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Oz

Kilis Devlet Hastanesi kanalizasyon suyundan MacConkey besi ortam1 kullanilarak Enterobacteria familyasina ait suslar izole edilmis-
tir. Laktozu pargalama ozelliklerine gore toplamda 30 bakteri susu secilmistir. Secgilen suslar morfolojik karakterleri ve biyokimyasal akti-
vitelerine gore tanimlanmistir. Biyokimyasal test sonucuna gore Escherichia coli (Biyotip I ve II)-(Ara tip I ve II), Klebsiella spp. ve Cit-
robacter spp. suslari igeren 20 susun kismi tiplendirilmesi yapilmistir. Tiplendirilen 20 sustan farkli aktiviteler gosteren 8 sus secilerek
antibiyotik direnclilik profilleri belirlenmistir. Segilen 8 bakteri susu i¢in farkli etki mekanizmalarina sahip 11 antibiyotik test edilmistir
(klindamisin, trimethoprim, kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin, streptomisin, amfisilin, sefotaksim, vankomisin, gentamisin ve sefope-
razon). Test tiim suslar i¢in MAR indeksi 0.2’nin iizerinde oldugu bulunmus olup, en yiiksek CAD indeksi Escherichia coli Biyotip I ve
Citrobacter spp suslarinda 0.75 olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kanalizasyon suyu, Antibiyotik direnglilik, CAD indeksi, Enterobacteriaceae

Abstract

Enterobacteria strains were isolated from the sewage water of Kilis State Hospital by using MacConkey medium. A total of 30 bacterial
strains were selected according to their lactose degradation properties. The selected strains were identified by their morphological charac-
teristics and biochemical activities. Association with the biochemical tests, 20 strains including Escherichia coli (Biotype 1, 1), Klebsiella
spp and Citrobacter spp strains were partially identified. Antibiotic resistance profiles were determined by selecting 8 strains with differ-
ent activities from 20 isolates. 11 antibiotics with different effect mechanisms were tested against the selected 8 bacterial strains (clindamy-
cin, trimethoprim, chloramphenicol, erythromycin, tetracycline, streptomycin, ampicillin, cefotaxime, vancomycin, gentamicin and cefop-
erazone). The MAR index for all tested strains was found to be over 0.2 and the highest MAR index was 0.75 for Escherichia coli Biotype
I and Citrobacter spp.

Keywords: Sewage water, Antibiotic resistance, MAR index, Enterobacteriaceae

1. GIRIS

Bakteriler boliinmelerine devam edebilmeleri i¢in ekolojik nis a¢isindan olduk¢a genis yelpazeye sahip mikroorganizmalar-
dir. Hayatimizin bir pargasi haline gelen bu mikroorganizmalar ¢ogu zaman yararlt halde bulunurken bazen ise zararli bir hal
alabilmektedirler. Topraklarda, denizlerde, sicak su kaynaklar1 gibi dogal ortamlarda bulunan bu mikroorganizmalarin ka-
nalizasyon suyunda da bulunma olasiliklar1 olduke¢a yiiksektir. Kanalizasyon sularinda bulunan kat1 atiklar, 6nemli miktarda
inorganik maddeyle birlikte biyolojik olarak ¢dzlinebilir organik maddeleri icermelerinden dolay1 bakteri suglarinin biiyiiyiip
geligsmesi i¢in dnemli bir ortam 6zelligi tagimaktadir [1]. Bu kadar organik, inorganik madde ve patojen mikroorganizmanin
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bol oldugu ortam insan ve diger canlilarin sagligi agisin-
dan biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Sadece bunlarla sinirli
kalmayip igerisinde bulundurdugu bakterilerin bazi toksik
maddeleri tretmesiyle de ¢esitli hastaliklara sebebiyet ve-
rebilmektedir [2].

Enterobacteriacea kanalizasyon suyunda, insan ve hay-
vanlarm intestinal florasinda sik¢a rastlanan, klinik 6rnek-
lerden de enfeksiyon etkeni olarak sikca izole edilmektedir
[3]. Gram negatif (-) comak seklinde ¢ok genis olan bu aile
grubunda yer alan bazi suslar zararsiz olabilecekleri gibi, ya-
tan hastalarda, immiin sistemi baskilanmis kisilerde, geriat-
rik gruplarda ya da invaziv islem gegiren kisilerde ciddi en-
feksiyonlara yol agabilirler [4]. Ayrica Enterobacteriacea
tiirleri fakiiltatif aneorob olup sekeri fermente edebilen kata-
laz pozitif, oksidaz negatif ve nitrat1 nitrite indirgeme kapa-
sitelerine sahip bakterilerdir [5]. Enterobacteriacea ailesine
ait E. coli ilk kez 1885 yilinda kesfedilmis olup giiniimiizde
hala bir¢ok c¢alismada kullanilan bakteri susudur. Fakdiltatif
aerobik gram negatif E. coli nin yani sira idrar yolu enfek-
siyonuna neden olan Salmonella ve Klebsiella spp. ayni ai-
lenin farkli gruplar olarak 6rnek gosterilebilir. Bir¢ok tiirii
beta laktamaz iireticisi olan bu bakteriler klinik ag¢idan ve la-
boratuar arastirmalar1 agisindan siklikla tercih edilmektedir-
ler. Bu bakterilerin genislemis spektrumlu beta laktamaz ve
metallo-beta laktamaz tiretimi hastaliklarin tedavi siirecini
yavaslatarak ¢oklu antibiyotik direngli suslarin ortaya ¢ik-
masina sebep olmaktadir.

Bu caligmada Kilis Devlet hastanesi kanalizasyon su-
yundan izole edilen Enterobacteriacea suslarinin gesitli etki
mekanizmalarina sahip antibiyotiklere karst direnglilikleri-
nin aragtirtlmasi amaglanmustir.

2. MATERYAL METOD

Kilis Devlet Hastanesinden steril kosullarda alinan kanali-
zasyon suyu drnegi bakteri izolasyonu i¢in laboratuvara ge-
tirilmistir. Kanalizasyon suyundan fizyolojik tuzlu su (%0.9
NaCl) kullanilarak bir seri sulandirmalar hazirlanmis ve 10
1,103, 10> ve 1077 sulandirmalarin 100 uL’si MacConkey
ve EMB besiyerlerine steril drigalski 6zesi ile inokiile edi-
lip 37°C’de 12-24 saat inkiibasyona birakilmgtir. Inkiibas-
yon sonra MacConkey besiyerinde laktozu fermente eden
tek diismiis koloniler secilmistir. Bakteri suslart gram bo-
yanma, metil kirmizi, voges proskauer, sitrat, 4-Methylum-
belliferyl-pB-D-Glucuronide (MUG) ve Triple Sugar Iron
(TSI) testi gibi biyokimyasal testlerine tabii tutularak tanim-
lanmugtir.

Antibiyotik direnglilik testleri Kirby-Bayer disk difiiz-
yon yontemi kullanilarak siirdiiriilmistiir. Luria Bertani be-
siyerinde gelistirilen 24 saatlik kiiltlirlerin optik yogunlugu
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steril fizyolojik tuzlu su ile 0.5 Mac Farland standard bula-
nikligina ayarlanmigtir. Bu siispansiyon steril ekiivyon cu-
bugu ile Mueller Hinton agar besiyerine inokiile edilmistir.
Klindamisin (CD) (2 mcg/disk), Trimethoprim (TR) (5 mcg/
disk), Kloramfenikol (C) (30 mcg/disk), Eritromisin (E) (15
mcg/disk), Tetrasiklin (TE) (30 mcg/disk), Streptomisin (S)
(10 mcg/disk), Ampisilin (AMP) (10-mcg/disk), Sefotak-
sim (CTX) (30-mcg/disk), Vankomisin (VA) (30-mcg/disk),
Gentamisin (GEN) (10-mcg/disk), Sefaparazom (CPZ) (75-
mcg/disk) antibiyotik diskleri esit araliklarla besiyerine yer-
lestirilmigtir. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyonu takiben disk-
lerin etrafinda bakterilerin tiremedigi seffaf zonlarin varlig
incelenmistir.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) tarafindan ifade edilen hassasiyet/direng
zon c¢aplarina gore kullanilan antibiyotiklerin s6z konusu
klinik izolat tizerindeki etkileri degerlendirilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Antibiyotik direnglilik test sistemi i¢cin EUCAST referans

degerleri
Duyarhlik | Orta Direngli | Direnglilik
S @ ®)
Kloramfenikol (30 mcg/disk) | >18 13-17 <12
Klindamisin (2 meg/disk) >21 15-20 <14
Sefotaksim (30 mcg/disk) >26 23-25 <22
Sefaparozom (75 meg/disk) | >21 16-20 <15
Amfisilin (10 meg/disk) =17 14-16 <13
Vankomisin (30 meg/disk)  [>17 15-16 <14
Streptomisin (10 meg/disk) | >15 12-14 <11
Tetrasiklin (30 mcg/disk) >15 12-14 <11
Trimethoprim (5 meg/disk) | >18 16-17 <15
Gentamisin (10 mcg/disk) >17 15-16 <14
Eritromisin (15 mcg/disk) >23 14-22 <13
3. BULGULAR ve TARTISMA

MacConkey besi yerinde koloni goriiniimii renksiz, ya-
ri-saydam olanlar Salmonella, Shigella; blyik, kirmizi, et-
rafi bulanik zon ile ¢evrili olanlar Escherichia coli; biyik,
pembe, mukozlu olanlar Enterobacter, Klebsiella, ¢ok kii-
ciik opak tek koloniler ise Enterococci; olarak degerlendi-
rilmistir. Laktozu kullanan bakteriler, asidik {iriinler nede-
niyle besiyeri pH’sinin diismesine ve pH indikatoriiniin renk
degistirmesine bagli olarak koyu renkli koloniler olustur-
mustur. Bu koloniler laktoz pozitif koloniler olarak deger-
lendirilmistir. Laktozu kullanmayan bakteriler ise bu besi-
yerlerinde renksiz, seffaf koloniler olustururlar ve laktoz
negatif olarak tanimlanmistir. Laktozu parcalayan 30 kana-
lizasyon izolat1 se¢ilmis ve nutrient agar ¢izgi ekim seklinde
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stoklanmigtir. Bakteri suslarinin gram boyanma davranislari
test edilmis ve gram negatif (-) basil olduklar1 belirlenmistir.

IMVIC (Indol, Metil kirmizisi, Voges Proskauer ve Sit-
rat) testi sonuglarina gére benzer biyokimyasal aktivite gos-
teren izolatlardan 20°si se¢ilmis ve TSI testi uygulanmistir.
Izolatlarin karbonhidrat: parcalayip ortamin pH’sini asitles-
tirerek sar1 renk olustururken, besiyerinde parcalanma go-
riilmesi gaz olusumunu gostermistir. TSI sonuglarina gore
M1, M14, M15, M24, M25, M34, K35, OS51, OS54, OS55
ve OS57 olarak isimlendirilen izolatlar TSI agarda karbon
kaynagini parcalamis ve olusturdugu asit tirtinleri ile fenol
kirmizist indikatoriiniin rengini degistirerek besiyerini sari
renge ¢evirmistir. M16, M17, M21, M26, M27, K31 ve K36
izolatlar1 ise besiyerindeki karbon kaynagini pargalamis fa-
kat olusturduklar1 nétral {iriin sebebiyle besiyerinde renk de-
Sisimi gdzlenmemistir.

TSI agarda karbohidrat fermantasyonu incelenmis 20
izolata MUGaz testi uygulanmistir. MUG enzimi subst-
ratt MUG (4-Methyleumbelliferyl-B-D-glucuronide) tran-
similatorde 365-366 nm dalga boyuna sahip UV 15181 al-
tinda floresan 15181 veren bir bilesige (methylumbelliferone)
parcalamaktadir. MUGaz aktivitesi, izolatlar arasinda £ co-
[i’nin tanimlanmas1 amaciyla test edilmistir. MUG sonug-
larina gore: M1, M2, M14, M15, M23, M24, M25, K34,
K35, 0S51, OS54, OS55 ve OS57 izolatlarinin kiiltiirleri uv
15181 altinda floresan 1s1ma vermistir. M16, M17, M21, M26,
M27, K31 ve K36 suslarinin kiiltiirleri ise uv 15181 altinda
floresans renk vermemistir.

Gr boyanma, IMVIC, TSI ve MUG testlerinden elde
edilen sonuglara gore kanalizasyon izolatlar1 kismi olarak
tiplendirilmistir. Buna gére M1, M24, M25, OS54, OS55,
0S57 ve K34 E. coli (Biyotip I); M2 ve M15 E. coli (Biyo-
tip I1); K35 ve OS51 E. coli (Aratip I1); M14 E. coli (Aratip
I); M16, M17 ve M27 Klebsiella spp.; M21, M26, K31 ve
K36 ise Citrobacter spp. olarak tanimlanmistir.

M16, M17 ve M27 izolatlarinin nigrosin ¢ozeltisi ile
kapsiil boyamasi yapilmistir. Boyama sonrast M16, M17,
M27 izolatlar da siyah zemin iizeri parlak zon seklinde go-
rintiilenmistir. Bu izolatlar besi ortaminda mukoid koloni
olusturmalar1 ve kapsiillii olmalar1 sebebiyle Klebsiella spp.
olarak tanimlanmstir.

Tarimmsal ve endiistriyel uygulamalardan elde edilen atik
sular, kanalizasyon patojenleri arasindaki koliform bakterile-
rin yayilmasi i¢in dnemli bir kaynaktir. Bu nedenle literatiirde
de belirtildigi gibi s6z konusu ¢aligmalar genelde sebeke su-
lar1 veya endiistriyel atik sularin mikrobiyal kalitesinin belir-
lenmesine yonlenmistir. Mus ve Cetinkaya tarafindan (2015)
yapilan ¢alismada Bursa ili ve il¢elerinde tilketim ve kullanim
sularinin mikrobiyolojik yiikii belirlenmistir. Toplam 200 adet
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su orneginden fekal indikator bakterilerin varligi tespit edil-
mistir. Kurt ve ark. (2009) 7132 adet igme-kullanma suyu 6r-
neklerinden 844’{iniin koliform bakteri i¢erdigini bildirmistir.
2495 igme suyu Orneginin incelendigi diger bir ¢alismada ise
119 ornekte E. coli (fekal koliform) ve 223 drnekte ise total
koliform tespit edilmistir [8]. Behesheti Maal ve ark. (2015)
Isfahan belediye atik su uygulama tesisinde E. coli varligina
isaret etmektedir. Farkli aritma tesislerinden alinan drneklerde
Zwenger ve Gillock (2009) molekiiler teknikler kullanarak
koliform ve fekal koliform bakterilerin varligini ortaya koy-
muslardir [2]. Nandyal Kurnool belediye atik sularinda gram
negatif basil ve kok, gram pozitif kok ve basil bakterileri izole
etmiglerdir.

Biyokimyasal test sonuglarina gore benzer metabolik ak-
tivite gosteren 20 izolattan M 14, M15, M16, M21, M26, K36,
0S51 ve OS57 olarak isimlendirilen izotlar secilmis ve bu
izolatlar ile antibiyogram analizi siirdiiriilmistiir. Antibiyotik
zon gaplart Tablo 1°de verilen EUCAST verilerine gore de-
gerlendirilmistir. Suslarin test edilen standart antibiyotiklere
kars1 gosterdigi davraniglar Sekil 1 ve Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Standart antibiyotiklerin suslara kars: antibakteriyel

aktivitesi (mm cinsinden zon ¢api)

S |[E |TR|C |CPZ|GEN|VA |(TE |AMP |CTX |CD
Mi14 |185|-R |-"R 235 [18R [15R [305 235 [-R IR |-R
MI15 |155 |18R [285 {235 [18R [2R 13R [2R |.R 158K
MI16 [195315 [285 7R [285 [7R |7R [6® [18% |-R |-R
M21 3R 5R 5R 285 3R 225 9R ZR R R 3R
M26 |155|15R [5R [3R [2R [3R LR |[2R R SRR
K36 |[155 |85 |-'R [325 [18R [2R 12R 185 [-R 18R |-R
0851|255 [-R 255 [275 |-R 15k J1sR[oR |RJRR
0S57 [1IR[7R [JRROR 1178 ]88 2R [R[RR

*: Zon gap1 gozlemlenmemistir.
S: Europan Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST)’a gore belirlenmis hassasiyet
R: Europan Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST)’a gore belirlenmis direnglilik

Tablo 2°de gozlendigi gibi amfisiline karst M16 harig
diger test bakterileri direnglilik gosterirken, sefotaksim ve
klindamisin’e karsi tiim bakteriler direng gostermektedir.
Kloramfenikol’e karst M16, M26, OS57 izolatlar1 direng-
lilik gosterirken diger test bakterileri hassasiyet gostermis-
tir. Sefaparozom’a M14, M15, M21, M26, OS51 ve OS57
suslar1 direnglilik gostermis M16 susu ise hassasiyet gos-
termistir. Vankomisin’e M14 ve OS57 suslar1 hassasiyet
gosterirken digerleri direnglilik gostermistir. Tetrasiklin’e
karg1 M14 ve K36 izolatlar1 hassasiyet gostermistir. Diger
test organizmalar ise direnclidir. Streptomisin’e karst M21
ve OS57 suslart direnclilik gosterirken diger test organiz-
malart antibiyotige karst hassastir. Eritromisine karst M16
hari¢ tiim bakteriler direnglidir. Trimetropim’e karst M15,
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M16 ve OS51 suslart; Gentamisin’e karsi ise M21 ve OS57
suslar1 hassastir (Sekil 1).

Test bakterilerinin direngli oldugu antibiyotik sayisinin
total incelenen antibiyotik sayisina oranlanmasi ile belirle-
nen MAR (multiple antibiotic resistance) indeksi hesaplan-
mustir (Tablo 3).

MAR indeksi en yiiksek bakteriler OS57 ve M21 olup
kanalizasyon izolatlarinin MAR indeksi 0.2 referans dege-
rinin iizerindedir. MAR indeksinin 0.2’nin tizerinde olmast
kanalizasyon izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direnci goster-
diklerini ifade etmektedir.

Tablo 3. izolatlarin MAR indeksi

MAR indeksi
Mi14 0.41
Mi15 0.50
M16 0.50
M21 0.75
M26 0.67
K36 0.58
0851 0.58
0857 0.75

Sekil 1. Kanalizasyon izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri
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Reinthaler ve ark., (2003) atik su aritim tesislerinden
izole ettikleri 767 E. coli susunun 26 farkli antibiyotige kars1
direnglilik profillerini belirlemislerdir. Test edilen antibiyo-
tikler arasinda en yiiksek direng orani ¢alismamiza benzer
sekilde amfisiline karsi gozlenmistir. 2004-2005 kis peri-
yodu siiresince hastane atik sularindan Klebsiella spp., Cit-
robacter spp. ve E. coli suglarini igeren 69 enterik bakteri
izole edilmis ve 51 enterik susun sonuglarimizi destekler
nitelikte amfisiline karst direngli oldugu ortaya konmustur
[12]. Calismamizin sonuglarina benzer olarak diger bir ¢a-
lismada ise 13 atik su aritim tesisinde tetrasiklin ve beta-lak-
tam direngli . coli popiilasyonuna rastlanmigtir [13].

Bolaji ve ark. (2011) Nijerya’da se¢ilen hastane atik su-
larindan izole ettikleri enterik bakterilerin kloramfenikol,
streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine karsi direngli
olduklarini gozlemlemislerdir. Benzer sonuglar Nikara-
gua’da hastane atik sularindan amfisilin, kloramfenikol ve
trimetropimin test edildigi ¢aligmada kaydedilmis olup, ytik-
sek seviyede antibiyotik direngliligi gdsteren E. coli suslari
izole edilmistir [15]. Tayvan’da stirdiiriilen diger bir calis-
mada ise hastane atik suyu ve klinik izolatlarin direnglilik
profilleri karsilagtirilmis ve atik su izolatlarinin daha yiiksek
antibiyotik diren¢ oranina sahip oldugu ortaya konmustur.
Caligmamiza benzer sekilde amfisilin antibiyotigine kars1
yiiksek dirence isaret edilmistir [16]. Moges ve ark (2014),
Kuzeybati Etiyopya’daki hastane atik sularindan Klebsiella
spp., Pseudomonas spp., E. coli, Citrobacter spp. ve Staphy-
lococcus spp. suglarini igeren 65 izolatin antibiyotik direnc-
lilik profillerini aragtirmistir. Caligmamiza benzer olarak
test edilen antibiyotiklere karsi ¢oklu ilag direncine igaret
edilmistir. Hastane atik sularindan izole edilen 3 adet susun
amoksisilin, amfisilin, tetrasiklin, ofloksasin, kloramfenikol
ve siprofloksasin antibiyotiklerinin tiimiine kars1 direngli ol-
dugu tespit edilmistir [18]. Akkan ve ark. (2011) hastane atik
sularinin desarj edildigi deniz suyundan izole ettikleri 85
gram negatif bakterinin sefalosporin grubu antibiyotiklere
kars1 direng diizeylerini; sefazoline %85, sefuroksime %28,
sefotaksime %8 ve sefepime %5 oraninda rapor etmislerdir.

Bu ¢alismada Kilis ili Devlet Hastanesi hastane atik su-
larindan E. coli (Biyotip I-1I ve Aratip I-11) Klebsiella spp.
ve Citrobacter spp. suslarini igeren 8 izolatin antibiyotik di-
renglilik profilleri test edilmistir. Test edilen klindamisin,
trimethoprim, kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin, strep-
tomisin, amfisilin, sefotaksim, vankomisin, gentamisin ve
sefaparazom antibiyotiklere kars1 suslar direng gostermis ve
¢oklu antibiyotik direncine sahip olduklart ortaya konmus-
tur. Insan ve endiistriyel kaynakli atik sularin gevreye ve-
rilmesi ve yer alt1 sularina karigmasi sonucu, ¢alismamizda
elde edilen ¢oklu ilag direncine sahip bakterilerin igme suyu
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olarak degerlendirilen kuyu sular ile etkilesimi mikrobiyal
kirliligin yayilmasina sebep olacaktir.
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