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SEYHAN BARAJ GOLUNDEN IZOLE EDILEN ENTEROBACTERIACEAE GRUBU
BAKTERILERDE ANTiBIYOTiIK DIiRENCLIiLiGI VE PLAZMID PROFILLERININ
BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada Seyhan Baraj Goli’ nden izole edilen
Enterobacteriaceae grubuna ait 74 bakteri susunun coklu antibiyotik
direnclilidi (CAD) indeksi arastairilmistir. Izolatlarin plazmidleri
izole edilerek her Dbakteriye ait plazmid profili belirlenmistir.
Izolatlarin MAR indeksleri 0.29-1.0 arasinda deJismektedir. Plazmid
izolasyonunda 39 izolatin (%52.7) plazmid icerdidi belirlenmistir.
Direncli olunan antibiyotik sayisiyla plazmid iliskilerine
bakildidinda 7 farkli antibiyotide direnclilik gdésteren Escherichia
coli susunda hic¢ plazmid DNA bandili gdzlenememisken, bes farkli
antibiyotige direncli olan diger bir Escherichia coli susunda ise 14
plazmid DNA bandi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae, Plazmid, CAD,

Antibiyotik, E. coli

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCES AND PLASMID PROFILES OF
ENTEROBACTERIACEAE ISOLATED FROM SEYHAN DAM LAKE

ABSTRACT

In this study, multiple antibiotic resistance (MAR) index was
investigated in 74 Enterobacteriaceae strains isolated from Seyhan Dam
Lake. Plasmids of these strains were isolated and each of these
strains plasmid profile was determined. MAR index values changes
between 0.29-1.0. It was determined that 39 (52.7%) 1isolates contain
plasmid. By examining the relationships between resistant antibiotic
number and plasmid profiles, it was found that Escherichia coli, which
was resistant to 7 antibiotics, has not any plasmid, on the other hand
another strain of Escherichia coli, which was resistant to 5
antibiotics, has 14 plasmid DNA bands.
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1. GIiRiS (INTRODUCTION)

Sucul ortamlarda bakteriler ekosistemin dogal bir parcasidir
[1]. Yizey sularina diski kokenli Dbakteri bulastiran kirliligin
kaynaginin bilinmemesi, bakteriyi tanimlamakta problemler
olusturmaktadir [2].

Kirlilik kaynadinin bilinmesi su kalitesinin normal dizeye
gelmesine vyardim edebilir ve ortaya c¢ikan Dbulasici hastaliklarin

tedavisini kolaylastirabilir [2]. Insanlarin olusturdugu atik sular,
cesitli sekillerde yerlesim birimlerinden cevre sularina
karismaktadirlar. Bu nedenle sucul ortamlar, atik sularin icerdigi
organik ve inorganik kirlilik etkenlerine baglz olarak

kirletilmektedir [3].

Sucul ortamlarda etkili olan c¢evresel faktdrlere bagli olarak,
bakterilerde meydana gelen degdisiklikler, ekosistem ve insan sagligi
agisindan olumsuzluklara yol agabilir [1]. Atik sularin herhangi bir
aritma islemi uygulanmadan c¢evre sularina karisimi, icerdikleri
organik maddelerin mikroorganizmalarca parg¢alanmasi sonucu c¢evre
sularinda dogal yasam kosullarinin bozulmasina neden olurken
icerdikleri cesitli zehirli maddeler ve hastalik olusturan
mikroorganizmalar nedeniyle de insan sagligi ac¢isindan da Onemli
tehlikeler olusturur [3].

Ozellikle evsel atiklar, R-plazmidi tasiyan ve coJunlugu insan
barsak florasindan kaynaklanan bakteriler igerir. Bu bakterilerde
antibiyotiklere direnclilik kazandiran R-plazmidleri vyaygin olarak
bulundugundan, atik sularin c¢evre sularina bosaltilmasi, bu tip
direncli Dbakterilerin c¢evreye vyayilmasina neden olmaktadir [3].
Antibiyotik ¢adindan Once izole edilip saklanan bakterilerde direng
faktorlerinin bulunmadidi ve buglin pratikte kullanilan hemen hemen tim
antibiyotiklere bu bakterilerin duyarli olduklari kanitlanmistir [4].

Bakteriler cevresel degisikliklere cok cabuk cevap
verebildiklerinden, bu yetenekleri sucul ekosistemde kokli
degisikliklere vyol acabilmektedir [5]. Bakterilerin bu 06zellikleri

gelistirilen her yeni antibiyotide diren¢ kazanmalarina da yol acmakta
ve enfeksiyonlarla miicadelede en ©6nemli engel olan antibiyotiklere
diren¢ sorunu ortaya c¢ikmaktadir [6].

Son yillarda antibiyotiklere karsi giderek artan direng¢ sorunu
tim dinyayi tehdit eder hale gelmistir [7]. Bugiin ig¢in ise klinik
6nemi bulunan bakterilerde antibiyotik direnc¢liligi ile ilgili 100’den
fazla gen Dbulundugu bilinmektedir. Bir diger yonden direnclilik
yayilabilir bir 6zelliktir ve olustuktan sonra, biiyik bir hizla sadece
ayni tluir ve cinsler ig¢inde degil, plazmid ve transpozonlar gibi
aktarilabilir genetik materyallerle diger bakterilere de
gecebilmektedir [4].

2. CALISMANIN ONEMi (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Sucul ortamlarda artan kirlilik, ig¢ilebilir su kaynaklarinin hizla
azalmasina neden olmaktadir. Bu kirlilik kimyasal veya mikrobiyolojik
olabilir. Mikrobiyolojik kokenli kirlilik sonucu ortaya ¢ikan
enfeksiyon hastaliklari insan sagdlidi acisindan Onemli bir yer teskil
etmekte, hastalidin siddetine bagli olarak isggiici kaybina ve maddi
kayiplara neden olmaktadir. Bakteriler arasinda hizla artan
antibiyotik direnc¢liligi tedavisi zor enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Direnclilik genlerinin plazmid idzerinde tasinmasi daha bliylik bir sorun
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Antibiyotiklere karsi artan direncg
mekanizmalari yeni antibiyotiklerin kesfini de =zorunlu kilmaktadir.
Sucul ortamlarda Enterobacteriaceae grubuna ait antibiyotide direnc¢li
hastalik olusturan bakterilerin bulunmasi Ozellikle onem arz
etmektedir [8].
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3. DENEYSEL YONTEM (EXPERIMENTAL METHOD)

3.1. Bakteri izolasyonu (Isolation of Bacteria)

Enterobacteriaceae grubu bakteriler Kasim 2005-Haziran 2006
tarihleri arasinda Seyhan Baraj Golii’nden 7 farkli istasyondan alinan
su orneklerinden izole edilmistir. Steril su siseleri icinde 250 mL su
6rnekleri laboratuara steril sartlarda buz kutusunda getirilerek 4
saat icerisinde EMB agar kullanilarak Enterobacteriaceae iiyeleri izole
edilmis, Gr-boyama, indol, metil kirmizisi, Voges Prouskauer, hareket,
sitrat testi ile identifikasyonlari vyapilmistir [9]. Bakterilerin
saklanmasinda nutrient agar kullanilmistir.

3.2. Antibiyotik Direng¢liliginin Saptanmasi
(Determination of Antibiotic Resistances)
Izole edilen 74 bakterinin 7 farkli antibiyotige direncliligi agar

diliisyon metodu kullanilarak saptanmistir [10]. Luria-Bertani (LB)
buyyon besiyerinde iretilen bakteri kiltiirleri 0.5 McFarland
bulanikligina kadar sulandirilmis ve nutrient agar iizerine
yayilmistir. Kullanilan antibiyotikler derisimleri su sekildedir;

gentamisin (GEN, 30ug/mL) , imipenem (IPM, 10pg/mL) ,amfisilin (AM,
25ug/mL) , sefazolin (Ccz, 30pg/mL) , sefuroksim (CEF, 30pg/mL) ,
seftriakson (CRO, 30ug/mL) ve streptomisin (STR, 10pg/mL) .

3.3. Goklu antibiyotik diren¢liligi (CAD)indeksinin Hesaplanmasi
(Calculating of the Multiple Antibiotic Resistance (MAR)

Index)

CAD indeksi bir izolata antibiyotik wuygulandidinda a/b olarak
hesaplanir. ‘a’ izolatin diren¢li oldugu antibiyotik sayisini, ‘b’
izolatin maruz birakildidi antibiyotik sayisini temsil eder. CAD
indeksi 0.2"den yiuksek cikarsa organizma antibiyotigin cok

kullanildigi yiksek risk bdlgesininden izole edilmistir. CAD indeksi
0.2"den kiicik veya esitse izolatin elde edildigi bdélgede antibiyotik
ya az kullanilmis ya da hi¢ kullanilmamistir [11].

3.4. Plazmidlerin Izolasyonu
(Isolation of Plasmids)

Plazmid izole edilecek mikroorganizmanin LB buyyon besiyerinde bir
gecelik taze kiiltirt hazirlanarak bu killtiirden 0.1 mL alinip 10 mL’1ik
LB buyyon Dbesiyerine inokulasyonu vyapilmistir. 4-6 saat 37°C’de
iretildikten sonra, &rnedin tamami 100 mL’lik LB buyyon besiyerine
aktarilmis wve 2 saatlik inkiibasyondan sonra ortama son derisim
170pg/mL olacak sekilde kloramfenikol ilave edilerek bir gece Uremeye
birakilmistir [12]. Plasmid izolasyonu hazir plasmid izolasyon kiti
kullanilarak gercgeklestirilmistir (Roche applied science high pure
plazmid isolation kit. Cat no: 11 754 777 001).

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi
(Agarose Gel Electrophoresis)

Elde edilen plazmidler 15x20x0.5 cm ebatlarinda %1’1lik agaroz
jelde TBE tamponu kullanilarak 10V/cm® voltajda separe edilmistir.
Marker olarak Sigma Aldrich Lambda DNA HindIII Digest Buffered Aqueous
Solution (Cat. no: D9780) kullanilmistir. Elektroforez islemi
tamamlaninca Jjel elektroforez aparatindan alinip Dboyama kabina
konulmustur ve Jjel {izerine 0.5 pg/mL konsantrasyonda ethidium bromid
boyama soliisyonu konarak 45 dk. boyanmistir. Boyanin fazlasi jeli 1 mM
MgSO, soliisyonu ile 15 dk. muamele etmek suretiyle geri alinmistir. Jel
daha sonra U.V. transilliminator iizerine konarak fotograflara
cekilmistir [12].
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4. SONUCLAR (RESULTS)

Izole edilen bakteriler arasinda 33 izolatin Escherichia coli
($44.6), 30 izolatin Enterobacter cloacae (%40.5), 7 izolatain
Citrobacter freundii (%9.5), 3 izolatin Klebsiella pneumoniae (%4.1),
1 bakteri susunun Enterobacter aerogenesis (%1.4) oldudu gdérilmistir
(Tablo 1). Calismamizda en cok rastlanan izolat Escherichia coli’dir.
Bu bakteri sucul ortamlarda fekal kirliligin gdstergesidir. Seyhan
Baraj Go6ll, c¢evresinde mevcut olan yerlesim alanlari nedeniyle bu
kirlilige maruz kalmaktadair. En sik rastlanan ikinci izolat
Enterobacter cloacae’dir. Bu bakteri hastane kaynakli enfeksiyonlarda
6nemli bir patojendir ve PB-laktamlara karsi direncgli olan suslari giin

gectikce artmaktadir. Ozellikle yodun bakim {nitelerinden izole
edilmekterdir [13]. Calismamizda 5 farkli Dbakteri tirid tespit
edilmistir. Sucul bakteriler farklai ortamlardan buraya
tasindiklarindan ¢esitlilik gbsterebilir [14] ve c¢evresel sartlar
direnclilik kazanmalarina sebep olabilir. Dang wve ark. [15] Jiazhou
Korfezi’nden elde ettikleri 89 adet OTC o9 direncgli izolatin 32 farkli
tire ait olduunu tespit etmislerdir. Bu 1izolatlardan c¢odunludu

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae ve Vibrionaceae’den olusmaktadir.

Tablo 1. Bakteri tirleri ve izolasyon boélgeleri
(Table 1. Bacterial species and isolation sites)

izolatlar/Bdlge 1 2 3 4 5 6 7 Toplam
Escherichia coli 1 10 3 5 6 8 33
Enterobacter cloacae 3 7 2 17 1 30
Citrobacter freundii 3 2 7
Klebsiella pneumoniae 2 1 3
Enterobacter aerogenesis 1 1
Toplam 4 14 3 11 8 23 11 74

Calismamizda izole edilen bakteriler en fazla sefazoline (%78.4)

direncglilik gOstermislerdir. Daha sonra seftriaksona (564.9),
amfisiline (%$59.4) ve sefuroksime (%59.4) karsi yiksek oranda
direnclilik saptanmistir. Streptomisine (%38), gentamisine (%21.6) ve
imipeneme ($17.6)karsy1 olan direnc¢lilik nispeten daha az olarak

saptanmistir (Sekil 1).

Calismada izole edilen bakterilerin toplami hesaba katildiginda
10 bakteri susunun (%13.5) CAD indeksi 0.29, 12 Dbakteri susunun
(%16.2) CAD indeksi 0.43, 21 bakteri susunun (%28.4) 0.57, 16 bakteri
susunun (%21.6) 0.71, 2 Dbakteri susunun (%2.7) 0.86 ve bir bakteri
susunun (% 1.4) 1.0 olarak tespit edilmistir (Sekil 2).

Calismada izole edilen 74 Enterobacteriaceae grubu bakterilerin
tamami kullanilarak plazmid izolasyonlari gerceklestirilmistir.
Secilen Dbakteri suslarindan izole edilen plazmidlerin biyluklikleri
agaroz Jjelde yiritilen marker DNA’sinin baz c¢ifti (bg¢) Dbluytukligline
gore belirlenmistir.

Plazmid izole edilen bakterilerde, 5 farkli antibiyotige
direncli olan 1 bakterinin (%1.4) izole edilen 14 plazmid DNA bandi
oldugu, 1 bakterinin (%1.4) 13 plazmid DNA bandi oldugu ve Dbir
bakterinin de (%1.4) 12 plazmid DNA bandi oldugu belirlenmistir. 6
farkli antibiyotige direnc¢ gbsteren 2 bakteride (%2.7) ise 2 plazmid
DNA bandi oldugu belirlenmistir. 2 farkli antibiyotige direnc¢li olan 2
bakteride (%2.7) ise 7 plazmid DNA bandi oldugu belirlenmistir. Tek
antibiyotige direncli olan 1 bakteride (%1.4) ise 7 plazmid DNA bandi
oldugu belirlenmistir. 5 farkli antibiyotide direnc¢li olan 1 bakteride
($1.4) ise tek plazmid DNA bandi oldugu belirlenmistir. 7 farkla
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antibiyotige direncli olan 1 bakteride (%1.4)

gdzlenmemistir

(Sekil 3).
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Sekil 1. Seyhan Baraj Go&lii’nden izole edilen Enterobacteriaceae

suslarinin antibiyotik diren¢liligi

(Figure 1. Antibiotic resistance of Enterobacteriaceae strains
isolated from Seyhan Dam Lake)
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Sekil 2. Seyhan Baraj Goélii’nden izole edilen Enterobacteriaceae
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strains isolated from Seyhan Dam Lake)
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Sekil 3. Bakterilerin agaroz jel elektroforez sonuclari
(Figure 3. Agorose gel electrophoresis results of the bacteria)

5. TARTISMA (DISCUSSION)

Hastaliklarain tedavisinde bilingsizce ve fazla miktarda
antibiyotik kullanimi nedeniyle ve hastane atiklarinin ylizey sularina
karismasiyla, yluzey sularinda bulunan bakterilerin c¢oklu antibiyotik
direncliligi glin gectikce artmaktadir. Calismamizda &rnek topladigimiz
2. 4. ve 6. 1istasyonlar insan yerlesim alanlarina yakin bdlgelerdir.
Dolayisiyla bu bodlgeler insan aktivitelerinin en fazla olabilecegdi
bélgeler olup buralardan izole edilen Enterobacteriaceae grubu
bakterilerde antibiyotik direnclilik diizeyinin yiksek oldugu
belirlenmistir. izole edilen bu tiirlerin sefazoline $78.4,
seftriaksona %64.9, amfisiline %59.4, sefuroksime %59.4, streptomisine
%38, gentamisine %21.6 ve imipeneme %17.6 oraninda direnc¢li olduklari
saptanmistir. Benzer konularda vyapilan c¢alismalarda elde edilen
bulgular sonug¢lari desteklemektedir. Gianni-Rizzo ve ark. [16] Arga
nehrinden 1izole ettikleri Enterobacteriaceae spp. suslarinin ve
Aeromonas spp. suslarinin nalidiksik aside karsi sirasiyla %72 ve %20
oraninda direncli oldugunu tespit etmislerdir. Ayni arastiricilar
ayrica, Enterobacteriaceae spp. izolatlarinin tetrasikline %24.3
oraninda, beta-laktamlara %$20.5 oraninda direncli olduklarini,
Aeromonas spp. izolatlarinin ise tetrasikline %27.5, ko-trimoksazole
%$26.6 direnc¢li olduklarini bulmuslardir.

Knothe ve ark. [17] sefalosporin direncliliginin plazmid kokenli
oldugunu ve Klebsiella pneumoniae suslarindan izole edilen plazmidin,
sefotaksim, sefuroksim diger sefalosporinler, penisilinler ve
gentamisin direncliligini hassas suslara aktarabildigini
bildirmislerdir. Sefotaksim ve dier son kusak beta-laktam antibiyotik
direncliliklerinin Escherichia coli bakterisine cok kolay
aktarabildigini belirtmislerdir.

Bakterilerde coklu antibiyotik direnc¢liliginin gelismesinde
cesitli faktérler rol oynamaktadir. Colamiris wve ark. [18] =zararsiz
olarak tanimlanan bazi bakterilerde R-faktorlerine bagla CAD
direncliligi oldugunu tespit etmislerdir. Antibiyotiklere karsi
gelistirilen diren¢ kromozomal olabilecedi gibi ekstrakromozomal
kokenli de olabilmektedir.

Kromozom disinda, bakterilerde bulunan hiicreye bazi Onemli
0zellikler kazandiran ve bu 6zellikleri genetik kontrol altinda tutan
plazmidler bulunmaktadirlar. Plazmidler mikroorganizmalara antibiyotik
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ve adir metal direngliligi gibi o&zellikler kazandirmaktadirlar ve

izerinde 1-2 wveya daha fazla gen tasiyabilirler [19]. Plazmid
biyikliklerinin 1-2 milyon dalton arasinda degisebildigi
belirtilmektedir [20 wve 21]. Plazmidler bir bakteride kendiliginden

olusabilirler veya bir baska bakteriden aktarilma yolu ile meydana
gelebilirler. Bir plazmid hiicrede kendiliginden kaybolabilecedi gibi
kimyasal ve fiziksel vyollarla da yok olabilir [19]. Bu c¢alismada,
Seyhan Baraj Goliinden izole edilen ve antibiyotik direnc¢lilik
diizeyleri tespit edilmis Enterobacteriaceae grubu bakterilerdeki bu
direnc¢liligin plasmid kokenli olup olmadigdi, izole edilen plasmidlerin
biytklikleri elektroforez yapilarak ortaya konmustur.

Plazmid izolasyonunu vyapmis oldugumuz bakterilerde, 5 farkla
antibiyotide direncli olan 1 bakterinin (%1.4) izole edilen 14 plazmid
DNA bandi oldugu, 1 bakterinin (%1.4) 13 plazmid DNA bandi oldudu ve
bir bakterinin de (%1.4) 12 plazmid DNA bandi oldugu belirlenmistir. 6
farkli antibiyotige direnc¢ gbsteren 2 bakteride (%2.7) ise 2 plazmid
DNA bandi oldugu belirlenmistir. 2 farkli antibiyotige direnc¢li olan 2
bakteride (%2.7) ise 7 plazmid DNA bandi oldugu belirlenmistir. Tek
antibiyotige direncli olan 1 bakteride (%1.4) ise 7 plazmid DNA bandi
oldugu belirlenmistir. 5 farkli antibiyotide direncli olan 1 bakteride
($1.4) ise tek plazmid DNA bandi oldugu belirlenmistir. 7 farkla
antibiyotige direncli olan 1 bakteride (%1.4) ise plazmid DNA bandi
gézlenmemistir. Izole edilen bakterilerin gd&sterdikleri antibiyotik
direnclilik 6zelliklerinin kromozomal veya plazmidik olduklari
gdzlenmektedir [19].

Stewart ve Koditsihek [22] deniz suyundan 1izole -ettikleri
bakterilerle Escherichia coli’nin laboratuar suslari arasinda,
antibiyotik direg¢liliginin transfer edilebildigini ortaya
koymuslardir.

Shah wve Stille [23] vyaptiklari calismalar sonucunda Almanya’da
beta-laktam antibiyotiklere karsi Klebsiella pneumoniae ve Escherichia
coli suslarinin direnclilik kazandiklarini tespit etmislerdir. Sanders
ve Sanders [24] bir hastanede yaptiklari calismada Enterobacteriaceae
iiyelerinin sefalosporinlere karsi transfer edilebilir bir direnclilik
gelistirdiklerini ortaya koymuslardir. Knothe ve ark., [17]
sefalosporin direnc¢liliginin plazmid k&ékenli oldugunu ve Klebsiella
pnemoniae suslarindan izole edilen plazmidin, sefotaksim, sefuroksim
diger sefalosporinler, penisilinler ve gentamisin direnc¢liligini
hassas suslara aktarabildigini bildirmislerdir. Sefotaksim wve diger

son kusak beta-laktam antibiyotik  direncliliklerinin E. coli
bakterisine ¢ok kolay aktarabildigini belirtmislerdir.
Tim bu bulgular dogrultusunda Seyhan Baraj golinin

Enterobacteriaceae grubu bakteriler acisindan kirli oldudu, bu
bakterilerin coklu antibiyotik direnclilidi tasimasinin halk sagligi
agisindan potansiyel bir tehlike olusturdudu ve bazi dnlemler alinmasi
gerektidi sonucu c¢ikmaktadir. Ayrica ileriki calismalarda Seyhan Baraj
goli ve diger yizey sularinin mikrobiyolojik kalite kontrolleri
periyodik olarak arastirilmalaidir. Antibiyotik direnclilik
mekanizmalari molekiiler diizeyde arastirilmalidir.
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