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Bu galigmada Cop Depolama Sahalarinin Drenaj Sulan izolatlanndaki toplam
aerop bakteri, toplam koliform, fekal koliform sayisi, tiir tayini, gesitli enfeksiyon
hastaliklaninin tedavisinde kullamlan antibiyotiklere direnglilik frekansi, Ethidium
Bromid ile plasmid eliminasyonu, plasmid-kodlu direnglilik tasidigi belirlenen
suslarla, hassas suglar arasinda konjugasyon ve konjugasyon frekansim belirlenmesi
aragtinlmgtir.

Deneme istasyon Orneklerinin tamaminda fekal koliformlara rastlanmugtir.
Ancak farkh zaman periyotlarinda fekal kontaminasyon diizeyi farkhhk
gostermigtir. Ornegin 2. zaman diliminde tiim istasyonlardan alman 6meklerde fekal
kontaminasyona rastlamrken, 5.zaman diliminde ise bu oran azalmugtir. Fekal
koliform diizeyi 1. istasyondan 5. istasyona dogru gittikce artmakta yine aym
zamanda sicakhfin arttif donemlerde (6. ve 7. Donemlerde) fekal koliform
diizeyinde artig saptanmugtir. Izolatlar biyokimyasal testlere tabii tutulmus ve toplam
138 izolattan 81 tanesi E.coli olarak tiplendirilmistir. Izolatlar antibiyogram testine
tabii tutularak antibiyotik direnclilifi aranmugtir. Test edilen bitiin izolatlarm IMP
ve MER antibiyotiklerine karss hassas oldugu saptanmug ve AMP antibiyotigine ise
direngli oldugu saptanmugtir. Difer antibiyotikler ise; %2.8’nin CRP, %2.,8’nin
CAZ, %4.3’niin GEN’e, %0.72 CRO’ya, %22.4 FOX’a, %0.72 CTX’e, %31.8
CZ’ye direngli oldugu saptanmugtir. 138 6rnefe nitrosefin testi yapilarak B-laktamaz
retip Uretmedikleri aragtinimugtir.. Bunlardan 81 tanesinde (%59) bu enzimin
varligina rastlanmgtur.

Anahtar Kelimeler: E.coli, Direnclilik, Antibiyotik
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In this study, of the isolates from the waste collecting area drainage water, total
aerob, total coliform, fecal coliform and the identification studies were performed.
On these isolates the antibiotic resistance frequency were also carried out with
common antibiotics these have been used for various infectious diseases.

Plasmid elimination was performed with ethidium bromide, and the definition
of conjugation frequency with conjugation were anvestigated between sensitive
strains and the strains having plasmid coded resistance.

All the samples tested were including fecal coliform. But, in different time
periods, fecal contamination level were varied. For instance , while all the samples in
firs period were having fecal contamination, on a certain degree, in the second period
this level were sligtly decreased. Fecal coliform level were getting increased from
satation 1 through the station 5. and an increase on fecal coliform level was obtained
on hot period (6. and 7. period) as well.

Total 81 of 138 isolates was identified as E.coli by biochemical tests. The
antibiotic resistance of the isolates were investigated by antibiogram. All the isolates
tested were sensitive to IPM and MER but resistant to AMP. On the other hand,
resistance to CRP (2.8%9, CAZ (2.8%), GEN (4.3%), CRO (0.72%), FOX (22.4%),
CTX(0.72%), and CZ (31.8%) were also determined.-Lactamase production were
also investigated by performing “nitrocephin test” on 138 strains and 81 strain (59%)
were positive for the enzym.

Key Words: E.coli, Resistance, Antibiotic
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1.GIRIS Necla GURSOY

1.GIRIS

Giiniimiizde sehirlesme ve hizh niifus artigi, sosyo-kiiltiirel seviyenin artigina
paralel olarak biiyiik boyutlara ulagan organik kokenli kat: atiklarm neden oldugu
kirlitiginin yok edilmesi kagmlmayacak ve g6z ardi edilemeyecek bir seviyeye
gelmigtir. Insan bagina giinde ortalama 2.0-4.0 kg kati ¢6p meydana getirildigi
diisiiniiliirse toplumun her ferdinin ¢6p konusunda ne kadar sorumiu oldugu ortaya
cikmaktadir.

Cevreye verilen bu atiklar biinyelerinde oldukga yliksek oranda organik madde
bulundurdugundan kolayca fakiiltatif anaerobik ve anaerobik biyo-par¢alanmadan
dolay1 ortama rahatsiz edici pis kokular yaymakta ve aym zamanda sineklere ve
infeksiydz elemanlara rezervuar gérevi yapmaktadir.

Bu atiklarin geligigiizel dokiilmesi halkta ¢evre bilincinin artmast ve yasam
standartlarinm  yiikselmesine paralel olarak giderek Gnemini kaybetmis ve bu
atiklarin yok edilmesi ve geri kazanilmasi amacmna yOnelik ¢esitli alternatif ¢6ziim
Onerileri sunulmugtur.Bu Oneriler arasinda atiklarin gehrin uzaklarma dékiilmesi veya
toprak altna gbmiilmesi, yakma ve kompostlama ilk sirada yer almaktadir. Bu
atiklarm en uygun sekilde yok edilmek istenmesinin yam swra aym zamanda
ekonomik olmast da arzu edilmektedir (Scmidt ve ark. 1988).

Kompostlama prosesleri atiklar igerisinde dogal olarak mevcut olan aerob
termofil mikroorganizmalar tarafindan yiiksek bitki polimerlerinin dogal yolla
pargalanmasiyla gerceklesmekte ve en sonunda zirai alanda kullamm igin stabil,
humuslagmig bir organik madde ve zengin bir azot kaynaf: teskil etmektedir
(Thambirajah Kuthubutheen 1989). Ozellikle gelismekte olan iilkelerde kimyasal
giibrelerdeki agin fiyat artis1 ile beraber ¢iftciler daha ucuz giibre arayigmna girmis
olup ciftcilere bu yolla daha ekonomik bir giibre saflanmg olunmaktadir. Organik
giibreler evsel-endiistriyel-zirai kat: atiklardan elde edilmekte olup bu organik
giibreler kimyasal giibrelere oranla daha az giibre degeri olan maddeleri igermesine
ragmeﬁ toprakta daha uzun miiddet varhfim devam ettirmekte olup kapsadig:
besinleri bitkilerin kullanabilece§i formlarda topraga yavas yavas vermektedir
(Thambirajah and Kuthutheen 1989).



1.GIRIS Necla GURSOY

1.1.Kat1 Atiklarnn Kaynaklan

Evlerde ortaya ¢ikan kat: atiklar son senelere kadar daha ¢ok mutfak atikiary
seklinde idi. Ancak son zamanlarda yeni ambalaj malzemelerinin imal edilmig
olmasi, mutfaklara ¢6p Ogiitiicli ve sikistrma (pres) cihazlarmin konmasi, ¢oplerin
bilesimini biiyiik Slgiide degistirmigtir.

Kati atiklar1 genel olarak agagidaki gibi siniflandirmak miimkiindiir.

A- Evsel atiklar

1- Yiyecek atiklar

2- Bahge atiklar

3- Cam, seramik, metal pargalar

4- Konserve ve megrubat kutular

5- Ambalaj maddeleri (6zellikle plastikler)
6- Gazete, kitap,mecmua vs.

Ev ortaminda iiretilen tehlikeli atiklar konusunda 1993 yihinda Ingiltere’de
diizenlenen forumda, evsel kaynakli tehlikeli atiklarm; araba baterileri, bahge
kimyasallars, boya atiklari, floresan lambalar, piller, giinii gegmig ilaglar vb. atiklar
oldugu belirlenmigtir (Heaven, et. al.,1995).

B- Sehir atiklar1

1-insan atiklani

2-Sokak temizleme atiklar

3-Hurda otomobiller, bisikletler, cocuk ve pazar arabalar1
4-Digerleri

C- Endiistri atiklar

1-Sebze ve meyve atiklari
2-Beslenme ahirlari atiklar
3-Mezbaha atiklan
4-Digerleri

D- Tarm atiklari’

Coplerin teknife uygun bir sekilde uzaklastiritmamalar: halinde halk saghg: ile
problemler ortaya ¢ikar. Atiklarm yofun olarak bulundugu bolgelerde havadaki



1.GIRIS Necla GURSQY

toplam toz miktari, bakteri, fekal koliform ve fungal sporlarn arttig1 bilinmektedir.
Atiklar insanlarda ve hayvanlarda sonucu oOliimlere kadar giden ishallere, yara
enfeksiyonlarma, menenjit, septisemi, hemolitk {iremik sendrom, cesitli
immunolojik hastaliklar, gbzlerde ve deride irritasyonlar, gastrointestinal ve
pulmoner enfeksiyonlara, tifo ve dizanteri gibi bulagici hastaliklara neden olmakta ve
salginlar yaratmaktadwr. Kat1 atiklarm fiziksel, kimyasal ve biyolojik &zelliklerinin
kat1 atkk yOnetim sisteminin dizaym ve geligtirilebilmesi i¢in bilinmesi
gerekmektedir. Atigin fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozelliklerine gbre en uygun
bertaraf yontemleri belirlenmektedir ( Tchobanoglous, 1993).

1.2. Kaynakla Miicadele

Bu basamakta insanlarm bir takim aligkanliklarimi degistirmesi gerekir. Bu
aligkanhklarin baginda da paketleme ve dogal kaynaklar kullanma gekli gelir.

1.2.1. Toplama
Toplama metotlarindan bazilan §6yledir
1.2.1.1 Yiyecek atiklarmm 6giitiilmesi

Bu yontemde biiyiikk ve kati yiyecek atiklari mutfaklara konacak Ogiitme
makinalartyla 6giitiiliip kiiciik par¢aciklar halinde kanalizasyon sistemine verilir.

1.2.1.2. Pnématik Borular

Pndmatik borular daha ¢ok kiigiik gehirlerde kullamlir. Her tiirlii atiklar evlerde
Ogiitiildiikten sonra, yer altma d6genmis vakumlu atik toplama borularma gelir. Bu
borulardan emilen atiklar &nce belirli istasyonlarda toplanwr. Oradan da gene
vakumlu yer alt1 borular: vasttasiyla merkezi atik isleme fabrikasina emilir.
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1.2.1.3. Aktarma Istasyonlar

Aktarma istasyonlar1 metodu daha gok biiyiik sehirlerde kullamhr. Atiklar dnce
sehrin belirli yerlerinde kurulan istasyonlara getirilir ve buradan sikistirma
istasyonlarina nakledilir. Bundan sonra atiklar gehrin dignda ayirma iglemine tabi
tutulurlar.

1.2.1.4.Yol Secimi

Atiklar kisa yoldan, en ucuz bir fiyatla gidecekleri yere kadar gétiiriiliip oraya
bogaltilirlar.

1.2.2. Bosaltma

Kat1 atiklarin bogaltilmasi ve bogaltilma yerlerinin segimi bilimsel ve teknik
kurallara gdre yapilmahdir. Iki tiir bogaltma metodu bulunmaktadir.

1. Agikta bir yere birakma

2. Saglk sartlar1 g6z Sniinde bulundurularak segilen yere bogaltma (Sanitary
Landfill).

Cop bosaltilma yerinin de bazi kriterlere uymas: gerekir.

1-Yagmur ve kar sulan birikmemeli ve toprak gegirgen olmahdir: Aragtirma
alaninda (Adana ili Sofulu Copligii’nde) yapilan aragtirmalarda ¢bp bogaltma
yerlerinin yagmur ve kar sularm biriktirmekte olup, toprakta gegirgen bir 6zellige
sahip degildir.

2-Hakim sehir riizgarlarni dikkate alinmahh ve riizgarlar sehre koku
siiriiklememelidir: Sofulu Copliigii kuzey-dogu yoniinde kurulmustur. Riizgar kuzey
yonden estifinde pis koku tiim sehirden hissedilmektedir.

3-Olduk¢a genis ve derin olmahdir: Aragtrma alam daha Onceden yol
stabilizasyonunda kullamilan topragn alndigs yerler olup bu gukurlara ¢&plerin
doldurulmas: yapiimakta olup az bir derinlife sahiptir.
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4-Dolduktan sonra bazi amaglar i¢in kullamilabilmelidir: Arastrma alaminda
¢6p doldurulduktan sonra rekrasyon amaciyla baz: bitkilerin plantasyonu yapilmigtir,

5-Yerlesim yerlerine uzak olmaldw: Sofulu Copligii yerlesim yerlerine
olduk¢a yakindwr. Ayrica ¢Spliik ¢evresinde ¢ok yogun insan yerlesimi ve hayvan
barmaklar1 bulunmaktadr.

1998 yili itibariyle Adana Kentsel Kat1 Atik oranlan gdyledir:

Uretim 836 ton/giin
Biriktirme 805 ton/giin
Toplama 781 ton/giin

Nihai Bogaltim 862 ton/giin

Geri Kazamm 49 ton/giin

Digerleri 105 ton/giin

Atiklarin gémiilerek zararsiz hale getirilmesi de kaynakla miicadele yollarmdan
biridir. Inert (aynsmayan) maddelerin digndaki biitiin maddeler &rtii altinda havasiz
birakildifinda oksijensiz (anaerobik) olarak ayrigrr. Kati1 atiklarin pargalanmasiyla
mikroorganizmalarin faaliyetlerini siirdiirecekleri yiizey alam bliylimiis olur ve
fermentasyon hiz1 artar. Bunlarn yam sira pargalanma, kat1 atiklarm karigmasimi ve
sinek larvalarinin da yok edilmesini de saglamaktadir (Sorgun, 1987). Cok yavag
cereyan eden reaksiyonlar sonunda CO,, CH,4, NH; ve H,S gazlari meydana gelir.

Atiklar iri malzemelerden meydana geldigi i¢in kolayca sikigtirlamazlar ve
gébmme igin gerekli arazi miktar1 fazla olabilir. Bu durum, arazinin pahah olmasi
halinde ¢Op d6kme sahalarma Odenecek meblagi ¢ok yiikseltir. Atk hacmini
azaltmak icin toplanan atiklarin 6zel tesislerde yakidmas: iglemi uygulanir. Bu iglem
ile atiklardan 1s1 ve elektrik enerjisi elde etmek amaclanmmstir. Yakma prosesi
genelde kat1 atiklarin kalorifik degeri kendi kendine yanmaya miisait oldugu taktirde
kullanilmas1 uygundur (Geberi 1987). Aksi taktirde bu tesisler ¢Sp hacmini sadece
%30-50 nispetinde azaltmakta, geriye oldukca fazla ayrigmayan madde kalmaktadir.
Yakma tesisleri ayrica oldukca pahahidir. Bu nedenle tercih edilen bir metot degildir.
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1.2.3.Geri Kazanma

Geri kazanma iglemi, kati atiklarin bertaraf sistemine verilmeden Once geri
kazamlabilir nitelikteki maddelerin ayrimasidir. Kati atiklarm geri kazamlmasi,
¢evrenin korunmasmi ve geri kazamlabilir maddelerin tekrar kullamilmasiyla
hammadde kaynaklarmin korunmasm saglar (Fairbank, 1993). Geri kazamlmasi
diigiiniilen maddeler 4 ana grupta incelenilebilir:.

1-Metaller

2-Camlar

3-Kagtlar

4-Organik maddeler

Bu maddeleri doniigtiirebilmek i¢in kompostlama denilen bir metot uygulanir
(Sekil 1-1). Bu metotta organik kati atiklar biyolojik olarak pargalanr. Bunun igin
atiklar 6nce organik ve inorganik olarak ikiye ayrihirlar. Organik maddeler bir
hiicreye yaklagik 3 metre geniglifinde ve 2 metre yiiksekliginde yigmnlar haline
getirilir. Yigmlarda aerobik hayatm baglamasi ve devam etmesi igin hiicre
nemlendirilir ve yeterli oksijen akiminda tutulur. Yigmlar, yeterli nem ve oksijenle
temasa gelmeleri i¢in zaman zaman dOndiiriiliir. Bir hiicredeki sicaklik geligen
aerobik hayatla 60°C’a kadar yiikselebilir. Bu arada pH’ta dnce bir diisme gbzlenir
daha sonra yaklagik 7 olur ve sabitlenir. Aerobik prosesin tamamlanmas: yaklagik 2
haftadr. Kompostlagmanin bitmesi ise hiicredeki sicaklik diigmesinden anlagilir. Bu
sekilde elde edilen kompost toprak kokusunda, koyu kahve renkte bir maddedir.

Kompostlama ile evsel kdkenli ¢opler, endiistriyel ve zirai atiklarm uygun
proseslerde iglenerek toprak katki maddesi olarak geri kazamlmas: saglanacak, hem
de gevreye yapmis oldufiu olumsuz etkilerin 8niine gegilmis olunacaktir.

Buna ragmen mevcut atiklarin yakilmasi ve depolanmasi gevrede gok biiyiik
bagka bir atik problemine neden olmaktadir. Bu problemler de yiizey ve yer alt1 su
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kaynaklarim organik ve inorganik kirlilik olarak etkilemektedir ve aym zamanda
yakma tinitelerinden agi3a ¢ikan CO, global 1smmaya katki yapmaktadir.

Kat1 atik depolama sahalarinda yagmur sulari atik kiitlesi icinden gegerek
kirlenmig siiziintii suyu (drenaj suyu) olarak ortaya ¢ikar. Bunun yam sira kat
atiklarin igerdikleri su, kat1 atiklarin hem kendi agirliklariyla hem de araglarla atik
bosaltim1 ve sahaya serimi esnasinda sikigmast sonucunda siiziintli suyu olarak
ortaya ¢ikar. Ayrica ¢ok az miktarda da olsa atik igindeki organik maddelerin
biyokimyasal olarak ayrigmasi sonucu ortaya ¢ikan su da atik siiziintli suyu olarak
depo kiitlesinden ayrilir (Anonymous, 1993).

Siiziintli sularmn kirletme giici evsel atik sularma gére 200 kat civarindadir
(Yiiceer ve Ekici, 1994). Bu nedenle kat1 atik siiziintii sularmin yer alt1 sularina ve
yiizeysel sulara karigip kirlenmeye sebep olacagt g6z ardi edilmemelidir.

Kompostlama yiginindaki mikroorganizmalar igin gerekli optimal ekolojik
sartlann  belirlemek gerekir. Ozellikle kompostlamada aktif rol oynayan
mikroorganizmalar igin gerekli olan O mikroorganizmalarm faaliyeti sonucunda
agifa c¢ikan 11 ve 1s1 yardmiyla meydana gelen sicaklik yilksekligi iyi
aragtirilmahdir. Kompostlama prosesleri kontrol edilmedidi taktirde yigindaki
sicaklilk mevcut mikroorganizmalarin metabolizma faaliyetleri sonucunda 70°C’nin
lizerine ¢ikmakta ve yiiksek sicakhk elimine edilmesi arzu edilen patojen
mikroorganizmalarin yam sira kompostlamada aktif rol oynayan mikroorganizmalari
da elimine etmektedir. Ancak sayilari ¢ok az olan sporlu ve termofil aerob bakteriler
canhhklarini devam ettirebilmektedirler (Tansey and Brock 1978).

Kompostlama sirasinda gerekli fiziksel kogullar saglanmadigs taktirde, kat1 atik
depolama sahalarmda ki drenaj sulan yer altt ve yiizey sularina kangarak kirlilik
yaratmaktadir. Kirlenen bu sularda birgok fekal koliform  Grneklerine
rastlanmaktadir. Bu mikroorganizmalardan bazilar1 Enterobacteriaceae familyas
icinde yer alan fakiiltatif anaeroblar (Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’ dir) dr.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda igme sularmda ve kullanim sularnda belirli
standartlarm olmasim gerektigini ortaya ¢ikarmstir (Cizelge 1).
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Cizelge 1.1. Evsel sulardaki standartlar (Gray, 1994)

Mikrobiyolojik parametreler Olgiim Birimi | Kabul edilebilir deger
Toplam koliformlar No./ 100ml 0
Fekal koliformlar No./ 100ml 0
Fekal Streptococcus No./ 100ml 0
Siilfit-indirgeyici Clostridium No/20ml -
No./ml at 22°C 10
Toplam bakteri sayis1 No./ml at 37°C 100
Kapah kaplardaki suda bulunan No./ml at 37°C 20
toplam bakteri sayisi No./ml at 22°C 100

1.3. Koliform Grup Bakteriler ve E. coli

Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaceae familyasi iginde yer alan,
fakiiltatif anaerob, gram negatif, spor olusturmayan, 35°C’de 48 saat iginde laktozdan
gaz ve asit olugturan, gubuk seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan en dnemli
mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’dir.

Koliform grubu mikroorganizmalarin hepsi digki kokenli degildir. Bu grupta
bulunan bakterilerden normal florasi insanlarm ve sicak kanh hayvanlarin alt
sindirim sistemleri olanlar fekal koliform olarak tammmlanmakta ve bunlar fekal
kontaminasyonun bir gdstergesi olarak kabul edilmektedirler. Koliform grup i¢inde
fekal koliform olarak tammlanan bakterilerin biiyiik bir ¢cogunlugun E.coli oldugu
bilinmektedir. Grubun diger liyeleri toprak ve bitki kdkenli olabilmektedir. Herhangi
bir 6rnekte E.coli’ye ve/veya fekal koliform bakterilere rastlanmas: oraya dogrudan
yada dolayh olarak digki bulagtimin ve yine bagirsak kékenli Salmonella ve
Shigella gibi primer patojenlerin de olabileceginin bir g@sgergesidir. Bu necienle
hi¢bir gida maddesinde, igme ve kullanma sularinda, denizlerde ve géllerde E.coli ve
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fekal koliform bulunmasma izin verilmezken, bazi gidalarda belirli sayida bakteri
bulunmasina izin verilebilmektedir.

E.coli fekal kontaminasyonun bir gistergesi olmast yanina genetik yapisi en iyi
bilinen canh olma &zellifini de sahiptir. Suslarinmn birgogu zararsizken bu bakterinin
baz1 patojenik tipleri, insan ve hayvanlarda sonucu Sliimlere kadar giden ishallere,
yara enfeksiyonlarma, menenjit, septisemi, hemolitik {iremik sendrom, c¢esitli
immunolojik hastaliklar gibi rahatsizliklara neden olmaktadir.

1.4.Antibiyotik Direncliligi

Alexander Fleming’in penicilini tip bilimine kazandirmasiyla birlikte
enfeksiyon hastabiklarinin tedavisinde biiyiik bagarilar saglanmistir. Eger bakterilerle
miicadele sadece ilk kesfedilen antibiyotik olan Penicilin G ile yetinilmig olunsayd:
biiyiik bir olasihkla tedavi sanst ¢ok smrh kalirdi. B-laktamaz saldirlarma kargt yeni
antibiyotiklerin {iretilmesi, bu antibiyotigin B- laktamazin baglandif1 ve antibiyotigi
etkisizlegtirdifi aktif bolgenin modifiye edilmesi ile olugmaktadir. 6-amino
penisilanik acid ve bunun fonksiyonel alt gruplarmin degistirilmesi ile ki bu gruplar
antibiyotiin enzimin aktif bolgesine baglanmasma izin vermemektedir. Methicillin
ve Oxacillin ‘ler tiretilmig ve Staphyllococcus sp., enfeksiyonlari 10 yildan fazla siire
ile kontrol altinda tutulabilmigtir. Bakterilerde antibiyotik direnglilifinin olaganiistii
artmasinda, yaygm antibiyotik kullanmm Onemli rol oynamugtir. (Mach ve
Grimes,1982). Genelde tek veya birgok antibiyotiin yiiksek konsantrasyonlarma
direnglilik gelisimi; otonom olarak self replikasyonla veya plazmid olarak
adlandirlan ekstra kromozomal DNA yapilari araciifi ile meydana gelmektedir
(Kish ve Lampky,1983).

Plazmidler, birgok bakteride bulunan ¢ift iplikli sirkiiler DNA molekiilleri olup
otonom olarak replike olurlar ve birkag kilobazdan yiizlerce kilobaza varan
biiyiiklere sahiptirler . Bu yapilar bulunduklan bakterilerde antibiyotikler inaktive
eden maddeleri kodlayangenetik bilgiler. tagirlar. Bununla beraber antibiyotiklere
kargi gelisen direnclilik; hiicre zar1 permiabilitesinin degisimi, metabolik yol ve

10
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enzimlerin degisimi veya antibiyotiklerin etki edecekleri molekiiliin kaybolmas:
seklinde ortaya ¢ikmaktadir.

Plazmidler bulunduklar: hiicreye antibiyotik direngliliginin yani sira agir metal
direngliligi, U.V. direncliligi, kolisin iiretimi, toksin {iretimi, organik bilesiklerin
parcalanmasy, viriilens faktorleri gibi birgok etkene kargi direnglilikte saglamaktadir.
Bakteriler arasinda plazmidlerin transferi; trandiiksiyon, konjugasyon ve
transformasyon olarak gruplandirabilecegimiz olgularla olmaktadir (Mach and
Grimes ,1982).

30 yildan daha fazla siiredir yapilan ¢aligmalar, ilaglara ve agir metallere kars:
plazmid kodlu direnglilifin laboratuvar sartlarinda ve ¢ok degisik mikroorganizmalar
arasinda oldukca yiiksek siklikta transfer edilebildigini, fakat toprakta, akuatik
cevrede, kiimes hayvanlarmn {iro-genital ve solunum sistemi ile insanlarda transfer
frekansinm genellikle diisiik oldugu saptanmustir (Vilianen and Boratynski, 1991).

Bununla beraber antibiyotiklerle tedavi sirasinda sik¢a kullanilan baz
antibiyotiklere hassas olan suglarin direngli hale gegctikleri g6zlenmektedir. Bu
tamamen patojenik bakterilerin antibakteriyel tedaviye direng g&stermesi olup, ¢ok
degigsik ortamlarda genetik bilgi aktarnrmindan kaynaklandifn = geklinde
aciklanmaktadir (Viljanen and Boratynski,1991).

Transfer edilebilir ilag direnglilifinin, patojen ve apatojen Enterobacteriaceae
grubu ile Pseudomonas sp, Yersinia sp, Vibrio sp, gibi difer gram-negatif
organizmalar arasinda multiple ilag direnglilifinin yayilmasmda Onemli bir faktdr
olabilecegi gosterilmigtir (Kish and Lampky,1983). Enterobacteriaceae grubunda en
az 20 farkh bakteri tiirli mevcut olup bunlar hem plazmid alabilirler hem de
verebilirler. Cesitli atik sularin, nehir ve gol gibi yiizey sularma karnigmasi1 sonucu,
icme sularmin plazmid tagiyan bakterilerle kontamine olmas: tehdidi artarken buna
bagh olarak ortaya c¢ikabilecek enfeksiyonlarda tedavi bagarisi riskli bir sekilde
azalmaktadir. Birgok ilaca direngli olan patojen organizmalarn insan ve hayvanlarda
enfeksiyon yapmalari durummnda bunlarin antibiyotik dozlar1 ve siiresinde tedavi
edilebilirlikleri azalacak veya olanaksiz duruma gelebilecektir,

Son yillarda gevre sularnda antibiyotiklere karsi direngli Enterobacteriaceae
grubu bakterilere ait suslarm dagihm, birgok iilkede ayrmtilan ile calgilmugtir.

11
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Calhgmalarin  biiyiikk bir kismm ilaglara olan direnglilifin transferi {izerine
yogunlagmstir.

1.5. Antimikrobik Maddelere Kars1 Gelisen Direnclilik Problemi

Modern kemoterapi sayesinde mikrobik enfeksiyonlarin neden oldugu
hastalanma ve Olim olaylarnda  6nemli diizeyde azalma olmugtur. Fakat
mikroorganizmalarin her tiirlii kogula uyabilme yetenefinde olmalari inkar edilmez
bir gerektir. Iste kemoterapik basarilar mikroorganizmalarin antibakteriyel etkili
maddelere karg1 savunma mekanizmalarindan ¢ok, bu ilaglara kars: gesitli direnglilik
mekanizmalarimt  geligtirmig olmalan ile tehlikeye diigmiis veya en azindan
smirlanmgtir.

Mikroorganizmalarin antibiyotik maddelere kargi direng gelistirdiklerine dair
ilk ciddi yaymlar 1907 yilinda Paul Erlich tarafindan arsen bilegiklerinin
Trypanosomiasis’e kargi kullammlarmda goriilmiis ve yaymlanmigtir. Siilfonamid ve
antibiyotiklerin tip ve veterinerliklerde kullamlmaya baglanmasiyla birlikte, bu
ilaglara kars: bakterilerde direng gelismesi de gdzlenmeye baglannmgtir. Uremeyi
Onleyici ajanlara karsi bakterilerin direnci, giiniimiizde yaygin bir fenomen olup
enfeksiyon hastalklarinin tedavisinde daima bir tehlike sayilmaktadw. B-
laktamazlar  P-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek onlan1 inaktif ve inert
maddelere doniigtiirip antimikrobiyal terapide birgok basarisizhiktan sorumiu
enzimlerdir. Bu enzimler ilk olarak 1940 yilinda Abraham ve Chain tarafindan
farkedilmistir (Abraham and Chain,1940). Penicilinin kegfedilmesinden bugiine
degin bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde diinya ¢apmda kullamlmaktadir.

1.6.Antiyotik ve Antimikrobik Maddelere Kars1 Gelisen Maddelerin Genetigi

Ilaglara karg1 ilk aragtirmalar tartigmalara neden olmugtur. Bir grup aragtiriciya
gb6re direnglilik gelisgiminin mikroorganizmanin inhibitér maddeye ahsmas1 ve uyum
saglamas: ile olugtudu ve bu olayda hiicrenin genotipinin etkin olmadif kabul
edilmigtir. Bir bagka arastirici grubuna gére ise, her hiicre populasyonu iginde bu

12
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antimikrobik maddeye kars: direnglilik saglayan genotipe sahip bireylerin bulundugu
ileri siiriilmiigtiir. Bu goriige g6re, antimikrobik maddenin etkisi devam ettii siirece
direngli hiicrelerin ortaya ¢ikmasmin desteklendifi savunulmaktadir. Yillar gegtikce
elde edilen bulgular ikinci grup aragtinicilarin teorisini dogrulamugtir. (Anderson
,1968; Meynel et al , ; 1968 ; Brrown, 1982; Nayler ,1987; Amyes et al.,1992; Bush,
1989¢; Sanders , 1987).

1.7. Direngli Suslarin Ortaya Cikmasina Neden Olan Genotipik Degisikler
1.7.1.Spontan (Kendiliginden ) Mutasyon

Spontan gen mutasyonlari, mutajen maddelerle herhangi bir iglem yapilmadan
kendiliginden ortaya ¢ikan mutasyonlardir.Bunlarin ortaya ¢ikma gansi her bakteri
bolinmesi swrasinda 10°-10"° dolaymdadir. Fakat bir bakteri populasyonundaki
bakteri sayis1 g6z Oniine alinacak olursa bakterilerdeki herhangi bir genin mutasyona
ugrayarak direncli bakteri meydana gelme olasihinm yiiksek oldugu goriiliir.

Direnglilik iki farkli sekilde meydana gelmektedir.

a-Rastlant1 sonucu bir hiicre tek bir adinda hassashktan diren¢li duruma
gegebilir, Bunun icin tek bir genin mutasyona ugramasi yeterlidir (Or.Streptomycin
tipi direnglilik.

b-Bu tip direnglilik olusumu daha sik rastlanilan tipi olugturur. Farkh genlerde
birbirini izleyen mutasyonlar sebebiyle bakteri hiicresi ancak bir seri agamadan sonra
hassashiktan iist diizeyde bir direnclilife sahip olurlar (Or. Penicilin tipi direnglilik).

Bu durumda hiicrelerin uzun zaman mikrobik madde ile kargilagmalar1 yada
belirli araliklarla fakat tekrar tekrar aym mikrobik madde ile muamele edilmeleri
sonucunda direnglililkk ortaya ¢ikmaktadir.

Bakteriler arasindaki transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon olaylari
ortaya cikarildiktan sonra, spontan mutasyonlarin giiniimiizdeki direnglilik problemi
olugturan etmenler arasinda son derece kiiciik bir yer tuttufu anlagilmigtir. Zira
transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon yoluyla mikroorganizmalar
(Bakteriler, Streptomycetes’ler) digaridan genetik materyal alabilmektedir
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(Wolstenholme and O’Connar, 1968; Franklin and Snow, 1971; Kliebe et al., 1985;
Pucci et al., 1988; Trieu-cout et al., 1985; Natarajan and Oriel, 1991; Mazodier et al
., 1989; Bauerfeind and Horl, 1987;Bertram et al., 1991; Solh et al., 1986; Sirot et al.,
1987; Hienemann and Sprague, 1989; Combarro et al., 1992; Jarlier et al.,1988;
Sabelnikov, 1989).

1.8.Mikroorganizma Populasyonlarinda Genetik Madde Ahgverisi

Bakteriler arasindaki genetik madde aktarimm bundan 74 yil Gnce
(Griffith,1928) gézlenmistir. O zamandan beri yapilan genetik madde aktarmm ile
ilgili c¢ahgmalar sonucunda bakteriler arasindaki gen transferinin molekiiler
mekanizmasinm  anlagilmasiyla ilgili bilgiler elde edilmigtir. Giiniimiizde
bakterilerdeki genetik madde aktarimi ile ilgili ¢ok iyi anlagilabilen ii¢ temel
mekanizma bilinmektedir. Bunlar konjugasyon, transdiiksiyon ve transformasyondur.
Bu mekanizmalarla yapilan aragtirmalar bakteri saf kiiltlirleri kullamlarak
geligtirilmekte ve laboratuvar fenomeni olarak dikkate alinmaktadir (DeFlaun et
al.,1990). Son zamanlarda bu mekanizmalarin her biri ayn ayr1 kullamlarak meydana
gelen genetik madde aktarimmmn birbirinden ¢ok farkh ortamlarda olabilecegi
gOsterilmigtir (Veal et al.,1992).

Dogada kullanmak amaciyla genetik olarak caligilmig mikroorganizmalarin
(Genetically Engirened Microorganisms’GEMSs’) gelistirilmesi aragtirmalara biiyiik
hiz vermis olup bu aragtirmalar dogal mikrobik populasyonlardaki gen transferinin
Onemi {izerine yogunlagmustir. Bu organizmalarin dogaya verilmesinde bir gok
endiseler mevcuttur. Ciinkii GEMs kendi rekombinant genlerini dogal (yabani)
organizmalara transfer ederek potansiyel zararh hibritler yaratabilmektedir
(McKenna,1989). Son yillarda yapilan aragtirmalarda dogal ortamlarda bakteriler
arasinda horizontal gen transferinin (aym grup bakteriler arasi) olabilecegi
gosterilmigtir (DeFlaun et al.,1990).
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Cizelge 1.2. Laboratuvar organizmalan arasinda meydana gelen ve dogada

gergeklesen gen transferi tipleri (Veal et al., 1992).

Mekanizma Fenotip ve kaynak DNA Ortam Organizimalar
Konjugasyon Plazmid DNA
An-Direngliligi Atiksu Enterobacteriacene
Hg-Direngliligi Nehir suyn Fluorescent Pseudomonas'lar
An-Direngliligi Lagiin suyu E.coli
An-Direngliligi Rhizosfer Pseudomonas sp.
Symbiotic Rhizosfer Rhizobium
N,-Fixation Toprak Enterobacter
An-Direnghligi Toprak E.coli
An-Direngliligi Toprak Streptomyces
An-Divenglilizi Peynir Lactococeus factis
An-Direngliligi insan bafrrsagy  E.coli
Xenobiotic katabolisma Tatl: su Pseudomonas sp.
An direngliligii Gol suyu Pseudomon aeruginosa
Kromozomal
An-Direngliligi Toprak E.coli
Mobilizasyon
Plazmid
An-Direngliligi Toprak E.coli vetoprak
Pseudomonas'ian
An-Direngliligi Atksu E.coli
Thymidine kinaz igme suyu Entercbacteriaceae
Transdiiksiyon
Plazmid
An-Direngliligi Gol suyn P.aeruginosa
An-Direngliligi Toprak E.coli
Kromozomal
Aun-Direnclilifi Nehir suyn P.aeruginosa
An-Direngliligi Gol suyn P.aeruginosa
Agaraz Deniz suyn Vibrio parahaemolyticus
An-Direngliligi Toprak E.coli
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Mekanizma Fenotip ve DNA Ortam Organizmalar
Transformasyon Plazmid

An-direngliligi Deniz suyu  Vibrio
Kromozomal

' An-direngliligi Deniz suyu Vibrio

An-direngliligi Denizsuyu  P.Stutzeri
Bilinmeyen Plazmid

An-direngliligi Atiksu Enterobacteriaceae

Andirengliligi Nehirsuyu Enterobacteriaceae
An-direngliligi Deniz sedimenti E.coli
An direngliligi Deniz suyu E. coli
An:Antibiyotik

1.8.1.Gen Transferinin Onemi
1.8.1.1.Tiptaki Onemi

Antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin mevcudiyeti 1940 yilinda
antibiyotiklerin kegfedilmesinden bugiine kadar klinik bir problem olmustur. Dogal
olmayan bazi ortamlar mikrobiyal gen aktarmunn anlagimasi i¢in kullamgh bir
model olugmaktadir. Gergekten bakteri genetigindeki Onemli birgok gelisme,
antibiyotik direncliliinin saptanmasi sonucu gergeklesmigtir. Bu ¢ahigmalar plazmid
ve transpozon gibi yapﬂarm bulunmasma 6nderlik etmigtir.

Tip’ta daha az bir 6neme sahip olan difer bir problem ise, Escherichia coli (E.
coli) olmak {izere, enterotoksigenik organizmalardan kaynaklanmaktadir. Bu
organizmalar hem insan hem de hayvanlarda hastahklara neden olurlar
(Tzipori,1985). Hastalik septomlarmdan sorumlu olan toksinler, Enterotoksigenik
(Ent) plazmidler tarafindan kodlanrlar ve patojenitede Snemli olan genleri de
tagirlar (Betley et al,1986). Bu genler bakterilerin bagirsak duvarma adhezyonu
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(vapigmasint) (Singer et al.,1986 ), veya antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmasim

saglarlar (Martinez et al., 1987).

1.8.1.2.Dogadaki Onemi

Doga ve zirai agidan onemli olan bircok fenotip, tagmnabilir replikonlar

tarafindan kodlanmaktadir (Cizelge 1.4).

Cizelgel.3. Plazmid tarafindan kodlanan ve tagmnabilir fenotipler (Veal et al.,

1992).

Katabolik Hidrojen oksidasyonu
Denitrifikasyon

Sentetik

Fenotip

Plazmid

Citrat
Toluatlar
Salisilatlar
Naftalen
Oktan
Camphor

2,4-Dichlorophenoxy

acetic acid

4-Chlorobiphenyl
Azot fiksasyonu
CO»-fiksasyonu

Morfolojiksel Kapsul

Fimbria

Transfer tipi
pHGI Konjugasyon
pHGI1 Konjugasyon
pOH3122 Konjugasyon
Tol Konjugasyon
Sal Konjugasyon
Nah Konjugasyon
Oct Konjugasyon
Cam Konjugasyon
plP1 Konjugasyon
pAC21 Konjugasyon
nif Konjugasyon
pHGI Konjugasyon
pSRQ2202 Konjugasyon
Konjugasyon /Mobilizasyon
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Direnglilik Bakir

Tligkiler
Faj

Bakteriyel

Bitkiler

Miselliler

Krom
Nikel
Civa
Kobalt
Cinko
Kadmium
Telliirit
[SAA

Faj direngliligi
Restriksiyon modifikasyonu
F1 Fajmna hassasiyet

Bacteriocin
Agrocin 84

Enterotoksinler
Adhezyon

Fagositosiz direnglili€i
Invasiveness

Demir abnym»
Microbial insektisidler

Legiim simbiyosis
Tiimor indiikleme

Fitopatojenite

Chromosome-mobilizing

pT23
pLHB1
pMOL28
pMOL28
pMOL28
pMOL30
pMOL30

RP4T
pQM1

pTR2030
R56&R64

pPm52
pAgK84

Ent

pBL001
ColVv

pRL6J1
Ti
pEA29

Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon
Konjugasyon

Konjugasyon
Konjugasyon

Konjugasyon

Konjugasyon
Konjugasyon

Konjugasyon
Konjugasyon

Konjugasyon

Mobilizasyon
Konjugasyon
Konjugasyon

Mobilizasyon 2
Konjugasyon b

Mobilizasyon

Kbnjugasyon
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Birkag Ornek hari¢ tutulacak olursa bu replikonlarin transferinin dogaya
sagladify yarar belirsizdir. Bununla beraber, bu smirh ¢aligmalar ve antibiyotiklere
direnglilik saglayan genlerin yayihmindaki analoglar, genlerin transmisyonunun ¢ok
Snemli oldugunu gdstermektedir. Or. Hizh bir sekilde biiyiiyen en biiyiik smiflardan
Rhizobia’da konakda simbiyosisden sorumlu olan genler genellikle Simbiyotik
(Sym) plazmidler tarafindan kodlanmaktadw. Rhizobium leguminosorum'dan
nodiilasyon yapamayan bir tiir olan R.meliloti'ye tiirler arasa bir Sym plazmidinin
transferi gergeklestirilmis ve transkonjugant R.meliloti'ler nodiilasyon yapabilir hale
getirilmiglerdir (Broughton et al., 1987).

Sym plazmidlerinin bu sgekildeki tiirler aras1 transferinin, hem konak bitki
rizosferinde (Broughton et al, 1987) hem de tarlada (Schofield et al., 1987)
gergeklestifi gOsterilmigtir. Bu transfer ve rekombinasyon ¢aligmalari toprakta
zamanla goriilen inokulant suglarn azalmmin agiklanmasma yardimcr olacaktir.
Ayni zamanda Gzellikle ¢ok kullamilan inokulant sus olan Rhizobium'un tammnmasina
ve inokulasyon stratejilerinin geligtirilmesinde yararh olacaktir (Schofield et al.,
1987).

Rhizobiaceae'nin diger bir cinsi olan Agrobacterium'dan Tiimdr-indiikleyici
(Ti) plazmidi, viriilent olmayan A..radiobacter suslarina transfer olarak bu sugu
bitkiler igin patojenik sug haline doniigtiirmektedir (Kerr, 1971; Colak and
Beideberck, 1980).

Arzu edilen katabolik aktivitelere sahip organizmalarin elde edilmesiyle ilgili
birgok gen transferi ornefi vardir (Reanney et al., 1983). Cahsmalardan birinde
organik kirleticilerden olan ve pestisid yapiminda kullamlan 3-Chlorobenzoat'm
par¢alanmast amaciyla katabolik plazmidler bakteri populasyonuna uygulanmgtir.
Dogal ortamda da meydana gelen transkonjugantlar 3-Chlorobenzoath pargalama
yetenegi kazanmglar ve geri izole edilebilmiglerdir, fakat bunlarn aym substrati
ikinci kez katabolize etme oranlarinm orjinal transkonjugantlara oranla diigtiigii
saptanmgtir (Fulthorpe and Wyndham, 1991).
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1.8.2.Konjugasyon

Bir bakteriye ait genetik maddenin (DNA), aym cins i¢inde bulunan veya aym
tirden difer mikroorganizmaya direk temas veya seks pilluslar: aracilifs ile transfer
edilmesine konjugasyon ad: verilmektedir. Bakterilerdeki konjugasyon olay: yiiksek
canhlardaki cinsel birlesmeye ¢ok benzer. Bu olayda birbirine defen iki bakteri
hiicresinden birinin genomu bir biliimiiniin, aralarinda olugan kanaldan diger bir
bakteriye gegmektedir. Bu mekanizmanmn bulunmas: hi¢ kugkusuz genetik biliminin
tarihindeki en 6nemli olaylardan biridir.

Konjugasyon bazi transfer genleri tarafindan gergeklegtirilmektedir. Bu konuda
en iyl bilinen Grnek E.coli’nin F plazmidleridir. Bu plazmid 20°den fazla transfer
geni tagmmaktadir ve biitlin konjugatif plazmidlerin 30 Kilobaz (Kb)’den biiyiik
oldugu saptanmmgtir ( Not:1 Kb=1000 baz=1-2 gen ) (ij)en- Ihler ve Mingley,1986).

Konjugasyon mekanizmas: ile gergeklesen plazmid transferi ki 6nemli faktSr
tarafindan etkilenmektedir. Bunlar plazmidin transfer verimi ve konak zinciridir.

Konjugatif plazmide bagh olarak konjugasyon, tespit edilemeyecek kadar
(10%° den 1’e kadar sikhkta degisebilir. Biitiin bunlara ilaveten herhangi bir
plazmidin transfer frekans: ashnda cevresel faktdrlere de baghdir. Bu faktSrlere en
iyl 8rnegi sicaklik olugturur (Singleton ve Anson, 1985). Bunun yaninda diger ortam
faktdrleri de transfer frekansmda 6nemli etki gOsterirler.

1.8.3. Transformasyon

Transformasyon, mikroorganizmalara yeni genetik materyalin aktarmm ile ilgili
¢alhgilan en eski mekanizmalardwr (Griffith , 1928 ). Bu yintemle genetik materyalin
aktarilmas: tarihi 6neme sahiptir. Ciinkii bu mekanizmanm sonucunda DNA genetik
materyal olarak tanmlanmstir. Transformasyon bugiine kadar oldufu gibi belki
gelecekte de, izole edilen DNA molekiillerinin  biyolojik fonksiyonlarmin
belirlenmesinde kullamlan yegane test olacaktir. Transformasyon rekombinant DNA
caligmalarinda, gen transferi amaciyla genis ¢aph kullamlmaktadir. In vitro olarak
E.coli’de transformasyon tekniklerinin kegfi, modern biyoteknolojinin gelismesine
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yardimcr olan genetik mithendislifi metotlarmin gelistirilmesinde déniim noktas:
olmugtur. Mikrobiyal transformasyon mekanizmast hakkinda birgok caligma
yapiimugtr (Stewart, 1989). Bir ¢ok bakteri tiirii farkh oranlarda transformasyon igin
dogal olarak kompotent olabilirler (Wang and Taylor, 1990) ve E.coli gibi
kompotentlife inatgt tiirler, fiziksel ve kimyasal metotlarla kompotent hale
getirilebilirler. Elektroporozyonun transformasyon g¢aligmalarmda kullamma girmesi
ile birlikte bu metot dnem kazanmugtir. Bu metotla sadece bakteriler arasinda degil,
aym zamanda eukaryot organizmalar, bitkiler ve hayvan hiicreleri de bagarith bir
sekilde transforme edilebilmektedir (Luchansky et al., 1988).

Transformasyon  mikroorganizmalara genetik  materyallerin  yapismmn
aydmlatimasinda ¢ok yararh bir ydntemdir. Ayrica transformasyon DNA yapisinda
olugan ya da olugturulan fiziksel ve kimyasal degigikliklerin DNA’nin yapist ve
biyolojik aktivitesi arasmdaki Iiligkilerin incelenmesi igin kullanabilecek tek
yOntemdir. (Akman, 1982 )

Transforme edilen DNA’nin dogal ¢ift zincirli ve molekiiler agirhfimn en
azmdan 10° Dalton (D) olmasi gereklidir. Ahci hiicreler, transformasyon igin
komponent olmahdir (Dinger , 1994).

Transformasyon, yani komponent hiicreler tarafindin DNA’nin  alinmast
agagdaki agamalardan olugmaktadir.

1-Ortamda DNA’nin mevcut olmast veya ortamda DNA’nin verilmesi

2-Resipient konaklarda kompotent agamanin indiiklenmesi

3-Kompotent hiicre ile DNA’nmn iligkiye gegmesi

4-DNA’nm hiicreye girmesi ve hiicrede aktif duruma gelmesi: Hiicreye girig
dig membran, periplassmik bogluk, sitoplasmik membran (eukaryot organizmalarda
niiklear membran ) seklindedir.

S-Yabanci DNA’nin foksiyonel olarak integrasyon ve hiicre operasyonlarmda
expressionu.

Net:Birinci agama hari¢ diger biitliin basamaklar difer gen transferlerinde
. aymdr. '

Bakteriler transformasyon igin dogal olarak kompotent olabildikleri gibi,
Ornegin Tris tamponlant veya divalent metal iyonlarn gibi kompotentlifi uyaric
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etkileri olan ¢egitli ajanlar kullamlarak da  kompotent hale getirilebilir.
Transformasyon aym zamanda transforme edilebilecek bir DNA’nmn varhfinda
elektroporasyon veya Poli Etile Glikol (PEG)’li ortamda protoplast fiizyonu gibi
yontemlerle de bagarilabilir. Ne yazik ki hiicrelerin DNA icin nasil gegirgen hale
geldigi ve DNA molekiillerinin hiicrelere giris mekanizmasi ¢6ziilmiis degildir
(Mercenier ve Chassy , 1988 ).

1.8.4. Transdiiksiyon

Genetik materyallerin veya genlerin bir bakteriden bagka bakteriye fajlar
yardim ile transferi olayidir. Transdiiksiyon ilk olarak Lederberg, Zinder ve Lively
adh aragtirmacilar tarafindan Salmonella typhimurium suglari arasmmda yaptiklari
konjugasyon deneyleri sirasinda fark edilmigtir. Bu bakterilerin oksotrofik mutantlar:
birbirine karigtiriinca mutantlarm birinden digerine genetik madde aktarmm oluyor
ve besiyerlerine yapilan ekimlerde rekombinant bakteri kolonilerinin olugtugu
gbriiliiyordu. Bu olaym bir konjugasyon sonucu oldugunu kamtlamak igin
derinlegtirilen incelemeler, aynt olaym i¢inde bakteri bulunmayan bakteri lizalatlar
ile de olugabildigini ortaya g¢ikardi. Transformasyon olaylarmdan farkh olarak,
bakteri lizatlarmmn fajlar1 tutabilen siizgeclerden gegirilmesi halinde lizatin genetik
madde aktarma Ozelligi tamamen kayboluyordu. Genetik ozellikleri tagiyan ve
bakteri tutan siizgeclerden gegebilen bu etkenin yapisi konusundaki aragtirmalar ise,
bunun ihmh bir fajin pargaciklarindan highir yontemle ayilmadifim g6sterdi. Bugiin
P22 faji olrak bilinen bu fajm, kromozom segmentleri tasidifs bakteri hiicresini
lizogenize ettifi, karekterleri ahict durumda mutantlan enfekte edince bunlarm bir

cogunu erittigi anlagilmgtir (Akman ,1982).
1.8.4.1.Genel Transdiiksiyon

Genel fransdiiksiyon, Enterobacteriaceae  tyelerinde  bulunan  litik
bakteriofajlar olan P1, P22 gibi bakteriofajlarn  aktiviteleri aragtinlarak
tiplendirilmiglerdir. Enjekte edilen DNA, konak hiicrenin rekombinasyon
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mekanizmas: ile veya replikant plazmidlerin otonom replikasyonlar1 vasitasiyla
kromozoma entegre olmaktadir. Genel transdiiksiyon hem litik hem de temperent
fajlarm litik {ireme sikluslari esnasinda meydana gelebilmektedir. Bu sirada faj
tarafindan sentezlenen niikleazlar bakteri kromozumunu kiigiik fragmentlere
parcalamakta ve pargalarin bazilar1 degredasyondan kurtularak faj DNA’sinin yerine
viral kapsit i¢ine paketlenmektedirler (Lin et al, 1984). Bakteriyal DNA’nin bdyle
bir paketlenmesi 1/10° siklikta goriilebilir. Bu olayda bakteriyal DNA’daki belirli
baz1 bdlgelerin fajin pac (packaging) bdlgelerini taklit ettigi diigiiniilmektedir.
Rekombinasyon yapabilen konaklarda, enjekte olan yabanci DNA, konak
hiicrenin kromozomuyla homolog bdlgelere sahip ise incorporasyon (birlegsme)
meydana gelir ve homolog rekombinasyon ile yeni genetik materyal kazamlmg olur.

1.8.4.2.Dogal Ortamlarda Transdiiksiyon

Transdiiksiyon yapabilen fajlar 24 bakteri cinsinin 57°den fazla tiirlinde
saptanmustir (Kokjhon , 1989). Oyle gériilmektedir ki transdiiksiyonel gen alig verisi
potansiyel bakteriler arasinda dogaldrr. Bununla beraber dogal mikrobiyal
populasyonlarda gen transfer mekanizmasi olarak bilinen transdiiksiyon hakkinda
cok az sey bilinmektedir.

1.9.Antibiyotik Direngliliginin Biyokimyasal Mekanizmasi

Antibiyotik  direnclilifinin biyokimyasal mekanizmasi, iizerinde yogun
aragtirmalar yapiimaktadir.

1-Direngli hiicreler antimikrobik etkili maddeyi etkisiz derivatlarina

déniigtiirecek enzimler sentezlerler(B-laktamaz, Penicillinaz, vs. ).

2-Etkin maddeye hassas olan bdlgenin yapisinda degigiklikler meydana gelir.

3-Antimikrobik maddenin hiicreye girigini saglayan permeabilite kaybolur.

4-Antimikrobik maddenin inaktive ettifi enzim tipinin hiicre icinde yiiksek

konsantrasyonda sentezlenmesi.
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5-Etkin maddenin etkiledigi biyosentez yolunun ilagtan etkilenmeyen bir bagka
yolla degigtirilmesi.

6-Uretimi engellenen maddeye olan gereksinim azalmast.
1.10.8-Laktam Antibiyotikler
B-laktam antibiyotikler Penicillinler, Cephalosporinler, Cephamycinler,

Nocardinler ve Monobactam’larin dahil oldugu bityitk bir antibiyotik grubunu
kapsamaktadir (Brown, 1982). Bu grup antibiyotikler en yaygin kullanilan

antibiyotikleri icermekte olup, yaklagik kirk yildan beri kliniklerde kullanilmaktadir.

Cizelgel 4. B-Laktam antibiyotiklerin genel yapisi, sifi ve fB-Laktam iireten

organizmalar,
Sinufy Yapisi Mantar Bakteri iireten mikroorganizma

gram(+) gram(-)

Aspergillus
Penicillium
Epidermophyton

Penem Trichophyton
Kullan>mi Polypaecilum
Antibiyotik Malbranchea
Or: Ampicillin Sartorya
Amoxycillin Pleurophomopsis
Benzylpenicllin
Piperacillin
Cephem Cephalosiporium Streptomyces Flavobacterium
Kullanym> Anixiopsis Nocardia Xanthomonas
Antibiyotik Arachnomyces Lysobacter
Or.Cephalothin Sipiroidum
Cefazolin Scopulariopsis
Cefoxitin Diheterospora
Ceftazidime Paecilomyces
Clavam Sterptomyces
Kullanim
B-laktamaz inhibisyonu

Or: Sulbactam, Clavulanic acid
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Smifi Yapist Mantar Bakteri iireten mikroorganizma

gram(+) gram(-)
Carbapenem Sterptomyces Seratia
Kullanimi Erwinia

Antibiyotik ve/veya B-laktamaz inhibisyonu
Or:Imipenem, MM13902

Monobactam Nocardia Pseudomonas
Kullanimi Glucoonobacter
Antibiyotik Chromobacter
Or:Aztreonam Agrobacter

Acetobacter

Enterobacteriaceae grubu bakterilerdeki p-Laktam direncliligi 3 farkh
mekanizma ile saglanmaktadir (Hayes and Ward, 1986; Reynolds, 1984). Bunlar;

a-p-Laktamazlarin sentezlenmesi,

b-D1is membranin antibiyotige karg1 gdsterdigi permiabilitenin azalmas:,

c-Bir yada birden fazla peniciline hassas enzimin farklilagmasi, PBP'nin
(Penicillin Binding Protein) enzimatik aktivitesinin azalmasi yada antibiyotik ve
protein iligkisinin azalmas.

Son yillarda yapilan galgmalarla, B-Laktamlara karsi geligen direngliligin
mekanizmas1 hemen hemen tamamuyla agiklanmugtir. Buna gbre mutasyonlardan
sonra ilk etkilenen yapilarm B-Laktamlarn baglandigi PBP gibi hedef bdlgelerinin
oldugu gdzlenmistir ( Reynolds, 1984; Malovin and Bryan, 1986). Bununla beraber
klinikten izole edilen Orneklerde de bazi direnglilik mekanizmalar1 tanimlanmgtir.
Fakat bunlarin Enterobacteriaceae iyeleri ile ilgili olduklarma dair herhangi bir
bulgu elde edilememistir. E.coli'nin meticillin = direnglilii gbsteren laboratuvar
mutantlarinda antibiyotifin PBP'ye olan affinitesinin azaldify g6zlenmigtir (Hedge
and Spratt, 1985).

Enterobacteriaceae grubu bakterilerde III. kugak Cephalosporin antibiyotiklere
karsi gelisen direnglilikte iki Onemli fakt6r belirlenmigtir. Bunlardan birincisi, B-
laktamaz tiretimi olup antibiyotiklere oldukga yiiksek diizeyde affinite gosterir.
Digeri ise dig zarm permiabilitesinin engellenmesidir.
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Gram-negatif bakterilerde B-laktam direnglilifi hem intirinsik (Kromozomal)
hem de kazanilmig direnglilik seklindedir. Gram-negatif mikroorganizmalarda -
laktamlara karg1 geligen direnglilik diizeyleri; antibiyotiklerin organizmalarmn dig
zarmmdaki permiabilite engellerinden difuze olabilme oranlart  kargilagtirilarak
belirlenmigtir (Nikaido, 1985). Antibiyotiklerin affinitesi, sitoplazmik membrandaki
peniciline baglanan proteinler ve periplasmik bogluktaki (Bomann et al, 1974)
hidroliz edici B-laktamaz enziminin bulunmasi veya bulunmamas: ile ilgilidir.
Direngliginin ortaya ¢ikmasmdaki bu parametrelerde mutasyonlar etkili olmaktadir.
Mutasyonlar dis zarda etkili olduklarindan, B-laktamlan1 difuzyon oranlarim daha da
azaltirlar (Hancock, 1984).

Bazi mutasyonlarda, plazmid kodlu enzimleri sentezleyen genlerdeki
degisiklikler sebebiyle de direnglilik geligimi olmaktadir ve bu mutasyon neticesinde
enzimlerin aktif kisimlarmin etrafindaki amino asit konfigirasyonu degismekte ve bu
da enzim aktivite spektrumunun gelismesine neden olmaktadir (Jacoby and sutton,
1991; Guttman et al., 1988; Kliebe et al 1985; Payne et al., 1989; Sougakoff et al.,
1988). Ornegin TEM-2 enziminin 102.ci pozisyonundaki glutaminin yerine lysine'in
sokulmasiyla TEM-3 ve 236. pozisyondaki glysinin yerine Serinin sokulmasiyla
SHV-1, SHV-1'in 213. pozisyondaki glysinin yerine Serinin sokulmasiyla SHV-2
olugmaktadir (Bush, 1989). Enterobacteriaceae grubu dier bakterilerde b-laktam
molekiiliindeki siklik amid grublarm hidrolize eden p-laktamlarin direnglilik
gelisimindeki rolleri ayrintilan ile ortaya ¢ikarilmugtir. Diger bircok enzimin aksine
bakteriyel B-laktamazlar hem yapi hem de substrat diizeyi agisindan agir1 derecede
heterojendirler. Enterobacteriaceae'deki enzimler hiicre iginde ve periplasmik
boslukta salgilanarak sentezlenirler. Klasik olarak direnglilik problemi sitoplasmik
zarda yerlesmig antibiyotik etki bolgeleri ve antibiyotik girigini engelleyen yapilar
arasinda (Dig membran) B-laktamazlarm lokalize olduklann yerlere gore
degerlendirilebilir. Bunun sonucu olarak, enzimler periplasmaya gegerek antibiyotik
mokekiillerini tahrip ederler (Broad and Smith, 1983; Foster, 1983; Bush and Sykes,
1984; Medeiros, 1984; Acar and Minnozi, 1986; Neu, 1986).
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Enterobacteriaceae'de bulunan B-laktamaz'larn iki tipinde aktif serin bdlgeleri
tammlanmugtir (Jaurin and Grundstrom, 1981). TEM-B-laktamazi serinin 45.ci
residiisiine yerlegmigtir. Bununla beraber E.coli'de kromozomal olarak Amphicillini
hidrolizleyen (Amp-C) B-laktamaz't aktif serin bdlgesinin 80.inci residiisiine lokalize
olmugtur. Her iki enzimde de aktif serinin etrafindaki bdlgelerde tam bir homoloji
goriilmemigtir. Homoloji serinin amino terminal ucundaki 4-fenil alanin molekiilii ve
serine gbre lizinin karboksi terminal ucundaki ii¢ molekiille smirhdir. Bu
enzimlerdeki direnglilik mekanizmasindan typ-1 olarak adlandirilan B-laktamaz
enzimi sorumludur (Richmond and Syks, 1973). Son zamanlarda yapilan
aragtirmalarda cephalosporinlerin hiicreye girisinin sadece porin kanallar1 ile
smirlandirildift  halde penicillinlerin dis membrandan gegmek i¢in en fazla
hidrofobik bdlgeleri kullandiklar saptanmigtir (Yamaguchi et al., 1985).

1.11. B-Laktam Antibiyotiklerde Inaktifleyme

Bir ¢ok B-laktamaz'm belkide en Onemli karakteri B-laktam antibiyotikleri
hidrolizleme kabiliyetidir. B-laktamazlarm fonksiyonu Once nonkovalent olarak f-
laktam substrat1 ile Michealis kompleksi olugturmaktr. Bu agamada enzim ve
substrat ayriimakta yada klinik 6nemi olan B-laktamazlarin hemen hemen hepsinde
serin hidroksilin aktif bir kismm ile asil enzim formu olusmasi sonucunda hidrolitik
reaksiyon kendiliginden olugmaktadir. Bu kovalent kompleksin deasilasyonu, halkasi
agilnmg iiriiniin ayrilmasiyla tamamlanr. Bu ydnde en milkemmel &rnek penicillinin
bakteriler tarafindan inaktive edilmesidir. Bu bakteriler B-laktamaz enzimi iiretirler.
Bu enzimler penicillinin B-laktam halkasim hidrolize ederek onu hi¢ etkisi olmayan
penicillan asidine doniigtiiriir. Penicillinlere yakin akraba olan cephalosporinlerde de
inaktiflegme B-laktamase'lar tarafindan aym mekanizma ile olugturulur. Gerek
penicillin gerekse cephalosporinleri pargalayan B- laktamaz'lar gram-negatif ve
Gram-pozitif bir ¢ok bakteri tarafindan kromozomal veya plazmid kodhi olarak
sentezlenmektedirler (Jacoby and Sutton, 1991; Jacobs et al., 1986; Sirot et al.,1988;
Kitsiz et al., 1988).

27



1.GIRIS Necla GORSOY

Gram-negatif bakterilerde pB-laktamaz olugumu gram-pozitif bakterilerden
farkhidir. Gram-negatiflerde aym kosullarda gram-pozitiflerdekinden ¢ok daha
diigiik diizeylerde enzim iiretilmektedir. Bu enzimler baz1 bakterilerin uyarilmas: ile
(Enterobacter sp. ve Proteus sp.) ¢ok yiiksek diizeyde tiretilmektedir (Anderson,
1968; Franklin and Snow, 1971).

Fizyolojik kosgullarin korundufu durumlarda gram-negatif bakterilerin (-
laktamaz'lar1 hiicreye bagh kalr ve dig ortama verilmezler. Gram-negatif
mikroorganizmalarda goriilen yiiksek diizeydeki duyarsizlik &zellikle murein kilifin
dis tabakasinda yer alan permeabilte kisitlayici yapilardan kaynaklanmaktadir.
(Meynel et al., 1968; Wolsteinbach and O'conner, 1968).

1.12. f-Laktamlar ve 3-Laktamlarm PBPs ve f§-Laktamazlarla Reaksiyonlar

Biitlin B-laktam antibiyotiklerin antibakteriyel aktiviteleri, hiicre duvarmmn
peptidoglukan sentezinin tamamlanmasmnda transpeptidase olarak gérev yapan
peniciline baglanan proteinlerin biri veya birkag1 ile reaksiyona girmesi ile
olugsmaktadr (Blumberg and Strominger, 1974; Spratt, 1983). Peptidoglukan sentezi
tiremenin baz1 6zel noktalarinda iyi organize olmaktadir ve E.coli ve Pneumococcus
ile yapilan bir gahgmada yeni sentezlenmiy PBP'lerin bu prosesde biiyiik role sahip
oldugu bildirilmigtir (Nayler, 1987). PBP'ler genellikle sitoplasmik membramn digsa
bakan kismmnda yerlesim gOstermektedir fakat E.coli ile yapilan bir ¢ahgmada bu
proteinlerin dig membranda intermembran adhezyon noktalarina yerlegim
gosterebilecegi ve bu yerlesmenin yliksek oranda gergeklestigi belirtilmistir ( Barbas
et al., 1986).

Daha Once de bahsedildigi iizere antibakteriyel aktivite birgok direnglilik
mekanizmas: ile diizenlenmektedir. Bu mekanizmalardan biri PBPs'lerdeki
degisikliktir ve bu degigik, intracellular bolgede yiiksek antibiyotik inhibitér
konsantrasyonuna gereksinim duyulmasi ile sonuglamir (Malouin and Bryan, 1986).
Gram-negatif bakterilerden yapilan membran preparasyonlar1 ile direngli suglarin
hassas suglara oranla aym tip PBP'leri daha fazla miktarda tagidiklar1 saptanmugtir.
Boyle durumlarda aktif bdlgede inhibitér konsantrasyonunu saglamak igin gok fazla
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miktarda ekstraselliiler antibiyotik konsantrasyonuna gereksinim duyuldugunu agikca
gostermektedir. Gerek duyulan bu konsantrasyonlar hiicre permiabilitesi ve B-
laktamlarin periplasmik B-laktamazlar ile olan reaksiyonlar:1 dikkate ahnarak
ayarlanmahdur.

Enfeksiyon hastaliklarmin tedavisinde ¢ok ileri diizeyde kullamlan B- laktam
antibiyotiklerin bir ¢ogunun yapsal tipleri tablo 4'de verilmigti. Bu tabloda
antibiyotiklerin 6nemli fizyo-kimyasal o&zellikleri de verilmigtir. B-laktam
halkalarmda acil amin alt gruplan (RCONH) tagtyan biitiin bilesiklerle, imipenem
gibi tipleri de tagtyan diger birkag bilesik genellikle antibiyotik olarak
kullamlmaktadir. Tablonun alt kisminda bulunan ve acil amin striiktiirli g&stermeyen
birkag bilesik, B-laktamaz inhibit6rii olarak kullamlmaktadur.

Antibakteriyel B-laktamlar yapisal nedenlerden dolayr B-laktamazlarda oldugu
gibi hem esansiyel PBP'lere hem de esansiyel olmayan PBP'lere spesifik bolgeleri ile
affinite gdsteren kimyasal reaktif molekiillerdir.

Yillar 6nce (Pollock, 1967) PBP'lerle pB-laktamazlar arasinda evoliisyonel bazi
iliskilerin olabilecegi belirtilmigtir. Bu fikir amino asit sequenslerindeki benzerlikler
(Waxman et al.,1982; Knowles, 1985) ve tersiyer striiktiir benzerlikleri (Kelly et al.,
1986; Samraoui et al., 1986) ile desteklenmektedir. Bu nedenle PBP'lerle birgok [3-
laktamazin, B-laktamlarla olan kimyasal reaksiyonlarma bakilarak birbirlerinden
kesin olarak ayrimasmmn miimkiin olmadif1 gériilmektedir. Cinko'ya ihtiya¢ duyan
B-laktamazlar (Bicknell, 1985) hari¢ tutulursa biitiin B-laktamazlar PBP'lere veya -
laktamlara ilk baslangicta nonkovalent olarak baglanirlar. Bu olayr B-laktamlarin
Serin hidroksil grubunun asilasyonu izler" Proteinin son hali dikkate alinmaksizin "
bu olay B-laktamin irreversible olarak inaktivasyonu ile sonlamr (Nayler,1987). Eger
asilasyonu Serin ester baglarmn hidrolizi izler ise " ki bu enzimin yeniden
aktiflegmesi ile olugmaktadir "B-laktam, P-laktamaz igin bir substrat olur. Belirli
esansiyal olmayan PBP'lerin asilasyonu yavag hidrolizle olmaktadir ve diisiik etkili
insoluble B- laktamazlar gibi davranmaktadir (Spratt, 1977). Intracellular olarak B-
laktamlarm hidrolizinde membrana baglanan enzimlerin roliiniin tam olarak ortaya
konulamadifs  goriilmektedir. PBP'lerin ve  P-laktamazlarm  irreversible
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inaktivasyonlart ¢ogu kez asilasyonu bir hidroliz izlemedifi zaman goriilmektedir
(Nayler,1987).

1.12.1.Permiabilite Stmirlamasiyla p-Laktam Direncliligi

Gram-negatif bakteri iceren bir besiyerine bir B-laktam ilave edildifi zaman,
"B-laktam pasif olarak periplasmaya girér. Periplasma, makromolekiiller de dahil bir
¢ok ¢bziiciileri ve erimis maddeleri bir jel halinde bulundurmaktadir (Hobot et al,,
1984). Hem periplasmik igerik hem de "bir ¢ok bakteride dig membranmn dig
kismmda bulunan" eksopolysakkarid tabakasi p-laktam'larm hiicreye girigini
geciktirmektedir. Aym zamanda penetrasyonda da dig membramin tek bagmna bir
engelleyicilik yaptif1 kabul edilirr. Bu membran fazla miktarda fosfolipid,
lipopolysakkarid ve farkhi proteinleri tagimasiyla bagh basina bir engel olugturabilir.
Buna kargilk bazi dig membran proteinler (Omp's : Outher Membrane Proteins)
Onemli bir ¢ok B-laktam't da kapsayan anyonik veya ndtr hidrofilik molekiillerin
hiicre igine girigini kolaylagtiran en biiyiik yolu olugturmaktadir. Bu sekilde gérev
yapan proteinlerin (Omp's) dar, i¢i su dolu kanallardan, orta veya kiigiik boyuttaki
molekiillerin periplasmaya difflizyonunu sagladifina inamimaktadir ve bu kanallar
porin kanallar1 olarak bilinmektedir. Bu kanallarin boyutlari, igerisinden gegebilen
molekiillerin biiyiikliikleri ile ifade edilmektedir. Fakat i¢i bosg silindirlerin
gOsterilmesi ve bu silindirlerin fiziksel durumlariyla ilgili direkt bilgiler kabadir. Dig
membranlarin bir ¢gogu farkh permeabilite karakterlerine sahip birden fazla porin
icermektedir (Nikaido, 1985). Salmonelle typhimurium mutantlan, ki bunlarda
normal hiicrelerde bulunan bir ¢ok porinden iki tanesi eksiktir, ana suglara oranla
cephaloridin’e karg1 on kat daha az gegirgendir ve bu nedenle yiizlerce porinden bir
tanesinin eksilmesi bile permeabilite de Onemli bir azalmaya sebep olur. Sadece
OmpF ve Omp'C tagtyan bir E.coli mutantinda ana suglariyla karsilagirlagtinildiginda
4 cephalosporin igin (ceftazole, cefoadroxile, cefazolin ve cefalotin) permeabilite
azalmast meydana gelmigtir. Ancak permeabilitesi 4 penicillin i¢in (amphicillin,
benzil, penicillin, apalcillin ve piperacillin) kargilastirldiginda béyle bir azalma
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goriilmemektedir ve hatta ¢ok az bir miktar da yiikselme g6zlenmistir (Yamaguchi et
al., 1985).

Porin kanallarindan difflizyon ¢algmalarinda kullamlan diger bir teknik pB--
laktam'larin proteolipozomlarla birlegimidir. Burada antibiyotiin p-laktamaz'lara
hassas olmasma gereksinim yoktur., Bu metotta -laktam'm bir seri E.coli Omp'F den
diffize olma diizeyinin kargilagtirilmas1 yapilmmg ve beklenildigi gibi kiigiik
molekiillerin biiyiikk molekiillere oranla daha hizh diffize olduklari saptanmugtir
(Yoshimura and Nikaido, 1985). Aym zamanda yiiksek hidrofilik B-laktamlarin
diigiik hidrofilik olanlara oranla daha hizh diffize olduklar saptanmgtir. Notral
iyonlar net negatif yiiklii molekiillerden daha hizla diffize olmaktadirlar ve
Carbenicilline gibi di-anyonikler nisbeten yavag difflize olmaktadirlar. Bu oran
farkhiliklarma ragmen biitiin B-laktam antibiyotikler E.colinin Omp'F kanallarindan
diffiize olabilme yetenegindedirler. Benzer sonuglar E.coli'de ikinci biiyiik porin
grubunu olugturan Omp'C'ler i¢in de gegerli olabilir. Bu organizmalarda bulunan
porinler E.coli B-laktamlan i¢in daha az permeabildir. Cesitli konsantrasyonlarda
sekerlerle yapilan deneylerden elde edilen sonuglara gére belirli molekiil agirliktan
daha biiyiik seker molekiillerinin Pseudomonas sp., dis membranindan gegemedigi
saptanmugtir. Bazi aragtinicillar (Caulcott et al.,1984; Yoneyama et al, 1986)
sinirlayic: fakt6riin molekiil agirliklarmin 194 (methyhexose'lar) ve 342 (Glukose)
arasinda oldugunu saptanuglar fakat, elestriye maruz kalmglardir .

Ne olursa olsun B-laktam'lar icin bbyle bir smirlamamn konulamayacagi
aciktir, Ornegiin Piperasilin VX-VC43, Cefsulodin, Cefoperozon, Ceftazidim ve
UG-FA 132 (hepsi 500 daltondan biiyiiktiir) nin hepsinin MC (Minimal inhibition
Concentration) degeri 4 mg/lt’ dir veya bir cok Pseudomonas aeruginosa igin daha
diigtiktiir, Diger taraftan bu konularla yapilan ilk ¢ahsmalarda (Hancock et al., 1979)
eger hiicrelerdeki boyle porlar kii¢iik degilse Pseudomonas aeruginosa’nn bilinen
nisbeten diigiik permeabilitesine ragmen en azindan 3000 dalton biiyiikliigiindeki
molekiillerin gegebilecegi Onerilmigtir. Aym miktarda porin iceren Pseudomonas
aeruginosa suglari hem B-laktam hem de B- laktam olmayan antibiyotiklere olan
direncin anormal artmasma veya hassasiyetin azalmasma neden olmaktadir. Bu
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problemin ¢Oziimii igin yapilan  Onerilerden biri Pseudomonas aeruginosa

membraninda bulunan F-proteini molekiillerinin (hiicre bagina 4x1 04) bir ¢ogunun
%1'inden daha az miktarinm herhangi bir

Bir ka¢ kiiciik siiphe olmasma ragmen bir ¢ok B-laktam'm diy membrandan
gecigsinde porin kanallan Onemli rol oynamaktadwr. Hem porin igermeyen basit
fosfolipid bilayerleri hemde porin deficient E.coli mutantlar1 penicillinleri
cephalosporinlere oranla daha fazla gegirmektedir (Yamaguchiet et. al.,1973;
Yamaguchi et al., 1985). Fakat her iki ¢aliymada da bu porin icermeyen fosfolipid
bilayerlerinin ve porin deficient E.coli'lerin aminothiazolil cephalosporinlere yiiksek
aktivite gOstermedigi saptanmu§ti anda kanallarm agilmasma neden oldugudur
(Nicas and Hancock, 1983).

1.13.Bakteri Plazmidleri

Baslangicta, gerek otonom gerekse konak kromozomlarm biitiinlegen pargalar
olarak replike olma kapasitesine sahip olan kromozom dis1 genetik iinitelere Epizom
ad1 verilirken konak hiicre kromozomu ile biitiinlesme kapasitesine sahip olmayan
kromozom dig1 genetik iinitelere kromozom adi verilmektedir. Fakat bugiin epizom
ile plazmid arasinda kesin bir ayrim yapilamamakta ve epizom sozciigii kromozom
dis1 baza elementlerin davramg 6zelligini tammlamada kullanilmaktadir.

Bakteri plazmidlerinin hemen hepsi, kendi bagimsiz durumlarm devam
ettirebilecek gerekli temel bilgiye sahiptirler. Yani her biri birer replikondur. Hiicre
boliinmesi sirasinda genomik DNA replike olurken, plazmidler de es zamanh olarak
replike olurlar. Bazs durumlarda hiicre igindeki kopyalar1 binlerce adete ulagabilir
(Arda, 1990).

Plazmidler iki kategoriye ayriir: Konjugatif plazmidler ve non konjugatif
plazmidler. Konjugatif plazmidler, DNA’larimn konjugal transferlerini saglayan
genlere sahip olan plazmidlerdir. Boyle genlere sahip olmayan plazmidler ise
non-konjugatif plazmidlerdir.

Plazmidler bakteriye kazandirdiklan o&zelliklere isimlendirilirler. Ornegin
antibiyotik direnglilik plazmidleri, laktoz plazmidi, viriilens plazmidi (Akan, 1993 )
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Bu calismada C6p Depolama Sahalarmin drenaj sulanmin hangi diizeyde
toplam koliform ve fekal koliform igerdikleri ve bu organizmalari ylizey sularina
vererek olusturabilecefi potansiyel enfeksiyon ve salgin riski, bu organizmalarin
antibiyotik direnglilik profillerinin saptanmasi ve tasimig olduklar direnglilikleri
diger organizmalara transfer edebilme frekanslari arastirilacaktir. Bu nedenle de C6p
depolama saha’sinda 5 deneme istasyonu belirlenmistir. Bu istasyonlar:

1. istasyon: Cop depolama sahasindaki drenaj sulan, ¢8p yiimindan belirli bir
uzakhkta katmandan yol bularak digari sizmaktadir. Bu bélgede yasayan insanlar bu
istasyondaki sulari igme suyu olarak kullanmaktadirlar, (Sekil 2-4).

Sekil 1.2. 1. istasyondan insanlarin kullanmak i¢in aldiklan sular

; Vi
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Sekil 1.4.1. Istasyondaki drenaj suyunun depolama sahasmda meydana

getirdigi sizmtmin gbriiniimii
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2.istasyon: Depolama sahasmn biraz yukansinda bulanan  kdyden gelen

kiigiik bir dereye burada drenaj sulari karasmktadu' Bu istasyondan ki drenaj
iva kargilamaktadirlar
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3.Istasyon: 2. istasyonun devam niteliginde olan bu istasyon da biraz ilerdeki

verlesim bélgesine olduk¢a yakmndir (Sekil 7).

Sekil 1.7, 3.Istasyondan genel bir goriiniis
4.istasyon: ((6p yigmlarindan sizan drenaj sularn bu bilgede kiigiik bir golet

meydana getirmistir (Sekil 8).

Sekil 1.8. 4. istasyonda meydana géletin genel goriiniisii
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5. istasyon: Gélet sonunda yeniden bir akinti meydana gelmektedir (Sekil 9).

Sekil 1.9. 5.Istasyonda drenaj suyunu genel g&riintimii
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2.ONCEKI CALISMALAR

Cooke, kanalizasyon sulan ile kirlenmig deniz suyundan izole edilen koliform
bakterilerde yiiksek frekansta MAR (Multiple Antibiotic Resistance) bulundugunu,
fekal koliformlarin, koliformlardan daha fazla direnglilik gosterdiklerini belirtmigtir
(Cooke, 1976).

Harada ve Mitsuhashi, invitro plasmid transferinde, sicakhk ve pH’mn birinci
derecede kontrol edilmesi gereken antibiyotik faktdrler oldugunu, sicakliin 25-40°
C (optimum 37 °C) ve pH araliinin 5-9 (optimum 7,5) olmasinin plasmid transferini
olumlu y&nde etkiledigini bulmuglardir (Harada and Mitsuashi , 1977).

Hummel ve arkadaglari , direngli bir Alcaligenes sp., sugundan hassas bir
Pseudomonas aeruginosa suguna direnclilik transferinin miimkiin oldugunu tespit
etmiglerdir (Hummel et al., 1977).

Nakahora ve arkadaglari, antibiyotik direnglilifi ve agir metal toleransmin
birlikte ele almmasi gerektigini bildirmiglerdir. Bu aragtiricilar metal iceren
ortamlardan izole edilen bakteriler arasindaki antibiyotik direnglilifinin normal
ortamlardakinden daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir (Nakahora et al., 1977).

Sanders ve Sanders, Enterobacter cloacae ve Citrobacter freundii benzeri
mikroorganizmalarda kromozomal B-laktamazlarin genis spektrumiu
Cephalosporinlere karst gelisen direnglilikten sorumlu olduklarim belirtmiglerdir
( Nakahora et al., 1977).

Stewart ve Kditsihek, deniz suyundan izole ettikleri bakterilerle E.coli’nin
laboratuvar suglann arasinda, antibiyotik direnglilifinin transfer edilebildigini
bildirmiglerdir( Stewart and Koditsihek, 1980).

Casawell ve Philips, Klebsiella sp., suglarmm transfer edilebilir antibiyotik
direnglilifinin Onemli bir kaynagm olugturduklarmi, 1970 yilarda MAR
Klebsiella pneumonia suglarmin salgin halinde gesitli hastane enfeksiyonlarmna neden
olduklanm, Gentamycin ve Cephalotin direnglilifini plazxmdler aracihf ile
aktarabildigini belirtmigleridir (Casawell and Philips, 1981).

Singleton ve Anson, invitro kogullarda maksimum plazmid transferinin
37°C’de gergeklestigini saptamuglardir. Sicakhktaki azalmayla birlikte transfer
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2. ONCEKI CALISMALAR Necla GURSOY

frekansmin da azaldigmi ve 15°C°de transferin gerceklesmedigini saptamuglardir
(Singleton and Anson, 1981).

Armstrong ve arkadaslari yaptiklari ¢ahsmalar sirasinda cesitli igme suyu
sistemlerindeki bakterilerde multiple antibiyotik direnglilifinin Onemli derecede
arttigim gozlemiglerdir (Armstrong et al., 1982).

Shah ve Stille, Almanya’da yaptifn c¢aligmalarda, son kugsak p-laktam
antibiyotiklere karsi E.coli ve Klebsiella pneumoniae suglarmu direnglilik
kazandiklarim saptamslardir (Shah and Stille, 1983).

Knothe ve arkadaglari, genis spektrumlu Cephalosporin direngliliinin plasmid
kokenli oldugunu ve Klebsiella pneumonia suglarmdan izole edilen plasmidin,
Cefotaxime, Cefuroxime ve difer Cephalosporinler, Penicillinler ve Gentamycin
direnclili§ini hassas suglara transfer edebildigini saptamglardir. Ayrica Cefotaxim ve
difer son kugak P-laktam antibiyotik direngliliklerinin E.coli suglarma ¢ok kolay
transfer edildiklerini agiklamuglardir ( Knothe et al., 1983).

Knothe ve arkadaglari, genis spektrumlu Cephalosporin direngliliginin plasmid
kokenli oldugunu ve Klebstella pneumoniage suglarmdan izole edilen plasmidin,
Cefotaksime, Cefuroxime, ve diger Cephalosporinler, Penicilinler ve ‘Gentamiycin
direnclilifini hassas suglara transfer edilebildigini saptanmuglardir.Ayrica Cefotakxim
ve diger son kugak B-laktam antibiyotik direngliliklerinin E.coli suglarma ¢ok kolay
transfer edilebildiklerini agiklamiglardir (Knothe et al., 1983).

Saunders, cesitli konaklardan izole edilen bakteriler arasinda antibiyotik
direngliliinin plazmidlerle tagindifim bildirmiglerdir (Saunders, 1984).

Walter ve Vennes, atiksularda MAR gosteren koliform populasyonundaki
direnglilik frekansinm, Haziran aymda %5 iken, bu degerin Ocak aymda %0.35'e
diistiigiinii saptamglardir (Walter and Vennes, 1985).

Sanders ve Sanders, Paris'deki bir iiniversite hastanesinde yapilan galigmada
Enterobacteriaceae iiyelerinin son kusak Cephalosporinlere karsi transfer edilebilir
direnglilik tagidiklarim s_aptam1$1ard1r (Sanders and Sanders, 1985).

Yamaguchi ve arkadaslan, iki biiyitk B-laktam grubundaki antibiyotikte dis
membrandan gegisdeki farklhibklan aragtirmuglar ve Cephalosporinlerin  dig
membrandaki porin kanallarindan gegtiklerini, Penicillinlerin ise porin deficient (Rd
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tip mutantlarda "Polisakkarit zinciri eksik") mutantlarda bile gecis diizeylerinde bir
azalma olmadifim saptamuglar ve Penicillinlerin gegislerinin hidrofobik molekiiller
vasitastyla oldufunu ortaya koymuslardir. Bu gozlemler penicillinlerin dig
membrandan ge¢cmek igin Ozellikle  hidrofobik bdlgeleri kullandiklarmi, ve
Cephalosporinlerin ise porin porlar ile smrlandirildifim saptammglardir (Yamaguchi
et al., 1985).

Finch ve Smith, ¢esitli antibiyotiklere simultan direnglilik gelisiminin, plasmid
olarak bilinen tipik ekstrakromozomal DNA yapilan: tarafindan meydana getirildigini
belirtmiglerdir (Finch and Smith, 1987).

Alpaslan, diizenli depolama sahalarmm yer ve tasarmunda etkin olan faktSrleri
incelemistir. Cahgmalarmda deponi sahalan segilirken toprak yapismm killi ve alamin
topografyasinn hafif egimli olmasina dikkat edilmesi gerektigini belirtmigtir. Ayrica
sahalarm tasarmmnda projelendirilmenin de alamn kapasitesinin gelecekteki
projelisiyonun ve ulagmmm son derece kolay olmasi gibi faktdrlerin Snemli oldugunu
vurgulamigtir (Alpaslan, 1997).

Filibelli ve Biiyilkkkamaci {iretimde atik azaltma tekniklerinin uygulanmasi
isimli bir ¢algma yapmuglardir. Caligmada, evsel kat1 atiklarm {iretildikleri yerde
dgiitiilerek azaltilmasim 6ngdrmiigtiir (Filibelli ve Biiylikkamaci, 1997).

Ozdaglar ve Erdin sizmt1 suyu olusumunu ve bilangosunu agiklayan ayrntith bir
aragtirma yapmuglardir ( Ozdaglar ve Erdin,1997).
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3.MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

Cahsmalarmizda agagidaki maddeler ve bilegikler materyal olarak segilmis ve
kullanilmmgtar,

3.1.1.Kullanilan Antibiyotikler

Gentamisin(GEN 30ug/mL), Cefoxitin(FOX 30ug/mL), Ceftriaxon (CRO30
ug/mL), Imipenem(IPM 10pg/mL), Meropenem(MEM10ug/mL), Ceftazidine(CAZ
30 ug/mL), Cefaperazone(CRP30 ug/ml), Cefotaksime(CTX 30ug/mL),
Cefazolin(CZ 30 pg/mL), Ampicilin{lAMP 30ug/mL)

3.1.1.1.Chloromfenicol

Plazmid izolasyonu agamasnda plazmid sayisim artrmak amaciyla
(Amplikasyon) kullamimigtir.

3.1.2.Kullanilan Besiyerleri
3.1.2.1.BGLB(Brillant Green Lactose Bile)

Bu besiyeri MPN esasma gbre E.coli sayminda kullamlmgtr (
Anonymous,1978).
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Bilesimi: (g/L)
Pepton 10
Lactoz 10
Safra Tuzu 10
Brillant-green 0,133
Distile Su 1
NaOH ile pH 7,2’e ayarlanir.
3.1.2.2.MDCLS Agar

Cop Depolama Sahalarmm Drenaj Sularindaki Orneklerin izolasyon ve
tiplendirilmesinde,¢izgi metodu ile yapilan antibiyogram testlerinde kullambmigtir

(Colak ve Arikan,1990).

Bilesimi:
Pepton

Glukoz
Amonyum Demir(III)Citrat
Na-tiosulfat
Na-dezoksikolat
NaCl

Laktoz

Notral Kirmuzist
Agar agar
Distile Su

3.1.2.3.Endo-C Agar

/L)
10

0.5

0.5

0.5

3.0

10.0

0.033

15.0

1L’ye tamamlamr

' C6p Depolama Sahalarmn Drenaj Sularindan Alman Orneklerin izolasyonu ve
teshisinde kullamlmigtir (Anonymous,1976).

42



3.MATERYAL METOD Necla GURSOY

Bilesimi: L)
Pepton 10
Laktoz 10
K> HPO4 3.5
NazSO; (susuz) 2.5
Bazik Fuksin 0.4
Agar 15
Distile Su 1L’ye tamamlamr
NaOH ile pH 7.4’e ayarlanir.
3.1.2.4.Nutrient Agar

Aragtrma alanindan alman Orneklerin stok kiiltlir olarak saklanmasinda

kullanilmugtir ( Cetin, 1968).

Bilegimi gL)

Pepton 10

Et 6ziiti 10

NaCl 5

Agar 15

Distile Su 1L ye tamamlanr
3.1.2.5.N1 Agar

Cizgi metoduyla antibiyogram testlerinde kullamlmgtir (Anonymous,1978).

Bilesimi (gL

Pepton 10

Maya &ziitii 3

Et oziitii 1.5

D(+)Glukoz 1

Agar 15

Distile Su 1L’ye tamamlamr
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3.1.2.6.Glukoz Peptonlu Su
Indol Testi i¢in kullamlmugtir.
Bilesimi (g/L)
Pepton 7
Glukoz 5
NaCl 7.5
K> HPO4 2.5
Distile Su 1L’ye tamamlanir

NaOH ile pH 7’e ayarlanir.

3.1.2.7.Clark ve Lubs

Metil Red ve Voges Proskouer Testi igin kullamlmugtr.

Bilegimi: (g/L)

Pepton 7

D(+) Glukoz 5

K HPO 5

Distile Su 1L ye tamamlamr

NaOH 1le pH 7’e ayarlanr.

3.1.2.8.Sitrat Agar

Sitrat Testi i¢in kullamimigtir.



Necla GURSOY

3.MATERYAL METOD
Bilesimi: (g/L)
NaNHHPO,4.4H,0 1.5
K; HPO, 1
MgSO4.7H20 0.2
Na-citrat 3
Distile Su 1L’ye tamamlanir
NaOH ile pH 6.7’e ayarlanr.
3.1.2.9.LB Buyyonu

Plazmid izalasyonu c¢ahiymalannda bakterilerin inkiibasyonu amaciyla

kullanllmigtir. (Maniatis et.al, 1982)

Bilesimi:

Tripton

NaCl

Maya 6ziitii

Distile Su

NaOH ile pH 7.5’e ayarlanr.

3.1.3.Kullanmilan Cozeltiler

3.1.3.1.TE (Tris EDTA) Soliisyonu

(g/L)
10

10

1L’ye tamamlanir

Izole edilen plazmidlerin ¢oziilmesi amaciyla kullamlmgtir (Maniatis et.al

1982).

Bilegimi:
10mM
ImM

Tris-Cl (pH 8.0)
EDTA (ph 8.0)
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3.1.3.2.Lizis Soliisyonu(Alkali)

Plazmid izolasyonunda hiicrelerin lizi edilmesi amaciyla kullamlmgtir

(Maniatis et.al 1982).

Bilesimi:
02N NaOH
%1 SDS

3.1.3.3. 2.5 M Na-Acetat (pH=4.8)

Solisyon halindeki plazmid DNA’min presipite edilmesi amaciyla

kullamlmigtir (Maniatis et.al 1982).

Hazirlamsi: 408.1 gram Sodyum Asetat 3 H,0 800 ml saf su igerisinde
coziliir Glaciyel Asetik Asit ile pH 5.2’ye ayarlamr ve hacim 1 litreye
tamamlanir,uygun miktarlara bolunir,otoklavda steril edilir ve buzdolabinda

saklamr.
3.1.3.4.TE’ye Doyurulmus Fenol

Plazmid izolasyonu ¢ahgmalarinda plazmid soliisyonlarindan proteinleri
uzaklagtirmak amaciyla kullamlmgtir(Ozcan, 1992).

Bilesimi:

1 Litre  Sivi Fenol

10ml  100xTE (pH 7.6)
2 ml B-Merkaptoetanol
1g S-hidroxykinolin
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3.1.3.5. Yiiriitme Tamponu
Stok TBE tamponunun 10 kat sulandiriimasiyla hazirlarur.
3.1.3.6.Ethidium Bromid Soliisyonu

Agorose jelde separe edilen plazmidlerin goriiniir hale getirilmesi amaciyla

kullamlmugtir.

Hazirlamsi: 1mg Ethidium Bromid 100 mL distile suda ¢ozilir. Koyu renkli
sisede +4 °C de saklanir

3.1.3.7. 10xTBE ( Tris, Borik asit, EDTA) Soliisyonu (200mL)

Plazmidlerin seperasyonunda kullanilan agorose jellerin hazirlanmasinda ve

elektrolit tamponu olarak kullanilmigtir (Maniatis et.al 1982).

Hazirlamisa: 21.6 gr Tris, 11 gr Borik asit,1.86 gr EDTA tartilarak distile suyla
200 mL’ye tamamlanir.pH 8.3’e ayarlanir.

3.1.3.8. Yiikleme Tamponu

Plazmid o6rneklerinin agaroz jellerle yiiklenmesinde kullamlmustir (Maniatis

et.al 1982).

Hazirlam$1:%25 Brom fenol mavisi,%10 Gliserol,1 mL distile su
3.1.3.9. Agaroz Jeller i¢in Boyay: Geri Alma Soliisyonu (ImM MgSO 200mL)

Jellerden boyanin geri alinmasi amaciyla kullamimgtir.
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Hazirlamigi: 0.04 gr MgSO;, tartilip, 20 mL distile su igerisinde ¢oziilur.

3.1.3.10. Agaroz Soliisyonu (%1) 70 mL

0.7 gr agaroz (SIGMA A,2929) tartilip 7 mL 10xTE tamponu ve 63 mL distile

su i¢inde ¢oziildiikten sonra sitilarak eritilir (Maniatis et.al 1982).
3.1.3.11. Chloroform :izoamyalkol 24:1
Chloroform [zoamyalkol ortamdaki fenolii uzaklagtirmak igin kullanlr..

24 mL Chloform
1 mL Izoamyalkol

3.2.Metod
3.2.1.Su Orneklerinin Ahnmasi

Cop Depolama Sahalariin Drenaj Su oOmekleri o6nceden steril edilmig

100mL’lik siselerle S istasyon bolgesinden alinmustir.
3.2.2.Toplam Aerob Bakterilerin Saptanmas

Su omekleri steril fizyolojik su ile 10” oramnda seri sulandirdarak toplam
aerob bakteri (TAB) sayisim saptamak igin Nutrient Agar’a 0.1mL transfer edilmig
ve drigalski bageti ile yaylhp ylizey kuruyana kadar flow-bench’de tutulduktan
sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonucunda 30-150 koloni

olan petriler sayilip ortalamas: almir ve TAB belirlenir.
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3.2.3. Toplam Koliform ve Fekal Koliform Bakterilerin Sayimi

Genel olarak koliform grup/fekal koliform grup bakteriler /E.coli sayilmasinda
EMS: En Muhtemel Sayr Yontemi (Most Probable Number:MPN) yontemi
kullamimakta ve yontem ii¢ asamada uygulanmaktadir.

1.Koliform grup bakterilerin muhtemel sayisim tahmin etmek,

2. Koliformlarin kesin sayisim onaylamak ve aym anda fakh bir besiyerinde
fekal koliform sayisim belirlemek,

3.E.coli sayisi belirlemektir.

3.2.3.1.Koliform Grup Bakterilerin Muhtemel Sayisimn Tahmini

Su omeginden alman 0.1, 1.0 mP’lik 6mekler, i¢inde Laktozlu Buyyon ,
10ml’lik 6rnekler Cift Kuvvetli Laktozlu Buyyon ve Diirham tiipleri bulunan deney
tiiplerine tiger paralel halinde ekilir. Tiipler 37°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilir.
Durham tuplerinde gaz olusumu ve buyyonun yesil renginin sariya donmesi
(Laktozun fermantasyonu sonucu asit olusumu), ekilen su Orneklerinde koliform

bakterilerin varlifim gosterir.
3.2.3.2.Koliformlarin Kesin Sayis1 ve Fekal Koliform Sayis:

10.0, 1.0 ve 0.1’er ml su 6megi ekilen Ugli gruplardaki pozitif tiip sayisina
gore, 100 ml suda ulunan koliform bakteri sayisi, Mc Crady cizelgesine gore
Kuvvetle muhtemel Say1 (Most Probable Number, MPN) olarak bulunabilir (Ek 1).

3.2.3.3.E.coli Sayisi

Asit ve gaz olugpumu gosteren laktozlu tiiplerden veya EMB ve Endo agar
tizerinde gehsen E.coli olup olmadig: giipheli kolonilerden oze ile;

a- Trypton Buyyonla Indol testi igin,

b- Glukoz-peptonlu suya Metil Kirmizist testi i¢in ve
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c- Citrath besiyerine citrat1 degerlendirme testi igin
1-2 giin citrat1 degerlendirme testi igin 4-7 giin siireyle 37°C’de inkiibe edilir.
Bu siireler sonunda agagidaki biyokimyasal reaksiyonlar uygulanir.

3.2.3.3.1.Indol Testi

Bu testin amaci triptofan bulunan bir besiyerinde gelistirilen bakterilerin,
triptofam enzimatik hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadiklarm
belirlemektir.5 mL Triptofan besiyerin igeren tiiplere inokiilasyon yapilmug,optimum
sicaklikta 72 saat (3 giin) inkiibasyona birakilmstir.Inkiibasyon sonrasmda 0,2-0,3
mL kovacs aymract ilave edilmistir. Ust kisimda kirmizi halka olugturanlar pozitif
sar-kahve rengi halka olugturanlar negatif kabul edilmistir.

Kovaks Cozeltisi: p-dimetilaminobenzaldehit 5 gr;izo veya normal amilalkol
75 mlkonsantre HCl 25 ml bilesimindedir. Amil alkoliin pH’s1 6.0 dan daha az,
¢6zelti hazirlandiktan sonra rengi sar1 olmaldir. Cézelti kullammdan hemen &nce
hazirlanmaldur.

3.2.3.3.2.Metil Karmuzas1 Testi

Bazi bakteriler, ortamda bulunan glikozu kullanarak gesitli organik asitleri
olustururlar ve sonugta ortamm pH’s1 diiger.Bu dzellikten faydalamlarak bakterilerin
glikozdan asit olugturup olusturmadifim, belirleyebilmek amac: ile metil kirmuzisi
testi yapilir. Bu teste kullamlan metal kirmizis: indikat6rii pH 6.2 de sar1 pH 4.2 ve
altinda ise kirmuza bir renk olugturur.

10 mL Glikoz Fosfat Pepton yada MR-VP besiyeri 6ze ile inokiile edilmis
optimum sicaklikta 96 saat (4 giin) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu sonras: kiiltiir
ikiye boliinmiig(VP testi igin) iizerine birka¢ damla metil kirmizis1 ilave edilerek
karstrilmigtr. Belirgin  bir kirmz renk olusumu  gdzlenenler pozitif
,g0zlenemeyenler ise negatif kabul edilmistir.
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Metil Kirmizisi Indikatorii: Metil kirmizist 0.1gr %96 lik etil alkol 300 mL
distile su 200mL bilesimindedir. Indikatér énce alkol igerisinde ¢oziliir, sonra distile

su ilave edilir.
3.2.3.3.3.Voges —Proskauer Testi

Bazi bakteriler glikoz bulunan ortamda glikozu kullanarak asetoin,2,3 biitilen
glikol gibi cesitli notral trtinler olugtururlar. Bunlardan asetoin, ortama alkali bir
madde eklediginde okside olarak diasetile donigiir. Bu madde ise peptondaki
keratin, arjinin veya kreatinin ile birleserek pembe kirmizi bir renk olusumuna neden
olur.

10 mL. MR-VP besiyeri oze ile inokiile edilerek optimum sicaklikta 96 saat (4
giin) inkiibe edilmistir.Inkiibasyon sonrasi iizerine 5 ml %40’k potasyum
hidroksit(KOH) solisyonu ilave edilmigtir Boylece ortamdaki diasetil asetoine
okside olur.Bunun iizerine ¢ok az miktarda toz halindeki a-naftol ¢ozeltisi (0.6
ml/ml kiilttir sispansiyonu) damlatilarak kangtinlmgtir.15 dakika iginde iist kisimda
pembeden parlak kirmiziya kadar degisen halka olugumu pozitif, halka olugsmamast
ise negatif reaksiyon olarak kabul edilmistir.

3.2.3.3.4.Sitrat Testi

Bu testin amaci bakterilerin tek karbon kaynagi olarak sitratt kullamp
kullanmadigmi belirlemektir. Kiiltiir siispansiyonunda, Simon’s Sitrat yatik agar
besiyerine §ze ile siirme yapilarak optimum sicaklikta 2-7 giin sure ile inkiibasyona
birakilmigtir. Orjinal rengi yesil olan ve indikator olarak %0.2 Brom timol mavisi
kullamlan besiyerinde, besiyeri renginin maviye doniigmesi ve ekim hatti boyunca
tireme gozlenmesi pozitif olarak kabul edilmigtir. Besiyeri rengi defigmemigse sonug

negatif kabul edilmistir.
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3.2.3.3.5.Eijkman Testi

Endo-C agar’da metalik reflaksiyon veren izolatlar tek kuvvetli BGBB
besiyerine inokiile edilir ve 44.5°C’da 24-48 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon

sonucunda asit+gaz olusunu Eijkman (+) olarak degerlendirilir.
3.2.4. B-laktamaz Testi ( Nitrosefin Yontemi)

Bakterilerin B-laktamaz iretip iiretmedigini anlamak igin nitrosefin yontemi
kullamlmustir. Platelerin her bir gdziine 2 mikrolitre nitrosefin ¢ozeltisi damlatilir.
Daha sonra egik katida saklanan kiiltirden 6ze ile almp ekim yapilir ve renk
degisimi gozlenir. Sari rengin kirmiziya dénmesi B-laktamaz tretimini gosteriyor

demektir. Ama san rengini koruyorsa negatiftir.

3.2.5.Antibiyogram Testi

Bu agamada Cop Depolama Sahalarimn Drenaj Sularindan alinan 6rneklerden
Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri suglan izole edilmis ve bu suglarn
Gentamisin(GEN 30ug/mL), Cefoxitin(FOX 30ug/mL), Ceftriaxon(CRO30 pg/mL),
Imipenem(IPM  10pg/mL), Meropenem(MEM10ug/mL), Ceflazidine(CAZ 30
ug/mL), Cefaperazone(CRP30 pg/mL), Cefotaksime(CTX 30ug/mL), Cefazolin(CZ
30 pg/mL), Ampicilin(AMP 30pg/mL) antibiyotiklere olan direnglilik frekanslan
(¢izgi metoduyla) belirlenmigtir. Direngli olarak saptanan izolatlann Ethidium
Bromide gibi plazmid eliminatorii ajanlarla plazmid eliminasyon frekansi
saptanmigtir Bu amacla IMVIC testi olan E.coli’nin dofrulama testiden sonra
kolonileri ¢ogaltmak amaciyla N1 Na-dezoksikolat (0.5gr/lt) agar besiyerine ¢izgi
metoduyla ekilmig ve 37 °C de 18 saat inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon somucunda 30 gr/ml kontrasyonda antibiyotik .igeren N1 Na-
dezoksikolat (0.5 gr/lt) agara aym metotla ekilmigler ve 18 saat etiivde inkiibasyona
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birakilmiglardir. Inkiibasyon sonucunda ekim gizgisi boyunca iireme gosteren suglar

direngli, iireme gistermeyen suglar ise hassas olarak degerlendirilmigtir.

3.2.6. Plazmid Eliminasyonu

Direngli olarak saptanan suglar 1ml’hk N, Broth’lara ekilmis ve 18 saat
inkiibe edilmigtir. Inkijbasyon sonunda bu kiltirden Icerisinde 800ug/ml,400u
g/ml,200ug/ml, 100ug/ml konsantrasyonunda 4,9mL’lik Ethidium bromide igeren
Nutrient Broth’lara inokule edilmis ve buyyonlar etiivde 18 saat inkiibe edilmisgtir.

Uremenin goriildiigii en yilksek EB buyyonundan seri sulandirmalar yapilarak
ENDO-C agara ekim yapilmig ve 18 saat inkiibe edilmiglerdir. Inkiibasyon sonunda
treyen kolonilerden rast gele secilen 20 koloni MDCLS (indikatorsiiz) gogaltmak
amaciyla ¢izgi metoduyla ekilmig ve etiivde 18 saat inkiibe edilmigtir.

Cizgi kiiltiirlerden icerisinde 30pgr/ml konsantrasyonunda
AMP,CAZ,GEN,FOX,CZ antibiyotik iceren N1 Na-dezoksikolat besiyerine ¢izgi
metoduyla ekim yapilmig ve etiivde 18saat inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyon sonunda iireme goriilmeyen cizgilere ait bakteri suglanmn plazmid
kodlu direnglilik tagidiklan saptanmigtir.

Inkiibasyon sonucunda iremeyen suglar plazmid izolasyonu igin stok

besiyerinde saklanmigtir
3.2.7.Plazmid izolasyonu

1. Plazmid izole edilecek mikroorganizmanin LB(Luria-Broth) besiyerinde 1
gecelik taze kulturii hazirlamir. Ve bu taze kiiltiirden 0.1 ml almr, 10 ml’lik LB
besiyerine inokiilasyon yapilarak 4-6 saat 37°C de iiretilir. Bu kiiltiiriin tamam1 100
ml LB ye aktanhr ve 2 saatlik inkiibasyondan sonra, kiltire 170 pg/ ml
konsantrasyonda  Chloramphenicol ilave edilerek bir gece iiremeye
birakilir.(Chloramphenicol ilavesi, plazmidlerin amplifikasyonunu (kopya saylsmm'

arttirilmasi) saglar.
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2. Kiiltir +4°C 10 dakika mikrosantrifiijide 15 000 rpm santrifiij edilerek
hiicreler ¢cOktiiriiliir.

3. Ust faz atir ve ¢bkelti 5 ml TE (Tris-EDTA,pH=8.0) soliisyonunda
resiispanse edilir ve 4°C de 6500 rpm de 10 dakika santrifiij edilir.

4. 3. agama tekrar edilir.

5. Cokelti 1 mL TE (pH=8.0) i¢inde ¢ziiliip ¢alkalayarak resiispanse edilir.

6. 4 mL liziz tampon ilave edilir.Ve tiip en az 6 kez altiist edilerek iyice
kangtirdir,

7. 30 dakika oda sicakhfinda veya 56°C 60 dakika inkiibe edilir, bu siirede
karigim en az 1-2 kez alt iist edilir.

8. Kanigim iizerine 1.5 m! 3 M Na-asetat (pH=4.8) ilave edilip, 60 dakika buz
tizerinde, veya derin dondurucu da bekletilir.

9. Karigim 8500 rpm’de 15 dakika sentrifiijle ¢Sktiiriiliir.

10. Ust faz temiz bir polypropilen tiipe almir. Uzerine esit hacimde fenol
chloroform(1:1) ilave edilerek, yavag yavas iyice karigmcaya kadar alt {ist edilir.
3000 rpm de santirfiij edilerek, iist faz yine temiz bir tiipe transfer edilir.

11. 10. agama tekrarlanir,

12. Ust faza esit hacimde chloroform-izoamylalkol (24:1) ilave edilerek, iyice
kangincaya kadar tiip yavag yavas alt iist edilir.

13. 12.agama tekrarlamr.

14. Ust faz temiz bir tiipe almir. 2 hacim soguk etanol ilave edilerek tiip yavas
yavag alt-iist edilir. Bu asamada beyaz bir bulamklk olugmas: (bazen presipitatlar
gbzlenebilir) DNA‘nin varliina igaret eder. Derin dondurucuda 2 saat veya 1 gece
bekletilir.

15. Kangim ependorf tiiplerine dagitilarak 4°C’de 11000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilir. Ust faz atilr, Dipte kalan beyaz renkli ¢okelti 100uL TE (pH=8.0) de
¢6ziiliir ve 4°C” de saklanir.
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3.2.8.Plazmid Determinasyonu
3.2.8.1.0rneklerin Jele Uygulanmas: ve Elektroforez

1. Agaroz jel, yaklagik 45-50°C’ ye sogutulduktan sonra 7.5x15x1 cm
boyutlarindaki jel kutusuna dékiilerek hemen tarak yerlestirilir.

2. Jel tamamen katilagtiktan (polimerizasyon) sonra tarak dikkatlice jelden
alinir (Polimerizasyon oda sicakhginda yaklagik 1 saatte gerceklesir).

3. 20-25L°lik miktarlarda DNA &rnekleri alinarak 5Sul yiikleme tamponuyla
kangtirildiktan sonra mikropipet ile 6rnek ¢ukurlarmna tatbik edilir.

4. Separe edilen niikleik asitlerin molekiiler agirhklarm: belirlemek amaca ile
jeldeki gukurlardan (slot) birine 5 uL marker DNA (molekiiler agirhgi belli,daba
Onceden gesitli restriksiyon enzimleri ile kesilmig DNA) yiiklenir.

5. Jel agaroz aparatina yerlestirilir.

6. Gii¢ kaynagi (power suply) ve elektroforez ekipmami arasinda gerekli
baglantilar yapilarak, aparata jelin yiizeyini kaplayacak sekilde yiiriitme tamponu
konur. 10V/cm voltaj uygulanarak 2-4 saat seperasyon gergeklestirilir. Seperasyon
zamanmm sonlandirmak igin, ylikleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin
jelde kat ettigi mesafe bize yol gosterir.

3.2.8.2.Agaroz Jelin Boyanmas:

1. Elektroforez iglemi tamamlandiginda jel elektroforez aparatindan alinarak
genig bir boyama kabma konur. Jelin lizerine Ethidium Bromid boyama soliisyonu
(0.5pg/mL Ethidium Bromid ) konarak 45 dakika boyanr.

2. Boyanmn fazlas: jeli 1 mM MgSO, soliisyonu ile 15 dakika muamele etmek
suretiyle geri alnir.

3. Jel daba sonra U.V. transilliiminatér {izerine konarak fotograflanir.
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3.2.9.Konjugasyon Calismalan
3.2.9.1.Stonier buyyonunda

1-Konjugasyon c¢ahgmalarinda alici ve verici olarak kullamilacak bakteri
suglarma ait agar kolonilerinden 1 koloni 10 ml NB broth'da inokiile edilerek
37°C'de 1 gece inkiibe edilir.

2-Verici kiiltiiriinden 0.1 ml, alic1 kiiltiiriinden 0,9ml alinarak 4,5ml.'lik Stonier
buyyonuna inokiile edilir ve kiiltiir hafifce kangtinldiktan sonra 37°C'de 1 gece
inkiibe (yaklagik olarak 18 saat) edilir.

3-Kangk killtiir steril saf su ile 10--10~ oranlarmda sulandirilarak MDCLS
agara ekilir ve 37°C'de 1 gece inkiibe edilir.

4-Alic1 bakterilere ait suglardan 20 koloni segilerek N1 agara ¢izgi metodu ile
(Arikan, 1990) ekilir ve 37°C'de 1 gece inkiibe edilir.

5-Ureyen koloniler 30pgr/mL konsantrasyonda antibiyotik iceren fakat nétral
kirmiz1 igermeyen MDCLS agara yine ¢izgi metodu ile ekilerek 37°C'de 1 gece
inkiibe edilir. '

6-Ureme gosteren sus sayis1 toplam sus says: ile kiyaslanarak konjugasyon
frekans: belirlenir
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4. BULGULAR
4.1.Su Orneklerinin Toplam Aerob Bakteri ve pH Bulgulan

Cop depolama sahalarmm drenaj su Srneklerinin toplam aerob bakteri ve pH
analiz sonuglari gizelgeler halinde verilmigtir.

Cizelge 4.1. Istasyon Srneklerinin pH ve Toplam Aerob Bakteri Bulgular:

ISTASYON NO pH DEGERLERI Toplam Aerob Bakteri
Sayist (KOB/mL)
1.ISTASYON 7.68 2x10°
2.ISTASYON 7.92 4x10°
3.ISTASYON 8.05 1x10*
4.ISTASYON 7.96 2x10°
5.ISTASYON _ 7.98 1x10°

4.2. MPN Bulgulan

Aragtirma 7 denemeden meydana gelmigtir. Her denemedeki toplam koliform
sayilar1 tablolarda belirtilmigtir.

Cizelge 4.2.1. 26.10.2000 tarihli su 6rneklerinin MPN bulgular:

ISTASYON NO 10mL [1mL [0,imL |100mL'DE MPN
1.ISTASYON 3 3 3 >1100
2ISTASYON 3 3 3 >1100
[3.ISTASYON 3 3 3 >1100
4.ISTASYON 3 3 3 >1100
5ISTASYON 3 3 3 >1100
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Cizelge 4.2.2. 27.11.2002 tarihli su 6rneklerinin MPN bulgulan

ISTASYON NO 10mL |[ImL [0,imL 100mL'DE MPN
1.ISTASYON 3 3 0 240
2.ISTASYON 3 3 3 >1100
3.ISTASYON 3 3 2 1100
4ISTASYON 3 3 2 1100
5.ISTASYON 3 3 3 >1100

Cizelge 4.2.3. 09.01 2001 tarihli su rneklerinin MPN bulgulari

ISTASYON NO 10mL [imL [0,lmL |100mL'DE MPN
1.ISTASYON 3 3 3 >1100
2.ISTASYON 3 3 3 >1100
3.ISTASYON 3 3 3 >1100
4.ISTASYON 3 3 3 >1100
5iSTASYON 3 3 3 >1100

Cizelge 4.2.4. 13.02.2001 tarihli su 6rneklerinin MPN bulgular:

ISTASYON NO 10mL |ImL [0,imL |100mLDE MPN
1.ISTASYON 3 3 1 150
2.ISTASYON 3 3 3 >1100
3.ISTASYON 3 3 2 1100
4ISTASYON 3 3 3 >1100
5ISTASYON 3 3 3 >1100
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Cizelge 4.2.5. 26.03.2001 tarihli su rneklerinin MPN bulgular

ISTASYON NO 10mL [imL [0,lmL [100mL'DE MPN
1.ISTASYON 3 3 3 >1100
2 ISTASYON 3 3 3 >1100
3.ISTASYON 3 3 3 >1100
4.ISTASYON 3 3 2 >1100
5.ISTASYON 3 3 3 >1100

Cizelge 4.2.6. 24.04 2001 tarihli su 6rneklerinin MPN bulgulart

ISTASYON NO 10mL [ImL [0,lmL |100mL'DE MPN
1.ISTASYON 3 3 3 >1100
2.ISTASYON 3 3 3 >1100
3.ISTASYON 3 3 3 >1100
4.ISTASYON 3 3 3 >1100
5.ISTASYON 3 3 3 >1100

Cizelge 4.2.7. 05.06.2001 tarihli su rneklerinin MPN bulgular:

I[STASYON NO 10mL {lmL [0,lmL {100mL'DE MPN

1.ISTASYON 3 3 3 >1100
ISTASYON 3 3 3 >1100

3.ISTASYON B 3 3 >1100
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4.3. iIMVIC Bulgulan

Cizelge 4.3. IMVIC Degerlendirme Cizelgesi

IMVIC TESTLERI
ORGANIZMA INDOL METIL-RED |V-P TESTI |SITRAT
TESTI TESTI TESTI
E.coli + + - -
Klebsiella - - +
Enterobacter - - +
Citrobacter - + - +

Izole edilen 138 sug IMVIC testine tabi tutulmus olup, izolatlardan 87’sinin
E.coli, 15 adedinin Citrobacter sp., 1 tanesinin Klebsiella sp., oldugu saptanmig olup
35 izolat ise IMVIC gizelgesine uymamaktadir. Tiplendirilen 103 izolatm 21
tanesinde Eijkman pozitiflik belirlenmig olup, fekal organizma oram %21 olarak
saptanmugtir,

4.4. Antibiyogram Test Sonuclan

Cizelge 4.4. Izolatlarm antibiyotiklere hassasiyet sonuglari

BakNo [ IPM | MER | AMP | CRP | CAZ | GEN | CRO | FOX | CTX | CZ | NITRO
ve ant

1 - - + + + + - + + + +

2 - - + - - - - + - - -

3 - - + - - B, - - - - -

4 - - ¥ - - - N - - - -

5 - - + - - - - - - - +

6 - - + - - - - - - - -

7 - - + - - - - - - - ¥

8 - - + - - - - + - + +
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CIX | CZ | NITRO

IPM | MER [ AMP | CRP | CAZ | GEN | CRO | FOX

Bak.No

ve ant

10
11
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13
14
15
16
17
18
19
20

21

23

24
25
26
27
28

29
30
31

32
33
34
35

36
37
38

39
40
41

42
43
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CTX { CZ | NITRO

IPM [ MER [ AMP | CRP | CAZ | GEN | CRO | FOX

Bak.No

ve ant

45

47

49
50
51

52
53
54
55

56
57
58
59

61

62
63

65

67

68

69
70

7

72
73

74

75

76

77
78
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CAZ | GEN | CRO | FOX [ CTX | CZ | NITRO

:
2

BakNo | IPM | MER
ve ant
115 - -
116 - -
117 - -
118 - -
119 - -
120 - -
121 - -
122 - -
123 - -
124 - -
125 - -
126 - -
127 - -
128 - -
129 - -
130 - -
131 - -
132 - -
133 - -
134 - -
135 - -
136 - -
137 - -
138 - -
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Cizelgede koyu olarak igaretlenen izolatlar E.B. ile plazmid eliminasyonuna
tabi tutulmuglardur.

IPM: Imipenem MER: Meropenem CRP: Cefaperazon CAZ: Seftazidim
GEN:Gentamisin CRO: Sefiriakson  FOX:Sefoksitin CTX:Sefotaksim
CZ:Sefazolin AMP: Amfisilin NiTRO: Nitrosefin Testi

Test edilen biitiin izolatlarm IMP ve MER antibiyotiklerine karsi hassas,
fakat AMP antibiyotigine ise direngli olduklari saptannugtir. Difer antibiyotiklere
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ise; %31.8 CZ’ye, %22.4 FOX’a, %4.3’niin GEN’e, %2.8’nin CRP’ye, %2.8’nin
CAZ’a, %0.72 CRO’ya, %0.72 CTX’e, direngli oldugu saptanmgtir. 138 Grnege
nitrosefin testi yapilarak B-laktamaz iiretip liretmedikleri aragtmlmgtir. Bunlardan 81
tanesinde (%59) bu enzimin varlima rastlanmustir.

1,2,8,11,12,16,20,21,22,23,25,26,27,28,30,32,33,34,35,36,37,39,40,48,50,57,5
8,73,84,86,87,97,98,100,101,102,105,108,110,111,112,115,116,125,127,128,129,130
,131,133,134,135,136,137,138 no’lu 55 izolatta (%39) ¢oklu antibiyotik direngliligi
(MAR) saptanmugtur.

C6p drenaj sularmun 5 farkh istasyonundan alnan Orneklerdeki ¢oklu
antibiyotik direnglilifi sGyledir:

1.Istasyondan alman &rneklerin %33,3’{inde, 2. Istasyondan alnan drneklerin
%51,7’sinde 3. Istasyondan ahnan Greklerin 11,1°inde, 4. Istasyondan alinan
drneklerin 45,4’tinde, 5. Istasyondan alman Srneklerde ise %41’inde MAR &zelligine
rastlanmigtir

Buna gére en yiiksek direnglilik 2. istasyonda gozlenirken en diisiik direnglilik
3. istasyonda gozlenmistir.

Bu istasyonlardan &rnekler farkh zaman periyotlarinda alinmustir. Bu zaman
periyotlarma gére MAR &zelligi sGyledir:

26.10.2000 tarihli su Orneklerinin %44.4’tinde, 27.11.2000 tarihli su
Orneklerinin  %72,2 sinde, 09.01 2001 tarihli su Orneklerinin %41,7’sinde,
13.02.2001 tarihli su &rneklerinin %38,9’unda, 26.03.2001 tarihli su Orneklerinin
%13,6’sinda, 24.04 2001 tarihli su Srneklerinin %20,8’inde, 05.06.2001 tarihli su
Orneklerinin %65’inde MAR 6zellifine rastlanmigtir. Bu veriler dogrultusunda en
yiiksek direnglilik 2. periyotta gozlenirken, en diigiik direnglilik ise 5. zaman
periyodunda gdzlenmistir. /
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4.5.Ethidium Bromid ile Plasmid Eliminasyonu Bulgular

Cizelge 4.5. Ethidium Bromid ile Plazmid eliminasyon sonuglari

ORGANIZ AMP

NO CzZ GEN FOX CAZ
E |U |%E|E |U |%E|E |U |%E|E |U |%E|E |U |%E

1 _f10]o [8 |2 |80 j10|_ |100j10| |100] |10 |0

8 |6 o [1 |5 |17 1 |5 |17

11 _J1ofo |_ [10]0

25 1 (185 | [19]o0 _ |19 ]o

28 130 [7 54

32 _ 0 |5 |4 |63

35 |4 o |4 |_ l1oola | |100{4 | |100

73 ~ o |_ |7 Jo |7 o

87 2 |18 |11 {20 |  |100 20 | 100

93 _f10lo [2 [8 {20

105 _l10fo [10]_ {100 10| [100

110 1 128 [13]_ 100 11 [2 |85

125 o Jo |7 |2 [78

133 - [11fo {2 9 |18 |_ [11 [0

136 2 (1115 |_ 13 |o

138 2 [8 [20 ]2 [8 |20 [_ J10]o

AMP: Ampisilin ~ CZ: Sefazolin GEN: Gentamisin = FOX: Sefoksitin

CAZ: Seftazidim E: Ekilen U: Ureyen %E: Eliminasyon Yiizdesi

COp Drenaj sularindan izole edilen ve goklu antibiyotik direnglilifi gézlenen
45 sugtan rastgele segilen 16 érnek Ethidium Bromide ile plazmid eliminasyonuna
tabi tutulmusg olup;
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E.B. ile AMP antibiyotiinde en yiiksek direnglilik eliminasyonu %20 ile 138
No’lu 6mekte en diigiikk eliminasyon %0 ile 1,8,11,28,32,35,73,93,105,125 vel33
No’lu 6rneklerde saptanmugtur.

E.B. ile CZ antibiyotifinde en yiiksek direnglilik eliminasyonu %100 ile
35,87,105 ve 110 No’lu 6rneklerde en diigiik eliminasyon %0 ile 11,25,73 vel36
No’lu 6rneklerde saptanmustir.

E.B. ile GEN antibiyotiginde en yiiksek direnglilik eliminasyonu %100 ile 1 ve
35 No’lu orneklerde en diigiik eliminasyon %0 ile 133 vel38 No’lu &rneklerde
saptanmustir.

E.B. ile FOX antibiyotiginde en yiiksek direnglilik eliminasyonu %100 ile 1,35
ve 105 No’lu drneklerde en diigiik eliminasyon %0 ile 25 ve 73 No’lu 6rneklerde
saptannugtir.

E.B. ile CAZ antibiyotiginde en yiiksek direnglilik eliminasyonu %100 ile 87
No’lu 6rnekte en diigiik eliminasyon %0 ile 1 No’lu 6rnekte saptanmugtir.

4.6.Agaroz Jel Elektroforez Bulgulan

Cop Depolama Sahalarmin drenaj sularmdan izole edilen ve antibiyotiklere
plazmid kodlu direnglilik tagidiklar1 Ethidium Bromide ile direnglilik eliminasyonun
saglanmast ile belirlenen bakterilere ait plazmidler.
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123456780910 .

SRy e

Sekil 4.10. Cop Depolama Sahalarmmn drenaj sularmdan izole edilen plazmidler ve
biiyiikliikleri (kb) (1.jeD)

1.Jel icin Srnek siras::

1. 125 nolu 6rnek 38, 19.1, 3.8, 3.6

2. 125-5 nolu 8rnek 38, 19.1, 3.8, 3.6

3. 105 nolu drnek 21

4, 105-7 nolu 6rnek 5.8

5. Marker (A DNA EcoR1 Hind III Digest) 21226, 5148, 4973, 4277, 3530,
2027, 1904

6. 32 nolu 8rnek, plazmid belirlenemedi

7. 32-2 nolu 6tnek 19.1, 5.3

8. 87 nolu Srnek, plazmid belirlenemedi

9. 87-19 nolu 6rnek, plazmid belirlenemedi

10. -

68



4,BULGULAR N Necla GURSOY

Sekil 4.10. Cép Depolama Sahalarnin drenaj sularindan izole edilen plazmidler ve
biiyiikliikleri (kb) (1.jel)

Jel igin 6rnek sirasi:

. 125 nolu 6rnek 38, 19.1, 3.8, 3.6

. 125-5 nolu trnek 38, 19.1, 3.8, 3.6

. 105 nolu drnek 21

. 105-7 nolu &rnek 5.8

. Marker (L DNA EcoR1 Hind 11T Digest) 21226, 5148, 4973, 4277, 3530,
2027, 1904

o W R — —

6. 32 nolu drnek, plazmid belirlenemedi
7.32-2 nolu 6rnek 19.1, 5.3

8. 87 nolu ek, plazmid belirlenemedi

9. 87-19 nolu érnek, plazmid belirlenemedi
10, -
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Sekil 4.11. Cép Depolama Sahalarinin drenaj sularmdan izole edilen plazmidler ve
bityiiklikleri (kb) (2. Jel)

2.Jel igin &rnek sirast:

1.1 nolu &rnek 47.2, 42.4, 38.5, 20, 5.5, 4.5

. 1-4 nolu drnek 4.6

110 nolu ek 18.5, 3.5

. 110-1 nolu 8rnek plazmid belirlenemedi

. Marker (. DNA EcoR1 Hind I11 Digest) 21226, 5148, 4973, 4277, 3530
.25 nolu 6mek 19.3,6.7, 5,4.3,3.7

.28 nolu drnek,plazmid belirlenemedi

8. 138 nolu drnek 17, 5.7, 4.8, 4.2, 3.7

9. -

~ o B W
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Sekil 4.12. Cép Depolama Sahalarmin drenaj sularindan izole edilen plazmidler ve
biiyiikliikleri (kb) (3. Jel)

3.Jel igin 6rnek sirast:

1. 1. 125-5 nolu &rnek 21, 5.6, 4.4

2. 105 nolu érnek 21, 5.6, 4.4

3. 125 nolu 8rnek 21, 5.6, 4.4

4, Marker (A DNA EcoR1 Hind III Digest) 21226, 5148, 4973, 4277,
3530,2027

. 105-7 nolu &rnek,plazmid belirlenemedi

. 11 nolu érnek,plazmid belirlenemedi

. 133-8 nolu &mek 21.2

. 138 nolu 6rnek 29.4, 20.1, 4.37

R I - )
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4.7. Konjugasyon Bulgulan

Cop depolama sahalarimin drenaj sularmdan izole edilen ve antibiyotiklere
direnglilik tasidifn E.B. ile direnglilik eliminasyonu saglanmasi belirlenen
125,105,32 nolu suslarm verici (donor) ve antibiyotiklere hassas AB 3509, AB 3505,
3911 nolu suslarin ahci olarak kullamdifi konjugasyon ¢ahgmalart yapilmis fakat
denemelerin higbirinde konjugasyon gergeklegmemistir.
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5.TARTISMA

Giintimiizde gehirlesme ve hizh niifus artisi, sosyo-kiiltiirel seviyenin artigina
paralel olarak biiyiik boyutlara ulasan organik kékenli kat1 atiklarm neden oldugu
kirliliginin yok edilmesi kagmilmayacak ve g6z ardi edilemeyecek bir seviyeye
gelmistir (Dinger,1991). Ornegin Adana icin kentsel kati atik iiretim oram
675gr/kisi/glin, bosaltim oram ise 650 gr/kisi/giin, oldugu ve iiretilen atiklarm
tamamma yakmin (%96) nihai bogaltim yerlerine ulagtify goriilmektedir. Ayrica
evsel kat1 atik iiretimi kentsel kati atik {iretiminin %72’sini olugturmaktadir
(Savkin,1999).

Cevreye verilen bu atiklar biinyelerinde oldukga yilksek oranda organik madde
bulundurdugundan kolayca fakiiltatif anaerobik ve anaerobik biyo-pargalanmadan
dolay1 ortama rahatsiz edici pis kokular yaymakta ve aym zamanda sineklere ve
infeksiy6z elemanlara rezervuar gérevi yapmaktadir.

Bu atiklarm geligiglizel dokiilmesi halkta g¢evre bilincinin artmasi1 ve yasam
standartlarmin  yiikselmesine paralel olarak giderek Onemini kaybetmis ve bu
atiklarm yok edilmesi ve geri kazamlmas: amacina yonelik gesitli alternatif ¢Oziim
Onerileri sunulmusgtur.

Bu Oneriler arasinda atiklarin sehrin uzaklarma dokiilmesi veya toprak altina
gémiilmesi, yakma ve kompostlama ilk sirada yer almaktadir (Dinger;1991). Ornegin
Adana’da Adana Biiyiik Sehir, Seyhan ve Yiiregir olmak iizere ii¢ belediye kat1 atik
yOnetimini uygulamaktadirlar. Buna ragmen 1.200.000 niifusa sahip olan Adana’da
diizenli bir kat1 atik bertaraf sistemi olugmamstir (Savkin,1999). .

Kompostlama prosesleri atiklar icerisinde dogal olarak mevcut olan aerob
termofil mikroorganizmalar tarafindan yiiksek bitki polimerlerinin dogal yolla
pargalanmasiyla gergeklesmekte ve en sonunda zirai alanda kullamm igin stabil,
humuslagmg bir organik madde ve zengin bir azot kaynafi teskil etmektedir
(Thambirajah and Kuthubutheen 1989).

Aragtirma b61gesi' olarak segilen Adana Sofulu Copliigii’'nde yaﬁllan
aragtirmalar gOstermigtir ki resmi olmayan geri kazanma etkinlikleri mevcuttur.
Sofulu Depo Tesisinde 15-40 arasmda degisen ¢Op aymstiricisina, Adana Biiyiik
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Sehir Belediyesi’ne ve 6zel yiikleyicilere herhangi bir 6demede bulunmadan g¢aligma
izni verilmektedir. Bu nedenle depolama faaliyetleri aksamaktadir (Savkin,1999).

Buna ragmen mevcut atiklarm yakilmasi1 ve depolanmasi gevrede ¢ok biiyiik
bagka bir atik problemine neden olmaktadr. Bu problemler de yiizey ve yer alt1 su
kaynaklarm organik ve inorganik kirlilik olarak etkilemektedir ve aym zamanda
yakma iinitelerinden agi3a ¢ikan CO, global 1smmaya katki yapmaktadir.

Depo sahasinda organik kati atiklarin biyolojik reaksiyonlarn bulunmasi
sonucu olugan su iceriginin yam sira yagmur sularmdan kaynaklanan yiizeysel akig
suyu da vardir. Bu yagmur sular1 ¢op kiitlesi iginden geger ve siiziintli suyu olarak
ortaya ¢ikarlar. Bu sular depo sahasi iginde yer alt1 sular1 mevcut ise yer alt1 suyuna
veya ylizeysel sulara karigarak kirlenmeye yol agarlar. Bu yiizden bu sularn drenaji
cok Onemlidir. Sofulu Coépliigiinde yapilan aragtrmalarda alandaki arazi kotunun
diisiik oldugu iki farkh yerde siiziintii sular1 iki kii¢iik gblet olugturdugu goriilmiigtiir.
Su kirliliginin yam sira bu goletler yazin koku ve hageret bakimindan son derece
zararhdir (Savkin,1999)

Ornegin Sofulu Cép alanm 1997 yih Nisan ve Temmuz aylarmda nem oramim
belirlemek amaciyla yapilan deneyler sonucunda kat1 atiklarin;

Nisan ayinda ortalama nem orant: %47, Temmuz ayinda ortalama nem orani :
%67 olarak bulunmugtur (Sariaslan,1997).

Adana’daki yilhk yagis miktarlann g6z Oniine alinarak yapilan ¢aligmalarda,
yeraltt sularim korumak amaciyla sizdirmaz zemin ve depo alamndaki ¢Op siiziintii
suyunu toplayacak diren hatlari projelendirilmisti. Bu projede Sofulu depo
sahasindaki siiziintii sularm toplanmasi igin basinca dayanikh HDPE perfore
- borulardan olugan bir drenaj ag: planlanmmgtir. Kanal yoluyla gelen sizint1 sularmnm
aritildig1 bir sizint1 suyu aritma tesisi yapilacaktir (Savkin,1999).

Kompostlama sirasinda gerekli fiziksel kosullar saglanmadif taktirde, kat1 atik
depolama sahalarinda ki drenaj sulari yer alt1 ve ylizey sularna kangarak kirlilik
yaratmaktadr. Kirlenen bu sularda birgok fekal koliform  Srneklerine
rastlanmaktadir. Bu mikroorgarﬁzmalardén bazilar1 Enterobacteriaceae familyasi
icinde yer alan fakiiltatif anaeroblardir.
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Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaceae familyas1 iginde yer alan,
fakiiltatif anaerob, gram negatif, spor olugturmayan, 35°C’de 48 saat iginde laktozdan
gaz ve asit olugturan, cubuk seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan
mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’ dir.

Herhangi bir 6mekte E.coli’ye ve/veya fekal koliform bakterilere rastlanmasi
oraya dofrudan yada dolayh olarak digki bulagtifmin ve yine bagirsak kékenli
Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de olabileceginin bir gbstergesidir.
Bu nedenle higbir gida maddesinde, igme ve kullanma sularinda, denizlerde ve
gollerde E.coli ve fekal koliform bulunmasma izin verilmezken, baz1 gidalarda belirli
sayida bakteri bulunmasina izin verilebilmektedir.

B-laktam antibiyotiklerin (Penicillinler, Cephalosporinler, Monobactam
antibiyotikler) antibakteriyel aktivitesi, sitoplasmik membranin dig ylizeyinde
yerlesim gOsteren, hiicre duvari sentezinde peptidoglukanin sentezlenmesinde
transpeptidaz olarak gbrev yapan bir veya birka¢ Penicilline Baglanan Proteinlerle
(PBPs) olan reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (Nayler, 1987; Giir, 1991).

Cooke, kanalizasyon sulan ile kirlenmis deniz suyundan izole edilen koliform
bakterilerde yiiksek frekansta MAR (Multiple Antibiotic Resistance) bulundugunu,
fekal koliformlarin, koliformlardan daha fazla direnclilik g&sterdiklerini belirtmistir
(Cooke, 1976).

Direngli bakterilerin ortaya gikmasinda en biiyiik rolii R-plazmidleri tarafindan
sentezlenen B-laktamazlar olugturmaktadir ve bu plazmidler bakteriler arasinda
yliksek bir ylizde ile transfer olmaktadir. Bu enzimlerden en sik rastlamlam
TEM'den (Temenoria) derive olmugs TEM-1 ve TEM-2 enzimidir ve bu enzim
Enterobacteriaceae iiyelerinin yaklasik %25-75'inde bulunmaktadir (Gutmann et al.,
1988).

Harada ve Mitsuhashi, invitro plazmid transferinde, sicakhk ve pH’nin birinci
derecede kontrol edilmesi gereken antibiyotik faktbrler oldugunu, sicakhigm
25-40° C (optimum 37 °C) ve pH aralinin 5-9 (optimun; 7,5) olmasmn plazmid
transferini olumlu yonde etkiledigini bulmuglardir (Harada and Mitsuashi , 1977).
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Bu ¢ahgmada Adana Sofulu Cdp Depolama Sahalarinin Drenaj Sular’nn 5
farkh istasyonundan alinan Grnekler iizerinde ¢ahgilmugtir. Bu Grneklerin ilkk 6nce
toplam koliform miktarlann ve fekal koliform sayilari tespit edilmigtir. MPN
Tablolarindan ¢ikan sonuglara segilen 5 istasyonun hepsinde de fekal koliform
Orneklerine rastlanmustir (Cizelge 4.1.1./4.1.7). Daha sonra IMVIC tablosu ile tiir
tayini iglemine gecilmigtir. Buna gore; izolatlardan 87’sinin E.coli, 15 adedinin
Citrobacter sp., 1 tanesinin Klebsiella sp., oldugu saptanmmg olup 35 izolat ise
IMVIC ¢izelgesine uymamaktadir. Tiplendirilen 103 izolatn 21 tanesinde Eijkman
pozitifik belirlenmis olup, fekal organizma oram %21 olarak saptanmistir. Bu
bulgular 1s1gmmda drenaj sularmin kangtifn yiizey sularmm, bakteriyel enfeksiyonlar
icin bilylik bir potansiyel olusturdugu saptanmugtir. Bu kiiciik dere mahalle
aralarmdan gegtikten sonra Saricam deresi ile birlesmekte ve Saricam deresi de
TagkOprii civarinda Seyhan Nehrine karigmakta ve sonugta bu igerikteki yiizey
sularmin icerdifi potansiyel enfektif elemanlar halk saghfi agisindan  tehlikeli
boyutlara ulagmaktadir. Ve infeksiyoz elemanlarm genis alanlara yayilmasm
saglamaktadir.

Antibiyotik direnglilii caligmalarinda [( Gentamisin(GEN), Cefoxitin(FOX),
Ceftriaxon(CRO), Imipenem(IPM), Meropenem (MEM), Ceftazidime(CAZ),
Cefaperanone(CRP), Cefotaksime(CTX), Cefazolin(CZ), Ampicilin(AMP) (30
png/mL)] test edilen biitiin izolatlarm IMP ve MER antibiyotiklerine karg1 hassas,
fakat AMP antibiyotifine ise direngli oldukilar: saptanmugtir. Diger antibiyotiklere
ise; %31.8 CZ’ye, %22.4 FOX’a, %4.3’niin GEN’e, %2.8’nin CRP’ye, %2.8’nin
CAZ’a, %0.72 CRO’ya, %0.72 CTX’¢, direncli oldugu saptanmustir. izolatlarm
direnglilik profillere incelendifinde Ampicilin gibi vzun zamandan beri kullamila
gelen antibiyotiklere direnglilifin yiiksek diizeylerde oldugu (%100),” Ampicilin
1.Kusak Penisilin olup 1950°li yillardan beri kullamlmaktadir”, FOX, CZ gibi 1 ve 2.
Kugak Sefalosporinlere daha diigiik bir direnglilik, CTX ve CRO gibi 3. Kugak
sefalosporinlere iin diisiik diizeyde direnglilik saptanms olup IPM ve MER gibi en
son iiretilen Carbapenem grubu Beta-laktam antibiyotiklere ise direngli organizma

saptanamanugtir.
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138 Ornefe nitrosefin testi yapilarak (-laktamaz iiretip iiretmedikleri
aragtirlmmstir. Bunlardan 81 tanesinde (%59) bu enzimin varhfmna rastlanmstir.
Direngli organizmalarda Beta-laktamaz sentezinden kaynaklanan direngliligin
saptanmast olduk¢a Snemlidir. Clinkii bu enzimler kromozomal veya plazmid orijinli
olabilmektedir. Plazmid kaynakh bir direnclilifin mevcudiyeti, bu direnglilik
determinantlarmin diSer akraba organizmalara konjugasyon gibi rekombinasyon
mekanizmalarryla aktarilmasi sonucunda bakteri toplumlarnn arasmda direngli
bireylerin ortaya ¢ikmasina ve direngliliin yayilmasma etki yapmaktadir. Bu durum
da toplum saghg acisindan potansiyel bir tehlike olugturmaktadr.

Direngli 55 izolatta (%39) g¢oklu antibiyotik direnglilizi (MAR) saptanmistir
(Cizelge 4.3). Dogada direngli organizmalar arasinda gerceklesen rekombinasyon
mekanizmasiyla bir gok antibiyotife birden direngli problem bakteri suglar1 ortaya
¢ikmaktadir, Byle problem bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar normal tedavi
siiresi ve dozunda safaltilamamaktadir (Dinger 1994). Buna gére en yiiksek
direnglilik 2. istasyonda gbzlenirken en diigiik direnglilik 3. istasyonda g6zlenmistir.

Bu istasyonlardan 6rnekler farkh zaman periyotlarinda almmugtir. Bu zaman
periyotlarma gére MAR Ozellii sOyledir; En yiiksek direnglilik 2. periyotta
gbzlenirken, en diigiik direnglilik ise 5. zaman periyodunda gézlenmigtir.

Bakterilerdeki antibiyotik direnglilifinin plazmid tarafindan kaynaklandigmm
saptanmasinda ve plazmid eliminasyonu deneylerinde bugiine kadar ¢ok degisik
fiziksel ve kimyasal ajanlar kullanilmigtir (Viljanen and Boratynski, 1991). Bununla
beraber Enterobacteriaceae iiyelerindeki plazmid eliminasyonunda  genelde
Acridine Orange ve Ethidium Bromide kullamlmakla beraber (Colak ve Arikan
1991; Dinger ve ark., 1994; Hirota, 1960; Hirota and lijima, 1957; Viljanen and
Boratynski, 1991), g¢ahgmalarimzda eliminatdr olarak Ethidium Bromide
kullamimgtir.

Izolatlarm %4,9’unda AMP igin, %46,7’sinde CZ igin, %40’mda GEN igcin,
%51°1 FOX igin, %33,3’{i CAZ i¢in plazmid eliminasyonu saglanmgtir.

Cop depolama sahalarmm drenaj sularmdan izole edilen suglardaki
direngliliin %5-51 oraninda B-laktamaz iiretiminden kaynaklandifi, diger direngli
suslardaki direnglilifin ise diger mekanizmalarla (Permiabilite smirlamasi, ve
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PBP'lerde meydana gelen degismeler) saglandif1 saptanmugtir. Elde edilen bulgular
Enterobacteriaceae iiyelerindeki f-laktam direnglilifinin %25-75 oraminda plazmid
kodlu B-laktamazlar tarafindan olugturuldugu fikrini desteklemektedir (Giir, 1991).

Calismamizin bu agamasinda C6p depolama sahalarmin drenaj sularindan izole
edilen ve antibiyotiklere direnglilik tagjidifn E.B. ile direnglilik eliminasyonu
salanmas: ile belirlenen suglar ve antibiyotiklere hassas olan suglarla
gergeklestirilen konjugasyon c¢aligmalannt yapimg fakat denemelerin higbirinde
konjugasyon gerceklesmemigtir.

Konjugasyonun gergeklesmemesi verici (donor) plazmidlerinin konjugatif
olmamas:1 (Sabelnikov, 1989), transfer olduktan sonra alici (resipient) hiicrede
eksprese olamamasindan (Sirot et al., 1987) kaynaklanabilecegi belirtilmektedir.

Bununla beraber  ¢aligmalarimizda verici olarak kullandigimz izolatlar
genellikle 1. Kugak Penisilin ve 1. Kugak Sefalosporinlere direnglilik tagimakta, fakat
3. Kusak ve Carbapenemlere hassastir. Bakterilerde plazmidler epizomal duruma
gecebilme Ozelliine sahiptir ve bu durum daha ¢ok organizmanmn uzun siireler bu
stres ajanlari ile kargilagmasi sonucunda meydana gelmektedir. Direnglilik ise
yaklagik 50 yildir kullanimda olan antibiyotiklere kars1 oldugu igin bu direngliligin
kromozal veya epizomal olmasindan kaynaklanan bir nedenle konjugasyon

gerceklesmemigtir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligma ile Adana ilinin ¢Oplerinin depolandifn drenaj sularmdan Grnekler
almmug, bu tehlikenin boyutlar1 saptanmustir. Farkh istasyonlardan alinan 6rneklerin
tamammda fekal kontaminasyon gézlenmig ve aym zamanda bu drneklerin biiyiik bir
boliimiinde (%39’unda) de ¢oklu antibiyotik direngliligine (MAR) rastlanmugtir.

Bu bulgular bize g6stermektedir ki; &zellikle sehirlerin degisik kesimlerinden
(Hastane, Evsel, endiistriyel vs.) getirilen atiklar gelisigiizel dokiilmekte ve icermis
olduklar1 problem bakteriler birbirleri ile karsilasarak bu direnclilik determinantlarim
hassas olan organizmalara aktararak c¢oklu antibiyotik direnglilifi tagiyan problem
organizmalarin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Bu organizmalar drenaj sulan ile
dere, cay gibi nispeten kiigiik akarsular vasitasiyla , nehir, gol gibi igme ve kullanma
su kaynaklarma tagmarak halk saglig agismndan problemler olugturmaktadir. Zira
yiizey sulari problem organizmalarin bir bélgeden bagka bir bolgeye taginmasinda en
6nemli araglarin baginda gelmektedir.

Giiniimiizde sehirlesme, lmzh niifus artisi ve sosyo-kiiltiirel seviyenin artigina
paralel olarak biiyiik boyutlara ulasan organik kdkenli kati atiklarin neden oldugu
kirlilik olduk¢a yliksek bir seviyeye gelmistir. Bu atiklarin yok edilmesi ve geri
kazamlmas1 amacmna yOnelik ¢esitli alternatif ¢Oziim Onerileri sunulmugtur. Bu
Oneriler arasinda atiklarm gehrin uzaklarina dékiilmesi veya toprak altina gdmiilmesi,
yakma ve kompostlama ilk sirada yer almaktadr.

Kat1 atiklar geri kazanma yollarindan biri olan kompostlama islemi teknigine
uygun olarak yapilmah ve nihai depolama igleminden sonra alan tarim arazisi, yegil
alan ve ormanhk olarak kullanilmahdir. Alanda biriken drenaj sular ise bir sizmti
suyu aritma tesisinde artilmahdir.

COp depolama sahalarmmn rehabilitasyonu ile tekrar kullamma kazandiriimasi,
iilkemiz insanlari, ekonomisi, ¢evre sagh@i, yeni alan kazammlari agisindan bir
kazang olacaktir.
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