Andelija Cvetkovic i Ivana Jovanovié

Izolacija 1 karakterizacija
multirezistentnih
bakterijskih sojeva iz
Kolubare 1 Petnickog
jezera

Antibiotici su medu najcesce koriscenim leko-
vima u ljudskoj terapiji. Antibiotici kao zagadi-
vaci vodenih sredina imaju potencijal da izazovu
nastajanje rezistentnih mikroorganizama u pri-
rodnim zajednicama nepatogena, §to moZe da
dovede do prenosa rezistencije na patogene bak-
terije. Tokom leta 2014. godine vrseno je uzor-
kovanje vode Petnickog jezera i Kolubare u cilju
izolacije i karakterizacije multirezistentnih bak-
terijskih sojeva prisutnih na ovim lokalitetima.
Odreden je ukupan broj bakterija u uzorku i do-
kazano je prisustvo koliforma kao indikatora fe-
kalnog zagadenja, od kojih su neki iz rodova
Salmonella i Shigella. Dobijene su Ciste kulture
morfoloski razlicitih kolonija i testirane su na
dve vrste antibiotika, penicilin/streptomicin i
gemtamicin, u koncentraciji 1 mg/L. Antibiotici
su u ovoj koncentraciji pospesili rast bakterija u
odnosu na negativau kontrolu, zbog cega su
sojevi testirani na 10 puta visu koncentraciju.
Sedam morfoloski razlicitih tipova kolonija koje
su izrasle na podlogama sa visim koncentraci-
Jjama antibiotika testirano je na osetljivost na jos
Cetiri antibiotika metodom antibiogram testa.
Korisceni antibiotici su ampicilin, hloramfe-
nikol, rifampicin i tetraciklin. Rezultati antibio-
gram testa su pokazali da je 100% od 7 odabra-
nih bakterijskih sojeva rezistentno na ampicilin i
rifampicin, a 57% na hloramfenikol i tetraciklin.
Iz tri soja izolovana je DNK i uradena je mole-
kularna identifikacija sekvenciranjem gena za
16S rRNK.
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Uvod

Mikroorganizmi su bitni ¢inioci svih ekosis-
tema. Siroko su rasprostranjeni, veoma brojni,
raznovrsni i lako se prilagodavaju Zivotu na raz-
li¢itim vrstama staniSta u kratkom vremenskom
periodu. Zahvaljujudi tim karakteristikama,
cesto se koriste u industriji i bioinZenjeringu, u
medicini i farmaciji za pravljenje antibiotika, u
bioremedijaciji pri ¢is¢enju zemljista i voda od
teskih metala i materija Stetnih po okolinu kao Sto
su nafta i njeni derivati, kao bioindikatori zaga-
denja u ekoloskim i sanitarnim analizama vode,
zemljista, vazduha (Noble et al. 2003). Kolifo-
rmne bakterije poti¢u iz zemljiSta, vegetacije ili
intestinalnog trakta toplokrvnih Zivotinja. Ova
grupa bakterija Cesto se koristi kao indikator za-
gadenja vode i moguceg prisustva patogena. [ako
same primarno nisu patogeni organizmi, nalaze
se u fekalnim materijama i neretko se izlucuju sa
patogenima, pa tako zajedno sa njima, najceSée
preko kanalizacije, dospevaju u vodene tokove.

Rezistencija predstavlja relativnu neosetlji-
vost organizma podvrgnutog nekom tretmanu
pod odredenim spletom okolnosti. Mnogi orga-
nizmi su oduvek, zahvaljujuéi svojoj fizioloskoj
ili biohemijskoj prirodi, bili neosetljivi ili rezis-
tentni na neke od agenasa iz svog okruZenja.
Osetljivi organizmi mogu vremenom postati re-
zistentni mutacijama ili inkorporacijom ge-
netic¢kih informacija koje kodiraju rezistenciju
(Kiimmerer 2004). Fenomen Sirenja rezistencije
ne mora da bude jednosmeran, sa sredinskih izo-
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lata na klini¢ke patogene, ve¢ moZe da se odvija i
u suprotnom smeru zahvaljujuci delovanju ¢o-
veka. Posebno je zna¢ajno kontaminiranje Zi-
votne sredine rezistentnim bakterijama koje su
prisutne na ¢oveku, ali i u njemu, a do koga do-
lazi, recimo, kupanjem u vodotokovima ili jeze-
rima. Takode, stalna akumulacija deterdZenata ili
dezinfekcionih sredstava doprinosti razvoju i
Sirenju rezistentnih organizama u vodenom ok-
ruzenju.

Usled svojih biohemijskih karakteristika, an-
tibiotici se nakon kori§éenja izluuju nepro-
menjeni u prirodnu sredinu. Vecina antibiotika
se samo nepotpuno razgradi nakon konzumacije,
te putem ekskreta dospeva u otpadne vode, pa
preko njih u prirodne recipijente. Stoga posled-
njih decenija i raste zabrinutost uticaja tako izlu-
C¢enih antibiotika na okolinu, a narocito na Zivi
svet vodenih tokova (Al-Ahmad et al. 1999). U-
koliko su prirodne vode (potoci, reke, jezera)
opterecene fekalijama, patogene bakterije, virusi
i paraziti takode mogu biti prisutni, predstav-
ljajuci opasnost po zdravlje ljudima koji dolaze u
kontakt sa vodom.

Petnicko jezero i Kolubara su vodene povr-
Sine koje se nalaze u blizini, odnosno u samom
centru ljudskih naseobina, te njihove vode mogu
biti kontaminirane koliformnim bakterijama i
antibioticima iz fekalija ili dubreta. Ukoliko je u
vodama ovaj otpad prisutan, one mogu postati
izvor rezistencije mikroorganizama.

Broj potencijalnih patogenih bakterija pove-
¢ava se u jezerima i staja¢im vodama uopste,
prilikom obilnih ki$a i priliva iz teku¢ih voda. Po-
plave koje su zadesile Srbiju u prolece 2014. go-
dine znatno su poremetile ekosisteme reka i
njihove okoline. Kako su se te vode proticale i
kroz naseljena mesta, verovatnono je da su bile u
kontaktu sa kanalizacijom i fekalijama, pa je
pretpostavljeno da u vodama u vodama Kolubare
i Petnickog jezera postoji povecan broj potenci-
jalnih patogena, kao i ostalih koliformnih bakte-
rija (Brookes et al. 2007).

Cilj ovog istraZivanja je da se ispita prisustvo
i brojnost koliformnih bakterija u vodama Petni-
¢kog jezera i reke Kolubare na delu njenog toka
kroz Valjevo, i da se, u slu¢aju da su koliformi
prisutni, izololuju multirezistentni sojevi i identi-
fikuju do nivoa vrste.
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Materijal 1 metode

Uzorci su prikupljeni na Petni¢kom jezeru i
delu toka Kolubare kroz Valjevo. Raden je test sa
Duramovim cev¢icama za detekciju prisustva
koliformnih bakterija, nakon ¢ega su koliformi
izolovani na razli¢itim selektivnim i diferenci-
jalnim podlogama kako bi bili bliZe karakteri-
zovani. Odreden je ukupan broj potencijalnih
patogena prebrojavanjem kolonija sa Plate count
podloga. Broj heterotrofnih mezofila nije odre-
den jer nije bilo dovoljno kolonija ove ekoloske
grupe za statisti¢ku obradu.

Osim na selektivne i diferencijalne podloge,
uzorci vode bili su inokulisani i na podloge sa
antibioticima: gentamicinom i penicilin/strepto-
micinom u koncentraciji 1 mg/L. Nakon rasta
bakterija na pripremljenim podlogama sa an-
tibioticima, izabrane su morfoloski razli¢ite ko-
lonije koje su potom prenete na podloge sa
koncentracijom antibiotika 10 mg/L. Morfoloski
razli¢iti sojevi porasli i na podlogama sa genta-
micinom, testirani su na osetljivost na jo§ Cetiri
antibiotika: ampicilin, rifampicin, tetraciklin i
hloramfenikol. Izolovana je DNK iz 7 sojeva
rezistentnih na svih 6 antibiotika. Iz tri uzorka
izolovana DNK poslata je na analizu sekvence
gena 16S rRNK.

Uzorkovanje vode. Uzorkovanje vode izvr-
Seno je standardnom procedurom uz posStovanje
pravila sterilnog rada. Uzorci su uzeti sa dve
tacke na Petnickom jezeru i sa dva mesta na delu
toka Kolubare kroz Valjevo: u najuZem centru
grada i uzvodno, na ulazu reke u centar.

Podloge. Pravljene su selektivne i diferenci-
jalne podloge za izolaciju koliforma, i to Endo
Agar, Eosin methylene blue agar (EMB), Xylose
lysine deoxycholate agar (XLD), kao i Pseudo-
monas selective agar (PSA). Endo i EMB agar su
selektivne i diferencijalne podloge koje pokazuju
prisustvo vrste Escherichia coli kao predstavnika
koliforma. Na EMB agaru njene kolonije su me-
talno zelenog sjaja, a na ENDO agaru su crne
boje. Na XLD agaru kolonije Zute boje prikazuju
moguce rodove Salmonella i Shigella, a roze
boja kolonija je indikator prisustva vrste Esche-
richia coli. PSA je selektivna podloga za vrstu
Pseudomonas aeruginosa. Na svaku podlogu za-
sejavano je po 0.1 mL uzorka vode sa oba loka-
liteta u dva ponavljanja.
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Test za utvrdivanje prisustva koliformnih
bakterija. U sterilne epruvete sa Duramovim
cevCicama sipano je po 5 mL laktoznog bujona i
2 mL uzorka. Epruvete sa uzorcima ostavljene su
na inkubaciji 24 h na 36°C. Nakon 24 h zabe-
leZena je pojava gasa, usled fermentacije laktoze,
Sto ukazuje na pozitivan rezultat testa. Ako dode
do izdvajanja gasa tek nakon 48 h, test je sumnjiv
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Heterotrofni Potencijalni
mezofili patogeni
na 25°C na 37°C

Slika 1. Metoda odredivanja heterotrofnih mezofila i
potencijalnih patogena

Figure 1. A method for determening the number of
heterotrophic mesophilic bacteria and potential
pathogens

0.1 mL

10 uL
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i potrebno je raditi potvrdne testove, a ako nema
izdvajanja gasa ni nakon 48 h, test je negativan.

Pripremljena je i podloga za odredivanje uku-
pnog broja bakterija — Plate Count Agar (PCA).
Odreden je ukupan broj heterotrofnih mezofila
inkubacijom na 25°C 72 h i potencijalnih pato-
gena inkubacijom 37°C 24 h (slika 1). Na pod-
loge PCA inokulisano je u duplikatu po 0.1 mL
samog uzorka, kao i 0.1 mL razblaZenja uzorka
107" 1 107 za obe temperature.

Testiranje rezistencije na antibiotike. Pri-
premljene su PCA podloge sa antibioticima: jed-
na grupa sa gentamicinom, a druga sa rastvorom
penicilin/streptomicin (s/p). Koncentracija anti-
biotika u podlogama bila je 1 mg/L. Po 0.1 mL
uzoraka vode je zasejavano u duplikatu na dve
vrste podloga sa antibioticima, a zatim inkubi-
rano na 37°C. Nakon inkubacije, ustanovljeno je
da raste viSe od 300 bakterijskih kolonija po
podlozi sa antibiotikom, tako da nije bilo moguce
odrediti broj ¢elija po mililitru zato Sto se javlja
statistiCka greSka prilikom obrade rezultata. Ko-
lonije na podlogama PCA bez antibiotika je bilo
moguce prebrojati.

Odredeni su razliciti morfoloski tipovi kolo-
nija koji su potom preneti u sterilni LB medijum.
Izolacija Cistih kultura za svaki od izdvojenih
tipova kolonija vrSena je metodom iscrpljivanja
(Sarane ploce). Od cistih kultura napravljene su

Slika 2.

Postupak rada sa antibiotskim
podlogama. Sa svake od
podloga koje su sadrzale
antibiotike (1 mg/L) su uzete
morfoloski razli¢ite kolonije i
u dozama 10 pL i 100 pL su
zasejavane na antibiotiotske
podloge koncentracije 10
mg/L.

10 uL

—_
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Figure 2.

A method for testing on
antibiotic PCA plates. From
each plate which kept
antibiotics (1 mg/L)
morphologically different
colonies were taken and
inoculated, in volumes 10 puL
and 100 pL, on new antibiotic
plates (10 mg/L). Uzorak — a
sample from the locality.
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prekonoéne kulture u LB medijumu, koje su za-
tim razblaZene hiljadu puta.

Ponovo su pripremljene PCA podloge sa
koncentracijom gentamicina i penicilin/strepto-
micina 10 mg/L. Detaljna metoda zasejavanja
bakterija na podloge sa antibioticima prikazana
je na slici 2.

Izolacija i karakterizacija bakterijske
DNK. Sojevi koji su se pokazali rezistentnim na
svih 6 antibiotika su odabrani za potpunu eks-
trakciju DNK i identifikaciju sekvenciranjem
gena za 16S rRNK. Kori§¢en je metod eks-
trakcije kljucanjem TE pufera (Yang et al. 2008).
1z prekonoéne kulture uzeto je 2 mL bakterijske
suspenzije i sipano u sterilnu tubu. Centrifugi-
rano je 7 minuta na 9000 rpm. Odliven je super-
natant, a na dnu je ostao talog od ¢elija bakterija.
U tubu sa talogom dodato je 200 uL. TE pufera.
Rastvor je vorteksovan dok se tecnost nije homo-
genizovala, tj. zamutila. Dodato je 100 pL SDS
(2%). Bakterijski zid je rasturan sistemom zamr-
zavanja i odmrzavanja. Uzorci su ostavljeni da se
greju u vodi na 100°C. Nakon toga su stavljeni u
ultrazvuc¢no kupatilo na 10 s, a zatim ubaceni u
hladnu vodu na 10 s Sto je proces koji se ponovio
tri puta. Posle zamrzavanja, uzorci su opet sta-
vljeni da se greju na 100°C, a onda su hladeni u
hladnoj vodi na 4°C. Ukoliko je rastvor i dalje
bio zamudéen, ciklus zamrzavanja-odmrzavanja
je ponovljen dok se ne razbistri. Bistri rastvori su
pokazatelj da se bakterijski zid raspao. Dodat je
izopropil sa natrijum acetatom i centrifugirano je
15 minuta na 10 000g. Odliveno je 100 pL su-
pernatanta bez DNK. Tuba je ostavljena otvo-
rena da bi rastvor ispario, a DNK ostala.

Izolovana DNK iz tri uzorka je poslata na
analizu sekvence gena 16S rRNK (Macrogen

Inc. Netherlands). Sekvence kori§¢enih prajmera
su27F: 5'GTT TGA TCC TGG CTC AG 3'i
1492R: 5' TAC CTT GTT ACG ACT T 3.

Rezultati 1 diskusija

Prisustvo koliformnih bakterija. Uocena je
pojava gasa u Duramovim cev¢icama u svim te-
stiranim uzorcima, i iz jezera i iz toka reke Kolu-
bare. To ukazuje na moguce prisustvo koliforma,
ali potvrdni testovi nisu radeni. Prisustvo koli-
formnih bakterija je bilo ocekivano zbog blizine
ljudskih naseobina i pratece fekalne kontami-
nacije jezera i Kolubare. IstrazZivanje je radeno
leti, pa se pretpostavlja veca brojnost koliforma u
vodi, a samim tim i ve¢a moguénost njihove
detekcije (Ash ez al. 2002). Za letnje periode
karakteristi¢ne su temperature iznad 35°C, $to
odgovara prirodnom okruZenju koliformnih bak-
terija koje inace rastu na 37°C.

Ukupan broj bakterija, heterotrofnih
mezofila i potencijalnih patogena. Na PCA
podlogama koje su inkubirane na 25°C za odre-
divanje heterotrofnih mezofila nije bilo dovoljno
bakterijskih kolonija za utvrdivanje broja celijau
uzorku. Potrebno je da najmanje 30, a najvise
300 kolonija izraste na Petrijevoj Solji da bi re-
zultat mogao adekvatno da se obradi u analizama
(Knezevi¢-Vukcevié i Simié 1997). Prebrojane
su kolonije na podlogama za utvrdivanje prisus-
tva potencijalnih patogena i rezultati su pred-
stavljeni u tabeli 1.

Diferencijacija. Na diferencijalnim podlo-
gama primecene su ocekivane razlike u rastu i
bojenju odredenih sojeva kao i bojenju agra
usled reakcije produkata njihovog metabolizma i
podloge. Kod svih uzoraka uocene su metalno

Tabela 1. Broje potencijalnih patogena

Uzorak Broj ¢elija po mililitru
Jezero 1 Jezero 2 Kolubara 1 Kolubara 2
PCA uzorak 1230 £22 1060 £30 * *
PCA 107! / / 9650 +37 7600
PCA 1072 / / / /

* — postoji previse kolonija izraslih na Petri $oljama, / — nema dovoljno izraslih kolonija na Petri Soljama. Podaci su dati u

obliku: srednja vrednost + standardna devijacija.
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zelene kolonije na EMB agaru $to ukazuje na
prisustvo E. coli, kao i kolonije Zute boje na XLLD
podlozi koje potvrduju prisustvo te vrste. Pro-
nadene su i roze kolonije na XLD podlozi koje
ukazuju na prisustvo bakterija iz rodova Salmo-
nella i Shigella, ali potvrdni testovi nisu radeni.
Tako im to nije prirodno staniSte, prisustvo
rodova Escherichia, Salmonella i Shigella je
ocekivano i pokazuje skora$nju kontaminaciju
fekalijama Petnickog jezera i Kolubare.
Testiranje rezistencije. Na podlogama sa
antibioticima koncentracije 1 mg/L poraslo je
viSe bakterijskih kolonija nego na PCA bez
penicilin/streptomicina ili gentamicina. Pretpo-
stavljeno je da premala koncentracija antibiotika

moze da pospesi rast bakterija (Atanaskovié
2009). Da bi se blize karakterizovale bakterije
rezistentne na ovu koncentraciju antibiotika,
odredene su morfoloski razli¢ite kolonije sa tih
podloga. Ukupno su izabrane 22 morfoloski
razli¢ite kolonije (tabela 2) koje su porasle na
podlogama sa antibioticima koncentracije 1
mg/L, i prenete na LB medijum.

Morfoloski razlicite kolonije koje su ponovo
pokazale rast na podlozi sa gentamicinom i pe-
nicilin/streptomicinom koncentracije 10 mg/L su
testirane i na dejstvo jo§ Cetiri antibiotika me-
todom antibiograma. Od prethodno izolovanog
21 soja, 7 sojeva je imalo najviSe kolonija na
vecoj koncentraciji antibiotika. Broj kolonija je

Tabela 2. Rast bakterija na PCA podlogama vece koncentracije

Kolonija Podloga

Gentamicin

Penicilin/streptimicin

10 uL

100 L 10 uL

100 pL

+

Penicilin/streptomicin Al
A2
A3
B1
B2
D1
D2
D3
D4

Al
A2
A3
Cl
C2
C3
C4
Dl
D2
D3
D4
D5
D6

R S S S S S

Gentamicin

e T e

- +

+

+ ><
o+

] +

T e o s e S S S S S S S
+

+

+ o+
+
+

Kolonije rastu (+), kolonije ne rastu (-), ne postoji petrijevka za taj uzorak (x)
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Tabela 3. Testiranje sojeva rezistentnih na gentamicin i penicilin/streptomicin na jo$ 4 antibiotika

Ampicilin Tetraciklin Hloramfenikol Rifampicin
S/P B2 0 (R) 23.5 mm (I) 15.5 mm (R) 15.5 mm (R)
G D5 16 mm (R) 20 mm (R) 25 mm (I) 8.5 mm (R)
G A3 0 (R) 21.5 mm (R) 31 mm (S) 19.5 mm (R)
S/P Al 0 (R) 24.5 mm (S) 30 mm (S) 13.5 mm (R)
S/P D1 0 (R) 23 mm (I) 4 mm (R) 10 mm (R)
S/P D3 4.5 mm (R) 11.5 mm (R) 18.5 mm (R) 12 mm (R)
S/P D4 0 (R) 15.5 mm (R) 5 mm (R) 8.5 mm (R)

R — s0j je rezistentan na antibiotik, I — soj je prelazan, S — soj je senzitivan na antibiotik

bio najveci kod sojeva S/P B2, GA3, S/P D1, S/P
A1, S/PD4, S/P D3, GDS5. Testirani antibiotici su
ampicilin, rifampicin, hloramfenikol i tetraci-
klin. Svih 7 sojeva rezistentno je na ampicilin i
rifampicin, 4 na hloramfenikol i 4 na tetraciklin.
Dva soja su osetljiva na hloramfenikol, a jedan je
intermedierno osetljiv, dok su na tetraciklin pre-
lazno osetljiva 4 bakterijska soja. Srednje vred-
nosti dva ponavljanja antibiogram testa za svaki
soj su prikazane u tabeli 3.

Zakljucak

U vodama Kolubare i Petnickog jezera je ut-
vrdeno prisustvo koliformnih bakterija kao indi-
katora fekalnog zagadenja. Broj potencijalnih
patogena u jezeru je u opsegu od 1000 do 5000
éelija/mL, i to na donjoj granici, §to znaci da je
prisutan blag stepen mikrobioloSkog zagadenja.
Broj potencijalnih patogena u Kolubari je u op-
segu od 5000 do 10 000 éelija/mL §to znaci da je
stepen mikrobioloSkog zagadenja u ovoj reci
visok. Voda je uzorkovana u kratkom vremen-
skom periodu posle velikih poplava 2014. godine
¢ime se objasnjava velika kontaminacija ovih
voda, kao i ¢injenicom da Kolubara protice kroz
grad.

I'u Kolubari i u Petnickom jezeru postoje bak-
terijski sojevi koliforma rezistentni na minimum 6
antibiotika. Najmanje 7 sojeva je rezistentno na
gentamicin, penicilin/streptomicin, ampicilin i
rifampicin. Najmanje 4 soja od testiranih 7 su
rezistentna na jo$ 2 antibiotika: hloramfenikol i
tetraciklin. Rezistentni sojevi su veéinom iz Ko-
lubare.
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Rezistencija sojeva na ampicilin je bila i oce-
kivana zbog Ceste upotrebe tog antibiotika.
Medutim, prema prethodnim istraZivanjima, ba-
kterije koje su rezistentne na ampicilin su obi¢no
one gram-negativne koje ne fermentisu laktozu
(Torres et al. 2002), na primer vrste iz rodova
Salmonella i Shigella. Rezulati ovog istraZivanja
pokazuju da postoji mogucnost identifikacije
bakterija koje su rezistentne na ampicilin, a fer-
mentiSu laktozu, kao na primer Esherichia coli. S
druge strane, visok nivo rezistencije sojeva na
tetraciklin je u skladu s prethodnim istraZiva-
njima gde je dokazano da Escherichia coli nosi
takozvani tet(Y) gen rezistencije (Chopra et al.
2001). Isto vaZi i za hloramfenikol, na koji su re-
zistentni potencijalni patogeni mikroorganizmi
koji zZive blizu ljudskih naselja, obi¢no u vo-
denim sredinama (Dang et al. 2008). Svi sojevi
(100%) su pokazali rezistenciju na rifampicin,
$to nije bilo ocekivano. Rezistencija na ovaj anti-
biotik se razvija usled genskih mutacija koje
vode do promena u strukturi RNK polimeraze
(Wehrli 1983), a pronadeno je mnogo enzima sa
razli¢itom osetljivoSéu na rifampicin, tako da
rasprostranjenost rezistencije na rifampicin nije
sveobuhvatni fenomen.
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Andelija Cvetkovi¢ and Ivana Jovanovic¢

Isolation and Characterization of
Multiresisant Bacteria from
Kolubara River and Petnica Lake

Antibiotics are among the most common
drugs used for human therapy. Antibiotics, as
water contaminants, have the potential to cause
the occurence of resistant microorganisms within
non-pathogens, which could possibly lead to re-
sistance gene transfer to pathogenic bacteria.
During the summer of 2014 the water of
Kolubara river and Petnica lake was sampled.
The purpose of this research was the isolation
and characterization of multiresistant bacteria
from Kolubara and Petnica lake. The total num-
ber of bacteria in the sample is determined and
the presence of coliforms, as fecal contamination
indicators, is proven. Some of the bacteria be-
long to Salmonella and Shigella genuses. Pure
cultures of morphologically different colonies
were tested on two different types of antibiotics:
streptomycin/penicillin stock and gentamicin.
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The concentration of the used antibiotics was
1 mg/L. In this concentration, the antibiotics had
the opposite effect from the expected one: the
growth of bacteria was bigger than in the nega-
tive controls. Accordingly, bacterial strains were
tested again, on a 10 times higher concentration
of streptomycin/penicillin. The resistance of
seven morphologically different colony types
which grew on plates with a higher antibiotic
concentration was again tested on four more anti-
biotics by a method called the Antibiogram test.
The antibiotics used were ampicillin, chloram-
phenicol, rifampicin and tetracycline. The results
of the Antibiogram test show that 100% of the 7
selected bacterial strains are resistant to ampi-
cillin and rifampicin, but 57% to chloram-
phenicol and tetracycline. DNA was isolated
from three strains and three types were identified
by sequencing the 16S rRNK gene. 9,
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