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Ozet

Akarsu ve denizler Uzerinde faaliyet gisteren balik ¢iftliklerinin son yillarda sayilari artmig
olup bu giftliklerde kullanilan atik sular aritiimadan direkt dogaya desarj edilmektedir. Balik
ciftlikleri genel olarak su kaynaklarinin atik su, kentsel su ve ciftlik sulari ile karistinhp
kanistirimadigina bakiimaksizin akarsu ya da barajlar Gizerinde kurulmakta ve bu sular sucul
canlilar ve karasal hayvanlar tarafindan kullaniimaktadir. Akarsulara kentsel atik sularin
karismasi ile balik giftliklerde koliform kontaminasyonuna neden olmaktadir.

Bu calisma sularda kirlilik gdstergesi olan Enterobacter clocae ve Enterobacter asburiae gibi
fekal koliformlarin ve antimikrobiyel direng genlerinin tespit edilerek fekal koliformlarin
akuatik ortamlari kontaminasyonunu engellenmesi amaciyla yapilmistir.

Calisma kapsaminda toplam 6 adet Enterobacter clocae ve Enterobacter asburiae 16S
rRNA ve gyrB gen bélgesi de dahil olmak Uzere biyokimyasal ve molekiler ydntemlerle
identifiye edilmigtir. Daha sonra gen boélgesinden elde edilen sonuglar, Gen Bank veri
tabaninda karsilastiriimis ve veri tabaninda kayith olan izolatlarla karsilastiriimistir.

Anahtar Kelimeler: Akuakltir, Antimikrobiyal Direng Genleri, Enterobacter, Fekal Koliform

The Antimicrobial Resistance Genes Originated From
Fecal Coliform in Aquaculture

Abstract

Fish farms are established generally on the stream or dam lakes regardless of if the water
supply is mixed with waste water, urban water, and other farm water. Also there is the most
important factor is other terrestrial animal could use this water or contaminated it.
Aquaculture waters could be polluted when urban wastes mixing of farm waters thus result
coliform contamination that the most important quality factor to water quality in addition other
polluted factors.

It has been demonstrated that bacterial flora of fish reflects the aquatic environments
microbiota. Fecal coliforms such as Enterobacter cloacae are not intestinal tract flora of fish
that usually originate from feces of warm blooded animals hence their presence in the
infected fish or aquaculture water supply demonstrates the pollution of their environment.

A total of six Enterobacter cloacae and Enterobacter asburiae were characterized based on
biochemical and molecular methods including 16S rRNA and the gyrB housekeeping gene
region. The sequence results obtained from the 16S rRNA and gyrB gene region were
deposited in the GenBank database and compared with isolates from different countries that
were registered in the database.
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1. Girisg

Son yillarda Enterobacter spp. klinik anlamda 6nem kazanmis ve yodun bakim hastalarindan
hastane kaynakli enfeksiyon etkeni/patojeni olarak ortaya ¢cikmistir (Bell vd., 2003). Ulusal Hastane
Enfeksiyonlari Gézetim Sistemi, 1976'dan 1989'a kadar hastane kaynakli bakteriyel enfeksiyonlar
hakkindaki veriler Ulusal Saglk Guvenligi Agi (2008)'na bildirilmis ve yapilan bildirimin yaklagik
%5'ini Enterobacter spp. olusturmustur (Bell vd., 2003; Biendo vd., 2008). Bir diger ¢alismada, 1995-
2002 yillan arasinda 24179 hastane kaynakli septisemi vakasinda Enterobacter spp. en sik izole
edilen on adet patojenden biri haline gelmistir (Biendo vd., 2008).

Son yillarda Enterobacter cloacae kompleksine E. cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter
hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii ve Enterobacter nimipressuralis olmak tizere
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alti tird tanimlanmistir. En 6nemli temsilcisi E. cloacae, diinya genelindeki saglik alaninda onemli bir
patojen olarak ortaya c¢ikmisgtir. E. cloacae, hastane kokenli sepsisin% 5'inde, nozokomiyal
pndmonilerin% 5'inde, nozokomiyal Uriner sistem enfeksiyonlarinin% 4'linde ve postoperatif peritonit
olgularinin% 10'unda izole edilmistir (Castanheira vd., 2011; Chen vd., 2011).

E. cloacae ve dijer Enterobacter tirlerinin hastane kaynakli enfeksiyonlarda bu kadar yaygin izole
edilmeleri bu etkenlerin insan sagligi agisindan olduk¢a 6nemli bir patojen olduklarini géstermektedir.
Hayvanlarda meydana gelen hastalik vakalarinda ise Enterobacter genusuna ait etkenler izole edilmis
olsa da bu bakterilerin hastalik olusturduklarina dair bildirimler oldukga sinirlidir. Hastalik vakalarinin
yani sira insan ve hayvan diskilarinda, su, toprak, bitki, bitki malzemeleri, b6cek ve siit triinlerinde de
enterik patojenlerin tespiti yapilmistir (Davidson vd., 2000; Neto vd., 2003). Enterik patojenlerin genis
yayllmi bu patojenlerin akarsu ve dolayisiyla baliklara da bulasmasi ile sonuglanmis ve baliklarda
enterik patojenlerin izole edildigine dair bildirimler yapilmigtir (Janssen ve Meyers 1968; Aoki ve
digerleri 1973). Bu bildirimler 6zellikle akarsu ve akuakdltirde fekal kontaminasyon olustugunu
gOstermistir.

Firsat¢l patojenler hem insan sagliginda hem de akuakiiltirde antimikrobiyal direncin rezervuari olarak
gorev yaparlar. Bu etkenler ortamda surekli bulunarak kullanilan antimikrobiyallere diisik dizeyde
maruz kalirlar ve bdylelikle hemen her antimikrobiyale karsi diren¢ gelistirir ve bu direnci ¢evreye
yararlar (Roberts, 2005; Pei vd., 2006; Martinez, 2009; McKinney vd., 2010; DiConza ve Gutkind, 2010;
Kang vd., 2010; Su vd., 2011).

Calisma kapsaminda akuakaiiltirden izole edilen Enterobacter genusuna ait patojenlerde tespit edilen
direng genleri arastiriimis ve bdylece akuakdiltir yetistiriciligi yapilan isletmelerde hem sularin Enterik
patojenlerle hem de antimikrobiyal direnc genleri ile kontaminasyonu ortaya konmustur.

2. Veri ve Calisma Alani
2.1 Bakterilerin identifikasyonu

Akuakiiltirde yetistiriciligi yapilan ve hastalik semptomu gosteren gokkusagi alabaliklarindan, su ve
bentik drneklerinden bakteriyolojik 6rneklemeler yapilmigtir. Orneklemeler, balik hastaliklarinin teghisi
icin kilavuz ilkeleri izleyerek ve hayvan refahi icin uluslararasi yénergeleri dikkate alinarak
gergeklestirilmistir (OIE, 2000). izole edilen etkenler klasik mikrobiyolojik testler ve 16S rRNA PCR
analizi ile dogrulanmigtir (Duman vd., 2018).

3. YOontem
3.2 Antimikrobiyal duyarlilik testi ve direng genleri

Antimikrobiyal duyarlilik testi acisindan izolatlar Florfenikol (FFC, Sigma, F1427), tetrasiklin (TET;
Sigma, 31741), sulfametoksazol (SUL; Sigma, S7507), sulfametoksazol-trimetoprim’e karsi broth
mikrodilisyon yontemi kullanilarak duyarlilik testi yapilmistir (CLSI 2014). Kalite kontrolii (QC) suslari
olarak E. coli ATCC 25922 kullaniimistir. 22 ° C'de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra plakalar 595 nm
dalga boyunda bir mikroplaka okuyucuda (Multiscan Go, Thermo) Olgllmis ve duyarlilik diizeyleri
belirlenmistir (CLSI, 2014). Ayrica tim izolatlara FFC, TET ve SUL direngliligi acisindan molekuler
olarak antimikrobiyal diren¢ gen tespiti yapiimistir.

4. Bulgular
4.1 Bakteriyel Identifikasyon

Tim suslar Gram negatif, katalaz pozitif, O/F fermentatif, vibriostat (0/129) direngli, MacConkeyde
Ureme pozitif 0zellik gbstermis ve Enterobacter genusuna dahil oldugu belirlenmistir. PCR analizi
sonucunda tiim izolatlara sekans analizi yapiimis ve ¢alismada kullanilan 3 izolatin E. cloacae oldugu
tespit edilmigtir. Izolatlarin PCR gériintiiler Sekil 1’de sunulmustur.

Sekil 1. E. cloacae 16S rRNA PCR goriintlsi (1100bp)

4.2 Antimikrobiyal Duyarlilik Testi ve Direng Genleri
Yapilan antimikrobiyal duyarlilik testinde iki izolatin (ENT1 ve ENT3) florfenikol direngli oldugu,
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tim izolatlarin sulfanomid’lere karsi direngli ancak tetrasikline duyarl oldugu tespit edilmistir.
ENT2 izolatinin florfenikol duyarl olmasina ragmen floR antimikrobiyal direng geni tasidigi ve
ayni zamanda da tetD direng geninin tasiyicisi oldugu belirlenmistir. ENT2 ve ENT3 izolatlarinin
fenotipik olarak TET duyarli iken tetrasiklin direng geni tasiyicisi olduklari belilenmis ve ENT3
izolatinda tetD ve tetE direng genleri tespit edilmigtir. Ayrica izolatlarin tamaminda sul1, sul2,
sul3, tetA, tetB ve tetC antimikrobiyal direng genlerini tagimadiklari belirlenmigtir.
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5. Sonug

Hastane kaynakli ve &énemli bir enfeksiyon olan Enterobacter cloacae’nin insanlarda hastalik
olusturduguna dair birgok arastirma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda bakteriyel septisemi vakalarinda
E. cloacae ve Enterobacteriaceae genusunda bulunan diger etkenler izole edilmis ve bu etkenlerin
insanlar agisindan énemli bir patojen oldugu tespit edilmistir (Hansen vd.,. 1990; Nieto ve Lopez, 1990;
Vigneulle ve Laurensin, 1995). Akuakiiltirde Enterobacter tlrlerinin tespit edilmesi yetistiricilik yapilan
sularin atiklarla ve fekal kaynaklarla kontamine oldugunu géstermektedir (Sekar et al., 2008). Biyik
¢ogunludu insanlar igin firsatgi patojen olan E. cloacae etkenleri hastane kaynakli enfeksiyonlarin
blyuk ¢odunlugundan izole edilmektedir. Dolayisiyla bu etkenler tedavi amagh kullanilan hemen her
antimikrobiyale maruz kalmakta ve dislk duzeyde de olsa antimikrobiyallere karsi direng
gelistirmektedirler (Levesque vd., 1995; Srinivasan vd., 2005; Agerso ve Petersen, 2006; Akinbowale
vd., 2007). Yaptigimiz ¢alismada fenotipik olarak antimikrobiyal diren¢ gelistirmedigi tespit edilen E.
cloacae tiirlerinin direng geni tasidigi belirlenmistir. Insanlardan yapilan E. cloacae izolasyon
galismalarinda ¢ok sayida antimikrobiyal direng geni tespit edilmis ve hem fenotipik hem de genotipik
olarak bu etkenlerin antimikrobiyal diren¢ gelistirmis oldugu belirlenmistir (Chen-Yang vd., 2011).
Calismamizda izolatlarin genotipik diren¢ gelistirmis oldugu belirlenirken fenotipik direng
gelistirmedikleri tespit edilmis ve bu sonuglar da tespit edilen etkenlerin farkli ortamlarda direng geni
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kazanan ve akuakiiltire ulasan etkenler olabilecekleri de risk fakidrleri arasindadir. Ozellikle
akuakiiltirde Enterobacter tlrlerine yonelik bir hastalik bildirimine rastlanmazken bu etkenlere yonelik
tedavi protokolleri de uygulanmamaktadir. Dolayisiyla antimikrobiyal direng gelistirmis olan bu
etkenlerin akuakulturde kullanilan antimikrobiyallerden etkilenerek direng genlerini kazandiklar
distnulmektedir.

Sonug olarak, calismamizda akuakiiltirden E. cloacae ve bu etkenlerde de antimikrobiyal direng
genlerinin tespit edilmis olmasi akuakultur sularinin atik sularla ya da fekal kaynaklarla kontamine
oldugunu, tespit edilen bu etkenlerin ve direng genlerinin de su ve balik yoluyla insanlara ulasabilme
potansiyelinde olabilecegi yonliyle dnemli bir risk faktori olusturdugu belirlenmigtir.
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