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OZET

BEYMELEK LAGUNU SU VE BALIK ORNEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN
BAKTERILERDE ANTIBIYOTIiK DIRENC GENLERININ TESPIiTi

Boyraz A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veterinerlik

Mikrobiyolojisi Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2024

Amac: Bu arastirma dogal sucul ortamlardan biri olan Beymelek lagiiniindeki su ve balik
orneklerinden izole edilen bakterilerde en sik karsilagilan antibiyotik direng genlerinin

varliginin tespiti amaciyla yapilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma Antalya ili Demre ilgesi sinirlarinda bulunan Beymelek
lagilintiniin bes farkli noktasindan iki farkli donemde alinan su 6rnekleri ve lagiin deniz baglanti
noktasindan elde edilen balik tiirleri ile gerceklestirilmistir. Su ve balik 6rneklerinden izole
edilen bakteriler tanimlandiktan sonra belirlenen 16 gen icin PCR islemi uygulanmistir. Su
numunelerinin alindig1 noktalarda sicaklik, pH ve tuzluluk degerleri dl¢iilmiis ve elde edilen
veriler dogrultusunda bakterileri tiirleri ve secilen antibiyotik direng genleri varligi

kiyaslanmistir.

Bulgular: Subat ayinda alinan su drneklerinden 16, agustos ay1 drneklerinden ise 12 bakteri
susu izole edilmistir. Sicaklik ve tuzlulugun artmasi bazi bakterilerin izole edilmesini
desteklerken, toplam bakteri sayisinda azalmaya neden olmustur. Hem su 6rneklerinden hem
de baliklardan ortak olarak izole edilen bakteri tiirleri Pseudomonas luteola, Pseudomonas
stutzeri, Kocuria kristinae ve Kocuria rhizophila iken, su 6rneklerinden ortak olarak izole
edilen bakteriler Micrococcus luteus ve Kocuria rhizophila olmustur. 38 bakteri susunda
bakilan 16 antibiyotik diren¢ geninden yalnizca intl1, blaTEM, ermB, sull, sul2 ve tetW genleri

izole edilmistir.

Sonug¢: Bu calismada gevre kokenli bakterilerde antibiyotik direng geni varligi teyit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Lagiin, Su, Balik, Bakteri, Antibiyotik direnci, Antimikrobiyal direng,
Gen.
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ABSTRACT

DETECTION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN BACTERIA ISOLATED
FROM WATER AND FISH SAMPLES FROM BEYMELEK LAGOON

Boyraz A. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Veterinary
Microbiology Program, PhD’s Thesis, Aydin, 2024

Objective: This study was conducted to determine the presence of the most common antibiotic
resistance genes in bacteria isolated from water and fish samples in Beymelek lagoon, one of

the natural aquatic environments.

Material and Methods: The research was carried out with water samples taken at two different
periods from five different points of the Beymelek lagoon, located within the borders of Demre
district of Antalya province, and fish species obtained from the lagoon-sea connection point.
After the bacteria isolated from water and fish samples were identified, they were subjected to
PCR for the 16 genes identified. Temperature, pH and salinity were measured at the points
where water samples were taken, and the bacterial species and the presence of selected

antibiotic resistance genes were compared in line with the data obtained.

Results: 16 bacterial strains were isolated from February and 12 from August water samples.
The increase in water temperature and salinity encouraged the isolation of some bacteria, while
the total number of bacteria decreased. The common bacterial species isolated from both water
samples and fish were Pseudomonas luteola, Pseudomonas stutzeri, Kocuria kristinae and
Kocuria rhizophila, while the common bacteria isolated from water samples were Micrococcus
luteus and Kocuria rhizophila. In 38 bacterial strains, 16 antibiotic resistance genes were
analysed and only intl1, blaTEM, ermB, sull, sul2 and tetW genes were isolated.

Conclusion: In this study, the presence of antibiotic-resistance genes in environmental bacteria

has been confirmed.

Keywords: Lagoon, Water, Fish, Bacteria, Antibiotic resistance, Antimicrobial resistance,

Gene.
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1. GIRIS

Kesfedildikleri giinden giiniimiize kadar gegen siire boyunca insanlarda ve hayvanlarda
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi edilmesi amaciyla yaygin olarak antibiyotikler
kullanilmaktadir (Liu ve digerleri, 2018). Giiniimiizde her ne kadar sentetik olarak {iretiliyor
olsalar da, milyonlarca yildir varliklarini devam ettiren bakteri ve mantarlar kendilerini
korumak, besin kaynaklarina erismede rekabet¢i hale gelmek, bulunduklar1 c¢evrede
kolonilesebilmek ve ortamdaki diger mikroorganizmalar1 yok edebilmek i¢in bu maddeleri
dogal olarak iiretmektedirler (Martinez, 2008; Zhuang ve digerleri, 2021). Bu dogal antibiyotik
tireticilerinden o6zellikle bakteriler, kendi firettikleri antibiyotiklere karsi dogal olarak da
direnclidirler. Ortamdaki diger bakteriler ise, sahip olduklar1 antibiyotik direng
mekanizmalarini gelistirerek veya bunlari sonradan edinerek hayatta kalmaya caligmaktadirlar
(Jury ve digerleri, 2010). Bu bilgilere dayanarak, antibiyotik direng genlerinin klinik olmayan
ortamlarda da ortaya ¢ikabilecegini ve farkli antibiyotiklere kars1 direng gelisebilecegini g6z
ontinde bulundurmak son derece 6nemli bir konu olmaktadir (Martinez, 2008).

Yirmi birinci yilizyilda insan sagligina karsi en biiyiik tehditlerin basinda, toprakta
bulunan ve antibiyotiklere direngli olan bakterilerin, igme suyu kaynaklar1 da dahil diger sucul

ortamlara karisarak ¢evreye yayilmasiyla artisa gegen antimikrobiyal direng gelmektedir (CDC,
2019; Sanganyado ve Gwenzi, 2019; WHO, 2019).

Antibiyotiklerin ¢cogunun tamamen metabolize olamamasi1 ve bu bilesiklerin ¢ok biiyiik
bir kisminin idrar ve diski yoluyla ¢evreye salinmasi (Bound ve Voulvoulis, 2004; Kiimmerer,
2009a), insan saghgi ve g¢evre igin biiyiik riskler olusturan patojenlerde antibiyotik direncinin

yayginlasmasina neden olmaktadir (Ben ve digerleri, 2017; Kiimmerer, 2009b).

Hastane atiklar1 ve hayvancilik ile balik giftliklerinde tedavi amagli kullanilan
antibakteriyel etkili maddelerin son duragi, dogrudan veya dolayi olarak toprak, yer alt sulart,
denizler veya sedimentler olabilmektedir (Kiimmerer, 2009a, 2009b). Son zamanlarda
gerceklestirilen bazi ¢aligmalarda, aritilmig ve aritilmamis atik sular ile kentsel ylizey sularinin
antibiyotik direngli bakterileri, deniz tabani1 sedimentlerine kadar ulastirdigi bildirilmistir (Guo

ve digerleri, 2018; Rodriguez-Mozaz ve digerleri, 2015).

Hayvan ve insan patojen bakterileri de dahil, sucul ve karasal ortamlardaki bakteriler

arasinda antibiyotik diren¢ geni aktariminin gergeklestigi, yapilan bir¢ok calisma ile ortaya



konmustur (L’abée-Lund ve Serum, 2001; Levy ve Marshall, 2004; Y. Liu ve digerleri, 2021;
Parthasarathy ve digerleri, 2019; Rhodes ve digerleri, 2000; K. Zhang ve digerleri, 2018). Bu
gen aktarimlart antibiyotiklere direngli bakterilerin ¢evresel ortamlarda daha yaygin
bulunabilmesine ve hizli bir sekilde gelisebilmesine neden olurken, insanlar i¢in de biiyiik bir

bulas riski meydana getirmektedir (Pandiyan ve digerleri, 2013).

Kara ile denizler veya okyanuslar arasinda gecis bolgesi konumunda olan lagiinler
yapilar itibariyle cevresel degisikliklere karsi olduk¢a duyarli olup antibiyotik direncli
bakterilerce zengin olabilirler. Cevresel ve toplumsal etkilerin dogal ortamlarda antibiyotik
direncinin sekillenmesindeki roliiniin daha iyi anlasilmasinin, direncin ortaya ¢ikisini ve
gelecekte karsilagilabilecek zararli etkilerini tahmin etmeye ve dnlemeye yardime1 olabilecegi

disiiniilmektedir.

Bu ¢alismada Antalya ili Demre ilgesi sinirlarinda bulunan Beymelek lagiinii (36°16'K
30°03'D) arastirma sahasi olarak se¢ilmistir. Lagiliniin bes farkli noktasindan iki farkli donemde
alinan su orneklerinin yani sira, lagiiniin deniz ile baglanti noktasindan elde edilen balik
tiirlerinden izole edilen bakterilerde antibiyotik diren¢ genlerinin varligi arastirtlmistir. Su
numunelerinin alindig1 noktalarda sicaklik, pH ve tuzluluk degerleri 6l¢iilmiis ve zellikle
sicaklikla iligkili degerlerden elde edilen veriler dogrultusunda bdlgelerden izole edilen

bakterileri tiirleri ve se¢ilen antibiyotik direng genlerinin varlhigi karsilagtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Denizlerde ve baliklarda goriilen bakteriler

16S rRNA yontemi kullanilan ¢alismalarda, denizlerdeki bakteri yogunlugunu
Proteobakterilerden  sirasiyla  Alphaproteobacteria’nin  ve  Gammaproteobacteria’nin
olusturdugu, kiiltiir bazli ¢aligmalarda ise siralamanin 6nce Gammaproteobacteria daha sonra

Alphaproteobacteria seklinde oldugu goriilmiistiir (Hagstrom ve digerleri, 2002)

Ulkemizde gergeklestirilen, Marmara ve Ege denizi su drneklerinde izole edilebilir
bakterilerin  tespiti  ¢alismalarinda  ise  Enterobacteriaceae, = Pseudomonadaceae,
Shewanellaceae, Aeromonadaceae, Flavobacteriaceae, Vibrionaceae, Bacillaceae,
Micrococcaceae, Enterococcaceae, Streptococcaceae, Staphylococcaceae ve
Burkholderiaceae familyalarina ait tiirler izole edilmistir (Altug ve digerleri, 2013; Giiriin ve
Altug, 2014).

Yasam kosullarina gore degismekle birlikte denizlerde ve tatli sularda bulunan baliklarda
bakteriyel florayr c¢ogunlukla; aerobik ve fakiiltatif anaerobik, psikrofilik Gram negatif
bakterilerden  Vibrio, Pseudoalteromonas, Shewanella, Pseudomanas, Moraxella,
Alteromonas, Heamophilus, Acinetobacter, Flavobacterium ve Cytophaga tiirlerinin
olusturdugu bildirilmis. Tropikal iklimin gorildiigi yerlerden elde edilen baliklarda ise
Corynebacterium, Bacillus ve Micrococcus tiirleri gibi Gram pozitif bakterilerin daha baskin
oldugu tespit edilmistir (Arda, 1974; Brian-Jaisson ve digerleri, 2014; Cahill, 1990; Pond ve
digerleri, 2006).

Genellikle baliklardan izole edilen bakteri cinslerinin dagiliminin, baliklarin yasadiklar
akuatik cevre ile baglantili olup bu ¢evrenin tuzlulugu ve bakteriyel yiikii gibi faktorlerden
etkilendigi (Austin ve Austin, 2016), normal bagirsak florasinin hem yem ve hem de yasadiklari
su ortamina bagl olarak degisebildigi ve bagirsak iceriginden izole edilen tiirlerin birgogunun
sudan da izole edilebildigi bildirilmistir (Grisez ve digerleri, 1997; Karatas Diigenci ve Candan,
2003; Muroga ve digerleri, 1987).

Sicaklik, deniz suyunda patojenik mikroorganizmalarin hayatta kalmasin1 kontrol eden
belirleyici etkenlerden biridir (EI-Sharkawi ve digerleri, 1989). Giines 1s1nimi (solar radyasyon)

da deniz suyunda indikator ve patojen karakterlerdeki bakterilerin sayica azalmasinda 6nemli
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bir rol oynamaktadir (Fujioka ve digerleri, 1981). E. coli’nin, Salmonella Typhimurium’a gére
giines 1s1gma kars1 daha duyarli oldugu, fekal enterokoklar ve fajlarin, deniz suyunda fekal
koliformlardan daha uzun siire canliligini korudugu (Davies-Colley ve digerleri, 1994; Mascher
ve digerleri, 2003), suda artan tuzlulugun enterik bakteriyel sag kalimi disiirdiigl, giines

1s181n1n 6ldiirme etkisini ise arttirdigi tespit edilmistir (Bitton, 2005).

Yapilan ¢alismalarda, siddetli yagislar sonrasi yiizey su kaynaklarinda meydana gelen
artigin, deniz suyundaki patojen ve indikator bakteri sayisinda da belirgin bir artisa neden
oldugu ve bunlar arasinda Vibrio, Salmonella, Shigella, Yersinia ve Mycobacterium gibi

bakterilere ait tiirlerin bulundugu saptanmistir (Crowther ve digerleri, 2001; Hunter, 2003).

2.2 Antibiyotik direnci

Cevrede antibiyotige direngli bakterilerin (ARB) ve antibiyotik direng genlerinin (ARG)
ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, biyotik kirlilik ve halk saglig1 i¢in biiyiiyen bir tehdit olarak kabul
edilir (Gillings, 2013). Kirletici maddelerin ana vektoriiniin su oldugu ve antibiyotige direngli
bakteriler ile antibiyotik diren¢ genlerinin ¢evreye yayilmasinda 6nemli rol oynadigi

bildirilmistir (Lupo ve digerleri, 2012; Stalder ve digerleri, 2012).

Ik olarak 1928 yilinda kesfedilen penisiline karsi 1942 yilinda penisilin direngli
Staphylococcus aureus tespit edilmistir. Penisilini kesfeden Alexander Fleming, 1945 yilinda
Nobel odiilii konugsmasinda mikroorganizmalarin, laboratuvar ortaminda onlar1 6ldiirmeye
yetmeyen dozlarda penisiline bir siire maruz kalmalar1 halinde, penisiline karsi direng
kazanacaklarini ve benzer durumun viicudumuzda bulunan mikroorganizmalar i¢in de gegerli

olacagini belirtmistir (Fleming, 1945).

Bakterilerde dogal ve edinilmis olmak tizere iki ¢esit direng olusumu vardir. Dogal direng
belirli bakteri tiirlerinin belirli antibiyotiklere karsi koyma konusundaki varolussal
yeteneklerini ifade eder (Amabile-Cuevas, 2021). Bu direng igsel ve uyarilmis direng seklinde
ortaya ¢ikmaktadir. I¢sel direng, bir bakteri tiirii icinde evrensel olarak paylasilan, antibiyotik
maruziyetinden bagimsiz ve yatay gen transferi ile ilgili olmayan bir 6zelliktir (Cox ve Wright,
2013; Martinez, 2014). Ornegin anaerobik bakterilerin aminoglikozidlere kars1 olan direnci bir
tiir i¢sel direngtir ¢ilinkii antibiyotigin hiicreye girmesi i¢in aktif bir solunum mekanizmasina
ihtiyac1 vardir. Benzer sekilde Enterokoklar sefalosporinlerin baglandigi 6zel penisilin

baglayict proteinleri barindirmadiklari i¢cin bu antibiyotiklere dogal direng gosterirken

4



(Amabile-Cuevas, 2021), baz1 bakterilerin L formlar1 ve mikoplazmalarda hiicre duvarindan

yoksun olduklari i¢in penisilinlerden etkilenmemektedirler (Arda, 2006).

En yaygin icsel diren¢ mekanizmalari, dis zarin azaltilmis gecirgenligi ve dogal akis
pompalar1 aktivitesidir. Coklu ilag akis pompalart ise uyarilmis direncin yaygin bir

mekanizmasidir (Cox ve Wright, 2013; Fajardo ve digerleri, 2008).

Edinilmis diren¢ dogal direncten farkli olup, tiire 6zgli olmayan mutasyon veya yatay
gen transferi (HGT) yoluyla kazanilan bir 6zelliktir (Amabile-Cuevas, 2021). Kromozomal
mutasyonlarin neden oldugu direng, fiziksel ve kimyasal etkenlere bagli olarak spontane sekilde
gerceklesebilmekte ve hiicre boliinmesinde replikasyonla her zaman bir sonraki nesle
aktarilabilmektedir (Cesur ve Demirdz, 2013; Rice ve Bonomo, 1996). Antimikrobiyal dirence
yardimci olan mutasyonlar genellikle ilag hedeflerini, ilag tagiyicilarini ve antibiyotik degistirici

enzimleri kodlayan birkag gen tipinde meydana gelmektedir (Martinez, 2014).

Yatay gen transferi yoluyla kazanilan direncin, farkli bakteri tiirleri arasinda da aktarimi
s6z konusu oldugundan en 6nemli direng faktori olarak kabul edilmektedir (Von Wintersdorff
ve digerleri, 2016). Uygun olmayan doz ve siireli antibiyotik kullanim1 sebebiyle bakterilerde
antibiyotiklere kars1i olusan direngte gorevli genler transformasyon, transdiiksiyon ve
konjugasyon gibi yatay gen transferi mekanizmalar1 vasitasiyla bir bakteriden bagka bir
bakteriye aktarilmaktadir (Amabile-Cuevas, 2015; Guo ve digerleri, 2015; Qiu ve digerleri,
2012; K. Zhang ve digerleri, 2018). Yatay gen transferinde plazmidler, transpozonlar,
bakteriyofajlar ve integronlar gibi farkli mobil genetik elementler (MGE) goérev almaktadir
(Pruden ve digerleri, 2006; Rizzo ve digerleri, 2013; Zhu ve digerleri, 2013).

2.3. Mobil Genetik Elementler

2.3.1. integronlar

Integronlar direng genlerinin bir araya geldigi mikrobiyal mobilomun &nemli bir
bilesenidir. Integronlarin kendileri mobil genetik element olmamakla birlikte, klinik agidan
onemli olan integronlar siklikla transpozonlarin ve plazmidlerin igine gémiilerek mobilize hale
gelmektedirler (Boucher ve digerleri, 2007; Grape, 2006). Bakterilerde yaygin olarak bulunan

integronlar, bakteri genomlarinin yaklasik %15'ini olusturabilmektedirler (Néron ve digerleri,



2022). Coklu ilag direncinde (MDR) yer alan ve antibiyotik direng genlerinin diizenlenmelerini
saglayan bu gen yakalama birimlerinden (Mazel, 2006) smif 1 integronlar, insan ve
hayvanlardan izole edilen Gram negatif bakterilerin %40-70'inde tanimlanmistir (Jury ve
digerleri, 2010). Bakterilerde sinmif 1 integronun tespiti, integron i¢inde yer alan integraz 1
geninin tespiti ile gergeklesir (Corno ve digerleri, 2023). Intl1l geninin yaygin olarak bulunmasi,
antibiyotik direng¢ genlerinin farkli bakteri suslar1 arasindaki potansiyel transferini ve bunlarin
da farkli su sistemleri arasindaki olas1 yayilimini isaret etmektedir (Sucato ve digerleri, 2021;

Szczepanowski ve digerleri, 2009).

Integronlara birkag antibiyotik direnc geni kaseti eklenmesi durumunda ¢oklu ilag direnci
meydana gelirken (Jury ve digerleri, 2010), yapilan bir¢ok ¢alismada tatli sularin agir metallerle
kontaminasyonu sonrasi bakteri topluluklarinda daha yiiksek miktarda sinif 1 integron varligi
tespit edilmis ve bunlarin arasinda pozitif korelasyon oldugu anlasilmistir (Lupo ve digerleri,
2012).

5’ korunmus dizilim Gen kasetleri 3’ korunmus dizilim
intl P—aﬁ‘ dfr aadA gacEA1  sull orfs

Sekil 1. Sinif 1 integronun sematik goriintiisii (Grape, 2006).

2.3.2. Transpozonlar

Kendi baslarina replike olamayan ancak genomik DNA, plazmid DNA’s1 veya faj
DNA’s1 ile ¢ogalabilen hareketli kisa DNA pargalaridir (Yiice, 2001). Bakteri popiilasyonlari
arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin aktarilmasi i¢in en uygun araglarin basinda gelen

transpozonlar; genellikle integronlari, bir promotdr bolgeyi, rekombinasyon bdlgesini ve



integraz kodlayan bir geni icermekte ve bakteri genomlarina ve/veya plazmidlere dahil olarak

bakteriden bakteriye aktarilabilmektedirler (Jury ve digerleri, 2010).

2.3.3. Fajlar

Fajlar olarak da bilinen bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden ve biyosferdeki en bol ve
cesitli varliklar temsil eden viriislerdir (Keen, 2015). Miktarlar1 bakterilerinkinden ¢ok daha
yiiksektir ve prokaryotik toplulugun 6nemli bir kismu sucul sistemlerde fajlarla enfekte
oldugundan, fajlarin yatay gen transferinde dnemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir (Parsley
ve digerleri, 2010). Aslinda, toplam bakteri genomlarmin yaklasik %20'sinin faj benzeri
elementler tarafindan edinildigi tahmin edilmektedir, bu da onlarin evrimsel uygunlugunun
altin1 ¢izmektedir (Briissow ve digerleri, 2004). Fajlarin ortamda uzun siire kalic1 olmasi,

antibiyotik diren¢ genlerinin transdiiksiyon sansini da artirmaktadir (Chen ve digerleri, 2018).

Colomer-Lluch ve digerleri (2011) bir atik su aritma tesisinden izole ettikleri faj
DNA'sinda, Enterobacteriaceae'da 3 (Beta) laktam direncine neden olan blaTEM ve blaCTX-
M genleri ile Staphylococcus aureus'ta metisilin direncinden sorumlu mecA genini tespit

etmislerdir.

2.3.4. Plazmidler

Replikasyon mekanizmalar1 olan ve bu nedenle bakteri hiicresinde ¢ok sayida kopya
halinde bulunabilen, ekstra kromozomal ve genellikle sirkiiler yapili DNA pargalar1 olan
plazmidler; hayatta kalmak i¢in zaruri olmayan ancak bakterilere genellikle fayda saglayan
diren¢ genleri ile metabolik fonksiyonlar1 ve virlilans faktorlerini kodlayan genleri
icermektedirler. Boyutlar1 3 kb’dan baslayan plazmidler kii¢iik plazmidler olarak adlandirilir
ve hiicre i¢inde 20°den fazla kopya halinde bulunabilmektedir. Ancak boyutlar1 180 kb’dan
bliyiik olan plazmidler tek kopya halinde bulunur ve biiyiik plazmid olarak adlandirilirlar
(Grape, 2006). Plazmid genleri genellikle antibiyotikleri etkisiz hale getiren enzimlerin
tiretilmesinden sorumludur (Cesur ve Demirdz, 2013). Ayrica plazmidler, transpozonlarin bir
parcast olan bir dizi direng genini tagiyarak ayni anda birkac¢ antibiyotik ve metal iyonu sinifina

direng kazandirabilmektedir (Nikaido, 2009).



2.4. Yatay Gen Transfer Mekanizmalari

2.4.1. Konjugasyon

Iki bakteri hiicresinin yan yana gelerek aralarinda fertilite faktdrii sayesinde
olusturduklar1 gecici bir koprii vasitasiyla birinden digerine genetik materyal aktarilmasi
olayina konjugasyon denir. Ayni cins bakteriler arasinda olabilecegi gibi, farkli cins bakteriler

arasinda da olabilmektedir (Rice ve Bonomo, 1996).

2.4.2. Transformasyon

Genetik materyal i¢in verici konumundaki bakteri tarafindan ortama birakilmig bagimsiz
hiicre dist DNA’nin alic1 bakteri tarafindan hiicre i¢ine alinmasi yoluyla bakteriden bakteriye
genetik materyal aktarilmasi ve yeni bilesen (rekombinant) bakterilerin olugmasi durumudur

(Grape, 2006).

2.4.3. Transdiiksiyon

Bakteri hiicreleri arasinda temas olmaksizin, bir bakteriyofaj araciligi ile genetik materyal
aktarilmasi olayina transdiiksiyon denir (Amabile-Cuevas, 2015). Her ne kadar bu ii¢ yatay gen
transferi mekanizmasi dogada yaygin olarak kullanilsa da bazi bakteri tiirleri bir mekanizmay1
digerlerine gore daha fazla kullanma egilimindedir (Barlow, 2009). Transformasyon birgok
Gram negatif bakteride goriilmesine karsin, en iyi gram pozitif Streptococcus pneumonia ve
Bacillus subtilis'te karakterize edilmistir (Johnston ve digerleri, 2014). Enterobakteriler genetik

bilgi aligverisi i¢in yaygin olarak konjugatif plazmidleri kullanirlar.



Transformasyon

Konjugasyon

Serbest DNA

Bakteriyel DNA

Transduksiyon ‘ Gen transfer ajanlan l

Sekil 2. Yatay gen transferi mekanizmalari (Von Wintersdorff ve digerleri, 2016).

2.5. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalar:

Bakterilerin antimikrobiyallere kars1 sahip oldugu diren¢ mekanizmalar1 arasinda;

e Hiicre zan gegirgenliginin degismesi,

e Antibiyotiklerin hedef bolgelerinin antibiyotikleri tanimayacak sekilde degistirilmesi,
e Antibiyotigin kimyasal veya enzimatik olarak bozulmasi,

e Farkli metabolik yollar kullanilarak antibiyotigin etkisiz hale getirilmesi ve

o Aktif akis pompalari ile etkenin disar1 atilmasi yer almaktadir

(Alekshun ve Levy, 2007; Amabile-Cuevas, 2015; Curutiu ve digerleri, 2017; Jury ve digerleri,
2010; Taylor ve digerleri, 2011).



Antibiyotigin etkisizlestirimesi
Antibiyotik icin degistirilmis hedei S 2

Alternatif hedef

Akis pompasi veya degistiriimis
gecirgenlik nedeniyle dedisen O
erisim

Sekil 3. Antibiyotik direncinin ana mekanizmalar1 (Grape, 2006).

2.5.1. Hiicre zan gecirgenliginin degistirilmesi

Ozellikle Gram negatif bakterilerde antimikrobiyal molekiiliin alimmi azaltarak,
antibiyotigin hiicre i¢i veya periplazmik bolgeye ulagsmasini onlemek icin gelistirilen bu
mekanizma ile maddelerin dis ortamdan girisi smirlandirilmaktadir (Munita ve Arias, 2016).
Hiicre zarinda bulunan porin proteinlerinin sayisindaki degisimler, biytiklikleri ya da
secicilikleri antibiyotiklerin difiizyon oranini biiyiik ol¢lide etkilemektedir (Nikaido, 2003).
Direngte 6nemli yeri olan, dis zarin gecirgenligini azaltmak ve bakteri hiicresine antibiyotik
girisini  sinirlamak, porinlerin asag1 regiilasyonu veya daha segici kanallarla yer

degistirilmesiyle saglanmaktadir (Blair ve digerleri, 2015).

2.5.2. Enzimatik modifikasyon ve inaktivasyon

Diren¢ olusumunun en 6nemli mekanizmalari arasinda yer alan enzimatik inaktivasyon,
bircok Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tarafindan antibiyotikleri pargalayan ve etkisiz
hale getiren enzimlerin kullanilmasi islemidir (Yiice, 2001). Enzimatik modifikasyonlarda ise
hedef enzim yapisinda degisiklikler meydana gelir, enzim modifikasyonundan etkilenen
antibiyotiklerin ¢ogu etkilerini ribozom seviyesinde protein sentezini inhibe ederek
gostermektedirler (Wilson, 2014).
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2.5.3. Farkh metabolik yollar

Bazi1 bakteriler metabolizmalarinda yer alan enzimleri bloke etmek, yapilarini
degistirmek ya da kimyasal reaksiyonlarin seyrinde degisiklikler meydana getirmek suretiyle
sulfonamid ve trimetoprim gibi antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanabilirler (Ciftci ve Aksoy,
2015). Alternatif hedef, bakterinin, antibiyotigin etki ettigi enzimle ayni isleve sahip ancak
antibiyotik tarafindan taninmayan yeni bir ek enzimi kodlayan bir gen edindigi anlamina gelir.
Dolayisiyla antibiyotik hala hedefine kars1 aktiftir ancak bakteri, hedef bolge degisimiyle
antibiyotigin etkisini bertaraf etmistir (Grape, 2006).

2.5.4. Hedef bolgelerin degisimi

Cogu antibiyotik, bakterilerdeki hedef bolgelerine yiiksek afinite ile spesifik olarak
baglanir ve onlarin normal aktivitesini engeller. Etkili antibiyotigin baglanmasini dnleyen,
ancak hedef bolgenin normal islevini yerine getirmesine de olanak saglayan degisiklikler (Blair
ve digerleri, 2015), genomik DNA’daki genlerde meydana gelen kendiliginden mutasyonlar
nedeniyle birden fazla antibiyotik sinifina karsi olusabilmektedir. Hedef bolgede meydana
gelen bu degisiklikler arasinda, ribozomal proteinlerde olusan farkli nokta mutasyonlar: ile
RNA polimerazda meydana gelen farklilagsmalar 6rnek verilebilmektedir (Lambert, 2005; Lupo
ve digerleri, 2012). Ayrica hedef bolgenin metilasyon vasitasiyla modifikasyonu, hedef
molekiilleri kodlayan genlerde mutasyon olmaksizin bolgenin antibiyotiklerin etkilerine karsi

korunmasini saglamaktadir (Blair ve digerleri, 2015).

2.5.5. Aktif akis pompalar:

Coklu ilag direncinde (MDR) 6nemli bir yeri olan aktif akis pompalari, neredeyse tiim
bakterilerde bulunmanin yant swa tek bir mikroorganizmada c¢ok sayida da
bulunabilmektedirler (Lubelski ve digerleri, 2007). Aktif akis pompa sistemleri ile olusan
direng, antibiyotigin modifiye edilmeksizin hiicre i¢i yogunlugunun azaltilmasi ile
olusmaktadir (Ciftci ve Aksoy, 2015). Ayn1 mekanizma endojen ve eksojen toksik bilesikler,

agir metaller ve gesitli viriilans faktorlerinin de hiicre disina atilimini saglamaktadir (Lupo ve

11



digerleri, 2012; Teitzel ve digerleri, 2006). Aktif disa akis pompalari i¢in gerekli genlerin hem
genomik DNA’da hem de plazmidlerde bulunabilmesi, bunlarin hem dikey hem de yatay olarak
aktarilabilmesini saglamaktadir (Grape, 2006).

Antimikrobiyal direng (AMR) ve agir metal direng genleri genellikle ayn1 mobil genetik
elementlerde birlikte bulunurlar. Bu nedenle, agir metallere maruz kalma, segici bir baski
olusturabilir bu da antibiyotiklerin ortamda olmamasi1 durumunda bile antibiyotik direng
genlerini tasiyan MGE’nin birlikte segilmesi ve yayilmasiyla sonuglanabilir (Amarasiri ve
digerleri, 2020; Baker-Austin ve digerleri, 2006; Gullberg ve digerleri, 2014). Yapilan bir
calisma ile agir metallerin firsatgr patojen bakteriler tarafindan tasinan B-laktam direng
genlerinin ¢gogalmasi tizerindeki etkisi arastirilmis ve agir metallerin, bu bakterilerde konjugatif

plazmidlerin transferini kolaylastirdigi sonucu elde edilmistir (Q. Wang ve digerleri, 2021).

Tarim faaliyetlerinin oldugu ortamlar, hastane, ¢iftlik ve sehir atik sulari antibiyotik
direncli bakterileri icerebilmektedir. Bu sularin nihai su ekosistemlerine ulasmasi1 sonucunda
gen transferi yoluyla antibiyotik diren¢ genlerinin ¢evresel bakterilere de aktarabilmesi s6z
konusudur (Al-Bahry ve digerleri, 2009; Rizzo ve digerleri, 2013). Antibiyotikler tarafindan
uygulanan secici baski nedeniyle olusan antibiyotik direnci, bakteri popiilasyonlar1 arasinda
hizla yayilma egilimindedir (Zhang ve digerleri, 2011). Bu bakteriler toksik maddelerin
etkilerine kars1 direng gelistirme ve degisen ¢evreye hizla uyum saglama konusunda da son

derece yeteneklidirler (Lubelski ve digerleri, 2007).

Antimikrobiyal etkileri nedeniyle giinliilk yasamin neredeyse her alaninda kullanilan
biyositlerin, etkin dozlarinin altinda kullanilmalar1 durumunda; bakterilerde aktif akis
pompalarinin {iretiminin artmasi ve membran porinlerin sentezinin azalmasina bagli olarak
edinilmis coklu antibiyotik direng gelisimi goriilebilmektedir (Curutiu ve digerleri, 2017;
Malagon-Rojas ve digerleri, 2020; Ortega Morente ve digerleri, 2013).

2.5.6. Coklu fla¢ Direnci

Bakterilerde ¢oklu ilag direnci iki mekanizma ile olusabilmektedir. Ilki, bakterilerde her
biri tek bir ilaca diren¢ kodlayan birden fazla genin birikimi ile olur ve bu birikim tipik olarak
direng plazmidlerinde meydana gelir. ikincisi ise ¢ok ¢esitli ilaglara kars: iiretilen aktif akis

pompalarin1 kodlayan genlerin artan ekspresyonu, enzimatik inaktivasyon ve hedef bolge
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yapisindaki degisiklikler ile olur (Cesur ve Demiroz, 2013; Nikaido, 2009; Rasul ve Majumdar,
2017).

2.6. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Antibiyotikler bakterilerin hiicre duvar1 ve protein sentezine mani olarak, sitoplazmik

membran hasarina yol acarak, niikleik asit fonksiyonu ve sentezini engelleyerek statik ve sidal

etki gostermektedirler (Arda, 2006; Reygaert, 2018).

- . Protein sentezi (translasyon):
RNA sentezi (transkripsiyon): Aminoglikozidler ~ Kloramfenikol

Rifampisin Makrolidler Linkozamidler
Tetrasiklinler

Ay -
r\_/ 7 /é — ,\_—L Proteinler : N

=
DNA sentezi: i RNA
Florokinolonlar / :
DNA TT

~0-0O-0-0

Enzimatik fonksiyon z'

__________ (/L( \
Folik asit metabolizmas: Hiicre duvan sentezi:
Trimetoprim B—Ilaktamleltr
Sulfonamidler Glikopeptidler

Sekil 4. Onemli antibiyotik gruplarinin etki mekanizmalar1 (Grape, 2006).

2.6.1. p-laktam antibiyotikler

B-laktamlarin antibakteriyel aktivitesi, sitoplazmadan ¢ikan peptidoglikan birimlerinin
transpeptidasyonundan ve transglikozilasyonundan sorumlu 6nemli enzimler olan penisilin
baglayici proteinlerin (PBP) inhibisyonu yoluyla hiicre duvari sentezini bozma yeteneklerine

dayanmaktadir (Munita ve Arias, 2016). Penisilinler ve diger B-laktamlara karsi direng
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mekanizmalari; antibiyotigin p-laktamaz enzimi tarafindan yok edilmesini, ilacin disariya
atilimin1 ve antibiyotigin hedef PBP'lere diisiik afiniteyle baglanmasini i¢cermektedir (Doi,

2019).

B-laktam halkasini hidrolize ederek antibiyotik molekiiliinii inaktive eden B-laktamaz
enzimlerinin liretilme yetenegi, plazmid veya genomik DNA {iizerinde kodlanmis olup gram
negatif bakteriler arasinda daha yaygindir (Deshpande ve digerleri, 2004; Jury ve digerleri,
2010). Bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan yapisinda bulunan penisilin baglayici proteinlerde
meydana gelen degisiklikler ise B-laktamlarin bu bolgelere baglanma afinitesinde azalmalar
meydana getirerek bakterinin bu grup antibiyotiklere karsi direng kazanmasini saglar (Ciftci ve

Aksoy, 2015).

2.6.2. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler bakterilerde 30S ribozomal alt liniteyi baskilayarak protein sentezi
mekanizmasint  bozarlar.  Aminoglikozidlere  diren¢ mekanizmasi;  aminoglikozid
asetiltransferazlar, niikleotidiltransferazlar veya fosfotransferazlarin aracilik ettigi enzimatik
modifikasyonu ve inaktivasyonu (Grape, 2006; Rasul ve Majumdar, 2017), artan hiicre dis1
atilmini, azaltilmis hiicre zar1 gecirgenligini ve aminoglikozidlerin baglanmasina miidahale
eden 30S ribozomal alt biriminin modifikasyonlarint kapsamaktadir (Doi ve digerleri, 2016;

Legget, 2019; Ramirez ve Tolmasky, 2010).

2.6.3. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler bakterilerde bulunan 30S ribozomal alt {initeye geri doniisiimlii olarak
baglanarak protein sentezini engeller. Tetrasiklinlere karsi direng; aktif akis pompalari,
ribozomal koruma proteinlerinin (RPP) tiretimi, enzimatik bozulma ve azalan ilag gegirgenligi
yoluyla gelisebilmektedir (Thaker ve digerleri, 2010; Van Hoek ve digerleri, 2011). Ayrica 16S
rRNA genindeki nokta mutasyonlar1 ile porin kanallarinin gegirgenligini degistiren
mutasyonlarin da tetrasiklin direncini artirdigi bilinmektedir (Chopra ve Roberts, 2001).
Ortamda tetrasiklin antibiyotikleri bulunmasa dahi baska antibiyotiklerin varligina bagl olarak

tetrasiklin direng genlerinde artis gézlemlenebilmektedir (Rasul ve Majumdar, 2017).
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2.6.4. Kinolonlar

Bakteriyel DNA replikasyonu i¢in gerekli iki enzim olan DNA giraz ve topoizomeraz
IV'in etkisini engellemek suretiyle etki gosteren kinolonlara karsi, kromozoma kodlanmis
direng; ya porin kaybina bagli olarak dis zar gecirgenliginin azalmasi, aktif akis pompalarinin
asir1 ekspresyonu ya da DNA giraz ve topoizomeraz [V'iin mutasyonlari ile gergeklesir. Bunun
yani1 sira son zamanlarda, Enterobacteriaceae’ya ait klinik izolatlarda plazmid aracili kinolon
diren¢ mekanizmalar1 da tanimlanmustir (Hooper, 2000; Hooper ve Jacoby, 2016; Jacoby, 2005;
Martinez-Martinez ve digerleri, 2008).

2.6.5. Makrolid/Linkozamid/Streptogramin (MLS grubu) antibiyotikler

Bu antibiyotikler kimyasal olarak farkli olsalar da etki mekanizmalar1 benzerdir ve
bakterilerdeki 50S ribozomal alt {initeye geri doniisiimlii olarak baglanarak protein sentezini
engellerler. MLS direncinin en yaygin mekanizmasi, erm genleri tarafindan kodlanan rRNA
metilazlarmin varligindan kaynaklanmaktadir. Bu enzimler, adenin kalintilarin1 metilleyerek
ilaclarin 50S ribozomal alt birimine baglanmasin1 6nler (Roberts, 2002; Van Hoek ve digerleri,

2011; Weisblum, 1995).

2.6.6. Sulfonamidler ve Trimetoprim

Sulfonamidler, mikrobiyal folik asit sentezine miidahale ederek bakteri iiremesini
engeller ve bakteriyostatik etki gosterirler. Direng olusumuna, dihidropteroat sentetaz (DHPS)
gibi ilaca direngli enzimlerin tiretimini kodlayan sull, sul2 ve sul3 genlerini tasiyan integronlar
veya hiicre zarmin sulfonamidlere karsi gecirgenligini azaltan plazmidler aracilik

edilebilmektedir (Grape ve digerleri, 2003; Jury ve digerleri, 2010; Shin ve digerleri, 2014).

Trimetoprim aktivitesinde, folik asit sentezinin sulfonamidler tarafindan bloke
edilmesinden sonraki enzimatik adim olan bakteriyel dihidrofolat rediiktaz’in giiglii
inhibisyonu goriiliir. Trimetoprim, dihidrofolatin tetrahidrofolata doniistiiriilmesine miidahale
eder. Kromozomal sulfonamid direnci ¢ogunlukla diisiik diizeyde, dihidropteroat sentazi

kodlayan folP genindeki mutasyonlarla olusur (Skold, 2001). Trimetoprim direnci patojenik
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bakteriler arasinda yaygin olup direngte gorevli elliye yakin dihidrofolat rediiktaz direng geni

tanimlanmistir (Ambrose ve Hall, 2021).

2.6.7. Amfenikoller

Kloramfenikol ve onun florlu tiirevi florfenikol bakteriyel protein biyosentezinin oldukga
giiclii inhibitorleridir (Schwarz ve digerleri, 2004). Hem kloramfenikol hem de florfenikol
benzer etki mekanizmalarina sahiplerdir (White ve digerleri, 2000). Kloramfenikol, bakteri 70S
ribozomunun 508 alt biriminin peptidil transferaz merkezine geri doniistimlii olarak baglanarak
protein sentezini inhibe eder. Boylece aminoasil-tRNA'nin ribozoma baglanmasi 6nlenerek

polipeptit zincir sentezini sonlandirilir (Moffa ve Brook, 2014; Schwarz ve digerleri, 2004).

Kloramfenikol diren¢ mekanizmalar1 arasinda en yaygin olani enzimatik asetilasyon ve
ilacin kloramfenikol asetiltransferazlar (CAT) tarafindan inaktivasyondur (Miyamura ve
digerleri, 1977; Savan ve digerleri, 2005). Cogu cat geni mobil genetik elementler iizerinde
bulunur, diger bakterilere aktarilabilir ve siklikla diger antimikrobiyal ila¢ siniflarina karsi da
diren¢ kazandirir (Goldstein ve digerleri, 1986). Diger diren¢ mekanizmalar1 arasinda,
kloramfenikol alimini Onleyen membran gegirgenligini azalmasi, bazi Gram negatif
bakterilerce dis zar proteinlerinde meydana gelen degisiklikler ile ilacin hiicre igine girisinin
engellenmesi (Alonso ve Martinez, 1997) ve transmembran akis pompalar aktivitesi yer
almakta olup bunlarin hem gram pozitif hem de Gram negatif organizmalara direng

kazandirdigi belirtilmistir (Butaye ve digerleri, 2003).
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Sekil 5. Antibiyotik direncini gosteren zaman ¢izelgesi (Helmy ve digerleri, 2023).

2.7. Antibiyotik Diren¢ Genleri

Simdiye kadar tanimlanan tiim antibiyotik direng genleri arasinda sulfonamid, tetrasiklin,
B-laktam ve makrolid gibi antibiyotiklere kars1 direng gelisiminden sorumlu direng genlerinin
su ortaminda en ¢ok karsilasilan genler oldugu belirlenmistir (Auerbach ve digerleri, 2007
Dang ve digerleri, 2017; Henriques ve digerleri, 2006; Luo ve digerleri, 2010; Servais ve
Passerat, 2009; Storteboom ve digerleri, 2010; Zhai ve digerleri, 2016).

2.7.1. p-laktam (ampC, blaTEM):

Penisilin direncinde gorevli olan ampC ve blaTEM genleri, antibiyotigin B-laktam
halkasinin yapisini bozan B-laktamaz enziminin iiretiminde gorev almaktadirlar (Colomer-
Lluch ve digerleri, 2011; Rizzo ve digerleri, 2013). Yapilan ¢alismalarda ampC genlerinin
cevresel kokenli bakteri tiirlerinde yaygin olarak bulundugu ve ampC enzimlerini kodlayan
genlerin farkli ve filogenetik olarak birbirine uzak tiirlere ait bakterilerin kromozomal
DNA’larinda var oldugu tespit edilmistir (Lupo ve digerleri, 2012). Bla genleri hem

kromozomda hem de mobil genetik elementler {izerinde eklenti halinde bulunabilen genlerdir.
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Bu genler ayrica integronlarin bir pargasi olarak bulunabilirler ki bu da onlarin yayilmasini ve
aktarilmasint kolaylastiran bir durumdur (Munita ve Arias, 2016). Bir¢cok mikrobiyal
popiilasyon iginde en bol bulunan allelin ise blaTEM geni oldugu bildirilmistir (Mroczkowska
ve Barlow, 2008).

2.7.2. Aminoglikozid (aadAl):

Hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde adeniltransferaz yoluyla
streptomisin ve spektinomisin (Clark ve digerleri, 1999; White ve Rawlinson, 2001) gibi
aminoglikozid grubu antibiyotiklere kars1 direng ediniminden sorumlu olan aadAl geni, ilgili
antibiyotiklerin inaktivasyonuna neden olmak suretiyle diren¢ kazanilmasini saglamaktadir

(Mugziasari ve digerleri, 2017).

2.7.3. Tetrasiklin (tetA, tetB, tetW):

Tetrasiklin grubu antibiyotiklere direngte rolii olan tetA ve tetB geni antibiyotik aktif akis
pompast mekanizmasinda degisiklik yaparken, tetW geni 30s ribozomal alt {inite {izerinde
degisiklikler meydana getirmektedir (Kim ve digerleri, 2016; Roberts, 2005). Tetrasiklin
direncini kodlayan genlerin, 6zellikle tetB’nin su ortamlarindaki antropojenik degisikliklerin

gostergesi olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (Harnisz ve digerleri, 2015).

2.7.4. Kinolon (gnrAl):

Plazmid aracili gqnrAl geni, topoizomeraz IV ve DNA giraz’a baglanan ve onlari
kinolonlarin 6liimciil etkilerinden koruyan pentapeptit tekrar proteinlerini (PRP) kodlayarak

kinolon direnci olusumunu saglar (Blair ve digerleri, 2015; Martinez-Martinez ve digerleri,

2008).
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2.7.5. Makrolid/Linkozamid/Streptogramin (ermB, mphA):

ErmB geni makrolidlere, linkozamidlere ve streptograminlere karsi direng gelisiminde
siklikla karsilasilan genler arasindadir ve yapilan caligmalarda eritromisin direncine sahip
bakterilerin biiyiik ¢ogunlugundan ermB geni izole edildigi bildirilmistir (Harris ve digerleri,
2023; Nishijima ve digerleri, 1999). Makrolidlere karsi direngte gorevli ermB geni 23S rRNA
metilasyonu ile hedef bolge modifikasyonuna sebep olurken (Aratjo ve digerleri, 2010), daha
¢ok eritromisin, azitromisin ve roksitromisin gibi 14 lakton halkas1 tasiyan makrolidlere karsi
diren¢ gelisiminden sorumlu olan mphA geni ise hedef antibiyotigin devre dis1 birakilmasini
saglayarak diren¢ kazandirmaktadir (Asad ve digerleri, 2024; Galvidis ve digerleri, 2015;
Noguchi ve digerleri, 2000; Szczepanowski ve digerleri, 2009).

2.7.6. Sulfonamid (sull, sul2, sul3) Trimetoprim (dfrAl):

Sulfonamid direncinde gorevli sull, sul2 ve sul3 genleri enzimatik modifikasyonlara yol
acarak bakterinin antibiyotikten korunmasini saglar (Bird ve digerleri, 2019; Muziasari ve
digerleri, 2017). Sull, sul2 ve sul3 genlerinin sulfadiazin ve sulfametoksazol gibi
sulfonamidlere karsi direng kazandirabildigi fenotipik ve genotipik g¢alismalar sonucunda
ortaya konulmustur (Adekanmbi ve digerleri, 2020; de los Santos ve digerleri, 2021; Zhang ve
digerleri, 2012). Trimetoprim direncinde gorevli dfrAl geni, ilgili antibiyotiklerin etkisiz hale
getirilmesinde gorev alarak bakteriye antibiyotik direnci kazandirmaktadir (Muziasari ve
digerleri, 2017) ve dfr genlerinin ¢cogunlugu, genlerin dfrA olarak adlandirildig ilk filogenetik
gruba aittir (Grape, 2006).

2.7.7. Amfenikol (cfr, floR):

Basta kloramfenikol ve florfenikol gibi antibiyotiklere karsi direngten sorumlu olan cfr
geni (Gu ve digerleri, 2022; Morales ve digerleri, 2010), bakteriyel ribozomlarda bir metilasyon
meydana getirerek, ribozomlarin peptidil transferaz merkezine (PTC) baglanan antibiyotiklerin
baglanma afinitesinin azalmasina veya yok olmasina neden olur (Kehrenberg ve digerleri,

2005). Ayrica yapilan ¢alismalarda bu geni tasiyan bakterilerde bir¢ok antibiyotige kars1 direng
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gelistigi ve bu nedenle cfr geninin ¢oklu ilag direncinde 6nemli bir rol oynadigi koymustur
(Long ve digerleri, 2006; Smith ve Mankin, 2008). FloR diren¢ geninin florfenikol ve
kloramfenikole kars1 direng sagladigi bilinmektedir (Doublet ve digerleri, 2005; Schwarz ve
digerleri, 2004).

2.7.8. Smif 1 integron integraz (intl1):

Sinif 1 integron integraz geninin varligi, plazmid aracili olmayan yatay gen transferinin

bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ma ve digerleri, 2017).

2.8. Antibiyotik Direncinin Ekolojik Sistemlere Etkileri

Hem kara hem de deniz ortamlarinda, insan aktivitelerine bagli olarak diisiik veya yiiksek
yogunlukta bir¢ok antibiyotikle dogrudan temas gozlemlenebilir. Bu durum, antibiyotige
direngli mikrobiyota se¢ilimini arttirabilir (Alduina ve digerleri, 2020; Duarte ve digerleri,
2019). Antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi, antibiyotiklere direngli bakterilerin ve
antibiyotik direng genlerinin hizla ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica artan antibiyotik
direnci, bakteriyel patojenlerin neden oldugu enfeksiy6z hastaliklarin basarili bir sekilde tedavi

edilme olasiligini1 da azaltmaktadir (Hawkey ve Jones, 2009; Wright, 2010).

Atik su aritma tesislerinden, ilag tiretim fabrikalarindan, hayvan ciftliklerinden, tarimsal
faaliyetlerden ve su irlinleri yetistiriciliginden kaynaklanan desarjlarin, sucul ortamlarda
antibiyotik direncli bakterilerin ve diren¢ genlerinin artisina neden olduguna dair ¢alismalar
mevcuttur (Bondarczuk ve digerleri, 2016; He ve digerleri, 2016; Pruden ve digerleri, 2006;
Qiao ve digerleri, 2018).

Bu artis antibiyotiklerin segici baskisi ile birlestiginde, direngli bakterilerin baskin hale
gelmesine ve yeni direng olusumunu hizlanmasina yol agabilmektedir (Lupo ve digerleri, 2012;
Sanchez-Baena ve digerleri, 2021). Bununla birlikte, pH, tuzluluk, agir metaller ve besin
miktar1 gibi biyotik olmayan faktorler de antibiyotik direngli bakterilerin ve genlerin evriminde,
cogalmasinda ve yayilmasinda ciddi baskilar olusturabilmektedir (X. Guo ve digerleri, 2018;

Ohore ve digerleri, 2020; Zhang ve digerleri, 2019).
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Balik patojenlerinin ve suda yasayan diger bakterilerin, antibiyotiklere uzun siire maruz
kalmalar1 sonucunda bir veya daha fazla antibiyotige direng gosterdigi (Serum, 2005) ve bu
bakterilerin, ¢evresel antibiyotik kalintilarmin segici baskist altindaki ortamlarda
¢ogalmalarinin hizlandigr (Angulo, 2000; Luo ve digerleri, 2010; Schwartz ve digerleri, 2003),
nihayetinde insan patojenlerine doniisebilecegi ve bir direng gen deposu konumuna gelebilecegi

bildirilmistir (Rasul ve Majumdar, 2017).

Ortamdaki mikroorganizma yogunlugu, gerekli besinlerin varlig1 ve kirlenmeye sebep
olan maddelerin yiiksek konsantrasyonlar1 gibi etkenlerin bir araya gelmesi, yatay gen transferi
ve antimikrobiyal direng segiliminde kritik 6neme sahiptir (Smalla ve digerleri, 2018). Yatay
gen transferi ile patojen ve apatojen bakteriler arasinda antibiyotik direncinin aktarilmasi, bu

genlerin birincil derece kirleticiler olarak kabul edilmesine neden olmustur (Zhang ve digerleri,

2009).

Yapilan bir ¢alismada antibiyotik diren¢ genlerinin, ac1 su ve deniz ortamlarinda siklikla
bulunan Enterococcus tiirlerinin birden fazla susu arasinda aktarilabildigi tespit edilmistir
(Schaefer ve digerleri, 2019). Enterokoklarin, diren¢ genlerini tasiyan genetik elementleri
cesitli alicilara transfer ederek, insan patojenleri dahil bircok gram pozitif bakteri i¢in gen
deposu gorevi gordiigii (Di Cesare ve digerleri, 2014; Morrison ve digerleri, 1997) ve balik
patojenlerinden olan bazi Vibrio ve Lactococcus tiirlerinin, tetrasiklin direng genlerini
insanlarda goriilen E. coli ve Enterococcus faecalis'e aktarabildigi bildirilmistir (Neela ve
digerleri, 2009).

Antibiyotik direngli bakterilerin akuakiiltiir ortamlarindan insanlara olast gecisleri
arasinda, ilgili materyalleri barindiran sucul canlilarin tiiketilmesi de yer almaktadir (Petersen
ve digerleri, 2002). Ozellikle gida degeri olan sucul canlilarm mikro floralarinda baskin hale
gelen direngli bakteriler, hem bu canlilarin gida olarak tiiketilmelerinde risk teskil edebilmekte
hem de kiiltiir ortaminda tiretilmeleri durumunda, hastaliklar1 ile miicadelede basarisizliklara

yol acabilmektedir (Jiang ve digerleri, 2018; Sucato ve digerleri, 2021).

Direngli organizmalarin kontamine balik ve kabuklu deniz {iriinlerinin tiiketimi yoluyla
transferine ek olarak, kafes yetistiriciliginde tedavi amagh ilagli yemlerin kullanilmas1 6énemli
cevresel kontaminasyon riski olusturabilmektedir (Akinbowale ve digerleri, 2006). Bu nedenle
sucul ekosistemlerdeki antibiyotik kalintilar1 ve bundan kaynaklanan direngli bakteri
popiilasyonundaki artig, cevre ve insan sagligi i¢in potansiyel bir tehdit olusturmaktadir (Rasul

ve Majumdar, 2017; Von Wintersdorff ve digerleri, 2016).
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Sucul ve karasal ortamdaki bakteriler arasinda yaygin antibiyotik direng¢ aktarimi, Gram
negatif insan patojenleri arasinda plazmid aracili kinolon direncinin ortaya ¢ikmasi sonucunda

anlasilmastir (Li, 2005; Nordmann ve Poirel, 2005).

Cevre, hayvan ve insan arasindaki etkilesimler géz ontine alindiginda “Tek Saglik”
uygulamalar1 sayesinde ekosistemimizde bulunan bakterilerde antibiyotik direncinin ortaya
cikisinin  azaltilabilecegi  distliniilmektedir. “Tek Saglhik” uygulamalar1 kapsaminda,
hiikiimetlerin, sivil topluluklarin, sirketlerin ve kurumlarin ortak ¢alismalar1 sayesinde insan,
hayvan ve g¢evre sagliginin optimize edilmesi amaglanmaktadir (Al-Tawfiq ve digerleri, 2017,
Hu ve digerleri, 2017; Zhuang ve digerleri, 2021).

2.9. Lagiinler

Lagiinler okyanus veya denizlere kanal veya kanallarla baglanan sig ancak ekolojik
acidan nitelikli sulardir. Bir nevi gegis ekosistemi olan lagiinler tatli su ve deniz suyu arasinda

onemli bir rol oynar (McLusky ve Elliott, 2007; Newton ve Mudge, 2003).

Degerli dogal miras alanlar1 olarak kabul edilen kiy1 lagiinleri insan yerlesimleri i¢in
uygun sahalar olup, ticari degeri olan sucul canlilara da ortam saglamaktadir (Viaroli ve
digerleri, 2005) Bu nedenlerle lagiinler her zaman topluluklarin ilgisini ¢geken yerlerin baginda
gelmistir (Audouit ve digerleri, 2019). Ancak kiy1 ve deniz biyogesitliligi icin 6nemli bir yere
sahip olan bu lagiinler, genellikle biyolojik ¢esitliliklerinin azalmasina ve su kalitesinin
bozulmasina neden olan insan etkilerine karsi oldukca hassas ve savunmasiz durumdadirlar
(Audouit ve digerleri, 2019; Razinkovas ve digerleri, 2008). Bu yiizden ekosistem dengeleri
son derece hassas olan lagiinlerin iy1 bir sekilde izlenmesi ve gerekli iyilestirme caligmalari

yapilarak verimliliklerinin siirdiiriilebilir olmas1 beklenmektedir (Hossucu, 2001).

Ozellikle kiy1 lagiinleri, baliklar ve omurgasizlar igin iireme alanlar1 olarak énemli bir rol
oynamakta ve zengin biyolojik ¢esitlilige katkida bulunmaktadir. Bu nedenle, su kuslar1 ve gé¢
eden baliklar i¢in bir gegis ortami1 saglamaktadir (Breber ve digerleri, 2008). Yabani hayvanlar,
Ozellikle de kuslar, olduk¢a hareketli canlilar olup kentsel ve kirsal alanlarda
bulunabildiklerinden diskilari ile otlaklari, kentsel ortamlari, igme sular1 ve diger su rezervlerini
Kirleterek c¢evresel ortamlarda bakteriyel cesitlilige ve antibiyotik direncine sebep

olabilmektedir (Dolejska ve Papagiannitsis, 2018).
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Antibiyotik direngli bakterilerin lagiinlerde birikmesi ve yayilmasi (H. Wang ve digerleri,
2021) lagiin ortamlarmin hem c¢evreye hem hayvanlara hem de insanlara bu bakterilerin

bulasmasinda kaynak gorevi gormesine neden olmaktadir (Dolejska ve Papagiannitsis, 2018).

2.9.1. Beymelek Lagiinii (36°16'K 30°03'D)

6,2 km kiy1 uzunluguna sahip olan Beymelek lagiinii, yagisli donemlerde akisa gegen
derelerin yan1 swra Kaynak golii ve kiyr boyunca yer alan bir¢ok karstik kaynakla
beslenmektedir. Kaynak golii en az 1 m/sn debi ile lagiinii beslerken, deniz suyunun kabardig:
firtinal1 zamanlarla ve gel (ylikselme) donemlerinde denizden lagiine dogru su girisi olmaktadir.
Lagtinde derinlik degerleri su girdisine bagl olarak 3,07 m ile 1.40 m arasinda degigsmektedir.
Yiizey suyu sicaklik degerleri en diisiik 9 °C, en yiiksek 28,5 °C, yillik ortalama sicaklik
degerleri ise yiizey suyunda 19,9 °C, dip suyunda ise 21,2 °C’dir.

Lagiin suyunun tuzluluk degerleri ise en diisiik %ol g/1, en yiiksek %031 g/l, ortalama
%015-24 tuzlulukta olup tek bir ¢ikis noktasiyla denize baglanmaktadir (Keser, 2013; Siimer,
2013). Beymelek lagiinii deniz kokenli birgok balik tiirtinii barindirmakta olup, bu tiirler lagiine
daha ¢ok beslenme ve yumurtlama donemlerinde girip daha sonra tekrar denize donen
baliklardir. Ayrica Lagiin, baliklarin yani sira su kuslari ve deniz kaplumbagalarina da ev

sahipligi yapmaktadir (Keser, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekleme

Calisma T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidiirliigiine bagli Akdeniz Su Uriinleri Arastirma, Uretme ve Egitim Enstitiisii Miidiirliigiinde
gerceklestirilmistir. Caligma alan1 olarak Antalya ili Demre ilgesi siirlarinda yer alan
Beymelek lagiinii se¢ilmistir. Calismada ana materyali Beymelek lagiiniindeki su ve balik
ornekleri olusturmaktadir. Lagiiniin limnolojik &zellikleri gbéz Oniinde bulundurularak
belirlenen bes noktadan iki farkli donemde, yiizeyden 15 cm derinlikte sSu numuneleri alinmistir.
Se¢ilen noktalardan 1 numara lagiinii besleyen ac1 su baglant1 bolgesine yakin olmasi, 2 numara
karayoluna yakin olmasi, 3 numara deniz baglanti noktasi olmasi, 4 numara balik
hareketliliginin yogun olmasi ve 5 numara lagiin merkezi olmas1 sebebiyle 6zellikle secilmis
ve bu bolgeler arasinda cikabilecek farkliligin degerlendirilmesi amacglanmistir. Secilen
donemler ise; lagiin su sicakliklarmin, Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim
Enstitiisti kayitlarina gore ortalama en diisiik ve en yiiksek seyrettigi goriilen subat ve agustos
aylar1 olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Bu iki donem arasinda mayis ayinda bir hafta ara ile

farkli cins ve tiirde toplamda 50 adet balik 6rnegi elde edilmistir.

Resim 1. Beymelek lagiinii 6rnekleme noktalari.
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve EKipmanlar

Vorteks (Vortex VM-96A / Jeio Tech)

Biyogiivenlik kabinleri (Megapro class II biosecurity cabinet / Faster BH-EN-4000)
Termal dongtileme (SimpliAmp™ Thermal Cycler A24811/ Thermo Scientific™)
Mikrohacim spektrofotometre (BioSpec-nano C101-E112D / Shimadzu)

Mini santrifiij (mySPIN™ 12 Mini Centrifuge 75004081 / Thermo Scientific™)
Jel goriintiileme (OmniDOC™ Gel Documentation / Cleaver Scientific)

Plate santrifiij / vorteks (CVP-2 BS-010219-A02 / Biosan)

Santrifiij (Megafuge STIR Plus 75016025 / Thermo Scientific™)

Is1 blogu (CBS-350 Heating Vortexer / Jeio Tech)

Elektroforez tanki1 (EP-10 Electrophoresis tank / Jeio Tech)

Elektroforez sistemi (EPS-300-SMPS Electrophoresis system / Jeio Tech)
Hassas terazi (ATX-224R / Shimadzu)

Otoklav (ST-105G Autoclave / Jeio Tech)

Inkiibatér (IL3-15 AAH220412K / Jeio Tech)

-20 °C Derin dondurucu (CHN 225 T/HA Hotpoint)

Dikey sogutucu (D 390 WOC / Klimasan)

Densitometre (DEN-1B McFarland Densitometre / Biosan)

Isik mikroskobu (CX23 Olympus)

Isiticili manyetik karistirict (MS-H280-Pro / DLAB)

Su banyosu (NCS-30 / Niikleon)

Sicaklik, tuzluluk ve pH 6lger (YSI Pro1030)

5 ml Cryo tiip (Abdos Labtech P60122)

Bakteri tanimlama cihaz1 (VITEK 2 Compact otomatik ID/AST)
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3.1.3. Kullanmilan Besiyerleri ve Kimyasallar

3.1.3.1. Besiyerleri

Trypticasein Soy Agar (Condalab 5157)

Kazein peptonu 15.0
Soya peptonu 5.00
Sodyum kloriir 5,00

Agar 15.0

Marine Agar (Condalab 1059)

Amonyum nitrat 0,0016
Bakteriyolojik agar 15
Bakteriyolojik pepton 5
Borik asit 0,022

Kalsiyum kloriir 1,8
Disodyum fosfat 0,008
Magnezyum kloriir susuz 8,8
Potasyum bromiir 0,08

Potasyum kloriir 0,55

Marine Broth (Condalab 1217)

Amonyum nitrat 0,0016
Potasyum kloriir 0,55

Bakteriyolojik pepton 5

Sodyum bikarbonat 0,16
Sodyum klortir 19,4
Sodyum floriir 0,0024
Sodyum silikat 0,004
Sodyum siilfat 3,24
Stronsiyum klortir 0,034
Maya ekstrakti 1

Ferrik sitrat 0,1

Sodyum bikarbonat 0,16
Sodyum kloriir 19,4

Sodyum floriir 0,0024
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Borik asit 0,022 Sodyum silikat 0,004

Kalsiyum kloriir 1,8 Sodyum siilfat 3,24
Disodyum fosfat 0,008 Stronsiyum kloriir 0,034
Magnezyum kloriir susuz 8,8 Maya ekstrakti 1
Potasyum bromiir 0,08 Ferrik sitrat 0,1

Brain Heart Infusion Agar (Condalab 1048)

Bakteriyolojik agar 15
S1g1r kalbi inflizyonu 10
Dekstroz 2

Disodyum fosfat 2,5
Pepton karisimi 10
Sodyum kloriir 5

Buzag1 beyni inflizyonu 7,5

3.1.3.2. Kimyasallar

10x TBE (Tris, Boric acid, EDTA) Buffer (UltraPure™ 15581044 / Thermo Scientific™)
2x Taq PCR master Mix kit 1000 Unit (Qiagen 201445)

5x DNA Loading Dye (GelPilot DNA Loading Dye 239901 / Qiagen)

Ethidiumbromid 10 mg/ml (UltraPure™ 15585011 / Thermo Scientific™)

DNA ladder (GelPilot 100 bp ladder 239035 / Qiagen).

Agaroz (SeaKem® LE Agarose 50004 / Lonza)

Gliserin (104057 / Merck)

Niikleazlardan ari su (Nuclease-Free Water 129117 / Qiagen)
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Hidrojen peroksit (Hydrogen peroxide 30% 107209 / Merck)
Oksidaz serit (Bactident™ Oxidase 1001810002 / Merck)

Gram boya (Gram-color Stain set for the Gram staining method 111885 / Merck)

3.1.4. Primerler

Calismada kullanilan aadAl (Aminoglycoside Adenyltransferase A1), ampC (Ampicillin
Cephalosporinase), blaTEM (Beta-Lactamase TEM),
Resistance), dfrA (Dihydrofolate Reductase Al), ermB (Erythromycin Ribosome Methylation),
floR (Florfenicol intll (Class 1

Phosphotransferase A), qnrAl (Quinolone Resistance gene Al), sull, sul2, sul3 (Sulfonamide

cfr (Chloramphenicol-Florfenicol

Resistance), integron integrase), mphA (Macrolide

Resistance 1, 2, 3), tetA, tetB, tetW (Tetracycline Resistance A, B, W) direng genlerine ait

primerler Tablo 1°de belirtildigi sekilde Sentebiolab firmasina sentezletilmistir.

Tablo 1. Antibiyotik direng genlerine ait primer giftleri

Baglanma Amplikon
Primer cifti Dizilim sicakhig bo ﬁ (bp) Referans
(°C) yu (bp
blaTEM-FW CATTTTCGTGTCGCCCTTAT
blaTEM 58 167 (Y. Yang ve
blaTEM-RV GGGCGAAAACTCTCAAGGAT digerleri, 2012)
ampC-FW CCTCTTGCTCCACATTTGCT (Y. Yang ve
ampC 58 189 .~ .
ampC-RV ACAACGTTTGCTGTGTGACG digerleri, 2012)
aadAl aadAl-FW TATCCAGCTAAGCGCGAACT 58 447 (San Martin ve
aadAl-RV ATTTGCCGACTACCTTGGTC digerleri, 2008)
totA tetA-FW GCTACATCCTGCTTGCCTTC 60 10 (Tamminen ve
tetA-RV CATAGATCGCCGTGAAGAGG digerleri, 2011)
(B tetB-FW CGAAGTAGGGGTTGAGACGC 56 102 (Luo ve
tetB-RV AGACCAAGACCCGCTAATGAA digerleri, 2010)
tetW-FW GAGAGCCTGCTATATGCCAGC (Xu ve digerleri
tetw 60 168 :
tetW-RV GGGCGTATCCACAATGTTAAC 2017)
gnrA-FW ATTTCTCACGCCAGGATTTG (Robicsek ve
gnrAl 53 516 S .
gqnrA-RW GATCGGCAAAGGTTAGGTCA digerleri, 2006)
ormB ermB-FW CATGCGTCTGACATCTATCTGA 568 190 (Xu ve digerleri,
ermB-RV CTGTGGTATGGCGGGTAAGTT ' 2017)
hA mphA-FW GCAGGCGATTCTTGAGCATT &7 014 (Dang ve
P mphA-RV GCCGATACCTCCCAACTGTA digerleri, 2017)
it sull-FwW CGCACCGGAAACATCGCTGCAC &5 9 163 (Pei ve digerleri,
sull-RV TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG ' 2006)
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sul2-Fw TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG (Pei ve digerleri
sul2 60.8 191 ’
sul2-RV CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG 2006)
U3 sul3-FW CCCATACCCGGATCAAGAATAA &7 143 (Luo ve
sul3-RV CAGCGAATTGGTGCAGCTACTA digerleri, 2010)
dfrAl-FW GGAATGGCCCTGATATTCCA (Johnson ve
dfrAl 55 95 AR
dfrAl-RV AGTCTTGCGTCCAACCAACAG digerleri, 2016)
o cfr-FW TGTGCTACAGGCAACATTGGAT - 148 (He ve digerleri,
cfr-RV | CAAATACTTGACGGTTGGCTAGAG 2016)
foR floR-FW CGGTCGGTATTGTCTTCACG 56 171 (Li ve digerleri,
floR-RV TCACGGGCCACGCTGTAT 2013)
- intl1-FW GGCTTCGTGATGCCTGCTT - 146 (Luo ve
intl1-RV CATTCCTGGCCGTGGTTCT digerleri, 2010)
3.2. Yontem

3.2.1. Su ve Balik Orneklerinin Alinmasi

Calisma boyunca balik 6rneklerinin nekropsisi ve doku ornegi alma asamalar1 Akdeniz
Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim Enstitiisii’niin Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’nda, su
ve balik orneklerinden bakteriyel ekimlerin yapilmasi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda son
olarak antibiyotik direng genlerinin molekiiler olarak incelenmesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Laboratuvari’nda ylriitiilmiistiir. Ayrica izole edilen bakterilerin tanimlanmasi Konya

Veteriner Kontrol Enstitiisii Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Su Ornekleri

Resim 1°de haritada gosterilen Beymelek lagiiniine ait bes noktadan, 2022 yili subat ve
agustos aylar1 olmak {izere iki farkli ddSnemde drnekleme yapilmistir. Ornekleme esnasinda su
sicakligi, tuzlulugu ve pH’s1 YSI Pro 1030 cihazi ile yiizeyden yaklagik 15 cm derinlikte cihazin
gostergeler sabit yanincaya kadar beklenerek 6l¢iildii ve kayit altina alindi. Su 6rnekleri 100
ml’lik steril tek kullanimlik plastik numune kaplari ile alinarak soguk zincirde ve kisa siire
icerisinde Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilmistir. Bakteriyolojik ekim yapilana kadar +4

°C’de dikey sogutucuda tutulmustur.
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3.2.1.2. Balik Ornekleri

Resim 1’de haritada gosterilen Beymelek lagiiniine ait 3 numarali bolgeden, Kuzuluk
sistemi ad1 verilen barikat ve ag yontemi ile mayis ayinda bir hafta ara ile toplamda 50 adet
balik drnegi toplanmistir. Elde edilen baliklar yeni 6lmiis baliklar olup ivedi sekilde soguk
zincirde Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’na getirilmis ve nekropsi islemlerine gegilene kadar

+4 °C dolapta muhafaza edilmistir.

3.2.2. Su ve Balik Orneklerinden Bakteriyolojik Ekimler
3.2.2.1 Su Ornekleri

Alinan her bir su numunesinin seri seyreltilmesinde kullanilmak {izere bes adet, icerisinde
9 ml steril fizyolojik tuzlu su bulanan steril cam tiipler hazirlanmistir. Her 100 ml’lik numune
kab1 vorteksleme islemine tabi tutulduktan sonra kaptaki suyun orta noktasindan steril pipet ucu
kullanilan pipetorle 1 ml su 6rnegi, i¢inde 9 ml steril fizyolojik tuzlu bulunan ilk cam tiipe

aktarilmastir.

Tiipteki su 6rnekleri vortekslendikten sonra 1 ml numune 2. diliisyon tiipiine aktarilmistir.
Seri seyreltme islemi 5. diliisyon tiipiine kadar devam etmistir. 100 ml’lik numunelerden alinan
ilk su ornekleri bu islemlerin sonunda 10° kez seyreltilmistir. 2., 3., 4. ve 5. seyreltme
tiplerinden alinan 0,1 ml su 6rnekleri {i¢ tekrarli olacak sekilde, deniz suyunda bulunan tuzlara
ihtiyag duyan bakterilerin de lremelerini destekleyen Marine Agar’dan (MA) hazirlanan

besiyerine steril ekiivyon ¢ubugu kullanilarak ekilmistir (Nikolakopoulou ve digerleri, 2008).

LG L L
Orijinal inokulum T i ; T I R — o A
Her tiipte 9 ml steril

fizyolojik tuzlu su

Diliisyonlar ' 1:10 ' 1:100 ' 1:1000 U 1:10,000 ' 1:100,000

Sekil 6. Seri seyreltme (Anonim).

30



MA besiyerine ekim islemlerinden sonra besiyerleri, subat ay1 numuneleri i¢in 18 °C’de
dort giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi elde edilen kolonilerden pasajlamalar yine
MA’dan hazirlanan besiyerlerine yapilmistir. Saf oldugu Gram boyama ile de teyit edilen
bakteriler rutin besiyerlerinde tireyip tiremediklerinin kontrolii amaciyla Trypticasein Soy Agar
(TSA) ve Brain Heart Infusion Agar’dan (BHIA) hazirlanan besiyerlerine ekilmistir. Elde
edilen saf kiiltiir bakterilerin -20 °C’de saklanmas igin ise igerisine % 20 gliserin (Tendencia
ve De La Pefa, 2001) eklenmis olan Marine Broth (MB) kullanilmis ve bakteri siispansiyonlari
5 ml vida kapakli DNase ve RNase’dan ari cryo tiiplerde muhafaza edilmistir. Bir hafta sonra
cryo tiiplerden bir 6ze dolusu siispansiyon alinarak MA besiyerlerine ekim yapildi ve

bakterilerin yeniden canlandigi teyit edilmistir.

2022 yili agustos ayinda ayni sekilde alinan su numuneleri de 10 katl seri seyreltmeye
tabi tutulmus ve 2., 3., 4. ve 5. seyreltme tiiplerinden alinan 0,1 ml su 6rnekleri ii¢ tekrarli olacak
sekilde MA besiyerine ekilmistir. Yapilan ekimler lagiin su sicakligi baz alinarak 29 °C’de dort
giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi iiremenin goriildiigii
besiyerlerinden farkli koloni morfolojisine sahip olan koloniler segilip tekrar MA besiyerine
ekilmis ve sonunda tek koloni diisiirme yontemi ile saf bakteri kolonileri elde edilmistir. Saf
oldugu Gram boyama ile de teyit edilen bakteriler rutin besiyerlerinde iireyip iiremediklerinin
kontrolii amaciyla TSA ve BHIA’dan hazirlanan besiyerlerine de ekilmistir. Elde edilen saf
kiiltiir bakterilerin -20 °C’de saklanmasi igin igerisine %20 gliserin eklenmis olan MB sivi
besiyeri kullanilmis ve bakteri siispansiyonlar1 5 ml vida kapakli DNase ve RNase’dan ari cryo
tiiplerde muhafaza edilmistir. Bir hafta sonra tekrar cryo tiiplerden bir 6ze dolusu siispansiyon
alimarak MA besiyerlerine ekim yapilmis ve bakterilerin yeniden canlandig teyit edilmistir.
Yapilan tiim islemler steril ve tek kullanimlik sarf malzemeler ile biyogiivenlik kabini i¢inde

aseptik sartlarda gergeklestirilmistir.

3.2.2.2 Balik Ornekleri

Beymelek lagiiniinden elde edilen baliklarin cins/tiir bakimindan miktarlar1 Tablo 2°de
belirtilmistir. Balik 6rneklerinin nekropsisi oncesi cilt dokusu %70’lik etanol ile silinerek
aseptik hale getirilmistir. Her bir baliktan alinan karaciger, dalak ve 6n bobrek organ
numuneleri once steril numune kaplarina konulmus daha sonra steril tek kullanimlik tiip doku
homojenizatorii (Neptune) ile homojenize etme islemi gergeklestirilmistir (Capkin ve digerleri,

2015)
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Tamamen ezilmis organ 6rneklerinden alinan 1 gram numune, iginde 9 ml (1:10 oraninda)
steril fizyolojik tuzlu su bulunan cam tiipe alinarak siispanse edilmistir. Stispansiyon iki dakika
boyunca vortekslenmistir. Vorteksleme isleminden sonra alinan 1 ml doku-su karisimi, iginde
9 ml steril fizyolojik tuzlu su bulunan ilk diliisyon tiipiine aktarilmistir. Benzer isleme 1.
diliisyon tiiptinden 5. diliisyon tiipiine kadar devam edilerek seri seyreltme tamamlanmaistir.
Daha sonra tiim diliisyonlardan MA besiyerlerine {i¢ tekrarli olacak sekilde 0,1 ml ekimler
yapilarak ve 22 °C’de bes giin inkiibasyona birakilmistir (Canak ve Akayli, 2019).

Bu siire sonunda olusan koloniler, morfolojik 6zelliklerine gére secilmis ve saf bakteri
kolonisi elde etmek igin yine MA ile hazirlanan besiyerlerine pasajlama islemi yapilmistir. Saf
oldugu Gram boyama ile de teyit edilen bakteriler rutin besiyerlerinde iireyip iiremediklerinin
kontrolii amaciyla TSA ve BHIA’dan hazirlanan besiyerlerine de ekilmistir. Elde edilen saf
kiiltiir bakterilerin -20 °C’de saklanmasi igin ise igerisine %20 gliserin eklenmis olan MB sivi
besiyeri kullanild1 ve bakteri siispansiyonlari 5 ml vida kapakli DNase ve RNase’dan ari cryo
tiiplerde muhafaza edilmistir. Su 6rneklerinde oldugu gibi bir hafta sonra dondurulan bakteri
slispansiyonlarindan bir 6ze dolusu alinarak MA besiyerlerine ekim yapilmis ve bakterilerin

yeniden canlandigi teyit edilmistir.

Tablo 2. Balik tiirleri ve miktarlari.

Balik Cinsi/Tiirii Miktar (Adet)

Mirmir (Lithognathus mormyrus) 3

Sargoz (Diplodus sargus)

Sardalya (Sardinella maderensis)

Sardalya (Sardinella aurita)

Kefal (Mugil cephalus)

Kefal (Chelon ramada)
Kefal (Chelon laborus)

Kefal (Chelon saliensis)

Kefal (Chelon auratus)

O N N W N W B DN

Levrek (Dicentrarchus labrax)

[EEN
o

Cipura (Sparus aurata)

al
o

Toplam

32



3.2.3 Gram Boyama

MA besiyerinden alinan bakteri kolonileri dondurma islemine gegmeden 6nce MB sivi
besiyerine inokiile edilmistir. Inkiibasyon sonrast MB’den alinan bir damla saf kiiltiir temiz bir
lamin tizerine alinmistir. Siispansiyon 15 mm ¢apinda olacak sekilde lam tizerinde yayilmistir.
Oda kosullarinda kurumasi beklendikten sonra ii¢ kez bunzen beki alevinden gegirilerek bakteri

kiiltliriiniin lama yapismasi saglanmis ve boyama igslemine gecilmistir.
Kristal viyole ile 60 saniye boyama
Su ile durulama
Lugol soliisyonu ile 60 saniye boyama
Su ile durulama
Aseton etanol karsimi dekolorizasyon soliisyonu ile 15 saniye renk giderme
Su ile durulama
Safranin ile 40 saniye boyama

Su ile durulama ve kurutma (Tripathi ve Sapra, 2021).

3.2.4. Katalaz ve Oksidaz Testleri

Tim bakteriler icin MA besiyerinden alinan bir 6ze dolusu koloni, temiz lam {izerine
damlatilmig olan bir damla % 30 Hidrojen peroksit (H20.) ile karistirilarak katalaz aktiviteleri
bakimindan degerlendirilmistir (Arda, 2006). Yine tiim bakteriler igin bir 6ze dolusu koloni,
oksidaz aktivitesinin dlciilmesi igin oksidaz serit test kitinin ilgili bolgesine yayilarak olusan

renk degisiklikleri kayit altina alinmistir.

3.2.5. Bakterilerin Tanimlanmasi

Elde edilen saf bakteri kiiltiirlerine uygulanan Gram boyama, katalaz, oksidaz testlerinden
sonra Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda VITEK® 2 Compact

otomatik ID/AST cihaz1 (Biomerieux) vasitasiyla bakterilerde tiir tayinine gidilmistir.
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3.2.6. Koloni PCR

Koloni PCR yontemi, PCR islemi 6ncesi DNA ekstraksiyonu ve saflastirma islemi
gerektirmemesi nedeniyle daha basit ve hizli olup ayni zamanda daha ucuza mal olmaktadir
(Packeiser ve digerleri, 2013; Sebastido ve digerleri, 2015). Ayrica olduk¢a hassas olan PCR
yonteminde, ¢cok fazla numunede ¢ok az miktarda bulunan genetik materyale ait DNA
dizilerinin dogrudan tespit edilmesi miimkiindiir (Amabile-Cuevas, 2021). Yapilan ¢alismalar,
DNA izolasyonu sonrasi gergeklestirilen PCR islemi ile dogrudan koloni PCR islemi arasinda
olusan iiriin agisindan bir fark olmadigin1 géstermistir. Bu nedenle Koloni PCR yontemi genetik
materyal ¢ogaltiminda giivenle kullanilabilmektedir (Sebastido ve digerleri, 2015). Ayrica
uzunlugu 1000 bazdan daha kisa fragmentlerin tespitinde koloni PCR’1n daha etkili oldugu da
bildirilmistir (Bergkessel ve Guthrie, 2013).

Koloni PCR yonteminde kullanilacak olan mikroorganizmaya gore metotta bazi
degisiklikler olabilmektedir. Mantar veya maya gibi mikroorganizmalar i¢in alinan koloninin
ilk olarak lizis soliisyonu ile muamelesi gerekebilir (Packeiser ve digerleri, 2013). Bakteriler
icin ise dogrudan koloni PCR i¢in; 1-2 mm ¢apinda tek bir koloni steril tek kullanimlik plastik
igne 6ze benzeri bir materyal ile PCR isleminin gergeklestirilecegi reaksiyon tiiptiniin dip
kismina yerlestirilip -20 °C’de bir gece tutulmaktadir ve ertesi giin reaksiyon sivilarinin bu tiipe
eklenmesiyle normal PCR islemine gecilmektedir (Sebastido ve digerleri, 2015). Baska bir
yontemde de PCR reaksiyon sivilarini igeren tiipiin dibine, taze kiiltiirdeki tek bir koloniden
steril bir materyal ile alinan kiigiik bir miktar bakteri hizli bir sekilde eklenir ve normal PCR

asamalarma geg¢ilir (Woodman ve digerleri, 2016).

Bir diger yontemde ise 2 mm capinda bakteri kolonisi besiyerinden pipet ucu ile alinir,
20 pl 20 mM NaOH igeren bir PCR tiipii i¢inde siispanse edilir. 100 °C’de 8 dakika inkiibe
edildikten sonra once mikrosantrifiij ile 5 saniye santrifiij edilir daha sonra 15 saniye
vortekslenir. Mikrosantrifiijde 30 saniye daha santrifiij edildikten sonra siipernatant PCR islemi
icin saklanir (Bergkessel ve Guthrie, 2013). Bu yontemlere benzer sekilde 6zellikle Gram
pozitif bakterilerin genetik materyalinin ¢ikarilmasinda kullanilan bir yontem daha vardir. Bu
yontemde koloniden steril bir materyal ile alinan bakteri iginde 50 pl distile su bulunan 500
ul’lik mikrosantrifiyj tiiptine alinir ve 100 °C’deki su banyosu veya 1s1 blogunda 10 dakika
tutulduktan sonra santrifiije edilir daha sonra silipernatanttan 2 pl alinip, 8 ul PCR karigimina

eklenir ve PCR islemine gecilir (Woodman ve digerleri, 2016).
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Bu ¢alismada -20 °C’de cryo tiiplerdeki gliserinli saklama s1vi besiyerinden bir 6ze dolusu
siispansiyon almip yeniden canlandirma amaciyla TSA besiyerine ekilmistir. Inkiibatorde 22
°C’de iki giin siiren inkiibasyon sonrasinda elde edilen kolonilerin 2 mm ¢apinda olanlarindan
bir tanesi tek kullanimlik steril halka 6ze ile alinip iginde 500 pl steril distile su bulunan 1,5
ml’lik eppendorf tiiptine aktarilmistir. Karisim 2 dakika vortekslendikten ve tamamen siispanse
edildikten sonra 1s1 blogunda 100 °C 10 dakika 1s1l isleme maruz birakilmistir. Bu islemler
sonrasi hiicre duvari pargalanarak agiga cikan genetik materyalin elde edilmesi igin, 1sil
islemden sonra tiipler mikrosantrifiijJde 2500 rpm’de 10 saniye santrifiijlenmis ve siipernatant

alinarak PCR islemine gecilmistir (Bergkessel ve Guthrie, 2013; Midilli, 2022).

3.2.7. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PCR ile Belirlenmesi:

BlaTEM, ampC, aadAl, tetA, tetB, tetW, gnrAl, ermB, mphA, sull, sul2, sul3, dfrAl, cfr,
floR ve intl1 genlerine ait primerler, Tablo 1'de belirtilen referanslara gore sentezletilmistir.

Liyofilize halde gelen primerlerden asagidaki formiile gore stok soliisyon hazirlanmistir.

100 uM = X nmol liyofilize primer + (X x10 ul DNase/RNase icermeyen deiyonize su)

Daha sonra stok soliisyonundan alinan 10 pl icerik DNase / RNase icermeyen deiyonize
su ile 1:10 oraninda mikrosantrifiij tiiplerinde seyreltilerek calisma soliisyonu haline
getirilmistir. PCR islemi igin 96’lik pleytler kullanilmis ve her bir kuyuya 20 pl reaksiyon

hacmi i¢in;

10 ul 2x Master Mix

1 pl Forward primer

1 ul Reverse primer

8 ul Bakteri siispansiyonu eklenmistir (Sebastido ve digerleri, 2015).
PCR islemi:

94 °C’de gergeklestirilen 5 dakika 6n denatiirasyondan sonra 94 °C’de 30 saniye
denatiirasyon, 50-60 °C’de (Tablo 1’deki primerlere gore) 30 saniye baglanma, 72 °C 1 dakika
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uzama seklinde 35 dongii ve 72 °C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde gerceklestirilmistir

(Bergkessel ve Guthrie, 2013; Woodman ve digerleri, 2016).

3.2.8. Jel Elektroforezi

PCR f{riinlerinin elektroforez islemi igin, ytriitiilecek olan PCR {iriinlerinin baz
uzunlugunun 1000 bazdan az olmasi nedeniyle %2’lik agaroz (SeaKem® LE Agarose 50004)
jel hazirlanmis ve igerisine %1 oraninda Etidium bromiir eklenmistir. Jel kalibina dokiilen
agaroz sogumaya birakilmis ve soguduktan sonra i¢inde 1x TBE tampon bulunan elektroforez
tankina almmistir. PCR isleminden sonra elde edilen {irlinlerden 10’ar pl alinip, 3 pl 5x
yiikleme boyasi (loading dye) soliisyonu ile karistirilmistir. Hazirlanmis olan jelin ilk kuyusuna
6 ul DNA marker diger kuyularina toplamda 13 pl DNA iiriinii ve boya karisim1 yiiklenmistir
(Lee ve digerleri, 2012). Yiiriitiilecek ornekler ve DNA marker yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V
500A akimda 15 dakika ve sonrasinda 40V 500A akimda 40 dakika yiiriitilmiistiir.

3.2.9. Jel goriintiileme

Elektroforez isleminin ardindan jel, dikkatli bir sekilde elektroforez tankindan ¢ikarilmis
ve goriintiilemeyi bilgisayar tizerinden gergeklestiren transilliiminatér cihazindaki odaciga
yerlestirilmistir. Jel ultraviyole (UV) 151k altinda fotograflandiktan sonra goriintiiler bilgisayara

kaydedilerek bant uzunluklarina gére degerlendirme yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Su Ornekleri

Beymelek lagiiniinden subat ve agustos aylarinda alinan su 6rneklerinin alindigi bolgelere
gore sicaklik ve tuzluk degerleri Tablo 3 ve Tablo 4’de gosterilmistir. Buna gére subat ayinda
su sicakliginin en diistik oldugu bolge 16.0 °C ile Kuzuluk bolgesi (No:3) iken en yiiksek oldugu
bolge 17.2 °C ile Geren bolgesi (No:4) olmustur. Tuzluluk subat ayinda en diisiik Aci su (No:1)
en yiiksek Iskele (No:2) bolgesinde Slciilmiistiir. Agustos aymnda su sicakligmin en diisiik
oldugu bolge 25.5 °C ile Aci su bolgesi (No:1) iken en yiiksek oldugu bolge 29.5 °C ile Geren
(No:4) bolgesi olmustur. Tuzluluk ise en diisiik Ac1 su (No:1) en yiiksek Kuzuluk (No:3)

bolgesinde Ol¢lilmiistiir.

Tablo 3. Subat ay1 su sicaklik tuzluluk ve pH degerleri.

Bolge Sicaklik Tuzluluk (%) pH
Act su (No:1) 16.2 1.80 7,82
Iskele (No:2) 16.8 2.41 7,94
Kuzuluk (No:3) 16.0 2.25 7,99
Geren (No:4) 17.2 2.35 7,91
Merkez (No:5) 16.5 2.33 7,94

Tablo 4. Agustos ay1 su sicaklik tuzluluk ve pH degerleri.

Bolge Sicakhik Tuzluluk (%) pH
Act su (No:1) 25.5 2.15 7,70
Iskele (No:2) 28.5 2.58 7,85
Kuzuluk (No:3) 29.4 2.78 7,89
Geren (No:4) 29.5 2.76 7,86
Merkez (No:5) 28.3 2.74 7,89

Subat ve agustos aylarinda alinan su 6rneklerinin, seri seyreltme tiiplerinden ti¢ tekrarli
yapilan ekimleri sonucu elde edilen bakterilerin ortalama toplam sayilar1 Tablo 5’de, ¢alismada
direng geni varlig1 yoniinden arastirilmak tizere se¢ilen bakteri izolatlarinin sayilari ise Tablo 6

ve Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 5. Su 6rneklerinin ortalama toplam bakteri sayilari.

Subat ortalama toplam bakteri

Agustos ortalama toplam

Ornek Bolgesi sayisi (cfu/ml) bakteri sayisi (cfu/ml)
Act su (No:1) 4110 2159
Iskele (No:2) 2090 1012
Kuzuluk (No:3) 1130 1094
Geren (No:4) 1003 2218
Merkez (No:5) 1076 1311

Tablo 6. Subat ay1 izolat sayilar1 (adet).

Acisu (No:1)

Iskele (No:2)

Kuzuluk (No:3)

Geren (No:4)

Merkez (No:5)

6

3

2

3

2

Tablo 7. Agustos ay1 izolat sayilar1 (adet).

Aci su (No:1)

Iskele (No:2)

Kuzuluk (No:3)

Geren (No:4)

Merkez (No:5)

2

3

3

2

2
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4.1. Bahik Ornekleri

Karaciger, dalak ve 6n bobrek gibi i¢ organlarda bakteri tiremesi goriinen 10 adet balik

Ornegi.

Resim 4. 7 numarali 6rnek sardalya (Sardinella maderensis).
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Resim 8. 25 numarali 6rnek kefal (Chelon saliensis).

40



Resim 9. 34 numarali 6rnek kefal (Chelon auratus).

Resim 11. 46 numarali 6rnek ¢ipura (Sparus aurata).

Balik o6rneklerinde iireme goriilen organlar ve seri seyreltme tiiplerinden ii¢ tekrarli

yapilan ekimleri sonucu organlardaki ortalama toplam bakteri sayilar1 Tablo 8’daki gibidir.
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Tablo 8. Balik tiirlerinde iireme goriilen organlar ve ortalama toplam bakteri sayilari.

Ornek Ortalama toplam

No: Balikc CinsiTird Organ bakteri sayisi (cfu/g)
1 Mirmur (Lithognathus mormyrus) Karaciger 120

4 Sargoz (Diplodus sargus) Bobrek 102
7 Sardalya (Sardinella maderensis) Dalak 113

12 Sardalya (Sardinella aurita) Karaciger 100

18 Kefal (Chelon laborus) Dalak 108

19 Kefal (Chelon laborus) Karaciger 102

25 Kefal (Chelon saliensis) Karaciger 115

34 Kefal (Chelon auratus) Bobrek 104

40 Levrek (Dicentrarchus labrax) Dalak 126

46 Cipura (Sparus aurata) Karaciger 133

4.3. Bakteri Tanimlama

Calismada kullanilan Beymelek lagiinii su 6rneklerinin 2. seyreltme tiipiinden yapilan
ekimlerde koloni morfolojisi agisindan farklilik gosteren 12 adet Gram pozitif ve 16 adet Gram
negatif bakteri izole edilmistir. Lagiin kuzuluk bolgesinden alinan 50 adet balik 6rneginden 10
tanesinin karaciger, dalak ve on bobrek gibi organlarinin 1. seyreltme tiipiinden yapilan
ekimlerinde bes adet Gram pozitif ve bes adet Gram negatif bakteri izole edilmistir. Toplamda
izole edilen 38 adet bakteri izolatinin tamamina 6nce Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri
uygulanmistir. Segilen bakterilerin Gram boyama, katalaz ve oksidaz test sonuglar1 Tablo 9,
Tablo 10 ve Tablo 11°de verilmistir. Daha sonra 24 saatlik saf kiiltiirden alinan koloniler Konya
Veteriner Kontrol Enstitiisi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda VITEK 2 Compact otomatik
identifikasyon cihazi ile tanimlanmistir. Gram pozitif bakterilere ait VITEK 2 biyokimyasal
analiz sonuglar1 Tablo 12°de, Gram negatif bakterilere ait VITEK 2 biyokimyasal analiz
sonuglar1 Tablo 13’de sunulmustur. Bakterilere ait tanimlama sonuglar1 ise Tablo 14, Tablo 15
ve Tablo 16’da belirtilmistir.
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Tablo 9. Subat ay1 su 6rnekleri.

Izolat no Ornek bolgesi Gram |Oksidaz | Katalaz
1 Acisu-1 - + +
2 Acisu -2 + + +
3 Acisu-3 + + +
4 Acisu-4 + + +
5 Acisu-5 + - -
6 Acisu-6 - + +
7 Iskele - 1 + - -
8 Iskele - 2 - + +
9 Iskele - 3 + + +
10 Kuzuluk - 1 - + +
11 Kuzuluk - 2 + + +
12 Geren -1 - - +
13 Geren - 2 + + +
14 Geren - 3 - - +
15 Merkez - 1 - + +
16 Merkez - 2 + - +

Tablo 10. Agustos ay1 su 6rnekleri.

Izolat no Ornek bolgesi Gram | Oksidaz | Katalaz
17 Acisu-1 + - +
18 Acisu-2 - - +
19 Iskele - 1 - + +
20 Iskele - 2 + + +
21 Iskele - 3 - - +
22 Kuzuluk - 1 - + +
23 Kuzuluk - 2 - + +
24 Kuzuluk - 3 - + +
25 Geren -1 - + +
26 Geren - 2 + + +
27 Merkez - 1 - + +
28 Merkez - 2 - - +

Tablo 11. Balik ornekleri.

Izolat no Balik Tiirii Gram |Oksidaz | Katalaz
29 Mirmur (Lithognhathus mormyrus) - - +
30 Sargoz (Diplodus sargus) - - +
31 Sardalya (Sardinella maderensis) + + +
32 Sardalya (Sardinella aurita) - + +
33 Kefal (Chelon laborus) + + +
34 Kefal (Chelon laborus) - - +
35 Kefal (Chelon auratus) + - +
36 Kefal (Chelon saliensis) + - -
37 Levrek (Dicentrarchus labrax) + + +
38 Cipura (Sparus aurata) - - +
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Tablo 12. Gram pozitif bakterilerin VITEK 2 biyokimyasal test sonuglari

©

11 | 13 | 16

17

20

33

35

37

AMY - - -

APPA

LeuA + - +
AlaA + +

+ [+ |+

+ |+
+ |+
+ |+

+ [+

+ [+

+ [+

+ [+

drRIB - - -

NOVO - - -

[+ |+ ]+

drRAF | - | - [ -

OPTO | - | - | -

1
[+ ]+

+ 1

PIPLC | - | - [ -

CDEX

ProA + | -
TyrA +

[+ |+ ]

ILATK - -

1
+ [+

NC6.5 - - -

O129R - - -

+ |+

dXYL - + -

1
+ |+

AspA - - -

+

BGURr - - -

dSOR - -

+ 1

+ [

LAC - -

1
+
+ 1

dMAN

+ |1
+ |+ |+

+ 1

SAL

=+ [
[
+

ADH1

+ 1

+ 4|+

BGAR

AGAL

+
1
1

1
+ |+ |+

+

+ [

URE -

+ 1

NAG - + -
dMNE +

SAC

+ |+ |+

+ 4|+

+ |+ |+

=+ [
[
1

BGAL

+ |+

AMAN

PyrA

+
+
1

+
1

POLYB | - - -

dMAL - - -

1
+ 1

MBdG - - -

dTRE - -

+ |+ |+

[+ |+ ]+

AGLU + - +

+ |+ |
+ |+ |

PHOS | - | - | -

+

BGUR - - -

dGAL - - -

BACI - - -

]
+ |+ |

+

PUL | - | - [ -

ADH2s - - -

AMY: D-Amigdalin; APPA:

dGAL: D-Galaktoz; BACI: Basitrasin direnci; PUL: Pullulan ADH2s: Arginin Dihidrolaz 2

Ala-Phe-Pro

Arilamidaz; LeuA:

Losin Arilamidaz; AlaA: Alanin Arilamidaz;
dRIB: D-Riboz; NOVO: Novobiosin direnci; dRAF: D-Rafinoz; OPTO: Optokin direnci; PIPLC:
Fosfatidilinositol Fosfolipaz C; CDEX: Siklodekstrin; ProA: L-Prolin Arilamidaz; TyrA: Tirosin Arilamidaz;
ILATK: L-Laktat alkalilegsmesi; NC6.5: %6,5 NaCl'de tireme; ; O129R: O/129 direnci; dXYL: D-ksiloz; AspA:
L-Aspartat Arilamidaz; BGURTr: B Glukuronidaz; dSOR: D-Sorbitol; LAC: Laktoz; dMAN: D-Manitol; SAL:
Salisin; ADH1: Arginin Dihidrolaz 1; BGAR: B-Galaktopiranosidaz; AGAL: o-Galaktosidaz; URE: Ureaz;
NAG: N-Asetil-D-Glikozamin; dMNE: D-Mannoz; SAC: Sakkaroz/Siikroz; BGAL: p-Galaktosidaz; AMAN: a-
mannosidaz; PyrA: L-Prolidonil-Arilamidaz; POLYB: Polimiksin B direnci; dMAL: D-Maltoz; MBdG: Metil-
B-D-Glukopiranosid; dTRE: D-Trehaloz; AGLU: a-Glikosidaz; PHOS: Fosfataz; BGUR: B -Glukuronidaz;
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Tablo 13. Gram negatif bakterilerin VITEK 2 biyokimyasal test sonuglari.

10112 (1415|1819 (2122 |23 |24|25|27|28|29|30|32|34]38
- - + - -

+| =
(o]
(o]

APPA
Ha2S
BGLU
ProA
SAC - - --
ILATK | - | -]-]-
GIlyA -l -l -]
O129R | - [ - |- |-
ADO R RN
BNAG | - [-|-]-
dMAL | - |- 1]-]-
LIP - - --
dTAG | - | - |- | -|-|-|1-1-1-d1-1-01-1-1-41-1-1-1-1-1-1-
AGLU |+ | -|+ |+ ]| - -|-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1+/1+1-1-
OoDC - - - -
GGAA | - [ -|-|-1-|-1-1-1-1-
PyrA -l -l - -]-
AGLTp | - | - | - | -
dMAN | - | - [ - | -
PLE - - - -
dTRE | - [ - | - | -
SUCT | - |-1]-1]-
LDC -
IMLTa | -
IARL -
dGLU | -
dMNE | - | - | -
TyrA -
CIT - - - -
NAGA | - |- | -[-|-1-1l-I1-1-"01-1-1-d1-1-1-1-1-"01-"1-"1-1-
IHIsa | - | - | -[-|-]-1-|-"1-"I1-I1+{-1-"1-1-1-"1-"I1-"1-"1-1-
ELLM |+ -|-[-|-|-1l-1-1-"01-1-1-d1-"1-1-1-1-"01-"1-"1-1-
dCEL | -
GGT -
BXYL | -
URE -
MNT -
AGAL | - | -[- |-
CMT - - --
ILATa | - [+ |- | +
BGAL | - | -[-|-
OFF - - --
BAlap | - | - | -[-|-1]-1-1-1-1-+-
dSOR | - [ -|-]-1]-
PHOS + - - - - - - - + - + - + + + - - - - - -
BGUR | - [ -|-]-1]-|-1-1-1-1- - -
APPA: Ala-Phe-Pro-Arilamidaz; H2S: H,S Olusumu; BGLU: B-Glikosidaz; ProA: L-Prolin Arilamidaz; SAC:
Sakkaroz/Siikroz; ILATK: L-Laktat alkalilesmesi; GlyA: Glisin Arilamidaz; O129R: O/129 direnci; ADO:
Adonitol; BNAG: B-N-Asetil-Glikozaminidaz; dMAL: D-Maltoz; LIP: Lipaz; dTAG: D-Tagatoz; AGLU: a-
Glikosidaz; ODC: Ornitin Dekarboksilaz; GGAA: Glu-Gli-Arg-Arilamidaz; PyrA: L-Pirolidonil-Arilamidaz;
AGLTp: Glutamil Arilamidaz pNA; dMAN: D-Mannitol; PLE: Palatinoz; dTRE: D-Trehaloz; SUCT: Siikkinat
Alkalilesmesi; LDC: Lizin Dekarboksilaz; IMLTa: L-Malat Asimilasyonu; IARL: L-Arabitol; dGLU: D-
Glikoz; dMNE: D-Mannose; TyrA: Tirosin Arilamidaz; CIT: Sitrat (Sodyum); NAGA: B-N-Asetil-
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Galaktozaminidaz; IHISa: L-Histidin Asimilasyonu; ELLM: Ellman; dCEL: D-Sellobiyoz; GGT: Gama-
Glutamil-Transferaz; BXYL: B-Ksilosidaz; URE: Ureaz; MNT: Malonat; AGAL: o-Galaktosidaz; CMT:
Kurmarat; ILATa: L-Laktat Asimilasyonu; BGAL: B-Galaktosidaz; OFF: Fermantasyon/Glikoz; BAlap: B-
Alanin Arilamidaz pNA; dSOR: D-Sorbitol; 5KG: 5-Keto-D-Glukonat; PHOS: Fosfataz; BGUR: -

Glukuronidaz

Tablo 14. Subat ay1 su 6rneklerinden tanimlanan bakteriler.

izolat No Ornek Bélgesi Bakteri Tammlama yiizdesi
1 Acisu-1 Sphingomonas paucimobilis 99
2 Acisu -2 Micrococcus luteus 92
3 Acisu -3 Staphylococcus lentus 95
4 Acisu -4 Kocuria kristinae 96
5 Acisu-5 Aerococcus viridans 93
6 Acisu-6 Pseudomonas stutzeri 95
7 Iskele - 1 Enterococcus columbae 95
8 Iskele - 2 Pseudomonas stutzeri 87
9 Iskele - 3 Micrococcus luteus 99
10 Kuzuluk - 1 Pseudomonas stutzeri 93
11 Kuzuluk - 2 Micrococcus luteus 99
12 Geren-1 Hafnia alvei 90
13 Geren - 2 Micrococcus luteus 97
14 Geren - 3 E. coli 86
15 Merkez - 1 Sphingomonas paucimobilis 90
16 Merkez - 2 Kocuria rhizophila 99

Tablo 15. Agustos ay1 su 6rneklerinden tanimlanan bakteriler.

Izolat No Ornek Bolgesi Bakteri Tanimlama yiizdesi
17 Acisu-1 Kocuria rhizophila 99
18 Actsu - 2 Pseudomonas luteola 89
19 Iskele - 1 Bordetella hinzii 99
20 Iskele - 2 Micrococcus luteus 93
21 Iskele - 3 Pseudomonas luteola 86
22 Kuzuluk - 1 Vibrio parahaemolyticus 95
23 Kuzuluk - 2 Pseudomonas putida 95
24 Kuzuluk - 3 Myroides sp. 94
25 Geren - 1 Vibrio alginolyticus 93
26 Geren - 2 Kocuria rosea 99
27 Merkez - 1 Vibrio alginolyticus 93
28 Merkez - 2 Pseudomonas luteola 91

46



Tablo 16. Balik orneklerinden tanimlanan bakteriler.

izolat

NG Ornek-Bahk Bakteri Organ | %
29 |1 - Mirmur (Lithognathus mormyrus) | Acinetobacter lwoffii Karaciger | 98
30 |4 - Sargoz (Diplodus sargus) Pseudomonas luteola Bobrek 88
31 |7 - Sardalya (Sardinella maderensis) Kocuria kristinae Dalak 94
32 |12 - Sardalya (Sardinella aurita) Pseudomonas stutzeri Karaciger | 99
33 |18 - Kefal (Chelon laborus) Staphylococcus sciuri Dalak 89
34 |19 - Kefal (Chelon laborus) Acinetobacter lwoffii Karaciger | 98
35 |25 - Kefal (Chelon auratus) Kocuria rhizophila Karaciger | 98
36 |34 - Kefal (Chelon saliensis) Lactococcluas C:;Ctis subsp. Bobrek 88
37 140 - Levrek (Dicentrarchus labrax) Kocuria rosea Dalak 97
38 |46 - Cipura (Sparus aurata) Pseudomonas luteola Karaciger | 91

m Pseudomonadota / Alphaprotobacteria

Pseudomonadota / Betaprotobacteria

W Pseudomonadota / Gammaprotobacteria

Bacteroidota / Flavobacteriia

m Bacillota/ Bacilli

M Actinomycetota / Actinomycetes

Sekil 7. Su ve balik 6rneklerinden izole edilen bakterilerin taksonomik dagilimi.
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Beymelek lagiinii su 6rneklerinden 28, balik 6rneklerinden ise 10 adet bakteri susu izole
edilmisgtir. Bu 38 izolattan 21 tanesi Gram negatif, 17 tanesi de Gram pozitif olarak
tanimlamistir. Gram negatifler bakterilerin dagilimi; yedi adet subat ay1 su ornekleri, dokuz
adet agustos ay1 su Ornekleri ve bes adet balik 6rnekleri seklinde iken, Gram pozitiflerin
dagilimi; dokuz adet subat ay1 su 6rnekleri, ii¢ adet agustos ay1 su ornekleri ve bes adet balik
ornekleri seklinde olmustur. Calismada toplamda 20 farkli bakteri tiirii izole edilmistir. Subat
ve agustos aylarinda ortak olarak izole edilen bakteriler Micrococcus luteus ve Kocuria
rhizophila olmustur. Hem lagiin su 6rneklerinden hem de incelenen baliklardan ortak olarak
izole edilen bakteri tiirleri ise Pseudomonas luteola, Pseudomonas stutzeri, Kocuria kristinae

ve Kocuria rhizophila’dir.

Gram (-} Gram (+)

)

Sekil 8. izole edilen suslarin dagilimu.

4.4. PCR Bulgular

Calismada incelenen 16 antibiyotik direng geni (aadAl, ampC, blaTEM, cfr, dfrAl, ermB,
floR, intll, mphA, gnrAl, sull, sul2, sul3, tetA, tetB, tetW) sucul ortamlarda en ¢ok ¢alisilan
genler arasindan seg¢ilmis olup yapilan molekiiler incelemede, 38 izolatta blaTEM ve intll

%31,57, ermB, sull ve tetW %5,26, sul2 ise %2,63 oraninda tespit edilmistir. Kalan 10 direng
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genine ise rastlanmamustir. BlaTEM genlerinin tamami su 6rneklerinden izole edilen bakteriden
tanimlanmistir. Subat ayindaki yedi izolat (bes Gram negatif, iki Gram pozitif) ile agustos
ayindaki bes izolat (bes Gram negatif) blaTEM i¢in pozitif reaksiyon vermistir. Intl1 genlerinin
%58,33’1 agustos ay1 su orneklerinden (bes Gram negatif, iki Gram pozitif), %41,66’°s1 balik
orneklerinden (iki Gram negatif, i¢ Gram pozitif) izole edilen bakterilerden elde edilmistir.
ErmB genlerinin tamami subat ay1 su 6rneklerinden izole edilen suslarindan (iki Gram negatif)
elde edilmistir. Sull genlerinin biri subat ay1 su izolatindan (bir Gram negatif) digeri ise balik
orneklerinden (bir Gram negatif) elde edilmistir. TetW genlerinin tamami su drneklerinden izole
edilen suglardan elde edilmis olup, subat ay1 (bir Gram pozitif), agustos ay1 (bir Gram negatif)
seklinde sonuglanmistir. Tanimlanan tek sul2 direng geni subat ay1 su 6rneginden izole edilen

bir adet Gram negatif bakteriden elde edilmistir.

Gram(-) Gram(+) Gram(-) Gram(+) Gram(-) Gram(+) Gram(-) Gram(+) Gram(-) Gram(+) Gram(-) Gram (+)

blaTEM ermB intll sul 1 sul 2 tetW

Subat ayi su 6rnekleri ™ Agustos ayi su 6rnekleri Balik 6rnekleri

Sekil 9. Pozitif ¢ikan direng genlerinin dagilimi.

Antibiyotik diren¢ genlerinin jel elektroforez iglemi sonrasi goriintiileri, Resim 13-27°de
gosterilmistir.
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Resim 12. AadAl direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 13. AmpC direng geni. M: Marker 100 bp, P: Pozitif kontrol (E. coli) 190 bp
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Resim 14. BIaTEM direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 15. Cfr direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 17. ErmB direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 19. Intl1 geni. M: Marker 100 bp
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Resim 21. QnrAl direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 23. Sul2 direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 25. TetA direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 26. TetB direng geni. M: Marker 100 bp
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Resim 27. TetW direng geni. M: Marker 100 bp
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Tablo 17. Direng genleri PCR sonuglari.
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5. TARTISMA

Diinya niifusunun yaklasik %45’inin kiy1 seritlerinin 100 km yakininda yasadig:
bilinmektedir (Zhu ve digerleri, 2017). Kiy1 seritlerinin %13’{inii kiy1 lagiinleri olusturmaktadir
(Barnes, 1980). Diger denizel ortamlara kiyasla daha hassas olan lagiin alanlarinda, insan
faaliyetleri sonrasinda meydana gelen degisimler ¢evre, hayvan ve toplum sagligi agisindan

aslinda son derece 6nemlidir.

Canlilarda hastaliklara sebep olan etkenlerin basinda bakteriler gelmekte ve bakteri
kaynakli hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi ise bu bakterilerce direng
kazanilmaktadir. Su ekosistemleri antimikrobiyal direncli bakterilerin ve bunlarin ihtiva ettigi
diren¢ genlerinin edinilmesi ve yayilmasi i¢in ideal ortamlardir (Zhu ve digerleri, 2017). Bu
ekosistemlerde (yeralti, yer istii sulari, akuakiiltiir, sediment vb. alanlarda) tespit edilen
antimikrobiyal diren¢ genleri insan faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan kirliligin bir gdstergesi olup
bu alanlarda tespit edilmeleri nedeniyle ¢evresel kirletici olarak nitelendirmistir (Altug ve
digerleri, 2013; Rysz ve Alvarez, 2004).

Yapilan bilimsel arastirmalar sonucunda antibiyotik diren¢ genlerinin ¢evresel ortamlarda
tespit edilmesi cevresel kirlilik gostergesi olarak kabul edilmistir. Bu nedenle Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan antibiyotiklere kars1 kazanilan direng insanligin kars1 karsiya kaldig
ilk on kiiresel halk sagligi tehdidinden biri olarak tanimlanmistir (WHO, 2019). Antibiyotik
direng genlerinin ¢evresel bakterilerden insan patojenlerine aktarilmasinda potansiyel yollardan
biri olan su ortamlar ile etkilesim, diren¢li bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve enfeksiyonlarin
tedavisinde basari oraninin diismesi gibi toplum sagligi agisindan ciddi sorunlara neden
olmaktadir (Altug ve digerleri, 2013; Chen ve digerleri, 2013).

Cevresel ortamlarin bir parcast olan yaban hayatinin insan faaliyetlerinden etkilendigi
gercegi cogunlukla g6z ardi edilmektedir (Dolejska, 2020). Antibiyotik direngli bakteri ve
direng genleri agisindan en zengin kaynaklar arasinda, insan faaliyetlerinin birer sonucu olan
atik sular ve giibreler de yer almaktadir (Amabile-Cuevas, 2021). Ancak antibiyotiklere
dogrudan maruz kalmasalar bile, bunlarin insan ve veteriner hekimliginde yaygin
kullanimindan etkilenmekte olan cevresel ortamlar, direngli patojenler i¢in hem kaynak
olusturmakta hem de bulasma senaryolarinda 6nemli rol oynamaktadir (Dolejska, 2020). Bu
senaryolar arasinda; yetersiz altyapisi olan daha kalabalik sehirlere sahip olma egilimi, sivi

maddelerin, ¢op ve diger atiklarin sulara karismasi, kuslar ve hatta sinekler gibi canlilarin hava
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yoluyla antibiyotik direngli bakterileri ve direng genlerini tasimasi gibi pek ¢ok farkli yol yer
alabilmektedir (Amabile-Cuevas, 2021).

Ornegin gogmen kuslarda direngli E. coli suslarinim ortaya ¢ikmasi, antibiyotik direng
genlerinin diger ortamlara aktarilmasiyla da iligkili gorilmektedir. Gogmen kuslarin digkistyla
kirlenmis sucul ortamlar, E. coli patojenlerinin ve bunlarin direng genlerinin ¢evrede yayilmasi
acisindan onemli bir risk olusturmaktadir (Islam ve digerleri, 2022). Ayrica antibiyotik direng
genleri tasiyan E. coli suslarinin gogmen kuslardan insanlara ve hayvanlara bulagmasi,
kontamine tatli su ve deniz suyu vasitasiyla kolayca gergeklesebilmektedir (Ahmed ve digerleri,

2019).

Antimikrobiyal direncin bas roliinde yer alan bakterilerde diren¢ daha ¢ok kazanilmis
direng sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Kazanilmis direng iki yol ile sekillenmektedir; birincisi,
mutasyon ve secilim yoluyla ortaya ¢ikan dikey kalitim, ikincisi ise benzer veya farkli tiirler
arasinda gen degisimi yoluyla ortaya c¢ikan yatay kalitimdir. Dikey kalitim, bakteri
kromozomunda kendiliginden gelisen bir mutasyonun, bir bakteri ve onun popiilasyon i¢indeki
soylarina diren¢ kazandiran dogal se¢ilim olayidir (Jury ve digerleri, 2010). Bir¢ok bakteri tiirii
yeni kosullara uyumlarini saglayan mutasyonlardan sonra, olumsuz kosullarda veya cevresel
degisikliklerde hayatta kalabilmektedir (Rasul ve Majumdar, 2017). Yatay kalitim ise
genellikle transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon denen ii¢ yolla gergeklesir.
Antibiyotik direncinin kiiresel ¢apta yayilmasindan asil sorumlu olanin bu ii¢ mekanizmanin
olusturdugu yatay gen transferi oldugu bilinmektedir (Amabile-Cuevas, 2021; Jury ve digerleri,
2010).

Ayrica bakteriler, plazmidler ve yer degistirebilen elementler gibi hareketli genetik
materyallerin sayesinde, bunlarin olusturdugu gezici genlerden olusan genis bir havuza
erigebilmektedirler. Antimikrobiyal direng esas olarak; insanlar, hayvanlar ve dogal ortamlar
arasinda direng¢ genlerinin integronlar, transpozonlar ve plazmidler gibi mobil genetik unsurlar
araciligiyla edinilmesi yoluyla yayilir (Navarro ve digerleri, 2023). Gram negatif bakterilerin
%60’ indan fazlasinda bulanan R plazmidleri, antibiyotik diren¢ genlerinin transferinden
sorumludur (Amaébile-Cuevas, 2021; Jury ve digerleri, 2010). Ornegin Aeromonas sp. gibi balik
patojenlerinin, insanlardan izole edilen E. coli gibi patojenlere antibiyotiklere kars1 direng
kazandiran unsurlar1 aktarabildigine dair epidemiyolojik ve molekiiler gdostergeler mevcuttur

(Rasul ve Majumdar, 2017).
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Baglica antibiyotik yapilar1 arasinda B-laktamlar, tetrasiklinler, sulfonamidler,
aminoglikozidler, florokinolonlar, makrolidler ve trimetoprim bulunmaktadir. ilk kez 1935'te
tanitilan sulfonamidler, ¢iftlik hayvanlart ile insanlarda bakteri ve protozoa enfeksiyonlarinin

tedavisinde yaygin olarak kullanilan sentetik antimikrobiyallerdir (Zhuang ve digerleri, 2021).

Yatay olarak aktarilan sulfonamid direng genleri, dfr genlerinin aksine ¢ok azdir. Su anda
bilinen ii¢ sulfonamid geni olmasina ragmen, yine de bu genlerin etkili bir sekilde yayilmis
oldugu goriilmektedir. Bu ii¢ sulfonamid diren¢ geninin, Gram negatif bakterilerde sulfonamid
direncinin ¢ogundan sorumlu oldugu bildirilmistir (Grape, 2006). Birbirleriyle 6nemli 6l¢tide
iligkili olan sull, sul2 ve sul3 genlerinin MGE ile belirgin bir baglantis1 bulunmaktadir (Yu ve
digerleri, 2016).

Su habitatlarindaki bakteri topluluklarinda integronlarin bollugu, su kiitlelerinin Kirlilik
derecesini gosteren bir isaret olarak kabul edilmektedir (Lupo ve digerleri, 2012). Hem yatay
gen aktariminin hem de ¢oklu ilag direncinin iyi bir gostergesi olan ve siklikla ¢evresel ve klinik
bakteri popiilasyonlarinda tespit edilen sull geni, genellikle diger direng genlerini de igeren
konjuge plazmidler tizerindeki sinif 1 integronlarda bulunurken, sul2 geni ¢ogunlukla kiigiik ve
konjugatif olmayan plazmidlerde bulunmaktadir (Blanco-Picazo ve digerleri, 2020; Skold,
2000). Ayrica diinyanin farkli bolgelerinde gergeklestirilen gesitli bilimsel ¢aligmalar sull ve
intll genleri arasinda yakin bir iligski oldugunu ortaya koymustur (Chen ve digerleri, 2016; de
los Santos ve digerleri, 2021).

En yaygin trimetoprim direng geni olan dfrAl ise hem sinif 1 hem de sinif 2 integronlarda
bulunabilmektedir (Jury ve digerleri, 2010). Intl1, sull, tetW, blaTEM gibi bazi direng
genlerinin dogal ortamlarda tespiti, ¢evresel antimikrobiyal direncin bir gostergesi olarak kabul

gormektedir (Nappier ve digerleri, 2020).

TetA geninin tetrasiklin ve doksisikline, tetB geninin tetrasiklin, doksisiklin ve
minosikline ve tetW geninin ise tetrasikline kars1 direng kazandirdigi ayn1 zamanda su tiriinleri
yetistiriciligi yapilan ortamlarda yaygin olarak bulunan bir gen olduguna dair ¢aligmalar
bulunmaktadir (Blanco-Picazo ve digerleri, 2020; Jian ve digerleri, 2021; Roberts, 2002).
Tetrasiklinlere direngte en 6nde gelen mekanizmalardan olan aktif akis (efflux) pompasi, Gram
pozitif bakterilerde kiigiik plazmidlerle iliskiliyken Gram negatiflerde genellikle biiyiik
konjugatif plazmidlerle baglantilidir (Jury ve digerleri, 2010).

Diinyanin farkli yerlerinde yapilan c¢aligmalarin sonuglarina gore sulfonamid ve

tetrasiklin ailelerine ait ARG’lerin kliniklere ve hastanelere kiyasla giftliklerde, atik su aritma
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tesislerinde, toprakta ve sucul ortamlarda daha yaygin oldugu tespit edilmistir (Ergie ve
digerleri, 2019; Naquin ve digerleri, 2015; Stoll ve digerleri, 2012; Yang ve digerleri, 2018;
Zhuang ve digerleri, 2021). Akuatik ortamlarda antibiyotik direnci lizerine gerceklestirilen
caligmalarin biiylik cogunlugunun Asya ve Avrupa'da yiirtitiildiigii bildirilmistir. Bu ¢aligsmalar
daha ¢ok dogal sulara (nehirler, deniz, goller, lagiinler ve halicler) yonelik ¢aligmalar olup,
arastirmalar sonucunda Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin tiim su ortamlarindaki en baskin

tiirler oldugu belirlenmistir (Sanchez-Baena ve digerleri, 2021).

WHO tarafindan 2017 yilinda yayinlanan listede, insan sagligi i¢in tehdit olusturabilecek
Acinetobacter, Pseudomonas sp. ile E. coli, Klebsiella ve Serratia sp. gibi c¢esitli
Enterobacteriaceae tiirlerini de kapsayan bir ¢ok direngli ve su kaynakli bakteri tiirleri yer
almistir (Tacconelli ve Magrini, 2017). Ayrica 2024 yili itibariyle bu liste yukarida belirtilen
tirler agisindan giincelligini korumaktadir (WHO, 2024). Enterobacteriaceae ailesinin birgok
tiyesi kromozomal B-laktamaz genlerine sahiptir. Ancak bu genlere sahip diger bir¢gok gram
negatif bakteri de bulunmaktadir. Bunlar arasinda Aeromonas, Acinetobacter ve Pseudomonas
cinsleri 6nde gelmektedir. AmpC ve blaTEM genleri penisilin, ampisilin ve sefalosporinlerin
birgogunun inaktive olmasini saglayan B-laktamaz tiretiminde gorevli genlerdir (Bailey ve
digerleri, 2011; Mroczkowska ve Barlow, 2008; Szabo ve digerleri, 2005). Tanimlanan ilk -
laktamaz, ampC geni tarafindan kodlanmistir. Bu gen yapisal olarak diisiik diizeyde eksprese
edilmesine ragmen, mutasyonlar genin asir1 ekspresyonuna neden olabilmektedir. Ayrica gesitli

bla genlerini tagiyan bir¢ok plazmid kaynakli f-laktamaz da bulunmaktadir (Reygaert, 2018).

Birgok Gram negatif bakteride dogalar1 geregi, dis zarlarin1 gecemeyen makrolidlere
kars1 bir direng goriilmektedir. 1999'a kadar ermB geninin biiyiik ¢gogunlugunun Gram pozitif
tiirlerden kaynaklandig: bilinirken artitk hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerden
izole edilebilmektedir. Gram pozitif bakteriler bu antibiyotiklerin etkilerini ortadan kaldirmak
icin hedef bolgenin degistirilmesi, makrolidlerin aktif akis pompalar1 yoluyla atilmasi ve
plazmidler iizerinde kodlanan enzimler tarafindan ilacin dogrudan inaktivasyonu igeren fi¢
diren¢ mekanizmasindan herhangi birini kullanabilmektedir (Jury ve digerleri, 2010; Roberts,
2002). ErmB geninin daha ¢ok enterokok ve pndmokok cinsi bakterilerin plazmidlerinde,
konjugatif ve konjugatif olmayan transpozonlarinda bulundugu bildirilmistir (Munita ve Arias,
2016).

Su tirlinleri yetistiriciligi yapilan gesitli ortamlarda siklikla blaTEM, tetA, tetB, sull, sul2,
sul3, floR, gnrA ve dfrA direng genleri ile karsilasilmistir (Watts ve digerleri, 2017). Qnr genleri
kinolon grubu antibiyotiklere kars1 diren¢ olusumuna aracilik eden, plazmid kaynakli genler
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olarak bilinmektedir (Amabile-Cuevas, 2021). Ancak klinik izolatlarda kinolon direng genleri
hem kromozomal hem de plazmid kaynakli olarak da bulunabilmektedir. Siprofloksasin,
levofloksasin ve nalidiksik asit gibi antibiyotiklere kars1 direng kazandirdig1 bilinen gnrA geni
(Al-Rafyai ve digerleri, 2021; Castanheira ve digerleri, 2007; Poirel ve digerleri, 2006)
genellikle bir integron i¢inde bulunmakta ve siklikla sull geni birlikte tespit edilebilmektedir

(Jury ve digerleri, 2010).

Sudaki bakteriler lokalize olmamalar1 nedeniyle topraktakilere gére genellikle ¢ok daha
diisiik yogunlukta bulunurlar. Bu da mikrobiyal topluluk yapisinin tespit edilmesi ve
karsilagtirillmasinda zorluklara neden olabilmektedir (Ding ve He, 2010). Sudaki bakteri
topluluklarina iligkin kiiltiir temelli ¢alismalarin biiylik cogunlugu ya diski kokenli bakterilere
ya da iyi bilinen insan patojenlerine odaklanmaktadir. Ancak bir ekosistemdeki her bakteri,
diren¢ genlerinin yayilmasinda hem rezervuar hem de vektor olarak rol oynayabilmektedir

(Almakki ve digerleri, 2017).

Kiiltiire dayali yontemler antimikrobiyal direncin izlenmesi i¢in oldukga caziptir. Ciinkii
klinik 6nemi bilinen bir bakteri hedef olarak segilebilmektedir. Ayrica klinik direng seviyelerini
tanimlamada yararlanilan yontemler (6rnegin Kirby-Bauer disk difiizyon) iyi standardize
edilmis olup ve ¢alisilan hedef bakterinin canlilig1 devam etmektedir. Bu bakteri izolatlar1 daha
sonra, diren¢ geni tasiyan MGE’nin tamimlanmasi, suslar arasindaki filogenetik iligkilerin
ortaya ¢ikarilmasi, ¢oklu ilag¢ direng testleri, sekans tabanl tipleme veya tiim genom dizilimi

gibi daha ileri analizlere de tabi tutulabilmektedir (Liguori ve digerleri, 2022).

Bununla birlikte, antimikrobiyal direncin izlemesi i¢in kiiltiir yontemlerinde karsilasilan
birtakim zorluklarda bulunmaktadir. Atik su ve ylizey suyu ortamlarinda hedef olarak
secilebilecek ¢ok sayida cins ve tiir bulunmasina ragmen, bu ortamlarda bulunan yiiksek
miktardaki arka plan mikroorganizmalarin varlig1 ve ¢cevresel mikroplarin biiyilik cogunlugunun
kolayca Kkiiltiire alinamamasi bu zorluklardan bazilaridir. Bu nedenle belirli bir c¢evresel
rezervuarda bulunan genis direng geni havuzunun biiyiik bir kismi kiiltiire dayali yontemlerde
gozden kagabilmektedir (Liguori ve digerleri, 2022). Ayrica laboratuvar ortamlarinda
gerceklestirilen, ozellikle antimikrobiyal duyarlilik testlerinin in vivo kosullari tam olarak

simiile etmeyebilecegi de bilinmektedir (Inglis, 2000).

Fransa’da Lez Nehri, Mauguio Lagiinii ve Salagou Golii'nde kiiltiire dayali yapilan
calismada Bacillus, Pseudomonas, Shewanella ve Vibrio cinsi dort ortak bakteri tespit

edilmistir. Mauguio Lagiinlinden elde edilen bakteri topluluklari, tatli sulardan elde edilenlere
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kiyasla antibiyotiklere kars1 daha yiiksek direng gostermis, bunda da tuzlulugun suda yasayan
bakteri topluluklarinin antimikrobiyal maddelere karsi genel direncini etkileyen énemli bir

faktor oldugu sonucuna varilmistir (Almakki ve digerleri, 2017).

Gholami (2012) tarafindan Karatas lagiiniinde yapilan ¢alismada iki farkli donemde
alinan laglin suyu Orneklerinden Sphingomonas paucimobilis, Vibrio parahaemolyticus,
Pseudomonas stutzeri ve Vibrio alginolyticus gibi bakteriler izole edilmistir. Bunlar arasindan
sadece Sphingomonas paucimobilis her iki déonemde de izole edilen tek bakteri olmustur.
Uygulanan antibiyogram testlerine gére; Sphingomonas paucimobilis izolatlarinda ampisilin,
enrofloksasin, sulfametoksazol ve eritromisin direnci, Vibrio parahaemolyticus izolatlarinda

ampisilin direnci tespit etmistir.

Giirlin (2014) Giilliik korfezinde yaptigi ¢alismada deniz suyundan E. coli, Sphingomonas
paucimobilis, Myroides sp., Micrococcus luteus, Kocuria kristinae gibi bakterileri izole
etmistir. Altug ve digerleri (2013) tarafindan yapilan ¢calismada Marmara denizi su 6érneklerinde
yukaridaki ¢alismalara benzer sekilde E. coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas luteola,

Sphingomonas paucimobilis ve Micrococcus luteus tespit edilmistir.

Giilliik korfezinde yapilan baska bir calismada ise su ve sedimentten alinan 6rneklerden
V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, Sphingomonas paucimobilis, Myroides sp., Micrococcus
luteus, Kocuria kristinae, E. coli, Acinetobacter Iwoffii izole edilmis ve bu izolatlara yapilan

disk difiizyon antibiyotik duyarlilik testlerinde;

Sudan izole edilen;

e 38 adet Sphingomonas paucimobilis izolatinin %71,05’inin ampisiline, %31,57sinin
tetrasikline, %26,31’nin oksitetrasikline ve %98,37’sinin sulfametoksazole direngli
oldugu tespit edilmistir.

e Ug adet Acinetobacter Iwoffii izolatinin tamami ampisilin ve sulfametoksazole direng
gosterirken, tetrasikline tam, oksitetrasikline ise orta derece duyarlilik gostermistir.

e 30 adet E. coli izolatin %78,5’1 ampisiline, %71,4’0 tetrasikline, %751 oksitetrasikline
ve %92,9’u sulfametoksazole direng gostermistir.

e Bes adet Myroides sp. izolatinin tamami ampisiline ve sulfametoksazole direng
gosterirken %66,6’s1 hem tetrasikline hem de oksitetrasikline direng gostermistir.

e Dort adet Kocuria kristinae izolatinin tamami ampisilin, tetrasiklin ve sulfametoksazole

direng gostermis ancak %50 sinin oksitetrasikline direngli oldugu goriilmiistiir.

64



e Dort adet Micrococcus luteus izolatinin yarisi ampisilin ve tetrasikline direng
gosterirken, tamami sulfametoksazole direng ve yine tamami oksitetrasikline orta

derece duyarlilik sergilemistir.
Sedimentten izole edilen;

e 14 adet V. alginolyticus’un tamami ampisilin, tetrasiklin ve sulfametoksazole direngli
iken %67’si oksitetrasikline direng gostermistir.

e 13 adet V. parahaemolyticus izolatin tamaminin yukari bahsedilen tiim antibiyotiklere
direng gosterdigi tespit edilmistir.

e 12 adet Myroides sp. izolatinin tamami da bahsedilen tiim antibiyotiklere direng

gostermistir (Altug ve digerleri, 2020).

Avustralya’nin farkli bolgelerinde yer alan ¢esitli akuakiiltiir kaynaklarindan izole edilen
bakteriler arasinda Hafnia alvei ve Micrococcus sp. izole edilmis ve bu bakterilerden yalnizca
bir Hafnia alvei susunun ampisilin, amoksisilin, sefaleksin, sefalotin, florfenikol, eritromisin
ve sulfametoksazole direngli oldugu, Micrococcus sp.’nin ise yalnizca nalidiksik aside direng

gosterdigi tespit edilmistir (Akinbowale ve digerleri, 2006).

Sucul ortamlarda yasayan canlilarin bakteriyel bulasmaya maruz kalmalar1 kaginilmazdir.
Ozellikle tuzlu sularda yasayan baliklarin ozmoregiilasyonu saglamak igin bir miktar su igtikleri
de bilinmektedir (Evans, 2008). Cipuralar iizerine yapilan bir ¢alismada Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas putida ve Kocuria rhizophila izole edilmistir. Pseudomonas stutzeri ile
Pseudomonas putida igin yapilan antibiyogram testlerinde florfenikol direnci gozlemlenmistir.
Pseudomonas stutzeri deniz suyu ve sedimentinde goriilebilen bir bakteri iken Pseudomonas
putida ve Kocuria rhizophila’nin baliklar i¢in patojen, Pseudomonas stutzeri ile Pseudomonas

putida’nin insanlar i¢in firsat¢1 patojen oldugu belirtilmistir (Salgueiro ve digerleri, 2020).

Ulkemizde Canak ve Akayli (2019) tarafindan gipuralarda yapilan galismada sucul
ortamlarda bulunabilen bir bakteri tiirli olan Pseudomonas stutzeri’nin yani sira Micrococcus
luteus ve Staphylococcus sp. izole edilmistir. Yapilan antibiyogram testlerinde; Micrococcus
luteus’un ampisilin, eritromisin, florfenikol ve oksitetrasikline tam, enrofloksasine ise orta
derece duyarli, Pseudomonas stutzeri’nin eritromisine direngli, enrofloksasine tam, ampisilin,
florfenikol ve oksitetrasikline ise orta derece duyarli, Staphylococcus sp.’nin florfenikol ve
ampisiline direngli, enrofloksasine tam, eritromisin ve oksitetrasikline ise orta derece duyarh

oldugu belirtilmistir.
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Parin ve digerleri (2016) Ege Bolgesi'ndeki ¢esitli ticari balik isletmelerinden 2013
yilinda hastalik belirtisi gosteren 100’er adet yavru levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura
(Sparus aurata) almislar ve karaciger, dalak, bobrek ve kalp gibi i¢ organlardan yapilan ekimler
sonucunda Photobacterium damselae subsp. piscicida suslarini tanimlamislardir. Antibiyotik
duyarliligin1 belirlemek i¢in uyguladiklar1 mikro diliisyon testine gére Photobacterium
damselae subsp. piscicida suslarmin kloksasiline %85,7 sefoperazona ve ampisiline %23

direncli oldugu tespit edilmistir.

Boyacioglu ve digerleri (2015) tarafindan Bati Ege Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada
alabalik iiretimi yapilan farkli ticari igletmelerden hastalik belirtisi gdsteren 220 gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrusu alinmig ve bunlarin bobrek, karaciger, dalak ve
beyinlerinden toplamda 26 Flavobacterium psychrophilum susu izole edilmistir. Agar diliisyon
yontemi ile doksisiklin, enrofloksasin ve florfenikol duyarlilig1 test edilmis olup 26 izolatin
enrofloksasine %12, florfenikole %19 ve doksisikline %38 oraninda direngli oldugu tespit

edilmistir.

Cogunlukla insanlardaki hastalik vakalarindan izole edilen Kocuria kristinae ile ilgili,
Dudeja ve digerleri (2013) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile izole edilen bakterinin penisilin,
eritromisin, sulfametoksazol/trimetoprim, seftazidim, gentamisin, amikasin ve siprofloksasine

direncli oldugu belirlenmistir.

Marques ve digerleri (2023), boa yilanindan izole ettikleri Kocuria Kristinae’nin
sulfametoksazol/trimetoprim, tetrasiklin ve eritromisine tam, kloramfenikol, enrofloksasin ve
doksisikline orta seviye direngli, gentamisine ise duyarl oldugunu gozlemlemislerdir. Daha
once deniz hayvanlarinda varligi rapor edilmemis olan Kocuria kristinae, ilk kez Meng ve
digerleri (2023) tarafindan sari sarlatan (Larimichthys crocea) baligindan izole edilmis ve sucul

canlilarda da goriilebilecegi fikri ortaya konmustur.

Calismamizda subat ay1 Aci su bolgesi su Orneklerinden ve sardalya (Sardinella
maderensis) baligindan izole edilen Kocuria kristinae suslarinda aranan antibiyotik direng

genlerinden hicbirine rastlanmamastir.

Pgkala ve digerleri (2018) Polonya’da hastalik belirtisi gosteren iki farkli alabalik
tiirtiniin karaciger dalak gibi i¢ organlarindan Kocuria rhizophila ile Micrococcus luteus izole
etmislerdir. Disk difiizyon yonteminde Kocuria ve Micrococcus suglarinin flumekuin, oksolinik

asit ve sulfonamide kars1 direngli, enrofloksasin, neomisin ve sulfonamid/trimetoprime kars1
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orta derece duyarli, B-laktamlar, makrolid, amfenikol ve tetrasiklinlere karsi ise duyarh

oldugunu saptamiglardir.

Subat ay1 Merkez, agustos ay1 Act su bolgesi su ornekleri ile kefal (Chelon saliensis)
baligindan izole edilen Kocuria rhizophila suslarinda tim direng genleri negatif sonug
vermistir. Subat ve agustos aylarinda alinan su drneklerinden izole edilen dort adet Micrococcus
luteus susundan yalnizca agustos ayinda izole edilen bir susta intll genine rastlanmis diger

genler izole edilememistir.

Kocuria rosea genellikle insanlarda hastalik vakalarindan izole edilse de ayn1 zamanda
dogada yiiksek mineral igerikli yer alt1 sular1 ve petrol kaynaklar1 gibi olaganiistii kosullardan
da izole edildigi bildirilmistir (Akbari ve digerleri, 2021; Gholami ve digerleri, 2015; Timkina
ve digerleri, 2022).

Fowora ve digerleri (2023) Covid-19 hastasindan aldig1 burun igeriginden yaptigi ekimde
Kocuria rosea izole etmis, antibiyogram testinde bu bakterinin sefalosporinlere,
sulfametoksazol/trimetoprime, streptomisine, ampisiline, kloramfenikol ve eritromisine

direngli, tetrasiklin ise duyarli oldugu ortaya koymustur.

Agustos ay1 Geren bolgesi su drneklerinden ve levrek (Dicentrarchus labrax) baligindan
izole edilmis olan iki Kocuria rosea susunun ikisi de intll geni i¢in pozitif sonug vermis ancak

diger direng genlerine rastlanmamaistir.

Diinya ¢apinda su drilinleri yetistiriciliginde goriilen hastaliklarin = bir¢ogundan
enterokoklarin sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Savasan ve digerleri, 2016). Tuzlu suda
hayatta kalmalari, enterokoklarin cevrelerine adaptasyonunun g¢ok 1iyi bir gdstergesidir
(Ruzi¢kova ve digerleri, 2020). Bazi tiirlerin hem tatli hem de tuzlu suda bulunan planktonlarda
da hayatta kalabildigi kesfedilmistir. Yapilan arastirmalar, plankton miktarinin artmasinin ayni
zamanda enterokok sayisinin da artmasi anlamina geldigini gostermistir (Signoretto ve

digerleri, 2004).

Ibekwe ve digerleri (2024) ¢esitli antropojenik aktivitelerin sehir su havzalaria olan
etkisini aragtirmak igin farkli su kaynaklarindan aldiklart 6rneklerden birgok enterokok tiirii
izole etmisler ve sectikleri iki enterokok tiirii icin tetrasiklin ve eritromisin direng genleri
varhigimi incelemislerdir. Tetrasiklin genlerinden tetA’nin higbir izolatta pozitif ¢ikmadigi,

ermB diren¢ geninin ise farkli oranlarda pozitif oldugu sonucuna varmislardir.
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Savasan ve digerleri (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Ege Bolgesi'ndeki farkli
ticari balik ciftliklerinden toplanan 200 adet balik 6rnegi incelenmis ve izole edilen

bakterilerden 26 tanesinin (%13) Enterococcus faecalis oldugu bildirilmistir.

Enterococcus columbae ise ilk kez giivercinlerde tanimlanmis bir enterokok tiiridiir
(Devriese ve digerleri, 1990). Literatiire gore giivercinlerden izole edilen bakterilerin
antibiyotiklere kars1 yiiksek direng gosterebilecegi bildirilmistir (Osman ve digerleri, 2019;
Stenzel ve digerleri, 2014).

Dolka ve digerleri (2020) farkli zamanlarda Polonya’nin farkli bolgelerindeki
giivercinlerin kloakalarindan izole ettikleri 50 Enterococcus columbae susunun antibiyotik
direng profilini arastirmislar ve bu suslarin 44’iiniin enrofloksasine, 39’unun doksisikline,
33’liniin eritromisine, 11’inin kloramfenikole ve yedisinin tetrasikline direncli, bir tanesinin
penisline ve tamaminin ise hem ampisiline hem de amoksisilin/klavulanik asite duyarli

oldugunu tespit etmislerdir.

Calismada subat ayinda Iskele bolgesi su &rneklerinden izole edilen Enterococcus
columbae susunun hem blaTEM hem de tetW direng genini barindirdig: tespit edilmistir.

Kirkan ve digerleri (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, Aydin ili ve gevresinde kiiltiir
balik¢iligi yapilan kulugkahanelerden alman 100 goékkusagi alabaliginin (Oncorhynchus
mykiss) karaciger, bobrek, kalp ve dalak gibi i¢ organlarindan bakteriyolojik ekimler yapilmis
ve 34 Lactococcus garvieae susu izole edilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi Kirby-Bauer disk
difiizyon metoduna gore yapilmis ve Lactococcus garvieae suslarinin amoksisilin-kKlavulanik
asite %90, florfenikole %65 oraninda duyarli oldugu, oksolinik asite %94, penisilin G ve
metisiline %88, eritromisine %80, ampisiline %76, sefoperazona %62, gentamisine %50 ve

kloksasiline %44 oraninda direngli oldugu bulunmustur.

Lactococcus lactis geleneksel olarak siit iiriinleriyle iliskili bir bakteri olarak kabul edilen
onemli bir tiirdiir (Svec ve Sedlaéek, 2008). Noreen ve digerleri (2011) siitten izole ettikleri
Lactococcus lactis subsp. lactis suslarinin biiyiik bir kismmin gentamisin, streptomisin ve
nalidiksik asite direngli, eritromisine tam, ampisilin ve kloramfenikole orta diizeyde duyarl

oldugunu, bazi suslarinsa tetrasiklin ve oksitetrasikline direng gdsterdigini tespit etmislerdir.

Cesitli yiizey sularindan da izole edilmis olan Lactococcus lactis suslari (Svec ve
Sedlacek, 2008) 2008 yilina kadar ¢esitli tatl su (Sugita ve digerleri, 2007) ve deniz baliklarinin
bagirsaklarindan izole edilse de (Itoi ve digerleri, 2008) ilk kez Wang ve digerleri (2008)
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tarafindan karideslerde, daha sonra Khoo ve digerleri (2014) tarafindan giimiis sazanlarinda
yapilan ¢aligmalar ile akuatik hayvanlarda da enfeksiyon sebebi olarak goriilebilecegi ortaya

konmustur.

Chen ve digerleri (2012) kiiltir mersin baliginda ortaya g¢ikan bir salgin sonrasi
inceledikleri hasta baliklarin i¢ organlarindan Lactococcus lactis subsp. lactis izole etmis ve
yaptiklar1 antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda etkenin oksitetrasikline, flumekuin ve

eritromisine direngli, ampisiline ve florfenikole ise duyarli oldugunu belirlemislerdir.

Wiinnemann ve digerleri (2018) ise hastalik belirtisi gosteren tirsi (Alosa alosa)
baliklarinin i¢ organlarindan izole ettikleri Lactococcus lactis subsp. lactis suslarinin
tamaminin gentamisin, eritromisin, tetrasiklin ve ampisiline duyarli, %75’inin enrofloksasine,
%350’sinin florfenikole orta derecede duyarli, %75’inin ise sulfametoksazol/trimetoprime

direngli oldugunu tespit etmislerdir.

Kuzuluk bolgesinden alinan kefal (Chelon saliensis) baligi 6rneklerinden izole edilmis
olan Lactococcus lactis subsp. lactis’de yalnizca intll geni izole edilmis diger direng genleri

tespit edilememistir.

Aeorococcus viridans’a siklikla insan patojeni olarak rastlanmaktadir (Pien ve digerleri,
1984). Buu-Hoi ve digerleri (1989) tarafindan yapilan ¢alismada insan ve hayvanlara ait bazi
materyallerden izole edilen Aerococcus viridans suslarinda ermB, tetM ve tetO direng genleri
bulunmustur. Guccione ve digerleri (2013) gergeklestirdikleri bir ¢alismada bes aylik bir disi
buzagidan izole ettikleri Aerococcus viridans susuna Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi
uygulamislar ve bakterinin ampisilin, gentamisin, enrofloksasin ve
sulfametoksazol/trimetoprime kars1 direncli, eritromisin, tetrasiklin, doksisikline karsi ise

duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda subat ayinda ac1 su bolgesinden izole edilen Aerococcus viridans susunda

sadece blaTEM geni izole edilmistir.

Sphingomonas paucimobilis diinya ¢apinda yaygin olarak toprakta, bitkilerde,
hayvanlarda, tatli ve tuzlu sularda bulanabilen bir bakteri tiiriidiir. Baslangigta Sphingomonas
paucimobilis'in patojenik olmayan bir ¢evresel izolat oldugu diisiiniilmiis (Casadevall ve
digerleri, 1992), ancak daha sonra insanlarda birgok enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir

(Maragakis ve digerleri, 2009; Tito ve digerleri, 2022; Walayat ve digerleri, 2018).
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Ibrahim ve digerleri (2022) tarafindan igme suyundan izole edilen Sphingomonas
paucimobilis’in VITEK 2 otomatize tanimlama sistemi ile tanimlanmasi sonrasi
gerceklestirilen antibiyogram testi sonucunda gentamisin, sulfametoksazol/trimetoprim,
ampisilin, siprofloksasin ve seftriakson karsi duyarlilik, seftazidime kars1 ise direng

gorilmistiir.

Hafnia alvei genellikle memeliler, kuslar, siirlingenler, baliklar, toprak, su ve
kanalizasyon gibi ¢ok ¢esitli canli ve ortamdan izole edilebilmis bir bakteri tiirti olup, dogrudan
insanla iligkili olmayan nadiren firsat¢i bir patojen olarak kabul edilmistir (Janda ve Abbott,
2006; Miranda ve Zemelman, 2002; Okada ve Gordon, 2003).

lonescu ve digerleri (2022) Romanya’da insan faaliyetlerine karsi korunakli oldugu
bilinen alt1 farkli magaranin zemininden aldiklar1 6rneklerden Aerococcus viridans, Hafnia
alvei ve Sphingomonas paucimobilis izole etmislerdir. Ozellikle Hafnia alvei ve Sphingomonas
paucimobilis’in insanlar igin potansiyel enfeksiy6z ajan olmasi nedeniyle bu iki bakteri igin
yaptiklar1 antibiyotik duyarlilik testlerinde Hafnia alvei’nin seftazidim, meropenem ve kolistine
direncli, sulfametoksazol/trimetoprim, siprofloksasin, gentamisin ve tikarsilin/klavulanik asite
duyarli, minosikline ise orta derece duyarli, Sphingomonas paucimobilis izolatlarin ise
kolistine tam, seftazidim ve siprofloksasine %50 oraninda direngli,
sulfametoksazol/trimetoprim, meropenem, tikarsilin/klavulanik asit ve gentamisine ise duyarl

oldugu tespit edilmistir.

Hobeika ve digerleri (2022) nehir agizlarindan kis ve ilkbahar déonemlerinde aldiklart su
numunelerinde E. coli, Hafnia alvei, Pseudomonas luteola ve Pseudomonas putida izole
etmigler ancak herhangi bir antibiyotik direnci tespitinde bulunmamislardir. Castello ve
digerleri (2023) yaptiklar1 ¢alismada taze sebze iirlinlerinden izole ettikleri iki Hafnia alvei
susundan birinin sadece blaTEM i¢in pozitif, tetA, tetB, tetW, sul2 ve sul3 i¢in negatif reaksiyon

gosterdigini, diger susun ise tiim bu genler i¢in negatif sonug verdigini bildirmislerdir.

Subat ayinda Geren bolgesinden izole edilen Hafnia alvei susu blaTEM, ermB ve sul2

geni i¢in pozitif reaksiyon vermistir.

Delgado-Gardea ve digerleri (2016) Meksika’da nehir ve selale gibi akarsulardan
aldiklar1 6rneklerden E. coli ve Hafnia alvei bakterilerini izole etmisler ve bunlardan Hafnia
alvei izolatlarmin 1. ve 2. siif sefalosporinler ile ampisilin-sulbaktama direngli oldugunu, E.
coli suslarinin ise amikasin, 1., 2., 3. ve 4. kusak sefalosporinler, siprofloksasin, levofloksasin,

ampisilin ve ampisilin-sulbaktama kars: direng gosterdigini tespit etmislerdir.
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Bong ve digerleri (2022) Malezya’da yer alan Larut nehrindeki antropojenik etkiyi
gormek amaciyla nehir boyunca farkli noktalardan aldiklar1 su 6rneklerinden izole ettikleri E.
coli suslarinda 14 adet tet, ti¢ adet de sul geni arastirmislardir. Toplamda izole edilen 354 E.
coli izolatinin 77’sinde bakilan genlerin higbirine rastlanmamus, kalan 277 izolatta ise tet
genleri arasinda en ¢ok izole edilenin %52,64 ile tetA oldugu, sulfonamid direng genleri
acisindan frekans dagiliminin ise sul3 %20,90, sul2 %5,08 ve sull %3,11 seklinde gergeklestigi
bildirilmistir. Bu ¢aligsma ile, nehirdeki antibiyotige direngli E. coli suslarinin yayginliginin ve
cesitliliginin, hayvanat bahgesinden, hastaneden ve mezbahaneden gelen antibiyotik kalinti

kaynag atik sular1 sebebiyle meydana geldigi sonucuna varilmastir.

Islam ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada gégmen kuslardan izole edilen 55
E. coli izolatinin tamaminin ampisilin ve eritromisine, 41'inin streptomisine, 35'inin
tetrasikline, 28'inin siprofloksasine ve 24'liniin kloramfenikole fenotipik olarak direngli oldugu
bulunmustur. PCR islemi sonuglarina gore ise 21 izolatin %95,24°i blaTEM, streptomisine
direncli izolatlarin %90°1 aadA1l, tetrasikline direncli izolatlarin tamamu tetA, %31,43’ tetB ve
siprofloksasine direngli izolatlarin %35,71°i gnrA geni igin pozitif reaksiyon verirken tim
eritromisin ve kloramfenikol direngli izolatlar igin ereA ve catAl genlerine bakilmis ve sonug

negatif ¢ikmustir.

Alves ve digerleri (2014) dogal rezerv alani olarak siniflandirilan ve turistler tarafindan
sucul rekreasyonel faaliyetler igin ziyaret edilen 1ss1z bir ada olan Berlenga'da yaptiklari
calismada, kiy1 sularinin kirlenmesine neden olan su kaynaklardan alinan 6rneklerden izole
ettikleri E. coli suslarinda en yaygin olarak blaTEM, sull, sul2, tetA, ve tetB genlerini tespit

etmisler ancak gnrA genine rastlamamiglardir.

Capkin ve digerleri (2015) alabaliklar ve yasadiklar1 ¢evre iizerine yaptiklari ¢alismada
inceledikleri baliklarin dalak, bobrek ve karaciger gibi i¢ organlarindan Pseudomonas luteola,
su Orneklerinden ise diger koliformlarin yani sira E. coli izole etmisler ve antibiyogram
sonuglarina gore li¢ Pseudomonas luteola izolatinin tamami ampisilin, sulfametoksazol ve
sulfametoksazol/trimetoprime, ikisi kloramfenikole, bir tanesi ise oksitetrasiklin, tetrasiklin ve
gentamisine direng gosterirken, 109 E. coli izolatinin 32’si ampisiline, 100’{ sulfametoksazole,
12’si sulfametoksazol/trimetoprime, 17’si oksitetrasikline, 16’s1 tetrasikline, 14’{i gentamisine
ve besi kloramfenikole direng gostermistir. Molekiiler incelemede aranan tetA, tetB, sull, sul2,
sul3, ampC, blaTEM aadA ve Intl1 genlerinden Pseudomonas luteola suslarinda tetB, sul2,

ampC, blaTem genlerine rastlanirken, E. coli izolatlarinda farkli oranlarda tetA, tetB, sull, sul2,
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ampC, aadA ve blaTEM genlerine rastlanmistir. Her iki bakteri igin de sinif 1 integron geni

saptanmadig1 bildirilmistir.

Calismada subat ayinda Geren bolgesi su orneklerinden izole edilen E. coli susunda

yalnizca blaTEM genine rastlanmistir.

Tire ve Alp (2016) kalkan baliklarinin karaciger ve dalaklarindan izole ettikleri
Pseudomonas luteola izolatinin disk difiizyon testlerinde tetrasiklin, amoksisilin, eritromisin ve
linkomisine direngli, florfenikol, oksitetrasiklin, enrofloksasin, sulfametoksazol/trimetoprim ve
penisiline duyarli, ampisiline ise orta derece duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan
molekiiler incelemede ise Pseudomonas luteola’nin tetB, ampC, blaTEM, floR, sul2, sul3 ve

dfrAl direng genlerinden higbirini barindirmadigi sonucuna varmislardir.

Ferri ve digerleri (2023) yaptiklari ¢alismada islenmis deniz iirlinlerinden ve onlarin
islendigi ¢evreden aldiklari numunelerde Kocuria kristinae, Staphylococcus lentus,
Staphylococcus sciuri, E. coli, Acinetobacter Iwoffii, Sphingomonas paucimobilis ve
Pseudomonas luteola gibi bakterileri izole etmislerdir. Yapilan testlerde Kocuria kristinae’nin
tetrasikline direng gosterdigi, stafilokok tiirlerinin ¢oklu ilag direncine sahip oldugu,
Pseudomonas luteola’nin sulfametoksazol, amikasin ve gentamisine duyarli, sefotaksime ise
direngli, Acinetobacter Iwoffii’nin gentamisin ve amikasine direngli, sefotaksim ve
sulfametoksazole duyarli, E. coli’nin gentamisin, amikasin ve sulfametoksazole duyarli,
sefotaksime direngli, Sphingomonas paucimobilis’in ise sadece sefotaksime direngli oldugu
tespit edilmistir. Molekiiler incelemede Staphylococcus sciuri’de ermB, blaTEM, cfr,
Staphylococcus lentus’da ermB, cfr, sull ve sul3 ve Sphingomonas paucimobilis ile

Pseudomonas luteola’da ise blaTEM geni izole edilmistir.

Calismada agustos ay1 su 6rneklerinden izole edilen ii¢ Pseudomonas luteola susundan
biri blaTEM ve tetW, digeri blaTEM ve intl1, sonuncusu ise sadece blaTEM geni i¢in pozitif
reaksiyon gostermistir. Cipura (Sparus aurata) baligindan izole edilen Pseudomonas luteola
susunda hi¢bir direng genine rastlanmazken, sargoz (Diplodus sargus) baligindan izole edilende
sadece blaTEM pozitif ¢ikmistir. Subat ay1 Act su ve Merkez bolgeleri su drneklerinden izole
edilen iki Sphingomonas paucimobilis susundan biri tiim genler i¢in negatif sonug verirken

digerinde blaTEM ve sull genlerine rastlanmustir.

Vanderhaeghen ve digerleri (2013) sigirlardan aldiklar1 burun svabi 6rneklerinde cfr
pozitif Staphylococcus sciuri ve Staphylococcus lentus izolatlar1 tanimlamiglardir. Baska bir

calismada farkli sigir tiirlerinden izole edilen Staphylococcus lentus suslarinda ise tetL
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(Schwarz, 1994) ve ermB diren¢ genleri izole edilmistir (Werckenthin, Schwarz ve Dyke,
1996).

Subat ay1 Aci su bolgesinden izole edilen Staphylococcus lentus susunda higbir direng
genine rastlanmazken, kefal (Chelon laborus) baligindan izole edilen Staphylococcus sciuri’de

intl1l geni tespit edilmistir.

Sun ve digerleri (2016) aldiklar1 toprak orneklerinden Acinetobacter Iwoffii izole etmis
ve test ettikleri direng genlerinden aadAl, sul2, floR ve intl1’in pozitif, blaTEM, sul3, tetA ve
tetB direng genlerinin negatif oldugunu gézlemlemislerdir. Chen ve digerleri (2024) mastitisli
ineklerden alinan siit numunelerinden izole ettikleri Acinetobacter Iwoffii suslarinda blaTEM,
aadAl, tetA, sull, sul2 gibi direng genlerinin pozitif tetB, sul3 ve gnrA genlerinin ise negatif

oldugu sonucuna varmiglardir.

Kozinska ve digerleri (2014) farkli balik ¢iftliklerinden aldiklar1 sazan baliklarindan,
antibiyotik diren¢ genlerini aktarabilen bakterilerden biri olarak bilinen Acinetobacter
Iwoffii’den iki sus izole etmisler ve bunlardan birinde sulfametoksazol/trimetoprim ve
amoksisiline direng, ampisilin, enrofloksasin, gentamisin ve oksitetrasikline duyarlilik,
digerinde ise amoksisilin ve ampisiline direng, sulfametoksazol/trimetoprim, enrofloksasin,

gentamisin ve oksitetrasikline duyarlilik tespit etmislerdir.

Calismamizda mirmur (Lithognathus mormyrus) ve kefal (Chelon laborus) baliklarindan
izole edilmis olan iki adet Acinetobacter lwoffii susundan sadece biri aranan direng genlerinden

intl1 ve sull genini ihtiva etmis digerinde hicbir direng genine rastlanmamistir.

Wang ve digerleri (2023) endiistriyel atik su ortamindan Pseudomonas stutzeri izole
etmisler ve yaptiklar1 antibiyotik mikrodiliisyon testinde bakterinin tetrasiklin, doksisiklin,
siprofloksasin, gentamisin ve sefotaksime duyarli, kloramfenikole ise direngli oldugunu tespit
etmislerdir. Molekiiler olarak inceledikleri direng genleri arasinda ise qnrA ve sul2 geni pozitif
sonu¢ vermistir. 2019 yilinda yapilan bir c¢alismada, 1998 yilinda insandan izole edilen
Pseudomonas stutzeri izolat1 antibiyotik direng¢ geni arastirilmasinda kullanilmig ve izolattan

sull, aadA, dfr, bla ve gnr genleri izole edilmistir (S. Liu ve digerleri, 2021).

Elbehiry ve digerleri (2022) dondurulmus cesitli tavuk {irlinlerinden 10 adet
Pseudomonas stutzeri ile dort adet Pseudomonas putida izole etmisler ve VITEK ile
gergeklestirdikleri antibiyotik duyarlilik testinde 10 Pseudomonas stutzeri izolatinin tamaminin

ampisiline, TUgclinliin  siprofloksasine, ikisinin gentamisine direncli, tamamiin ise
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sulfametoksazol/trimetoprime duyarli, iki Pseudomonas putida izolatinin ampisiline direngli,
tamaminin ise siprofloksasin, gentamisin ve sulfametoksazol/trimetoprime duyarli oldugunu
saptamislar ve yaptiklar ¢aligma sonucunda Pseudomonas stutzeri’nin antibiyotik direncinde

rezervuar gorevi gorebilecegi fikrine varmislardir.

Luczkiewicz ve digerleri (2015) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada atik su
tesisinden alinan su Orneklerinden izole edilen Pseudomonas tiirleri arasinda baskin tiiriin
Pseudomonas putida oldugu ve yapilan antibiyogram testinde bu bakterinin gentamisin,
siprofloksasin, piperasilin gibi ¢esitli antibiyotiklere direng gosterdigi tespit edilmis ve calisma
sonucunda Pseudomonas putida'nin antimikrobiyal direng genlerinin potansiyel bir alicist ve

rezervuart olabilecegi one stirlilmiistiir.

Subat ayinda alinan su 6rneklerinden izole edilen {i¢ adet Pseudomonas stutzeri susundan
biri yalnizca blaTEM i¢in pozitif sonug verirken digeri aranan tiim genler i¢in negatif reaksiyon
gostermistir. Ayrica bir sus hem blaTEM hem de ermB geni bakimindan pozitif ¢ikmistir.
Sardalya (Sardinella aurita) baligindan izole edilen Pseudomonas stutzeri susunda ise sadece
intl1 genine rastlanmistir. Agustos ay1 Kuzuluk bolgesinden izole edilen Pseudomonas putida

sugunda ise blaTEM ve intll geni tespit edilmistir.

Beach ve digerleri (2012) hasta hindilerden izole edilen Bordetella hinzii susuna
antibiyogram testi yapmislar ve bu susun sefotaksim ve tobramisine direngli, ampisilin ve
kloramfenikole orta seviyede duyarli, tetrasiklin, sulfametoksazol/trimetoprim ve

siprofloksasine ise tam duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Calismada agustos ayinda Iskele bolgesinden izole edilen Bordetella hinzii susu diger
direng genleri i¢in negatif sonu¢ verirken bIaTEM geni bakimindan pozitif reaksiyon

gostermistir.

Myroides cinsi i¢indeki tiirlerin su ve toprak gibi ¢evresel kaynaklarin yani sira deniz
uriinlerinden de izole edildigine dair calismalar bulunmaktadir (Licker ve digerleri, 2018;
Zhang ve digerleri, 2014). Ayrica normal insan mikroflorasinda pek bulunmayip ender firsatci
patojenler olarak da tanmimlanmislardir. Ulkemizde klinik vakalardan izole edilen Myroides
sp.’nin antibiyotik direng profili incelendiginde izolatlarin tamaminin
sulfametoksazol/trimetoprim, gentamisin, siprofloksasin, ampisilin-sulbaktam ve bazi
sefalosporinlere, %85,7 sinin ise tetrasikline direngli oldugu tespit edilmistir (Ezer ve digerleri,
2021). Bagka bir klinik ¢alismada ise izole edilen Myroides tiiriiniin, disk difiizyon testinde

uygulanan tiim antibiyotiklere (sulfametoksazol/trimetoprim, tetrasiklin, kloramfenikol,
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siprofloksasin, ampisilin, gentamisin ve sefalosporinler) direng gosterdigi ve molekiiler
incelemede diger direng genlerinin yani sira tetX, sul2 ve sul3 genlerinin de izole edildigi

bildirilmistir (Ming ve digerleri, 2017).

Myroides cinsi lyelerinin normalde diisiik tuzluluga sahip ortamlarda bulundugu
bilinmesine ragmen yapilan ¢alismalarda Myroides profundii ve Myroides pelagicus gibi
tiirlerin deniz ve okyanus gibi yiiksek tuzluga sahip ortamlardan izole edilebildigi ortaya

cikmistir (Zhang ve digerleri, 2016).

Ravindran ve digerleri (2015) yaptiklari ¢alismada hastalik belirtisi gosteren kefal baligi
(Mugil cephalus) bagirsak igeriginden bir Myroides tiirii izole etmisler ve antibiyogram testleri
sonucunda bu izolatin tetrasiklin, doksisiklin, gentamisin, streptomisin, ampisilin ve ¢esitli -
laktam antibiyotiklere direng¢ gosterdigini, kloramfenikol ve siprofloksasine ise duyarli

oldugunu tespit etmiglerdir.

Agustos ay1 Kuzuluk bolgesi su 6rneklerinden izole edilen Myroides sp. susundan sadece

intl1 geni izole edilmistir.

Vibrio alginolyticus deniz ortamlarinda siklikla bulunan ve ¢esitli deniz canlilarinda
hastaliklara sebep olabilen bir bakteri tiirtidiir. Vibrio alginolyticus ile kontamine olmus ¢ig
deniz iriinlerinin tiikketilmesi veya acik yaralarin sudaki bu bakteriye maruz kalmasiyla
insanlarda cesitli enfeksiyonlar goriilebilmektedir (Kang ve digerleri, 2016). Deniz firiinleri
yetistiriciliginde ve ¢evrede tespit edilen Vibrio tiirlerinde ¢ok sayida antibiyotik diren¢ geni
rapor edilmistir (Deng ve digerleri, 2020). Potansiyel patojenitelerine ek olarak Vibrio
tiirlerinin, polisakkaritleri hidrolize edip ¢6ziinmiis organik maddeleri alarak su ortamlarindaki

besin dongiisiinde dnemli bir rol oynadigi bildirilmistir (X. Zhang ve digerleri, 2018).

Parin ve digerleri (2017) tarafindan yapilan bir baska ¢caligmada Ege Bolgesi’ndeki ticari
balik kuluckahanelerinden 100 adet hastalik belirtisi gosteren gokkusag: alabaligi alinmis ve
balik o6rneklerinin karaciger, dalak, bobrek ve kalp gibi organlarindan yapilan bakteriyel
ekimlerde 12 Vibrio anguillarum izole edilmistir. Antimikrobiyal duyarlilik mikrodiliisyon
yontemiyle ile test edilmis ve izolatlarin eritromisine, sulfametoksazol/trimetoprime,
ampisiline ve kloksasiline %100, oksitetrasikline %75, florfenikole %58, enrofloksasine %33
ve sefoperazona %8 oraninda direngli oldugu ortaya ¢ikmistir. Yapilan bu ¢alismayla balik

ciftlikleri ile artan antimikrobiyal direng seviyeleri arasinda yakin bir iliski oldugu belirtilmistir.
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Yu ve digerleri (2022) su iiriinleri yetistiriciligi yapilan ¢evrelerden, sistemlerden ve
burada yetistirilen canlilardan aldiklar1 o6rneklerden izole ettikleri Vibrio alginolyticus
suslarinda %100 ampisilin, %17,3 sulfadiazin, %14,4 gentamisin, %7,7 tetrasiklin, %2,9
florfenikol, %1,9 siprofloksasin, %1 enrofloksasin, %1 doksisiklin, %20,2 ve %12,5 bilesik
sulfametoksazol direnci saptamislardir. Direng genlerinin varligim1 belirlemek icin armA,
aac(3), strA, strB, blaSHV, blaCTX-M, blaOXA, tetB, tetE, tetG, sull, sul2, sul3, ermA, ermB,
ermC, qnrA, gnrB, gnrS ve cfr genleri arastirilmis ve bunlar arasindan sadece straA, strB, sull,

sul2, tetB, qnrA ve gnrS genlerinin pozitif sonug verdigi tespit edilmistir.

Shahimi ve digerleri (2021) midyelerden izole ettikleri 24 Vibrio alginolyticus susunun
tamaminin kloramfenikol, streptomisin, sulfametoksazol ve tetrasikline duyarli oldugunu,

molekiiler incelemede ise ermB geninin pozitif sonug verdigini bildirmislerdir.

Kang ve digerleri (2016) tarafindan istiridyelerden izole edilen 15 Vibrio alginolyticus
susunun tamaminda ampisilin ve vankomisin, bir sus da ise streptomisin direnci goriilmiis ve
bunun yani sira suslarin tamami eritromisine orta derecede, tetrasiklin, kloramfenikol,

sulfametoksazol/trimetoprim igin ise tam duyarli ¢ikmustir.

Hakonsholm ve digerleri (2020) tarafindan Norve¢ denizinden alinan su 6rneklerinden
izole edilen 53 Vibrio alginolyticus susunun tamami ampisiline direngli iken siprofloksasin,
tetrasiklin, doksisiklin florfenikol, gentamisin ve sulfametoksazol/trimetoprime duyarlt
¢ikmigtir. Eritromisine karsi direng %2’de kalmis ve sekans sonuglarina gore izolatlarda ampC,

bla, gnr ve tet genlerine rastlanmistir.

Son zamanlarda deniz ekosistemleri, antimikrobiyal direngli bakteriler i¢in biiyiik bir
rezervuar olmakta ve dolayisiyla insan sagligina yonelik yeni bir risk olugturmaktadir (Yasir ve
digerleri, 2020). Vibrio parahaemolyticus diinya capinda bir¢cok kiy1 bolgesinde akut
gastroenteritin en yaygin patojenlerinden olup yara enfeksiyonu ve sepsise neden olmaktadir
(Zhang ve digerleri, 2024). Genel olarak Vibrio tiirleri genis bir tuzluluk araligini tolere
edebilen ve sicak sularda, Ozellikle sicakliklarin 17 °C'yi astigi durumlarda daha yaygin

goriilme egiliminde olan bakterilerdir (Eiler ve digerleri, 2006).

Oh ve digerleri (2011) kiy1 seridi boyunca uzanan balik ¢iftliklerinden aldiklari ¢esitli
deniz baliklarindan 218 Vibrio parahaemolyticus ile 153 Vibrio alginolyticus susu izole
etmislerdir. izole edilen bu suslar igin uygulanan antibiyotik duyarlilik testlerine gére Vibrio
parahaemolyticus izolatlarinin  %57,8’i ampisiline, %8,7’si streptomisine, %6,4’i

trimetoprime, %3,7’s1 kloramfenikol ve tetrasikline, %1,4’li sulfametoksazol/trimetoprime,
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%0,9’u eritromisine ve %0,5’i siprofloksasine, Vibrio alginolyticus izolatlarinin ise %75,2’si
ampisiline, %151 tetrasikline, %12,4’l trimetoprime, %9,2’si sulfametoksazol/trimetoprime,
%7,8’1 kloramfenikole, %7,2’si streptomisine, %3,3’1i eritromisine ve %1,3’l siprofloksasine

direng gostermistir.

Agustos ay1 su 6rneklerinden bir Vibrio parahaemolyticus ve iki Vibrio alginolyticus susu
izole edilmistir. Vibrio parahaemolyticus ile Vibrio alginolyticus suslarindan birer tanesi intll
geni bakimindan pozitif sonu¢ vermis, diger Vibrio alginolyticus susunda aranan direng

genlerinin higbirine rastlanmamustir.

Zhang ve digerleri (2024) ii¢ farkli sehirdeki alt1 ¢iftlikten rastgele aldiklar1 hastaliksiz
pasifik beyaz karidesler ve bunlarin yetistirildigi ortamlarin su numunelerinden 102 Vibrio
parahaemolyticus susu izole etmislerdir. Bakterilerin antibiyotik profillerini belirlemede hem
molekiiler hem de disk difiizyon yontemi kullanilmis olup suslarin %97,1°1 florfenikole,
%94,1°1 kloramfenikole, %86,3’1i sulfametoksazol/trimetoprime, %80,4 trimetoprime, %77,5’1
doksisikline, %76,5’1 siprofloksasine, %62,7’si tetrasikline, %50’si enrofloksasine, %38,2’si
streptomisine ve %3,9’u eritromisine duyarlilik gostermistir. Molekiiler incelemede
izolatlardan 51’inin sul2, 42’sinin tetA, 31’inin sull, 19’unun sul3, 12’sinin tetB, altisinin floR

ve cfr, dordiiniin ise gnrA geni tagidigi ortaya ¢ikmistir.

Beshiru ve Igbinosa (2023) Nijerya’da tiiketime hazir gidalar {izerinde yaptiklar
calismada aldiklar1 6rneklerden toplamda 67 Vibrio parahaemolyticus susu izole etmisler ve
bunlarin  38’inde ampisilin, 37’sinde tetrasiklin, 36’sinda kloramfenikol, 28’inde
sulfametoksazol/trimetoprim, 24’iinde siprofloksasin ve 11’inde streptomisin direnci ile
karsilagmislardir. Arastirilan antibiyotik direng genlerinin oran1 %49,3 blaTEM, %20,9 sull,
%16,4 tetA ve intll, %13,4 gnrA, %11,9 tetB ve dfrA ile %8,9 aadA ve sul2 olacak sekilde
tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada Beymelek lagiiniinden alinan su balik 6rneklerinden izole edilen
bakteriler, yukarida bahsedilen ¢alismalarda izole edilen bakteriler ile benzerlikler gdstermistir.
Lagiin su 6rnekleri iki farkli donemde alinmus, sicaklik, tuzluluk ve pH gibi parametrelerin izole
edilen bakteriler acisindan ciddi bir farkliliga sebep olup olmadigi incelenmistir. Her iki
donemde alinan su 6rneklerinin pH degerleri anlamsal bir farklilik olusturmamis ancak artan
su sicakligl ve tuzluluk degerlerinin her iki donemde de farkli bakteri tiirlerinin izole edilmesi
tizerine etkili olabilecegi kanaatine varilmistir. Agustos ayinda izole edilen bakteri sayisinin,

subat ayinda izole edilenden daha az olmasinin sebebinin, lagiin suyu sicaklik ve tuzluluk
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degerlerindeki artistan kaynakl stres oldugu diistiniilmektedir (Bitton, 2005; El-Sharkawi ve
digerleri, 1989). Ancak diren¢ genleri bakimindan karsilastirildiginda, agustos ayi su
orneklerinden izole edilen bakterilerin, subat ay1 Orneklerinden daha fazla diren¢ geni
barindirdigi ortaya ¢ikmistir. Bu durum; sicaklik ve tuzlulugun, sudaki bakteri topluluklarinin
antimikrobiyal maddelere karsi genel direncini etkileyen 6nemli bir faktor oldugu tezi ile

uyusmaktadir (Almakki ve digerleri, 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Yaban hayatinin da bir pargasi olan lagiinler biyogesitliligin ¢ok yiiksek oldugu dogal
alanlar arasinda On siralarda yer almaktadir. Konumlari itibariyle bir¢ok deniz canlisi i¢in hem
beslenme hem de lireme alanlar1 olarak faaliyet gosteren lagiinler ayn1 zamanda gogmen kuslar
ve sucul kanathilar i¢in de ideal yasam alanlar1 olarak gorev yapmaktadir. Bu ozellikleri
itibariyle insanlar icin de kiy1 lagiinlerinin ¢evresi hem yasam alani hem de balik¢ilik
faaliyetleri agisindan oldukca cazip gelmektedir. Ancak ¢evre ve insan topluluklar1 arasindaki

etkilesim sadece olumlu anlamda degil olumsuz anlamda da gergeklesebilmektedir.

Kiiresel 1sinma, artan sehirlesme, insan popiilasyonu ve faaliyetlerindeki artig ¢evre
ekosistemlerine verilen zararin da artmasina sebep olmaktadir. Cevre kirligi gostergesi olan
bircok parametreye son zamanlarda antimikrobiyal diren¢ genleri varligi da eklenmistir.
Giliniimiize kadar antibiyotik direngli bakteriler ve tasidiklar1 diren¢ genleri iizerine yapilan
calismalar duyulan endisenin haksiz olmadigini gostermistir. Ciftgilik faaliyetlerinde kullanilan
ila¢ ve kimyasallarin, sanayi, hastane ve evsel atiklarin toprak, yiizey ve yer alt1 sularina desarji,
zamanla burada bulunan mikroorganizmalarda cesitli kimyasallar ve antibiyotiklere karsi
direng gelisimine ve bu se¢ilime sahip mikroorganizmalarin genis bir ¢evreye yayilimina sebep

olmaktadir.

Cevre, hayvan ve insan saglinin tehdit altinda olabilecegini gdsteren bazi indikatdr alanlar
vardir. Bu alanlardan biri de kiy1 lagiinleridir. Hem karasal ve denizsel bir¢ok canliya yasam
alan1 saglamalar1 hem de verimli bolgeler olmalar1 nedeniyle insan faaliyetlerine uzun siire
maruz kalan lagiinler, ¢evre kirliliginin tespiti noktasinda 6nemli bir indikator bolge haline

gelmektedir.

Yaptigimiz calisma ile Beymelek lagiiniinden iki fakli donemde alina su ve balik
ornekleri, antibiyotik direngli bakteriler ve tasidiklar1 direng genleri bakimindan incelenmistir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler, daha 6nce diinyanin bir¢ok farkli bdlgesinde yapilan
caligmalarin sonuglart ile kiyaslanmig ve Beymelek lagiiniiniin antibiyotik direng genleri
bakimindan takip edilmesi gerektigi sonucuna varilmigtir. Tek saglik konsepti kapsaminda
cevre, hayvan ve insan sagligmin antimikrobiyal diren¢ gelisimine karsi ortak paydada

degerlendirilerek diizenli olarak izlenmesi goriisii desteklenmektedir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Beymelek Lagiinii Su ve Balik Orneklerinden izole Edilen Bakterilerde Antibiyotik
Direng Genlerinin Tespiti” baglikli Doktora tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik
kurallar cer¢evesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada,
bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagima eksiz atif yaptigimu bildiririm. Ifade

ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Abdullah BOYRAZ

07/08/2024

114



0Z GECMIS

Soyadi, Ad1 : BOYRAZ Abdullah
Uyruk : T.C.
Dogum yeri ve tarihi > Yildizeli / 11.11.1987
Telefon : 0507 307 5227
E-posta : abdullahboyraz@gmail.com
Yabana dil : Ingilizce
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet tarihi
Lisans Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi 30.06.2011
IS DENEYIMI
Yil Yer/Kurum Unvan
2011-2012 Sivrihisar Hava Meydan Komutanligi Gida kontrol ve
hijyen denetim
subay1
2013-2017 Susehri ilge Tarim ve Orman Veteriner Hekimi
Miidiirligi

Akdeniz Su Uriinleri Arastirma

2017-... Veteriner Hekim

Uretme ve Egitim Enstitiisii

Miidiirligi

115



