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Ozet

Bu calismada izmit Kérfezi'ndeki 9 istasyondan alinan 23 deniz suyu 6érneginden izole edilen ve kérfezde kirlilige neden olan
koliformlardan 8 Escherichia coli susu antibiyotiklere karsi coklu direnclilik ve bulasic tipte plazmid “R faktord” tasima ozellikleri
yonilinden incelenmistir. E. coli suslarinin 6érneklerden (deniz suyundan) izolasyonu ve identifikasyonu klasik metodlarla yapilmistir.
Antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer Disk Difiizyon Metoduna gére gerceklestirilmistir. izole edilen E. coli suslarinin antibiyotiklere
direnclilikleri Tetracylin icin %50, Sulbactam/Ampicillin icin %62.5, Penicillin icin %62.5, Gentamicin icin %50, Amikacin icin %12.5,
Chloramphenicol icin %37.5, Cefoperozone icin %25, Kanamycine icin %37.5, Trimethoprim + Sulphametoxozale icin %62.5 olarak
tesbit edilmistir. Bu calisma, izmit Kérfezi'ndeki kirlenmenin ve kirlilik indikatérii olan koliform varhiginin énemli boyutlarda oldugunu
gostermektedir. Ayrica su kaynakli olan E. coli suslarinin en az 2 antibiyotige birden ¢oklu direnc tasidiklar ve bu direnclilik durumlarini
R plazmidleri ile aktarabilme yeteneginde olduklari ispatlanmistir. Koliform bakterilerde ¢oklu direngliligi saglayan R plazmidlerinin
varligi da saptanmistir. Bu calismanin sonuclari, dnemli bir saglik tehdidi olan izmit Kérfezi'ndeki E. coli suslarinin direngc modelinin
ortaya konulmasinda 6nemlidir.

Anahtar sézclikler: E. coli, Konjugasyon, Korfez kirliligi, Koliform, Cevre kirliligi

Investigation of “Contagious Type Antibiotic Resistance
Properties” Related with R Plasmids in Escherichia coli Strains
Isolated from izmit Gulfs (Turkey)

Summary

In this study, 8 Escherichia coli strains one of the pollutions of the Gulf were from the twenty-three seawater samples taken from
9 chosen sites in the Gulf of izmit, and 8 E. coli coliforms which is one of the pollutions of the Gulf, have been studied with respect to
their resistance to antibiotics and their carrier properties of Contagious Types Plasmids with “R factor. E. coli samples were isolated
and identified by use of classic methods. Sensitivity tests for antibiotics were conducted according to the Kirby-Bauer Disc Diffussion
method. The results of E. coli isolates to various antibiotics were as follows; 50% resistance to Tetracyline, 62.5% for Sulbactam/
Amphicillin, 62.5% for Penicillin, 50% for Gentamicin, %12.5 for Amikacin, 37.5% for Chloramphenicol, 25% for Cefoperozone, 37.5%
for Kanamycin, and 62.5% for Trimethoprim + Sulphamethoxozale. This study demonstrates the importance of water pollution in the
Gulf of izmit by these pollution indicators, the presence of coliforms. Furthermore, E. coli a water related bacterium, has been proven
to be highly resistant to at least 2 antibiotics and to be able to transfer this resistance to R plasmids. In coliform bacteria, presence of
high resistance provider R plasmids have been found. This study may effectively help to understandthe resistance models of the E. coli
found at the Gulf of izmit/Turkey.
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GiRiS

Cesitli antimikrobik ajanlara karsi, direncliligin in vitro
olarak enterik bakteriler arasinda aktarilabilecedi, ilk olarak
Japonya'da gerceklestirilmistir . Arastirmacilar, izole ettik-
leri Shigella flexneri suslarinin biyik bir kisminin, 4 anti-
biyotige birden direncli olduklarini, bu suslarin ayni has-
talardan izole edilen E. coli'lerle ayni antibiyotik direng
modeline sahip olduklarini gérmisler ve bu direncin bir
bakteriden digerine ge¢mis olabilecegini diisiinerek, anti-
biyotik direncin blok olarak aktarilabilecegini ispatlamis-
lardir. Yapilan arastirmalar, bu bulasicl direng 6zelliginin
bakteri kromozomu Uzerindeki diren¢ genlerinden tama-
men bagimsiz olarak bakteri stoplazmasinda bulunan ve
Resistance Factor (R Faktorli) denilen kiiclk bir dairesel
DNA elementi ile iligkili oldugunu gostermistir 2. “R"faktord,
ayni anda 7 antibiyotige birden direng 6zelligini konjugas-
yon ve transdiksiyon yolu ile, duyarli bakterilere aktara-
bilmektedir 3. “R” faktori tasiyan bakteriler “R* bakteriler”
direng genlerinin hepsini bir dakika gibi kisa bir stire icinde
“R duyarli bakterilere” gecirebilmekte, bu bulagsma sadece
Gram (-) bakteriler arasinda mimkun olabilmektedir “.

Antibiyotiklere olan direncliligin yani sira plazmidler di-
ye tanimlanan ekstrakromozomal genetik elementler bazi
toksik agir metal iyonlari olan arsenik, civa, kobalt, nikel,
glimus ve tellirium tuzlarina karsi da direncliligi saglayan
genleri tasimaktadirlar >¢. Patojenik mikroorganizmalarin
potansiyel kaynaklari, korfez ve kiyi sularinda mevcuttur.
Gergekte insanin fekal atiklari ve diger organik kirleticilerin
ozellikle martilar tarafindan kirlilik seviyesi ¢cok daha az
olan bolgelere, bu patojenlerin taginmasi ile suyun konta-
minasyonunda da 6nemli derecede farklliklar gézlenmek-
tedir. Kirlenen sularin rekreasyonel amagla kullanimi has-
taliklara neden olmaktadir 6. Ozellikle de agir metaller,
bilhassa endistri bolgelerinde cevreyi kirleten en énemli
atiklar olup, bu toksik agir metal bilesikleri ylizeysel sular-
da, nehir, gol ve deniz sedimentlerinde bulunmaktadir ”.
Ayrica, antibiyotik ve metal direncliligi fenomenlerinin bir-
birleriyle iligkili oldugu, kontrolsiiz olarak gerek tedavi ve
gerekse fizyolojik amaclarla kullanilan antibiyotiklerden
ziyade, cevreyi kirleten metal kontaminantlarin, direncli
bakterilerin seleksiyonuna neden oldugu da baz arasti-
ricilar tarafindan ileri siriIlmektedir & Teknolojik atiklar,
basta lizerinde yasadigimiz ve gida gereksinimimizin he-
men hemen tamamini sagladigimiz toprak olmak Uzere,
denizler, goller, akarsular ve yeralti su kaynaklarini strekli
kirletmektedir. Bu kirliliklere bagl olarak yeni hastaliklar
ortaya ¢ikmakta veya var olan baz hastaliklarin da etkin-
ligi artmaktadir. Bu nedenle, Diinya Saglik Orgiiti, plaj
alanlari hakkinda ytksek oranda tatminkar olmak icin,
her 100 ml'de E. coli sayisinin 100'den az olmasinin surekli
saglanmasi gerektigini tavsiye etmektedir. Bu tavsiye dog-
rudan epidemiyolojik veriyle desteklenmemesine ragmen,
fekal mikroorganizmalarin uygulanabilir bir seviyede tu-
tularak halk saghginin korunmasina énem verilmistir.
Mikrobiyolojik kirlenmeye neden olan patojenik mikro-

organizmalarin timind ayr ayr tespit etmek pratik aci-
dan ¢ok zor olmaktadir. Bununla birlikte, kirlenmenin bo-
yutu patojenik mikroorganizmalarin indikatorii sayilan
koliform bakterilerin konsantrasyonunu tespit etmekle
yapilmaktadir. Patojenik mikroorganizmalarin konsantras-
yonu ise, atiksularin deniz suyu icerisinde seyrelmesi ile
giderek azalmaktadir. Ayrica, tedavi gérmemis hastalarin
diskilarinda ¢oklu direncli Shigella'larla ayni direng érne-
gini gosteren E. coli'lerin bulunmasi, bir toplumdaki E.
coli'lerde R faktorl aranmasinin énemini de ortaya koy-
maktadir.

Bu calismada, izmit kérfezindeki cesitli bolgelerden
alinan deniz suyu Orneklerinden izole edilen E. coli sus-
larinin bazi antibiyotiklere direncliliginin saptanmasi ve
bu direncliligin “R” plazmidleriyle iliskisinin arastiriimasi
ve ayni orneklerde koliform bakterileri varliginin ortaya
konulmasi amaclanmistir. Kérfezden izole edilen koliform
bakterilerden olan E. coli'lerde direng aktarimi, birden ¢ok
antibiyotige karsi direng saglayan ve bu direnc genle-
rini iceren “R” plazmidleri vasitasiyla gerceklestigi tanim-
lanmistir. BOylece, herhangi bir antibiyotige karsi direng
gostermeyen ve duyarli olan bakteri bu yolla direncli
hale gelmistir. Tum ilaglara karsi hassas olan ve normal
barsak florasinda bulunan E. coli'ye “R” faktériinin, di-
ger Gram (-) bakterilerden konjugasyonla aktarimi da
mimkiin olmaktadir. Bu durum, sudan insana gecen ve
gastrointestinal sistemde (GIS) bazi hastaliklara neden
olan bakterilerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
kullanilan etkili antibiyotiklerin tespitinde de ikinci nem-
li unsuru olusturmaktadir. Ayrica bu ¢alismayla, konjugas-
yon sonucu olusan yeni rekombinant tiriin etkili oldugu
ve farkllik gosterdigi antibiyotiklerin de belirlenmesi amacg-
lanmistir. Halen bu arastirma sonrasi elde edilen E. coli
bakteri ve suslari molekdler calismalara tabii tutularak di-
ren¢ genlerinin sekans analizleri yapilmaktadir. Hatta kli-
nik ve su kaynakl bakterilerinin genom calismalarinin ya-
pilmasi 6zellikle de tir identifikasyonlarinin tanimlanmasi
calismasi molekiler genetik anlamda devam etmektedir.

MATERYAL ve METOT

E. coli icin Orneklerin Toplanmasi

Bakteri izolasyonu; izmit Kérfezindeki 9 istasyonda (kir-
liligin yogun oldugu bdlgelerde) yiizeyden, derinden ve
kiyr kesimden (30 cm, 50 cm ve 100 cm) su drnekleri alina-
rak yapilmistir. Numune alinan istasyonlar Tablo 1'de veril-
mistir. Numuneler, steril olarak 6nceden temin edilen kah-
verengi cam siselere alinip agizlarina mantar tipa kapati-
larak portatif bir buzdolabi icerisinde +4°C sicaklikta
muhafaza edilmek suretiyle ayni giin Konya Halk Saghg:
Laboratuvari Bakteriyoloji Bolimu'ne getirilerek deneysel
protokollere gdre her bir numune icin 6zel besiyerleri
hazirlanarak, membran filtrasyon yontemiyle su numu-
nelerindeki koliform tayini yapilmistir °.



Table 1. Sampling stations
Tablo 1. Numune alinan istasyonlar

Numune Alinan istasyonlar ~ YiizeyNo DerinNo  KiyiNo
Bayramoglu 13 22 11
Darica 6 16 15
Eskihisar 7 10 18
izmit 21 19 20
Dilovasi-Liman - 12 -
Dilovasi-Solventas - 14 -
Hereke 4 5 17
Korfez 8 2

Golcuk 1 23 9

Antibiyotik Diskler: Antibakteriyellere duyarlilikolcu-
munde antibiyotik emdirilmis disklerden (Oxoid, UK)yarar-
lanilmistir. Kullanilan disklerin icerdikleri antibiyotik yogun-
luklari ve inhibisyon alani standartlari Tablo 2'de gosteril-
mistir.

Table 2. Inhibition standards of used antibiotics in the research
Tablo 2. Kullanilan antibiyotiklerin inhibisyon alan standartlar

Antibiyotik Yogunluk inhibisyon Zonu
Adi (mcg) Capi (mm)
Direngli Duyarh
Sulbactam/Ampicillin (SAM) 20 <13 >21
Penicillin (P) 10 <1 >22
Gentamicin (CN) 10 <12 >15
Amikacin (AK) 30 <14 >17
Nalidixic Acid (NA) 30 <13 219
Chloramphenicol (C) 30 <12 >18
Cefoperazone (CEP) 75 <15 >21
Kanamycin (K) 30 <13 =18
Trimethoprim Sulfamethoxazole (SXT) 25 <10 >16
Tetracycline (T) 30 <14 >19

Su Orneklerinin Alinmasi ve Analiz islemleri

Membran Filtrasyon metodunda, inklibasyondan sonra
membran filtre tizerinde 20-80 koloni olmasi idealdir. Temiz
denizsulariicin orjinal drnegin su miktarlari filtre edilip 100
ml, 1 ml ve 0.1 ml olarak ayrica kontamine olan korfez suyu
numuneleri icin diliisyon 6rnekleri artinlmistir. Bunun igin,
orjinal 6rnekten direk ekimler yapilmadan 6nce dillisyon
serileri hazirlanarak, steril pipetle orjinal 6rnekten 1 ml alip
9 ml fosfat tamponu iceren tlpe aktarilip, karistirici veya
el ile kuvvetlice calkalanmistir. Daha sonra D-1 dillisyo-
nundan alinan 1 ml, 9 ml fosfat tamponu iceren sulu tlipe
konarak D-2 dillisyonu elde edilmistir.

Filtrasyon Iglemi

Herbir dillsyon serisi icin sterilize filtrasyon hunisi
(funnel) kullaniimistir. Sterilize edilmis pens ile membran
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filtre, filtrasyon apereyinin Uzerine konur. Dikkatli bir se-
kilde funnel yerine yerlestirilir ve kilitlenir. 20 ml steril fos-
fat tampon suyu funnel’in icine konur sterilize pipet ile D-2
dilisyonundan 1 ml funnel'a ilave edilerek kismi vakum ile
filtre edilir. Funnel''n duvarlar yaklasik 20 ml steril fosfat
tampon suyu ile yikanir, kismi basin¢ uygulanarak filtre
edilir. Funnel'in duvarlari ikiden fazla yikanarak tekrar kismi
vakum ile filtre edilir, kiliti agilarak funnel kaldirilir ve alevde
sterilize edilmis pens ile membran filtre alinarak vasat
iceren petri plaginin tzerine konur. D-1 dilisyonunu filtre
etmeden Once 20 ml fosfat tamponu filtrasyon Gnitesin-
den gecirilir. Tum ekimlerde ayni islemler tekrarlanir. Daha
sonra Uzerine membran filtre konulan, agar plaklari 31°C
24 saat inkUbe edilerek sterilite kontrolu membran filtresiz
agar iceren bir plakta inkibe edilerek yapilmistir.

Membran Filtrasyon Yéntemi ile Total Koliform Tayini

Bu metod, iliman ve sicak denizlerin kiyi bantlarinda ve
kaplica sularinda total koliformlarin tayini icin tanimlan-
mis olup plajlarin sanitasyon kontrolu icin de kullanil-
maktadir. Koliform grubu olmayan bakterilerin ¢cogu bu
metotda kullanilan besiyerlerinde iremezler. Ureyen koli-
form grubundaki bakteriler ise spesifik testlerle ayirde-
dilmistir. Bu testler ile, fekal orjinli E. coli Tipl ve non-
fekal orjinli Tipll ile TipVI tayin edilmektedir. Bu testte,
steril sartlar altinda alinan deniz suyu 6rneklerinden su-
daki total koliformun tahmin edilen sayisina gore dills-
yon serileri hazirlanarak bu dilisyon serileri (su ile sey-
reltilmis 6rnekler) 0.45 p genisligi olan membran filtre-
den sizllmustir. Membran Filtre, M-Endo Agar iceren
petri plagina yerlestirilerek ve 37°C 24 saat inkiibe edil-
mistir. SUpheli olan koloniler, Mac conkey veya BGBB
(Brillant Green Bile Buyyon) kullanilarak dogrulamaya alina-
rak test edilmistir. Sonuclarin degerlendirilmesi icin, inki-
basyon sonucu total koliform kolonileri sayilarak membran
filtre Gizerinde bulunan koliform ve koliform olmayan kolo-
niler degerlendirmeye alinmistir.

E. coli’lerin izolasyonu ve Konjugasyon Deneyi

Calismada, 9 istasyondan alinan numuneler igerisindeki
koliform tayini yapildiktan sonra, konjugasyon deneyin-
de E. colide R plazmidlerine bagli direng aktarimi gdsterile-
cegi icin koliform bakterilerden olan Shigella, Proteus ve
Salmonella cinsleri arasindan sadece E. coli izole edilmistir.
EMB (Eosine Methylene Blue) besiyerinde Ulreyen laktoz
(+) kolonilerin taninmasi icin TSi (Three Sugar Iron Agar)
besiyerine ekim yapilarak iIMVIC testleri icin (indol-Metil
Red-Voges Proskauer-Citrate) lac (+) olan koloniler, sete
alinip klasik yontemlerle E. coli’ler tanimlanmustir.

Direncliligi incelenecek olan bakteri suslar, 1 ml buy-
yon iceren tlplere ekilerek 37°C'de 6 saat enkiibe edilmis-
tir. Bu stirenin sonunda kltarlerin 1/100°lik dilGisyonlarin-
dan steril olan ekiiviyon ucu ile sterilite kontroll yapilmig
ve etlivde kapaklar aralik ve ters tutularak kurutulmus
Oxoid'in D.S.T. Agar besiyerinin ylizeyine homojen dagilim
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yapacak sekilde ekim yapilmistir. Fakat ekim yapmadan on-
ce herbir tiipteki stispansiyonun bulanikligi Mac Farland
bulaniklik derecesine gdre 0.5'e ayarlanmistir. Eger, bak-
teri siispansiyonunun bulanikhigr Mac Farland 0.5’ten da-
ha fazla ise, bakteri stispansiyonuna steril serum fizyolo-
jik eklenerek bulaniklik ayari yapilir. Eger, bakteri siispan-
siyonunun bulaniklik derecesi Mac Farland 0.5'ten daha
az ise, bir sure daha ettivde birakilarak ayni bulanikhk
derecesine gelmesi saglanir. Bu islemin uygulanmasindaki
amag, her antibiyotik duyarlilik testinde besiyerine ayni
miktarda bakteri ekimi yapilarak standardizasyonu sagla-
maktir. Patojen bakterinin buyyonda Mac Farland 0.5 bu-
lanikhgindaki stispansiyonu yapildiktan sonra antibiyo-
gram yapilacak besiyeri alinarak ekim ylizeyi kuruduktan
sonra diskler steriliteye dikkat edilerek besiyerinin ytizeyi-
ne tam temas edecek sekilde yerlestirilip alevden gegiril-
mis pensle hafifce bastirimistir. Petri kutular laboratuvar
1sisinda yaklasik 30 dak. bekletilerek, antibiyotiklerin yayi-
limi saglandi. 37°C'de bir gece enkibe edildikten sonra
Uremenin engellendigi alanlarin ¢aplari 6l¢uldi ve mm
olarak kaydedildi. Degerler, Tablo 2'deki verilerle karsilas-
tinlarak direncli, intermedier ve duyarh seklinde deger-
lendirilmistir. Verici E. coli, alici E. coli (E. coli K12 Lac (-) Nal’)
suslar ayri ayri buyyona oze ile ekilerek bir gece 37°C'lik
ettivde enkuibe edilmistir. Secici besiyeri olarak Mac Conkey
besiyeri hazirlandi. Bu besiyerine Nalidixic acid ve uygun
yogunlukta ayri ayr antibiyotikler (SAM, C, CN...), eritilmis
olan besiyerinin ylizeyine 50°C'ye kadar sogutulduktan
sonra ilave edilerek, plaklara dokilip dondurulmustur.
Alici E. coli ve ¢oklu direng gosteren bakterilerin sivi kiil-
turlerinden, ayr ayri antibiyotikleri iceren bitin Mac
Conkey plaklarina kontrol ekimi yapilmistir. Plaklar dorde
bolinerek kullanilmistir. Coklu direng gosteren bakteri-
lerle, alici bakteri bu besiyerlerinin hicbirinde tremedi.
Eger Ureme olursa suslarda veya hazirlanan besiyerinde
bir bozukluk var demektir. icinde 5 cc buyyon bulunan
tlplere, alici olarak kullanilan E. coli K12'nin bir gecelik sivi
kaltarinden 0.5 cc, verici E. coli susunun bir gecelik sivi
kiltirinden de 0.1 cc ekildi. Hafifce calkalanarak 37°C'lik
ettive kondu. Bu karisim bir gece enkiibe edilmistir (Direng
Transfer Donemi). Ertesi sabah, bir 6ze kullanilarak ayri
ayri antibiyotikler ve Nalidixic acid iceren Mac Conkey plak-
larina ekim yapildi (Bir gtin dnce plaklar etivde kurutuldu).
Buekimyapilan plaklar 37°C'lik etlivde bir gece bekletilmis-
tir. Ekilmis olan plaklar ikinci glin ettivden cikarildi, lac (-)
olan yani laktozu fermente etmeyen ve renksiz goriinen
seffaf kolonilerin Gremesi E. coli K12'ye direncin aktarildigi-
ni gostermistir. Clnkud lac (+) durumdaki verici E. coli susu-
nun direng gosterdigi antibiyotiklere karsi, alici E.coli susu
da ayni direnci gostermektedir. Her plakta olusan laktoz
negatif kolonilerden (tek koloni almamaya dikkat edilerek)
ayn ayri antibiyotik iceren Mac Conkey plaklarina, her pla-
ga tek koloni dusecek sekilde ekimi yapilmistir (Bu plak-
larda Nalidixic acid bulunmamaktadir). Bu pasajin ama-
cl, direng 6zelligi aktarilmis olan alici E. coli K12'leri saflas-
tirmaktir. Bu plakta Greyen tek koloniden buyyona ekim
yapilarak, bir gece 37°C'de etlivde enkiibe edilmistir. Buy-

yonda Ureyen sus, eklviyonla D.S.T. agarina homojen se-
kilde yayildi. ilk antibiyotik diren¢ testinde kullanilan disk-
ler siraya dizildi, ikinci giin inkiibasyon alanlari 6lctlerek
mm olarak kaydedilmistir. Deneye alinmis olan alici su-
sun birden fazla sayida antibiyotige direncli duruma gel-
mis olmasi, verici susun direng 6zelliginin bulasic tipte
(R plazmidlerine bagh) oldugunu gosterir. Alici suslar, di-
reng Ozelliginin timund aynen almamis olabilir veya hig
aktarim olmayabilir. Ancak olgularin ¢ogunda, coklu direng
durumunun gozlendigi goriimistir. R faktoriiniin bin-
yesinde tasinan direng genleri sayesinde kullandigimiz an-
tibiyotiklere karsi direngli hale gelen E.coli K12 Nal" lac
(-) susundaki direnclilik, E. coli K12 Chr, lac (+) susuna da
ayni yontemle aktarilmistir. Sadece Na'olan ve diger anti-
biyotiklere karsi diren¢ gostermeyen alici susun, deneye
alinmasiyla birden fazla antibiyotige karsi direncli duru-
ma gelmesi, verici susun direng 6zelliginin bulasic tipte
(R plazmidlerine bagh) oldugunu gosterir. Alici suslar di-
reng Ozelliginin timuni aynen almamis olabilir veya hig ak-
tanim olmayabilir. Ancak deneyimizde diger antibiyotiklere
karsi hassas olan alicr E.coli K12 susu, numunelerden izo-
le ettigimiz verici E. coli susundaki antibiyotik direng 6zel-
liklerini kismen almistir. Calismada kullanilan antibiyotik-
lerle ayr ayri hazirlanmig olan Mac Conkey agarlara, “R
plazmid” aktarimi yapilmis E. coli K12 suslan ayri ayn ekilip
Disk Diflizyon Metodu ile antibiyogramlari yapilarak kolo-
nilerin saf olup olmadigi ve antibiyotik direnc 6zelliklerinin
ne duizeyde aktarildiklarn kontrol edilmistir ', Ayrica, ya-
pilan calismalarda milimetre olarak alinan zon 6lgtimleri
Tablo 2'deki sinirlar gergevesinde incelenerek “direngli, du-
yarl ve orta direncli” olarak degerlendirme yapilmistir. Bu-
rada direnglilik durumu; O mikroorganizmanin sézkonusu
antibiyotigin sagaltimda kullanilan dozlarla elde edilen kan
ve doku konsantrasyonlarina karsi direncli oldugu anlami-
ni tasimaktadir. Duyarlillk durumu; mikroorganizmanin
ayni konsantrasyonlara karsi duyarli oldugunu gostermistir.
Orta duyarlilik ise; kullanilan antibiyotigin daha yiiksek doz-
larda verilmesi halinde sonug alinabilecegini belirtmistir.

BULGULAR

izmit Koérfez'indeki, 9 istasyondan alinan 23 denizsuyu
orneginden izole edilen ve korfezde kirlilige neden olan,
yani “indikator tlr” olarak tayin edilen koliformlardan biyo-
kimyasal olarak E. coli tanimi kesinlesen 8 E. coli susu
kullanilmistir. Orneklerden, MF yéntemiyle yapilan calisma
sonuglar (Fekal koliform ve Total koliform) durumu Tab-
lo 17'de sunulmustur. Buna gore kullanilan 8 E. coli susu
calismaya dahil edilmistir. Tum suslarin antibiyotik direng
testleri yapildi. Bu testte 10 antibiyotik kullanildi. E. coli
suslarinin en ¢ok Sulbactam/Ampicillin, Tetracyclin, Tri-
methoprim + Sulphamethoxazole ve Chloramphenicol'e di-
renglilik oranlari %50'nin Uzerinde bulunmustur.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Bauer ve arkadaslarinin disk difflizyon metoduna gore,



incelenen 8 E. coli susunun antibiyotiklere duyarliliklar
Tablo 3, 4 ve 5'te sunulmustur.

Table 3. Antibiotic results of 8 E. coli strains used in the study
Tablo 3. Calismada kullanilan 8 E. coli susunun antibiyogram sonuglari

SusNo (NA) (T) (SAM) (P) (CN) (AK) (C) (CEP) (K) (SXT)

1 S S S R S S S S S R
2 S S R R S S R S S R
5 S R S R R S R S S R
6 S S R R R S S R R R
9 S S R R S R R S S S
15 S R S S R S S R R S
22 S R R S S S S S S R
23 S R R S R S S S R S

S: Duyarli, R: Direngli

Table 4. Antibiotic results of E. coli K12 strains
Tablo 4. E. coli K12'nin antibiyogrami

Bakteri Susu  (NA) (T) (SAM) (P) (CN) (AK) (C) (CEP) (K) (SXT)

Saf E. coliK12 R S S S S S S S S S

R plazmidini alan

E coli K12 R S R R S s S S R S

Table 5. R factor transmission results with donor and recipient strains
object to conjugations

Tablo 5. Konjugasyona tabii tutulmus verici ve alici suslar ile yapilan R
faktori aktarim sonuglar

Kullamilan Sus Sayisi % Oran
Antibiyotikler Duyarl Direngli Duyarh Direngli
Nalidixic Acid (NA) 8 0 100 0
Tetracylin (T) 4 4 50 50
Sulbactam/

Ampicillin (SAM) 3 5 375 625
Penicillin (P) 5 3 62.5 37.5
Gentamicin (CN) 4 4 50 50
Amikacin (AK) 7 1 87.5 12.5
Chlroramphenicol (C) 5 3 62.5 37.5
Cefoperozone (CEP) 6 2 75 25
Kanamycine (K) 5 3 62.5 37.5
Trimethoprim + 3 5 375 625

Sulphamethoxozale (SXT)

Bulasici Tipte Plazmid (R Faktér) Aranmasi

Testlerde sadece Nalidixic aside duyarh, digerlerine
direngli olan E. coli suslari kullanildigindan korfezden
izole edilen 8 E. coli susundan tiiminin duyarh oldugu
antibiyotik, Nalidixic acid’dir. Bunu sirasiyla Amikacin,
Cefoperazone, Chloramphenicol, Tetracyline, Ampicillin gibi
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antibiyotikler izlemektedir. 8 E. coli susunda bulasici tipte R
plazmidi aranmistir. Konjugasyon denemeleri sonucunda 6
sus 2 veya daha fazla antibiyotige direncli bulundu. Cinki
6 susun bulasicitipte R plazmid bulundurdugu tesbit edildi.
Direng¢ aktarim deneyleri sonunda 2 sus 6 antibiyotige
direncli, 2 sus 5 antibiyotige direncli, 1 sus 4 antibiyotige
direncli, 1 susta ise 3 antibiyotige karsi direnclilik aktarimi
tesbit edilebilmistir. Konjugasyon testlerinde, R plazmid
aktarimi gerceklesen 6 E. coli susunun tekrar yapilan
antibiyogram testleri sonucunda konjugasyon testleri sira-
sinda belirlenen antibiyotik direnclilikleri ile benzerlik gos-
terdigi tesbit edilmistir (Tablo 6, 7).

Table 6. Antibiograms results of E. coli strains R plasmid transmission
Tablo 6. R Plazmid aktaran E. coli suglarinin antibiyogram sonuclar

Antibiyotik Sayisi Sus Numaralari

2 1

4 2,23
5 5
4 9,15
3 22
6 6

Table 7. R factor transmission results with donor and recipient strains
object to conjugations

Tablo 7. Konjugasyona tabii tutulmus verici ve alici suslar ile yapilan R
faktori aktanm sonuclari

Sus Verici Suslarin Sus Alic Suslarin
No Direng Semasi No Direng Semasi
2 SAM, PC,SXT K12 (2) SAM, C, SXT
5 PT,CN, C, SXT K12 (5) T,CN, C, SXT
6 SAM, P, CN, CEP, K, SXT K12 (6) CN, CEP, SXT

9 SAM, P, AK, C K12 (9) AK, C
15 T,CN, CER K K12 (15) T, CN, CEP
23 T, SAM, CN, K K12 (23) T.CN
TARTISMA ve SONUC

Membran Filtrasyon Yontemiile Total Koliform Tayin me-
todunun bir avantaji, Clostridium perfringens gibi anaero-
bik bakteri kolonilerinin yalanci pozitif okunmasina izin
vermesidir. Koliform grubu olmayan bakterilerin cogu bu
metod da kullanilan besiyerlerinde iremezler. Ureyen koli-
form grubundaki bakteriler de, spesifik testlerle ayirtedi-
lirler. Bu test ile, fekal orjinli E. coli Tipl ve non-fekal orjinli
Tipll ile TipVI tayin edilmektedir. Bulasici tipte antibiyotik
direncin siratle yayilmasi, glinimuzde hekimleri en cok
distindiiren sorunlardan biri haline gelmistir. Bu konuda
diinyanin cesitli tlkelerinde yogun calismalar yapiimakta-
dir. Cesitli antibiyotiklerin koruyucu ve tedavi edici a-
maclar icin uzun sireli kullanilmasinin, bu antibiyotiklere
direncli bir populasyonun olusmasina neden oldugu ve
direncli bakterilerin insan saghgini tehdit ettigi cesitli
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arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Yurdumuzda bu ko-
nuda calismalar yapilmis ve enterik bakteriler arasinda R
plazmidlerine bagh direng 6zelligi oraninin yiksek oldugu
belirtilmektedir. Ayni sekilde, 1963-1978 yillari arasinda bu
oran E. coli'lerde %28'den %83.9'a, Shigella'larda %52'den
%80'e, Salmonella’larda %8'den %69'a yukseldigi de bildi-
rilmektedir 2%, Farkli arastirmacilar tarafindan elde edilen
bulgular ile, koliformlarda %67 oraninda R plazmidi varl-
g1 saptanmistir '>. E. coli'lerin ylksek siklkta R faktori icer-
dikleri ve diger Gr (-) bakterilere bulastirma sanslarinin
yuksek oldugu da bildirilmektedir '°. Direncli E. coli (do-
nor) ve E. coli K12 (recipient) karisimlari Mac Conkey +
Nalidixic Acid + antibiyotik plaklarina inokile edildigin-
de, baz plaklarda laktoz (-) koloniler gorildu. Bu plak-
lara verici ve alici bakteriler ayri ayri ekildiginde ise Ure-
me olmadi veya alici ve vericinin ayri ayri yapilan anti-
biyogramin da her ikisinin de herbir antibiyotik icin
duyarhlk ve direng gosterme hassasiyeti farklilik gosterdi
veya Ureme olmadi. Bu gozlem, Gireyen kolonilerin direncli
hale gelmis E. coli K12'den olustuklari fikrini vermektedir.
Bu kolonilerin E. coli K12'ye ait olduklari, NA icermeyen
diger antibiyotiklerin bulundugu Mac Conkey plaklarina
ekilerek kesinlestirilmistir. E§er bu koloniler dondr'den
antibiyotik diren¢ faktori almamis olsalardi, antibiyotikli
plaklarda tGremeleri miimkin olmazdi (E. coli K12 NAe
direncli ve kullanilan bazi antibiyotiklere duyarh) (Tablo 4).

Ureme sadece bir plakta olsaydi bunun mutasyon
sonucu olabilecegi distnilebilirdi. Arastirmada birden
fazla plakta tGreme oldugu goérilmektedir ki, bu durumun
cok ender bir olay olan mutasyon sonucu olmasi mimkin
olamazdi. Antibiyotiklere direncli hale gelen E. coli K12
susu daha 6nceden kullanilan antibiyotik disklerle kontrol
edilmistir (Tablo 5, 6, 7 ve 8). Cesitli tlkelerde yapilan calis-
malar bulasici olan direncliligin hizla artmakta oldugunu
gOs-termektedir 1718,

Table 8. Antibiograms results of E. coli strains R plasmid transmission
Tablo 8. R Plazmid aktaran E. coli suslarinin antibiyogram sonuglar

Sus
No

2

NA T SAM P CN AK C CEP K SXT

5

6

9

15
23
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Cevreden izole edilen K12 R* laboratuvar dondrleriyle
cevreden izole edilen transfer R plazmidler arasinda
korelasyon saptanmistir. R*xK12 F lac (-) olarak 16 sustan
elde edilen transkonjugatlarda K12 F lac (+) suslara do-
nasmuslerdir.

Sudaki bulgulara goére; barsak hastaliklarina sebep

olan Shigella, Salmonella ve Enteropatojenik E. coli bakte-
rilerinin R plazmidi icerdikleri Amerika'da kanitlanmis-
tir 2% Sudan izole edilen bu bakteri tirlerinde de R
plazmidine rastlanmistir. Pis sulardaki enterik bakteriler-
de bulunan R plazmidleri transfer 6zelligine sahiptir. Bu
sonuclar, ilaca direng gosteren E. coli suslarinin ¢evrede
“mikrobiyal indikator” olarak kullanilabilecegini goster-
mektedir. Boylece cevresel kirlilik tayin edilecektir. Enterik
bakteriler arasinda R faktorlerinin bulunus orani zaman
zaman ve yer yer degisiklik géstermektedir. in vitro bul-
gular yaninda in vivo deneylerle de ince barsaklarda
yasayan bakteriler arasinda coklu direncliligin aktarildig
yolunda yayinlar vardir 2?2, Enterik bakterilerin hasta bar-
saklarindaki normal flora bakterilerden bircok antibiyo-
tige birden direng 6zelligini kolayca alabilmesinin ve bu
tip direnci kolayca bulastirabilecek olan bakterilerin teda-
vide yaratabilecekleri problemlerin énemi acikca goril-
mektedir. Bu tip direncin yurdumuz i¢in de ciddi bir
problem teskil ettigi de bir gergektir. Bunun icin antibiyo-
tik direng testlerinin yapilmasi ve standardizasyonu, kli-
nik laboratuvar isbirliginin saglanmasi, gelisi giizel anti-
biyotik kullaniminin énlenmesiyle R faktorlerinin tedavi
edici hekimlikte yarattigi gugclukler azaltilabilir ve her ye-
ni antibiyotigin daha uzun sure etkinligi saglanabilir. Bi-
zim inceledigimiz sinirli sayida sus ile saptadigimiz bul-
gulara dayanarak, yurdumuzdaki E. coli suslarinda R fak-
torlerinin bulunus oranlari hakkinda kesin bir yargiya
varilamaz ise de, bulgularimiz bu tip direncin yayginhgini
bildiren calismalarla uyumluluk gostermektedir 2**%. Daha
once yapilan calismalarda kullanilan E. coli kdkenlerinin
genellikle hastane ortamindan ve hastalikli materyaller-
den izole edilmis olmasina karsin, bizim ¢alismamizin il-
gingligi calistigimiz E. coli kdkenlerinin (dondrlerin) deniz
suyundan izole edilmesinden kaynaklanmaktadir 2>28,
Toksik metaller ile cevre kirliligi bircok aktivite sonucu art-
maktadir. Tarim ve endustri gibi faaliyetlerde cevreye agir
metallerin desarji ekosistem ve insan saghgindaki Kkirlili-
gin etkileri glinimuzde kaygi verici olarak cogalmaktadir.
En guizel 6rnegi olusturan Turkiyede en yodun ithalat ve
ihracat noktasi olan izmit Kérfezi son yillarda cevresindeki
belde ve arazilerden sizan atik sular, gemilerin olusturdu-
gu atiklara ve iskeleden yapilan ylklemelerden dokiilen
maden atiklar, civardaki Uretim ciftliklerinde kullanilan
yapay yemlerdeki kimyasal maddeler yiiziinden kirlenme
ile karsi karsiyadir. Kirlenme, her ne kadar tehlikeli boyut-
lara ulasmadiysa da acil 6nlemler alinmazsa korfez tim
ozelligini ve guzelligini yitirecektir. Kérfezdeki kirlenmenin
varligi artan yosunlanmadan ve deniz analarinin ¢ogal-
masindan da anlasiimaktadir. izmit Korfezi, 6zellikle aras-
tirmada belirlenen istasyonlardan alinan numuneler ince-
lendiginde, bolge cevresinde giderek yogunlasan yerlesim
alanlarinin cevreye biraktigr evsel atiklarin neden oldugu
ciddi bir kirlenme sorunu bulunmaktadir. Bu nedenle bu
calismanin amaci, deniz kullanim sular icin belirlenmis
standartlarda indikator mikroorganizmalarin yogunlukla-
rini ve direng gelisim faktorlerini de géstermektedir. Kor-
fez gibi hali hazirda zaman zaman ylizme alani olarak kul-



lanilan bu bdlgedeki indikatér mikroorganizma yogunlu-
gu ve ylzuciller icin potansiyel saglik riskleri arasindaki
muimkun olan iliskileri degerlendirmek ve su ¢evresinde
fekal kirliligin indikatori olarak belirlenen E. coli'nin karak-
teristik 6zelliklerini tanimlamaktir. Calismayla ilgili ola-
rak karsilastirma yapacadimiz kirlilik ve kirlilik etkeni olan
mikroorganizma/toksik metal vb. tanimlayici farkh cals-
malar bulunmaktadir, fakat izmit Kérfezi gibi deniz suyu-
nun kullanicr sayilarinin fazla oldugu istasyonlardan elde
edilen suslarin antibiyotiklere karsi ¢oklu direng goster-
mesi ve antibiyotik direng¢ olusumu ile suslardaki plazmit
icerigi arasindaki dogrudan iliskinin varhgiyla ilgili ok
sayida arastirmaya rastlanmamistir 293,

Bu calismada, antibiyotik ve metal direncliligi feno-
menlerinin birbirleriyle iliskisine deginilmemistir. Ancak
cevreyi kirleten metal kontaminantlarin, direncli bakteri-
lerin seleksiyonuna neden oldugu ileri siirilmekte olup,
izmit Kérfezinde de deniz ve cevre kirlenmesinde agir
metal atiklar basroli oynamaktadir 332, Son yillarda agir
metallerin cevrede (deniz, gol, nehir vb.) dogal ve yapay
yollarla yapilan atik sularin arindiriimasi islemleri sirasin-
da, bakteriler tarafindan biyolojik transformasyona ugra-
tilarak, toksik metal bilesiklerine donusturdldikleri de agik-
lanmistir 2. Burada mevcut paradokslarin incelenmeye
muhtac oldugu ve daha ileri calismalar gerektirdigi go-
rilmekte olup agiklanmaya muhtag bircok sorun bulun-
dugu da asikardir. Calismanin ilk asamasindaki bulgular,
izmit Kérfezi'ndeki kirlenmenin ve kirlilik indikatéri o-
lan koliform varliginin énemli boyutlarda oldugunu gos-
termektedir. Ayni calismayi izmit Koérfezindeki deniz can-
lllarinda agir metallerin R plazmidleriyle iliskisi ve anti-
biyotiklerde direnclilik iligkisinin incelenmesiyle sirdire-
rek daha ileri calismalarla gelistirmek dislintlmektedir. Bu
calismada edinilen ikinci bulgularimiza gére'de su kaynak-
Il E. coli suslarinin en az 2 antibiyotige birden ¢oklu direng
tasidiklari ve bu direncliliklerini R plazmidleri ile aktara-
bilme yeteneginde olduklari isbat edilmistir. Ayrica, koli-
form bakterilerde coklu direncliligi saglayan R plazmidle-
rinin varligi tesbit edilmistir. Bu calismanin, izmit Kor-
fezi'ndeki E. coli suslarinin diren¢ modelinin tanitilmasinda
da etkili oldugu dustinilmektedir.
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