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Yiksek Lisans Tezi
OZET

BALIKLARDAN IZOLE EDILEN BAKTERILERIN ANTIBIYOTIK DIRENC GEN
PROHLLERININ BELIRLENMESI

Saliha OZDEMR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Balik¢ilik Teknolojisi Mihendisfii Anabilim Dall
Dangman : Prof. Drilhan Altinok
2015, 52 Sayfa, 2 Sayfa EK.

Bu argtirmada, Dgu Karadeniz Bolgesi'nde 2004-2014 yillarn arasibti&lardan
izole edilen bakterilerde ki (n:133) antibiyotikreinci ve antibiyotik direnc genlerinin
varhgl argtiriimistir. Antibiyogram testi sonuclarina gore baktedieren yiksek direng
Sefalotin (%70), Eritromisin (%68), Amoksisilin (@f% Ampisilin (%62), Ticarsilin
(%56), Sulphamethoksazole (%51) ve Aztreonem (% tt)biyotiklerine kagi oldugu
tespit edilmgtir. Calismada izole edilen bakteri turlerinin %24.06’sindag@ Antibiyotik
Diren¢ (MAR) indeksi dgeri kritik seviyenin tizerinde hesaplargim. C. indologenes
(0,96),B. cepacia (0,89),E. Cloacae (0,82),V. anguillarum (0,79),Y. ruckeri (0,75) veP.
fluorescens (0,72) en yiksek MAR indeksi @erine sahip olan bakterilerden olarak
bulunmutur. Bakterilerde ardurilan diren¢ genleri arasinda en sik rastlanatibigotik
direnc genlerampC (%36) vesull (%24) olarak tespit edilrgiir. Bakteriler arasinda Class
1 integron gen kasetinin vatliise %51 olarak bulunngtur. Antibiyotik diren¢ genlerinin
bakteriler arasinda aktarilmasinda gorev alan pthzrarlhgl ve Uzerinde tadig
antibiyotik direnc genleri asairiimistir. Bakterilerin %35’inin plazmid tadigi tespit
edilmistir. Plazmidler ile aktarilabilen antibiyotik direngenleri sirasiyldet B, tet D ve
amp C olarak bulunmsgtur. Bakterilerilerdeki antibiyotik diren¢ genirgeren integron gen
kasetlerinin varfii ve hareketlilgi diren¢ genlerinin yayllmasinda ©6nemli rol
oynayabilecgi belirlenmitir.

Anahtar Kelimeler : Antibiyogram, Antibiyotik direnci, Antibiyotik dira¢ geni,
MAR, Plazmid
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Master Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES PROFH.OF THE
BACTERIA ISOLATED FROM FISH

Saliha OZDEMR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dilhan ALTINOK
2015, 52 Pages, 2 Appendix.

In this study, the presence of antibiotic resistagenes of bacteria isolated from
rainbow trout fish farms located in the easterncBlé&ea region were invastigated.
According to the antibiogram results, bacteria izl highest resistance to Cephalotin
(70%), Erythromycin (68%), Amoxicillin (63%), Ampglin,( 62%), Ticarcillin (56%),
Sulphamethoxazole (51%) and Aztreonem (51%). It determined that 24.06% of the
isolated bacteria had Multiple Antibiotic Resistanndex values which were calculated
above the critical limit of 0.2. The highest MARdex value was obtained froi@.
indologenes (0,96),B. cepacia (0,89),E. Cloacae (0,82),V. anguillarum (0,79),Y. ruckeri
(0,75),P. fluorescens (0,72). The most common antibiotic resistance gemeise bacteria
were ampC (36%) andsull (24%). Approximately 51% of the bacteria had Class
integron gene cassette. The presence of the plaanddplasmid mediated transferable
resistance genes between bacteria and antibicigtaace genes were investigated. It was
determined that 35% of the bacteria had plasmiaisrRid mediate transferable resistance
genes werdet B, tet D and amp C. The presence and activity of the gene cassette
containing the antibiotic resistance gene in b&taray play an important role in the

spread of resistance genes.

Key Words : Antibiogram, Antibiotic resistance, Antibiotic retance gene, MAR,
Plasmid
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1.GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Insanlarda kullanilan antibiyotik miktari ile yaiiicilik sektoriinde kullanilan
antibiyotik miktari kiyaslanganda iki grup arasinda pek bir fark olmgdgdriulmektedir
(Walton, 1992). Bu durum hayvancilik da kullanilan antibiyotik miktarini bigikiti g6z
onlne sermektedir. Yoin antibiyotik kullanimi patojen ve cevresel bakteriler icinde
kullanilan antibiyotge kag! diren¢ gekimine neden olmaktadir. Bakteriler arasinda dikey ve
yatay yollarla gercekken gen paykami (Aoki, 1997) sonucunda, antibiyotik direncli
bakterilerin sayisi ve direngc orani gin gectikce arttirmakla birlikte bakteriyel balik
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin etkinlik orani azalmaktadir (Saitanu vd.,
1994).

Antibiyotiklerin dusik dozda uzun stre ya da kisa sureli yiksek dozda uygulanmasi
sonucunda, sucul ortamda bulunargedi patojen yada cevresel bakterilerin @oglirenc
kazanimini da kolaytaairmaktadir (De Paula vd., 1995; Schmidt vd., 2000). Direncg
kazaniminin bir dier yolu da yeme kagtirilarak verilen antibiyotiklerin, @ri yemleme
sonucunda biriken yem kalintilarindaki antibiyotiklerin etkisiyle ortaya c¢ikmasidir
(Bjorklund, 1990; Coyne, 1994). Bgekilde olgan antibiyotik birikimi bakteriler Gzerinde
secici baski olugirarak direncli bakterilerin sayisinin artmasina neden olmaktadir (Peterson
vd., 2003). Bilingsiz birsekilde kullanilan antibiyotikler, balik ciftliklerinin genetik olarak
antibiyotige dayanikli bakteri kay@a olusturmasinin yani sira, ciftlikte ¢ghin personellerin
acisindan da gak riski olusturmaktadir (AAM 1999; Wegener vd., 1999; Willis, 2000).
Yapilan argtirmalarda, havuz ve kafeslerde bulunan bakterilerin kolayliklg e ugrasan
insanlara gecgti belirlenmgtir (Blake, 1979). Butin bu riskler gbz 6nine alfidda su
artnleri kokenli bakterilerin antibiyotiklere kargelistirdikleri diren¢ aratiriimali ve olugn
direncin dger bakterilere aktarilip aktarilamgdi eger aktarim gercekigyorsa bu olayin
nasil meydana gelgiioldukca 6nemlidir.

Ekosistem birbiri ile ilkili oldugu icin tib, veterinerlik ve zirai alanlarda antibakteriyal
kimyasallarin bilingsiz ve s kullanimi sonucu olan antibiyotge direncli bakteriler (Al-
Jebouri, 1985; Col ve O’Connor, 1987; DuPont ve Steele, 1987) ve antibiyotik kalintilar
(Halling-Sgrensen vd., 1998) gédr ortamlara tanmaktadir. Yeni bir ortama gean

antimikrobiyal maddeler bu ortamdasggan bakteri populasyonlari tGzerinde segici bir baski



olusturmaktadir. Bakteriler ol@n bu baskiya kear kendilerine savunma mekanizmasi olarak
yeni antibiyotik diren¢ genleri gatirerek kendilerini koruma altina alirlar. Plazmidbig
hareketli genetik elemanlar aragiyjla da antibiyotik direnc genleri birbiriyle gkili olan
bakteri tirleri arasinda kolayca paylenaktadir (Davidson, 1999).

Dunya genelinde baliklarda goértlen bakteriyel hastaliklar kontrol etmek amaciyla farkli
antibiyotikler suya ya da yeme ksgtrrilarak kullaniimaktadir. Balik yatiricili ginde
kullanilan antibiyotiklere kar bakterilerin bir veya birden ¢ok antibiypé ayni zamanda
diren¢ kazanma sikgdi balik ciftliklerinde ve ciftlikleri cevreleyen sut ortamda
gorulmektedir. Ayrica, kullanilan antibiyotiklerin fazlalik ve kalintilari ¢cevredeki sediment de
birikmektedir. Bu tur birikimler bakteriler tGzerinde secici etki yaparak sadece ortamdaki
antibiyotiklere kagi direncli bakterilerin ¢galmasini sglamaktadir. Antibiyotte direnc
geninin sucul ortamda bulunan gdr bakteri tlrlerine yayillma riski vardir. Ayrica,

antibiyotige direnclilik geni insan ve hayvan patojenleri andai geg yapabilmektedir.

1.2. Yetistiricilikte Antibiyotik Kullanimi

GUnumuzde geden teknoloji, artan talep ve azalan gdb kaynaklar balik
yetistiricili ginde kimyasal kullanimini zorunlu hale getistimi. Bilincli toplumlarda kullanilan
kimyasallarin zararlarindan daha siklikla s6z edilmekte, hatta bircakngelilkede ceitli
kimyasallara kismi ya da tamamen yasaklamalar getiriimektedir. Kultir ortaminda ise
antibiyotiklerin asil kullanim amaci muhtemel hastaliklarasikamlem ve kaglasilan
enfeksiyonlarin tedavisi amaci ile kullaniimaktadir.

Antibiyotikler kullanim alanlarn dinda da biyutme faktorii ve hastaliktan korunmak
gibi farkh amaglar icin de kullanilmaktadir. Antimikrobiyallerin tedavisidiamagl
kullanimlari hayvanlarin bu maddelere uzun suraikli&eviyelerde maruz kalmalarina sebep
olmaktadir. Bunun sonucu olarak direncli bakteri populasyonlaringirertsebep olmaktadir
(Alexander vd., 2011). VYatiricilikte sektdriinde kullanilan antibiyotiklerin ailari dar
spektrumlu bazilari ise genspektrumlu antibiyotiklerdir. Dinya su Urtnleri g&kinde
kullanilan antibiyotikler genellikle gegispektrumlu olup bunlarin bazilari Tablo 1'de
gosterilmitir (Van Dongen vd.,2008).



Tablo 1. Su dUranleri yatiricili ginde kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Grup Verilis Yolu
Amoksisilin Aminopenisilin ~ Yem

Ampisilin Aminopenisilin  Yem

Kloramfenikol Amfenikol Yem/Su/Enjeksiyon
Florfenikol Amfenikol Yem

Eritromisin Makrolit Yem/Su/Enjeksiyon
Streptomisin  Aminoglikozit  Su

Neomisin Aminoglikozit  Su

Furazolidon Nitrofuran Yem /Su
Nitrofurantoin  Nitrofuran Yem

Oksolinik Asit  Kinolon Yem

Enrofloksasin  Florokinolon Yem /Su
Flumekuin Florokinolon Yem
Oksitetrasiklin - Tetrasiklin Yem/Su/Enjeksiyon
Klortetrasiklin - Tetrasiklin Yem/Su/Enjeksiyon
Tetrasiklin Tetrasiklin Yem/Su/Enjeksiyon
Sulfonamid Sulfonamid Yem

Antibiyotikler ayni zamanda cevresel gdgmlerin, gillamanin ve dier yonetim
uygulamalarinin yol aghi stres etkilerini ortadan kaldirmak ve buylmeyiiartak icinde
hayvanlarin yemlerine ve sularina katiimaktadir (Choi ve Ryu, 1987; Dafwang vd., 1987).
Kullanilan bu antibiyotikler zamanla balik buinyesinde birikerek yiksek konsantrasyonlara
ulasir ve insan tuketimi icin kabul edilebilir sinirlaagabilir. Antibiyotiklerin asir1 kullanimi
standart antimikrobiyal uygulamalara kadirencli patojenlerin gelimine de zemin hazirlar.
Direncli patojenlerin ge$imi son zamanlarda tum dinyayi tehdit eder hale géhmBunun
sonucu olarak, 6zellikle su trtnleri sektorinin tlke ekonomisindeki yerinin yuksekuoldug
Ulkelerde, antibiyotiklerin kullanimina gkin mevzuatlar olugrulmusve uygulanmaktadir.

Ulkemiz Ureticilerinin de yuksek verim elde etmek ve biyitme faktori olarak
kullandiklar1 antibiyotikler icin belirlenen yasal dizenlemelere uyup uymadiklari tam olarak
denetlenememektedir. Bu @#amda, entansif Gretim iginde kullanilan tekniklegg zaman
hayvan haklarini ve gagini, dolayisiyla da insan agini ikinci plana atmaktadir (Duru,
2004).

Ciftlik hayvanlarinda @ri ve bilingsiz antimikrobiyal kullanimin insan @ggi ile

baglantili G¢ temel risk olugrurlar. Bunlardan ilki antibiyotiklere direncli dm kdkenli



enfeksiyonlar; ikincisi ge¢cmte gidalarla ikkisi belirlenmemg cogul antibiyotik direncli
bakterilerin gelsmesi; Gg¢uncusu ise direng genlerinin yaylimasidir.

Y etistiricilik de antibiyotiklerin bilin¢li kullanimi sonderece 6nemlidir. Antibiyotik
kullanimi geng bir cercevede ele alinmali ve hayvan islahi, refafyen, besleme vesgama
sistemlerinden ayri olarak digtulmemelidir. Antibiyotik gereksinimini azaltmak ing
hastaliklar surekli kontrol edilmeli ve antibiyotik kullaniminin yani sira butlncul
yaklasimlarda bulunulmahdir. Antibiyotik kullaniminda daza, kullanim stiresine ve secilen
antimikrobiyal ajana dikkat edilmeginde direncli mikroorganizma shaginin olugmu,
gidalarda ilag kalintilar, @siklik sisteminin olumsuz yonde etkilenmesi ve enéisiio sok
meydana gelir.

1.3. Antimikrobiyal Maddeler ve Diren¢g Mekanizmalari

Antibiyotik terimi bakteri, mantar, aktinomisetler gibi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen veya sentetik olarak hazirlanan, son deredk gigunluklarda bile, bakterinin
gelismesini engelleyen veya onlari 6ldiren maddeler klaanimlanir. Antimikrobiyal
maddeler penisilinin ké ile Uretiimeye balanms (Wright, 2007) ve halen ginimuizde
bakteriyel patojen mikroorganizmalara kakullanilan en etkin kimyasallardan birisidir.
Dogal, yari sentetik veya sentetik antibiyotiklerin kmsal yapilarinda gesiklikler yapilarak
etkinlikleri ve etki alanlar arttirllarak ggkn diren¢ sorunu ile micadele edilmektedir (URL-
5, 2013).

Dunya capinda uretilen antibiyotik miktarlari incelefidde buylk miktarlar ortaya
ctkmaktadir. Orngin, ABD’de her sene 22.000 tondan daha fazla ardtbdyiretilirken
(Levy, 1999), Almanya’da bu miktar 2.000 ton civarindadir (Hirsch vd., 1998). Ulkemiz de
yillar bazinda bakilganda 2003-2006 yillari ilag tuketiminde ilk siralardntibiyotikler yer
almaktadir (Karabay ve Hoglu, 2008).Yapilan sinirlamalaragraen halen en ¢ok tiketilen
ilac grubu antibiyotiklerdir. Tedavi amaci sghda da buydk miktarlarda kullanilan
antibiyotikler sadece Amerika Birjek Devletleri (ABD)'nde Uretilen antibiyotiklerin @-25
bin ton) yaklalk %701 tedavi dgi amacgla kullanilmaktadir (Factsheet, 2004).
Antibiyotikleri daha yakindan incelefimizde farkli gruplar kammiza c¢ikmaktadir.
Antibiyotikleri temel kimyasal yapilarina, metabolik mekanizma ve protein sentezi gibi

mikrobiyolojik islemlerine gore farkl siniflara ayirabiliriz. (Lewye Marshall, 2004; Tenover,



2006). Bir dger siniflandirma ise antibiyotikler, Tablo 2'de g&dtigi gibi iki gruba
ayrilmaktadir. Bakteri hiicrelerinin Gremesini engelleyen antibiyotikler bakteriyostatik, bakteri

hicresini yok eden antibiyotikler bakterisid etki gosterirler.

Tablo 2. Bakteriyostatik ve Bakterisid Antibiyotikler

Bakteriyostatik Antibiyotikler Bakterisid Antibiyotikler

Tetrasiklinler Pensilinler

Makrolitler Sefalosporinler
Sulfonamidler Monobaktamlar
Amfenikoller Karbapenemler
Linkozamidler

Metronidazol Beta-laktamaz inhibitorleri
Mikonazol

Antibiyotiklerin bakterilerin cogalmalarini engellenmesinigfik@n ardindan bakteriyel
hastaliklarin tedavisinde tim dinyada yayginsbkilde kullaniimaktadir (Kimmeer, 2009).
Son yillarda yapilan astirmalara goére birbirinden farkl birgcok antibiyotikullaniimaktadir.
Antibiyotiklerin etkinliklerine r&men antibiyotik direng genlerinin artmasindan veeilgli
bakterilerin yayilimindan dolayi antibiyotiklerin etkileri zamanla azalmaktadir (Andersson ve
Levin, 1999).

Antibiyotiklerin yaygin bir sekilde kullanimindan dolayl olag secici baski 6zel,
duyarh organizmalara etki ederken direnclilerin direncini, sayisini arttirmaktadir. Bakteriler
kalitsal olarak antibiyotiklere kgr toleransh olabilirler ya da ghridan kendilerine direng
genleri elde edinebilirler. Bakteriler arasinda allugyggun gen akverisinden dolay! , firsatcl
patojenlerin direng mekanizmasini kazanir.Bakteriler arasinda antibiyotik direncinirgiyayil
bilim insanlarinin antibiyotik direncli bakterileri ve antibiyotik direnc genleri ile spah
yapmalarina sebep oltur (Pruden vd., 2006; Wright, 201dnsan niifusu sucul gcevreye
bagimh oldugu icin bu ortamlarda antibiyotik direncli bakterilee antibiyotik direncli
genlerin yayllmasi insan @agl acisindan ciddi tehditler olwyrmaktadir (Jalal vd., 2012). Bu
baglamda antibiyotik direnci tibbi sorun olarakgileayni zamanda ekolojik sorun olarak da
karsimiza ¢cikmaktadir. Bu nedenle bu tirsaranalarda direncli organizmalarin g@hini ve
ekolojisinin de bilinmesi gerekmektedir (Martinez, 2012).



Antibiyotiklerin bakteri hucrelerini etkilerken farkli etki mekanizmalar go6sterirler.
Pensilin, vankomisin ve novobiosinin gibi antibiyotikler bakterilerin hiicre duvari sentezini
durdururlar. Sulfonamid; trimetoprim ve kotrimoksazol DNA ve RNA'nin gyl icin
gerekli olan folik asit sentezini durdurur. Hicrelerin bolinmesini vgalgoasi icin gerek
duyulan DNA'nin klevini durduran; nalidiksik asit; oflaksasin; metidazol; rifampisin;
enroflaksisin insan ve hayvanlardan ¢ok bakterileri etkiler (Tablo 3).

Tablo 3.Antibiyotiklerin bakterilerde oltgrdugu direng mekanizmalari

Antimikrobiyal

Direncg

Sinif Madde Etki Mekanizmasi Mekanizmasi Kaynaklar
Gentamisin, . - F_’ompalama, Skald, 2000;
. e L Protein Sentezinin Enzimatiknaktivas _. .
Aminogilikozitler Kanamisin, Engelllenmesi on. Hedef Fischer vd., 2011;
Streptomisn 9 yon, Ahmed, 2012
Sasirtma
. . Protein Sentezinin Hancock, 1998;
Amfenikoller Kloramfenikol Engelllenmesi Pompalama Tenover, 2006
Makrolitier Klaritromisin, Protein Sentezinin Pompalama, Hedef = Walsh, 2000;
Eritromisin Engelllenmesi Sasirtma Tenover, 2006
Tetrasiklin, . . ]
Tetrasiklinler Doksisiklin, Protein Sente2|_n|n Pompalama Walsh, 2000;
. - Engelllenmesi Ahmed, 2012
Oksitetrasiklin
Pensilin, Hucre Duvari Enzimatiknaktivas .
Beta-Laktamlar Sztreonam, Sentezinin yon, Hedef Walsh, 2000;
) . Ahmed, 2012
Sefotaksim Engelllenmesi Sasirtma
. Hticre Duvari Hucre Duvari .
Glikopeptidler Vankon_u_sm, Sentezinin Modifikasyonu, Walsh, 2000,
Bleomisin . Ahmed, 2012
Engelllenmesi Pompalama
. Nalidiksik Asit, Nakleik A?'t Pompalama, Hedef = Walsh, 2000;
Kinolonlar : . Sentezinin
Ciprofloksasin : Sasirtma Ahmed, 2012
Engelllenmesi
Folik Asit Sentezi Alternatif . )
Sulfonamidler Sulfametaksazol Yolunun Enzimler, Hedef Skald, 2000;
. Tenover, 2006
Engellenmesi Sasirtma
Hucre Zari Hucre Zarn Tenover, 2006;
Livopentitler Daptomisin Kutuplasmasini Modifikasyonu,  Fischer vd., 2011;
pobep Engelleme Mytasyonlar Palmer vd., 2011
Aminoasit Hucre Zari Hiicre Zar! Moore ve Hancock,
Tiirevieri Polimiksin B Gegirgenlgini Modifikasvonu 1986; Tenover,
Bozma y 2006; Fu vd., 2011

Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin etkinlikleri zamanla azaldildiriimektedir
(WHO, 2000). Antibiyotiklere kar direncli bakterilerin yayilmasi ve bu yayilan bediderin
antibiyotiklerin toksik konsantrasyonlarinda bile devamliajoja yetengine sahip olmasi

etkinligin azalmasinin en énemli nedenlerdendir. Antibiyatikencli bakteriler milyonlarca



canlinin sghgini tehdit ettginden, kiresel bir ghik problemi haline gelmgtir (Levy ve
Marshall, 2004). Bu problersuan var olan tim antibiyotik siniflari i¢cin gecerli olmasindan
dolay! problemin 6nemi oldukca buylUktir (D’Costa vd., 2006). Ayrica, 6nceden bazi
bakteriyel hastaliklarin tedavi edilebigli(tifo) ya da kontrol altina alingi (tiberkiiloz)
dustnulirken direncli suarin ortaya ¢ikmasiyla bu durum yeniden tehlike haline gelmeye
baslamistir (WHO, 2000; Pruden vd., 2006).

Bakteriler birden fazla antibiygie de diren¢ kazanabilirler. En az iki farkli antibigeti
direncli olan bakteriler ¢cad direncli olarak bilinmektedir. Sadece 2007 yilinda Avrupa da
cogul antibiyotik direncli bakterilerin olugirduzu 400.000 bulgici hastalik vakasi meydana
gelmistir. Bu vakalardaki 6lum sayisi 250.000 olarak kayitlara gecigiim{URL-4, 2013).

Cogul antibiyotik direncli patojen bakteriler ile miicadele edilirken kullanilan antibiyotiklere
karsi daha fazla diren¢ kazanmalarindan dolay! bu patojenlerin hastalik yapma ve oldirme
kabiliyetleri giderek artmaktadir (WHO, 2012).

Cogul antibiyotik direncli plazmidlerin evolisyonu genellikle antibiyotik direng
determinantlarinin boélgeye 6zel entegrasyonuyla meydana gelmektedir. Bu rekombinasyon,
integron denilen fakli bir DNA ailesi tarafindan diuulmaktadir.integronlar antibiyotik
diren¢ determinantlarini kodlayan, belirli gen kasetlerini entegre etme ey tgetengine
sahip genetik yapilardir. Plazmidler veya transpozonlar tarafingamdddarindan dolayi
guclt bir antibiyotik secici baskisi, antibiyotik direng determinantlaringmr@asina ve

yayllimina neden olmaktadir (Davies, 1994).

1.4.Bakterilerde Antibiyotik Direncinin Geli simi

Bakteri tek hicreli mikroorganizma grubudur. Prokaryot hiicre yapilari ve boyutlari ile
diger mikroorganizmalardan ayrilirlar. Bakteriler ortalama 0.5-2 um boyutlarindadirlar. Bu
boyutlar ise tur ve cinslerine gore farklillk gostermektedir. Sprial, rod ve coccusolamak tzere
Uc temel hiicre morfolojisi vardir. Gram pozitif ve negsiklinde kendilerine 6zgii boyama
karakterleri vardir. Hicre duvarlarinda mikotikasitin varla yoklugina gére gram pozitifler
asit fast olarak adlandirilabilirler (Plump ve Hanson, 2011).

Bakteriler kisa hayat dongusiine sahiptirler. Bu @aedien dolayl bakterilerin yeni
ortamlara uyum <sgamalarina ve bu ortamlarda hizla ebpalarina sebep olmaktadir.

olumsuzsartlarda ilk 6nce hassas olan bakteriler mutasyonla veya diren¢ genleri edinerek



direncli hale gelebilmektedirler. Direng genleri bakteriler arasinda hizli sbkilde
yayllmaktadir (Zhang vd., 2011). Bu yizden, yeni bir antibiyotik sgelip kullanima
baslandiginda bu antibiyofiin dogal direncli mikroorganizmalarla kakariya gelmesi uzun
sirmemektedir (D’Costa vd., 2006; 2011).

Bakteriler direng mekanizmasini i¢ yolla kazanirldki bir bakteri tirinin tum
huicrelerinde goériilen direnctir. Orgia Pseudomonas aeruginosa tiriiniin penisiline, gram
negatifin vanakomisin’'e, elektron transport sistemi bulunmayan anaeroplarin aminoglikozid
direnci buna oOrnek gosterilebilirikinci direng mekanizmasi ise uzun yillar kullanilan
antibiyotik sonucu direngli turlerin ortaya ¢ikmasini ifade eden primer direnctir. Uglincii
direng mekanizmasi ise sekonder diye adlandirilan kazandimang mekanizmasidir. Bu
mekanizma ise belirli tedaviler sirasinda seleksiyon veya spontan mutasyonlarla bakterinin
eskiden duyarl oldug bir antibiyotge direncli hale gelmesieklinde calgir. Kromozomal,
plazmid bu mekanizmaya araci olabilir.

Bakteriler antibiyotiklere kar kendilerini korumak zorunda olmadiklari durumlarda
enerjilerini korumak icin plazmidini kaybedegebelirtiimistir. (Bruun, 2001). Griffiths vd.
(1990) ise ortamsartlarinda ki olumsuzluklara geen bakterilerin direnc plazmidlerini
tasimaya devam ettiklerini ancak uzun sire besin elgsikde antibiyotik direncinin serbest
birakilac&ini belirtiimiglerdir. Bakterilerde antimikrobiyal maddelerin e#dhi kaldirmak
icin gerekli olan enzimlerin besin eksikinde ya yok oldug ya da aktiflgini kaybettgi
belirlenmistir. Fakat bakterinin besinli ortama dénmesi ile edicin geri sekillenecei
bildirilmi stir. ~ Kliniksel enterokok izoleleri antibiyotiklerin coguna kagi direng
kazandiklarindan, bunlarin sebep olduklari enfeksiyonlarin tedavileri dgraaki@adir (Jones
vd., 1986a). Enterokoklar transpozon ve direngli plazmidleriggisde bakterilere transfer
etme yetengine sahip olduklarindan, direncli bakterilerin geapdsu durumundadirlar (Jones
vd., 1986b).

1.5. Antibiyotik Direng Genleri

Antibiyotik diren¢ genleri detoksifikasyon, salgilama yaret gonderme gibi yollarla
direncle alakali olmayan fizyolojik fonksiyonlarin genetik durumlarindan meydana
gelmektedir (Baquero vd., 2008; Martinez, 2008). Hedef proteinleri kodlayan bu genler
gercek antibiyotik direnci olarak ggmistir. Bu ylzden tim bakteri genomlari antibiyotik

diren¢ genleri bulundurabilir (Wright, 2007). Bu yuzdendir ki antibiyotik direnci sadece



patojen bakterilerle sinirli kalmamaktadir. Bu direng gevresel bakteriler arasinda ghigeni
sekilde yayllmaktadir. Dogal ekosistemler serbestayan mikroorganizmalar arasinda
bulunan geni genetik farkhliklardan dolayr direng mekanizmatan populer noktalaridir.
Mikrobiyal antibiyotik direnci ile ilgili gen topluluklari rezistom olarak adlandiriimaktadir.
Bu kavram hem gercek diren¢ belirteclerini hem de mutasyonfaseste ilk genleri
icermektedir (Levy ve Marshall, 2004). Karasal ve sucul bakteriler yer alti sulari ve Antartik
sulari gibi el dgmemi bolgelerde bile direng havuzlarinin olduliildiriimektedir (Martinez,
2008; Bhullar vd., 2012).

Cevrede bulunan antibiyotiklerin bakterilere etki ederek bakterilerigitlice
mekanizmalarinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu bozulmalar bakterilerde o6ldurtci
etkilere sebep olmaktadir. Antibiyotik konsantrasyonuiiseviyelerde olsa bile bakterinin
transkripsiyon yapmasi engellenmektedir (Yim vd., 2006; Goh vd., 2002.). Direncli bakteriler
cogalma ve direng genlerini yayma Ozglhie sahiptirler (Kruse ve Sgrum, 1994). Bu ylzden
antibiyotiklerin olugurdugu cevre Kkirliliginin yerine bu organizmalarin yayillmasi direncin
yayllmasina sebep olan en énemli faktordar.

Gunumuze kadar yapilan anamalar incelendiinde bakterinin hangi direnc genini
tasidigl bilinmesine rgmen hangi bakterinin ne kadar direng yaydilgisi sinirhdir. Diger
yandan oluan vyeni direng mekanizmalari hakkinda da vyeteri kadagtirma
bulunmamaktadir. Olan bu sorulari cevaba gtamak icin daha detayli camalar
yapiimahdir (Allen vd., 2010; Bush vd., 2011).

Batin ekosistem birbiri ile etkifgm icinde oldu@ icin canhlarda kullanilan
antibiyotikler sucul ortamlarda yuzlerce antibiyotik diren¢ genlerinin mlasina sebep
olmustur. Farkli antibiyotik siniflari igin farkh direngenlerinin varlg yapilan caymalarla
bildirilmektedir. Bunlardan bazilarBeta — Laktam Direncli, Sulfonamid Direncli, Makrolit-
Linkosamit-Streptogramin, Kloramfenikol ve Vankomisin Direncli, Tetrasiklin Direncli,
Aminoglikozit Direncli (ADG)'dir.
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1.6. Literatur Calismasi

Yerlesim alanlarindaki ygun nufus art, atiklarin bilingsizce alici ortamlara
birakilmasi ve aritimsiemlerinin yetersiz olug ya da hi¢ olmayi gibi etkenlerden dolayi
sucul ortamlarda devamli kirlenmeler meydana gelmektedir. Ayni zamanda zirai alanlarda da
bilingsizce ve kontrolsiiz olarak kullanilan antibiyotikler alici ortamlaraskilarinda burada
bulunan bakterilerde diren¢ ggtini hizlandirmaktadir. Ganimuizde yapilan saranalar
sucul ortamlarda 6zellikle balik ciftliklerinde bilingsiz ve yankullanilan antibiyotiklerden
dolay1 sucul ekosistemlerde antibiyotik direncgli bakterilerin @i gostermektedir
(Kimmerer, 2009). Direncli bakterilerin diren¢ genleriniedi bakterilere (patojen ve patojen
olmayan) aktard@sinda sorunun boyutu daha da buyimektedir.

Bakteriyel balik hastaliklarinin gkisine olanak gdayan metotlarin artmasi ile beraber
tedavi alternatifleri de artmaktadir. Su drinleri sektériinde kullanimi 1940l yillara dayanan
antibiyotiklere 1985’li yillarda yenileri eklenmistilfadiazin, oksitetrasiklin, kloramfenikol,
kanamisin, oksalinik asit ve flumeguin gibi antibiyotikler bakteriyel balik hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmgtir (Austin ve Austin, 2007).

Sanders ve Sanders (197%nterobacter cloacae ve Citrobacter freundi benzeri
bakterilere kromozamal beta- laktamazlarin gespektrumlu sefalosporinlere kardireng
gelistirdiklerini tespit etmglerdir. Danimarka’da yapilan bir atamada 3 farkl balik ciftgi
ve kirlilik bulunmayan akarsudan izole edilen 296 adet bakteti £82 susiftliklerden ve
94 susakarsudan) incelenstir. iki grup bakterinin oksitetrasikline kargelistirdigi direng
arastirilmistir. Oksolinik asit direncligi incelendginde balik giftliklerinde ki ve akarsudaki
bakterilerde sirasiyla %27 ve %16 olarak tespit edtimiBakterilerin iki antibiyotge kasl
gelistirdikleri direnc kasilastirildiginda ise ciftliklerden izole edilen bakterilerde %&&n
dereden izole edilen bakterilerde %4 oraninda aldegpit edilmjtir (Spanggaard vd.1993)

Yayin baliklarindan izole edilen ve sularda bulunan bakterilerde yapilamagda ise
oksitetrasiklin ile tedavi sirasinda ve sonrasindaasiwgiren¢ durumu incelengtir. Tedavi
sirasinda ve sonrasinda yayin baliklari ve sulardan izole edilen bakterilerin direng
seviyelerinde bir agioldugu ve bu direng seviyesinin %20’lerin altindan %4l iktg
rapor edilmgtir (DePaola vd.,1995). Oksitetrasiklinle ilgili baliger calsma ise Schmidt vd.
(2000) yapmy oldugu calsmadir. Danimarka’nin sucul ortamdan izole edilen B&3monas
turlerinden %69’sinin oksitetrasikline kadirencli oldugi rapor edilmgtir. Kaltar edilebilir

bakterilerdeki ortalama goériinme sghi %4,8 oksitetrasiklin direncli olarak bulmagdir.
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Danimarka’da yapilan der bir calgmada ise balik ciftliklerinden izole edilen motil
Aeromonas bakterilerinin tetrasiklin direng genleri ve integronlarin \@rlargtiriimistir.
Izole edilen 313 swp %37’si tetrasiklin ve trimetoprim-sulfametoksaznitibiyotiklerine
karsi direng gosterngtir. izolatlarin trimetoprim-sulfametoksazole fadirencli 141 izolattan
135 tanesinin de @ss 1 integron gen kaseti¢aligini belirlemglerdir. Bakterilerin 216 tanesi
oksitetrasikline kagn direncli iken izolatlarin arasinda sadece 66 tizmdegset genleri taidig
tespit edilmgtir. Bunlar arasindaetA (19), tetD (6) vetetE (39) genleri bulunmaktayken 3
izolatin ise 2 tegenini (AD, AE, DE) bulundurdugnu bildirmilerdir.

Guardabassivd.'nin(1999) sucAcinobacter spp.’nin kloramfenikole kar gelistirmis
oldugu direng %50 oraninda belirlenirken amoksisillirsask%27 oraninda, oksitetrasikline,
sulfametaksazol kar %26 oraninda ve %7 oraninda gentamisingi ldirenc gostergii tespit
edilmisler.  Farkll bir caymada ise atik sularda ve balik ciftliklerinden izaelilen
Acinobacter turlerinin oksolinikasite kar direncinde arf oldugu saptanngtir (Guardabassi
vd., 2000).

Brinas vd. (2002) yaptiklari camada hayvansal gidalardan vesldgdi hayvanlardan
izole ettikleri 124 adet ampisilin direngh. coli sugarinda TEM, SHV ve OXA tipip-
laktamaz genleri PCR yontemiyle gtremiglardir. PCR sonuglarinda 103 izolatin TEM
yonunden pozitif fakat SHV ve OXA yoniunden negatif olduge 3 E.coli suu OXA
reaksiyonu ve 1 sug da SHV reaksiyonu yoniunden pozitif oldugelirlenmitir. Diger 17 E
coli susu bu ¢ enzim yéninden negatif sonu¢ gosgetdspit edilmstir.

Ozturk vd. (2007) sazan bal (Cyprinus carpio) yetistiricilik isletmelerindeki
baliklarin deri, bobrek, beyin ve kargerlerinden izole ettikleriAeromonas hydrophila
izolatlarinin  antibiyotik hassasiyetlerini belirlesieir ve bakterilerin  danofloksasin,
enrofloksasin, gentamisin, siprofloksasin, neomisin ve trimetoprim-sulfametoksazol
antibiyotiklerine kagi hassas ve ampisilin, oksitetrasiklin, ve strepton@ kagi direncli
olduklarini tespit etrgierdir.

Sarter vd. (2007) kdltara yapilan yayin baliklarindan izole ettikleri Gr(-) bakterilerin
antibiyotik direnclerini belirlemek icin yaptiklari ¢cgnada 92 adet bakteri izole ether ve
bakterilerin  oksitetrasiklin, kloramfenikol, trimetoprim-sulfametoksazol, nitrofurantion,
nalidiksik asit ve ampisilin antibiyotiklerine kar hassasiyetlerini belirleglerdir. izole
edilen bakteriler Enterobacteriaceae (%49,1), Pseudomonas (%35,2), ve Vibrionaceae
(%17,8) uyesi oldgu belirlenmgtir. Bakterilerin  %17,8'i ampisilin, oksitetrasiklin

trimetoprim-sulfametoksazol, nalidiksik asite direncli iken %15,1 oraninda oksitetrasiklin,
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trimetoprim-sulfametoksazol, nalidiksik asite direncgli oldutespit edilmgtir. S6z konusu
calismada 3 ciftlikten izole edilen bakterilerdeki MARdeksi dgerinin 0,36-0,62 arasinda
degistigi belirlenmitir.

Phuong Hoavd.'nin (2008) Kuzey Vietnam’'daki atik su ve karidesler ile yapmi
olduklari calgmada sulfonamid direncli bakterilerdsull, sul2 ve sul3 genlerini
belirlemilerdir. Calsmada izole ettikleri bakterilerde en fazall genini belirlemglerdir.
sull geninisul2 geni ve ardindasul3 geni takip etmitir. Bakterilerin yalnizca %2’sinde (¢
genin hepsi belirlenmgtir. Arastirmacilar bu atik su ve karides havuzlarinin reeingenleri
bakimindan hem de plazmid bakimindan bakteriler arasinda gen aktarimi igin uygun bir ortam
olabilecgini rapor etmglerdir.

Durmaz ve Turk (2009) alabalik ciftliklerinden ve su érneklerinden izole ettikleri motil
Aeromonas izolatlarinda bakterilerin siprofloksasin ve enrofloksasin antibiyotiklerine karsi
%96 oraninda, amikasine %92,3 oraninda; oksolinik asit, flumekuin, imipenem, mezlosilin,
piperasilin ve sefotaksime %76,9-84,6 oraninda hassas olduklarini ama oksitetrasiklin,
streptomisin ve karbenisilin antibiyotiklerine karyiiksek seviyelerde direncli olduklarini
tespit etmglerdir.

Balta vd. (2010) Dgu ve Bati Karadeniz Bdlgesinde yagrolduklar ¢algmada balik
uretim ciftliklerinden izole ettikleri 44 oksitetrasiklin direndersinia ruckerii sudarindan 16
tanesinintet A ve 2 tanesinin déet B direnc geni tadiklarini tespit etnsierdir. Bir diger
calisma ise Durmaz vd. (2012) Orta ve g Karadeniz Bolgesi'nde gokkas alabalgi
yetistiricili gi yapilan sletmelerdeki baliklardan izole ettiklefavobacterium psychrophilum
izolatlarinda antibiyotik duyarliliklarini agarmiglardir. Calsmada bakterilerin neomisin,
amoksisillin, ampisilin, eritromisin ve kanamisin antibiyotiklerine skadirencli olduklari
vurgulanirken oksitetrasiklin ve enrofloksasine duyarli olduklarini beliglendlir.

Boran vd. (2013) Karadeniz Bolgesinde deniz kafeslerindstiyieiii gi yapilan istavrit
baliklarindan izole ettikleri bakterilerin yarisindan fazlasinin streptomisin, sulfametoksasol,
gentamisin, sefalotin ve ampisilin antibiyotiklerine fatiren¢ gostergini ve florfenikol ve
kloramfenikol antibiyotiklerine kar hassas olduklarini bildirgierdir. Bakterilerde direnc

saglayan genler arasinda en fazlafgy ve tet Bgenlerinin oldu@ rapor edilmitir.

Su vd. (2011) Cin'in glneyindeki balik ciftliklerinden izole ettikl&nterobacteriaceae
Uyesi bakterilerde antibiyotik direnci, tetrasiklin, sulfonamidGless 1 integron gen kaseti

varhgini argtirmiglardir. Arastirmacilar ¢calmalarindaki antibiyogram testi sonuclarinda
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bakteri izolatlarinin %80’inin ampisiline, %52’sinin tetrasikline ve %50'sinin trimetoprime
direncli oldugunu bildirirken 203 izolatin %98,5'inin bir veya daliazla antibiyofie kagi
direncli olduklarini rapor etngierdir. Calsmada, MAR indeksi 0,56 olarak belirlenyti.
izolatlarin %50’sinden fazlasindietA, tetC ve sul2 genleri tespit edilngtir. Ayni argtirmada
170 (%83,7) izolattiatl geninin varlgl saptanmtir.

Jang vd. (2012) Cin'deki yaediiricili gi yapilan baliklardan izole ettiklerk. coli
izolatlaridaplazmid kaynakl kinolon diren¢ genleri ve beta-laltamazlarin karakterizasyonunu
argtirdiklar calgmada toplam 218 ad& coli izole etmilerdir. izole edilen bakterilerdeki
duyarhlik test edilen antibiyotiklerden sadece ampisilin ve siprofloksasing &bnugur.
Ayrica 59 suta kinolon direng genleri belirlengive bunlar arasinda en ¢ok rastlanan direng
genleri gnr B (33), gnr §21) ve gnr D (5) olarak rapor edilstir.

Shah vd. (2012) Tanzanya ve Pakistan’da yaptiklarsrpalda balik ciftliklerindeki su,
sediment ve baliklardan izole ettikleri bakterilerdeki antibiyotik direng genlerini
argtirmislardir. S6z konusu c¢amada tetrasikline aittet A(A) ve tet A(G) genleri,
amoksisiline aitolargym geni, streptomisine agtr A ve str B genleri, kloramfenikole aitatl
geni ve eritromisine aitef A geni belirlenmgtir. Ayrica gen kasetleri ile ilgilintl geni de
bulunmugur. Bakterilerdeki ¢gul antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi dgrinin 0,2-1 arasinda
degisiklik gosterdiini tespit etmglerdir.

Boyacioglu ve Akar (2012), gokkagi alabaliklarindan izole ettikleri patojen bir bakte
olan 20 adeflavobacterium psychrophilum izolatlarinda antibiyotik duyarlginin en fazla
oksitetrasiklin, enrofloksasin, siprofloksasin ve florfenikolde @ldw tespit etngierdir.
Altun vd. (2013) goOkkugz1 alabaliklarindan izole ettikleri 15 adefersinia ruckerii
izolatlarinin antibiyotiklere kar hassasiyetlerini belirleglerdir. Bakterilerin florfenikol,
eritromisin, oksitetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol antibiyotiklerine skadirencli
olduklarini belirlemglerdir. Ozaktas vd. (2012) tath su kaliolan Alburnus alburnus
baliginin ylizeyinden 12 cins bakteri izole egtini Bakterilerin yaklaik %95’i ampisiline,
%93'U kloramfenikole ve %88'i ise kanamisin ve streptomisin antibiyotiklering! lcarenc
gbstermgtir fakat bu bakterilerin hig¢ birisinde plazmid baamamgtir.

Korun vd. (2013) Ege Bodlgesi sahil kesimlerinde syeitili gi yapilan levrek
baliklarindan izole ettiklerVibrio alginolyticus sugarinin antimikrobiyal direnci ve plazmid
profillerini arastirmislaridir. izole ettikleri 15 sukanamisin antibiyogiine kagi hassas iken
ampisilin, basitrasin ve streptomisin antibiyotiklerineskatirencli olduklarini bildirmglerdir.

Bakterilerin 68-126 kb biyukluklerinde 2-3 tane plazmigldlarini rapor etngierdir.
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Baliklarda Sreptococcus cinsi etkenlerden kaynaklanan infeksiyonlaraskaskiden
beri antibiyotikler kullaniimaktadir. Ancak bu kimyasallarin geligizel kullanimi
antibiyotiklere olan direnci arttirmtir (Robinson vd., 1996; Katao vd., 1982). Ravelo vd
(2001), farkh cqrafik orijinli L. garvieae sugdari ile antibiyogram testi c¢aimalari
gercgeklatirmistir. Sudarin timinun enrofloksasin ve nitrofurantoineskatuyarl oldgunu
oksolinik asit ve sulfametoksazol-trimetoprime garise direncli oldug bildirirken
eritromisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin ve ampisiline kaise sonuclarin orijine goére
degisken old@gunu bildirmitir. Turkiye’de bu konuda ilk calma Kubilay vd. (2005)
tarafindan yapilmgtir. Bu calgmada, 9 farkliL. garvieae susunun disk diflizyon tekgi
antimikrobiyal duyarliliklarini  incelemler ayni zamanda E testi ile eritromisin

antibiyotiginin minimal inhibitér konsantrasyon gerlerini incelemglerdir.

1.7. Calsmanin Amaci ve Gerekgesi

Canlilarda gorulen bakteriyel hastaliklarin kontroliinde ve tedavisinde antibiyotikler
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ulkemizde ise kiiltiir balikggrida kullanilan antibiyotiklerin
kontrol altinda tutulmamasindan dolayi, ciftlik sahipleri antibiyotikleri kolaylikla elde
edebilmektedir. Kultir bahk¢ginda gorulen hastaliklarin sebebi isesardmadan, hastalik
etkeni tam olarak tghis edilmeden ve antibiyogram testi yapiimadansgglizel antibiyotik
kullanimi sonucu patojenik ve patojenik olmayan bakterilerin kullanilan antibiyotiklege kar
diren¢ olugmu artmaktadir. [@er yandan kullanilan antibiyotiklerin fazlalik ve liaulari
cevredeki sedimentte birikmektedir. Bu tur birikimler bakteriler tzerinde segcici etki yaparak
sadece ortamdaki antibiyotiklere kardirencli bakterilerin ¢galmasini sglamaktadir.
Antibiyotik diren¢ geninin sucul ortamda bulunageti bakteri tirlerine yayilma riski vardir.
Ayrica, antibiyotge direncliik geni insan ve hayvan patojenleri amdal geg
yapabilmektedir. Dolayisiyla antibiyotik direncli genlerin varim ve hareketlilgini
belirlemek olduk¢ca 6nemlidir. Turkiye’dgu ana kadar balik ciftliklerinde kullanilan
antibiyotiklerin bakterilere etkileri, diren¢ oltgran patojen bakterilerin listesi ve hangi
patojenik bakterinin hangi antibiy@g kasgi diren¢ kazandgh ile ilgili calismalar yetersizdir.

Bu calsmada Dg@u Karadeniz bolimunde bulunan Rize ve Trabzon iteiki alabalik
ciftliklerinden on yil boyunca izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarliliklari, ihtiva ettikleri
direnc genleri ve aktarilan plazmidler de hangi gen bolgesdikdari belirlenmesi

amaclanmgtir. Ayrica, calymada elde edilecek sonuclar go Karadeniz Boélgesi'nde
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antibiyotik direnclilik profilinin ne oldug, diren¢ gdsterilen antibiyotik ve gruplarina «ar
nasil bir dnlem alinmasi gereftikonusunda katki gayacaktir.



2. YAPILAN CALI SMALAR

2.1. Bakteri Materyali ve Temini

Calismada kullanilan bakteriler 2004-2014 vyillan araain®osu Karadeniz
Bolgesi'nde bulunan tath ve tuzlu sulardasayan baliklardan géli zamanlarda izole
edilen bakterilerden okmaktadir. Tablo 4.'de listesi verilen bakteriler lzcedildikten

sonra -80°C’de stoklangtir.

Tablo 4. Cabmada kullanilan bakteri turleri ve sayilari

Bakteri turleri n Bakteri turleri n
Aeromanas salmonicida 1 Pseudomonas caryophylii 1
Aeromonas caviae 9 Pseudomonas fluorescens 8
Aeromonas hydrophila 15 Pseudomonas luteola 5
Aeromonas schubertii 1 Pseudomonas putida 2
Aeromonas sorbia 4 Pseudomonas solanacearum 1
Aeromonas veronii 1 Pseudomonas spp 1
Burkholderiaspp 1 Rahnella aquatilis 1
Burkholderia cepacia 7 Serratia entomophila 1
Cedecea davisae 1 Serratia liquefaciens 3
Cedecea lapegei 1 Serratia odorifera 1
Chryseobacterium indologenes 3 Shigella spp 1
Citrobacter freundii 1 Stenotrophomonas maltophilial
Chromobacterium spp 1 Vibrio anguillarum 6
Enterobacter asburiae 1 Vibrio fluvialis 4
Enterobacter cloacae 4 Vibrio mimicus 3
Escherichia vulneris 1  Vibrio ordalli 1
Morganella morganii 1 Vibrio parahaemolyticus 2
Pantoea spp 2 Vibrio vulnificus 2
Photobacterium damselae 1 Yersinia pestis 2
Plesiomonas shigelloides 1 Yersinia rohdei 2
Pseudomonas oryzihabitans 1 Yersinia ruckeri 26
Pseudomonas diminuta 1
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2.2. Bakterilerin Tur Teshisi

2004-2014 yillan arasinda izole edilen bakterilere tighig® amaciyla analizler
yapiimstir. Bunun icin tard belli olmayan bakteriler TriptiSoy Agar (TSA)da
cogaltildiktan sonra bakteriler koloni, renk wekillerine gore incelenerek safliklari
belirlenmistir. Saf olmayan bakterilere saftama kslemi uygulanarak stoklangtir. Saf
olarak c@altilan bakterilere Gram boyama yapildiktan sonraidse testi yapilngtir.
Oksidaz testinin sonuclarina gore biyokimyasal testlere yon vetitn®ksidaz negatiflere
API 20E, pozitiflere ise APl 20NE (Biomerieux, Marcy I'Etoile, Fransa) panel test
sistemleri uygulanngtir. Ayrica turlerin tanimlanmasindderomonasve Pseudomonas
icin Pseudomonas-Aeromonas segici (GSP) agar besi yeri kullggmIir@SP agarda sari
renk oluguran kolonilerAeromonasspp. ve mor renk oltigran koloniler isePseudomonas
spp. olarak kabul edilgir. GSP ‘de hava kabaf@ olusturdusunda ise Aeromonas
hydrophilaolarak kabul edilmitir. Diger yardimci testler ise Xylose ve methylred testidir
Xylose testiYersinia ruckerive H. alvei igin ayirt edici olarak kullanilgtir. Xylose’un
sari renk olugurmasi bakterinirH. alvei oldugunu, renk dgistirmemesi ise bakterinin

Yersinia ruckeri oldugnu gosternsir.

2.3. Antibiyogram Testi

Stoktan alinan tim bakterilerin antimikrobiyal hassasiyet testleri disk diflizyon
metodu ile yapilmytir (CLSI, 2013). Bu amacla, saf olarakgettilan stok kultirden tek
koloni halinde alinan bakteriler icerisinde steril saf su bulunan 1000 pl'lik epondolf tiptne
konulmugur. Hazirlanan bakteri stspanstiyonu Mduller HintorgaA Uzerine iyice
yaylimistir. Daha sonra agar ylUzeyinesitle konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilgni
diskler steril pens yardimi yesdrilerek 30°C’de 25-30 saat inkubasyona biraksbmi
Inkiibasyon sonucu elde edilen zonkageda Sekil 1.’de gosterilmytir.
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Sekil 1. 25-30 saat inktibasyon sonucu elde edileibigogram

Olusan zonlarin caplar olculerek kayit ediftm. Elde edilen sonuclarin
degerlendiriimesinde CLSI (2013) kitaggndaki sinir dgerler kullaniimgtir. Ayni
kitapciga gore Tablo 5.'te verilen maksimum zon caplarinlindaki deserler ise

bakterilerin kullanilan antibiyoge kas! direncli oldug kabul edilmgtir.

Tablo 5. Antibiyogram testi icin kullanilan antibiyotikler

Zon capl Zon
Antibiyotik Adi  Sembol (&) Antibiyotik Adi Sembol capik)
Florfenikol FFC30 12 Nalidiksic Asit NA30 13
Oksalik Asit OA2 13 Rifampisin RA30 12
Enrofloxosin ENR5 14 Cefotoksime CTX30 22
Ticarsilin TIC 75 14 Sulphamethoksazole ~ SMz100 10
Netilmisin NET 30 12 Aztreonem ATM30 17
Trimethoprim W5 10 Cephalothin KF30 14
Amikosin AK30 14 Imipeneu IMP10 19
Ofloksasin OFX 5 13 Chloramfenikol C30 12
Gentemisin CN10 12 Ceftriaksone CRO30 14
Kanamisin K30 13 Eritromisin E15 17
Tigesiklin TGC 15 11 Oksitetrasiklin T30 11
Piperasilin PRLIOO 17 Cotrimoksazole SXT25 10
Ampisilin AM10 13 Tetrasiklin TE 30 11
Streptomisin S10 1; Amoksisillin AX 25 17

Neomicin N5
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2.4. Cogul Antibiyotik Direng (MAR) 1 ndeksi

Tum izolatlar icin Cogl antibiyotik diren¢g (MAR) indeksi dgrleri hesaplanngiir
(Krumperman, 1983). Tek bir izolat icin MAR indeksi hesaplanirken MAR=A/B
formilinden yararlanilngtir. A: Izolatlarin direncli oldug antibiyotik sayisini B ise,
izolatlarin test edil@ toplam antibiyotik sayisini ifade etmektedir. MARdeks dgeri
0,2'den buyuk olmasi orneklerin izole edidiortamin insani veya hayvansal bir kighé
maruz kaldgini ve yuksek risk icerdini gostermektedir. ger bu dger 0,2’den kigik

veya 0,2’ye gitse bu ortamlarda antibiyotikler risk icermemektg#irumperman, 1983).

2.5.DNA izolasyonu

Brain Heart Infision (BHI) Broth besiyerinde Uretilen bakteriler ¢okertgteami igin
3000x g'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra Ust kisim tupten atiimDaha sonra
uzerine 0,5 ml steril saf su (RNAse ve DNAse icermeyen) eklenerek homojen hale
getirilmistir. Ardindan 10 dakika 100°C’de kaynatignve sogimaya birakilntir.
Ornekler sgutma &kleminden sonra 17000 x g'de 5 dakika santriflj edke
coktirulmugir. Orneklere ait kalip DNA st kisimda bulunan ngimdan kullaniingtir
(Boran vd., 2013).

2.6. Plazmid DNA Folasyonu

Bakterilerin plazmid DNA izolasyonu OMEGA plazmid izolasyon kiti (E.Z.N.A)
kullanilarak yapilmgtir. Ozetle BHI Broth besi yerinde gece kiiltiirii yapibakterilerden
1,5 ml'lik epondorf tiplerine alindiktan sonra 5000 x g'de 2 dk sireyle santldimii
uygulanarak cokturulmigr. Daha sonra dretici firmanin  aciklgdr sekilde
plazmidizolasyonu yapilmtir. Elde edilen plazmid elektroforeglemine kadar -20°C’de
saklanmgtir. Daha sonra %1’lik agaroz jelde yurutilmug plazmidlerin bayuklukleri

belirlenmistir.
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2.7. Antibiyotik Direng Genlerinin Tespiti

DNA izolasyonu ve plazmid izolasyonu sonucunda elde edilen 6rneklerin antibiyotik
direnc genleri (tetrasiklin tetA, tetB, tetC, tetDsulfonamid sull, sul2,sul3; beta laktam
- ampC blaTEM, blaPSE blaCTX-M; aminoglikozit -aadA kloramfenikol -cmlA Class
1 ve Class 2 integron gen kaseti) varifablo 6.’da gosterilen primerler kullanilarak PZR
ile belirlenmitir. PZR slemlerinde ekstrakt edilen genomik DNA lar kalip DMNarak
kullaniimistir. PZR kargimlari (buz icerisinde) 2QuI'lik hacimlerde hazirlanmgi olup
icerisine 100 ng kalip DNA, 12,8 2X Master Mix PCR kasimi (Qiagen Master PCR
Kit, Qiagen Molecular Biochemicals), 100 ng her bir primer ve steril saf su koywimus
Orneklerin  antibiyotik  direncliliklerinin ~ belirlenmesinde Thermo  Hybaid
ThermalCycler (ThermoElectroninc.,Waltham, USA) cihazi kullatimiPCR gleminde
ornek DNA's1 icermeyen reaktif negatif kontrol ve icerisinde kontrol edilen primeri
koyulan pozitif kontrol kullanilmgtir. Reaksiyon toplamda 30 dongide tamamiarotup
donguler 94°C’de 30 saniye denaturasyon, 48-59°C’de 30 saniye tutunma ve 68°C’de 45
saniye uzamaseklinde gercekligirilmistir. Reaksiyon ilk déngiye kEmadan once
94°C’de 2 dakika ve son donguden sonrada 68°C de 5 dakika bektatiliide edilen
urinler RedSafe Solution ile 0,5 x TAE tampon sisteminde %1’lik agaroz jel Gizerinde 100
V'da 1 saat yurttalmagr. Jel gortntuleri ise jel gorintileme sistemi (B&K Gel Logic
200) kullanilarak kayit edilngiir.



Tablo 6. Antibiyotik direnc genleri ve integron gen kasetlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

--PCR Tutunma
Primer Adi Sekans (5'-3) Hed?f Gen-  Urinu Sicaklgi Kaynaklar
Bdlge Boyutu (°C)
(bp)
Tet A FW GCTACATCCTGCTTGCCTTC A )10 e o vl 2001
Tet ARV CATAGATCGCCGTGAAGAGG g ve.
Tet B FW TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG ot o5o o o vl 2008
Tet B RV GTAATGGGCCAATAACACCG g ve.
Tet C FW CTTGAGAGCCTTCAACCCAG ot 418 e o vl 2008
Tet C RV ATGGTCGTCATCTACCTGCC g ve.
Tet D FW AAACCATTACGGCATTCTGC
Tet D RV AAACCATTACGGCATTCTGC tetD 787 >4 Ng vd., 2007
Sull FW CGGCGTGGGCTACCTGAACG
Sull RV GCCGATCGCGTGAAGTTCCG Sull 433 o9 Kerm vd., 2002
Sul2 FW GCGCTCAAGGCAGATGGCATT
Sul2 RV GCGTTTGATACCGGCACCCGT Sul 2 293 o9 Kerm vd., 2004
Sul3 FW TCAAAGCAAAATGATATGAGC
Sul3 RV TTTCAAGGCATCTGATAAAGAC Suls 787 48 Heuer ve Smalla, 2007
AmpC FW TTCTATCAAMACTGGCARCC
AmpC RV CCYTTTTATGTACCCAYGA ampC 550 48 Schwartz vd., 2003
TEM OT-1 FW TTGGGTGCACGAGTGGGTTA blaTEM- .
465 54 Arlet ve Philippon, 1991
TEM OT-2 RV TAATTGTTGCCGGGAAGCTA OT12 PP
TEM OT-3 FW ATGAGTATTCAACATTTCCG blaTEM-
TEM OT-4 RV CAATGCTTAATCAGTGAGG 0T34 859 5 Olesen vd., 2004

T



Tablo 6.’nin devami

PSE1 FW CGCTTCCCGTTAACAAGTAC Zihlsdorf ve Wiedemann
blaPSE 465 50 :
PSE1 RV CTGGTTCATTTCAGATAGCG 1992
Cml A FW TGTCATTTACGGCATACTCG )
cml A 455 52 Saenz vd., 2004
CmlA RV ATCAGGCATCCCATTCCCAT
AadA FW TGATTTGCTGGTTACGGTGAC
aad A 284 52 Van vd., 2008
AadA RV CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG
CTX-M-1 EW GGTTAAAAAATCACTGCGTC )
blaCTX-M1 863 49 Saladin vd., 2002
CTX-M-1 RV TTGGTGACGATTTTAGCCGC a aladin v
5.CS GGCATCCAAGCAGCAAG . ,
Class 1 Deisken 50 Lévesque vd., 1995
3.CS AAGCAGACTTGACCTGA gls a
hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG , ,
Class 2 Dgisken 55 White vd., 2001

hep 74 CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA

ac
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2.8. Gen Transferi (Konjugasyon)

Stok kultirden saflgtirihp elde edilen bakterilerin antibiyotik direngenlerinin
aktanlip aktariimagini belirlenmesi amaciyla gercefiieilen konjugasyon deneyinde
Rice vd.’nin (1990) broth mating yontemi modifiye ediftii. Ozetle, izole edilen
bakteriler verici olarak kullanilirken alici olarakscherichia colnin K-12 J53-2
(Rifampisin direncli) sug kullaniimstir. Verici ve alict hicreler ayri ayri antibiyotik
icermeyen 3ml LB Broth besiyerinde logaritmik fazda ajofgliktan sonra @t hacimde
karistirilarak bir gece inkiibatorde 35°C’de 10-12 saamasferik ortamda Uretilngiir.
Transkonjugantlarin secimi igin 250/ml rifampisin ve verici bakterinin direncli alici
bakterinin duyarh oldgu antibiyotik konsantrasyonunu iceren (50 ve 1§fl) LB agar
besiyeri kullaniimgtir (Rice vd., 1990). Konjugasyon deneylerinde hiersbisun taidigi
diren¢ genleri acisindan diren¢ genlerinin aktarilabdirkyri ayri belirlenmitir. Elde

edilen E. coli transkonjugantlari -80 °C’de %15 gliserollii ortamda stokkmmi

2.9. DNA Dizi Analizi

Bakterilerde tespit edilen diren¢ genlerinin PCR Urdnlerinin sekansi dncesinde bazi
orneklere PCR primerleri kullanilarak istenilen gen boélgegaltdmistir. Daha sonra
Qiagen QIlAquick Gel Extraction Kit kullanilarak safleuldi. Saflatirma sonrasinda son
ariin ile birlikte primerler Macrogen Europe’a (Hollanda) gonderilerek dizi analizleri
yaptiriimstir. Daha sonra “National Center for Biotechnologjormation” veri tabanlari

kullanilarak sekanslar kalastiriimistir.

2.10. ktatistiksel Analizler

Calismada antibiygram sonucunda elde edilen verileringddendirilmesi ve tablo
haline getiriimesinde Office 2013 bilgisayar programi kullargtmi Grafiklerin

olusturulmasinda ise Sigma Plot11.0 paket programindaarhaniimgtir.



3. BULGULAR

3.1. Antibiyotik Direnglili gi

2004-2013 yillan arasina ait bakteri giove calgma siresince izole edilen bakterilerin
belirlenen antibiyotiklere kar gostermg olduklari direnc her bir bakteri tart icin farkkh
gostermektedir. Bakterilerin en hassas gldantibiyotik Ticarcilin (%100) ve Ofloxacin (%98)
iken en direncli oldgu antibiyotikler ise Eritromisin (%68) ve Cephalath{%70) olarak
siralanabilir §ekil 2). izole edilen bakteriler antibiyogram disk testindearcilin (75 pg/disk),
Ampisilin (10 pg/disk), Sulphamethoxazole (100 pg/disk), Aztreonem (30 pg/disk), Cephalothin
(30 pg/disk), Eritromisin (15 pg/disk) ve Amoxycillin (25 pg/disk) esk&0650’den fazla direng
gostermglerdir. Diger taraftan bakterilerin hepsi Tigesikline (15 pgkjikagl tamamen hassas
olup, Netilmisin (30 pg/disk), Amikosin (30 pg/disk), Ofloksasin (5 pg/disk) ve Gentamisin (10
pa/disk)’e kagi olusan direng ise %10’dan azdir (Tablo 7).
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Sekil 2. Bakterilerin antibiyotiklere kar direng ytzdeleri ve direncli bakteri sayilari
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3.2. Cogul Antibiyotik Direng (MAR) I ndeksi

Eldeki tim bakteri turlerine 29 farkli antibiyotik uygulanarak MAR indeksi
belirlenmitir. Toplam 43 bakteri tirinden 29'unun MAR indekB8j2 den yuksek
bulunmugur (Sekil 3). Enterobacter asburiae (n:1), Aeromonas veroni (n:1), Aeromanas
salmonisidia (n:1), Pseudomonas putida (n:2), Pseudomonas solanacearum (n:1), Serratia
odorifera (n:1), Vibrio parahaemolyticus (n:2), Citrobacter freundi (n:1), Escherica
vuhualis (n:1), Rahnella aquatilis (n:1) tarlerinin MAR indeksi bahsedilen sinirggeinin
(0,2) altinda hesaplangtir. En digik MAR deserine Burkholderia spp (0,03) ve
Citrobacter freundi (0,06) turleri sahiptir. Eldeki tim bakteriler icerisinde
Chryseobacterium indologenes 29 antibiyotikten 28 tanesine direng gostgirtien dolayi
en yuksek (0,96) MAR indeksi hesaplagtm.

1.1 ~

MAR indeksi

Bakteriler

Sekil 3. Calgilan bakterilerin MAR indeksleri
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3.3. Antibiyotik Direng Genlerinin Dagilimi

Caligilan bakterilerin timune tetrasiklin grubuna aitehdtetA, tetB, tetC ve tetD),
sulfonamid grubuna ait 3 gesu(l, sul2 ve sul3), beta laktam grubuna ait 5 gesimpC,
blarem-ot12, blarem-orsd, blapse ve blactx.mi), amfenikol grubuna aitcmlA geni,
aminoglikozit grubuna a@adA geni ile birlikte Class 1 ve Class 2integron gen kasetlerinin
varhgl molekiler yontemlerle agariimistir. Tespit edilen gen bdlgeleri tablo 3.2.’de
gosterilmitir. Calisilan bakterilerde %51,12 gibi bir oranla Class Egnbn gen kaseti en
fazla rastlanan direnc¢ geni olntug. %36,84 ‘luk bir oranlampC geni Class 2integron
gen kasetinden sonra gallan orneklerde en fazla rastlanan gen bélgesi dimnuampC
geninden sonra %24,06’lik bir oran ile ikinci olarak en fazla rastlanan gen béifegen
bdlgesi olmutur.

Sulfonamid grubuna ait aranan genler arassuia gen bélgesi ¢ajilan bakterilerde
bulunamamytir. Beta laktam grubunda isenpC gen bélgesinden sonra en fazla rastlanan
genler sirasiyldlarem-ot12(%011,27) blapss (%08,27), blarx-mi (%5,26) ve gruba ait en az
rastlanan gen bolgedilarem-orss (%2,25) olmutur. Amfenikol grubuna aicmlA geni
%6,76 oraninda bulunurken Class2 integron gen kaseti ¢rnekler de %16,54 oraninda
bulunmugur.

Caligilan 133 sutan sadecePseudomonas diminuta, Serratia entomophila,
Aeromonas schubertii, Cedecea davisae, Cedecea lapagel sugarinda bakilan antibiyotik

genleri bulunamangtir.



Tablo 8. Bakterilerdesspit edilen antibiyotik diren¢ genleri

Antibiyotik Direng .
Genleri Integron
tet tet tet tet sul sul sul amp blaTEM- blaTEM- bla cml aad blaCTX- | CLASS CLASS

Bakteri n % A B C D 1 2 3 C OT12 OoT 34 PSEE A A M1 1 2
A. salmonicida 1 07 - - - - - - - - 1 - - 1 - - - -
A. caviae 9 676 2 3 - 2 3 - 1 2 1 - 1 1 3 1 8 3
A. hydrophila 511273 2 1 3 - - - 7 1 - 1 1 - - 7 3
A. schubertii 1 07 - - - - - - - - - - - - - - - R
A. sorbia 4 3 - - - - - - - - - - - - - - - 2
A. veronii 1 07% - - - - 1 - - - - - - - - - - -
Burkholderiaspp 1 0,75 - - - - 1 - 1 1 1 1 - - - 1 - -
B. cepacia 7 526 2 - 2 2 2 - - 2 2 - 1 - 3 1 6 1
C. davisae 1 07 - - - - - - - - - - - - R
C. lapegei 1 075 - - - - - - - - - - - - - - - -
Chromobacterium
spp 1 075 - - - - - - - - - - 1 - - - - -
C. indologenes 3 2251 1 - 1 2 1 3 - - - - 1 - 2 -
C. freundii 1 0% - - - 1 - - - - - - - - - - 2 -
E. asburiae 1 075 - - - - - - - - - - - - - - - 1
E. cloacae 4 3 - 22 1 1 - - 2 - 1 - - 3 - 4 1
E. vulneris 1 0/m/ - - - 212 1 - - - - - - - - - - 1
M. morganii 1075 - - - - - - - 1 - - - - - - - -
Pantoeaspp 2 15 - - - - - - - - - - - - - - 1 -
P. damselae 107 - 1 - 1 - - - - - - - - - 1 1 -
P. shigelloides 1 0m - - - 1 - - - - - - - - - - 1 -
P. caryophylii 1 07 - - - - - - - - - - 1 - - - - -
P. diminuta 1 07 - - - - - - - - - - - - - - - R
P. fluorescens 8 601 2 2 1 3 1 - - 1 1 - - - - - - 4
P. luteola 5 35 1 - - - 3 - - 2 - - - -2 1 2 -

LC




Tablo 8'in devami

Antibiyotik Direng Genleri Integron

e 0 s @A @8 wciwD § Y U MmN DEEL Mol @0 oeeh s s
P. oryzihabitans 1 0,75 - - - - - - - - - - - - - 1 1 -
P. putida 2 15 - 1 - - 1 - - - - - - 1 - - 1 -
P. solanacearum 1 0,75 1 - - - - - - - - - - - - - 1 -
Pseudomonasspp 1 0,75 1 - 1 - 1 - - - - - 1 1 - - 1 -
R. aquatilis 1 0,75 - - - - - - - 1 - - - - 1 - 1 1
S. entomophila 1 0,75 - - - - - - - - - - - - - - - -
S liquefaciens 3 2,25 - 1 - - - - - - - - 1 - - 1 - -
S. odorifera 1 0,75 1 - - - - - - 1 - - - - - - - 1
Shigellaspp 1 0,75 - 1 - - - - - - - - - - 1 - 1 -
S. maltophilia 1 0,75 - - - - - - - - - - - - - - 1 -
V. anguillarum 6 4,51 - 5 - - 1 - - 1 - - 1 - - - 7 -
V. fluvialis 4 3 1 1 2 1 2 -2 3 1 - - - 1 - 3 -
V. mimicus 3 2,25 2 - - - 1 - - 3 1 - - - - - 4 -
V. ordalli 1 0,75 - - - - - - - - - - - - - - 1 1
V.parahaemolyticus 2 1,5 - 1 - - 1 - - - - - 1 - - - 2 -
V. wulnificus 2 15 - - 1 - - - - - - - - 1 - - 2 -
Y.pestis 2 15 - 1 - - - - - - 1 - - - - - - -
Y. rohdei 2 15 - 1 - - - - - 1 1 - - 1 1 - 4 1
Y. ruckeri 26 1954 7 2 3 3 10 - 1 18 4 1 2 2 2 - 4 2
Toplam 133 100 24 25 13 20 32 - 5 49 15 3 11 9 18 6 68 22

% 18,04 18,79 9,77 15,03 24 - 45 36,8 11,27 2,25 8,27 6,76 13,5 5,26 51,12 16,54

8¢
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3.4. Plazmid Varlig

Calisma kapsaminda stoktan elde edilen 133 bakterinirenpth bulundurup
bulundurmadiklari agariimistir. Bu amagcla plazmid izolasyonu yapigm. izolasyon
sonucu bakterilerin %27,06’sinin plazmid bulundurdgelirlenmitir. Bakterilerde tespit
edilen plazmidin bakteri tlrine gore sayisi ve yuzdeleri Tablo 9'da vetilmi
Plazmidlerin molekiler buyuklukleri 21,55-4,64kb arasinda gloiespit edilmgtir.

Tablo 9. Bakterilerin plazmidprofilleri

Bakteri Toplam Plazmid Tespit Blazmid %
Bakteri Edilen SusSayisi

Aeromonas hydrophila 15 3 20
Plesimonas shigelloides 1 1 100
Yersinia ruckeri 26 11 42,3
Aeromonas caviae 9 3 33,33
Pseudomonas spp 1 1 100
Enterobacter cloacae 4 1 25
Burkholderia cepacia 7 2 28,57
Chryseobacterium indol ogenes 3 1 33,33
Vibrio fluvialis 4 1 25
Psedoumanas fluorenscens 8 1 12,5
Vibrio mimicus 3 2 66,66
Pseudomonas putida 2 1 50
Vibrio anguillarum 6 2 33,33
Serratia ligquefaciens 3 1 33,33
Rahnella aquatilis 1 1 100
Psedomonas oryzihabitas 1 1 100
Vibrio parahaemolyticus 2 1 50
Serratia odorifera 1 1 100
Pseudomonas luteola 5 1 20
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3.5. Konjugasyon

Calismada plazmid profilleri belirlenen bakteriler veri&i. coli K12 J53-2 sug ise
alici sus olarak konjugasyon (gen aktarimi) deneylerinde akulinstir. Alici susa

plazmidini aktarabilen verici bakteri ve sayilari Tablo 10’da gostegiimi

Tablo 10. Plazmid iceren bakterilerden plazmidini aktarabilen verici turler

Plazmidigeren  Plazmid Aktarabilen

Bakteri Bakteri Sayisi  verici bakteri Sayisi

Aeromonas hydrophila 3 3
Plesimonas shigelloides 1

=
[N

Yersinia ruckerii

Aeromonas caviae
Pseudomonas spp
Enterobacter cloacae
Burkholderia cepacia
Chryseabacterium indologenes
Vibrio fluvialis

Psedoumanas fluorenscens
Vibrio mimicus

Pseudomonas putida

Vibrio anguillarum

P N RPN R R P NP P WO R

Serratia liquefaciens
Rahnella aquatilis
Psedomonas oryzihabitas
Vibrio parahaemolyticus

Serratia odorifera

P PR P R R NERPRNRPR R RNPR P ®

Pseudomonas luteola
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Konjugasyon deneyinden sonra elde edilen transkanjulgakterilerde verici sug
bulundurdu@ antibiyotik direnc¢ genleri agairiimis ve aktarilabilen bazi antibiyotik direng
genleri belirlenmgtir. Belirlenen genler Tablo 11'de gdstergidigibi sul 2, blarem-oriz,
blarem-oras, cmlaA, aadA, blacrx.vi direng gen bdlgeleri ve Class 2 integron gen kaseti
transkonjugant bakterilere plazmid aramilile aktarilamanstir. En yuksek oranda
aktarilabilen diren¢ gen bolgesi ise %19,35 oran ile Class 1 integrongen kaseti bolgesi
olarak tespit edilngtir. Bu gen bdlgesini takiben %12,9 ieB, ardindan %9,67 orani ile
tet D ve ampC direnc¢ gen bolgeleri gelmektedir.

3.6. DNA Dizi Analiz Sonuglari

Baliklardan izole edilen ve konjugasyorslemlerinden sonra elde edilen
transkonjugant bazi bakterilerin stanig olduklari antibiyotik direng genlerinin dizi
analizleri ile veri tabanindaki sekanslar ile §astiriimis ve sekansi yapilan gen bélgeleri

icin %90-100 arasinda benzerlik bulunitous



Tablo 11. Transonjugant bakéedé belirlenen direng genleri ve Class 1 ve Qassegron gen kasetleri

Antibiyotik Diren¢ Genleri Integron Kaseti

tet tet tet tet sul sul sul amp blagy. blargy. Bla cml  aad bla Class Class

Bakteri
A B C D 1 2 3 C oT12 0T34 pse A A CTX-M1 1 2

=}

Aeromonas hydrophila

- 1 - - - - - - - - - - - - - -

Plesimonas shigelloides - - - 1 - - - - - - - - - - - -
Yersinia ruckerii
Aeromonas caviae
Pseudomonas spp
Enterobacter cloacae
Burkholderia cepacia
Chryseobacterium indolgenes
Vibrio fluvialis
Psedoumanas fluorenscens
Vibrio mimicus
Pseudomonas putida
Vibrio anguillarum
Serratia liquefaciens
Rahnella aquatilis
Psedomonas oryzihabitas

Vibrio parahaemolyticus

P R P R N R NPR R P NRPR P ®OORFR, ®
1
1
1
1
1
1
[EEN
1
1
1
1
1
1
1

Toplam 2 4 2 3 2 0 1 3 0 0 1 0 0 0 6 0
Yizde orani (%) 6,4512,9 6,45 9,67 6,45 - 3,22 9,67 - - 3,22 - - - 19,35 -

w
i

A



4. TARTISMA

Antibiyotikler bakteriyel hastaliklarla micadele etmek icin kullaniimaktadir. Baliklarda
gorulen bakteriyel hastaliklar kontrol etmek amaciyla farkli antibiyotikler suya ya da yeme
karstirilarak kullaniilmaktadir. Balik vyatiricili ginde kullanilan antibiyotiklere kar
bakterilerin bir veya birden c¢ok antibiygg ayni zamanda diren¢g kazanma §ikbalik
ciftiklerinde ve ciftlikleri cevreleyen sucul ortamda gorilmektedir. Kullanilan
antibiyotiklerin fazlalik ve kalintilari ¢evredeki sedimentte birikmektedir. Bu tur birikimler
bakteriler Uzerinde secici etki yaparak sadece ortamdaki antibiyotiklese #mencli
bakterilerin ¢@almasini sglamaktadir. Antibiyotie diren¢ geninin sucul ortamda bulunan
diger bakteri turlerine yayillma riski vardir. Ayricantdoiyotige direnclilik geni insan ve
hayvan patojenleri arasinda gegapabilmektedir(Jalal vd., 2012).

Ulkemizde kiltir balkcifiinda kullanilan  antibiyotiklerin ~ kontrol  altinda
tutulamamasindan dolayi, ciftlik sahipleri antibiyotikleri kolaylikla elde edebilmektedir.
Kaltar balik¢iliginda gorulen hastaliklarin sebebi simalmadan, hastalik etkeni tam olarak
teshis edilmeden ve antibiyogram testi yapilmadansgglizel antibiyotik kullanimi patojenik
ve patojenik olmayan bakterilerin kullanilan antibiyotiklereskatiren¢ olugmuna neden
olmaktadir. Bunun sonucu olarak Tirkiye'’da ana kadar balik ciftliklerinde kullanilan
antibiyotiklerin sucul mikrobiyal toplulga etkileri veya insan ve hayvanlarda kullanilan
antibiyotiklerin sucul mikroorganizmalar tzerine olan etkileri ve hangi patojenik bakterinin
hangi antibiyotge kagl diren¢c kazangm tam olarak bilinmemektedir. Yapilan bu gaiada
izole edilen bakteriler antibiyogram disk testinde Ticarsilin (75 pg/disk), Ampisilin (10
pg/disk), Sulphamethoksazole (100 pg/disk), Aztreonem (30 pg/disk), sefhalothin (30
pa/disk), Eritromisin (15 pg/disk)ve Amoksisilin (25 pg/disk)’e sk&50'den fazla direng
gostermglerdir. Diger taraftan bakterilerin hepsi Tigesikline (15 pgkli kagi tamamen
hassas olup, Netilmisin (30 pg/disk), Amikosin (30 pg/disk), Ofloksasin (5 pg/disk) ve
Gentamisin (10 pg/disk)’e karolusan direncg ise %10’dan azdir. Dolayisiyla, acil duamea
bakteriyel balik hastaliklarinin antibiyotiklerle tedavisinde Tigesikline, Netilmisin, Amikosin,
Ofloxacin veya Gentemisin antibiyg@tikullanilabilir. Ancak bu antibiyotikler daha éngeda
amach kullanilan baliklarda denenmgdicin bu antibiyotiklerin birikimi ile ilgili sorun
olabilir. Bu tur sorunlarismak igin bu antibiyotikler baliklarda denenmelidir.

Turkiye de baliklardan izole edilen bakterilerin tir, zaman ve izole gdilshlik

bakimindan direncg seviyeleri vestéilikleri farklilik géstermektedir. Durmaz vd. (2@) Orta
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ve Dggu Karadeniz Bolgesi'ndeki alabalikletmelerinden izole ettiklerk. psychrophilum
sugdarinin neomisin, ampisilin, eritromisin ve kanamigibi antibiyotiklere direncli oldgunu
bildirirken, bakteriye kan en etkili antibiyotiklerin oksitetrasiklin ve erftoksasin oldugnu
bildirmislerdir. Bunun yaninda Bka bir calgmada gokkuggl alabalg isletmelerinden ve
isletmelerdeki su Oorneklerinden izole edilen harekeleromonas spp bakterilerin
oksitetrasiklin, streptomisin ve karbenisiline gatirencli olduklari bildirilmitir (Durmaz ve
Turk, 2009). Ayrica sazan baliklarindan izole ed#erhydrophilasuslarinin ampisiline kau
direncli olduklari bildirilmistir (Ozturk vd., 2007). Bu ¢aimada kullanilan 1%\. hydrophila
sugunun 14 tanesinin(%93) ampisiline kadireng geltirdigi tespit edilmgtir. Dolayisiyla
Ozturk (2007)'nin yap#il calsma ile uyum halinde oldugbelirlenmitir.  Kayis (2009) ise
Dogu Karadeniz Bolgesinde yapgroldugu calsmadaA. hydrophilasugarinin oksolinik asit
ve streptomisin @inda kalan antibiyotiklere kgr belli oranlarda direng¢ getirdigini
bildirmistir. Yine ayni bdlge de yapilan fa bir calsmada ise izole edilen 6 adét
hyrophila sugunun hepsi aztreonam ve sulfametaksazolsl kdirencli iken 5 susise
ampisiline kagl direncli bulunmutur (Terzi, 2013). Bu ¢caimada iseA. hydrophilasusunun
hicbirisi oksolonikasite kar diren¢ gostermerstir. A. hydrophilasudarina kagli en etkili
antibiyotik kloramfenikol ve tetrasiklin olarak tespit edikti. Sanders ve Sanders (1978),
cloacaeve C. freundibenzeri bakterilere kromozamal beta-laktamazlarinsgspektrumiu
sefalosporinlere kar direng gelgtirdiklerini bildirmislerdir. Yine ayni cakmada, Terzi
(2013)'nin izole etmy oldugu E. cloacaeve C. freundisudarinin da beta laktam grubu
antibiyotiklere kagl direng geltirdiginin tespit edilmesi dolayisiyla s6z konusu gah ile
uyum halinde oldgu belirlenmitir. Yapilan bu caimada iseAeromonassugarinin Ticarsilin
(%74), Ampisilin (%80), Sefalotin (%64), Eritromisin (%64), Amoksisilin (%87xkeirenc
gosterdgi belirlenmitir. Durmaz ve Turk (2009)'Gn belirgiinin aksine bu cajmada,
bakterilerin oksitetrasiklin ve streptomisine #ardusik oranda direnc gshlirdigi
belirlenmistir. Fakat yapilan bu c¢amada, A. hydrophila sugdarinin %40 (6/15)'nin
streptomisine kamn direncg geltirdigi tespit edilmstir. Bu durum balik ciftiginde ya da suyun
temin edildgi alanda streptomisin kullanimindan kaynaklanolabilir. Buna ilave olarald.
hydrophila susunun %66’sinin Sulfametaksazole ve %46’sinin Aztaeom kagl direncli
oldugu tespit edilmgtir. Terzi'nin(2013) yapmy oldugu calsmanin aksineA. hydrophila
susutetrasikline %6 oraninda direng gostesimi Sudarin farkli antibiyotiklere farkl
seviyelerde diren¢ sergilemesinin bakterilerin farkh yer ve zamanlarda izole edilmesinden

kaynaklanabilecg dustinilmektedir.
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Ulkemizde bakteriyel patojenler ile ilgili yapilanragtirmalarda,¥rsini aruckeri,
Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophyla, V. anguillarum ve Photobacterium
damselae damselagjibi balik patojenlerinin Tetrasiklin, Eritromisin, Oksitetrasiklin,
Streptomisin ve Ampisilin kar diren¢ olugimu rapor edilmtir (Kirkan vd., 2006; Aksit ve
Kum, 2008; Kayw, 2009; Boran vd., 2013). Terzi (2013), bakterilerkullanilan
antibiyotiklere kagi  olusturduklari  direnclilgi  arastirdigi  calsmada, Florfenikol,
Oksitetrasiklin, Tetrasiklin, Kloramfenikol ve Gentamisinsiddaki test edilen butdn
antibiyotiklere kagl diren¢ oraninin %50'nin Uzerinde oldui tespit etnstir. Bu calsmada
ise, bakterilerin Florfenikol, Oksitetrasiklin, Tetrasiklin, Kloramfenikol ve Gentamising kar
olusturulan direncin %50’den dik olduzu belirlenmitir. Calisma bu yonu ile Terzi'nin
calismasi ile ortumektedir.

Krumperman (1983) tarafindan gélilen ¢ogul antibiyotik direng¢ (MAR) indeksi
bakterilerin antibiyotiklere maruz kalmalari neticesinde sjetiikleri birden fazla antibiyotik
direncini ifade eder veindeksin 0,2’den yuksek olmasi ortamdaki bakterikenirba kirlili ge
maruz kaldginin gostergesidir. Matyar'in (2012) Do@kdeniz sahillerinde yapmioldugu
arastirmada, MAR dgerinin 0,2-0,75 arasinda bulundug bildirirken, Cin’in gineyinde
bulunan balik ciftliklerinden izole edileBnterobacteriaceaéiyesi bakterilerde tespit edilen
MAR degeri 0,56 olarak tespit edilgtir (Su vd.,2011).Yayin baliklarinin yetiricili gi
yapilan 3 farkh gletmeden izole edilen bakterilerde MAR ggei ise 0,36-0,62 arasinda
oldugu tespit edilmgtir (Sarter vd., 2007). @er bir calymada, Dgu Karadeniz Bolgesi'nde
bulunan alabalik sietmelerinden izole edilen bakterilerde MARgde 0,42-0,83 arasinda
degisiklik gostermi veizole edilen bakterilerden sadedéebsiella pneumoniaesubsp.
Ozaenaeizolatlarl icin MAR deeri kritik deger olan 0,2'nin altinda hesaplargtm. En
yuksek MAR dgeri (0,83) Erwinia carotovora ve Photobacterium damselae damselae
turlerinde belirlenmgitir  (Terzi, 2013). Aratirmamizda, Enterobacteriaceae Uyesi
bakterilerde hesaplanan en dksMAR deserleri Enterobacter asburiag0,17), Serratia
odorifera (0,17),Citrobacter freundi(0,06), Escherica vuhualig0,1) ve Rahnella aquatilis
(0,13) olarak bulunmugr. Calsilan diger bakterilerde hesaplanan MAR indeksi sinir
degerinden c¢ok dahayiksek bulunnws Bu calgmada incelenentim bakteriler gbz 6niine
aindigindaMAR indeks dgeri 0,06-1,16 arasinda gleklik gosterdgi bulunmugur.
Arastirmamizda en yuksek MAR indeksi @gine sahip olan bakteriler is& indologenes
(0,96), B. cepacig0,89), E. cloacaq0,82), V. Anguillarum(0,79), Y. ruckeri(0,75), P.
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fluoresceng0,72) olarak bulunmugr. Bu durum bakterilerin izole edilgliortamlarin insani
ve hayvansal olarak kirletilginin kaniti olmusgur.

Son zamanlarda yapilan at@malarda bakterilerin antibiyotik direnc genlerini
belirlenmesine yonelik c¢gimalarin ygunluk kazandii gorilmektedir (Phuong Hoa vd.,
2008; Balta vd., 2010; Sandalli vd., 2010; Sivri vd., 2012; Boran vd., 2013).Raradeniz
Bdlgesi'nde yapilan calmada alabaliksletmelerinden izole edileBnterobacteriaceaéyesi
olan koliform bakterilerden Tetrasiklin diren¢ genlerinden en feeti& (%18,87) geni tespit
edilmistir. izole edilen 159 sug 24 tanesind&etD, 18 tanesindéetB ve 5 tanesinde detC
direng genleri tespit edilgtir (Terzi, 2013). Yettiricili gi yapilan baliklardan izole edilen
Aeromonadrlerindetet A, B, C, D ve Eenlerinin varlg bildirilmistir (Agersg vd., 2007).
Avustralya’daki su urUnleri yafiricili gi yapilan kletmeler (Akinbowale., 2007a) ile
Danimarka’daki balik ciftliklerinden izole edileAeromonastirlerinde Tetrasiklin direng
genlerinin varlgl rapor edilmgtir (Schmidt vd., 2001). Yapilan bu gahada iseAeromonas
izolatlarinda (n:31)tetA, tetB, tetDdiren¢ genlerine ayni oranda (%16) rastlanirketC
diren¢ genine ise sadece %3 oraninda rastlagtitmbogu ve Bati Karadeniz bdélgelerinde
yapilan farkh bir caymada balik ciftliklerinden izole edilen 24 ruckeri sugunun 16’sinda
tetA ve 2’'sindetetB direng genleri tandigi bildirilmistir (Balta vd., 2009). Terzi (2013),
yaptgl calsmada ise baliklardan izole edilen bakterilertd#A-D genlerinden hepsine
rastlarken en fazla rastladigenlertetD (%25) vetetB (%20,8) olmutur. tetAve tetC genleri
ise %4,2 oraninda tespit ediktii. Yapilan bu cabmada ise bakterileritetA, B, C, DveE
genlerinin varlg! sirasiyla %18, %18.7, 9.7, ve %15.3 olarak bulutarupolayisiyla daha
Once yapilan cagmalarla kagilastirildiginda tespit edilen direng genlerinin ayni olmasina
ragmen bakterilerde bulunma oraninin farkhlik gostgrdildirilmi stir. Bunun olasi nedenleri
ise bakteriyel suarinin farkli olmasi ve bakterilerin farkli antilmtklere ya da plazmid verici
bakterilere maruz kalmasindan kaynaklanabilir.

Yapilan aratirmalar sonucunda bakterilerde 4 spl (sull, sul2, sul3 ve sulA) geni
saptanmytir. Ciftliklerden izole edilen fekal bakterilerd&rinivasan vd., 2005), su drtnleri
yetistirilen isletmelerin sediment ve sularindan izole edilen dxdlkirde (Akinbowale vd.,
2007b; Agersg ve Petersen, 20G0l1 ve sul2 genleri tespit edilmstir., sul genlerinin
bakteriler arasinda yatay olarak aktarilabilmektedir (Zhang vd., 2009). Kuzey Vietnam’'da
yapilan bir caymada atik su ve karides 6rneklerinden izole edikgktdyilerde en fazlaull
genine rastlanngiir. sull geninden sonra en faz#al2 genleri tespit edilngi, en az isesul3

genini tespit edildii bildiriimi stir (Hoa vd., 2008)izole edilen bakterilerin yalnizca %2’sinde
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sul3 genin hepsinin tespit edilglibildirilmi stir. Trabzon ve Rize ¢evresinde Terzi'nin (2013)
yapms oldugu bir diger calsmada ise sletmelerde ki su ve sediment drneklerinden izole
edilen bakterilerde en fazlaul2 (%18,2) geni tespit edilmive bunu %3,77 ve %3,14’lUk
oranlarla sull ve sul3 genleri takip etmstir. Isletmelerdeki baliklardan izole edilen
bakterilerde ise en c¢okull (%25) vesul2 (%20,8) genlerine rastlanirkesul3 genine hig
rastlanmangtir. Yapilan bu cafimada ise sulfonamid grubuna ait 3 gen boélgssil( sub,
sul3)incelenmg ve 133 bakteriden 32’sindall (%24) direnc¢ genine, 6 tanesinde (%46
diren¢ genine rastlanirkesul2 direng genine higbir bakteride rastlanmgimi Bu yonu ile
Terzi’'nin (2013) yapny oldugu calsma ile uyum sglamamaktadir ¢unkl izole edilen
bakteriler her iki cahmada da ayni yerlerden fakat farkli zamanlarda iedlémnistir.

Beta laktamlar gegispektrumlu antibiyotiklerden olup canlilarda baktelr hastaliklara
karsi yogun birsekilde kullaniimaktadir. Bu nedenle beta laktam grahtibiyotiklerine kag
direncli bakterilerin sayisi hizla agtibilinmektedir. TEM, SHV, PSE, OXA ve CTX-M tip
beta laktamazlar gram negatif bakterilerde bulunan diren¢ genleridir (Ishida vd., 2010).
Ispanya’daki hastanelerdeki hastalardan izole edé&al bakterilerdeblargm-104 (Miro vd.,
2005), Misirdaki balik ciftliklerinden izole edilen Gr (-) bakterilefol@crx-mis, blaTEM-1
ve blaTEM-104 (Ishida vd., 2010) genleri tespit edgtimi Ayrica Brinas vd. (2002) yapmi
olduklari calsmadakE. coli izolatlarinin blargy genleri bakimindan pozitif SHV ve OXA
yoniunden negatif olduklarini belirtgherdir. Rize ili ve ilgcelerinde yapilan caitnada ise icme
sularinda izole edilerk.coli izolatlarinda 55 suan sadece 7 tanesintarey genini tespit
etmiglerdir. Boran vd. (2013) ise ystiricili gi yapilan istavrit baliklarindan izole ettikleri
bakterilerdeblarem genlerinin varlgini bildirmislerdir. Rize ve Trabzon illerinde bulunan
alabalik sletmelerinden izole edilen bakterilerle yapgnolan calgmada ise beta laktam
direnci s&layan genlerden en fazéanpC(%37,3) genine rastlanirken bublacrx-m: (%017),
blarem-oT12 (%14,5),blarem-ot34 (%06,3) veblapse (%1,3)'nin takip et tespit etmgtir. Ayni
calismada baliklardan izole edilgnolan bakterilerde ise bu durum biraz daha farkhwtur.
AmpCgeni %45,8 orani ile bakterilerde yine en fazla tespit edilen gen tim&unu takiben
en fazla rastlanilan genler isdarem-or12 (%33,3) veblacTx-m1 (%25) olmutur. blatem-orzave
blapsenin ise rastlanma yuzdeleri %20,8'dir (Terzi, 2013). Bu spaada ise cajllan
bakterilerin beta laktam direnci @ayan genlerden en fazlampC (%36,8) genine
rastlanmgtir. Bu nokta da Terzi (2013)’Un yapgnoldugu calsma ile uyum géstermektedir.
Bakterilerde ki blagy genleri incelendiinde ise en fazla rastlanan direng genleri sirasiyla
blarem-ot 12 (%11,2), blase (8,2), blactx-m1 (%5,2), blarem-oras (%2,2) olmugur. blapsgve
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blarem-ot34 direng genleri Terzi'nin yapmgioldugu calsma ile kiyaslandgiinda bbpsg ve
blarem-otsadireng geni bdlgelerinin bulunma oranlarinin farkhil@ tespit edilmgtir. blapsg
direng geni bélgesinin gérilme oraninda kisaakterilerin beta laktam antibiyotikleringia
maruz kaldgini veya dger bakterilerden direnci geyan genleri edinmgiolabilecgi kanisina
varilmistir.

Su drdnlerinde kullanimi yaygindan bir dger antibiyotik grubu ise amfenikollerdir
(Kayis, 2009). Trabzon ve Rize ili cevresinde bulunan al&bisletmelerinden izole edilen
bakterilerin Kloramfenikol antibiyogiine kag! sergilemg olduklari direncin diigk oldugi
tespit edilmg olup su ve sedimentten izole edilen bakterilecddA geni sadece %5,03
oraninda belirlenngtir. Baliklardan izole edilen bakterilerde bu oran333 olarak
belirlenmstir (Terzi, 2013). Yapilan bu cama ise Terzi’'nin yapmi oldugu calsmayi
destekler niteliktedir. Eldeki bakterilerdemlA geni sadece %6,7 oraninda direng gosgerdi
tespit edilmgtir. Bu durum bakteriler arasinda Kloramfenikol erfenikol antibiyotiklerine
karsi direncin hentiz fazla geinemg oldugu sdylenebilir.

Plazmidler, kromozal DNA’dan ayri kendine ait DNA dizilimi olan veglmsiz bir
sekilde ca@alabilen parcalardir. Ayrica icerisinde bulunduBakterininantibiyotik ve @r
metallere kagi sahip oldug diren¢ genlerinitayarak bakteriye secici 6zedli kazandirir.
Plazmidlerin bir dger gorevi ise tzerinde g@iklari direng genlerini birbirine aktarmasidir.
Ozgumus vd.’nin (2009) derelerden izole ettikleri bakterilerde 1,47-2,6kb arasiggerde
buyudklikte plazmidlerin vargini bildirmisler ve bu plazmidler aracgiiyla Ampisilin,
Tetrasiklin, Streptomisin ve Nalidiksik Asitin bakteriler arasinda aktarilabilir @idugapor
etmiglerdir. Diger bir taraftan Diab vd.'nin (2002) c¢gitnasinda izole edilen 13 izolattan 8
tanesinin plazmit icerdi bildirilirken izole edilen izolatlardai\.. hydrophilasugunun 1,375-
21,226 kb arasindaki buyukluklerde 3 plazmid icgirdbildirilmistir. Literattrdeki
calismalarda izole edilen bakterilerin hepsinin olmasdek kisminin dgisik boyutlarda ve
adetlerde plazmid icerdikleri bildirilmektedir (Ash vd., 2002; Aktan vd., 2013; Korun vd.,
2013). Terzi'nin alabaliksletmelerinde ki su ve sedimetten izole atroidugu koliform
bakterilerin %30,8 inin plazmid gadig1 belirlenmg, baliklardan izole edilen bakterilerde ise
bu oran %12,5 olarak tespit edigtir. Tlr bazinda incelenginde ise 10%. coli izolatinn 38
tanesinde plazmid tespit edinmve 6 adetA. hydrophilasusgunun ise 2 tanesinde plazmid
belirlenmistir. Plazmid tespit edilen bakterilerde&. coli sudarindan 14 tanesinin
konjugasyon deneyleri sonucunda plazmidlerini aktarabildikleri tespit edililkkeoxytoca

suslarindanise 3 tanesinin aktarilabgdbelirlenmgtir. Diger taraftanC. diversussudarindan
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1 tanesi ile 1 addf. sakazakplazmidlerini aktarabildii tespit edilmgtir. Aktarilabilen genler
arasinda birinci sirayampC geninin aldgl belirlenirken bunublactx.v1 takip etmgtir. Bu
calismada direnc¢ geni g§ayan bakterilerin plazmid icerip icermediincelenmg olup, 133
bakterinin 36 tanesinde (%27,02) plazmid bulundutdulielirlenmstir TUr bazinda
inceledgimizde ise 15 adeA. hydrophilasugunun 3 tanesinde (%20) plazmid belirlegtni

26 adetYersinia ruckerisusunun ise 11 tanesinden (%42) plazmid izole edtimi Gen
aktarimi deneyleri sonucunda 36 bakteriden 31 tanesi (%86) plazmidlerini aliolasuks.
coli‘ye K12 J53-2 aktarabilgh tespit edilmstir. Bakterilerden sadecdBahnella aquatilisve
Vibrio parahaemolyticustiriiniin plazmidini aktaramagli tespit edilmgtir. Aktarilabilen
genler arasinda ilk siradaClass lintegron gen kaseti (%19,35), ardindan da setBiyla
(%12,9),tetD ve ampC (%9,67) direnc gen bolgeleri gelmekteddul2, blaem-otiz blarem-
ot3a4 CMIA, aadA, blarx-widireng gen bolgeleri ve Class 2 integron gen kaseti tarnskonjugant
bakterilere plazmid aracgi ile aktarilamarnstir.



5. SONUCLAR

Dogu Karadeniz Bolgesinde Rize ve Trabzon illerindeubah alabaliksietmelerinden
2004-2014 wyillan arasinda baliklardan izole edilen bakterilerin antibiyotik direnci ve
antibiyotik diren¢ genlerinin vagh argtirilmistir. Ayrica bakterinin plazmid $ama durumu,
bulundurdug@ plazmidi ve argtirilan antibiyotik diren¢ gen bdlgelerinin konjugas yontemi
ile alici sug aktarip aktaramaglida incelenmsitir.

Calisilan 133 bakteri orngni 43 farkli tdr olugurmugur. Bu tirlerin ¢@u
Enteroacteriaceae ailesinin (yesidir. Ornekler icerisinde fagnin fazlalg ile ilk sirayi
Yersinia ruckeri (n:26) ve bu tirt takibeAeromonas hydrophila (n:15), Aeromonas caviae
(n:9), Pseudomonas fluoresencens(n:8) en fazla ¢cailan bakteri tirleri olmugr.

Yapilan cagmada eldeki bakterilerin antibiyotik hassasiyetlebelirlemek amaci ile
29 farkh antibiyotik kullanilarak bakterilere antibiyogram testi yapmtmiBakterilerde tespit
edilen en yiksek direng Sefalotin (%70) antibigatir. Eritromisin (%68), Amoksisilin
(%63) ve Ampisilin (% 62) bakterilerin yuksek oranda direnc gosierdliger
antibiyotiklerdir. Diger yandan bakteriler Amikosin, Oflaksisin, Gentamise Tigesisilin
antibiyotik turlerine kayn % 10’un altinda bir direng gosterghi. Bakterilerde oluan ¢cgul
antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi incelenginde, calgilan bakteri 6rneklerinin blUyuk
cogunlugu 0,2 olan sinir dgerinin ¢ok Uzerinde hesaplamytr. YalnizcaEscherichia vulneris
(0,1), Rahnella aquatilis (0,1), Burkholderia spp.(0,03), Aeromanas salmonicida (0,13),
Aeromonas veronii (0,13),Pseudomonas solanacearum (0,13), Enterobacter asburiae (0,17),
Pseudomonas putida (0,17),Serratia odorifera (0,17),Vibrio parahaemolyticus (0,17) bakteri
turlerinin ¢cqul antibiyotik direng (MAR) indeksi sinir gerin altinda hesaplangtir.
SadecePseudomonas spp, Stenotrophomonas maltophilia ve Vibrio mimicus ¢gul antibiyotik
diren¢ (MAR) indeksi sinir deerde hesaplanstir. Bu calgmada bakterilerin DNA’sinda
hangi antibiyotik direnc genini gedigi da incelenngitir. Bakterilerin %51,12’sinin Classl
integron gen kaseti ve bu antibiyotik diren¢ gen boélgesini takiben bakterilerin %36,84'U
ampC antibiyotik direng gen bolgesini bulundurdugespit edilmitir. incelenen gen
bolgelerinden sadece diantibiyotik direng geni bakterilerin higbirinde bulunamgtmi

Bakterilerin plazmid tayip tasimadiklari da bu ¢alma cercevesinde agailmistir. 133

adet bakterinin 36 tanesinde (%27,7) plazmid tespit eglitmiPlazmid iceren bakterilerin
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sadece 31 tanesi plazmidini alici @uaktarabildii saptanmgtir. Antibiyotik diren¢ gen
bolgelerinin plazmid Uzerinde g¢endigi bilinmektedir, cakmada incelenen bakterilerin
%86,11’inin tg1digl antibiyotik direng gen bolgesini hastalik yapamktbalere aktarabilegg
sonucu da cikarilngtir. Bu durum ise bakteriyel hastaliklar ile giuiz savain galibini

gosterir niteliktedir.



6. ONERILER

Hastaliklarin tedavisinin yanisira, drinin geli ve Kkalitesini arttirmak amaciyla
bilingsiz ve airn  bir sekilde kullanilan antibiyotikler bakterilerde ol direng
mekanizmasinin daha hizli bgekilde gelsmesine neden olur. Blangicta oluan direng
sorununa kay yeni antibiyotiklerin gelitirilmesi ¢6zim olmusa da yillar iceresinde yeni
direncgsekilleri ortaya ¢ikmgtir. Antibiyotiklerin bilingsiz ve airi kullanim sonucunda birgok
bakterinin gelstirdigi ‘coklu diren¢’ daha karmgk ve ciddi bir sorun olarak kamiza
cikmaktadir.

Antimikrobiyal ajanlar diUgndldiginde temel olarak yapilmasi gereken, devlet
tarafindan gorevlendirilecek yetkili insanlarin halki bilin¢lendirmesidir. Gida olarak tiketilen
drtnlerde kullanilan antimikrobiyal ajanlarin kullanimini azaltmak son derece énemlidir. Bu
nedenle su urdnleri yatiricili gi icinantibiyotik kullanma kurallari gedtiriimelidir. Kullanim
sonucu gidalarda kalan antibiyotik miktarlari yetkilsikerce izlenmelidir. Kurallarin ihlali
karsisinda caydirici cezalar uygulanmalidir.

Hastalik yapici bakterilerle sayraak icin yeni stratejiler gafiiriimelidir. Antibiyotikler
yaygin ve pratik olarak kullanilan ¢6zim yolu olmamaldir. Bilim insanlari, yetkililer ve
antibiyotik kullanicilar bir araya gelerek antimikrobiyallerin alternatifi olacakaan ve
probiyotiklerin gelitiriimesine yonelik calmalar yapmalidirlar.

Su drdnleri yetgtiricili gi distintlduginde gletmeler arasi yavru veya balik transferleri
yapilirken bu canhlarin hastalik etmengitaadgina 6zen gosterilmelidir ve gefgibolgenin
hastalik gecnsi ve uygulanan antimikrobiyal ajanlar bilinmelidintibiyotik kullaniminda
gereken 6nlem alinsa dahi ekosistemin birbiri ikkigi disintldiginde direncli patojenlerin
ya da antibiyotik kalintilari yefiiricilik yapilan ortama girebilir. Bu etkigmden dolayi
Ozellikle hastane ve evlerde kullaniimayan antibiyotikler cevreye atiimamalidir.

Antibiyotik direnci sadece gida sektériniin veya bir cografi bdlgenin gecici sorunu
olarak deil, hayatin her alanini ve tim g@fik boélgeleri etkileyecek olan buyik bir @ek
sorunu olarak dugnulmelidir. Tum dunya Ulkelerinirg ibirligi ile bu sorun targiimal ve

antibiyotik kullaniminin azaltiimasina yonelik ortak galalar yapiimalidir.
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Ek Tablo 1. Bakteri tirlerinde belirlenen antibiyotik direnglilikleri

Kullanilan Antibiyotikler

Bakteri n | FFC3Q OAZ| ENRS 1;5C NET30 | W5 | AK30 ng CN10| K30 T]%C PRL100| AM10 | S10{ NA30 | RA30| CTX30 | SMZ100| ATM30 | KF30| IMP10 | C30| CRO30| E15| T30 | SXT25| TE30

A. caviae

©
H
N

1
0]

1
\l

1

1

1
w
(ee]
W
aN|OT
(o]
(6)]
fan)
N
[y
N
(o]
N
OJ

A. hydrophila

'—\
(63}

1

1
H
w

1
N

1

1

1
'—\
a
fan)
[N

10 7 13 § - 11 1 -

PO

A. salmonisidia

1

1
=

]

1
=
=

|

|

|

1

]

|

1

1

A. schubertii

A. sorbia

1

1
[

1

1

1

1

RPN

N |-
=
[
o

1
N
[EEN

1
o

1
=

1

A. veronii

1

1

1

1
=

1
[E=Y

]

]

1
=

]

1

1

1

B. cepacia

Burkholderia

€g

C. davisae

C. freundi

C. indologenes

C.lapagei

Cromobakterium

E. asburiae

E. coacae

E. vuhualis

M. morgani

1
1
'_\
H
1
PP
1
.
'—\
TN
1
1

P. caryophylii

P

P. damsella

1
1
'
'
=
]
'

]
1
[E=Y

P. diminuta

P. fluoresencens

1
1
1
1
1
1
1
1
[N N Ll Bl
1
1
1
1
-
1
=
1
1
1
1
=
1
1

1
NI

1

1

1

1

1

P. luteola

P. oryzihabitas

P. putida

N
1
PIN(P|lO|lo|R|[P|R|P
1

P. shigelloides

P. solanacearum

1

1

1

1

1

1

1

[

1

1

[

1

1

1
=

1
=
=
=

1

1

1

1

]

1

1

1

Panteopa spp

pseudomonas spp

RlRr|NRrlRrINMRP|lOo|RFP|R[RP|R|IDM PRIl P|RIRP|NRP| MR-
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
[y
1
1

R. aquatilus




Ek Tablo 1'in devami

Kullanilan Antibiyotikler
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