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ONSOZ

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir. Calismada Rize
sehir sahilinde deniz suyundan izole edilen enterik bakterilerde antibiyotik direncinin
karakterizasyonu yapildi.

Tez konumu belirleyen, yoneticiligini ve damismanliginmi iistlenen, calismalarim
esnasinda biitlin giicliiklerin asilmasinda beni yonlendiren ve cesaretlendiren, her tiirlii
destegi ve imkani saglayan, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, sayin hocam
Yrd. Do¢. Dr. Osman Birol OZGUMUS’e tesekkiir ve siikranlarimi sunarim.
Calismalarim sirasinda ilgi ve deste8ini esirgemeyen, bilgisi ile daima yanimda olan
degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU’na tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca her tiirlii destegi esirgemeyen, deneyim ve bilgileri ile yanimda
olan Ars. Gor. Elif SEVIM ve Ars. Gor. Ali SEVIM e tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calismalarim
sirasinda bilgisi ve dostlugu ile her zaman yanimda olan Ars. Gor. Pinar ATASOY’ a tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca 6grencisi oldugum KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi’nin
degerli 6gretim iiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Beni yetistiren, bugiinlere gelmemde biiyiik emegi olan, maddi ve manevi her zaman
yanimda olan, sevgi ve ilgisini hi¢ esirgemeyen annem ve babam basta olmak ilizere aileme

tesekkiir ederim.

Feyza COLAKOGLU
Trabzon 2007
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OZET

Bu calismada, Rize sehir sahilinde deniz suyundan izole edilen enterik bakterilerde
antibiyotik direncinin karakterizasyonu amag¢lanmistir.

Kasim 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda yiiriitilen bu calismada, Rize sehir
sahilinde belirlenen dokuz istasyondan alinan 27 deniz suyu numunesinde toplam
koliform bakteri miktarlar1 belirlenmis, izole edilen enterik bakterilerin IMViC testleri ile
identifikasyonu yapilmis ve belirlenen antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direncgleri
belirlenmistir.

Rize’deki deniz suyundan alinan numunelerden izole edilen 45 tane enterik
bakterilerinin 11 tanesi ampisilin antibiyotigine, 7 tanesi tetrasiklin antibiyotigine ve 6
tanesinin diger test edilen antibiyotiklerden bazisina direncli oldugu goriilmiistiir. Direng
gozlenen enterik bakterilerin direng profilleri PCR analizi ile incelendiginde TEM-1 B-
laktamaz, fetB, Stif 1 ve Sinif 2 integron tasidiklar1 goriilmiistiir.

Yapilan calismalar sonucunda, ¢evrede antibiyotik direncinin oldugu ve bu direncin
bakteriler arasinda yayilabildigi belirlenmistir. Bu sonug halk ve c¢evre sagligi acisindan

Oonem teskil etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik Direnci, Rize, Deniz Suyu, TEM-1 B-laktamaz, tetB,
Smif 1 integron, Sinif 2 integron
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SUMMARY

Characterization of Antibiotic Resistance in Enteric Bacteria Which are Isolated

from Sea Water in Rize City Coast

In this study, it was aimed to characterizate antibiotic resistance in enteric bacteria
which are isolated from sea water in Rize city coast.

In the study, which is validated between the dates November 2005 to January 2006,
amount of total coliform bacteria determined in 27 sea water examples which are taken
from nine station that are determined in Rize city coast, isolated enteric bacteria are
identified with IMViC tests and their resistance are determined against certain antibiotics.

That was seen, from 45 enteric bacteria which are isolated from Rize sea water
examples are resistant to, 11 of them to ampisilin, 7 of them to tetracycline and 6 of them
to other tested antibiotics. When resistance profiles of resistance seen enteric bacteria are
investigated, it was seen that they were carrying TEM-1 B-lactamase, tetB, Class]l and
Class 2 integron.

As a result of the study, that was determined, there is antibiotic resistance in the
environment and this resistance can be spread between bacteria. This result is important

for public and environment health.

Key Words: Antibiotic resistance, Rize, Sea Water, TEM-1 B-lactamase, tetB, Class 1
integron, Class 2 integron
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Denizlerde fekal kirlenme; yerlesim bolgelerinde kanalizasyon sularinin aritilmadan
yiizeysel sularla seyrelmeye ve dogal biyolojik aritima birakilmasi ve yine kanalizasyon
sularinin denizlere bosalan dere sularina karigsmasi sonucu olugmaktadir. Dogal su
kaynaklariin, atiklarin bertarafi i¢in bu sekilde kullanilmasi, dogal ekosistemi ve insan
sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (1).

Kirletici maddeleri tasiyan sular, direkt kanalizasyon ya da dere sular1 vasitasiyla
denizlere ulagsmaktadir. Kanalizasyon sular1 bosaltim 0Ozellikleri bakimindan zaman
icerisinde rastgele ve periyodik debi degisimleri gostermekle beraber siirekli bosaltim
yapan kirletici kaynaklardir. Sahil kesimleri, ¢cok genis bir alan iizerinde denize ve dere
sularina akitilan kanalizasyon ve kiyilardaki bosaltma kanallari nedeniyle kirlenmis
durumdadir. Kara ve kiyr bolgelerindeki sularin mikrobiyolojik kirlenmesinin devamli
artmasi insan sagligi acisindan koti sonuglar dogurmaktadir (2,3,4). Kanalizasyon
sistemlerinin yetersizliginden dolay: tehlikeli mikroorganizmalar dogaya dagilir ve bazi
patojen mikroorganizmalar igme suyu ve yiyecek maddelerine karisir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO)’ niin raporuna gore, bugiin hizl bir niifus artistyla birlikte kirlenmis sularin
yetersiz dezenfeksiyonu bulagici hastaliklarin olusmasi i¢in zemin hazirlamaktadir (5). Bu
nedenle su kalitesi bakteriyolojik yonden kontrol edilmelidir. Sularin kirlilik kontroliinde
patojen bakteriler ayr1 ayr1 aranmaz. Patojenlerin yerine onlarin varligini gésteren indikator
bakteriler olan koliform grubu bakteriler aramir. Koliform grubu bakteriler
Enterobacteriaceae familyasi iiyesidirler dolayisiyla koliform bakterilere enterik bakteriler
de denilmektedir (2,3,4). Enterik bakteriler, 35°C’ de inkiibe edildiginde laktozu fermente
edebilen ve 48 saat icerisinde gaz iireten aerobik ve fakiiltatif anaerobik, Gram-negatif,
spor olusturmayan basilleri icerir (6). Koliformlarin tesbiti olduk¢a kolay ve kesindir. Bu
organizmalar insanlarin ve sicak kanli hayvanlarin bagirsaklarinda bulunurlar ve digki ile
atik sulara karigirlar. Tasfiye edilmemis kanal sulart 100 ml’ de 3 milyondan fazla sayida
koliform organizma icerir (2,3,4).

Indikator organizmalar su ortamlarinda belirli siirede canliliklarmi korur ve hatta

cogalabilirler. Ayrica bakteriler yiizmek yerine kati maddelere tutunurlar. Bunlarin bazi



hastaliklarin  yayilmasinda kaynak gorevi gordiigii belirtilmektedir (7). Koliform
bakterilerden enteropatojenik Escherichia coli, gastroenteridis ve {iriner sistem
enfeksiyonlari; Salmonella, tifoid ates ve gastroenteridis; Shigella, basilli dizanteri;
Klebsiella, pnemoni; Yersinia, veba hastaliklarina neden olurlar (8). Yiizme sporu
bakimindan epidemiyolojik bulgular, kirli su alanlarinda yiizme sporu riskinin yutulan
sulardan veya fekal parcaciklardan kaynaklandigimi gostermistir (7,9). Tibbi uygulama,
ziraat ve hayvan bakiciligl nedeniyle cevreye giren fazla miktardaki antimikrobiyal ajan
bakteri populasyonlari iizerinde secici bir baski olusturmaktadir (10,11). Bu durum insan
hastaliklarinda etken olan bakterilerin kontroliinde problemler yaratmaktadir. Viriilans
faktorlerin ve antibiyotik diren¢ genlerinin bu bakteriler tarafindan kazanilmasi bakteriyal
hastaliklarda diinya capinda artisa neden olmaktadir (12,13).

Bakteriler onlara kars1 kullanilan antibiyotiklerin aktivitesini engellemek i¢in cesitli
yollar gelistirirler. Bu koruma mekanizmalarin1 kodlayan genler bakteriyal kromozomlar
veya ekstrakromozomal elemanlar {izerinde bulunurlar ve vertikal gen transferi vasitasiyla
gelecek nesillere aktarilirlar. Plazmidler gibi ekstrakromozomal elemanlar horizontal gen
transferi veya konjugasyon denilen gen aktarim mekanizmalar1 vasitasiyla farkli
taksonomik gruplar arasinda paylasilirlar (14).

Mikroorganizmalar, yaygin antibiyotik kullanimimin baslamasindan bu yana, karsi
karsiya kaldiklar1 antibiyotikleri tolere etme ve bu bilesiklere karsi direng gelistirme
yeteneklerinden sorumlu farkli mekanizmalar kazanmiglardir. Antimikrobiyal direng¢ halk
saglig1 acisindan diinyada biiyiiyen bir tehlike olusturmaktadir (15).

Nehirler, kiyisal bolgeler, lagim sulari, yiizey sulari, sedimentler, goller, lagimla
kontamine olmus deniz sular1 ve igme sulari gibi farkli su cevrelerinde antibiyotik
direncine rastlanmistir (16,17). Escherichia coli bu cevrelerde fazla miktarda bulundugu
icin diren¢ genlerinin ve vektorlerinin yayilmasi icin baskin bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir (18).

Antibiyotik diren¢ genleri ile ilgili epidemiyolojik c¢alismalara bilgi zemini
hazirlayacagt ve kommensal, patojenik ve c¢evre bakterilerinde antibiyotik direng
genlerinin izlenmesinin antibiyotik direncinin ekolojisinin anlagilmasi i¢in gerekli oldugu
diisiincesi yapilan bu calismada; Rize sehir sahilinde deniz suyundan izole edilen enterik

bakterilerde antibiyotik direncinin karakterizasyonu yapilmistir.



1.2. Deniz Kirliligi ile Tlgili Mikrobiyolojik Standartlar

Avrupa Cevre Meclisi (EEC, 1976) Standartlarina gore, eglence amaci ile kullanilan
sularda toplam koliform miktar1 100 ml” de 500 CFU (koloni olusturan birim), miisaade
edilen maksimum sinir 10.000 CFU/100 ml’ dir. Fekal koliform miktar1 100 CFU/100 ml,
miisaade edilen maksimum simir 2000 CFU/100 ml’dir. Bu standartlara gore, fekal
streptokok miktar1 100 CFU/100 ml olmali ve hi¢c Salmonella bulunmamalidir (1).

United States Environmental Protection Agency (USEPA) Tatlisu Kalitesi
Standartlarina gore, E. coli miktar1 126 CFU/100 ml olarak onerilmektedir. Deniz sularinda
30 giinliik siirede alinan 5 6rnek icin enterokok sayist 35 CFU/100 ml olmalidir. Yalnizca
orneklerin bir tanesinde bu say1 104 CFU/100 ml enterokok olabilir (19).

Florida Saglhk Orgiitii deniz suyu kalite standardina gore, toplam koliform miktar
1000 CFU/100 ml’ dir. Yalnizca bir ornekte maksimum 2400 CFU/100 ml olabilir ve
alian orneklerin %80’ inde toplam koliform miktar1 1000 CFU/100 ml’ den fazla olamaz.
Fekal koliform miktar1 200 CFU/100 ml ve yalnizca bir 6érnekte 800 CFU/100 ml olabilir.
Orneklerin %90’1nda fekal koliform sayis1 100 ml’ de 400 CFU’ dan az olmalidir (20).

Ulkemizde ise i¢ sularda ve denizlerde kirlenmenin &nlenmesi ve su iiriinlerinin
korunmas: amaci ile 1971 yilinda “1380 Sayili Su Uriinleri Kanun ve Tiiziigi”
cikarilmistir. Kanun, Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Su Uriinleri Genel Miidiirliigii® nce
yiiriitiilmeye calisilmaktadir. Su Uriinleri Yonetmeligi® nde sulara bosaltilacak atiklar icin
desarj kriterlerine gore, kabuklu kiiltiiriiniin yapildig1 ve istihsal edildigi alanlardan alinan
su Orneklerinin (en az 5 6rnek) fekal koliform miktart 100 mI’ de 10 EMS (en muhtemel
say1) olacaktir. Alinan 6rneklerin %20’ sinde fekal koliform miktar1 100 EMS/100 ml’ yi
gecememelidir. Diger su iirlinleri istihsal yerlerinde ise fekal koliform miktar1 1000
EMS/100 ml’ den fazla olamaz. Kabuklularda rneklerin en az %75’ inde dokuda ve
intravalvular (kabuklar arasi) sivida bulunan miktarin 100 ml’ de 300 EMS’ dan az
olmalidir (2).

Cevre Bakanligi Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi® nin, eglence amaci ile kullanilan
kiy1 ve deniz sularinda saglanmasi gereken standart degerlere gore, toplam koliform
miktar1 1000 EMS/100 ml ve fekal koliform miktar1 200 EMS/100 ml olmalidir.
Yonetmeligin kita i¢i su kaynaklarmin smiflarina gore kalite kriterlerine bakildiginda;
fekal koliform 10 EMS/100 ml, toplam koliform 100 EMS/100 ml olan sular I. Sinif; fekal
koliform 200 EMS/100 ml, toplam koliform 20.000 EMS/100 ml olan sular II. Smif; 2.000



EMS/100 ml, toplam koliform 100.000 EMS/100 ml olan sular III. Sif ve fekal koliform
2.000 EMS/100 ml’ den fazla, toplam koliform miktart 100.000 EMS/100 ml’ den fazla
olan sular IV. Sinif sular olarak bildirilmistir (21).

1.3. Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalari

Antibiyotikler, mikroorganizmalar1 6ldiiren ya da biiylimelerini inhibe eden, canli
organizmalar tarafindan iiretilen maddelerdir (22).

Antibiyotikler konak organizmanin hiicrelerinin aksine daha cok patojenik
mikroorganizmalar etkileyen segici toksik maddelerdir. Secici toksiklik ilacin spesifik etki
mekanizmasina dayanmaktadir. En secici ajanlar, yalnizca prokaryotik hiicrelerde bulunan
yapilart (Ornegin; hiicre duvar1)) ya da fonksiyonlarn (6rnegin; folik asit sentezi)
etkileyenlerdir. Az secici antibiyotikler ise hem prokaryotik (bakteri) hem de okaryotik
hiicrelerde (konak) gerekli fonksiyonlar olan protein ya da niikleik asit sentezini
etkileyenlerdir (22).

Antibiyotikler kimyasal yapilarina dayanilarak siniflandirilirlar. Her bir antibiyotik
sinifi tipik bir c¢ekirdek yapisiyla karakterize edilir ve smifin cesitli iiyeleri cekirdek
yapisint ikincil kimyasal yapilarin ilavesiyle ya da ¢ikarilmasiyla ayirt edilir (22).

Antibiyotikler ayn1 zamanda etkili olduklar1 bakteri tiirlerinin genigligine bagl olarak
dar, orta ya da genis spektrumlu olarak da siniflandirilirlar. Dar spektrumlu antibiyotikler
bakterilerin simirli bir grubu icin etkilidirler. Ornegin, penisilin sadece Gram-pozitif
bakterilere etkili iken, aminoglikozidler, siilfonamidler ve trimetoprim yalnizca aerobik
bakterilere kars1 etkilidir. Orta spektrumlu antibiyotikler genellikle bazi Gram-negatif
bakterileri tiirlerine kars1 azaltilmis aktiviteli maddeleri igerir (6rnegin; ampisilin,
amoksisilin, birinci ve ikinci kusak sefalosporinler). Genis spektrumlu antibiyotikler,
ticiincii kusak sefalosporinler, tetrasiklinler ve kinolonlar gibi hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilere kars1 etkili olan maddeleri igerirler (22).

Antibiyotikler kimyasal yapilarina bagh olarak, bakteriyal hiicrenin fonksiyonu ya da
farkl1 yapilar iizerine bir etki uygularlar. Esas etki mekanizmalari, hiicre duvar sentezinin
inhibisyonu (0rnegin; penisilinler ve vankomisin), hiicre membran fonksiyonunun
bozulmasi  (6rnegin; polimiksinler), protein sentezinin inhibisyonu (O6rnegin;

aminoglikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, linkozamidler ve makrolidler), niikleik asit



sentezinin inhibisyonu (6rnegin; kinolonlar ve rifampisin) ve metabolik antagonizim

(6rnegin; siilfonamidler ve trimetoprim) (22).

Tablo 1. Antibiyotiklerin ana siniflar1 ve drnekleri (22).
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1.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Mikroorganizmalar antibiyotikleri tolere edebilmek icin antibiyotiklere kars1 gesitli
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmislerdir.

Bazi mikroorganizmalar, aktif antibiyotigi parcalayan enzim iiretirler. Ornegin;
Stafilokok penisilin G’ye onu pargalayan B-laktamaz iirettigi i¢in direnclidir. Gram-negatif
bakteriler antibiyotigi parcalayan adenilleyici, fosforilleyici ya da asetilleyici enzimler
tirettikleri icin aminoglikozidlere direnclidirler ve kloramfenikol asetiltransferaz enzimi

tiretirler ise kloramfenikole de direncli olurlar (23).



Baz1 mikroorganizmalar, antibiyotige karsi olan permeabilitelerini degistirirler.
Ornegin; tetrasiklinler duyarl bakterinin iginde birikirken, direncli olanda birikemez. Baz1
aminoglikozidlere direng, hiicrenin aktif transportunu bozan dis membran degisikliginden
dolayidir (23).

Bazi mikroorganizmalar, antibiyotik icin degisik yapisal hedef gelistirirler. Ornegin;
aminoglikozidlere kromozomal diren¢ duyarli organizmada baglanma bdolgesi olarak is
goren bakteriyal ribozomun 30S altbirimindeki spesifik bir proteinin degistirilmesi ya da
kaybi ile ortaya cikar. Eritromisine direncli organizmalar, 23S ribozomal RNA’ nin
metilasyonu ile sonuglanan, ribozomun 50S altbiriminde degismis bir reseptore sahiptirler.
Bazi penisilinlere ve sefalosporinlere direng, penisilin baglayan proteinlerin (PBP)
degistirilmesi ya da kayb1 ile meydana gelmektedir (23).

Bazi mikroorganizmalar, antibiyotik tarafindan inhibe edilen reaksiyonu atlayarak
degisik metabolik yol gelistirirler. Ornegin; baz1 siilfonamid direncli bakteriler
ekstraselliilar p-aminobenzoik asite (PABA) gereksinim duymazlar, memeli hiicreleri gibi
onciil formik asitten yararlanirlar (23).

Mikroorganizmalar, metabolik fonksiyonunu hala yapabilen, fakat antibiyotikten,
duyarli organizmadaki enzimden daha az etkilenen degmis bir enzim gelistirirler. Ornegin;
trimetoprim direncli bakterilerde, dihidrofolik asit rediiktaz trimetoprim duyarh

bakterilerden daha etkin sekilde inhibe edilir (23).

1.4.1. Antibiyotik Direncinin Mikroorganizmalardaki Orijini
1.4.1.1. Genetik Olmayan Orijin

Mikroorganizmanin tiir 6zelligi olarak, antibiyotigin hedefi olan yapiy1 tasimamasi
veya antibiyotigin yapisal bir 6zellikten dolay1 hedefine ulasamamasidir (24). Ornegin; bir
streptomyces kendi antibiyotigine karst direngten sorumlu genlere sahiptir, Gram-negatif
bakterilerin, bazinin antibiyotiklere kars1 permeabilite bariyeri olusturan bir dis
membranlar vardir, bazi1 mikroorganizmalarin belirli antibiyotikler i¢in transport sistemleri
yoktur ya da mikroorganizmalarin antibiyotik i¢cin uygun hedefi olmayabilir (25).

Bakterinin aktif replikasyonu genellikle ¢ogu antibiyotik etkisi icin gereklidir.
Bundan dolayr metabolik olarak inaktif olan mikroorganizmalar antibiyotiklere fenotipik

olarak direncli olabilirler. Bununla birlikte, bu mikroorganizmalarin jenerasyonlari



tamamen duyarlidir. Ornegin; mikobakteri infeksiyonu konagin savunma sistemi
tarafindan engellenmelerine ve ¢ogalamamalarina ragmen genellikle dokularda hayatta
kalirlar. Baz1 inat¢1 organizmalar tedaviye direnglidirler ve antibiyotikler ile yok
edilemezler (23).

Mikroorganizmalar, birkac jenerasyon sonra bir antibiyotik i¢in spesifik hedef yapiy1
kaybedebilirler ve boylece direngli olabilirler. Ornegin; penisilin duyarli organizmalar
penisiline maruz kaldiklarinda hiicre duvari olmayan L-formlarina doniisebilirler, hiicre
duvarlar1 olmadigindan hiicre duvari inhibit6rii antibiyotiklere direnc¢li olurlar ve birkag
jenerasyon boyunca boyle kalabilirler. Bu organizmalar hiicre duvar iiretimine devam
ederek bakteriyal onciillerinin formuna dondiiklerinde, yeniden penisiline duyarli olurlar

(23).

1.4.1.2. Genetik Orijin

Mikroorganizmalarin genetik dzelliklerindeki degismelerden dolay1 6nceden duyarli
oldugu bir antibiyotikten etkilenmemesidir (24). Bu tip diren¢ bakteriyal genomdaki
degisikliklerin sonucudur. Bu yolla bakteriler daha o©nceden duyarli olduklar
antibiyotiklere diren¢ kazanabilirler (25). Genetik orijinli diren¢ kromozom ve

ekstrakromozomal elemanlarin kontrolii altindadir.

1.4.1.2.1. Kromozomal Diren¢

Belirli bir antibiyotige duyarlilii kontrol eden lokusta kendiliginden mutasyonun bir
sonucu olarak gelisir. Antibiyotigin varligi duyarli organizmalar1 baskilamak i¢in secici
mekanizma olarak is goriir ve antibiyotik direngli mutantlarin biiyiimesini destekler.
Kendiliginden mutasyonlar 107-10"% frekans ile meydana gelirler ve buna gore belli bir
hastada klinik antibiyotik direncinin goriilmesinin nadir nedenlerinden biridir. Bununla
birlikte, rifampisine direncli kromozomal mutantlar yiiksek frekansla (10°-107) goriiliir.
Bu nedenle, bakteriyal infeksiyonun rifampisin ile tedavisi genellikle basarisiz olur.
Kromozomal mutantlar bir antibiyotigin yapisal reseptoriindeki degisiklik avantaji ile
direnclidirler. Yapisal proteinin gen kontroliindeki mutasyon streptomisine direng ile
sonuclanir. Bakteriyal kromozomun dar bir bdolgesi eritromisin, linkomisin ve

aminoglikozidi iceren bazi antibiyotik reseptorlerini kodlayan yapisal genleri igerir.



Mutasyonlar, ayn1 zamanda bazi mutantlar1 B-laktam antibiyotiklere direngli yapan PBP’

lerin kayb ile de sonuglanabilir (23).

1.4.1.2.2. Ekstrakromozomal Direnc

Bakteriler, ekstrakromozomal elemanlar adi1 verilen plazmidler ve bu plazmidler ya
da kromozomlar iizerinde bulunan, onlara yeni antibiyotik diren¢ genlerini kazandiran,
hareketli genetik elemanlar olan transpozonlar ve integronlar ile antibiyotiklere

ekstrakromozomal diren¢ gdstermektedirler.

1.4.1.2.2.1. Plazmidler

Bakteri plazmidleri siiper katlanmalara sahip olduklari icin siki ve saglam yapil,
dairesel DNA molekiilleridir. Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak kendilerini
replikasyon ile c¢ogaltabilirler. Kromozomdan farkli olarak plazmidler, genel olarak
bakteriyal biiylime icin gerekli fonksiyonlari kodlamazlar, fakat antibiyotik direnci, agir
metal direnci, metabolik fonksiyonlar ya da virulans faktorlerinin, toksinlerin tiretimi gibi
belirli sartlar altinda 6neme sahip, konak hiicrenin fizyolojisini etkileyen fonksiyonlar1 ve
kendi hayat sikluslar icin gerekli fonksiyonlar1 kodlarlar (22).

Bazi plazmidler, iizerlerinde replikasyonlar i¢in gerekli olan replikasyon orijinini,
kendilerini bir bakteriden bir bagka bakteriye aktarmak i¢in yaptiklart konjugasyonda
gerekli olan ve transferlerinden sorumlu olan genler ile konjugasyonda transferin
gerceklestigi transfer orijinini bulundururlar. Plazmidler, transpozon ve integron adi
verilen hareketli genetik elemanlar ile kazandiklar1 antibiyotik direng genlerini de tasirlar
(26).

Enterik bakterilerde goriilen baz1 plazmidler, bir ya da daha fazla antibiyotige ve agir
metale kars1 direng i¢in genler tagiyan, diren¢ plazmidleri ad1 verilen R-plazmidleridir (26).
R-plazmidleri, lagim, dere, icme ve deniz suyundan izole edilen ¢ogu Gram-negatif
bakteride tamimlanmistir ve bazi faktorlerin bu organizmalarin suda hayatta kalmasini
etkiledigi savunulmustur. Yiizey sularinda direngli bakterilerin artan frekansi, duyarh
bakterilere R-plazmidlerinin transferinin sonucudur. Bazi c¢evrelerde, R-plazmidlerinin
yayilimi 1 dk.” dan daha kisa siirede meydana gelir ve diren¢ bakteriler arasinda hizlica

yayilir. Boylece, bir mikroorganizma antibiyotik direncinin artan diizeyi ve genis



spektrumuyla sonuglanan farkli R-plazmidlerinin kombinasyonlarim1 ya da aynisinin ¢esitli
kopyalarii tasiyabilir (27). R-plazmidleri ilk kez Japonya’ da, Shigella’ nin sebep oldugu
dizanteride kesfedilmistir. Bu plazmidlerin bagirsak florasindaki Escherichia coli’ ye ve
diger bakterilere transfer edildigi goriilmiistiir (26). Diren¢ plazmidleri, diger duyarl
bakterilere genellikle transformasyon ve konjugasyon adi verilen  gen aktarim
mekanizmalar ile gecerek diren¢ gen paketini aktarir ve boylece direncin yayilmasina
neden olur (28).

Antibiyotik diren¢ geni tasiyan plazmidler normal bagirsak florasinin ¢ogu Gram-
negatif bakterilerinde goriilmektedir. Ozellikle hastanede yatan hastalarda antibiyotiklerin
bol miktarda kullanimi, bagirsak florasindaki antibiyotige duyarli organizmalarin
baskilanmasin saglar ve Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Serratia gibi
antibiyotik direngli bakterilerin biiylimesini ve devamliligimi kolaylastirir. Hastanelerin
kapali ortamlari, personel arasinda bazi direngli organizmalarin yayilmasimi kolaylastirir

(23).

1.4.1.2.2.2. Transpozonlar

Diren¢ plazmidleri kesfedildiginde, tek bir ekstrakromozomal elemanin bir c¢ok
antibiyotik diren¢ genini nasil tasidigi hakkinda pek ¢ok spekiilasyon yapilmaktaydi. Bir
plazmid iizerinde yalnizca bagimsiz replikasyonu igin genler bulunuyor ise eger bu
plazmid antibiyotik direncli bir konakta bulunuyorsa, konagin kromozomundan direng
genlerini toplar. Kendini bir bagka konaga aktarirsa, yeni konak i¢in bu plazmidi kazanmak
bir avantaj olur. Plazmid konak degistirerek, daha fazla diren¢ geni toplar. Bu yiizden
diren¢ plazmidlerinin ¢ogu orijinal bir plazmidden tiremistirler fakat, farkh
kombinasyonlarda direng genleri tasirlar (26).

Birbirine benzemeyen plazmidler aym diren¢ genlerini, bagimsiz olarak
toplayabilirler. Bu durum bazi genlerin yaygin oldugunu gostermektedir. En dikkati ¢ceken
direng geni, penisilinleri par¢alayan TEM tipi B-laktamaz kodlayan genlerdir. Bu gen
Enterobacteriaceae familyasi iiyesi bakterilerde, plazmidle tasinan, en sik rastlanan direng
genidir. TEM tipi B-laktamazlarin yaygiliginin sebebi bir plazmidden digerine hareket
edebilen, transpozon adi verilen hareketli genetik elemanlarin kesfedilmesiyle anlasildi
(26). Transpozonlar bir DNA molekiiliinden digerine (kromozomdan plazmide,

plazmidden kromozoma) gecebilen DNA dizileridir. Plazmidden farki, kendilerini
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bagimsiz olarak replikasyonla ¢ogaltamamalaridir. Ampisilin, kloramfenikol, kanamisin,
tetrasiklin ve trimetoprim antibiyotiklerine karsi diren¢ gelisiminden sorumludurlar.
Ozellikle ¢ok kisa siire igerisinde ¢ogul ilag direngli kokenlerin ortaya ¢ikip yayilmasinda
transpozonlarin rolii vardir (28).

En basit transpozon olan Tn3 5000 baz c¢iftinden (bg) olusur ve her bir ucunda kisa
(38 bg) ters tekrar dizileri vardir. Tn3 transpozonu {izerinde, transpozonun
transpozisyonundan (rekombinasyon ile gerceklesir) sorumlu olan, transpozas olarak
bilinen TnpA proteinini kodlayan, tpA geni, represér olan ve aym zamanda
transpozisyonun resoliisyon olarak bilinen sathasinda gorevli, TnpR proteinini kodlayan,
tmpR geni bulunur. Tn3 transpozonu iizerinde aym zamanda, TEM tipi B-laktamaz
kodlayan, ampisilin diren¢ geni olan bla geni vardir. Tn3 transpozonunun, transpozisyonu
replikatiftir. Transpozisyon sonunda Tn3’ tin hem verici hem de alict molekiilde bir
kopyasi bulunur (26).

Bazi transpozisyon yapabilen elemanlar, Tn3’ ten daha karmagiktir. Kompozit
transpozonlar olarak bilinen bu elemanlardaki diren¢ genlerinin etrafin1 iki kopya
insersiyon dizisi (IS) elemanlar1 sarar. Bu IS elemanlari, plazmidler gibi bagimsiz
bulunmazlar fakat plazmid ya da kromozom gibi diger DNA molekiillerinin bir parcasi
olarak bulunurlar. IS elamanlarinin insersiyon ile girdikleri geni inaktive etmek diginda
hiicrenin fenotipik o6zelligine herhangi bir etkileri yoktur. Ornegin; tetrasiklin direng
transpozonu olan Tn/0, 9300 b¢ uzunluktadir ve ortasinda tetrasiklin diren¢ geni ve bu
genin iki yanina bagl, kars1 karsiya duran, transpozas geni iceren IS elemanlar1 vardir.
Tnl/0’ daki IS elemanlarindan biri defektiftir. Tn/0 transpozonu iizerinde, genellikle
enterik bakterilerde tetrasiklin antibiyotigine diren¢ kodlayan tetB genini tasir. Tnl/0
transpozonunun, transpozisyonu non-replikatiftir. Tn/0, verici molekiilde kopyasini

birakmaksizin alict molekiile kendini transpoze eder (26).

1.4.1.2.2.3. Integronlar

Integronlar 1980’ lerin ortalarinda kesfedilmistir ve cesitli enterik bakterilerde,
antibiyotik diren¢ geni kodlayan genleri bolgeye spesifik rekombinasyon ile yakalama
yetenegine sahip hareketli DNA elemanlaridir. Integronlar tarafindan yakalanan bu genlere

gen kasetleri denir. Gen kasetleri kiiciik, serbest, halkasal, 59-baz eleman (59-be) adi
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verilen rekombinasyon bolgesi ve tek bir genden olusan hareketli genetik elemanlardir.
Integronlarda, hi¢ bulunmadig1 gibi 100 tane de gen kaseti bulunabilir (29).

Integronlar ii¢ farkl1 bilesenden olusurlar. Birincisi, integraz enzimini (IntI) kodlayan
integraz genidir (intl). Intl enzimi, integronun ikinci bileseni olan rekombinasyon
bolgesinde (attl) gen kasetlerinin bolgeye spesifik insersiyonundan ve eksizyonundan
sorumludur. Ugiincii bilesen, artl bolgesine kaset girdiginde kasete bagli genlerin
ekspresyonunu kolaylastiran promotordiir (P,,). Integronda integraz geninin promotorii
olan bir bagka promotor (Pji,) daha vardir (29).

intl gen dizisine gore tanimlanmus cesitli integron siniflar1 vardir. Bunlarin ii¢ tanesi
iyi karakterize edilmistir. Stif 1 integronlar klinik izolatlarda yaygindirlar ve araya giren
degisken bolgeyi cevreleyen iki tane korunmus bolgeden (5°CS ve 3°CS) olusmustur. att/
bolgesine integre olan degisken bolge antibiyotik direnci igin gen kasetleri tasir. Gen
kasetlerinin ekspresyonu P,y promotoriiniin kontrolii altindadir. Sinif 1 integronun 5°CS
bolgesi, gen kasetlerinin bolgeye spesifik girisinden ve ¢ikisindan sorumlu olan tip 1
integraz proteini kodlayan int/l genini, attl ve P,y prromotoriinii ¢erir. 3°CS bolgesi ise
sillfonamidlere diren¢ olusturan su/l/ genini, tersiyer amonyum bilesiklerine direng
olusturan gacEA1 genini ve fonksiyonu bilinmeyen bir gen iceren bir a¢ik okuma cergevesi
icerir. Smif 2 integronlarin yapisi sinif 1 integronlara benzemektedir ancak tek farki tip 2
integraz proteinini kodlayan int/2 geninin 3’CS bolgesinde bulunmasidir. Smif 3 integron
intll integrazina benzeyen int/3 putatif integrazindan dolay: farklilik gosterir (29). Sinif 4
integron ise Vibrio cholerae genomunda lokalize olmus ayirt edici bir integron sinifidir,
antibiyotik direnci ile iliskili olup olmadigi bilinmemektedir (30). V. cholerae
genomundaki diziler ile Pseudomonanas’ tan izole edilen karbepenisilinaz CARB-4
kodlayan antibiyotik diren¢ geni ile birlikte bulunan blaP3 integronundaki 59- baz
elementi arasinda %90 oraninda dizi benzerligi bulunmustur, bu diziler integronlara olan

benzerliklerinden dolay1 sinif 4 integron olarak kabul edilmektedirler (31).

1.4.2. Enterik Bakterilerde Antibiyotik Direnci

Toplumdan izole edilen E. coli kokenlerinde ampisiline %30-60, kotrimoksazole
%20-50 oranlarinda diren¢ bildirilmekte, aminoglikozidler ve diger antibiyotiklere de
degisik direng oranlari rapor edilmektedir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarindan soyutlanan

Enterobacter, Serratia, Klebsiella, Proteus kokenlerinde de c¢ogul ila¢ direnci
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bildirilmektedir. Klebsiella kokenlerinde genis spektrumlu -laktamaz (GSBL) enzimlerine
sik olarak rastlanmakta ve yeni dogan servisleri ile yogun bakim iinitelerinde salginlara
neden olmaktadir (28).

Ozellikle Salmonella typhimurium olmak iizere non-tifoid Salmonella suslarinda
ampisiline, kloramfenikole, seftriaksona, tetrasikline, kotrimoksazole kars1 direng
bildirilmektedir. Kinolon ve imipenem direnci bulunmamaktadir. Yapilan bir arastirmada,
Istanbul’ da ii¢c hastanede salgina neden olan ve tek klondan kaynaklanan cogul ilag
direncli ve PER-1 adi verilen GSBL enzimi salgilayan bir S. typhimurium salgini
saptanmustir (28).

Diinyanin her tarafinda Shigella kokenlerinin yaklasik yarisinda ¢ogul ilag direnci
bildirilmektedir. Yapilan bir arastirmada, ampisilin, sulbaktam/ampisilin, kotrimoksazol,
tetrasiklin ve kloramfenikol direncine rastlanmistir. Kinolon ve imipenem direnci yoktur.
[lk olarak, 1996 yilinda kinolona direngli sadece bir Shigella kokeni izole edilmistir (28).

Seftazidim, sefotaksim, seftriakson ve aztreonam [-laktam antibiyotiklerine karsi
diren¢ gelisimi artan sayidaki genis spektrumlu pB-laktamaz (GSBL)’ lara baghidir.
Enterobacteriaceae’ de GSBL  goriilme sikligi diinyada %74 olarak bildilimektedir.
Ulkemizde ise bu oran E. coli’ de %14.7, Klebsiella’ da %53.3’ tiir (32).

Enterobacteriaceae’ de klinik izolatlarda karbapenem direnci nadirdir. imipenemin

yaygin kullanimina karsin direng¢ oraninin %35’ in altinda oldugu goriilmektedir (32).

1.5. Yapilan Calismalar

Su cevrelerindeki fekal kirlenme; yerlesim alanlarindaki yogun niifus artisi, atiklarin
bilingsizce bertarafi, yetersiz ve eksik kanalizasyon sistemleri gibi bir¢cok faktorden dolay1
giin gectikce artmaktadir. Kanalizasyon atiklar1 artilmadan denizlere bosaltilmakta bu da
dogal ekosistemi ve insan sagligim olumsuz yonde etkilemektedir (1). Kanalizasyon
atiklart yiiksek oranda organik, inorganik maddeleri, patojen kommensal ve cevresel
bakterileri icerir (33). Tibbi uygulamalar, ziraat ve hayvan bakiciligi nedeniyle cevreye
giren antimikrobiyal ajanlar, bu patojen mikroorganizmalarla karsilasirlar (11,12).
Antimikrobiyal maddelerin yogun bi¢cimde kullanimi antibiyotik direncinin gézlenmesinde
ve gelismesinde ¢ok Onemlidir. Non-patojenik cogul ilag direncli bagirsak bakterileri
muhtemelen antibiyotik direncinin en 6nemli kaynagidir ve bu ¢ogul ilag direnci hayvan

orijinli bagirsak bakterilerinden insan bagirsaklarina kolonize olabilirler. Bakteriler bu
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kolayligi kendi kendilerine transfer olabilen plazmidler, konjugatif transpozonlar ve
integronlarla horizontal gen transferi sayesinde kazanirlar. Bu mekanizmada dogada ve su
cevrelerinde direngli bakterilerin yayilimina neden olur (34). Deniz suyunun
kontaminasyonu, antibiyotik diren¢ genleri ve bu genlerin konjugatif transferi iizerine
yapilan pek ¢ok calisma vardir.

Niemi ve ark. (1983); deniz suyu, ylizey sular1 ve lagim sularindaki fekal kirlenmeyi
ve kirlenmeye neden olan bakterilerdeki streptomisin, tetrasiklin, kloramfenikol, ampisilin
ve siilfonamidlere karsi direncliliklerini incelemislerdir. Izolatlar arasindaki direncli
suglarin orami kirlilik seviyesi ya da su kaynagina bagh acgik bir iliski olmaksizin su
ornekleri arasinda onemli 6lgiide farklilik bulmuslardir. Cogul direncin ortalama frekansi
toplam direncin yiiksek oldugu ayni Orneklerde her zaman yiiksek olmadigini rapor
etmiglerdir. Tiirlerin igerigi farkli su Orneklerinde yiiksek derecede farkhidir. Su
orneklerindeki ampisilin direncinin oran1 ve Klebsiella tiirlerinin nispi frekansi1 arasinda
onemli bir iliski gbzlenmistir. Direng iizerine sucul ¢cevre ve kaynaklarindan etkilenen fekal
koliformlarin tiir igeriginin 6nemi kaydedilmistir (35).

Arvanitidou ve ark. (1997); Yunanistan’ da yaptiklart bir calismada belli
bolgelerdeki ylizey sularinda 79 Salmonella susu izole etmisler, bu suslarin 20 farkli
antibiyotige (ampisilin, apramisin, kloramfenikol, sefuroksim, sefalotin, siprofloksasin,
kolistin, nitrofurantoin, gentamisin, kanamisin, nalidiksik asit, streptomisin, spektinomisin,
sulfafarozol, tetrasiklin, tikarsilin, tobramisin, trimetoprim, amikasin ve amoksisilin
klavulonik asit) kars1 direngliliklerini incelemislerdir. izole edilen suslarm 19 (%24,1)
tanesinin bir ya da daha fazla antibiyotige kars1 direngli olduklarini saptamiglardir.
Streptomisin direnci en yaygin diren¢ bulunurken, suslarin tiimii amoksisilin klavulonik
asit, sefuroksim, siprofloksasin, amikasin ve apramisine hassas bulunmuslardir. Direncli
suglarin 5 (%26,3) tanesi alici E. coli susuna diren¢ markirlarini transfer etmislerdir.
Transfer edilebilen direng, ampisilin, tikarsilin, gentamisin, tobramisin, spektinomisin,
kanamisin, tetrasiklin ve kloramfenikol olarak saptanmistir. Bunun yaninda streptomisin
direncinin transfer edilemedigi gosterilmistir (27).

Kelch ve ark. (1978); korfez ve nehirlerden izole edilen Gram-negatif bakterilerinin
kloramfenikol, streptomisin, ampisilin, tetrasiklin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin, neomisin,
nitrofurazon, nalidiksik asit, kanamisin ve penisiline kars1 direnclilikleri aragtirmislardir.
Korfezden izole edilen fekal koliformlarin, akarsulardan izole edilenlere gore daha fazla

dirence sahip olduklarim1 bulmuglardir. Farkli cinslerdeki Gram-negatif bakterilerin
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antibiyotik direnglerinin siki iligkili oldugunu ve muhtemelen aymi cevreyi paylasan
bakterilerin antibiyotik direnci i¢in ayni yolu paylastiklarini géstermislerdir (36).

Schwartz ve ark. (2003); hastane ve belediye atik su sistemleri, icme suyu ve yiizey
suyunu; enterokok, stafilokok, heterotrofik ve Enterobacteriaceae bakterilerini indikador
organizma olarak kullanarak antibiyotik direngli bakterileri ve onlarin diren¢ genlerini
arastirmiglardir. Antibiyogram ile vankomisin direncgli enterokok belirlemisler ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’ nu igeren molekiiler biyoloji metodlariyla vanA
diren¢ genini belirlemislerdir. vanA genini yalnizca atik su biyofilmlerinde degil ayni
zamanda enterokok bulunmayan i¢gmeye suyu biyofilmlerinde de bulmuslardir, bu da i¢cme
suyu bakterilerine muhtemel gen transferini gostermistir (37).

Boon ve ark. (1999); giiney dogu Avustralya’ da, Victoria’ da nehirlerden,
rezervuarlardan ve kanalizasyon aritim tesisatlarindan izole edilen dogal ve fekal
bakterilerin antibiyotik direncini incelemislerdir. Dogal heterotrofik bakterilerdeki,
ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, nalidiksik asit, neomisin ve streptomisin direncinin
sikliginin giiney dogu Avustralya’ da Yara Nehri boyunca belli bolgelerden izole edilen
Escherichia coli’ den fazla oldugunu gostermislerdir. Dogal ve fekal bakteriler arasinda
tetrasiklin direncinin siklig1 bakimindan 6nemli bir farklilik gérememislerdir. Her iki grup
bakterinin de penisiline tamamen direncli oldugunu gérmiislerdir. Yukaridaki bolgelerden
(kirsal) izole edilen E. coli’ nin asagidaki bolgelerden (kentsel) izole edilenlerden daha az
direng siklig1 gosterdigini gozlemlemislerdir. Bu bulgulardan, bakteriyolojik su kalite

parametresi olarak antibiyotik direncinin kullanilabilecegini diisiinmiiglerdir (89).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal
2.1.1. Arastirma Alaninin Tanmim

Calismada Rize ili sahilinde deniz suyundan Kasim 2000-Agustos 2001 tarihleri
arasinda alinmis numunelerden izole edilen ve derin dondurucuda gliserol stokta saklanan
enterik bakterilerin identifikasyonu yapilmis ve belirli antibiyotiklere kars1 gosterdikleri

direncleri karakterize edilmeye caligilmistir.

2.1.2. Bakterilerin identifikasyonu icin Kullanilan Besiyerleri ve Aymraclar

Indol Test Besiyeri

Pepton 2 gr
Sodyum kloriir (NaCl) 0.5 gr
Distile su 100 ml
Final pH 7.1

Pepton ve NaCl tartilip 100 ml distile suda ¢oziiliir. Besiyeri tiiplere 2 ml olacak
sekilde dagitilir, 1.1 atm basingta, 121 °C’ de, 15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur

ve kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C” de muhafaza edilir.

Kovaks Ayiraci (Indol Ayiraci)

Saf amil ya da izoamil alkol 150 ml
p-Dimetilaminobenzaldehit 10 gr
Konsantre hidroklorik asit (HCI) 50 ml

[zoamil alkol ve p-Dimetilaminobenzaldehit konsantre HCI’ de ¢oziiliir.

Buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edilir.
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Luria Bertani (LB) Si1v1 Besiyeri

Tripton
Maya oziitii
NaCl
Distile su

Final pH

% 1
0.5 gr
0.5 gr
100 ml
7.4

Tripton, maya o0ziitii, NaCl tartihp 100 ml distile suda ¢oziiliir. Besiyeri pH’ s1

konsantre sodyum hidroksit (NaOH) ile ayarlanir ve besiyeri tiiplere 5 ml olacak sekilde

dagitilip, 1.1 atm, 121 °C’ de, 15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur.

Hareket Test Besiyeri

Sig1r eti Oziitii
Pepton

NaCl

Agar

Distile su

Final pH

3gr

10 gr
5gr

4 gr
1000 ml
7.3

Sigir eti 6ziitii, pepton, NaCl, agar tartilip 1000 ml distile su igerisinde 95 °C’ de

¢oziiliir. Besiyeri tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitilir ve 1.1 atm, 121 °C’ de 15 dk.

otoklavda sterilizasyona tabi tutulur.

Metil Kirmizis1 (MR) Besiyeri

Polipepton
Glukoz

7 gr
5gr

Dipotasyumfosfat (K,HPO4) 5 gr

Distile su

Final pH

1000 ml
6.9
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Polipepton, glukoz, KoHPO, tartilip 1000 ml distile suda ¢oziiliir. Besiyeri tiiplere 4
ml olacak sekilde dagitilir ve 1.1 atm, 121 °C’ de 15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi
tutulur. Buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edilir.

Metil Kirmizist (MR) Ayiraci

Metil kirmizisi 0.1 gr
% 95’ lik etil alkol 300 ml
Distile su 200 ml

Metil kirmizisi tartilip ve etil alkolde ¢oziiliir. Daha sonra iizerine 200 ml distile su

ilave edilir ve buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edilir.

Voges-Proskauer (VP) Besiyeri

Voges-Proskauer (VP) besiyeri metil kirmizisi besiyerinin aynisidir. Organizma
metil kirmizisi besiyerine inokiile edilir ve inkiibasyondan sonra temiz tiipe bu kiiltiirden 1

ml alinip VP ayiraglan ilave edilir.

Voges-Proskauer (VP) Ayiract

Ayirag: % 5 a-naftol, renk arttirict
a-naftol 5gr
Etil alkol 100 ml

a-naftol tartilip 100 ml etil alkol igerisinde ¢oziiliir ve buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza

edilir.

Ayirag: % 40 potasyum hidroksit (KOH), oksitleyici
KOH 40 gr
Distile su 100 ml

KOH tartilip 100 ml distile su icerisinde ¢oziiliir ve buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza

edilir.
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Kligler Iron Agar (KIA) Besiyeri

Uretici firmanin (Merck, Almanya) onerileri dogrultusunda toz halindeki
besiyerinden 52 gr tartilip 1000 ml distile su igerisinde, 95 °C’ de ¢oziiliir. Tiiplere 6 ml
olacak sekilde dagitilir ve 1.1 atm, 121 °C’ de 15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur.

Buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edilir.

Sitrat Agar Besiyeri

Uretici firmanin  (Merck, Almanya) onerileri dogrultusunda toz halindeki
besiyerinden 22.5 gr tartilip 1000 ml distile su igerisinde, 95 °C’ de ¢6ziiliir. Tiiplere 5 ml
olacak sekilde dagitilir ve 1.1 atm, 121 °C” de 15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur.

Buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edilir.

Ure Agar Besiyeri

Uretici firmanin (Merck, Almanya) onerileri dogrultusunda toz halindeki iire agar
besiyerinden 21 gr tartilip 1000 ml distile su icerisinde ¢oziiliir ve 1.1 atm, 121 °C’ de 15
dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur. Otoklavlandiktan sonra 40-45 °C’ ye sogutulan
besiyerine 1s1 ile sterilizasyonda bozuldugu icin filtre ile steril edilmis % 40’ lik iire
solisyonundan ilave edilir. Hazirlanan besiyeri 6nceden steril edilmis petri plaklarina

dokiiliir ve +4 °C’ de muhafaza edilir.

Mueller Hinton Agar (MHA) Besiyeri

Uretici firmanin (Merck, Almanya) onerileri dogrultusunda toz halindeki
besiyerinden 21 gr tartilip 1000 ml distile su igerisinde ¢oziiliir ve 1.1 atm, 121 °C” de

15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur. Steril olan besiyeri 6nceden steril edilmis
petri plaklarina 4 mm kalinliginda olacak sekilde dokiiliir ve buzdolabinda +4 °C’ de

muhafaza edilir.

Eosine Methylene Blue (EMB) Agar Besiyeri

Uretici firmanmn (Merck, Almanya) onerileri dogrultusunda toz halindeki
besiyerinden 36 gr tartilip 1000 ml distile su icerisinde ¢oziiliir ve 1.1 atm, 121 °C’ de 15

dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur. Steril olan besiyeri 6nceden steril edilmis petri
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plaklarina her birinde 10-15 ml olacak sekilde dokiiliir ve buzdolabinda +4 °C’ de

muhafaza edilir.

Minimal Medyum (5xM9 Medium)

Disodyumhidrojenfosfat (Na,HPO,) % 3
Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,) % 1.5
Amonyum kloriir (NH4Cl) % 0.5
NaCl % 0.25
Distile su 100 ml

Na,HPO,, KH,PO4, NH4Cl, NaCl tartilip 100 ml distile su icerisinde ¢oziiliir, 1.1

atm, 121 °C” de 15 dk. otoklavda sterilizasyona tabi tutulur ve oda sicakliginda saklanir.

Minimal Agar

Minimal agar yapmak i¢in (1 It i¢in) 800 ml distile suya 15 gr agar ilave edilip,
otoklavda steril edilir. Agar karisimi 45-50 °C’ ye sogutulur ve aymi sicakliga ayarlanmis
200 ml 5xM9 minimal medyum eklenir, iyice homojenize etmek icin karstirilir. Karbon
kaynagi olarak % 0.2 (v/v) glukoz soliisyonu ilave edilir ve organizmanin oksotrof oldugu
ve filtreyle steril edilmis amino asit soliisyonlarindan 20 pg/ml olacak sekilde ilave edilir.
Daha 6nceden steril edilmis petri plaklarina dokiiliir ve buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza

edilir.

2.2. Metod
2.2.1. Enterik Bakterilerin identifikasyonlar

Kasim 2000-Agustos 2001 tarihleri arasinda deniz suyundan izole edilen ve derin
dondurucuda saklanan suslarin taze EMB agar besiyerine aseptik sartlar altinda ¢izgi
ekimleri yapildi. Inkiibatorde atmosferik ortamda, 37°C° de 18-24 saat iiretilip,
saflastirildiktan sonra indol iiretme, metil kirmizisi (MR), Voges-Proskauer (VP), sitrat
kullanma testi (IMViC), katalaz, oksidaz, iire hidroliz testi, hareket testi, Kligler Iron Agar

(KIA) da tireme oOzellikleri belirlendi. Test sonuclari, Bergey’s Manual of Systematic
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Bacteriology’ de (39) belirtilen biyokimyasal yontemlere dayali kriterlere gore

degerlendirilerek, enterik bakterilerin tiir identifikasyonlar1 yapildi.

2.2.1.1. IMViC Testleri
2.2.1.1.1. indol Uretme Testi

Testin amaci, triptofan aminoasitinden indol maddesinin iiretildiginin tesbitidir. indol
tiretimi bakterinin triptofanaz enzimi {drettigini gostermektedir. Triptofanaz enzimi
pridoksal fosfat koenzimi varliginda triptofanm indol, piriivik asit ve amonyaga deamine
eder. Kovaks ayiraci eklendiginde aldehit ile kombine olup kiiltiir yiizeyinde kirmizi renkli
bir kompleks olarak birikir (40).

EMB agarda saf olarak iiretilen testi yapilacak bakterilerden 1-2 koloni 2 ml indol
buyyona ekildi ve atmosferik ortamda, 35°C” de 18-24 saat inkiibe edildi. Kiiltiire 0.5 ml
Kovaks ayiraci damlatildi, yiizeyde kirmizi halka olusanlar indol pozitif, renk
olusmayanlar ise indol negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu
yapilmis Escherichia coli susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir

Klebsiella spp. susu kullanildi.

2.2.1.1.2. Metil Kirmmazis1 (MR) Testi

Testin amaci, indikator bir besiyerinde glukozun karisik asit fermentasyonu sonucu
asidik bir pH degisikligini gostermektir. Enterobacteriaceae iiyesi bakteriler Embden-
Meyerhof-Parnas biyokimyasal yolu ile glukozu piriivik asite dondstiiriir. Piriivik asit
metabolizmasi laktik, asetik, formik ve siiksinik asit gibi karisik asitlerin olugsmasini saglar.
Ortam pH’s1 yaklasik 4,4’ e diiger. Metil kimizis1 ayiraci bu pH’da kirmizi renklidir (40).

Yarim ml MR-VP buyyona testi yapilacak bakteri ilave edildi ve atmosferik ortamda,
35°C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. Kiiltiire 2 damla metil kirmizis1 damlatildi. Ayiracin
rengi kirmizi kalinca pozitif, sariya doniince negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol
olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu

yapilmis bir Klebsiella spp. susu kullanildi.
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2.2.1.1.3. Voges-Proskauer (VP) Testi

Testin amaci, butilen glikol fermentasyon yolu ile bakterilerin glukozu fermente
ederek butilen glikol olusumunun bir ara iiriinii olan asetoin iiretiminin belirlenmesidir.
Asetoin iiretim yolunu segen organizmalar fazla miktarda butilen glikol, etanol, asetoin ve
organik asitler gibi nétral iiriinler iiretirler. Atmosferik ortamda ve KOH varliginda asetoin
maddesi kirmizi renkli diasetile oksitlenir, a-naftol reaksiyonu hizlandirir (40).

Yarim ml MR-VP buyyona testi yapilacak bakteriden ilave edildi ve atmosferik
ortamda, 35°C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. Kiiltiire 3 damla % 40’ lik KOH damlatildiktan
sonra 6 damla a-naftol soliisyonu damlatildi. Tiipler iyice karistirildi ve havaya maruz
kalmalar i¢in kapaklar1 agilarak 10-15 dk. beklendi. Kirmizi renk olusumu pozitif, renk
olusmamas1 negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis
bir Klebsiella spp. susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli susu

kullanildi.

2.2.1.1.4. Sitrat Kullanma Testi

Testin amaci, bakterilerin tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanma yeteneklerinin
belirlenmesidir. Organizmalar sitrat1 hiicre icine alan permeaz ve parcalayan enzim olan
sitrat liyaza sahipse Simmon’s sitrat agarda alkali bir reaksiyon olusturur. Besiyerinde
bulunan bromtimol mavisi ayracinin yesil rengi maviye doner (40).

Yatik olarak tiiplerde katilastirilmis olan yesil renkli Simmon’s sitrat agar (pH 7,0)
yiizeyine testi yapilacak bakteri kolonisi 6ze yardimiyla yayilarak ekim yapildi. Agir
inokiilim yanlis pozitif sonug¢ verebileceginden dolay1 az sayida bakteri ekilmeye dikkat
edilmeli. Tiip kapagi gevsek olarak kapatilip atmosferik ortamda, 35°C’ de 18-24 saat
inkiibe edildi. Koyu prusya mavisi pozitif olarak, besiyerinin normal rengi olan yesil renk
degismemis ise negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu
yapilmis bir Klebsiella spp. susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli

susu kullanildi.
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2.2.1.2. Kligler Iron Agar (KIA) da Ureme Ozelligi

Testin amaci, genel olarak Gram negatif comak bakterilerin, bu besiyerindeki
karbohidrat fermentasyonunun seklini, gaz iiretilip iiretilmedigini ve hidrojen siilfiir (H,S)
olusturup olusturmadiklarinin belirlenmesidir. KIA besiyeri, %1 laktoz ve % 0,1 glukoz
gibi iki karbohidrat icerir. Baz1 organizmalar KIA besiyerinde liredikleri zaman glukoz ve
laktozun her ikisini veya sadece birini fermentasyona ugratirlar. Fermentasyon, aerobik
(besiyerinin yiizeyi) veya anaerobik (besiyerinin dip kismi) olarak gerceklesebilir. KIA
testinde ti¢ farkli fermentasyon sekli belirlenebilir. Bunlar sadece glukoz fermentasyonu,
glukoz ve laktoz fermentasyonu ve ne glukoz ne de laktoz fermentasyonunun olmasidir.
KIA testi iki c¢esit gazin iiretiminin tesbiti icin de kullanilir. Bunlar karbohidrat
metabolizmasinin son iiriinii olan CO; ve Hy, HoS gazlaridir. H,S renksiz bir gazdir. Bunu
tesbit etmek icin besiyerine indikator olarak demir siilfat ilave edilmistir. Aym1 zamanda
besiyeri icerisinde siilfat kaynagi olarak da sodyum tiyosiilfat bulunur. Baz1 bakteriler bu
siilfattan H,S olusumunu saglar, olusan H,S ortamda mevcut olan demir siilfat ile
reaksiyona girerek siyah bir cokelek olusturur. CO, ve H; iiretilirse besiyeri pargalanip
ayrilir ve agar icerisinde gaz kabarciklar1 olusur (40).

Aseptik sartlar altinda, bakteri kolonisinden 6ze ile alinarak yatik olarak tiiplerde
katilastirilmis olan sogan kabugu rengindeki KIA besiyeri yiizeyine zig zaglar cizerek ve
dip kismina batirilarak ekim yapilir. Tiip kapagi gevsek olarak kapatilip atmosferik
ortamda, 35°C” de 18-24 saat inkiibe edilr. Yalmz dipte asit yani sar1 renk, yatik yiizeyde
kirmizi renk goriintimii glukoz fermentasyonunu, hem dipte hem de yatik yiizeyde asit yani
sar1 renk goriiniimii glukoz ve laktoz fermentasyonunu, besiyerinin renginin degismemesi

ise fermentasyon olmadigini gosterir.

2.2.1.3. Ure Hidroliz Testi

Urenin  hidroliz  edilip edilmedigini  gosterir. Ureaz  enzimine sahip
Enterobacteriaceae {iiyesi bakteriler ortamdaki iireyi hidroliz ederek amonyak ve
karbondioksit iiretirler. Amonyak ortamin pH’ simi1 alkalilestirirler. Besiyerindeki turuncu
olan fenol kirmizisinin rengi pembeye doniisiir (40).

Test icin Christensen urea agar kullanildi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

hazirlanan besiyerine, sicakliga dayanmamasi nedeniyle 0,45um por agikligina sahip
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bakteriyolojik filtreden siiziilerek steril edilen % 40’ lik iire eklendi ve besiyeri steril petri
plaklarina dokiildii. Testi yapilacak organizma besiyerine ekildi, atmosferik ortamda, 35°C’
de 18-24 saat inkiibe edildi. Besiyeri renginin pembe olmasi pozitif sonug, degismemesi
negatif sonuc olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu yapilmig bir
Klebsiella pneumoniae susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli

susu kullanildi.

2.2.1.4. Hareket Testi

Testin amaci, bakterilerin hareketli olup olmadiginin yar1 kati besiyerindeki
tiremelerine bakilarak belirlenmesidir.

Incelenecek bakterilerin saf kiiltiirlerinden, igne Oze ile alinarak dik olarak
hazirlanmis hareket besiyerine batirma ekim yontemiyle ekimleri yapildi. Kiiltiirler
atmosferik ortamda, 25°C’ de 24-72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Yar1 kat1 agarda ekim
cizgisi boyunca yayilma seklinde gozlenen ilireme hareket pozitif olarak degerlendirildi.
Sadece ekim cizgisinde gozlenen iireme hareket negatif olarak degerlendirildi. Pozitif
kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli susu, negatif kontrol olarak

identifikasyonu yapilmis bir K. preumoniae susu kullanildi.

2.2.2. Enterik Bakterilerin Antibiyotik Hassasiyet Testleri

Antibiyotik hassasiyet testleri Clinical and Labratory Standarts Institute (CLSI) (41)
kriterlerine uygun olarak standart disk difiizyon yontemi ile yapildi ve degerlendirildi.

Bu calismada B-laktam inhibitorii olarak, ampisilin (Amp, 10ug); aminoglikozid
grubundan, amikasin (AK, 30ug), streptomisin (S, 10ug), kanamisin (K, 30ug), gentamisin
(CN, 10upg); kinolon grubundan, nalidiksik asit (NA,30pg); siilfonamid grubundan,
siilffametoksazol (SMZ, 100ug); tetrasiklin (TE, 30pg); kloramfenikol (C, 30ug);
trimetoprim (TMP, 5ug) antibiyotik diskleri kullanildi.

Derin dondurucuda saklanan suslar disk difiizyon metodu ile antibiyotik hassasiyet
testleri yapilmak {iizere logaritmik iireme fazina kadar LB sivi besiyerinde iiretildiler ve
steril distile su veya steril serum fizyolojik kullanilarak 0,5 McFarland bulaniklik serisine
uyacak sekilde sulandirildi. Bu bulaniklik diizeyinde yaklagik olarak 1,5x10% bakteri/ml

bakteri bulundugu varsayildi. Uretici firmanim onerileri dogrultusunda hazirlanan ve steril
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cam petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiilmiis Mueller Hinton Agar (MHA) (pH 7,2-
7,4) besiyerinin yiizeyi kurutuldu. Ucu pamuklu steril bir ekiivyon ¢ubugu, bulanikligi
ayarlanmis kiiltiire batirilip MHA besiyeri yiizeyine ekim yapilmadik yer birakilmayacak
sekilde yayildi. Ekim yapildiktan sonra besiyerinin yiizeyi tekrar kurutuldu. Dort derece
sicaklikta saklanmakta olan antibiyotik diskleri alinarak agar yiizeyine temas edecek
sekilde ve disk aralarinda en az 24 mm olacak sekilde yerlestirildi. Cap1 150 mm’lik
plaklara en fazla 12 disk, 100 mm’lik plaklara en fazla 5 disk yerlestirildi. Disklerin
yerlestirilmesinden 15 dk. sonra plaklar kapaklari alta gelecek sekilde 35°C’ ye ayarlanmig
etive koyuldu. Kiiltiirler 16-18 saat atmosferik ortamda inkiibe edildikten sonra
degerlendirildi.

Ciplak goz ile degerlendirilerek tam inhibisyon zonunun gozlendigi alanin ¢ap1 (disk
capt dahil) bir cetvel yardimiyla olciildii. Inhibisyon siniri, ciplak gozle goriilebilir
liremenin bittigi ¢izgi olarak kabul edildi. Olgiilen zon caplari CLSI kitapgigindaki
Enterobacteriaceae ile ilgili tablolardaki degerler ile karsilastirilarak bakteri test edilen
antibiyotige kars1 “hassas”, “orta derecede hassas”, veya “direncli” olarak degerlendirildi.
Enterobacteriaceae ile ilgili degerler Tablo 2’de gosterilmektedir. CLSI kriterlerine
uyularak kullanilan MHA, antibiyotik disklerin kullanilabilirliligini ve yapilan deneyin
gecerliligini gostermek icin kontrol bakteri olarak E. coli ATTC 25922 susu kullanildi.
Ayrica konjugasyonda alici hiicre olarak kullanilan E. coli J53-2, kullanilan biitiin

antibiyotiklere hassas oldugu i¢in ikinci bir kontrol sus olarak secildi.

Tablo 2. CLSI rehberinde Enterobacteriaceae igin zon caplart yorumlama standardlar

(41).
Zon Cap1 (Yaklagik mm)

Antibiyotik Ilag Disk Igerigi R (Direncli) | I(Orta Hassas) S (Hassas)
Ampisilin 10 ug <13 14-16 > 17
Tetrasiklin 30 ug <14 15-18 >19
Kloramfenikol 30 ug <12 13-17 > 18
Nalidiksik asit 30 ug <13 14-18 >19
Gentamisin 10 ug <12 13-14 >15
Kanamisin 30 ug <13 14-17 > 18
Streptomisin 10 ug <11 12-14 >15
Amikasin 30 ug <14 15-16 > 17
Trimetoprim Sug <10 11-15 >16
Sullametoksaz 100 g <12 13-16 >17
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2.2.3. Konjugasyon ile Plazmid DNA Transferi

Plazmid transfer deneylerinde verici hiicre olarak, kullanilan biitiin antibiyotiklere
direncli enterik bakteri suslari; alict hiicre olarak, E. coli K-12 J53-2 (Lac® met pro Rif")
susu kullanildi. Konjugasyon deneyleri Rice ve ark.” nin (42) tariflerini modifiye eden
Ozgiimiis’ iin (43) kullandig1 metod ile yapildi. Konjugasyon icgin verici ve alici hiicreler
antibiyotik icermeyen 3 ml LB buyyona esit miktarda inokiile edildiler. Calkalayicili
inkiibatorde atmosferik ortamda, 37°C’ de 18-24 saat atmosferik ortamda iiretildiler. Verici
ve alici hiicreleri igeren kiiltiirler esit hacimde (1:1) kanistirildiktan sonra atmosferik
ortamda, 35°C’ de 18-24 saat sallanmadan etiivde inkiibe edildiler.

Transkonjugantlarin seleksiyonu i¢in alict hiicre E. coli K-12 J53-2° nin direncli
oldugu rifampisin (150ug/ml) ve verici hiicrenin direcli oldugu antibiyotigin eklenmis
oldugu EMB agar yiizeyine konjugasyon karisiminin 10" diliisyonundan 100 ul damlatild,
steril cam baget yardimiyla agar yiizeyine iyice yayilarak ekildi, atmosferik ortamda, 35°C’
de 18-24 saat inkiibe edildi. Metalik yesil rofleli koloniler fenotipik olarak transkonjugant
olarak varsayildi ve yukaridaki antibiyotikleri iceren EMB agara pasajlandilar. Yine ayni
fenotipte lireyen bakteri kolonilerinin asagida ifade edilen dort farkli icerige sahip selektif
agarlara replika ekimleri yapildi:

Agar 1: Alic1 hiicre olan E. coli K-12 J53-2’ nin oksotrof oldugu metionin ve prolin
aminoasitlerinden yalnizca birini igeren minimal agar plagi.

Agar 2: 150pg/ml rifampisin ve verici hiicrenin direngli oldugu antibiyotigi iceren
EMB agar plagi.

Agar 3: 150pg/ml rifampisin iceren EMB agar plag:.

Agar 4: Verici hiicrenin direncli oldugu antibiyotigi iceren EMB agar plagi.

Agar 1’ de iiremeyen, agar 2, 3, ve 4’ te iireyen, fenotipik olarak metalik yesil rofleli
kolonilerin transkonjugant olduguna karar verildi. Transkonjugantlardan plazmid DNA’
lart izole edilerek plazmid transferi dogrulandi. Konjugasyon etkinliginin hesap
edilmesinde gereken canli verici hiicre sayisiin bulunmasi i¢in énceden 107, 10 ve 107
diliisyonlar1 yapilarak 100 ul’ si LB agar yiizeyine damlatild1 ve steril cam baget yardimi
ile iyice yayilarak ekildi. Ureyen bakteri kolonileri sayilarak bulunan deger, ekilen miktar
(ml) ile sulandirim katsayis1 ¢arpimina asagidaki formiil kullanilarak oranlandi ve canli

bakteri sayis1 belirlendi.
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Canli Bakteri Sayist (ml’de)= Agar Koloni Sayisi/Ekilen Miktar (ml) x Sulandirim

Katsayist

Verici suglarin konjugasyon etkinliginin hesab1 i¢in ilk izolasyon plaklarindaki
transkonjugant kolonileri sayild1 ve mililitredeki transkonjugant sayisi hesaplanarak verici

hiicre kiiltiirlerinin mililitresindeki hiicre sayisina, asagidaki formiil kullanilarak oranlandi:

Konjugasyon Etkinligi= Transkonjugant Sayisi (ml’ de)/ Verici Hiicre Sayisi (ml’ de)

2.2.4. Plazmid izolasyonu ve Transformasyon

Plazmid purifikasyon islemleri alkali lizis yontemi ile yapildi (44). izole edilen
plazmidler soguk CaCl, ortaminda kompetan hale getirilen E. coli K-12 JM109 (recA")
hiicrelerine 1s1 soku ile veya elektroporatér yardimiyla transform edildi. Transformasyon
deneyleri non-konjugatif ya da mobilize edilebilir R-plazmid varliginin belirlenmesi igin
yapildi. Transformasyon karisimi hem bakterilerin direncli oldugu antibiyotikleri hem de
orijinal susun direncli oldugu antibiyotigi iceren selektif LB agar plaklarna ayr1 ayr
ekildi, dirence neden olan plazmidi tasiyan transformantlar secildi. Elde edilen E. coli
JM109 transformantlar1 derin dondurucuda, %20 gliserollii ortamda stoklandi. Daha sonra
transformantlardan tekrar plazmid izolasyonu yapildi, orijinal susun tasidigi plazmidlerle

agaroz jel elektroforezinde karsilastirildilar.

2.2.5. PCR’lar i¢in Kahp DNA Hazirlanmasi

Protokollerde tarif edildigi gibi (45), PCR i¢in kullanilacak kalip DNA izolasyonu
icin bakteri suslar1 secici antibiyotigi iceren 3-4 ml LB s1v1 besiyerine inokiile edildi ve bir
gece 37°C’de sallayicili inkiibatorde iiretildi. Kiiltiiriin 200 ul’si 800 ul steril distile su ile
kangtinidi. Hiicreler 10 dk kaynatilarak lizise ugratildi. Bu lizis karisimi, 13.000 rpm’de 2
dk santrifiijlenerek c¢oktiiriildii.  Stipernatant PCR’larda kalip DNA kaynagi olarak
kullanildi.
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2.2.6. TEM Tipi p-laktamaz Geni (TEM-1) icin Spesifik PCR

Standart PCR’lar 50 pl hacimde yapildi. Elli mikrolitre 10X PCR tamponu (100 mM
Tris-HCl [pH 8.8], 500 mM KCI, %1 Triton X-100), 30 ul MgCl,, 10 ul 10X
deoksiniikleotid trifosfat karigimi (her biri 2 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 5 ul her
bir primer stoku (25 pmol/ul), 378 pl steril deiyonize su, 2 U Tag DNA polimeraz ve 2 pl
kalip DNA olarak reaksiyon karisimi1 hazirlandi. Amplifikasyon igin sikliis sartlari: 10 dk
94°C (baslangi¢c denatiirasyonu), 2 dk 94°C (26 siklus), 30 sn 54°C (primerlerin
baglanmasi), 2 dk 72°C (ilk sentez) ve 7 dk 72°C (son sentez) (46).

TEM-1 geninin PCR’ da kullanilan intragenik oligoniikleotid primerleri Tablo 3’ de
gosterilmistir (46).

2.2.7. Tetrasiklin Geni Icin Spesifik PCR
2.2.7.1. tetA Geni icin Spesifik PCR

Standart PCR’lar 50 pl hacimde yapildi. Elli mikrolitre 10X PCR tamponu (100 mM
Tris-HCI [pH 8.8], 500 mM KCI, %1 Triton X-100), 30 ul MgCl, 10 pl 10X
deoksiniikleotid trifosfat karistmi (her biri 2 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 10 pl her
bir primer stoku (25 pmol/ul), 368 pl steril deiyonize su, 2 U Tag DNA polimeraz ve 2 pl
kalip DNA olarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Amplifikasyon icin sikliis sartlar: 5 dk
95°C (baslangi¢ denatiirasyonu), 3 sn 95°C (23 siklus), 30 sn 62°C (primerlerin
baglanmasi), 45 sn 72°C (ilk sentez) ve 7 dk 72°C (son sentez) (47).

tetA geninin (917bp) PCR’da kullanilan oligoniikleotid primerleri Tablo 3° de
gosterilmistir (48).

2.2.7.2. tetB Geni icin Spesifik PCR

Standart PCR’lar 50 pl hacimde yapildi. Elli mikrolitre 10X PCR tamponu (100 mM
Tris-HCl [pH 8.8], 500 mM KCI, %1 Triton X-100), 30 ul MgCl, 10 pul 10X
deoksiniikleotid trifosfat karisimi (her biri 2 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 10 pl her
bir primer stoku (25 pmol/ul), 368 pl steril deiyonize su, 2 U Tag DNA polimeraz ve 2 pl
kalip DNA olarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Amplifikasyon icin sikliis sartlari: 5 dk
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95°C (baslangic denatiirasyonu), 30 sn 95°C (25 siklus), 30 sn 57°C (primerlerin
baglanmasi), 20 sn 72°C (ilk sentez) ve 7 dk 72°C (son sentez) (47).
tetB geninin PCR’da kullanilan oligoniikleotid primerleri Tablo 3’ de gosterilmistir

(48).

2.2.7.3. tetC Geni icin Spesifik PCR

Standart PCR’lar 50 pl hacimde yapildi. Elli mikrolitre 10X PCR tamponu (100 mM
Tris-HCI [pH 8.8], 500 mM KCI, %] Triton X-100), 30 ul MgCl, 10 pl 10X
deoksiniikleotid trifosfat karisimi (her biri 2 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 10 pl her
bir primer stoku (25 pmol/ul), 368 pl steril deiyonize su, 2 U Tag DNA polimeraz ve 2 pl
kalip DNA olarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Amplifikasyon icin sikliis sartlar: 5 dk
95°C (baslangic denatiirasyonu), 30 sn 95°C (25 siklus), 30 sn 57°C (primerlerin
baglanmasi), 20 sn 72°C (ilk sentez) ve 7 dk 72°C (son sentez) (47).

tetC geninin (569bp) PCR’da kullanilan oligoniikleotid primerleri Tablo 3’ de
gosterilmistir (48).

2.2.8. integron icin Spesifik PCR
2.2.8.1. Smif 1 integron i¢in Spesifik PCR

Standart PCR’lar 50 pl hacimde yapildi. Bes mikrolitre 10X PCR tamponu (100 mM
Tris-HC1 [pH 8.8], 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %1 Triton X-100), 5 ul 10X
deoksiniikleotid trifosfat karigimi (her biri 2 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 2 ul her
bir primer stoku (25 pmol/pl), 34 pl steril deiyonize su, 1 U Tag DNA polimeraz ve 1 pl
kalip DNA olarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Amplifikasyon i¢in siklus sartlari: 5 dk
96°C, 1 dk 55°C, 3 dk 70°C (bir siklus); 15 sn 96°C, 30 sn 55°C, 3 dk 70°C (24 siklus) ve
son sentez 5 dk 70°C (bir siklus) (49).

Sinif 1 integronun PCR’ da kullanilan korunmus bolge primerleri Tablo3’ de

gosterilmistir (45).
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2.2.8.2. Sif 2 integron i¢in Spesifik PCR

Standart PCR’lar 50 pl hacimde yapildi. Bes mikrolitre 10X PCR tamponu (100 mM
Tris-HCl [pH 8.8], 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %1 Triton X-100), 5 pl 10X
deoksiniikleotid trifosfat karigimi (her biri 2 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 2 ul her
bir primer stoku (25 pmol/ul), 34 pl steril deiyonize su, 1 U Tag DNA polimeraz ve 1 pl
kalip DNA olarak reaksiyon karistmi hazirlandi. Amplifikasyon icin siklus sartlar: 5 dk
96°C, 1 dk 55°C, 3 dk 70°C (bir siklus); 15 sn 96°C, 30 sn 55°C, 3 dk 70°C (24 siklus) ve
son sentez 5 dk 70°C (bir siklus) (50).

Smif 2 integronun PCR’ da kullanilan korunmus bolge primerleri Tablo 3’ de

gosterilmistir (51).

Tablo 3. TEM-1, tetA, tetB, tetC, sinif 1 ve sinif 2 integronlarin PCR analizinde kullanilan

oligoniikleotidler
Gen Primer Niikleotid Dizisi Referans
OT-1 5 -TTGGGTGCACGAGTGGGTTA-3’ Arlet ve ark. (46)
TEM-1
OT-2 5’-TAATTGTTGCCGGGAAGCTA-3’ Arlet ve ark. (46)
Primer-1 5’-GTAATTCTGAGCACTGTCGC-3’ Aarestrup ve ark. (48)
tetA Primer-2 5’-CTGCCTGGACAACATTGCTT-3’ Aarestrup ve ark. (48)
Primer-1 5’-CTCAGTATTCCAAGCCTTTG-3’ Aarestrup ve ark. (48)
tetB Primer-2 5’-ACTCCCCTGAGCTTGAGGGG-3’ Aarestrup ve ark. (48)
Primer-1 5’-GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC-3’ Aarestrup ve ark. (48)
tetC Primer-2 5’-CCTCTTGCGGGAATCGTCC-3’ Aarestrup ve ark. (48)
5’-CS 5’-GGCATCCAAGCAGCAAG-3 Levesque ve ark. (45)
Sinif 1
. 3’-CS 5’-AAGCAGACTTGACCTGA-3 Levesque ve ark. (45)
Integron
hep 51 5’-GATGCCATCGCAAGTACGAG-3’ White ve ark. (51)
Sinif 2 5’-CGGGATCCCGGACGGATGCACGAT
. hep 74 White ve ark. (51)
Integron TTGTA-3’

2.2.9. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi protokollerde tarif edilen yontemler kullanilarak yapildi

(44). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) driinleri icin %1-2 yogunlukta olacak sekilde
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agaroz jel hazirlandi. Yaklasik 45-55°C sogumasi saglandiktan sonra jele 0,5 ug/ml
etidyum bromiir (EtBr) ilave edildi. Plazmid DNA orneklerinden 10 pl alinarak yiikleme
tamponu ile karistirildiktan sonra jele yiiklendi ve 120 Volt dogru akimda yiiriitiildii.
Ultraviyole 15181 altinda plazmid DNA bantlar1 gozlemlendi.

2.2.10. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

TEM-tipi B-laktamaz tam geni OT-3 (5’-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’) ve
OT-4 (5-CAATGCTTAATCAGTGAGG-3’) primerleri kullanilarak cogaltildi (52).

Tam genlerin c¢ogaltildigi PCR iiriinleri, pGEM-T klonlama vektoriine iiretici
firmanin (Promega, USA) 6nerileri dogrultusunda ligasyonu saglandi ve E. coli K-12 JM
101 (recA™) kompetan hiicrelerine elektroporatér ile transform edildi. Transformasyon
sonras1 hiicreler, ampisilin, IPTG (Isopropil B-D-1-tiyogalaktopiranozid) ve X-gal (5-
bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid) iceren segici LB agara ekilerek mavi/beyaz
koloni olusumuna bakildi ve beyaz kolonilerden plazmid izole edilerek pozitif klonlar
belirlendi (44). Izole edilen bu plazmidler Eco RI restriksiyon enzimi ile kesilerek ayrica
dogrulandi. Pozitif oldugu dogrulanan plazmidleri iceren rekombinant hiicreler tekrar
biiyiitiildii plazmid DNA purifikasyon kiti (Promega, USA) kullanildi DNA dizi analizi

icin tekrar izole edildi.

2.2.11. PCR Uriinlerinin DNA Dizi Analizi

PCR iirlinlerinin dizi analizi i¢in, bu iriinleri iceren rekombinant plazmidler
Macrogen (Kore) firmasina gonderildi tiniversal primerler yardimu ile dizi analizi yapildi.

Elde edilen dizi analizi, genlere ait daha 6nce tamimlanan dizi analizi verileri ile
karsilastirilarak benzerlik oranlart belirlendi. Bu amacla, The National Center for
Biotechnology Information (NCBI) web sitesinde kullanima bedava olan BLAST arastirma
programi icindeki ileri QBLAST sistemi, European Bioinformatics Institute web
sitesindeki CLUSTALW, University of British Columbia Bioinformatics Centre web
sitesindeki CLUSTALX, gibi programlardan yararlanildi. Bu sayede denizlerdeki
Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin diren¢ genlerinin profili, yapist ve genetik

haritas1 ¢ikarildi.



3. BULGULAR

Bu calismada Rize sehir sahilinde, Kasim 2000-Agustos 2001 tarihleri arasinda
alinmis olan deniz suyu 6rneklerinden yine bu tarihlerde izole edilen ve derin dondurucuda
stoklanan enterik bakterilerin identifikasyonu yapilmistir ve 10 tane farkli antibiyotige

kars1 gostermis olduklar1 antibiyotik direngleri karakterize edilmistir.

3.1. Enterik Bakterilerin identifikasyonu

Enterik bakterilerin identifikasyonu icin, IMViC testleri kullanmilmistir. Tiir
identifikasyonlar1 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ de (39) belirtilen
biyokimyasal yontemlere dayali kriterlere gore degerlendirildi.

Yapilan degerlendirmelere gore toplam 52 adet bakterinin 39 tanesi Escherichia coli,
2 tanesi Enterobacter cloacae, 1 tanesi Citrobacter diversus, 1 tanesi Citrobacter koserii, 1
tanesi Klebsiella pneumoniae, 7 tanesi non-fermentatif Gram-negatif bakteri ve 1 tanesi ise

IMVIC testlerine gore tiplendirilememistir.

3.2. Enterik Bakterilerin Antibiyotiklere Gosterdikleri Hassasiyet Sonuclari

Identifikasyonu yapilmis Enterobacteriaceae familyasma ait 45 adet bakterinin 10
farkli antibiyotige kars1 gosterdikleri hassasiyetleri disk difiizyon metodu kullanilarak
belirlenmistir. Enterik bakterilere karsi, kullanilan antibiyotiklerin olusturduklar

inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 4. Enterik bakterilerin antibiyogramdaki inhibisyon zon caplari

Bakteri | AMP | TE C NA | CN K S AK | TMP | SMZ
No mm | mm | mm | mm | mm | mm | mm | mm | mm | mm
D1 13 26 30 22 21 24 17 26 30 24
D2 22 24 26 25 21 22 16 25 25 17
D3 0 0 25 24 20 21 17 22 23 16
D4 22 23 26 25 20 20 16 23 27 15
D5 22 24 25 28 20 23 19 26 24 14
D6 23 23 26 26 19 21 17 22 27 22
D7 19 22 25 24 20 21 16 23 23 16




32

Tablo 4’ iin devami

D8 0 0 0 24 19 20 15 22 22 0
D9 0 0 0 24 19 20 15 23 24 0
D10 21 23 28 25 20 22 16 24 26 20
D11 13 21 27 25 20 21 17 23 24 14
D12 12 24 27 26 22 24 18 26 28 21
D13 0 0 24 24 18 20 14 23 25 18

D14 23 23 24 25 19 20 16 22 24 19

D15 22 22 24 27 19 21 18 24 26 21

D16 22 21 24 23 19 21 19 22 23 18

D17 20 20 25 24 19 20 16 22 22 16

D18 21 26 30 26 21 22 19 24 29 22

D19 21 0 23 29 19 22 16 24 24 17

D20 0 0 27 26 21 23 8 24 0 0

D21 17 24 26 26 21 21 16 23 25 16
D22 23 25 26 26 20 23 17 26 30 21
D23 27 28 24 0 24 26 21 30 31 25

D24 20 21 23 26 18 18 14 20 26 20

D25 21 24 25 25 18 20 15 21 25 16

D26 0 25 25 23 20 22 17 23 21 13

D27 24 25 27 27 23 25 17 28 28 22

D28 23 25 25 28 18 21 16 24 27 18

D29 23 25 30 32 23 25 21 26 26 16

D30 22 26 25 26 20 22 18 24 26 19

D31 21 24 24 26 18 22 16 22 28 20

D32 23 23 24 27 18 20 16 21 23 16

D33 21 22 23 24 18 20 16 22 25 16

D34 20 22 24 26 17 18 15 21 21 10

D35 17 22 22 22 19 22 16 24 25 15

D36 22 23 24 25 19 21 17 24 24 17

D37 0 19 23 25 20 22 18 22 25 21

D38 10 26 27 25 20 22 19 24 30 23

D39 21 22 26 26 20 24 16 25 21 14

D40 25 24 25 27 19 23 19 25 27 17

D41 22 24 26 29 19 19 16 21 24 12
D42 23 22 26 25 18 19 15 21 25 16
D43 19 0 25 24 20 20 11 23 22 14
D44 20 20 22 22 20 21 15 22 22 15
D45 20 23 24 25 20 22 16 24 25 16

AMP: Ampisilin, TE: Tetrasiklin, C: Kloramfenikol, NA: Nalidiksik asit, CN: Gentamisin,
K: Kanamisin, S: Streptomisin, AK: Amikasin, TMP: Trimetoprim, SMZ:
Siilfametoksazol.
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Okunan inhibisyon zonu sonuglarina gore 45 tane bakteriden 14 tanesinin test edilen

antibiyotiklerden en az birine direngli oldugu goriildii.

Tablo 5. Direncli bakteri tiirleri ve direng profilleri

Bakteri No Bakteri Tiirii Direng Profili
D1 E. coli AMP
D3 E. coli AMP, TE
D7 E. coli AMP, TE, C, SMZ
DS E. coli AMP, TE, C, SMZ
D11 C. diversus AMP
D12 E. coli AMP
D13 E. coli AMP, TE, S
D19 E. coli TE
D20 E. coli AMP, TE, K, TMP, SMZ
D23 Tiplendirilemedi | NA
D26 K. pneumoniae | AMP
D37 E. cloacae AMP
D38 C. koserii AMP
D43 E. coli TE, AK

AMP: Ampisilin, TE: Tetrasiklin, C: Kloramfenikol, NA: Nalidiksik asit, K:
Kanamisin, S: Streptomisin, AK: Amikasin, TMP: Trimetoprim, SMZ:
Siilfametoksazol.

3.3. Direncin Konjugatif Transferi

Antibiyotiklere direncli oldugu gozlenen 14 enterik bakteri susunun direng¢ genlerinin
aktarilabilirligi konjugasyon deneyi ile arastirildi. Deney sonuglaria gore, sadece D1 ve
D12 numarali enterik bakterilerde, ampisilin antibiyotigi konjugasyonunda pozitif sonug
gozlenirken, diger enterik bakterilerde konjugasyon deneylerinde pozitif sonug
gozlenmemistir.

Smif 1 integronun belirlendigi D8 numarali sus ile Sinif 2 integronun belirlendigi
D20 numarali suslarda konjugasyon deneyinin pozitif sonu¢ vermemesi bu integronlarin

kromozomal kokenli oldugunu gostermektedir.
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3.4. Direncin Transformasyon ile Transferi

Antibiyotiklere direncli olan 14 enterik bakteri susunun diren¢ genlerinin
aktarilabilirligi transformasyon deneyi ile arastirildi. Bu deney sonucuna gére, D3 ve D13
numaralt enterik bakterilerin tetrasiklin antibiyotigi transformasyonu pozitif sonug

verirken, diger enterik bakterilerde pozitif sonu¢ gozlenmemistir.

3.5. Ampisilin Direncli Suslarda TEM tipi p-laktamaz Genlerinin PCR ve Dizi
Analizi ile Belirlenmesi

Ampisilin direncli goriilen 11 enterik bakteri susunda Tablo 3’ de belirtilen primerler
ile PCR analizi yapildi ve yalmzca D3 numarali enterik bakteride P-laktamaz geni
belirlenmistir.

Yapilan dizi analizi ile bu genin TEM tipi B-laktamaz geni oldugu belirlenmis oldu.

TEM-1 tam geninin (569bp) PCR fiiriinleri % 1,5’ luk agaroz jel hazirlanarak
elektroforeze tabi tutuldu ve jel fotograflandi (Sekil.1).

3.6. Tetrasiklin Direncli Suslarda tetA, tetB ve tetC Genlerinin PCR ile
Belirlenmesi

Tetrasikline direngli 7 enterik bakteri susunda Tablo 3’ de belirtilen primerler
kullanilarak terA, tetB ve tetC genlerinin PCR analizi ile belirlenmeye calisilmistir. Analiz
sonucunda bu 7 enterik bakteri susunda yalnmizca tetB geni belirlendi.

tetB geninin (375bp) PCR iiriinleri % 1,5 luk agaroz jel hazirlanarak elektroforeze
tabi tutuldu ve jel fotografland1 (Sekil.1).

3.7. Ampisilin ve Tetrasiklin Direncli Suslarda Simf 1 ve Smif 2integronlarinin
PCR ile Belirlenmesi

Ampisilin ve tetrasikline direngli goriilen 13 enterik bakteri susunda Tablo 3’ de
belirtilen primerler ile PCR analizi yapildi, yalmzca D8 numarali enterik bakteride Simif 1
integron ve yalnizca D20 numaral enterik bakteride Sinif 2 integron belirlenmistir.

Smif 1 ve Sinif 2 integronun PCR iiriinleri % 1,5 luk agaroz jel hazirlanarak

elektroforeze tabi tutuldu ve jel fotograflandi (Sekil.1).
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Sekil 1. PCR analizleri. M, 100bp DNA Ladder (Promega, ABD); 1, Stmif
1 integron (E. coli D8); 2, Sinif 2 integron (E. coli D20); 3, tet(B)
amplikon (E. coli D7); 4, blatgm.; amplikon (E. coli D3)



4. TARTISMA VE SONUCLAR

Kanalizasyon sulari, besin maddeleri ve mikroorganizmalar bakimindan zengindir
dolayistyla deniz ortamina bosaltildiklar1 zaman fekal kirlenmeye sebep olarak dogal
ekosistemi bozarlar. Yogun yerlesim bolgelerinde bu kirlilik fazladir ve insanlarin
denizlerden faydalanabilirligini azaltir. Kanalizasyonlar ile denizlere ulasan patojenler;
insanlara ylizme, dalma ve benzeri sportif amagclar i¢in denizler kullanilirken direkt olarak
bulasabildigi gibi, kontamine olmus deniz iiriinlerinin tiiketimi ile de bulasabilir. Bunun
yaninda akarsularda fekal kirlenmeye neden olan bakteriler bir ¢ok antibiyotige karsi
direncli olup, deniz suyu gibi elverisli bir ortamda kendisinde bulunan diren¢ genlerini
diger bakterilere aktarmaktadir. Bu gibi nedenlerden dolayi, dogal bir kaynak olarak pek
cok kullanim1 olan denizlerin kalitesinin saptanmasi ve kontrolii dnemlidir.

Bu caligsmada, Rize sehir sahilinde Kasim 2000-Agustos 2001 tarihleri arasinda deniz
suyundan izole edilen ve derin dondurucuda saklanan bakteriler tiplendirilmis ve
antibiyotik direncleri karakterize edilmeye calisilmistir.

Su kaynaklarinda fekal atiklarin bulunmasi gelismemis iilkelerde oldugu kadar
gelismis iilkelerde de artan bir sorundur (53). Su ortamlarinda antibiyotik direncli patojen
bakterilerin varliginin artmasi bu problemi daha karmasik bir hale sokmustur. Cevredeki
antibiyotik varligimmin artmasi, belirli bakteriler ve genotipleri iizerine bir baski
uygulamaktadir. Son yillarda yapilan calismalar gostermistir ki; antibiyotik direncinin
yayilimi ile antibiyotiklerin endiistriyel kullanimlarinin artmasi arasinda pozitif bir
korelasyon vardir (54).

Calismada Rize sehir sahilinde deniz suyundan izole edilen enterik bakterilerde
antibiyotik direnclerini karakterize etmek icin farkli gruplara ait 10 tane antibiyotik
kullanilmistir. B-laktamlardan ampisilin; aminoglikozidlerden amikasin, streptomisin,
gentamisin, kanamisin; kloramfenikol, nalidiksik asit, tetrasiklin, trimetoprim ve
sulfametaksazol antibiyotiklerinin aktarilabilirligi test edilmistir.

Antibiyogramlar1 sonucunda direng gozlenen enterik bakterilerin, diren¢ genlerini
aktarilabilir elemanlar olan plazmidler ile tasiyip tagimadiklarim gostermek igin
konjugasyon ve transformasyon deneyleri yapildi. Konjugasyon deneyi sonucunda D1 ve
D12 numaral enterik bakterilerde yalnizca ampisilin antibiyotigi konjugasyonunda pozitif

sonu¢ gozlenirken diger enterik bakterilerde pozitif sonu¢ gozlenmedi. Transformasyon
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deneyi sonuglarinda ise yalnizca D3 ve D13 numarali enterik bakterilerde tetrasiklin
antibiyotigi transformasyonu pozitif sonug verdi.

B-laktamaz enzimleri kromozomal ya da plazmid aracili olabilirler. Plazmid orijinli
B-laktamazlar bir ¢ok Gram-negatif bakteride siklikla bulunmaktadir. Bunlardan en sik
rastlanilam1 TEM tipi B-laktamazlardir (50). Calismada ampisilin direnci gozlenen 11 adet
enterik bakteridle TEM tipi [-laktamazlarin belirlenmesi igin yapilan PCR analizi
sonucunda yalnizca D3 numarali enterik bakteride TEM tipi B-laktamaz geni pozitif olarak
belirlenmistir.

Calismada tetrasiklin direnci goriilen 7 enterik bakteri susunda, enterik bakterilerde
siklikla rastlanan tetrasiklin diren¢ genleri olan tetA, tetB ve tetC genleri PCR analizi ile
belirlenmeye c¢alisildi. Bu PCR sonucunda tetrasiklin direngli enterik bakterilerin hepsinde
tetB geni pozitif olarak gozlendi.

Ekstrakromozomal elemanlar olan plazmidlere diren¢ genlerini tasiyan hareketli
genetik elemanlar olan integronlar da enterik bakteriler arasinda direncin yayilmasinda
etkilidirler. Antibiyogram sonucunda diren¢ gozlenen 14 enterik bakteri susunda Simf 1 ve
Smif 2 integronlarinin varligt PCR analizi ile belirlenmeye calisildi. PCR sonucunda
enterik bakterilerden yalnizca D8 numarali susta Sinif 1 integron belirlenirken, Sinif 2
integron yalnizca D20 numarali susta belirlendi.

PCR analizleri sonucunda belirlenen TEM-1, tetB, Smuf 1 ve Simf 2 direng
genlerinin dizi analizleri yapildi ve gen yapilar1 belirlendi. Bdoylece denizlerde
Enterobacteriaceae familyasina ait bireylerin bu genlerde tasidiklart direng¢ profilleri,

yapilar ve genetik haritalar1 ¢ikarildi.



5. ONERILER

Denizler besin acisindan biiyilk bir potansiyele sahip olup, Onemli besin
kaynaklarindan biridir. Insanlik icin dogal dengenin korunmasi, dogadan yararlanma ve
dogay1 koruma bilincinin yayginlastirilmasi olduk¢ca onemlidir. Denizlerde; nehirlerle
gelen kirleticiler, artan kentlesme, yogun tarim faaliyetleri suyun zararli maddelerle ve
mikroorganizmalar ile kirlenmesi ileride onarimi imkansiz zararlara neden olmaktadir.

Karadeniz, ¢evresinde bulunan iilkelerin atiklarini iginde toplayan havza gorevi
gormektedir. Kanalizasyon sularinin Karadeniz’e akisi mikrobiyolojik kirlilikle sonuglanir.
Bu nedenle denizlerde meydana gelen kirliligin kontrolii ve izlenmesi cevre ve halk
sagligi, kiy1 sularinin halk sagligi ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi agisindan 6nemlidir.

Denizlerde fekal kirlenmenin Onlenmesi i¢in kanalizasyon atik sularinin dere ve
denizlere verilmesinin Onlenmesi gerekmektedir. Bunun icgin aritma tesisi olmayan
fabrikalarin ve belediyelerin modern aritma tesisi kurmasi, kurulu olan aritma tesislerinin
tam verimle ¢alistirilmasinin denetlenmesi yapilmalidir.

Antibiyotik direncinin Onlenebilmesi i¢in risk faktorlerinin dogruluk ve aciklikla
belirlenmesi gerekmektedir. Sik, devamli ve tekrarlayan gereksiz antibiyotik uygulamalari
ve en Onemlisi profilaktik uygulamalar, tarimda ve hayvancilikta yogun ve gelisigiizel
antibiyotik kullanimi direncin ortaya ¢ikmasina yol agan faktorlerdendir. Bu sekilde yogun
ve gereksiz antibiyotik kullaniminin bir an 6nce 6niine gecilmeli, toplum bilin¢lendirilmeli,
bu konudaki egitim ¢alismalart yayginlagtirilmali ve bir diger taraftan da ila¢ endiistrisinin
yanlis ilag pazarlama uygulamalar1 diizeltilmelidir.

Dogaya salinan antibiyotik maddelerin secici baskisi, bakteriler arasinda direng
genlerinin ortaya ¢ikmasi ve dogal ya da patojen bakteriler arasinda yayilimina sebep
olmaktadir. Deniz gibi rekreasyon amaci ile kullanilan sular, diizenli olarak mevcut
bakteriler yoOniinden ve bu bakterilerin potansiyel diren¢ tastyiciliklart bakimindan
incelenirse halk sagligi, bilimsel arastirmalara katkisi, riskin degerlendirilmesi ve takibi

acisindan faydali olacaktir.
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