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OZET

ANTIBIYOTIK DIRENC GENLERI VE HETEROTROFIK BAKTERILERIN
PCR ILE KANTITATIF OLARAK BELIRLENMESI

SHADMAN TARIQ SADIQ
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Thsan YASA
Aralik, 2019, 92 sayfa

Antibiyotik direngli bakteriler (ADB) ve antibiyotik diren¢ genleri (ADG)
diinya ¢apinda gittikge biiylimekte olan 6nemli bir konudur. Nisan 2018 - Mart 2019
arasinda Manisa Saruhanli Atiksu Aritma Tesisinden giris ve ¢ikis noktalarindan su
numuneleri alinmstir. Bu tezde ADB ve ADG belirlemek igin kiiltiirel ve molekuler
biyolojik yontemler uygulanmistir, ayrica kalint1 analizleri i¢in kromatografi teknigi
kullanildi. Y1l boyunca elde edilen total heterotrofik bakteri sayim sonuglari, giris
sularinda minimum 4.26 x 10° kob / mL'den 7.525 x 10* kob / mL'ye, ¢ikis sularinda
ise maksimum 9.8 x 10% kob/mL’den minimum 9.4 x 10? kob/mL olarak degistigini
gostermistir. Direngli bakteri hiicrelerinin sayis1 giris ve ¢ikis kisimlarinda
Eritromisin (Er), Ampisilin (AMP), Gentamisin (Gen), Kanamisin (Kan), Tetrasiklin
(TC) ve Clindamisin (Cln) gibi yaygin antibiyotiklere karsi test edilmis. Giris
ornekleri icin yil boyunca toplam direngli bakteri sayis1 degismis olup, Ilgili
antibiyotige karsi olusturulan direng¢ tiim aylarda yapilan Orneklemelerde tespit
edilmis olup, sulfonamid direngli bakteriler ile kanamisin ve klindamisine direngli
bakteriler bahar aylarinda tespit edilmemistir.Yedi 6zgiin antibiyotigin varligi ve
mevsimsel degisimi  Atik Su Arntma Tesisinde yiliksek c¢Oziintrliklii sivi
kromatografi spektroskopisi (LC-Q-ToF-MS) kullanilarak arastirilmistir Antibiyotik
rezidiilerinin tayin sonuglar1 tiim ilgilenilen antibiyotiklerin dért mevsim drneklerinde
bulundugunu, siilfonamid ve kanamisin ile tespit edilmedigini gostermistir.
Antibiyotik rezidiilerinin degerlendirilmesinde kullanilan LC-Q-ToF-MS ile yine
pestisit, herbisit ve veteriner ilaglar1 analiz edilmis olup en ¢ok bulunan pestisit ve

herbisitlerin DDT, dinoterb ve denatonyum oldugunu.

Calismamizda 13 farkli metalin (As, Se, Al, Ag, Sb, Ba, Hg, Cd, Pb, Mn, Cr, Fe

and Ni) kat1 ve siv1 formlar1 4 mevsim boyunca incelenmistir. Tiim metallerin giris



sularinda %100 ve c¢ikis sularinda ise yaklasik olarak %90 oraninda (toplam
konsantrasyon) bulundugu tespit edilmis olup. Atik sudaki antibiyotik kalintilarinin
tayini yapildiktan sonra, konvansiyonel PCR ile antibiyotik diren¢ genleri tespit
edilmistir. Aragtirmalarimiz ile bes direng gen bolgesinin (tetA, ermA, sul 1, ant (2")-1
ve AmpC) incelenmistir. 4 antibiyotik direng gen elde edilen 6rneklerinin hepsinde
%100 olarak tespit edilmis olup, sadece (AmpC) geni tespit edilememistir. Direng
genlerinin  kantitatif belirlenmesi igin qPCR yapilmistir. Bu uygulama ig¢in
Gentamisin direng geni (GDG) ant(2") secilmistir. ant (2") kopya sayist olarak
belirtilmigtir. Klasik PCR sonuglarinda goriildiigii gibi GDG biitiin mevsimlerde
dagilim gostermistir, sonuglara gore giris sularinda GDG’de yiiksek kopya sayisi
bulunmustur, ¢ikis sularinda ise gen kopya sayisi aritma islemden dolayr daha diisiik

tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direng genleri,Antibiyotik direngli bakteriler,

Saruhanli Atiksu Aritma Tesisi.



ABSTRACT

QUANTITATIVE DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES AND
HETEROTROPHIC BACTERIA BY PCR

SHADMAN TARIQ SADIQ
PhD in Biology Department
Supervisor : Prof. Dr. ihsan YASA
December,2019, 92 pages

Nowadays, antibiotic resistant bacteria (ARB) and antibiotic resistance genes
(ARGS) are a hot topic of concern which growing worldwide and considered new
classes of water contaminants. In this project, we used cultural and molecular
techniques for assessment of ARB & ARG, as well as chromatographic techniques to
do antibiotics & pesticide residues analyses. Sample collected from Saruhanli
wastewater treatment plant system (WWTPs) in Manisa city of Aegean region
between April 2018 — March 2019 meanly 2 campaigns per month. The obtained
results of total heterotrophic bacteria (THB) during the year was showed changing
from (4.26x10°) CFU/mL as maximum to (7.52x10*) CFU/mL as a minimum for
influent part and changed from (9.8x10%) CFU/mL as maximum to (9.4x10?%)
CFU/mL as a minimum for effluent. The number of resistant bacterial cells also
calculated in both influent and effluent against six commonly used antibiotics, the
applied antibiotic solutions were Erythromycin (Er), Ampicillin (Amp), Gentamycin
(Gen), Kanamycin (Kan), Tetracycline (TC) and Clindamycin (CIn), as well as
susceptibility test was performed to ensure the resistance to antibiotics by the disc
diffusion method. The total number of bacteria in influent samples during the year
was changed. Most resistance bacteria against interested antibiotics are detected in all
months of the sampling. High-Resolution liquid chromatography quadrupole time-of-
flight mass spectrometry (LC-Q-ToF-MS) used for qualification investigates of the
occurrence, amount and seasonal change of seven typical antibiotics residues
sulfonamide / Sulfamethoxazole, Ampicillin. Tetracycline, Erythromycin,
Clindamycin, Gentamycin, and Kanamycin, results showed that all targeted
antibiotics founded in four seasons except Sulphonamide and kanamycin not
detected.



LC-Q-ToF-MS also used for Pesticides, Herbicides and Veterinary drug residue
qualification. Results showed that the most pesticides and herbicides founded was
DDT, Dinoterb and Denatonium. As well as residues analyses, 13 metal (As, Se, Al,
Ag, Sh, Ba, Hg, Cd, Pb, Mn, Cr, Fe and Ni) assessed. All these metals founded 100%
in influent and about 90% for effluent parts. Finally, we detected ARGs in the same
samples by Convenient PCR. Our investigations succeeded in assay four ARGS: tetA,
ermA, sul 1 and ant (2")-1. The results of qualification detection showed that all of
these ARGs was founded 100 % during one year of sampling for both influent and
effluent samples of WWTP except (AmpC) gen not detected, (ermA) gen appeared in
20 % of influent samples with no appear in effluent samples. For quantification of
ARGs, gPCR method applied and TagMan probe used for determination of gene copy
number, among qualified ARGs, Gentamicin resistance gene ant (2") was selected for
quantification. The result showed variation in gene copy number and the gene copy

number was high in all seasons.

Keywords: Antibiotics resistance genes, Antibiotics resistance bacteria, Saruhanli

wastewater treatment plants.



vii

ONSOZ

Global bir sorun haline gelmis olan antimikrobiyal direncle ilgili farkindalik
yaratilmasi ve mevcut durumun saptanmasina yonelik gerceklestirdigimiz bu tez
calismasinda atik sulardaki bakterilerin mevsimsel antimikrobiyal direng durumlarini
degerlendirdik. Calismamizda belirli siireler takibinde, Nisan 2018 - Mart 2019
arasinda Manisa Saruhanli Atiksu Aritma Tesisi’nin girig ve ¢ikis noktalarindan su
numuneleri alinmistir. Numuneler, rezistom bakis agisi ile hem cesitli antibiyotikler
hemde agir metaller icin analizlere tabi tutulmustur. Doktora tezi olarak
tamamladigimiz  bu c¢alismanin  sonuglarim1  bilgilerinize sunmaktan gurur
duymaktayim. Tez projesi siiresince desteklerini esirgemeyen danisman hocam Sayin

Prof. Dr. Ihsan YASA’ ya tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Izmir,30/12/2019 Shadman Tariq Sadiq
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1. GIRIS

Antibiyotik direng¢li bakteriler (ADB) ve antibiyotik direng genleri (ADG) diinya
capinda gittik¢e biiylimekte olan 6nemli bir konudur (Li et al., 2019; Hernandez et al.,
2019). Su ekosistemleri ve insan saglhigi ilizerindeki potansiyel olumsuz etkileri

nedeniyle yeni bir su kontaminanti sinifi olarak bilinmektedir (Le et al., 2018).

Gegtigimiz yillarda, antibiyotik direnci terimi klinik ve veterinerlik
vakalariyla sinirliydi, ancak son zamanlarda tiim diinyada bir sorun haline gelmis,
insan ve hayvanlar diginda, besinlerin igeriginde ve ¢evrede de artik bulunmaktadir.
Insanlara, hayvanlara ve bitkilere uygulanan antibiyotiklerin biiyiik bir kism1 sonug

olarak ¢evrede birikmis olur (Nordgard et al., 2017) .

Sanayilesme, siirekli kentsel gelisim ve Ozellikle bakterilerin antibiyotiklere
maruz kalmasi nedeniyle giin gectikce bu sorun artmaktadir. Tiim bunlar antibiyotik
direncine neden olmakta ve bu nedenler antibiyotik direnci kontaminasyonu olarak
tanimlanan yeni bir tiir kimyasal kontaminasyona yol agmaktadir (Tahrani et al.,

2015; Singer et al., 2016; Florica Marinescu et al., 2017) .

Sucul ortamlar, antropojen kaynaklardan gelen ADB ve ADG'lerin dogal
sisteme niifuz etmesi i¢in bir araci1 gorevi tistlenerek antibiyotik direncinin (Marti et
al., 2013) kazanilmasi ve yayilmasi i¢in ideal bir ortam saglayabilmektedir (Rizzo et

al., 2013) Sekil 1.1.

Antibiyotiklerin yanlis kullanimi gibi insan faaliyetleri, klinik ortamda
meydana gelen antimikrobiyal direngte (AMD) bir artisa neden olmustur. Bununla
birlikte, AMR olgusu antibiyotiklerin seri iiretimi ve klinik kullanimini 30.000 yil
kadar 6nceden gostermektedir (Nordgard et al , 2017 ve Perry et al., 2016) .

AMD artisinin baska bir nedeni de, patojenik olmayan ¢evresel mikroplarin
bliylik bir kisminin baslangigta antibiyotiklere direngli olmamasi, daha sonra
ortamdaki diger mikroplar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan tretilen kimyasallarla
etkilesime girdiklerinde antibiyotige karsi direng gdstermesidir. Ornegin, 2016
yilinda Tunyakamon Jaidumrongun hastanelerin atik sularindaki antibiyotik
kalintilant ile ilgili yapmis oldugu bir arastirmada, hastanede insanlardaki bulasici
hastaliklar1 tedavi etmek igin uzun siireden beri kullanilan antibiyotikler nedeniyle

daha fazla miktarda atik su aritma tesisine'lerin etkisinde daha fazla antibiyotik rezidii
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konsantrasyonu bulmuslardir. Hastane ortaminda, antibiyotik miktarinin bu denli
coklugu, hastane atik sularinda antibiyotik direncindeki artisin en dnemli nedenlerini

g6z oniine sermektedir (Tunyakamon Jaidumrong et al.,2016)

Bir halk sagligi sorunu olarak, AMD biiyiik bir tehdit haline gelmistir. Bu
hastalar, saglik hizmetleri gorevlileri, ilag endiistrisi ve genel anlamda biitiinliikle
toplumu etkilemektedir. AMD tehdidinin iistesinden gelmek i¢in saglik hizmetlerinin

tiim branglarinda yogun bir ¢abaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Jindal et al ,2014 ).

Ozellikle Iversen gibi bazi arastirmacilar, bu olgunun g¢evreden insana
dogrudan veya dolayli temas yoluyla bulasabilecegi sonucuna varmiglardir (Iversen et

al., 2004 ; Kim et al., 2005) .

AMD'nin yayilmasmin gittikce artmasi ile ilgili endigeler gbz Oniinde
bulundurulmustur (Bondarczuk et al., 2016; Rahube. et al., 2016 ve Rizzo et al.,
2013).

Norveg¢ Gida Bilimsel Komitesi (vitenskapskomiteen for mat og miljg -
VKM) tarafindan 2009 yilinda yayinlanan bir raporda, Norveg'te toprak diizenleyici
olarak lagim ¢amuru uygulanmasinin ardindan toprakta ADB ve ARG goriilme riski
degerlendirilmistir (VKM, 2009). VKM'nin literatiirdeki ¢alismalarina ve rapordaki
bulgulara dayanarak vardigi sonu¢, AMR'nin atiksu aritma tesisi suyunda (STPW),
camurda veya toprakta giibre olarak kullanilmasinin ardindan topraga uygulamasinin

faydasiz oldugudur.

Igme suyu ve onun Kkalitesi ile ilgili esas endise temelde patojenlerin mevcut
olmasma iliskin olmustur, ancak cevresindeki su kaynaklarinda ve tiikenmis icme
suyunda antibiyotik ve ADB'yi teshis etmeye yarayan ¢alismalarin sayist artmaktadir
(Baquero et al., 2008; Dodd, 2012 ve Schwartz et al., 2003).

Farkli atik su aritma tesislerinden (AAT) gelen atik sular, evlerden, sanayi
bolgelerinden, hastanelerden ve kentsel yasam alanlarindan gelen akar sulardan
olusan bir atik su karisimi olup, Antibiyotikler, Antibiyotik Direngli Genler ve Farkli
Kaynaklardan gelmis Bakteri Toplanma Yeri olarak da degerlendirilmektedir
(Karkman et al., 2018).

Konvansiyonel atik su uygulamasi birincil, ikincil ve bazen iigiinciil uygulama

asamalar1 dahil olmak iizere bir¢cok farkli asamalardan olusmaktadir. Birincil
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uygulama sert pargalarin elimine edildigi mekanik ve fiziksel temizlemedir. Organik
maddelerin ve gidalarin uzaklastirildig: ikinci asama hem kimyasal hem de biyolojik
uygulamanin gercgeklestirildigi i¢in ¢ok Onemlidir. Sonuncu, iiclincli agamada ise
fosfor bilesenleri ve nitrojen molekiilleri ortamdan uzaklastirilmaktadir. Bu asama,

cokeltme ile veya bazi filtre tiirleri kullanilarak yapilabilir (Michael et al., 2013).

(0 o
Potential routes of transmission [T
of antibiotic-resistant bacteria

ANTIBIOTICS

Sekil 1.1 Dogada antibiyotik yayilim siireci (Harbarth et al.,2015)

2. LITERATUR OZETi

2.1 Antibiyotik ve Antimikrobiyal Maddeler

Antibiyotikler, belli bir mikroorganizmadan baska bir mikroorganizmayi 6ldiirmek,
metabolik fonksiyonlarin1 bloke ederek veya c¢ogalmasini durdurmak icin {iretilen

kemoterapoétik ajanlardir (Gilmore , 2002 ve Arnold,2009).

1928 yilinda, penisilinin antibiyotikleden ilk defa Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmis ve bu kesif bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde tip tarihinde devrim
yaratilmigtir (Sengupta et al.,2013). Antibakteriyel tedavi 1935 yilinda Domagk’in
sulfonamidleri tedavide kullanmasiyla gelisme safhasina girmistir. 1929’da Fleming’in
gozlemledigi ve 1940’da Chain ve Flarey’in Penicillium notatum’dan elde ettigi bir

maddenin bakteriler iizerine oldiiriicii etkisinin belirlenmesi ile antibiyotikler
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tizerindeki ¢alismalar ve uygulamalar biiyiik bir sekilde artis gostermistir (Lambert
,2005).

1940 ve 1962°li yillarda bu giine kadar bilinen antibiyotiklerin neredeyse tiim
siniflar1 kesfedilmistir. Penisilinle baslayarak kinolona dogru gelisim gostererek en son
1960 yilinda sonuncu yeni biiylik bir bilesenler siifi tanimlandi ve tedavide
uygulanmaya baslandi. Kinolonlarin satisa sunulmasindan sonra, 2000 yilina kadar
oksazolinidonlarin (1978'de kesfedilen sentetik bilesikler) piyasaya siiriilmesine kadar
klinige yeni bir biiyiik antibiyotik sinifi Onerilmemistir. Daha sonra 2003 yilinda
lipopeptidler (1986 yilinda kesfedilmis daptomisin) piyasaya siiriilmiistiir. 40 yillik bir
kesif boslugu sirasinda, ilag endiistrisi yeni antibiyotik gelistirilmesine olan ilgisini
kaybetmistir (Beutler, 2009 ve Claudio et al., 2013).

Antibiyotikler 2 fonksiyonu yerine getirmesi i¢in organizmaya uygulanir.
Bakterisid; bakterileri 6ldiirme ve bakteriostatik; onlarin gogalmasim engellemek

amaciyla kullanilir (Helen Nankervis,2016).

Antibiyotikler ve antibakteriyal ajanlar her ikiside bakterileri hedef almaktadir. Bu
iki terim iki farkli nesneyi ifade etmektedir. Antibiyotikler tipta bakteriyal
enfeksiyonlardan korunma ve tedavi amagli kullanilmaktadir (AbdulRahman et
al.,2017), ancak antimikrobiyal ajanlar potansiyel olarak zararli yahut patojen olmayan
bakteri elimine etmek, veya ylizeyleri dezenfekte etmek amagh kullanilir.
Antibiyotiklerin aksine antibakteriyal ajanlari insan ve hayvanlara ilag amagh
uygulanmaz, ancak cilt bakim iiriinleri, sabunlar, deterjanlar ve ev temizleyicileri gibi
tiriinlerde bulunmaktadirlar (Russell , 2004).

2.2 Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

1930 ve 1962 yillar1 arasinda 20 antibiyotik sinifi iiretilmistir. Bugiine kadar
sadece 4 yeni antibiyotik sinifi piyasaya siiriilmistiir. Enteresan olarak bu yeni
sayilan siniflarin hi¢ birisi aslinda yeni degildir. 2000 senesinde onaylanmis olan
daptomisin, 1980'lerin basinda gelistirilmistir; 2000 senesinde onaylanmis olan
linezolid, 1970'lerde sentetik Onciisiinden iretilmistir; pleuromutilinler 2007
senesinde tiiretilmis ve 30 sene boyunca veteriner tibbinda yaygin olarak
kullanilmistir; 2011 senesinde Onerilmis olan fidaksomisin ise ilk olarak 1970°li

yillarda rapor edilmistir ( Houghton et al., 2010 ve Sutcliffe, 2011).
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Asagidaki kriterilere gore antibioyotikler siniflandiriimaktadir.

2.2.1 Antibiyotikleri Etki Sekline Gore Siniflandirma
2.2.1.1. Bakterisidal ve Bakteriyostatik Antibiyotikler

Bakterisid bakteri 6ldiirme fonksiyonu anlamini gelir ve bu eylemde hiicre bir
daha asla tekrar aktive olmaz. ikinci simif, zamanla bakteriyel hiicre biiyiimesini
etkisiz haline getirme veya durdurma fonksiyonuna sahiptir ve bakteriyostatik olarak
adlandirilmaktadir (Helen Nankervis, 2016).

2.2.1.2.Genis Spektrumlu ve Dar Spektrumlu Antibiyotikler

Genis spektrumlu antibiyotikler, hem Gram pozitif, hem de Gram negatif
bakteri tiirleri lizerinde genis bir etkiye sahip olmasindan dolay1 bdyle isimlendirilir.
Ancak dar spektrumlu antibiyotikler yalnizca birka¢ bakteri tiirtine karsi etkilidir
(Saene et al., 1998).

2.2.2.Kimyasal Yapisina Gore Siniflandirma:

Antibiyotiklerin siniflandirilmast i¢in farkli sistemlerin olmasina ragmen en

yaygin siniflandirma molekiiler yapilarina dayanan siniflandirmadir (Ebimieowei ve

Arikekpar, 2016).

Molekiiler yapilara gore temel antibiyotik siniflari:
* Beta-laktamlar

«Penisilinler

« Sefalosporinler

* Makrolidler

* Florokinolonlar

* Tetrasiklinler

» Aminoglikozitler (Van Hoek et al., 2011).



2.3.Antibiyotik Etki Mekanizmalar:

2.3.1.Hiicre Duvarim1 Hedef Alan Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteri zarinin hem i¢, hem de dis hiicre duvar1 bolgesine veya
yakinina etki ederek peptidoglikan biyosentezini inhibe eder. Bakteriyel hiicreler,
cogunlukla uzun seker polimerlerinden olusan, peptidoglikan diye bilinen
biyokimyasal yapidadir ve cikintili hiicre ¢eperi ile cevrilidir. Peptidoglikanlar,
capraz peptit baglar1 olusturarak ¢ok sayida polimerizasyon reaksiyonuna girer
(Kahne et al., 2005) . Peptit zincirinin D-alanin kolu, penisilin baglayic1 proteinlerin
(PBP'ler) varliginda glisin kalintilar1 ile ¢apraz baglanir (Reynolds P,1989). Bu
capraz baglanma hiicre duvarimi gii¢clendirir. Bu reaksiyonlarla etkilesime giren
antibiyotikler hiicre duvar1 sentezini inhibe eden glikopeptitler ve B-laktamlardir

(Claudio et al., 2013). (Sekil 2.1)

Peptidoglycan

ARRR R R 77

Sekil 2.1 Bakteri hiicre duvari ve peptidoglikan tabakasi(http://webders.net/)


http://webders.net/

2.3.2. Protein Biyosentezi Inhibitorleri

Protein biyosentezi bakteriyel hiicre i¢in en dnemli biyolojik reaksiyonlardan
birisidir. Bunun nedeni diger tiim reaksiyonlarin proteine bagli olmasidir.
Aminoglikozitler gibi antibiyotikler, translasyon sirasinda yanlis kodlama yaparak
veya peptit bag olusumunu engelleyerek 30S ribozom alt birimine veya 50S ribozoma
etki ederek protein sentezini inhibe eder (Mehta, and Champney, 2003 ; McGaha,
S.M. ve Champney, 2007 ) .

2.3.3. Niikleik Asit Sentezinin Inhibisyonu

Antibiyotik ilaglar, iki farkli mekanizma ile niikleik asit sentezini inhibe
edebilir. Bunlardan birincisi DNA polimeraz ve DNA helikaz enzimi ile etkilesime
girerek (Brown et al., 1986), ikincisi ise, hiicrede genetik bilginin ifadesinde merkezi
bir islem olarak replikasyonu veya transkripsiyonu bloke ederek gergeklestirir. Sonug
olarak RNA polimeraz aktivitesi baskilanmis olur. (Borukhov ve Nudler ,2008).
Buna ornek olarak, bakteri DNA giraz enzimini inhibe eden florokinolonlari,
rifamisinleri, streptolidigin ve Lipiarmisin gosterilebilir (Hugo ve Russell , 1998;

Yoneyama ve Katsumata, 2006 ; Higgins et al., 2003).
2.3.4, Sitoplazma Membraninin Gegirgenligini Artirarak Etki Gosterenler

Polimiksinler, siklosporin A, gramisidin, amfoterisin B, nistatin, katyonik
deterjanlar. Bu ilaglar sitoplazmada bulunan amino asid ve nukleotidler gibi dnemli
bilesiklerin hiicre disina ¢ikmalarina neden olur ve bakterisidal etki gosterir (Sekil
2.2) (Molina, 2009).
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Sekil 2.2 Baglicaantimikrobiyal ajanlar ve etki sekilleri ( Yeliz , 2018)

2.4 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Insanlar ve mikroorganizmalar arasinda sonunda hastalikla sonuglanan savas,
tarih boyunca cok fazla 6liime neden olmustur. Bu savas, penisilin kesfedildigi ve
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi zamandan itibaren 6nemli olgiide azalmstir.
Bununla birlikte, antibiyotiklerin klinikte uygulanmaya baglandigi andan itibaren
bakteriyel diren¢ ortaya c¢ikmistir (Abraham ve Chain, 1940 ; Tenover,
2006).Antibiyotik direnci, bir mikroorganizmanin antibiyotiklerin etkilerine karsi

dayanabilme yetenegidir (Adriel ve Kaden , 2009).

Ik antibiyotik direng mekanizmas1 (penisilinaz) 1940'ta kesfedilmis
(Abraham ve Chain, 1940) ve ayn1 y1l penisilin klinik kullanima sunulmustur (Walsh,
2003). Penisilinin mucidi Sir Alexander Fleming, bakteriyel bir enfeksiyonu penisilin
ile tedavi ederken “doz altinda” kolayca direng gosterebilecegi konusunda hastalari
uyarmistt. Penisilinin kesfi, enfeksiyonlar1 tedavi etme yonteminde devrim yaratti ve

o zamandan beri sayisiz hastanin hayatin1 kurtarmistir. Ancak, Fleming’in uyarisina
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ragmen, antibiyotik direnci kisa siirede klinik olarak ilgili suslarda ortaya ¢ikmistir

(Abraham ve Chain, 1940).

Asagida Antibiyotiklere karst olusan temel direng mekanizmalar

siralanmuistir.

Ila¢ inaktivasyonu / modifikasyonu: &rnegin, B-lactamaz iiretimi yoluyla

Penisilin G nin deaktivasyonu ( Lee et al ,2016 ).

Hedef /baglanma boélgesinin alterasyonu: oOmegin MRSA ve diger
penisiline direngli bakterilerde penisilin baglanan hedef noktasi olan PBP nin

alterasyonu (Connell et al.,2003).
Metabolik yolagin alterasyonu:

Ornegin, baz1 siilfonamide direncgli bakteriler folik asit ve niikleik asitlerin
sentezi i¢in Onemli olan para-aminobenzoik asite ihtiyag duymaz ve Onceden

sentezledikleri folik asiti kullanmaya baslarlar (Henry ,1943).
Azaltilmus ila¢ akiimiilasyonu:

Bu hiicrenin gecirgenligini zayiflatarak ilaglarin sitoplazmaya ge¢mesini

engeller veya ilag molekiillerini hiicre disina pompalayarak gerc¢eklesir (Li,2009).
2.5 Atik Su ve Atik Su Aritma Tesisleri

Genellikle, Atiksu aritma tesisleri (AAT) faaliyetleri geregi agir koku kaynagi
olarak bilinir. Bu nedenle aritma tesislerinin bulundugu alanda kokuya maruz kalan
olumsuz reaksiyon sergilemesine ve halkin sikayetlerine neden olur (Ulutas ve
ark,2017). Her tiirli tiretim ve tiiketim faaliyetleri sonucunda, kimyasal, fiziksel ve
bakteriyolojik ozellikleri 1ile kanstiklar1 alict ortamlarin  dogal bilesim ve
ozelliklerinin degismesine yol acarak dolayli ve dogrudan zarara yol agabilen ve
ortamin kullanim potansiyelini etkileyen gaz, kati, ve sivi halindeki maddelere atik
denir. Sanayi-endiistri kuruluslari, Konutlar, enerji santralleri, hayvancilik

uygulamalar1 ve tarim sonucu agiga ¢ikan ve icinde zararli biyolojik ve kimyasal


https://en.wikipedia.org/wiki/Methicillin-resistant_Staphylococcus_aureus
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maddeleri barindiran sulara, yogun atik ve atik sular denir. (T.C. MILL] EGiTiM
BAKANLIGI,2011) Sekil (2.3).

ATIK SU KAYNAKLARI
Faaliyet ve Gretimleri nedeniyle atk sulann olusumuna yol
acan konutlar, ticari binalar, endistri kuruluslan, maden
ocaklan, cevher yikama ve zenginlestirme tesisleri, kentsel
bolgeler, tanmsal alanlar, sanayi bolgelen, tamirhaneler,
atolyeler, hastaneler ve benzeri kurum, kurulus ve isletmeler
ve alanlanndan olusan sulardir

Il

Evsel Auk Su Endistriyel Atk Su
Yaygmn olarak yerlesim Enduastri kuruluglanndan,
= imalathanelerden atdlyelerden,

boélgelerinden ve cogunluklia evsel
faaliyetler ile insanlann ginlok
yagsam faaliyetlerinin yer aldig: okul

tamirhanelerden, kugik sanayi
sitelerinden ve organize sanayi
bolgelerinden kaynaklanan her tarld

hastane otel gibi hizmet islem ve yikama arti§l sulan, proses
sektorlerinden  kaynaklanan  atik sulan ile kanstnimadan ayn olarak
sulardir islem gorGp uzaklastinlan kazan ve

sogutma sulandir

Sekil 2.3 Atik su kaynaklar1

2.6. Atik Su ve Antibiyotik Direnci

Antibiyotik, artik kimyasal kirliligin bir pargasidir, antibiyotik kullanimi ayni
zamanda insanlar ve hayvanlarin sagligi icin risk olusturan antibiyotik direng
genlerinin (ADG'ler) ve direngli bakterilerin gelisimini de hizlandirabilir (Kemper.,
2008). Bu direngli bakteriler dogrudan veya dolayli temasla c¢evreden insana

bulasabilmektedir (Rodriguez et al., 2006).

Atik su aritma tesisleri 6nemli bir ilgi kaynagidir. Bu istasyonlar bir bakteri
rezervuaridir, ¢ok c¢esitli organik ve inorganik maddeler barindirmakta ve bu

bolgelerden gevreye yiiksek miktarda bakteri salinmaktadir (Lupan et al.2017).

Atik sulardaki antibiyotik direnci ile ilgili elde edilmis veriler, PCR gibi ileri
molekiiler biyoloji yontemler sayesinde son birka¢ yilda hizla artmistir. Bununla
birlikte heniiz bu konuyla ilgili atik sularda yatay gen transferinin ne kadar aktif
oldugu ve atik su aritma tesislerinin ¢evresel direngteki rolii ile ilgili cevapsiz sorular

bulunmaktadir (Karkman et al. 2018).

Atik su ve atik su aritma tesisleri, antibiyotik direngli bakteri ve antibiyotik
direncli genlerin rezervuari gorevini istlenirler ve farkli bakteri hiicreleri arasinda
antibiyotik direng¢ genleri yayan, yatay gen transferi (YGT) noktas1 oldugu diistniiliir,

ve atik sular, antibiyotikler gibi farkli kimyasallar ve diisiik konsantrasyonlarda bile
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antibiyotik direnci ortaya ¢ikarmak igin iyi bir ortam olusturabilen metalleri

icermektedirler (Berendonk et al., 2015).

Antibiyotik direncinin yayilmasi konusunda kiiresel bir endise mevcuttur ve
kendini esasen klinikte gosteriyor olmasimma ragmen sadece klinikle sinirli degil.
Insanlara verilen antibiyotiklerin ¢ogu evlerde kullamlir ve sonug¢ olarak oradan
lagima gecerek birikir. Bu nedenle de, kentsel atik su aritma tesisleri (AAT ler), hem
antibiyotige direngli bakterilerin (ADB) hem de ¢evreye salinan antibiyotik direngli
genlerin (ARG) ana kaynaklari arasindadir (Bouki et al., 2013).

AAT lar farkli kaynaklardan lagim suyu ve atiklar, farkli cevrelerden
bakterileri alir ve bakterilerin yatay olarak etkilesime girmesini ve aralarinda gen alis
verisini miimkiin kilar (Berendonk et al. 2015). Bununla birlikte, AAT'larda direng
gelisimini ve ARG'lerin yayilimin1 gdsteren net kanitlar hala yaygin olarak mevcut
degildir. Antibiyotikler, biyositler, ilaglar ve agir metaller gibi kirletici bilesenlerin
neden oldugu yiiksek bakteri yogunlugu, biyofilm ve stres, atik sularda yatay gen
transferini destekleyebilir (Aminov, 2011). Aslinda, atik su aritma tesisleri, insan
toplumu ve c¢evre arasinda bir arayiiz gorevi iistlenerek evler ve hastanelerden gelen

lagim suyundaki antibiyotik ve insan kaynakli bakterileri igermektedir.
2.7. Atik Suda Antibiyotik Kalintilar:

Son yillarda, antibiyotikler ve antimikrobiyaller insan ve hayvan yasaminda
genis bir sekilde kullanilmistir, Ozellikle ¢iftliklerde hayvan biiyiimesini destekleyici
olarak kullanildigi kadar enfeksiyonlar1 engelleyici ve/veya tedavi edici olarak da
kullanilmaktadir (Gao et al., 2012).

Bu antimikrobiyaller yaklasik %30 civarinda insan ve hayvan tarafindan
metabolize edilebilirler, bu da normal kullanim sayilir, kalan biiyiik kism1 digkr ve
idrar yoluyla evsel kanalizasyona hi¢ degismeden atilir ve sucul ortam igerisine atiksu
aritma tesisi ¢ikis sulariyla desarj edilir (Ohore et al. 2019; Ben et al. 2019 ; Batt et
al., 2006).
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Tiirkiyede ve diinya genelinde, sucul ortamlarda, antimikrobial kalinti
sorunu incelenmesi i¢in pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Topal ve arkadaslari, Elazig
ilinin AAT giris sularinda antibiyotik kalintilarinin varligini arastirmiglar ve farkl
antibiyotikler makrolidler, beta laktamlar ve siilfonamid gruplarina rastlanmislardir
(Topal et al, 2012).

2.8. Atik Suda Pestisit Kalintisi

Su kirliliginin bir¢ok kaynagi vardir bunlardan konumuz ilgili 6nemli kirletici
kaynaklarin1 giibreler, herbisitler ve pestisitlerin tarim arazilerinde kullanimi da

kapsamaktadir (Calhoun ,2005).

Giintimiizde pestisit kullanimi ve bu kullanimin akibetleri hep giindemdedir
ve glindemde kalacaga da benzemektedir. Ciinkii geleneksel tarimda yogun pestisit
kullanim1 oldugu gibi, “Iyi Tarim Uygulamalari”nda (Good Agricultural Practice,
GAP) kontrollii olarak pestisit kullanim1 ve organik tarimda da dogal pestisit

kullanim1 mevcuttur (Tiryaki, 2016).

Pestisit kalint1 analizleri tiirkiyede 1959 yilinda baglamistir. ilk ¢alisma Otact
ve Giivener tarafindan Ankara Zirai Miicadele Ilac ve Aletleri Enstitiisii Kalint1

Laboratuvari’nda yapilmistir (Tiryaki ,2016).

Pestisitler bircok amag¢ i¢in kullamlir, gidalara zararli bocekleri ,bazi
mikroplart 6nlemek amaciyla kimyasallardir ve son yillarda tarimsal yogunlagsma i¢in

kullanilmistir (Silva et al., 2019 ).

Fakat bu kimyasallar yiiksek oranda kullanildiginda ¢esitli sorunlara sebebiyet
verir. Bu sorunlardan biri toprakta ve sucul ortamlarda pestisid kalint1 olusturulur ve
pestisit kalint1 artikga cevre mikroblara direnglilik gelismesi ve yaratmasi saglar.
Ramakrishnan pestisit kalintt sorunu genis bir sekilde inceleme yapmistir ve
mikroorganizmalarda transport sistemi, akis pompalari, enzimler ve genetiksel
degisiklikleri gostermistir (Ramakrishnan et al.,, 2019) Sifatullah ve Tuncel’in
calismasinda, Ankara’da bir tarlada toprak ve suda GC-MS ile pestisit kalintisi
analiz edilmistir, analiz sonuglar1 g¢evrede yiiksek miktarda pestisit kalintisi ile

sonu¢lanmistir (Sifatullah ve Tuncel, 2015 ).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/transport-system
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/efflux
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2.9. Atik Suda Agir Metal ve AMD.

Son yillarda agir metal kirliligi, tiim diinyada ekotoksikolojiye neden olan en
ciddi sorunlardan birini diisiindiirmektedir (Shamuyarira and Gumbo, 2014; Akpor et
al., 2014; Bhuiyan et al., 2015; Abu-El-Halawa & Zabin., 2017) ayrica giin gectikce
ortaya ¢ikan ¢evre maliyetlerine de etki gostermistir (Chu et al., 2019) ve bu sorunda
arttirmaktadir (Mahmoud et al., 2015) ayrica antimikrobiyal direnci etkilemektedir
(Andrew , 2017).

Su ortamlarinin agir metaller ile kirlenmesinin artmasi, toplumun saglig ile
dogrudan baglantili olan bu materyalin, goreceli olarak ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bile toksik etkiye sahip olmasina ve dogada uzun siire kalmasina bagl olarak birgok
arastirmacinin (Abu-El-Halawa ve Zabin., 2017) dikkatini ¢ekmeye baslamistir
(Akpor et al., 2014 ; Sapna et al., 2019). Endiistriyel ve Kentsel Atiksu, organik ve
inorganik bir¢ok kimyasal ve biyolojik materyal, kimyasal madde icermektedir. Atik
suda, ozellikle de farkli derecelerde kirlilik olusturan ve ¢evre maliyetlerini artiran

agir met allerin yaygimlig: bityiik bir tehlike dogurmaktadir (Chu et al., 2019).

Agir metaller ve AMD arasindaki iligkisi Andrew Singer (2017) tarafindan
detayl bir sekilde agiklanmistir. Arastirmacilar, sadece asir1 antibiyotik kullaniminin
degil, biyositlerin ve agir metallerin kullaniminin da AMD'nin yayginlasmasina
katkida bulundugunu ve sadece antibiyotik kullaniminin hedeflenmesinin AMD

sorununu ¢ézmeyecegini belirtmektedirler (Fang et al., 2016).

Biyoasitler, ev ve hastaneden ¢iftlik ve sanayiye kadar toplum yasaminin her
yerinde kullanilmaktadir. Ev tipi temizleyicilerde, deterjanlarda ¢ok ¢esitli agir met
aller bulunur ve tiretim ve tarim (hayvancilik ve gida) endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilir. Dogal ¢evremizde agir metallerin ve biyoasitlerin varligi, antimikrobiyal
direng genlerini (ADG'ler) dogrudan veya dolayli olarak secebilen ve c¢evresel
antibiyotik direncini 6nemli Ol¢iide etkileyen direng genlerinin se¢ilimine katkida

bulunur (Ohor et al., 2019).

Agir metaller, mutasyon oranlarimi ve ¢oklu antibiyotiklere karsi onemli

direng gosteren zenginlestirilmis de novo mutantlar tetikleyebilir (Li et al., 2019).
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Bu biyoasit diren¢ genleri, antibiyotik diren¢ genleriyle ayni genler olabilir
(yani ¢apraz direng) veya ortak direng olarak adlandirilan bir fenomen olan hareketli
genetik elemanlar (6rnegin plazmitler) iizerinde bir veya daha fazla direnc¢ geniyle

birlikte yerlestirilebilirler (Pal et al., 2015; Pal et al., 2017; Imran et al., 2019).

2.10. PCR ile AMD Arastirmalari

Son 70 wildir, antibiyotik direncindeki arastirmalar esasen patojenlere
odaklanmustir. Saf mikroorganizma kiiltiirlerinin izole edilmesi, hala mikrobiyolojide
kullanilan en 6nemli yontemdir. Diger taraftan, bakterilerin antibiyotik duyarlilik
testleri nispeten ucuzdur ve hastalarin klinik tedavisi icin ihtiya¢ duyulan direng

paternleri ile ilgili nemli veriler saglamaktadir (Karkman et al., 2018).

Bilimsel raporlarin ¢ogu, ADG'leri tanimlama c¢alismalarinda ger¢ek zamanh
PCR kullanimina odaklanildigini géstermistir. Giiniimiizde kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (Q-PCR) amplifikasyonu, kiiltiir 6rnegine ihtiyag duyulmadan gevresel
numunelerdeki ARG'nin belirlenmesi i¢in yaygin olarak uygulanir (Zhu et al., 2013).
Ozellikle antibiyotige direncli bakteriler (ADB) ve antibiyotik diren¢ genleri (Yuan,
et al., 2016) icin merkezi bir nokta olarak kabul edilen Atiksu Aritma Tesisleri bu
genlerin ¢evreye yayilmasi i¢in ana yol olarak kabul edilmektelerdir (An et al., 2018).
Atik su aritma tesislerinde diisiik konsantrasyonlarda bulunan c¢evresel hedef DNA
veya RNA Kkiiltirlenmeye ihtiyag duymadan PCR Kkullanilarak cogaltilip, tespit
edilebilmektedir (Looft et al., 2012).

Q-PCR ile, sadece bir ¢alismada paralel deneyler yapilarak yiizlerce ADG ve
diger hedef genlerin ayn1 anda Olgiilmesi miimkiindiir. Bu, ilgili birgcok ARG'nin,
mobil genetik elementlerle ilgili sekanslarin ve ASAT'lar veya ilgili ortamlardaki
belirli bakteri tiirlerine 6zgili genlerin kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in bir firsat

yaratmaktadir.

Bu bir 6rnekteki mutlak veya nispi miktarlarda hedef DNA'y1 belirlemek igin
her DNA amplifikasyon dongiisiinden sonra PCR iiriinlerinin konsantrasyonundaki

degisiklikleri 6lgmek igin bir floresan raportor kullanma fikrine dayanir .

Hedef genin amplifikasyonu, her bir dongiiden sonra ortaya ¢ikan bir

fliioresan sinyali ile gozlenerek olgiiliir. Bu sistem, PCR uygulamasindan sonra
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sonuglarin ek deneyler olmadan dogrudan degerlendirilmesini saglar. Bu nedenle,

amplifikasyon tirlinlerini tespit etmek i¢in jel elektroforezine gerek yoktur.

gPCR i¢in kullanilan iki yaygin floresan haberci tiirii vardir: Tagman ve
SYBR Green.Tagman problar1 veya hidroliz problari, dizinin 5. ucuna kovalent bagla
eklenmis bir fliiorofor ile firkete seklindeki oligoniikleotit problart ve 3 'ucuna
eklenmis bir sondiiriiciidiir. Sondiiriicii, prob hedefle hibritlenene ve fliiorofor
salinana kadar fliioroforu bastirir. Bu, mevcut DNA konsantrasyonuyla dogrudan

orantili olan floresans dl¢iilmesini saglar (Zhang ve Fang, 2006).

Bagka bir yontem olan SYBR green, ¢ift sarmalli DNA ve {fliioresan arasinda
spesifik olarak baglanti olusturmak icin baz ciftleri arasina baglanan bir siyanin
boyasidir. Floresan sinyal, baglanma veya uzatma dongiisiiniin sonlandigi zaman
olgtliir (Sharkey et al., 2004; Zhang ve Fang 2006). Her iki yontemin de avantajlari
ve dezavantajlar1 vardir. TagMan problari, atik sularda bulunan vanA, mecA, tet (O),
tet (W), tet (Q) ve ampC genlerini hedef alacak sekilde tasarlanmistir (Volkmann et
al., 2004).

SYBR Green yontemi, aktif camur ve atik sularda bulunan tet (G), tet (Q),
mef ve erm genlerini hedeflemesi agisindan ¢ok pratiktir  (Reinert et al.,
2004;Auerbach et al., 2007; Zhang et al., 2009a).

qPCR, yiiksek hassaslik seviyesine sahip hizli ve etkili bir tekniktir; bununla
birlikte, atik sudaki inhibitorler, ¢cevresel ana karigimlar, spiking yontemleri veya
ornek  seyreltme kullanilarak {istesinden  gelinebilse de, performansini

etkileyebilmektedir (Shanks et al., 2009 ; Cao et al., 2012 ; Green and Field, 2012).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan Cozeltiler ve Kimyasallar

3.1.1.1. TE Tamponu

Son konsantrasyonlar1 10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA (Sigma, Almanya)

olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlanmistir.
3.1.1.2. GelRed™ (DNA Yiikleme Boyasi )
3.1.1.3. Antibiyotik Stok Soliisyonunun

Antibiyotikler Sigma-Aldrich, ABD 'den toz halinde satin alinmistir, bu
yiizden antibiyotiklerin ve R2A agarin tamamen karistirilmasi i¢in her bir antibiyotik

i¢in stok ¢ozeltiler hazirlanmigtir, Tablo 3.1 de gosterilmistir .
Stok soliisyonlarin hazirlanisi:
Tetrasiklin ve eritromisin %70 etanolde ¢oziilmiistiir.

Diger kullanilan antibiyotikler 6nceden steril edilmis ultra saf su igerisinde

¢ozlilmis ardindan 0.22 pm siringa filtreden gegirilmistir.

Yukaridaki stok soliisyonlarin ¢cogu, 1000X konsantrasyonda hazirlanmistir,
diren¢ plazmidlerini veya diger direng genlerini tagiyabilecek genel organizmalari

saymak ve se¢mek i¢in kullanilmustir.

48 - 50°C'de eritilmis R2A agarin litresi bagina 1 ml antibiyotik stogundan
ekleyip iyice karistinlmistir. Istisnai olarak ampisilin stabil olmadigi icin

kullanilmadan bir saat 6nce hazirlanmistir (CSH,2013).
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Tetrasiklin 1518a duyarhidir, bu nedenle herhangi bir 151k kaynagindan uzakta
olmalidir. Stok ¢ozeltiler, sonraki kullanimlar i¢cin -20 °© C'de muhafaza edilmistir.

(Erlangen, 2013).

Antibiyotik stok ¢ozeltisinin konsantrasyonlari, Eritromisin (Er) 18 mg / ml
(Sigmaldrich, E6376), Ampisilin (AMP) 50 mg / ml (Sigmaldrich,2016), Gentamisin
(Gen) 50 mg / ml (Sigmaldrich G8648), Kanamisin (Kan) 50mg / ml (Sigmaldrich
K0879 ; Reynolds, 1996), Tetrasiklin (TC) 16mg / ml ( Munir et al., 2011) ve
Klindamisin 5mg / ml ( Gold Biotechnology)

Tablo 3.1 Antibiyotik stok soliisyonunun hazirlanmasi ve saklanmasi

Antibiyotik Stok Calisma ¢cozgen Saklama kaynak
konsantrasiynu |konsantrasiynu sicaklik (C°)
mg/ml pg/mL
Tetracycline 16 16 EtOH -20 Munir et al., 2011
Sulfamethoxazole 50.4 50.4 95 % EtOH 20 Munir et al., 2011
Cyclohexamide 100 pg/mL 100 pg/mL DMSO 4 Sigmaldrich C7698 and
C1988
Erythromycin 50 50 EtOH 20 Sigmaldrich, E6376
Kanamycin 50 50 H20 2-8 Sigmaldrich K0879
Reynolds,J.E.,1996
Clindamycin 5 5 DMSO -20 Gold Biotechnology
Gentamycin 10 10 H20 -20 Sigmaldrich G8648
Ampicillin 50 50 H20 -20 Sigmaldrich,2016 ; Perlman,
D., etal

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1. R2A agar:

R2A Agar sularda ve atiksular da toplam heterotrofik bakteri analizi sikica
kullanilan kat1 besiyeridir. Bu ortamin atiksularda sik kullanilmasinin birgok sebebi
vardir, diisiik besin igerigi ve uzun inkiibasyon siiresi sayesinde atiksu /igme suyunda

ozellikle direncli bakterilerin ve stres altindaki tiirlerin belirlenmesinde elverislidir.
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Ayrica kazein hidrolizati, pepton, diisiik konsantrasyondaki maya ekstrakt1 ve
glikoz icerigi sayesinde hizl1 gelisen bakterilerin yavas gelisenleri baskilamasi dnlenir
ve ¢ok sayida bakterinin gelismesine izin verir. Nisasta ve piriivat, 6zellikle hasar
gormiis bakterilerin daha ¢abuk gelismesine destek olur. Bu ortam 35 C’de, 24-72

saat arasi inkiibasyondan sonra sonug¢ vermektedir (Reasoner, 1979).

3.1.2.2. Nutrient Agar (NA)

NA Inhibitér ve indikatdr icermeyen ve ¢ok amagli kullanimi olan genel

besiyeridir.

Bir litre distile sude 75 g tartirildi sonra steril edilmek tizere 121°C 1.2 atm

basingta 15dakika otoklavlanmustir.

3.1.2.3. Luria Bertani Broth (LB)

Bakterileri stoklamak i¢in LB broth ortami kullanilmistir. 10 g Tripton (Bacto), 5 g
maya ekstrakt (Oxoid, UK), 10 g NaCl (Merck, Almanya) bir miktar distile suda
coziildiikten sonra konsantre sodyum hidroksit kullanilarak pH: 7.5’e ayarlanmustir.
Hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril edilmek iizere 121°C 1.2 atm

basingta 15 dakika otoklavlanmistir.

3.1.2.4. Mueller Hinton Agar

Bu ortam antibiyotik duyarlilik testleri i¢in kullamilmistir, 38 g toz haldeki
hazir besiyeri 1000 mL distile suda eritilmistir ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmugstir. 45°C’ye kadar sogutulup petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.1.2.5. Pseudomonas (Cetrimide) Agar

Kat1 besiyerinde cetrimide maddesi iceren toz seklindeki besiyerinden 45.3 g
tartilmig, lizerine distile su ilave edilerek ¢ozdiiriildiikten sonra distile su ile 1000
ml’ye tamamlanmistir. ¢ozdiiriildiikten sonra iizerine 10 ml gliserol ilave edilmis ve
lyice ¢ozdiriilmiistiir, daha sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petri

kaplarina dagitilmistir.
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3.1.2.6. Mannitol Salt Agar

Oxoid firmasina ait toz seklindeki besiyerinden 111 g tartilmis, iizerine distile
su ilave edilerek ¢ozdiiriildiikten sonra yine distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petri kaplarina dagitilmistir.
3.1.2.7. Kanh Agar Besiyeri

Besiyeri ortamina % 5-10 oraninda kan ilavesi ile hazirlanir. Amaca gore
koyun, tavsan, at, insan kan1 kullanilabilir. Koyun kanindaki fibrinin pargalanmasi ile

,hemoliz tipini belirlemede kullanilmaktadir.
3.1.3. Kullamilan kitler
3.1.3.1. DNA izolasyon Kiti

Calismada Norgen DNA izolasyon Kiti kullamlmistir ( Sekil 3.1).

Sekil 3.1 NorGen kit
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3.1.4. Kullanilan cihazlar

Tezde siirekli kullanilan cihazlar Hassas Terazi, pH metre, Isitmali manyetik
karistiricr ,otoklav, Inkiibatér, Liyofilizatér, Vorteks, Sogutmali santrifiij, Klassik
PCR cihazi ve Elektroforez Tanka.

3.1.5. Diger Malzemeler

Calismada diger kullanilan malzemeler :- distile su cihaz1 (Millipore), 6rnek
filtrasiyon i¢in vakum pompasi, tek kanalli otomatik pipetler (thermofisher) ve
bunlara ait steril edilmis plastik uclar, su banyosu, otoklav, derin dondurucu (-80°C),
mikrobiyolojik giivenlik kabini, karistirici, falkon tilipleri, steril mikroplaklar

kullanilmastir.

3.2. METOT
3.2.1. Ornekleme Bélgesi

Ormnekler Manisa Saruhanhi ilge Atiksu Aritma tesisinden toplanmistir.
Saruhanli ilgesi, diiz ve verimli bir arazi olan Gediz Ovasi lizerinde yer alir. Yiiz
Ol¢iimii 842 kilometrekare, denizden yiiksekligi 43 metredir. Akdeniz iklimi etkisinde
olup yazlan kurak ve sicak, kislar ilik ve yagmurludur. Dogusunda ve Kuzeydogu
Akhisar ile bulunmaktadir, Gélmarmara; kuzeybatisinda Kinik; giineyinde Ahmetli,
Turgutlu; giineybatisinda Manisa ile sinirdir. Izmir-istanbul Devlet Karayolu ilce
topraklarmi ikiye boler. Ayrica Devlet Demiryollarinin Izmir-Bandirma, Izmir-

Ankara hatt1 IIce merkezinden gegmektedir (Sekil 3.2 ve 3.3 ).

Ilge ekonomisi tarima dayali olup, niifusun %80’i tarimla ugrasmaktadir.
Isletmeler, genelde sadece tarim kolunda faaliyet gosteren kiiciik aile isletmeleri

seklindedir (www.saruhanli.bel.tr/saruhanli/genel-bilgiler/, 2018).


http://www.saruhanli.bel.tr/saruhanli/genel-bilgiler/

21

flgenin Toplam Niifusu

TUIK 2014 yili ADK Sistemi Sonuglarina Gore

NUFUSUN CINSIYETE GORE DAGILIMI
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Sekil 3.2. Saruhanl ilge haritasi
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Sekil 3.3. Saruhanl ilgesi

3.2.2. Saruhanh Atiksu Aritma Tesisi (S.A.A.T)

Saruhanli Atiksu Aritma Tesisi 2013’te Isletmeye baslamis Saruhanli ilgesine
ait merkez, Yaklasik 12.879 metrekare Alana ve Giinliik islem kapasitesi yaklagik
3.000 metrekiip/giin kurulu olan bir tesistir.

S.A.A.T iglemleri, atiksuyun icerdigi kirletici maddelere, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerine gore cesitli tekniklerle gerceklestirilebilmektedir.

SAAT islemleri

1. Arntma tesisine gelen atiksuyun Once kaba pislikleri ve kumu
uzaklastirilmakta, ardindan atiksu, ¢okebilen katilarin ayrildigi on ¢okeltim
islemine tabi tutulmaktadir.

2. Pislikleri ve kumu uzaklastirdiktan sonrasi anaerobik havuz, havalandirma
havuz, son ¢okeltme havuzu, camur susuzlastirma tinitesi, geri devir ve fazla
camur pompa istasyonlarda iglem yapilir.

3. Enson asama UV dezenfeksiyon yapisina sevk edildikten sonra disarj edilir.

(Sekil3.4).(https://www.manisasu.gov.tr/Projeler/ProjeDetay/2646/Saruhanli-Merkez-
Atiksu-Aritma-Tesisi:2018)


https://www.manisasu.gov.tr/Projeler/ProjeDetay/2646/Saruhanli-Merkez-Atiksu-Aritma-Tesisi:2018
https://www.manisasu.gov.tr/Projeler/ProjeDetay/2646/Saruhanli-Merkez-Atiksu-Aritma-Tesisi:2018
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Sekil 3.4 Saruhanli AAT.

3.2.3. Ornek Alma yontemi

APHA, 1992 ve ISO 19458/2006 talimatlarina gore Manisa sehirinde SAAT
ten su numuneleri alinmistir. 6rnekler cam sisede ve buzluk termos ile muhafaza
edilerek laboratuvara soguk zincirde getirilmistir ( Sekil 3.5). Yaklasik 1 litrelik koyu
renkli cam siseler icerisine almarak, Ege Universitesi biyoloji boliimii mikrobiyoloji
147 nolu laboratuvarina getirilmistir. Koloni sayimi i¢in dogrudan ornekten 1 mL
seyreltmek yapilmistir. Ornekler 4000 devir 10 dk ve +4 C° 'de santrifiij yapilmis ve
250 mg yas pellet almmarak DNA izolasiyon i¢in kullanilmistir. Cikis su
numunelerinin igin 0.45 mikrometrelik filtre ve (3.6) seklindeki filtrasyon sistemi
kullanilarak &rnekler filtreden gecirilmistir. Ornek alimindan sonra 4-8 saat icerisinde
liyofilizasyon, DNA izolasiyon ve toplam heterotrofik bakteri sayimi igin gerekli

islemler yapilmistir.

Tesisten toplam 24 (Nisan 2018-Mart 2019 arasinda) 6rnekleme yapilarak

giris ve ¢ikis noktalarindan 6rnekler alinmastir.
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Sekil 3.5. Ornek Alim1 yontemi

Sekil 3.6. Su filtrasyon sistemi
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3.2.4. Toplam Heterotrofik Bakteri ve Toplam Antibiyotik Direncli Bakteri

Sayim

Toplam heterotrof bakteri (THB) sayimi atiksu ve igme suyu numunelerinin
degerlendirilmesi i¢in kullaniglt bir aragtir. Ciinkii, yiiksek heterotrof bakteri sayisi
bir proses sorununa ve hatta kamu saglig1 agisindan tehlikeye yol acabilir. Ayrica son
yillarda heterotrof bakteriler antibiyotik direngli bakteri siniflardan birisi olarak
belirlenmistir. Boylece THB testinin yapilmasi ve uygulanmasi, liretim ve dagitim
sistemleri c¢apinda i¢gme suyu kosullarinin anlasilmast i¢in degerli bilgiler

saglamaktadir.

Yiksek THB degerleri yaygin olarak dagitim sistemlerinin durgun
kisimlarinda, ev i¢i tesisatta, siselenmis suda bulunur ve yumusaticilar ve otomatlar
gibi baglh cihazlarla iliskilendirilir. THB testleri Onceleri su aritma proseslerini,
ozellikle kum filtreleme prosesini kontrol etmek amaciyla uygulaniyordu ve bu
nedenle su giivenliginin bir gostergesiydi. Koliform ve toplam koliformlar gibi daha
spesifik gostergelere iligkin izleme teknikleri daha fazla kullanilabilir hale geldikge,

THB'nin bu amaglar i¢in kullanimi azalmustir.

Bu caligmada THB sayimi hem S.A.A.T in performansi hemde cevreden
cevreye giden toplam antibiyotik direnci ¢esitliligini ve miktarlarin1 saptamak igin

uygulanmigtir.

THB sayimim gerceklestirmek i¢in her bir 6rnekten 1 mL alip FTS ile deney
tiipli i¢inde 6 desimal seyreltme yapilmistir, her bir seyreltmeden (3 paralelli) olmak
iizere mikro pipetle 1 ml alinarak bos petri kaplarina RA agar ve dokme plaka
yontemiyle ekim yapilmistir, daha sonra 37°C’de 48 saat inkiibasyonu takiben
besiyerlerinin iizerinde olusan koloniler sayilmis ve seyreltme faktorii dikkate
alimarak Orneklerin kob/ml’sinde bulunan toplam heterotrof bakteri sayisi
hesaplanmistir, (sekil 3.7). Ayrica MaCkonkey agar Escherichia coli (E. coli) igin ,
Cetramide agar ( Pseudomonas aeruginosa ) i¢in, SS agar ( Salmonella ve Shigella)

icin ve TCBS agar Vibrio cholera igin kullanilmistir.
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Toplam antibiyotik direngli bakteri saymmi ilgili yukarida anlatilan ayni yontem

uygulanmistir fakat 45° C 'a kadar sogutulmus R2A ortamini petrilere dokmeden

once belirli konsantrasyonlarda antibiyotikler ilave edilmistir.

Hem THB hem de toplam antibiyotik direngli bakteri sayimi i¢in asagidaki

formiil ile 15-300 kob arasindaki koloni igeren seyreltilerdeki ekimler dikkate

alimmigtir. 30 koloniden az ve 300 koloniden fazla petri kutular1 gosteren

hesaplamaya dahil edilmemistir. Kolonileri kolay saymak ig¢in

% 1 Triphenyl

Tetrazolium Chloride (TTC) ortama eklenmistir (Sekil 3.8) . (Eaton et al., 1995 :

Ruoting et al.,2006 ; Rahim et al.,2014 )

THB kob / mL = [ koloni sayisi X seyreltme faktorii / aktarilan hacim ]

ml 1 mi 1 mi 1ml

& R L

1/102

N

KOB=koloni olusturan birimi

Sekil 3.7 THB seyreltmesi ve saymmu ( baytarizm.blogspot. )



http://baytarizm.blogspot.com/
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Sekil 3.8. Koloni olugan birimler ve TTC etkisi

3.2.5. Toplam DNA ekstraksiyonu

Toplam Genomik DNA, Norgen® kiti kullanilarak dogrudan konsantre
numuneden ekstrakte edilmistir, Kit talimatlarina gére DNA’lar elde edilmistir. Kit
talimatina uygun olarak her bodlgeden tam olarak 250 mg numunenin pelletleri

kullanilmistir ( Sekil 3.9).

Saflastirilan DNA'nin miktar1 ve kalitesi, sirasiyla 260 nm'lik bir absorbansta
bir NanoDrop ™ spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
ABD)kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen DNA’lar, antibiyotik diren¢ genlerinin

analizine ve miktar tayinine kadar -20 ° C'de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.9. Total DNA izolasyonu zeti (www.sentromer.com)

3.2.6. Genomik DNA'nin Konsantrasyon Tayini

DNA  ekstraktlarinin  konsantrasyonlar1  NanoDrop  spektrofotometre
(Thermofisher scient, ABD) ile dl¢iilmiistiir. Absorbans degerleri, her bir 6rnek icin
260 nm ve 280 nm'de Ol¢iilmiistiir. DNA, 260 nm'de UV 151811 absorbe eder, ancak
DNA o6rneklerinin safligin1 degerlendirmek icin proteinlerin 280 nm'de absorbans
degerleri de 6nemlidir. A260 / A280 orani, drneklerin safligini temsil eder. Saf DNA,
yaklagik 1.6-2 olan bir A260 / A280 oranina sahip olmalidir. Protein ve aromatik
maddelerle kirlenme varsa, A260 / A280 degeri 1.6'nin altinda olur ve A260 / A280

degerinin 2'nin lizerinde olmasi ise RNA ile kirlenme olasiligina isaret etmektedir.
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Alternatif olarak, fenolat iyonu, tiyosiyanatlar ve diger organik bilesiklerin kirlenme
durumunda, deger 0,5'den biiyiik olmaktadir (Clark ve Christopher, 2001).

3.2.7. DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

DNA ekstrasiyon veya amplifikasyon sonrasinda fragmentlerin varligini
gosterebilmek amaci ile amplikonlar agaroz jel igerisine yiiklenmistir. PCR reaksiyon
iiriinleri icin jel hazirlamak iizere ; %1 ila % 1.5 agaroz, 1X TBE tamponu icerisinde
kanistirllip mikrodalgada kaynatilmistir, sonra sogutulup elektroforez tablasina
dokiilmiistiir. Analiz edilecek Ornekler uygun diliisyonlarindan genellikle 5 pl
alinarak, 1 pl yiikleme boyasi (Loading Dye+Jel Red) ile karigtirtlmistir. Bu sekilde
ornekler jeldeki kuyucuklara yliklenmistir. DNA kontrolii olarak uygun boyutlardaki
DNA referansi; 100 baz c¢iftlik markerleri (Genaid) kullanilmustir. Elektroforez
tankinda 500 mA , jel 95 V altinda yiiriitilmistiir. ( Kayhan ve Yusuf ALAN, 2017).
Elektroforezden sonra UV kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekilmistir.

3.2.8. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri (ADT)

Antibiyotik  direngli  heterotrofik  bakterilerin nitel gostermek ve
antibiyotiklerin aktivitelerin test etmek i¢in antibiyotik duyarlilik testleri yapilmustir,
Kirby-Bauer metoduna gore Mueller-Hinton Agar (MHA) kullanilarak standart disk
difiizyon yontemi ile de AMD testi ger¢eklestirilmistir.

Saflastirllmis izolatlarin saf kolonilerden hazirlanan 0,5 McFarland
bulanikligindaki bakteri siispansiyonu MHA besiyerlerine 0.1 ml yayilarak ekim
yapilmistir. 15 dakika kurumasi icin bekletildikten sonra besiyerlerine Ampisilin
tetrasiklin, , siilffonamid ve diger test edilen antibiyotikler yerlestirilmistir. 37°C” de
18-20 saatlik inkubasyon sonunda saflastirilmis kolonilerin gosterdikleri liremeye

gore hassas, siipheli ve direngli suslar tespit edilmistir. (Sekil 3.10 ).

Sonuglar Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) kriterlerine gore

duyarl ve direncli olarak kategorize edilmistir (CLSI,2007).
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Sekil 3.10 Antibiyotik Duyarlilik Test1

3.2.9. Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu — PZR (PCR)

Standart PCR, bir kag saat i¢inde sonug vererek atik su drneklerinde spesifik
diren¢ genlerinin varligini belirleyebilmektedir. PCR yontemleri nispeten ucuza mal
olmakta, kolay uygulanmakta, kiiltiire ihtiyag duyulmamakla birlikte, yiliksek

hassasiyete sahiptir.

Atik su oOrneklerinden ekstrakte edilen total DNA'daki antibiyotik direng
genlerinin (tetA, ampC, ermA, Sul I, ant(2)-1 ) belirlemek i¢in Ultrapure Mastermiks
ve Thermal-Cycler PCR kullanilmigtir. Reaksiyon karisimi ise 5 pL PCR Master-Mix
(5X); 1 pL forward primer, 1 pL revers primer; 15 pL niikleaz icermeyen ultra saf su
karigimina 3 pL kalip DNA eklenmistir. Toplam hacim 25 pL olarak PCR denemeleri

gergeklestirilmistir. 3.2 Tablo de Primerleri gosterilmistir.
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Tablo 3.2 : Klasik PCR de kullanilan Primerleri
Antibiyotik ad1 Gen adi | Primer Amplikon(bp) | kaynak
Tet(A) F: GCTACATCCTGCTTGCCT TC 210 Ng et al. (2001)
R: CATAGATCGCCGTGAAGAGG
Tetracyclin
Ampicillin AmpC F: GTGACCAGATACTGGCCACA 822 Bockelmann et al.,
R: TTACTGTAGCGCCTCGAGGA 2008)
Sulfamethoxazole | sull ATGGTGGACGGTGTTCGGCATTCTGA 3’ 789 Toleman et al.
CTAGGCATGATCTAAACCCTCGGTCT 3’ 2007; Tolman et
al., 2006.
Singh et al.,2019;
Mazel et al.,2000
Erythromycin ermA F: > AAGCGGTAAACCCCTCTGA3’ 190 Strommenger
R: 5’TTCGCAAATCCCTTCTCAAC3’ B,2003; Cotar et
al., 2013
ant(2")-1 | F:5-GGG CGC GTC ATG GAG GAG TT-3' 329 Cameron, F.H et
Gentamicin R: 5-TAT CGC GAC CTG AAA GCG GC-3' al,1986
Tablo 3.3. PCR kosullar1 ve basamaklar1
Primerler | Tet(A) AmpC sull ermA ant(2")-1
PCR basamaklart
Baglangig Denaturasyon | 95°C/7min 95°C for 2 min, | 95°C/5 min 93°C/3 min 94°C/10 min
Denaturasyon 95°C/45s 95°C/30s 95°C/15 sec | 93°C/1 min 94°C/ 1 min
X40 X35 X30 X 35 x35
Baglanma 58°C/45 s 60°C/ 45s 51°C/30 sec | 52°C/1min 57°C/40 s
X30 X35 X30 X35 X35
Uzama 72°C/ 90 s 72°C for 1 min 72°C/1 min 72°C/1 min 72°C/1 min
X35 X30 X35 X35
Son uzama 72°C/7min 72°C/7 min 72°C/7 min 72°C/5 min 72°C/10 min
Tme°C 59 59 60 55 63
kaynak Ayaz et | Uta Singh et | Cotar et al, | Sandvang and
al.,2014 Bockelmann et | al.,2019 2013 Aarestrup,
al (2008) ; 2000
Dhabaan, 2011
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3.2.10. Kantitatif Real-Time PCR (qPCR).

Kantitatif PCR c¢alismalarinda her bir o6rnekten DNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Standart egrinin olusturulmasi icin 10 kat seyreltmeler igeren seri

diliisyonlar hazirlanarak her bir seyreltme 3 paralel olacak sekilde ¢alisilmstir ( Sekil
3.11 ve 3.12).

Bu ¢aligmada PCR verimliliginin (efficiency) % 95'ten coefficient degerinin
ise 0,98 degerinde biiyiik olmas1 gereklidir. Her bir diliisyon i¢in, LightCycler 480
TagMan Probes Master (Roche CAT NO:4707494001) ve karisimui ile iki set halinde
kantitatif Real-Time PCR gergeklestirilmistir, cihaz protokolii Tablo 3.4 te

gosterilmistir .

Direng genlerden Gentamicin geni ant(2") qPCR uygulamasi i¢in se¢ilmistir,
bu genin F :ant(2")I-F 5 GGG CGC GTC ATG GAG GAG TT 3 R: 5’- ant(2")I-R
STAT CGC GAC CTG AAA GCG GC 3 primer ciftleri ve Prob FAM
TGCCCACCAAGCAGGTTCGCA -BBQ) kullanilarak kantitatif olarak tablo 3.5
teki reaksiyon karisimine gore saptanmistir. Calismada pozitif kontrol olarak
konsantrasyonu bilinen deneye 6zgii plazmit standartlar1 kullanilirken, negatif kontrol

olarak da molekiiler ¢aligmalara uygun (MG) su kullanilmistir.
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Sekil 3.12. gPCR standart egirisi

Tablo 3.4 qPCR cihaz protokolii

Program Denaturasyon Amplifikasyon Cooling
Parametre

Analiz modu yok Kuantifikasyon modu Yok
Dongii 1 45 1

Hedef [°C] 95 95 60 72 40

Siire [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 00:00:30 00:00:01 00:00:30
Ramp.Rate [°C/s] 20 20 20 20 20
Acquisition Mode Yok yok yok tek yok

Tablo 3.5 Real-Time PCR reaksiyon karigimi ve miktarlar

Reaksiyon karigimi Miktar pl
Niikleaz Free su 6.8
Forward Primer(20puM) 0,5
Reverse Primer(20uM) 0,5
Tagman probe (10pM) 0,2
Enzim ve dNTP 10
Toplam 18




34

3.2.11.Dizi Analizx

Agaroz jel elektroforezi sonucu pozitif bant gosteren PCR iiriinleri Letgen
Biotech (Izmir, Tiirkiye) sirketine dizi analizi igin gdnderilmistir.Dizi analizi
sonuglarinin biyoinformatik aragtirmalar1 i¢in fasta formatindaki diziler, BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) veritabani kullanilarak karsilastirilmistir.
Antibiyotik direng genlerine ait dizilerin karsilastiritlmast i¢in BLAST veritabaninin

“’blastx’’ secenegi kullanilmustir.
3.2.12. Antibiyotik ve Pestisit Kalint1 Analiz1

Ornekler, LC-Q-TOF/MS sistemine enjekte edilmistlr.(sekil 3.13).
Kromatografik ayirma ikili pompa, ¢evrimici gaz generik, otomatik ornekleyici ve
Poroshell 120 EC-C18 kolon(3.0x50 mm, partikiil boyutu 2.7um) (Agilent
Technologies) donanimlarina sahip Agilent 1260 Infinity Serisi HPLC cihaz1 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Mobil faz
sistemi %0.1 Formik asit iceren su(A) ve Asetonitril (B)'den olusmaktadir ve
gradient eliisyon kolonun dengelenmesi i¢in bu sekilde gergeklestirilmistir: 0-0.5dk
%10 (B); 0.5-5 dk. %70 (B); 5-7 dk. %95; 7-10 dk %95(B); 10-15 dk. %10 (B).
Kolon sicakligi 35°C"de tutulmustur.

Ornek enjeksiyon hacmi 3.0 uL ve akis hiz1 0.5 mL/dk olarak ayarlanmistir.
Tim Ornekler hem pozitif hem negatif modda kalitatif olarak analiz edilmistir.

Kantitatif analiz icin ampisilin negatif modda kalibre edilmistir.

Digerlerinin pozitif modda kalibrasyonu yapilmistir. Kalitatif analiz igin
tanimlamalarda ForTox_AM_PCDL, VetDrug_PCDL, Metlin_PCDL,
Metlin_Metabolomics Kiitiiphane Identifikasyonu yapilmustir.



Sekil 3.13 Agilent 1260 Infinity Serisi HPLC cihazi

3.2.13. Agir Metal Analizi

Atik su 6rneklerindeki agir metallerin analizleri gergeklestirmek i¢in ICP-MS
(Endiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) cihazi kullanilmistir. ICPMS
orneklerin yliksek sicakliktaki bir plazmaya, genellikle argon, gonderilerek molekiiler
baglarin kirildig1 ve atomlarin iyonlastirildigi bir analitik tekniktir. Su orneklerinde
on ii¢ (As, Se, Al, Ag, Sb, Ba, Hg, Cd, Pb, Mn, Cr, Fe and Ni) metalin kalitatif ve
kantitatif tayinleri igin stok standart soliisyonlar ve HNO3 Merck firmasindan temin
edilmistir. Orneklerin hazirlanmasi ve analizleri esnasinda ultra saf su kullanilmustir .
Bir yil boyunca her mevsimde tesisin giris ve ¢ikis kismindan bir 6rnek secilerek
analiz yapilmistir. Agir metaller ICP-MS cihazi ile analiz edilmeden Once standart
stok ¢ozeltiler kullanilarak ol¢iim aralifina uygun kalibrasyon standart ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Atik su numuneleri ilk énce 4500 rpm for 20 dk santrifiij islemi ile
kat1 ve siv1 olarak iki faza ayrilmistir (Karvelas,2003). Daha sonra sivi numune 45um
filtrelerden gegirilip, tizerine 30uL %065°lik (Merck Suprapur) Nitrik asit eklenerek
hazirlanmistir. Santrifiij sonrasi kalan kat1 6rnegin ise Cem Mars 5 Mikrodalga firin
da 200°C sicaklik 800 psi basing altinda 7 mL %65°lik Merck Suprapur Nitrik Asit
ve 2mL HO; ile bozundurmak islemi gerceklestirildi. Bozundurulan 6rnek daha

sonra 50 mL’ye seyreltilmistir.

Hazirlanan bu 6rneklerin igerdigi agir metalleri bulmak i¢in 0.5 ppm’den 250
ppm’ye kadar bir kalibrasyon olusturulup dl¢iimleri Agilent ICP-MS 7900 cihaz ile

yapilmistir.(Sekil 3.14). Analizden sonra sonuclar sayisal olarak elde edilmistir.



Sekil 3.14Agilent ICP-MS 7900 cihaz1

3.2.13. Heterotrofik bakteri izolatlarin Stoklanmasi

Bakteri izolatlar kisa siireli stoklamalar i¢in %15°lik gliserol igerisine alinarak
- 20°C’de saklanmistir. Uzun siireli saklama igin ise, besiyerinde 16 saat gelistirilen
bakterilerden 200 pl aliarak 3 dak. 12.000 rpm’de santrifiijlenerek supernatant
kisminin uzaklastirilmas: ve peletlerin %30 gliserol i¢ceren LB broth besi ortaminda

siispanse edilip, sok sogutma ile -80°C’de stoklanmustir.
3.2.14. istatistiksel Analizler

Istatiksel analizler Microsoft Excel programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Tiim mikrobiyolojik veriler (KOB) log!® tabanina déniistiiriildiikten sonra istatistiki

analizler gerceklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Atik Suda Toplam Heterotrofik Bakteri Sayim

Materyal ve Metot boliimiiniin 3.2.4 kisminda bahsedildigi gibi toplam
heterotrofik bakteriler (THB), Nisan 2018 ve Mart 2019 tarihleri arasinda yapilan atik
su aritim isleminin Oncesi ve sonrasinda sayilmis olup, bu sayimm ile atik sudaki
toplam heterotrofik bakteri (THB) ve antibiyotik direncli bakterilerin (ADB) kiiltiirii
icin spesifik olan R2A agar kullanilarak, toplam kiiltiire edilebilen bakterilerin sayim

yapilmistir.

Calismamizda da kullanmis oldugumuz, plak sayim yontemiyle yapilan
geleneksel mikrobiyolojik siniflandirma metodu hatasiz olmamakla birlikte, farklh
deney araliklarinda bakterilerdeki sayisal degisikliklerinin hesaplanmasi i¢in

kullanighdir.

Bakteriyel analiz metotlar1 daha 6ncesinde (Wang et al., 2007; Glady-Croue,
2018 ve Zhang, 2019) tarafindan belirtilmistir. Bir seri diliisyon ile her seyreltmeden
1 ml bos petri kabina aktarilip 37°C'de 24-48 saat arasinda inkiibasyona birakilmistir.

Sayim sonuglar1 kob/ml cinsinden hesaplanmaistir.

Y1l boyunca elde edilen total heterotrofik bakteri sayim sonuglari, giris
sularinda minimum 4.26x10°® kob/ mL'den 7.525 x 10* kob/ mL'ye, ¢cikis sularinda ise
maksimum 9.8 x 10? kob/mL’den minimum 9.4 x 102 kob/mL olarak degistigini

gostermistir (tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Giris ve Cikis suyunda THB saymi

Parametre THB ( kob/ml) Azalma oran1 %
Ornek tarihi
Giris Cikas
Mart 1.2 x10° 1x10* 98
Nisan 9.13 x 10° 2.2x10% 99
Mayis 3.855x 10° 8.6x10°3 91
Haziran 3.45x10° 1.01x 108 97.5
Temmuz 3.4x10° 3.4x10° 97.7
Agustos 2.875x 10° 2.165 x 10° 99.7
Eylul 7.525 x 10* 9.8x 10? 93
Ekim 2.36 x 10* 9.4 x 102 99
Kasim 1.5525 x10° 2.07 x 10° 98.6
Aralik 2.8 x10° 1.35x 103 96
Ocak 2.85 x 106 4.6 x10* 98.6
Subat 4.26 x 108 3.47 x10* 99

Dort mevsim boyunca yapilan 6rneklemede giris ve ¢ikis sularinin kiiltiirel

sayim sonuglarina bakildiginda, bakteri sayilarinin kis ve ilkbahar dénemlerinde

arttigl, yaz aylarinda ise azaldigi gozlemlenmistir. Benzer sonuglar Ziembinska-

Buczynska vd., 2015) tarafindan belirtilmistir.

pH gibi cevresel faktorlerden kaynaklanan bu farkliliklarin, 6zellikle ortama

besin yiliklendiginde, bakterilerin yasamasi ve ¢ogalmasi lizerine etkisi diistiktir.
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Wollast,1991; Velammal, 1993 ve Mahalakshmi vd., 2011) yapmis olduklar
calismalara benzer bir sekilde, caligmamizda toplam heterotrofik bakteri (THB)
yogunluklarinin su Orneklerine kiyasla sedimentlerde daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Sicaklik gibi fiziksel parametrelerde meydana gelen degisiklikler mikrobiyal
komiinitelerde farkliliga yol acarak mikrobiyal ¢cevreyi degistirmektedir.

Toplam heterotrofik bakterilerin giderim verimi ve sagkalim oranlari farkl
mevsimlerde ¢ok diislik farklar ortaya ¢ikarmistir. Mayis ve Eyliil aylari i¢in sirasiyla
% 9 ve % 7 ile yiiksek sagkalim orani, %91 ve %93 oranlarinda ise en diisiik giderim
verimi gbzlemlenirken, yiiksek giderim etkinlileri %96 ve %99 arasinda degiskenlik
gosteren diger aylarda ise daha az farkliliklar gozlemlenmistir. Bu durum, sagkalimin

daha diisiik oldugunu gostermektedir.

Bu calismada genel olarak elde edilen sonuglar giderim etkinligi ve diisiik

sagkalim orani ile (Turolla vd., 2018) elde ettigi sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Mikrobiyolojik ve biyokimyasal karakterizasyon metotlarina gore, atik su
aritma tesislerinde tanimlanan bakteri toplulugu karistirilmis ve dort mevsim
stiresince farkli Patojenik ve patojenik olmayan cinsleri ortaya ¢ikarmistir. E. coli,
Salmonella spp, Shigella spp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Enterococcus spp, Vibrio cholera, ve Staphylococcus spp en ¢ok bulunan bakteri
tirleridir. Atik su aritim tesislerinin farkli kaynaklar1 alarak bakterilerin dagilim
merkezi haline gelmesi, bakterilerdeki bu c¢oklu cins farkliliklarin1 ortaya
cikarmaktadir. Ayni zamanda, farkli heterotrofik bakterilerin atik su aritma tanklarina
bulunmasi, mikroorganizmalarin fizyolojisi ve fenotipinde degisiklere yol agacaktir.
Bu sekilde, normal olan ¢evresel bakteriler gelecekte antibiyotik direncgli bakterilere

ve patojenik bakterilere doniismektedir.

4.2. Antibiyotik Direncli Bakterilerin Sayim - ADB

Antibiyotik direngli bakterilerin (ADB) sayiminda daha oncesinde tartisildigi

gibi toplam heterotrofik bakteri sayim metodu, istisnai olarak ilgili antibiyotiklerin
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petri kabia dokiilmesinden Once belirli konsantrasyonlarinin R2A agara eklenmesi

ile gerceklestirilmistir.

Direncgli bakteri hiicrelerinin sayist girisi ve ¢ikis kisimlarinda Eritromisin
(Er), Ampisilin (AMP), Gentamisin (Gen), Kanamisin (Kan), Tetrasiklin (TC) ve
Clindamisin (Cln) gibi yaygin antibiyotiklere karsi test edilmis ve disk difiizyon
yontemiyle antibiyotiklere karsi duyarlilik testi yapilmistir. Bu antibiyotik gruplarinin
se¢ilmesinin nedeni, bu antibiyotiklerin hem klinik hem de veterinerlik alaninda

yaygin sekilde kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.

Y1l boyunca toplam antibiyotik direngli bakterilerin sayisi, antibiyotik direncli
bakterilerin giderim verimi ve hayatta kalma ylizdesini belirlemek i¢in hem giris ve

hem de cikis atik sularinda incelenmistir.

Antibiyotik direngli bakterilerin belirlenmesi biiyiilk 6nem tagimaktadir ve
dolayisiyla bu sekilde ¢evreye desarj olan antibiyotik direngli bakterilerin miktar
gosterilmektedir. Bunun sonucunda antibiyotik direng probleminin risk seviyeleri

ongoriilebilmektedir.

Yil boyunca alti farkli antibiyotik ile elde edilen bulgulara gore, bazi

antibiyotiklerin varlig1 ve yoklugunda varyasyonlar fark edilmistir.

Tablo 4.2°de gosterildigi gibi giris su numunelerinde, ilgili antibiyotige karsi
olusturulan direng tiim aylarda yapilan 6rneklemelerde tespit edilmis olup, sulfonamit
direngli bakteriler (Nisan ve Mayis te ) kis (Ocak ve Subat) ayilarinda tespit

edilememistir.

Y1l boyunca toplam bakteri sayis1 degismis olup, 6zellikle kis sezonunda
subat ayinde ampisilin, eritromisin ve klindamisin gibi antibiyotiklere karsi
sayilarinin arttigi bulunmustur. Muhtemelen bu durum, kis mevsimindeki gerceklesen
enfeksiyonlar nedeniyle artmaktadir. Bununla birlikte, bakteri hastaliklarin1 tedavi
etmek icin bu antibiyotigin yiiksek kullanimi, direncli bakteri sayisindaki artisa neden
olmus olabilir. (Soufi et al ., 2010 ve Ziembinska-Buczynska et al ., 2015) da benzer

sonugclari elde ederek bakteriyel direncin artigini vurgulamastir.
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Ampisilin ve Eritromisinin genis bakterisidal spektrumlara sahip oldugu

bilinmektedir ve bu antibiyotikler diger antibiyotiklerden daha sik kullanilmaktadir.

Tablo 4.2 Farkli aylarda giris suyunda ADB sayimi1

antibiyotik ADB kob/ml_Giris
. TC Amp Sul Erm Cln Kan Gen
Ornek tarihi
ilk Bahar 2018
Mart 5.1x 102 8.1 x10° 3.3x10° 75x10° | 2.38x10* | 5.4x10? 1x 108
Nisan 5.1 x 10? 3.5 x10* 3.9 x 10* 7.4 x 10° 46x10% | 51x10°
Mayis 6 x 102 6.2 x 10* --- 2.5 x 102 2.2x102 --- 7.2 x 102
Yaz 2018
Haziran 5.2 x 102 7.4 x 10 4.1 x 102 --- --- 8.7 x 102 4 x 10?
Temmuz 4.1 x 10? 7.7 x 10° 3.2 x10* 3 x 10 3.2x10% | 1.28x10° | 6.2 x 10°
Agustos 1.28 x 10* 3.02 x 10* 6.4 x 102 2.55 x 10° | 2.05x 10° 3.3x 102 ---
Son Bahar2018
Eylul 4.1 x10° 6.6 x 10° 4x10° 7.9%x10° | 4.9x10? 5.1 x 10?
Ekim 3.5x10° 7.8x10° 3.1x10° 2.99 x 10* 45x10° 3.6 x 102 3.2 x 102
Kasim 8.5 x 102 1.86 x 10* 1.51x 104 1.92x10* 1.93x 10* 4.8 x 10? 9.2 x 102
Kis 2018 _ 2019
Aralik 2.1 x10° 1.71x10* | 1.95x10* 7 x10° 1.5x10* 3.6 x 102 3.9 x 102
Ocak 2.16 X 2.78 x 10* -—-- 5.3x10* 3.15x10° 4.5x10° 6 x10*
10
Subat 6.9 x10° 6.78 x 10° ——-- 2.5x10° 9.6x 10° 7 x 108 4.2 x10*
=Cn = Erm =Amp = THB

THB
55%

‘ Erm
6%

Amp
16%

Sekil 4.1. Giris suyu THB ve ADB orani- Kis

Bahar doneminde kis mevsim gibi ampisilin, eritromisin ve klindamisin ayrica

gentemisin de yiiksek bulunmstur. Yaz boyunca en yuksek, eritromisin direngli
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bakteri bulunmustur. Toplam direngli bakteri sayimi sonbahar ekim ayinda yiikseklik
tespit edilmis (Sekil 4.2).

THB Gen Kan
A% 1% 2%

TC
15% l

Erm
13%

Amp
33%

Su
13%

mGen smKan = Cln Erm m5u sAmp =TC =THB

Sekil 4.2. Giris suyu THB ve ADB orani- Sonbahar (EKim)

Tablo 4.3’deki ¢ikis atik suyundaki numuneler icin toplam direngli
bakterilerinin sayisi, Saruhanli atik su aritma tesislerindeki farkli aritma islemlerinden
dolay1 azalmigtir. Y1l boyunca, bazi antibiyotik direngli bakterilerin tiim aylarda
toplam sayilarinda azalma oldugu tespit edilmis olup ,kanamicin gibi sadece kasim
ayinda bulunmus diger aylarda tespit edilmemis, tartisildigi gibi bunun bir sonucu
olarak yiliksek sayida antibiyotik direngli bakteriler kis ayinda(aralik) artmistir sekil
4.3. Bu onemli bulguya sebep olarak, ¢cogu antibiyotige direngli bakterilerin bu
mevsimde antibiyotiklere daha fazla maruz kalmasi gosterilebilmektedir. Diger bir
yandan en diigiik antibiyotik diren¢li bakterilerin sayisi yaz mevsimin augostus
aymnda sonbahar ise eylil ve ekim aylarinda gozlemlenmis olup. (Ziembinska-

Buczynska et al.,2015) yaptiklari bir ¢alismada benzer sonuglar elde etmistir.



Tablo 4.3 Farkli aylarda ¢ikis suyunda ADB sayimi

Antibiyotik ADB kob/ml Cikig
5 TC Amp Sul Erm Cin Kan Gen
Ornek
zamani
ilk Bahar 2018
Mart e 3x10? 82x10% | e | oo
Nisan 2.5x10? 1.8 x 10? — 2.1x10? --- - 1.4x 102
Mayis 5.5 x 102 3.7 x 103 --- 1.1 x 102 --- --- 70
Yaz 2018
Haziran 70 4 x 102 30 --- --- --- -
Temmuz 80 100 40 2.2 x 10?2 --- --- 1.4 x 102
Agustos 4.7 x 102
Son Bahar2018
Eylul 1.2x 102
Ekim --- --- --- --- 2.1x102 --- ---
Kasim 4.1 x 102 5.2 x 10?2 3.6 x 107 7.5x10? 50 70 3.2 x 102
Kis 2018 _ 2019
Aralik 4.5 x 102 7.4 x 102 7.9 x102 6.9 x 102 75x102 | - | -
Ocak --- 7.1 x 103 - 8.4x 108 2x10% | e | -
Subat —--- 2.5x102 --- 3x 103 35x104 | - ——--

Kob= koloni olusturan birimi, TC=Tetracyclin , Amp=Ampicilline, Sul= Sulfunamide, Erm=

CIn=Clindamycin, Kan=Kanamycin, Gen= Gentamicin

= ADE = THB

ADB
52%

Sekil 4.3. Cikis suyu THB ve ADB -Kis(Aralik)

Erythromycin,

Cikis sularinda kalan antibiyotik direncli bakteriler sucul gevreye yayilacak

olup, ortamdaki antibiyotik direngli bakterilerin sayisin1 artiran diger direngsiz

bakteriler ile reaksiyona girebilecektir. Bu konu ayn1 zamanda 2015°te Liiddeke et al

tarafindan tartisiimistir.
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Bilindigi kadariyla, bazi arastirmalar farkli mevsimlerde biitiinlesmis
bakteriyel kompozsiyon ve karakteristiklerini belirtmektedir (Caucci et al., 2016).
Mevsimsel degisikliklerin evsel atik su aritma tesisindeki antibiyotik direngli
bakterilerin iizerine etkisi ise nadiren rapor edilmektedir.

Calismamizda antibiyotik direncli bakterilerin sucul ortama salinma riskleri
tizerinde durmak igin, atik su aritma tesisindeki giderim verimi RE % ( Removal
efficiency %) ve sagkalim ylizdesi asagidaki formule gore belirlenmistir. Giderim
etkinligi arttiginda sagkalim yiizdesi artmaktadir. Sagkalim yiizdesi ¢ikis suyunde
antibiyotik direngli bakterileri temsil etmektedir ve sonug¢ olarak salinan bakteri

miktari, antibiyotik direncinin yayilmasinda ¢evreye giden bir rol oynayacaktir.

REY =

€—¢) . 100
G

G = Giris, C = Cikis

4.4 verilen tabloya gore, en yiiksek giderim verimi kanamisin direngli
bakteriler icin tespit edilirken, en diisiik giderim verimi ise tetrasiklin direngli
bakteriler icin belirlenmistir. Tetrasiklin direngli bakterilerin sagkalim yiizdesinin
diger antibiyotik direncli bakterilerden daha yiiksek oldugu ve diger bakterilere gore
daha biiylik miktarda sucul ¢evreye desarj edildigi anlamina gelmektedir.

Giderim verimindeki bu farkliliklar birgok sebepten dolayr ortaya g¢ikmaktadir.
Tetrasiklin antibiyotiklerinin, antimikrobiyal dogasi sebebiyle biyodegredasyona
kars1 direng gdstermesi ve sozde-kalici organik kirleticiler olarak siniflandirilmasi bu
durumun birinci sebeplerinden biri olarak gosterilmektedir. Dolayisiyla, antibiyotik
rezidilerinin kalict bir sekilde var olmasi ile daha fazla tetrasiklin direncli bakterilerin
gelisimine olanak saglamaktadir. Bunun bir sonucu olarak, biyolojik isleme (aktif
camur ve anaeorobik aritma vb.) ve fizikokimyasal isleme metotlarini (koagiilasyon,
sedimentasyon ve filtrasyon) kullanan atik su artima tesislerinden bu tip antibiyotik
direngli bakteriler, geleneksel atik su artima yontemi ile etkili bir sekilde

giderilememektedir (Zhai , 2014).
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Tablo 4.4 Direngli bakterilerin giderim verimi - RE %

ADB giderim verimi RE %
ORNEK TC Amp | Sul Er Cln Kan Gen
OCAK 100 74 100 83.8 99 100 100
SUBAT 100 99 ND 98.8 97 100 100
MART 100 100 90 100 96 100 100
NISAN 50.9 99.4 ND 99.46 100 100 97.25
MAYIS 59.9 94 ND 56 100 ND 90
HAZIRAN 86 99.4 92 ND ND 100 100
TEMMUZ 79.5 95.4 99 99 99 100 97.7
AGUSTOS 100 100 | 100 100 99 100 ND
EYLUL 100 100 100 100 100 100 76
EKIM 100 100 100 100 95 100 100
KASIM 51.7 97 97 96 99.7 85 65
ARALIK 78.5 95 95.9 90 95 100 100

Atik su aritma sistemlerinin ana bileseni olan biyolojik aritimda, sicakligin
biyolojik donilisiim siirecini, mikrobiyal komiiniteyi ve c¢amur morfolojisini
etkileyebilecegi (Arevalo et al., 2014) ve bu sekilde geleneksel aktif ¢amur
islemlerinde performansi etkiledigi bildirilmistir. Sicaklik 15°C’ye diisiiriildiigiinde,
metan lreten bakterilerin inaktif, 5°C’ye diisiiriildiiglinde ise ototrofik bakterilerin

hemen hemen islevini yitirdigi belirtilmistir (Gurung et al., 2017).

Ducey et al., 2010’ da yaptig1 bir ¢calismada mevsimsel degisimlerin besleme
suyunun kalitesini ve uygulama etkinligini degistirebildigini gostermis olup, kis
aylarinda amonyak azotunun gideriminin yaz aylarina kiyasla daha diisiik oldugunu
ve amonyag1 okside eden bakterilerin ise yaz aylarinda, kis aylarindan 4.5 kat daha

fazla oldugunu belirtmistir.

4.3. Antibiyotik Rezidiilerinin Tayini ve Miktarimin Belirlenmesi

Yedi 6zgiin antibiyotigin varligi, miktar1 ve mevsimsel degisimi Saruhanli Atik Su
Aritma Tesisinde yiiksek ¢oziintirliiklii sivi kromatografi spektroskopisi (LC-Q-ToF-
MS) kullanilarak arastirilmis olup tespit edilen antibiyotiklerin karakterizasyonlari

Tablo 4.5’de sunulmustur.
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Antibiyotik rezidiisii ng/L
Antibiyotik Kis Bahar Yaz Sonbahar

G C G C G C G C
Ampicillin 30413 | 13738 | 54131 | 52627 | 82875 | 76510 | 21343 n.d
Sulphonamide n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
(sulfamethoxazole)
Erythromycin 8571 | 8535 | 15799 | 15464 | 22475 | 13681 | 13268 n.d
Gentamycin 57249 | 50629 | 60993 | 51204 | 66856 | 52156 | 58539 | 27709
Clindamycin n.d n.d | 140281 | 98668 | 257887 | 191881 | 112518 | n.d
Tetracycline n.d nd | 42349 | 29910 | 41208 | 37189 | 32725 | n.d
Kanamycin n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

G = Giris, C = Cikis, n.d =bulunmadi

Genis ¢esitlilikteki antibiyotik rezidiileri, atik su artima tesislerinin nehirlere
karigip diinyaya desarj olmasi ile gesitli konsantrasyonlarda (¢ogunlukla milyon ya da
milyar basina pargalar) tespit edilmis olup, tespit edilen konsantrasyonlar herhangi bir
tehlikeye neden olacak kadar yliksek goriinmeyebilirken bu antibiyotik rezidiilerinin
mutlak varligi, toprakta ve atik su aritim tesislerinden etkilenen farkli sucul

cevrelerdeki antibiyotik direncli bakteriyel suslariin ¢ogalmasi ile baglantilidir.

Antibiyotik rezidiilerinin tayin sonuglari tiim ilgilenilen antibiyotiklerin dort
mevsimde bulundugunu, siilfonamid ve kanamisin ile birlikte tetrasiklin ve

klindamisin antibiyotiklerinin ise kis aylarinda tespit edilmedigini gostermistir.

Atik su artima tesislerindeki bu antibiyotiklerin yayginligi, kanalizasyon
sisteminde bulmasindan kaynakli olarak tliketim seviyeleri ile kismen iligkili

olabilmektedir.

Ilgili antibiyotikler genis spektrumda antimikrobiyal aktiviteye sahip olup
insanlar ve hayvanlar tarafindan biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir ve dolayisiyla ¢ogu
tiim mevsimlerde bulunmaktadir. Ayn1 zamanda, (Harrabi et al.,2018) yapmis oldugu
bir ¢alismada da disiiniildiigii gibi 6rnek toplama bolgesi olan Saruhanli semtinin

tartma bagli olmasi ve bolgede bir veteriner alaninin bulunmasi ile bu farkl
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antibiyotik ¢esitliliginin bulunmasinin, atik su aritim tesisinin hayvan atiklarina

maruz kalmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmaktadir.

Tiim antibiyotiklerin (giris sular1 i¢in) toplam konsantrasyonu tiim atik su
mevsimlerinde 8571 ng/L ile 2588.7 ng/L arasinda olurken, ¢ikis sularindaki toplam
antibiyotik konsantrasyonlar1 8535ng/L ile 19188.1 ng/L arasinda olup giris sularina
kiyasla daha disiktir. (Zhang et al.,2017) tim antibiyotiklerin toplam
konsantrasyonunun, (belirli atik su 6rneklerindeki tiim antibiyotiklerin toplami) tiim
atik su orneklerinde 63.6 ng/L ile 5404.6 ng/L arasinda oldugunu tespit etmesi ile
benzer sonuglar elde edilmistir. Giris sularindaki  toplam  antibiyotik
konsantrasyonlari (1795.1-5404.6 ng/L) 6nemli bir 6lgiide (p<<0.05) ¢ikis sularindan
(63.6—2245.3 ng/L) yiiksektir.

Siilfametoksazol, ¢alismamizda tespit edilmemis olup (Harrabi et al.,2018)
yapmis oldugu ¢alismada tespit edildigi belirtilmistir. Siilfametoksazol seviyeleri tim
orneklerde 126.70 ng/L’den biiyiik fakat Cin gibi diger iilkelerde daha diisiik olup,
bazi atik su aritma tesislerinde en yliksek 959.13 ng/L’ye kadar bulundugu (Wu vet
al., 2016), Ispanyada ise 417.4 ng/L’ye kadar oldugu belirtilmistir (Rodriguez-Mozaz
et al., 2015). Bu durumun aksine, genellikle siilfametoksazol ile birlikte kullanilan
trimetoprimin daha diisiik konsantrasyonlarda 56.60 ng/L ile 86.67 ng/L arasinda
oldugu bulunmustur (Gros et al., 2013).

Tablo 4.5’te gosterilen miktar tayin sonuclarina goére, en yiiksek kalinti
konsantrasyonu tiim mevsimlerde klindamisine ait iken, en diisik kalinti

konsantrasyonu ise eritromisine ait oldugunu bulunmustur.

Beta laktam ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerin Tiirkiye ve diger iilkelerdeki
yiiksek tiiketimlerine ragmen, kimyasal kararsizliklarindan ve kolay bir sekilde
hidrolize edilmelerinden dolayr ampisilin, ham atik sularinda tespit edilmemistir
(Knapp ve ark., 2011). Diger bir yandan, yaygin olarak kullanilmayan diger
antibiyotiklerden daha diisiik olmasina ragmen, ampisilinin sonbahar mevsiminde
21.343 ng/L'ye kadar olan degerlerde oldugu bulunmustur. PapaGeorgiou ve
arkadaglan tarafindan ampisilinin Merkez Yunanistan Atik su Aritim Tesisindeki
giris suyunda 1805 ng/L’ye kadar olan degerler ile benzer sonuclar elde edilmistir.

Harrabi ve arkadaslari da bu grubu, son yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglardan
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daha diisiik konsantrasyonlarda, yaklasik 75.40 ng/L olarak tespit etmistir
(Papageorgiou vet al., 2016; Harrabi et al., 2018).

Jiang ve arkadaslar1 antibiyotik konsantrasyonlarinin kis donemine kiyasla
yazin oldukg¢a distlik, ilkbahar ve sonbahardan ise biraz daha diisiik oldugunu
belirlemistir. Tiim antibiyotiklerin kis aylarinda en yiiksek konsantrasyona ulastig
bulunmus olup, kis déonemindeki antibiyotiklerin ortalama konsantrasyonlar1 diger 3
mevsimden yaklagik olarak 1.10-5.32 kat daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Ek
olarak, bu c¢alisgmanin sonucu ile antibiyotiklerin farkli mevsimlerdeki
baskinliklarinmn farkli oldugu gésterilmistir. Ornek olarak, norofloxacin’in ilkbaharda
ana bilesen oldugu, penicillinV’nin ise diger ti¢ mevsimde 6nemli Olglide yiiksek
oldugu bulunmustur (Jiang et al., 2018). Benzer sonuglar (Diwan et al.,2013)

tarafindan belirtilmistir.

Sonu¢ olarak, direngli bakteri suslarinin olast gelisimi ag¢isindan
antibiyotiklerin sucul ¢evrelerde bulunmasi endise konusudur. Buna bagli olarak gol
sularinda, su aritim tesislerinde ve igme sularinda ampisilin ve siprofloksasin direngli

bakterilerin yayginligiyla ilgili ¢alismalar mevcuttur (Kuczura et al., 2012).

Dolayisiyla atik su aritim tesisindeki kaynak ve c¢ikis sularinda antibiyotiklerin
varligi, 6zellikle potansiyel olusumlar1 géz 6niinde bulunduruldugunda biiyiik 6l¢iide

Onemlidir.

Rodrigez Mozaz ve arkadaslar1 tarafindan tartisildigi gibi, atik su aritim
tesislerinden desarj olan antibiyotiklerin sucul ortama siirekli girisi, antibiyotige
direngli mikroorganizmalarin olusumu agisindan halk saglig1 i¢in oldukga biiyiik bir
endise kaynagi olmaktadir. Antibiyotiklerin bakteri kaynakli hastaliklara karsi
kullanimryla ile birlikte, ayn1 zamanda hayvan besiciliginde biiylimeyi gelistirmek ve
enfeksiyonlart1 6nlemek amaciyla da kullanilmaktadir. Kullanilan antibiyotiklerin
tipine de bagl olarak, antibiyotiklerin hayvanlarda kullanimi ile digkilarinda (diski
ve/veya idrar) farkli konsantrasyonlarda olugmasina sebep olup, dolayisiyla ¢evreyi
etkileyecektir. Antibiyotikler kanalizasyon sisteminde sonlandigi i¢in, atik su artima
tesislerindeki ham giris sularinda bulunan antibiyotiklerin ve metabolitlerinin

prevalansi, tiiketim seviyeleri ile iliskilendirilebilmektedir.

24 ornekleme yapilarak yollar araciligi ile ¢evre sularina ve ekinlere

ulasacagindan, bu durum, atik suda bulunan antibiyotik direngli bakterilerin
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gelismesini  tetikleyen antibiyotiklerin  optimum konsantrasyonlarinin  altinda
bulunmasinin bir sonucu olarak, hayvanlardan insanlara direng 6zelliklerinin gegisini
kolaylistiran direngli bakterilerden olusan bir ¢evresel havuzun gelismesini

arttiracaktir. Bu iliski ayn1 zamanda( Adegoke et al., 2016) tarafindan tartigilmistir

Tablo 4.6 Mevsimsel antibiyotik giderimi RE %

- Antibiyotik rezidiisi RE %
Antibiyotik Kis Bahar Yaz Sonbahar
Ampicillin 54.82 2.77 7.6 100
Sulphonamide n.d n.d n.d n.d
Erythromycin 0.42 212 39.12 100
Gentamycin 11.5 16.4 21.98 69.7
Clindamycin n.d 29.6 26.6 100
Tetracycline n.d 29.37 9.75 100

Antibiyotik giderim etkinlikleri tablo 4.6’te ve sekil 4.4 de gosterilmistir.
Sonuglar bir yi1l boyunca yapilan orneklemelerde farkli mevsimlerdeki Onemli
varyasyonlar1 gostermektedir. Tablodaki mevsimsel sonuglara gore en yiiksek
giderim etkinligi sonbaharda elde edilmis olup, tim antibiyotikler i¢in %65.08 iken,
%9.25 ile en diisiik giderim verimi kis aylarinda gdzlemlenmistir. ilkbahar ve yaz

aylarinda giderim etkinliginin sirasiyla %11.12 ve %14.55 oldugu bulunmustur.

100
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RE% 60
40
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0 ]

W Son Bahar HYaz

ilk Bahar ® Kis

Sekil 4.4 Mevsimsel antibiyotik RE%

llgilenilen tiim antibiyotikler arasinda ve sonbahar mevsimi hari¢ en diisiik

giderim etkinligi eritromisin i¢in yaklasik % 0.42 iken, en yliksek giderim etkinligi
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ise ampisilin i¢in % 54.82 olarak gbzlemlenmistir. Daha onceki ¢aligmalara kiyasla,

antibiyotiklerin giderimi ile iliskili bircok ¢alisma bulunmaktadir.

Calismalarimizdan farkli bir sekilde, atik sular antibiyotik kalintilar1 agisindan
analiz edildiginde kis aylarinda antibiyotik seviyelerinin diger mevsimlerle
karsilagtirlldiginda daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Jiang et al., 2011; Kim ve
Carlson, 2007).

Benzer bir sekilde, nehir sularinda yaz aylarinda daha diisiik antibiyotik
kalintilarinin  oldugu Dbelirtilmistir (Xu et al., 2006). Antibiyotik kalintilarinda
meydana gelen bu degisimler ile Portekiz’deki bir hastanenin ¢ikis sularindaki
antibiyotik seviyelerinin sonbahara kiyasla ilkbaharda daha yiiksek oldugu

gozlemlenmistir (Pena et al., 2010).

Zhai ve arkadaslari1 , 2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, bu mevsimlerde
uygulanan geleneksel atik su aritma islemleri ile antibiyotik kalintilarinin etkili bir
sekilde gideriminin miimkiin olmadigim1 belirtmis olup sonu¢ olarak yeni,
degistirilmis ve gelistirilmis teknikler atik suyun sucul ¢evrelere salinimindan 6nce

antibiyotik direncini ve bu direng ile ilgili genleri gidermek zorundadir.

4.4. Pestisit, Herbisit ve Veteriner ilaclarinin Analizi

Gectigimiz son on yilda, pestisitler tiim tarimsal alanlardaki c¢iftgiler
tarafindan bliyliik Ol¢lide kullanilmaktadir ve Saruhanli ilgesinin ana ge¢im
kaynaginin ¢iftcilige ve tarima bagli olmasi sebebiyle, atik sular tarimsal alan ile ilgili
kimyasal maddeler ve pestisitler acisindan analiz edilmistir. Bazi c¢alismalarda
onerilen bu analizin basarilmasinin altinda iki sebep bulunmaktadir; baz1 kimyasal
maddelerin antibiyotik direng genlerinin geligimi ile iligkisinin bulunmasi ve toplam

antibiyotik direngli bakterilerin sayimi iizerine etkili olabilmesidir.

Antibiyotik rezidiilerinin degerlendirilmesinde kullanilan LC-Q-ToF-MS ile
ornekler analiz edilmis olup sonuglar Tablo 4.7 ve Sekil 4.5 A, B, C ve D’de

gosterilmistir.

Sonuglar en ¢ok bulunan pestisit ve herbisitlerin DDT, dinoterb ve
denatonyum oldugunu, farkli mevsimlerde tamaminin yaklagik olarak %70’ini

olusturdugunu gostermistir. Antimikrobiyal ve veteriner ilaglarinin %10, diger
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kimyasallarin ise %20 oldugu belirlenmistir. Bulunan baglica veteriner ilaglar

klindamisin ve tetrasiklindir.

Elde edilen kimyasallarin saflik oranlar1 82.01 ve 99.62 arasinda degisken
olup, alikonma siirelerinin (retention time), literatiir sonuglarin1 da dogrulayarak 4.7
ve 8.07 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Analizler, ilgilenilen
kimyasallarin bulunmamasindan dolayr kromatografik tayin degerlendirmelerinden
olusmaktadir. Aynt zamanda atik suda genis cesitlilikte kimyasallar

bulunabilmektedir. Tiim detaylar asagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo 4.7 Pestisit, herbisit ve veteriner ilaglarmnin analiz sonuglar

Bilesenler Score | Base peak | RT Uses / Activity Nots
Denatonium 96.06 | 86.0965 4.695 | Bucek ilact/ Detergent G&C
Dinoterb 98.95 | 239.0663 | 6.574 | Pestisit G&C
Embelin 87.54 | 293.1775 | ND Germisit G&C
Azelaic acid 98.06 | 125.0967 | 4.212 | Antibakterial C
Cetylpyridinium 99.41 | 304.2994 | 6.384 | Antiseptik G&C
Benzododecinium 99.62 | 304.2997 | 6.058 | Antiseptik & G&C
Disinfeksiyon

Clindamycin 99.64 | 126.1279 | 4.015 | V.ilag G&C
Tetracycline 82.31 | 410.1226 | 3.451 | V.ilag G
Phthalic acid 84.36 | 149.0232 | 6.79 Cozmetik G&C
Dioctyl phthalate 97.39 | 149.0231 | 8.074 | Plasticizer G&C
1-Octadecanamine | 83.08 | 84.9597 6.231 | -- G
Monopalmitin 82.01 | 71.0856 7.301 | -- G

- RT (Retention Time), , ND (saptanmadi), V.(Veterinlik).
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Pestisitler ile tarimsal iretimin zararli organizmalardan korunmasi
amaclanmaktadir. Bununla birlikte pestisit atiklar1 atmosferik, karasal, yeralti ve
yeralt1 suyu yollariyla hedef alanlarinin ¢ok o6tesine ulagmaktadir. Yiizeysel akis ve
cikis sulari, pestisitlerin sucul cevrelere girmesindeki en oOnemli giris yollar
arasindadir. Pestisitlerin tarim bahgelerinden kanalizasyon sistemlerine girisi, asfalt
yiizeylerdeki tarla sprey doldurma ve temizleme faaliyetleri, kullanilmayan {iriin
artiklarinin dogrudan imha edilmesi, kazara dokiilmeler ve tarim dis1 kullanimlardan
kaynaklanmaktadir. Tarim dis1 kullanimlardan kaynaklanan pestisit atiklari
kanalizasyon sistemlerinde bulunmus olup, ¢im yonetim faaliyetleri (golf sahalari,
parklar), endiistriyel yesillik kontrolii (otoyollar, demir yollar1) ve 6zel evlerde ve
bahgelerde pest (hasere) kontrolii bu duruma 6rnek gosterilebilmektedir (Barcel6 ve
Hennion, 2003; Kock-Schulmeyer et al., 2013; Bach et al., 2000; Kreuger, 1998).
Saruhanli atik sularda bulunabilen baslica pestisitlerin taranmasi ve pestisit ve
antibiyotik direnci arasindaki baglantiyr tartismak arastirmalarimizin temel iki
amacini olusturmakla birlikte, literatiirde atik sulardaki pestisitlerin varligr ile ilgili
benzer bir¢ok ¢alisma mevcuttur (EI-Said et al., 2018; Besha et al., 2017 ve anumol
etal .,2016).

Dinoterb ve Denatonium c¢aligmamizda atik su aritma tesisinin hem girig hem
de ¢ikis sularinda bulunan baslica pestisitler olup tarimda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, herbisit ve germisitlerin bu pestisitler ile birlikte

bir karisim seklinde kullanilabilecegi ¢alismamizin diger bir bulgusudur.

Yapilan diger arastirmalarla karsilastirildiginda, c¢alismalarimizin aksine
Manoli ve arkadaslar1 atik sudaki 32 pestisiti inceleyerek konsantrasyonlarinin 0.15
ng/L - 413.03 ng/L arasinda degistigini tespit etmis olup, Siromazin, Schradan ve
Ametrin baslica pestisitlerdir (Manoli et al ., 2018).

Bocek ilact ve antibiyotik direnci arasindaki iligki ¢alismamizin 6nemli
noktasini olugturmaktadir. Bu durum yapilan bir¢ok arastirmada da tartisilmis olup,
Rangasamy ve arkadaslar1 pestisit ile kontamine olmus gida tiriinlerinin tiiketimi ve
genis spektrumlu antibiyotiklerin insanlar ve canli hayvanlarda kullaniminin, dogal
seleksiyon yoluyla antibiyotik ve pestisite direngli bakteri florasinin gelismesini

destekledigini belirtmigtir. Pestisit direnci temel olarak biyofilm olusumunu,
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uyarilmis mutasyonlar1 ve plazmidler veya transpozonlar araciligl ile gerceklesen
horizantal ve vertikal gen transferini ve bazi hidrolitik enzimlerin artan ifadesi
araciligr ile bakteriyal savunma adaptasyonlarini gelistirmektedir. Pestisit direng
genleri daima gen eleman olarak transfer olur ve ayn1 zamanda antibiyotik direng igin
gerekli olan genleri tasimaktadirlar. Bununla birlikte, bazi uyarilmis mutasyonlarda,
enzimin aktif bolgesindeki bir mutasyon ile pestisitlerin ve antibiyotiklerin
degredasyonu saglanmaktadir. Birka¢ caligma herbisitlerin yabanil tip suslar ile
sublethal olarak maruz birakildiginda antibiyotik direncinin  uyarildigini

gostermektedir.

Bir bakteriyel sus, bir dizi antibiyotige karsi direng gelistirmesini saglayan
genetik mutasyonlar  gecirerek pestisitlere karst direng saylabilmektedir.
Antibiyotiklere kars1 gelistirilen bu yeni direng, pestisist-antibiyotik ¢apraz direng

olarak isimlendirilmektedir.

Genetik mutasyonlar aracili ile pestisit degredasyon yollarinin gelismesi,
stirekli pestisit kullaniminin olmast nedeniyle, toprak bakterileri arasinda ¢oklu ilag
direnc seviyelerinin artmasina neden olmustur (Bergman, 2003; Kurenbach et al.,

2015; Anjum ve Krakat, 2016).

Literatiire incelendiginde, ¢esitli antibiyotiklere ve pestisitlere direng gosteren
bakteriler ile ilgili yapilan ¢alismalar mevcuttur (Kirubakaran et al., 2017a). Yapilan
bir c¢alismada, yabanil tip bakteri tiirleri (Escherichia coli ve Salmonella
typhimurium) sublethal dozlarda herbisitlere maruz birakildiginda tetrasiklin,
siprofloksasin, kanamisin ve kloramfenikol gibi antibiyotiklere direng gosterdigi
belirtilmistir (Kurenbach et al., 2015). Bu bulgulara ragmen, yapilan g¢alismalarda
capraz diren¢ olusum mekanizmalarinin tizerinde durulmamistir. Pestisit-antibiyotik
capraz direncinin listesinden gelmek i¢in terapétik stratejiler gelistirmek amaciyla bu

alana odaklanan ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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4.5 Atik Sudaki Agir Metallerin Degerlendirilmesi

Calismamizda 13 farkli metalin (As, Se, Al, Ag, Sb, Ba, Hg, Cd, Pb, Mn, Cr,
Fe and Ni) kat1 ve siv1 formlar1 4 mevsim boyunca incelenmistir. Tiim met allerin
giris sularinda %100 ve cikis sularinda ise yaklasik olarak %90 oraninda (toplam
konsantrasyon) bulundugu tespit edilmis olup, tiim mevsimlerde tamamen giderilen
iki met al (Al ve As) haricinde, metal konsantrasyonlarindaki farkliliklar

gosterilmistir.

Tablo 4.8’de yer alan sonuglara gore, tiim agir metallerin giris sularinda farkli
konsantrasyonlarda bulundugu gosterilmistir. Giris su numunelerindeki en diisiik met
al konsantrasyonu cevre icin toksik olan gimiis (Ag) metalidir. Karvelas ve
arkadaslar1 (2003) en diisiik konsantrasyonun paladyum (Pd) metalini oldugunu tespit
etmis olup, ¢alismamizda demirin (Fe) en yiiksek frekansta bulunmasi, (Karveles et

al., 2003) elde ettigi sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Giris sulan ile elde edilen sonuglardan yola c¢ikilarak, sularinin aritma
sistemine tabi tutulmasindan dolayr, bu durumun ¢evreye olan etkisi
dogrulanamamaktadir. Bununla birlikte, genellikle giris sularinda biriken agir metal
yoniinden zengin farkli evsel atiklar kullanildigi igin agir metal konsantrasyonu
yiiksektir. Bu durum ayni zamanda (Chipasa ,2003 ve Chu et al.,2019) tarafindan
bildirilmistir.

Tablo 4.8 Giris ve ¢ikis sularinda agir metal analizi(ppb)

Mevsimsel Ornekleme (ppm)

Agir Kis [Ikbahar Yaz Sonbahar

metal G C G C G C G ¢
Al 5342.366 0.000 5825.28 | 0.000 17182.607 | 0.000 1944.349 0.000
Cr 46.909 3.44 46.784 0.532 33.969 0.459 40.711 0.644
Mn 419.59 4.858 404.739 8.35 654.55 3.321 714.897 4.232
Fe 7833.129 | 46.338 | 8414.34 | 0.048 | 38151.867 2.68 10294.424 | 2.072
Ni 33.123 0.218 27.636 0.003 44.957 <0.000 31.992 <0.000
As 29.185 27.699 31.114 | 22.645 32.418 20.913 39.378 21.611
Se 5.618 1.132 4.539 0.96 5.005 0.417 6.493 0.42
Ag 0.152 0.000 0.15 0.000 0.096 0.000 0.319 <0.000
Cd 0.464 0.008 0.322 0.044 0.444 0.021 0.19 0.029
Sh 0.795 0.573 0.532 0.51 0.868 0.763 1.296 0.832
Ba 285.683 107.129 | 274.431 | 52.594 229.24 60.92 426.658 81.84
Hg 0.342 0.027 0.289 0.021 0.801 0.016 0.626 0.017
Pb 14.909 0.135 12.777 0.33 15.748 0.533 3.717 0.485
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[lave aritma ydntemi kullanilmadan cevreye desarj olan cogu agir metal
ekotoksisiteye yol acabilecegi icin, ¢ikis sulardaki varliklar1 ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi biliylik onem tasimaktadir. Kat1 partikiillerin ¢ikis atik sularindaki
yogunluklariin diisiik olmasi sebebiyle sadece sivi faz arastirilmis olup ve oérnekler
filtrasyon yapilmadan dogrudan incelenmistir. Tablo 4.8’de dort mevsimdeki agir
metal konsantrasyonu gosterilmis olup, en yiiksek metal igeriginin demir, en diisiik

metal iceriginin ise Hg oldugu bulunmustur

Giris sularindan ¢ikis sularina desarj olan agir metallerin miktarlar1 giderim
yiizdesi (RE% ) olarak dikkate alinmistir. Desarj isleminden 6nce ¢ikis sularinda az
miktarda agir met al bulunmasi ile bu sonuglar atik suyun islenmesi agisindan, atik su
aritma tesis sisteminin kalitesini gosterdigi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Giderim
yiizdesinin yliksek olmasi, giderilen agir metal miktarmin yiiksek oldugu anlamina

gelmektedir.

Calismamizda en yliksek giderim Al ve Ag met alleri i¢in bulunmus olup her
ikisi de % 100 olarak giderilmistir. Bu sonuglar ile sema 1’de gosterilen met allerin
gideriminde atik su aritim tesisinin kalitesinin yiiksek oldugu ortaya koyulmaktadir.
Calismamizdaki atik su yiizdeleri ile benzerlik gostererek, Zhao ve Liu (2019) Cd
(), N1 (II), Pb (II) ve Cu (II) iyonlarimin giderim yiizdelerinin %97°den fazla
oldugunu géstermistir. (Yuan et al ., 2019), Pb ve Cd iyonlarinin gideriminin sirasiyla
%89.1 ve %99.3'e ulastigini, Pb iyonunun calismamizda elde ettigimiz sonuclara

kiyasla daha diisiik oldugunu, Cd iyonunun ise daha yiiksek oldugunu belirtmistir.

Antibiyotik ve agirmetallerin kontaminasyonu ¢evrede baskin olup, bakteriyel
antibiyotik direncinin yayillmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte,
agirmet allerin bakteriyel antibiyotik direnci iizerindeki segici etkileri biiyiik 6l¢iide
belirsizdir. Bu iliski Chen ve arkadaslar1 tarafindan agiklanmis olup elde edilen
sonuglarin arsenat, bakir ve ¢inko varliginin, LSJC7'nin tetrasikline kars1 olusturdugu
direncinin  gii¢lendirilmesinde  rol  oynadigimi  gdstermistir.  Agir metal
konsantrasyonlarinin belirlenmesi antibiyotik direncin olusturulmasi i¢in gereklidir.
Ornek olarak, minimum agir metal konsantrasyonlarinin (MHC) , LSJC7'nin
minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MIC) cok altinda (64 kat kadar) oldugu
belirlenmistir. Bu bulgular, tedavi edilen insan ve hayvanlardaki ve kirli ¢evrelerdeki

nispeten diisiik agir metal seviyelerinin, bakteriyel antibiyotik direncini indiiklemek
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icin yeterli olabilecegini gostermektedir. Buna ek olarak, arsenat ve kloramfenikolun
LSJC7 susunda, bakir/¢inko ve tetrasiklinin antibiyotige duyarli Escherichia coli
DH5a susundaki birlikte kullanimlarinin bir sonucu olarak, agir metal aracil
antibiyotik direnci gozlemlenmistir. Genel olarak, bu c¢alismada agir met al ile
uyarilan antibiyotik direncinin c¢esitli mikrobiyal tiirler arasinda yaygin olarak
bulunabilecegini gdstermekte olup, met al ve antibiyotikler ile kontamine olan
cevrelerdeki antibiyotik direncinin ortaya c¢ikmasi ve yayilmasinda rol

oynayabilecegini 6ne siirmektedir.

Benzer arastirmalar Berg ve arkadaslar tarafindan gosterilmis olup bakirin
(Cu) tarimsal topraklardaki degisikliginin; bakir direnci, ampisilin, kloramfenikol ve

tetrasiklin antibiyotiklerine karst direng ile bir korelasyon gosterdigi bulunmustur
(Berg et al., 2005).

Antibiyotik direncinin bu sekilde gelismesinin olast bir agiklamasi
agirmetallerin  varliginin, antibiyotik diren¢ genlerini barindan mikrobiyal
topluluktaki mevcut bakterilerin zenginlesmesini ve biiylimesini arttirmasidir; Diger
bir olasilik, antibiyotiklere duyarli olan bakterilerdeki direncin, ortamdaki agir
metallerin ve antibiyotiklerin birlikte bulunmasi nedeniyle indiiklenebilmesidir. Bazi
aragtirmalar, antibiyotik diren¢ genlerinin biiyilk oranda bulunmasi ile g¢evredeki
yiiksek antibiyotik ve agirmet al konsantrasyonlar1 arasindaki pozitif korelasyonu

gostermistir (Zhu et al., 2013; Knapp et al., 2011).

4.6. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Molekiiler Identifikasyonu

Antimikrobiyal diren¢ genleri, farkli antibiyotiklere kars1 direncin
olusmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu genlerinin belirlenmesinde daha uygun,
daha basit ve hizli bir test gelistirmeye ihtiyag duyulmaktadir. PCR, sucul
cevrelerdeki antibiyotik direng genlerini tespit etmekte kullanilan yaymn bir
yontemdir. Atik sudaki antibiyotik kalintilarinin tayini yapildiktan sonra, kisim
3.2.7°de anlatildig1 gibi optimize edilip kurulan konvansiyonel PCR ile antibiyotik
direng genleri tespit edilmistir. Arastirmalarimiz ile bes direng gen bolgesinin (tetA,
ermA, sul 1, ant (2")-1 and AmpC) testi basarilmis olup, 4 simf antibiyotige

(tetrasiklinler, makrolidler, siilfonamidler ve dort direng mekanizmasi igeren (atim
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pompasi, metiltransferaz, RNA baglanma, transferaz, Para-amino benzoat (pABA) ve
aminoglikozid modifiye eden enzim) aminoglikozidler) karst diren¢ dogrulanmustir.
ARG sonuglar1 ( sekil 4.6) ve (4.7 A, B ve C sckilerin’de) gosterilmistir. Bu
calismada, antibiyotik diren¢ gen bolgeleri farkli etki mekanizmalan ile farkh
gruplara ait olmalarn ve Tiirkiye’de insan ve hayvan ilaglar1 arasinda c¢ok
kullanilmalar1 sebebiyle arastirilmistir. Farkli mevsimlerde elde edilen farkl
orneklerin total DNA ekstraktlarindan PCR yontemi ile diren¢ genlerin
identifikasyonunu ve ARG azalma orani (RE%) tablo ( 4.9 )’te gosterilmistir.

Antibiyotik diren¢ genleri atik su artima tesislerinin giris ve ¢ikis sularinda
bir yil ornekleme siiresince elde edilen Orneklerinin hepsinde %100 olarak tespit
edilmis olup, fakat (AmpC) geni tespit edilememistir (ermA) geni ise % 20 oraninda
sadece giris sularinda bulunmustur. Antibiyotik direng genlerinin biiyiik orandaki
prevalansi, genlerin Saruhanli ilgesindeki Atik su Aritma Tesisinde genis ¢apta ortaya
ciktigin1 gostererek, aritim i¢in bu antibiyotiklerin genis bir sekilde kullanimini ve
dolayistyla ¢evrede antibiyotik diren¢ genlerinin bulunmasini yansitmaktadir. Bu

durum Manisa’nin bir ilgesi olan Saruhanli’da ilk kez kaydedilmistir.

Tablo 4.9 Direng genlerin identifikasyonu ve azalma orani (RE%)

ARG Giris Cikis Mevsimsel degisimi RE %
Tetracycline (tetA) %100 % 100 Kis, Bahar, Yaz, 0
Sonbahar
Erythromycin (ermA) % 20 0 Kig, Bahar % 100
Sulfamethoxazole (sul 1) %100 % 100 Kis, Bahar, Yaz, 0
Sonbahar
Gentamycin (ant (2")-1) %100 % 100 Kis, Bahar, Yaz, 0
Sonbahar
Ampicillin (AmpC) 0 0 - 0
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Sekil 4.6 Tiim DNA o6rneklerinde ARG varligi

M = marker , 1,2 kis;3,4 Bahar; 5,6 Yaz; 7,8 Sonbahar mevsimlerde giris ve ¢ikis 6rneklerde tet A genleri 210 bp

Sekil 4.7 (A) tet A geni

M = marker , 1,3 kig ve bahar aylarin giris 6rneklerde ermA genleri (190 bp)

Sekil 4.8 (B) ermA geni
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M = marker , 1,2 kis;3,4 Bahar; 5,6 Yaz; 7,8 Sonbahar mevsimlerde giris ve ¢ikis 6rneklerde Sul 1 genleri 800 bp

Sekil 4.9 (C) Sul 1 geni

M = marker , 1,2 kis;3,4 Bahar; 5,6 Yaz; 7,8 Sonbahar mevsimlerde girig ve ¢ikis 6rneklerde Sul 1 genleri 329 bp

Sekil 4.10 (D) Gentamicin geni (ant (2")-1)
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Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin yani sira, ayni zamanda bir¢ok
arastirmaci farkli tilkelerin farkli atik sularindaki tetA genini arastirmistir; (Auerbach
et al., 2007) Wisconsin’deki iki atik su artima tesisinde, (Zhang ve Zhang .,2011)
Cin’deki 15 farkli kanalizasyon aritma tesisinden elde ettikleri aktif ¢camurda, (Stoll et

al., 2012) ise Almanya ve Avustralya’daki yiizey sularinda tetA genini ¢aligmislardir.

Bir¢ok tetrasiklin diren¢ geni kromozomlarda kodlanirken, tet genlerinin ¢ogu
plazmidler, transpozonlar ve ICE'lerde bulunmaktadir. tet genlerini tasiyan mobil
genetik elementlerinin ¢ogu konjugatifdir ve diger antibiyotik bilesenlerine karsi
direnci kodlayan genleri tasimaktadirlar. tet genlerinin bu sekilde biiylik cesitlilikte
olmasi ile birlikte hareketli genetik elementlerin ¢esitliligi ve hareketliliginin, bir¢ok
farkl1 bakteri cinsi arasinda yayilmalarina onemli bir sekilde katki saglamasi

muhtemel goziikkmektedir.

Eritromisin direng geni (erm), makrolid direng genleri arasinda en yaygin gen
olup plazmidler ve kromozomlarda ve konjugatif olmayan transpozonlarda bulunan
ICE'leri (Integrative Conjugative Element) igeren farkli hareketli genetik elementlerle
baglantilidir. erm genleri ¢evrede yaygin olarak bulunmaktadir. Mikroorganizmalar,
antibiyotik-ribozom baglanma yerinin metilasyon ve mutasyon ile modifikasyonu,
hiicre zarindaki tasiyict proteinler tarafindan bakteriyel hiicrelerden aktif
eritromisinin giderilmesi ve enzimatik inaktivasyon gibi yontemler araciligi ile
eritromisine karsi gesitli direng mekanizmalar1 olusturmaktadir (Weisblum, 1995).
Eritromisin direncinin genetik kontrolii kromozomal ve plazmidlere kodlanmis
bilgilere dayanmaktadir. Metilazlar plazmidlerde bulunan erm genleri tarafindan
kodlanmaktadir. Bu genler makrolid, linkozamid ve streptogramin B antibiyotiklerine
kars1 ¢coklu direng saglamakta olup gram pozitif ve gram negatif bakterilerde yaygin
bir sekilde bulunmaktadir. Kromozomlarda ya da plazmidlerde lokalize olan msr
genleri aktif eritromisin pompasini kodlamaktadir (Matsuoka et al., 2003). En yaygin
diren¢ mekanizmalar1 arasinda baglanma boélgesindeki modifikasyonlar ve aktif
antibiyotik giderimi yer almaktadir. Bu sebeple, ¢alismamizda erm genleri aktif

camurdaki eritromisin direncini izlemek amaciyla se¢ilmistir.
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Atik sulardaki erm geninin belirlenmesi ile ilgili elde ettigimiz sonuglarla
birlikte, ermA geni ayni zamanda Brezilya’da ki inek siitlerinde (Duarte et al., 2004)
ve Amerika Birlesik Devletleri'nin dogu sahilindeki kiimes hayvanlar1 iiretim
cevrelerinde (Hayes et al., 2005). bulundugu belirlenmistir. Bununla birlikte, ermA
geni ayn1 zamanda domuz atik lagiinii ile birlikte sigir ve domuz giibrelerinde tespit
edilmistir (Chen J et al., 2007). (Agga et al.,2015 ve Szczepanowski et al .,2009)
tarafindan yapilan ¢alismalarda ermA geni hem giris hem de ¢ikis sularinda bulunmus
olup, calismamizla benzerlik gosteren bu sonuglar ile bu genin atik su aritim

tesislerinden etkili bir sekilde giderilmesinin miimkiin olmadigin1 dogrulamaktadir.

Siilfonamid direng geni (sul I) ¢evrede yaygin bir sekilde bulunan antibiyotik
diren¢ genlerine bir Ornektir. Sinif [ integronlarimin korunmus bir parcasi olarak
bulunan sull geninin (Johnsborh ve Ha°varstein , 2009), bu hareketli genetik
elementlerin oldugu yerlerde bulunmasi beklenebilmektedir. sul 1 geni ayn1 zamanda
nehir sulari, Avustralya ve Almanya yiizey sulari ile birlikte atik sularda bulunmustur

(Gao et al., 2012; Berglund et al., 2015).

Calismamiza benzer bir sekilde, yapilan bir arastirmada atik su 6rneklerinin
giris ve ¢ikis sularinda sull geninin varhig: tespit edilmistir (Burch et al., 2013; Laht
et al., 2014 ve Marti et al., 2013). Ayn1 zamanda, sull geni (Eramo et al .,2019)

tarafindan ¢ikis sularinda tespit edilmistir.

Gentamisin Saruhanli ilgesinde genis bir sekilde kullanildig: i¢in, gentamisin
direng genleri ile ilgili yapilan g¢alismanin sonuglari tetA ve sull antibiyotik
calismalarinin sonuglarina benzerlik gostermistir. Sekil ( 4.10 D )’de gosterildigi gibi
genler tiim mevsimlerde gozlemlenmistir. Cevresel bakterilerdeki gentamisin direng
geni (GDG) birgok arastirmaci tarafindan ¢alisilmistir. (Heuer et al .,2002) toprak,
rizosfer, domuz giibresi, sigir diskisi, yumurtlayan ve etlik piligler, belediye ve
hastane atik sular1 ve kiyr sularindan elde ettikleri farkli 6rneklerdeki gentamisin
direng genlerini incelemistir. Gentamisin modifiye eden enzimler i¢in alt1 gen kiimesi
veritabani karsilastirilmasi ile tanimlanmis olup, her bir gen kiimesi i¢in primer
sistemler gelistirilmistir. Farkli ¢evrelerden izole edilen gentamisin direng
bakterilerinin farkli taksonomik gruplara sahip oldugu belirlenmistir. Gentamisin
direng genlerinin biiyilk miktar ve cesitlilikte olmasina atik su ¢ikisina yakin olarak

toplanan ve deniz suyundan gelen 6rnekler gosterilebilir.
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Ampisilin diren¢ geni ampC ile ilgili yapmis oldugumuz arastirmada, beta
laktam direng genleri gézlemlenmemis olup, (Gaviria-Figueroa et al., 2019) yapmis
oldugu calismada beta laktam diren¢ genlerinin (BLA) antibiyotik diren¢ genleri
arasindan en cok rastlanan gen oldugu belirtilmistir. Sonraki caligmalar ile beta
laktam diren¢ genleri arasinda, serin hidrolazlar1 (simif A, C ve D) kodlayan
genlerinin yaygin ¢ogunlukla smif B ile iliskilendirildigi, metallo hidrolazlari

kodlayan genlerin ise daha az siklikta bulundugunu belirtilmistir.

Calismamizda bir¢cok antibiyotik diren¢ geni arastirllmis olup, ¢ogu
tetrasiklin, aminoglikozid ve siilfametoksazole kars1 diren¢ olusturmaktadir.
Neredeyse her 6rnekte atim pompalari i¢in genler tespit edilmis olup benzer bulgular

(Zhou et al.,2019) tarafindan da elde edilmistir.

Sonug olarak, Tablo ( 4.9 )’da gosterilen bulgulara bakildiginda, ermA geninin
yliksek oranda, tetA, sul I ve ant (2)-I genlerinin ise diisiik oranda giderimim
saglandigi gosterilmistir. Bu durum ¢ikis sularindan ¢evreye desarj olan antibiyotik

direng genlerinin ¢ok sayidaki kopyasindan kaynaklandigi anlamina gelmektedir.

Direng genleri kantitatif belirlenmesi i¢in Roche Light Cycler 480 kullanilarak gPCR
uygulandi, diren¢ genlerden Gentemicin direng geni (ant(2") ) se¢ilmistir. qPCR
arachigiyla ant(2") orneklede kopya sayisi olarak belirtildi. Tablo 4.10 de farkh

mevsimlerde gentamicin direng genlei kopya sayis1 gosterilmistir.

Tablo 4.10 Gentamicin direng genlei Kantitatif belirlenmesi.

Kopya Sayis1
Ornek ve mevsim Giris Cikis
ki 2.76E6 2.16E6
Bahar 4.91E5 1.06E5
Yaz 7.89E6 1.87E4
Sonbahar 2.11E5 1.06E6

Klasik PCR sonuglar1 gibi gentamicin diren¢ geni GDG biitiin mevsimlerde
dagilim gosermistir, yukardaki sonuglara gore GDG yiiksek kopya sayist ¢cikmuistir,
cikis suyunde gen kopya sayisi azalma olmus, bu azalma kis, Bahar ve Yaz
mevsimlerin  6rnekleri AAT te biyolojik mualece yontemlere goére -etkilenmis.
Calismamiza benzer (Kacprzak et al., 2015) tarafindan ayni sonu¢ bulmus. GDG

azalma ragmen gen miktari yliksek sayilir, ayrica sonbahar drneginde ¢ikis suyunde
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giris suyundan daha yiiksek ve bunun en mantikli agiklamast AAT son asamasinda
gen birikimi olmus. Bagka sebeb bu gen mikroorganizmalar arasi aktarilma ve

cogaltma sebebi olabilir.

Atik su aritma tesislerinde ¢ikis sularinin ¢evreye desarj olmasindan kalan
antibiyotik diren¢ genleri kalici antibiyotik direng¢ genleri (persistence ARG) olarak
isimlendirilmektedir ve bu genlerin atik su aritma sistemlerinden etkili bir sekilde

giderilememesinden dolay1 halk sagligi i¢in biiyiik risk teskil etmektedir.

Ham atik suyunda bulunan cok sayidaki antibiyotik diren¢ geni, biiyiik
olasilikla seyrelmenin bir sonucu olarak, daha diisiik mutlak yogunlugun oldugu
aritma tesisinin giris suyunda da bulunmaktadir. Bu antibiyotik diren¢ genlerinin
onemli bir kismi uzaklastirllamamis olup ayn1 zamanda tetA ve diger genleri tespit
etmis oldugumuz ¢ikis sularinda da bulunmaktadir. Bazi antibiyotik diren¢ genleri
aritim isleminde azalmis olup ve bu durum organizmalarin giderilmesi ile iliskilidir.
Kromozoma lokalize olan direng¢ genleri, hiicrelerin aritma islemi ile giderilmesine
bagl olarak giderilmeye yatkin iken, lateral gen transferi ile tiirler arasinda hareket
edebilen antibiyotik direng genleri organizmalar arasinda yer degistirerek var
olabilmektedir. Cikis sularinda bulunan baz1 diren¢ genleri, direng genlerini igeren
¢ikis atik suyunu tasiyan nehir sularinda bulunmayabilmektedir. (Zhou et al.,2019)
tarafindan da elde edilen benzer bulgular ile birlikte, bu durum direng genlerine sahip
organizmalarin muhtemelen nehir su g¢evrelerinde varliklarini siirdiirememelerinden

kaynaklanmaktadir.

Molekiiler diizeyde arastirilan antibiyotik diren¢ genleri ile tablo 4.2°de
gosterilen fenotipik direng sonuglart karsilastirilarak bir¢ok farklilik gézlemlenmistir.
Tekrasiklin direng geni tet A tiim mevsimlerde ortaya ¢ikarken, bu antibiyotige kars1
olusturulan diren¢ kis aylarinda ¢ikis sularinda tespit edilmemistir. Bu durumun
aksine, yapilan PCR calismalarinda ampC geni i¢in herhangi bir genetik sonug elde

edilmezken, ampisilin direnci sadece fenotipik direnci olarak ortaya ¢ikmustir.

Sull geni (siilfametoksazol) giris ve ¢ikis sulari Orneklerinde tiim mevsimlerde
incelenirken, ilkbahardaki orneklerde ve kis aylarindaki ¢ikis sularinda fenotipik

diren¢ gozlemlenmemistir.
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Eritromisine karst fenetoipik diren¢ tiim mevsimlerde gozlemlenirken,
genotipik direng Tablo (4.8 d )’da gosterildigi gibi sadece iki mevsimin giris

sularinda tespit edilmistir.

Atik su aritim tesislerindeki antibiyotik direng genlerinin destinasyonu ilgili
tartismalar mevcuttur. Birkag¢ calisma atik su aritma tesislerinin antibiyotige direncli
bakterileri ve direng genlerinin gideriminde etkili oldugunu gosterirken (Huang et al.,
2010), calismamizda elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde bazi arastirmalarin atik
su aritim tesislerinin daha diisiik etkisinin oldugunu ya da hi¢ etkisinin olmadiginm
gostermektedir (Auerbach et al., 2007). Bununla birlikte atik suyunun tipi,
mikroorganizmalar, organik yiliklemeler, giines 15181 ve atik su aritma sistemlerinin
dizayn1 ve yonetimi gibi faktorler atik su aritim tesislerindeki antibiyotik direng
genlerinin destinasyonu etkileyebilmektedir. Bununla birlikte, antibiyotiklere direngli
bakterileri ve direng genlerinin gevreye yayilmasini onlemek agisindan, belediye ve

hastanelerdeki varliklarinin ve geleceklerinin belirlenmesi gereklidir.
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