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Oz: Tiirkiye'de mersin baliklar yetistiriciligi son yillarda artmaya baslamustir. Baliklar yetistiricilik asamasinda
¢esitli hastaliklara maruz kalir ve bu hastaliklar ekonomik kayiplara sebep olabilmektedir. Bu ¢aligmada karaca
(Acipenser gueldenstaedtii) ve sibirya (Acipenser baerii) mersin baliklarindan ortalama agirliklart 3 kg’a
ulasincaya kadar gegen siirede izole edilen toplam 37 susun antimikrobiyal maddelere karsi direng profilleri ve
direng genlerin varligi arastirilmistir. Bakterilerin en fazla direngli olduklart antibiyotikler sulfametoksazol ve
ampisilin olarak tespit edilmistir (%97.3). Bunun yaninda bakterilerin test edilen antibiyotikler arasinda
gentamisin, oksolinik asit, trimetoprim+sulfametoksazol ve florfenikole karsi hassasiyetleri sirasiyla %86.5,
%159.5, %45.9 ve %40.5 olarak tespit edilmistir. Bakterilerde taranan genlerden tetA ve tetB genleri sirastyla %10.8
ve 21.6 olarak tespit edilmistir. En fazla tespit edilen genler %24 oranla ampC ve cmlA genleri olmustur. Bu genleri
%19’luk oranla sul3 ve floR genleri takip etmistir. Gergeklestirilen bu ¢aligmada, bakterilerin antibiyotiklere kars
direng seviyelerinin oksitetrasiklin, streptomisin, enrofloksasin ve ampisilinde %50’den yiiksek olmasi, mersin
balig1 yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin tedavisinde gelecekte sorunlar yasanacagini sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antibiyogram, Direng genleri, Mersin Baligi
Determination of Antimicrobial Resistance Profiles of the Bacteria Isolated from Cultured Sturgeons

Abstract: Sturgeon farming in Turkey has increased in recent years. Fish are exposed to various diseases during
the culturing period and these diseases can cause economic losses. In this study, a total of 37 strains isolated from
diamond (Acipenser gueldenstaedtii) and siberian (Acipenser baerii) sturgeons till their average weights reach up
to 3 kg were used to determine resistance profiles against antimicrobial substances and investigated their resistance
genes. The most resistance to antibiotics in bacteria were found as sulphamethoxazole and ampicillin (97.3%).
Moreover, the susceptibility of bacteria to the tested antibiotics for gentamicin, oxolinic acid, trimethoprim +
sulfamethoxazole and florfenicol was determined as 86.5%, 59.5%, 45.9% and 40.5%, respectively. tetA ve tetB
genes in the tested bacteria were detected as 10.8% and 21.6%, respectively. The most common genes were ampC
and cmlA genes (24%) followed by sul3 and floR genes with a ratio of 19%. In this study, it can be said that there
may be problems in the treatment of bacterial diseases in sturgeon farming because of being higher than 50% of
the resistance levels of bacteria against antibiotics such as oxytetracycline, streptomycin, enrofloxacin and
ampicillin.

Keywords: Antimicrobial, Antibiogram, Resistance Genes, Sturgeon

GIRIS

Tiirkiye su Uriinleri dretimi yildan yila artmaktadir. Yetistiricilikten elde edilen su driinleri tretimi
Tiirkiye’de toplam 276.502 (%62,4 deniz, %37,6 i¢su) tondur (TUIK, 2018). Bu miktarin 104.010 tonu igsulardan
tiretilmektedir. Avcilik faaliyetleri yeterli miktarda olamamasindan dolay: insani tiiketim igin yiiksek degerlere
sahip tirliinlerin yetistiriciligi gelismekte olan iilkelerin hedefleri arasinda yer almaktadir. Mersin baliklar1 hem eti
hem de havyart degerli olan yiiksek kaliteli bir baliktir. Tiirkiye’de mersin baliklarinin {iretimi son yillarda artig

gostermekle beraber Tiirkiye’nin su iiriinleri yetistiriciligine 6nemli derecede katki saglamasi diisiiniilmektedir
(Kayis ve ark., 2017).

Yetistiricilik faaliyetlerinin daha da basarili hale gelmesinde balik saglig1 yonetimi ¢ok dnemli bir yere
sahiptir. Su {riinleri yetistiriciligi alaninda gelistirilen yeni antimikrobiyaller ve yeni yetistiricilik tekniklerine
ragmen bu alanda balik hastaliklar1 ile miicadele halen en 6nemli problemler arasinda yer almaktadir (Kusuda ve
Kawai, 1998). Yetistiricilik faaliyetleri esnasinda bazi hastalik yapici organizmalar ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Mersin baliklar yetistiriciliginde Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum, Flexibacter columnaris,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Pseudomonas spp. ve Flavobacterium hydatis gibi bakterilerin
hastalik yapic1 oldugu ve 6nemli kayiplara sebep oldugu bildirilmistir (Timur ve ark., 2010; Kayis ve ark., 2017;
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Geraylou, 2018). Kullanilan antibiyotiklerin asir1, gereksiz ve uygunsuz kullanimlar neticesinde bakterilerde bu
antibiyotiklere kars1 direng gelistirme/kazanma durumu meydana gelmektedir (Capkin ve ark., 2015, Corum ve
ark., 2018). Bu direng bakteriler arasinda transfer edilerek sucul ortamin da antibiyotik direng genleri tarafindan
bir rezervuar haline gelmesi kagimilmaz olabilmektedir. Bu ¢aligma yumurta agamasindan 3 kg agirliga ulagincaya
kadar karaca (Acipenser gueldenstaedtii) ve sibirya (Acipenser baerii) mersin baliklarindan izole edilen bakteriyel
patojenlerin antimikrobiyal maddelere karsi hassasiyet/direng profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Ayrica direnci saglayan antibiyotik direng genlerinin izole edilen bakterilerdeki varligini tespit etmek i¢in PCR
yontemiyle tetA, tetB, sull, sul2, ampC, cmlA ve floR antibiyotik direng genleri ¢aligilmustir.

METARYAL VE METOT
Baliklar ve Bakteri izolasyonu

Karaca (Acipenser gueldenstaedtii) ve Sibirya (Acipenser baerii) mersin baliklar1 yavru agsamasindan
ortalama 3 kg agirliga ulagincaya kadar aylik bakteriyel agidan saglik problemlerinin belirlenmesi amaciyla Kayis
ve ark. (2017) tarafindan 6rneklenmistir ve bu ¢aligmadaki bakterilerin ¢ogu Dr. Sevki KAYIS tan (Recep Tayyip
Erdogan Universitesi) temin edilmistir. Bu yiizden, bakteriyel drneklemeler ve saglik problemleri iizerine detaylt
bilgi Kayis ve ark. (2017) tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢aligmada Sibirya ve Karaca mersin baliklarindan izole
edilen toplam 37 bakteriyel izolat kullanilmigtir (Tablo 1). Temin edilen izolatlar rutin olarak iiretilen Tryptic Soy
Agar (TSA) ve Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerlerinde iiretilmis ve %20 (v/v) gliserol igeren TSB besiyerinde -
80 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 1. Bu ¢aligmada kullanilan bakterilerin isimleri, sayilari ve dagilimlar

Bakteri Adi Say1 (n) Yiizde (%)
Acinetobacter calcoaceticus 1 2,7
Acinetobacter spp. 3 8,1
Aeromonas hydrophila 3 8,1
Aeromonas piscicola 1 2,7
Aeromonas salmonicida 1 2,7
Aeromonas sobria 3 8,1
Aeromonas sp. 6 16,2
Bacillus mycoides 1 2,7
Citrobacter freundii 1 2,7
Citrobacter sp. 1 2,7
Janthinobacterium sp. 1 2,7
Microbacterium sp. 1 2,7
Pseudomonas fluorescens 2 54
Pseudomonas poae 1 2,7
Pseudomonas sp. 8 21,6
Serratia marcescens 2 54
Shewanella xiamenensis 1 2,7

Antimikrobiyal Hassasiyet/Direng Testi

izole edilen bakterilerin antimikrobiyal maddelere karsi hassasiyetini 6lgmek icin Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2014) kitapgiginda belirtilen standart disk difiizyon yontemi ile yapilmigtir. Ticari
antibiyotik diskleri (Bioanalyse) Florfenicol (FFC; 30 pg), Enrofloksasin (ENR; pg 5), Ampisilin (AMP; pg 10),
Streptomisin (S; 10 pg) Oksitetrasiklin (T; 30 ug), Trimetoprim/Sulfametoksazol (SXT, 25 pg), Oksolinik Asit
(OA; 2 pg), Gentamisin (CN; 10 pg) ve Sulfametoksazol (SMZ; 100 pg) olarak kullamilmgtir. Diskler Mueller
Hinton Agar besiyerine yerlestirildikten sonra plaklar 25 °C’de 18-36 saat inkiibasyona birakilarak ve
inkiibasyondan sonra inhibisyon zon ¢aplar 6lgiilerek bakterilerin bu antibiyotiklere kars1 direng ve hassasiyetleri
CLSI (2014) kitapgigindaki kriterlere gore direngli (R), orta (1) ve hassas (S) olarak kaydedilmistir. Ayrica E. coli
ATCC 25922 kontrol susu olarak kullanilmigtir.
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Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PCR ile Belirlenmesi

izole edilen tiim bakterilerin genomic DNA’lar1 kaynatma ydntemi kullanilarak ¢ikartilmistir. Kisaca
TSA iizerindeki saf kolonilerden bir ka¢ koloni alinip 500 pl steril saf su (RNAse ve DN Ase igermeyen) eklenerek
homojen hale getirilmistir. Ardindan 10 dk kaynatildiktan sonra sogumaya birakilmig ve tekrardan 17000 x g’de
5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. PCR islemlerinde 6rnege ait kalip DNA {ist kisimdan kullanilmistir (Boran
ve ark., 2013). izole edilen tiim bakterilerde bireysel olarak antibiyotik diren¢ genlerinin (tetA, tetB, sull, sul2,
ampC, cmlA ve floR) varligi Tablo 2°de gosterilen primerler kullanilarak PCR ile belirlenmistir.

PCR islemlerinde ekstrakt edilen genomik DNA kalip DNA olarak kullanilmigtir. PCR karigimlar1 (buz
icerisinde) 25 pl’lik hacimlerde hazirlanmis olup igerisine 100 ng kalip DNA, 12,5 pl 2X Master Mix PCR karigimi
(NEB, New England BioLabs), 100 ng her bir primer (Macrogen) ve steril saf su koyulmustur. PCR isleminde
ornek DNA’s1 icermeyen reaktif negatif kontrol kullanilmistir. PCR isleminden sonra, 6rnekler etidiyum bromit
ile 0,5 x TAE tampon sisteminde %1’lik agaroz jel lizerinde 100 V siddetinde 1 saat yiiriitiilmiistiir. Standart PCR
icin uygulanan protokol Tablo 3’te ve primerlerin tutunma sicakliklar1 Tablo 2’de gosterilmistir. PCR {iriiniiniin
boyutlar1 100 bp DNA Marker kullanilarak belirlenmistir (Terzi, 2018).

Tablo 2. PCR iglemlerinde kullanilan primerler

. . Tutunma
Primer e ey s PCR Uriin N
Adi DNA Dizisi (5° - 3%) Hedef Gen Boyutu (bp) Slc(:;alél)1g1 Kaynaklar

tetAFW  GCTACATCCTGCTTGCCTTC

tetARV ~ CATAGATCGCCGTGAAGAGG tetA 210 >+ Noveark, 2001
SN TSI we s s ewwon
IO T e w e sane o
R WAIASSTSS w5 s sk
oIS, W m s ko
e ST B IR
Su2FW ~ GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 203 59 Kerm veark, 2002

Sul2RV ~ GCGTTTGATACCGGCACCCGT

Tablo 3. Antibiyotik direng genlerinin belirlenmesinde uygulanan PCR protokolii

PCR Basamaklari Sicaklik (°C) Stire Dongii Sayist

Birinci denaturasyon 95 30 sn 1

Denaturasyon 95 30sn

Tutunma (Annealing) Tablo 2 45 sn 35

Uzama (Extension) 68 45 sn

Son Uzama 68 1.5dk 1
BULGULAR

Bu ¢alismada karaca (Acipenser gueldenstaedtii) ve sibirya (Acipenser baerii) mersin baliklarindan izole
edilen toplam 37 bakteri izolat: kullanilmustir. izole edilen bakteriler arasinda en fazla Aeromonas (%37,7) cinsine
ait suslar yer alirken bunu Pseudomonas (%29,7) cinsine ait bakteriler takip etmistir. Bu ¢alismada kullanilan
bakterilerin isimleri, sayilar1 ve dagilimlar1 Tablo 1’de gosterilmistir. Kullanilan bakterilerin antibiyotiklere karsi
gostermis olduklar1 direng ve hassasiyetler yapilan antibiyogram testine goére belirlenmis ve Tablo 4’te
gOsterilmistir. Bakterilerin en fazla direngli olduklar antibiyotikler %97,3’liik oranla sulfametoksazol ve ampisilin
olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda bakterilerin test edilen antibiyotikler arasinda gentamisin, oksolinik asit,
trimetoprim+sulfametoksazol ve florfenikole kars1 hassasiyetleri sirasiyla %86.5, %59.5, %45.9 ve %40.5 olarak
tespit edilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Mersin baliklarindan izole edilen bakterilerde antibiyotiklerin zon ¢ap1 standartlari ve suglarin
antimikrobiyal hassasiyet sayilari

Bakterilerin Antimikrobiyal Hassasiyet

Tgst Ed_llen Antibiyotik Zon Cap1 (mm)* Sayilar (Yiizde)

Diskleri ve - - - -

Konsantrasyonlart (ug) Direngli  Orta Duyarli Direncli Orta Duyarl (S)
(R) Hassas (I) (S) (R) Hassas (1) Y

FFC (30) <14 15-18 >19 17 (%45,9) 5(%13,5) 15 (%40,5)

ENR(5) <16 17-20 >21 19 (%51,4) 4(%10,8) 14 (%37,8)

AM(10) <13 14-16 >17 36 (%97,3) 1(%2,7) O

S(10) <11 12-14 >15 25 (%67,6) 4 (%10,8) 8 (%21,6)

T(30) <14 15-18 >19 26 (%70,3) 4(%10,8) 7 (%18,9)

SXT(25) <10 11-15 >16 16 (%43,2) 4 (%10,8) 17 (%45,9)

OA(2) <10 11-12 >13 12 (%32,4) 3 (%8,1) 22 (%59,5)

CN(10) <12 13-14 >15 5% 135) O 32 (%86,5)

SMZ(100) <12 13-16 >17 36 (%97,3) 1(%2,7) O

FFC: Florfenikol, ENR: Enrofloksasin, AM: Ampisilin, S: Streptomisin, T: Oksitetrasiklin, SXT:
Trimetoprim-+Sulfametoksazol, OA: Oksolinik Asit, CN: Gentamisin, SMZ: Sulfametoksazol, *CLSI, 2014.

Tablo 5. Karaca ve Sibirya mersin baliklarindan izole edilen bakterilerde tespit edilen antibiyotik direng
genlerinin dagilimi

Antibiyotik Diren¢ Genleri
tetA tetB sull sul2 ampC cmlA floR
- 1

Bakteri Tiirleri Sus Sayisi
(n)

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter spp.
Aeromonas hydrophila
Aeromonas piscicola
Aeromonas salmonicida
Aeromonas sobria
Aeromonas sp.

Bacillus mycoides
Citrobacter freundii
Citrobacter sp.
Janthinobacterium sp.
Microbacterium sp.
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas poae
Pseudomonas sp.

Serratia marcescens
Shewanella xiamenensis -
Toplam 4 8 2 7 9 9 7
% 100 10,81 21,62 541 18,92 2432 24,32 18,92
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Bu caligma kapsaminda bakterilerde tetA, tetB, sull, sul2, ampC, cmlA ve floR genlerinin varlig:
molekiiler yontemlerle arastirilmigtir. Tiirlere ait direng geni bulundurma durumu Tablo 5’te gdsterilmistir.
Calisma sonucunda test edilen bakterilerde %24,32’lik oranlarla ampC ve cmlA genleri en fazla tespit edilen direng
genleri olmustur. Bu genlerden sonra bakterilerde en fazla rastlanan gen tetB (%21,62) genidir. Calisilan toplam
37 izolatin 25 tanesinin (%67,57) calisilan genler arasinda en az bir tane antibiyotik diren¢ genine sahip oldugu
belirlenirken iki veya daha fazla diren¢ genine sahip olanlarin sayisi 14 (%37,84) tane olarak tespit edilmistir.

TARTISMA

Antibiyotiklerin diinya genelinde bakteriyel hastaliklarla miicadele etmek i¢in kullanildig1 bilinmektedir.
Bu maddeler tedavi etme amaglarinin yaninda antibiyotik direncli bakterilerin ve dogal olarak antibiyotik direng
genlerinin yayilmalarina da sebep olmaktadir. Bu ¢aligmada sibirya ve karaca mersin baliklarindan izole edilen
bakterilerde antimikrobiyal maddelere kars: direng seviyeleri ve direng geni bulundurma durumlar arastirilmigtir.
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Tiirkiye’de su tirtinleri yetistiricilik isletmelerinde yaygin olarak kullanilan antibiyotikler ampisilin, gentamisin,
kanamisin, neomisin, oksolinik asit ve streptomisin olarak bildirilmistir (Costello ve ark., 2001). Balik
ciftliklerinde bu antibiyotikler yaygin olarak kullanilmalarina ragmen, bakterilerin bu antibiyotiklere kars1 direngli
olduklar1 yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir Diger taraftan su {irtinleri yetistiriciliginde son yillarda kullanimi
yayginlasan florfenikol gibi antibiyotiklere kars1 oldukga diisiik bir direng s6z konusu oldugu bildirilmistir (Capkin
ve ark., 2015, Boran ve ark, 2013). Yapilan bu ¢alismada ise florfenikole karsi direng %45,9 olarak belirlenirken
ve ampisilin ve sulfometoksazole karst direng %97,3 olarak tespit edilmistir. Test edilen antibiyotikler arasinda en
etkili antibiyotigin gentamisin ve oksolinik asit oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’de baliklardan izole edilen
bakterilerin tiir, zaman ve izole edildigi balik bakimindan direng seviyeleri ve cesitlilikleri farklilik gdstermektedir.
Durmaz ve ark. (2012) Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki alabalik isletmelerinden izole ettikleri F.
psychrophilum suslarinin neomisin, ampisilin ve kanamisin gibi antibiyotiklere direngli oldugunu bildirirken en
etkili antibiyotiklerin oksitetrasiklin ve enrofloksasin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sazan baliklarindan izole
edilen A. hydrophila suslarinda bakterilerin ampisilin antibiyotigine kars1 direngli olduklari bildirilmistir (Ozturk
ve ark., 2007). Kayis (2009) ise Dogu Karadeniz Boélgesi’nde yapmis oldugu calismada A. hydrophila suslarinin
oksolinik asit ve streptomisin disinda kalan antibiyotiklere belli oranlarda direng s6z konusu oldugunu bildirmistir.
Terzi (2013) yapmus oldugu ¢alismada gokkusagi alabaliklarindan izole ettigi A. hyrophila suslarinda aztreonam,
ampisilin ve sulfametoksazola kars1 direng varligim bildirmistir. Bu ¢calismada ise diger ¢aligmalar arasinda direng
seviyelerindeki farkliligin bakterilerin izole edildigi yerlerin ve zamanin farklilig1 dolay1 oldugu diistiniilmektedir.
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 diren¢ profillerinin klasik yontemlerle belirlendigi bu ¢aligmada, PCR
islemleriyle bakterilerin antibiyotik diren¢ genleri de belirlenmistir. Literatiirdeki son yillarda yapilan ¢alismalar
incelendiginde bakterilerin antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yogunluk kazandigi
goriilmektedir (Balta ve ark., 2010; Boran ve ark., 2013; Capkin ve ark., 2015). Balik ¢iftliklerinden izole edilen
bakterilerde antibiyotik diren¢ genlerinin varligi Gram (-) bakterilerde diinya genelinde bir arastirmaya ihtiyag
duyulan konulardan oldugu bildirilmistir (Furushita ve ark., 2003; Kim ve ark., 2004; Balta ve ark., 2010). Su
tirtinleri yetistiriciligi yapilan giftliklerdeki baliklardan izole edilen bakterilerde tet genleri ile yapilan ¢alismalarda
Aeromonas spp. tiirlerinde tetA-E genlerinin varligi rapor edilmistir (Agerse ve ark., 2007). Ayrica, Karadeniz
bolgesinde yetistirilen baliklardan izole edilen bakterilerde tetA ve tetB direng genleri tasidigi bildirilmistir (Balta
ve ark., 2010). Bu ¢alisma kapsaminda caligilan bakterilerde taranan genlerden tetA ve tetB genleri sirasiyla %10,8
ve 21,6 olarak tespit edilmistir. Capkin ve ark. (2015) yapmus olduklar1 ¢alismada ampC geninin en fazla tespit
edilen gen oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada da en fazla tespit edilen genler %24 oranla ampC ve cmlA
genleri olmustur. Bu genleri %19°luk oranla sul3 ve floR genleri takip etmistir. Bu sonuglar literatiirdeki verilerle
uyum halinde olup balik ¢iftliklerinin diren¢ genlerinin yayilmasi ve bulagsmasi bakimindan risk faktorii olarak
karsimiza ¢ikabilecegi kanisina varilmigtir. Gergeklestirilen bu c¢aligmada, bakteriler tarafindan antibiyotiklere
kars1 olusan direng seviyelerinin test edilen antibiyotiklerden oksitetrasiklin, streptomisin, enrofloksasin ve
ampisilin gibi antibiyotiklerde %50’den yiiksek olmasi, mersin balig1 yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin
tedavisinde gelecekte sorunlar yasanacagini gostermektedir. Bu nedenle bakteriyel balik hastaliklarinin
Onlenmesinin gerekliligi, hijyenin saglanmasi, balik veya yumurta nakillerinde hastaliktan ari olmasi ve tedavi
edici yeni antimikrobiyal maddelerin gelistirilmesine agirlik verilmelidir.

Tesekkiir

Yazar bakterileri izole eden Prof. Dr. Sevki KAYIS ve ekibine, ayn1 zamanda bakteri identifikasyonundaki
yardimlarindan dolay1 Ars. Gor. Akif ER’e tesekkiir eder.
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