeksiyonu (ÜSE) olgusu bildirmişlerdir. 

Tena ve ark. (15)  1990-2005 yılları arası non-

tifoid salmonellaların etken olduğu bakteriürisi 

olan 19 olgu bildirmişlerdir. Yaş ortalamaları 

62,5 olan hastaların 12’si sistit, 6’sı piyelonefrit 

tanısı almışken bir hastanın asemptomatik olduğu 

belirlenmiştir. Bildirdikleri olgu serisinde ise 14 

hastada (%73,6) çeşitli kronik hastalıklar, sekizinde 

diabetes mellitus, yedi hastada immünsüpresif tedavi 

tespit edilmiştir. Ek olarak sekiz hastada (%42,1) 

ürolojik anomalilerin olduğunu saptamışlar ve                                                                                       

19 vakanın 16 (%84,2)’sında etken olarak                                     

S. enteritidis izole edilmiştir. Sundukları olgu                         

serisi ile non-tifoid Salmonella’ların etken olduğu 

ÜSE’lerin çoğunlukla yaşlı, diabetes mellitus gibi                                                                                                          

kronik hastalığı bulunan, altta yatan ürolojik 

anomalileri ve immünsüpresyonu olan hastalarda 

meydana geldiğini vurgulamışlardır. Çalışmamızda 

herhangi bir ürolojik anomali ve immünolojik 

problemi olmayan, tamamen sağlıklı bir erkek 
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E. YULA ve ark.

çocukta gelişen hemorajik sistit tablosunda, 

idrar kültüründen izole edilen ve tanımlanan                                                                                         

S. paratyphi A etken olarak kabul edilmiştir.       

Anemnezde tifo öyküsü bulunmamasına rağmen 

Gruber-Widal tüp aglütinasyon testi ve Salmonella 

türlerine özgül antiserumlarla yapılan lam 

aglütinasyon testi olumlu sonuç vermiştir.

Sonuç olarak, Salmonella türlerinin neden olduğu 

üriner sistem enfeksiyonu mikroorganizmanın endemik 

olarak bulunduğu bölgelerde bile nadiren görülmesine 

rağmen kültürde laktoz negatif bakteriler izole 

edildiğinde Salmonella türlerinden de şüphelenmek 

gerekmektedir. Ayırıcı tanı konulduktan sonra                                                                                       

ÜSE’nin Salmonella türlerine bağlı olduğu kabul 

edilirse, hastada sistemik enfeksiyon varlığı ve 

muhtemel taşıyıcılık durumunun tespiti için ileri 

bakteriyolojik çalışmalar da mutlaka yapılmalıdır.
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Mikrosistin biyosentez yolaklarının düzenlenmesi 
ve genetik mekanizmalar

The regulation of microcystin biosynthesis pathways 
and genetic mechanisms

Serap YALÇIN1

ABSTRACT

The cyanobacteria (blue-green algae), as they are 

commonly named, comprise a diverse group of oxygenic 

photosynthetic bacteria that inhabit a wide range 

of aquatic and terrestrial environments, and display 

incredible morphological diversity. Cyanobacteria 

produce bioactive secondary metabolites, including 

alkaloids, polyketides and non-ribosomal peptides, some 

of which are potent toxins. The common occurrence 

of toxic cyanobacteria causes problems for health of 

animals and human. Cyanobacterial toxins or cyanotoxins 

are responsible diseases such as liver cancer, dermal 

contact irritations and gastroenteritis in humans. The 

cyanotoxins divide four major classes: the neurotoxins, 

hepatotoxins, cytotoxins, and dermatoxins. However, 

this toxins are quite variety. The biosynthesis pathways 

of the four major cyanotoxins: microcystin, saxitoxin, 

nodularin and cylindrospermopsin, have been interpreted 

as biochemical and genetical in the past decade. 

Microcystins have been implicated in several cases of 

animal and human intoxications. This review summarizes 

biosynthesis pathways of microcystin, chemistry, genetic 

and toxicology.

Key Words: Cyanobacteria, microcystin, toxin

ÖZET

Oksijenik fotosentetik bakteriler grubunda yer 

alan, sucul ve karasal çevrede çok yaygın bir yaşam 

alanı bulunan siyanobakteriler (Mavi-yeşil alg) farklı 

morfolojik yapıya sahiptirler. Siyanobakteriler, bir kısmı 

oldukça etkili toksin olan ribozomal olmayan peptidler, 

poliketidler ve alkoloidleri içeren biyoaktif sekonder 

metabolit üretebilmektedirler. Toksik siyanobakterilerin 

yaygın bir şekilde bulunması insan ve hayvan sağlığı 

için risk oluşturmaktadır. Siyanobakterial toksinler veya 

siyanotoksinler insanlarda karaciğer kanseri, dermal 

kontakt irritasyonlar, gastroenterit gibi hastalıklara sebep 

olmaktadır. Siyanotoksinler nörotoksinler,hepatotoksinler, 

sitotoksinler ve dermatotoksinler olmak üzere dört 

ana sınıfa ayrılırlar. Fakat yapısal olarak birbirlerinden 

oldukça farklıdırlar. Geçtiğimiz on yıl içerisinde dört 

temel siyanotoksinin: mikrosistin, nodularin, saksitoksin 

ve silindrospermopsin biyosentez yolakları biyokimyasal 

ve genetik olarak tanımlanmıştır. Mikrosistinlerin, insan 

ve hayvan intoksikasyonlarını içeren birçok vakadan 

sorumlu olduğu gösterilmiştir. Bu derleme ile mikrosistinin 

biyosentez yolaklarını, kimyasal, genetik ve toksikolojik 

özelliklerin açıklanmaya çalışılmıştır.

Anahtar Sözcükler: Siyanobakteri, mikrosistin, toksin
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Siyanobakteriler fotosentetik bakterilerin büyük 

çoğunluğunu oluştururlar. Siyanobakterilerin ilk 

olarak yaklaşık 3.5 milyon yıl öncesinde varoldukları 

bilinmektedir.  Morfolojik olarak siyanobakterilerin 

farklı türleri bulunabilmektedir. Siyanobakteriler 

ekoloji, insan sağlığı ve endüstri alanlarında önemli 

mikroorganizmalardır (1). Siyanobakterilerin tahminen 

150 cinsi, zararlı toksin üretebilme özelliğine 

sahiptir. Siyanobakteriler tarafından üretilen bu 

toksinler dört katogoride sınıflandırılmaktadır:                                                               

1. nörotoksinler, 2. hepatotoksinler, 3. sitotoksinler 

ve 4. dermatotoksinler (irritan toksinler) (2, 3). Bu 

derleme kapsamında, insan sağlığı üzerinde son 

derece önemli bir hepatotoksin olan mikrosistin 

üzerine odaklanılmış olup ve son on yıl içinde 

mikrosistinin tanımlanan biyosentez yolakları ayrıntılı 

bir şekilde açıklanmaya çalışılmıştır. 

MİKROSİSTİN

Siyanobakterilerden Microcystis, Anabaena, 

Oscillatoria, Planktothrix, Chroococcus ve Nostoc 

cinsleri heptapeptit yapısında bir hepatotoksin olan 

mikrosistin içermektedir. Microcystis aeruginosa gibi 

mikrosistin üreten türler yaygın dağılıma sahiptir ve 

insan sağlığı için önemli tehdit oluşturmaktadır (4).  

MİKROSİSTİNİN KİMYASAL YAPISI

Mikrosistinler, siyanobakterilerde bulunan 

toksinlerin yapısal olarak farklı ve en büyük grubunu 

oluştururlar.  Yaklaşık 90 mikrosistin izoformunun, 

metilasyon, hidroksilasyon, epimerizasyon derecesi, 

peptid sekansı ve toksisitesi tanımlanmıştır                                                                    

(5, 6). Siklik peptid olan mikrosistinler tip 1 ve tip2A 

ökaryotik protein fosfatazların en etkili inhibitörleridir. 

Mikrosistinler siklo yapısına sahiptir (-Adda-D-Glu-Mdha-

D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z) (5, 7). Genel yapıda X ve Z çeşitli 

L formunda bulunan aminoasitleridir. Adda, 3-amino-

9-metoksi-2,6,8,-trimetil-10-fenil-4,6,-dekadienoik 

asit, D-MeAsp, 3-metilaspartik asit ve Mdha ise 

N-metil-dehidroalanin’dir (5,7). Mikrosistinlerin 

genel yapısı Şekil 1’ de gösterilmektedir. 

MİKROSİSTİNİN TOKSİKOLOJİK ETKİSİ

İnsanlarda mikrosistin zehirlenmesi sonucu görülen 

en önemli işaret karaciğer hasarıdır. 1996 yılında 

Brezilya’da 131 hastanın 116’sında kusma, kaslarda 

zayıflık gibi rutin zehirlenme belirtileri fark edilmiş, bu 

hastaların 100’ünde akut karaciğer hasarı gelişirken, 

52’sinde “Caruaru Sendromu” olarak tanımlanan 

semptomlar belirlenmiştir. Bun semptomun sebebi 

klorlama ve filtreleme işlemi uygulanmamış sulara 

GİRİŞ

MİKROSİSTİN VE BİYOSENTEZ YOLAKLARI

Şekil 1. Mikrosistin yapısı. Mikrosistin siklik heptapeptitdir. Mikrosistinde iki değişken amino asit X ve Z olarak 
gösterilmektedir. En yaygın izoformu mikrosistin-LR (MA: 995. 17) dir.



Turk Hij Den Biyol Derg 171

Cilt 69  Sayı 3  2012  

karışan siyanotoksinlerin tüketilmesi sonucu meydana 

gelmiştir. Yapılan analizler sonucunda sularda tespit 

edilen mikrosistinler, aynı zamanda hastaların kanında 

ve karaciğerinde de bulunmuştur (8 - 10).  

Gürbüz ve ark. (11), Türkiye’de Kovada gölünde 

yaptıkları çalışmada mikrosistin seviyesinin aylara 

göre değişiklik göstermesinden dolayı, insan sağlığı 

açısından sürekli bu suların kontrol altında tutulması 

gerektiğini rapor etmişlerdir. Uluslararası Kanser 

Araştırma Merkezi (IARC) ve Dünya Sağlık Örgütü                                                                                         

(DSÖ) verilerine göre farelerde kilogram başına 

(µg/kg/d) 0,04 µg karaciğer toksisitesi meydana 

getirmektedir. İçme sularında tolere edilebilir                                                   

günlük doz mikrosistin-LR için 1,5 µg/L dir. 

Siyanotoksin zehirlenmeleri içme sularına 

karışan toksinler nedeniyle evcil hayvanlarda da 

rapor edilmiştir. Amerikanın farklı eyaletlerinde    

[(California (12), Colorado (13), Georgia (14),                                                                                      

Michigan (15), Mississippi (16), Oklahoma (17), 

Wisconsin (18), Saskatchewan] ve Kanada (19, 

20)’da mikrosistinler nedeniyle evcil hayvanlarda 

zehirlenmeler belirlenmiştir. Mikrosistinler litrede 

(µg/L) birkaç mikrogram gibi küçük dozlarda dahi 

balıklar üzerinde toksik etki meydana getirmektedir. 

Tablo 1’de çeşitli balık türlerine uygulanan 

mikrosisitinin farklı dozlarının karaciğer ve böbrekler 

üzerine subletal etkisi görülmektedir (21-25). 

Mikrosistin besinlerle alındığında organik anyon 

transport proteinleri ile karaciğere taşınır ve protein 

fosfataz 1 ve 2A’nın inhibisyonu ile toksisitesini 

göstermektedir (26 – 28). Protein fosfatazın inhibisyonu 

yapısal filamentlerin aşırı fosforilasyonuna, hücre 

iskeleti degradasyonuna ve hepatik yapının 

bozulmasına yol açmaktadır (29 - 32). Hepatositlerde 

meydana gelen büzülme ve küçülmeler karaciğer 

dokularında hasara neden olmaktadır. Bu bölgesel 

doku hasarı, organ yıkımı ve hemorajik şok ile 

sonuçlanmaktadır (30).

Mikrosistinin bütün isoformları için, toksisite 

dereceleri tespit edilmiştir. Örneğin en yaygın 

form olan mikrosistin-LR’nin, farelerde LD 50 

değeri 50 µg iken,  nadir görülen mikrosistin-

RR için öldürücü doz 600 µg’dan daha fazladır                                                                              

(33, 34). Aynı zamanda bu toksinlerin öldürücü 

olmayan dozlarına bile maruziyetin kanser 

oluşumuna neden olduğu gözlemlenmiştir (33, 34). 

Çeşitli çalışmalarda mikrosistinin kronik maruziyeti 

sonucu farelerde ve ratlarda deri ve akciğer                                                        

kanseri oluşumu gözlenmiştir (35, 36). Epidemiyolojik 

veriler insanlarda hepatosellüler karsinom gibi                                      

uzun dönemli etkilerin varlığını desteklemektedirler                                

(37, 38).

MİKROSİSTİN BİYOSENTEZİ VE GENETİK YAPISI

Mikrosistin, ribozomal olmayan peptid sentetaz 

(NRPS) ve poliketid sentaz (PKS)  içeren çok işlevli 

enzim kompleksi tarafından sentezlenmektedir.               

McyS gen bölgesi tarafından kodlanan biyosentez 

S. YALÇIN

Tablo 1. Balıklarda subletal oral mikrosistin dozlarının etkisi

Balık  Doz 
(μg MC/kg)

 Doz 
sayısı

Maruziyet 
zamanı (Gün)

Toplam Doz 
(μg MC/kg) Subletal Etki Ref.

Sazan (Yetişkin) 2.5 16 16 40 Yaygın karaciğer hasarı (21) 

Sazan (Yetişkin) 50 28 28 1,400 Ağır karaciğer hasarı (22) 

Sazan (Genç) 400 1 1 400 Ağır karaciğer ve böbrek hasarı (23) 

Alabalık 550 8 4 4,400 Ağır karaciğer hasarı (24) 

Levrek 1,150 8 4 9,200 Ağır karaciğer hasarı (25) 
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enzimleri Microcystis, Anabaena, ve Planktothrix gibi 

çeşitli siyanobakteri türlerinde karakterizedir (39–41) 

(Şekil 2). Microcystis aeruginosa PCC7806’ da, mcyS 

gen kümesi 55kb’dır ve mcyA–C and mcyD–J olmak 

üzere sentezlenen iki operonda 10 gen içermektedir. 

Bu iki operondan en geniş olan gen bölgesi mcyD–J,  

PKS enzimi (McyD), NRPS ve PKS enzimleri (hibrit 

enzim) (McyE and McyG), toksinlerin taşınmasında 

rol alan enzimleri (McyH), daha küçük bir operon 

olan mcyA–C ise NRPS enzimlerini kodlanmaktadır 

(McyA–C) (39) (Şekil 3). 

Homolog enzimler ve biyoinformatik analizlere 

bağlı Adda’nın oluşumu,  mcyD–G ve J genleri 

tarafından kodlanan enzimler ile meydana 

gelmektedir. Hibrit NRPS/PKS enzimi (McyG) Adda 

biyosentezinin ilk basamağında rol almaktadır. NRPS 

enziminin, fenilasetatı aktive etmesi başlangıç 

hipotezi olarak belirlenmesine rağmen, A–PCP’nin 

biyokimyasal karakterizasyonu, sınıflandırılmış 

fenilpropanoidlerin aktive edilmesi ve PCP yüklenmesi 

ile meydana gelmektedir (42). Aktivasyonun ardından 

fenilpropanoidlerin başlatıcı ünitesi çeşitli malonil-

CoA uzama basamakları ve C-metilasyon, redüksiyon, 

dehidrasyon ile devam eder ve  McyD, E ve G’ nin PKS 

modülleri ile katalizlenir. Aminotransferaz enzimi, 

Adda biyosentezinin son aşamasında poliketid’i 

β-amino aside dönüştürür. İkinci hibrit PKS/NRPS 

enziminin ise NRPS modülünün aktivasyonda 

ve Adda ile D-Glu kondensasyonunda rol aldığı 

düşünülmektedir (4).

Mcy F ORF geninin,  mikrosistin L-Glu kalıntılarının 

epimerizasyonundan sorumlu glutamat rasemaz 

enzimini kodladığı tahmin edilmektedir (39, 43). 

Yapılan çalışmalar McyF’nin Asp rasemaz olarak 

rol oynadığını ileri sürmektedir (44). Planktothrix 

agardhii’ deki mutagenez çalışmaları, Adda üretimin 

monofonksiyonal enzim (McyJ) tarafından O-metilasyon 

basamağının katalizlendiği bildirmektedir (40).

Mikrosistin biyosentez yolağında kalan diğer 

biyosentetik enzimler spesifik aktivasyonda, 

modifikasyonda ve lineer peptid zincirinde aminoasit 

substratlarının kondensasyonunda görev almaktadır. 

İlk olarak McyA, D-ala’nın eklenmesinin ardından 

zincire L-Ser’ni eklemektedir. Bu basamak L-Leu ve 

D-MeAsp kalıntılarının (McyB), L-Arg (McyC) eklenmesi 

ile son peptid ürünün salınımını takip etmektedir. 

Kalan tek enzim 2-hidroksi-asit dehidrojenaz (McyI), 

3-metilmalat’ın 3-metiloksalasetat’a dönüşümü 

ile mikrosistin siklik yapısı içinde,  D-metilaspartat 

üretimini gerçekleştirmektedir (45). 

Şekil 2. Çeşitli siyanobakterilerde hepatotoksin gen kümeleri. (A) N. spumigena, (B) M. aeruginosa, (C) P. agardhii, ve 
(D) Anabaena sp. 90’da mikrosistin ve nodülarin gen kümeleri poliketid sentaz (beyaz), non-ribosomal peptit sentetaz 
(kırmızı), özel enzimler (gri) ve ABC taşıyıcılarını (siyah)  kodlamaktadır (4).  
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Şekil 3. Mikrosistinin model formasyonu (McyA-E,G). Beyaz dikdörtgen PKS veya NRPS’yi göstermektedir. Aminotransferaz 
kare şeklinde gösterilmektedir. ORF, McyJ, F ve I, aktivitesi üçgen ile belirtilmektedir. Kısaltmalar: A, aminoaçil adenilasyon; 
ACP, açil taşıyıcı protein; AMT, aminotransferaz; AT, açiltransferaz; C, kondenzasyon; CM, C-metiltransferaz; DH, dehidrataz; 
Ep, epimerizasyon; KR, ketoaçil redüktaz; KS, β-ketoaçil sentaz; NM, N-metiltransferaz; OM, O-metiltransferaz; RC, rasemaz; 
TE, tiyoesteraz.  NRPS tiyolasyon motifi siyah ile gösterilmektedir (4, 22).
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ABC taşıyıcı genin ise (mcyH), mikrosistinlerin 

taşınmasında görev aldığı bilinmektedir (46). Bu 

toksinler tilakoid lokalizasyonundan (47, 48) ya 

da yüksek ve kırmızı ışığa maruziyet ile büyüme 

durumunda toksinin dışarı atılmasından sorumlu 

olabilmektedir (49). 

M. aeruginosa, P. agardhii (40) ve Anabaena sp. 

(41)’nın mcyS gen kümeleri üzerine yapılan çalışmalar 

toksin biyosentez prosesinin benzer olduğunu ancak, 

siyanobakterilerin farklı türleri arasındaki mcyS 

genlerinin diziliminde değişiklikleri göstermişledir 

(39). M. aeruginosa ve Anabaena sp. mcyS kümeleri iki 

operon arasında dizilmiştir ancak bu iki tür arasında 

bu operonlar içinde genlerin diziliş sırası farklılık 

göstermektedir. P. agardhii’de mcyS kümeleri mcyF 

ve mcyI içermeyen kendine özgü düzene sahiptir. Aynı 

zamanda P. agardhii’de mcyS gen kümeleri mcyT adı 

verilen gen içermektedir. Bu gen promotör bölgede 

yer almakta ve tip II tioesteraz enzimini kodladığı 

düşünülmektedir. M. aeruginosa, P. agardhii ve 

Anabaena sp.’de mcyS’ in özelliği siyanobakterilerde 

hepatotoksin biyosentezini ve orijinini anlamak için 

önemlidir. Transpozaz enzimlerinin tanımlanması 

ile ilişkili,  mcyS ve ndaS (nodularin) gen kümeleri 

ve yapılan filogenetik analizler çeşitli mikrosistin 

izoformlarının ve mcyS gen kümelerinin sporadik 

dağılımından sorumlu rekombinasyon olayları ve gen 

transferi teorisine izin vermektedir (39, 50, 51). 

Nitrojen, fosfor, iz elementler, büyüme sıcaklığı, 

ışık ve pH gibi çevresel ve fiziksel faktörlerin 

siyanobakterilerde hepatotoksin üretimini etkilediği 

düşünülmektedir (52 – 58). Ancak bazı çalışmalarda 

bu konu tam olarak standardize edilmemiştir. 

Toksin düzenleme çalışmalarının çoğu direk olarak 

hücresel toksin ölçümü üzerine odaklanırken, Tillett 

ve ark. moleküler seviyede mcy gen kümelerinin 

tanımlanmasının daha yakından incelenmesine imkan 

vermektedir (49). Kaebernick ve ark., farklı ışık 

dereceleri altında mcyB ve mcyD’nin transkripsiyonu 

ölçmek için “RNase protection assay” kullanmışlardır. 

Yüksek ışık yoğunluğunda ve kırmızı ışık yoğunluğunda 

artan transkripsiyon seviyesini birbiri ile ilişkili 

bulurken, mavi ışıkta ise transkripsiyon seviyesi 

azalmaktadır. İlginç olarak, koyu- hafif ışıkta (0 ve 

16 μmol foton m-2 s-1), ve orta-yüksek ışık (31 ve 

68 μmol foton m-2 s-1) aralığında meydana gelen 

transkripsiyonun arttığını göstermişlerdir (59). 

Alternatif transkripsiyon başlama bölgeleri farklı 

ışık yoğunlukları altında kültürlenmiş hücrelerde 

her iki operon için tanımlanmıştır. Örneğin düşük 

ışık yoğunluğu altında poliketid ve mcyD–J, 

merkez promotor (mcyD)’den polisistronik mesaj 

(mcyDEFGHIJ)’ın bir parçası olarak transkribe 

edilirken, yüksek ışık yoğunluğu altında genler 

alternatif promotor bölgesinden sentezlenmektedir. 

Yüksek ışık yoğunluğu altında alternatif promotor 

transkripsiyonun artmasına izin vermektedir (mcyB 

ve mcyD). Diğer özel enzimlerin (mcyF, G, H, I ve J) 

çoğu ise kendine özgü promotorlere sahiptir. 

Beslenme içeriği ve sıcaklık gibi diğer faktörler 

mcyS ekspresyonunu ve toksin biyosentezini 

etkilediği gösterilmiştir. Örneğin, Sevilla ve ark., 

(58) M. aeruginosa PCC7806’de mcyS ekspresyonu 

ve toksin biyosentezi üzerine demir (Fe) nin etkisini 

araştırmışlardır (58). Real time PCR restriksiyon 

parça uzunluk polimorfizmi (RFLP), southern ve 

dot blot hibridizasyon, sekans ve yüksek başınçlı 

sıvı kromotografi (HPLC) analizleri, mikrosistin 

biyosentez genlerinin tanımlanması,  mikrosistin-

LR’nin sentezinin ölçümü için kullanılmaktadır 

(60-64). Bu çalışmanın sonucu demirden eksik 

beslenmenin, mcyD transkripsiyonda artışa neden 

olduğunu desteklemektedir (58).  

Xu ve ark. (65), insan WRL-68 hücre hatlarına 

uyguladıkları Mikrosistin-LR’nin (10µg/L)  karaciğer 

miRNA ekspresyonunda değişikliklere neden olduğunu 

rapor etmişlerdir. 

Mikrosistin–LR etkisinin karaciğer metalloproteinase 

-2/-9 gen ifadesini değiştirdiği ve kanser hücre göçünü 

de uyardığı yine son zamanlarda yapılan çalışmalar 

arasındadır (66).

Proteomiks çalışmalarında Zebrafish’lerde 

intraperitonal olarak Mikrosistinin (0,5 LD50)                

(2.000 μg/kg) verilmesinden sonra 24 protein                                                    
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üzerine yapılan analizleri sonucu iskelet yapısı, 

oksidatif stres, glikolizis metabolizması, kalsiyum 

iyon bağlanamsı ve diğer biyolojik fonksiyonlarda 

değişiklikler gözlemlenmiştir. Aynı zamanda 

testislerde hasar ve dişi zebrafish’lerin üreme 

sisteminde oksidatif stresten dolayı hasar meydana 

gelmiştir (67).
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