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MAKALE BILGISI OZET

Arastirma Makalesi Bu c¢aligmada Golbasi ve Azaph  gollerinden (Adiyaman) izole edilen
Gelis 03 Haziran 2016 mikroorganizmalardan amfisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasiklin direngli gram
Kabul 22 01 2017 negatif bakterilerin identifikasyonu ve coklu antibiyotik direngliligi arastirilmugtir.
Anahtar Kelimeler: Mevsimsel olarak alinan érneklerden 7 cinse ait 10 farkh tiirde toplam 386 bakteri izole
Golbasi golii edilmis olup, suslarm 16 farkli antibiyotige [Gentamisin, Imipenem, Kanamisin,
Azapli gdli Kloramfenikol, Meropenem, Nalidiksik Asit, Nitrofurantoin, Penicillin, Sefalotin,
Coklu antibiyotik direngliligi Sefazolin, Sefpirom, Seftizoksim, Sefuroksim, Streptomisin, Tetrasiklin ve Trimetoprim

Gram-negatif bakteri

Mevsimsel degisiklik sulfametoksazol (Bioanalyse)] karst direnglilikleri agarda disk diflizyon ydntemiyle

belirlenmigtir. Ornekleme istasyonlarmin ¢oklu antibiyotik direngliligi indeksleri
*Sorumlu Yazar: mevsimsel olarak degerlendirildiginde 0,29-0,91 arasinda degistigi belirlenmistir.
E-mail: fkayis@adiyaman.edu.tr Gol_basl ve Azaplh gollerinde goklu .gntlblyotlk dlren?hllgl indeksleri genel olarak her
periyotta referans degerden daha yiiksektir ve en yiiksek degerler yaz aylarinda (3.
Periyotta) elde edilmistir. Elde edilen veriler g6z 6niinde bulunduruldugunda bakterilerin
yiiksek ¢oklu antibiyotik direnci halk sagligi ve ekonomik degeri olan hayvanlar
acisindan da risk olusturmaktadir.
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An Investigation of Multiple Antibiotic Resistance and Identification of Bacteria Isolated from Gélbas1 and
Azaph Lakes (Adiyaman)

ARTICLE INFO ABSTRACT
Research Article Identification and multiple antibiotic resistances of ampbhicillin, chloramphenicol,
Received 03 June 2016 streptomycin and tetracycline resistant gram-negative bacteria that isolated
Accepted 22 January 2017 microorganisms from Golbasi1 and Azaph lakes (Adiyaman) were investigated in this
Keywords: study. Seasonally taken isolates of totally 386 bacteria in 10 different species from 7
genera were scanned against 16 antibiotics [gentamycin, imipenem, kanamycin,
Golbagsi Lake chloramphenicol, meropenem, nalidixic acid, nitrofurantoin, penicillin, cephalothin,
Azapli Lake cefazolin, cefpirome, ceftizoxime, cefuroxime, streptomycin, tetracycline and

Multiple antibiotic resistance
Gram-negative bacteria
Seasonal changes

trimethoprim-sulphamethoxazole (Bioanalyse)] by using the disc diffusion method to
determine the prevalence of multiple antibiotic resistance. Multiple antibiotic resistance
of stations showed seasonal changes between 0.29 and 0.91. In generally, multiple
antibiotic resistance in Golbasi and Azapli lakes were higher than the reference value and
highest multiple antibiotic resistance values were obtained at summer season (3" period).
When the obtained data are considered, high multiple antibiotic resistance poses a risk in
terms of public health and for economically important animals.
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Giris

Sucul ekosistemlerde bulunan bakteriler iki gruba
ayrilabilir: birincisi normal flora, ikincisi ise insan veya
hayvan digkist ya da hastane kanalizasyonlar ile bulagsmis
patojen bakterilerdir (Matyar, 2012; Toroglu ve ark.,
2009). Kanalizasyon atik sulari, yliksek oranda digki
kaynakli patojen mikroorganizma barindirdigl igin
cevresel sulari biiyliik oranda kirletmektedir (Aktiirk ve
ark., 2012). Ayrica sularin kirlenmesinde yiiksek oranda
kirletici olan mezbaha, mandira, seker fabrikalari gibi
gida sanayileri de 6nemli rol oynamaktadir (Toroglu ve
ark ., 2006). Insan ve hayvanlarda hastaliklara karsi
antibiyotiklerin yaygin kullanimi sucul ekosistemlerde
antibiyotiklere direngli bakterilerin yayilmasinda en
onemli etkenlerdendir (Young, 1993; Toroglu ve ark.,
2009; Toroglu ve Toroglu., 2009). Enfeksiyonlarla
miicadelede kullanilan bu antibiyotikler ¢ogunlukla insan
ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde az miktarda absorbe
edilir ve biiyik miktarda antibiyotik digki ile atilir
(Schlusener ve Bester, 2006). Bilingsiz antibiyotik
kullanim1 enfeksiyon hastaliklarin1 tedavi edilemez
boyuta tasimaktadir. Ek olarak viral enfeksiyonlarda
antibiyotik kullanimi gibi akilc1 olmayan yaklagimlar
mikroorganizmalarin antibiyotiklere diren¢ kazanmasina
ve gereksiz harcamalar yapilmasina yol agmaktadir
(Oztiirk, 2008). Bunlarin sonucu olarak ta antibiyotiklere
kars1 gozlenen direng enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik
giicliikler yaratmaktadir (Vahaboglu, 2004).

Son yillarda antibiyotiklere karsi artan direng sorunu
tiim diinyay1 tehdit eder hale gelmis (Ak¢am ve ark, 2004)
ve bilingsiz yaklasimlar sonucu meydana gelen yiiksek
antibiyotik direnci bir¢ok arastiricinin dikkatini ¢ekmistir
(Tao ve ark., 2010, Baquero ve ark., 2008, Chitanand ve
ark., 2010).

Calismamizda segilen Golbasi ve Azapli golleri;
Adiyaman ili Gélbas1 ilgesi simrlarindaki gollerdir ve
12.05.2008 tarihinde Bakanlar kurulunca “Gdlbas1 Golleri
Tabiat Parki” olarak ilan edilmistir. Yerli ve gd¢gmen ¢ok
sayida kus tiirii i¢in yumurtlama, yavru c¢ikarma ve
mevsimlik yagama alani olan bu goller oOtiicii ve su
kuslariin yani sira basta balik tiirleri ve sucul canlilar1 da
blinyesinde  bulundurmaktadir.  Yerlesim  alanlar
igerisinde bulunan bu géllerin etrafinda piknik alanlari ve
yliriiyiis yollart mevcuttur.

Bu nedenle, calismamizda Golbast ve Azaph golleri
secilerek, bu gollerden izole edilen amfisilin,
kloramfenikol, streptomisin ve tetrasiklin direngli Gram-
negatif bakterilerin identifikasyonu ve g¢oklu antibiyotik
direngliliginin tespiti amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Golbast ve Azapli gollerinden mevsimsel olarak
(Aralik 2012, Mart 2013, Temmuz 2013 ve Ekim 2013)
toplam 10 farkl: istasyondan (Sekil 1) alinan su 6rnekleri
steril bakteriyolojik su siselerine alinarak soguk zincirle 4
saat igerisinde laboratuvara getirilmistir (APHA 2005).
Antibiyotik ilave edilmis Macconkey agarda [amfisilin
(50 pg ml™), kloramfenikol (25 pg ml™), streptomisin (25
pg mlh) ve tetrasiklin (25 pg ml™)] yayma teknigi
kullanilarak ~ Gram-negatif ~ bakterilerin  izolasyonu
gergeklestirilmis  ve  identifikasyon ile direnglilik

testlerinin yapilabilmesi i¢in Macconkey agarda stok
kiiltiirleri hazirlanmistir (Halkman, 2005).

Miiller hinton agarda disk difiizyon ydntemi
kullanilarak bakteri suslarinin antibakteriyal hassasiyet
testi yapilmistir (Bauer ve ark., 1966). Toplam 12
antibiyotik grubunda bulunan 16 farkli antibiyotik diski
kullanilmistir. Bioanalyse marka Gentamisin (GM, 10pg),
Imipenem (IPM, 10pg), Kanamisin (K, 30ug),
Kloramfenikol (C, 30pg), Meropenem (MEM, 10ug),
Nalidiksik Asit (NA, 30pg), Nitrofurantoin (F/M, 300ug),
Penicillin (P,10ug), Sefalotin (KF, 30pg), Sefazolin (CZ,
30pg), Sefpirom (CPO, 30ug), Seftizoksim (ZOX, 30pug),
Sefuroksim (CXM, 30upg), Streptomisin (S, 10pg),
Tetrasiklin (TE, 30pg) ve Trimetoprim sulfametoksazol
(SXT, 1,25 ve 23,75pg) antibiyotikler kullanilmustir.
Inkiibasyon siiresi sonunda olusan zon gaplarma gore
direnclilik oranlar1 tespit edilmistir (Halkman, 2005).
Miller  hinton agarda  antimikrobiyal  etkinin
dogrulanmasinda Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kontrol
organizma olarak kullanilmiglardir (NCCLS, 2002).

Coklu antibiyotik direngliligi (CAD) indeksi

Test organizmalarinin direngli oldugu antibiyotik sayis1

AD =
¢ Toplam denenen antibiyotik sayisi

formiilii ile hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucu elde
edilen CAD indeksi degerinin 0,2’den biiyiilk olmasi
izolatin yogun antibiyotik kullanimia maruz kaldigini,
0,2’den kiigiik veya esit ise antibiyotigin g¢ok nadir
kullanildigr ya da hi¢ kullamlmadigimi gostermektedir
(Krumperman, 1985; Aktiirk ve ark., 2012).

Triptik Soy Agar (TSA) kullanilarak inkiibe edilen
bakterilerin identifikasyonu VITEK 1l (Biomerieux)

sistemi kullanilarak yapilmistir (Atlas, 2005).

Sil 1 Ornekleme istasyonlar1
Bulgular ve Tartisma

Toplam 7 cins, 10 farkli tiir igeren 386 bakteriden 186
tanesinin  GOlbag1 goliinden, 200 tanesinin Azaph
gdliinden izolasyonu gerceklestirilmistir (Tablo 1)

En fazla sayida izole edilen bakteri tiirii Aeromonas
spp. dir. Toplam 149 Aeromonas spp.’den 68 tanesi A.
salmonicida izolatidir. Bu izolatlardan 41 tanesi Golbasi
goliinden 27 tanesi Azapl goliinden elde edilmistir. A.
sobria’dan 58 tane izole edilmis olup 17’si Golbasi ve
41’i Azaph golinden izole edilmistir. A. hydrophila
izolatlarindan 23 tane elde edilmis olup 5 tanesi Golbasi
ve 18 tanesi Azapl goliinden izole edilmistir.
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Dogal habitatlar1 sucul ortamlar olan Aeromonas spp.
cinslerinin (Araoju ve ark., 1991) i¢me suyu, dere, kuyu
suyu, deniz suyu, ylizme havuzlart gibi sucul ¢evrelerde
bulundugu c¢alismalarda gosterilmistir (Albert ve ark.,
2000; Pavan ve ark.,, 2000). Elde edilen veriler
degerlendirildiginde Aeromonas cinsi bakterilerin her iki
golde de fazla sayida olmasi da calismamizi destekler
niteliktedir. Aeromonas tiirleri 6nemli patojenler olmakla
birlikte 6zellikle bagigiklik sistemi zayif insanlarda g¢esitli
enfeksiyonlara ve menenjit gibi bazi hastaliklara yol
acabilmektedir (Sreedharan ve ark., 2012). Bu bakterilerin
varligi halk sagligi i¢in tehdit olusturmaktadir.

Tablo 1 izolasyonu gerceklestirilen bakteri tiirleri ve
bolgelere gore dagilimi

Bakteri Tiirleri Golbagt  Azapli Toplam
Achromobacter denitrificans 31 21 52
Aeromonas hydrophila 5 18 23
Aeromonas salmonicida 41 27 68
Aeromonas sobria 17 41 58
Enterobacter aerogenes 0 5 5
Escherichia coli 19 35 54
Klebsiella ornithinolytica 0 1 1
Klebsiella pneumoniae 28 16 44
Pseudomonas aeruginosa 40 25 65
Salmonella typhi 5 11 16
Toplam 186 200 386

En fazla izolasyonu gerceklestirilen ikinci bakteri tiirii
P. aeruginosa’dir. Her iki golden toplamda 65 tiiriin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu bakterinin sucul
ortamlarda bulunmasmin insan sagligi acisindan risk
olusturdugu bildirilmistir (Mena ve Gerba, 2009). Bu
firsatg1  patojen ¢esitli antibiyotiklere karsi direng
geligtirebilen Onemli bir hastane enfeksiyon unsurudur
(Hanberger ve ark., 1999; Cetin ve ark., 1999).
Caligmamizda P. aeruginosa nin yiiksek oranda (yaklasik
%17) izole edilmis olmasi, bakterinin  sucul
ekosistemlerle insan ve hayvanlar arasinda yayilim
gosterebilme yetenegi ve yiiksek antibiyotik direng
potansiyeline sahip olmasi bakimindan énemlidir.

E. aerogenes lerin tamami Azaplh géliinden izole
edilmistir. Enterobakterler firsat¢1 patojen olup dogada,
toprakta, suda, insan ve hayvan diskisinda bulunur. E.
aerogenes’ler Enterobactericeae ailesinin diger iiyelerine
gore antiseptiklere ve antimikrobiyal ajanlara biiyiik
oranda direnglidir (Sanders ve Sanders, 1997; Stock ve
ark. 2001).

Calismamizda toplam izolatlarin yaklasik %14 {inii
olusturan E. coli, sucul ortamlarda fekal kirlilik indikatorii
olarak 6nemli bir tiirdiir (Toroglu ve ark., 2008; Akkan ve
ark. 2015). Caligma yapilan istasyonlarda bu bakterinin
bulunmus olmasi, bu bdlgelere kanalizasyon suyunun
karigmis oldugunun baglica belirtisidir (Dinger ve ark.,
2001; Toroglu ve ark., 2008). Milli parklar statiisiindeki
Golbast ve Azapli gollerinin, cografi konum itibariyla
kiigiik yerlesim birimleri arasinda kalmasi nedeniyle
kanalizasyon sularina maruz kaldig1r diistiniilmektedir.
Benzer sekilde Toroglu ve ark., (2008), Azapli goliinde
sehirsel ve zirai kaynakli bir kirlenmenin oldugunu ve
yeterli aritma islemine tabi tutulmadan g6l suyuna
bosaltilan sivi ve kati atiklarin direngli E. coli’ lerin
ortaya ¢ikmasini tesvik ettigini belirtmislerdir.

Klebsiella tiirleri insanlarda solunum yollarinda ve
barsakta kolonize halde bulunurlar. Enfeksiyonlar1 genel
olarak hastane kaynaklidir ve en sik rastlanan enfeksiyon
etmeni K. pneumoniae’dir (Cetinkaya ve ark. 2005).
Sunulan calismada tabiat parki koruma alanlarinda yer
alan gollerde Klebsiella tiirlerinin (K. pneumoniae ve K.
ornithinolytica) izole edilmis olmasi, kanalizasyon ve
hastane atik sularinin karigtigini géstermesi bakimindan
onemlidir.

Golbast golinde %2,7, Azapli golinde %5,5 ve
toplam izolatlar i¢erisinde %4,1 oraninda bulunan S. typhi
diskt yoluyla bulasan, tifonun etkeni olan Gram negatif
bir bakteridir (Hornick, 1970). Diger koliformlar gibi S.
typhi’nin de izole edilmis olmasi istasyonlara
kanalizasyon sularinin karigtigini destekler niteliktedir.

A. denitrificans tiim izolatlarin %13,4> {inii
olusturmaktadir. Bu bakteri tiirli toprakta, suda ve diskida
yaygin olarak bulunmaktadir ve firsat¢i patojen olarak
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Oztiirkmen, 2005).

Golbast ve Azapli istasyonlarinda CAD degerleri
genel olarak degerlendirildiginde, en yiiksek CAD indeksi
degeri Golbasi 1 istasyonunda 3. periyotta elde edilmistir.
Azapli Kanal 1 istasyonunda ise Golbasi istasyonunda
oldugu gibi en yiiksek deger 3. periyotta yani yaz ayinda
gbzlemlenmistir.

Ornekleme istasyonlarmin CAD indeksleri mevsimsel
olarak degerlendirildiginde CAD degerlerinin 0,29 — 0,91
arasinda degistigi gorllmiistir. CAD degerleri birinci
periyotta yani kis aylarinda, Azapli istasyonlarinda
Golbast  istasyonlarindakilere gore daha  yiliksek
bulunmustur. Ikinci periyotta (ilkbahar) Azapli ve
Golbagi istasyonlarinin timiinde elde edilen izolatlarin
CAD degerleri 0,50 ve iizerindedir. Ugiincii periyotta
(yaz) ise CAD degerleri hemen hemen tiim istasyonlarda
yitksek olmakla beraber Azapli Kanal 1 ve Kanal 2
istasyonlarinda  sirasiyla 0,91 ve 0,87 olarak
belirlenmistir. Son 6rnekleme periyodu olan 4. periyotta
(sonbahar) en disik CAD degerleri Golbasi 2
istasyonunda 0,38 ve Golbagi 3 istasyonunda 0,39 olarak
belirlenmis, diger istasyonlarda ise bu deger 0,50’nin
altina diismemistir (Sekil 2). Ornekleme istasyonlariin
yiksek CAD degerleri yogun antibiyotik kaynakli
kirlilige maruz kaldiginin bir gostergesidir (Krumperman,
1985; Toroglu ve Toroglu, 2009).

Elde edilen veriler sicaklik degisimleri ile birlikte
degerlendirildiginde sicakligin arttig1 2. ve 3. periyotlarda
ortalama CAD indekslerinin de artmasi dikkat ¢ekicidir.
Benzer durum Aktiirk ve ark., (2010; 2012) tarafindan da
gosterilmistir. Yaz ve bahar aylarinda CAD degerlerinin
artmasini sicakligin bakteri i¢in optimum degerlere
ulagsmasindan kaynaklanmig olabilecegini belirtmislerdir.
Benzer sekilde Toroglu ve ark., (2005) Kahramanmaras
Aksu nehrinden izole edilen koliformlarin %40’ min ¢oklu
antibiyotik direnci gésterdigini belirtmislerdir. Tao ve ark.
(2010) ¢oklu antibiyotik direncliligini insan faaliyetlerinin
onemli Olciide etkiledigini belirtmislerdir.
Antibiyotiklerin  insan ve  hayvanlarin  sindirim
sistemlerinde az miktarda emildikten sonra biiyiik kismi
digki ile disariya atilir (Schlusener ve Bester, 2006). Bu
atiklarin ~ aritilmadan sucul ortama desarji  sonucu
bakteriler arasinda plazmitler aracihigr ile farkli
antibiyotiklere direngli suslar olusur (Karayakar ve ark.,
2004; Nikaido, 2009).
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Sekil 2 Ornekleme istasyonlarinin CAD indeksleri dagilimi

Calismamizdaki yliksek CAD degerleri, insan ve
hayvanlarda  yogun  antibiyotik  kullanimi  ile
iligkilendirilebilecegi gibi, degisik habitatlardan gelen
bakterilerin diren¢ plazmitlerini birbirlerine aktarabilme
kabiliyetleri ile a¢iklanabilir.

S6z konusu goéllerin yerlesim alanlari igerisinde yer
almalar1, mesire alani olarak kullanilmalari, atik sularin
herhangi bir aritim sisteminden gegirilmeden direk gollere
bosaltilmalari, kesimhanenin yakin olmasi, hastane atik
sulariin desarj edilmeden bosaltilmasi, gogmen kuslarin
ugrak noktasinda olmasi gibi etmenlerin ¢oklu antibiyotik
direncinin  yiiksek  olmasinin  nedeni oldugu
diigiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak Golbast ve Azapli gollerinden izole
edilen bakterilerde tespit edilmis olan yiiksek diizeydeki

direnglilik ile kirlenmeye maruz kaldigi, Onlemler
almmazsa  saglik  sorunlarina  yol  agabilecegi
diigiiniilmektedir.

Kirliligin azaltilmasinda ¢evre halkina sorumluluklar
diismekle birlikte, yerel yonetim ile Doga ve Milli Parklar
Genel Midirligi'ne de sorumluluklar diismektedir.
Insanlarin kirlilige kars1 bilinglendirilmesi, aritim tesisleri
kurularak kanalizasyon alt yapisinin olusturulmasi, Doga
ve Milli Parklar Genel Midirligi’nce gerekli
denetimlerin diizenli olarak yapilmas1 6ncelikler arasinda
yer almalidir. Ayrica insanlarin akilc1 antibiyotik
kullanimi konusunda bilinglendirilmeleri de 6nem arz
etmektedir.
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