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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Vibrio anguillarum SUSLARININ ANTIMiKROBIYAL
DUYARLILIGI VE PLAZMID iZOLASYONU

Nihan GUNLU

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dal

Damigsman: Prof.Dr. Aysegiil KUBILAY

Vibrio anguillarum, akuakiiltiir ortamlarinda ¢ok yaygin bulunan ve ¢ok sayida
salginlara neden olan patojenik Vibrio tiirlerinin en 6nemlilerinden birisidir. Bu
calismada, tilkemiz balik isletmelerinden izole edilen V. anguillarum suslarinda
olusan antimikrobiyal direncin belirlenmesi amac¢lanmistir. Kiiltlir baliklarindan
izole edilen 11 sus ve 1 referans susun tamaminin fenotipik o6zellikleri;
geleneksel mikrobiyolojik ve API 20 E testleri kullanilarak belirlenmistir.

V. anguillarum suslarinda antimikrobiyal duyarliligi belirlemede, Muller-Hinton
Agarda disk diffiizyon (22 antibiyotik) ve ATB VET (Biomerieux 14 289, 28
antibiyotik) strip sistemi kullanilmigtur.

Disk difiizyon methodu sonuglarina gore, V. anguillarum suslarinin klindamisin,
oksasilin ve linkomisine direncli oldugu bulunmustur. Ayrica, biitiin suslar,
gentamisin, kanamisin, enroflaksasin, rifamisin, florfenikol, tobramisin,
ciproflaksin ve trimethoprine duyarl oldugu saptanmistir.

ATB VET sonucglarina gore eritromisin, penisilin, linkomisin, amoksilin,
pristinamisin, amoksoklav, tiylosin, oksasilin, kolitsin, sephalotin, sefaperazon,
sulfamethizol, streptomisin ve metronidazola diren¢ oldugu belirlenmistir.
Kontrimazol, flumekuin ve enroflaksasine tim suslarin duyarli oldugu
gorulmustiir.

Vibrio anguillarum suslarinin plazmidleri izole edilerek her susa ait plazmid
profili agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. incelenen 12 susun hepsinde 1-
3 arasinda degisen sayida plazmid DNA’sina rastlanilmis ve molekiil agirliklar:
0,4-33 kb arasinda hesaplanmistir. 16 kb molekiil agirhigindaki plazmid DNA’s1
calisilan tiim suslarda, 33 kb molekil agirhigindaki plazmid DNA’s1 4 susta, 3 kb
molekil agirligindaki plazmid DNA’s1 3 susta ve 0,4 kb molekiil agirhigindaki
plazmid DNA'’s1 ise 4 susta tespit edilmistir. 12 sus ve 1 referans susta 0,4-16 kb
araligindaki boyutta 1-3 plazmid bulunmustur.
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Calisma sonuclarimiza gore, tim suslarda 16 kb’da gozlenen plazmidin V.
aguillarum’da ¢oklu antibiyotik direnci gelisiminden sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, akuakiiltiirde balik hastaliklarinin tedavisinde asir1 ve
bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucunda bakterilerdeki antimikrobiyal direnc
yaygin olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Vibrio anguillarum, antibiyotik, , bakteriyel direng, agaroz
jel elektroforez, plazmid

2013, 50 Sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITIES AND PLASMID ISOLATION
OF Vibrio anguillarum STRAINS

Nihan GUNLU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Vibrio anguillarum is one of the most widely recognized pathogenic Vibrio
species due to numerous outbreaks and its’ wide occurrence in aqucultre
environment. Aims of the present study were to determine of the occurrence of
resistance to antimicrobials of V. anguillarum strains that has been isolated
from cultured fish species in Turkey. A total of 11 V. anguillarum isolated from
farmed fish and 1 reference strain were examined in terms of phenotypic
characteristic. Conventional microbiological and API 20 E tests were used to
determined the phenotypic characteristics of V. anguillarum strains.

The to disk diffusion (22 antibiotics) in Muller-Hinton agar and ATB VET
(Biomerieux 14 289, 28 antibiotics) strip system were used for determined the
antimicrobial susceptibility of V. anguillarum strains.

According to disk diffusion method results were resistant to clindamisin,
oxacillin and lincomycin of V. anguillarum strains. Also, all strains were
susceptible to gentamicin, kanamycin, enrofloxacin, rifampicin, florfenicol,
tobramicin, ciprofloxacin and trimethoprim.

According to ATB VET results were resistant to erythromycin, penicilin,
lincomycin, amoxycillin, pristinamycin, amox-clav.ac, tylosin, oxacillin, colistin,
cephalothin, cefoperazon, sulfamethizol, streptomycin and metronidazol. All
strains were susceptible to contrimoxazol, flumequin, oxolinic acid and
enrofloxacin.

Plasmids of V. anguillarum strains were isolated and plasmid profiles of each
strain was determined by agarose gel electrophoresis. The isolated strains were
screened for plasmid DNA by agarose gel electrophoresis. 11 strains and 1
reference strain have been found to 1 - 3 plasmids, with sizes ranging from 0,4 -
33 kb. According to our results, 16 kb plasmid seems in the all strains to be
responsible from the development of multiple antibiotic resistance in V.
anguillarum. Our study reveals that the antibiotic-resistant bacteria are



widespread in the aquaculture due to fish disease treatment used for serious
antibiotic.

Keywords: Vibrio anguillarum, antibiotics, bacterial resistance, agarose gel
electrophoresis, plasmid

2013, 50 pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

BHIA Brain Heart Infusiyon Agar
TSA Trypticase Soy Agar

TCBS Tiyosiilfat-Sitrat-Bile Sukroz Agar
LB buyyon Luria-Bertoni buyyon

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit'in
TBE Tris-Borik asit EDTA

GEL Jelatin

GLU Glukoz

MAN Mannitol

INO inositol

SOR Sorbitol

RHA Rhamnoz

SAC Sakkaroz

MEL Mellobiyoz

AMY Amigdalin

ARA Arabinoz

NIT Nitrit

VP Voges proskauer



1. GIRIS

Su iirtinleri ¢cok 6nemli ve hizla gelisen bir sanayidir. Bu hizli biiytime siirecinde
cevresel etkilesimlerle birlikte bakteriyel, viral, fungal ve paraziter hastaliklarda
da artis meydana gelmektedir. Kiiltiir balik¢ilig1 yapilan isletmelerde goriilen en
onemli problemlerin basinda infeksiydz hastaliklar ile bunlarin yol a¢tig1 saghk
sorunlar1 ve ekonomik zararlar gelmeltedir. Genel ve 6zel koruyucu 6nlemlerin
tam, ciddi ve devamli uygulanamadig isletmelerde hastalik sorunu her zaman
bas gosterecektir. Baz1 6zel durumlarda da konakg), parazit ve ¢evre dengesinin
korunmasina karsin yine de infeksiyonlara rastlanilabilmektedir. Kiltir
balik¢iliginda ¢ok sayida baligin bir arada ve yakin temas halinde bulunmas;,
dogada serbest yasayanlara oranla daha fazla hastaligin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Boylece birinde ¢ikan infeksiyon, digerine kolayca bulasabilmekte
ve kisa bir zaman dilimi icinde hastalik yayilarak genislemektedir. Baliklarin
icinde yasadiklar1 sucul ortamdaki optimal yasam kosullarinin olumsuz yénde
degismesi ile bircok infeksiyoz hastalik ortaya c¢ikmaktadir. Bu olumsuz
faktorler baliklarin bagisiklik sistemini zayiflatarak kolayca infeksiyonlara
yakalanmasina sebep olurlar. Baliklarda goriilen bir ¢ok infeksiyonun, yiiksek
mortaliteye sebep olmasi nedeniyle balik isletmelerinin ekonomik kayiplari

yliksek olmaktadir.

Balik yetistiriciliginde hastaligin 6nlenmesinde antibiyotigin etkisi, tedavi
sonrast olusacak stres kosullarinda infeksiyonun tekrarlamasi sonucu
sinirlanmakta ve antibiyotiklere direnc¢ gelistirebilmektedir. Bu hastaliklara
kars1 isletmelerde hijyenik ve profilaktif tedbirler alinmasi gittikce 6nem
kazanmaya baslamistir. Isletmelerde antibiyotikler ve kemoterapotik
maddelerin asir1 kullanimi sonucu balik etinde ve cevre de istenilmeyen
diizeyde kalintiya yol acar ve baligin immiin sistemini baskilayarak patojene

kars1 savunmasini zayiflatmaktadir (Lunden ve Bylund, 2002).

Hastaliklarin koruma ve kontrolii ve ayni zamanda canlinin biiylimesini
desteklemek amaciyla antibiyotik ve diger kimyasal maddelerin kullaniminda

yogun artis gorilmektedir. Bu yogun antibiyotik kullanimi, antibiyotiklere



direngli mikroorganizmalarin gelismesine, sucul cevreye ve insan sagligina
zararlh etkileri ortaya cikarabilmektedir (Barug vd. 2006). Avrupa Hayvan
Saglig1 Federasyonunun yaptigl bir ¢alismada 1999 yilinda hayvansal iiretim
icin kullanilan antibiyotik miktar1 4700 ton, insan tiiketiminde 8500 ton olarak
belirtilmistir. Hayvansal iiretimde kullanilan antibiyotigin 3900 tonu
hastaliklarin tedavisinde, 786 tonu ise biliylimeyi destekleyici olarak
kullanilmistir. Enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz
bir sekilde kullanimi bakterilerde antibiyotiklere karsi direnglilik gelisimine
neden olmaktadir (Karayakar ve Ay, 2006). Bu nedenle yetistiricilik sektori
sucul ekosistemi koruyarak hastaliklar1 kontrol etmeye ve antibiyotik

kullanimini en aza indirgemeye calismaktadir (Neary vd., 2008).

Antibiyotikler bilin¢li olarak kulanilmadiginda; zararh etkileri (karsinojenik,
allerjik), bakteriyel direng gelisim, rezidi sorunu, ¢evre kirliligi, maliyet artis, is
ve zaman kaybi gibi olumsuzluklara yol acarlar (Turk, 2008). Enfeksiyon
hastaliklarinda antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz bir sekilde kullanimi, bu
antibiyotiklere kars1 bakterilerde diren¢ gelisimine neden olmaktadir
(Karayakar ve Ay, 2006). Antibiyotik kullanimi, immunosiipresyona sebep
olmaktadir. Bu nedenle isletmelerde hastaliklardan korunmada en etkili yol;
optimum yetistiricilik sartlarinin saglanmasi, gerekli hijyenik ve proflaktik
onlemlerin alinarak baliklarda hastaliklarin ortaya ¢ikmasinin engellenmesidir.
Ancak isletmelerde yinede hastalik ortaya ¢ikmasi durumunda yapilabilecek tek
sey antibiyogram sonuglarina goére uygun kemoteropatik maddelerle tedavi
uygulanmasidir. Son yillarda su trtnleri sektoriinde hastaliklara karsi yogun
antibiyotik kullanimi nedeniyle herhangi bir hastaliga karsi 6nceden etkili olan
bir antibiyotigin bu hastaliga etki etmemesi baliklarda da antimikrobiyal

direnclilik gelistigini gostermektedir.

Antibiyotik cagindan 6nce izole edilip saklanan bakterilerde direng faktorlerinin
bulunmadigi ve bugiin pratikte kullanilan hemen hemen tiim antibiyotiklere bu
bakterilerin duyarli olduklar1 kanitlanmistir (Doganci, 2001). Bakteriler
cevresel degisikliklere ¢ok cabuk cevap verebildiklerinden, bu yetenekleri sucul

ekosistemde kokli degisikliklere yol acabilmektedir (Giuliano, 2003). Bu



ozellikleri gelistirilen her yeni antibiyotige diren¢ gelistirebilmelerine de yol
agmakta ve infeksiyonlarla miicadelede en 6nemli engel olan antibiyotiklere
diren¢ sorunu ortaya c¢ikmaktadir (Vahaboglu, 2004). Son yillarda
antibiyotiklere karsi giderek artan direng¢ sorunu tiim diinyay: tehdit eder hale
gelmistir (Ak¢am vd., 2004). Giiniimuzde klinik 6nemi bulunan bakterilerde
antibiyotik direncliligi ile ilgili 100’den fazla gen bulundugu bilinmektedir. Bir
diger yonden direnglilik yayilabilir bir 6zelliktir ve olustuktan sonra, biiyiik bir
hizla sadece ayni tiir ve cinsler icinde degil, plazmid ve transpozonlar gibi
aktarilabilir genetik materyallerle diger bakterilere de gecebilmektedir

(Doganci, 2001).

Bu calisma ile hem denizel hemde tath su ortamlarindaki yetistiriciligi yapilan
balik tiirlerin de sik goriilen ve 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan Vibrio
anguillarum’un farkli suslarinin cesitli antibiyotiklere karsi gosterdikleri
duyarlilik derecelerinin ve direnc¢ belirlenen suslardaki direng¢ plazmidlerinin

tespiti amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Vibrio anguillarum’un Ozellikleri

V. anguillarum, Vibrionaceae familyasinda, Gram negatif, virgiil seklinde ¢ubuk
sekilli bir bakteridir. Halofilik 6zellikli olup dogal ve kiiltiirii yapilan deniz
baliklari, tath su baliklari ve diger akuatik hayvanlarda vibriosis veya hemarojik
septisemiye neden olmaktadir (Rodkhuma vd., 2005). Vibriosis, kiiltlirii yapilan
baliklarda stres sartlar1 altinda 06zellikle stoklamanin yogun ve kotii su
kalitesinin bir arada bulundugu durumlarda ciddi ekonomik kayiplar

olusturmaktadir (Noga, 2000; Peggy ve Francus- Floyd, 2002).

2.1.1. Morfolojik ve Kkiiltiirel 6zellikleri

Vibrio cinsi Gram (-), 0,5-1,5 pm buytukliginde diiz veya hafif kivrik virgl
seklinde ¢ubuklar:1 icermektedir. Bakteri spor ve kapsiil olusturmayan, aerobik
veya fakiiltatif anaerobik 6zellige sahiptir. Tek polar flagellumlar ile hareket
ederler (Austin ve Austin, 1999). Asit-fast degildirler. Sitokram oksidaz pozitif,
fermantatif, Novobiosin ve Vibriostat 0/129 testine duyarh halofilik bir
bakteridir. Karbonhidratlar1 fermente edebilir fakat gaz iiretmezler. Kanh

agarda hemolitiktirler (Akayli, 2001; Austin ve Austin, 2007).

Vibrio tiirlerinin izolosyonunda, hasta baliklarin i¢ organlarindan % 0,5-3,5 tuz
ilave edilmis Brain Heart Infusiyon Agar (BHIA), Nutrient agar, Trypticase Soy
Agar (TSA) ve Tiyosiilfat-Sitrat-Bile Sukroz Agar (TCBS) gibi secici besiyeri
kullanilmaktadir. V. anguillarum Trypticase Soy Agar (TSA)'da 22 °C'de 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra kabarik sarimsi, kahverengi, 3-4 mm capinda
yuvarlak ve mat koloniler olusturur (Austin ve Austin, 1999; Balebona vd,
1998; Noga, 2000; Akayli, 2001; Timur ve Timur, 2003; Ekici 2010). TCBS agar
tzerinde ise sar1 renkli koloniler olusturmaktadir (Austin ve Austin, 1999).
Vibrio spp. biiylimesi i¢in gerekli olan ideal sartlar; 20-22 °C’de 2-7 giinliik
inkiibasyon stiresidir. Bu bakteri 5 °C’de biyiiyebilirken, 37 °C’de nadiren
biiylirmektedir (Austin ve Austin, 1999).



Vibrio spp. ilk izolasyonunda besiyerlerine % 1-3 konsantrasyonunda tuz veya
deniz suyu katilmasi tavsiye edilmektedir. Tiirlerin tuz toleranslarinda farklilik
olmasi identifikasyonda yol gostericidir (Austin ve Austin, 1999). V. anguillarum
optimum tuz istegi % 1,5-3,5’'tur. Bakterinin bircok susu % 7’lik tuz
yogunluguna dayanabilirken, % 10’da yasayamazlar. Baz1 suslar ise % 0,5 tuz

ilaveli ortamlarda gli¢liikle biiyiimektedir (Austin ve Austin,1999; Buller, 2004).

2.1.2. Fenotipik ozellikleri

Vibrio anguillarum’un fenotipik 0zelliklerinin belirlenmesi iizerine yapilan
calismalarda sitokram oksidaz, katalaz, 3 galaktosidaz, sitrat kullanimi ve Voges
Proskouer pozitif, O/F testi fermentatif, Vibriostat, 0/129 testine duyarl oldugu
bulunmustur (Arda vd., 2002; Timur ve Timur, 2003; Austin ve Austin, 2007;
Aksit ve Kum 2008; Noguerola ve Blanch, 2008; Ekici 2010). Ayrica V.
anguillarum’un sekerleri kullanimi ve NaCl'de treyebilme 06zellikleri suslara

gore degisiklik gosterdigi bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir.

2.2. Vibriosisin Teghis ve Tedavisi

Vibriosis cogunlukla deniz ve dstarin, daha seyrek olarak da tatlisu baliklarinda
Vibrio genusu bakterilerin neden oldugu sistemik bakteriyel bir enfeksiyondur
(Toranzo vd., 1982; Guerin-Faublee vd., 1995). Vibriosis hemen hemen tiim
diinyada kiiltiir balik¢ilig1 yapan isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden

olan bulasici bir hastaliktir.

Etken Vibrionaceae familyasina ait Vibrio tirlerinden olup, en 6nemli tiiri V.
anguillarum’dur (Reed ve Francis-Floyd, 2013; Arda vd. 2002; Toranzo vd.,
2005).

Vibriosis hastaligl etkeni olan V.anguillarum giiniimiizde 50’den fazla balik
tiriinde hastaliga neden olmaktadir. Bu bakteri hastaligin dominant tiiri
olmasina ragmen diger vibrio tiirleri de vibriosiste rol oynamaktadir (Tanrikul

vd., 1996).



Hastaligin inkubasyon stresi dogal kosullar altinda 7-10 giin olup Kklinik
belirtileri baliklardaki diger pek c¢ok bakteriyel hastaliga benzerlik
gosterebilmektedir. Hastalik genellikle letarji, istah kaybi, suyun ytlizeyine yakin
bulunma veya yiizeysel yiizme ile baslar, hemorojiler ve siskin karaciger
dokusunun gelistigi, ilerlediginde deride mathk, kirmizi ve o6li (nekrotik)
alanlarin sekillendigi, olusan lekelerin ylizge¢c ve agiz c¢evresinde yayginlik
gosterdigi dikkati ¢eker. Hastalik sistemik seyrettiginde ekzoftalmusun gelistigi,

bagirsak ve rektumun kanlandigi ve siviyla doldugu gortliir (Arda vd., 2002).

Hastaliga neden olan Vibrio suslarinin izolasyonu enfekte baligin karaciger,
dalak ve bobreginden, viicut yiizeyindeki iilserlerden ekimler yapilarak
gerceklestirilir. Bu ekimler Tryptik Soy Agar (TSA), Thiosulphate-Citrate-Bile
Salt-Sucrose Agar (TCBS), Nutrient Agar (NA), Kanh Agar, Alkali Pepton Water
(APW) ve Brain Heart Infusion Agar (BHIA) kullanilarak yapilir. Vibriolarin
izolasyonu icin TCBS agar selektif bir ortam olarak tanimlanmistir Patojen,
enfekte olmus organlardan TCBS agarda saf kiiltiirii yapilarak izole edilir.
Laboratuar sartlarinda biyime, 22 °C’ de 24-36 saat arasinda
gerceklesmektedir. V. anguillarum TSA lzerinde 22 °Cde 1-2 giinlik
inkiibasyondan sonra kabarik, sarimsi-kahverengi, 3-4 mm capinda yuvarlak ve
mat Kkoloniler olusturur. Vibriolarin izolasyonunda kullanilan TCBS agar
tizerinde V.anguillarum sar1 renkli koloniler olusturmaktadir (Austin ve Austin,

2007).

Baliklarda vibriosisin tedavisinde antimikrobiyal maddeler, dezenfektanlar ve
kemotoropatikler kullanilmaktadir. Uygun bir dezenfektanla banyo yaptirmak
derideki mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi sonucu yaralarin daha hizl
iyilesmesinin ve sudaki mikroorganizma ytikiiniin azaltilmasina da sebep olur.
Ancak dezenfektanlar ve banyo tarzinda uygulanan kemotoropatikler
cogunlukla hastalik sistemik hale gectiginde etkisizdirler. Bu nedenle
hastaliklarin tedavisinde oral olarak antibiyotik tedavisi tercih edilmektedir.
Tedavi amaciyla oksitetrasiklin, oksolinik asit, florfenikol, furanance,
sulfamerazin, nitrofurazon basar ile kullanilmaktadir (Candan, 1991; Noga,

2000; Peggy ve Francus- Floyd, 2002).



Silfanomid ve antibiyotiklerin tedavisi Kkiltir baliklarinda vibriosisin
epizootikleri sirasinda 6liimlerin kontroliinde ¢ok etkilidir (Akayli, 2001). Bazi
nitrofuran bilesikleri de vibriosisin kontroliinde yararlidir. Arastirmacilar
vibriosisin  tedavisi icin en etkili kemotoéropotiklerin  kuinolonlar,
kuvvetlendirilmis siilfanomidler ve florfenikol olarak rapor etmislerdir (Bruno
vd., 1997; Akayli, 2001,). Hastalik goriilmeden ©6nce siilfametozinin
kullanilmasinin koruyucu tedavide oldukg¢a basarili oldugu belirtilmektedir
(Akayli, 2001). Ancak diger balik hastaliklarinda oldugu gibi vibriosisin ciddi
bir problemi de bakterinin antibiyotige karsi direng gelistirmesidir. Ozellikle
salmonid baliklarda V. anguillarum’a karst kullannmi ¢ok yaygin olan
oksitetrasiklin, siilfanomid ve oksolinik asit gibi belirli baz1 antibiyotikler
baliklarda bagisiklig1 bastirdigi deneysel olarak kanitlanmistir (Bruno vd., 1997;
Akayli, 2001).

2.3. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteri veya mantarlar tarafindan sentez edilen ve diger
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen ve sonugta onlarin 6liimiine yol agan
maddelerdir. Ancak genel kullanimda antibiyotik teriminin igine
mikroorganizma iriinii olmayan (stilfonamidler, kinolonlor gibi) sentetik
antimikrobik ajanlar da eklenmistir. Bu giline kadar yilzlerce antibiyotik
tanimlanmis olup bunlarin 6énemli bir boélimi gelistirilerek hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Tosun, 2010). Bu ilaglarin yaygin kullanilmalari
antibiyotiklere direncli patojenlerin gelismesine ve dolayl olarak yeni ilaglara
kars1 gereksinimin gittikce artmasina neden olmaktadir. Antimikrobiyallerin
kullanim1 artikca bakteriyel patojenler tarafindan ortaya konan direng
mekanizmalar1 daha da artmis ve karmasik bir hal almistir. Bununla birlikte
insanlarin enfeksiyonlara karsi galip gelme cabasi bu giine kadar devam
etmistir. Gliniimiizde yeni antibakteriyel ajan gelistirilmesi ile ilgili calismalar
azalmakla birlikte bakterilerin ¢ok daha zekice direng gelistirme ¢abalar1 devam

etmektedir (Krause, 1992).



2.3.1. Antimikrobiyal direng

Direng, bakteri veya diger mikroorganizmalarin zaman icinde etkilendikleri
antibiyotiklerden etkilenmemesi veya daha az etkilenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tiiriniin bazi
suslarinin antibiyotikten etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarli bir susun
cesitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direnc¢li hale dénmesi olarak
tanimlanir (Demirtiirk ve Demirdal, 2004). Son yillarda antibiyotiklere karsi
giderek artan diren¢ sorunu tiim diinyay tehdit eder hale gelmistir (Ak¢am vd.,
2004). Bugiin i¢in ise klinik 6nemi bulunan bakterilerde antibiyotik direngliligi
ile ilgili 100’den fazla gen bulundugu bilinmektedir. Bir diger yonden direnclilik
yayilabilir bir 6zelliktir ve olustuktan sonra, biiyiik bir hizla sadece ayni tiir ve
cinsler icinde degil, plazmid ve transpozonlar gibi aktarilabilir genetik
materyallerle diger bakterilere de gecebilmektedir (Doganci, 2001).
Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi gosterdigi diren¢ dogal ve kazanilmis

diren¢ olmak iizere iki ana béliimde ele alinabilir (Oztiirk, 2002).

2.3.1.1. Fenotipik (dogal) direng

Kalitsal 6zellikte olmayan, bir organizmanin yapisi nedeniyle direncli olusu
olarak tanimlanir. Burada genellikle antibiyotik maddenin baglanarak etkili
oldugu hedef molekiiliin olmamasi ve ilacin hedefe ulagsmasini 6nleyen dogal
engeller bu tip direngten sorumludur. Bir antibiyotik maddeye dogal direngli
olan tirin hi¢ bir kokeni o antibiyotikten etkilenmez (Balci, 2007).
Antimikrobiyal maddenin mikroorganizmalara etki edebilmesi icin
mikroorganizmanin aktif lireme déneminde olmasi gerekir. Mikroorganizma
cogalmiyorsa ve metabolizmasi inaktif ise fenotipik olarak ilacglara direnglidir.
Ayrica hiicre duvarini kaybederek L-formuna gecen bakteriler penisilin ve

sefalosporinlerden etkilenmezler (Oztiirk, 2002).



2.3.1.2. Kalitsal (kazanilmis) direng

Kazanilan bir direnc tipidir. Burada bakteri populasyonu antibiyotik madde ile
ilk temasa geldiginde ilag mikroorganizma iizerine etkilidir, ancak temas
siresinde  veya  tekrarlanan tedaviler = sirasinda  mikroorganizma
populasyonunda antimikrobiyal maddeye karsi direng¢ gelisir. Antibiyotiklere
karsi gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve genetik degisim sonunda
seleksiyonla direngli izolatlar ortaya ¢ikip yayilmaktadir ve kromozom, plazmid,

transpozun kontrolii altindadir (Oztiirk, 2002).

2.3.2. Akuakiiltiirde antibiyotiklerin kullanimi

Akuakiiltiirde bakteriyel infeksiyonlarin tedavisi icin antibakteriyel maddelerin
kullanimi 1930°lu yillarin sonunda ABD’de sulfamerazin’in kullanimiyla
baslamistir. 1950’li yillarda oksitetrasiklin ABD’de ve Avrupa’da, 1970’lerde
oksolinik asit Japonya’'da balik yetistiriciligi endiistrisine girmistir. ABD’'de
yapilan arastirmalar glgclendirilmis sulfonamidlere yogunlasmis, ancak
baliklarda kullanimi i¢in yasal izni 1985’de verilmistir. Gli¢lendirilmis
sulfonamidlerin kullanimi frunkulosis’in tedavisi i¢in yarar saglamistir.
Sulfonamidlerin girmesini takiben, sulfonamidlere karsi direngli bakterilerin
gorilmesinden dolayr akuakiiltiirde diger antimikrobiyal bilesikler
(kloramfenikol, oksitetrasiklin, kanamisin, nifurprazine, oksolinik asit, sodyum
nifurstyrenata ve flumekuin) hizli bir sekilde yayginlasmistir (Austin ve Austin,
2007).

Glnlimiizde balik yetistiriciliginde kullanilan antibakteriyel ila¢ gruplar Cizelge
2.1’de verilmistir (Treves-Brown, 2000). Bu antibiyotiklerden; furazolidon,
furaldaton, nitro-furazon, kloramfenikol, tiamfenikol, ronidazol ve dapson
2377/90 Sayili AB Yonetmeliginin EK-2’sinde kiiltiir balik¢iliginda kullanimi

yasaklanmistir.



Cizelge 2.1. Balik yetistiriciliginde kullanilan antibakteriyel ila¢ gruplari
(Treves-Brown, 2000)

Oksitetrasiklin

Klorotetrasiklin

Tetrasiklin

Doksiklin

Ampicillin

AmokKsillin

Makrolidler Eritromisin

Sulfamerazin

Sulfadimidin

Sulfadimethoksin

Sulfamonomethoksin

Tribrissen (Trimethoprin: Sulfadiazine (1/5))
Romet-30 (Ormetoprim: Sulfadimethoksine (1/5))
Nalidiksik asit

Oksolinik asit

Furazolidone

Nitrofurantoin

Tetrasiklinler

Penisilinler

Sulfonamidler

Giiclendirilmis sulfonamidler

Kinolonlar ve Fluorkinolonlar

Nitrofuranlar

Deniz ve ac1 suda yasayan balik turlerinde goriilen en 6nemli ve iyi bilinen
bakteriyel hastak olan vibriosisin etkeni olan V. anguillarum izolatlarinin
antibakteriyal ilaglara karsi duyarhliklari pek c¢ok arastirici tarafindan
calisilmistir (Molina-Aja vd., 2002; Vaseeharan vd., 2005; Akinbowale vd., 2006;
Aksit ve Kum, 2008; Lagana vd., 2011).

Molina-Aja vd., (2002) tarafindan Penaeus karidesinden izole edilen 30 Vibrio
sp. susunun antibiyotik duyarlilik testi sonuclarina gore, 22’sinin karbenisillin
(% 73,3), 21’inin amficilin (% 70,0), 11’inin sephalotin (% 36,7), 6’sinin
oksitetrasikline (% 20,0), 5'inin amikasine (% 16,7) ve yalnizca 1’inin
kloromfenikol, gentamisin, netilmisin, nitrofurantion, peflosaksine direng

gosterdigi bildirilmistir.

Vaseeharan vd., (2005) tarafindan, Penaeus monodon haceri ve havuzlarindan
izole edilen Vibrio spp. ve Aeromonas spp.’'ye karsi antibiyotik duyarliliklarinin
in vitro ¢alisildigl arastirmada, suslarin tamaminin (% 100) ampisiline duyarl
oldugu tespit edilmistir. Ayrica kloratetrasiklin ve eritromisne ise sirasiyla %

43,2 ve % 47,4 oraninda duyarlilik belirlenmistir.
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Akinbowale vd., (2006) tarafindan Avustralya’da akuakiiltiirden izole edilen
bakterilerin antimikrobiyal direnclerinin belirlendigi arastirmada, izole edilen
62 adet Vibrio sp.’nin 42’sinde (%74) en az bir antibiyotige kars1 direnc¢ gelistigi
belirlenmistir. Calisilan suslarin 25’'inde (%40) ampisilin, 28’inde (% 45)
amoksisilin, 21’inde (%34) sefalotin ve eritromisin, 9'unda (%14) sephaleksin,
4’tinde (% 6,5) oksitetrasiklin, 3'iinde (% 5) tetrasiklin ve 1’inde gentamisin ve
kanamisin direnci belirlenmistir. Ayrica, ceftiofur, sefoperazon, kloramfenikol,
florfenikol, oksolinik asit, siprofloksasin, trimetoprim, siilfametoksazol veya

trimetoprim-sulfametoksazola ait diren¢ saptanmamaistir.

Aksit ve Kum (2008) tarafindan, gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum 1792)'ndan izole edilen V. anguillarum’un antibiyotik duyarhlik
diizeyinin belirlendigi calismalarinda, fusidik asit, linkomisin ve sefoksitin’e
kars1 %100 direng; florfenikol, gentamisin, kloramfenikol, nalidiksik asit,
novobiosin, oksitetrasiklin, siprofloksasin ve sulfametaksazol-trimetoprim’e ise
%100 duyarlilik belirlenmistir. Ayrica, ampisiline ve basitrasine kars1 % 85,7,

amoksisiline karsi1 ise % 71,4 oraninda direng belirlenmistir.

Lagana vd. (2011) tarafindan, italya akuakiiltiir ciftliklerinden izole edilen
Vibrio spp. Photobacterium damsela ssp. piscicida’nin antibiyotiklere olan
duyarhiliginin disk diiflizyon metodu ile belirlendigi ¢alismada, izolatlarin
ampisilin, karbenisilin, kanamisin, sefalothine karsi direncli, kloromfenikol,

nitrofurantoin ve tobramisine duyarl oldugu bildirilmistir.

2.4. Plazmidler

Baz1 prokaryotik (bakteri) ve okaryotik organizmalarda (Maya, Mantar, Bitki),
kendi biiytik kromozomlar1 (genomik DNA) yani sira, bundan ayri olarak ¢ok
daha kiigiik, DNA karakterinde, cift iplikcikli diger genetik elementler
bulunmaktadir. Bunlar arasinda plazmidlerle birlikte, bakteriyofajlar,
kromozomla birlesik olan profajlar, transpozonlar, IS-elementleri girmektedir

(Arda, 2000).
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Bakterilerde kromozomdan baska, genom DNA’sindan bagimsiz replikasyon
yapabilen, genellikle halkasal, ¢ift iplikli olan DNA molekiilleri bulunur. Bu
yapilar plazmid olarak adlandirilir. Plazmidler bakterinin liremesi i¢in gerekli
olan temel genleri tasimazlar. Buna karsilik; bakteriye uygun olmayan ortam
kosullarinda yasayabilme, c¢esitli toksik maddeler {lretme ve metabolize
edebilme, antibiyotiklere direnclilik ve antibiyotik sentezini gerceklestirebilme,
virulens arttirici faktor olusturma ve patojenlik 6zelligi kazandirma, agir metal
iyonlarina direng gelistirebilme, U.V. 1sinlarina direng gelistirebilme, spesifik
fajlara direng gelistirebilme, bakteriosin olusturma gibi 6zellikleri saglayan

genleri tasirlar (Kuzu, 2008).

Bakteriyel plazmidler, antibiyotik direnci, virulens o6zellikleri veya fenotipik
ozelliklere dair genler tasirlar. Bazi plazmidler ise, fenotipte gozlenmeyen
ozelliklere dair genler tasirlar (kriptik plazmidler). Plazmidlerin hepsi kendini
replike edebilme yeteneginde olup, tlzerinde 1-2 veya daha fazla gen
tasiyabilirler. Plazmidlerin bazilar1 bakteriden bakteriye kendinin transferini
saglayacak transfer genleri tasirlar. Bu tip plazmidlere konjugatif plazmidler
denilmektedir. Bu tiir genleri bulundurmayan plazmidlere ise konjugatif
olmayan plazmidler denilmektedir. Plazmidler kromozom disinda sitoplazmada
serbest halde bulunabilecegi gibi bakteri kromozomuyla biitiinlesmis halde

epizomik olarak da bulunabilir (Giir, 1994).

Kendi kendine transfer olabilen veya konjugatif plazmidler, igerdikleri “tra”
genleri sayesinde, diger tiir veya bakteriyel suslara, plazmid kopyalarini
transfer edebilme yetenegindedirler. Plazmidlerin en 6nemli 6zelligi, yari-
bagimsiz ve bagimsiz olarak plazmidin replikasyonuna izin veren, replikasyon
orijini ad1 verilen 6zel DNA boélgeleri tasimalaridir (Yiksekdag ve Beyatl 2009).
Plazmidler bir bakteride kendiliginden olusabildigi gibi bir baska bakteriden
aktarilma yolu ile meydana gelebilirler. Bir plazmid hiicrede kendiliginden
kaybolabilecegi gibi kimyasal ve fiziksel yollarla da yok olabilirler (Bilgehan,
2002).
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Plazmidlere bagh direng¢ bulasicidir ve genellikle antibiyotigi inaktive eden veya
bakterinin gecgirgenligini degistiren enzimler ile olusmaktadir. Aminoglikozitler,
sefalosporinler, Kkloramfenikol, makrolitler, penisilinler, sulfonamidler,
nitrofurantoin, fusidik aside karsi gelisen direncten genellikle plazmidler

sorumludur (Oztiirk, 2002).

2.4.1. Plazmid cesitleri

2.4.1.1. F faktorii

Bu faktor bir plazmid olup, cembersel cift iplikli DNA yapisindadir. Kromozomla
es zamanli ancak ondan bagimsiz olarak replike olabilme yetenegindedir. Bu
faktorii tasiyan bakterilere F+bakteri denir. F+ (verici) bir bakteri F- (alic1) bir
bakteri ile yan yana gelip aralarinda kopriiler olusturarak alici hiicreye F
faktoriinli veya ayni anda bakterinin kromozomumdan bir par¢ay1 aktarabilme
yetenegine sahiptir. F faktoriinde yer alan tragenleri bir operon icinde
diizenlenmistir. Operon icindeki birtakim genleri yonetimi altinda konjugasyon
olay1 verici bakteride seks pilusu yapilmasi ile baslar. Seks pilusu bilinen
fimbriyalardan olduk¢a biiyik, i¢i bos, icinden genetik madde aktariminin

gerceklestiren bir yapidir (Kaya, 2009).

2.4.1.2. Col plazmidleri

Bu plazmidler genel anlamda bakteriyosin yapimindan sorumlu plazmidlerdir.
Bakteriyosin, 6zellikle enterik bakteriler tarafindan tretilen ve diger bakteriler

lizerine eritici etki gosteren maddelerdir (Kaya, 2009).

2.4.1.3. Staphylococcus plazmidleri

icerdikleri plazmidler yéniinden Staphylococcus bazi degisik durumlar
gostermektedirler. Genellikle bu plazmidler tek genli plazmidler olup, sik sik
bakteri kromozomu ile biitlinlesebilme ve yine ayrilma o6zelligi gosterebilirler.

Bu plazmidler bakteriyofajlar araciligi ile transdiiksiyon yoluyla bir bakteriden
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digerine aktarilirlar. Bilinen Staphylococcus plazmidlerinin baslicalar
penisilinaz plazmidleri, tetrasiklin plazmidleri, kloramfenikol plazmidleri,

neomisin, kanamisin plazmidleridir (Bilgehan, 1994).

2.4.1.4. Virulens plazmidleri

Bakterilerin sahip olduklar1 virulens faktorlerin bir kismi kromozomlarinda
kodlanmasina karsin bazilar1t da plazmid orjinlidir (Arda, 2000). Virulens

plazmidleri bakterilerin virulensini etkilerler (Bilgehan, 1994).

2.4.1.5. R plazmidleri

Ozellikle Gram negatif bakterilerde antibakteriyel ajanlara karsi kromozom dis1
direncliligin bakteriden bakteriye aktarilmasini saglayan elementlere R
plazmidleri denir. R plazmidlerin de genellikle kendi aktarimini saglayan
rezistans transfer faktor bulunmaktadir. Direnc¢ genlerini tasiyan plazmidler R
plazmidleri olup konjugatif R —-plazmidlerinde direng¢ genleri disinda plazmidin
transferinden sorumlu RTF (resistance transfer factor) olarak adlandirilan bir
bolge daha yer alir. R-plazmidleri incompatibility gruplarina (Inc) ayrilirlar. Inc
grup, bir bakteri hiicresi i¢cinde birlikte bulunamayan plazmidleri ifade eder.
Bugiin bilinen 20 kadar Inc grup vardir. Bakterilerde, genel olarak, en etkin

plazmid nakli ylikselmis sicaklikta gerceklesir (Kiigiiker, 2003).

R (konjugatif) plazmidler bir tiirden diger bir tiire transfer olabilirler ve daha
once hassas olan tiirlerde yeni antibiyotik direnci salginlarinin ortaya ¢ikmasina
yol acabilirler. Plazmidlerdeki diren¢ genleri kiiciik mobil genetik elementler
(transposonlar, integronlar, gen kasetleri gibi) icinde yerlesebilirler ve bazen
diren¢ toplulugundaki diger direnc¢ genleri ile baglantili plazmidlere veya
kromozomlara gecebilirler. Bu sekilde bir biri ile iligkisiz birden fazla ilaca karsi
es zamanli direng gelisebilir R plazmidi aktarilan bakteride bir¢cok antimikrobik
ajana karsi gelisen bu dirence toplu ila¢ direnci (multi-drug resistans) denir

(Kuyucu, 2007).
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R-plazmidleri, diger DNA molekilleri gibi, transpozon veya integronlar1 da
tasiyabilirler. Transpozon (Tn) ve integronlar, bir DNA molekiilinden digerine,
non-homolog bolgelere integre olmak suretiyle transloke olabilen (yer
degistirebilen) DNA elemetleridir. Tn’lar kendi translokasyonlarindan sorumlu
transpozaz enzimlerini kodlayan genlerini, anbiyotik diren¢ genlerini ve ayrica
bazi katabolik genleri tasirlar. Mikroorganizmalar arasinda R- plazmidlerinin
tasinmast transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiton yollar ile

gerceklesmektedir (Kiigiiker, 2003).

Ortamda ikinci bir canlh hiicre veya bakteriyofaj bulunmaksizin, verici hiicre
tarafinan ortama birakilmis DNA'nin alic1 hiicre tarafindan kullanilarak, yeni bir
hiicre olusmasina transformasyon denir. Bunun en giizel 6rnegi, pnémokoklarla
yapilan deneylerdir. Kapsiil olusturmayan pnoémokok Kkiltirine, Kkapsiil
olusturma yetenegi olan erimis pnomokok kiiltiir ekstrakti (DNA's1) eklendikten
kisa bir stlire sonra, elde edilen yeni pnémokoklarin, kapsiil yaptiklar1 saptanir

(Arda, 2000).

Genetik maddeyi verici ve alic1 hiicrenin yanyana gelerek aralarinda kopriictik
olusmasi sonucu genetik maddenin aktarilmasina konjugasyon denir.
Konjugasyonda verici DNA'sinin tiimiiniin veya bir segmentinin, bu hiicrede
olusan 6zel seks pilusu araciligiyla, alici hiicreye direkt aktarilir. Verici durumda
olma yetenegi hiicrede bulunan ve nakledilebilir bir genetik element olan

plasmidler tarafindan tayin edilir (Ippen-Ihler ve Minkley, 1986).

Bir bakteriyofaj araciligiyla, bir bakteriden digerine genetik madde aktarilmasi
olaymna da transdiiksiyon denir (Bilgehan, 1994). Bakteriyofajlar, niikleik
materyal olarak DNA'ya sahip bakteri viruslaridir. Bakteriyofaj girdigi bakteriyi
eritiyorsa litik faj, eger bakteri ile uyum icinde varligin1 devam ettiriyorsa iliml
(lizojenik) faj denir. Transdiiksiyon olayinda, alici bakteri (bakteriyofajin girdigi
bakteri) verici bakterinin (bakteriyofajin ayrildig1 bakteri) bazi 6zelliklerini

kazanmis olur.
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2.4.2. Akuakiiltiirde plazmid kaynakl antimikrobiyal direnglilik

Chang ve Bolton (1987) tarafindan 75 Aeromonas izolatinin antimikrobiyal
duyarliigr belirlenmistir. A. sobria, A. hydrophila ve farkli cografik boélge
izolatlar1 arasinda farkli direncler gozlenmistir. Izolatlar arasinda ¢oklu direng
tespit etmislerdir. Bununla birlikte yalniz bir konjugatif plazmid saptanmistur.
Bu 110 mega daltondaki plazmidin sekiz antibiyotik direncine aracilik ettigi
tespit edilmistir. Bu antibiyotikler ampisillin, kanamsin, streptomisin,
spektinomisin, sulfisoksazol, tikarsillin, tobramisin ve trimethoprimdir. Daha
onceki calismalarda Aeromonas sp.'lere karsi sefamandol, trimethoprim,
kloramfenikol ve tetrasikline cok etkili oldugu bildirilirken aksine izolatlarin
sefamandole karsi %43, tetrasikline karsi ise %21 oraninda direng gelistirdigi

saptanmistir.

Pedersen ve Larsen (1995) tarafindan O1 serogrubundaki V. anguillarum
suslarinin plazmid igeriginin ¢alisildig1 bir arastirmada, toplam 113 susta 15
farkli plazmid profili tespit edilmistir. Calisma sonuglarina goére 25 susta
plazmid goriilmemis, 7 susta (67 kb’daki viriilens plazmidi yok) 2 ya da 3
plazmid, 52 susta sadece 67 kb’daki virulens plazmidi ve 19 susta ise 67 kb’daki
plazmidle birlikte 1 (17 sus) ya da 2 (2 sus) plazmid icerdigi bildirilmistir.
Gokkusagi alabaligindan izole edilen 42 susta 4,5 kb, 50 kb, 67 kb, 83 kb ve 90
kb’da plazmidlerden biri ya da birka¢i bulunurken, 15 susta hi¢ plazmide
rastlanmamistir. Deniz levreginden izole edilen 10 susta 67 kb, 78 kb, 84 kb ve
90 kb’da biri ya da bir kaci, 2 susta ise hi¢ plazmid tespit edilmemistir.

Pedersen vd., (1996) 16 serotipte toplam 279 V. anguillarum susunun plazmid
icerigini calismistir. Calisilan suslarin %53 (164 sus)’iniin plazmid tasidigl
belirlenmistir. O1 serotipinde ki 119 susun 9'unda plazmid belirlenememisken,
85’inde 67 kb’da, digerlerinde ise 5,3 kb ve 108 kb arasinda 1’er ya da 2’ser adet
plazmid belirlenmistir. Ozellikle 67 kb’da belirlenen plazmidin virulens

plazmidi oldugu vurgulanmistir (Cizelge 2.2).
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izelge 2.2. Farkli O-serogruplari arasindaki V. anguillarum suslarinin plazmid
8 grup g p
profili (Pedersen vd., 1996)

Serogrup Sus  Plazmid profili, kb Serogrup Sus Plazmid profili, kb
sayisl (sus sayis1) sayisl  (sus sayis1)
01 119  Plazmid bulundurmayan (9) 05 7 Plazmid bulundurmayan (6)
26 2,6
38 06 7 Plazmid bulundurmayan (4)
67 (85) 44
77 200
53-51 3,2-53-50-70
53-56 07 6 Plazmid bulundurmayan (6)
35-60 08 4 Plazmid bulundurmayan (4)
53-67(2) 09 2 Plazmid bulundurmayan (2)
10-67 010 1 Plazmid bulundurmayan (1)
36-67(2) VaNT2 5 Plazmid bulundurmayan (3)
48 -67 11,5
50-67 (4) 68 -83
53-67(2) VaNT4 2 Plazmid bulundurmayan (2)
67 -78(2) VaNT5 1 Plazmid bulundurmayan (1)
67 - 84 (2) VaNT7 6 16 (4)
67-108 16 -49 - 68
74 -84 16 -49 - 68 - 80
29-31-60 Capraz 12 Plazmid bulundurmayan (8)
02 49 Plazmid bulundurmayan (34) | Reaksiyonlu 2,3
20 33-123
64 - 200 (4) 15-20-15
17 -23(8) 46-68-83
50-55-11,5 Kendinden 3 Plazmid bulundurmayan (2)
03 13 Plazmid bulundurmayan (13) | Bitisimli 6,0-14
04 11 Plazmid bulundurmayan (9) Tiplendiril 31 Plazmid bulundurmayan (28)
39 meyen 13
13-155 50
16 - 155

Topal vd., (1997) tarafindan baliklarda izole edilen Y. ruckeri suslarinin plazmid
profilinin belirlendigi calismada, incelenen suslarin 10’'unun 63 kb’da, 9'unun
34 kb’da, 5’inin 63-34 kb’da, 1’er tanesinin 4,4 kb ve 28 kb’da, 2’sinin ise 73 kb
boyutunda virulens plazmidi tasidig bildirilmistir. Calismada antibiyotik direnci

ile plazmid varlig1 arasinda bir iliski bulunamamistir.

Morii vd., (2003) tarafindan Japonya’'dan elde edilen Photobacterium damselae
subsp. piscicida’nin gesitli ilaglara tasinabilir diren¢ mekanizmasi ¢alisilmistir.
ilag direnci 100, 50 ve 40 kb’daki plazmidler yoluyla transfer edildigi
bildirilmistir.

Sgrum vd., (2003) balik patojeni olan A. salmonicida’nin atipik bir susundan
1989 yilinda tetrasiklin, trimetoprin ve sulfanomide direng gosteren 45kb’da bir

R-plazmidinin (pRAS1) izole edildigini bildirmistir. Bu plazmid takip eden
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yillarda ayn1 bolgedeki A. salmonicida subsp salmonicida’dan da izole edildigi ve

konjugasyon yoluyla E. coli’ye tasinabilecegi bildirilmistir.

Proteinaz K uygulamasi sonucu bakteriyosin iireticisi olduklar: tespit edilen 9
adet laktokok susunun, alkali denatiirasyon yontemi kullanilarak yapilan
plazmid izolasyonu c¢alismalarinda, igerdikleri plazmidlerin sayis1 ve
biiyiikliikleri ayni olan ti¢ grup olusturdugu bildirilmistir (Sekil 2.1)(Tuncer,
2005).

L2 3 4 5 67T 89 M 1 2 3 4 s 6 7 8 o ™M

PLL23 PLL5? PLLEY PLL77 PLLI9 PLL§4 PLL9S PLI4T PLLAT (cec Plazmud
DNA Marker
N ) NG O ( NN N (S N A kb

90 190 190 190 273 273 273 196 196 16

32 131 13> 131 09 09 09 183 183 141 J ey

2 12 112 12 186 186 186 119 119 121 - o=

[T T R RS S R T T I Y M U 102 e S S

62 61 61 61 108 108 108 100 101 80

R A A A R S A I 12

9 19 18 1% 56 36 36 60 60 6.0 - @D m= -
SR WA DA T )] T —-‘--.
4 4 41 5l al 40
39039 319 41 4 29

35035 33 21
20020 10
1§ 18

Sekil 2.1. Laktokok suslarinin plazmid icerikleri (Tuncer, 2005)

Karayakar ve Ay (2006) tarafindan Mersin Bolgesinden yakalanan ¢ipuralar (S.
aurata)'dan izole edilen Escherichia coli, Klebsiella sp. ve Proteus sp.'lerinde
sefazol (CF), ceftizoksime (ZOX), ceftriaksone (CRO) antibiyotiklerine karsi
dogal direnclilik frekanslar ile direngliligin plazmide baglh olup olmadig:
arastirilmistir. izole edilen bakterilerde incelenen antibiyotiklere kars1 dogal ve
plazmide bagh direnglilik en fazla CF antibiyotigine kars: gelistigi, bunu ZOX ve
CRO izledigi bildirilmistir. ZOX ve CRO'ya karsi gelistirilen direnglilikler
arasinda istatistiksel bakimdan o6nemli bir ayrim saptanmamistir. Denenen
antibiyotiklere karsi direnclilik frekansinin 6nemli diizeyde yiiksek ¢ikmasi,

incelenen sefalosporinlerin Mersin Bolgesinde yaygin bir sekilde
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kullanilmasindan ve boélgedeki hastane atiklarinin yeterli aritim yapilmaksizin

dogal ortamlara karisimindan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir.

Abdallah vd., (2009) tarafindan 8 ay deniz suyunda a¢ birakilmis Vibrio
alginolyticus'un ATCC 33787 (S1) ve ATCC 17749 (S2) ve Vibrio
parahaemolyticu’un ATCC 17802 (S5) ile Calich halici (italya)'nden izole edilmis
V. parahaemolyticus susu (S6) ve kiiltiir ¢cipura ve levrek balig1 i¢ organlarindan
izole edilmis patojenik Vibrio alginolyticus’'un iki (S3 and S4) susunun
plazmidlerindeki enzimatik degisimler calisilmistir. Baslangicta S6, S2, S3, ve 54
suslarinda 22 kb’da tespit edilen plazmid ile S5 susunda 4.5-3.5 kb’da tespit
edilen iki pilazmid a¢lik sonras1 degisime ugramadan kalmistir. S1 susunda ise
baslangicta 7-5 ve 4 kb’da tespit edilen tUg¢ plazmid aclik sonrasi kaybolmustur
(Sekil 2.2). Bu ug¢ plazmidin kaybolmas:i stres sonucu bakterilerin genetik
dayaniksizligini kanitlamaktadir. Gergekten deniz suyunda plazmidleri kaybolan
baz1 deniz bakterileri digerlerinden daha kolay cogalabilirler. Bu denizel

ortamdaki bakterilerin virulens faktorlerinin kararlihgini yansitmaktadir.

M\_Si\ S1i 52 82i 83 S3i 84 S4i 85 85i 86 S6i M

T e B e —

| |

23130b - 4 B130bp
3idkp LA u f— 0416 bp
6357 bp 6357 bp
56 bp " | 1361 by
R —20b
Ty - —
364 bp St by

Sekil 2.2. Bakteri plazmidlerindeki enzimatik degisimler (Abdallah vd., 2009)

Kaya (2009) tarafindan Seyhan Baraj Golii'den izole edilen Enterobacteriaceae
grubu 88 bakteri susunun plazmidleri izole edilerek her bakteriye ait plazmid

profili belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore 40 izolatin (% 45,5) plazmide
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sahip oldugu, 7 antibiyotige karsi direng belirlenen Escherichia coli susunda hig
plazmid DNA bandi gozlenmedigi, tek antibiyotige direncli olan diger bir
Escherichia coli susunda ise toplam 7 plazmid DNA bandi oldugu bildirilmistir.
Bes farkl antibiyotige direngli olan yine bir diger E. coli susunda ise 14 plazmid
DNA bandi1 gozlendigi belirtilmis, yogun antibiyotik kullaniminin genellikle
plazmide bagl direngliliginin ortaya ¢ikmasinda o6nemli rol oynadigl
belirtilmistir. Seyhan Nehri'nin mikrobiyal kontaminasyona maruz kalmasi,
izole edilen bakteriler arasinda 7 antibiyotige direncli organizma izole edilmis
olmasi bu durumlarin halk saghg: acisindan ciddi problemler teskil edebilecegi

vurgulamistir.

Lajnef vd. (2012) tarafindan Tunus’taki deniz ortamlarindan izole edilen V.
alginolyticus suslarinin antibiyotik duyarliligi ve plazmid profilinin belirlendigi
calismada; ampisillin, kanamisin, doksisilin, eritromisin, imipinem ve nalidiksik
aside karsi ¢coklu direng belirlenmistir. Suslarin % 79,48’inde plazmid DNA’s1
saptanmis ve 0,5 kb ile 45 kb araligin da 30 farkli plazmid profili belirlenmistir.
Calisma sonucglar1 bakterilerde antibiyotige direncin yaygin akuakiltir

faaliyetlerinden olabilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Vibrio anguillarum suslari

Arastirmada 12 adet V. anguillarum susu kullanilmistir. Bu suslar; Fethiye,
Bodrum ve Ordu’daki balik ciftliklerinde ki hasta baliklardan izole edilen ve
referans (ATCC 14181) susdan olusmaktadir. Bu suslarin koékenleri Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan V. anguillarum suslari

Sus No Balik Tiirii Koken

1 Levrek baligi Bodrum (HM-22)
2 Levrek baligi Bodrum (KK-N2)
3 Levrek baligi Ordu (16-G)

4 Levrek baligi Ordu (10-G)

5 Levrek baligi Bodrum (HM-21)
6 Levrek balig1 Bodrum (KS-VA)
7 Levrek baligi Bodrum (IST)

8 Gokkusag alabaligi Fethiye (A4)

9 Levrek balig1 Bodrum (B)
10 Gokkusag alabalig Fethiye (M1)
11 Salmo trutta ATCC 14181
12 Gokkusag alabaligl Fethiye (A6)

Suslarin 5 tanesi; Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Anabilim
Dali’'ndan, 6 tanesi istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1
Anabilim Dali'ndan (4) ve 1 tanesi yurt disindan American Type Culture
Collection (ATCC 14181 CEFAS Weymouth Laboratory., UK)'dan temin

edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Besiyerler

Calismalarda LB (Luria-Bertoni) broth, triptik soy agar (%1NaCl'li TSA), Miiller
Hinton agar, triptik soy broth ve thiosulfat sitrate bile sukroz agar besiyerleri

kullanilmistir.
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3.1.3. Plazmid izalasyonu ve agaroz jel elektroforezi icin gerekli ¢cozeltiler

3.1.3.1. Plazmid izolasyon Kiti

Calismamizda kullandigimiz V. anguillarum suslarinin  plazmidlerinin
izolasyonunda hazir plazmid izolasyon kiti kullanilmistir (Fermentas, GeneJET

plasmid Miniprep Kit K0503). Test kiti icerigi asagidaki gibidir.

Restispansiyon Cozeltisi 70 ml
Lizis Cozeltisi 70 ml
Notrelizasyon Cozeltisi 100 ml
Yikama (Cozeltisi Konsantre) 100 ml
RNase A 0,7 ml
Elution Tamponu 30 ml
Gene]Jet Filtrasyon tiipi 250 ad.
Toplama Tiipi 250ad.

3.1.3.2. Agaroz jel elektroforezi icin gerekli ¢ozeltiler

Tris-Borik asit-EDTA (10 X TBE) tamponu : Soliisyonun hazirlanmasi igin;
10,8 g Tris, 5,5g Borik asit ve 4,65 g EDTA tartilarak son hacim 100 ml olacak
sekilde saf suda ¢ozilir ve pH 8,3’e ayarlanir (Maniatis vd., 1982).

Agaroz jel (% 0,8): Jelin hazirlanmasi i¢in, %0,8’lik agaroz, homojen bir

karisim olusuncaya kadar 1sitilarak eritilir (Maniatis vd., 1982).

Yiiriitme tamponu (1 X TBE): 10x TBE tamponu 10 kat saf su ile seyreltilerek
1 X TBE soltisyonu elde edilir (Maniatis vd., 1982).

Ornek yiikleme tamponu:

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
% 0,03 Brom fenol mavisi
% 0,03 Ksilen siyanol FF
% 60 Gliserol
60 mM EDTA
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Stok boyama soliisyonu: Boya sollisyonun hazirlanmasinda, 1g ethidium
bromiir 100 distile suda tamamen c¢oéziindiiriilir ve koyu renkli sisede +4 C'de

saklanir (Maniatis vd., 1982).

DNA markiri: Agaroz jelde ayrilan plazmidlerin tayininde Fermentes

GeneRuler 1kb DNA markir1 (SM0313 Lot:00069995) kullanilmistir.

3.1.4. Kullanilan ticari antibiyotik diskleri

V. anguillarum’un antibiyotik duyarhiginin belirlenmesi i¢cin iki metot
kullanilmistir. Disk diflizyon methodunda, ticari olarak satin alinan, insan ve
hayvan sagaltiminda yogunlastirilarak kullanilan 22 farkli antibiyotik diski
(Oxoid) kullanilmistir (Cizelge 3.2). ATB VET (Bio Meriox) test kitinde bulunan

antibiyotikler ise Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Disk difiizyon metodunda kullanilan antibiyotikler

Antibiyotikler Kisaltma
1 Ampisilin AMP, 10 pg
2 Neomisin, N, 10 pg
3 Klindamisin, DA, 2 ug
4 Streptomisin S,10 ug
5 Oksasilin 0X,1pug
6 Oksitetrasiklin OT, 30 ug
7 Kanamisin K, 30 pug
8 Gentamisin CN, 10 pg
9 Penisilin P,10 pg
10 Eritromisin E, 15 ug
11 Tetrasiklin TE30 pug
12 Enroflaksinbaytril, ENR, 5 pg
13 Rifamisin RD, 5 ug
14 Florfenikol, FFC, 30 ug
15 Amoksilin, AML, 25 pg
16 Tobramisin, TOB, 10 pg
17 Ciprofloksisin, CIP, 5 pg
18 Sulfafurazol, SF, 300 ug
19 Linkomisin, MY, 2 ug
20 Trimethoprin W, 5 ug
21 Sulfametokzol+trimethoprin, SXT, 25 pg
22 Sulfadiazin SD, 300 pg
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Cizelge 3.3. ATB VET’de bulunan antibiyotikler

Antibiyotikler (mg/1)
1 Eritromisin (ERY) 1
2 Penicilin (PEN) 0,25
3 Linkomisin (LIN) 2
4 Amoksilin (AMO) 4
5 Pristinamisin (PRI) 2
6 Amoks-ac-klav (AMC) 2
7 Tiylosin (TYL) 2
8 Okzasilin (0XA) 2
9 Kolitsin (COL) 4
10 | Sepalotin (CFT) 8
11 Kotrimakzosol (TSU) 0
12 Sefaperazon (CFP) 4
13 Sulfamethizol (SUL) 100
14 | Streptomisin (STR) 8
15 Flumekuin (FLU) 4
16 | Spektinomisin (SPE) 64
17 | Okzolinik asit (0X0) 2
18 Kanamisin (KAN) 8
19 | Enrofloksasin (ENR) 0,5
20 | Gentamisin (GEN) 4
21 Nitrofrantoin (FUR) 25
22 Apramisin (APR) 16
23 Fusidik asit (FUC) 2
24 | Kloronfenikol (CMP) 8
25 Rifamisin (RFA) 4
26 | Tetrasiklin (TET) 4
27 | Metronidazol (MTR) 4
28 Doksisilin (DOT) 4

3.2. Yontem

3.2.1. V. anguillarum suslarin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi

V. anguillarum suslarinin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde geleneksel
bakteriyolojik testler (Collins ve Lyne, 1976; Holt vd., 1994) ve API 20 E (Bio
Meriux) hizli teshis kiti kullanilmistir (Tanrikul vd., 2004; Austin ve Austin,
2007)

3.2.1.1. Geleneksel bakteriyolojik testlerin kullanimi

V. anguillarum suslarinin geleneksel bakteriyolojik testler kullanilarak fenotipik
ozelliklerinin  belirlenmesinde, tiim suslarin 24-48 saat'lik kiltiirleri
kullanilmistir. V. anguillarum suslarinda; Gram boyama, oksidasyon-

fermentasyon (O/F), hareket testi (asili damla metotu), sitokram oksidaz,
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katalaz, 0/129, sitrat kullanimi, jelatin hidrolizi, indol, metil red, voges
proskouer, HzS, nisasta hidrolizi, karbonhidratlarin kullanilmasi, % 0, % 3, % 6,
% 7, % 8, % 10 NaCl ve 25 °C’de biiylime ozellikleri yoniinden incelenmistir
(Arda vd., 2002; Austin ve Austin, 2007). Tim testler ortama % 1 NaCl

eklenerek ve 22 °C’de 24-48 saat inkiibasyona tabi tutularak yapilmistir.

3.2.1.2. API 20 E testi

API 20 E teshis kitinin kullanimi sirasinda, iiretici firmanin (Biomerieux, 20100)
vermis oldugu talimatlara uygun olacak sekilde, aseptik kosullarda ekimler
yapilmistir. EKim sonras1 kiltirler 22 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edilerek, bu
sturenin sonunda ONPG, arginin dihidrolaz, tire, lisin ve ornitin dekarboksilaz
gibi amino asitlerin kullanilmasi ve cesitli sekerlerin kullanilmasi ile ilgili

ozellikleri degerlendirilmistir (Tanrikul vd., 2004, Austin ve Austin, 2007).

3.2.3. Antimikrobiyal hassasiyet testleri

Antimikrobiyal = hassasiyet testleri icin  bakteri  slispansiyonunun
hazirlanmasinda, %1’lik NaCl iceren Triptik soy brotha suslardan ekim
yapilarak 22°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda bakteri
stispansiyonunun bulanikligt Mc Farland 0,5’e denk olacak sekilde serum
fizyolojik (% 0,9) ile ayarlanmistir. Hazirlanan stspansiyon, V. anguillarum
suslarinin disk diffiizyon testi ve ATB VET kiti ile antimikrobiyal
duyarhliklarinin tespitinde kullanilmistir. Her iki ydntemde kullanilan

antibiyotikler Cizelge 3.2,3’te verilmistir.

3.2.3.1. Disk diffiizyon metodu ile antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesi

V. anguillarum suslar icin belirli miktarlarda antibiyotik emdirilmis hazir
disklerle uygulanan disk difflizyon metodu kullanilmistir. Mc Farland 0.5
(Biomerieux sa 70 900) bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan
%1 NaCl eklenen Miiller Hinton Agar besiyerine 0,1 ml miktarinda konulmus ve

slispansiyonun tiim besiyeri tlizerini kaplayacak sekilde steril ekiivyon ile
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dagilmasi saglanmistir. Daha sonra, petriler kurumasi icin 5-10 dk laminar
flowda tutulduktan sonra cesitli konsantrasyonlarda degisik antibiyotikleri
iceren diskler agarin yiizeyine steril pens ile yerlestirilerek 25°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir (Bauer vd., 1966). Inkiibasyon sonucunda her bakteri susu i¢in
inhibisyon zon c¢api milimetrik olarak cetvel ile 6l¢iilmiistiir. Test sonuglari,
suslar icin hassas (S) ve direngli (R) olarak National Commite for Clinical

Laboratory Standards kriterlerine gore degerlendirilmistir (NCCLS 1993, 1994).

3.2.3.2. ATB VET ile antimikrobiyal duyarhiliginin belirlenmesi

V. anguillarum suslar1 %1 NaCl ilave edilen TSA’da genglestirildikten sonra Mc
Farland 0,5 e esit bir bulaniklikta silispanse edilmistir. Bu soliisyon ATB S
mediumu igeren bir ampule 200 pl otomatik pipet ile inokule edilmis ve daha
sonra ATB VET striplerinde her bir ¢ukura 135 pl inokule edilmistir. Stripler
22°C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra ¢ukurlarda gorilen berraklik duyarh

(sensitive), bulanik ise direncli (resistant) olarak degerlendirilmistir.

3.2.4. V. anguillarum suslarindan plazmidlerin izolasyonu

Plazmidlerin varliginin tespitinde Birnboim ve Doly (1979) ve Volgelstein ve
Gillespie (1979) tarafindan bildirilen metoda uygun olarak Fermentes GeneJET
mini plazmid izolasyon kiti (K0503) kullanilmistur.

LB ortamina ekilen bakteri Kkiiltiirleri 25 °C'de 24 saat calkalamali su
banyosunda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucu bakteri kiiltiirleri
oda sicakliginda 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek (Sigma 2-16K)
coktiirilmiis ve siipernatant pipet yardimiyla tamamen uzaklastirilmistir.
RNase A ilave edilerek hazirlanan resiispanse soliisyonundan 250pul pellet
tizerine ilave edilmis ve iyice karistirildiktan sonra mikropipet yardimiyla
mikrosantriftij tiplerine aktarilmistir. Takiben tizerine 250pl lizis soliisyonu
eklenmis, kromozomal DNA’'nin pargalanmasindan kag¢inarak nazikge tiip 4-6
kez alt-list edilmistir. Mikrosantrifiij tiipline 350 pul noétralizasyon

sollisyonundan ilave edilmis ve yine dikkatlice 4-6 kez alt-list edilmistir.
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Ardindan mikrosantrifiij ile 12.000 rpm hizda 5 dk. santrifiij edilmis, krozomal
DNA ve hiicre parc¢aciklari ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatant mikropipet yardimi ile
Gene]ET hizli ayirma mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis, 1 dk. santrifiij edilmis ve
alta gecen siipernatant uzaklastirlmistir. GeneJET hizli ayirma mikrosantrifiij
tiptine 500 pl yikama soliisyonu ilave edilmis, 60 sn. santrifiij sonra
stipernatant uzaklastirilmis ve ayni islem ikinci kez tekrar edilmistir. GeneJET
hizli ayirma mikrosantrifiij tiiptinde biriktirilen plazmid DNA’s1 tizerine 50 pl
elution tamponu ilave edilmis, 2 dk. oda sicaklifinda bekletildikten sonra 2 dk.
santrifiij edilmis, saflastirilan plazmid DNA’s1 agaroz jel elektroforezi yapilana

kadar -20°C’de saklanmustur.

3.2.5. Agaroz jelin hazirlanmasi ve 6rneklerin jele uygulanmasi

Plazmid DNA’sinin tanimlanmasi icin yatay jel elektroforez cihazi (OWI) ve gii¢
kaynagi (OWI) kullamlmistir. Hazirlanan agaroz jel (% 0,8) taraklan
yerlestirilmis 11x9x0,6 cm boyutlarindaki jel kutusuna dékiilmiistiir ve lizerine
jel taragi yerlestirilmistir. Agaroz tamamen sogutulduktan sonra yatay jel
kutusu elektroforez tankina yerlestirilmistir. Taraklar yavasca jelden
uzaklastirilmistir. Elektroforez tanki jelin tlizerini kaplayacak kadar 1xTBE
kosturma tamponu ile doldurulmustur. Markir ve plazmid 6rnekleri ayr1 ayr1 5
kat ornek yiikleme tamponuyla karistirilmis ve mikropipet yardimiyla jel

kuyucuklarina sirasiyla yiikleme yapilmistir.

Elektroforez islemi 100 voltta marker boya jel sistemini terk edinceye kadar
devam edilmistir. Daha sonra jeller etidyum bromit boya iceren ¢ozeltide 20
dakika bekletilmis, jel goriintiileme sitemiyle (Dahian VUV transilliiminator) UV

151k altinda goriintiilenmis ve resimleri ¢ekilmistir (Maniatis vd., 1982).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Suslarinin Fenotipik Ozelliklerine Ait Bulgular

Calismada farkl bolgelerdeki balik ciftliklerinde baliklarda 6liimlere neden olan
hastalik vakalarindan izole edilen 11 adet V. anguillarum susunun fenotipik
ozellikleri yurt disindan getirtilen referans bakterinin (ATCC 14181 CEFAS
Weymouth Laboratory., UK) 6zellikleri ile karsilastirilmistir. Bu suslarin % 1
NaCl igceren T-TSA’ da 25 °C’ de 24-48 saatlik inkiibasyondan sonra diiz, hafif
kabarik, yuvarlak, krem renginde 2-3 mm c¢apinda kigik koloniler

olusturduklari gézlenmistir.

V. anguillarum suslarin vibrio i¢in secici besiyeri olan Thiosulphate-Citrate-Bile
Salt-Sucrose Agar’a (TCBS) ekimleri yapildiginda suslarin tamaminin sar1 renkli
koloniler olusturdugu gorilmiistir (Sekil 4.1). Bu primer kiiltiir izolatlarinin saf
kiltirleri yapilmistir. Mikroskobik morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in saf
kolonilerden hazirlanan preparatlar Gram boyama yapilarak incelenmistir.
inceleme sonrasi bakterilerin Gram negatif diiz ya da hafif kivrik comaklar
seklinde olduklar1 gozlenmistir. Cukur lamda asili damla yontemi ile yapilan
hareket muayenesinde ise bakterilerin aktif flagellar hareket gosterdikleri
gozlenmistir. Ayrica sitokram oksidaz ve katalaz pozitif, O/F testine fermantatif
ve 0/129 (Vibriostat) testine duyarh olan (Sekil 4.1) bakterinin geleneksel ve
API 20 E testleriyle fenotipik ozellikleri belirlenmistir (Sekil 4.2). Calismada
kullanilan V. anguillarum suslarinin fenotipik o6zellikleri Cizelge 4.1'de

verilmistir.
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Sekil 4.1. TCBS agarda V. anguillarum’un sar1 renkli kolonilerinin gériiniimi (1
numarali sus)

Sekil 4.3. API 20 E test sonuglari (1 numarali sus)
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Cizelge 4.1. Vibrio anguillarum suslarinin fenotipik 6zellikleri ile ilgili bulgular

(25 °C’ de 24-48 saatlik inkilibasyon)

Suslar

6

7

TCBS’de lireme

Sar1

Sar1

Gram boyama

'!C

'!C

Sitokram
Oksidaz

+

+

Katalaz

Hareketlilik

O/F

Vibriostat
0/129 (10ug)

Vibriostat
0/129(150ug)

B galaktozidaz
(ONPG)

Arginin
Dihidrolaz

Lizin
Dekarboksilaz

Ornithin
Dekarboksilaz

Sitrat

H,S indirgeme

Ure

Triptofan

indol

Voges
proskauer

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

NIT

%0 NaCl

%3 NaCl

%>5 NaCl

%7 NaCl

%8 NaCl

%710 NaCl

C: Cubuk, F: Fermentatif, D: Duyarh
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4.2. Suslarinin Antibiyotik Direnglilik Profillerinin Cikarilmasi

V. anguillarum suslarinin antibiyotik direnclilik profillerinin ¢ikarilmasinda
cesitli antibiyotikler icin disk difiizyon testi (Sekil 4.4) ve ATB VET yontemi
(Sekil 4.5) kullamlmistir. Disk diflizyon testi sonuglarina gore; c¢alismada
kullanilan tiim suslarin oksasillin, linkomisin ve klindamisin’e direngli,
kanamisin, gentamisin, enroflaksin, rifamisin, tobramisin, siprofloksisin ve
timethoprime ise duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica, ¢alismada kullanilan
suslarin % 92’sinin ampisiline, % 75'nin penisiline ve % 67’sinin streptomisine

direncli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).

Sekil 4.4. Disk difflizyon testi sonucu (5 numarali sus)
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ATB VET sonuclarina gore ise; calisilan 12 susun tamamininda eritromisin,
penisilin, linkomisin, amoksillin, pristinamisin, amoks-ac-klav, tiylosin,
oksasilin, kolitsin, sepalotin, sefaperazon, sulfamethizol, streptomisin ve
metronidazol antibiyotiklerine karsi direnc, kotrimakzosol, flumekuin, okzolinik
asit ve enrofloksasine karsi ise duyarlilik belirlenmistir. Yapilan c¢alismada,
spektinomisin, kanamisin, gentamisin, apramisin ve fusidik asit’e sadece 7. ve 9.
suslarin duyarly, geri kalan suslarin ise direncli, rifamisin’e 6. sus, nitrofrantoin’a

2.ve 5. suslar harig geri kalanlarin duyarl oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

 0000000000000000 ||

©0000000000000000 ||

Sekil 4.5. ATB VET sonucu (2 numarali sus)
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Cizelge 4.2. V. anguillarum suslarinin disk diiffiizyon testine gore antibiyotik duyarliliklar:

Olgiilen zon (mm) ve izolatlarin duyarhilik durumlari

o V. anguillarum suslari Toplam Say1 Toplam Yiizde
Antibiyotik Kodu Ty T2 T3] 4] s 6] 789wl r]1]s |%r]ow]%
Ampisilin AMP10 | 10(R | 11(R | 12(R|[ O(R) | 8(R) | O(R) | 10(R | 9(R) | O(R) | 16(1) | O(R) | 10(R) | 11 1 0 92 8 0
Neomisin N10 15(0) | 14(D) | 13(0) | 12(R | 12(R | 12(R | 15(1) | 13(D) | 13(D) | 14(D) | 16(1) | 14D 3 9 0 25 75 0
Clindamisin DA2 OR) [ O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) 12 0 0 100 0 0
Streptomisin S10 16(S) | O(R) | O(R) | 11(R | O(R) | 10(R | 11(R | 12(D) | 8(R) | 14(1) [19(S) | 13(D) 7 3 2 58 25 17
Oksasilin OXI OR) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) 12 0 0 100 0 0
Oksitetrasiklin 0T30 [35(S)| 10(R | 13(R [ 28(S) | 16(1) | 31(S) | 33(S) | 36(S) | 33(S) [33(S)|38(S) | 31(S) 2 2 8 17 17 67
Kanamisin K30 19(S) | 18(S) | 18(S) | 19(S) [ 19(S) | 20(S) | 21(S) | 20(S) | 18(S) | 19(S) | 22(S) | 21(S) 0 0 12 0 0 100
Gentamisin CN10 | 20(S) | 21(S) | 20(S) [ 19(S) [ 21(S) [ 19(S) | 20(S) | 19(S) | 19(S) | 22(S) | 23(S) | 21(S) 0 0 12 0 0 100
Penisilin P10 OR) [ 13(R|10(R| O(R) | 7(R) | O(R) | 15(D) |14 | 0(R) [ 13(D) | O(R) | 9(R) 9 3 0 75 25 0
Eritromisin E15 15(D) | 16(1) | 17(1) | 15(1) | 20(1) | 17(1) | O(R) | 18(1) | 19(1) | 18(1) | 25(S) | 29(S) 1 9 2 8 75 17
Tetrasiklin TE30 35(S) | 17(1) [ 18(1) [ 29(S) | 17(1) | 26(S) | 35(S) [ 31(S) | 36(S) |33(S) | 40(S) | 35(S) 0 3 9 0 25 75
Enroflaksinbaytril | ENR5 | 33(S) | 35(S) | 37(S) | 37(S) | 36(S) | 32(S) | 41(S) | 42(S) | 38(S) | 39(S) | 52(S) | 43(S) 0 0 12 0 0 100
Rifamisin RD5 29(S) | 24(S) | 25(S) | 18(S) | 29(S) [ 18(S) [ 32(S) [ 31(S) 130(S) 1 29(S) | 33(S) | 23(S) 0 0 12 0 0 100
Florfenikol FFC30 | 37(S) | 34(S) | 30(S) | 36(S) | 37(S) [ 37(S) | 47(S) | 42(S) |39(S) | 38(S) | 48(S) | 43(S) 0 0 12 0 0 100
Amoksilin AML25 | 17(1) | 17(1) | 16(1) [ 15(1) [18(S) | 16(1) | 12(R | 21(S) [ 16(S) | 19(S) | 12(R | 19(S) 2 5 5 17 42 42
Tobramisin TOB10 | 21(S) [19(S) | 16(S) | 18(S) | 18(S) | 16(S) | 20(S) [ 19(S) | 19(S) | 20(S) | 23(S) | 17(S) 0 0 12 0 0 100
Ciprofloksisin CIP5 36(S) | 40(S) | 40(S) | 35(S) | 40(S) | 35(S) | 46(S) | 46(S) | 44(S) | 43(S) | 58(S) | 46(S) 0 0 12 0 0 100
Sulfafurazol SF300 | 24(S) | O(R) | O(R) | 26(S) | O(R) [26(S) |34(S)|21(S)|27(S)|21(S)|35(S)| 26(S) 3 0 9 25 0 75
Linkomisin MY2 O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) | O(R) 12 0 0 100 0 0
Trimetoprin W5 28(S) | 33(S) | 34(S) | 30(S) | 31(S) | 29(S) | 38(S) | 29(S) | 28(S) | 28(S) | 43(S) | 37(S) 0 0 12 0 0 100
Sulfametoksin- SXT25 [35(S) | 17(S) | 16(S) | 31(S) | 14(D) [30(S) | 35(S)[33(S)132(S)|35(S)|31(S) | 35(5) 0 1 11 0 8 92
Sulfadiazin SD300 [17(S) | O(R) | O(R) | 17(S) | O(R) [14(S)|18(S)|20(S)|14(S)|16(S)|20(S)| 20(S) 3 0 9 25 0 75
R 5 9 9 7 9 6 7 4 6 3 6 5
I 3 4 4 2 4 3 2 4 2 5 1 2
S 14 9 9 13 9 13 13 14 14 14 15 15

R:Direngli, [:Orta Duyarly, S:Duyarh
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Cizelge 4.3. V. anguillarum i¢cin ATB VET testine gore antibiyotik duyarhliklari

Antibiyotikler (mg/1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 R S | %R | %S
1 | Eritromisin (ERY) 1 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 1000
2 | Penicilin (PEN) 0,25 R R R R R R R R R R R R 12 0 |100 |0
3 | Linkomisin (LIN) 2 R R R R R R R R R R R R 12 0 |100]0
4 | Amoksilin (AMO) 4 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
5 | Pristinamisin (PRI) 2 R R R R R R R R R R R R 12 0 [ 100 |0
6 | Amoks-ac-klav (AMC) 2 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
7 | Tiylosin (TYL) 2 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
8 | Okzasilin (0XA) 2 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
9 | Kolitsin (COL) 4 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
10 | Sepalotin (CFT) 8 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
11 | Kotrimakzosol (TSU) 0 S S S S S S S S S S S S 0 12 0 (100
12 | Sefaperazon (CFP) 4 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
13 | Sulfamethizol (SUL) 100 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 1000
14 | Streptomisin (STR) 8 R R R R R R R R R R R R 12 0 | 100 |0
15 | Flumekuin (FLU) 4 S S S S S S S S S S S S 0 12 0 (100
16 | Spektinomisin (SPE) 64 R R R R R R S R S R R R 10 2 83 |17
17 | Okzolinik asit (0X0) 2 S S S S S S S S S S S S 0 12 0 [100
18 | Kanamisin (KAN) 8 R R R R R R S R S R R R 10 2 83 |17
19 | Enrofloksasin (ENR) 0,5 S S S S S S S S S S S S 0 12 0 [100
20 | Gentamisin (GEN) 4 R R R R R R S R S R R R 10 2 83 |17
21 | Nitrofrantoin (FUR) 25 S R S S R S S S S S S S 2 10 | 17 |83
22 | Apramisin (APR) 16 R R R R R R S R S R R R 10 2 83 |17
23 | Fusidik asit (FUC) 2 R R R R R R S R S R R R 10 2 83 |17
24 | Kloronfenikol (CMP) 8 R R R S R S S S S S S R 5 7 42 |58
25 | Rifamisin (RFA) 4 S S S S S R S S S S S S 1 11 8 |92
26 | Tetrasiklin (TET) 4 R R R S R S S R R R S R 8 4 67 |33
27 | Metronidazol (MTR) 4 R R R R R R R R R R R R 12 0 [100 |0
28 | Doksisilin (DOT) 4 S R S S R S S S R S S S 3 9 25 |75

R 21 23 | 21 | 19 | 23 | 20 | 14 | 20 16 20 19 21
S 7 5 7 9 5 8 14 8 12 8 9 7

R:Direngli, S:Duyarh
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4.3. Plazmid Profillerinin Analizi

Calismada 11 adet V. anguillarum susu ve 1 adet referans susun plazmid DNA

profillerini iceren agaroz jellerin resimleri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.7. V. anguillarum suslarinin agaroz jelde plazmid profilleri
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incelenen 12 V. anguillarum susunun hepsinde 1-3 arasinda degisen sayida
plazmid DNA’sina rastlanilmis ve plazmid profilleri 0,4-33 kb arasinda
hesaplanmistir. 16 kb’da ki plazmid DNA’s1 ¢alisilan tiim suslarda, 33 kb’da ki
plazmid DNA’s1 4, 6, 9, 10 numarali suslarda, 3 kb’da ki plazmid DNA’s1 2, 3, 5
numarali suslarda ve 0,4 kb’da ki plazmid DNA’s1 ise 6, 8, 10, 12 numaral
suslarda tespit edilmistir (Sekil 4.6,7).

4.4. Suslarin plazmid profili ve antibiyotik direnci arasindaki iliski

V. anguillarum suslarinda disk diffiizyon metodu ile yapilan antibiyotik
duyarliligl testi sonucunda bulunan diren¢ ile suslarda saptanan plazmid
DNA’larinin iliskisi Cizelge 4.4’te verilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi
sonuglarina gore; 1., 11. ve 12. suslarda ayni antibiyotiklere direng ve sadece 16
kb’da plazmid oldugu, 2. ve 3. suslarda ortak diren¢ ve 3 kb-16 kb’da iki
plazmid bulundugu, 4. ve 6. suslarda ortak direng ve 16 kb-33kb’da iki plazmid
gozlendigi, 5., 7. ve 9. suslarda ise farkl direng ve farkli plazmidler saptanmistir.
Ayrica, 8. ve 10. suslarda ortak direng belirlenmis olmasina ragmen, 16 kb’lik

plazmid disinda 10. susta 33 kb’da ikinci bir plazmid oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Suslarin plazmid profili ve antibiyotik direnci arasindaki iliski

Sus No  Direngli antibiyotikler Plazmid profili
1 AMP, DA, 0X], P, MY 16 kb
2 AMP, DA, S, 0X], OT, P, SF, MY, SD 3kb-16kb
3 AMP, DA, S, 0X], OT, P, SF, MY, SD 3kb-16kb
4 AMP, N, DA, §, 0X], P, MY 16 kb - 33 kb
5 AMP, N, DA, S, 0X], P, SF, MY, SD 3kb-16kb
6 AMP, N, DA, S, OX], P, MY 16 kb - 33 kb
7 AMP, DA, S, OX[, E, AML, MY 16 kb
8 AMP, DA, 0XI, MY 16 kb
9 AMP, DA, S, OXI, P, MY 16 kb - 33kb
10 AMP, DA, OXI, MY 16 kb - 33 kb
11 AMP, DA, 0X], P, MY 16 kb
12 AMP, DA, OX[, P, MY 16 kb
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Vibriozis biitiin diinyada kultiir balik¢iiginda yaygin bir sekilde ortaya ¢ikmasi
nedeniyle énemli bir problem olarak goriilmektedir (Toranzo ve Barja, 1990;
Reed ve Floyd-Francis, 2013). Bu hastalik deniz baliklari, kabuklu ve eklem
bacakli su irilnlerinin tretimini sinirlandirict bir bakteriyel enfeksiyondur
(Cagirgan, 1993; Akayli, 2001; Tanrikul vd., 2004; Timur ve Korun, 2004;
Demircan ve Candan, 2006; Tanrikul, 2007; Korun ve Timur, 2008). Vibriozise
neden olan baskin tiiriin Vibrio angiullarim oldugu kabul edilmesine ragmen
diger bazi vibrio tiirleride (V. ordalii, V. damsela, V. vulnificus, V. chlerae, V.
alginolyticus) bir¢ok deniz ve aci1 su tiirlerinde hastaliga sebep olmaktadir (Reed

ve Floyd-Francis, 2013).

Gram negatif, tek polar flagellumu ile hareketli, virgiil ya da ¢ubuk bi¢ciminde
olan V.anguillarum’un teshisi, genellikle fenotipik 06zellikleri incelenerek
yapilmaktadir (Bruno vd. 1997; Austin ve Austin, 1999). V. anguillarum’un
fenotipik o6zelliklerinin belirlenmesinde geleneksel mikrobiyolojik testler ve
giiniimiizde API 20 E ve BIONOR Mono agliitinasyon hizli teghis kitleri de yaygin
olarak kullanilmaktadir (Akayli, 2001; Tanrikul vd., 2004; Austin ve Austin,
2007). Farkl balik tiirlerinden izole edilen V. anguillarum suslari ile yapilan
calismalarda; deniz levreklerinden izole suslar (V. anguillarum 01) arasinda
biyokimyasal 6zellikleri yoniinden farklihik goriilirken (Tanrikul vd., 2004),
farkli bolge ve zamanlarda gokkusagi alabaligindan izole edilen V.anguillarum
01 suslar arasinda biyokimyasal 6zellikleri agisindan farklilik olmadig: ifade

edilmistir (Tanrikul, 2007).

Arastirmamizda 12 susun geleneksel mikrobiyolojik testleri kullanarak elde
ettigimiz sonuglarinda; indol, jelatin, arabinoz ve %?7’lik NaCl'de ilireme
disindaki diger 6zellikleri acisindan suslar arasinda bir farkhilik gériilmemistir.
Bu yoniiyle ¢alismamizda kullandigimiz suslar homojen bir yap1 gostermistir.
Elde ettigimiz bu sonuglar, lilkemizden izole edilen V. anguillarum suslariyla

calismis olan arastiricilarin  bulgularin1 desteklemektedir (Candan, 2000;
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Tanrikul vd., 2004; Ercan ve Candan, 2006; Tanrikul, 2007; Korun ve Gokoglu,
2007; Aksit ve Kum, 2008; Ekici 2010).

Calisma sonuglarimiza gore, 25 °C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda V.
anguillarum suslarinin tamaminin sitokram oksidaz, katalaz, hareketlilik, ONPG,
arginin dihidrolaz, sitrat kullanimi, VP reaksiyonu ile glukoz, mannitol ve
sakaroz gibi sekerlerden asit liretiminin pozitif; lizin ve ornitin dekarboksilaz,
triptofan deaminaz, lire ve H»S indirgeme ile inositol, rhamnoz, mellobiyoz ve
amigdalin gibi sekerlerden asit liretimi testlerinin negatif sonug¢ verdigi tespit
edilmistir. Diger arastiricilar tarafindan yapilan c¢alismalarda da kiigliik
degisiklikler disinda g¢alismamizla uyumlu sonuglar elde edilmistir (Candan,
2000; Yaman vd., 2003; Tanrikul vd., 2004; Ercan ve Candan, 2006; Tanrikul,
2007; Korun ve Gokoglu, 2007; Noguerola ve Blanch 2008; Aksit ve Kum, 2008;
Ekici 2010). Suslar arasinda indol, jelatin hidralizasyonu ile sorbitol ve arabinoz
asit Uretimi sonuclarinda farklhiliklar gozlenmistir. V.anguillarum'un farkl
serotip veya farkli cografik bolgelerden izole edilen suslar1 arasinda
biyokimyasal 6zelliklerin degiskenlik gosterdigi daha once yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir (Yaman vd., 2003; Tanrikul vd., 2004; Ekici 2010). Austin ve
Austin, (2007) tarafindan V. anguillarum’un biyokimyasal 6zellikleri ile ilgili
calismada arjinin dihidrolaz, ONPG, simon sitrat besiyerinde lireme, jelatin ve
sorbitol kullanim1 pozitif; HzS, lizin ve ornitin dekarboksilaz ve iire kullaniminin
negatif oldugu bildirilmistir. V. anguillarum tirleri igerisinde biyokimyasal
farkliliklar daha ¢ok sekerlerden asit iiretiminde goriilse de tiirlerin hepsinde

glukoz, mannitol, sakarozdan asit iiretimi pozitiftir.

V. anguillarum’a ait 11 sus referans bakteri (ATCC 14181) ile
karsilastirildiginda, referanstan farkli olarak indol testinde 9 numarali susta,
jelatin hidrolizasyonu testinde 4. ve 6. suslarda, sorbitol testinde 2, 3, 5 ve 7
nolu suslarda, arabinoz testinde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10 ve 12 numarali suslarda
farkliliklar tespit edilmistir. ATCC 14181 nolu sus ile 10. sus haric diger suslarin
indol {tretiminin pozitif olmasi ile Cagirgan (1993), Yaman vd., (2003),
Demircan ve Candan (2006) Austin ve Austin (2007) ve Korun ve Gokoglu

(2007) tarafindan bildirilen sonuglarla aynidir. V. anguillarum’a ait indol testi
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Tanrikul (2007) tarafindan negatif, Noguerola ve Blanch (2008) ise %75-89
pozitif olarak bildirmislerdir. Bu sonuclardan indol testinin suslar arasinda
farkli sonuglar verebilecegi anlasilmaktadir. Benzer farkliliklar jelatin
hidrolizsyonu, sorbitol ve arabinoz testlerinde diger arastiricilar tarafindanda
bildirilmistir (Candan, 2000; Yaman vd., 2003; Tanrikul vd., 2004; Tanrikul,
2007; Korun ve Gokoglu, 2007; Noguerola ve Blanch 2008; Aksit ve Kum, 2008;
Ercan 2009; Ekici 2010).

V. anguillarum’a ait 12 susun farkh tuzluluklarda iireyebilme 6zellikleri lizerine
yapilan ¢alismamizda, % 0 % 3 ve % 5 NaCl ¢ozeltisinde suslarin tamaminin
uredigi, %7’de sadece 11. susun tireyemedigi, % 8 ve 10 konsantrasyonda ise
tlim suslarda tireme gerceklesmedigi saptanmistir (Cizelge 4.1). Bulgularimizin
aksine, Aksit ve Kum (2003) cipura ve levrek baliklarinda izole edilen V.
angillarum’un %0 ve %7 NaCl'de lreyemedigini bulmustur. Bulgularimizla
uyumlu olarak, Plumb (1999), Demircan ve Candan (2006), Ekici (2010), V.
anguillarum’un NaCl’siz ortamlarda da treyebildigi bildirimistir. Ayrica
bulgularimizla uyumlu olarak Noguerola ve Blanch (2008), V. anguillarum’un
tuzsuz ortamda %?26-47 oraninda lireme gerceklestirdigini, %3 ve %6 NaCl
konsantrasyonlarinda ise liremenin pozitif oldugu, %8 ve %10’da ise liremenin

gerceklesmedigi bildirilmistir.

Deniz ve ac1 suda yasayan balik tiirlerinin en énemli ve iyi bilinen bakteriyel
hastalig1 olan vibriosisin etkeni olan V. anguillarum izolatlarinin antibakteriyal
ilaclara kars1 duyarliliklart pek ¢ok arastirici tarafindan c¢alisiimistir. Aksit ve
Kum (2008) gokkusag1 alabaliklarindan izole edilen V. anguillarum’da fusidik
asit, linkomisin ve sefoksitin’e karsi %100 direng, florfenikol, gentamisin,
kloramfenikol, nalidiksik asit, novobiosin, oksitetrasiklin, siprofloksasin ve
sulfametaksazol-trimetoprim’e ise %100 duyarhlik belirlenmistir. Ayrica,
ampisiline ve basitrasine kars1 % 85,7; amoksisiline karsi ise % 71,4 oraninda
direnc belirlenmistir. Akinbowale vd., (2006) izole edilen 62 adet Vibrio sp.’nin
ampisilin, amoksisilin ve eritromisine diisiik oranda diren¢ gosterdigini
belirlerken, Vaseeharan vd., (2005) ise ayn1 etkenin ampisiline yiiksek (% 100),

kloramfenikol, siprofloksasin, eritromisin, gentamisin, nalidiksik asit ve
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oksitetrasikline duisiik oranlarda direngli oldugunu bildirmislerdir. Molina-Aja
vd., (2002) tarafindan Penaeus karidesinden izole edilen 30 Vibrio sp. susunun
antibiyotik duyarhlik testi sonuglarina gore, 22’sinin karbenisillin (% 73,3),
21’inin ampisillin (% 70), 11’inin sephalotine (% 36,7), 6’sinin oksitetrasikline
(% 20), 5’inin amikasin (% 16,7) ve yalnizca 1’inin kloromfenikol, gentamisin,
netilmisin, nitrofurantion, peflosaksine diren¢ gosterdigi bildirilmistir.
Calismamizda benzer sonuglar elde edilmekle birlikte, disk diflizyon testi
sonuglarina gore; kullanilan tiim suslarin oksasilin, linkomisin ve klindamisin’e
(% 100), % 92’sinin ampisiline ve % 75’inin penisiline direncli, % 100’liniin
kanamisin, gentamisin, enroflaksinbaytril, rifamisin, tobramisin, siprofloksisin,
florfenikol ve trimetoprine, % 92’sinin sulfametoksin-trimethoprime, % 75’inin
tetrasiklin ve sulfafurazol’a duyarh oldugu belirlenmistir. ATB VET sonuglarina
gore ise, calismada kullanilan 12 susun tamamininda eritromisin, penicilin,
linkomisin, amoksilin, pristinamisin, amoks-ac-klav, tiylosin, okzasilin, kolitsin,
sepalotin, sefaperazon, sulfamethizol, streptomisin ve metronidazol
antibiyotiklerine karsi direng, kotrimakzosol, flumekuin, okzolinik asit ve
enrofloksasinne karsi ise duyarli oldugu belirlenmistir. Yapilan calismada,
spektinomisin, kanamisin, gentamisin, apramisin ve fusidik asite sadece 7. ve 9.
suslarin duyarly, geri kalan suslarin ise direngli, rifamisine 6. sus, nitrofrantoina

2.ve 5. suslar harig geri kalanlarin duyarl oldugu tespit edilmistir.

V. anguillarum’un 11 susu ve referans susta plazmid DNA’s1 izalasyonu
sonucunda yapilan agaroz jel elektroforezi sonuglarina gore, suslarin hepsinde
1-3 arasinda degisen sayida plazmid DNA’sina rastlanilmis ve tespit edilen
plazmid DNA’larinin plazmid profilleri 0,4-33 kb arasinda hesaplanmistir. 16
kb’da ki plazmid DNA’s1 ¢alisilan tiim suslarda, 33 kb’da ki plazmid DNA’s1 4, 6,
9, 10 numaral suslarda, 3 kb’da ki plazmid DNA’s1 2, 3, 5 numarali suslarda ve
0,4 kb’da ki plazmid DNA’s1 ise 6, 8, 10, 12 numarali suslarda tespit edilmistir.
Arastirmamiza benzer sekilde pek ¢ok arastiric1 tarafindan V. anguillarum, Y.
ruckeri, Photobacterium damsela, A. salmonicida, Laktococ, Escherichia coli,
Klebsiella sp., Proteus sp. ve Vibrio alginolyticus tiirlerine ait suslarin farkh

plazmid profillerine sahip oldugunu bildirilmistir (Pedersen ve Larsen, 1995;
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Pedersen vd., 1996; Topal vd., 1997; Morii vd., 2003; Sgrum vd., 2003; Tuncer,
2005; Karayakar ve Ay 2006; Abdallah vd., 2009; Kaya 2009).

V. anguillarum suslarinda disk diffizyon metodu ile yapilan antibiyotik
duyarliligir testi sonucunda bulunan diren¢ ile suslarda saptanan plazmid
DNA’larinin iligkisinin belirlenmeye c¢alisildigi bu ¢alismada, tim suslarin
ampisilin, klindamisin, oksasilin ve linkomisine kars1 diren¢ gosterdigi
belirlenmistir. Bu direncin ise tiim suslarda yaklasik 16 kb’da tespit edilen
plazmid DNA's1 ile tasindig1 diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, Chang ve Bolton
(1987) tarafindan 75 Aeromonas izolatinin antimikrobiyal duyarliliginin
belirlendigi ¢alismalarinda, ampisillin, kanamisin, streptomisin, spectinomisin,
sulfisoksazole, tisarsillin, tobramisin ve trimethoprime karsi belirlenen direncin
110 mbDa’daki plazmidin aracilik ettigi bildirilmistir. Lajnef vd. (2012)
tarafindan V. alginolyticus’'un antibiyotik duyarlihgi ve plazmid profilinin
belirlendigi ¢calismada, ampisillin, kanamisin, doksisillin, eritromisin, imipinem
ve nalidisik aside karsi ¢oklu direng¢ belirlenmistir. Suslarin % 79,48'inde
plazmid DNA’s1 saptanmis ve 0,5 kb ile 45 kb araligin da 30 farkl plazmid profili
belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore bakterilerde antibiyotige direng
gelisiminin yaygin akuakiiltiir ve denizel ortamla iligkili yetistiricilik

faaliyetlerinden olabilecegi bildirilmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore; 1.,11. ve 12. suslarda ayni
antibiyotiklere diren¢ ve sadece 16 kb’da plazmid oldugu, 2. ve 3. suslarda
ortak diren¢ ve 3 kb-16 kb’da iki plazmid bulundugu, 4. ve 6. suslarda ortak
diren¢ ve 16 kb-33kb’da iki plazmid go6zlendigi, 5., 7. ve 9. suslarda ise farkl
direnc ve farkl plazmidler saptanmistir. Ayrica, 8. ve 10. suslarda ortak direng
belirlenmis olmasina ragmen, 16 kb’lik plazmid disinda 10. susta 33 kb’da ikinci
bir plazmid oldugu tespit edilmistir.

Diinyada ve tlkemizde su uriinleri yetistiriciliginin hizli artisiyla birlikte balik
hastaliklarinda da o6nemli artislar olmustur. Bakteriyel enfeksiyonlarin
isletmelerde  gorildiiginde tedavi amaci ile antibiyotikler siklikla

kullanilmaktadir. Tedavide yogun ve bilingsiz antibiyotik kullanimi genellikle
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bakterilerde plazmide bagh direncliliginin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bakteri plazmidleri ile gelisen ila¢ direngliligi akuakiiltiirde antibiyotik
kullaniminda ciddi problemlere yol agmaktadir. Benzer sekilde, calismada
kullanilan tiim V. anguillarum suslarinda da 16 kb’da saptanan plazmid
DNA’sinin ampisilin, klindamisin, oksasilin ve linkomisine karsi belirlenen
direngten  sorumlu oldugu disinilmektedir. Ayrica bu g¢alismada ayni
plazmidleri bulunduran suslarda, ortak ¢oklu antibiyotik diren¢ gelisimi

saptanmistir.

Sonuc¢ olarak; baliklarda vibriozis hastaligi etkeni olan V. anguillarum
suslarinda c¢alisma sonug¢larimiza gore ortaya ¢ikan ¢oklu antibiyotik direnci,
akuakiiltiirde kontrolsiiz ve bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucunda olusan bir
durumdur. Bunun disinda sucul ekosisteme hastane atiklarinin karismasi, sucul
ekosistemin c¢evresindeki tarimsal faaliyetlerin de mikrobiyal direncg
gelisiminde oOnemli oldugu disiinilmektedir. Bu nedenlerden dolay:
infeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler, antibiyogram duyarhlik testleri
olmaksizin kullanilmamalidir. Etkene yo6nelik tedavide; antimikrobiyal
duyarliliga gore antibiyotik se¢iminin yapilmasinin ve dogru doz ve siirede
kullanilmasinin saglanmasi ile bakteriyel direng¢ gelisiminin 6nlenebilecegi
distinilmektedir. Ayrica, direng¢ ile ilgili tarama c¢alismalarinin devamh
yapilmasi, antibiyotik kullanimi ile direng iliskisinin kesin olarak belirlenmesini
saglayacak calismalarin yiriitiilmesi ve antibiyotik duyarhlig1 ile plazmid
arasindaki iligkiyi ortaya c¢ikaracak ilave c¢alismalarin yapilmasi, direngli

infeksiyonlarin 6nlenmesinde en etkili yol olacaktir.
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