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OZET

Kiyisal Sular ve Midyelerden izole Edilen Enterik Bakterilerin Antibiyotik
Direncinin Molekuler Karakterizasyonu

Mikrobiyal enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisintdp ve veteriner hekimlikte yaygwekilde
kullanilan antibiyotikler ve bunlara pia olarak gelgen antibiyotik direnci, tim dinyada gan
ilgi alani bulmaktadir. Fekal kirlge neden olan direncli bakterileri iceren evsel sular,
yeterli diizeyde veya hi¢ artiimadan sucul ortaresanl edilerek, rekreasyon ve balikcilik
aktiviteleri amacl kullanilan deniz ekosisteml@én antibiyotik direncinin kazanimina ve
yayilmina katkida bulunurlar. Cevredegdbolarak bulunan direncli mikroorganizmalar ile
insan veya hayvan kaynakli mikroorganizmalar adesinaktarilan direng genleri,
mikroorganizmalarin gen havuzunda uzun vadeli vedjintsimsiz etkiler meydana getirerek
¢ok sayida direng genine sahip olmalarina nedem olu

Bu calsmada endustrigne ve nifus ygunlugunun gittikce artfii Istanbul’da bakteriyel
kirlenmeye maruz kalan kiyisal sulardaki fekalikiclyo gunlugu ve kiyisal sular ve midyelerde
bulunan enterik bakterilerin antibiyotik direncinibdlgeye 06zgi molekiler karakterleri
argstirilmstir.

Haziran 2010-Mayis 2011 tarihleri arasinda yuriitileu calsmada, istanbul Giineybati
sahilinde 6 farkl istasyondan deniz suyu orneklriistanbul Avrupa Yakasinda 3 farkli
istasyondarMytilus galloprovincialisile M.galloprovincialis’in yetistigi deniz suyu 6rnekleri
toplanmstir. Mevsimsel olarak alinan 6rneklerde, baktdojik kirlili gi belirlemek amaciyla
toplam koliform bakteri sayimi yapilsmve drneklerden izole edilek.coli suslarinin Disk
Diflzyon yontemiyle antibiyotik duyarliliklari belenmistir.  E.coli sularinda, integraz 1
genine spesifilintl-1 ve integraz 2 genine spesifikl-2 geni iletetrasikline direncli olan slarda
tet(A) ve tet(B) direng genlerinin varn PCR analizi ile incelenmgir. intl-1ve intl-2 pozitif
E.coli suslarinda sinif 1 ve sinif 2 integronlarin varlaragtirilarak, her bir integronun gedigi
antibiyotik direng¢ genleri dizi analizi ile belirenistir.

Kiyisal su orneklerinde toplam koliform bakteri say 7x16 - >11x1G EMS/100ml,
M.galloprovincialislerde TKBS 3x106 - >11x1d EMS/100 ml arafiinda 6lciilmigtiir. izole
edilen drneklerde en gan godzlenen bakteri turd.coli (%61,11) olup, bu slarda en yiksek
direng frekansi ampisilin (%54,54) antibiyptide gozlennstir. Tetrasikline direncli sglar
arasinddet(B) direnggeninin yaygin oldgu belirlenmgtir. 101E. coli sisunun PCR analizleri
sonucunda 5%. coli sisundaint I-1 geni (0,5 kb), 6(.coli sisundaint I-2 geni (0,9 kb) ve 4
E.coli sisunda sinif 1 integron (1,2-2,0 kb),E6 coli sisunda sinif 2 integron (2,1 kb) tespit
edilmigtir. Sinif 1 ve sinif 2 integronuiifrAl, dfrA12, aadAl, aadA2, aadA5, sat2 ve,hlaen
kasetlerini icerdii belirlenmistir.

Bu calsma ile kiyisal sular ve midyelerde fekal kdkenlktmilerin ygzunlugu belirlenerek,
izole edilen enterik bakterilerde antibiyotik diogmden kaynaklanan cevre kirfilive rasyonel
antibiyotik kullaniminin tgviki konularina aciklik getiriimeye calimistir.  Bununla birlikte
antibiyotik direnc genlerinin molekiler karaktesyanu ile Turkiye deniz ekosistemine 6zgu
antibiyotik direng profilinin olgturulmasi icin gerekli olan temel bilgilerganmstir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik Direnci, Fekal koliform, Kiyisal sular Mytilus
galloprovincialis Sinif 1 integron, Sinif 2 integron, tet(A), tet(Btl-1, intl-2.
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ABSTRACT

Molecular Characterization of Antibiotic Resistance of Enteric Bacteria Isolated
from Coastal Waters and Mussels

Antibiotics commonly used in medicine and vetenynaedicine for prevention and treatment of
microbial infections and consequently developintbémtic resistance has been garnering great
interest worldwide. Domestic waste water with stsit bacteria that cause fecal pollution is
discharged to the aquatic environment with inadegua no purification, contributing to
developments and expansion of antibiotic resistamaearine ecosystems used for recreation
and fishing activities. Resistance genes transfiebetween resistant microorganisms naturally
present in the environment and human or animal coiganisms create long-term and
irreversible impacts on gene pool of microorganiseausing a large number of resistance
genes.

This study examines density of fecal pollution ioastal waters exposed to bacterial
contamination in Istanbul, where industrializateomd increasing population has been gradually
increasing, and region-specific molecular charaadéantibiotic resistance of enteric bacteria in
coastal waters and mussels.

This study was conducted between June 2010 and2W@ay whereby sea water were sampled
from 6 different stations in the Southwest coaststdnbul, and alsMytilus galloprovincialis
and sea water iMM.galloprovincialis grow were collected from 3 different stations het
European Side of Istanbul. Total coliform bacteware counted in seasonally collected
samples to detect bacteriological pollution, andibastic susceptibilities ofE.coli strains
isolated from the samples were identified by Disifusion method. ForE. coli strains,
presence ointl-1 specific to the integrase 1 gene amiti2 specific to the integrase 2 gene, and
presence of resistance gerteA) andtet(B) in tetracycline resistant strains were examined
through PCR analysis. Presence of class 1 and 2lagegrons imntl-1 andintl-2 positiveE.

coli strains was investigated, and antibiotic resistagenes carried by each integron were
identified through sequencing analysis.

The total number of coliform bacteria in coastaltavassamples was measured in a range of
7x10" - >11x16 EMS/100ml and foM.galloprovincialis,in a range offKBS 3x1G - >11x1d
EMS/100 ml. E. coli is the most frequently observed bacterial speitieisolated samples
(61.11%), and the highest frequency of resistancthése strains was observed in ampicillin
antibiotic (54.54%). The resistant stréén (B)was found out to be frequent among tetracycline
resistant strains. As a result of PCR analyseB0dr.coli strains, thént I-1 gene (0,5 kb) was
detected in 5%.coli strains, thant I-2 gene (0,9 kb) in 6&.coli strains, class 1 integron (1,2-
2,0 kb) in 4E.coli strains and class 2 integron (2,1 kb) ik.@oli strains. Class 1 and class 2
integrons were found out to contain the gene cassdfrAl, dfrA12, aadAl, aadA2, aadAb5,
sat2andblagya.2

This study aims at identifying the density of baeteof fecal origin in coastal waters and
mussels, and clarifying the issues of environmenddilition caused by antibiotic resistance in
isolated enteric bacteria and promotion of theorati use of antibiotics. Additionally, basic
information required to ensure the molecular charaation of antibiotic resistance genes and
to create an antibiotic resistance profile spetdithe marine ecosystem of Turkey is provided.

Key Words: Antibiotic Resistance, Fecal Coliform, Coastal @atMytilus galloprovincialis,
Class 1 integron, Class 2 integron, tet(A),tet{@)si,intl-2.
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1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotikler ve antibiyotik direncli bakterilerantibiyotiklerin tip, veterinerlik ve
tarim uygulamalarinda geigizel ve yiksek miktarlarda kullanimi sonucuzdman
veya dolayli olarak toprak ve su cevresinegigle miktarlarda dearj edilirler
(Tarkdasan F.I. 2009, Zhang X.X. 2009, Kemper N. 2008). ntsel atik su aritma
tesislerinden gelen bu kirleticiler tarafindan demiehir ve gol gibi alici su ortamlari ve

diger cevre ortamlari 6nemli 6lgtide kirlenmektedir (G0rriza M. 2000).

Antibiyotiklerin buydk bir kismi insan ve hayvan atidundan ¢ok az dostiirtlerek
veya hic dgismeden ure ve ¢ki ile birlikte atilirlar (Jgrgensen S.E. 2000sanlar
tarafindan kullanilan antibiyotiklerin aktif maddel atik su aritimi esnasinda tamamen
uzaklgtirlamazlar ve bdylece hi¢c ggmeden atik su aritma tesislerinden alici ortama
desarj edilirler (Kimmerer K. 2003). Araziye yayilgnolan aritma camurlarinda ve
ciftik hayvani yetstiricili ginden elde edilen gubrede bulunan antibiyotik aktif
maddeleri sizinti ile yer alti sularina ve sucwrege ulairlar. Balik ciftliklerinde
kullanilan antibiyotikler ise dgrudan sucul cevrede birikirler (Halling-Sgrensen B.
1998, Kummerer K. 2004). Hedef organizmasi baktemlan antibiyotiklerin ¢ok
disUk konsantrasyonlarda atik su aritma tesisleriredem ortama stirekli olarak gk
edilmesi, mikrobiyal ekoloji Uzerinde olumsuz etkineydana getirgi gibi
mikroorganizmalarin antimikrobiyal ilaclara kardirenc geltirmesine de neden
olabilmektedir (Sungpyo K. 2007, Jgrgensen S.EQ2@®stanzo S.D. 2005, Hirsch R.
1999).

Atik su daarjl nedeniyle alici ortamdaki suyun kalite 6zédliknin bozulmasi ulusal ve
uluslararasi kapsamda ve 6nemde bir “su kalitesitunudur. Ulkemizde su kalitesinin
korunmasi ve su kirlenmesinin 6nlenmesi amaciylgulanan Su Kirlilgi Kontrolu
Yonetmelgi'nde rekreasyon amaciyla kullanilan kiyr ve desizlarinin sglamasi
gereken maksimum standartgdder belirtiimitir. Kentsel veya endustriyel nitelikli
atiksu kaynaklarindan doudan derin deniz darjinda veya atiksu aritma tesislerinden
aritilmis olarak ¢ikan sularin alici su ortamlaringddblmasinda yonetmelikte belirtilen
desarj standart dgerlerine uyulmasi gerekmektedir (Resmi Gazete S687. 2004).
Atiksu dearjinin olumsuz etkilerine kgr cevreyi korumak amaciyla, kentsel veya
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endustriyel atiksularin toplanmasi, aritiimasi egadi ile atiksu dgarjinin izlenmesi,
raporlanmasi ve denetlenmesi Kentsel Atiksu Arityiiimetmelgi'nde belirtilen esaslar

dogrultusunda kontrol altina alingtir (Resmi Gazete Sayi: 26047. 2006).

Tam kurum ve kurulglar, yer alti ve yerustl su kaynaklari potansiyaliher turlt
kullaniminin  korunmasini ve su kirfiinin 6nlenmesini ggamak amaciyla ilgili
yonetmeliklerde belirlenen hiukimlere uymak ve bunleygulamakla yukamltdurler.
Yonetmeliklerde belirtilen esaslara aykiri davrdrl belirlenen durumlarda 2872 sayili
Cevre Kanunu’'nun ilgili hiktmleri ile 5237 sayiliifk Ceza Kanun’unun 181. ve 182.
maddeleri ger@ince adli nitelikte para cezasi ve/veya hurriyesiglayici cezalar
uygulanmaktadir (Resmi Gazete Sayi 2872. 1983, TZDK4). Insan veya gier canl
turleri Uzerinde tedavisi guc¢ hastaliklara sebegcak veya canli tirlerinin neslinin
devamini tehlikeye sokacakkilde d@al ekosisteme kalici zarar verecek atiklarin suya,
toprgza veya havaya birakilmasi TCK'da cevreyeskaglenen suclar kapsaminda
deserlendiriimektedir (Katglu, T. 2005, TCK. 2004).

Sucul cevrede antibiyotik direng gen havuzununsralsinda ve direng genlerinin
yayllmasinda fekal kirlilik indikatorti bakterilemémli rol oynarlar. (Goni-Urriza M.
2000, Levy S.B. 2004). Yeterli duzeyde veya higilanadan dgrudan alici ortama
desarj edilen kanalizasyon sulari, tarim alanlarindeene olan yamur sulari ve gubre
en 6nemli indikator bakteri olan fekal koliform kegklaridir (Dang H. 2008). Fekal
koliformlar, mikrobiyolojik olarak kirlenen sulardgasayabilme yetengndeki midye
turleri tarafindan deniz suyundan biyofiltrasyoe iiltre edilirler. Bu o6zellikleri
nedeniyle midye turleri, kiyisal sulardaki uzun gkadnikrobiyal kirliligin izlenmesinde
biyoindikator organizma olarak kullanilirlar (CoelM.P.P. 1999, De Donno A. 2008).
Kiyisal sularda bulunan indikatér bakteri miktannisu ve midye yoluyla buan
gastrointestinal enfeksiyon hastaliklarinin ortagylamasi ile 6nemli derecede skili
oldugu rapor edilmgtir (Priss A. 1998). Bu lamda su kaynaklarinin kullanimi ve
midyenin gida olarak tiketilmesi yoluyla antibiyi#i direncli bakteriler ve direng
genlerinin, insan veya hayvanlara butasi ¢cevre ve halk ghgl agisindan buyuk bir
risk tasimaktadir (Fleming L.E. 2006, Kruse H. 1994, ReamstHHolm A.S. 2005).



Antibiyotiklerin tGretim ve tuketimindeki aa ba&l olarak gelsen antibiyotik direnci,
sucul cevrede dml olarak bulunan mikroorganizmalar ile insan venMam kaynakl
mikroorganizmalar arasinda diren¢ genlerinin akiara neden olur (Baquero F. 2008).
Bu aktarim sonucunda mikroorganizmalarin gen havdau6nemli dgisiklikler
gOzlenir. Bu uzun vadeli ve geri d&iiinstz etkiler sonucunda ekolojik dengenin
bozulmasi, mikroorganizmalarin gl seleksiyona grayarak c¢ok sayida direng
genlerine sahip olmasina neden olmaktadir (Jargesde 2000, Levy S.B. 2004). Bu
sekilde sucul ¢cevrede direng genlerinin gittikcasarekolojik bir problem olarak ortaya

ctkmaktadir (Kimmerer K. 2004).

Antimikrobiyal ajanlar kendilerine kar diren¢ geltirme yetengi olan bakteri
topluluklar tzerinde kuvvetli secici bir baski wygrlar. DNA molekiillerinde bulunan
genlerde modifikasyonlara neden olan mutasyon yeyadiren¢ genlerinin kazanimini
salayan horizontal gen transferi, bakterilerin ankrmbiyal ajanlara maruz kalmasi
sonucu ortaya c¢ikan secici baskinin Ustesinden egimorganizmanin yetefine
katkida bulunurlar (Kuyucu N. 2007, Levy S.B. 2004)

Antibiyotik diren¢ genlerinin sucul ekosisteme atski aritma tesisleri tarafindan
aktariimasi ile olgan antibiyotik direnci tim dinyada olglu gibi tlkemizde de ¢ok
onemli bir “cevresel kirlilik” problemidir. Atilsu aritma tesislerinin dizayn ve
isleyislerindeki farkhliklar atiksulardaki direncli gemle ve direncli bakterilerin sucul
ortamda bulunguna etki edebilmektedir. Atiksularda bulunan baldede, y@un
antibiyotik kullanimina bgli olarak meydana gelen antibiyotik direncsiféi gi ve
atiksu aritma tesislerinde farkh aritma prosediinie uygulanmasi sonucunda bdlgeye
ve Ulkeye 6zel direng tablolar gedbilmektedir(Rysz M. 2004).

Deniz suyundan kaynaklanan bakteriyellaun %901 bir antibiyotge, %20’den fazlasi
ise en az he farkli antibiyotge kagl direnc gostermektedir (Baquero F. 2008).
Antibiyotik direnc genlerinin atik sular, deniz aul, yizey sulari, nehirler, géller ve
icme sular gibi sucul ¢evrelerde de tip ve vetatikte kullanilan antibiyotiklere kar
direncli bakteriler rapor edilgiir (Akiyama T. 2010, Maal-Bared R, 2013Coleman
B.L. 2013,Dada A. C, 2013, Watkinson A. J, 2007 Deniz sedimentinden alinan

orneklerde sinif 1 ve sinif 2 integronlar (Hall R.¥P98) ve kiyisal sulardan alinan
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orneklerde tetrasiklin sinifi antibiyotiklere kadireng gelgimi aragtiriimistir (Dang H.
2008, Guardabassi L. ve ark.2000).

Ulkemizde sucul cevrede bulunan fekal koliformlaantibiyotik direng fenotipi ile
ilgili  calismalar rapor edilmesine gmen, antibiyotik direncinin  molekdler
mekanizmalari ve ekolojileri tizerine sinirh sayigilisma bulunmaktadir (Ozgumi
O.B. 2007, 2009, Colaktu F. ve ark.2010, Sandalli C. ve ark. 2010). Qnce
calismalar, sucul ekosistemde antibiyotiklere direncunirei ve hareketli antibiyotik
direng determinantlarinin molekiler epidemiyologgbi konularin yeni oldgunu ve
argstirmalarin belirli bir bolge ile sinirli kalgini gostermektedir. Dolayisiyla sucul
ekosistemlerdeki bakteriyel populasyonlarda yaphaantibiyotik direnc profili ile ilgili
daha kapsamli ve géi molekuler ¢alsmalara ihtiya¢ oldgu acikca gérilmektedir. Bu
baglamda, gektirdigimiz ¢alsmamizda antibiyotiklere direncli bakterilerin asklar,
dereler veya gier su akimlari vasitasiyla denizlere salak rekreasyon ve balikcilik
aktiviteleri amach kullanilan deniz ekosistemlerinyayllmasinda rol oynayan
integronlar ve diren¢ genleri agtailmistir. Bu amacla, érnekleme istasyonlari fekal
kirlili gin yogun oldyu Istanbul Guneybati sahgeridi Gzerindeki farkli noktalardan
secilmitir. Bununla beraber ymn olarak tuketilen ve insan @gs1 agisindan tehlike
olusturan M.galloprovincialislerin 6rneklendgi istasyonlar, 0Ozellikle gida olarak

tuketime sunulan midyelerin toplagdbdlgelerle sinirlandiriingtir.

Bu bilgiler siginda; “Kiyisal Sular ve Midyelerdefzole Edilen Enterik Bakterilerin
Antibiyotik  Direncinin  Molekuler Karakterizasyonu” baslikli  ¢alismamizda,
endustrileme ve nifus ysunlugunun gittikgce artfii istanbul ilinde, evsel atik sularin
cevre sulara uygun olmayansdgl sonucu olgan bakteriyolojik kirlilige bali olarak,
kiyisal sular ve midyelerde bulunan fekal kokemlkterilerin ygunlugu argtiriimis ve
antibiyotik direng genlerinin molekuler karaktesganu ile Turkiye deniz ekosistemine

0zgu antibiyotik direng profilinin okturulmasi1 amaclanrytir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DENZ SUYU KAL ITESINIiN iZLENMES INDE iNDIiKATOR
BAKTERILER: FEKAL KOL iFORMLAR

Suyun sglik acisindan kalitesinin gerlendiriimesinde en hassas ve en 6zgin yol, suya
enterik bakterilerin kagtiginin godstergesi olan mikroorganizmalarin sardmasidir.
Koliform bakteriler suda kolay ve hizli bisekilde tespit edilebildikleri, cevre
kosullarina direncli olduklari, patojen bakterilerler larada ysayabildikleri, b&irsak
kokenli olduklari ve dikida yuksek miktarda bulunduklari icin suyun kadliten
belirlenmesinde uygun bir mikrobiyal indikator cléar kabul edilmitir (Oztlirk B.
2005).

Koliform bakteriler, Enterobacteriaceadamilyasi icinde yer alan, fakultatif anaerob,
gram negatif, spor ofturmayan, 35-37°C'de 24-48 saat icinde laktozdan \gaasit
olusturarak fermente eden, galaktosidaz aktivitesi eyést, oksidaz negatif ve cubuk
seklindeki bakterilerdir. Koliform bakteriler, gen&arakteristik Ozelliklerine gore,
toplam koliform veya fekal koliform olarak adlandir ve gruplandirilirlar. Bu grupta
bulunan bakterilerden normal florasi insanlarinsweakkanli hayvanlarin alt sindirim
sistemleri olanlar fekal koliform olarak tanimlarkta ve bunlar fekal
kontaminasyonun bir gostergesi olarak kabul editedikler. Toplam koliform
bakteriler ise suyun genel kalitesi hakkinda bigrmektedirler(Ashbolt N. J. ve ark.
2001).

Fekal kirlilik indikatori olarak, koliform bakteel icinde en fazleEscherichia coli
bakterisi kullaniimaktadir.E.coli, Enterobacteriaceaailesine ait, 2- 6 um boyunda ve
1.0-1.5 pum eninde, diz, yuvarlak comakeggklinde, spor olgturmayan gram negatif
bakterilerdir. Optimum yg@m sicaklgl 37-40C ve pH 5-9'dur. E.coli insan, sicakkanli
hayvanlar ve kglarin normal bairsak floralarinda bol miktarda bulunur ve c¢ok
seyreltik atik sularla bujanasinda bile saptanabilir.  Dolayisiyla fekal kamih
bakteriler icinde yer alak.coli, fekal kirlilik ile bagirsak hastaliklari arasindakishiyi

gOsterir (Geissler K. ve ark. 2000).



E.coli fekal indikator bakteri olmasinin yani sira geketiapisi en iyi bilinen
mikroorganizmadir. er  mikroorganizmalarin aksine kolayca  direng
kazanabilmektedir ve bu 6zdliiille E.coli antibiyotik direncinin argiriimasinda iyi bir
indikatordir. B@girsak bakterilerinin kagtigi sularin kullanimi, bu bakterilerin insanlar
arasinda aktarimina neden olmaktadir. Antibiyeti&ldireng genlerinin bu bakteriler
icerisinde yer alark.coli ile tasinmasi toplumda direncli suoranini artirmaktadir
(Danishta I. 2010).

Cardak M. ve arkagtari (2010),istanbul Bgazi'ndaEnterobacteriaceaiyelerinin tir
dagihmini ayrintili birsekilde aratirdiklari calsmalarinda en yaygin tirtivcoli (%28)
olduzgunu ortaya koymglardir. Istanbul Gilineybati sahilinde yapilan birgati
calismada enterik bakteriler icerisinde en dikcoli (%36,7) turindn bulungiu
bildirilmistir (Sivri N. ve ark. 2010). Matyar F. (2012), Bw Akdeniz kiyilarinda
yaptgl ¢calsmada ise deniz suyundan izole edilen bakterilerdgra/gin tirink.coli

(%8,2) old@gunu rapor etmstir.

2.2. DENZLERDE BAKTER iYOLOJIK KIiRLILIGIN iZLENMESiIiNDE
BYOINDIKATOR ORGAN iZMA: MYTILUS GALLOPROMNCIALIS
(LAMARK, 1819)

Midyeler, Bivalvia sinifi icinde yer alan Mytilidaamilyasindandir (Tablo 4.1). Bu
familyanin en onemli turleriMytilus galloprovincialis, (kara midye veya Akdeniz
midyesi), Mytilus edulis(mavi midye veya Avrupa midyesiModiolus barbatugat
midyesi) vePernasp. (Afrika midyesi)'dir. Ulkemiz sularinda bulumare ekonomik
degeri yuksek olarMytilus galloprovincialis,Dogu Akdeniz kiyilari hari¢ Karadeniz’e
kadar tum kiyilarda 6zelikléstanbul Bgazi ve Marmara Denizi’'nin bitin kiyilarinda
dogal yataklar halinde bulunurlgkumlu M. 2001).



Tablo 2.1. Mytilus galloprovincialis(Lamark, 1819)’in sistematikteki yeri.

Alem Animalia (Hayvanlar)

Sube Mollusca (Yumgakgalar)

Sinif Bivalvia LINNAEUS, 1758 (Cift kabuklular)
Altsinif Pteriomorphia BEURLEN, 1944

Takim Mytiloida FERUSSAC, 1822

Aile Mytilidae RAFINESQUE, 1815

Cins Mytilus LINNAEUS, 1758

Tar Mytilus galloprovincialis LAMARCK, 1819

Midyeler, Gcgenimsi ve bilateral simetrili canldiar. M. galloprovincialisin kabuklari
on (arterior), arka (posterior), ventral ve dorkahardan olgur. Kisa olan 6n kenar
kabuklarin birbiri ile bglantisini sglar. Kabuklarin tepe kisminda kubbeli yapida
umbo bulunur. Arka kenar ise, midye kabuklaringnidagl yarim daireseklindeki ug
kisimdir. Ventral kenar, bissus ipliklerinin ¢iktkenardir. Ventral kenar bu noktada
disarl dagiru yukselme yaparak diz hiekilde arkaya dgru uzanir. Bissus iplikleri,
midyelerin birbirlerine ve her tirli sert zeminlezerine sglam bir sekilde tutunmasini
saglarlar. Ventral kenarin tam tersinde kavisli yagkiddorsal kenar bulunur. Dorsal
kenarin on kenara yakin olan kisminda, kabuklampirine bgli durmasini sgayan,
boynuza benzeyen ligament yer alir. Ligament, kilsuin kapama kaslarinin kapama
kuvvetlerinin tersi yonde bir kuvvete sahiptir. edlmidyede kaslar kapama kuvvetini
kaybettiklerinden ligamentin aksi yondeki elastéipden dolay! kabuklar acik kalir
(Sekil 2.1) Gosling E. 2004Eyupaslu B. 2010).

0 0 20 30 40 650 60 70 &C 80 100
bbbl i

Doadvdbiod kil

Ventral Kenar

O s Arka Kenar

Bissus Ipligi Uie

Ligament

Dorsal Kenar

Sekil 2.1. Mytilus galloprovincialis'ingenel goringii.
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Midyelerin bir ¢ift halindeki kabuklari iki ya dacikat aragonit ve kalsitten ciur.
Kabusun dsi mor-siyah ve kahverenginin g# tonlarinda, ici ise sedef
parlaklgindadir. Kabuklarin tzerinde, umbodan itibareniki€liptik dairelerseklinde
baslayan ve kenara paralel olarak devam eden buylrggegi bulunur. Midye uygun
olmayan ekolojiksartlara maruz kal@inda, biyume cizgilerinde anormal bir sktea,
yukari d@ru kabarma veyasagiya dgru ¢okme olgur. Bu tlrin yaygin boy uzurgu

7 — 8 cm olmasina ganen maksimum 10-11 cm kadar olabilir.

Midyenin kabuklar ayrilarak kabuk kapama kaslaesildikten sonra gorilebilecek i¢
organlar Sekil 2.2'de gOsterilmitir. Kabusa yapsmis olan ve sarimsi-griden
kahverengiye kadar gasen renge sahip olan kisim mantodur. On kenard&kapama
kasi altinda dort adege kollari (labial palps) vegz bulunur. Vicut icerisine su giri
ve ¢iksinl sa&layan ve besin partikillerini filtre eden organwsalaclardir. Solungaclar
ile igeri giren besin partikillerigaz kollari aracilgl ile agiza yonlendirilirler. Aizdan
giren besinler midede aytirildiktan sonra barsaklara girer ve sindirilemeyen kisimlar

anus ile cyari atilir.

Agizdan sonra ligament ekseni Uzerinde gklinde ve koyu kahverengi kizilimsi
renkte ayak bulunur. Agan uc¢ ve arka tarafi vantugeklindedir ve midyenin yer
degistirmesini ve zemine tutunmasinigéa. Midyenin boyuna gore agm uzunlgu
da farkhlik gosterebildi gibi midye aygini kendi boyu kadar da uzatabil¢sling E.
2004).

Sekil 2.2.Mytilus galloprovincialis’ini¢ organlari.
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Midyeler ayri geylidir fakat ¢cok dguk oranlarda da olsa hermafroditlik gortlebilir.
M.galloprovincialisin Greme sistemi bitliin viicuda yayinkanallar ve kanalciklardan
meydana gelir. Midyelerin yumurta ve sperm saligirekt olarak genital
acikliklarindan su igine goudur ve dollenme su icinde gercedite Ureme déneminde
bireylerin erkek ya da gii oldugu gonad renklerinden ayirt edilir. Erkeklerde gdiaa
krem-beyaz, gilerde ise portakal sarisi tonlarindadir. Midyelarlunduklar bélgelere
gore dgisen blylime oranina pia olarak cinsel olgunlga alti ay ile bir yil arasinda
ulasirlar. M.galloprovincialislerde yumurtlama iki periyot halinde eylil sonundan

mayis-haziran ayina kadar devam eder (KaraylcEd$5).

M.galloprovincialislerde biyume oranini etkileyen en 6nemli faktdragilk olmakla
beraber tuzluluk, derinlik ve beslenme de 6nemlidvkendir. Midyeler icin en uygun
biyime kaeullart pH=7-9, tuzluluk %.25-30 ve sicaklik 15-208@: Buylime
sicaklgin 20°C, tuzlulgun %040'1in Uzerine ¢ik@inda veya sicakiin 10°C, tuzlulgun
%025’in altina dgtigiinde azalmaya bkar (Bayne B.L. 1976, Karaylcel S. 1996).

Solic M. ve arkadgari (1999),M.galloprovincialislerde ve Sonier R. ve arkagdari
(2008), Crassostrea virginica'dayaptiklari deneysel cammalarda, yiksek sicakin
kabuklu deniz canlilarinda biriken fekal kolifornakieri konsantrasyonunu arttigehi
rapor etmglerdir. Stabili ve arkaddar (2005), Kuzey Ege’de yaptiklari gahalarinda
M.galloprovincialisde fekal koliform bakteri miktarinin yaz aylarindaniden

yukseldgi sonucuna varnglardir.

M.galloprovincialis’ler, fitoplankton ve asili haldeki organik maddelerleslpairler.
Midyeler, solungag tiyleriyle sudaki 2-100 um bdégunhda olan organik ve inorganik
her turlu partikalu filtre ederlerSekil 2.3). Ortalama 7-8 cm boyundaki bir midye,
saatte 10-15 litre suyu filtreleme Ozgihe sahiptir. M.galloprovincialislerde
filtrasyon hizi, midyeve partikil bayutklgine, partikilin tard ve ymnluguna, su
akintisi ve sicakfina bghdir (Bayne B.L. 1976). Midyelerde buyime iletamin
besin konsantrasyonu arasinda 6nemli kikiivardir. Midyelerde buyime, ilkbaharda
su sicakiginin ve buna paralel olarak ortamdaki fitoplankt@zooplankton varginin
artmasi ile bglar. Suyun cok stuk oldysu dénemlerde ise biylimede bir duraklama
gozlenir (Okums I. ve ark. 1998, Campos, C.J.A. 2013).
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Suyu suzerek beslendyi.galloprovincialislerde tespit edilen fekal koliform bakteri
duzeyleri, deniz suyunda belirlenenden ¢ok dahaekilk (Stabili L. 2005). Roslev P.
ve arkadglari (2009), E. faeciumve E. faecalis silarinin M. edulis tarafindan
filtrasyonunu ve midyede birikimini laboratuvar skdlarinda yaptiklari deneylerle
incelemsilerdir. Calsmaya gore, incelenengarin M. edulistarafindan hizh bigekilde
akumule edildtini ve M. edulisin binyesinde biriktirdii bakteri konsantrasyonunun,
4-6 saat sonra midyelerin icinde buluggdweniz suyundakinden 30-300 kat daha fazla

konsantrasyonla maksimum seviyeysatetini gozlemlemglerdir.

| Sudan siiziilen maddeler | | Suya gonderilen maddeler |

@ Plankkon

~ - ———— v Besin girisi
Bissus iplikleri "

Sekil 2.3. Mytilus galloprovincialis'defiltrasyon.

Mytilus galloprovincialis asagida belirtilen 6zelliklere sahip olmalari nedenilggisal

sulardaki Kirliligin izlenmesinde biyoindikator tir olarak kullanilktadir.

- Mytilus galloprovincialis bulund@gu cevredeki bakteri, viris, kimyasal ve
toksin gibi kirletici maddeleri binyelerinde biniktler ve kirlili ge kagi olduk¢a
direnclidirler. Bu nedenle yiksek konsantrasyomda#ili gi tolere edebilme
yetengindedirler.

- Bir yildan daha fazla yam stren midyelerin kullaniimasi, uzun dénem bogunc
gerceklatirilen érneklemelerde kiyisal alanlardaki kirlilddizeyinin tahmininde
onemlidir.

- Midyeler vyerlgik dizende ysayan omurgasizlardir, bu nedenle boélgesel

calismalarda 6rnekleme alanini ¢ok iyi temsil ederler.
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- Geng araliktaki sicaklik ve tuzluluk @esimlerini kisa surede tolere edebilirler.

- Geng bir cagrafik dggilima sahiptirler ve kiyisal alanlarda ¢ok yaygm kolay
bulunurlar.

- Midyelerin kabuklarinin dayanikh ve koruyucu olmasayesinde 6rnekleme,
tasima ve depolama esnasinda dokularin zarar gorneekirlenmesi minimum
dizeydedir. Bu nedenle midyelerin 6rneklenmesilafeoratuarsartlarinda
kirlilik analizleri kolaylikla gerceklgtirilir.

- Hareketsiz olmalari nedeniyle incelenen bir alann ikimyasal Kirlilik
durumunun belirtecleri olarak hareketli tirlere ggdlaha elveslidirler (Cottard
G.l. ve ark. 1998Jovic M. ve ark. 2011, De Donno A. ve ark. 2008).

2.3. MIKROBIYOLOJIK SU KAL ITE KRITERLERT VE STANDARTLAR

Atik su dearji nedeniyle alici ortamdaki suyun kalite 6zédiknin bozulmasi, ulusal ve
uluslararasi kapsamda ve 6nemde bir “su kalitestunudur. Ulkemizde yer alti ve
yerustl su kaynaklarinin korunarak en iyi bir bigankullaniminin sdanmasi ve su
kirlenmesinin dnlenmesi amaciyla Cevre ve OrmanaBak tarafindan Su Kirliki
Kontroli Yonetmelgi yururlige girmstir. Alici ortamin fekal atiklarin altimi ile
mikrobiyolojik acidan kirlenmesi sonucu ortaya ¢g#ecek olumsuz etkilerini 6nlemek
amaciyla mikrobiyolojik su kalite standartlari blhmistir.  Su Kirliligi KontrolU
Yonetmelgi'nde, rekreasyon amaciyla kullanilan kiyr ve desidarinin sglamasi
gereken standart derler, toplam koliform igin 1.000 EMS/100 ml, fekadliform igin
200 EMS/100 ml olarak kabul edilgir. Yonetmelgin kita ici su kaynaklarinin
siniflarina gore kalite kriterlerinde; fekal kolifa 10 EMS/100 ml, toplam koliform 100
EMS/100 ml olan sulat. Sinif fekal koliform 200 EMS/100 ml, toplam koliform
20.000 EMS/100 ml olan suldr. Sinif, fekal koliform 2.000 EMS/100 ml, toplam
koliform 100.000 EMS/100 ml olan suldt. Sinif ve fekal koliform 2.000 EMS/100
ml’ den fazla, toplam koliform miktari 100.000 EM®0 ml’ den fazla olan suld¥.
Sinifsular olarak bildirilmgtir (Resmi Gazete Sayi: 25687. 2004).

Insan sgligl ve cevreyi korumak Uzere ylizme ve rekreasyon hrkalfanilan sularin

kalitesini belirlemek ve bu sularin 6zellikle mikigolojik kirleticiler ile kirlenmesinin
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engellenmesini  gdamak icin uygulanan kriterler Yizme Suyu Kalitesi
Yonetmelgi'nde duzenlenngtir. Buna goOre ylzme ve rekreasyon amaciyla kudan
sulardan alinan 6rneklerin % 80’inin toplam kolifor1.000 EMS/100 ml, fekal
koliform 200 EMS/100 ml kilavuz d¢erini, % 95’inin toplam koliform 10.000
EMS/100 ml, fekal koliform 2.000 EMS/100 ml zorunldegerini s&lamasi
gerekmektedir (Resmi Gazete Sayi: 26048. 2006).

Su dUrdnleri Gretimi yapilan deniz ve kiyl sularirahci ortam standartlari, Tarim ve
Koyisleri Bakanlgi'nin 1380 sayili Su Uriinleri Kanunu’na dayanilatszirlanan Su
Uriinleri Yonetmelii’'nde diizenlennstir. Buna gore alici ortama ait kabul edilebilir
deserler fekal koliform icin 10 EMS/100 ml, toplam kaolrm icin 70 EMS/100 ml
olarak belirlenmgtir.  Alinan 6rneklerin %20’ sinde fekal koliform iktari 100
EMS/100 mlyi, %10’'nunda toplam koliform miktari @3 EMS/100 mlyi
gecmemelidir. Yonetmelikte cift kabuklu yusakc¢alarda intervalvular (kabuklararasi)
sivida ve ette tespit edilen fekal koliform mikman 300 EMS/100 g'dan fazla
olmamasi gerekdi belirtilmistir (Resmi Gazete Sayi: 22223. 1995).

Fekal koliform icin kabul edilen bu sinir gierler, Kabuklu Su Urinlerinin Yetigi
Sularailiskin Kalite Standartlari Hakkinda TepliEk-2'de ayrica belirtilmtir. Teblig,
kabuklu su drtnlerinin yetiigi sulart ve bu sularin kalite standartlarini belgrek,
kabuklu su drUnleri yefen sularin korunmasini ve kirlenmenin 6nlenmesini
amaclamaktadir (Resmi Gazete Sayi: 26894. 2008).

Kentsel veya endustriyel nitelikli atiksu kaynaktetan dgrudan derin deniz garjinda
veya atiksu aritma tesislerinden aritynalarak c¢ikan sularin alici su ortamlarina
bosaltiimasinda Su Kirligi Kontrolii Yonetmelgi'nde belirtilen dgarj standart
degerlerine uyulmasi gerekmektedir (Resmi Gazete Sage87. 2004). Atiksu
desarjinin olumsuz etkilerine kgircevreyi korumak amaciyla, kentsel veya endudtriye
atiksularin toplanmasi, aritilmasi vesa ile atik su dgarjinin izlenmesi, raporlanmasi
ve denetlenmesi Kentsel Atiksu Artimi YoOnetrpétide Dbelirtilen esaslar
dogrultusunda kontrol altina alingtir (Resmi Gazete Sayi: 26047. 2006). Kabuklu Su
Urlnlerinin Yetitigi Sularalliskin Kalite Standartlari Hakkinda Tepé gore, kabuklu

su Urdnleri yetien sulara atik su aritma tesislerinden yapilacafarfdarin, teblgde

12



belirtilen kalite standartlarini detirmemesi gerekmekte olup, bunursidda her turli
atik veya atik suyun kabuklu su trinleri yeti sulara verilmesi yasaklargtm (Resmi
Gazete Sayli: 26894. 2008).

Tam kurum ve kurulglar, yer alti ve yerustl su kaynaklari potansiyaliher turlt
kullaniminin  korunmasini ve su kirfiinin 6nlenmesini ggamak amaciyla ilgili
yonetmeliklerde belirlenen hiukimlere uymak ve bunleygulamakla yukamltdurler.
Yonetmeliklerde belirtilen esaslara aykiri davrdrl belirlenen durumlarda 2872 sayili
Cevre Kanunu'nun ilgili hukimleri gegence idari nitelikte cezai yaptirnm
uygulanmaktadir (Resmi Gazete Sayl 2872. 1983)vreCmevzuati esaslarina aykiri
fiillerin suc teskil ettigi hallerde ise idari nitelikteki cezalarin yanias5237 sayili Turk
Ceza Kanun'unun 181. ve 182. Maddeleri garee adli nitelikte para cezasi ve/veya
hirriyeti balayici cezalar uygulanmaktadirinsan veya dier canl turleri Gzerinde
tedavisi guc¢ hastaliklara sebep olacak veya céarerinin neslinin devamini tehlikeye
sokacaksekilde d@al ekosisteme kalici zarar verecek atiklarin sugaragia veya
havaya birakilmasi TCK'da c¢evreye far islenen suclar kapsaminda
degerlendiriimektedir (Katglu T. 2005, TCK. 2004).

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA), su kalkriterlerine gore
rekreasyon amaciyla kullanilan tath sularBa coli miktarinin 126 CFU/100 ml,
enterokok sayisinin 33 CFU/100 ml, deniz sulari@@agunlik strede alinan 5 drnek
icin enterokok sayisinin ise 35 CFU/100 ml olmasegtiini bildirmistir (Dufour A.P.
ve ark. 1986).

Avrupa Birligi 76/160/EEC sayili Yizme Suyu Kalitesi YonetrgglAvrupa Birligi'ne
uye ulkeler genelinde, yizme amaciyla kullanilafarsa kalitesinin glvence altina
alinmasi amaciyla diuzenlengmre bu sularin bakteriyolojik, kimyasal ve fiziksgl
kalite kriterlerini belirlemgtir. Buna gore ylzme ve rekreasyon amaciyla kudan
sulardan alinan orneklerdeki toplam koliform miktamn 500 EMS/100 ml kilavuz
degeri ile 10.000 EMS/100 ml zorunlu gerini, fekal koliform miktarinin ise 100
EMS/100 ml kilavuz dgeri ile 2.000 EMS/100 ml zorunlu gerini sa&lamasi
gerekmektedir (European Union. 1976).
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Avrupa Birligi 2006/113/EC sayili Kabuklu Canlilarin &g Sularin  Kalitesi
Yonetmelgi, Avrupa Birligine Uye uUlkeler tarafindan kabuklu deniz Grunlerin
yasadgl sular olarak tanimlanan tuzlu sular ve kiyl sulige bu sularda yayan
kabuklu canlilarin korunmasinig@amak ve bu amacla alinan tedbirler neticesindedah
kaliteli trin elde edebilmek amaciyla dizenlegtimi YoOnetmelge goére kabuklu
canlilarda intervalvular (kabuklararasi) sivida ete tespit edilen fekal koliform
miktarinin 300 EMS/100 ml'den fazla olmamasi geggkbildirilmistir (European
Union. 2006).

2.4. ANTIBIYOTIKLER VE ETK i MEKAN iZMALARI

Antibiyotikler, bazi bakteri ve mantar turi mikrganizmalar tarafindan sentez edilen
ve diger mikroorganizmalar i¢in oldurtcl ya da tremelegimgelleyici etki gosteren ve
tedavide kullanilan kimyasal maddelerdir (Kimmefer2009). Bakteri Uizerine segici
toksisite goOsteren antibiyotikler, konak organizmmarhiicrelerine zarar vermeden,
enfeksiyon etkeni bakteri hiicresinin gelesi ve GUremesini dnleyerek (bakteriyostatik)
ya da bakteri hicresini gonudan oOldurerek (bakterisid) etki ederler (Schdtav. ve
ark. 2000).

Antibiyotikler dogal olarak etkili olabildikleri bakteri ttrlerininemisli gine basli olarak
dar, orta ya da gepnspektrumlu olarak siniflandirilirlar. Sinirli sdg mikroorganizma
turine etki eden dar spektrumlu antibiyotiklerdgrenisilin sadece Gram-pozitif
bakterilere etkili iken, aminoglikozidler, stlfonéter ve trimetoprim yalnizca aerobik
bakterilere karsi etkilidir. Orta spektrumlu anytitikler genellikle bazi Gram-negatif
bakterileri turlerine kaw azaltilmg aktiviteli maddeleri icerir (6rn@n; ampisilin,
amoksisilin, birinci ve ikinci kgak sefalosporinler). Birden fazla mikroorganizma
turine etki eden gepispektrumlu antibiyotikler ise tclncl gak sefalosporinler,
tetrasiklinler ve kinolonlar gibi hem Gram-pozitiém de Gram-negatif bakterilere kar
etkili olan maddeleri icerirler (Gangle B.J. 20@shwalbe R. ve ark. 207

Antibiyotikler farkh etki mekanizmalarina sahipér. Bu etki mekanizmalari, bakteri

hiicre duvarindaki belli proteinlere d@anarak, hiicre duvarinin devandili icin
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suregelen sentezi inhibe edenlerp-ldktam antibiyotikler, sefalosporinler,
karbapenemler, monobaktamlar), bakteride proteimtezeni sglayan ribozomlarin
cesitli bolgelerine bglanarak, bakterinin buyimesi vesganasi icin gerekli proteinlerin
sentezini inhibe edenler (aminoglikozidler, tetkéisler, kloramfenikol, makrolidler,
linkozaminler), 6nct madde sentezini, DNA UretimigiRNA transkripsiyonunu inhibe
ederek nukleik asit sentezini engelleyenler (swfardler, trimetoprim, kinolonlar,
rifampin), hicre zari faaliyetlerini dsstirenler (polimiksinler), bakterinin
metabolizmasi icin gerekli olan bir maddenin seiniegnhibe ederek antimetabolik etki
gosterenler (sulfonamidler, trimetopringgklinde siniflandiriimaktadi{Schwalbe R.
2007,Tenover F.C. 2006).

2.5. ANTIBIYOTIKLERE KAR SI DIRENC GELISIMI

Mikroorganizmalar, antibiyotiklerin 6ldurictu ya dmemeyi durdurucu etkisine kar
direngc mekanizmalari gstirmislerdir. Direng, yaygin antibiyotik kullanimina #a
olarak gelgebildigi gibi mikroorganizmalarin olumsuz cevre skilarinda yaamlarini
surdirmeleri igin kullandiklari savunma sirecinin farcasi da olabilmektedir (Ylce
A. 2001).

2.5.1. D@al (intrinsik) Direng

Dogal direng, mikroorganizmalarin ttr 6zgliolarak antibiyotgin hedefi olan yapiyi
tasimamalarinin  veya antibiygin yapisal bir Ozellikten dolayr hedefine
ulasamamasinin bir sonucudur. Ogite rifampisin antibiyotgi hidrofobik oldusundan

gram-negatif bakteri duvarini gecemez vgalairenc ortaya cikar (Yuce A. 2001).

Antibiyotiklerin mikroorganizmalara etki edebilmestin mikroorganizmanin aktif
ureme doneminde olmasi gerekmektedir. Metabolikaratd inaktif olan
mikroorganizmalar antibiyotiklere fenotipik olarakrencli olabilirler fakat bunlardan
olusan yeni nesiller antibiyotiklere duyarlidir. Opie penisilinlere duyarli olan
bakterilerin herhangi bir nedenle hicre duvarinybemlerek bakterinin L formuna
donismeleri sonucunda bakteriler hicre duvari inhibitGatibiyotiklere direncli

olurlar. Birka¢c nesil sonra bakteri hicreleri hgiauvar Uretimine devam ederek
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bakteriyel  6ncullerinin  formuna  dostiiklerinde  tekrar  hiicre  duvarini
kazanacaklarindan penisiline duyarlilik kazandbilifOztiirk R. 2002, CevikigaA.
1990).

2.5.2. Kazanilmg Direncg

Mikroorganizmalar, genetik 6zelliklerindeki gigimlere ba&li olarak énceden duyarh
oldugu bir antibiyotge kagl direng kazanabilir (Yice A. 2001). Bakteriyehgendaki
degisiklikler sonunda seleksiyonla direncli nesilleraya cikip yayilimaktadir. Genetik
orijinli bu direng¢ kromozom ve ekstrakromozomal nelarin kontroll altindadir
(Oztlrk R. 2002).

2.5.2.1. Kromozomal Direng

Mikroorganizmalarin kromozomunda kengiiden olgan mutasyonlar sonucu
meydana gelen desiklikler mikroorganizmanin antibiygte kagi duyarliligini
degistirir (Yuce A. 2001). Antibiyotgin varligi duyarl organizmalari baskilamak icin
secici mekanizma olaraks igorir ve antibiyotik direncli mutantlarin buylmmsi
destekler. Kenditiinden mutasyonlar 10102 siklikta meydana gelirler, bu nedenle
klinikte bu tip direnc azdir fakat rifampisin iledavide kendiiinden mutasyon1810®
oraninda oldgundan, rifampisine direncli mutantlarin ortaya caannedeni ile tedavi
basarisizlgl yuksektir (Alekshun M.N. 2007, Oztirk R. 2002).

2.5.2.2. Ekstrakromozomal Direng

Mikroorganizmalar, antibiyotiklere plazmid, trangom ve integron adi verilen genetik

elementler ile kromozom glidireng gdsterirler.
2.5.2.2.1.Plazmidler

Plazmidler, bakteri hiicresinde kromozomdagitvesiz olarak kendilerini replikasyon
ile cogaltabilen kromozom di genetik elementlerdir. Bakteri plazmidleri, 4640
kilobazlk sirkuler yapida, ¢ift zincirli DNA moléKleridir (Siefert J.L. 2009). Bakteri
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hiicresinin metaboliksievleri icin gerekli genetik bilgi kromozom Uzeri@aldyundan,
genellikle plazmidlerin kaybedilmesi veya kazanima hiicrenin  ygamsal
fonksiyonlarini etkilemez. Plazmid Uzerinde antdtilflere ve &ir metallere direng
genleri, virulans genleri ve plazmidin kendi vanu strdirebilmesi ve transferi icin

gerekli proteinler kodlanir (Georgopapadakou N.6D2 Rice L.B. 2001).

Bazi plazmidler, replikasyonlari icin gerekli olagplikasyon orijinini, kendilerini bir
bakteriden bir bgka bakteriye aktarmak icin yaptiklari konjugasyomggiekli olan ve
transferlerinden sorumlu olan genler ile konjugasigtransferin gerceldegi transfer
orjinine sahiplerdir (Rice L.B. 2001).

Direnc¢ plazmidleri (R-plazmidler), bir veya dah&@ayida antibiyotik direnc genlerini
tastyabilir. Bu diren¢ genleri kucuk hareketli gemelementler olan transpozon,
integron ve gen kasetleri icinde yadeek direnc toplulgundaki dger direng genleri ile
baglantili plazmidlere veya kromozomlara gecebilirlerBu sekilde birden fazla

antibiyotige kag! diren¢ gelfmektedir(Levy S.B 2004).

2.5.2.2.2. Transpozonlar

Transpozonlar, bakteri kromozomunun farkl yerleryerleebilen veya kromozomdan
plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA véakteriyofaja aktarilabilen
hareketli genetik elementlerdir. Bu genetik eletlen (2-20 kb) kendi kendilerine
replike olamazlar fakat kromozomla veya plazmideBirlikte replike olabilirler

(Georgopapadakou N.H. 2002).

Transpozonlarla benzer 6zelliklere sahip insersghaileri (0,2-6 kb) kendi sinirlarinda
ters yonlu tekrarlanan dizileri icerirler. Bu de&i kromozom veya plazmidin
transpozisyonu icin gerekli olan transpozas enzimile genlerini kodlarlar.Insersiyon
dizileri, transpozonlardan farkl olarak antibiyotirenc genlerini tamazlar §ekil 2.4)
(Liu X. 2009, Mollet B. ve ark. 1983).
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R 1S26 IR

Sekil 2.4. Ters yonlu tekrar dizileri (IR) ve trammsgas genini iceren
IS26 elementinin yapisi.

En basit transpozon olan Tn3 transpozonu, 38 Itk ¢ers yonlt tekrar eden dizileri
(IR) ve tnpA tnpR ve blaregm genlerini icerirler. blargm geni, ampisilin direncinden
sorumlu TEM tipiB-laktamazi,tnpA geni, transpozonun transpozisyonundan sorumlu
olan transpozas olarak bilinen TnpA proteininhpR geni ise transpozisyonun
resolisyon safhasinda gérevli TnpR proteinini kodiktadir §ekil 2.5) Partridge S.R.

ve ark. 200h

Sekil 2.5. Ters yonlu tekrar dizileri (IR) wapA tnpRve blargy genlerini iceren
Tn3 transpozonunun yapisl.

Transpozonlar, bakteri populasyonlari arasindauw@kitibiyotik direncinin ¢ok kisa
sure icerisinde ortaya ¢cikmasinda ve yayllmasingandi rol oynarlar. Transpozonlar
ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin vérimetoprim’e kagi direng

gelisiminden sorumludurlar (Rahube T.0O. 2010).

2.5.2.2.3.Integronlar

Integronlar, spesifik bir yere yestais olan bir veya daha fazla antibiyotik direng genini
ve gen kasetleri olarak adlandirilan mobil elermerdttki direng genlerini yakalayabilen,

bblgeye spesifik rekombinasyon sistemleri icin lgen iceren hareketli DNA

elementleridirIntegronlar icerisindeki korunmkaset dizilimleri, farkli plazmidlerdeki
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integronlar arasinda kasetgggmine neden olabildiklerinden diren¢ g@thinde dnemli
rol oynarlar (Hall R. M ve ark. 1995).

Integronlarin korunmu iki bolgesi arasina yeden gen kasetleri kuguk, serbest,
halkasal formda ve yapisinda 59 baz elemaitC) adi verilen rekombinasyon
bdlgesini ve tek bir gen iceren hareketli genetdoeanlardir. 59 baz elemaninin yapisi
ve uzunlgu (57-141 baz cifti) ait oldtu gene gore farklilik gésterir (Hall R.M. ve ark.
1995, Labbate M. ve ark. 2009). 59 baz elemanikinucunda birbirinin ters
komplementeri olan yedi bazlik iki kor bélgesi (GRRRY ve RYYYAAC, R: purin, Y
pirimidin) bulunur. Integraz genleri bu rekombinasyon bélgesini tangap kasetlerini
integronun yapisina katarlar (Schmitz F.J. ve 4899, Recchia G. Ve ark. 1995).
Halkasal formdaki gen kasetlerinin replikasyon bklelri olmadigindan replike
olamazlar (Collis C.M. ve ark. 1992). Halkasalnhalaki gen kasetleri integronlaskili
bblgeye spesifik rekombinasyon reaksiyonu sonu@uusal forma dongerek integrona
eklenirler Sekil 2.6) (Hall R.M. ve ark. 1998).

A Gen

Halkasal form

59-baz elementi

¢

Antibiyotik direng
ge—» Dogrusal form

59-baz eIementiAf

En kaseti —_ integron
@ ___ ’
intl

attl

Sekil 2.6. Gen kasetlerinin genel yapisi.

Integronlarin 5 korunmy bolgesinde (8CS), integraz enzimini kodlayan integraz

geni (intl), gen kasetlerinin integre olgu rekombinasyon bdolgesiaitl) ve gen
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kasetlerine bgi genlerin ekspresyonunu kolaytaan promoter bolgesi () bulunur.
3 korunmy bolgesi (31CS) ise etidyum bromid ve kuarterner amonyumslilerine
direnc gelsiminden sorumluwjacE411 geni ve sulfonamidlere direncg@ayansull genini
icerir (Sekil 2.7) (Hall R.M. ve ark. 1995).

Integronlar, 5 korunmy bolgede bulunan integraz genindeki farklilara géraflara
ayrilmistir.  Bunlardan 6zellikle G¢ tanesinin (sinif 1y@ 3) diren¢ genleriyle gkili
oldugu gosterilmgtir. Klinik drneklerden izole edilen gram-negabtifikterilerde yaygin
olarak sinif 1 integronlar bulunmaktadir (Hall R.Me ark. 1998). Sinif 1 integronun
501CS bolgesi, gen kasetlerinin bolgeye spesifiksgre ¢iksindan sorumlu olan tip 1
integraz proteinini kodlayamtl-1 genini, attll ve Pay promotorind icerir. 3CS
bdlgesi isegackE11, sullgenini ve fonksiyonu bilinmeyen acik okuma cerceyads ve
orf6) icerir. Sinif 2 integronlarin yapisi, gendarak sinif 1 integronlarin yapisina
benzemektedir. [5CS bolgesinde tip 2 integraz proteinini kodlayati-2 geni veattl2
icermesine ramen 31CS bdlgesindesull genini icermezler (Collis C.M. ve ark. 1992,
Carattoli A. 2001). Sinif 3 integronlantl-3 integraz geninden dolayi farkllik
gosterirler (Roy P.H. 1995). Sinif 4 integronlae Vibrio choleraegenomunda yer
almaktadir ve antibiyotik direnci ile gkili olup olmadgi bilinmemektedifWhite P. A.
ve ark. 2001).

P1 P2 Rjack1 sull P orf5
o e e
5 ;5;E;E;E;E;E;E;E;E;E;E;E;l_sgcs
. A
W L+P T
intl GTTRRRY GTTRRRY
| Gen Kaseti |

‘ 5] Korunmuy Bolge | | 8] Korunmuy Bolge

Sekil 2.7.Integronlarin genel yapisi
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2.6. SUCUL EKOYSTEMDE ANTIBIiYOTIiK DIiRENCI

Antibiyotikler ve antibiyotik direncli bakterilerantibiyotiklerin tip, veterinerlik ve
tarim uygulamalarinda geiguzel ve yiksek miktarlarda kullanimi sonucugdman
veya dolayli olarak toprak ve su cevresinegigle miktarlarda dearj edilirler
(Tarkdagan F.I. 2009,Zhang, X.X. 2009, Kemper, N. 2008)entsel atik su aritma
tesislerinden gelen bu kirleticiler tarafindan demiehir ve gél gibi alici su ortamlari ve

diger cevre ortamlari 6nemli 6lctide kirlenmektedyeKil 2.8) (Goni-Urriza M. 2000).

Veterinerlik birytime
fakctorn

Sekil 2.8. Antibiyotik direncinin ¢cevrede yayilimi.

Antibiyotikler, mikrobiyal enfeksiyonlarin nlenmege tedavisi icin hem tip alaninda
hem de veterinerlikte yaygigekilde kullanilan tibbi bilgklerdir. Antibiyotiklerin
blayuk bir kismi insan ve hayvan vicudundan cok @niUdlrtlerek veya hig
desismeden ure ve gki ile birlikte atilirlar (Jargensen, S.E. 200ahsanlar tarafindan
kullanilan antibiyotiklerin aktif maddeleri atik swritimi esnasinda tamamen
uzaklgtirlamazlar ve bdylece hi¢c ggmeden atik su aritma tesislerinden alici ortama
desarj edilirler (Kimmerer, K. 2003).

Araziye yayllmg olan aritma camurlarinda ve ciftlik hayvani yeicili ginden elde
edilen gibrede bulunan antibiyotik aktif maddekaainti ile yer alti sularina ve sucul
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cevreye ulairlar.  Balik ciftliklerinde kullanilan antibiyotiker ise dgrudan sucul
cevrede birikirler (Halling-Sgrensen, B. 1998, Kuerer, K. 2004). Cstli yollarla
cevreye giren antibiyotik aktif maddeleri hastariék sularinda (Brown, D.K. 2006),
aritma tesisi ¢ilsinda (Hirsch, R. 1999), kentsel atik sularda (Gdtel. 2001), yeralti
sularinda (Hirsch, R. 1999), yuzey sularinda (HirsR. 1999), sedimentte (Halling-
Sgrensen, B. 1998) ve nehir sularinda (Halling-&see, B. 1998, Yang, S. 2003) ¢cok

distk konsantrasyonlarda bulunabilmektedir.

Hedef organizmasi bakteriler olan antibiyotiklegcwk dsiik konsantrasyonlarda atik su
aritma tesislerinden alici ortama surekli olarakadeedilmesi, mikrobiyal ekoloji
Uzerinde olumsuz etki meydana getidigibi mikroorganizmalarin antimikrobiyal
ilaclara kasgl diren¢c geltirmesine de neden olabilmektedir (Sungpyo, K. 2007
Jargensen, S.E. 2000, Costanzo, S.D. 2005, HiRsct99).

Koliform bakterilerle olgan hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlarin tesiadie
kullanilan antibiyotiklerin, ygun kullanimina bgl olarak giderek artan oranda bir
direng gelsimi s6z konusudur (Ay S. 200&Kalem F. 2008, Kaya O. 2006 Salam
H.S ve arkaddari (2012), toplum kokenli driner enfeksiyon etkeP55 E.coli
bakterisinde diren¢ sikliklarini  ampisillin-sulbakia (%35,1), trimetoprim—
sulfametoksazole (%34,9), siprofloksasine (%32,8moksisilin-klavulonik aside
(%31,3), sefuroksime (%25,9), gentamisine (% 19e¢8amikasine (%0,3) olarak tespit
etmislerdir.

Klinik kdkenli antibiyotige direncli bakterilerin yani sira atik sular, desi#ari, ylizey
sulari, nehirler, goller ve igme sulan gibi sugédvrelerde de tip ve veterinerlikte
kullanilan antibiyotiklere kar direncli bakteriler rapor edilrgtir (Akiyama, T. 2010,
Maal-Bared, R, 2013 oleman B.L. 2013Dada, A. C, 2013, Watkinson, A. J, 2007

Istanbul guneybati sahilinde yapilan galada deniz suyundan izole edilen enterik
bakterilerde en yuksek diren¢ orani ampisilin aptibgine (%100) kagi saptanirken
imipenem antibiyogiine diren¢ saptanmastir (Sivri N. ve ark. 2010). Vural H.C. ve
arkadalarn (2011), izmit korfezinde vyaptiklari caimada E.coli swslarinin
antibiyotiklere direncliliklerini tetrasikline (%50 sulbaktam-ampsiline (%62,5),

22



penisiline (%62,5), amikasine (%12,5), kloromfeme&o(%37,5), trimethoprim-
sulfametoksazole (%62,5) olarak tespit aterdir. Kamruzzaman M. ve arkagian

nehir ve goéllerin ylzey sularindan izole edilercoli suslarinda ampisilini en direncli,
imipenem ve meropenem antibiyotiklerini ise en duyantibiyotikler olarak rapor

etmislerdir.

Antibiyotiklerin Gretim ve tuketimindeki aa bali olarak gelgen antibiyotik direnci
sucul cevrede dml olarak bulunan mikroorganizmalar ile insan veMaam kaynakl
mikroorganizmalar arasinda direng genlerinin aktara neden olur (Baquero, F. 2008).
Bu aktarim sonucunda mikroorganizmalarin gen havdauonemli dgisiklikler
gozlenir. Bu uzun vadeli ve geri dafiiinstz etkiler sonucunda ekolojik dengenin
bozulmasi, mikroorganizmalarin gl seleksiyona grayarak cok sayida direng
genlerine sahip olmasina neden olmaktadir (JgrgessE. 2000, Levy, S.B. 2004). Bu
sekilde sucul ¢evrede direng genlerinin gittikgcasakolojik bir problem olarak ortaya

ctkmaktadir (Kimmerer, K. 2004).

Deniz suyundan kaynaklanan bakteriyeklaun % 90" bir antibiyotie, % 20’den
fazlasi ise en az bdarkli antibiyotge kagi diren¢ gostermektedir (Baquero, F. 2008).
Antibiyotik diren¢ genlerinin farkli sucul ¢evretd bulungu ile ilgili birgcok calsma
yapilmstir. Schwartz ve ark. (2003) atik su aritma tesistlen gelen atiksular, ylizey
sulari ve biofilm tabakasindan aldiklari érnekleedepisilin, vankomisin ve-laktam
sinifi antibiyotiklere kan direng genlerini saptaglardir. Deniz sedimentinden alinan
orneklerde sinif 1 ve sinif 2 integronlar (HallMR.1998) ve kiyisal sulardan alinan
orneklerde tetrasiklin sinifi antibiyotiklere kadiren¢ gekimi arastiriimistir (Dang, H.
2008).

Antibiyotik diren¢g genlerinin sucul ekosisteme atik aritma tesisleri tarafindan
aktariimasi ile olgan antibiyotik direnci tim dinyada olglu gibi Glkemizde de c¢ok
onemli bir “cevresel kirlilik” problemidir(Rysz, M. 2004). Atiksu aritma tesislerinin
dizayn ve gleyislerindeki farkhliklar atiksulardaki direncli gemla ve direncli
bakterilerin sucul ortamda bulusuna etki edebilmektedir. Atiksularin atiksu aritma
tesislerinde aritilmasi esnasinda icerdikleri baj@é populasyonun daliminda,

kalitatif ve kantitatif dgisiklikler meydana gelmektedir. Genellikle aritmglemi
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sirasinda antibiyaie direncli bakterilerin sayisinin azalmasi beklé@uardabassi, L.
2002). Guardabassi ve ark. (2002) atiksu aritmaslézindeki dcuncil aritma
isleminden sonra elde edilen atik sulardaki antibgtdirencli koliform bakteri
yayginlginin, aritimi yapilmamngi kanalizasyon sularindakinden daha az @lohw
belirlemiglerdir. Buna kayin Bell J.B. ve ark. (1983) tarafindan yapilan gahada,
aritimi yapilan atiksulardaki aktarilabilir diregenlerini iceren fekal koliform bakteri
yuzdesinin aritimi yapiimamkanalizasyon sularinda bulunandan daha yiksekzoldu
rapor edilmgtir. Atiksularda bulunan bakterilerde, g antibiyotik kullanimina kg
olarak meydana gelen antibiyotik direngit#i gi ve atik su aritma tesislerinde farkl
aritma prosedurlerinin uygulanmasi sonucunda bélgeytlkeye 6zel direng tablolari

gelisebilmektedir.

Ozgumig O.B ve arkadgari (2007), Rize’de halkin kullangli icme sularindan
(musluk ve pinar sulari) izole ettikleri g@a antibiyotik direncli fekal koliform
bakterilerdeki antibiyotik direncinin hareketli getik elemanlar olan konjugatif R
plazmidleri, transpozonlar ve integronlar tarafmdaindigini tespit etmilerdir. icme
sularinda bulunan fekal kékenli 1E/coli ssundan tc¢undehfrl-aadA1(1586 bg) ve
dfrAl7-aadA5 (1683 bg) gen kasetlerini iceren sinif 1 integrankzelirlemglerdir.
Tetrasiklin direncinin  molekiler mekanizmasini dacealedikleri c¢akmalarinda,
tetrasikline direncli 8E.coli sisundan dordiindeet(A) genini, ikisindetet(B) genini,
birinde hem tet(A) hem de tet(B) genini saptamglar fakat tet(C) genini tespit
edememglerdir. Ayni aratirmacilar bdlgedeki nehir sularindan izole edilen
Enterobacteriaceae ailesi uyesi koliform baktedgearatirdiklart sinif 1 ve sinif 2
integronlari, c¢gul antibiyotik direncli bircok ssun da hareketli genetik elemanlar
vasitasiyla yayabilegeni gostermglerdir. Sinif lintegronlarin tadigi gen kasetlerini
dfrAl, dfr2d, dfrA7, dfrAl6, dfrAl7, dfr2d, aadAhadAS, Dblgxas ve sinif 2
integronlarin tadigi gen kasetlerini iselfrAl, satlve aadAlolarak belirlemglerdir
(Ozgumi O.B ve ark. 2009).

Colakagilu F. ve arkaddari (2010), Rize deniz suyu Orneklerinden izolékkri
koliform bakterilerde, tetrasikline direncli gar arasindatet(B) geninin yaygin
oldugunu fakattet(A) ve tet(C) genlerinin bulunmadini tespit etmilerdir. Ayrica bir

E. coli sssunun sinif 1 integron (2.0 kb), @ir bir E. coli susunun ise sinif 2 integron

24



(2.2 kb) taidigini ve DNA dizi analizi ile sinif 1 ve sinif 2 igeonlarin sirasiyla
blapxa-sraadAlve dfrAl-sat2-aadAgen kasetlerini icerdini gbstermglerdir.

Cevre kokenli direng genlerinin takibinde tetrasikl kagi diren¢ oraninin anahtar role
sahip olmasi, insan enfeksiyonlarinin tedavisiraniysira veterinerlik, kalttr balikggh
ve ziraatte bu antibiygtin  yogun  kullanimindan  kaynaklanmaktadir.
Enterobacteriaceae ailesi bakterilerde bircok $étlia direnc geni belirlenngtir. Bu
genlerden ozellikleéet(A)ile tet(E) arasindaki siniflara hem klinik hem de sucul kdken
bakterilerde siklikla rastlanmaktadir (Chopra lar&. 2001). Karadeniz Bolgesinin
kuzeyd@usunda bulunan nehirlerden izole edil&mterobacteriaceaeailesi Uyesi
tetrasikline direncli koliform bakterilerin %15,3ide tet(A), %19,2'sindetet(B) ve
%1,9'unda hemet(A) hem detet(B) genini belirlemglerdir. Incelenen dier tetrasiklin
direng genlerindenet(C), tet(D) ve tet(E)genlerinin ise bulunmaghni bildirmislerdir
(Sandalli C. 2010). Guardabassi L. ve arkkuata (2000), tet(A) ve tet(B) genleri
tarafindan sglanan tetrasikline diren¢ mekanizmalarinin sucul Klimik kokenli

Acinetobacter baumannsuslarinda yaygin oldgunu rapor etnsierdir.

25



3. GEREC VE YONTEM

Calismada, Marmara Denizi'nin guneybati sahilinde Zdytimu ile Avcilar arasinda
kalan bolgedeki 6 farkl istasyondan deniz suyuekl@ri alinmstir. Istanbul Avrupa
Yakasinda, gida olarak tiketime sunulan midyelentandg! 3 farkl istasyon secilmi
ve bu istasyonlardaNlytilus galloprovincialisile M.galloprovincialis’in yetistigi deniz
suyu oOrnekleri toplanmgtir. Mevsimsel olarak alinan 36 deniz suyu ve 18dye
ornesinde, bakteriyolojik kirliligi belirlemek amaciyla toplam koliform bakteri sayim
yapilms ve orneklerden izole edilerk.coli sularinin  antibiyotik duyarliliklari
belirlenmstir. Antibiyotik hassasiyetleri belirlenen garda, integraz 1 genine spesifik
intl-1 ve integraz 2 genine spesifiktl-2 geni iletetrasikline direncli olan slardatet(A)
ve tet(B) direnc¢ genlerinin vari aratirilmistir. E.coli suslarinda ayrica sinif 1 ve sinif
2 integronlarin varfil tespit edilmg ve her bir integronun gadigi antibiyotik direng

genleri dizi analizi ile belirlenrstir.

3.1. ARASTIRMA ALANI

Bu calsmada Haziran 2010 - Mayis 2011 tarihleri arasidgt@nbul Giineybati sahil
seridi Gizerinde 6 istasyondan deniz suydstanbul Avrupa Yakasi saligridi (izerinde
3 istasyondan midyeMytilus galloprovincialis) ve midyelerin yetiigi deniz suyu

ornekleri mevsimsel periyotlarda toplargtm (Sekil 3.1-10).

Kiyisal bolge kirlilik girdisi ve etkileri goz oniealinarak belirlenen istasyonlarin kolay
ifade edilebilmesi amaciyla deniz suyu ornekleninah istasyonlar “D”, Mytilus
galloprovincialis 6rnekleritoplanan istasyonlar “M” harfi ile kodlangtir (Tablo 3.1).
D7, D8 ve D9 ile kodlanan istasyonlardan alinanizleayu ornekleri, numune olarak
alinanM.galloprovincialis’in yetistigi sulari temsil etmektedir.
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Tablo 3.1. Ornekleme Noktalari

Ornekleme Noktalari Istasyon No
Atakoy D1
Yesilkoy D2
Menelge D3
Menelse Kicukgekmece Bganti Noktasi D4
Avcllar D5
Zeytinburnu D6
Biyikcekmece D7
Menelse-Ambarli D8
Rumeli Kava D9
Buyukcekmece M1
Menelse-Ambarli M2
Rumeli Kava M3

Sekil 3.1. Ornekleme Noktalarinin Konumu
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Sekil 3.2. D1 no’lu istasyon Sekil 3.3. D2 no’lu istasyon
(Atakoy) (oY)

rF

Sekil 3.4. D3 no’lu istasyon Sekil 3.5. D4 no’lu istasyon
(Mengk) (Menyekkigukcekmece Bganti Noktast)

Sekil 3.6. D5 no’lu istasyon Sekil 3.7. D6 no'lu istasyon
(Avcllar) efdinburnu)
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Sekil 3.8. D7 ve M1 nolu istasyonlar Sekil 3.9. D8 ve M2 nolu istasyonlar
(Buytikcekmece) (Menglke-Ambarli)

Sekil 3.10. D9 ve M3 no’lu istasyonlar
(Rumeli Kava)

3.2. ORNEKLEME

Deniz suyu ornekleri, toplam 9 istasyondan “SuiKii Kontrolli Yonetmelgi Numune
Alma ve Analiz Metotlar1 Teb#i”"ne uygun olarak iki paralelli olarak alingtir. Buna
gore deniz yuzeyinden direkt olarak alinan denigusdrnekleri steril 6rnek alma
siselerine konularak, +4°C’de 2 saat i¢inde laboratavaatiriimistir. Alinan deniz
suyu drneklerinde fizikokimyasal parametrelerderalkhk, tuzluluk, ¢cézinmgioksijen
ve pH yerinde ol¢tlmgilr.

Belirlenen 3 istasyondan, her bir istasyonu temdéceksekilde toplam 15 yegkin (5-
7 cm) midye (M.galloprovincialis) 6rnesi toplanip, steril 6érnek almaisesi icinde
+4°C’lik soguk ortamda muhafaza edilerek, 2 saat icinde labeaaf ulatiriimistir.
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3.3. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

LSB (Lauryl Sulfate Broth) Besiyeri
Brilliant Green Bile Broth
HiCromé® UTI Agar
Kovacs Ayiracl
Metil Kirmizisi
a-naftol
KOH (Potasyum Hidroksit)
Polipepton
KoHPO, (Dipotasyumhidrojenfosfat)
Simmon’s Sitrat Agar
Kligler Iron Agar (KIA)
Ure Agar
Ure Soliisyonu (% 40)
SIM Medium Besiyeri
Mueller Hinton Agar
Antibiyogram DiskKleri:
Nalidiksik Asit (NAg)
Amoksisilin/Klavulanik asid (Agy)
Ampisilin (Aq0)
Amikasin (AKgg)
Imipenem (o)
Kloramfenikol (Go)
Seftazidim (CAy)
Streptomisin ()
Tetrasiklin (&o)

Trimethoprim/Sulfametaksazol (G4£p

Bakteri Saklama Seti
DNeasy Blood & Tissue Kit
Etanol(% 95)
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Himedia (M0B
Merck (1.05454)
Himedia (M1353R)
Merck (109293)
Merck (106076)
Merck (822289)
Merck (109112)
Merck (1.07043.1000)
Merck(105109)
Merck (1.02501.0500)
Merck (1.03913.0500)
Merck (1.08492)
Sigma (U7129)
Merck (1.05470)
Himedia (M173)

Himedia (SD021)
Himedia (SD063)
Himedia (SD077)
Himedia (SD035)
Himedia (SD073)
Himedia (SD006)
Himedia (SD062)
Himedia (SD091)
Himedia (SD037)
Himedia (SD010)
Orbak

Qiagen (69506)
Merck (1.00971.2500)



Agaroz
Etidyum Bromin(10mg/mL)
TBE (Tris-Borik Asid-EDTA) Tampon10X)
DNA Yiukleme Boyas(6X)
DNA Ladder, 100bp pluf,5 pg/uL)
Go Tag Flexi DNA Polymerase
-Go Ta{ Flexi Buffer(5X)
-Go Taf DNA Polimeraz(5U/uL)
-Magnezyum Klorti(25mM)
dNTP Mix (her biri 10 mM)
Oligonukleotid Primerler
intl-1/intl-2/Sinif 1/Sinif 2/tetA/tetB
Wizard® SV Gel and PCR Clean up System
pGEM®-T Easy Vector Systems
-pGEM®-T Easy Vektorii (50 ng/ pL)
-Ligasyon Tampon Cozeltisi (2X)
-T4 DNA Ligaz

-E.coli IM109 Kompetan Hiicreleri (>%¢fu/pg)

Ampisilin

X-Gal

IPTG

LB (Luria Bertani) Agar
Tripton

Maya Oztii

NaCl (Sodyum klorir)
NaOH

KCI (Potasyum klortir)
MgCl, (Magnezyum Kklorr)
MgSO, (Magnezyum sulfat)
Glukoz

Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification Systems
BigDye® Terminator V3.1
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Himedia (RM187)
Applichem (A11511)
Promega (V4251)
Fermentas (R0611)
Fermentas (SM0321)

Promega (M8305)

Promega (U1515)
Integrated DNA
Technologies, Inc.

Promega (A9281)

Promega (A1380)

Applichem (A0839)
Promega (V3941)
Promega (V3955)
Sigma (L2897)
Acumedia (7351A)
Acumedia (7184A)
Applichem (A2942)
Merck (1.09137.1000)
Merck (104936)

Applichem (A4425)

Merck (106067)

Sigma (68270)

Promega (A 1330)

Applied Biosystems



Cycle Sequencing Kit
T7 Promoter Primer

SP6 Promoter Primer

3.3.2. Kullanilan Gerecler

Buzdolabi

Bilgisayar

Buz Makinasi

Calkalamaliinktibator

Cozunmi Oksijen/pH Olgiim Cihazi
Derin Dondurucu

Distile Su cihazi

Dizi Analizi Cihazi

Elektroforez Goruintileme Sistemi

Etuv

Gug¢ Kayngi

Hassas Terazi

Isitici Tabla

Isi Dongu Cihazi

Mikrodalga Firin

Manyetik Karstirici

Otomatik Pipet Seti:
0,1-2,5 pL/ 1-20 pL/ 10-100 pL/ 100-1000 pL

Otoklav

pH Metre

Spektrofotometre

Su Banyosu (100°C)

Sterilizator

Santrif(j

Mini SantrifQj
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(4337455)
Promega (Q5021)
Promega (Q5011)

Bosch
Acer
TV
IKA
Hanna
Bosch
Nuve
ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer
DNR,Bio-imaging styns,
MiniLumi
Nlve
Thermo Scientific
Shimadzu
HLC
Techne
Bosch
IKA
Eppendorf

Nave

Hanna

Biotek, Epoch
Nulve
Ecocell
Biofuge

Beckman Coulter



Spin Santrif(j Bioneer

Steril Kabin Chemocell
Vorteks Velp Scientifica
Yatay Elektroforez Cleaver Scientific

3.4. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Peptonlu Su (% 0,1)
1g Pepton

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak, 121°C’dedikika otoklavlannstir.

Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (% 0,85)
8,59 NaCl
8,5 g NaCl 1 litreye tamamlanarak, 121°C’de 15 kakitoklavlianmytir.

Metil Kirmizisi (MR) Ayiraci

0,19 Metil kirmizisi

300 mL  Etil alkol (% 95)
Metil kirmizisi etil alkolde c¢ozdurilerek, Uzerir0 mL distile su eklenrgir.
+4°C’de muhafaza edilrtir.

Voges Proskauer (VP) Ayiraci

a-naftol (% 5)
59 a-naftol
100 mL  Etil alkol

a-naftol etil alkol icerisinde ¢ozdurulerek +4°C’dauhafaza edilnstir.
Potasyum Hidroksit (KOH) (% 40)

40 gr KOH
Distile su 100 mL’ye tamamlanarak +4°C’de muhafeddmistir.
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TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) Tamponu (10 X)
107,89 Tris baz
7,44 g EDTA
50 Borik asit
pH: 8,3
Bilesenler distile su ile 1 litreye tamamlartmn.

TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) Tamponu ( 0,5 X)
50mL 10X TBE
Distile su ile 1 litreye tamamlangtir.

EtBr (Etidyum Bromur, C21H20BrN 3)
1g EtBr
Distile su ile 100 mL’ye tamamlangtir. Isiktan korumak igin aliminyum folyo ile

kaplanmgtir.

Ampisilin (C16H18N3NaO,4S) (50 mg/mL)
2g Ampisilin
Distile su ile 40 mL'ye tamamlanarak filtre ile steedilmistir. Ependorf tiplere

bolUsturulerek -20°C’de muhafaza edilgtir.

IPTG (isopropyl — 3-D-thiogalactopyranosid€gH1505S) (0,1 M)

1,2g IPTG
Distile su ile 50 mL’'ye tamamlanarak filtre ile steedilmistir. Ependorf tlplere s&t
miktarda dgitilarak +4°C’de muhafaza edilgtir.

NaCl (1M)
58,44g NaCl

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak filtre ileest edilmistir.

KCI (1M)
74559 KCl

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak filtre ileest edilmistir.
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Mg (2M)
20,33g MgGCkH,0

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak filtre ileest edilmistir.
Glukoz (2M)
360,32 g Glukoz
Distile su ile 1 litreye tamamlanarak filtre ileest edilmistir. Ependorf tlplere s&t
miktarda dgitilarak -20°C’de muhafaza edilgtir.

3.5. BE9YERLERiNIN HAZIRLANMASI

LSB (Lauryl Sulfate Broth) Besiyeri

Bilesenler Miktar
Triptoz 2049
Laktoz 59
Sodyum klorid 59
Dipotasyum fosfat 2,759
Monopotasyum fosfat 2,759
Sodyum lauryl sulfat 0,19
Sicaklik 25°C
pH 6,8+0,2

35,6 g LSB besiyeri distile su ile 1 litreye tamamhstir. Besiyerj icerisinde durham
tupu bulunan tuplere, 20 mL olacajekilde daitilarak, 121°C’'de 15 dakika

otoklavlanmgtir. +4°C’de muhafaza edilstir.
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Brilliant Green Bile Broth Besiyeri

Bilesenler Miktar
Pepton 10,09
Safra tuzu 20,09
Laktoz 10,09
Brilliant green  0,0133g
pH 7,2+0,2

40 g Brilliant Green Bile Broth besiyeri distile

ga 1 litreye tamamlanngtir. Besiyeri

icerisinde durham tupu bulunan tiplere 10 mL olagddlde daitilarak, 121°C’de 15

dakika otoklavlannstir.

UTI Agar
Bilesenler Miktar
Pepton 15¢g
Kromojenik kargim 2,45¢
Agar 159
Sicakhk 25°C
pH 6,8+0,2

32,45 g UTI agar distile su ile 1 litreye tamamiaka 121°C’'de 15 dakika

otoklavlanmgtir.

MR-VP (Metil Kirmizisi-Voges Proskauer) Besiyeri

Bilesenler Miktar
Polipepton 79
Glukoz 50
Dipotasyum fosfat (KHPOy) 50
Sicakhk 25°C
pH 6,9+0,2

Bilesenler distile su ile 1 litreye tamamlanytmi.
dagitilarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlangtr.
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Sitrat Agar

Bilesenler Miktar
Amonyum dihidrojen fosfat 1,0 g
K,HPO, 1049
NaCl 5049
Sodyum sitrat 2049
MgSOy 0,29
Bromotimol mavisi 0,08 ¢
Agar-agar 13,09
pH 6,6 £0,2

22,5 g Sitrat Agar distile su ile 1 litreye tamandsak 95°C’de c¢ozdurulngtiir.
Tuplere 5 mL olacakekilde daitilarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlarghr. Tupler
yatik olarak katilgtinimistir. +4°C’de muhafaza edilstir.

Indol Besiyeri

Bilesenler Miktar
Pepton 10 g
Sodyum klorrr (NaCl) 59

pH 7,1£0,2

Bilesenler distile su ile 1 litreye tamamlamgtm. Besiyeri tiplere 2 mL olacajekilde
dagitilarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlangir. +4°C’de muhafaza edilstir.

Ure Agar
Bilesenler Miktar
Peptone from meat 10g
D(+) Glucose 10g
NacCl 500
KH,PO, 2049
Phenol red 0,012 g
Agar-agar 1209
pH 6,8+0,2
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21 g Ure agadistile su ile 1 litreye tamamlanarak, 121°C’dedtkika otoklavlannstir.
Otoklavlandiktan sonra 40-45°C’ye @dulan besiyerine, 1si ile sterilizasyonda
bozuldgu icin filtre ile steril edilm§ % 40’ hk Ure solisyonundan ilave edikti.
Besiyeri tiplere 7 mL olacajekilde daitilarak yatik olarak katikuriimistir. +4°C’de

muhafaza edilnstir.

Kligler Iron Agar (KIA) Besiyeri

Bilesenler Miktar
Peptone from casein 15,049
Peptone from meat 50¢9
Meat extract 30g
Yeast extract 3,09
NacCl 509
Lactose 10,0 g
D(+) Glucose 109
Ammonium iron (IIl) citrate 0,59
Na,O3S, 059
Phenol red 0,024 g
Agar-agar 1209
pH 7,4+0,2

52 g Kligler Iron Agardistile su ile 1 litreye tamamlanarak 95°C’de cGzuitnGstar.
Besiyeri tuplere 6 mL olacaksekilde daitiimistir. 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmgtir. Tupler yatik olarak katigariimistir. +4°C’de muhafaza edilstir.

SIM Medium Besiyeri

Bilesenler Miktar
Peptone from casein 20,09
Peptone from meat 6,6 0

Ammonium iron(ll)citrate 0,2g

Sodium thiosulfate 0,2g
Agar-agar 309
pH 7.310,2
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30 g SIM mediundistile su ile 1 litreye tamamlanarak 95°C’de ¢cGziinUstar.

4 mL

besiyeri tuplere datilarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanstir.

Mueller Hinton Agar:

Bilesenler

Miktar

Beef, infusion from

Casein acid hydrolysate

Starch
Agar
Sicaklik
pH

300 g
1759
159
179
25°C
7,3+0,2

38 gMueller Hinton Agar distile su ile 1 litreye tamaankrak 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmgtir.

LB (Luria Bertani ) Sivi Besiyeri:

Bilesenler Miktar
Tripton 10g
Maya Oziitii 5g
NacCl 59

pH 7,5+0,2

Bilesenler distile su ile 1 litreye tamamlargtm. Besiyeri tiplere 20 mL olacakkilde

dagitilarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlangoir. +4°C’de muhafaza edilstir.

LB (Luria Bertani )-Ampisilin Sivi Besiyeri:

Bilesenler Miktar
Tripton 109
Maya Oziitii 5¢g

NacCl 59

pH 75+0,2
Ampisilin 100pug/mL
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Bilesenler distile su ile 1 litreye tamamlanarak, 121’15 dakika otoklavlanstir.

50-55°C’ye kadar soutulduktan sonra ampisilin eklengtir.

LB (Luria Bertani )-Ampisilin/X-Gal/IPTG Agar:

Bilesenler Miktar
Tripton 10g
Maya Oziitic 59

NaCl 59

Agar 15¢g
Ampisilin 100pug/mL
X-Gal 50mg/mL
IPTG 100mM

35 gLB agar distile su ile 1 litreye tamamlanarak 128%C15 dakika otoklavlanrgtir.

50-55°C’ye kadar sgqutulduktan sonra ampisilin eklenghr.
Ekim yapilmadan 30-45 dakika 6nce petrilegk almayacak

muhafaza edilnstir.

Petriler +4°C’'de

sekilde 20ul X-Gal (50 mg/mL) ve 10@l IPTG (100 mM) yayilmgtir.

SOC Besiyeri (100 mL):

Bilesenler Miktar
Tripton 29
Maya Oziutii  0,5¢
1M NaCl 1mL
1M KCL 0,25 mL
2M Mg*? 1mL
2M Glukoz 1mL
pH 7,0£0,2

Triptone, maya 0zutu, NaCl ve KCI distile su ile @L'ye tamamlanarak 121°C’de 15

dakika otoklavlianngtir.

Oda sicakfiina gelene kadar gotulduktan sonra son

konsantrasyonu 20 mM olacagkkilde 2M Mg? stok soliisyonu ve 2M glukoz ilave

edilmistir. Steril distile su ile 100 mL'ye tamamlargtr.

40



3.6. ANALIZ YONTEMLER 1

3.6.1. Numune Hazirlama

Ornekleme istasyonlarindan  toplanarak laboratuvaralastirilan ~ Mytilus
galloprovincialis 6érneklerinden, kabuklari acgilan, zarar goren Jée didye ornekleri
ctkarihp, analiz icin yegkin (5-7 cm) ve canli midye ornekleri seciktii (Sekil 3.11).
Midye kabuk ytzeyleri, basin¢li su altinda firga ijice temizlenip yosun, poliket gibi
canlilardan arindirilngtir. Her bir M.galloprovincialis 6rnesi, steril bistiri yardimiyla
kapama kaslarindan kesilerek kabuklari agtmi(Sekil 3.12). Tudm i¢ organlar
valviller arasi sivi ile beraber steril tiplereaatarak homojenize edilitir (West P.A
ve ark. 1986).

M.galloprovincialisicerigi LSB besiyerine inoklle edilerek Coklu Tup Fernasyon
Yontemi ile koliform bakterilerin sayisi belirlenghen 6nce seri dilisyonlar yapiktr.
Bunun icin 1 mL homojenata 9 mL % 0,1 steril pejosu eklenerek 1:10 diliisyon, 5
mL 1:10 dilusyon kagimina 45 mL % 0,1 steril peptonlu su ilave edilede&00
dilusyon elde edilmstir.  Deniz suyu o6rneklerinde bulunan koliform bedkerin
sayisinin belirlemesinde, 10 mL deniz suyuna 90stetil distile su ilave edilerek 1:10
oraninda dilisyon yapilgtir. Seyreltme sivisi steril oldundan seyreltilen ¢ozeltide
bakteri sayisi g@smemitir (West P.A ve ark. 1986).

Sekil 3.11. Yetskin M.galloprovincialis Sekil 3.12. Kapama kaslari bisturi ile
acilan.galloprovincialis
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3.6.2. En Muhtemel Sayi (EMS) Ydntemi

Deniz suyu ve midye oOrneklerindeki koliform bakkerin sayisi, Amerikan Resmi
Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC) ve Amerikan Halk Sgigi Kurulusu (APHA)
tarafindan Onerilen Amerikan Standartlari metodunete alinarak Coklu Tup
Fermentasyon Yontemi ile belirlengtir. Bu yontem hasar gérmiveya az sayida
mikroorganizma iceren Orneklerde ve kati besiyeuwildaiminin uygun olmadi
durumlarda daha hassas ve guvenilir sonuclar geiglh tercih edilmgtir.  Yonteme
gore; dilusyon yapilan drnekler, her biri 20 mL L®Bsiyeri iceren 9 tupe, 3x10 mL,
3x1mL ve 3x0,1 mL olacakekilde ekim yapilarak, 35-8C 'de 48 saat inkiibasyona
birakilmstir. Inktibasyon sonunda, bakteriyel biyiimeden dolawaaliulaniklik ile
sivi besiyeri icerisinde ters cevrilgnhalde bulunan durham tuplerinde meydana gelen
gaz olgumu, fekal koliform pozitif olarak dgerlendiriimitir. Dilisyon orani dikkate
alinarak 100 mL drnekteki toplam koliform bakteayssi, standart EMS tablosundan
yararlanilarak hesaplangtir (bkz Ek 1). Muhtemel koliformlarin sayisini g@alamak
icin gaz olgumu go6zlenen LSB tuplerinden Brilliant Green Bileoh iceren tiplere
birer 6ze dolusu ekim yapilgtir. 37°C’'de 24-48 saat inkUbasyondan sonra goziti
sonug veren tupler koliform grup olarakgolanmsgtir (APHA,1998).

3.6.3. Enterik Bakterilerin identifikasyonlari

3.6.3.1. Kromojenik Besiyerleri ile Bakterildentifikasyonu

Bakteri identifikasyonunda, farkli mikroorganizmafa 6zel besi ortamlarinda farkl
renklerde koloniler olgturacaksekilde c@almalari esasina dayanan kromojenik yontem
uygulanmgtir (Sekil 3.13). Bunun i¢in LSB besiyerinden, kromojeriesiyeri olan
HiCrome UTI agar (Himedia) plaklarina pasaj ya@aka#4,5°C 'de 24 saat inkiibasyona
birakilmstir. Inktibasyon sonucunda ean morumsu-pembe renkli kolonil&: coli
olarak dgerlendirilmistir (Tablo 3.2)
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Tablo 3.2. Kromojenik UTI agarda treyen bakteirildoloni renkleri

Mikroorganizmalar Gedim Koloni Rengi
Escherichia coli +++ Morumsu pembe
Proteus mirabilis +++ Acik kahverengi
Klebsiella pneumoniae +++ Mora donik mavi
Pseudomonas aeruginosa +++ Renksiz
Enterococcus faecalis +++ Mavi
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Sekil 3.13. Kromojenik UTI agarda (Himedia) Ureywakterilerin koloni gérinimu

3.6.3.2. Biyokimyasal Testler

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve glolanmasinda, kromojenik yontemsghda
biyokimyasal testler de uygulanghir. Bu testlerden enterik bakteriler icin geceikn

IMVIC Testleri, hareket testi ve hidrojen sulftusteile tir tayinleri yapilmtir.
3.6.3.2.1. IMMC Testleri

3.6.3.2.1.1indol Testi

Indol testi yardimiyla, mikroorganizmalarin triptofen indol olgturabilme 6zelk

incelenmgtir.  Bu amacla UTI agarda saf olarak dretilEn coli bakterisinden 1-2
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koloni, 2 mL indol besiyerine ekim yapilarak 35°@& 24 saat inkibe edilgtir.
Inkiibasyon sonunda kiiltire 0,5 mL Kovaks ayiracildaimistir. Besiyeri ylizeyinde
kirmizi renkli bir halka olgmasi indol pozitif olarak derlendirilmistir (Atlas R.M.
1946, Morello J.A. ve ark. 2003).

3.6.3.2.1.2. Metil Kirmizisi (MR) Testi

Metil kirmizisi testinde, indikator bir besiyerindéukozun karik asit fermentasyonu
sonucu olgan asidik pH dgisikli gi gosterilmitir. pH indikatort olarak metil kirmizisi
ayiraci kullanilmgtir.  Saf olarak Uretilerk. coli bakterisi, 5 mL MR-VP besiyerine
ekim yapilarak, 35°C’ de 24 saat inkiibe ed¢imi Kultire 2 damla metil kirmizisi
damlatiimstir. Indikatériin pH< 4,4’deki kirmizi renk gigimi pozitif, pH> 6,0’daki
sarl renk dgisimi negatif olarak dgerlendirilmistir (Atlas R.M. 1946, Morello J.A. ve
ark. 2003).

3.6.3.2.1.3. Voges-Proskauer (VP) Testi

Voges Proskauer testi, mikroorganizmalarin glikoazdaetil metil karbinol okiurma
yeteneklerine dayanmaktadir. 5 mL MR-VP besiyerisaf olarak UretilerE. coli

bakterisi ekilerek, 35°C’ de 24 saat inkibe editimi inklbasyon sonunda gkn

kaltire 3 damla % 40’'llk KOH damlatildiktan sonra damla a-naftol solisyonu
damlatilmsgtir. Tapler iyice kagtirihp havaya maruz kalmalari icin kapaklar agla
10-15 dakika beklenmgir. Kirmizi renk olgumu pozitif, renk olgmamasi negatif
olarak dgerlendirilmistir (Atlas R.M. 1946, Morello J.A. ve ark. 2003).

3.6.3.2.1.4. Sitrat Testi

Sitrat testi ile bakterilerin tek karbon kaymaolarak sitrati kullanma yetenekleri
belirlenmitir. Test tlplerinde yatik agar olarak hazirlalsammon’s Sitrat agara, saf
olarak uretilerE. coli bakterisi 6ze yardimiyla yayilarak ekim yapgtm Tup kapgi
gewek olarak kapatilip atmosferik ortamda, 35°C’ de &t inkibe edilngtir.
Besiyeri renginin koyu maviye dosiaesi pozitif, orijinal yeil renkte kalmasi negatif

sonugc olarak deerlendirilmistir (Morello J.A. ve ark. 2003).
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3.6.3.2.2. Hidrojen Sulfur (HS) Testi

Bu test ile bakterilerin sistin, sistein gibi kiUkuiceren aminoasitlerden ya da
sulfatlardan HS oluturup olyturamadiklari, hidrojen sulfiriin besiyeri Bilmindeki
demir ile birleerek siyah renkli demir silfire dégmiesi ile belirlenmgtir. Saf olarak
uretilenE. coli bakteri kolonisi 6ze ile alinarak yatik olarak lgnde katilatirilmis olan
sqgzan kabgu rengindeki Kligler Iron Agar (KIA) ylzeyine zigaglar cizilerek ve dip
kismina batirilarak ekim yapilgtir. Tup kap#@! gewek olarak kapatilip 35°C’ de 24
saat inkube edilngir. Inkiibasyon sonunda besiyeri renginin siyaha gdesi HS
olusturdusunu gosterngtir (Atlas R.M. 1946, Morello J.A. ve ark. 2003).

3.6.3.2.3. Ure Testi

Ure testi ile Ureyi hidrolize eden (reaz enzimimisturmayan mikroorganizmalarin
birbirlerinden ayirimi sganmstir.  Bunun icgin saf olarak Uretilek. coli bakterisi
Christensen Ure agara ekilerek, 35°C’ de 24 sadtbm edilmgtir. Besiyeri renginin
pembe olmasi pozitif sonug, giegmemesi negatif sonu¢ olarak ggelendirilmistir
(Morello J.A. ve ark. 2003).

3.6.3.2.4. Hareket Testi

Hareket testi ile bakterilerin hareketli olup olmadyari kati besiyerindeki tremelerine
bakilarak belirlenmgiir. Saf olarak Uretilere. coli bakterisi gne 6ze ile alinarak dik
olarak hazirlanmgi SIM Medyum besiyerine batirma ekim yodntemiyle el
yapiimstir.  Kultirler 25°C’ de 24-72 saat inkiibe edigtiri  Inkiibasyon sonunda
sadece ekim cizgisinde gozlenen dreme hareketihaggtsmenin sadece ekim cgizgisi
boyunca dgil tim besi yerinde olmasi hareket testi pozitiairak dgerlendirilmistir
(Morello J.A. ve ark. 2003).
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3.6.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Midye (M.galloprovincialis)ve deniz suyu drneklerinden izole edilEncoli suslarinin
antibiyotik duyarlliklari, Clinical and Laboratorgtandarts Institufe (CLSI) M2-A9
standardinin  Onerileri @goultusunda disk difizyon yontemi (Kirby-Bauer) ile
belirlenmgtir (CLSI, 2006). Degerlendirme ayni standardin M100-S18 ek tablolar
kitapcginda yayinlanan kriterlere uygun olarak yapstmni(CLSI, 2008).

Bu calsmadap-laktam inhibitori olarak, ampisilin (A, @), amoksisilin/klavulanik asit
(AC, 3Qug); aminoglikozid grubundan amikasin (AK, |8f), streptomisin (S, 1@);
kinolon grubundan nalidiksik asit (NA, 86); sulfonamid grubundan, trimetoprim-
sullfametoksazol (CO, 2§); tetrasiklin grubundan tetrasiklin (T, [ 8§); amfenikol
grubundan kloramfenikol (C, 3Q); karbapenem grubundan imipenem (I, {10);
sefalosporin grubundan seftazidim (CAp8Q antibiyotik diskleri kullanilntir.

Disk difizyon metodu ile antibiyotik hassasiyetthes yapiimak Gzere UTI agarda saf
olarak uretilerE.coli sulari, 3 mL steril serum fizyolojik iceren tupler&lenerek, 0,5
McFarland (1.5x19cfu/mL) bulaniklik serisine uygun olarak seyreligtir. Standart
bakteri sispansiyonunun 4 mm kalgnhdaki Muller Hinton Agar plaklarina steril
ekuvyon cubuklari ile ekimleri yapilgtir. Besiyeri ylzeyi kuruduktan sonra dispenser
yardimiyla diskler arasinda 25 mm, petri kenariediaaz 10 mm mesafede olacak
sekilde antibiyotik diskleri yerlgirilmistir. Plaklar 35°C+2'de 16-18 saat
inkiibasyondan sonra her bir antibiyotik diski atvrdh olgan inhibisyon zon caplari
milimetrik olarak olculmitur. Olculen zon caplari  CLSI kitaggndaki
Enterobacteriaceade ilgili tablolardaki degerler ile kasilastirilarak, E. coli sisunun
test edilen antibiyoge kagl hassasiyeti “duyarll”, “orta derecede duyarl”yae
“direncli” olarak deerlendirilmistir (bkz Ek 2). CLSI kriterlerine uygun olarak
kullanilan Muller Hinton Agar ile antibiyotik dis&tin kullanilabilirliligini ve yapilan
deneyin gecerlifiini géstermek icin kontrol bakteri olarak. coli ATTC 25922 swu

kullaniimistir.

46



3.6.5. Coklu Antibiyotik Direnclili g (MAR) indeksi

Coklu antibiyotik direnclilgi (MAR) indeksi, incelenen populasyonlardaki bakter
direnc yayilimini géstermektedir. Coklu antibiyotlirencliligi (MAR) indeksi, test
organizmalarinin direncli olgw antibiyotik sayisinin toplam analiz edilen antdiik
sayisina orani ile hesaplagtm. Hesaplanan MAR indeksi sonucunun 0,2'den kuyU
olmasi birden fazla antibiygin kullanildigi ortam kokenli bakteri starinin varlgini

gostermgtir (Krumperman P.H. 1983).

3.6.6. Bakteri Kulttrlerinin Muhafazasi

Izole edilenE. coli suslarini saklamak amaciyla boncuklu bakteri saklatiaetini

iceren OrBak bakteri saklama seti kullangtm Bu yodntemin tercih edilmesinin
nedeni, stok kiltirden siklikla 6rnek alinmasi ggpe durumlarda, bir tlip iginde
bulunan bakteri ile kaph 10-15 boncuktan sadeaeboincigun tipten cikarilarak,
uygun bir sivi veya kati besiyerine aktarilabilmaayhgini salamasidir. Boylelikle
derin dondurucuda korunan stok kultlriin kontaminasyiski en aza indirgensi

olmaktadir.

E. coli bakterisine ait kaltir uygun bir kati besiyeringelistirildikten sonra gekien
kaltirden 6ze ile alinan bakteri kolonisi, tip @& bulunan sivi besiyerinin igine
inokile edilmgtir. Boncuklarin stispansiyon ile iyice temas etna@saciyla ttp hafifce
calkalanarak, oda sicaginda 1 saat bekletilgtir. Daha sonra tipte kalan sivinin
fazlasi pipet ile alinarak, tip -20°C’de dondurufton.  Tlp icinde boncuklar arasinda
sivi kalmasi donmalemi sonrasinda boncuklarin birbirine yapasina yol acgindan
ve amaca uygun olarak tek bogoa alinmasini 6nleginden tup iginde hava kabagci
kalmamasina dikkat edilstir.

Dondurulan kultarin kullanilmasinda, dondurucudakarmglan tip icindeki seramik
boncuklardan birinin, tupl gerek LB besiyeri icine dinesi sglanmg ve
kontaminasyon okmamasina dikkat edilgtir.  Boncwgun bulundgu LB besiyeri
calkalanarak, 37°C’de 24 saat inkibe edjtmi Kullanilan tiip daha sonra yeniden

kullaniimak tzere dondurucuya kaldiriltnr.
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Orneklerin kagmamasi ve kolaylikla bulunabilmesi amaciyla bir lkoga sistemi
gelistiriimistir.  Kodlama sisteminde; “M101K11", ilk karakterrriéklem istasyon
numarasini (D1-D9; M1-M3), ikinci karakter ornek marasini (01-15), Ucuncu
karakter drneklemenin yapifdi mevsimi (: Ilkbahar, Y:Yaz, S: Sonbahar, K:

dordunci karakter 6rneklemenin yaptdyili (2010-2011) simgelemektedir.

3.6.7. Verilerinistatistiksel Analizi

Mikrobiyolojik analizler sonucunda elde edilen Verin istatistiksel analizlerinin
yapilmasi amaciyla Windows 7 uyumlu SPSS 15.0 i€htal Package for the Social
Sciences) yazihmi kullanilgtir.  Verilerin deggerlendiriimesinde tek yonlu varyans
analizi (ANOVA), Post-Hoc Tukey's honesty non-pasdric test ve korelasyon

analizleri uygulannsgtir.

3.6.8. DNAIzolasyonu

Izole edilenE. coli sularinin tgidigi antibiyotik direnc genlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile belirlenebilmesi ici&,.coliye ait kalljp DNA molekulinin saf
olarak elde edilmesi gerekmektedir. Bu amagclandddandurucuda muhafaza edilen
coli suslari, LB besiyerine inokile edilerek, 37°C'de 24atsakiibasyona birakilstir.
E.coli gelisen tiplerden saf stelde etmek amaciyla LB besiyerinden kromojenikyees
UTI agar plaklarina pasaj yapilarak 37°C’de 24 sdatbe edilmgtir. Inkiibasyon sonrasi
ureyen saf koloniler secilerek DNA izolasyonundasldragic materyali olarak
kullanilmstir.  E. coliden genomik DNA izolasyonu silika temelli ticarit KDNeasy

Blood&Tissue Kit (Qiagen) protokoliine gore gercetiimi stir.

1. Petrilerden secile&. coli hiicreleri (max. 2x1hiicre), icinde steril distile su bulunan
tuplere aktarilarak vortekslengtir. 5.000xg’de 10 dakika santrifllj edilerek sizemt
atilmstir.

2. Pellete 180 pL Buffer ATL ve 20 pL proteinaz K etdeek vortekslenngiir. 56 °C’de
lizis islemi tamamlanana kadar (yaflal saat) inkibe edilrstir.

3. Lizis tamamlandiktan sonra érnekler 15 saniye kst@mitir. Orneklere 56°C’de
inktibe edilmg 200 L Buffer AL ve 200 pL etanol (% 96) eklenevektekslenmytir.
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4. Karisim DNeasy Mini spin kolona pipetlengtir. 6.000xg'de 1 dakika s