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OZET

Bacillus cinsi bakteriler dogada yaygin olarak bulunmakla birlikte B. anthracis, B. subtilis ve B. cereus disindaki tiirler insan
ve hayvanlarda hastalik olusturmazlar. Bu ¢alismada 2001-2002 yillar: arasinda Rize ili ve ilcelerinden alinan 287 i¢cme suyu
orneginden izole edilen, toplam 41 Bacillus cinsi susun identifikasyonu ve antibiyotiklere duyarliliklar arastirilmigtir.
Suslarin identifikasyonu geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle yapilmistir. Suslarin %36.58'si Bacillus cereus, %29.26'si
Bacillus circulans, %14.63'ii Bacillus mycoides, %4.87'si Bacillus sphaericus olarak tiplendirilirken alti izolatin tiir tanisi
yapuamanustir. Suslarin penisilin, ampisilin, basitrasin, eritromisin, amikasin, kloramfenikol, tetrasiklin, novobiyosin ve
vankomisine direng profilleri agar disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bacillus'larin %100'ii basitrasine, %75'i
ampisiline, %70.3"ii penisiline ve %31.7'si de novobiyosine direngli tespit edilmistir. Amikasin ve vankomisine karsi dirence
rastlanmanugtir.

Anahntar kelimeler: Bacillus, icme suyu, antibiyotik direnci.

SUMMARY

Bacillus genera are common in nature, and they do not cause disease on animals and humans except for some species such
as B. anthracis, B. subtilis and B. cereus. In this study, a total of 41 Bacillus bacteria isolated from 287 drinking water
samples obtained from Rize city and its counties during the years 2001 to 2002 were identified in species level and
investigated their susceptibility to antibiotics. Identification of the strains was performed by traditional microbiological
methods. The strains were identified as 36.58% of Bacillus cereus, 29.26% of Bacillus circulans, 14.63% of Bacillus mycoides
and 4.87% of Bacillus sphaericus, but six isolates not identified. Resistance profiles of the strains to penicillin, ampicillin,
bacitracin, erythromycin, amikacin, chloramphenicol, tetracycline, novabiocin and vancomycin were determined by agar disk
diffusion method. While the strains were found to be resistant 100% to bacitracin, 75% to ampicillin, 70.3% to penicillin and
31.7% to novabiocin, no resistant strains were detected to amikacin and vancomycin.

Key Words: Bacillus, drinking water, antibiotic resistance.

(*)Caligma 18. Ulusal Biyoloji Kongresi (26-30 Haziran 2006, AYDIN) n de sunulmustur.
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GIRIS

Giiniimiizde antibiyotik direnci nehirler, dereler,
yiizey sular1 ve sedimentler, goller, deniz sulari
ve igme sulari gibi cesitli sucul ortamlarda goz-
lemlenmektedir (1). Halk sagligi icin ana prob-
lem diren¢ genlerinin cevresel bakterilerden insan
patojenlerine aktarilma tehlikesidir (2). Bakteriyel
popiilasyonlar arasinda diren¢ genlerinin horizon-
tal yayilabilme kabiliyetinden dolay1 cevrede di-
rengli bakteri sayisindaki artig halk sagligi icin
endige vericidir. Bu sorun nedeniyle 6zellikle an-
tibiyotik diren¢ genlerini kodlayan belirleyici
genler ilgi toplamaktadir. Dogal ¢evrede bakteri-
ler arasindaki gen transferi konjugasyon, transfor-
masyon ve transdiiksiyon mekanizmalar1 ile ger-
ceklesmektedir (3). Direncli bakterilerin bu kabi-
liyeti ve diren¢ genlerinin bir ekosistemden dige-
rine taginmalart rapor edilmistir. Benzer gsekilde,
icme ve kullanma suyunun antibiyotik direngli bir
bakteri ile bulagmasi bu direncin insana taginimi
icin bir yol olabilmektedir (2). Dogadaki c¢ogul
antibiyotik direncinin varli§1 toprak ve onun bi-
rebir temas ettigi su ve diger habitatlarindaki
bakteriler arasinda direncin yayilimina sebep olur.
Bircok caligma gostermistir ki toprakta ve yeral-
t1 sularinda bir¢ok direngli bakteri mevcuttur.
Bircok c¢aligmada, bu cevresel bakterilerden flora
bakterilerine gen transferinin olusturacagi tehlike-
ler gosterilmektedir (3).

Bacillus cinsi bakteriler dogada yaygin olarak bu-
lunan, Gram pozitif, aero, endospor olusturan ve
katalaz olumlu mikroorganizmalardir. Tanimlan-
mig 51 tiirdi bilinmesine ragmen taksonomik ola-
rak yeri tam belirlenmemis gruplar da halen
mevcuttur. Patojen kabul edilen B. anthracis, fir-
sat¢c1 patojen olabilen B. subtilis ve gida zehirlen-
melerine neden olan B. cereus digindaki tiirler in-
san ve hayvanlarda hastalik olusturmadig: bilin-
mekte olup diger tiirlerin bazilar1 insanlarin do-
gal florasinda yer alabilmektedir. Bu organizma-
lar genellikle kanli agarda biiyiik, yayilabilen si-
nirlart  belirlenemeyen gri koloniler olustururlar
(4). Istya, 1s1a, dezenfektan maddelere direncli

220

sporlarin ameliyathane, cerrahi malzeme, kozme-
tik {irlin ve yiyeceklere bulagmasi sorunlara ne-
den olmaktadir (5).

Bu calisma Rize'de icme sulart olarak kullanilan
cesitli kaynak ve klorlanmis sebeke sularmdan izo-
le edilen Bacillus tiirlerinin ve antibiyotik direng
profillerinin belirlemesi amactyla planlanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Bu caligma Rize ili ve Cayeli, Pazar, Ardesen,
Findikli ilgelerinden 2001-2002 yillar1 arasinda, se-
beke ve kaynak sulari olarak belirlenen istasyon-
lardan her ay diizenli olarak steril cam giselere ali-
nan su Orneklerinin Rize iiniversitesi, Fen Edebi-
yat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji la-
boratuarinda incelenmesiyle yapilmugtir.

Gram pozitif sporlu bakterilerin izolasyonu i¢in
su orneklerinden 1mL'si alimip 5 mL Tiyogluko-
lat sivi  besiyerine (Merck, Almanya) ehim
yapilmis ve besiyeri 24 saat 35°C de inkiibasyo-
na birakilmigtir. Ureme, tiiplerde olusan bulanik-
liligin gozlenmesiyle belirlenmigtir ve bu tiipler-
den Nutrient agar (Merck, Almanya) besiyerine
0.1 mL tek koloni diigiirme yoOntemiyle pasaj ya-
pilarak bir gece daha inkiibasyona tabi tutulmus-
tur. Inkiibasyondan sonra iireyen koloniler ince-
lenmis ve Bacillus siipheli kolonilerden Gram bo-
yama yapilmigtir. Gram pozitif sporlu bakteri
morfolojisinde olup katalaz iiretimi olumlu bak-
terilerden saf kiiltiirler alinmigtir. Saf Kkiiltiirlerin
spor morfoljileri, 15-45°C hareket o6zellikleri, le-
sitinaz Uretimi, indol olusumu, nitrat rediiksiyo-
nu, Voges-Proskauer testi, sitrat kullanim testi,
jelatin hidrolizi, nisasta hidrolizi ve glukozdan
gaz olusturma Ozelliklerine bakilarak Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology'de (6) belirti-
len sonuclara gore degerlendirilerek Bacillus tiir-
lerinin identifikasyonlar1 yapilmustir.

Bacillus suglarinin antibiyotik duyarliliklarinin be-
lirlenmesi icin dokuz farkli antibiyotik kullanil-
mustir. Antimikrobiyal hassasiyet testleri The Na-
tional Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) kriterlerine uygun olarak 0.5 McFar-
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land bulaniklilikta kiiltiir ve Mueller-Hinton Agar
(Merck, Germany) besiyeri kullanilarak standart
disk difiizyon yontemi ile yapilmistir (7). Antibi-
yotik olarak penisilin G (10ug), ampisilin (10pg),
eritromisin (15ug), amikasin (30pg), kloramfeni-
kol (30ug), tetrasiklin (30 ug), basitrasin (4ug ),
novobiyosin (5ug) ve vankomisin (30 ug) (Bioa-
nalyse,Tiirkiye) secilmisgtir.

BULGULAR

Calismada Rize ili ve Cayeli, Pazar, Ardegen,
Findikli ilgelerinden 12 kaynak suyu ve 31 se-
beke suyu olmak {iizere toplam 43 istasyondan
287 su oOrnegi incelenmigtir. Toplam 41 su oOrne-
ginde Bacillus cinsi bakteri belirlenmig, en fazla
izolasyon ise Rize merkezde (%21,3) tespit edil-
migtir (Tablo 1). Sebeke sularinda klorlama 6n-
cesi depolarda Bacillus izole edilirken, klorlama
sonras1 istasyonlarda belirlenememistir.

Tablo 1. Alman su o6rneklerinin dagilimi ve Bacillus izolasyon

oranlari
V/ilce Ornek Sayis1 | Izole edilen (%)
Bacillus (n)

Rize 150 32 21.33
Cayeli 33 3 9.09

Pazar 33 2 6.06

Ardesen 61 2 328

Findikli 89 2 2.25

TOPLAM 287 41 14.3

Tablo 3. izole edilen Bacillus'larin antibiyotiklere karg1 direng oranlari

Identifikasyon sonucunda Bacillus'larm 35'inde tiir
tanis1 yapilirken 6'st tamimlanamamigstir. Bu so-
nuglara gore igme sularinda en sik rastlanan tii-
riin %36.58 oraniyla B.cereus oldugu belirlenmis-
tir (Tablo.2)

Tablo 2. izole edilen Bacillus tiirleri

Tir Adi Say1 (n) Yiizde (%)
B. cereus 15 36.58
B. circulans 12 29.26
B. mycoides 6 14.63
B. sphaericus 2 4.87
Bacillus spp. 6 14.63
TOPLAM 41

Suglarda amikasin ve vankomisin direnci gozlen-
mezken basitrasine %100, ampisiline %76, peni-
siline %71 oraminda diren¢ tespit edilmigtir. Am-
pisiline en fazla (%100) diren¢ gosteren tiirler B.
cereus ve B. mycoides iken, B. sphaericus susla-
rinda ise ampisilin direnci gézlemlenememistir.
Tetrasikline diren¢ yalmizca bir B. cereus (%2.4)
susunda rastlanmigtir. (Tablo 3).

Tir Ad: P AM B E AK K TE NV VA
(D/N) (D/N) (D/N) (D/N) (D/N) (D/N) (D/N) (D/N) (D/N)
B cereus 15 /15 15/15 15/15 0/15 0/15 0/15 /15 1/15 0/15
B. circulans 712 8/12 12/12 212 /12 212 /12 412 /12
B. mycoides 6/6 6/6 6/6 1/6 0/6 0/6 0/6 26 0/6
B. sphacricus 02 02 21 02 0/6 112 02 2 02
Bacillus spp. 116 26 6/6 0/6 0/6 1/6 0/6 1/6 0/6
TOPLAM (41) 29 31 41 3 0 4 1 10 0
YUZDE (%) 707 756 100 73 0 9.7 24 243 0

D: Direncli sus sayisi, N: Toplam sus sayisi, P: Penisilin, AM: Ampisilin, B: Basitrasin, E: Eritromisin,
AK: Amikasin, K: Kloramfenikol, TE: Tetrasiklin, NV: Novobiyosin, VA:Vankomisin
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TARTISMA

Bacillus'lar topraktan, topragm {ist kismindaki
emilmemis yagmur sularindan, ¢oplerden, enfekte
olmusg bitki materyallerinde olmak iizere cevreden
kolaylikla izole edilebilir. Sporlar1 ¢evre sartlari-
na olaganiistii direncli olmalar1 ve dormansilerin-
den dolayr her habitatta uzun siire canli kalabil-
me Ozelligine sahiptirler (8). Calismamizda top-
raktan icme sularina karigabilecegi diisiincesiyle
Rize ve dort ilinden alinan su Ornekleri, Bacil-
lus igerikleri agisindan aragtirilmigtir. Toplam 287
su Orneginden 4l'inde Bacillus susu izole
edilmigtir (Tablo 1). Klorlamanm yapildig: istas-
yonlarda oOl¢iimlerin higbirinde Bacillus gozlen-
mezken, Rize merkezde belirlenen ve halkin ig-
me suyu olarak kullandigi kaynak sularimin hep-
sinde izole edilmistir. Bu sonucun il ve ilceler-
de sebeke sularinda yapilan klorlamanin Bacillus
kontaminasyonunu engelledigi, ancak kaynak su-
larinda kontaminasyonun siirekli varligini, dolayi-
styla yiizey sularinin bol olan yagislardan dolay1
yer alti sularma karigtifin1 gostermektedir.

Tiir tanilarma bakildiginda B. cereus (% 36.58)
en fazla izole edilen tiir olarak goriilmektedir.
Bunu sirasiyla %29.26 oraniyla B. circulans, %
14.63 oraniyla B. mycoides ve % 4.87 oramyla
B. sphaericus takip etmektedir. Bacillus tiirleri ¢o-
gunlukla saprofit olup dogada yaygin olarak bu-
lunur ve toz partikiilleri ile sulara, bitkilere ve
hayvan materyallerine bulasirlar. Bacillus antracis
digindaki tiirler nadiren primer patojen olarak
karsimiza c¢ikarlar ve ancak immun yetmezlikli
hastalarda karisik enfeksiyonlarda seyrek olarak
patojen rol oynarlar. Bacillus cereus toprak, su,
siit gibi ortamlarda bulunan dogada yaygin bir
bakteri olup, insanlarda besin zehirlenmelerinde
onemli bir etiyolojik ajan olarak kargimiza cik-
maktadir. Besin zehirlenmesine enterotoksin
kompleksi neden olup siirgiin yaptiran (diyareli
tip) ve kusturan (emetik tip) toksin olarak iki alt
birimden olugmaktadir (5,9).

Antibiyotik duyarlilik testlerinde izole edilen tiim
bakteriler basitrasine duyarli bulunmugtur (Tablo
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3). Baz1 Bacillus tiirleri basitrasin, polimiksin ve
subtilin gibi peptid antibiyotikleri iireterek cesitli
mikroorganizmalarin iiremesini engellerken, ken-
dilerini bu antibiyotiklere kars1 koruma mekaniz-
malarin1  gelistirirler. Basitrasin, Bacillus subtilis
Tracy 1 susu ve B. licheniformis tarafindan {ire-
tilir ve peptidoglikanin sentezini inhibe ederek et-
kili olur. (10).

Ampisiline diren¢ orani ¢aligmada %76 gibi yiik-
sek bir degerde bulunmus ve en direncli tiir ise
% 100 oraninda B. cereus ve B.mycoides olarak
tespit edilmistir. Ikinci olarak en yiiksek direng
oran1 penisiline (%71) kars1 gozlenmistir. Penisi-
lin ve ampisilin hiicre duvar sentezinin inhibe
eden antibiyotikler olup diinya ¢apinda tiiketilen
antibiyotiklerin %50'sinden fazlasin1 bu grup an-
tibiyotikler olusturmaktadir. Bu grup antibiyotik-
lere karsi olusan diren¢ genellikle transfer edile-
bilir diren¢ plazmitleri (R-plazmit) iizerinde bu-
lunmakta ve bu da direncin aym tiir veya farkli
mikroorganizmalar arasinda hizlica yayilimina se-
bep olmaktadir (11). Banerjee ve ark. (12) tara-
findan yapilan bir arastirmada ¢aligmamizla ben-
zer sonuglart bildirmektedirler. Bazi besin mad-
delerinde izole edilen 84 B. cereus suslarin
%100 oraninda ampisilin ve bunu takiben %99
oraninda da penisilin direnci tespit etmislerdir.

Calismada aminoglikozid grubu antibiyotiklerden
amikasin, glikopeptidlerden vankomisin kullanil-
mugtir. Bu iki antibiyotige karsi hicbir susta di-
ren¢ bulunamamustir. Banerjee ve ark. (12) tara-
findan yapilan caligmada da aminoglikozid grubu
antibiyotiklere karsi diigiik oranda diren¢ belirle-
nirken, vankomisine direng belirlenememisgtir.

Calismada kloramfenikole karsi diren¢ oranit %10
olarak bulunurken, B. cereus ve B. mycoides sus-
larinda diren¢ tespit edilemedi. Kloramfenikole
kars1 diren¢ kloramfenikol asetiltransferaz enzimi-
nin varligi sonucudur. Gram pozitif ve negatif
bakterilerde bu enzimin sentezlenmesi genellikle
plazmid, bazen de kromozomal kontrol ile goz-
lenmektedir (13). Caligmada kullanilan diger an-
tibiyotiklere kars1 ise diisiik bir diren¢ belirlendi.
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Tetrasikline %2 ve makrolid grubu olarak kulla-
nilan eritromisine ise %7 oraninda bir direng tes-

pit edilmistir.

Aslim ve ark. (14) tarafindan topraktan izole edi-
len 30 adet Bacillus'u ¢oktan aza dogru sirasiy-
la B. subtilis, B. megaterium, B. firmus, B. sphaeri-
cus, B. thuringiensis, B. pumilus ve Bacillus spp.
olarak tanimlamiglar ve gentamisin, sulbaktam-
ampisilin, kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin,
vankomisin, sefalotin, penisilin G'ye karg1 antibi-
yotik duyarliliklarina bakmuglardir. Tiim suglarin
penisiline direncli, vankomisine duyarli, suslarin
%76'sinin  ampisiline, %20'sinin  eritromisine,
%3'tiniin  kloramfenikole ve %7'sinin tetrasikline

kargt direngli oldugunu bildirmislerdir.

Bacillus'larin hem insan hem de hayvanlarda pa-
tojen olmalari, suda ve toprakta yaygin olarak
bulunmalari, aktarilabilir plazmid veya kromozo-
mal kokenli diren¢ genlerini tagimalar1 nedeniyle
antibiyotik direncinin ¢evreye yayilmasinda ve di-
ren¢ genlerinin evriminde ©nem tagimaktadirlar
(11). Bu caligmanim, bdlge insaninin %95'inin
sosyal giivenceye sahip oldugu ve kolayca anti-
biyotik temin edip kullandig1 Rize bdlgesinde,
yagislarin da bol olmasi, evsel atiklarin dogal or-
tama hizli bir gekilde yayilmasi, bir ¢cok mikro-
organizmada oldugu gibi Bacillus'larin da sik kul-
lanimdaki bazi antibiyotik gruplarina kars: direng
kazanmig olabileceginin arastirilmasi ve gerekli
onlemlerin alinmasi i¢in yapilacak diger calisma-
lara temel bilgi saglayacagi agisindan 6nemli ol-

dugu diisiiniilmektedir.

Kaynaklar

1. Mezrioui N, Baleux B. Resistance patterns of E. coli
strains isolated from domestic sewage before and after
treatment in both aerobic lagoon and activated sludge. Water
Researches 1994; 28: 2399-2406.

2. Wegener H, Aarestrup F, Gerner-Smidt P, Bager, F.
Transfer of resistant bacteria from animals to man. Acta
Veterinary Scandinavia 1999; 92(suppl.): 51-58.

3. Andersen J, Schifer T, Jgrgensen T, Mgller L. Using
inactivated microbial biomass as fertilizer: the fate of
antibiotic resistance genes in the environment. Res Microbiol
2001; 52: 823-833.

4. Koneman EW, Allen SD, Jandan WM, Schreckenberger
PC, Winn WC. Color Atlas and Text Book of Diagnostic
Microbiology, fifth Ed, Lippincot: New York, 1997: 651-654.
5. Ustagelebi §. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Giines
Kitabevi Ltd. Sti. Ankara, 1999.

6. Brenner DJ. Facultatively Anaerobic Gram negative Rods.
In: Krieg NR and Holt JG, eds. Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology. Vol 1, Williams&Wilkins, Baltimore,
1986: 408-516.

7. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Performance standards for antimicrobial disk sus-
ceptibility tests. Approval Standard, M2-A6, Wayne, PA:
NCCLS, 1997.

8. Ince Yilmaz E. Metal tolerance and biosorption capacity
of Bacillus circulans strain EB1. Res Microbiol 2003; 154:
409-415.

9. Bilgehan H. Klinik Mikrobiyoloji, Ozel Bakteriyoloji ve
Bakteri Enfeksiyonlari. 10. baski, Barig yaymlari, izmir, 2000.
10. Ohki R, Tateno K, Okada Y, Okajima H, Asai K, Sa-
daie Y, Murata M, Aiso TA. Bacitracin-resistant Bacillus sub-
tilis gene encodes a homologue of the membrane-spanning
subunit of the Bacillus licheniformis ABC transporter. J Bac-
teriol 2003; 185(1): 51-59.

11. Nwosu VC. Antibiotic resistance with particular reference
to soil microorganisms. Res Microbiol 2001; 152: 421-430.
12. Banerjee M, Sarkar P K. Antibiotic resistance and sus-
ceptibility to some food preservative measures of spoilage
and pathogenic micro-organisms from spices. Food Microbi-
ol 2004; 21: 335-342.

13. Oztiick R. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari, Antimik-
robik ilaclara kars1 diren¢ gelismesi ve giiniimiizde diren¢ du-
rumu, Pratikte Antibiyotik Kullanimi Sempozyumu, Istanbul,
1997.

14. Aslim B, Saglam N, Beyatli Y. Determination of some
properties of Bacillus isolated from soil. Turk J Biol 2002;
26: 41-48.

223



