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Bu c¢aligmada, hastane kanalizasyonlarindan elde edilen Gram-negatif bakteriyel
izolatlarin mikrobiyal cesitliligi ve antibiyotik direnglilik diizeylerinin tespiti
amaclanmustir. 219 Gram-negatif bakteriyel izolatin 16 farkli antibiyotige (10 sinifa ait)
karst direngliligi agar difiizyon metodu kullanilarak arastirilmigtir. Caligmada 18 farkli
tire ait bakteri izole edilmigtir: tiim orneklerden en ¢ok izolasyonu yapilan suslar
Klebsiella oxytoca (%27,4), Klebsiella pneumoniae (%20,5) ve Escherichia coli
(%20,1)’dir. Amfisiline (%98,6), streptomisine (%95,9) ve eritromisine (%90,0) kars1
yiiksek oranda direnglilik bulunurken, sefepime (%13,2), imipeneme (%5,0) ve
meropeneme (%3,2) karsi nispeten diigiik oranda direnglilik bulunmustur. Hastane
kanalizasyonlarindan izole edilen tiim bakterilerin %35,6%1, 9 farkli antibiyotige karsi
direnglilik gdstermistir. Coklu antibiyotik direngliligi (CAD) indeksi 0,25-0,94
araligindadir. Sonuclar ¢alisilan hastane kanalizasyonlarmin kayda deger miktarda
antibiyotige direngli Gram-negatif bakteri barindirdigini ve bu bakterilerin halk sagligi
acisindan potansiyel risk olusturdugunu gostermektedir.
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In this study it was aimed to determine the microbial diversity and level of antibiotic
resistance patterns of Gram-negative bacterial isolates from the hospital sewages. The
219 Gram-negative bacterial isolates to 16 different antibiotics (belonging 10 classes),
was investigated by agar diffusion method. A total of 18 species of bacteria were isolated:
the most common strains isolated from all samples were Klebsiella oxytoca (27.4%),
Klebsiella pneumoniae (20.5%) and Escherichia coli (20.1%). There was a high
incidence of resistance to ampicillin (98.6%), streptomycin (95.9%) and erythromycin
(90.0%), and a low incidence of resistance to cefepim (13.2%), imipenem (5.0%) and
meropenem (3.2%). 35.6% of all bacteria isolated from hospital sewage were resistant to
9 different antibiotics. The multiple antibiotic resistances (MAR) index ranged from 0.25
to 0.94. Results show that hospital sewages have a significant proportion of antibiotic
resistant Gram-negative bacteria, and these bacteria constitute a potential risk for public
health.

Giris

Kliniklerde asir1 antibiyotik kullanimi ile antibiyotik
direngliliginin bakteriler arasinda hizla artmas1 arasindaki
baglant1 diinya ¢apinda bir problem haline gelmistir. Bu
olgu sonucunda ¢ok sayida antibiyotige karsi direng
gelisimi modern tipta ciddi bir sorun teskil etmektedir.
Hastane atik sulari, igerisinde barindirdigi radyoaktif,
kimyasal ve ilag atiklar1 gibi cesitli kirleticiler nedeniyle
halk saglig1 ve cevresel denge acisindan zararli olabilir
(Sharpe, 2003). Insanlarda ve hayvanlarda kontrolsiiz ve

yogun antibiyotik kullanimi antibiyotik direngliliginin
artmasina ve hastane atik sular1 gibi ortamlarda direnglilik
genlerinin yayilmasina neden olmaktadir (Iversen ve ark.,
2002). Ozellikle hastane atik sulari igerisinde bulunan
yiiksek miktarda antibiyotik atiklar1 ¢evreye karismakta
bu da insan sagligi agisindan zararli patojen bakteriler
arasinda c¢oklu antibiyotik direncliliginin artmasina
onciliik etmektedir. Son yillarda yapilan caligmalar
hastane atik sulariin son derece segici ortamlar oldugunu



Matyar / Tiirk Tarum — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 4(10): 845-849, 2016

ve dogal ortamlara yiiksek oranda direngli bakteri
biraktigini gostermistir (Aali ve ark., 2004; Thompson ve
ark.,, 2013; Moges ve ark, 2014). Hastane
kanalizasyonlari basta olmak {izere sucul ortamlara
birakilan patojen bakteri tiirlerinin bircogunda plazmid
veya kromozom kokenli antibiyotik direncliligi bulunmasi
baska bir sorunu meydana getirmektedir. Bilindigi gibi
bakteriler arasinda siradan olan gen transfer yontemleri ile
bazi antibiyotiklere direnglilik tasiyan tiirlerin direnglilik
genlerini hassas tiirlere transfer etmesi olagandir. Bazi
caligmalar hastane atik sularinin dogal ortamlardaki
antibiyotik direngli bakterilerin yiiksek oranda kaynagi
oldugunu gostermistir. Bircok c¢evre c¢alismast ¢oklu
antibiyotik direnc¢liginin evrensel bir problem olduguna
isaret etmektedir (Mackie ve ark., 2001; Ansari ve Malik,
2007; Matyar, 2012) Belirtmekte yarar vardir ki patojen
bakterilerle kirlenmis bazi su kaynaklar1 insanlar
tarafindan su kaynagi olarak ta kullanilabilmektedir.

Bu c¢alismada; (1) hastane atik sularindan Gram-
negatif bakterilerin izolasyonu, (2) bu bakterilerin
tiplendirilmesi, (3) tiplendirilen bakterilerin iilkemizde sik
kullanilan  antibiyotiklere = karst  direngliliklerinin
arastirilmasi ve (4) antibiyotige direngli bakterilerde ¢oklu
antibiyotik direngliliginin ne boyutta oldugunun tespiti
amaclanmistir.

Materyal ve Yontem

Orneklerin Toplanmast

Bu ¢alismada Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi
kanalizasyonlarindan alinan su 6rnekleri kullanilmistir. Su
ornekleri (250 ml) steril bakteriyolojik 6rnek siselerine
almmis ve soguk zincir saglanarak laboratuvara
getirilmistir (APHA, 1992). Ornekler toplandiktan sonra 4
saat icinde ¢alisilmaya baslanmigtir. Toplam 26
kanalizasyon suyu Ornegi =~ Gram-negatif  bakteri
mevcudiyeti agisindan incelenmistir. Gram-negatif bakteri
izolasyonu i¢cin  yayma metodu  kullanilmistir.
Kanalizasyon suyu oOrnekleri (1 mL) seri sulandirma
yapilarak secici besi ortami olan MacConkey agar’a
(McC) (Merck) yayma yontemi ile ekilmislerdir. Petri
kablar1 35°C’de 24-72 saat siire ile etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Toplam 219 Gram-negatif bakteriyel izolat
besi ortamlarindan rasgele seg¢ilmistir. Tiim izolatlara
Gram boyama, oksidaz ve Katalaz reaksiyonu, hareket
testi, OF glikoz ve jelatini eritme testleri uygulanmistir
(Lemos ve ark., 1985). Daha sonra izolatlar Becton
Dickinson Crystal E/NF ID kiti ve E/NF identifikasyon
yazilimi (BBL, Md, Amerika) kullanilarak tanimlanmuigtr.

Antibiyotik Testleri

Antibakteriyel hassasiyet testi agar diflizyon yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir (Bauer ve ark., 1966). 10
farkli simift temsil eden 16 farkli antibiyotik diski
Mueller-Hinton Agar (Merck) kullanilarak denenmistir.
Antibiyotikler disk dispenser kullanilarak petri kablarina

yerlestirilmistir. Kullanilan antibiyotikler
Aminoglikozitler: streptomisin (S, 10ug), gentamisin
(GM, 10pg), kanamisin (K, 30pg), Makrolidler:

eritromisin (E, 15ug), Penisilinler: amfisilin (AM, 10ug),
Karbapenemler: imipenem (IPM, 10pg), meropenem
(MEM, 10pg), Sefalosporinler: sefuroksim (CXM, 30ug),
seftizoksim (ZOX, 30ug), sefepim (FEP, 30upg),

Kloramfenikol: kloramfenikol (C, 30pg), Nitrofurantoin:
nitrofurantoin (F/M, 300pg), Kinolonlar: nalidiksik asit
(NA, 30pg), siprofloksasin (CIP, 5ug), Tetrasiklinler:
tetrasiklin (TE, 30 pg), Trimethoprim-siilfametakzol:
trimethoprim-siilfametakzol (SXT, 1,25 ve 23,75ug).
Tim antibiyotik diskleri Becton Dickonson’dan (BBL,
Md, A.B.D.) ticari olarak saglanmis, izolatlarin
hassasiyeti iretici firmanm kullanim klavuzuna gore
degerlendirilmistir. CAD indeks degerleri (a/b, burada a,
izolatin direngli oldugu antibiyotik sayisini, b ise izolata
kargt denenen antibiyotik sayisin1 temsil etmektedir) her
izolat i¢in hesaplanmistir. Eger izolat insan ya da hayvan
kaynakli antibiyotiklere yogun miktarda maruz kalmis ise
0 zaman 0,2 den daha yiiksek bir CAD indeks degeri
ortaya ¢ikmaktadir. Eger antibiyotik ¢ok nadir
kullanilmigsa ya da hi¢ kullanilmamigsa CAD indeks
degeri 0,2 den kiigik ya da 0,2 ye esit olarak
gozlemlenmektedir (Krumperman,1985).

Bulgular ve Tartisma

Bu calismada, Cukurova Universitesi Balcali hastane
kanalizasyonundan 12 cinse ait 18 farkl: tiirde toplam 219
Gram-negatif bakteri izole edilmistir. Tim bakteriler
arasinda en fazla izole edilen tiirler sirasiyla Klebsiella
oxytoca (%27,4), Klebsiella pneumoniae (%20,5) ve
Escherichia coli (%20,1)’dir. izole edilen bakteriler ve tiir
dagilimlar1 Tablo 1.’de gosterilmistir.

Tablo 1 Hastane kanalizasyonundan izole edilen Gram-
negatif bakterilerin tiir sayilari

Tiirler Bakteri sayilari

Aeromonas hydrophila
Burkholderia cepacia
Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazakii
Escherichia coli
Flavimonas oryzihabitans
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pnemoniae ssp. ozaenae
Klebsiella pneumoniae
Kluyvera cryocrescens
Pantoea agglomerans
Proteus mirabilis
Pseudomonas putida
Shigella dysenteriae
Shigella sonnei
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Toplam

Klebsiella cinsi tiyeleri septisemi, zatiirre, bosaltim
sistemi enfeksiyonlar1 ve yumusak doku enfeksiyonlarimin
da dahil oldugu gesitli hastaliklar yapabilen firsatc
patojenlerdir. Tipik Klebsiella enfeksiyonlari hastane
kaynaklidir ve hastanede yatan bagisikligi baskilanmis
hastalarda ¢ogunlukla hastalik etkenidir. Hastane kaynakli
enfeksiyonlar igerisinde Klebsiella enfeksiyonlarinin
oranin yaklasik %5-7 dolaylarinda olmas1 Klebsiella’y1
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hastane  kaynaklt enfeksiyonlar igerisinde Onemli
kilmaktadir. (Podschun ve Ullmann, 1998). K. oxytoca
insan barsaginda sitotoksin iireterek hemorojik kolit
yapabilen potansiyel bir patojendir. Calismada en cok
izole edilen ikinci bakteri tiirii olan K. pneumoniae
cogunlukla zatiirre ve dolagim sistemi enfeksiyonlari
yapan hastane kaynakli bir patojendir ve yiiksek oranda
hastalik ve 6liim oramiyla karakterize edilir (Schwaber ve
ark., 2006). En ¢ok izole edilen bakterilerden E. coli
enterik bir patojendir ve sucul ortamlarda fekal
kontaminasyonun gostergesidir. E. coli’nin Shiga-toksin
ireten suslart (STEC) hemorojik kolit, ve hemolitik
iremik sendrom gibi bir¢ok klinik bulgudan sorumludur
(Kaper ve ark., 2004). Ancak E. coli’nin patojen suslar
STEC ile sinirl degildir. Gida kaynakli olandan hastane
kaynakli olana kadar ve insanda farkli klinik bulgular ve
enfeksiyon hastaliklarina neden olan ¢esitli E. coli suslart
mevcuttur. Bu c¢aligmada ayrica 4 adet (%1,83)
Pseudomonas putida ve 1 adet Shigella dysenteriae izole
edilmigtir. Tablo 2’ de gorildiigii lizere ¢alismada
kullanilan 10 farkli sinifa ait 16 farkli antibiyotikten en
fazla direnclilik amfisiline (%98,6) karst gorilmiistiir.
Bunu sirasiyla streptomisin  (%95,9), trimethoprim-
stlfametakzol  (%91,8) ve eritromisin  (%90,0)
izlemektedir. Amfisiline kars1 olan direnglilik Vaseeharan
ve arkadaglarinin (2005), yaptigir calisma ile benzerlik
gostermektedir. Bu arastirmacilar g¢alismalarinda izole
ettikleri Gram-negatif bakterilerin amfisiline karsi olan
direngliliklerini %100 olarak bulmuslardir. Ayn1 zamanda
Cardonha ve arkadaslar1 (2004) sucul ortamlardan elde
ettikleri bakteriler arasinda amfisiline, sefalotine ve

trimethoprim-siilfametakzole  karst  yitksek  oranda
direnglilik  bulmuslardir. Caligmada, ikinci kusak
sefalosporinlerden sefuroksime olan direng yiiksek

bulunurken (%81,7) iigiincii kusak bir sefalosporin olan
seftizoksime (%13,7) ve dordiincii kusak bir sefalosporin
olan sefepime (%13,2) olan direng nispeten daha diisiik
bulunmustur.  Arastirmada  denenen  toplam 16
antibiyotikten en az direnclilik karbapenem smift
antibiyotiklerden imipenem (%5,0) ve meropeneme
(%3,2) karsi tespit edilmistir. Imipeneme karsi olan
direng, Schwartz ve arkadaglarmin (2003), hastane atik
sularindan izole ettikleri bakterilerdeki direng ile
benzerlik gostermektedir. Bu arastirmacilar imipeneme
kars1 olan direnci %8,1 olarak tespit etmislerdir. Bu
arastirmada farkli antibiyotiklere karsi direnclilik egilimi
asagidaki sekilde goriilmiistiir:

AM>S>SXT>E>TE>CXM>C>NA>F/M>GM>CIP>
K>ZOX>FEP>IPM>MEM

Bu oranlar Matyar ve arkadaglarinin (2014) yaptig1
caligma ile benzerlik tasgimaktadir. Matyar ve arkadaglari
kirlenmis nehir suyu ve deniz suyundan izole ettikleri
Gram-negatif bakteriler arasinda 16 antibiyotige karsi
direnglilik egilimini su sekilde bulmuglardir:

AM>S>CZ>SXT>TE>NA>GM>C>K>CXM>IPM>F
IM>MEM>ZOX>AN>FEP

Antibiyotige direngli bakteriye maruz kalma, hastalik
yonetimi ile direkt baglantili oldugu i¢in halk sagligi
acisindan sorun teskil etmektedir. Direngli bakterilerle

kars1 karsiya kalma cesitli yollar1 olabilir. Hastane ve
sehir atik sularinin ¢evremize bakteri ve antibiyotik
direnglilik genleri yaymada onemli bir rol oynadifi
goriilmektedir (Aali ve ark., 2014). Antibiyotiklerin
hikayesi hem insanlarda bir dizi enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde hem de insan dis1 uygulamalarda (tarim,
hayvancilik ve su iiriinleri) olmak iizere yirminci yiizyilin
ikinci yarisinda baglamigtir. Yogun antibiyotik kullanim
sonucu olusan mutasyon, seleksiyon ve
mikroorganizmalar arasi genetik bilgi akisi siiphesiz
mikrobiyal genetik ve ekolojiyi tiim yonleriyle
etkilemistir. Bu donem gii¢lii evrimsel baski ve kapsaml
seleksiyon donemi olmustur (Mazel ve Davies, 1999).

Bu calismada, antibiyotige direngli Gram-negatif
bakterilerin %5,0’i 4 farkli antibiyotige kars1 direnglilik
gostermigtir  (Sekil 1). Bu bulgu Ogbondeminu ve
Olayemi’nin (1993), %55,8’1 4 farkli antibiyotige karsi
direnglilik  gosteren enterik izolatlart ile  zithk
gostermektedir. Ayrica izolatlarin %35,6’s1 test edilen 16
farkli antibiyotigin 9’una direnglilik gdsterirmistir ki bu
ciddi bir orandir. Tiim izolatlarin %0,46 s1, %0,91°i ve
%0,46’s1 sirastyla 13, 14 ve 15 farkli antibiyotige
direnglilik gdstermistir. Bu c¢aligmada bulunan yiiksek
direnclilik oranlari sucul ortamlarda Vivekanadhan ve
arkadaglarinin (2002), Miranda ve Zemelman’in (2004),
bulgularina gore daha yiiksek bulunmustur. Hastane
kanalizasyonlarinda antimikrobiyal ila¢ atiklarinin siirekli
diisiik veya orta miktarda bulunmasi antibiyotiklere karsi
direnglilik gelisimini artirabilir ve bu durum insan veya
hayvan hastaliklarinin tedavisinde antibiyotik etkisini
azaltabilir (Tendencia ve ark., 2001). Coklu antibiyotik
direncliligine  sahip bakteriler hastane ¢evresine
bulagabilir ~ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin
yayilmasinda etkili olabilirler. Birgok ¢aligma antibiyotik
kullanimi  kisitlandiginda  antibiyotik  direnglilik
insidansinin ¢ogunlukla diistiigiinii gostermistir (Gaynes
ve Monnet, 1997; Frimodt-Megller ve ark., 1997).

Tablo 2 Hastane kanalizasyonundan izole edilen Gram-
negatif bakterilerin 10 sinifa ait 16 farkli antibiyotige
kars1 direnglilikleri.

A. Siniflar1 Antibiyotikler % D
Streptomisin (S, 10ug) 95,9

Aminogilikozitler | Gentamisin (GM, 10pg) 27,9
Kanamisin (K, 30ug) 17,8

Makrolidler Eritromisin (E, 15ug) 90,0
Penisilinler Amfisilin (AM, 10ug) 98,6

Imipenem (IPM, 10pg) 5,0

Karbapenemler Meropenem (MEM, 10pug) 3,2

Sefuroksim (CXM, 30pg) 81,7
Sefalosporinler Seftizoksim (ZOX, 30ug) 13,7
Sefepim (FEP, 30ug) 13,2
Kloramfenikol Kloramfenikol (C, 30ug) 70,8
Nitrofurantoin Nitrofurantoin (F/M, 300pg) 63,5
Kinolonlar Nalidiksik asid (NA, 30 ug) 68,9
Siprofloksasin (CIP, 5 pg) 23,7
Tetrasiklinler Tetrasiklin (TE, 30ug) 87,2
Trimethoprim- Trimethoprim-siilfametakzol 918

stilfametakzol (SXT, 1,25 ve 23,75ug)

D: % Direnglilik,
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Bakterilerin CAD indeksleri

Bu arastirmada, dort ve daha fazla antibiyotige karsi
direnglilik gosteren izolatlar ¢oklu direngli olarak goz
oniinde bulundurulmuslardir. izolatlarm CAD indeks
degerleri 0,25-0,94 araliginda tespit edilmistir. Pathak ve
Gopal (2007) sucul ortamlarda yaptiklar1 ¢aligmalarinda
E. coli izolatlarmda CAD indeks degerini 0,7 oranina
kadar bulmuglardir. Chitanand ve ark., (2010)
Hindistan’da kirli sucul ortamlarda yaptiklari ¢aligmada
CAD indeks degerini 0,15-0,48 araliginda tespit
etmislerdir. Gram-negatif bakteriler lipopolisakkarit dis
membran ve efluks pompast varlifi nedeniyle ¢oklu
diren¢ mekanizmasina sahip olabilirler. Bu 6zellikler
Gram-negatif =~ bakterilerle =~ miicadelede  problem
yaratmaktadir. Bilindigi gibi lisansli yeni antimikrobiyal
ilaglarin eksikligi hastalar i¢cin endige vericidir. Coklu
antibiyotik direncli Gram-negatif bakterilerin neden
oldugu sistemik bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisi igin
son 25 yilda biri 2014 yilinda seftolozan/tazobaktam
(ceftolozane/tazobactam) ve digeri 2015 yilinda
seftazidim/avibactam  (ceftazidime/avibactam)  olmak
lizere sadece iki sefalosporin-beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonu onaylanmistir (Liscio ve ark., 2015).

Hastane  kanalizasyonlarin  bakteriyel  yiikiiniin
calisildigr bu arastirmada, izole edilen patojen bakterilerin
yiiksek oranda ¢oklu antibiyotik direngliligi tasidigi
aciktir. Ayrica, bu patojenlerin direnglilik genleri
acisindan bir kaynak olmasi nedeniyle, gen transfer
yontemleriyle sahip olduklar1 direnclilik genlerini sucul
ortamlarda firsat¢1 patojenlere aktarmasi ve halk sagligi
acgisindan tehdit olusturmasi kaginilmazdir.
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