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edilen Escherichia coli suslarinda antimikrobiyal maddelere kars1 hassasiyet durumlari
arastirllmis. Izolatlarda antibiyotik diren¢ genlerinin varligi ve aktarilabilir direng
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OZET

DOGU KARADENIZ’DEKi KARAMIDYE VE DENiZ SALYANGOZUNDAN iZOLE
EDILEN Escherichia coli’LERDE ANTIBIiYOTiK DIRENC GENLERININ
BELIRLENMESI

Hasan ISLER

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Ertugrul TERZI

Bu ¢alismada Dogu Karadeniz’den toplanan deniz salyangozu (Rapana venosa) ve kara
midyeden (Mytilus galloprovincialis) izole edilen Escherichia coli’lerde antibiyotik direng
seviyesi, direng geni bulundurma durumlar1 ve direncin aktarilabilir boyutu geleneksel ve
molekiiler yontemlerle arastirilmigtir. Bakterilerde test edilen antibiyotiklere karsi en yiiksek
diren¢ sulfametaksazol antibiyotigine karsi tespit edilirken en diisiikk direng florfenikole karsi
belirlenmistir. Bakterilerin ¢ogul antibiyotik direng (MAR) indeksi tiim izolatlar i¢in ortalama
0,28 olarak hesaplanmistir. Istasyonlar arasinda en yiiksek MAR degeri 0,34 ile Trabzon
istasyonlarinda tespit edilirken en disiikk 0,18 ile Artvin istasyonlarindan izole edilen
bakterilerde tespit edilmistir. izole edilen toplam 54 izolatta test edilen genlerden en yiiksek %
98,1 oraninda ampC geni tespit edilirken en diisiik sul3 geni % 3,7 oraninda tespit edilmistir.
Yapilan konjugasyon deneyleri kapsaminda plazmit iceren toplam 24 bakterinin 10 tanesi
plazmitlerini alict susa aktarabilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
transkonjugant bakterilerde orjinal susta bulunan direng genlerinin varligi arastirilmistir. Tespit
edilen bazi genler DNA dizi analizi ile dogrulanmistir. Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng
durumu diinya c¢apinda ekolojik 6neme sahiptir. Bu diren¢ geni bulunduran bakterilerin patojen
ve/veya patojen olmayan bakteriler arasinda direng genlerinin yayilmasinda 6nemli rol oynadigi

bilinmektedir.

2019, 55 sayfa
Anahtar Kelimeler: Deniz Salyangozu, Kara Midye, Dogu Karadeniz, Antibiyotik, Direng.



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN Escherichia coli
ISOLATED FROM MEDITERRANEAN MUSSEL AND SEA SNAIL IN EASTERN
BLACK SEA

Hasan ISLER

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ertugrul TERZi

In this study, antibiotic resistance level, resistance gene presence and transferable of resistance
in Escherichia coli isolated from sea snail (Rapana venosa) and Mediterranean mussel (Mytilus
galloprovincialis) collected from Eastern Black Sea were investigated by conventional and
molecular methods. The highest resistance in bacteria to tested antibiotics was determined as
sulfamethoxazole and the lowest resistance to florfenicol. The multiple antibiotic resistance
(MAR) index of bacteria was calculated as 0.28 for all isolates. The highest MAR value was
calculated in Trabzon stations with 0.34 and the lowest value was 0.18 with bacteria isolated
from Artvin stations. While 98.1% ampC gene was detected in 54 isolates, the lowest sul3 gene
was found to be 3.7% among tested genes. Conjugation experiments have shown that 10 of 24
plasmid-containing bacteria are capable of transferring their plasmids to the recipient strain. The
presence of resistance genes in the original strain was investigated in the obtained
transconjugant bacteria. Some of the detected genes were confirmed by DNA sequence analysis.
Resistance to antibiotics in bacteria is of ecological importance worldwide. It is known that
bacteria containing this resistance gene play an important role in spreading resistance genes

between pathogen and/or non-pathogenic bacteria.

2019, 55 pages
Keywords: Sea Snail, Mediteranean Mussel, Black Sea, Antibiotic, Resistance.
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Su kirliligi, insan kaynakli dogrudan veya dolayli olarak evsel ve endiistriyel
kullanim sonucu meydana gelen atiklarin alic1 susa ulagsmasiyla dogal ekolojik dengeyi
bozan giinlimiizii ve yarimimizi tehlike altinda birakan kalite degisimidir (S6nmez vd.,
2008). Su, diinya tizerinde yliksek seviyede antropojenik etkilere maruz kalmaktadir
(Halpern vd., 2008). Sehirlesme, endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu giibreler,
organik bilesikler, agir metaller ve tiim atik su kaynaklar1 gerekli aritma yapilmaksizin
alic1 ortamlara karismaktadir ve bu durum otrofikasyon, hipoksia, toksisite, biyobirikim

ve patojen bakterilerin gelismesine neden olabilmektedir (Nogales vd., 2011).

Olusan su kirliligi sonucu; ekolojik dengelerin bozulmasiyla beraber hastalik
etkenleri, insan sagligi icin gerekli olan su parametrelerindeki bozulma ve sosyal yasam
alanlarin1 olumsuz sekilde etkileyecek sorunlari meydana getirmektedir. Olusan bu
sorunlar karsisinda ise zorunlu olarak veya olmayarak ortamin iyilestirilmesi ve tedavi
amacl bakteriler lizerinde antibiyotiklerin kullanilmasi kacinilmaz bir hal almaktadir
(Kum vd., 2004). Toplum niifusunun hizli bir sekilde artmasi ve buna bagli olarak
olusan cevre kirliligi hakkinda yetersiz egitimlerin verilmesi, toplumun bilingsizligi ve
alic1 ortama gelen atiklarin geri doniisiim olarak altyapisinin olmamasi veya yetersiz
olmas1 yiiziinden biyolojik kirlenmenin Oniine gegilememektedir (Colakoglu, 2007).
Ayrica sular, toprakta veya bitkilerde bulunan bakterilerle etkilesim halinde
bulunabilirler. Bu bakteriler direkt olarak hastaliga neden olmayabilirler fakat firsatci

enfeksiyonlar i¢in ortam olustururlar (Willke Topgu vd., 2017).

Dogu Karadeniz boélgesinde su Triinleri sektorii aveilik ve yetistiricilik
bakimindan ekonomik olarak O6nemli bir noktada bulunmasma ragmen son yillarda
bilingsiz avcilik ve kontrol noktalarinin yetersiz olmasindan dolayi etkilenmektedir. Bu
sektorli desteklemek amaciyla pazarda ekonomik degeri olan kara midye ve deniz
salyangozu iizerine c¢alismalar baslatilmistir. Istilac1 bir tiir olan deniz salyangozu
(Rapana venosa) Karadeniz'e giris bigimleri balans sular1 veya gemilerin gévdelerine

yumurtalarin tutulmasiyla olusmustur. Bu tiiriin giineydogu Karadeniz'e 1962 tarihinde
1



girdigi rapor edilmistir (Bilecik, 1990; Knudsen vd., 2010). Deniz salyangozlar1 diger
bentik canlilar1 olan istiridye ve midye gibi canlilarin yagam alanlarini isgal edip bu
canlilar ile beslenerek, bolgeye uyum saglamis ve hizli bir sekilde ¢ogalmislardir
(Saglam, 2007). Dogu Karadeniz Bolgesi’nde baskin hale gelmesinden dolayr diger
canlilarin yok olmasina neden olmustur. Popiilasyonunu kontrol edebilecek sekilde
deniz yildizlarindan bagka dogal avcisi yoktur. TUIK verilerine gére Tiirkiye'de 2012°de
{iretimi yapilan 9600 tonun %70'i Dogu Karadeniz’de yapilmustir (TUIK, 2012).

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yetistiriciligi yapilmamasina ragmen Ulkemizde bir
diger ticari 6neme sahip olan ¢ift kabuklu yumusakea tiirii kara midyedir. Ekonomik
degeri oldukca yiiksek olan kara midye kiyr sularimin su kalitesini belirlemek i¢in
yapilan calismalar icin de kullamlmaktadir (Karayiicel vd., 2003). Ulkemiz ve
Karadeniz icin 6nemli bir ekonomik getirisi olan bu iki tlir yasadiklar1 bolgedeki
mevcut durumun analiz edilmesin de olduk¢a 6nemlidir. Besinleri stizerek almalarindan
dolay1 beslenme alanlarinda bulunan agir metal ve pestisit gibi kimyasal etmenleri
dokularinda biriktirmesi sonucu ¢alismalarda biyolojik indikator gorevi iistlenmislerdir.
Kimyasal etmenlerin yani1 sira deniz salyangozu ve kara midye biinyesinde bakteri
bulundurabilirler. Kendileri i¢in hastalik etkeni bakteri olmamasina ragmen insanlar igin
son derece ciddi saglik sorunlari olusturabilecek patojen bakteriler tasiyabilirler. Insan
saglig1 i¢in patojenik olan bir ¢ok bakteri yapilan ¢alismalar sonucu rapor edilmistir.
Rapor edilen bakteriler basinda ise Salmonella, E. coli, Campylobacter ve Vibrio gibi

bakteriler gelmektedir.

Tarim arazileri i¢in kullanilan kimyasallar ve insan aktiviteleri sonucu cevre
sorunlartyla beraber olusan atik sular, yiizey sulari olan agik ve kapali havzalarda
bakteriyolojik kontaminasyona davetiye ¢ikarmaktadir. Bu sularin kirlenmesine sebep
olan mikroorganizmalar alic1 susa ulasan insan ve hayvanlarin diskilarindan
kaynaklanmaktadir. Bu bakteriler iizerinde dezenfeksiyon islemleri 6nemli bir yol
oynasa da yok edilmesinde yetersiz kalmaktadir. Boylece bu dongii devam ederek insan

sagligin1 her zaman risk altinda birakmaktadir (Berberoglu, 2012).

Cevre kirliligi, mikrobiyal cevreyi birgok sekilde etkilemektedir. Ekosistem

dinamikleri ile beraber Kkirleticilerin kaynagi ve miktart mikroorganizmalarin
2



antropojenik etkilere karsi gostermis oldugu tepkiyi degistirmektedir (Cardoso vd.,
2012). Mikroorganizma topluluklari; ekosistem modellemesinde, tiir kompozisyonunda
ve tiir bollugunda etkili rol oynamaktadirlar (Nogales vd., 2011; Vieria vd., 2008).
Kirlilik ile potansiyel patojenik bakteriler canlilarin sagligi agisindan olumsuz bir etkiye
sahiptir (Nogales vd., 2011).

Antibiyotik diren¢ genlerinin sucul ekosisteme atik su aritma tesisleri tarafindan
aktarilmasi ile olusan antibiyotik direnci tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢ok
onemli bir c¢evresel kirlilik problemidir. Atik su aritma tesislerinin dizayn ve
isleyislerindeki farkliliklar atik sulardaki direngli genlerin ve direngli bakterilerin sucul
ortamda bulunusuna etki edebilmektedir. Atik sularda bulunan bakterilerde, yogun
antibiyotik kullanimina bagli olarak meydana gelen antibiyotik direnc cesitliligi ve atik
su aritma tesislerinde farkli aritma prosediirlerinin uygulanmasi sonucunda bolgeye ve
tilkeye Ozel direng tablolari gelisebilmektedir (Rysz vd., 2004). Deniz suyundan
kaynaklanan bakteriyel suslarin %90'1 bir antibiyotige direng saglarken, %20 den fazlasi
ise en az bes degisik antibiyotik karsisinda direng gostermektedir (Baquero vd., 2008).

Midyeler beslenmelerini suda bulunan fitoplankton ve asili haldeki organik
maddeleri solungaglar1 sayesinde filtre ederek saglarlar. Sudaki bulunan maddeleri
dokularinda biriktirirler, bu sebeple de kirlilik arastirmalar1 ve antibiyotik diren¢ gen
belirlemesi gibi ¢alismalarda Tiirkiye de ve diger iilkelerde Oncelikli segilen bir tiir
olmaktadir (Uysal, 1970).

Yapilan arastirmalar incelendiginde sucul ortamlardan izole edilen bakterilerin
antibiyotiklere kars1 sergiledikleri diren¢ mekanizmalar1 ve bu genlerinin fazlaligi bu
ortamlarda daha onceden dogrudan veya dolayli olarak bilingsiz bir sekilde antibiyotik
kullanildiginin isareti olabilir. Bu bilgiler ekseninde yapilan bu arastirmada kara midye
ve deniz salyangozundan elde edilen E.coli bakterilerinin istasyonel ve konak
bakimindan farkliliklarinin gosterilmesi, bakterilerin antimikrobiyal hassasiyetlerinin
belirlenmesi, ¢ogul antibiyotik diren¢ (MAR) indekslerinin belirlenmesi, antibiyotik
direng genlerinin dagilimi, plazmit varliginin arastirilmasi ve tespit edilen direng
genlerinden aktarilabilir olanlarmin gen transferi (konjugasyon) deneyleri ile tespit

edilmesi bakimindan 6nem arz etmektedir.



Yapilan onceki calismalar, sucul ekosistemde antibiyotiklere direncin evrimi ve
hareketli antibiyotik diren¢ determinantlarinin molekiiler epidemiyolojisi gibi konularin
yeni oldugunu ve arastirmalarin belirli bir bolge ile sinirli kaldigimi gdstermektedir.
Dolayisiyla sucul ekosistemlerdeki bakteriyel popiilasyonlarda yapilacak antibiyotik
direng profili ile ilgili daha kapsamli ve ¢esitli molekiiler ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu
acikca goriilmektedir.

1.2. Kara Midye ve Deniz Salyangozu

1.2.1. Kara Midye

Kara Midye (Mytilus galloprovincialis Lam. 1819) Mollusca filumunun Bivalvia
siifi iginde yer alan Mytilidae familyasina mensup ¢ift kabukludur. Kara midye kiy1
bolgelerde suyu siizerek yasayan canlilardir (Stabili vd., 2004). Midyeler, deniz
ortaminda ve ac1 sularda koloniler halinde kayaliklarda yasamlarini siirdiiriirler. Iliman

deniz ortamlarinda istilaci tiir olarak bulunurlar. Ulkemizde Dogu Akdeniz kiyilari

disinda tiim kiyilarda goriilmektedir (Sekil 1).

Sekil 1. Midyelerin dagilim alanlar1 (URL-1).



Denizlerde litoral ve sublitoral bolgede derinlere dogru, sicaklik ve tuzluluk
degisimine bagli olarak ¢ok biiyiik varyasyonlar gosterirler. Kiimeler halinde yasayan
midyeler sattha dogru kiiciik derine dogru daha biiylik boydadirlar. Kara midye i¢in
optimum su sicakligi 14-20 °C’dir. 30 °C’ye kadar olan su sicakligindaki degisikliklere
dayanabilirler. Optimum tuzluluk degeri %o 20-25"tir.

1.2.2. Deniz Salyangozu

Latincesi Rapana venosa olan deniz salyangozu Mollusca (yumusakgalar)
filumunun, Gastropoda (karmdan bacaklilar) sinifinin Muricidae familyasindandir. Ilk
olarak 1758’de Linne tarafindan Rapana bezoar (L, 1758) olarak isimlendirilmis olup
daha sonra bu tiiriin tropikal form oldugu, bu nedenle Karadeniz’de yasayan formun
Rapana thomasiana thomasiana oldugu ileri siirtilmistiir. 1987 yilinda FAO tarafindan

hazirlanan yayinda Karadeniz’de ve Marmara Denizi’nde yayilis gosteren bu gastropod,

Rapana venosa (Valenciennes, 1846) olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. Dei salyaﬁgozﬁnu dagilim alanlar1 (URL-.2).

Deniz salyangozlari karnivor veya herbivor beslenme 06zelligi gosterirler.
Karnivor beslenme 6zelligine sahip olan deniz salyangozlari genellikle midye ve

istiridye gibi sesil canlilarla beslenir (Unsal, 1987).

Genellikle karanlik kosullarda avlanirlar, avlarini ayaklari yardimiyla tutar ve

radula (disli dil) ile parcalarlar. Bazi karnivor tiirler avlarinin kabuklarini radula ile
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deler, delme isleminde Once ayak veya ayak iizerindeki sindirim enzimleri yardimryla
kabugun yumusatilmasi saglanir. Bu arada av, emme borusuyla vantuzlanarak tutulur.

Direnci kaybolan, sinir sistemi fel¢ olan av hareketsiz kalir ve radula vasitasiyla yutulur

(Demirsoy, 1982).

1.3. Deniz Suyu Kalitesinin izlenmesinde Indikator Bakteriler

Suyun saglik agisindan kalitesinin degerlendirilmesinde en etkili yol, suya enterik
bakterilerin karistigin1 gdsteren mikroorganizmalar1 aragtirmaktir. Koliform bakteriler
suda kolay ve hizli bir sekilde tespit edilebildikleri, ¢evre kosullarina direngli olduklari,
patojen bakterilerle bir arada yasayabildikleri, bagirsak kokenli olduklar1 ve diskida
yiiksek miktarda bulunduklarindan laboratuvar ¢alismalarinda suyun degerlerini tayin
etmek icin kullanilan en elverisli yontem olarak kabul edilmistir (Oztiirk ve Giiven,

2005).

Fekal kirlilik indikatorii olarak, koliform bakteriler i¢cinde en fazla Escherichia
coli bakterisi kullanilmaktadir. E.coli, Enterobacteriaceae ailesine ait, 2-6 um
uzunlugunda ve 1.0-1.5 pm ¢apinda, diiz ve yuvarlak ¢omakgik seklinde olabilen, spor
olusturmayan gram negatif bakterilerdir. Sicakligin 37-40 °C ve pH derecesinin 5 ile 9
araliginda oldugu ortamlar en uygun yasam kosullaridir. E.coli; insanlarda, sicak kanli
hayvanlar ve kuslarin bagirsak floralarinda bol miktarda bulunur ve ¢ok seyreltik atik
sularla bulagsmasinda bile saptanabilir. Dolayisiyla fekal koliform bakteriler i¢inde yer
alan E.coli, fekal kirlilik ile bagirsak hastaliklar1 arasindaki baglatiyr gostermektedir
(Geissler vd., 2000).

E.coli fekal indikator bakteri olmasmin yani sira genetik yapist en iyi bilinen
mikroorganizmadir.  Diger = mikroorganizmalarin  aksine = kolayca  direng
kazanabilmektedir ve bu 6zelligi ile E.coli antibiyotik direncinin arastirilmasinda iyi bir
indikatordiir. Bagirsak bakterilerinin yer aldigi sular kullanildikga, bu bakteriler insanlar
arasinda yayilacaktir. Antibiyotiklere diren¢ genlerinin bu bakteriler sayesinde
yayilmasiyla beraber insan sagligini ciddi anlamda tehlikeye sokan koliform bakteri

E.coli tagiip direngli sus oranini gogaltmaktadir (Danishta vd., 2010).



Bir ornekte E.coli veya fekal koliform bakterilerin goriilmesi, o 6rnege diski
bulastiginin gostergesi sayilabilmektedir. Bu durumdaki 6rnekte Salmonella ve Shigella
gibi primer patojenlerinde rastlanabilecegi bilinmelidir. Bir ortama bagirsaklarda
yasayan bakterilen bulasip bulasmadigi incelenirken indikator olarak kullanilan E.coli,
genetik yapis1 en iyi bilinen canlilardan biridir. Pek ¢ok susu zararsiz olsa da konak
oldugu canlilarin 6liimiine neden olabilecek kadar ciddi enfeksiyonlara ve cesitli

hastaliklara davetiye ¢ikarmaktadir (Chaslus Dancla vd.,1980).

1.4. Su iiriinleri Kalitesini Bozan Faktorler

Sanayilesme sonucunda niifus yogunlugunda kentlesme oraninin artmasi,
dengesiz niifus artisi ve bunun sonucunda altyapinin yetersiz kalmasi, fabrikalarin
olusan atiklar1 aritma konusunda yetersizligi c¢evre kirliliginin en 6nemli nedenleri
arasindadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde gerek evsel gerekse endiistriyel
atiklarin yeterli aritim olmadan sucul ortamlara atilmasi ekolojik sistem i¢in ciddi tehdit

olusmasina neden olmaktadir (Tiirk ve Yabanli, 2006).

Yeterli muhafaza ve saklama kosullar1 saglanmadan elde edilen su firiinleri
tilketiciye ulastirilana kadar mikroorganizmalarin, enzimlerin ve dis faktorlerin etkisiyle
kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik degisiklige ugrayarak tazeligini ve kalitesini
kaybetmektedir. Ozellikle sucul ortamlara bulasan petrol ve endiistriyel atiklarin
kalitesinin bozulmasina neden oldugu su iriinleri insan sagligini tehdit eden bir etmen

haline gelmektedir.

1.4.1. Kimyasal Etmenler

Diinya niifusunun giderek artmasi ve buna bagl olarak iiretim ve tliketim
dengelerinin degismesine sebebiyet vermekte olup bircok sorunu olusturmaktadir.
Protein kaynagi olan balik etinin kalitesi; giderek yogunlagan liretim neticesinde yem
iretiminde ve korunmasinda kullanilan kimyasal maddeler, denizlere atilan evsel ve
endistriyel atiklar, petrol kazalari gibi pek c¢ok nedenle kirlenen sular nedeniyle

bozulmaktadir.



Ozellikle gelismemis iilkelerde aritilmadan alic1 ortama dokiilen kanalizasyonlarin
kirlettigi kiy1 deniz sulart ciddi saglik problemlerine yol agmaktadir (Barua, 1992).
Sadece yeterli aritim tesislerinin olmamasindan degil, toplumun bu konuda yeteri kadar
egitilmemesi, endiistri ve tarimda kullanilan kimyasal maddelerin akarsulara karigmasi

da bu kirlenmenin 6nemli nedenlerinden birisidir (Balci, 2007).

Sucul ortamlar1 tehdit eden bir diger husus da jeokimyasal yapi1 ve maden
calismalar1 sonucunda ortaya ¢ikan agir metal kirliligidir (Pergin vd., 2007). Bu sekilde
sulara ulasan bakir, ¢inko, kursun gibi bir ¢ok agir metal bu yagam alaninda yasayan su
tirtinleri i¢in hayati bir problem olusturmaktadir. Sularda biriken bu agir metaller geri

doniigiimii zor olan ekolojik zararlara neden olmaktadir (Tiirkmen vd., 2005).

1.4.2. Mikrobiyolojik Etmenler

Insanlar viicutlarinin ihtiya¢ duydugu proteinin énemli kismini su iiriinlerinden
karsilamaktadirlar. Barindirdigi protein’in yani sira nemli miktarda vitamin ve mineral
barmndiran su triinleri insan sagligi i¢cin 6nemli bir besin maddesini olusturmaktadir.
Gliniimiizde bu iiriinler hayvansal protein gereksinimi destekler nitelikte degilde tek
basima baslica {stlenmis durumdadirlar. Avciligi ve yetistiricligi yapilarak insan
tiiketimine sunulan su {irlinleri uygun saklama kosullar1 saglanamaz ise mikrobiyal

bozulmalar sonucu degerini kaybedecektir (Gorga ve Ronsivalli, 1988).

Arntilmadan su kaynaklarma gonderilen atik sular, mikroplarin yayilmasina zemin
hazirlamasinin yanm1 sira igerdigi organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmas1 sonucu su kaynaklarinin dogal yasam sartlarinin bozulmasina da neden
olmaktadir (Gil vd., 2004). Biitiin bunlarin sonucunda iilkemizde balik¢ilar tarafindan
avlanan ve alict ortamlarda kiiltiir balik¢ilig1 yapilan su iriinlerinde Risk Analizi Kritik
Kontrol Noktalar1 (HACCP) sartlarini igeren bolgelerde hasat yapildiktan sonra hijyenik
bir sekilde tiiketiciye ulagtirlmamasindan ve bulundugu ortamda soguk bir sekilde
muhafaza depolama yapilmadigindan dolayr halk saglhigimni ciddi anlamda tehdit

etmektedirler (Hossucu vd., 2001).



1.5. Antimikrobiyal Maddeler ve Diren¢ Mekanizmalari

Antimikrobiyal maddeler 6zellikle antibiyotikler penisilin gibi bakteri gelisimini
engelleme (inhibe etme) yetenegine sahip olan serbest yasayan organizmalardan iiretilen
maddelerin kesfi ile iiretilmeye baslanmistir (Wright, 2007). Antibiyotikler diisiik
konsantrasyonlarda dahi mikroorganizmalar1 6ldiiren veya iiremelerini engelleyen
maddelerdir. Bakteri iizerine segici toksisite gosteren antibiyotikler konak organizmanin
hiicrelerine zarar vermeden, enfeksiyon etkeni bakteri hiicresinin gelismesi ve liremesini
onleyerek (bakteriyostatik) ya da bakteri hiicresini dogrudan 6ldiirerek (bakterisid) etki
ederler (Scholar ve Pratt, 2000).

Tip diinyasinin ¢ok uzun olmayan bir ge¢misinde insanoglunun hizmetine
sundugu antibiyotikler ile ilgili kisa siirede 6nemli gelismeler ger¢eklesmesine ragmen;
basta antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel diren¢ savunma mekanizmalari olmak

tizere bir ¢ok 6nemli sorunlar da meydana getirmistir (Altug vd., 2005).

Yarim yiizyildir basta insanlarda olusan enfeksiyonlarin tedavisinde olmak iizere
tarim, hayvan yetistiriciligi ve balik g¢iftliklerinde de kullanilan antibiyotiklerin yogun
kullanim1 bir yandan basar1 saglarken bir yandan da enfeksiyona neden olan bakterilerin
hizla direng¢ gelistirmesine neden olmustur. Bakterilerde olusan antibiyotik direncinin
hizla yayilmasinin nedenlerinden biri de kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklerin
akarsular araciligiyla denizlere ulasmasi1 ve gemilerin balans sular1 ve deniz canlilari
araciligiyla daha genis alanlara yayilmast ve bu bolgede cogalarak direncliligin
yayilmasina neden olmuslardir. Sucul ortamda hassas olan bakterilerin daha sonra
antibiyotiklere kars1 direngli olmalar1 evsel atiklar olarak nitelendirilen deterjanlar ve
lagim sular1 gibi atik maddelerin dogal ortama girmesiyle ilgilidir (Karayakar vd.,
2006).

Antibiyotiklerin tedavide kullanilmasindan sonra diren¢ sorunu ortaya ¢ikmistir.
Bu konuda ilk bulgu, 1940 yilinda Penisilin'e direngli suglarin bulunmasi ile olmustur.
Daha sonra Sulfonamid'lerin etkinliklerini kaybettikleri gézlenmistir. 1950'lerden sonra
Sulfonamidler'in yerine kullanilan tetrasiklin, kloramfenikol ve streptomisin zamanla

etkinliklerini kaybetmislerdir. Ornegin; bir bakteri oksitetrasiklin antibiyotigine direng
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gosterirken  bu  antibiyotie  benzer olan tetrasiklin,  Klortetrasiklin  ve
dimetilklortetrasikline kars1 da direng kazanabilir. Tekrasiklinlere direng kazanmis Gr(-)
bakteriler genellikle kloramfenikol antibiyotigine de direng gosterirler (Akman ve
Giilmezoglu, 1976).

Diinya genelinde piyasaya sliriilen antibiyotik oranlarma bakildiginda biiyiik
rakamlar goziikmektedir. Ornek olarak, gelismis iilkelerin basinda gelen Amerika
Birlesik Devletleri’nde her sene iiretilen antibiyotik yaklasik olarak 22.000 ton iken
(Levy vd., 1999), bu rakam Almanya'da 2.000 ton'dur (Hirsch vd., 1998). Ulkemizde
2003 ve 2006 tarihlerinde kullanilan ilaglara baktigimizda ise ilk siralar1 antibiyotikler
aldig1 goriilmektedir (Karabay ve Hosoglu, 2008). Yapilan sinirlamalara ragmen halen
en ¢ok tiiketilen ilag grubu antibiyotiklerdir. Tedavi amaci disinda da biiyiikk miktarlarda
kullanilan antibiyotikler sadece Amerika Birlesik Devletlerinde iiretilen antibiyotiklerin
(15-25 bin ton) yaklasik %70’i tedavi disi amagla kullanilmaktadir. Antibiyotikler
lizerine yapilan ¢alismalar sonucu antibiyotikleri; kimyasal yapi, metabolik mekanizma
ve protein sentezi gibi mikrobiyolojik islemlerine gore gruplara ayrilmaktadir (Levy ve
Marshall, 2004; Tenover, 2006; Sekil, 3).

Bir gok ‘ Antibi‘yotikler Baz: bakteriler

Az saylda kalan
bakteri iginde hastaliga yol agan direngli bakterinin ilag direncini kendi nesli
cok azi direnclidir. bakterilerle beraber ¢ogalmasi uzun diginda bagka bakteri
iyilerini de oldiiriir. stirmez. tiirlerine de iletir,
) X / -4
: X 00X X \ :
) R x X X

Sekil 3. Antibiyotik direncinin olusmasi (URL-3).

Hastalik etkeni bakterilerin {iremesinin engellenmesinde 6nemli bir role sahip
olan antibiyotikler, bu tiir bakterilerin yol a¢tig1 hastaliklarin tedavisinde tiim Diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir (Kiimmerer, 2009). Son yillarda yapilan arastirmalara
gore birbirinden farkli birgok antibiyotik kullanildigi goriilmektedir. Antibiyotikler her

ne kadar hastaliklarin tedavisinde ve bakterilerin yok edilmesinde 6nemli bir etkiye
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sahip olmasina ragmen bilingsiz antibiyotik kullanim1 ve gereksiz kullanim sonucu alic1
suslarin ¢evre kaynakli zarar gdérmesinden dolay1 diren¢ genlerinin ¢ogalmasina ve
yayillmasina ortam saglayarak antibiyotiklerin bakteriler iizerinde etkisini azaltmaktadir

(Andersson ve Levin, 1999).

Antibiyotik ve benzeri tiirdeki ilag kullanimindan kaynaklanan baski 6zelligi
duyarli organizmalar {izerinde olumlu sonug¢ saglarken bir yandan da direngli
bakterilerin bagisiklik sistemlerini daha direngli hale getirerek ortamda ¢ogalmasini ve
yayilmasina neden olmaktadir. Bakteriler mikrobiyal yapis1 bakimindan antibiyotiklere
kars1 direng sergileyebilir veya digsaridan gen transferi yaparak savunma mekanizmasi

olusturabilirler (Hernandes Coutinho vd., 2013).

Bu tiir sonuglarin meydana gelmesinden dolay1 bilim adamlar1 antibiyotik direngli
bakteriler ve direng genleri lizerine yogunlagmis bu konu hakkinda arastirmalarda
bulunmuslardir (Pruden vd., 2006; Wright, 2010). Bu tiir olaylarin 6nem sarf etmesi
diger kirleticilere gore cevrede var olma, lireme ve diger bolgeleri istila etme gibi
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Pruden vd., 2006). insanoglu yasami boyunca sucul
cevreye bagimli ve etkilesim halinde oldugu i¢in bu ekosistemde olusmus direngli
bakterilerin ve genlerin insan sagligina birinci dereceden olumsuz etkisi olmaktadir
(Jalal vd., 2012). Bu nedenle bu calismalarin yapilmasi direngli bakterilerin gelisimi ve
ekolojisinin bilinmesini saglayacak bundan sonra yapilacak olan c¢aligmalara yol

gosterecektir (Martinez, 2012).

Bakteriyel enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler zamanla
bakteriye karsi etkilerini kaybederek etkisiz hale gelirler. Bunun nedeni ise bu
antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin olugsmasi ve ortamda yayilarak antibiyotiklerin
toksik konsantrasyonlarda bile siirekli iireme yetenegine sahip olmalaridir. Direngli olan
bakteriler canlilarin saghginin tehdit ettiklerinden dolayi, kiiresel anlamda Diinyada
ciddi bir saglik problemi haline gelmistir (Levy ve Marshall, 2004). Bu sorun tiim
antibiyotikler i¢in gecerli oldugundan 6nem arz etmektedir (D’Costa vd., 2006). Hatta,
gecmiste bazi bakteriyel hastaliklarin iyilestirilmesi (tifo) ya da kontrol altina alinmasi
(tiiberkiiloz) saglanirken direngli genlerin olusmasiyla bu olay tekrardan tehlike haline

gelmistir (Pruden vd., 2006).
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1.6. Bakterilerde Antibiyotik Direncinin Gelisimi

Diger canlilara nazaran daha kisa hayat dongiisiine sahip olan bakteriler; bu
Ozelliginden dolayr yeni ortamlara daha kolay uyum saglayip, daha hizh
cogalabilmektedirler. Bakteriler yasam ortamlarinda, direncinin olmadigi olumsuz
degisimler meydana geldigi zaman mutasyon ve direng genleri edinerek direngli hale
gelebilmektedirler. Ortamda antibiyotik bulundugunda mikrobiyal populasyonlar
arasinda direng 6zelliklerinin yayilmasi ¢ok hizli olmaktadir (Zhang vd., 2011).

Antibiyotiklerin bakteriler ilizerinde direng¢ geni olusturma gibi direk bir rolii
yoktur. Bakteriler ftizerinde olusan direng genleri, bakterinin bulundurdugu yap1
molekiilleri veya enzimlerini kodlayarak meydana gelen DNA eslesmesi sonucunda
olusan mutasyonlarla belirli olan enzimlerin genlerini tasiyan plazmit, transpozonlar ve
integronlar gibi genetik olaylarin gerceklesmesiyle meydana ¢ikmaktadir (Toreci,
1999).

Diren¢ mekanizmasini bakteriler ii¢ farkli yontem ile kazanirlar. Bu yontemlerden
ilki bakterilerin yapisal ve islemsel 6zelliklerini saglayan hiicrelerinde goriilmektedir.
Bu dirence 6rnek olarak; Pseudomonas aeruginosa tiirliniin penisiline, gram negatifin
vanakomisin’e, anaerop bakteride elektron transport bulunmadig1 halde aminoglikozide
kars1 sergiledigi diren¢ bu Orneklerden bazilaridir. Diger bir yontem ise uzun ve
uygunsuz bir sekilde antibiyotik kullanim sonucu olusan primer direnctir. Son direng
mekanizmas1 ise sekonder olarak ifade edilen direngtir. Bu savunma mekanizmasi
direng geni tasiyan bakterilerin transdiiksiyon ve konjugasyon sonucu olusan
mutasyonlarla bakterilerin antibiyotige karsi permeabilitesi azalabilir ve direncli hale
gelebilir. Bu diren¢ mekanizmasinin ger¢eklesmesinde kromozomal plazmit koprii

gorevi gorebilir.

Cok hiicreli organizmalar antibiyotik etkisine maruz kaldiklarinda yasadiklari
toplulukta biiylik degisiklikler meydana gelmektedir. Bu siirecte mikrobiyal gesitlilik
sayisinda azalma meydana gelmektedir (Dethlefsen vd., 2008). Sonug¢ olarak, az

miktarda organizmaya sahip olan taksonlar elemine edilebilmektedir (Jernberg vd.,
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2007). Buna ragmen, toplam bakteri miktarindaki direncin zamanla cesitlenmesi de

meydana gelmektedir (Dethlefsen vd., 2008).

Hiicre duvar1 gegirgenligini degistiren mutasyon nedeniyle diren¢ geni olusturan
bakterilerin ¢ogalma hizi ortamda bulunan antibiyotik ile dogru orantilidir. Ortamda
antibiyotik bulunmadigi zaman tireme yoniinden duyarli bakteriler, direngli bakterilere
nazaran daha hizli iireyeceginden siire¢ sonunda direncli bakteriler yok olacaktir. Fakat
ortama antibiyotik girmesiyle beraber bu siire¢ degisecek, antibiyotige kars1 hassas olan

bakteriler yok olurken direngli bakteriler cogalacaktir.

1.6.1. Dogal (intrinsik) Direnc

Antibiyotiklere karsi bakterilerin diren¢ olusturmasi dogal yapilar1 olarak nemli
ve glincel bir olay olarak gosterilebilir. Bu durum bakterilerin genel 6zelligi olup, direng
mekanizmas1 sergilemesinin antibiyotik kullanimi ve genetik ile iligkisi yoktur. Bu
durum bakterilere has bir 6zellik olarak verilen antibiyotigin hedefine ulasmamasina
veya antibiyotigin kendi yapisindan kaynaklanan bir durum yiiziinden hedefine idrak
edememesinin bir sonucudur. Ornek olarak; rifampisin antibiyotigi hidrofobik
oldugundan gram-negatif bakteri duvarimi gegemez ve dogal direng ortaya ¢ikar (Ciftci
ve Aksoy, 2015).

Antibiyotiklerin mikroorganizmalara etki edebilmesi i¢in canlinin aktif tireme
doneminde olmas1 gerekmektedir. Metabolik olarak hareketli olan mikroorganizmalar
antibiyotiklere fenotipik olarak direngli olabilirler fakat bunlardan olusan yeni nesiller
antibiyotiklere duyarlidir. Ornegin; penisilinlere duyarli olan bakterilerin herhangi bir
nedenle hiicre duvarini kaybederek bakterinin L formuna doniismeleri sonucunda
bakteriler hiicre duvari inhibitorii antibiyotiklere direngli olurlar. Birka¢ nesil sonra
bakteri hiicreleri hiicre duvar {iretimine devam ederek bakteriyel onciillerinin formuna
doniistiiklerinde tekrar hiicre duvarim1 kazanacaklarindan penisiline duyarlilik

kazanabilirler (Oztiirk, 2002).
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1.6.2. Kazanilmis Diren¢

Kazanilmig direng, antibiyotige karsi hassas olan bir bakterinin dogrudan veya
dolayl1 olarak bu antibiyotik karsisinda sergiledigi diren¢ mekanizmasidir. Antibiyotik,
bakteri ile ilk temas kurduklarinda etkin bir haldedir, fakat tekrarlanan siirecte bakteriler
antibiyotik karsisinda diren¢ mekanizmasi sergileyerek etkisini azaltacaktir. Bu
mekanizma bakterilere gore farklilik gosterebilir. Bu direng biyokimyasal ve genetik
olmak {izere iki grupta incelenmektedir. Biyokimyasal mekanizmalar ise kendi
icerisinde dort farkli gruba ayrilmaktadir. Bakteri, diren¢ mekanizmalarindan birini,
bazen de birden fazla diren¢ mekanizmasi kullanarak antibiyotiklere karsi direng
kazanabilmektedir. Bu tiir kazanimlarin nedeni ise antibiyotigin 6zelligine, amacina,
etki ettigi bakterinin tiiriine ve plazmit varligina gore degismektedir (Ciftci ve Aksoy,
2015).

1.7. Antibiyotik Direncinin Yayilmasinda Kirliligin Rolii

Ekosistem birbiri ile etkilesim halinde oldugu icin tip, veterinerlik, zirai alanlarda
olusan hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler bilingsiz, uzun siireli ve
diizensiz kullanim sonucu bakteriler karsisinda etkisiz olarak direng olustururlar (Al-
Jebouri, 1985; Col ve O’Connor, 1987; DuPont ve Steele, 1987). Antibiyotige direngli
olan bakteriler diger ortamlara taginarak buradaki bakteriler lizerinde baskin hale
gelirler. Ortamda bulunan bakteriler baskiya karst kendi savunma mekanizmalarini
olusturarak kendilerini kontrol altina alirlar. Plazmit gibi hareketli genetik elemanlar
aracilifiyla da antibiyotik direng genleri birbiriyle iliskili olan bakteri tiirleri arasinda

kolayca paylasilmaktadir (Davidson, 1999).

Bakteriler karsisinda kullanilan antibiyotikler sonucu olusan antibiyotik direng
genleri dogal ortamlarda bulunan diger mikroorganizmalar ile insan ve hayvan kaynakli
bakteriler arasinda direng¢ genlerini aktarimina neden olmaktadir (Baquero vd., 2008).
Bu aktarim sonrasinda ise bakterilerin gen havuzunda degisikliklere rastlanir. Bu
degisiklikler sonucu ekolojik dengenin zarar gérmesi ve ortamda bulunan bakteriler
dogal seleksiyona ugrayarak daha giiclii bir halde diren¢ genlerine sahip olmaktadir

(Jorgensen ve Halling-Sorensen, 2000; Levy ve Marshall, 2004). Bdoylelikle sucul
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cevrede direng genleri her gecen giin artarak ekosistem igin bir tehdit olugturmaktadir

(Kiimmerer, 2004).

Bakterilerin yeni bir ortama adapte olmalar1 ve yeni segici baskilara cevap
verebilme yetenekleri yatay transfer ile agiklanabilir. Yatay transfer mutasyonla uyum
saglamaktan daha hizli meydana gelmektedir (Lawrence, 1997). Ornegin antibiyotik
direng genlerinin yayilmasi ¢evrede bulunan bu antibiyotiklerin miktarlarindaki artistan
dolay1 olusan segici baskidan dolay1 bakteriler arasinda yatay gen transferleri meydana

gelmektedir (Salyers ve Shoemaker, 1996).

E. coli suglar arasindaki gen rekombinasyonu tanimlandigi 1946 yilindan itibaren
(Lederberg ve Tatum, 1946), DNA’nin transferi, alimi ve entegrasyonu detayli olarak
arastirilmaktadir. Bakterilerdeki gen transferinin 3 farkli mekanizma ile meydana
geldigi belirlenmistir. Bunlar; transformansyon, transdiiksiyon ve konjugasyondur.
Transformasyon, ¢ift sarmal DNA parcalarinin kompetent bakteri hiicre tarafindan
alinmasi islemidir. Yeni DNA bakteriyel kromozomun i¢ine yerlesip ve sonrasinda alici
hiicre ile kendisini yenileyebilir. Transdiiksiyon ise enfeksiyon asamasinda verici DNA
gen aktarici bakteriyofaja girdiginde ve alic1 hiicreye enjekte edildiginde transdiiksiyon
olmaktadir. Konjugasyon vericideki plazmitin aliciya aktarilmasi ile meydana gelir.
DNA transfer yontemleri bakteriyel molekiiler genetigi anlamamiza katki saglamakta ve
genetik miihendisligi teknolojisinin gelisiminde Onemli faktdr olarak karsimiza

cikmaktadir.

Araziye yayilmis olan aritma ¢amurlarinda ve ¢iftlik hayvani yetistiriciliginden
elde edilen giibrede bulunan antibiyotik aktif maddeleri sizint1 ile yer alt1 sularina ve
sucul ¢evreye ulasirlar. Balik ciftliklerinde kullanilan antibiyotikler ise dogrudan sucul
cevrede birikirler (Halling-Sorensen vd., 1998, Kiimmerer, 2004). Cesitli yollarla
cevreye giren antibiyotik aktif maddeleri hastane atik sularinda (Brown vd., 2006),
aritma tesisi ¢ikisinda (Hirsch vd., 1999), kentsel atik sularda (Golet vd., 2001), yeralti
ve ylizey sularinda (Hirsch vd., 1999), sedimentte ve nehir sularinda (Halling-Sorensen

vd., 1998) ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunabilmektedir.
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Insani tiiketim ve bosaltimdan sonra antibiyotikler ve antibiyotik kalintilar1 alici
ortamlara karigmaktadirlar. Suni giibre olarak toplama tanklarinda saklanan hayvan
atiklarindaki antibiyotik kalintilar1 topraga ve daha sonra alici sulara karigsmaktadir.
Ayrica bu kalintilar yagislarla birlikte yiizey sularina karigmaktadir. Hayvan {iiretim
ciftliklerine yakin yerlerdeki yiizey ve yer alt1 sularmin 10 pg/l ye kadar antibiyotiklerle
kontamine oldugu belirtilmistir (Campagnolo vd., 2002). Antibiyotiklerin sucul ¢evreye

karismasinda olasi yollar Sekil 4’te gosterilmistir.

Uretim
Veternertik bitytme
Tip alam - faktora
|l & AT
Kanahzasyon ) 4 Gubre
Ditzenli depolama
y
Atksu antma tesisleri = Yiizey suyu Toprak

et A v A
ety Sediment
EEN NI
Yeralts suvu

|

f¢me suyu

Sekil 4. Antibiyotiklerin sucul ¢evreye ve igme suyuna karisma yollar1 (Ternes, 1998).

Hedef organizmasi bakteriler olan antibiyotiklerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
atik su aritma tesislerinden alict ortama siirekli olarak desarj edilmesi, mikrobiyal
ekoloji lizerinde olumsuz etki meydana getirdigi gibi mikroorganizmalarin
antimikrobiyal ilaglara kars1 direng gelistirmesine de neden olabilmektedir (Jorgensen

ve Halling-Sorensen, 2000; Costanzo vd., 2005; Sungpyo ve Diana, 2007).
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Antibiyotiklerin iiretim ve tiiketimindeki artiga bagli olarak gelisen antibiyotik
direnci sucul c¢evrede dogal olarak bulunan mikroorganizmalar ile insan ve hayvan
kaynakli mikroorganizmalar arasinda diren¢ genlerinin aktarimina neden olur (Baquero
vd., 2008). Bu aktarim sonucunda mikroorganizmalarin gen havuzunda Onemli
degisiklikler gozlenir. Bu uzun vadeli ve geri doniisiimsiiz etkiler sonucunda ekolojik
dengenin bozulmasi, bakterilerin i¢inde bulundugu ortamda dogal seleksiyon gegirerek
antibiyotiklere karsi direng genleri olusturmasina ortam saglamaktadir (Jorgensen ve
Halling-Sorensen, 2000; Levy ve Marshall, 2004). Bu sekilde sucul ¢evrede direng
genlerinin gittikge artis1 ekolojik bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kiimmerer,
2004).

Antibiyotik diren¢ genlerinin sucul ekosisteme atiksu aritma tesisleri tarafindan
aktarilmasi ile olusan antibiyotik direnci toplumun ve iilkelerin 6nemli bir sorunu haline

gelmis olup tilkemizde de ¢ok ciddi bir “gevresel kirlilik”” problemidir (Rysz vd., 2004).

Ozgiimiis vd. (2007), Rize’de halkin kullandig1 igme sularindan (musluk ve pinar
sular) izole ettikleri cogul antibiyotik direngli fekal koliform bakterilerdeki antibiyotik
direncinin hareketli genetik elemanlar olan konjugatif R plazmitleri, transpozonlar ve
integronlar tarafindan tasindigim tespit etmislerdir. Igme sularinda bulunan fekal
kokenli 117 E.coli susundan tiginde dhfrl-aadAl (1586 bg) ve dfrAl7-aadA5 (1683 bg)
gen kasetlerini iceren sinif 1 integronlari belirlemiglerdir. Tetrasiklin direncinin
molekiiler mekanizmasini da inceledikleri ¢alismalarinda, tetrasikline direngli 8 E.coli
susundan dordiinde tet(A) genini, ikisinde tet(B) genini, birinde hem tet(A) hem de

tet(B) genini saptamiglar fakat tet(C) genini tespit edememislerdir.

Colakoglu vd. (2010), Rize deniz suyu orneklerinden izole ettikleri koliform
bakterilerde, tetrasikline direncli suglar arasinda tet(B) geninin yaygin oldugunu fakat
tet(A) ve tet(C) genlerinin bulunmadigini tespit etmislerdir. Ayrica bir E. coli susunun
simif 1 integron (2.0 kb), diger bir E. coli susunun ise sinif 2 integron (2.2 kb) tasidigini
ve DNA dizi tahlili ile class 1 ve class 2 integronlarin sirasiyla blaoxa-s0-aadAl ve

dfrAl-sat2-aadA gen kasetlerini igerdigini gostermislerdir.
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Ciftciler ciftliklerde yetistirdikleri hayvanlarda biiyiimeyi hizlandirmak, hastalik
oncesi proflaktik hem de hastalik sonrasi terapotik amagli olarak yiiksek dozlarda
antibiyotik kullanmaktadirlar. Bu maddelere maruz birakilan hayvanlar diger bir
taraftan direncli bakterilerle yiiz yiize gelmektedirler. Direngli bakteriler i¢eren hayvan
diskilarinin giibre olarak kullanildig: topraklarda antibiyotik direnci yetistirilen bitkilere
bulagmasiyla antibiyotik diren¢ genleri kontrolsiiz bir sekilde tiim yasam alanlarina
yayilmaktadir (Pruden vd., 2006; Sekil 5). Cok hiicreli canlilar biinyelerinde bulunan
mikroorganizmalari ¢evresindekilerle degistirmek zorunda kalmaktadir. Bundan dolayi,
insanlar ve hayvanlar da antibiyotik direngli bakterilerin yayilmasinda etkin rol

oynamaktadirlar (Allen vd., 2010).

Antibiyotik alan Antibiyotik ()
o hayvanlarin aldigimizda
' < badirsaklarinda bagirsagimizdaki e
< bakteri direng bakteri direng
geligtirir gelistirir

, ‘ @ ez Usulince
{ iglenmemig
d / veya iyi \\J = Ganliok hayatimizda

v pigmemis et ~N Ve \}9‘ direngli bakteriyi .
@ toketildiginde :_h yaymaya devam ederiz \
direncli bakteri Bir saghk
mzana:geger \ / kurulusunda

tedavi oluruz
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/ ol BT ') ¥
Direngli bakteri s : _r
iceren hayvan digkisi Direncli bakteri saghk

veya suyun , gahgani vasitasi ile 2 . : aline
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/ % \ ‘ /

Direngli bakteri % 5 <
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kalabilir ve diger hastalara bulagir
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bagirsagina «

yerlegir "

Sekil 5. Antibiyotik direncinin insan ve hayvanlar yoluyla ¢evreye yayilmasi (URL-4).

1.8. Onceki Cahsmalar

Canlilar tarafindan dogrudan veya dolayli olarak nehir, gél ve deniz ¢evresine,
bilingsiz bir sekilde birakilan atiklarin geri doniisiim olarak degerlendirilmemesi ya da
bu aritim iglemlerinin yetersiz olusundan &tiirii biyolojik hayatin siirekliligi ve

verimliligi siirekli risk altindadir. Bu ortamlardaki kirlilik oraninin artmasi o sularin
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bulundugu ¢evreyi de olumsuz etkilemektedir. Birgok nedenden dolay1 gergeklesen bu
kirlilik, yasam kalitesini ve insanlarin hayatint devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan
dogal kaynaklarin varligin1 olumsuz bir sekilde etkilemekte olup biiylik 6nem
tasimaktadir. Bununla beraber tarim arazilerinde ve balik c¢iftliklerinde bilingsiz ve
kontrolstiz bir sekilde kullanimi yapilan antibiyotikler alict suslara karistiklarinda
buradaki mikroorganizmalarda direng geni olusturarak antibiyotiklere karsi savunma
sergiledikleri bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar sonucu kiiltiir
balik¢iligr yapilan isletmelerde kullanilan antibiyotikler sucul ekosisteme zarar
vermekte ve direngli bakterilerin cogalmasina neden olmaktadir (Kiimmerer, 2009). Bu
tir olaylar sonucu ortamda bulunan direngli mikroorganizmalar direng genlerini

hastalikli olan veya olmayan bakterilere aktarmasiyla sorun daha da biiyiimektedir.

Literatiirde denizel ortamlarda, lagiin, gol, deniz, dere, nehir ve igme sularindan
izole edilen bakterilerin antibiyotiklere karsi gostermis olduklar1 direng veya
hassasiyetler ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur (Toroglu vd., 2005; Yardime1, 2009; Su
vd., 2011; Shah vd., 2012). Bu ¢alismalar incelendiginde bakterilerin izole edildikleri
yer, zaman ve test edilen antibiyotiklerin ve konsantrasyonlarindaki farkliliklardan

dolay1 bakteriler arasinda direng farkliliklar1 gozlemlenmektedir.

Cardak ve Altug (2010), Istanbul Bogazi’nda Enterobacteriacea ailesinin tiir
dagilimini detayli bir bigimde arastirdiklari ¢aligmalarinda en yaygin tiiriin E.coli (%28)
oldugunu ortaya koymuslardir. Giineybat1 sahilinde yapilan bir diger ¢calismada enterik
bakteriler igerisinde en sik E.coli (%36,7) tiiriiniin bulundugu bildirilmistir. Bu sahilde
alinan numuneler izole edilerek yapilan calismalar sonucu enterik bakterilerde en
yiiksek direng orani ampisilin antibiyotigine (%100) karsi saptanirken imipenem

antibiyotigine direng saptanmamustir (Sivri ve Seker, 2010).

Matyar (2012), Dogu Akdeniz kiyilarinda yaptig1 calismada ise deniz suyundan
izole edilen bakterilerde en yaygin tiiriin E.coli (%8,2) oldugunu rapor etmistir. Ayrica,
Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki tatli su ortamlarindan izole edilen Enterobacteriaceae
tiyesi olan koliform bakterilerde en fazla direncin sulfametaksazol ve ampisilin

antibiyotiklerine kars1 oldugu bildirilmistir (Terzi, 2013; Capkin vd., 2015).
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Baska bir ¢alismada Rize ve Trabzon’daki bazi derelerden izole edilen
bakterilerde bakterilerin  ampisilin,  streptomisin, trimetoprim ve tetrasiklin
antibiyotiklerine kars1 direnci sirasiyla %58, %52, %24 ve %28,4 oldugu bildirilmistir
(Ozgumus vd., 2009).

Diger bir ¢alismada ise Trabzon’daki derelerden izole edilen fekal koliform
bakterilerde bakterilerin hepsinin en az bir antibiyotige direng¢li oldugu ve bakterilerin
en fazla ampisilin antibiyotigine (%73) kars1 direng sergiledigi tespit edilmistir (Sevim,

2005).

Vural ve Akgin (2011), Izmit Koérfezi’nde yaptiklar1 ¢alismada E.coli suslarmin
antibiyotiklere direngliliklerini tetrasikline (%350), sulbaktam-ampsiline (%62,5),
penisiline  (%62,5), amikasine  (%12,5), kloromfenikole  (%37,5) ve
trimetoprim/sulfametaksazole (%62,5) olarak tespit etmislerdir.

Kacar (2011), Izmir kiyr bolgeleri dahilinde 4 istasyondan aldigi M.
galloprovincialis“in bazi mikrobiyal karakteristiklerini belirlemek i¢in yapmis oldugu
bir ¢alismada, tiim istasyonlarda maksimum fekal koliform sayisin1t Mart, Mayis ve

Kasim aylarinda 2,4 x 10° MPN/100 g olarak tespit etmistir.

Croci vd. (2002), Mytilus galloprovincialis’in tiiketim i¢in uygunlugunun bir
indikatorii olarak kullanilan E. coli’nin indikatoér olarak yeterli olup olmadigini
belirlemek amaciyla temsilci olarak iki patojenik vibrio (V. cholerae O1 ve V.
parahaemolyticus)’nun davranislarin1 arastirmiglardir. M. galloprovincialis’i her {ig
bakteriyle kontamine ettikten sonra sayilarini belirlemek i¢in En Muhtemel Say1 (EMS)
metodunu kullanmislar ve sonug olarak, yumusakgalar diger mikroorganizmalardan

arindiginda indikator olarak kullanilan E. coli“nin yetersiz oldugunu saptamiglardir.
Kamruzzaman vd. (2013) nehir ve gollerin yiizey sularindan izole edilen E.coli

suslarinda ampisilini en direngli, imipenem ve meropenem antibiyotiklerini ise en

duyarl antibiyotikler olarak rapor etmislerdir.
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Kasgar (1992), Istanbul bogazinin Rumeli Kavag: bolgesinden ¢ikarilan midyeler
ve onlarin yasadigi ortam olan deniz suyundaki fekal koliform bakterileri incelemistir.
Topladig1 midyelerden izole ettigi E. coli suslarinin biyokimyasal ve tireme 6zellikleri
lizerine yapmis oldugu calismada, gerek midye, gerekse deniz suyunda saptanan fekal
koliform sayisinin standart degerlerin ¢ok {iizerinde oldugunu saptamistir. Ayrica,
yapilan degerlendirmelerde bu sayilarin 6zellikle yaz aylarinda arttig1 kis aylarinda ise

azaldigini tespit etmistir.

Phuong Hoa vd. (2008) Kuzey Vietnam’da yapmis olduklari bir arastirmada atik
su ve karideslerden izole edilen bakterilerde sulfonamid direngli genlerde en fazla sull
geni olmak iizere sirasiyla sul2 ve sul3 genini belirlemislerdir. Arastirma sonucu
bulunan bu genlerin sadece %2 sinde ii¢ gene rastlanmistir. Bu ¢alisma sonucunda atik
su ve karideslerden izole edilen bakterilere bakilarak numune alinan yerlerin sulfonamid
genlerine ortam sagladigi ve bakteriler arasinda plazmit bakimindan gen aktarimina

uygun oldugu belirtilmistir.

Marisol vd. (2000) nehir sularindan izole ettikleri Enterobacteriaceae (110) ve
Aeromonas (118) bakterileri iizerine yaptiklari ¢aligma sonucu Enterobacteriaceae ve
Aeromonas'in nalidik asite sirasiyla %20 ve %72'den fazlasinin diren¢li olduklarini

belirtmislerdir.

Mudryk vd. (2010) Baltik Denizi'nin giliney kiyilarinda deniz suyundan izole
ettikleri bakteriler tizerine yapmis olduklari ¢alismada 49 bakteri tiiriinden 19 tanesin de
test edilen antibiyotiklere karsi duyarli oldugu, 30 bakteriden ise en az bir tanesinin
direng geni tasidigr raporlanmistir. Raporlanan 30 izolatin direng diizeylerine
bakildiginda degerler sirasiyla AM %12, C %8,3, CIP %4,2, E %6,3 ve CXM %8 olarak

gosterilmistir.

Muirhead vd. (2004) yirittikleri bir ¢alismada, bir deredeki E. coli
yogunlugunun, sel veya yagmur olaylarindan sonra %59 oraninda azaldigimi
belirtmektedirler. Sullivan vd. (2005) su sinirlari; insanlar, siit inekleri ve tarimsal
alanlarin bulundugu bélgelere yakin olan akintilarda fekal koliform bakterilerin oldukg¢a

fazla oldugunu belirtmislerdir.
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Keban Baraj Golii'niin Kog kale bolgesinde yapilan bir ¢alismada 203 tane canli
su midyesi ve 10 tane su 6rnegi bakteriyolojik yonden incelenmis, yapilan arastirmalar
sonucu bolgede fekal kirlenmenin oldugu ve bolgede bulunan midyelerin insan sagligi
icin tehlike arz ettigi ancak sularin kirliligini temizleyici gorevi iistlendigi bildirilmistir

(Seker, 1997).

Matyar vd. (2008) iskenderun Kérfezi'nde yapmis olduklar1 bir arastirmada deniz
suyu, sediment ve karideslerden alman 31 farkli (236) sus Gr(-) bakteri izole
etmiglerdir. Disk diflizyon yontemi ile izole ettikleri bu bakterilerin 16 farkli
antibiyotige kars1 direng seviyeleri test edilmis ve en yliksek direng %93,2 ile ampsilin
bulunmustur. Bunu sirastyla streptomisin (%90,2) ve cefazolin (%81,3) izlemistir.

Bakterilerin %56,8'1 7 ve daha fazla antibiyotige kars1 direngli oldugu raporlanmistir.

1.9. Calismanin Amaci ve Gerekcesi

Ulkemizde sucul ¢evrede bulunan fekal koliformlarin antibiyotik direng fenotipi
ve genotipi ilgili calismalar rapor edilmesine ragmen, antibiyotik direncinin molekiiler
mekanizmalar1 ve ekolojileri iizerine smirli sayida calisma bulunmaktadir (Ozgiimiis
vd., 2007; Colakoglu vd., 2010; Sandalli vd., 2010). Onceki calismalar, sucul
ekosistemde antibiyotiklere direncin evrimi ve hareketli antibiyotik direng
determinantlarinin molekiiler epidemiyolojisi gibi konularin yeni oldugunu ve
arastirmalarin belirli bir bolge ile siirlhi kaldigim1 gdstermektedir. Dolayisiyla sucul
ekosistemlerdeki bakteriyel popiilasyonlar da yapilacak antibiyotik direng profili ile
ilgili daha kapsamli ve cesitli molekiiler calismalara ihtiyag oldugu agikca
goriilmektedir. Bu baglamda, yapmis oldugumuz ¢alismamizda antibiyotiklere direngli
bakterilerin atik sular, dereler veya diger su akimlari vasitasiyla denizlere ulasarak
rekreasyon ve balik¢ilik aktiviteleri amacli kullanilan deniz ekosistemlerine

yayilmasinda rol oynayan integronlar ve direng genleri arastirilmistir.

Cevrenin insan saghigini tehdit eden direnc¢ 6zelliklerinin potansiyel kaynaklari
oldugunun belirlenmesi bakteriyel hastaliklarla miicadele etmek i¢in son derece
onemlidir (Martinez, 2012). Bu riskleri arttiran kirleticilerin belirlenmesinin de ayr1 bir

Oonemi vardir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi sergilemis olduklari diren¢ o ortam
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hakkinda antibiyotiklere maruz kalma agisindan bilgi verebilmektedir. Canlilarin
bakteriyel hastalik tedavisinde kullanilan antibiyotikler en son alici ortam olan denizlere
ulastiklarinda bu ortamlarda bulunan bakterilerde direng seviyelerinde artiglara sebep
olmaktadir. Yapilacak olan bu c¢alismada E.coli izolatlarinda olusan direncin seviyesi,
tirli ve bu direngten meydana gelen genetik elemanlarin aktarilabilirliginin takip

edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki kabuklu tiirlerinden deniz
salyangozu ve kara midyeden izole edilen E.coli bakterilerinde antibiyotik direng
durumu, bakterilerde diren¢ geni bulundurma durumlart molekiiler biyolojik
yontemlerle analiz edilecektir. Diren¢ genlerini bir havuzda toplayarak suslarin ¢ogul
antibiyotik direngli olmasina neden olan ekstrakromozomal elemanlarin molekiiler
yapilart ile direng seviyesi arastirilacak ve incelenecektir. Direncin ortaya g¢ikma
zamani, midye ve salyangozdan izole edilen bakterilerde diren¢ geni farkliliklari,
direncin aktarilabilir boyutu konjugasyon deneyleri ile gergeklestirilecektir. Ulkemizde
boyle caligmalara son yillarda agirlik verilmeye baslanmis olmasindan dolayr bahsi
gecen ortamlardan izole edilen bakterilerle ilgili ¢alismalara rastlanmadigindan soz
konusu alanin hem antibiyotik direnci fenotipik bakimdan durumu ortaya koyulacak
hem de bu direnci saglayan antibiyotik diren¢ genlerinin varli§i da molekiiler teknikler

kullanilarak genotipik olarak ortaya koyulmustur.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nden toplanan kara midye ve deniz salyangozlarindan
izole edilen E.coli izolatlarinda;
e Izole edilen izolatlarin mevcut antimikrobiyal hassasiyet seviyelerinin belirlenmesi,
e Iki veya daha fazla antibiyotige diren¢ gdsteren suslarin ortaya koyulmas,
e izolatlarin MAR indekslerinin belirlenerek izole edildikleri ortamin kontaminasyon
durumunun ortaya koyulmast,
e Antibiyotik diren¢ genlerinin ve direngten sorumlu genlerin hangilerinin plazmitler
araciligiyla aktarilabilirliginin arastirilmasi ve bunun sonucunda da direng olusturan
bakterilerin ve diren¢ kazanilan antibiyotiklerin genetik profilinin c¢ikarilmasi

amaclanmustir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Metot

Dogu Karadeniz Bolgesi’nin tamaminin 6rneklenebilmesi i¢in bolgede bulunan
Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin sahillerinden toplam 12 istasyon segilmis ve bu
istasyonlardan kara midye (Mytilus galloprovincialis) ve deniz salyangozu (Rapana
venosa) drnekleri toplanmistir. Ornekler 2 ile 10 metre arasindaki derinliklerde tiiplii ve
serbest dalis teknigiyle temin edilmistir. Orneklerin islenmesi ve bakteriyel izolasyon ve
identifikasyon islemleri Civelek (2019) tarafindan ayrintili olarak verilmistir.

Ornekleme alan1 ve koordinatlari Sekil 6 ve Tablo 1'de gosterilmistir.

Sekil 6. Kara midye ve deniz salyangozu drneklerinin toplandigi istasyonlar.
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Tablo 1. Arastirma i¢in numune alinan yerler ve koordinatlar.

iVistasyon  istasyon 1 istasyon 2 Istasyon 3 Istasyon 4
Batlama Deresi Yaglidere Harsit Cay1
Giresun 40°54'34.4"N 40°56'49.1"N 41°00'32.5"N
38°2122.2"E 38°41'30.9"E 38°50'47.8"E
Carsibasi Degirmendere Yomra Deresi Stirmene Tersanesi
Trabzon 41°05'06.8"N 41°00'08.2"N 40°5720.0"N 40°55'17.9"N
39°22'45.0"E 39°4525.7"E 39°52'05.2"E 40°11'15.4"E
Rize Limant Cayeli Liman Ardesen Limani
Rize 41°02'15.9"N 41°0527.1"N 41°1124.0"N
40°30'34.3"E 40°4329.5"E 40°57'43.8"E
Hopa Cay1 Hopa Limani
Artvin 41°23'32.6"N 41°24'39.5"N
41°25'03.8"E 41°25'50.5"E

2.2. Antimikrobiyal Hassasiyet Testi

izole edilen ve stoklanan bakterilerin antimikrobiyal hassasiyet testleri Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2018) kitap¢iginda belirtilen standart disk
difiizyon metodu ile yapilmistir. Antimikrobiyal hassasiyet testlerinde Ampisilin (AM;
10pg), Aztreonam (ATM-30ug), Kloramfenikol (C-30pg), Florfenikol (F-30 pg),
Trimetoprim/Sulfametaksazol (SXT-25ug), Kanamisin (K-30ug), Sulfametaksazol
(SMZ-100png), Gentamisin (CN; 10ug), Oksitetrasiklin (T-30pg), Tetrasiklin (TE-30pug),
diskleri kullanilmigtir. Diskler Mueller Hinton Agar besiyerine yerlestirildikten sonra
plaklar 35 °C’de 18-36 saat inkiibasyona birakilarak ve inkiibasyondan sonra inhibisyon
zon caplari Olgiilerek bakterilerin bu antibiyotiklere kars1 direng ve hassasiyetleri CLSI
(2018) kitapcigindaki kriterlere gore direngli (R) ve hassas (S) olarak kaydedilmistir
(Sekil 7). Antimikrobiyal hassasiyet testi yapilirken kontrol susu olarak E. coli ATCC
25922 kullanilmastir.
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Sekil 7. Antibiyogram testinde zon ¢aplarinin goriintiisti.

2.3. Cogul Antibiyotik Diren¢ Indeksi

Tim izolatlar i¢cin Cogul Antibiyotik Diren¢ (MAR) indeksi degerleri
hesaplanmustir (Krumperman, 1983). izolatin direngli olan antibiyotik sayisinin, izolatin
toplam antibiyotik sayisina orani ile hesaplanan MAR indeksi (MAR=a/b); 0,2’den
bliylik olursa risk yiiksek iken, 0,2’den kiiciik veya esit oldugu ortamlarda ise
antibiyotik ya nadirdir ya da hi¢ bulasmamistir (Krumperman, 1983). a: Bakterinin

direngli olan antibiyotik sayisini, b: Test edilen antibiyotik sayisin1 gostermektedir.

2.4. DNA ve Plazmit DNA izolasyonu

Luria Bertani (LB) Broth besiyerinde iiretilen bakteriler DNA izolasyonlari i¢in
kaynatma yontemi kullanilarak PCR iglemlerinde Ornege ait kalip DNA hazir hale
getirilmistir. Kisaca LB Broth besiyerinde iiretilen bakteriler 3000 x g’de 5 dk santrifiyj
(Sekil 8) yapildiktan sonra iist kisim tiipten atilmistir. Ardindan iizerine 0,5 ml steril saf
su (RNAse ve DNAse igermeyen) eklenerek homojen hale getirilmistir. Ardindan 10
dakika kaynatilmis ve sogutulmustur. Numuneler tekrardan 1700 x g’de 5 dk santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiistiir. PCR islemlerinde 6rnege ait kalip DNA {ist kisimda bulunan
s1v1 kistmdan kullanilmistir (Boran vd., 2013).
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Sekil 8. Santrifiij islemlerinde kullanilan cihaz.

Bakterilerden plazmit DNA izolasyonu QIAGEN plazmit izolasyon kiti (QIAGEN
Inc., Chatsworth) kullanilarak yapilmistir. LB besiyerinde 12-16 saatlik kiiltiirii yapilan
bakteriler (200-250 rpm) 1,5 ml lik ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 6500 x g’de
santrifiij islemi uygulanarak ¢oktiiriilmiistiir. Ust kisim atildiktan sonra kalan bakteri
peletinin lizerine (200) Resuspension Solution eklenerek vortekslenmistir. Ardindan
tizerine 200 pl Lysis Solution eklenerek 4-5 kez ters-diiz edilerek karigtirilmistir. Daha
sonra 280 pl Neutralization Solution eklenerek hemen tiiplerin agzi kapatilip 4-5 kez
ters-diiz edilmistir. Tiipler santrifiije yerlestirilerek 14000 x g’de 5 dk santrifiij edilmis,
ardindan siipernatant: spin kolona aktarilarak tekrardan 1 dk santrifiij edilerek tiiplere
koyulmustur. Alinan kisima 400 pul Wash Solution eklenerek 1 dk santrifiij edilmistir.
Ardindan alt kisima zarar verilmeden 1.5 ml ependorf tiiplerine bosaltilmistir. Daha
sonra iizerlerine 50 pl elution buffer eklenip hafifce calkalanarak c¢oziinmeye

birakilmistir. Elde edilen plazmit elektroforez islemine kadar 20°C’de saklanmustir.

2.5. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PCR ile Tespiti

DNA izolasyonu ve plazmit izolasyonu sonucu elde edilen bakterilerde antibiyotik
direng genlerinin (sulfonamid; sull, sul2 ve sul3, beta laktam; ampC, blactx-m1,
amfenikol; cmlA, floR, kinolon; gnrS, aminoglikozit; aadA ve Class 1 ve Class 2
integron) varhig1 Tablo 2’de gosterilen primerler kullanilarak PCR ile belirlenmistir.

PCR islemlerinde ekstrakt edilen genomik DNA kalip DNA olarak kullanilmigtir. PCR
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karisimlar1 (buz igerisinde) 25 pl’lik hacimlerde hazirlanmis olup igerisine 100ng kalip

DNA, 12,5 ul 2X Master Mix PCR karisimi1 (NEB, New England Biolab Master PCR

kit), 100ng her primer ve 25 ul steril saf su koyulmustur. Tiipler PCR islemi i¢in Termal

Cycler’a konmadan 6nce karisimin homojen hale gelmesi i¢in karistiricili santrifiijde ilk

once karistirilip ardindan santrifiijlenerek tiipiin dibinde biriktirilmistir.

Orneklerin antibiyotik direng genlerinin belirlenmesinde Biorad Thermal Cycler

T100 cihaz1 kullanilmistir (Sekil 9). PCR isleminde 6rnek DNA's1 icermeyen reaktif

negatif kontrol kullanilmistir. Reaksiyon toplamda 35 dongiide tamamlanmis olup,
dongiiler 95°C’de 30 sn denaturasyon, 48-59°C’de 45 sn tutunma ve 68°C’de 45 sn

uzama seklinde gergeklesmistir. Reaksiyon ilk dongiiye baglamadan 6nce 95°C’de 30 sn

ve son dongiiden sonra 68°C’de 1,5 dk bekletilmistir (Tablo 3).

Tablo 2. Antibiyotik direng genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler.

PCR Uriinii  'tunma
Sekans (5’ - 3°) Hedef Gen Bovut Sicakhigr  Kaynaklar
y (°C)
CGGCGTGGGCTACCTGAACG
GCCGATCGCGTGAAGTTCCG sull 433 59 Kerrn vd., 2002
GCGCTCAAGGCAGATGGCAT " 203 55 Carmvd. 2002
_ errn o

GCGTTTGATACCGGCACCCGT su v
TCAAAGCAAAATGATATGAGC 3 187 18 Heuer ve Smalla,
TTTCAAGGCATCTGATAAAGA su 2007
TTCTATCAAMACTGGCARCC Schwartz  vd.,
CCYTTTTATGTACCCAYGA ampC 550 48 2003
TGTCATTTACGGCATACTCG

Saenz vd., 2004
ATCAGGCATCCCATTCCCAT cmiA 455 52 aenz v
CACGTTGAGCCTCTATATGG
ATGCAGAAGTAGAACGCGAC floR 888 55 Boyd vd., 2002
GCAAGTTCATTGAACAGGGT .
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCE IS 428 >7 White vd., 2000
TGATTTGCTGGTTACGGTGAC

Van vd., 2008
CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG aadA 284 52 anv
GGTTAAAAAATCACTGCGTC

. Saladin vd., 2002
TTGGTGACGATTTTAGCCGC  PlacTxm 863 49 aladin v
GGCATCCAAGCAGCAAG .. Lévesque vd.,
AAGCAGACTTGACCTGA Class 1 degisken 50 1995
GATGCCATCGCAAGTACGAG
CGATTTGTA
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Tablo 3. Antibiyotik direng genlerinin belirlenmesinde uygulanan PCR protokolii.

PCR Basamaklari Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii Sayisi
Birinci denaturasyon 95 30 1
Denaturasyon 95 30 35
Tutunma Tablo 2 45 35
Uzama 68 45 35
Son uzama 68 90 1

Sekil 9. PCR islemlerinde kullanilan thermal cycler cihazi.

2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan PCR isleminden sonra izole edilen plazmit ve genomik DNA agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek UV 1s1k sistemi altinda incelenmesi yapilarak kayit altina
alinmigtir. Kisaca 0,5 X TAE buffer kullanilarak %1 lik agaroz ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Cozelti mikro dalga firinda kaynatilip iyice ¢oziildiikten sonra sogumaya alinmis ve 0,5
pul/mL etidyum bromiir eklenerek karigtirllmigtir. Hazirlanan jel tank i¢ine homojen
olarak dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilerek 25 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Cozeltinin jellesmesini takiben taraklar ¢ikartilip elektroforez tanki
cihaza yerlestirilerek iizerini ortecek kadar 0,5 x TAE buffer eklenmistir. Ornekler
yiilkleme boyas1 ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ornekler
yiiklendikten sonra jel elektroforez cihazina baglanarak 100V'da 45 dakika

yuritiilmiistir (Sekil 10). Bantlar jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat Quantum
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Capt Software Goriintilleme Sistemi) kullanilarak kayit edilmistir (Sambrook ve
Russell, 2001; Sekil 11).

Sekil 11. Jel goriintilleme (A) ve kayit sistemi (B).
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2.7. Gen Transferi (Konjugasyon)

Orneklenen kara midye ve deniz salyangozlarindan izole edilen bakterilerin
antibiyotik  diren¢ genlerinin aktarilip  aktarilmadigin1  belirlemek amaciyla
gerceklestirilen konjugasyon deneyinde Rice vd. (1990) tarafindan yapilan broth mating
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Ozetle, izole edilen bakteriler verici olarak
kullanilirken alic1 olarak E.coli'nin K-12J53-2 (Rifampisin direngli) susu kullanilmistir
(Ozgumus vd., 2007). Verici ve alici hiicreler ayr1 ayr1 antibiyotik igcermeyen 3ml LB
Broth besiyerinde logaritmik fazda ¢ogaltildiktan sonra esit hacimde karigtirilarak bir
gece inkiibatorde 35°C’de 10-12 saat atmosferik ortamda iretilmistir.
Transkonjugantlarin se¢imi icin 150 pg/ml rifampisin ve verici bakterinin direncli alict
bakterinin duyarli oldugu antibiyotik konsantrasyonunu iceren LB agar besiyeri
kullanilmistir (Rice vd., 1990). Konjugasyon deneylerinde her bir susun tasidig direng
genleri agisindan diren¢ genlerinin aktarilabilirligi ayr1 ayr1 belirlenmistir. Elde edilen

E. coli transkonjugantlart -70 °C’de %15 gliserollii ortamda stoklanmustir.

2.8. DNA Dizi Analizi

Bakterilerde ve transkonjugant bakterilerde bulunan direng¢ genlerinin PCR
tirtinlerinin sekans1 dncesinde bazi drneklere PCR primerleri kullanilarak istenilen gen
bolgesi ¢ogaltilmistir. Daha sonra son iiriin ile birlikte primerler Macrogen Europe’a
gonderilerek dizi analizleri yaptirilmistir. “National Center for Biotechnology

Information” veri tabanlar1 kullanilarak sekanslar karsilastirilmistur.
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3. 3. BULGULAR

Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Artvin, Rize, Trabzon ve Giresun illerinden
toplam 12 istasyondan yapilan mevsimlik 6rneklemeler sonucu toplamda 54 adet E. coli
izolat1 elde edilmistir. Bu 54 adet izolatin 35 tanesi kara midyeden izole edilirken 19

tanesi de deniz salyangozundan izole edilmistir.

3.1. Antibiyotik Direncliligi

Farkli bolge ve farkli zamanlarda izole edilen bakterilerde antibiyotiklere karsi
gostermis olduklar1 direng/hassasiyet durumlarn farklilik gostermektedir. Yapilan bu
calismada bakterilerin %83,3 i Sulfametaksazola kars1 direng sergilemistir. Ardindan en
yiiksek direng %66,7 ile ampisiline kars1 iken bunu %37 ile aztreonam antibiyotigi takip
etmektedir. Florfenikol antibiyotiginin ise test edilen antibiyotikler arasinda en az direng
gosterilen antibiyotik oldugu belirlenmistir. izole edilen E.coli izolatlariin
antimikrobiyal maddelere karsi sergilemis olduklari direng/hassasiyet seviyelerinin

belirlendigi antibiyogram test sonuglar1 Tablo 4'te gosterilmistir.

Tablo 4. Antimikrobiyal hassasiyet sonuglari.

Direngli (R) Duyarh (H)
Antimikrobiyaller n % n %
Oksitetrasiklin T30 10 18,5 44 81,5
Ampisilin AM10 36 66,7 18 333
Aztreonam ATM30 20 37,0 34 63,0
Tetrasiklin TE30 10 18,5 44 81,5
Kloramfenikol C30 3 5,6 51 94,4
Kanamisin K30 13 24,1 41 75,9
Florfenikol FFC30 1 1,9 53 98,1
Trimetoprim/Sulfametaksazol STX25 6 11,1 48 88,9
Sulfametaksazol SMZ100 45 83,3 9 16,7
Gentamisin CN10 7 12,9 47 87,1
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3.2. Cogul Antibiyotik Diren¢ Indeksi

Izole edilen 54 bakteri tiiriine 10 farkli antibiyotik uygulanarak Cogul Antibiyotik
Diren¢ (MAR) indeksi belirlenmistir. Bakterilerin antibiyotiklere karst MAR indeksi
degerleri bakildiginda tiim izolatlar i¢in MAR indeksi 0,28 olarak bulunmustur.
Istasyonlar arasinda MAR indeks degeri en yiiksek 0,34 ile Trabzon'da hesaplanirken bu
deger Giresun'da 0,29, Rize'de 0,20 ve Artvin'de 0,18 olarak hesaplanmustir. izolatlara
ait MAR indeks degerleri Sekil 12'de gosterilmistir.

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

1

MAR Indeks

Tiim Artvin Rize Trabzon Giresun
izolatlar

Sekil 12. izolatlara ait cogul antibiyotik direng indeksi degerleri.

3.3. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Dagilim

Dogu Karadeniz Bolgesindeki yapilan bu calismada Artvin, Rize, Trabzon ve
Giresun illerine ait kiyr kesimden toplanan kara midye ve deniz salyangozlarindan
alinan 6rneklerden izole edilen E.coli izolatlarinda sulfonamid grubuna ait 3 gen (sull,
sul2 ve sul3), beta laktam gurubuna ait 2 gen (ampC ve blactx-m1), amfenikol grubuna
ait cmlA ve floR genleri, aminoglikozit grubuna ait aadA geni, kinolon grubuna ait gnrS
geni ile birlikte Class 1 ve Class 2 integronlarin varligi molekiiler yontemlerle

aragtirtlmistir. Bakterilere ait direng geni bulundurma Tablo 5'te gosterilmistir.
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Tablo 5. Antibiyotik diren¢ genlerinin varligi.

Toplam (%) Artvin (%) Rize (%) Trabzon (%)  Giresun (%)

n 54 4 13 18 19
sull 35,2 25 30,8 27,8 47,4
sul2 16,7 - 15,4 16,7 21,1
sul3 3,7 - - 111 -
ampC 98,1 100 100 100 94,7
cmlA 72,2 50 53,8 83,3 78,9
floR 18,5 50 23,1 16,7 10,5
gnrS 5,6 50 0,0 5,6 0,0
aadA 16,7 25 15,4 16,7 15,8
blactx-m1 88,9 75 92,3 88,9 89,5
Class | 42,6 100 38,5 33,3 42,1
Class Il - - - - -

Yapilan bu arastirmada farkli istasyonlardan kara midye ve deniz
salyangozlarindan izole edilen bakterilerde en yiiksek diren¢ geni %98,1'lik oran ile
ampC geni olmustur. ampC geninden sonra bakterilerde bulunan en fazla gen %88,9 ile
blacTx-m1 genidir. Sulfanomid grubunda ise en fazla %35,2 ile sull geni olmustur. Sull'i
takiben sirastyla %16,2 ve %3,7 oranlariyla Sul2 ve Sul3'te tespit edilmistir. Beta laktam
grubunda ise ampC geninden sonra blactx-m1 (%88,9) yine en fazla tespit edilen gen
olmustur. Amfenikol grubunda ise en yiiksek gen %72,2 ile kloramfenikol (cmlA) direng
geni ve %18,5 oran ile florfenikol (floR) diren¢ geni bulunmustur. Kinolon direng geni
olan gnrS geni ise toplam bakterilerin sadece %35,6'sinda tespit edilmistir. Artvin, Rize
ve Giresun’da sul3 geni hig tespit edilemezken Trabzon ilindeki noktalardan izole edilen
bakterilerin %11,1'inde tespit edilmistir. Bunun yaninda Artvin ilindeki numune alinan
noktalarda sul3 geni tespit edilirken sul2 geni tespit edilmemistir. Mevsim bazinda izole

edilen suglardaki antibiyotik diren¢ genlerinin dagilimlarmma bakildiginda ise beta
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laktam direng genlerinin neredeyse her mevsim tespit edilmistir. Bunun yaninda flor ve
cmlA genler de ilkbahar ve yaz mevsimlerinde daha yiiksek oranda tespit edilmistir.
Farkli mevsimlerde izole edilen bakterilerin izole edildigi mevsime goére antibiyotik

direng geni bulundurma durumlar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Izole edilen mevsime gore antibiyotik diren¢ genlerinin dagilima.

Ilkbahar (%) Yaz (%) Sonbahar (%) Kis (%)

n 15 17 14 8
sull 33,3 29,4 28,6 62,5
sul2 26,7 11,8 7,1 25,0
sul3 6,7 5,9 - -
ampC 100 94,1 100 100
cmiA 80,0 76,5 78,6 37,5
floR 6,7 35,3 21,4 -
gnrS - 11,8 7,1 -
aadA 6,7 17,6 214 25,0
blactx-m1 93,3 76,5 100 87,5
Class | 26,7 58,8 35,7 50,0
Class Il - - - -

3.4. Plazmit Varhg

Dogu Karadeniz bolgesindeki istasyonlarda yapilan bu ¢alismada kara midye ve
deniz salyangozu Orneklerinden izole edilen toplam 54 adet bakterinin plazmid
bulundurup bulundurmadiklar1 arastirilmisti. Bu amacgla plazmid izolasyonu
yapilmustir. izolasyon sonucu ise 54 adet bakteriden 24 tanesinde (%44,4) plazmit tespit
edilmistir. Istasyon olarak izole edilen bakterilerde en fazla plazmid varligi 6rnekleme

yiizdesi olarak en fazla (%75,0) Artvin ilinde tespit edilmistir. Bunu sirastyla Trabzon,
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Giresun ve Rize (%50,0), (%42,1) ve (%30) takip etmistir. Izole edilen bakterilerden
plazmid tespit edilenlerin bakterilerin izole edildigi yere gore sayisi ve yiizdeleri Tablo
7'de gosterilmistir. Tespit edilen plazmidlerin molekiil biiyiikliiklerinin 2-10 kb arasinda

degistigi tespit edilmistir.

Tablo 7. izole edilen bakterilerde plazmit bulundurma durumlari.

Istasyon n Plazmit varhgi (n) Plazmit varhgi (%)
Artvin 4 3 75,0
Rize 13 4 30,8
Trabzon 18 9 50,0
Giresun 19 8 42,1
Toplam 54 24 44,4

3.5. Gen Transferi (Konjugasyon)

Caligsmada izole edilen bakterilerin plazmid profilleri belirlendikten sonra alic1 sus
olarak kullanilan E.coli K12 J53-2 susu ile verici olarak plazmid igeren bakterilerle
konjugasyon (gen aktarimi) deneyleri gerceklestirilmistir. Yapilan konjugasyon
deneyleri kapsaminda plazmid iceren toplam 24 bakterinin 10 tanesi plazmidlerini alict
susa aktarabilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen transkonjugant
bakterilerde orijinal susta varligi daha Onceden tespit edilen antibiyotik direng
genlerinin varligi arastirllmistir. Kis ve ilkbahar mevsiminde Giresun istasyonundan
toplanan kara midyeden izole edilen E.coli izolatlarinda cmlA geni transfer edemedigi
tespit edilmistir. Bunun haricinde plazmitini aktarabilen suglardaki diren¢ genlerinin

hepsi alic1 sug olan K12 J53-2 susuna aktardig: tespit edilmistir.

3.6. DNA Dizi Analizi Sonuclari

Dogu Karadeniz bolgesindeki istasyonlardan temin edilen kara midye ve deniz
salyangozlarindan izole edilen E.coli suslarmin bazilarinda ve konjugasyon
islemlerinden sonra elde edilen transkonjugant bazi bakterilerin tasimis olduklar
antibiyotik diren¢ genlerinin dizin analizleri veritabanindaki sekanslar ile

karsilagtirilmis ve sekansi gen bolgeleri i¢in %90-99 arasinda benzerlik bulunmustur.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu ¢alismada Dogu Karadeniz'de 12 farkli istasyondan toplanan kara midye ve
deniz salyangozu orneklerinde E.coli bakterilerinin antibiyotik direnci ve direng
genlerinin varlig arastirilmistir. Kara midye ve deniz salyangozu 6rnekleri laboratuvara
getirildikten sonra orneklerde bakteri izolasyonu islemleri gergeklestirilmis ve izole
edilen bakterilerin tiir teshisi yapilmistir. Orneklerden 35 tanesi kara midyeden 19 tanesi

deniz salyangozundan olmak tizere 54 E.coli izolati izole edilmistir.

Dogu Karadeniz hem konumu hem de sanayinin gelismesi ile yogun kirlilige
maruz kalmaktadir. Bu kirlilik kaynaklar1 su tasinim duragi olan denizlerdeki canlilari
etkilemektedir. Sucul ortamlardaki bakteriyolojik kirlenmeler, yerlesim birimlerindeki
yiiksek niifus artis oran1 ve buna bagl olarak denizlerin bilingsizce atiklarla kirletilmesi,
altyapt konusundaki eksikliklerden dolay1 kanalizasyonlarin yetersiz olmasi ve hig
olmamasi gibi nedenlerle giderek artmaktadir (Colakoglu, 2007). Diinya literatiiriinde
denizel ortamlardaki birikiminin en iyi gozlemlendigi canlilarin ¢ift kabuklular oldugu
bilinmektedir. Bu canlilarin insanlar i¢in 6nemli besin kaynagi olmasi ve su tiirlinleri

sektorlinde onemli bir paya sahip olmasi, yapilan ¢alismalar1 6nemli kilmaktadir.

Calismada kirlilik indikatorii olarak koliform bakterinin tercih edilmesinin
nedenleri arasinda, koliformlarin yakin zamanda gergeklesen gevresel kontaminasyonu
isaret etmeleri ve diger kirlilik indikatorleriyle iy1 bir kolerasyon gosteriyor olmalaridir.
Sularda biyolojik Kirliligin bir gostergesi olan koliform bakteriler insanlarin ve
hayvanlarin bagirsaklarinda bulunmakta ve fekal olarak alici ortama ulagmaktadir

(Alemdar vd., 2009).

Yapilan c¢ogu calismada midyelerin ve deniz salyangozlarinin mikrobiyal
karakteristiklerinin ortaya koyulmasinin amaglandigi goriilmektedir (Altug ve Giiler,
2002; Kacar, 2011; Avsar ve Berber, 2014). Baz1 calismalarda da E. coli’nin dogal
ortamlarda gesitli antibiyotik smiflarina kars1 direng artisinin oldugu bildirilmektedir
(Rees vd., 2015). Midye ve salyangoz gibi su lriinlerindeki antibiyotik direngli fekal

bakteriler insanlara su veya gida yoluyla bulasabilmektedir. Bu durum da bilim
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adamlarinin ilgisini arttirmis ve insanlara bulasma durumlarinin tespiti i¢in ¢alismalar

bu yonde agirlik kazanmustir.

Bu tiir ¢alismalar incelendiginde bakterilerin izole edildikleri yer, zaman ve test
edilen antibiyotiklerin ve konsantrasyonlarindaki farkliliklardan dolayr bakteriler
arasinda direng farkliliklart gozlemlenmektedir. Bunun yaninda yapilan calismalar da
bakterilerin  ¢ogunlukla birden fazla antibiyotige direngli  olduklarindan

bahsedilmektedir (Matyar, 2012; Sivri vd., 2012).

Yapilan bu calismada ise elde edilen E. coli suslarinda en fazla direncin
sulfametaksazol antibiyotigine karsi oldugu belirlenmistir. Sulfametaksazol direncinden
sonra bakterilerde gozlenen en yiiksek diren¢ ampisilin antibiyotigine karsi olmustur.
Test edilen antibiyotikler arasinda en etkili antibiyotigin florfenikol antibiyotigi oldugu
belirlenirken bunu yine ayni grup antibiyotik olan kloramfenikol takip etmistir.
Karadeniz Bolgesinde su {riinleri yetistiriciligi alaninda tetrasiklin  grubu
antibiyotiklerin yogun olarak kullanildigi bildirilmesine ragmen (Kayis, 2009) bu
caligma kapsaminda denizel ortamlardaki kara midye ve deniz salyangozlarindan izole
edilen E. coli’lerde oksitetrasiklin ve tetrasikline karsi direng disik (%]18,5)
bulunmustur. Bu durum, tetrasiklin grubu antibiyotiklerin derin olmayan sahil sularinda
fotolizden (baskin degradasyon yolu) dolay1 antibiyotigin daha hizli degrade olmasi ve
ayrica antibiyotigin deniz suyundaki kalsiyum ve magnezyum ile birlestiginde selat
olusturmasindan kaynaklandig1 s6ylenebilir (Xuan vd., 2009). Bakterilerde florfenikol
antibiyotigine karsi direncin az olmasi bu antibiyotigin yeni gelistirilen bir antibiyotik
olmasina baglanabilir. Bu ¢alismada kara midye ve deniz salyangozlarindan izole edilen
E. coli bakterilerinin antibiyotiklere karst durumlart hem Karadeniz Bolgesi’nde yapilan
caligmalarla hem de diger bolgelerde yapilan ¢alismalarla benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir.

Cogul antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi Krumperman (1983) tarafindan
gelistirilmis bir kriter olup, sucul ¢evrenin antibiyotiklere maruz kalmalar1 neticesinde
ortamdaki bakterilerin direng gelistirmelerini ifade eder ve indeks degerinin 0,2’den
yiiksek olmasi ortamdaki bakterilerin asir1 bir kirlilige maruz kaldigin1 gosterir. Yapilan

birgok ¢aligmada MAR indeksi 0,2’den yiiksek degerlerde bulunmustur. Matyar (2012)
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Dogu Akdeniz sahillerinde yapmis olduklart ¢aligmada bu degerin 0,2 ve 0,75 arasinda
degistigini belirtirken, Su vd. (2011) Cin’in giineyindeki kiiltiir balik¢iligi yapilan
isletmelerden izole ettikleri Enterobacteriaceae bakterisinde bu oran 0,56 olarak
belirtilmistir. Ayrica, yayin balig1 yetistirilen ii¢ ¢iftlikten izole edilen izolatlar da MAR
indeksi degerinin 0,36 ve 0,62 degerlerinde oldugu bildirilmistir (Sarter vd., 2007).
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yiiriitiilen bagka bir ¢alismada ise alabalik isletmelerinin
su ve sedimentlerinden alinan 6rneklerden izole edilen koliform izolatlarinda MAR
indeksi degeri 0,19-0,83 arasinda degisiklik gdsterirken baliklardan alinan bakterilerde
ise bu deger 0,42-0,83 arasinda oldugu bildirilmistir (Terzi, 2013; Capkin vd., 2015).
Yiirtitiilen bu ¢aligmada ise MAR indeksi degerleri 12 istasyondan izole edilen toplam
54 bakteri icin 0,28 olarak belirlenmistir. MAR indeksi degeri istasyonlar agisindan
degerlendirildiginde en yiilksek MAR indeksi degeri Trabzon’daki istasyonlardan
toplanan kara midye ve deniz salyangozlarindan izole edilen E. coli bakterilerinde tespit
edilmistir. Bu durum Karadeniz’in Trabzon sahillerinin daha cok kirlilige maruz
kaldigin1 gosterebilir. Bunun yaninda MAR indeks degeri acgisindan en yiiksek ikinci
deger Giresun istasyonlarinda hesaplanirken bunu Rize ve Artvin takip etmistir. Bu
degerler incelendiginde, MAR degerlerinin ne kadar yliksek oldugu goriilmektedir.
Sadece Artvin istasyonlarindan izole edilen E. coli izolatlarinda MAR degeri kritik
deger olan 0,2°den diisiik hesaplanmistir. Diger istasyonlarin hepsinde bu deger 0,2 ve
tizerinde hesaplanmistir. Bu durum bu bakterilerin izole edildigi ortamlarin insani ve
hayvansal yonden bir kirlilige maruz kaldiginin bir gostergesi olarak diigiiniilmektedir.
Son alic1 ortam olan denizel ortamlar evsel kokenli antibiyotik kullaniminin, hastane
kaynakli antibiyotik desarjlarinin hem sucul hem de karasal hayvanlarda kullanilan
antibiyotik ve kalmtilarinin bir sekilde denizlere ulagmasi sonucu MAR indeks

degerlerin denizel ortamlarda yiiksek hesaplanmaktadir.

Antibiyotiklerin diinya capinda bakteriyel hastaliklarla miicadele etmek igin
kullanildig1 bilinmektedir. Bu maddeler tedavi etme amaglarinin yaninda antibiyotik
direncli bakterilerin ve dogal olarak antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmalarina da
sebep olmaktadir. Fakat antibiyotik direngli bakteriler ve bunlara direnci saglayan
direng genlerinin yayilmasinda c¢evredeki bakterilerin Onemi tam anlamiyla
bilinmemektedir. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 diren¢ seviyelerinin klasik

yontemlerle belirlendigi bu calismada, molekiiler genetik testler kullanilarak
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bakterilerin antibiyotik diren¢ genleri de belirlenmistir. Literatiirdeki son yillarda
yapilan calismalar incelendiginde bakterilerin antibiyotik diren¢ genlerinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yogunluk kazandigi goriilmektedir (Phuong Hoa
vd., 2008).

Sulfanomid grubu olan bu antibiyotikler sistemik kullanima giren ilk
antibiyotiklerdir (Skold, 2001). Bakteri direncinin artmasi, penisilinlerin bulunmasi ve
daha az toksik antibiyotiklerin iiretilmesinden dolay1r sulfanomidlere gereksinim
azalmistir. Phung Hoa vd. (2008) Kuzey Vietnam’da atik su ve karidesler iizerine
yapmis olduklar1 bir arastirmada en fazla sull genini bulduklarini rapor etmislerdir. sull
geninden sonra sirastyla sul2 ve sul3 tespit etmislerdir. Atik su ve karideslerden izole

edilen bakterilerin sadece %?2'sinde ii¢ genin ayn1 anda bulundugu bildirilmistir.

Terzi (2013) yapmis oldugu calismada balik isletmelerindeki su ve sediment
numunelerinden izole ettigi bakterilerde en ¢ok sul2 (%18,2) geni tespit etmis ve bunu
%3,77 ve %3,14’liikk oranlarla sull ve sul3 genlerinin takip ettigini bildirmistir. Sadece
2 adet E. coli izolatinda sul2 ve sul3 genlerinin ikisini tespit etmistir. Yapilan bu
calismada izole edilen toplam 54 bakteride taranan sul genleri arasinda en fazla %35,2
oraninda Sull genine rastlanirken bunu %16,7 ile sul2 takip etmistir. En az tespit edilen
sul geni ise %3,7 ile sul3 geni olmustur. Bu sonuglara gore bakterilerde sulfonamid
genlerinin bu kadar fazla tespit edilmesi bakterilerin sulfonamid antibiyotiklerine agir1
maruz kaldigin1 veya diger bakterilerden direnci saglayan genleri edinmis olabilecegi
kanisina varilmistir. Ayrica bu bakterilerin bulunduklar1 ortamlarda bu genlerin

yayilmasi agisindan risk olusabileceginden de s6z edilebilir.

Betalaktamlar genis spektrumlu antibiyotiklerdir ve canli organizmalarda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Yaygin ve bilingsiz bir sekilde kullanim sonucu alici
ortamlara ulagsmasi sonucu betalaktam grubu antibiyotiklere karsi bakterilerin direncli
olduklar1 bilinmektedir. Brinas vd. (2002) yapmis olduklar1 arastirmada E. coli
izolatlarmin blarem genleri bakimindan pozitif, SHV ve OXA yoniinden negatif
olduklarini bildirmislerdir. Terzi (2013) yaptig1 ¢alismada su ve sediment drneklerinden
izole edilen bakterilerde beta laktam direnci saglayan genlerden en fazla ampC (%37,3)

genine rastladigini bildirirken bunu blactx-m1 (%17), blatem-or12 (%14,5), blatem-otzs
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(%6,3) ve blapse (%1,3)’nin takip ettigi tespit edilmistir. Yapilan g¢alismalar ile
calismamizda elde edilen bulgular kiyaslandiginda bu ¢alismada bakterilerin
%098,1’inde ampC geni tespit edilmistir. blacTx-m1 geni ise yine ¢ok yiiksek bir oranda
tespit edilmistir (%88,9). Bu sonuglar literatiirdeki verilerle uyum halinde olup denizel
ortamlarin daha fazla betalaktam grubu genleri igerdigi saptanmis olup bu ortamlarin
diren¢ genlerinin yayilmasi ve bulagmasi bakiminindan risk faktorii olarak karsimiza
cikabilecegi kanisma varilmistir. izole edilen bakterilerde ampC geninin en yiiksek
olarak tespit edilmesi sucul ortamlara hastanelerde, evlerde ve isletmelerde kullanilan
antibiyotiklerin bulagmalar1 ile bakterilerin diren¢ geni gelistirdiklerinin veya

kazandiklarimin bir gostergesi olabilecegi sdylenebilir.

Amfenikol grubu antibiyotiklerin su iirlinlerinde diger antibiyotiklerin kullanimi
gibi son yillarda yayginlastig1 géziikmektedir (Kayis, 2009). Yapilan bu ¢alismada izole
edilen bakterilerin kloramfenikol ve florfenikol antibiyotiklerine karsi direng genleri
bulunmus ve sirasiyla bu degerler floR geni %18,5, cmlA geni ise %72,2 rapor
edilmistir. Bu raporlara gore florfenikol antibiyotigi son yillarda gelistirilmesi ve
kullanilmaya baslanmasindan dolay1 bakterilerde heniiz direng gelismedigi soynebilir.
Sonug olarak izole edilen bakterilerin bu antibiyotikler karsisinda yeterli direng

olusturamadiklari diisiiniilmektedir.

Plazmitler bakterilerde kromozomal DNA’dan bagimsiz replike olabilen ve
blinyesinde antibiyotik ve agir metal gibi direng genlerini tasiyan ekstrakromozamal
DNA pargalaridir. Ozgumus vd. (2009) Dogu Karadeniz’deki derelerden izole ettikleri
bakteriler lizerine yapmis olduklar1 ¢alismada 2,6 ile 147 kb araliginda degisen plazmid
varligint bildirmisler ve bu degisken plazmitlerin aracilifiyla ampisilin, tetrasiklin,
streptomisin ve nalidiksik asitin bakteriler arasinda aktarilabilir oldugunu tespit
etmiglerdir. Bir diger c¢alismada ise izole edilen 13 bakteriden 8 tanesinin plazmit
igerdigi, izole edilen bakterilerden bir A.hydrophia susunun 1,3 ile 21,2 kb arasinda
degisen biyiikliikte 3 plazmit igerdigi rapor edilmistir (Diab ve Selim, 2002).
Literatiirdeki diger caligmalara bakildiginda izole edilen bakterilerde degisik araliklarda
ve sayida plazmit bulundurduklart bildirilmektedir (Ash vd., 2002; Aktan vd., 2013;
Korun vd., 2013). Dogu Karadeniz bdlgesinde yapilan bu caligmada ise bakterilerin

%44,4’{iniin plazmit tasidig1 rapor edilmistir. Istasyon bazinda bakildiginda en yiiksek
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plazmit varlig1 Trabzon’daki istasyonlardan izole edilen 18 E. coli izolatinn 9 tanesinde
plazmit tespit edilmistir. Plazmid varlig1 6rnekleme yiizdesi olarak %75,0 ile Artvin
istasyonunda tespit edilmistir. Plazmitlerin biiyiikliikleri 2 ile10 kb arasinda degisiklik
gOstermistir. Plazmit tespit edilen bakterilerden 24 adet E. coli susundan 10 tanesinin
konjugasyon deneyleri sonucunda plazmitlerini alici sus olan E. coli K12 J53-2
aktarabildikleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada izole edilen bakterilerdeki plazmitlerin
varligi bakterilerin diger bakterilerden plazmit edindikleri anlamina geldigi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda E. coli gibi insan sagliginda 6nemli bir yere sahip olan
bakteri tiirlerinde plazmitlerin varligt plazmitlerin bakteriye diren¢ kazandirma
ozelliginden dolay1 bakteriyel hastaliklarin antibiyotiklerle tedavilerinin zorlasacagi
anlamina gelebilir. Ayrica bakteriler arasinda gen aligverisi hem sucul ortamlarda hem
de ozellikle balik yetistiriciligi gibi iiretim ¢iftliklerinde direncli bakterilerin artmasina
ve antibiyotik tiiketiminin artarak daha masrafli bir {iretim s6z konusu olabilecegi

distiniilmektedir.
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5. ONERILER

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yapilan bu calismada kara midye ve deniz
salyangozlarindan izole edilen E. coli izolatlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin tespit
edilmesi bu ortamlarin antibiyotik kirliligine maruz kaldiginin gostergesidir. Ayrica,
bakterilerde aktarilabilir direng genlerinin varligi bakterilerde arasinda yatay gen
transferinin gostergesidir. Hem patojen hem de patojen olmayan bakterilerin 6zellikle su
tirlinleri yetistiriciligi yapilan yerlerde goriilen bakteriyel balik hastaligi etmenlerine gen
transferleri sonucunda da olas1 bir bakteriyel hastaligin tedavisinde basarisizliga sebep
olabilecektir. Bu ylizden hem insan sagliginda hem de hayvan sagliginda anibiyotik
kullaniminin kontrol edilip gereksiz antibiyotik kullanilmasinin oniine geg¢ilmelidir.
Ayrica bu tip ¢alismalarin daha da genisletilip ilerleyen donemlerde tiim Tiirkiye kiyilari

boyunca yapilmasi durum tespiti agisindan faydali olacaktir.

Sucul ortamlardan izole edilen bakterilerde plazmit varlig1 ve antibiyotik direng
genlerinin tespit edilmesi o ortamlarin riskli oldugunu gosterebilir. Bakteriler arasinda
plazmit transferleriyle birlikte verici bakterinin plazmitinde bulunan antibiyotik direng
genleri de diger bakterilere aktarilabilmektedir. Ozellikle bu ortamlarda kafes
sistemlerinde su iriinleri tesisi kurmay1 planlayan isletmecilerin bolgenin bakterilerinin
direng geni bulundurma durumlarinin tespit ettirmesi ileride olas1 bakteriyel

hastaliklarin dniine ge¢gmede yardime olacaktir.

Kara midye ¢ogu insan tarafindan tiiketildigi i¢in bu canlilarda gida gilivenligi
acisindan E. coli’nin olmamasi bildirilmektedir. E. coli ile temas etmis midyelerin

tiiketimi esnasinda insan sagliginin tehlikeye girebilecegi unutulmamalidir.

Antibiyotik direnci hakkinda insanlarin egitilmeleri en 6nemli stratejilerden biri
olmalidir. Ayrica canlilar igin tiire 6zel antibiyotiklerin gelistirilmesine destek verilmeli

ve lisanslt ilaglar piyasaya siiriilmelidir.

Buradan hareketle antibiyotik diren¢ sorununu lokal bir sorun olarak degil de
kiiresel bir sorun oldugu farkindaliginin olusturulmasi ve kiiresel isbirligi saglanarak bu

sorunun ¢oéziimiine yonelik gerekli adimlar atilmalidir.
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