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OZET

LEVREKLERDEN (DICENTRARCHUS LABRAX) iZOLE EDILEN VIBRIO
TURLERININ MOLEKULER TIPLENDIRILMESI VE ANTIBiYOTIiK
DIRENCLILIKLERININ BELIRLENMESI

Dolgun O. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Bu arastirma levreklerden izole edilen Vibrio tiirlerinin molekiiler yontemlerle

identifikasyonunun yapilmasi ve antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi amaci ile yapildi.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma, Mayis-Eyliil 2021 tarihleri arasinda, Ege bdlgesi balik
ciftliklerinden alinin 100 levrek 6rnegi ile gerceklestirilmistir. Orneklerden elde edilen izolatlar
fenotipik ve genotipik olarak identifiye edildikten sonra antibiyotik direngliligi disk diffiizyon

yontemi ve antibiyotik diren¢ genlerinin multipleks PCR ile tespitiyle yapilmastir.

Bulgular: Arastirmada 100 levrek 6rneginden konvansiyonel ve biyokimyasal yontemle 46
(%46) Vibrio spp. izolat1 elde edilmistir. Elde edilen 46 izolatin16S rRNA PCR ile Vibrio spp.
oldugu dogrulanmistir. Multipleks PCR ile 22 (47,8) izolatin V. alginolyticus, 13 (%28,2)
izolatin V. harveyi, 3 (%6,5) izolatin V. parahaemolyticus, 1 (%?2) izolatin V. vulnificus, 7 (%15)
izolatin Vibrio spp. oldugu belirlenmistir. Antibiyogramda en yiliksek direncin ampisiline
(%84,8) karst gelistigi belirlenirken tiim izolatlarin enrofloksasin ve sulfametoksazol-
trimetoprime (%100) duyarli oldugu tespit edilmistir. izolatlarda en yiiksek diren¢ geninin
trimetoprim diren¢ geni (%63), en diisiik diren¢ geninin ise florokinolon diren¢ geni (%6,5)

bulunmustur.

Sonug: Bu calismada Vibrio tiirlerinin balik hastaliklarda primer erken olarak 6nemli bir rolii
oldugu ve identifikasyonda molekiiler yontemlerin daha gilivenilir sonug¢ verdigi, izolatlar

arasinda tekli ve ¢coklu antibiyotik direnci bulundugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direncliligi, Identifikasyon, PCR, Vibrio spp.



ABSTRACT

MOLECULAR TYPING OF VIBRIO SPECIES ISOLATED FROM SEABASS
(DICENTRARCHUS LABRAX) AND DETECTION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE

Dolgun O. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Program, Doktorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: This research was carried out to identify Vibrio species isolated from sea bass by

molecular methods and to determine their antibiotic resistance.

Material and Methods: The research was performed with 100 sea bass samples taken from
fish farms in the Aegean region between May-September 202 1. After the isolates obtained from
the samples were phenotypically and genotypically identified, antibiotic resistance was
determined by disc diffusion method and antibiotic resistance genes were determined by

multiplex PCR.

Results: In this study, 46 (46%) Vibrio spp. isolates were obtained from 100 sea bass samples
by conventional and biochemical methods. The obtained 46 isolates were confirmed to be
Vibrio spp. by 16S rRNA PCR. From 46 isolates, 22 (47,8%) isolates were identified as V.
alginolyticus, 13 (28,2%) isolates as V. harveyi, 3 (6,5%) isolates as V. parahaemolyticus, 1
(2%) isolate as V. vulnificus and 7 (15%) isolates as Vibrio spp. by Multiplex PCR. The highest
resistance was found to ampicillin (84,8%) in the isolates in the antibiogram. All isolates were
found to be susceptible to enrofloxacin and sulfamethoxazole-trimethoprim (100%). In isolates,
the highest resistance gene was found to be trimethoprim resistance gene (63%), and the lowest

resistance gene was found to be fluoroquinolone resistance gene (6,5%).

Conclution: In this study, it was determined that Vibrio species have an important role as a
primary agent in fish diseases, molecular methods give more reliable results in identification,

and there is single and multiple antibiotic resistance among isolates.

Anahtar kelimeler: Antibiotic resistance, Identification, PCR, Vibrio spp.
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1. GIRIS

Tarih Oncesinden itibaren su iriinleri, ulasilabilir ve besleyici bir kaynak olarak
bilinmektedir. Su tiriinleri yetistiriciliginin milattan 6nce 4000’li yillarda Cin’de tatli ve tuzlu
su kaynaklariin avcilig1r ve toplanmasiyla bagladig diisiintilmektedir. Bu yetistiricilik tiirti
giinimiizdeki gibi modern {iiretim degil, dogadan yakalanan baliklarin beslenmesi ile
gerceklestiriliyordu. Cin literatiiriinde ilkel bir teknoloji olarak su iiriinleri yetistiriciligine
yapilan en erken atif M.O. 475’te Fan Li’nin yazilarinda bulunmaktadir. Burada yetistirme
amaciyla yavru baliklar1 segmek ve beslemek, saglikli bir populasyonu siirdiirebilmek i¢in
goletler insa etme tekniklerini anlatmistir. Su tiriinleri yetistiriciligi Cin’de basladiktan sonra
Asya’ya ve daha sonrasinda tiim diinyaya yayilmistir. Antik biiyilkk medeniyetler su {iriinleri
yetistiriciligi gerceklestirebilmek icin ¢esitli metotlar gelistirmislerdir. Stimerler ve Babiller de
dahil olmak iizere Bat1 Asya Asurlular1 balik tiiketimine yatkin ve yakalama konusunda
yetenekliydiler. M.O. 2000°li yillarda ekinlerin sulanmasini saglamak amac1 ile Dicle ve Firat
nehirleri lizerine barajlar insa ettikleri ve olusturulan yapay goletlerde balik yetistiriciligini de
gerceklestirdikleri bilinmektedir. Romalilarin da benzer yontemlerle deniz ve gol kiyilarinda

inga ettikleri havuzlarda (Sekil 1) balik yetistiriciligi yaptigi bildirilmistir (Nash, 2011).

Sekil 1. Bir su iiriinleri yetistiriciligi ¢iftliginin tarihi goriintiisii (Holm ve digerleri, 2017).



Uretime ilk insan miidahalesi Fransiz bir ekibin 1852 yilinda alabalik yumurtalarini yapay
olarak dollemesiyle baslamistir. Huningue’deki bu ilk balik kulugkahanesinde dollenen
yumurtalar Avrupa nehirlerine dagitilmistir. Bu tarihten sonra tath su kulugckahaneleri artmaya
baslamis ve Buckland, Ingiltere’de tahta kulucka makinelerini gelistirmistir. Horak,
Bohemya’da balik ¢iftligi yonetimi ve balik yetistiriciligi el kitabin1 hazirlamistir.
Danimarkalilar ise ayni ylizyilda kiiltiir baliklarin1 akarsulara birakmak yerine havuzlarda
yetistirmeye baslamislardir (Ilk kara kokenli balik yetistiriciligi). Benzer denemeler Kuzey
Amerika’da da bagarili olmustur. Kulugkahaneler insa edilmis ve yavru baliklar kiyidan kiyiya
nakledilmistir. 1872°de Almanya’dan Kaliforniya’ya sazan yavrular1 gotiriilmiis ve
yetistiriciligi yapilmistir. Burada dollenen balik yumurtalar1 tim diinyaya sevk edilmistir.
Kiiltiir balik¢iliginin gelismesi, asir1 avlanma nedeniyle tehlikeye giren balik stoklarinin

korunmasinda ve artan talebin karsilanmasinda 6nemli bir role sahip olmustur (Nash, 2011).

Londra’da 1883 yilinda diizenlenen Uluslararasi Balik¢ilik fuarinda deniz baliklari
yetistirme teknolojisi ve deniz balik¢iligini yenileme ihtiyaci vurgulanmigtir. Katilimeilar,
kendi iilkelerinde balik ve kabuklu deniz {iriinleri tesisleri kurmak i¢in c¢alismalara
baslamiglardir. En eski deniz laboratuvarlari, bilim adamlar1 ve sektor ¢alisanlar1 tarafindan
Napoli ve Monako’da insa edilmek {izere finanse edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri Balik
Komisyonunun kurulusuyla birlikte hiikiimetin balik yetistiriciligine destegi saglanmis ve
hiikiimet fonlar1 Gloucester Limani’nda deniz balig1 kuluckahaneleri insa etmistir. 1884 yilinda
Ingiltere Deniz Biyolojisi Birligi kurulmustur. ingiliz tesisleri hiikiimet, bilim adamlar1 ve balik
yetistiricileri tarafindan gelistirilmistir. Stockholm’de 1899°da ve 1901°de Norveg’te
diizenlenen uluslararasi konferanslarda ortak deniz ¢alisma alanlar1 belirlenmistir. Deniz baligi
kulugkahanelerinin artmasi ile birlikte kisa uygun agik kafesler, 6zel yumurta kulugka
makinalar1 ve mekanik tuzlu su makinalar1 gibi yeni talepler ortaya ¢ikmistir. Avcilik yontemi
ile gergeklestirilen balik¢iligr verimli yumurtalar ve kulugkahanelerde yetistirilen larvalarla

yenileyebilmek i¢in kiiltiir balik¢ilig1 tesvik edilmistir (Nash, 2011).

Gilintimiizde ise su iiriinleri yetistiriciligi, diinya niifusunun hizla artmasiyla birlikte daha
ucuz ve Kkaliteli protein ihtiyacinin karsilanmasinda 6nemli bir sektor haline gelmistir.
Teknolojinin gelismesi ile birlikte su iriinleri yetistiriciligi daha da 6nem kazanmakta ve
biiyiimektedir (Done ve digerleri, 2015). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2018
yilinda diinyadaki su iirlinleri yetistiricilik miktarinin 114.500.000 ton ve 263.600.000.000
Amerikan dolar1 degerinde oldugunu bildirmistir. 2018 yilinda iiretilen sucul canlilarin

54.300.000 tonu baliklardan olusmus ve bunun 47.000.000 tonu i¢ su baliklar



yetistiriciliginden, 7.300.000 tonu deniz baliklar1 yetistiriciliginden elde edilmistir. Su iiriinleri
yetistiriciligini 17.700.000 ton ile yumusakgalar, 9.400.000 ton ile kabuklular, 435.400 ton ile
deniz omurgasizlari, 370.000 ton ile su kaplumbagalari, 131.300 ton ile kurbagalar izlemistir.

2001-2018 yillar arasinda diinya su {irlinleri iiretimi %35,3 oraninda biiylimiistiir (FAO, 2020).

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de su iiriinleri yetistiriciligi 6énemli bir yere sahiptir.
Ulkemizin ii¢ tarafinda bulunan denizler farkli 6zelliklere sahip olmalariyla birlikte balikgilik
alaninin 6nemli kismini olusturmaktadirlar. 8.333 km uzunlugunda kiyr seridine sahip olan
tilkemiz denizlerimizin farkl 6zelliklere sahip olmasiyla su iiriinleri {iretimi konusunda sansl
bir konumdadir (TEPGE, 2021). Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciligi 1960’11 yillarda sazan ve
gokkusagi alabaligi yetistiriciligi ile baslamistir. Levrek ve ¢ipura yetistiriciliginin 1980°1i
yillarda baslamasi ile izl bir artis kazanmstir (Arslan ve Yildiz, 2021). Ulkemizde 2000’1i
yillarin basinda 79.000 ton civarinda olan su {iriinleri yetistiriciligi hizli bir artig géstermis olup
2020 yilinda 421.000 tona ulagmistir. Bu miktarin 293.000 tonu denizlerde, 128.000 tonu i¢
sularda yapilan yetistiricilikten elde edilmis ve yetistiricilik tiretiminin %69u denizlerde %31°1
i¢ sularda gerceklesmistir. Tiirkiye su tirlinleri yetistiriciligi miktarlar1 Tablo 1°de belirtilmistir

(TUIK, 2021).

Tablo 1. Tiirkiye su iiriinleri yetistiriciligi miktarlar1 (TUIK, 2021)

Yillar Denizlerde Y etistiricilik Ic Sularda Yetistiricilik Toplam
2011 88.344 100.446 188.790
2012 100.863 111.557 212.410
2013 110.375 123.019 233.394
2014 126.894 108.239 235.133
2015 138.879 101.455 240.334
2016 151.794 101.601 253.395
2017 172.492 104.010 276.502
2018 209.370 105.167 314.537
2019 256.930 116.426 373.356
2020 293.175 128.236 421.411
2021 335.644 136.042 471.686




Tiirkiye’de yetistiricilik liretiminin neredeyse tamami alabalik, levrek ve cipuradan
olugsmaktadir. 2013 wyilma kadar i¢ sularda gerceklestirilen yetistiricilik miktar
denizlerdekinden fazla olmasina ragmen son yillarda denizlerdeki iiretim miktar1 i¢ sulardaki
tiretim miktarini ge¢cmistir. Denizlerde yapilan yetistiriciligin %35’in1 levrek, %26’sin1 ¢ipura
ve %30’unu alabalik (Tiirk Somonu) olustururken, i¢ sularda yapilan yetistiriciligin %99.7’lik
kismim1 alabalik olusturmaktadir (TUIK, 2021).

Levrek (Dicentrarchus labrax), Giiney Avrupa ve Akdeniz su irilinleri yetistiriciliginin
en Onemli tiirlerinden biridir ve Atlantik Okyanusu’ndan Akdeniz ve Karadeniz’e kadar sig
sularda (<100 m) yasayan bir kiy1 deniz baligidir. Levrek Orihalin (0-40 ppt tuzluluk) ve
oritermal (2-32°C)’dir. Ozellikle genglik doneminde ilkbahardan sonbahara kadar olan
donemde haliglerde ve lagiinlerde yiyecek ararken bulunur. Kis aylarinda, geng ve yetiskin
bireyler 9-10°C’nin tizerindeki sicakliklari tercih ettiklerinden dolay1 kiy1 seridinden sicakligin
daha sabit oldugu derin sulara gé¢ ederler (Pickett ve Pawson, 1994). Erkeler 2-3 yaslarinda,
disiler 3-4 yaslarinda olgunlasma yasina gelirler (Perez-Ruzafa ve Marcos, 2014). Ureme,
Akdeniz’de aralik ve mart aylar arasinda, Atlantik’te mart ve haziran aylar arasinda gruplar
halinde gerceklesir. Disiler ortalama 200.000 yumurta/kg yumurtlar. Yumurtalar 3-5 giin sonra
yumurtadan ¢ikar ve larvalar (4 mm) 2-3 ay i¢inde larva sonrasi asamaya (>22 mm) ulasir ve
lagiinlere go¢ ederler. Avrupa levrekleri, larva asamasinda planktonlarla, yavru ve yetiskin
donemlerinde ise balik ve kabuklularla beslenen firsat¢1 bir aveidir (Pickett ve Pawson, 1994).
Avrupa levregi giinlimiizde ekonomik agidan agik bir sekilde bir su iriinleri yetistiriciligi
tiriidiir. Levrek yetistiriciligi 1992 yilindan bu yana avciliktan elde edilen levrek miktarindan
daha fazladir ve 2016 yilinda toplam iiretimin %96’sin1 olusturmustur (Yetistiricilik 165.915
ton, avcilik 6.919 ton) (FAO, 2020). Levrek yetistiriciligi iiretimin %94’linii olusturan
Akdeniz’de agirlikli olarak basta iilkemiz olmak iizere, Yunanistan, Misir ve Ispanya yer
almaktadir. Levrek {iretimi 2 asamadadir; ilk 6nce 3-8. aylar arasinda 1-20 g araliginda
kulugkahanede 6n yetistirme periyodu ve ardindan 8 ile 20. aylar arasinda 250-450 g arasindaki
bliylime ve hasat agirligina gelme fazi olarak iki asamadan olusur. Kuluckahaneler sicaklik
kontrollii sistemlerde kara kismindadir, ancak devam eden biiylimenin biiyiik kism1 denizlerde
acik kafeslerde gergeklestirilmektedir. Hasatlik ana kalibre iiriin 250-400 g agirligindaki
baliktir, ancak pazar taleplerine gore biitiin veya fileto olarak piyasa siiriilmek iizere biiyiik

baliklarin da (800 g-1 kg) yetistiriciligi yapilmaktadir (EUMOFA, 2019).

Levreklerin kiiltiir ile tiretilmesi diger deniz tiirlerinin ¢ogu gibi ¢ok yenidir. Avrupa’da

somondan sonra kiiltiirii yapilan ilk deniz balig tiiriidiir (Bagni, 2005). ilk yetistirme
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denemeleri 1970'lerin basinda, yavru levreklerin yakalanmasina dayali olarak baslamistir.
1980'lerin basinda, 6zellikle Fransa ve italya'da yumurtlama tanklarinda kontrollii {ireme ve
larva yetistirme gelistirilmis ve kiiltiiriini miimkiin kilmistir (Bagni, 2005; Chatain ve
Chavanne, 2009). Kuluckahanelerde ¢ogunlukla dogadan yakalanan anaglar kullanilmis ve
yalnizca kuluckahanelerde dogan anaglarin kullanildigi ilk secici yetistirme programlari
(genetik anlaminda ilk 1slah ¢aligmalar1) ancak 1990'larda baslamistir (Chatain ve Chavanne,
2009). 2016 yilinda, yetistirilen levreklerin yaklasik %50'sinin segici yetistirme
programlarindan geldigi tahmin edilmektedir (Janssen ve digerleri, 2017). Bununla birlikte,
1slah calismalar1 son yillarda daha da hiz kazanmistir ve 2016'da en uzun genetik calisma
gecmisine sahip levrek tiirlerinin dogal kdkenli popiilasyonlarindan sekiz nesil uzakta oldugu

bildirilmistir (Chavanne ve digerleri, 2016).

Canli tiretim sistemlerinin hepsinde oldugu gibi su iirlinleri yetistiriciligi sektoriinde de
enfeksiydz ve enfeksiydz olmayan hastaliklar, canlilarin iiretimi ve gelisimi iizerinde ciddi
sorunlar olusturmaktadir (Kabata, 1985; Southgate, 1993; Toranzo ve digerleri, 2005). Cevre
ve konak arasindaki dengenin bozulmasiyla baligin direnci azalarak hastaliklara kars1 daha
duyarli hale gelir. Boylece hastaligin gelisimi artar ve bununla birlikte Sliimler yikselir
(Snieszko, 1974; Wedemeyer ve digerleri, 1976). Kiiltiir balik¢iliginda su kalitesi, dengesiz
beslenme, isletmelerdeki sistem ve personel hatalar1 kayiplara sebep olsa da 6liimler genellikle
ve yiiksek oranda bakteri, parazit, viriis ve mantar gibi organizmalardan kaynaklanan hastaliklar

sonucu meydana gelmektedir (Timur ve Timur, 2003; Austin ve digerleri, 2007; Noga, 2010).

Baliklarda hastaliklarin meydana gelmesindeki en Onemli sebep immun sistemi
baskilayan stres faktoriidiir. Boylama, asilama, ag degisimi gibi manipiilasyonlar baligin strese
girmesine neden olur. Su sicaklig1t ve oksijen miktarinin ani degisimleri, hava kosullar
(yagmur, firtina, simsek), yem rejimi, stok yogunlugu da baligin strese girmesindeki 6nemli

etkenlerdir (Rodgers, 2009).

Ulkemizde yapilan kiiltiir balikgiliginda bugiine kadar rapor edilen baslica bakteriyel
hastaliklar; Vibriosis (Candan, 1991), Motil Aeromonas Septisemi (Baran, 1980),
Fotobakteriyozis (Cagirgan, 1993), Pseudomonas enfeksiyonu (Matyar ve digerleri, 2010),
Mikobakteriyosis (Korun ve digerleri, 2005), Streptokokkozis (Akayli ve digerleri, 2008),
Rickettsia enfeksiyonu (Timur ve digerleri, 2005) ve Fleksibakteriyozisdir (Yardimei, 2011).

Ulkemizde de diinyada oldugu gibi bakteriyel hastaliklarin sagaltiminda antibiyotikler

(oksitetrasiklin, enrofloksasin, florfenikol ve siilfonomidler gibi) kullanilmaktadir. Bilingsiz ve



kontrolsiiz antibiyotik kullanim1 antibiyotiklere diren¢li bakterilerin meydana gelmesine ve
kullanilabilecek antibiyotiklerin giin gegtikce azalmasina neden olmaktadir. Etken izolasyonu
ve identifikasyonu yapilmadan antibiyotik kullanilmasi, antibiyogram testlerinin yapilmamasi,
dogru doz ve siirede uygulanmamasi, yanls ilag kombinasyonlar1 uygulanmasi, primer
etkenlerin gz ardi edilmesi gibi nedenlerden dolay1 sagaltimdaki basarisizlik tedavi giderlerini
arttirdigi gibi mortaliteyi de arttirip ciddi maddi kayiplara yol a¢gmaktadir. Bu sebeple
hastaliklarin kontroliinde teshisin en kisa siirede, dogru bir sekilde yapilmasi ve uygun

tedavinin se¢ilmesi 6nem arz etmektedir (Colquhoun ve digerleri, 2007; Rodgers, 2009).

Bu arastirmada levreklerden izole edilen Vibrio tiirlerinin konvansiyonel ve molekiiler
yontemlerle identifikasyonunun yapilmasit ve antibiyotik direncliliklerinin disk diffiizyon

yontemi ve antibiyotik direng¢ genlerinin multipleks PCR analizi ile belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Su tiriinleri yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin birgok iilkede hem ekonomik hem de
sosyal gelismeleri etkiledigi bilinmektedir (Defoirdt ve digerleri, 2005; FAO, 2012). Bu
nedenle, hastaliklara kars1 ¢oziimler saglamak i¢in yeni biyogiivenlik 6nlemleri, hedefe yonelik
arastirmalar, teshis ve tedavi i¢in yeni yontemler gibi ¢esitli saglik yonetimi stratejileri
uygulanmaktadir (Bondad-Reantaso ve digerleri, 2005; FAO, 2017). Karantina, su kalitesinin
optimize edilmesi, yiiksek kaliteli yem saglanmasi, hastaliklara dayanikli anaglarin
yetistirilmesi ve bir asilama programinin olusturulmasi gibi iyi hayvancilik uygulamalarinin
entegrasyonu, balik hastaliklariyla miicadelede alternatif stratejiler olarak kullanilmaktadir

(Serrano, 2005; Pridgeon ve Klesius, 2012).

2.1. Vibriosis

Dogal ortaminda yasayan ve kiiltiiri yapilan hayvanlarda goriilen en Onemli
hastaliklardan biri vibriosis’dir. Baliklar, kabuklular, yumusakcalar, mercanlar ve rotiferlerde
ciddi enfeksiyonlara neden olan vibriosis su patojenleri olarak bilinen Vibrio tiirlerinin neden
oldugu bakteriyel bir hastaliktir (Chong ve digerleri, 2011; Gomez-Gil ve digerleri 2014).
Vibriyosisten etkilenen baliklar, yiizgeclerde kanama, egzoftalmi ve gozlerde opakligin oldugu
genel bir septiseminin tipik belirtilerini gosterirler. Enfekte baliklarda siddetli bir anemi ve
agirlikli olarak hipodermis merkezli 6demli lezyonlar siklikla gézlenir (Toranzo ve digerleri,

2005).

Listonella anguillarum, Vibrio ordalii, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. harveyi, V. owensii ve V. campbellii tiirlerinin ¢iftliklerde yetistiriciligi yapilan
sucul hayvanlari enfekte eden en yaygin tiirler oldugu belirtilmistir (Toranzo ve digerleri, 2005;
Nor-Amalina ve digerleri, 2017). Vibrio tiirleri, Gram negatif, genellikle hareketli, basil, 0,5 X
1,4-2,6 um boyutlarinda, besi yerlerinde kenarlar1 diizgiin, yuvarlak ve krem rengi koloniler
olusturan, oksidaz pozitif, fermantatif ve birgok tiirii O/129 vibriostatik ajana duyarli bakteriler

olarak tanimlanmaktadir. Su sicakligi 25-30°C ve tuz orant %1-3 olan sularda optimum



tiremeye sahiptirler (Toranzo ve Barja, 1990; Alsina, 1994; Yaman ve digerleri, 2003; Noga,
2010; Actis ve digerleri, 2011).

Bugiine kadar Vibrionaceae ailesinde toplam 143 tiir tanimlanmistir ve bunlar alt1 cinse
ayrilmistir: Aliivibrio (Urbanczyk ve digerleri, 2007), Enterovibrio (Thompson ve digerleri
2002), Grimontia (Thompson ve digerleri, 2003), Photobacterium (Beijerinck, 1889),
Salinivibrio (Mellado ve digerleri, 1996) ve Vibrio (Pacini, 1854). Vibrionaceae liyeleri, ¢ok
yonlii metabolik yollara sahip, tatli su ve denizlerde yaygin olarak bulunan su
mikroorganizmalaridir (Ina-Salwany ve digerleri, 2019). Vibrio cinsinin konvansiyonel olarak
tanimlamasi fenotipik karakterizasyon yoluyla yapilmaktadir. Konvansiyonel yontemde farkli
tiirlerin heniiz tantmlanmamus fenotiplerinin varligi, benzer tiirlerin suslarinin farkli fenotiplere
sahip olmasi (6rnegin; koloni varyasyonu ve enzim aktiviteleri) gibi identifikasyonda
zorluklara neden olabilen kisitlamalari mevcuttur (Amaral ve digerleri, 2014). Molekiiler
yontemlerle tespit amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) analizleri tercih edilmektedir;
ancak analiz icin gerekli malzeme ve techizatin yiiksek maliyeti 6zellikle ¢cok sayida drnek
analiz edilecek ¢alismalarda maliyeti artirmaktadir. (Choopun ve digerleri, 2002). Tiim genom
dizi analizlerinden elde edilen verilerden fenotipik bilgilerin elde edilmesinin giivenilir bir
alternatif oldugu ileri siirtilmektedir (Amaral ve digerleri, 2014). Vibrio tiirleri, nehir agz1 ve
kiyt deniz ortamlarinda yaygindir ve tiirler popiilasyonlarinda mevsimsel degiskenlikler
gostermektedir (Thompson ve digerleri, 2004). Vibrio spp. organik maddelerin
parcalanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Damir ve digerleri, 2013) ve dolayisiyla
¢oziinmiis organik karbonu deniz besin agina kazandirmaktadir (Grossart ve digerleri, 2005;

Al-Saari ve digerleri, 2015).

Vibrio cinsinin bazi iiyeleri de insanlarda ve deniz hayvanlarinda enfeksiyonlarla
iliskilendirilen firsat¢1 patojenlerdir (Austin, 2010). Vibrio cholerae, V. vulnificus ve V.
parahaemolyticus, duyarl konakgilarda gastroenterite, yara enfeksiyonlara ve septisemiye
neden olan, insanlar i¢in en gii¢lii patojenik tiirler arasindadir. Vibrio mimicus, V. fluvialis, V.
Sfurnissii ve V. alginolyticus gibi diger Vibrio tiirleri de insan patojenleri olarak bildirilmistir
ancak olusturduklar1 hastaliklar genellikle daha hafif seyretmektedir (Baker-Austin digerleri,
2018).

Vibrio taksonomisinin son yillardaki degisken yapisi nedeniyle bazi hastaliklara neden
olan Vibrio spp. artik Aliivibrio spp. gibi yeni degistirilmis isimlerle taninmaktadir. Ornegin,
Egidius ve digerleri (1986) tarafindan tanimlanan Aeoromanas salmonicida daha 6nce, soguk

su vibriyozisine (Colquhoun ve Serum 2001) veya Atlantik Somonu Salmo salar’1 etkileyen
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Hitra hastaligina neden olan bilinen bir etken olan Vibrio salmonicida olarak taninmisti.
"Vibriosis" terimi, genel olarak Vibrio enfeksiyonlarindan sonra ortaya ¢ikan septisemi i¢in
kullanilir. Onceleri karides bakteriyel septisemisi, karides vibriosisi, veya kirmizi bacak

hastalig1 olarak bilinmekteydi (Aguirre-Guzma ve digerleri, 2004). Bu hastalik, sinirli cografi

alanlarda gecici olarak ortaya ¢ikan ve kiiresel bulagici hastalik salgini olarak tanimlanan bir

epizootik olarak kabul edilir (Austin ve Austin 2012). Noga (2010), tim deniz baliklarinin

muhtemelen en az bir Vibrio tiirtine duyarli oldugunu 6ne siirmiistiir. Boylece vibriosis, deniz

baliklar kiiltiiriinde ekonomik olarak énemli bir hastalik haline gelmis, bir¢ok balig1 ve diger

kiiltiir hayvanlarin1 olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir. Vibrionaceae familyasinin

tiyelerinin bazi genel 6zellikleri Tablo 2°de verilmistir (Ina-Salwany ve digerleri, 2019).

Tablo 2. Vibrionaceae familyasinin genel 6zellikleri (Ina-Salwany ve digerleri, 2019)

Habitat

Nehirler, goller ve denizler gibi sucul ortamlarda bulunur ve genellikle

sucul hayvan ve bitkilerle iligkilidirler.

Gram Boyama

Gram-negatif ve 0,5 x 1,4 — 2,6 um boyutlarinda hafif kivrik basillerdir.

Genel Biyokimyasal
Ozellikler

Genellikle hareketli (V. tritonius ve V. vulnificus harig), oksidaz
pozitiftirler. Nitrojen kaynagi i¢in amonyum tuzlarmi kullanirlar.
Amilaz, kitinaz, jelatinaz ve DNaz dahil olmak iizere ¢esitli hiicre dis1

enzimleri salgilar.

izolasyon Besiyeri

%1-2 NacCl ilave edilmis TSA ve TCBS agarda iirerler.

Siikrozu fermente eden suglar1 sar1 koloniler olustururken digerleri yesil

koloniler olusturur. Vibrio harveyi, V. alginolyticus, V. fluvialis ve V.

TCBS’de Ureme cholerae sart koloniler olusturur. Vibrio parahaemolyticus ve V.
vulnificus yesil koloniler olusturur. Ancak V. tritonius, TCBS iizerinde
biiyliyemez.

En az %0.5-3 NaCl gereksinimi duyarlar ve biiyiime icin %10'a kadar

NaCl Toleransi NaCl'yi tolere edebilirler. Vibrio cholerae ve V. mimicus NaCl olmadan

biiyiiyebilir.

Optimum Ureme Sicakhig

Optimum {ireme 15-30 °C derece arasindaki sicakliklarda gerceklesir.

Optimum Ureme pH’s1

Tiim tiirler aside duyarhdir. Bu nedenle optimum pH 8.0-8.8 arasindadir.

Molekiiler Yontemler ile

Identifikasyon

16S ribozomal RNA, Gen sekansi, AFLP (amplified fragment length

polymorphism), MLSA (multilocus sequence analysis), FISH

(fluorescence in situ hybridization), RFLP (restriction fragment length

polymorphism).




Hastalik olusturan tiire 6zgii asilarin bu spesifik bakteri suslarina kars1 etkili koruma
sagladig1 diisiiniilse de Vibrio suslarinin ve serotiplerinin antijenik cesitliligi, asilarin ¢oklu
Vibrio enfeksiyonlarina karsi koruma saglayamamasina neden olmus ve bu nedenle asi
gelistirmedeki ilerlemenin yavaglamasina neden olmustur (Li ve digerleri, 2010; Li ve digerleri,
2014). Asmin uzun siireli bagisiklik saglamasi ve kolay uygulanabilmesi, baliklar igin gilivenli
olmasi, iiretilmesi ve ruhsatlandirilmasinin ucuz olmasi ve etkenin tiim serotip varyantlarina

kars1 baliklar1 koruyabilmesi ¢ok 6nemlidir (Leong and Fryer, 1993; Leong ve digerleri, 1997).

Vibriosis, deniz  baliklar1  yetistiriciliginin ~ verimli  iiretimi, gelisimi  ve
stirdiiriilebilirliginin oniindeki en biiyiik engellerden biridir (Harikrishnan ve digerleri, 2010).
Baliklarda hastalik, iklim degisikligine bagli ¢evresel bozulma, dogal habitatta 6trofikasyon,
zayif kiiltiir sistemleri gibi konakgi, patojen ve dis stres faktorleri arasindaki etkilesimin bir
sonucu olarak gelisir (Toranzo ve digerleri, 2005; Noga, 2010). Vibrio tiirlerinin su ortaminda
konakgilarma bagimli olmadan hayatta kalabilme yetenekleri, su iiriinleri yetistiriciliginde

bakteriyel hastaliklar1 nemli bir sorun haline getirmektedir (Pridgeon ve Klesius, 2012).

Vibrio tiirlerinin yasamasi ve ¢ogalmasi i¢in 17°C’nin iizerindeki sicak sular elverisli
ortamlar yaratmaktadir. Bu durum Vibrio tilirlerinin baliklar arasinda hizla yayilmasina izin
vermekte ve vibriosisi bir "yaz" hastalig1 haline getirmektedir (Noga, 2010; Sankar ve digerleri,
2012). 15°C'den daha yiiksek su sicakliklarinin ve stok yogunlugu yiiksek ortamlarin baliklar
strese sokarak bagisiklik sisteminin baskilanmasina yol acabilecegi ve bakteriyel
enfeksiyonlara yatkinligi artirabilecegi bildirmistir (Cheng ve digerleri, 2009). Bu nedenle
vibriosis, 0zellikle tropikal iilkelerdeki su tiriinleri endiistrisi i¢in bir tehdit olugturmaktadir.
Vibriosis, y1l boyunca 28°C derecelik tropik iklime sahip Malezya ve komsu iilkelerinde bir¢ok
ciftlikte siklikla kaydedilmistir. Bir¢ok salginda en sik Vibrio harveyi, ardindan V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus ve V. anguillarum izole edilmistir (Albert ve Ransangan,

2013).

Tiirkiye’de Vibrio harveyi; levrek ve ¢ipura baliklarindan, V. anguillarum, gokkusagi
alabaliklarindan, c¢ipura baliklarindan, kiiltiir levrek baliklarindan ve kirmizi mercan
baliklarindan izole edilmistir. Vibrio ordali, levrek baliklarindan ve ¢ipura baliklarindan izole
edilmistir. Vibrio alginolyticus ve V. scophthalmi ve V. logei ise diger patojenik bakterilerle
birlikte kiiltiir ¢ipura baliklaridan izole edilmistir (Candan, 1993; Timur ve Korun, 2004; Timur
ve digerleri; 2005; Demircan ve Candan, 2006; Korun, 2006; Tanrikul, 2007; Korun ve
Gokoglu, 2007; Akayh ve digerleri 2008; Korun ve Timur, 2008; Tanrikul ve Giiltepe, 2011).
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2.2. Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotikler, bakteriler ve mantarlar tarafindan iiretilen veya sentetik olarak elde edilen,
diisiik yogunluklarda dahi bakterilerin gelisimini engelleyen veya oOldiiren, bakteriyel
enfeksiyonlarin sagaltiminda sik kullanilan maddelerdir. Antibiyotiklerin {iretimi ve kullanimi
penisilinin kesfi baglamistir. Giinlimiizde patojen bakterilerin sagaltiminda kullanilan en etkin
ilaglardir. Bakterilerin antibiyotiklere gelistirdigi direng sorununa karsi, dogal veya sentetik
olarak elde edilen antibiyotiklerin kimyasal yapilarinda degisiklikler yapilarak miicadele
edilmeye c¢alisilmaktadir (Wright, 2007). Ulkemizde ortalama bin kisi basina giinliik
tanimlanmis doz cinsinden antibiyotik kullaniminin 16.620 diizeyinde oldugu ve 2005-2015
yillar1 arasinda 9%2,67 oraninda artig gosterdigi bildirilmistir (Kili¢c ve Yenilmez, 2019).

Antibiyotikler protein sentezi ve metabolik mekanizma gibi mikrobiyolojik islemlerine
ve temel kimyasal yapilarma gore farkli gruplara ayrilmaktadir (Levy ve Marshall, 2004;
Tenover, 2006). Diger bir siniflandirmaya goére de antibiyotikler, bakteriyostatik ve bakterisid
olarak ikiyi ayrilmaktadir. Bakterilerin iiremesini engelleyen antibiyotikler bakteriyostatik,
bakterileri 6ldiiren antibiyotikler ise bakterisid olarak tanimlanmis ve Tablo 3’de gosterilmistir

(Ozdemir, 2015).

Tablo 3. Bakteriyostatik ve bakterisid antibiyotikler (Ozdemir, 2015)

Bakteriyostatik Antibiyotikler Bakterisid Antibiyotikler
Tetrasiklinler

Makrolitler Pensilinler

Sulfonamidler Sefalosporinler
Amfenikoller Monobaktamlar
Linkozamidler Karbapenemler
Metronidazol Beta-laktamaz inhibitorleri
Mikonazol

Penisilinin kesfi ile antimikrobiyal maddelerin bakterilerin {iremesini ve ¢ogalmasini
onlemesinin kesfinin ardindan antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin sagaltiminda tiim
diinyada yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Diinya capinda yiiksek miktarlarda antibiyotik
iiretimi gerceklesmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 22.000 tondan daha fazla
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antimikrobiyal madde {iretildigi bildirilmistir (Levy ve Marshall, 2004). Antibiyotiklerin
bakteriyel hastaliklara kars1 etkinliklerine ragmen bakterilerin, antibiyotiklere karsi direng
mekanizmasi gelistirmesi ve direng genlerinin artmasiyla meydana gelen direngli bakterilerin
yayilimindan dolay1 antibiyotiklerin etkinlikleri giin gegtikge azalmaktadir. (Andersson ve

Levin, 1999).

Antibiyotikler duyarli mikroorganizmalara etki ederken, bakteriyel enfeksiyonlarda
yaygin bir sekilde kullanilmalarindan dolayr direngli mikroorganizmalarin direncini
artirmaktadir. Bakteriler antibiyotiklere karsi kalitsal olarak direngli olabilecegi gibi gen
transferi yapabilme 6zellikleriyle de direng genleri kazanabilirler. Bakteriler arasinda meydana
gelen yogun gen transferinden dolayi, oportiinistik patojen bakterilerin direng genleri
gelistirdigi bildirilmistir. Bakterilerin antibiyotik direngliliklerin artmasi ve direngli bakterilerin
yayilmasi ile birlikte bilim diinyasinin bu konuya ilgisi artmis, antibiyotik direncli bakteriler ve
antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 hakkinda bircok arastirma yapilmasina neden olmustur

(Pruden ve digerleri, 2006; Wright, 2010).

Antibiyotiklerin bakterilere kars1 etki mekanizmalar1 farklillk gostermektedir.
Sulfonamid, kotrimoksazol ve trimetoprim gibi antibiyotikler DNA ve RNA’nin gelisimi i¢in
gerekli olan folik asit sentezini engellerken, penisilin, novobiosin ve vankomisin gibi
antibiyotikler bakterilerde hiicre duvari sentezini durdurmaktadir. Nalidiksik asit, oflaksasin,
metronidazol, rifampisin, enroflaksisin gibi antibiyotikler hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi
icin gerek duyulan DNA nin islevini durdurarak etki etmektedir. Antibiyotiklerin bakterilerde
olusturdugu diren¢ mekanizmalart Tablo 4’de verilmistir (Walsh, 2000; Tenover, 2006;
Jayaraman, 2009).
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Tablo 4. Bakterilerin antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 (Walsh, 2000; Tenover, 2006;

Jayaraman 2009)
Antimikrobiyel Etki Diren
Smif Madde ' Mekanizmasi Mekanizr‘ilam Kaynaklar
Aminogilikozitler | Gentamisin, Protein Pompalama, Skold, 2000;
Kanamisin, Sentezinin Enzimatik, Fischer ve
Streptomisn Engellenmesi Inaktivasyon, digerleri, 2011;
Hedef Jayaraman, 2019
Sasirtma
Amfenikoller Kloramfenikol Protein Pompalama Hancock, 1998;
Sentezinin Tenover, 2006
Engellenmesi
Makrolitler Klaritromisin, Protein Pompalama, Walsh, 2000;
Eritromisin Sentezinin Hedef Tenover, 2006
Engellenmesi Sagirtma
Tetrasiklinler Tetrasiklin, Protein Pompalama Walsh, 2000;
Doksisiklin, Sentezinin Jayaraman, 2009
Oksitetrasiklin Engellenmesi
Beta-Laktamlar Pensilin, Hiicre Duvari Enzimatik Walsh, 2000;
Sztreonam, Sentezinin Inaktivasyon, Jayaraman, 2009
Sefotaksim Engellenmesi Hedef
Sasirtma
Glikopeptidler Vankomisin, Hiicre Duvari Hiicre Duvar Walsh, 2000;
Bleomisin Sentezinin Modifikasyonu, Jayaraman, 2009
Engellenmesi Pompalama
Kinolonlar Nalidiksik Asit, Niikleik Asit Pompalama, Walsh, 2000;
Ciprofloksasin Sentezinin Hedef Jayaraman, 2009
Engellenmesi Sagirtma
Sulfonamidler Sulfametaksazol | Folik Asit Sentezi | Enzimler, Hedef | Skéld, 2000;
Alternatif Yolunun Sasirtma Tenover, 2006
Engellenmesi
Lipopeptitler Daptomisin Hiicre Zan Hiicre Zan Tenover, 2006;
Kutuplagmasini Modifikasyonu, Fischer ve
Engelleme Mutasyonlar digerleri, 2011
Aminoasit Polimiksin B Hiicre Zan Hiicre Zan Moore ve
Tirevleri Gegirgenligini Modifikasyonu Hancock,
Bozma 1986; Tenover,
2006; Fu ve
digerleri, 2011

Insan niifusunun sucul gevre ile olan yogun iliskisinden dolay1 bu ortamlarda bulunan
antibiyotik direncli bakterilerin artmasi ve antibiyotik direngli genlerin giin gectikte yayilmasi
insan saglig1 agisindan dnemli bir sorun olusturmaktadir (Jalal ve digerleri, 2012). Antibiyotik

direncinin tibbi bir sorun olmasi disinda ekolojik bir sorun oldugu da gz ardi edilmemelidir.

13



Bu nedenle direng genleri ¢aligmalarinda direngli bakterilerin ekolojisinin de bilinmesi dnem

arz etmektedir (Martinez, 2012).

Antibiyotiklerin etkinliginin azalmasindan en onemli faktorler, antibiyotiklere karsi
direngli bakterilerin zamanla artmasi ve antibiyotiklerin yiiksek konsantrasyonlarinda dahi
direncli bakterilerin liremeye ve gelismeye devam etmesidir. Antibiyotik direngli bakterilerin
hizla ¢ogalmasi milyonlarca canlinin sagligi icin ciddi bir sorun olusturmakta ve kiiresel bir
saglik problemi haline gelmektedir (Levy ve Marshall, 2004). Ayrica, bakterilerin gelistirdigi
direncin tiim antibiyotik siniflarinda goriilmesi bu problemin 6nemini daha da arttirmaktadir.
(D’Costa ve digerleri, 2006). Daha 6nceden tedavi ve kontrol edilebildigi diisiiniilen tifo ve
tiiberkiiloz gibi hastaliklar direngli bakteri suslarinin meydana gelmesiyle tekrar tehlike

olusturmaya baslamistir. (Pruden ve digerleri, 2006).

Antibiyotik direng etkenlerinin bolgeye 6zel entegrasyonuyla ¢ogul antibiyotik direngli
plazmidler olugmaktadir. Bu genetik degisim farkli bir DNA ailesi olan integronlar tarafindan
olusturulmaktadir. Integronlar belirli genleri entegre etme ve tasima ozelligine sahip
olmalarindan dolay1 antibiyotik direng etkenlerini kodlayan genetik yapilardir. integronlarin,
plazmidler veya transpozonlar vasitasiyla bir bakteriden bagka bir bakteriye aktarilabilmeleri
antibiyotik direng¢ etkenlerinin taginmasia ve bdylece bakteriler arasindan yayilmasina yol

acmaktadir (Davies, 1994).

Bakteriler tek hiicreli, prokaryot hiicre yapisina sahip mikroorganizmalardir. Tiir ve
cinslerine gore farklilik gostermekle birlikte ortalama 0.5-2 pm boyutlarindadirlar. Sprial,
cubuk ve yuvarlak olmak iizere ii¢ temel hiicre morfolojisine sahiptirler. Hiicre duvarlarmin
biyokimyasal 6zelliklerine gore Gram pozitif ve negatif olmak iizere iki grubu ayrilirlar. (Plump
ve Hanson, 2011). Bakterilerin kisa bir hayat dongiisiine sahip olmalar1 yeni ortamlara ¢abuk
adapte olmalarmma ve hizla ¢ogalmalarina sebep olmaktadir. Olumsuz kosullarda bagsta
antibiyotiklere karsi duyarli olan bakteriler mutasyona ugrayarak veya diger bakterilerden
diren¢ genleri edinerek direngli hale gelebilmektedirler. Direng genlerinin bakteriler arasinda
hizl1 bir gekilde yayilmasindan dolay1 yeni bir antibiyotigin gelistirilip kullanima baglanmasiyla
birlikte bu antibiyotige kars1 direng gelistirmis bakterilerin tespit edilmesi uzun stirmemektedir

(D’Costa ve digerleri, 2006; Zhang ve digerleri, 2011).

Antimikrobiyal maddelere kars1 gelistirilen direng, bakterilerde farki sekillerde
gerceklesmektedir. Bakterilerin genetik ozellikleri sebebiyle bazi antibiyotikler bakteriyi

etkilemeyebilir. Bu direng “dogal direng” olarak adlandirilir. Bakterilerde transpozon veya
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plazmid DNA’sinda olusan mutasyonlar sonucunda genetik 6zelliklerin degismesiyle meydana
gelen dirence ise “kazanilmig direng” denmektedir. Direngli bakteriler tarafindan diger
bakterilere konjugasyon, transformasyon veya transdiiksiyon aktarilmasiyla ger¢eklesmektedir.
Bir bakteri ayn1 antibiyotige kars1 birden fazla direng mekanizmasi gelistirebilir. Bu gelistirilen
direng “¢apraz direng” olarak isimlendirilir. Bakterilerin yap1 ve etkileri farkli antibiyotiklere
kars1 gelistirdigi dirence ise “goklu ila¢ direncliligi” denmektedir (Kayis, 2019). Direng
mekanizmasi bir bakterinin tiiriiniin tiim suslarinda goriilebilir. Ornek olarak elektron transfer
sistemi bulunmayan anaerop bakterilerin aminoglikozide, Gram negatif bakterilerin
Vankomisine, Pseudomonas aeruginosa tiiriiniin ise penisiline direnci gosterilebilir. Diger bir
diren¢ mekanizmasi ise uzun siireli antibiyotik kullanimi, antibiyotik kullanim doz ve siirelerine
uyulmamasi1 nedeniyle bakterilerin diren¢ gelistirmesini ifade eden primer direngtir.
Bakterilerin 6nceden duyarli oldugu bir antimikrobiyal maddeye seleksiyon veya spontan
mutasyonlar ile kazandig1 diren¢ mekanizmasi ise sekonder direng olarak tanimlanmistir. Bu
mekanizmaya kromozal plazmidin araci olabilecegi bildirilmistir. Bakterilerde antibiyotiklerin
etkilerini kaldirmak i¢in gerekli olan enzimlerin ortam sartlarindaki olumsuz durumlarda yok
oldugu veya aktifligini kaybettigi fakat ortam kosullarmin eski haline donmesiyle birlikte

direncin tekrar olustugu bildirilmistir (Bruun, 2001).

Transpozon ve direngli plazmidleri diger bakterilere aktarma ozelligine sahip olan
enterokoklar bu 6zellikleriyle direngli bakterilerin gen deposu konumundadirlar. Enterokoklar,
antibiyotik direng genlerini kodlayan ekstrakromozomal elementleri kazanip aktararak
antibiyotiklere kars1 gelistirilen direncin hizli yayiliminda ve persistansinda 6nemli rol oynarlar

(Jones, 1986; Griffiths ve digerleri, 1990; Comerlato ve digerleri, 2013).

2.2.1. Antibiyotik Diren¢ Genleri

Antibiyotik direnci proteinleri kodlayan genler tarafindan olusturulmaktadir ve tiim
bakteri tiirlerinde antibiyotik direng genleri bulunabilmektedir. Antimikrobiyal maddelere
direng patojen bakterilerde goriildiigii gibi c¢evresel bakteriler arasinda da siklikla
bulunmaktadir. Dogal ekosistemlerde yogun bir sekilde bulunan bakterilerin genis genetik
farkliliklara sahip olmasi antibiyotik direncli bakterilerin bu ortamlarda sik goriilmesine neden
olmustur. Insan aktivitesinin az oldugu yerlerde bile direngli bakterilere rastlanilmaktadur.

Yapilan caligmalarda bakterilerin, biyosferin hemen her kosesinde rastlanabilecek direng
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faktorlerini birbirlerine etkin bir sekilde aktarabildikleri bildirilmis ve bu direng faktorlerinin
sistemik toplami rezistom olarak adlandirilmustir. I¢ sular ve denizler gibi sucul mikrobiyotalar
bakterilerin dogan diren¢ kaynaklar1 olabilmektedir (Levy ve Marshall, 2004; Wright, 2007;
Martinez, 2008; Bhullar ve digerleri, 2012).

Yogun ve uygunsuz antibiyotik kullanimi ¢evre kirliligine neden oldugu gibi, bakterilerin
antibiyotiklere kars1 stirekli direng mekanizmalar gelistirmelerine sebebiyet vermektedir. Kisa
yasam dongiistine ve olusturduklar1 direng genleri aktarma Ozelligine sahip bu
mikroorganizmalarin ¢ogalmasinin antibiyotik direncinin yayilmasindaki en 6nemli faktor
oldugu bildirilmistir (Kruse ve Sorum, 1994; Goh ve digerleri, 2002; Yim ve digerleri, 2006).
Yapilan caligmalarda bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirdigi diren¢ genleri tespit
edilebilse de hangi bakterinin ne kadar direng¢ geni aktarabildigi konusundaki veriler sinirlidir.
(Allen ve digerleri, 2010; Bush ve digerleri, 2011). Kullanilan antibiyotikler, tiim
ekosistemlerin  etkilesim i¢inde olmasindan dolayr akuatik ekosistemlerde yasayan
bakterilerinde yogun sekilde direng geni olusturmasina firsat tanimistir. Yapilan ¢calismalarda
bakteriler tarafindan farkli antibiyotik gruplarma karsi olusturulan antibiyotik diren¢ genleri
tespit edilmistir. Su triinleri yetistiriciligi sistemlerinde tespit edilen bazi antibiyotik direng

genleri Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Akuakiiltiir sistemlerinde tanimlanan antibiyotik direng genleri (Watts ve digerleri,

2017)

Antibiyotik Sinifi Antibiyotik ]?1renc; Kaynaklar
Genleri
B-Laktam (Ampisilin, blatem-sz, blasyv-12 Sousa ve digerleri, 2011
amoksisilin) blareu Shah ve digerleri, 2012
Gao ve digerleri, 2012, Xiong ve
tetM, tetO, tetT, tetQ digerleri, 2015
tetM, tetS Kim ve digereleri, 2004
Tetrasiklin (Tetrasiklin, Shah ve digerleri, 2014
Ksi lin. kI i tetA, tetG
oksitetrasiklin, klortetrasiklin) Shah ve digerleri, 2012
Rodriguez-Blanco ve digerleri,
tetd 2012
tetA, tetB, tetK Buschmann ve digerleri, 2012
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Tablo 5. Akuakiiltiir sistemlerinde tanimlanan antibiyotik diren¢ genleri (Devam)

Antibiyotik Direnc¢

Genleri Kaynaklar

Antibiyotik Simifi

Sousa ve digerleri, 2011, Gao ve
sull, sul2, sul3 digerleri, 2012, Xiong ve

Sulfonamid, sulfametizol digerleri, 2015

11, sul2 Shah ve digerleri, 2012, Shah ve
SULL, su digerleri, 2014

Shah ve digerleri, 2012, Shah ve
digerleri, 2014, Nguyen ve

aadA strd-strB digerleri, 2014, Piotrowska ve

Aminoglikozid (Streptomisin,

spektinomisin, neomisin) digerleri, 2017
aadl Sousa ve digerleri, 2011
cmlA Sousa ve digerleri, 2011
Amfenikol (Kloramfenikol, cat-1 Shah ve digerleri, 2012
florfenikol) floR Buschmann ve digerleri, 2012
catB Nguyen, ve digerleri, 2014
) o ) qgepA, ogxAB, gnrS, aac Shah ve digerleri, 2014, Jiang ve
Kinolonlar (Oksolinik asit, (6')-1b, gqnrB, gnrD digerleri, 2012
siprofloksasin)
gnrd, gnrB, gnrS Buschmann ve digerleri, 2012
mefA Shah ve digerleri, 2012
Makrolidler (Eritromisin)
ermC, ermE, ermX, Piotrowska ve digerleri, 2017
ermC
dfiAl, dfiAS, dfidl2 Shah ve ((111%erller1', 22(())112, Shah ve
Trimetoprim igeriert,
dfrAl2 Nguyen ve digerleri, 2014
Kinoksalin 1, 4-di-N-oxides
(Karbadoks, olakuindoks, ogxA Buschmann ve digerleri, 2012

mekuindoks)

Hizla artan niifus nedeniyle cogalan atiklar, cevre kirliliginin 6nemli nedenleri
arasindadir. Aritma tesislerin yetersizligi ve atiklarin dogaya bilingsizle birakilmasi gibi
nedenlerden dolay1r sucul ortamlardaki kirlilikte tehlikeli boyutlara ulasmaktadir. Tarim
alanlarinda ytiksek oranlarda kullanilan antibiyotikler bu ortamlarda bulunan bakterilerin direng
gelistirmesine neden olmaktadir. Yapilan caligmalarda su iiriinleri yetistiriciligi faaliyetlerinin
gerceklestigi sularda kullanilan antibiyotiklerin de bakterilerde diren¢ kazanima sebep oldugu
bildirilmigtir. Yetistiricilik sistemlerinde karsilasilan hastaliklarin primer etkeninin teshis

edilmemesi, kullanilan antibiyotiklerin doz ve siirelerine uygun sekilde kullanilmamasi,
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bakteriyel enfeksiyonlarda antibiyogram testleri yapilmadan ve dogru antibiyotik sec¢imi
yapilmadan tedavi uygulamalarmin yapilmasi gibi faktdrler sucul ekosistemde direngli

bakterilerin artisina sebep olmaktadir (Kiimmerer, 2009).

Bakterilerin direng genlerini aralarinda transfer edebilme yetenekleri su iirlinleri
yetistiriciligi sektoriinde direngli bakterilerden kaynakli bakteriyel hastaliklarin kontroliinde
onemli sorunlara yol agmaktadir. Diger taraftan teknolojinin ilerlemesi ve teshis metotlarinin
artmasiyla birlikte patojen bakterilerin baliklarda olusturdugu hastaliklarin tedavi se¢enekleri
cesitlenmistir. Balik yetistiriciligi sektoriinde antibiyotikler uzun yillardan beri kullanilmakta
olup son 30 yilda kloramfenikol, siilfadiazin, oksitekrasiklin, flumekuin gibi yeni antibiyotikler

hastaliklarin sagaltiminda kullanilmaya baslanmigtir. (Austin ve digerleri, 2007).

Bakteriler antibiyotik tlirlerine gore ¢esitli direng genleri olusturmustur. Yapilan
caligmalarda sulfonamid, aminoglikozit, tetrasiklin, beta-laktam, makrolid, linkosamid,
streptogramin gibi antibiyotiklere karsi1 bakterilerin olusturduklar1 direng genleri tespit
edilmistir. Sulfonamidler bakteriyostatik etkiye sahiptirler ve dihidrofolik asidin sentezine
engel olurlar. Sulfonamidlere kars1 bakterilerin olusturdugu direng genleri (su/) dihidrofolik asit
sentezini gergeklestiren genlerde olusan mutasyonlar sebebiyle meydana gelmektedir. Yapilan
caligsmalarda sulfonamidlere kars1 bakterilerin olusturdugu direng genlerinden sull, sul2 ve sul3
genlerinin daha fazla tespit edildigi bildirilmistir (Hoa ve digerleri, 2008; Boran ve digerleri,
2013).

Bakterilerde aminoglikozit direnci aminoglikozitlerin aktifliginin  enzimatik
modifikasyonlarla bozulmasiyla olugsmaktadir. Aminoglikozit diren¢ mekanizmasi ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda aminoglikozitlerin birden fazla bolgede degisiklige ugrayabilecegi, bir
enzimin bir¢ok aminoglikoziti degisiklige ugratabilecegi, ayn1 bakteride aminoglikozitlere
karst farkli modifikasyon enzimlerinin bulunabilecegi bildirilmistir (Ramon-Garcia ve
digerleri, 2006; Filipova ve digerleri, 2006; Kelmani ve digerleri, 2008; Shakil ve digerleri,
2008).

Tetrasiklerin hastaliklara kars1 kullanilmaya baslanmasiyla birlikte tetrasiklin direncli
bakteriler meydana gelmistir. Tetrasiklinler bakteriyostatik etki gosterip, bakterilerde protein
sentezinin engellenmesinde rol almaktadirlar. (Dancer ve digerleri; 1997). Yapilan ¢alismada
38 farkli tetrasiklin diren¢ geninden bahsedilmis ve bunlardan 9’unun yeni oldugunu
bildirmistir. Tespit edilen 9 genin 5 tanesi enerjiye bagli efluks proteinlerinin kodlanmasinda,

2 tanesi ribozomal koruma proteinlerinin kodlanmasinda rol almaktadir. Diger 2 gen ise
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tekrasiklinleri inaktive eden enzimleri kodlamaktadir. Akuatik ortamlardaki bakteriyel
izolatlarda 22’den fazla tetrasiklin ve oksitetrasiklin direngli gen tespit edilmistir. Cogu
tetrasiklin diren¢ geni antibiyotikleri bakteri hiicresinin disina pompalayan proteinleri

kodlamaktadir (Roberts, 2005).

Hastaliklarin sagaltiminda beta-laktamlar siklikla kullanilmaktadir. Bakterilerin beta-
laktam antibiyotiklere kars1 kullandiklart en yaygin diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz
enzimlerinin {iretimiyle bu antibiyotiklerin inaktive edilmesidir. Bu enzimler antibiyotikleri
enzimatik hidroliz yoluyla etkisiz hale getirmektedir. Yiizlerce beta-laktamaz enzimi
tanimlanmis ve Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz enzimlerinin bu antibiyotiklere kars1
dirence yol acan en dnemli mekanizma oldugu bildirilmistir (Livermore, 1996; Walsh, 2000;

Li ve digerleri, 2007).

Bakteriyel enfeksiyonlara karsi bakterilerin protein sentezini engelleyen makrolidler,
linkozamidler ve streptogramin antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Hedef bolge
modifikasyonu, aktif disa atim pompalar1 (efluks mekanizmasi) ve enzimatik inaktivisyon
olmak iizere {i¢ ayr1 mekanizma tanimlanmistir. Bu antibiyotiklere kars1 direngte 60’dan fazla

farkli genin varlig1 tespit edilmistir (Roberts ve digerleri, 1999).

2.3. Akuakiiltiirde Antibiyotik Kullanimi ve Antibiyotik Direnci

Niifuzun hizla ¢ogalmasiyla birlikte protein kaynaklarina olan talep artmais, azalan dogal
balik stoklartyla birlikte kiiltiir balik¢iligr faaliyetlerini daha da 6énemli bir konuma gelmistir.
Artan kiiltiir balikgilig1 faaliyetleri sonucunda hastaliklara karsi antibiyotiklerin kullanimi
zorunlu hale gelmistir. Antibiyotiklerin sadece enfeksiyonlara karsi kullanilmamasi, ayni
zamanda biiyiitme faktorii ve hastaliklardan koruma gibi amaglarla kullanilmasi balik
hastaliklarina sebep olan bakterilerdeki direng¢ gelisimine neden olmustur (Choi ve Ryu, 1987;

Dafwang ve digerleri, 1987; Alexander ve digerleri, 2011).

Su drlinlerin yetistiriciliginde kullanilan antibiyotiklerin asir1  ve denetimsiz
kullanilmalar1 insan saglhigin1 da tehdit etmektedir. Bu bakimdan antibiyotiklerin dogru doz ve
siirelerde amacma uygun kullanilmalar1 6nem arz etmektedir. Antibiyotik kullanimin
diistirmek i¢in yem kalitesi, stok yogunlugu, as1 uygulamalar1 gibi faktorlere dikkat edilmeli ve

hastaliklar siirekli kontrol edilmelidir (Ozdemir, 2015).

19



Akuakiiltiirde kullanilan antibiyotikler agiz yoluyla (yeme karistirilarak), immersiyon
terapisi ile (banyo veya daldirma) yada enjeksiyon ile uygulanmaktadir. Insan tiiketimi icin
yetistiriciligi  yapilan balik tiirlerinde  kullanilacak antibiyotikler birgok {ilkede
sinirlandirilmistir. Su {riinleri yetistiriciliginde kullanilan bazi antibiyotikler Tablo 6’da

verilmistir (Van Dongen ve digerleri, 2008).

Tablo 6. Akuakiiltiirde kullanilan antibiyotikler (Van Dongen ve digerleri, 2008)

Antibiyotik Grup Verilis Yolu
Amoksisilin Aminopenisilin Yem

Ampisilin Aminopenisilin Yem

Kloramfenikol Amfenikol Yem/Su/Enjeksiyon
Florfenikol Amfenikol Yem

Eritromisin Makrolit Yem/Su/Enjeksiyon
Streptomisin Aminoglikozit Su

Neomisin Aminoglikozit Su

Furazolidon Nitrofuran Yem /Su
Nitrofurantoin Nitrofuran Yem

Oksolinik Asit Kinolon Yem

Enrofloksasin Florokinolon Yem /Su

Flumekuin Florokinolon Yem

Oksitetrasiklin Tetrasiklin Yem/Su/Enjeksiyon
Klortetrasiklin Tetrasiklin Yem/Su/Enjeksiyon
Tetrasiklin Tetrasiklin Yem/Su/Enjeksiyon
Sulfonamid Sulfonamid Yem

Yapilan ¢alismalarda bakterilerin yetistiricilik sektoriinde kullanilan antibiyotiklere karsi
direng kazandigi gozlemlenmis ve asir1 antibiyotik kullanimi sonrasi antibiyotiklerin
sedimentte biriktigi bildirilmistir. Bu durum enfeksiyonlara neden olan patojen bakterilerin
direng gelisimine neden oldugu gibi ayn1 zamanda c¢evresel bakterilerinde bu antibiyotiklere
kars1 direng gelistirmesine sebebiyet vermistir. Bakterilerin aralarinda gen transferi yapabilme
yetenekleri tiim sucul ekosistemlerde direngli bakterilerin meydana gelme riskini

olusturmaktadir. Diren¢ genlerinin insan ve diger hayvanlarin patojenlerine aktarabilme
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ihtimali de oOzellikle insan sagligi ve diger yetistiricilik sektorleri icin riskli bir durum

yaratmaktadir (Jalal ve digerleri, 2012).

Ulkemizde yapilan arastirmalarda baliklarda hastalik yapan Vibrio anguillarum,
Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophyla, Photobacterium damselae damselae gibi
tirlerin oksitetrasiklin, streptomisin, eritromisin, tetrasiklin ve ampisiline karsi direng
gelistirdigi bildirilmistir (Kirkan ve digerleri, 2006; Aksit ve Kum, 2008; Kayis, 2009; Boran
ve digerleri, 2013).

Ege Bolgesi’nde yetistiricilik faaliyetleri gosteren ¢iftliklerden alinan levrek
numunelerinden izole edilen Vibrio alginolyticus suslarinin antibiyotik direnci aragtirilmigtir.
izole edilen 15 susun kanamisine duyarli, ampisilin, basitrasin ve streptomisine kars1 direngli

olduklar1 rapor edilmistir (Korun ve digerleri, 2013).

Balta (2016), yaptig1 calismada levreklerden izole edilen Vibrio anguillarium suslarinin
tiimiiniin ampisiline, %63’linlin eritromisine, %59’unun sulfametaksazole, %354 {iniin
streptomisine, %45’inin sulfametaksazol-trimetoprime, %40’ mnin oksitetrasikline direngli
oldugunu bildirmistir. Calismada vibriosis tedavisinde en etkili kemoterapoétiklerin florfenikol

ve enrofloksasin oldugu rapor edilmistir.

Pavlinec ve digerleri (2022), levreklerden izole edilen Vibrio harveyi suslariyla yaptiklar
caligmalarda antibiyotik duyarhilik testlerinin tahmin edilen direng genleri ile uyusmadigini

bildirmislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada levreklerden izole edilen vibrio alginolyticus ve vibrio
parahemolyticus suslarinin siprofloksasin, kloramfenikol, enrofloksasin, nalidiksik asit ve
oksolinik aside duyarl iken ampisilin, amoksisilin ve linkomisine direngli oldugu belirtilmistir

(Abdel-Aziz ve digerleri, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. izolasyon Ornekleri

Arastirma materyalini Ege Bolgesi kiy1 seridinde mevcut kurulu olan kiiltlir balik¢iligi
isletmelerinin  kafes sistemlerinde yetistirilen levrek (Dicentrarchus labrax) tiirleri
olusturmaktadir. Orneklemeler su sicaklifmin yiikseldigi ve hastaliklardan dolayr balik
kayiplarinin artis gosterdigi Mayis-Eyliil aylar1 arasinda 2021 yilinda yapilmistir. Bu ¢iftliklerin
kafes sistemlerinde 6lii olarak tespit edilen Vibriozis siipheli ve lezyonlu levreklerden 100 adet
ornek toplanmis ve soguk zincir altinda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina getirilmistir.

3.1.2. Kullanmilan Besiyerleri, Solusyonlar, Ayiraglar

3.1.2.1. Kanh Agar (Himedia®)

Peptone 10 gr/l
Tryptose 10 gr/l
Sodium chloride 5 gr/l
Agar 15 g/l
Distile Su 1000 ml
pH (25°C) 7,3+0,2

Graniil besi yerinden 40 gram alinarak 6ncelikle %1,5 oraninda olacak sekilde NaCl ilave
edilerek 1000 ml distile su ile karistirildi ve benmari usulii 1sitilarak homojenize edildi daha

sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Besi yeri 45-50°C’ye sogutularak %35 oraninda
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defibrine koyun kani ilave edildi. Steril petrilere 12,5 ml olacak sekilde dokiildii ve donmaya
birakildu.

3.1.2.2. MacConkey Agar (Himedia®)

Jelatin pepton 17 g/l
HMC pepton 3 g/l
Laktoz monohidrat 10 g/l
Sodyum Kloriir 5¢/1

Safra tuzlar 1,5 g/l
Notral kirmizi 0,03 mg/1
Kristal violet 0.001 mg/1
Agar 13,5 g/l
Distile su 1000 ml
pH (25°C) 7,120,2

Besi yerinden 51,53 gram alinarak 1 1 distile su ile homojenize olana kadar benmari
usulii 1sitilarak karistirildi ve daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Sterilizasyondan

sonra 45-50°C’ye kadar sogutulan besi yeri steril petrilere dokiilerek sogumaya birakildi.

3.1.2.3. Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) Agar (Himedia®)

Proteoz pepton 10 g/l
Maya ekstrakti 5¢g/l
Sodyum tiyostilfat 10 g/l
Sodyum sitrat 10 g/l
Safra 8 g/l
Siikroz 20 g/l
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Sodyum kloriir
Ferrik sitrat

Brom timol mavisi
Timol mavisi
Agar

Distile su

pH (25°C)

10 g/l

1 gl
0,04 mg/1
0,04 mg/1
15 g/l
1000 ml

8,6+0,2

Besi yerinden 89,08 gram alinarak 1000 ml distile su ile benmari usulii 1sitilarak

homojenize edildi. Besi yeri 45-50 °C’a sogutulup steril petri kutularina dokiildii.

3.1.2.4. Brain Heart Infiizyon Broth (Himedia®)

HM infiizyon toz
BHI tozu

Proteoz pepton
Dekstroz (Glukoz)

Sodyum kloriir

Disodyum hidrojen fosfat

Distile Su

pH (25°C)

12,5 g/1
5¢g/l

10 g/l
2¢g/1
5¢g/l
2,5 ¢g/1
1000 ml

7,4+0,2

Besi yerinden 37 gram alinarak 1000 ml distile su ile karigtirilarak benmari usulii 1sitilarak

homojenize edildikten sonra tiiplere 5 ml olarak dagitildi ve tiipler 121 °C’de 15 dakika

otoklavlandi. Elde edilen izolatlarin saklanmasi amaciyla hazirlanan BHIB igerisine

otoklavlanmadan 6nce %20 oraninda gliserin ilave edildi.
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3.1.2.5. Triptik Soy Agar (Himedia®)

Tripton 17 g/l
Soya pepton 3¢l
Sodyum klortir 5¢/1
Dekstroz (Glukoz) 2,5 g/l
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,5 g/l
Agar 15 g/1
Distile su 1000 ml
pH (25°C) 7,3+0,2

Besi yerinden 45 gram alinarak 1000 ml distile su ile benmari usulii 1sitilarak homojenize
edildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Sterilizasyon isleminden sonra besi yeri 45-50°C’a

sogutulup steril petri kutularina dokiildi.

3.1.2.6. Mueller Hinton Medium (Himedia®)

HM infiizyon B 300 g/l
Asikaz 17,5 g/l
Nigasta 1,5 g/l
Agar 17 g/l
Distile su 1000 ml
pH (25°C) 7,3+0,1

Besi yerinden 38 gram alinarak 1000 ml distile suda ¢6zdiiriilerek benmari usulii 1sitilarak
homojenize edildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Sterilizasyon igsleminden sonra besi yeri

45-50°C’a sogutulup steril petri kutularina dokiildi.
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3.1.2.7. Gram Boyama Kiti (Himedia®)

Kristal Violet Soliisyonu (Soliisyon A) 20 ml

Kristal Violet Soliisyonu (Soliisyon B) 80 ml

Soliisyon A ve B boyama yapilmadan 24 saat 6nce karistirilmis ve kullanima hazir hale

getirilmistir.
Dekolorizer 100 ml
fodine Soliisyonu 300 ml
Safranin soliisyonu 100 ml

3.1.2.8. 50X TAE (Tris, Asetik Asit, EDTA) Elektroforez Soliisyonu (Thermo Fisher

Scientific®)

1X TAE Kullanma Soliisyonu

Tris Base 40 M
Asetik Asit 20 M
EDTA 1 mM

1X TAE Kullanma Soliisyonu Hazirlanisi
50X TAE 10 ml
Distile su 490 ml

Karistirilarak soltisyon hazirlanmistir.

3.1.2.9. 6X DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific®)

Tris-HC1 10 mM, bromfenol mavisi %0,003, xylen cyanol FF % 0,03, gliserol %60,
EDTA 60 mM

26



3.1.2.10. Tris/EDTA (TE) Buffer (Thermo Fisher Scientific®)

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
Distile Su 1000 ml

Karigim kullanima hazir soliisyon halindedir.

3.1.2.11. Gel Loading Buffer (6X) (Thermo Fisher Scientific®)

Bromfenol Mavisi 25 mg
Siikroz 4 gr
Distile su 10 ml

Karistirilarak soltisyon hazirlandu.

3.1.2.12. NaCl (Himedia®)

NaCl 58,44 gr
Distile su 800 ml

NacCl distile suda ¢6ziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlandi.

3.1.2.13. TE Buffer (10mM Tris+ 1mM EDTA) (Thermo Fisher Scientific®)

Tris (IM) 10 ml

EDTA (0,5 M) 2 ml

Karisim hazirlanip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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3.1.2.14. Katalaz Testi (Himedia®)

H>0, %3

Katalaz, aerobik metabolizmalarin hiicrelerinde bulunan bir enzimdir. Koenzim olarak
demir ve protoporfin (hemin) igerir. Bu enzim, metabolik proseslerin ortaya ¢ikardig toksik
hidrojen peroksidi parcalar. Incelenecek kolonin bir kismu steril &ze ile kuru bir lam {izerine
almir. Uzerine katalaz ayracindan 0,1 ml kadar bir damla damlatilir. Pozitif sonugta bakteri
kiitlesi lizerinde gaz (oksijen) olusumu goézlenirken, negatif reaksiyonda gaz ¢ikis1 gozlenmez

(Bilgehan, 1995).

3.1.2.15. Oksidaz Testi (Oxoid )

NNN’N’ tetramethyl -p- phenylene-diamine dihydrochloride

Gram boyama sonrasi pozitif gériinen bakterilerin oksidaz aktiviteleri, oksidaz cubuklari
(Oxoid) ile bakildi. Siipheli bakterinin 18-24 saatlik saf kiiltiiriine oksidaz ¢ubugunu daldirmak
ve 25-30 saniye bekleyip, cubugun eflatun mor renk almasi pozitif, renk degisikligi olmamasi

da negatif reaksiyon olarak degerlendirilir (Bilgehan, 1995).

3.1.2.16. Vibriostatik Ajan 0/129 (Oxo0id® DD14 ve DD15) Test Kiti

10pug (Oxoid DDI14) ve 150pg (Oxoid DDI15) 0/129 (2-4-diamino-6,7-
diisopropylpteridine) i¢eren diskler kullanildu.

3.1.2.17. BD Phoenix™ ID Broth

Identifikasyonu yapilacak olan taze bakteri kiiltiiriiniin inokulasyonunda kullanilan sivi

cozeltidir.
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3.1.2.18. BD Phoenix™ NMIC/ID-433

Gram negatif bakterilerin BD Phoenix™ M350 ile identifikasyonunda kullanilan paneldir.

3.1.2.19. BD Phoenix™ M50 Otomatize Identifikasyon Sistemi

BD Phoenix, bakteriyel Kkiiltiirlerin identifikasyonu ve antibiyogramlarin1 yapan

otomatize identifikasyon sistemidir.

3.1.2.20. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ckstraksiyonu isleminde kan, doku, Gram negatif ve Gram pozitif
mikroorganizmalardan yiliksek kaliteli genomik DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis

MagAttract® HMW DNA Kit (QIAGEN) kullanilmistir.

MagAttract Siispansiyon G 2x 1 ml
Buffer ATL 11,2 ml
Buffer AL 12 ml
Buffer MB 15 ml
Buffer MW1 77 ml
Buffer PE 20 ml
Buffer AE 22 ml
Proteinase K 1,25 ml
RNase A (100 mg/ml) 25 mg
Nuclease-Free Water 2x 50ml
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3.1.2.21. ExPrime Taq Premix (2X) (GeNet Bio®)

ExPrime Taq DNA Polymerase 1 U/10 pl, 2X reaksiyon buffer, 4 mM MgCl,, her bir
dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den 0,5 mM, enzim stabilizatorii, sediment, pH 9,0.

3.1.2.22. Vibrio Tiirlerini Belirlemede Kullanilan Primerler

Arastirmada kullanilan Vibrio cinsi ve Vibrio tlrlerinin PCR analizi ile tespitinde

kullanilan primer dizilimleri Kim ve digerleri (2014) ve Kim ve digerleri (2015) ¢alismalarinda

belirtildigi sekilde iiretici firmaya dizayn ettirilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. PCR analizinde kullanilan primer dizilimleri ve beklenen amplikon boyutlar

Hedef Primer ismi Primer Dizilimi rasyon Biiyiikliigii Kaynak
b
(M) ®p
VG C2694352 | 5 GTCARATTGAAAAR Kim ve
Vibrio cinsi F46 CARTTYGGTAAAGG 3’ . 639 diverlzﬂ
rio VGC2694352 | 5’ACY TTR ATR CGN %01 .
R734 GTT TCR TTR CC 3’
5" AGCTTATTGG .
Vibrio VP HSS272F | GGTTTCTGT CGG 3 024 27 dlﬁ‘glzfi
parahaemolyticus VP 1155272 R 5’CKCAAGACCAAGAA ' % 015 ’
AAGCCG TC 3’
VC 0634002 F | > CAAGCTCCGCATGT Kim ve
Vibrio choler CCAGAA GC3 0.24 154 digerleri
torio choterae Ve co3a00n R | S GGGGCGTGACGCGA : %01 :
ATGATT 3’
V2055918879 | > CAGCCGGACGTCGT Kim ve
Vibrio vulnifi CCATTT TG 3 0.4 484 digerleri
1orio vutmjicus Vv 20sso1s R | 5 ATGAGTAAGCGTCC : %01 e
GACGCG T 3’
5"’ ACGGCATTGGAAAT .
Vibrio VATIO0F | 160GACTG 3° ol 190 dlfglglzfi
alginolyticus 5’TACCCGTCTCACGA ’ ’
VATI98230R | % cin o 2015
vMC727581F | . ATAAAGCGGGCTTG Kim ve
Vibrio mimi CGTGCA 3 0.8 249 digerleri
IDTLO Timicus vMCT7581R | S GATTTGGRAAAATC : %01 :
CKTCGTGC 3’
5GTGATGAAGAAGCT .
Vibrio harveni VH-4F TATCGCGATT 3’ 0s - dlf}“rllvfi
PO VR 5’CGCCTTCTTCAGTTA : Sola
ACGCAGGA 3’

K=G+T;R=A+G;Y=C+T;N=A+C+G+T
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3.1.2.23. Antibiyotik Diren¢ Genlerini Belirlemede Kullanilan Primerler

Antibiyotik diren¢ genlerini belirlemek amaciyla yapilan PCR isleminde kullanilan

primerlerin listesi Tablo 8’de gosterilmektedir (Shahrani ve digerleri, 2014).

Tablo 8. Antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan primer listesi

] ' ar Amplikon
Primer adi Sekans (5'-3") Boyutu Hedef gen | Kaynaklar
aadAl-F | TATCCAGCTAAGCGCGAACT 447 | Streptomisin ﬁ??ﬁﬁﬂrfe
aadAl-R | ATTTGCCGACTACCTTGGTC direnci So00s
tetA-F GGTTCACTCGAACGACGTCA 577 Tetrasiklin ﬁ‘fdflur‘.’e
tetA-R CTGTCCGACAAGTTGCATGA direnci S00s
tetB-F CCTCAGCTTCTCAACGCGTG - Tetrasiklin ltfi“,‘dflnge
tetB-R GCACCTTGCTGATGACTCTT direnci S002
. . Toro ve
dfrAl-F | GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC 67 | Trimetoprim | .o o
dfrAl-R | GAGGCGAAGTCTTGGGTAAAAAC direnci S005
Onr-F GGGTATGGATATTATTGATAAAG | . | Florokinolon M:i‘i‘?glegrlive
Onr-R CTAATCCGGCAGCACTATTTA direnci S00s
.. Van ve
aac[3]-1V-F | CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 236 Gentamisin diserleri
aac[3]-IV-R | TCATCTCGTTCTCCGCTCAT direnci So008
. Van ve
Sull-F TTCGGCATTCTGAATCTCAC - Sulfonamid | Y
Sull-R ATGATCTAACCCTCGGTCTC direnci 008
. Van ve
blaSHV-F | TCGCCTGTGTATTATCTCCC 768 Sefalotin | 21 Y%
blaSHV-R |CGCAGATAAATCACCACAATG direnci S008
o Van ve
CITM-F | TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 16 Ampisilin | oo
CITM-R | TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC direnci S008
. .. Van ve
ereA-F GCCGGTGCTCATGAACTTGAG 419 Eritromisin diserleri
ereA-R CGACTCTATTCGATCAGAGGC direnci So008
3.1.2.24. Pozitif Kontroller
Polimeraz Zincir Reaksiyonu c¢alismalarinda pozitif kontrol olarak; Vibrio

parahaemolyticus ATCC 17802, Vibrio vulnificus ATCC 27562, Vibrio alginolyticus ATCC
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17749, Vibrio harveyi ATCC 33842, Vibrio mimicus ATCC 33653, Vibrio cholerae ATCC
39050 standart suslar1 kullanilmistir.

3.1.2.25. Agaroz Jel

Agaroz jel hazirlanmasinda (Biomax®) marka agaroz kullanilmustir.

3.1.2.26. Marker

Marker olarak GeneRuler 100 bp’lik DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific®)

kullanilmustir.

3.1.2.27. Etidium Bromiir (AppliChem®

Goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda elektroforez isleminden 6nce % 1° lik Ethidium
Bromiir 100 ml 1X TAE ile hazirlanan agaroz jelin igerisine 5 pl miktarinda eklenerek

kullantlmistir.

3.1.2.28. Santrifiij Cihaz1

Santrifiij islemleri igin 24 o6rnek kapasiteli Mikro 200R (Hettich®) santrifiij cihazi

kullantlmistir.

3.1.2.29. Termal Dongiileme Cihaz1

PCR islemi 96 6rnek kapasiteli SimpliAmp (Appliedbiosystems®) termal dongiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.
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3.1.2.30. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Biorad® marka elektroforez tankinda, gii¢ kaynagi olarak Thermo

Fisher Scientific® EC250-90 kullanilmistir.

3.1.2.31. Goriintiilleme Cihazi

Goériintiileme islemi Vilber Lourmat® marka Infinitiy VX2 1100 marka goriintiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Fenotipik izolasyon ve Identifikasyon

Orneklemede kullanilan dogal sekilde enfekte olmus, 6lii levrek numunelerinin ig
organlarindan (karaciger, dalak, bobrek) numuneler alinmistir. Alinan 6rneklerden 6ncelikle
%1,5 NaCl ilaveli kanl1 agara ve MacConkey agara ekimler yapilmigtir. Petriler 25 °C’de 24
saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonrasinda kanli agarda yuvarlak, diizgiin, yari-
saydam veya krem renkli, hemolizli koloniler tespit edilmis ve es deger petrilerdeki Macconkey
agarda seffaf koloniler secilerek Gram boyama islemine gegilmistir. Se¢ilen koloniler Gram
boyama ile boyandiktan sonra Gram negatif, virgiil seklindeki bakteriler ¢alisma igin
kullanilmistir. Gram negatif oldugu tespit edilen kolonilere dncelikle katalaz testi yapilmuistir.
Katalaz pozitif oldugu belirlenen kolonilere oksidaz testi yapilmistir. Oksidaz testinde pozitif
reaksiyon veren kolonilere Vibriostatik ajan O129 direnglilik testi uygulanmis 30 °C’de 24 saat
inkubasyona birakilmigtir. Vibriostatik ajan O129 diskleri ¢evresinde inhibisyon zonu olusan
suslar duyarli olarak degerlendirildi. Duyarli oldugu tespit edilen koloniler TCBS agara
pasajlanarak 25 °C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. Elde edilen kolonilerden sar1 ve yesil
renkte goriilen koloniler Vibrio sp. olarak kaydedilmis ve % 20 gliserinli, %1,5 NaCl ilaveli
Brain Heart Broth’da -20°C’ de saklanmistir (Thompson ve digerleri, 2004).
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3.2.2. Bakteriyel izolatlarin BD Phoenix™ ile Identifikasyonu

Bu yontem se¢ilmis antimikrobiyal ajanlar igeren bir¢ok aerobik ve fakiiltatif anaerobik
Gram pozitif ve negatif bakterinin hizli identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testi i¢in
kullanilir. Bu ¢alismada daha 6nceden saf olarak izole edilen bakteriyel izolatlarin BD Phoenix
cihaz ile identifikasyonu yapilmistir. Triyptic soy agarda saflastirilmis 24 saatlik taze kiiltiirler
cam tiiplerde hazir bulunan ID broth ile McFarland 0.5 koloni yogunluguna gore siispansiyon
hazirlandi. Gram negatif bakteriyel izolatlar icin BD Phoenix NMIC/ID-433 panel kiti
kullanildi. Her 6rnek i¢in ayr1 paneller kullanilarak cihazda teshis yapildi. Her bir 6rnek i¢in
ayr1 ayr1 hazirlanmig olan ID Broth siispansiyon tiipleri bakteri teshisi i¢in cihaza yerlestirildi.

Cihazdan elde edilen biyokimyasal identifikasyon verileri degerlendirmeye alindi.

3.2.3. Genotipik Identifikasyon

3.2.3.1. DNA izolasyonu

Fenotipik olarak Vibrio sp. oldugu tespit edilen koloniler %1,5 NaCl ilaveli TSA agara
pasajlanmig ve 25 °C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. Elde edilen taze kiiltiirlerden DNA
ekstraksiyon kiti (MagAttract® HMW DNA Kit) kullanilarak DNA’lar elde edilmistir.

3.2.3.2. DNA Izolasyonu Kit Prosediirii

Bu protokol, Gram-negatif bakteri kiiltiirlerinden yiiksek molekiiler agirlikli DNA'nin

elde edilmesini saglamaktadir. Ekstraksiyon islemine baslamadan 6nce;
Parcalama asamasi i¢in karistirict 56°C'ye 1sitildi.
ATL Tamponu ara sira ¢alkalanarak 37°C'de inkiibe ederek ¢ozdiiriildii.
Tampon MW1 ve PE talimatlara gére hazirlandi

Baslamadan 6nce, manyetik parcaciklarin tamamen siispanse edildiginden emin olundu

34



[k kullanimdan 6nce manyetik parcaciklari iceren eppendorf vorteksle en az 3 dakika

kuvvetlice karistirildi.
Hazirliklar tamamlandiktan sonra;

1. 2 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine 2x10° bakteri alinarak oda sicakliginda 5000 x g'de 10

dakika santrifiij edildi. Bakteri peletini bozmadan siipernatant ¢ikarildi ve atildi

2. Bakteriyel pelet 180 pl Buffer ATL i¢inde yeniden siispanse edildi, 20 pl Proteinaz K
eklendi ve karistiricida 900 rpm'de ¢alkalanarak 56°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

3. Numuneye 4 pl RNase A eklendi, vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edildi.

4. Numuneye 15 pl MagAttract Siispansiyon G ve 280 pl Buffer MB eklendi. Vorteks ile
karistirildi. Numune tiipleri MagAttract Manyetik tiip tutucusuna aktarildi.

5. MagAttract Magnetic tiip tutucu miksere yerlestirildi ve oda sicakliginda 1400 rpm'de
3 dakika inkiibe edildi.

6. MagAttract Magnetic tiip tutucu manyetik tabana yerlestirildi, boncuk ayrimi

tamamlanana kadar beklendi (~1 dakika) ve siipernatant atild1.

7. Numuneye 700 pl Buffer MWI1 eklendi ve MagAttract Magnetic tlip tutucusu
karistiriciya yerlestirilir. 1400 rpm'de 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

7a. MagAttract Magnetic tiip tutucu manyetik tabana yerlestirildi, boncuk ayrimi

tamamlanana kadar beklendi (~1 dakika) ve siipernatant atild1.
8. 7 ve 7a basamaklar1 tekrarlandi.

9. Numuneye 700 ul Buffer PE eklendi ve MagAttract Magnetic tiip tutucusu santrifiij
cihazina yerlestirildi. 1400 rpm'de 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

9a. MagAttract Magnetic tiip tutucu manyetik tabana yerlestirildi, boncuk ayrimi

tamamlanana kadar beklendi (~1 dakika) ve siipernatant atild1.
10. 9 ve 9a basamaklar1 tekrarlandi.

11. Tip tutucu manyetik taban lizerindeyken ve boncuklar mikrosantrifiij tlipliniin
duvarlarinda sabitken olugan pelet 700 pl distile su ile durulandi. 1 dakika oda sicakliginda

inkiibe edildi ve siipernatant atild1.

12. Basamak 11 tekrarlandi.
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13. MagAttract Magnetic tiip tutucusu manyetik tabanindan ¢ikarildi ve uygun hacimde
Buffer AE (100-200 pul) eklendi. Tiip tutucu, karistiriciya yerlestirildi ve oda sicakliginda 1400
rpm'de 3 dakika inkiibe edildi.

14. MagAttract Magnetic tlip tutucusu manyetik tabana yerlestirildi, boncuk ayirma
tamamlanana kadar beklendi (~1 dakika) ve yiiksek molekiiler agirlikli DNA igeren
slipernatant1 yeni bir numune tiipline aktarildi. Elde edilen DNA’lar molekiiler ¢alismalar

yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.3.3. PCR Analizi

Konvansiyonel yontemle Vibrio cinsine ait oldugu belirlenen izolatlardan DNA
ekstraksiyonu sonucu elde edilen DNA’lar dncelikle Vibrio sp. 16S rRNA PCR analizine tabi
tutulmustur. Bu amagla olusturulan PCR analizi, 25 pl’lik total hacimde 25 ng 6rnek DNA,
200uM her bir ANTP’den, 0,5 U Ex Taq DNA polimeraz, 1X Ex Taq Buffer ve her bir primerin
final konsantrasyonlar1 0,24 uM olacak sekilde karisim olusturulmustur. PCR kondiisyonlari
94 °C’de 5 dakika on denatiirasyonu takiben 25 siklus olmak tizere 94°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve 72°C’de 10 dakika

son uzama asamalart seklinde gerceklestirilmistir. (Kim ve digerleri, 2015).

Vibrio sp. 16S rRNA PCR analizi sonucunda 689 bp araliginda oldugu belirlenen
izolatlar tiir tayini i¢in multipleks PCR analizine tabi tutulmustur. Vibrio tiirlerinin tespiti i¢in
kullanilan multipleks PCR analizi i¢in, 25 ul’lik total hacimde 25 ng 6rnek DNA, 200uM her
bir dNTP’den, 0,5 U Ex Taq DNA polimeraz, 1X Ex Taq Buffer ve primerlerin final
konsantrasyonlar1 Tablo 8’de belirtildigi sekilde olacaktir. PCR kondiisyonlar1 94 °C’de 5
dakika 6n denatiirasyonu takiben 25 siklus olmak {izere 94°C’de 30 saniye denatiirasyon,
60°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve 72°C’de 10 dakika son uzama
asamalar1 seklinde gergeklestirilmistir (Kim ve digerleri, 2014; Kim ve digerleri, 2015).

3.2.3.4. Elektroforez Islemi

Vibrio cinsinin tespiti i¢in yapilan PCR analizi sonucu elde edilen amplikonlarin tespiti

icin kullanilacak agaroz jelin hazirlanmasinda %3’liik agaroz, Vibrio tiirlerinin tespiti amaciyla
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yapilan PCR amplikonlarinin tespitinde ise %1,5 agaroz elde edilecek sekilde TAE buffer ilave
edilmis ve kaynatilarak homojenize edilmistir. Elde edilen agaroz 40-50°C’ye kadar
sogutulmustur ve sogutulan agaroz jel kalibina dokiiliip kuyucuk olusturan aparatlar
yerlestirilerek 20-25 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Agaroz donduktan sonra

kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina yerlestirilmistir.

PCR analizlerinden elde edilen amplikonlardan pipet ile 10’ar pl alinip, 3 pl 6x yiikleme
boyasi ile karigtirilmistir. Elde edilen karigimin tamami Vibrio spp. 16S rRNA PCR analizinden
elde edilen amplikonlar %3 ’liik agaroz jeldeki kuyucuklara, Vibrio tiirlerinin belirlenmesinde
icin yapilan multipleks PCR analizi amplikonlari i¢in %1,5’luk agaroz jeldeki kuyucuklara ilk
siraya marker olacak sekilde sirasiyla yliklenmistir. Yiikleme isleminden sonra elektrotlar giic
cihazina baglanmistir ve 80V 500A akimda 40 dakika elektroforez islemine tabi tutulmustur.
Elektroforez isleminden sonra agaroz jel bilgisayara bagli olan goriintiileme cihazina
yerlestirilerek UV 15181 altinda fotograflanmistir. Goriintiiler bilgisayara kaydedilerek Vibrio
spp. i¢in 689 bp’de, Vibrio parahaemolyticus i¢in 297 bp, Vibrio cholerae igin 154 bp, Vibrio
vulnificus i¢in 484 bp, Vibrio alginolyticus i¢in 199 bp, Vibrio mimicus igin 249 bp, Vibrio
harveyi i¢in 601 bp biiyiikliigiindeki bant olusumu arastirilmistir (Kim ve digerleri, 2014; Kim
ve digerleri, 2015).

3.2.4. Antibiyotik Duyarhhlik Testleri

3.2.4.1. Kirby Bauer Disk Diffiizyon

Vibrio cinsi ve alt tiirlerinin antibiyotik duyarlili§1 6ncelikle Kirby Bauer Disk difiizyon
yontemi ile test edilmistir. Bu amagla antibiyotik diski olarak tetrasiklin (30 pg/disk);
streptomisin (10 pg/disk); sulfametoksazol-trimetoprim (25 pg/disk); gentamisin (10 pg/disk);
enrofloksasin (5 pg/disk); sefalothin (30 pg/disk); ampisilin (10 p/disk); florfenikol (30
ng/disk) diskleri kullanilmistir. Saf olarak elde edilen suslar Brain Heart Infiizyon Broth
icerisine inokule edilerek Mac Farland 0,5 yogunluguna ayarlanmistir. Hazirlanan inokulattan
100 pl alinarak Muller Hinton Agara lizerine drigalski spatiilii yardimiyla yayilmistir. Daha
sonra antibiyotik diskleri dagitilarak 37°C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. inkubasyon

sonunda disk ¢evresinde olusan inhibisyon zon degerlerine bakilarak ilgili izolatin
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antibiyotiklere karsi belirlenen duyarlilik direnglilik durumu CLSI standartlarina gore
degerlendirilmistir (CLSI, 2018).

3.2.4.2. Multipleks PCR ile Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Yapilan Vibrio sp. 16S rRNA PCR analizi sonucunda Vibrio cinsi oldugu dogrulanan
izolatlarin antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesi amaciyla multipleks PCR analizi
uygulanmistir. Bu amagla olusturulan PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu
25 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi Sul, 25 mM
magnezyum kloriir (MgClz), 200 pmol her bir ANTP, 2 U Taq DNA polymerase olacak sekilde
gerceklestirilmistir.  Hazirlanan master mikslerin igerisine konulacak her bir primer

konsantrasyonlari ise 0,5 uM olacak sekilde ayarlanmistir.

Master miksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, o6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 22’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edilmis daha sonra, kalip
DNA’dan 3 ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklenmis ve agizlar1 sikica kapatilmistir. Hazirlanan
tiipler daha sonra termal dongilileme cihazlarina yiiklenmis ve cihaz programlanmistir. PCR
kondiisyonlar1 94 °C’de 8 dakika 6n denatiirasyonu takiben 32 siklus olmak iizere 95°C’de 1
dakika denatiirasyon, 55°C’de 70 saniye baglanma, 72°C’de 2 dakika uzama ve 72°C’de 8
dakika son uzama agamalar seklinde gergeklestirilmistir. PCR iirtinleri % 1,5’luk agaroz jelde
yiiriitiilerek Tablo 8’de belirtilen amplikon boyutlarindaki bantlar jel goriintiileme sisteminde

goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Arastirmada 100 adet levrek i¢ organindan %1,5 NaCl ilaveli kanli agar ve Mac Conkey
agar lizerine ekimler yapilmis ve inkiibasyon sonucunda iki besi yerinde de ortak sekilde tireme
46 (%46) petride tespit edilmistir. Ureme tespit edilen petrilerden yuvarlak, diizgiin goriiniimlii,
yar1 saydam veya krem renkli koloniler secilerek Gram boyama iglemine tabi tutulmustur. Gram
boyama sonucunda 1sik mikroskobuyla yapilan incelemede Gram negatif, virgiil seklinde
bakteri morfolojisi gosteren 46 bakteri kolonisi ¢aligma i¢in kullanilmistir. Gram negatif oldugu
belirlenen kolonilere katalaz ve oksidaz testleri uygulanmis ve 46 (%100) koloninin de katalaz
ve oksidaz testlerinin pozitif oldugu belirlenmistir. Katalaz ve oksidaz pozitif oldugu belirlenen
koloniler vibriostatik ajan O129 duyarlilik testine tabi tutulmus ve 46 (%100) koloninin
vibriostatik ajan O129’a duyarli oldugu belirlenmistir. Elde edilen 46 koloni Vibrio tiirleri i¢in
selektif olan besiyeri TCBS’ye pasajlanmistir ve tiim petrilerde iiremeler gozlemlenmistir.
TCBS besi yerine pasajlar1 yapilan 46 koloniden 25 (%54,3) koloninin sar1 renkte, 21 (%45,6)
koloninin ise yesil renkte koloni olusturdugu gézlemlenmistir. Biyokimyasal testlerle ve Vibrio

selektif besi yeri TCBS iiremeleri ile dogrulanan izolatlar Vibrio sp. olarak tanimlanmaistir.

4.2. BD Phoenix™ M50 Identifikasyon Bulgular

Biyokimyasal testlerle ve Vibrio selektif TCBS iiremeleri ile dogrulanan ve Vibrio sp.
olarak tanimlanan 46 izolatin, BD Phoenix™ M50 cihazinda identifikasyonlar1 yapilmistir.
Yapilan identifikasyon sonucunda cihaza yiiklenen 46 izolattan 43 (%93,5) izolatin Vibrio
alginolyticus, 3 (%6,5) izolatin ise Vibrio parahaemolyticus olarak identifiye edildigi tespit

edilmistir.
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4.3. PCR Analizi Bulgular:

4.3.1. Vibrio spp. 16S rRNA PCR Analizi Bulgulan

Konvansiyonel yontemler ve BD Phoenix™ M50 otomatize identifikasyon sistemi ile
Vibrio spp. oldugu tespit edilen 46 Vibrio izolatina 16S rRNA PCR analizi uygulanmistir. Elde
edilen amplikonlarin elektroforez islemi sonucunda 689 bp araliginda bant verdigi tespit
edilmistir ve 46 izolatin tiimii (%100) Vibrio spp. olarak tanimlanmistir. Izolatlarmn elektroforez

islemi sonucu goriintiileme cihazindaki goriintiisii Resim 1° de verilmistir.

Resim 1. Vibrio tiirlerinin 16S rRNA PCR analizi elektroforez goriintiisii.

M: Molekiiler marker 100 bp; P: Vibrio pozitif kontrol; N: Negatif kontrol; 1-5: Vibrio

pozitif 6rnekler

4.3.2. Multipleks PCR Analizi Bulgular

Yapilan 16S rRNA PCR’1 sonucunda Vibrio cinsi oldugu belirlenen 46 izolatin tiir
bazinda identifikasyonu amaciyla yapilan multipleks PCR islemi yapilmistir. Yapilan
goriintlileme islemi sonucunda 22 izolatta (%48) 199 bp araliginda bant olusumu goriilmiis ve

V. alginolyticus olarak, 13 izolat (%28) 601 bp araliginda bant olusumu goriilmiis ve V. harveyi
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olarak, 3 izolat (%7) 297 bp aralifinda bant olusumu goriilmiis ve V. parahaemolyticus, 1
izolatin (%2) 484 bp’da bant olusumu gorilmiis ve V. vulnificus olarak tanimlamalari
yapilmistir. Kalan 7 izolatta (%15) yapilan multipleks PCR islemi sonucunda bant olusumu

goriilmemis ve bu 7 izolatin Vibrio spp., oldugu belirlenmistir (Sekil 2).

.

= V. alginolyticus = V. harveyi = V. parahaemolyticus V. vulnificus = Vibrio spp.

Sekil 2. Vibrio tiirlerinin identifikasyon yiizdeleri

Yapilan analiz sonucunda 249 bp’da ve 154 bp’da bant olusumu goriillmemis ve
izolatlarda V. mimicus ve V. cholerae tiirline ait izolat bulunmadig1 belirlenmistir. Yapilan

multipleks PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii Resim 2°de verilmistir.
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601 bp
500 bp e 4384 bp

297 bp
249 bp

199 bp

154 bp

Resim 2. Vibrio tiirlerinin multipleks PCR analizi elektroforez goriintiisii.
M: Molekiiler marker 100 bp; P: Vibrio pozitif kontrol- Vibrio harveyi ATCC 33842
(601 bp), Vibrio vulnificus ATCC 27562 (484 bp), Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
(297 bp), Vibrio mimicus ATCC 33653 (249 bp), Vibrio alginolyticus ATCC 17749 (199 bp)
Vibrio cholerae ATCC 39050 (154 bp); N: Negatif kontrol; 1: V. harveyi pozitif 6rnek; 2: V.
vulnificus pozitif 6rnek; 3: V. parahaemolyticus pozitif 6rnek; 4: Vibrio negatif 6rnek; 5: V.

alginolyticus pozitif 6rnek; 6: Vibrio negatif 6rnek.

2
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Arastirmamiz

sonucunda elde edilen

degerlendirilmesi Tablo 9’da goriilmektedir.

Tablo 9. izole edilen Vibrio izolatlarinin identifikasyon bulgulari

identifikasyon bulgularmin genel olarak

Numune No TCBS Koloni Rengi BD Phoenix Multipleks PCR
1 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi
2 Sar V. alginolyticus V. alginolyticus
3 Sar V. alginolyticus V. harveyi
4 Yesil V. alginolyticus V. parahaemolyticus
5 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
6 Sar V. alginolyticus V. alginolyticus
7 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
8 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
9 Sar V. alginolyticus V. alginolyticus
10 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
11 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
12 Sari V. alginolyticus V. alginolyticus
13 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
14 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi
15 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
16 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi
17 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
18 Yesil V. alginolyticus V. vulnificus
19 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
20 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi
21 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
22 Yesil V. alginolyticus V. harveyi
23 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
24 Yesil V. alginolyticus V. harveyi
25 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi
26 Yesil V. alginolyticus Vibrio sp.
27 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
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Tablo 9. izole edilen Vibrio izolatlarinin identifikasyon bulgular: (Devam)

Numune No TCBS Koloni Rengi BD Phoenix Multipleks PCR
28 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
29 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
30 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
31 Sar1 V. alginolyticus Vibrio sp.

32 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
33 Sar1 V. alginolyticus V. alginolyticus
34 Yesil V. parahaemolyticus Vibrio sp.

35 Sar1 V. alginolyticus Vibrio sp.

36 Sar1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
37 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi

38 Yesil V. alginolyticus V. parahaemolyticus
39 Yesil V. alginolyticus V. alginolyticus
40 Yesil V.parahaemolyticus Vibrio sp.

41 Sar V. alginolyticus V. harveyi

42 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi

43 Yesil V. alginolyticus Vibrio sp.

44 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi

45 Sar1 V. alginolyticus V. harveyi

46 Yesil V. alginolyticus Vibrio sp.

Arastirmamizda TCBS besi yerinde 25 (%54,4) sar1 renk koloni, 21 (%45,6) yesil renk
koloni tespit edilmistir. Besi yerinde V.alginolyticus, V.vulnificus tiirlerinin sar1 renkte koloni
olusturdugu, V.parahaemolyticus ve V.harveyi tiirlerinin ise yesil renkte koloni olusturdugu

diisiiniilerek degerlendirmeler yapilmistir.

TCBS besi yerinde sar1 renk koloni olusturan 25 izolat, BD Phoenix identifikasyon
cihaziyla analiz edildiginde 24 (%96) izolatin V. alginolyticus, 1 (%4) izolatin ise V.
parahaemolyticus olarak tanimlandig1 tespit edilmistir. Yesil renk koloni olusturan 21 izolat,
BD Phoenix identifikasyon cihaziyla analiz edildiginde 2 (%9,5) izolatin V. parahaemolyticus,
19 (%90,5) izolatin ise V. alginolyticus oldugu tespit edilmistir.
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TCBS besi yerinde sar1 renkte koloni olusturan 25 izolat, tiir identifikasyonu i¢in yapilan
multipleks PCR’da; 11 (%44) izolat V. harveyi, 11 (%44) izolat V. alginolyticus, 2 (%8) izolat
Vibrio spp, 1 (%4) izolat V. parahaemolyticus olarak identifiye edilmistir. Yesil renk koloni
olusturan 21 izolat, tiir identifikasyonu i¢in yapilan multipleks PCR’da; 11 (%52,4) izolat
V.alginolyticus, 5 (%23,8) izolat Vibrio spp., 2 (%9,5) izolat V. parahaemolyticus, 1 (%4,7)

izolat V. vulnificus, 2 (%9,5) izolat V. harveyi olarak tanimlanmistir.

BD Phoenix identifikasyon cihaziyla V. alginolyticus olarak tanimlanan 43 izolat, tiir
identifikasyonu i¢in yapilan multipleks PCR’da; 22 (%51,2) izolatin V. alginolyticus oldugu,
kalan izolatlardan 13 (%30,2) izolat V. harveyi, 2 (%4,6) izolat V. parahaemolyticus, 1 (%2,3)
izolat V. vulnificus ve 5 (%11,6) izolat ise Vibrio spp. oldugu belirlenmistir. BD Phoenix
identifikasyon cihaziyla V.parahaemolyticus olarak tanimlanan 3 izolat, tiir identifikasyonu i¢in
yapilan multipleks PCR’da; 1 (%33,3) izolatin V. parahaemolyticus, 2 (%66,6) izolatin ise
Vibrio spp. oldugu belirlenmistir.

Tiim bulgular incelendiginde molekiiler yontemle yapilan identifikasyon sonuglari temel
alinmis ve antibiyotik diren¢ analizleri 16S rRNA ve multipleks PCR ile identifikasyonu

yapilmis izolatlara uygulanmastir.

4.4. Antibiyotik Diren¢ Bulgulari

4.4.1. Antibiyogram

Arastirmada fenotipik ve genotipik olarak Vibrio cinsi oldugu belirlenen 46 izolatlarin
antibiyotiklere karst olan duyarlilik/direnglilik tespiti i¢in Kiby-Bauer disk diffiizyon

yontemiyle yapilan antibiyogram sonuglar1 Tablo 10’da goriilmektedir.
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Tablo 10. Vibrio izolatlarinin antibiyogram sonuglari

Numune No | Multipleks PCR SXT |[AMP |[KF |[ENR| FFC | § |[CN | T
1 V. harveyi S R S S S R R S
2 V. alginolyticus S R S S S R I S
3 V. harveyi S R I S S R I S
4 V. parahaemolyticus S R S S S R S S
5 V. alginolyticus S R S S S R S S
6 V. alginolyticus S R S S S I S S
7 V. alginolyticus S R S S S R S S
8 V. alginolyticus S R S S S I S S
9 V. alginolyticus S R S S S I S S
10 V. alginolyticus S R S S S R S I
11 V. alginolyticus S R S S S R S S
12 V. alginolyticus S R S S S I S S
13 V. alginolyticus S R S S S R S S
14 V. harveyi S R S S S I S S
15 V. alginolyticus S I S S S R S S
16 V. harveyi S R S S S I S S
17 V. alginolyticus S R S S S R S S
18 V. vulnificus S R I S S I I S
19 V. alginolyticus S I S S S I R S
20 V. harveyi S R S S S I S S
21 V. alginolyticus S R S S S I S S
22 V. harveyi S R I S S R S S
23 V. alginolyticus S R S S S I S S
24 V. harveyi S R R S S I S S
25 V. harveyi S R I S S I S S
26 Vibrio sp. S R S S S R S S
27 V. alginolyticus S R S S S R S S

SXT: Sulfametoksazol-trimetoprim; AMP: Ampisilin; KF: Sefalotin;
ENR: Enrofloksasin; FFC: Florfenikol; S: Streptomisin; CN: Gentamisin; T: Tetrasiklin;
S: Duyarly; I: Orta derece duyarli; R: Direngli



Tablo 10. Vibrio izolatlarinin antibiyogram sonuglari (Devam)

Numune No | Multipleks PCR SXT |[AMP |[KF |[ENR| FFC | § |[CN | T
28 V. alginolyticus S R S S S R S S
29 V. alginolyticus S I S S S R S R
30 V. alginolyticus S I S S S I S S
31 Vibrio sp. S R S S I R S S
32 V. alginolyticus S R S S S I S S
33 V. alginolyticus S R S S S R I S
34 Vibrio sp. S S S S S R S S
35 Vibrio sp. S R S S S I S S
36 V. parahaemolyticus S S S S S S S S
37 V. harveyi S R S S S I S S
38 V. parahaemolyticus S S S S S R S S
39 V. alginolyticus S R S S S I S S
40 Vibrio sp. S R S S S S S S
41 V. harveyi S R S S S R S S
42 V. harveyi S R I S S I I S
43 Vibrio sp. S R S S S R I S
44 V. harveyi S R S S S R S S
45 V. harveyi S R R S S R | R S
46 Vibrio sp. S R R S S R S R

SXT: Sulfametoksazol-trimetoprim; AMP: Ampisilin; KF: Sefalotin;
ENR: Enrofloksasin; FFC: Florfenikol; S: Streptomisin; CN: Gentamisin; T: Tetrasiklin;
S: Duyarls; I: Orta derece duyarli; R: Direncli

Vibrio izolatlar1 (n=46), ampisiline %84,8 oraninda direncli, %8,7 oraninda orta derece
duyarli, %6,5 oraninda duyarl ve streptomisine %54,4 oraninda direncli oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin sulfametoksazol-trimetoprim ve enrofloksasine %100 oraninda duyarls; florfenikole
%97,8 oraninda duyarli, %2,2 oraninda orta derece duyarli; tetrasikline %93,5 oraninda duyarl,
%?2,2 oraninda orta derece duyarli, %4,3 oraninda direngli; sefalotine %82,6 oraninda duyarls,
%10,9 oraninda orta derecede duyarli, %6,5 oraninda direngli; gentamisine %80,5 oraninda

duyarli, %13 oraninda orta derece duyarli ve %6,5 oraninda direngli oldugu tespit edilmistir.
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izolatlarin antibiyotik gruplart ve antibiyotik tiirlerine karsi duyarlilik/direnglilik

durumlar Sekil 3’de verilmistir.

Vibrio izolatlari (n=46)

100
90
80
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50
40
30
20
10

$% 1% R%

H Enrofloksasin M Sulfametaksazol Trimethoprim ® Florfenikol
Tetrasiklin B Gentamisin B Streptomisin

B Sefalotin B Ampisilin

Sekil 3. Vibrio izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik ytlizdeleri

Antibiyotik gruplarina gore yapilan degerlendirmede 46 izolattan 18 (%39,1) izolatin
ampisilin ve streptomisine, 1 (%2,2) izolatin ampisilin ve sefalotine, 1 (%2,2) izolatin
streptomisin ve tetrasikline, 1 (%2,2) izolatin ampisilin, streptomisin, sefalotin ve tetrasikline,
1 (%2,2) izolatin ampisilin, streptomisin, sefalotin ve gentamisine direngli oldugu tespit
edilmistir. Toplamda 22 (%47,8) izolatin iki ve daha fazla antibiyotige direng gosterdigi
belirlenmistir. Iki izolatin (%4,4) hicbir antibiyotik grubuna direng gelistirmedigi bulunmustur.
Vibrio izolatlarinin %43,5’inin betalaktamlar grubunda bulunan ampisilin ile aminoglikozitler
grubunda bulunan streptomisine ikili ¢oklu antibiyotik direnci gosterdigi belirlenmistir. Vibrio
izolatlarinin florokinolonlar, sulfonamidler ve fenikoller grubunda bulunan antibiyotiklere

direng gelistirmedigi tespit edilmistir.

Vibrio alginolyticus izolatlarimin (n=22) enrofloksasin, sulfametoksazol-trimetoprim,
florfenikol, sefalotine %100 oraninda duyarli;; ampisiline %82, streptomisine ise %54,5

oraninda direngli oldugu tespit edilmistir. Vibrio alginolyticus izolatlarinin florokinolon,
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sulfanomid ve fenikol grubu antibiyotiklere diren¢ gelistirmedigi belirlenmistir. Vibrio
alginolyticus izolatlarinin antibiyotiklere kars1 duyarlilik/direnglilik durumu Tablo 11 ve Sekil

4’°de goriilmektedir.

Tablo 11. V.alginolyticus izolatlarinin antibiyotik duyarhlik/direnglilik sonuglari

V. alginolyticus

Antibiyotik Grubu Antibiyotikler S I R
Florokinolonlar Enrofloksasin 221 0 0
Stilfonamidler Sulfametaksazol Trimethoprim 2210 |0
Fenikoller Florfenikol 221 0 0
Tetrasiklinler Tetrasiklin 20| 1 1
Aminoglikozidler Gentamls.lr? ]2 1
Streptomisin 0 [ 10 | 12
Beta laktamlar Sefal.ot.u‘l 2210 0
Ampisilin 0 | 4 |18

S: Duyarls; I: Orta derece duyarli; R: Direncli

V. alginolyticus
100
80
60
40
20
0 — —
S% 1% R%
B Enrofloksasin B Sulfametaksazol Trimethoprim
Florfenikol Tetrasiklin
B Gentamisin B Streptomisin
M Sefalotin W Ampisilin

Sekil 4. V. alginolyticus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik yiizdeleri
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Arastirmamizda elde edilen 13 adet V.harveyi izolatlarimin enrofloksasin,
sulfametoksazol-trimetoprim, florfenikol, tetrasikline %100 oraninda duyarli; ampisiline kars1
%100 oraninda direncli oldugu tespit edilmistir. Vibrio harveyi izolatlarina ait antibiyotik

duyarhilik/direnglilik durumu Tablo 12 ve Sekil 5’te goriilmektedir.

Tablo 12. V. harveyi izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik sonuglar

V. harveyi
Antibiyotik Grubu Antibiyotikler S |I| R
Florokinolonlar Enrofloksasin 1310 0O
Sulfonamidler Sulfametaksazol Trimethoprim 1310 O
Fenikoller Florfenikol 13 /0| 0O
Tetrasiklinler Tetrasiklin 13 (0] 0
Aminoglikozidler Gentamls'lg 9 12] 2

Streptomisin 0 |7| 6
Beta laktamlar Sefal,Ot,lr,l 7 1412

Ampisilin 0 [0} I3

S: Duyarly; I: Orta derece duyarli; R: Direngli

V. harveyi
100
80
60
40
20
0
S% 1% R%
B Enrofloksasin m Sulfametaksazol Trimethoprim
Florfenikol Tetrasiklin
B Gentamisin B Streptomisin
m Sefalotin B Ampisilin

Sekil 5. V. harveyi izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik ytlizdeleri
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Arastirmamizda elde edilen 3 adet V.parahaemolyticus izolatinin enrofloksasin,
sulfametoksazol-trimetoprim, florfenikol, tetrasiklin, gentamisin ve sefalotine %100 oraninda
duyarh oldugu tespit edilmistir. Vibrio parahaemolyticus izolatlarimin antibiyotiklere karsi

duyarlhilik/direnglilik durumu Tablo 13 ve Sekil 6’da goriilmektedir.

Tablo 13. V. parahaemolyticus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik sonuglari

V. parahaemolyticus

Antibiyotik Grubu Antibiyotikler ST |R
Florokinolonlar Enrofloksasin 31010
Stilfonamidler Sulfametaksazol Trimethoprim 31010
Fenikoller Florfenikol 31010
Tetrasiklinler Tetrasiklin 31010
) o Gentamisin 31010
Aminoglikozidler Streptomisin Lo
Sefalotin 31010

Beta laktamlar Ampisilin > To 1

S: Duyarly; I: Orta derece duyarli; R: Direngli

V. parahaemolyticus
100
80
60
40
20
0
S% 1% R%
® Enrofloksasin u Sulfametaksazol Trimethoprim
Florfenikol Tetrasiklin
B Gentamisin B Streptomisin
m Sefalotin B Ampisilin

Sekil 6. V. parahaemolyticus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik ylizdeleri
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Arastirmamizda elde edilen 1 V.vulnificus izolatinin enrofloksasin, sulfametoksazol-
trimetoprim, florfenikol ve tetrasikline %100 oraninda duyarli; ampisiline ise %100 oraninda
direngli  oldugu belirlenmistir.  Vibrio vulnificus izolatinin antibiyotiklere karsi

duyarhlik/direnglilik verileri Tablo 14 ve Sekil 7°de verilmistir.

Tablo 14. V. vulnificus izolatinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik sonuglari

V. vulnificus

Antibiyotik Grubu Antibiyotikler SIT|R
Florokinolonlar Enrofloksasin 1/0]0
Stilfonamidler Sulfametaksazol Trimethoprim 1{0]0
Fenikoller Florfenikol 1/0]0
Tetrasiklinler Tetrasiklin 1/0]0
Aminoglikozidler Gentamls'lg 01110
Streptomisin 0|10
Sefalotin 0/1]0

Beta laktaml
ca faidamiat Ampisilin 0(0]1

S: Duyarly; I: Orta derece duyarli; R: Direngli

V. vulnificus

100
80
60
40
20
0
S$% 1% R%
B Enrofloksasin B Sulfametaksazol Trimethoprim
Florfenikol Tetrasiklin
B Gentamisin B Streptomisin
H Sefalotin B Ampisilin

Sekil 7. V. vulnificus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/direnglilik yiizdeleri
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Arastirmamizda elde edilen 7 Vibrio spp. izolatlarinin enrofloksasin, sulfametoksazol-
trimetoprime %100 oraninda duyarli; ampisiline %85,7, streptomisine %71,4 oraninda direngli
oldugu belirlenmistir. Vibrio spp. izolatlarnin antibiyotiklere karsi duyarlilik/direnclilik

verileri Tablo 15 ve Sekil 8’de verilmistir.

Tablo 15. Vibrio spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik/diren¢lilik sonuglar1

Vibrio spp.

Antibiyotik Grubu Antibiyotikler S|I |R
Florokinolonlar Enrofloksasin 71010
Stilfonamidler Sulfametaksazol Trimethoprim 71010
Fenikoller Florfenikol 6 (110
Tetrasiklinler Tetrasiklin 6 (0|1
) ) ) Gentamisin 6 (110
Aminoglikozidler Streptomisin BERE
Sefalotin 6 (0|1

Beta laktamlar Ampisilin L To 6

S: Duyarls; I: Orta derece duyarli; R: Direngli

Vibrio spp.
100
80
60
40
” A8 _
0 — —
S% 1% R%
B Enrofloksasin B Sulfametaksazol Trimethoprim
Florfenikol Tetrasiklin
= Gentamisin H Streptomisin
m Sefalotin B Ampisilin

Sekil 8. Vibrio spp. izolatlariin antibiyotik duyarlilik/direnclilik yiizdeleri

53



4.4.2. Antibiyotik Diren¢ Genleri Sonuclari

Arastirmada fenotipik ve genotipik olarak Vibrio cinsi oldugu belirlenen 46 izolatin

antibiyotik direng¢ genlerinin tespiti i¢in yapilan multipleks PCR analizi sonuglar1 Tablo 16’da

goriilmektedir.

Tablo 16. Vibrio izolatlarinda tespit edilen antibiyotik direng genleri

Numune No Multiplex PCR Antibiyotik Diren¢ Genleri
1 V. harveyi ered CITM |tetB blaSHV | sull
2 V. alginolyticus aac 3-1V | dfrAl
3 V. harveyi ered dfrAl | tetd
4 V. parahaemolyticus | aac 3-1V | ereA dfrAl |aadAl |CITM |tetA|blaSHV
5 V. alginolyticus aac 3-1V | ered blaSHV | sull
6 V. alginolyticus ered dfrAl
7 V. alginolyticus ered dfrAl
8 V. alginolyticus aac 3-1V'| blaSHV | sull
9 V. alginolyticus aac 3-1V | dfrAl
10 V. alginolyticus aac 3-1V| ered dfrAl | blaSHV
11 V. alginolyticus aac 3-1V| ered dfrAl | blaSHV
12 V. alginolyticus ered dfrAl
13 V. alginolyticus aac 3-1V |dfrAl | ered blaSHV
14 V. harveyi ereA dfrAl | blaSHV
15 V. alginolyticus aac 3-1V| ered
16 V. harveyi ered dfrAl
17 V. alginolyticus aac 3-1V'| blaSHV
18 V. vulnificus dfrAl CITM | tetA Onr sull
19 V. alginolyticus
20 V. harveyi aadAl | Qnr
21 V. alginolyticus aac 3-1V | ered blaSHV
22 V. harveyi ered aadAl |tetd blaSHV
23 V. alginolyticus dfrAl aadAl
24 V. harveyi ered dfrAl |tetd
25 V. harveyi aac 3-1V | dfrAl | tetAd
26 Vibrio sp. aac 3-1V | ered dfrAl |aadAl |blaSHV
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Tablo 16. Vibrio izolatlarinda tespit edilen antibiyotik direng genleri (Devam)

Numune No Multiplex PCR Antibiyotik Diren¢ Genleri
27 V. alginolyticus aac 3-1V | ered blaSHV
28 V. alginolyticus aac 3-1V | ered blaSHV
29 V. alginolyticus aac 3-1V | blaSHV
30 V. alginolyticus aac 3-1V
31 Vibrio sp. ered dfrAl | sull
32 V. alginolyticus aac 3-1V| ered blaSHV
33 V. alginolyticus aac 3-1V| ered blaSHV
34 Vibrio sp. aac 3-1V | ered CITM
35 Vibrio sp. aac 3-1V | ered dfrAl |tetA blaSHV
36 V. parahaemolyticus | aac 3-1V|dfrAl | CITM |blaSHV
37 V. harveyi ered dfrAl | blaSHV
38 V. parahaemolyticus | ereA dfrAl | tetB
39 V. alginolyticus
40 Vibrio sp. aac 3-1V | dfrAl
41 V. harveyi ereA dfrAl | QOnr
42 V. harveyi dfrdl tetB
43 Vibrio sp. dfrdl
44 V. harveyi aac 3-1V | dfrAl | tetAd
45 V. harveyi dfrdl tetA
46 Vibrio sp. dfrAl CITM

Arastirmamizda antibiyotik direng genlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan multipleks
PCR analizi sonucunda 29 (% 63) izolatta trimetoprim direng geni (dfrA1), 27 (%58,7) izolatta
eritromisin direng geni (ered), 24 (%52,2) izolatta gentamisin direng geni (aac3-1V), 20
(%43,5) izolatta sefalotin direng geni (blaSHYV), 11 (%24) izolatta tetrasiklin geni (8 izolat tetA,
3 izolat tetB), 6 (%13) izolatta ampisilin diren¢ geni (CITM), 5 (%10,9) izolatta siilfonamid
diren¢ geni (sull), 5 (%10,9) izolatta streptomisin diren¢ geni (aadAl), 3 (%6,5) izolatta
florokinolon direng geni (Qnr) tekli veya coklu kombinasyonlar seklinde tespit edilmistir.
Arastirmamizda izolatlarda bulunan direng geni sayisina bakildiginda 2 (%4,3) izolatta 1 direng
geni, 15 (%32,6) izolatta 2 direng geni, 16 (%34,7) izolatta 3 direnc geni, 6 (%13) izolatta 4
diren¢ geni, 4 (%38,6) izolatta 5 direng geni, 1 (%2) izolatta 7 diren¢ geni oldugu belirlenmis

2(%4,3) izolatta ise direng geni belirlenmemistir.
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Vibrio alginolyticus (n=22) izolatlarinin antibiyotik diren¢ geni dagilimlar1 Tablo 17 ve

Sekil 9°da gosterilmektedir.

Tablo 17. V. alginolyticus izolatlarinda tespit edilen direng genleri

V. alginolyticus (n=22)

Diren¢ Geni

Izolat sayis1

aac 3-1V 1
aac 3-1V, dfrA 1 2
ered, dfrAl 3
aac 3-1V, ereAd 1
aac 3-1V, blaSHV 2
dfrdl, aadAl 1
aac 3-1V, ered, blaSHV 5
aac 3-1V, blaSHV, sull 1
aac 3-1V, ered, blaSHYV, sull 1
aac 3-1V, ereA, dfrAl, blaSHV 3
Direng geni bulunmayan 2

V. alginolyticus

™,

\ g

m aac 3-1V
= aac 3-1V, dfrAl
ereA, dfrAl
aac 3-1V, ereA
® aac 3-1V, blaSHV
m dfrAl, aadAl
m aac 3-1V, ereA, blaSHV
m 3ac 3-1V, blaSHV, sull
m aac 3-1V, ereA, blaSHV, sull
m aac 3-1V, ereA, dfrA1l, blaSHV

m Direng geni bulunmayan

Sekil 9. V. alginolyticus izolatlarinda tespit edilen direng geni yiizdeleri
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Vibrio alginolyticus (n=22) izolatlarmin 1 (%4,5)’inde tekli antibiyotik diren¢ geni, 9
(%41)’unda 2’li antibiyotik diren¢ geni, 6 (%27,2)’sinda 3’li antibiyotik diren¢ geni, 4
(%18)’iinde 4’lii antibiyotik diren¢ geni varligina rastlanirken 2 (%9)’sinde antibiyotik direng
geni tespit edilmemistir.  Vibrio alginolyticus izolatlarimin (n=22) ampisiline %82,
streptomisine ise %54,5 oraninda direngli oldugu tespit edilmistir. V. alginolyticus izolatlariin
20 (%91)’sinde farkli kombinasyonlarda streptomisin, trimetoprim, gentamisin, siilfonamid,
sefalotin, eritromisin direng¢ genleri bulundugu tespit edilmis olup, tetrasiklin, florokinolon ve
ampisilin diren¢ geni varlig1 goriilmemistir. Iki (%9) V. alginolyticus izolatinda ise hi¢ direng
geni varligina rastlanmamistir. Vibrio alginolyticus izolatlarina yapilan antibiyogram
sonucunda ampisiline %82 oraninda direng goriiliirken CITM (ampisilin direng geni) varliginin

tespit edilmemesi dikkat cekmektedir.

Vibrio harveyi (n=13) izolatlarinin antibiyotik diren¢ geni dagilimlar1 Tablo 18 ve Sekil
10°da gosterilmektedir.

Tablo 18. V. harveyi izolatlarinda tespit edilen direng genleri

V. harveyi
Direnc Geni Izolat Sayisi
dfrAl, tetA 1
dfrAl, tetB 1
ered, dfrAl 1
aadAl,QOnr 1
ered, dfrAl, blaSHV 2
ereA, dfrAl, Onr 1
aac 3-1V, dfrAl, tetA 2
ered, dfrAl, tetA 2
ereA, aadAl, tetA, blaSHV 1
ereA, CITM, tetB, blaSHV, sull 1
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V. harveyi

= dfrAl, tetA

' ‘ = dfrAl, tetB
7,7

ereA, dfrAl

7,7 aadAl,Qnr

= ereA, dfrAl, blaSHV

- = ereA, dfrAl, Qnr

Sekil 10. V. harveyi izolatlarinda tespit edilen direng geni yiizdeleri

Vibrio harveyi (n=13) izolatlarinin 4 (%30,7)’tinde 2’li antibiyotik diren¢ geni, 7
(%53,8)’sinda 3’li antibiyotik diren¢ geni, 1 (%7,7)’inde 4’lii antibiyotik diren¢ geni, 1
(%7,7)’inde 5’11 antibiyotik diren¢ geni varligi belirlenmistir. Yapilan antibiyogram sonuglarina
gore V.harveyi (n=13) izolatlarinin enrofloksasin, sulfametoksazol-trimetoprim, florfenikol,
tetrasikline %100 oraninda duyarli; ampisiline karsi %100 oraninda direngli oldugu tespit
edilmistir. Yapilan antibiyotik direng geni analizinde V. harveyi izolatlarimin tamaminda
arastirilan tiim antibiyotik diren¢ genlerinin farkli kombinasyonlarla varligi ortaya
konulmustur. Izolatlarin antibiyogram sonucunda enrofloksasin ve tetrasikline %100 duyarh
oldugu tespit edilmesine ragmen 2 izolatta Onr geni (enrofloksasin direng geni), 8 izolatta ise
tet4 ve tetB geni (tetrasiklin diren¢ geni) varliginin tespit edilmesi dikkat c¢ekicidir. Yapilan
analizde en yiiksek diren¢ geni 10 (%77) izolatta tespit edilen trimetoprim diren¢ genidir
(dfrAl). Sulfonamid direng¢ geni (sull) ise 1 izolatta tespit edilmistir. Antibiyogramda
sulfometaksazol trimetoprim kombinasyonu kullanilmasi nedeniyle bulunan yiiksek duyarlilik

yiizdesinin sulfonamide olan duyarliliktan kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.
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Vibrio parahaemolyticus (n=3) izolatlarinin antibiyotik diren¢ geni dagilimlar: Tablo 19

ve Sekil 11°de gosterilmektedir.

Tablo 19. V. parahaemolyticus izolatlarinda tespit edilen direng genleri

V. parahaemolyticus
Direng genleri Izolat sayis1
aac 3-1V, ereA, dfrAl, aadAl, CITM, tetA, blaSHV 1
aac 3-1V, dfrAl, CITM, blaSHV 1
ered, dfrAl, tetB 1
V. parahaemolyticus
33,3 = aac 3-1V, ereA, dfrAl, aadAl,

CITM, tetA, blaSHV

= aac 3-1V, dfrAl, CITM,
blaSHV

ercA, dfrAl, tetB

Sekil 11. V. parahaemolyticus izolatlarinda tespit edilen direng geni yiizdeleri

Vibrio parahaemolyticus (n=3) izolatlarmin 1 (%33,3)’inde 3’lii antibiyotik diren¢ geni,
1 (%33,3)’inde 4’lii antibiyotik direng¢ geni, 1 (%33,3)’inde 7’1i antibiyotik direng geni varlig
belirlenmigtir. ~ Yapilan antibiyotik duyarlilik testinde V.parahaemolyticus izolatlarinin
enrofloksasin ve sulfametoksazol-trimetoprime duyarli oldugu belirlenmis, antibiyotik direng
geni analizinde florokinolon direng geni (QOnr) ve sulfonamid direng geni (sull) varhigi tespit
edilmemistir. Antibiyogram analizinde ampisilin ve streptomisine kars1 farkli oranlarda direng
tespit edilmis, ampisilin direng geni (CITM) ve streptomisin direng geni (aadAl) yapilan
molekiiler analizle de ortaya konulmustur. Antibiyotik duyarlilik analizinde tiim izolatlarin
tetrasiklin, gentamisin ve sefalotine duyarli oldugu belirlenmesine ragmen yapilan direng geni
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analizinde tetA, tetB (tetrasiklin diren¢ geni), aac-3-IV (gentamisin diren¢ geni), blaSHV
(sefalotin direng geni) tespit edilmesi dikkat ¢ekicidir.

Vibrio vulnificus (n=1) izolatinda ise dfrAl, CITM, tetA, Onr, sull genlerini igeren 5’11
antibiyotik direng¢ geni varligi belirlenmistir. Vibrio vulnificus izolatinin yapilan antibiyogram
testleri sonucunda ampisiline %100 oraninda direngli oldugu belirlenmis ve ampisilin direng
geni olan CITM varlig1 da molekiiler ¢aligmalarla tespit edilmistir. Bununla beraber V.vulnificus
izolatinda ampisilin direncinin yaninda trimetoprim, tetrasiklin, florokinolon ve siilfonamid

direng geni de bulunmaktadir.

Vibrio spp. (n=7) izolatlarinin antibiyotik diren¢ geni dagilimlar1 Tablo 20’de

gosterilmektedir.

Tablo 20. Vibrio spp. izolatlarinda tespit edilen diren¢ genleri

Vibrio spp.
Direng genleri Izolat sayist
dfrAl
dfrAl, CITM
aac 3-1V, dfrAl
ereA, dfrAl, sull
aac 3-1V, ered, CITM
aac 3-1V, ereA, dfrAl, tetA, blaSHV
aac 3-1V, ered, dfrAl, aadAl, blaSHV

[W [N (U U (U (U —

Vibrio spp.

’\ = dfrAl
= dfrAl, CITM
aac 3-1V, dfrAl
ereA, dfrAl, sull

14,3

= aac 3-1V, ereA, CITM
14,3

Sekil 12. Vibrio spp. izolatlarinda tespit edilen diren¢ geni yiizdeleri
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Vibrio spp. (n=7) izolatlarmin 1 (%14,3)’inde tekli antibiyotik diren¢ geni, 2
(%28,6)’unda 2’li antibiyotik diren¢ geni, 2 (%28,6)’sinda 3’lii antibiyotik direng geni, 2
(%28,6)’linde 5’11 antibiyotik diren¢ geni varligi tespit edilmistir.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde tim Vibrio spp. izolatlarmin enrofloksasine duyarli
oldugu tespit edilmis, yapilan antibiyotik diren¢ geni ¢calismasinda da izolatlarda florokinolon
diren¢ geni (QOnr) bulunmadigi molekiiler olarak ortaya konulmustur. Vibrio spp. izolatlarinda
tetB (tetrasiklin direng geni) ve Onr (florokinolon direng geni) haricinde arastirilan antibiyotik

direng genlerinin hepsinin farkli kombinasyonlarla varligi ortaya konmustur.
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5. TARTISMA

Su friinleri yetistiriciligi, yiiksek protein kaynaginin en hizli biiyiiyen sektorii olmaya
devam etmektedir. Diinya ¢apinda ekonomik kalkinmaya, beslenme standartlariin
saglanmasina katkida bulunmaktadir. Su irilinleri yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin
bircok iilkede hem ekonomik hem de sosyal gelismeleri etkiledigi bilinmektedir. Vibriosis,
cesitli deniz baliklarin1 ve kabuklu deniz drilinlerini etkileyen en yaygin bakteriyel
hastaliklardan biridir. Cevresel mikroorganizma olarak bilinmesine ragmen yetistiricilik
yapilan ciftliklerde hayvanlar enfekte eden en yaygin tiirlerin Vibrio parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. harveyi, V. owensii ve V. campbellii oldugu (Ina-Salwany ve digerleri, 2019).
Vibrio cholerae, V. vulnificus ve V. parahaemolyticus, duyarl konakgilarda gastroenterite, yara
enfeksiyonlarina ve septisemiye neden olan, insanlar i¢in en gii¢lii patojenik tiirler arasindadir.
Vibrio mimicus, V. fluvialis, V. furnissii ve V. alginolyticus dahil olmak iizere diger Vibrio
tiirleri de insan patojenleri olarak bildirilmesine ragmen olusturduklar1 hastaliklar genellikle

daha az siddetli seyretmektedir (Baker-Austin ve digerleri, 2018).

Arastirmamizda aragtirma materyalini 100 adet vibriozis siipheli levrek olusturmustur.
Bakteriyolojik ekimler ve biyokimyasal analizler ve TCBS besi yerinde liremeler sonucunda 46
(%46) izolat Vibrio spp. olarak tanimlanmistir. TCBS besi yerinde 25 (%54,4) koloninin sar1
renkte 21 (%45,6) koloninin ise yesil renkte oldugu belirlenmistir. Tiir bazinda identifikasyon
amaciyla BD Phoenix otomatize identifikasyon cihazi kullanilmis ve 43 (%93,5) izolatin Vibrio
alginolyticus, 3 (%6,5) izolatin ise Vibrio parahaemolyticus olarak identifiye edilmistir.
Molekiiler olarak dnce 16S rRNA PCR analizi yapilan izolatlarin hepsinin Vibrio spp. oldugu
dogrulanmistir. Tiir identifikasyonu i¢in yapilan multipleks PCR analizi sonucunda 22 (%48)
izolat V. alginolyticus, 13 (%28) izolat V. harveyi, 3 (%7) izolat V. parahaemolyticus, 1 (%2)
izolat V. vulnificus olarak tanimlamalar1 yapilmistir. Multipleks PCR’da bant goriilmeyen 7
(%]15) izolat Vibrio spp. olarak tanimlanmistir. Arastirmamizda Vibrio alginolyticus tiiriiniin
baskin tiir oldugu belirlenmis analiz edilen 6rneklerden V. cholerae ve V. mimicus tiirleri izole

ve identifiye edilmemistir.

Arastirmamizda izolasyon ve identifikasyonda oncelikle konvansiyonel yontem ve
Vibrio selektif besiyeri TCBS besi yerindeki tiremeler degerlendirilmis, tiir identifikasyonu i¢in

PCR analizleri yapilmistir. Arastirmamiza benzer olarak Raissy ve digerleri (2012), Uzun ve
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Ogut (2015), Abd El Tawab ve digerleri, (2018), Suresh ve digerleri (2018), El Gamal ve El
Bahi (2020), Deng ve digerleri (2020), Sadat ve digerleri (2021), Gxalo ve digerleri (2021), Zin
ve digerleri (2021) arastirmalar1 O6ncelikle konvansiyonel yontemle ve TCBS besi yerine
yapilan ekimlerle Vibrio spp. identifikasyonu yaptiktan sonra tiir identifikasyonu i¢in PCR

analizleri kullanmistir.

Arastirmamizda biyokimyasal analize dayali tanimlama yapan BD Phoenix otomatize
identifikasyon sistemi ile tiir identifikasyonu amaciyla yapilan multipleks PCR analiz
bulgularimiz paralellik gostermemektedir. Arastirmamiza benzer sekilde Balta ve Yilmaz
(2019), Khouadja ve digerleri (2013) calismalarinda da baz1 izolatlarin biyokimyasal testlerde
farkli reaksiyonlar verdigi ve bu nedenle hatali identifikasyona neden olabildikleri belirtilmistir.
Arastirmamizda kullanilan otomatize identifikasyon cihazinin inkubasyon sicakliginin 35°C
olmasi1 da Vibrio izolatlarinin biyokimyasal ve enzimatik aktiviteleri lizerinde etkili olarak
farkl: tiirlere benzerlik tanimlamasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Cesitli ortamlardaki
mikrobiyal varlig1 tespit etmek i¢in kiiltliire dayali tekniklere giivenilse de, mevcut molekiiler
yontemlerin diger yontemlere gore daha spesifik ve hassas oldugu belirtilmistir. (Franco-Duarte

ve digerleri, 2019).

Arastirmamizda baskin olan tiirlin V. alginolyticus oldugu belirlenmistir. Abd El Tawab
ve digerleri (2018) Misir’da 118 adet levrek baliginda Vibrio spp. varligi arastirilmistir.
Levreklerden 72’sinde vibriozis belirtileri tespit edilmistir. Levrekler 6ncelikle %2 NaCl ilaveli
triptik soy brothda 25°C’de 24 saat inkiibasyonda birakilmig daha sonra inokulatlardan TCBS
besiyerine pasajlar yapilarak 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen kolonilerin
biyokimyasal 6zellikleri API 20E ile yapilmistir ve konvansiyonel yontemle 60 (50,8) Vibrio
izolat1 elde etmislerdir. Tiir bazinda identifikasyon i¢in PCR analizi yapilmis ve 34 (%56,6)
izolatin V. alginolyticus; 26 (%43.3) izolatin V.parahaemolyticus oldugunu bildirmislerdir. El-
Gamal ve El-Bahi (2020) Misir’da taze balik marketlerinden 30 ¢ipura, 30 levrek olmak tizere
toplam 60 6rnekle calisilmustir. Ornekler dncelikle alkali peptonlu suda inkubasyona birakilmus
sonrasinda ise TCBS besi yerlerine pasajlar1 yapilmigtir. Analiz sonucunda 30 levrekten 6 (%
20) izolat1 Vibrio spp. olarak tanimlamiglardir. Bu izolatlardan 3 (%50) izolat V. alginolyticus,
1 (%3,3) izolat V. parahaemolyticus, 1 (%3,3) izolat V.harveyi, 1 (%3,3) izolat V. vulnificus
olarak tanimlanirken V. mimicus tlirlinlin izole edilmedigi belirtilmistir. Sadat ve digerleri
(2021) Misir’da yaptig1 arastirmada 6 farkli balik tiirlinden 50°ser adet olmak iizere toplam 300
ornekle c¢alisildigl belirtilmistir. Toplanan oOrneklerden 6ncelikle %2 NaCl ilaveli alkali

peptonlu suya ekim yapilmis 37°C’de 18 saat inkubasyona birakildiktan sonra TCBS besine
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pasajlar yapilarak 37°C’de 18 saat sonunda sari renk veren koloniler V. cholerae, V.
alginolyticus ve V. mimicus olarak yesil renk veren koloniler ise V. parahaemolyticus, V.
vulnificus olarak tanimlanmistir. Elde edilen kolonilerin tiir dogrulamas1 multipleks PCR ile
yapilmistir. Analizler sonunda kiiltiir ve biyokimyasal testler sonucunda 92 (%30,7) izolat
Vibrio spp. olarak tanimlanmustir. Tiir identifikasyonu i¢in yapilan PCR analizinde 50 (%54,3)
izolatin V. alginolyticus, 42 (%A45,7) izolatin V. parahaemolyticus olarak tanimlandigi
belirtilmistir. Shahimi ve digerleri (2021) yilinda istiridyelerden elde edilen 58 Vibrio spp.
izolatindan 24 (%41,3) izolatin V. alginolyticus oldugu PCR ile tanimlanmistir. Zin ve digerleri
(2021) Malezya’da yapmis olduklar1 ¢alismada 90 levrek ile ¢alismis ve V. alginolyticus varligi
arastirtlmistir. Numunelerden TCBS besi yerlerine pasaj yapilmis ve olusan kolonilerin
biyokimyasal analizleri yapilmistir. Stipheli kolonilerin tiir bazinda dogrulanmasinda PCR
analizi kullanilmigtir. Konvansiyonel yontemle TCBS besi yerinde 180 sari, yaygin koloni
tespit edilmistir. PCR analizinde 37(%20,5) izolatin Vibrio spp. oldugu bu izolatlardan 15
(%40,5) izolatin V. alginolyticus olarak identifiye edildigi bildirilmistir. Yapilan aragtirmalar
incelendiginde hem izolasyon ve identifikasyonda kullanilan yontemler hem de baskin tiirtin V.

alginolyticus olmasiyla yaptigimiz arastirmayla benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

El- Sharaby ve digerleri (2018) Misir’da farkli balik tiirlerinden toplam 200 numune ile
calismistir. I¢ organlardan aseptik kosullarda alman 6rnekler dncelikle %3 NaCl ilaveli triptik
soy brothda 25°C’de 24 saat inkubasyona birakilmis daha sonra bu inokulatlardan %3 NaCl
ilaveli TSA’ya ve TCBS besi yerlerine pasajlar yapilmistir. Biyokimyasal analizler API 20E,
API 20NE ve Vitek 2 Compact sistemiyle yapildigi belirtilmistir. Analizler sonucunda 200
numuneden 78 (%39) Vibrio spp. izolat1 elde edildigi belirlenmistir. Vitek 2 sisteminde 23
(%29,5) izolat V. harveyi, 22 (%28,2) izolat V. anguillarum, 13 (%16,6) izolat V. vulnificus, 12
(%15,3) izolat V. alginolyticus ve 8 (%10,2) izolat V. fluvialis olarak tanimlanmistir.
Arastirmamizda da V.harveyi prevalansi %28 olup El-Sharaby ve digerleri (2018) ¢aligmasiyla

benzerlik gostermektedir.

Arastirmamizda elde edilen izolatlardan 3 (%7) izolat V. parahaemolyticus identifiye
edilmistir. Yang ve digerleri (2017) Cin’de 224 balik numunesinde V.parahaemolyticus varligi
arastinlmistir.  Ornekler oncelikle tuz ilaveli alkali peptonlu suda 37°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra TCBS besi yerine pasajlanmistir. Besi yerinde yesil ve yesil-mavi
koloniler aragtirmada kullanilmis biyokimyasal analizler API 20E ile yapilmistir. Calisilan 224
balik numunesinden 21 (%9,38) izolatin V. parahaemolyticus olarak tanimlandigi bildirilmistir.

Suresh ve digerleri (2018) 105 sazan baligiyla yaptig1 calismada alinan numuneler %3 NaCl
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ilaveli alkali peptonlu suda inkubasyona birakilmustir. Inokulatlardan TCBS besi yerine pasajlar
yapilmistir. Vibrio parahaemolyticus ve V. vulnificus yesil renkte koloni olustururken V.
cholerae ve V. alginolyticus sar1 renkte koloniler olusturdugu belirlenmistir. Analizler
sonucunda 87 (%82,89) Vibrio spp. izolat1 elde ettikleri belirtilmistir. Tiim izolatlardan 6
(%6,9) izolat V.parahaemolyticus, 4 (%4,6) izolat V.alginolyticus, 3 (%2) izolat V. cholerae,
2 (%1,3) izolat V.vulnificus, olarak tanimlamistir. Yapilan ¢alismalarda V.parahaemolyticus
prevalanslarinin arastirmamizla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Diger tiirler arasindaki
farklarim ise cografi farkliliklardan ve tek bir tiir arastirllmasindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

Arastirmamizla farklilik gdsteren calismalar da mevcuttur. Raissy ve digerleri (2012)
[ran’da yapmis oldugu ¢alismada deniz iiriinleri ile ¢alisilmis ve 72 Vibrio spp. izolat1 elde
edildigi bildirilmistir. Elde edilen izolatlardan PCR analizi ile 22 (%30,5) izolat V. vulnificus,
20 (%27,7) izolat V. alginolyticus, 10 (%13,8) izolat V. parahaemolyticus, 10 (%13,8) izolat V.
harveyi, 7 (%10) izolat V. mimicus ve 3 (%4) izolat ise V.cholerae olarak tanimlanmistir. Baskin
tiirlin V. vulnificus oldugu bildirilmistir. Deng ve digerleri (2020) Cin’in glineyinde yaptigi
arastirmada balik yetistiriciligi yapilan ciftliklerde hasta deniz baliklarindan elde edilen 70
Vibrio spp. izolat1 ile ¢alismislardir. Vibrio izolatlarina yapilan PCR analiziyle 27 (%38,5)
izolat V. harveyi, 11 (%15,7) izolat V.vulnificus, 10 (%14,3) izolat V. alginolyticus, 3 (%4,3)
izolat V. parahaemolyticus olarak tanimlandig1 bildirilmistir. Arastirmada izole edilen Vibrio
tiirlerinin daha 6nceki calismalardan elde edildigi belirtilmis ve identifikasyon semasi hakkinda
bilgi verilmemistir. Khouadja ve digerlerinin (2013) de belirttigi iizere identifikasyondaki
metodolojik farkliliklar tiirlerin farkli olarak tanimlanmasina neden olabilmektedir.
Calismalarda elde edilen tiirlerin bolgesel dagilimlari, hangi izolatlarin hangi ¢iftliklerden
alindiginin  bilinmemesi, su sicakligi, mevsim gibi bir¢ok parametreyle degistigi

dislintildiiglinde  aragtirmamizla olusan farkin bu nedenlerden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Siddique ve digerleri (2021) Banglades’te farkli kaynaklardan (balik, sediment, su)
toplam 216 numune ile V. parahaemolyticus varhigini arastirmistir. Baliklarin i¢ organlar1 once
%3 NaCl ilaveli alkali peptonlu suda inkubasyona birakildiktan sonra TCBS besiyerlerine
pasajlar1 yapilarak 37°C’de 24 saat inkubasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda yesil ve
mavi yesil renkte koloniler degerlendirmeye alinmistir. Tiir dogrulamalar1 Vitek2 sistemi ile
yaptlmistir Analizler sonucunda 130 (%60,2) izolatin V. parahaemolyticus oldugu

bildirilmistir. Arastirmamiz bulgulariyla farklilik gosteren bu ¢alismada cografi farkliliklar
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yaninda ornek farkliligt ve tek bir tiir arastirildigi ve farkliligin bu nedenle olustugu

distiniilmektedir.

Ulkemizde yapilan arastirmalarla arastirmamiz arasinda da farkliliklar bulunmaktadar.
Uzun ve Ogut (2015) Tiirkiye’de Karadeniz bolgesinde 477 levrek ornegiyle caligmustir.
Konvansiyonel yontemle yapilan identifikasyonda 89 (%18,6) izolat elde edilmis ve bunlardan
14 (%15,7) izolatin Vibrio tiirii oldugu belirlenmistir. Tiir identifikasyonu i¢in yapilan PCR
analizinde izolatlardan 6 (%42,8) izolat V. vulnificus, 6 (%42,8) izolat V. harveyi ve 2 (%14,2)
izolat V.rotiferanus olarak tanimlanmistir. Aragtirmamizda 6rneklemeler Ege bolgesinden ve
Mayis-Eyliil aylar1 arasinda yapilmistir. Uzun ve Ogut 6rneklemelerini Karadeniz bolgesinden
yapmus ve 2009-2011 yillar1 arasindaki farkli aylarda yapmistir. Ornekleme yapilan ay ve
Vibrio izolasyon oranlar1 arasindaki iligskiyi belirten bir veri bulunmamaktadir. Bu nedenle
arastirmamiz bulgular1 ile olan farklihigin hem bolgesel hem de mevsimsel olabilecegi

distiniilmektedir.

Korun ve digerleri (2013) Tiirkiye’de levrek ornekleriyle ¢alismis ve bu orneklerde V.
alginolyticus varhig1 arastirilmistir. I¢ organlardan brain hearth inflizyon agar ve triptik soy
agara ekimler yapildiktan sonra 24+£2°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen
koloniler TCBS besiyerine pasajlandiktan sonra API 20NE ile biyokimyasal testleri ve
tanimlamalar1 yapilmistir. Analizler sonucunda 15 (%100) izolat V. alginolyticus olarak
tanimlanmistir. Korun (2016) Tiirkiye’de 15 levrek baligi ile calismis ve V. harveyi varlig
arastirilmistir. Bu amagla %1,5 NaCl ilaveli besiyerine ekimler yapilmis 24+2°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen koloniler TCBS besiyerine pasajlandiktan sonra API
20NE ile biyokimyasal testleri ve tanimlamalari yapilmistir. Analizler sonucu 13 (%86,6) izolat
V. harveyi olarak tanimlanmistir. Balta ve Yilmaz (2019) Tiirkiye’de 520 vibriozis siipheli
levrek 6rnegi ile calisilmis ve i¢ organlardan %1,5 NaCl ilaveli TSA’ya ve TCBS’ye ekimler
yapildiktan sonra 20+£1°C’de 48 saat inkubasyona birakilmistir. Elde edilen kolonilere
biyokimyasal testler ve API 20E analizi uygulanmistir. Analizler sonucunda TCBS besi yerinde
52 koloni elde edilmis bunlardan 34’iiniin sar1 renkte, 18’inin yesil renkte oldugu belirtilmistir.
Elde edilen 18 (%34,6) yesil koloni V. parahaemolyticus olararak tanimlanmistir. API 20E
testlerinde 15 izolat V. parahaemolyticus olarak tanimlanmistir. Sekansi yapilan 18 izolat V.
parahaemolyticus  olarak  dogrulanmistir. ~ Yapilan  arastirmalarda  arastirmamiz
karsilastirildiginda identifikasyon metodlar1 ve arastirilan tiir cesitliligi ve su sicakligi
parametrelerinde farkliliklar goriilmektedir ve bulgularimiz arasindaki farkliligin bunlara bagl

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Arastirmamizda Vibrio izolatlarinin ampisiline %84,8; streptomisine %54,4; sefalotine
%6,5; gentamisine %6,5; tetrasikline %4,3 oraninda direncli oldugu belirlenmistir. [zolatlarm
sulfametoksazol-trimetoprim ve enrofloksasine %100; florfenikole %97,8; tetrasikline %93,5,
sefalotine %82,6; gentamisine %80,5 oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarmn en

direngli oldugu antibiyotigin ampisilin oldugu belirlenmistir.

Raissy ve digerleri (2012) Vibrio spp. izolatlarinin (n=72) antibiyotik diren¢ profillerini
belirlemek amaciyla yaptiklar disk diffiizyon analizi sonucunda 70 (%97,2) izolatin ampisiline
direngli oldugu, Surehs ve digerleri (2018) elde ettikleri 15 Vibrio spp. izolatinin ampisiline
%93,38 oraninda direngli oldugu ve en yiiksek direncin ampisiline karst gelistigi belirtilmistir.
Arastirmamizda da g¢alismalara benzer olarak tiim Vibrio izolatlarinda en yiliksek direncin

ampisiline (%84,8) kars1 oldugu belirlenmistir.

Arastirmamiz bulgularindan farkli olarak Raissy ve digerleri (2012) Vibrio spp.
izolatlarinin (n=72) 60 (%83,3) izolatin gentamisine, 18 (%25) izolatin streptomisine, 13
(%]18,1) izolatin tetrasikline kars1 direngli oldugunu bildirmistir. Surehs ve digerleri (2018)
Vibrio spp. izolatlarinin gentamisine %380; tetrasikline %33,33 ve streptomisine %6,66 oraninda
direng saptanmistir. Deng ve digerleri (2020) izole edilen 70 Vibrio spp. izolatinin antibiyotik
direngliligini disk diffuzyon yontemi kullanarak belirlemis ve sonug olarak gentamisine %12,8;
tetrasikline %10; sulfometaksazol trimetoprime %7,1 oraninda direngli oldugu belirlenmistir.
Aragtirmamizla olan farkliliklarin tedavide kullanilan antibiyotik farkliliklarindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Arastirmamizda Vibrio alginolyticus izolatlarinin enrofloksasin, sulfametoksazol-
trimetoprim, florfenikol, sefalotine %100 oraninda duyarli; ampisiline %82, streptomisine ise
%54,5 oraninda direncli oldugu tespit edilmistir. Vibrio alginolyticus izolatlarmin florokinolon,
sulfanomid ve fenikol grubu antibiyotiklere direng gelistirmedigi belirlenmistir. Korun ve
digerleri (2013) tiim V.alginolyticus izolatlarin streptomisine direngli oldugu belirtilirken
stilfanomidlere, tetrasikline, trimetoprime ve sulfametoksazole ise duyarli oldugu bildirilmistir.
Surehs ve digerleri (2018) V. alginolyticus izolatlarinin ampisiline %100; gentamisine %75;
tetrasikline %50 direncli oldugu belirtilirken streptomisine direng tespit edilmemistir. Zin ve
digerleri (2021) V. alginolyticus izolatlarinin ampisiline (73%) oraninda direng goriiliirken
izolatlarin %50’sinden fazlasinin gentamisin, trimethoprim/sulfamethoxazole duyarli oldugu
belirlenmistir. Shahimi ve digerleri (2021) V. alginolyticus izolatlarindan 3 (%12,5) izolatta
ampisiline, 2 (%8,3) izolatta eritromisine kars1 direng belirlenmistir. Sadat ve digerleri (2021)

V. alginolyticus izolatlar1 ampisiline %96, tetrasikline %28, gentamisine %?2 direncli oldugu
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bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde V.alginolyticus izolatlarinin ampisilin ve

streptomisine kars1 farkli oranlarda direng goriilmekte ve aragtirmamizla uyum gostermektedir.

Arastirmamizda elde edilen V.parahaemolyticus izolatlarinin  enrofloksasin,
sulfametoksazol-trimetoprim, florfenikol, tetrasiklin, gentamisin ve sefalotine %100 oraninda
duyarli oldugu tespit edilmistir. Streptomisine %66,7, ampisiline %33,3 oraninda direncli
oldugu belirlenmistir. Surehs ve digerleri (2018) V. parahaemolyticus izolatlarinin ampisilline
%83,3; gentamisine %83,3; tetrasikline %33,3; streptomisine %1,6 oraninda direngli oldugu
tespit edilmistir. Yang ve digerleri (2017) tim V. parahaemolyticus izolatlarinin ampisiline
%79,59, streptomisine %68,37, gentamisine %17,35, tetrasikline %13,27, sulfametoksazol-
trimetoprime %9,18 oraninda direncli oldugunu bildirmislerdir. EI-Gamal ve El-Bahi (2020) V..
parahaemolyticus izolatlarinin ampisilin, streptomisin ve gentamisine direngli oldugu rapor
edilmistir. Sadat ve digerleri (2021) elde ettikleri V. parahaemolyticus izolatlarinin ampisiline
%092, gentamisine %43; tetrasikline %30 oraninda direngli oldugu bildirilmistir. Siddique ve
digerleri (2021) izole ettikleri V. parahaemolyticus izolatlarinin ampisiline %94,1; gentamisine
%11,8; streptomisine %35,9 oraninda direng tespit edilirken tetrasiklin ve sulfometaksazol
trimetoprime  direng  gelismedigi  belirtilmistir.  Yapilan calismalar incelendiginde
V.parahaemolyticus izolatlarinin ampisilin ve streptomisine karst farkli oranlarda direng
goriilmekte ve arastirmamizla uyum gostermektedir. Bulgularimizdaki farkliliklarin ise

tedavide tercih edilen antibiyotik ¢esitlerinin farkliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Arastirmamizda V.harveyi izolatlarimin enrofloksasin, sulfometaksazol-trimetoprim,
florfenikol, tetrasikline %100 oraninda duyarli; ampisiline kars1 %100 oraninda direngli oldugu
tespit edilmistir. Korun (2016) V. harveyi izolatlarmin antibiyogram analizi i¢in disk diffuzyon
teknigi kullanmisg ve analizi 2 farkli sicaklik derecelerinde gergeklestirmistir. Bunun sonucunda
22°C’de  yapilan antibiyogram sonucunda izolatlarin  ampisiline, streptomisine,
sulfametoksazole direncli; 28°C’de yapilan antibiyogram sonucunda streptomisine direng
goriiliirken ampisilin ve sulfametoksazole ise duyarli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada

22°C’de tespit edilen ampisilin direnci bulgularimizla benzerlik géstermektedir.

Surehs ve digerleri (2018) Vibrio vulnificus izolatlarinin ampisiline %100; gentamisine
%100 direngli oldugu belirtilmis ancak streptomisin ve tetrasikline duyarli olduklar
bildirilmigstir. Gxalo ve digerleri (2021) V. vulnificus izolatlarinin tiimiinde ampisiline karsi
diren¢ oldugu tespit edilmistir. Arastirmamizda V.vulnificus izolatinin enrofloksasin,

sulfametoksazol-trimetoprim, florfenikol ve tetrasikline %100 oraninda duyarli; ampisiline ise
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%100 oraninda direngli oldugu belirlenmis ve bulgularimizin Gxalo ve digerleri (2021)

arastirmasiyla paralellik gosterdigi goriilmektedir.

Arastirmamizda antibiyotik tiirii bazinda yapilan incelemede 21 (%45,6) izolatin 1
antibiyotik tiiriine, 19 (%41,3) Vibrio izolatinin 2 antibiyotik tiiriine, 1 (%2) izolatin 3
antibiyotik tiirtine ve 2 (%4) Vibrio izolatinin 4 antibiyotik tiirline kars1 direngli oldugu
belirlenmistir. Antibiyotik gruplarina gore yapilan degerlendirmede 44 (%95) Vibrio izolatinin
en az 1 antibiyotik grubuna, 20 (%43.4) izolatin 2 antibiyotik grubuna, 2 (%#4,3) izolatin 3
antibiyotik grubuna kars1 direncli oldugu tespit edilmistir. iki izolatm (%4,6) higbir antibiyotik
grubuna direng gelistirmedigi gorilmiistiir. Shahimi ve digerleri (2021) V. alginolyticus
izolatlarindan 11 (%45,8) V.alginolyticus izolatinin bir veya daha fazla antibiyotige kars1
direncli oldugu tespit edilmistir. Raissy ve digerleri (2012) Vibrio izolatlarindan 8 (%11)
izolatin 4 antibiyotige, 19 (%26,4) izolatin 5 antibiyotige, 10 (%13,8) izolatin 6 antibiyotige,
34 (%A47,2) izolatin 7 antibiyotige ve 1 (%1,3) izolatin 8 antibiyotige karsi direngli oldugu
belirlenmistir. Yang ve digerleri (2017) 67 (%68,38) Vibrio izolatinin 3’ten fazla antibiyotige
direng gosterdigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarla arastirmamiz bulgulari karsilagtirildiginda
diger arastirmalardaki direncin ve direng ¢esitliliginin daha yiiksek olmas1 dikkat cekmektedir.
Calisma yapilan bolgelerdeki tedavi protokolleri, kullanilan antibiyotik ¢esitliliklerinin fazla

olmasi arastirmamizla bulgulariyla olan farkliligin sebebi oldugu diisiiniilmektedir.

Arastirmamizda diren¢ geni sayisina bakildiginda 2 (%4,3) izolatta 1 diren¢ geni, 15
(%32,6) izolatta 2 direng geni, 16 (%34,7) izolatta 3 direng geni, 6 (%13) izolatta 4 direng geni,
4 (%8,6) izolatta 5 diren geni, 1 (%2) izolatta 7 direng geni oldugu belirlenmis 2(%4,3) izolatta
ise direng geni belirlenmemistir. Yirmi dokuz (%63) izolatta trimetoprim direng geni, 27 (%58)
izolatta eritromisin diren¢ geni, 24 (%52) izolatta gentamisin diren¢ geni, 20 (%43) izolatta
sefalotin direng geni, 11(%?24) izolatta tetrasiklin geni, 6 (%13) izolatta ampisilin diren¢ geni,
5 (%11) izolatta siilfonamid diren¢ geni, 5 (%11) izolatta streptomisin diren¢ geni, 3 (%7)
izolatta florokinolon diren¢ geni tekli veya ¢oklu kombinasyonlar seklinde tespit edilmistir.
Raissy ve digerleri (2012) Vibrio izolatlarinda (n=72) streptomisin, tetrasiklin, eritromisin
direnc¢ genlerini belirlemek amaciyla yapmis olduklart PCR isleminde 20 (%27,7) izolatta tekli
veya coklu diren¢ geni tespit edildigini belirtmistir. Analiz sonucunda 18 (%?25) izolatta
streptomisin direng geni, 6 (%8,3) izolatta tetrasiklin direng geni, 5 (%7) izolatta eritromisin
diren¢ geni saptandigi belirtilmistir. Gxalo ve digerleri (2021) direng geni varlig1 i¢in yapilan
PCR analizinde tiim V.vulnificus izolatlarinda (%100) ampisilin direng geni tespit edildigi

belirtilmistir. Faja ve digerleri (2019) yaptig1 arastirmada en yiiksek diren¢ geninin (%80,64)
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betalaktamazlar, en diisiik direng geninin ise (%16,12) ile florkenikole ait oldugu belirtilmistir.
Izolatlarda tetrasiklin direng geninin %41,93, streptomisin diren¢ geninin %54 oraninda
bulundugu bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde ¢oklu antibiyotik direncine sahip
izolat sayis1 da dahil olmak iizere antibiyotik diren¢ genleri de farkliliklar gostermektedir.
Arastirmamizda Vibrio izolatlarinda tespit edilen en yiiksek antibiyotik direng geni

trimeoprime, en diisiik direng geni ise florokinolon direng geni oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kiiltiir balik¢iligi Diinya’da ve iilkemizde hayvansal protein temininde Onemli yer
tutmaktadir. Beslenme zincirine sagladigi katkilarin yaninda istihdam saglayarak ve yapilan
ihracatlarla da iilke ekonomisine katkida bulunmaktadir. Olusturulan sistemin saglikli sekilde
siirdiiriilebilmesi balik sagligi ile mimkiin olmaktadir. Hastaliklar is yiikiinii artirmasi,
antibiyotik giderleri, 6ngoriilen satigin saglanamamasi gibi giderlerle isletmelerin ekonomisine
zarar vermektedir. Vibrio tiirlerinin de kiiltlir balik¢iliginda siklikla rastlanan ve liimlere sebep

olan primer etkenlerden biri oldugu bilinmektedir.

Hastaliklarin tanisinda segilen teknik ve secilen tedavi yonteminin uygun sekilde
belirlenmesi kayiplarin 6nlenmesi agisindan oldukg¢a elzemdir. Hatali identifikasyon ve
antibiyotik  duyarlilik  testleri sonucunda mikroorganizmalar diren¢ kazanmakta,
mikroorganizmalarin duyarli olmadig1 antibiyotiklerin kullanilmasiysa hem tedavi siirecinin
uzamasina, hem gereksiz antibiyotik maliyetine ve denizlerde, yetistiricilik yapilan sistemlerde

antibiyotik kalintilarina sebebiyet vermektedir.

Arastirmamizda vibriosis siliphesiyle 0Olmiis levrek baliklarindaki Vibrio tiirleri
arastirillmistir.  Yapilan analizler sonucunda levrek baliklarinda Vibrio tiirlerinin varhigi
molekiiler olarak tespit edilmistir. Antibiyogram ve antibiyotik direng¢ genlerinin PCR analizleri
sonucunda elde edilen Vibrio tiirlerinde ¢oklu antibiyotik direnci gelistigi ortaya konulmustur.
Vibrio tiirlerinde konvansiyonel yontemler yerine molekiiler yontemlerle identifikasyonunun
yapilmasi gerektigi, antibiyotik se¢imlerinde antibiyotik duyarlilik/direng testleri sonucunda

duyarl olan antibiyotik tiiriiniin kullanilmas1 gerektigi 6nerilmektedir.

71



KAYNAKLAR

Abd El Tawab, A., Ibrahim, A. M., Sittien, A. (2018). Phenotypic and Genotypic
characterization of Vibrio species isolated from marine fishes. Benha Veterinary Medical

Journal, 34(1), 79-93. do1:10.21608/bvm;.2018.53527

Abdel-Aziz, M., Eissa, A. E., Hanna, M., Abou Okada, M. (2013). Identifying some pathogenic
Vibrio/Photobacterium species during mass mortalities of cultured Gilthead seabream
(Sparus aurata) and European seabass (Dicentrarchus labrax) from some Egyptian coastal

provinces. International Journal of Veterinary Science and Medicine, 1(2), 87-95.

doi:10.1016/j.1jvsm.2013.10.004

Actis, L. A., Tolmask Y, M. E., Crosa J.H. (2011). Vibriosis. In P.T.K. Woo and D.W. Bruno
(Eds.) Fish Diseases and Disorders, Volume 3: Viral, Bacterial and Fungal Infections
(pp. 571-605). CABI Publishing, Wallington, UK.

Aguirre-Guzman, G., Mejia Ruiz, H., Ascencio, F. (2004). A review of extracellular virulence
product of Vibrio species important in diseases of cultivated shrimp. Aquaculture

Research, 35(15), 1395-1404. doi:10.1111/j.1365-2109.2004.01165.x

Akayli, T., Colak, S. O., Yardimci, E. (2008). Bacterial infections in Sparus aurata cultured in
Turkey. In Proceedings of the Middle East & North Africa (MENA) Region Animal
Wealth Research Conference. Future of animal wealth, Cairo International Convention

Center, Egypt, 16-18 October, 2008(pp. 47-56). Massive Conferences and Trade Fairs.

Aksit, D., Cavit, K. (2008). Gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)'nda
sik goriilen patojen mikroorganizmalarin tespiti ve antibiyotik duyarhilik diizeylerinin

belitlenmesi. Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 19(1), 1-7.

Albert, V., Ransangan, J. (2013). Effect of water temperature on susceptibility of culture marine
fish species to vibriosis. International Journal of Research in Pure and Applied

Microbiology, 3(3), 48-52.

Alexander, T. W., Yanke, J. L., Reuter, T., Topp, E., Read, R. R., Selinger, B. L., McAllister,
T. A.(2011). Longitudinal characterization of antimicrobial resistance genes in feces shed
from cattle fed different subtherapeutic antibiotics. BMC Microbiology, 11(1), 1-12.
doi:10.1186/1471-2180-11-19

72



Allen, H. K., Donato, J., Wang, H. H., Cloud-Hansen, K. A., Davies, J., Handelsman, J. (2010).
Call of the wild: antibiotic resistance genes in natural environments. Nature Reviews

Microbiology, 8(4), 251-259. doi:10.1038/nrmicro2312

Al-Saari, N., Gao, F., AKM Rohul, A., Sato, K., Sato, K., Mino, S., Sawabe, T. (2015).
Advanced microbial taxonomy combined with genome-based-approaches reveals that
Vibrio astriarenae sp. nov., an agarolytic marine bacterium, forms a new clade in

Vibrionaceae. PLoS One, 10(8), €0136279. doi:10.1371/journal.pone.0136279

Alsina, M., Blanch, A. R. (1994). A set of keys for biochemical identification of environmental
Vibrio species. Journal of Applied Bacteriology, 76(1), 79-85. doi:10.1111/j.1365-
2672.1994.tb04419.x

Amaral, G. R. S., Dias, G. M., Wellington-Oguri, M., Chimetto, L., Campeao, M. E.,
Thompson, F. L., Thompson, C. C. (2014). Genotype to phenotype: identification of
diagnostic vibrio phenotypes using whole genome sequences. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 64(Pt_2), 357-365.
doi:10.1099/ij5.0.057927-0

Andersson, D. 1., ve Levin, B.R. (1999). The Biological Cost of Antibiotic Resistance. Current
Opinion in Microbiology, 2, 489-493. doi: 10.1128/9781555815615.ch21

Arslan, G., Yildiz, P. O. (2021) Tiirkiye Su Uriinleri Sektériine Genel Bakis. Menba Kastamonu
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Dergisi, 7(1): 46-57 ISSN 2147-2254

Austin, B., Austin, D. A., Munn, C. B. (2007). Bacterial fish pathogens. disease of farmed and
wild fish (Vol. 26). Dordrecht, The Netherlands: Springer.

Austin, B. (2010). Vibrios as causal agents of zoonoses. Veterinary microbiology, 140(3-4),
310-317. doi:10.1016/j.vetmic.2009.03.015

Austin, B., D. A. Austin. (2012). Bacterial fish pathogens: diseases of farmed and wild fish,
Sth edition. Springer, Berlin.

Bagni, M. (2005) Cultured Aquatic Species Information Programme. Dicentrarchus labrax.
FAO Fisheries and Aquaculture Department, Rome.

http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Dicen trarchus labrax/en adresinden erisildi.

Baker-Austin, C., Oliver, J. D., Alam, M., Ali, A., Waldor, M. K., Qadri, F., Martinez-Urtaza,
J. (2018). Vibrio spp. infections. Nature Reviews Disease Primers,4(1), 1-19.
doi:10.1038/s41572-018-0005-8

73



Balta, F. (2016). Phenotypic, serotypic and genetic characterization and antimicrobial
susceptibility determination of Vibrio anguillarum, isolated from cultured sea bass
(Dicentrarchus labrax L., 1758) in the southeast Black Sea, Turkey. Fresenius
Environmental Bulletin, 25(10), 4393-4400.

Balta, F., ve Yilmaz, H. (2019). Kiiltiir levreklerinde (Dicentrarchus labrax) Vibrio
parahaemolyticus enfeksiyonu. Journal of Anatolian Environmental and Animal

Sciences, 4(2), 104-110. do1:10.35229/jaes.527258

Baran, 1. (1980). Cifteler-Sakaryabas1 Balik Uretim ve Arastirma Istasyonunda, Alabaliklarda
(Salmo Gairdneri Irideus) Gériilen Bakteriyel Hemorajik Septisemi Hastalig1 Uzerinde

Incelemeler. Ankara  Universitesi  Veteriner — Fakiiltesi Dergisi, 27(03.04).  doi:

10.1501/Vetfak 0000000838

Beijerinck, M. W. (1889). Le Photobacterium luminosum, bacterie lumineuse de la mer de nord.

Archives Neerlandaises des Science Exact de Naturelles. Haarlem, 23, 401-415.

Bhullar, K., Waglechner, N., Pawlowski, A., Koteva, K., Banks, E. D., Johnston, M. D., Wright,
G. D. (2012). Antibiotic resistance is prevalent in an isolated cave microbiome. PloS

one, 7(4), €34953. doi:10.1371/journal.pone.0034953
Bilgehan H (1995). Klinik Mikrobiyolojik Tan1. Fakiilteler Kitapevi, 2. Basim, Izmir.

Bondad-Reantaso, M. G., Subasinghe, R. P., Arthur, J. R., Ogawa, K., Chinabut, S., Adlard, R.,
Shariff, M. (2005). Disease and health management in Asian aquaculture. Veterinary

Parasitology, 132(3-4), 249-272. doi:10.1016/j.vetpar.2005.07.005

Boran, H., Terzi, E., Altinok, 1., Capkin, E., Bascinar, N. (2013). Bacterial diseases of cultured
Mediterranean horse mackerel (Trachurus mediterraneus) in sea cages. Aquaculture, 396,

8-13. doi:10.1016/j.aquaculture.2013.02.025

Bruun, M. S. (2001). Antimicrobial resistance in aquatic environments-with emphasis on the
fish pathogen Flavobacterium psychrophilum and oxytetracycline resistance. Ph.D.

Thesis, Royal Veterinary and Agricultural University, Denmark.

Buschmann, A. H., Tomova, A., Lopez, A., Maldonado, M. A., Henriquez, L. A., Ivanova, L.,
Cabello, F. C. (2012). Salmon aquaculture and antimicrobial resistance in the marine

environment. PLoS ONE, 7(8), €42724. doi:10.1371/journal.pone.0042724

74



Bush, K., Courvalin, P., Dantas, G., Davies, J., Eisenstein, B., Huovinen, P., Zgurskaya, H. I.
(2011). Tackling antibiotic resistance. Nature Reviews Microbiology, 9(12), 894-896.
doi:10.1038/nrmicro2693

Candan, A. (1991). Cipura (Sparus aurata L. 1758) yetistiriciliginde mevsimsel olarak goriilen
hastalik etkenlerinin tesbit ve tedavi yonteminin gelistirilmesi. Fen Bil. Enst. Istanbul

Univ, 76.

Candan, A. (1993). Cipura (Sparus aurata L. 1758) baliklarinda Vibrio anguillarum
infeksiyonu. Tiirk Mikrobiyoloji Cem. Dergisi, 23, 25-27.

Chatain, B., Chavanne, H. (2009). La génétique du bar (Dicentrarchus labrax L.). Cahiers
Agricultures, 18(2-3), 249-255.

Chavanne, H., Janssen, K., Hotherr, J., Contini, F., Haffray, P., Komen, H., Bargelloni, L.
(2016). A comprehensive survey on selective breeding programs and seed market in the
European aquaculture fish industry. Aquaculture International, 24(5), 1287-1307. doi:
10.1007/s10499-016-9985-0

Cheng, A. C., Cheng, S. A., Chen, Y. Y., Chen, J. C. (2009). Effects of temperature change on
the innate cellular and humoral immune responses of orange-spotted grouper Epinephelus
coioides and its susceptibility to Vibrio alginolyticus. Fish & Shellfish
Immunology, 26(5), 768-772. doi:10.1016/}.£51.2009.03.011

Choti, J. H., Ryu, K. S. (1987). Responses of broilers to dietary zinc bacitracin at two different
planes of nutrition. British Poultry Science, 28(1), 113-118.
doi:10.1080/00071668708416942

Chong, R., Bousfield, B., Brown, R. (2011). Fish disease management. Veterinary Bulletin-

Agriculture, Fisheries and Conservation Department Newsletter, 1, (1-12).

Choopun, N., Louis, V., Huq, A., Colwell, R. R. (2002). Simple procedure for rapid
identification of Vibrio cholerae from the aquatic environment. Applied and

Environmental Microbiology, 68(2), 995-998. doi:10.1128/AEM.68.2.995-998.2002

Clinical and Laboratory Standards Institute (2018). Performance Standards for Antimicrobial

Susceptibility Testing Vol. supplement M100 (CLSI).

Colquhoun, D. J., & Serum, H. (2001). Temperature dependent siderophore production in
Vibrio salmonicida. Microbial Pathogenesis, 31(5), 213-219.
doi:10.1006/mpat.2001.0464

75



Colquhoun, D. J., Aarflot, L., Melvold, C. F. (2007). gyrA and parC mutations and associated
quinolone resistance in Vibrio anguillarum serotype O2b strains isolated from farmed

Atlantic  cod (Gadus morhua) in  Norway. Antimicrobial Agents  and

Chemotherapy, 51(7), 2597-2599. doi:10.1128/AAC.00315-07

Comerlato, C. B., Resende, M. C. C. D., Caierao, J., d'Azevedo, P. A. (2013). Presence of
virulence factors in Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium susceptible and
resistant to vancomycin. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 108, 590-595.

doi:10.1590/S0074-02762013000500009

Cagirgan, H. (1993). The First Isolation Pasteurella piscicida from Cultured Sea Bream (Sparus
aurata) in Turkey. Hayvancilik Arastirma Dergisi, 3(2), 82-83.

Dafwang, 1. 1., Cook, M. E., Sunde, M. L. (1987). Interaction of dietary antibiotic
supplementation and stocking density on broiler chick performance and immune

response. British Poultry Science, 28(1), 47-55. doi:10.1080/00071668708416935

Damir, K., Irena, V. S., Damir, V., Emin, T. (2013). Occurrence, characterization and
antimicrobial susceptibility of Vibrio alginolyticus in the Eastern Adriatic Sea. Marine

Pollution Bulletin, 75(1-2), 46-52. doi:10.1016/j.marpolbul.2013.08.008

Dancer, S. J., Shears, P., & Platt, D. J. (1997). Isolation and characterization of coliforms from
glacial ice and water in Canada's High Arctic. Journal of Applied Microbiology, 82(5),
597-609. doi:10.1111/j.1365-2672.1997.tb03590.x

Davies, J. (1994). Inactivation of antibiotics and the dissemination of resistance

genes. Science, 264(5157), 375-382. doi:10.1126/science.8153624

D'Costa, V. M., McGrann, K. M., Hughes, D. W., Wright, G. D. (2006). Sampling the antibiotic
resistome. Science, 311(5759), 374-377. doi1:10.1126/science.1120800

Defoirdt, T., Bossier, P., Sorgeloos, P., Verstraete, W. (2005). The impact of mutations in the
quorum sensing systems of Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum and Vibrio
harveyi on their virulence towards gnotobiotically cultured Artemia
franciscana. Environmental — Microbiology, 7(8), 1239-1247.  doi:10.1111/j.1462-
2920.2005.00807.x

Demircan, D., Candan, A. (2006). Identification of Vibrio anguillarum by PCR (rpoN gene)

associated with vibriosis in marine fish in Turkey. Turkish Journal of Veterinary and

Animal Sciences, 30(3), 305-310. doi: 10.3906/vet-0505-15

76



Deng, Y., Xu, L., Chen, H., Liu, S., Guo, Z., Cheng, C., ... Feng, J. (2020). Prevalence, virulence
genes, and antimicrobial resistance of Vibrio species isolated from diseased marine fish

in South China. Scientific Reports, 10(1), 1-8. do1:10.1038/s41598-020-71288-0

Done, H. Y., Venkatesan, A. K., Halden, R. U. (2015) Does the Recent Growth of Aquaculture
Create Antibiotic Resistance Threats Different from those Associated with Land Animal
Production in Agriculture, AAPS Journal, 17(3) 513-524 doi: 10.1208/s12248-015-
9722-z

Egidius, E., Wiik, R., Andersen, K., Hoff, K. A., Hjeltnes, B. (1986). Vibrio salmonicida sp.
nov., a new fish pathogen. International Journal of Systematic and Evolutionary

Microbiology, 36(4), 518-520. doi:10.1099/00207713-36-4-518

El-Gamal, A. M., & EL-Bahi, E. F. (2020). Prevalence of Vibrio parahaemolyticus in seabass
(Dicentrarchus Labrax) and seabream (Sparus aurata) and Detection of Streptomycin-

resistant Strains. World, 10(3), 325-331. doi:10.36380/scil.2020.wvj42

El-Sharaby, S. M. A., Abd-Elgaber, M., Tarabees, R., Khalil, R. H., Ali, M. N., El-Ballal, S.
(2018). Bacteriological and histopathological studies on Vibrio species isolated from

naturally infected freshwater fish in Delta Region, Egypt. Advances in Animal and
Veterinary Sciences, 6(1), 17-26. doi:10.17582/journal.aavs/2018/6.1.17.26

European Market Observatory for Fisheries and Aquaculture Products [EUMOFA]. (2019)
Case Study. Sea Bass in the EU.
https://www.eumofa.eu/documents/20178/121372/PTAT+Case+Study+-

+Seabass+in+the+EU.pdf adresinden erisildi.

Faja, O. M., Abd Sharad, A., Younis, K. M., Alwan, M. G., Mohammed, B. J., Ahmad, A.
(2019). Isolation, detection of virulence genes, antibiotic resistance genes, plasmid
profile, and molecular typing among Vibrio parahaemolyticus isolated in Malaysian
seawater from recreational beaches and fish. Veterinary World, 12(7), 1140-1149.
doi:10.14202/vetworld.2019.1140-1149

Filipova, M., Bujdakova, H., Drahovska, H., Liskova, A., Hanzen, J. (2006). Occurrence of
aminoglycoside-modifying-enzyme genesaac (6')-aph (2 "), aph (3’), ant (4') andant (6)
in clinical isolates ofEnterococcus faecalis resistant to high-level of gentamicin and

amikacin. Folia Microbiologica, 51(1), 57-61. doi:10.1007/BF02931451

77



Fischer, A., Yang, S. J., Bayer, A. S., Vaezzadeh, A. R., Herzig, S., Stenz, L., Francois, P.
(2011). Daptomycin resistance mechanisms in clinically derived Staphylococcus aureus

strains assessed by a combined transcriptomics and proteomics approach. Journal of

Antimicrobial Chemotherapy, 66(8), 1696-1711. doi:10.1093/jac/dkr195

Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO]. (2012). The state of world
fisheries and aquaculture 2012 report. FAO, Rome.
https://www.fao.org/3/i12727¢/i2727e.pdf adresinden erisildi.

Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO]. (2017). Fishery and
aquaculture statistics: global production by production source, 1950-2015 (FishstatJ).

Fisheries and Aquaculture Department, Statistics and Information Branch, Rome.

Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO]. (2020). The State of World
Fisheries and  Aquaculture.  https://www.fao.org/documents/card/en/c/ca9229en/

adresinden erisildi.

Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO]. (2020) FishStat Plus-
Universal Software for Fishery Statistical Time Series

https://www .fao.org/fishery/en/statistics/software/fishstat/en adresinden erisildi.

Franco-Duarte, R., Cerndkova, L., Kadam, S., S Kaushik, K., Salehi, B., Bevilacqua, A., ...
Rodrigues, C. F. (2019). Advances in chemical and biological methods to identify

microorganisms from past to present. Microorganisms, 7(5), 130.

doi: 10.3390/microorganisms7050130

Fu, W., Yang, F., Kang, X., Zhang, X., Li, Y., Xia, B., Jin, C. (2007). First structure of the
polymyxin  resistance  proteins. Biochemical =~ and  Biophysical ~— Research

Communications, 361(4), 1033-1037. doi:10.1016/j.bbrc.2007.07.144

Gao, P., Mao, D., Luo, Y., Wang, L., Xu, B., Xu, L. (2012). Occurrence of sulfonamide and
tetracycline-resistant bacteria and resistance genes in aquaculture environment. Water

Research, 46(7), 2355-2364. doi:10.1016/j.watres.2012.02.004

Goh, E. B., Yim, G., Tsui, W., McClure, J., Surette, M. G., Davies, J. (2002). Transcriptional
modulation of bacterial gene expression by subinhibitory concentrations of
antibiotics. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(26), 17025-17030.
doi:10.1073/pnas.252607699

78



Gomez-Gil, B., Soto-Rodriguez, S., Lozano, R., Betancourt-Lozano, M. (2014). Draft genome
sequence of Vibrio parahaemolyticus strain M0605, which causes severe mortalities of
shrimps in Mexico. Genome Announcements, 2(2), e00055-14.

doi:10.1128/genomeA.00055-14

Griffiths, R. P., Moyer, C. L., Caldwell, B. A., Ye, C., Morita, R. Y. (1990). Long-term
starvation-induced loss of antibiotic resistance in bacteria. Microbial Ecology, 19(3),

251-257. doi:10.1007/b£02017169

Grossart, H. P., Levold, F., Allgaier, M., Simon, M., Brinkhoff, T. (2005). Marine diatom
species harbour distinct bacterial communities. Environmental Microbiology, 7(6), 860-

873. doi:10.1111/5.1462-2920.2005.00759.x

Gzxalo, O., Digban, T. O., Igere, B. E., Olapade, O. A., Okoh, A. 1., Nwodo, U. U. (2021).
Virulence and Antibiotic Resistance Characteristics of Vibrio Isolates From Rustic

Environmental Freshwaters. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology,

765. doi:10.3389/fcimb.2021.732001

Hancock, R. E. (1998). Resistance mechanisms in Pseudomonas aeruginosa and other
nonfermentative gram-negative bacteria. Clinical Infectious Diseases, 27, S93-S99.

doi:10.1086/514909

Harikrishnan, R., Balasundaram, C., Heo, M. S. (2010). Molecular studies, disease status and

prophylactic measures in grouper aquaculture: Economic importance, diseases and

immunology. Aquaculture, 309(1-4), 1-14. doi1:10.1016/j.aquaculture.2010.09.011

Hoa, P. T. P., Nonaka, L., Viet, P. H., Suzuki, S. (2008). Detection of the sull, sul2, and sul3
genes in sulfonamide-resistant bacteria from wastewater and shrimp ponds of north
Vietnam. Science of the Total Environment, 405(1-3), 377-384.
doi:10.1016/j.scitotenv.2008.06.023

Holm, P., Buck, B. H., Langan, R. (2017). Introduction: new approaches to sustainable offshore
food production and the development of offshore platforms. In B.H. Buck and R. Langan
(Eds.) Aquaculture Perspective of Multi-Use Sites in the Open Ocean (pp. 1-20).
Springer, Cham.

Ina-Salwany, M. Y., Al-saari, N., Mohamad, A., Mursidi, F. A., Mohd-Aris, A., Amal, M. N.
A., Zamri-Saad, M. (2019). Vibriosis in fish: a review on disease development and

prevention. Journal of aquatic animal health, 31(1), 3-22. doi:10.1002/aah.10045

79



Jalal, K. C. A., Akbar John, B., Kamaruzzaman, B. Y., Kathiresan, K. (2012). Emergence of
Antibiotic Resistant Bacteria from Coastal Environment-A Review. In M. Pana
(Eds.) Antibiotic Resistant Bacteria-A Continuous Challenge in the New Millennium.
IntechOpen, 143-158. doi: 10.5772/31025

Janssen, K., Chavanne, H., Berentsen, P., Komen, H. (2017). Impact of selective breeding on

European aquaculture. Aquaculture, 472, 8-16. doi:10.1016/j.aquaculture.2016.03.012

Jayaraman, R. (2009). Antibiotic resistance: an overview of mechanisms and a paradigm

shift. Current science, 1475-1484.

Jiang, H. X., Tang, D., Liu, Y. H., Zhang, X. H., Zeng, Z. L., Xu, L., Hawkey, P. M. (2012).
Prevalence and characteristics of B-lactamase and plasmid-mediated quinolone

resistance genes in Escherichia coli isolated from farmed fish in China. Journal of

Antimicrobial Chemotherapy, 67(10), 2350-2353. doi: 10.1093/jac/dks250

Jones, J. G. (1986). Antibiotic resistance in aquatic bacteria. Journal of Antimicrobial

Chemotherapy, 18(Supplement C), 149-154. doi:10.1093/jac/18.Supplement C.149

Kabata, Z. (1985). Parasites and diseases of fish cultured in the tropics, Taylor & Francis Ltd.
0-85066-285-0

Kayis, S. (2009). Trabzon ve Rize illerinde bulunan bazi alabalik isletmelerinde goriilen
bakteriyel hastaliklarin tespiti ve bazi etkenlerinin ¢oklu PCR ile teshisi. Doktora Tezi,

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.
Kayis, U. (2019). Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari. Aydin Saglik Dergisi, 5(1), 1-12.

Kelmani C. R., Raju, S., Patil, S. A. (2008). Aminoglycoside-resistance mechanisms in
multidrug-resistant Staphylococcus aureus clinical isolates. Current Microbiology, 56(6),

558-562. doi: 10.1007/s00284-008-9123-y.

Khouadja, S., Lamari, F., Bakhrouf, A. (2013). Characterization of Vibrio parahaemolyticus
isolated from farmed sea bass (Dicentrarchus labrax) during disease

outbreaks. International Aquatic Research, 5(1), 1-11. doi:10.1186/2008-6970-5-13

Kilig, E., Yenilmez, F. (2019). Tiirkiye ve AB Ulkelerinde Antibiyotik Kullanimi, Antibiyotik
Direnci ve Dis Ticaret Dengesi Uzerine Bir Degerlendirme. ESTUDAM Halk Saglig:
Dergisi, 4(1), 45-54. doi:10.35232/estudamhsd.503456

80



Kirkan, S., Goksoy, E. O., Kaya, O., Tekbiyik, S. (2006). In-vitro antimicrobial susceptibility
of pathogenic bacteria in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum). Turkish
Journal of Veterinary and Animal Sciences, 30(3), 337-341.

Kim, S. R., Nonaka, L., Suzuki, S. (2004). Occurrence of tetracycline resistance genes tet (M)
and tet (S) in bacteria from marine aquaculture sites. FEMS Microbiology Letters, 237(1),
147-156. doi:10.1111/5.1574-6968.2004.tb09690.x

Kim, M. S., Cho, J. Y., Choi, H. S. (2014). Identification of Vibrio harveyi, Vibrio
ichthyoenteri, and Photobacterium damselae isolated from olive flounder Paralichthys
olivaceus in Korea by multiplex PCR developed using the rpoB gene. Fisheries

Science, 80(2), 333-339. d0i:10.1007/s12562-014-0702-5

Kim, H.J., Ryu, J. O, Lee, S. Y., Kim, E. S., Kim, H. Y. (2015). Multiplex PCR for detection
of the Vibrio genus and five pathogenic Vibrio species with primer sets designed using
comparative genomics. BMC Microbiology, 15(1), 1-11. doi:10.1186/s12866-015-0577-
3

Korun, J., Olgag, N., Akgiin D. K., Colorni, A., Diamant, A. (2005). Mycobacteriosis in
European sea bass, Dicentrarchus labrax L., cultured in Turkey. Israeli Journal of

Aquaculture-Bamidgeh, 57(4), 215-222. doi: 10.46989/001c.20423

Korun, J. (2006). Kiiltirii Yapilan Cipuralarda (Sparus aurata L.) Goriilen Listonella
anguillarum Enfeksiyonu Uzerine Bir Calisma. Ege Journal of Fisheries and Aquatic

Sciences, 23(2), 259-263.

Korun, J., Gokoglu, M. (2007). Listonella anguillarum isolated from hatchery-cultured Red
porgy pagrus pagrus in Turkey. Journal of Animal and Veterinary Advances, 6(6), 823-
827.

Korun, J., Timur, G. (2008). Marine vibrios associated with diseased sea bass (Dicentrarchus
labrax) in Turkey. Journal of Fisheriessciences.com, 2(1), 66-76.

doi:10.3153/jfscom.2008007

Korun, J., Ince, A., Karaca, M. (2013). Antibiotic resistance and plasmid profile of Vibrio
alginolyticus strains isolated from cultured European sea bass (Dicentrarchus labrax,

L.). Journal of Veterinary Research, 57(2), 173-177. doi:10.2478/bvip-2013-0032

81



Korun, J. (2016). Kiiltiir Levrek (Dicentrarchus labrax, L.) Baliklarindan izole Edilen Vibrio
harveyi Suslarinin Antimikrobiyal Duyarliliklar1 Uzerine Bir Calisma. Nevsehir Bilim ve

Teknoloji Dergisi, 5,411-421. do1:10.17100/nevbiltek.211014

Kruse, H., Sorum, H. (1994). Transfer of multiple drug resistance plasmids between bacteria of

diverse origins in natural microenvironments. Applied  andEenvironmental

Microbiology, 60(11),4015-4021. doi:10.1128/aem.60.11.4015-4021.1994

Kiimmerer, K. (2009). Antibiotics in the aquatic environment-a review—part

I. Chemosphere, 75(4), 417-434. doi:10.1016/j.chemosphere.2008.11.086

Leong, J. C.,J. L. Fryer. (1993). Viral vaccines for aquaculture. Annual Review of Fish Diseases

3:225-240. doi:10.1016/0959-8030(93)90036-B

Leong, J. C., Anderson, E., Bootland, L. M., Chiou, P. W., Johnson, M., Kim, C., Trobridge,
G. (1997). Fish vaccine antigens produced or delivered by recombinant DNA
technologies. Developments in Biological Standardization, 90, 267-277.

Levy, S. B., Marshall, B. (2004). Antibacterial resistance worldwide: causes, challenges and
responses. Nature Medicine, 10(12), 122-129. doi: 10.1038/nm1145

Li, X. Z., Mehrotra, M., Ghimire, S., Adewoye, L. (2007). B-Lactam resistance and [-
lactamases in bacteria of animal origin. Veterinary Microbiology, 121(3-4), 197-214. doi:
10.1016/j.vetmic.2007.01.015

Li, H., Ye, M. Z., Peng, B., Wu, H. K., Xu, C. X., Xiong, X. P., Peng, X. X. (2010).
Immunoproteomic identification of polyvalent vaccine candidates from Vibrio
parahaemolyticus outer membrane proteins. Journal of Proteome Research, 9(5), 2573-

2583. doi: 10.1021/pr1000219

Li, C., Ye, Z., Wen, L., Chen, R., Tian, L., Zhao, F., Pan, J. (2014). Identification of a novel
vaccine candidate by immunogenic screening of Vibrio parahaemolyticus outer

membrane proteins. Vaccine, 32(46), 6115-6121. doi: 10.1016/j.vaccine.2014.08.077

Livermore, D. M. (1996). Are all beta-lactams created equal?. Scandinavian Journal of

Infectious Diseases. Supplementum, 101, 33-43.

Mammeri, H., Van De Loo, M., Poirel, L., Martinez-Martinez, L., Nordmann, P. (2005).
Emergence of plasmid-mediated quinolone resistance in Escherichia coli in Europe.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49(1), 71-76. doi: 10.1128/AAC.49.1.71-
76.2005.

82



Martinez, J. L. (2008). Antibiotics and antibiotic resistance genes in natural

environments. Science, 321(5887), 365-367. doi: 10.1126/science.1159483

Martinez, J. L. (2012). Natural antibiotic resistance and contamination by antibiotic resistance
determinants: the two ages in the evolution of resistance to antimicrobials. Frontiers in

Microbiology, 3(1), 1-3. doi: 10.3389/fmicb.2012.00001

Matyar, F., Akkan, T., Ugak, Y., Eraslan, B. (2010). Aeromonas and Pseudomonas: antibiotic
and heavy metal resistance species from Iskenderun Bay, Turkey (northeast

Mediterranean Sea). Environmental Monitoring and Assessment, 167(1), 309-320.

Mellado, E., Moore, E. R. B., Nieto, J. J., Ventosa, A. (1996). Analysis of 16S rRNA gene
sequences of Vibrio costicola strains: description of Salinivibrio costicola gen. nov.,

comb. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 46(3),

817-821. doi: 10.1099/00207713-46-3-817

Moore, R. A., Hancock, R. E. (1986). Involvement of outer membrane of Pseudomonas cepacia
in  aminoglycoside and polymyxin resistance. Antimicrobial = Agents  and

Chemotherapy, 30(6), 923-926. doi:10.1128/AAC.30.6.923

Nash, C. (2011) The History of Aquaculture: Farming the Sea (1880-1920). Wiley-Blackwell
Publishing Ltd.

Nash, C. (2011) The History of Aquaculture: Seeds in Antiquity (2000 BC to AD 500). Wiley-
Blackwell Publishing Ltd.

Nash, C. (2011) The History of Aquaculture: The Roots of Modern Aquaculture. Wiley-
Blackwell Publishing Ltd.

Nguyen, H. N. K., Van, T. T. H,, Nguyen, H. T., Smooker, P. M., Shimeta, J., Coloe, P. J.
(2014). Molecular characterization of antibiotic resistance in Pseudomonas and
Aeromonas isolates from catfish of the Mekong Delta, Vietnam. Veterinary

Microbiology, 171(3-4), 397-405. doi:10.1016/j.vetmic.2014.01.028

Noga, E. J. 2010. Fish disease: diagnosis and treatment, 2nd edition. Wiley-Blackwell,
Hoboken, New Jersey.

Nor-Amalina, Z., Dzarifah, M. Z., Mohd-Termizi, Y., Amal, M. N. A., Zamri-Saad, M., Ina-
Salwany, M. Y. (2017). Phenotypic and genotypic characterization of Vibrio species
isolates from Epinephelus species in Selangor, Malaysia. In Proceedings of the

International Conference on Advances in Fish Health (pp. 4-6). UPM Serdang Malaysia.

83



Ozdemir, S. (2015). Baliklardan izole edilen bakterilerin antibiyotik direng geni profillerinin
belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,

Trabzon.

Pacini, F. (1854). Osservazioni microscopiche e deduzioni patologiche sul cholera asiatico.

Federigo Bencini.

Pavlinec, Z., Zupici¢, L. G., Orai¢, D., Lojki¢, 1., Fouz, B., Zrn¢i¢, S. (2022). Biochemical and
molecular characterization of three serologically different Vibrio harveyi strains isolated

from farmed Dicentrarchus labrax from the Adriatic Sea. Scientific Reports, 12(1), 1-10.
doi: 10.1038/s41598-022-10720-z.

Perez-Ruzafa, A., Marcos, C. (2014) Biology of European Sea Bass. Ecology and Distribution
of Dicentrarchus labrax (Linnaeus 1758). (pp. 4-23) Taylor & Francis Group, A Science
Publishers Book.

Pickett, G. D., Pawson, M. G. (1994) Sea Bass Biology, Exploiation and Conservation. Fish
and Fisheries Series. Chapman & Hall, London p. 337.

Piotrowska, M., Rzeczycka, M., Ostrowski, R., & Popowska, M. (2017). Diversity of Antibiotic
Resistance Among Bacteria Isolated from Sediments and Water of Carp Farms Located

in a Polish Nature Reserve. Polish Journal of Environmental Studies, 26(1).

doi:10.15244/pjoes/64910

Plumb, J. A., Hanson, L. A. (2011). Health Maintenance and Principal Microbial Diseases of
Cultured Fishes, Wiley.

Pridgeon, J. W., Klesius, P. H. (2012). Major bacterial diseases in aquaculture and their vaccine
development. Cab Reviews: Perspectives in Agriculture, Veterinary Science, Nutrition

and Natural Resources, 7, (pp. 1-16). doi: 10.1079/PAVSNNR20127048

Pruden, A., Pei, R., Storteboom, H., Carlson, K. H. (2006). Antibiotic resistance genes as
emerging contaminants: studies in northern Colorado. Environmental Science &

Technology, 40(23), 7445-7450. do1:10.1021/es0604131

Raissy, M., Moumeni, M., Ansari, M., Rahimi, E. (2012). Antibiotic resistance pattern of some
Vibrio strains isolated from seafood. Iranian Journal of Fisheries Sciences, 11(3), 618-

626.

84



Ramon-Garcia, S., Otal, I., Martin, C., Gomez-Lus, R., Ainsa, J. A. (2006). Novel streptomycin
resistance gene from Mycobacterium fortuitum. Antimicrobial ~Agents and

Chemotherapy, 50(11), 3920-3922. do1:10.1128/AAC.00223-06

Randall, L. P., Cooles, S. W., Osborn, M. K., Piddock, L. J. V., Woodward, M. J. (2004).
Antibiotic resistance genes, integrons and multiple antibiotic resistance in thirty-five
serotypes of Salmonella enterica isolated from humans and animals in the UK. Journal

of Antimicrobial Chemotherapy, 53(2), 208-216. doi: 10.1093/jac/dkh070.

Roberts, M. C. (2005). Update on acquired tetracycline resistance genes. FEMS Microbiology
Letters, 245(2), 195-203. doi:10.1016/j.femsle.2005.02.034

Roberts, M. C., Sutcliffe, J., Courvalin, P., Jensen, L. B., Rood, J., Seppala, H. (1999).
Nomenclature for macrolide and macrolide-lincosamide-streptogramin B resistance
determinants. Antimicrobial ~ Agents and  Chemotherapy, 43(12),  2823-2830.
doi:10.1128/AAC.43.12.2823

Rodgers, C. J. (2009). The risks associated with the use of veterinary drugs and chemicals in
aquaculture: Assessment and control. The Use of Veterinary Drugs and Vaccines in

Mediterranean Aquaculture. Options Méditerranéennes, Série A, 86, 127-145.

Rodriguez-Blanco, A., Lemos, M. L., & Osorio, C. R. (2012). Integrating conjugative elements
as vectors of antibiotic, mercury, and quaternary ammonium compound resistance in
marine aquaculture environments. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 56(5),2619-

2626. do1:10.1128/AAC.05997-11

Sadat, A., El-Sherbiny, H., Zakaria, A., Ramadan, H., Awad, A. (2021). Prevalence,
antibiogram and virulence characterization of Vibrio isolates from fish and shellfish in
Egypt: A possible zoonotic hazard to humans. Journal of Applied Microbiology, 131(1),
485-498. doi:10.1111/jam.14929

Sankar, G., Saravanan, J., Krishnamurthy, P., Chandrakala, N., Rajendran, K. (2012). Isolation
and identification of Vibrio spp. in diseased Channa punctatus from aquaculture fish

farm. Indian Journal of Geo-Marine Sciences, 41(2), 159-163.

Serrano, P. H. (2005). Responsible use of antibiotics in aquaculture (Vol. 469). Food &
Agriculture Org.. doi:10.13140/RG.2.2.31012.94088

Shah, S. Q., Colquhoun, D. J., Nikuli, H. L., Serum, H. (2012). Prevalence of antibiotic

resistance genes in the bacterial flora of integrated fish farming environments of Pakistan

85



and  Tanzania. Environmental — science &  technology, 46(16),  8672-8679.
https://doi.org/10.1021/es3018607

Shah, S. Q., Cabello, F. C., L'Abée-Lund, T. M., Tomova, A., Godfrey, H. P., Buschmann, A.
H., Serum, H. (2014). Antimicrobial resistance and antimicrobial resistance genes in
marine bacteria from salmon aquaculture and non-aquaculture sites. Environmental

Microbiology, 16(5), 1310-1320. doi1:10.1111/1462-2920.12421

Shahimi, S., Elias, A., Salami, M., Fauzi, F., Ghani, A., Azuhairi, A. (2021). Antibiotic
resistance and determination of resistant genes among cockle (Anadara granosa) isolates
of Vibrio alginolyticus. Environmental Science and Pollution Research, 28(32), 44002-
44013. doi: 10.1007/s11356-021-13665-4.

Shahrani, M., Dehkordi, F. S., Momtaz, H. (2014). Characterization of Escherichia coli
virulence genes, pathotypes and antibiotic resistance properties in diarrheic calves in Iran.

Biological Research, 47(1), 1-13. doi: 10.1186/0717-6287-47-28.

Shakil, S., Khan, R., Zarrilli, R., Khan, A. U. (2008). Aminoglycosides versus bacteria—a
description of the action, resistance mechanism, and nosocomial battleground. Journal of

Biomedical Science, 15(1), 5-14.

Siddique, A. B., Moniruzzaman, M., Ali, S., Dewan, M., Islam, M. R., Islam, M., Mahmud, Z.
H. (2021). Characterization of pathogenic Vibrio parahaemolyticus isolated from fish

aquaculture of the Southwest coastal area of Bangladesh. Frontiers in Microbiology, 12,

266. doi:https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.635539

Skold, O. (2000). Sulfonamide resistance: mechanisms and trends. Drug Resistance

Updates, 3(3), 155-160. doi:10.1054/drup.2000.0146

Snieszko, S. F. (1974). The effects of environmental stress on outbreaks of infectious
diseases of fishes. Journal of Fish Biology, 6(2), 197-208. doi:10.1111/5.1095-
8649.1974.tb04537 .x

Sousa, M., Torres, C., Barros, J., Somalo, S., Igrejas, G., Poeta, P. (2011). Gilthead seabream
(Sparus aurata) as carriers of SHV-12 and TEM-52 extended-spectrum beta-lactamases-

containing Escherichia coli isolates. Foodborne Pathogens and Disease, 8(10), 1139-

1141. doi:10.1089/fpd.2011.0866

86



Southgate, P. (1993). Disease in aquaculture, aquaculture for veterinarians: fish husbandary
and medicine, (pp 91-131), first ed., Pergamon Press Ltd., Oxford, Ingiltere, 0-08-0408-
35-4

Suresh, Y., Subhashini, N., Kiranmayi, C. B., Srinivas, K., Ram, V. P., Chaitanya, G., Rao, T.
S. (2018). Isolation, molecular characterization and antimicrobial resistance patterns of
four different Vibrio species isolated from fresh water fishes. International Journal of
Current  Microbiology  and  Applied  Sciences, 7(7),  3080-3088.  doi:
10.20546/ijcmas.2018.707.359

Tanrikul, T. T. (2007). Vibriosis as an epizootic disease of rainbow trout (Onchorynchus
mykiss) in Turkey. Pakistan Journal of Biological Sciences: PJBS, 10(10), 1733-1737.
doi: 10.3923/pjbs.2007.1733.1737

Tanrikul, T., Gultepe, N. (2011). Mix infections in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss
Walbaum): Lactococcus garvieae and Vibrio anguillarum Ol. Journal of Animal and

Veterinary Advances, 10(8).

Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii [TEPGE]. (2021) Uriin Raporu Su Uriinleri
2021.
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/tepge/Belgeler/PDF%20Uriin%20Raporlar1/2021%2
0Uriin%20Raporlar1/Su%20Uriinleri%20Uriin%20R aporu%202021-
338%20TEPGE.pdf adresinden erisildi.

Tenover, F.C. (2006). Mechanisms of Antimicrobial Resistance in Bacteria, American Journal

of Infection Control, 34,5, 3-10. doi: 10.1016/j.amjmed.2006.03.011

Thompson, F. L., Hoste, B., Thompson, C. C., Goris, J., Gomez-Gil, B., Huys, L., Swings, J.
(2002). Enterovibrio norvegicus gen. nov., sp. nov., isolated from the gut of turbot
(Scophthalmus ~ maximus) larvae: a new member of the family
Vibrionaceae. International Journal of  Systematic and Evolutionary

Microbiology, 52(6), 2015-2022. doi: 10.1099/00207713-52-6-2015

Thompson, F. L., Hoste, B., Vandemeulebroecke, K., Swings, J. (2003). Reclassification of
Vibrio hollisae as Grimontia hollisae gen. nov., comb. nov. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology, 53(5), 1615-1617. doi:10.1099/ijs.0.02660-0

Thompson, F. L., lida, T., Swings, J. (2004). Biodiversity of vibrios. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 68(3), 403-431. doi: 10.1128/MMBR.68.3.403-431.2004

87



Timur, G., Korun, J. (2004). First outbreak of vibriosis in farmed rainbow trout (Oncorhynchus

mykiss) in Turkey. Journal of Fisheries & Aquatic Sciences, 18(18), 1-9.

Timur, G., Timur, M. (2003). Balik Hastaliklar1, Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi,
Yaymn No. 5, Istanbul, 975-404-699-9

Timur, G., Timur, M., Akayli, T., Korun, J., Thompson, K. D. (2005). First observation of
rickettsia-like organisms in cultured sea bass (Dicentrarchus labrax) in Turkey. Bulletin-

European Association of Fish Pathologists, 25(5), 196.

Toranzo, A. E., Barja, J. L. (1990). A review of the taxonomy and seroepizootiology of Vibrio
anguillarum, with special reference to aquaculture in the northwest of Spain. Diseases of

Aquatic Organisms, 9, 73-82

Toranzo, A. E., Magarifios, B., Romalde, J. L. (2005). A review of the main bacterial fish
diseases in mariculture systems. Aquaculture, 246(1-4), 37-61. doi:

10.1016/j.aquaculture.2005.01.002

Toro, C. S., Farfan, M., Contreras, I., Flores, O., Navarro, N., Mora, G. C., Prado, V. (2005).
Genetic analysis of antibiotic-resistance determinants in multidrug-resistant Shigella
strains isolated from Chilean children. Epidemiology & Infection, 133(1), 81-86. doi:
10.1017/s0950268804003048.

Tiirkiye [statistik Kurumu [TUIK]. (2021) Su Uriinleri, 2021
https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Su-Urunleri-2021-45745 adresinden erisildi.

Urbanczyk, H., Ast, J. C., Higgins, M. J., Carson, J., Dunlap, P. V. (2007). Reclassification of
Vibrio fischeri, Vibrio logei, Vibrio salmonicida and Vibrio wodanis as Aliivibrio fischeri
gen. nov., comb. nov., Aliivibrio logei comb. nov., Aliivibrio salmonicida comb. nov. and

Aliivibrio wodanis comb. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary

Microbiology, 57(12), 2823-2829. doi: 10.1099/1j5.0.65081-0

Uzun, E., Ogut, H. (2015). The isolation frequency of bacterial pathogens from sea bass
(Dicentrarchus labrax) in the Southeastern Black Sea. Aquaculture, 437, 30-37.
doi:10.1016/J.AQUACULTURE.2014.11.017.

Van, T. T. H., Chin, J., Chapman, T., Tran, L. T., Coloe, P. J. (2008). Safety of raw meat and
shellfish in Vietnam: an analysis of Escherichia coli isolations for antibiotic resistance

and virulence genes. International Journal of Food Microbiology, 124(3), 217-223. doi:
10.1016/j.1ijfoodmicro.2008.03.029.

88



Van Dongen, M. B. M., Van Diemen, A. E. A. R., Staarman, 1. K., Piera, T. (2008). Antibiotic
Resistance in Bacteria from Farmed Fish and Shrimps. InnoTact Consulting BV,

Woudenberg, Netherlands.

Walsh, C. (2000). Molecular mechanisms that confer antibacterial drug
resistance. Nature, 406(6797), 775-781.

Watts, J. E., Schreier, H. J., Lanska, L., & Hale, M. S. (2017). The rising tide of antimicrobial
resistance in aquaculture: sources, sinks and solutions. Marine Drugs, 15(6), 158.

https://doi.org/10.3390/md15060158

Wedemeyer, G. A., Meyer, F. P., Smith, L. (1976). Book 5: Environmental stress and fish
diseases, TFH Publications Inc., Neptune City, NJ, A. B. D.

Wright, G. D. (2007). The antibiotic resistome: the nexus of chemical and genetic
diversity. Nature Reviews Microbiology, 5(3), 175-186.

Wright, G. D. (2010). Antibiotic resistance in the environment: a link to the clinic?. Current

Opinion in Microbiology, 13(5), 589-594. https://doi.org/10.1016/j.mib.2010.08.005

Xiong, W., Sun, Y., Zhang, T., Ding, X., Li, Y., Wang, M., Zeng, Z. (2015). Antibiotics,
antibiotic resistance genes, and bacterial community composition in fresh water
aquaculture  environment in  China. Microbial  Ecology, 70(2),  425-432.
doi:10.1007/s00248-015-0583-x

Yaman, F., Secger, S., Halkman, A. K. (2003). Ag Kafeslerde Yetistiriciligi Yapilan Cipura
(Sparus aurata L.) ve Levrek (Dicentrarchus labrax L.) Baliklarinda Vibriosiz ve

Pasteurellosis' in Arastirilmasi. Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 1(2), 1-36.

Yang, Y., Xie, J., Li, H., Tan, S., Chen, Y., Yu, H. (2017). Prevalence, antibiotic susceptibility
and diversity of Vibrio parahaemolyticus isolates in seafood from South China. Frontiers

in Microbiology, 8, 2566. doi:https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02566

Yardimci, R. E. (2011). Kiiltiir levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax L.) tenacibaculum
maritimum’un identifikasyonunda diyagnostik tekniklerinin karsilagtirilmasi, Doktora

Tezi, Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.

Yim, G., Wang, H. H., Davies, J. (2006). The truth about antibiotics. International Journal of
Medical Microbiology, 296(2-3), 163-170. doi: 10.1016/j.ijmm.2006.01.039

89



Zhang, Q., Lambert, G., Liao, D., Kim, H., Robin, K., Tung, C. K., Austin, R. H. (2011).
Acceleration of emergence of bacterial antibiotic resistance in connected
microenvironments. Science, 333(6050),1764-1767.
https://doi.org/10.1126/science.1208747

Zin, A. A. M., Hamdan, R. H., Mohamed, M., Li, T., Peng, N. M., Reduan, M. F. H. (2021,
October 6). Detection and Resistance Profile of Vibrio alginolyticus Isolated from
Farmed Asian Seabass (Lates calcarifer) in Terengganu, Malaysia [Conference

presentation]. 1 st Postgraduate Seminar on Agriculture and Forestry, Sarawak, Malaysia.

90



T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

BILIMSEL ETiK BEYANI

“Levreklerden (Dicentrarchus Labrax) izole Edilen Vibrio Tiirlerinin Molekiiler
Tiplendirilmesi Ve Antibiyotik Direngliliklerinin Belirlenmesi” baslikli Doktora tezimdeki
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