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OZET

GIRESUN ILI’NDE TUKETIME SUNULAN BALIKLARDAN iZOLE EDILEN
ENTEROBACTERIACEAE UYELERININ ANTIBIiYOTIK VE AGIR METAL
DIRENCLILIK DUZEYLERI

SIPAHI, Nisa
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Cengiz MUTLU

Agustos 2012, 45 sayfa

Bu tez ¢alismasinda Giresun ili’nde tiiketime sunulan ve ticari degere sahip olan deniz
baliklarindan izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin antibiyotik ve agir metal direnglilik
diizeyleri arastirilmistir.

Merkez ilgedeki farkli balikg1 tezgahlarindan toplanan 6rneklerden toplam 134 izolat
elde edilmis ve bu izolatlarin 6 farkli antibiyotik grubunu temsil eden 9 ticari antibiyotik ile 3
farkli agir metale kars1 direnglilikleri belirlenmistir.

Izolatlarin antibiyotik direnglilikleri sirasiyla E (%85,07), CZ (%79.,9), CTX
(%78,36), CXA (%71,64), NA (%60,45), AM (%58,96), AK (%53,7), TE (%47,8) ve S
(%17,91) olarak saptanmistir. 12 izolatin tiim antibiyotiklere karsi direngli, 11 izolatin ise
hassas oldugu ortaya ¢ikartilmistir. Tiim izolatlarin %88,05’inin CAD Degeri 0,2°den yliksek
saptanmistir. Ayrica, izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin tamami bakira karst direncgli
iken, manganeze %99,9°u ve kursuna %87,2’si direngli bulunmustur.

Sonug olarak, Giresun ili’ndeki ticari balik satis1 yapilan tezgahlarda gerekli hijyen ve

sanitasyon saglanamadigindan y6re halki icin tehlike olusturabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Giresun, Balik, Enterobacteriacea, Deniz, Halk Sagligi



ABSTRACT

ANTIBIOTIC AND HEAVY METAL RESISTANCE LEVELS OF
ENTEROBACTERIACEAE ISOLATES FROM RETAIL FISHES IN GIRESUN

SIPAHI, Nisa
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Cengiz MUTLU

August 2012, 45 pages

In this study antibiotic and heavy metal resistance levels was investigated of isolated
Enterobeacteriaceae from retail fishes in Giresun.

Total of 134 bacteria was isolated from samples collected from different fish market in
central town. Antibiotic resistance levels of isolates was determined respectively, E (85.07%),
CZ (79.9%), CTX (78.36%), CXA (71.64%), NA (60.45%), AM (58.96%), AK (53.7%), TE
(47.8%) and S (17.91%). It was found that 12 isolates resistant to all antibiotics, 11 isolates
sensitive and 88,05% of all isolates MAR index values were higher than 0,2. In addition, all
isolates of the Enterobacteriace were resistant to copper while manganese 99.9% and lead
87.2% were resistant.

It was concluded that retail fish markets in Giresun can cause public health problems

due to the not provided necessary hygiene and sanitation.

Key Words: Giresun, Fish, Enterobacteriaceae, Sea, Public Health
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1. GIRIS

Icinde yasayan topluluklarin yasamu iizerinde belirgin etkilere sahip yerlesim yerleri,
kendine has cografi nitelikleri, insanliga gecim kaynagi olusturma ve yasam i¢in kolaylik
saglama gibi 6zellikleri ile tercih sebebi olmaktadir.

Tarih boyunca medeniyetler genellikle su kaynaklariin yakinlarina kurulmuslardir.
Bunun sebebi; su ortaminin, biitiin su kaynaklarini i¢cine almasidir. Yagislarla olusan yiizey
akislar1 degisik biiyiikliiklerdeki haligler ve akarsular ile denizlere bosalmaktadir. Insanlar,
niifus artig1 ve beraberinde gelen gecim sikintisina ¢éziim olarak, kiy1 kentlerde yerlesime
yonelmektedir. Kiy1 bolgeleri canli tiirlerinin bir¢ogu i¢in dogal ortam sunmakta olup, zengin
flora ve faunaya sahip olma oOzelligi ile insanlik icin pek ¢ok dogal besin kaynagi
olusturmaktadir. Gida, ulagim ve benzeri alanlarda ekonomik degeri olan bu kaynaga sahip
olmak ve kontrol etmek isteyen insanlar, bunun i¢in ¢abalamakta ve bu bolgelere sahip
olanlar, su kaynaklarindan cesitli su iiriinleri avlama ve iiretme yollarin1 aramaktadirlar.
Dogadan elde edilen iirlinleri ise cesitli tiirevlerde isleyerek besin kaynagi olarak
tiiketmektedirler.

Artan niifus, insanlar1 kolay ve ucuz ge¢im yoluna itmekte ve bu hususta hayvancilik,
tarim ve balikgilik 6nem kazanmaktadir. Kiyisal alanlarda yasamini siirdiiren insanlar i¢in
ozellikle balikeilik yillarca en 6nemli ge¢im kaynagi olmus ve balik, en belirgin besin kaynagi

haline gelmistir.

1.1. Karadeniz

Karadeniz Tirkiye'nin kuzeyinde dogu-bati dogrultusunda uzanan biiyiik bir ig
denizdir. Bol yagis almasi ve bir¢ok akarsuyla beslenmesi ile ayn1 zamanda buharlagmanin az
olmasi nedeniyle tuzluluk orani diisiiktiir. Bu oran binde 18 ila 22 arasinda degisiklik gdsterir;
orta kesimlerde %1,8 iken, derinlere dogru bu oran %2,2’yi bulmaktadir. Karadeniz
kiyilarinin uzunlugu 1600 km civarindadir ve daglar kiyiya paralel uzandigindan fazla girintili
cikitili degildir.

Karadeniz’e dokiilen bes biiyiik irmak mevcuttur. Bunlar; Dinyeper, Dinyester, Don
Irmag1 ve Kuban Irmag: ile Fransa sinirina kadar uzanan ve biitlin dogu ve orta Avrupa’y1
kapsayan Tuna nehridir. Tuna nehri tek basina her yil 203 km’ tatli suyu Karadeniz’e
tasimaktadir. Bu miktar Kuzey Denizi’ne akan biitiin tatli sulardan daha fazladir. Tiirkiye' de

ise pek c¢ok akarsu ile belli bash dort wrmak; Sakarya, Kizilirmak, Yesilirmak ve Coruh



Karadeniz’de son bulmaktadir. Dokiillen Avrupa ve Asya akarsulariyla birlikte Karadeniz
havzasmin alam denizin kendisinden 5 kat daha genistir ve yaklagik 2.2 milyon km”dir.

Topraklar biitiiniiyle Karadeniz Bolgesi’nin Dogu Karadeniz Boéliimiinde yer alan
Giresun {li’nin 6934 km*lik bir ylizolglimii vardir. Dogusunda Trabzon ve Giimiishane
batisinda Ordu giineyinde Sivas ve Erzincan giineybatisinda yine Sivas illeriyle komsu olup
kuzeyi Karadeniz ile kusatilmistir. Yiizey sekilleri bakimindan engebeli bir goriiniise sahiptir
ve yiizey sekillerinin ¢atisini Karadeniz kiyist boyunca uzanan olduk¢a dar ve algak
diizliklerden olusan bir kiy1 seridi ile giineyde Kelkit Cay1r Vadisi arasini kaplayan Giresun
Daglar1 meydana getirir. Ulke niifusunun binde 8,5’ini kapsayan ve 101 km uzunluga sahip
Giresun ili’nde 6 farkli noktadan Karadeniz’e akarsu desarji mevcuttur ve niifus yogunlugu
kiy1 seridinde il ortalamasinin {izerinde iken, bu oran, kiy1 seridinden i¢ kesimlere dogru
gidildik¢e belirgin bir sekilde il ortalamasinin altina diismektedir. Ekonomisi basta findik
olmak {izere tarima ve balik¢iliga dayanmaktadir.

Giresun’un kiy1 koylerinde dnemli bir ge¢im kaynagi olan balikeilik sadece il sinirlart
icinde degil tiim Karadeniz sahil seridi boyunca olduk¢a yaygindir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
verilerine gore; Tiirkiye’nin toplam su {riinleri iiretim miktar1 2008 yilinda 646 310 ton ve
2009 yilinda 622 962 ton olarak hesaplanmistir. 2010 y1li verilerine gore de deniz {iriinleri
iiretiminde ilk siray1 %58,75’lik oran ile Dogu Karadeniz Bolgesi almistir. Deniz iiriinlerinde
ise ilk sira avcilikla avlanan baliklara aittir ve deniz baliklar1 i¢cinde 6nemli tiirlerden olan
hamsi balig1 bir 6nceki yila gore %11,88 oraninda artarak 229 bin ton civarinda avlanmistir.
2011 yilinda ise su iiriinleri iiretimi bir onceki yila gore %7,73 artarak 703 bin ton olarak
gerceklesmistir. Uretimin % 61,44’{i deniz baliklarindan, %6,45°1 diger deniz iiriinlerinden,
%5,27’s1 i¢ su lriinlerinden ve %?26,83’1i yetistiricilikten elde edilmistir. Aveciligt yapilan
deniz iiriinleri liretim miktarinda da bir 6nceki yila gore %7,18 oraninda artis olup 477 bin ton
civarinda olarak gergeklesmistir. Deniz iirlinleri iiretimindeki siralama %62,43’liik oran ile
Dogu Karadeniz Bolgesi, % 15,49 ile Bati Karadeniz, %8,20 ile Marmara, %6,95 ile Ege ve
% 6,93 ile Akdeniz Bolgeleri seklinde olmustur. Deniz baliklar1 iginde 6nemli olan tiirlerden
hamsi balig1 % 0,23 oraninda azalarak 228 491 ton ve caca baligr % 52,82 artarak 87 141 ton

olarak tiretilmistir (1).

1.2. Balik ve Et Kalitesi

Insanligin temel besin kaynaklarindan biri olan balik eti yiiksek protein, fosfor ve

omega igerigi ile diger et ilriinlerine gore daha saglikli bulunmasi sebebiyle oldukca fazla



tiiketilmektedir. Ayrica tath su ve deniz baliklart icerdikleri aminoasitlerin kompozisyonu,
vitaminler (A, D, B12) mineral ve iz elementler (K, Mg, P, Fe, Se, I, Fl) yoniinden zengin
olmasinin yani sira yiiksek biyolojik degere sahip olmasi (93-87) ve bag dokunun
bulunmamasit nedeniyle kolay sindirilebilir olmasi 06zellikleriyle beslenme fizyolojisi
yoniinden biiyilk 6neme sahiptir. Diinyada yilda ortalama olarak yetmis bes milyon ton
diizeyinde deniz {iriinii avlanmakta ve bunlarin %70°1 direkt insan gidas1 olarak tiiketilmekte
olup, bunun biiyiik bir boliimiinii balik {iriinleri olugturmaktadir (2).

Baliklarin biiyiikliigii ve yasam kosullart olduk¢a degiskenlik gdstermektedir. Bu
farkli yasam kosullari, ¢ok sayida balik tiirinlin olusmasini saglamistir (3). Tirkiye’yi
cevreleyen farkli karakterlere sahip dort ayri deniz, balik tiirleri agisindan biiylik bir
zenginlige sahiptir. Karadeniz’de 247, Marmara’da 200, Ege Denizi’nde 300 ve Akdeniz’de
500 dolayinda balik tiirii bulundugu ifade edilmektedir (4). Her ne kadar bu toplam say1
icerisinde tlirli yok olma tehlikesinde olan balik tiirleri de yer almakta olsa da, Tiirkiye
denizlerinin balik tiirii agisindan olduk¢a zengin oldugu bilinmektedir.

Omurgali hayvanlarin en biiylik grubunu olusturan baliklarin %40°n1 Cyprinidae
familyas1 olusturmaktadir. Bu familya pek cok tatli su baligin1 icermektedir. Denizlerdeki
farkli yasam kosullari, farkli derinlikler, tuzluluk orani gibi faktorler pek ¢ok farkli balik
tiirlerini barindirmaktadir. Genel olarak alistigimiz balik sekli fusiform adi verilen ig sekli
olmasina ragmen dil balig1 (Pleuronectes platessa), deniz at1 (Hipocampus guttulatus), biiyiik
pacavra balig1 (Phyllopteryx eques), zargana (Belone belone), deniz ignesi (Syngnatus acus)
gibi baliklarin goriiniisleri olduk¢a farklidir. Tiir bakimindan c¢ok fazla cesitlilige sahip
denizleri barindirmasina ragmen Ulkemizde ekonomik degeri olan deniz {iriinii tiirii sayis1 100
civarindadir. Denizlerimizde pelajik ve demersal baliklara ek olarak kabuklu, yumusakgalar
ve diger tiirler de avlanmaktadir (5). Su {irlinleri tiretiminin %74’i Karadeniz Bolgesinden
saglanmakta ve bununda biliylik bolimiinii ticari olarak tiiketime sunulan baliklar
olusturmaktadir. Ulke genelinde en ¢ok; kalkan (Psetta maxima), liffer (Pomatomus sp.),
hamsi (Engraulis encrasicolus), kefal (Mugil cephalus), mezgit (Merlangius sp.), levrek
(Dicentrarchus labrax), deniz alas1 (Salmo trutta labrax), istavrit (Trachurus sp.), palamut
(Sarda sarda), barbunya (Mullus barbatus) tiketimi s6z konusudur. Karadenizde tiiketimi en
fazla olan balik hamsi ve sonrasinda istavrittir (1).

Tirkiye, 8333 km uzunlugundaki sahil seridinde toplam 46583 hektar kumsal alaniyla
Avrupa’nin en fazla kumsalina sahip iilkesi olma sebebiyle balik¢ilik icin oldukca fazla
kaynak saglamaktadir. Su iiriinleri potansiyeli acisindan zengin olmasi, balik¢ilik sektoriiniin

iilkenin sosyo-ekonomik yapisinda énemli bir rol oynamasina sebebiyet vermektedir. Balik
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eti, balik¢ilik yoluyla insanlar i¢cin ge¢im kaynagi olusturmasinin yani sira 6zellikle son
yillarda, daha kaliteli et olmasi, kolay sindirilmesi ve dietik 6zelligi olmasi agisindan besin
olarak oldukga fazla tercih sebebi olmaktadir. Bununla birlikte baliklarin kas dokular1 diger
memeli hayvan kaslarindan ¢ok daha hizli bozuldugu icin ¢ok kolay bozulabilen gida

kaynaklar1 olarak da bilinmektedirler.

1.3. Balik Eti Kalitesini Bozan Etmenler

Hizl1 sanayilesme, niifustaki hizli artis ve kentlesme, yetersiz altyapr ve sanayi
kuruluglarinda biiyiik oranda aritma tesislerinin bulunmamasi énemli bir ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde evsel ve endiistriyel atiklarin yeterince
aritilmadan nehir, gol ve deniz gibi alict ortamlara verilmesi ekolojik sistem i¢in ciddi
problemler olusturmaktadir (6).

Balik eti, avlanmadan sonra tiiketilinceye kadar gecen siirede mikroorganizmalarin,
enzimlerin ve dis etkenlerin etkisiyle bir seri kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik degisiklige
ugramaktadir. Bu nedenle tazeligini ve kalitesini kaybetmektedir. Genel olarak temiz sulardan
yeni avlanmis saglikli baliklarin deri, solungag ve bagirsaklar yiiksek oranda mikroorganizma
icermesine karsin, kaslarinda ¢ok az sayida mikroorganizma bulunur ve kaslar1 steril kabul
edilir. Ancak; baliklarda, avlandiktan sonra uygulanan islemlere, bulundugu sicaklik
derecesine ve sliresine bagli olarak solungaclardan, deriden ve bagirsaklardan
mikroorganizmalar kas dokusuna ge¢gmekte ve sonugta mikroorganizmalarin etkisiyle balik
etinin kalitesi bozulmaktadir. Baliklarda meydana gelen kimyasal bazi bilesikler; tat, koku,
yap1 ve renk gibi duyusal niteliklerin degismesine neden olmaktadir. Etin tazeligi ve kalitesi
ile kimyasal olaylarin seyri arasinda yakin bir iliski vardir. Bu nedenle, ette olusan kimyasal
bilesiklerin miktarin1 ve c¢esitlerini belirlemek suretiyle etin tazelik derecesini saptamak
miimkiin olabilmektedir.

Insan niifusuna paralel olarak artan gida ihtiyactm karsilamak {izere gida
endustrisindeki hizli gelismeler, tiiketiciye ¢esitli olanaklar sunarken, daha kaliteli, giivenli ve
saglikli gida iiretiminin zorunlulugunu da beraberinde getirmektedir (6). Hayvansal kaynakli
gidalar i¢inde yer alan balik eti, protein, vitamin ve mineral bakimindan zengin, sindirimi
kolay bir besin kaynagidir. Bu 6zelliklerinin yan1 sira yapisal 6zellikleri bakimindan yumusak
ve sulu olmasi, bag dokusunun c¢ok az olmasi (%2), pH smin 6,8-7,2 arasinda olmasi,
doymamis yag asitleri bakimindan zengin olmasi, i¢ organlar1 c¢ikartilmadan piyasaya

sunulmasi nedeniyle mikroorganizmalarin iiremesi ve gelismesi i¢in uygun bir ortam



olusturmakta ve bunun sonucu olarak da yeterli hijyenik ve teknolojik kosullarda muhafaza
edilmedigi takdirde insan sagligi acisindan risk olusturmaktadir (7). Aymi zamanda, su
ortamina petrol sizintis1 ve endiistriyel atiklar gibi kimyasal atiklarin bulagsmasi da balik etinin

kalitesini bozmakta ve insan saglig1 agisindan olumsuz bir etmen haline getirmektedir.

1.3.1. Kimyasal Etmenler

Uretimin giderek yogunlasmasi, yem iiretiminde ve korunmasinda kimyasal
maddelerin kullanilmasi, evsel ve sanayi atik desarjlari, denizlerde meydana gelen petrol
kazalar1 gibi birgok nedene bagli olarak sular kirlenmekte, bdylece sucul ekosistem ile insan
saglig1 acisindan tehlikeler ortaya ¢ikmakta ve balik etinin kalitesini bozan kimyasal etmenler
olusmaktadir.

Kiy1 deniz sulan 6zellikle kanalizasyon atik sulariyla kirlenebilmekte ve beraberinde
ciddi saglik sorunlar1 getirebilmektedir (8). Sanayilesme, tarimda yapay giibre ve pestisitlerin
kullaniminin artmasi, tarim ve sanayide kullanilan binlerce kimyasal madde, sularin kirlenme
durumunun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (9).

Endiistriyel atiklar, jeokimyasal yap1 ve maden ¢alismalar1 sucul ortamlarda agir metal
kirliliginin 6nemli kaynaklarin1 olusturmaktadir (10). Sularin kirlenmesiyle ortamda bulunan
bakir, ¢inko, kursun, mangan, civa gibi pek ¢ok agir metal sucul canli ve baliklar i¢in risk
teskil etmekle birlikte, 6zellikle baliklarin solungaclarinda olmak {iizere canli dokusunda
birikebilmektedir. Belirli c¢evresel sartlar altinda agir metaller, toksik konsantrasyonlarda
akiimiile edilebilmekte ve ekolojik zararlara neden olabilmektedir (11).

Bakir: Su ortaminda bulunan bakir, biinyede demir elementinin yerine gegerek
bitkilerde biiylimeyi engellemektedir. Ayrica kiigiik canlilar ve baliklar iizerine toksik etkilere
neden olmaktadir.

Kursun: Genel olarak yakit kokenli bir kirlilik olan kursun kirlenmelerine
okyanuslarda dahi yiiksek miktarlarda rastlanmistir. Su ortaminda bulunmasi, canl
bilinyesinde birikim gosterebilen 6zelliginden dolayi, besin zinciri iizerinde olumsuz etkilere
neden olmaktadir.

Mangan: Celik dayanikliligin1 arttiran bir alasim elementidir. Giinlimiiz modern
giibrelerinin vazgeg¢ilmez elementi olma sebebiyle kirliligi yaygindir.

Demir: Bakir, ¢inko ve manganez gibi metaller esansiyel elementlerdendir ve biyolojik

sistemlerde Onemli rol oynarlar. Buna karsin civa, kursun ve kadmiyum esansiyel



elementlerden degildir ve iz miktarlarda bile toksiktir. Bu esansiyel elementler asir1 olarak
alindiginda da toksik etki olusturabilmektedir (10).

Kadminyum: Elektrik, seramik, pil ve akii sanayisinde kullanilmaktadir. Endiistri ve
sanayi atiklarinin denizlere desarji sonucu kirlenmeler olusmaktadir. Canlilar icin oldukca
toksik bir metaldir.

Cinko: Metal kaplama, boyama ve lastik endiistrilerinde yogun miktarlarda kusanilir.
Belirli konsantrasyonlarin tizerinde toksik etki yapmakta ve kloriir formunda 6ldiiriicii etkilere
neden olmaktadir.

Crva: Pestisit iiretiminde, klor ve sodyum elektrokimyasinda kullanilmaktadir.
Kullanim sonucu olusan atik sular alici ortamlara desarj edilebilmekte ve olumsuz etkilere
neden olmaktadir. Civa su ortaminda bakteriler tarafindan civa metil formuna

dontstiirilmekte ve bu form canlilar ve insanlar iizerinde oldiiriicii etkilere neden olmaktadir.

1.3.2. Mikrobiyolojik Etmenler

Balik ve su {irtinleri, giinimiizde tiiketilen proteinli yiyeceklerin énemli bir grubunu
olusturur. Yapilan denemeler protein disinda balik ve su iiriinlerinde 6nemli miktarda vitamin
ve mineral madde bulundugunu ve bu firiinlerin beslenme degerinin yiiksek oldugunu
gostermistir (12). Yiiksek besin degerine sahip olan bu iirlinler mikrobiyal bozulmaya kars1
cok duyarlidir (13).

Uriinii arttirmada ve hastaliklara kars1 korumada kullanilan antibiyotik, antiparaziter,
hormon, enzim, boya ve kimyasallarin kullanilmasi, gerek denizel ortamlarda gerekse balik
yapisinda mikrobiyal degisime neden olmaktadir.

Arntilmaksizin denizlere ve diger sucul ortamlara verilen evsel, endiistriyel gibi atik
sular, kolera gibi ¢esitli hastaliklara neden olan mikroplarin su ortaminda yayilmasina ortam
hazirlamakta ve bunun sonucunda insan ve diger canlilarin saghigini tehdit etmektedir (14).
Atik sularin herhangi bir aritma islemi uygulanmadan g¢evre sularina katilimi, icerdikleri
organik maddelerin mikroorganizmalarca parcalanmasi sonucu g¢evre sularinda dogal yasam
kosullarmin bozulmasina neden olmaktadir (15). igerdikleri ¢esitli toksik maddeler ve patojen
mikroorganizmalar balik, balik dokusu ile insan saghgi agisindan Onemli tehlike
olusturabilmektedir.

Canli baligin florasi, iginde yasadigi suyun mikrobiyal icerigine bagl olarak
degismektedir (16). Dogal olarak baliklarin yasam alani olan suda bulunan bakteriler,

Spirillium, Vibrio, Pseudomonas, Archromobacter, Chromobacterium tiirleri ile Micrococcus



ve Sarcina’nin  bazi tirleridir. Suda  bulunmasi mimkiin  bagirsak  kokenli
mikroorganizmalarin baglicalar1 ise; Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Clostridium
perfingens ve Salmonella, Vibrio comma gibi muhtemel baZirsak patojenleridir (9). Bu
mikroorganizmalar fekal kontaminasyon sonucu suda bulunurlar ve balik dokusunda
bulunmalar1 veya igme sularina karigsmalari durumunda biiyiik tehlike arz ederler.

Ayrica llkemiz balik¢ilarinin aveilik sonucu elde ettigi baliklar, Risk Analizi Kritik
Kontrol Noktalar1 (HACCP, Hazard Analysis of Critical Control Point) sartlarini igeren
balikhanelerde karaya cikartilip saglikli kosullarda pazarlanmadigindan, su {irlinlerinin ig
tiiketimde halk saglig1 acisindan gereken sartlar1 sagladigi s6ylenememektedir (4). Bu durum,
baliklarin olumsuz saklama kosullarinda muhafaza edildigini ve halk sagligi agisindan
olumsuzluk tasidigini gozler 6niine sermektedir.

Tarim alanlarinin kanalizasyon suyu ile sulanmasi veya kanalizasyon sularinin akarsu,
gol ve denizlere bosaltilmas: ile kanalizasyon sularinda bulunan hastalik yapict
mikroorganizmalarin topraga, suya ve atmosfere gecerek bu ortamlarin mikrobiyolojik
yonden kirlenmesine yol ac¢masi, kimyasal ve biyolojik kirleticiler tarafindan
kontaminasyonlarin artmasi, avlanan baliklarin olumsuz saklama kosullarina maruz kalmasi
ve bu sayede kontamine veya enfekte olmus baliklarin tiiketimindeki artig, ayrica insanlarda
immiin yetersizlik, infeksiy6z hastaliklara karsi hassasiyetin artmasinin  6nemli
nedenlerindendir. Bircok enfeksiyon hastaligi hayvanlardan insanlara ge¢cmekte ve bu tip
hastaliklara zoonoz adi verilmektedir (17). Baliklardan insanlara gecen enfeksiyonlar da
Ichtyozoonoz yani balik zoonozlar1 olarak bilinmektedir. Bu hastaliklarin olusumunda ¢ogu
zaman gida maddeleri rol oynamakta ve bulagma, en etkili yol olan agiz yoluyla
gerceklesmektedir.

Insanlar1 enfekte edebilen balik patojenleri, cogu durumlarda kii¢iik rahatsizliklar
olusturmasina ragmen bazen ¢ok ciddi hastaliklara da sebep olabilmektedir. Ancak bu konuda
resmi istatistiklerin olmamasi1 var olan risklerin ¢esitleri ve tiplerinin yorumlanmasi igin zor
olmaktadir (17). Balik zoonozlar1 etkenin tiiriine gore bakteriyel, parazitik, viral ve fungal

zoonozlar olarak incelenmektedir.

1.3.2.1. Parazitik Zoonozlar

Parazitler dogada genis bir yayilim alanina sahiptir. Hemen hemen pek ¢ok hayvan

yasam1i boyunca zaman zaman parazitlere konak durumundadirlar. Baliklarin biinyesinde



larval durumda bulunan ¢ok sayida parazit ¢ig veya az pismis balik etinin tiiketilmesiyle
zoonotik 6zellige sahip olabilmektedirler.

Genellikle balik tiikketimiyle son konak haline gelen insanlar bu parazitleri alir ve
burada ergin forma ulasan parazitler hastalik olustururlar (18). Ornegin nematodlar,
trematodlar ve sestodlar gibi parazitler, baliklarda deri kas ve ¢esitli i¢ organlarin igerisinde
bulunmakta ve insanlarda bulanti, kusma, karin agrisi, gastrik iilser gibi hastaliklara ve agir

bobrek tahribatina neden olmaktadir.

1.3.2.2. Viral Zoonozlar

Heniiz insanlarin balik viriisleriyle enfekte olduguna dair bir kayit yoktur; fakat
insanlar i¢in patojen olan bazi viriislerin baliklarda olabilecegi bilinmektedir (19). S6z konusu
viriislerin, kirli sularin deniz ortamina karistig1 yerlerde yakalanan baliklarda bulundugu tespit

edilmistir (17).

1.3.2.3. Fungal Zoonozlar

Fungal balik patojenleri ile ilgili olarak ise bugiine kadar insanlarda bir enfeksiyon
bildirilmemistir; ancak mantarlarin baliklarda patojen etkiye sahip oldugu litaretiirlere

gecmistir.

1.3.2.4. Bakteriyel Zoonozlar

Balik zoonozlarina neden olan bakteriler daha ¢ok gram negatif bakterilerdir. Gram
pozitif bakterilerin sadece bir kismi insanlarda hastalik olusturucu etkiye sahiptir.

Insanlarda enfeksiyona neden olan bakteriler, genellikle baliklarda enfeksiyona neden
olmaz; ama bu bakteriler baligin bulundugu ortamda bulunabilmekte, balik ve balik¢ilik
{iriinleriyle tasmabilmektedirler (14). insana bulasan bakteriyel balik zoonozlari, kontamine
balik dokularinin ve kontamine suyun, derideki yirtik deri ile temas etmesi veya kontamine
baliklarin gida olarak tiiketilmesi sonucu olusmaktadir (20). Insanda bakteriyel balik
zoonozlart c¢ogunlukla belirtisiz gastroenterit, deri veya dokularin altinda lokalize
enfeksiyonlarla sonuglanmaktadir (17).

Baliklarin mikroflorasi, baligin cinsi, yasadig1 su ortami, mevsim ve gelisim donemine
gore farklihk gosterir. Ornegin, temiz sularda yeni yakalanmis baliklarda mikrobiyal

kontaminasyon smirlidir. Bu durum yakalandigi ortamin kirlilik durumuna, sicakligina,



baligin yakalanma sekline ve avlanmadan sonra yapilan islemlere baglidir. Soguk sularda
avlanan baliklarin derisinde gram-negatif bakteriler, baslica Psychrobacter, Acinetobacter,
Pseudomonas, Flavobacterium, Shewanella ve Vibrio, 1lik sularda avlanan baliklarin
derisinde ise gram-pozitif bakteriler 6zellikle Micrococcus, Corneform ve Bacillus cinsleri
hakim durumdadir (21). Tath su baliklari, tath sularda yasayan bakterileri tagimaktadir (22).
Bunlar deniz suyunda yasayan bir¢cok bakteriye ilaveten Aeromonas, Lactobacillus,
Brevibacterium, Alcaligenes ve Streptococcus’a ait tiirleri icermektedir. Her iki kaynakta
bulunan baliklarin sindirim sistemlerinde Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium,
Vibrio, Bacillus, Clostridium ve Escherichia cinslerine ait bakteriler bulunmaktadir (23).

Baliklarin derisinde, solungaglarinda, bagirsak igeriginde ve c¢evrede bulunan
mikroorganizmalar primer kontaminasyonlara neden olurken; isleme, tasima ve pazarlama
asamalarinda ise sekonder kontaminasyonlar olugabilmektedir (24). Bu mikroorganizmalar ise
baliklarda bozulmalara, insanlarda zehirlenmelere ve hastaliklara neden olmaktadir.

Gida kaynakli hastaliklar nedeniyle her y1l Amerika Birlesik Devletleri’nde 76 milyon
hastalik olgusunun meydana geldigi ve bunlarin 5 milyonunun 6&liimle sonuglandigi
bildirilmektedir. Gida kaynakli enfeksiyonlarin  etiyolojisine bakildiginda  basta
Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., E. coli O157, Yersinia enterecolitica,
Listeria monocytogenes ve Vibrio spp. olmak iizere bakteriyel patojenlerin biiyiik (%75) rol
oynadig1 bildirilmistir (7). Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella gibi enterobakterler
toplumda pek cok sistemi tutabilen ve ciddi hastaliklara neden olabilen infeksiy6z ajanlar

olma sebebiyle insan saglig1 acisindan oldukga tehlikeli tiirler arasinda yer almaktadir.

1.4. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae familyas1 gram negatif, fakiiltatif anaerop, comak sekilli bakteriler
olup, biyokimyasal ve antijen yapilarindaki farkliliklar nedeniyle ¢esitli tiir ve tiplere ayrilan,
toplam 28 cinsi kapsamaktadir. Bu ailede; Sal/monella, Shigella, Yersinia gibi obligat patojen
cinslerin yani sira ¢ok sayida Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Proteus, Providencia, Edwersiella gibi firsatci patojen cinsler de vardir.

Dogal olarak insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunan Enterobacteriaceae
tiyelerinin balik ve balik tiriinleri iizerindeki tiirleri ise atik sulardan veya {irlinlerin uygun
olmayan kosullarda muhafaza edilmesi ve kirli esyalar ile kontamine olmasi sonucu
olusmaktadir. Dolayis1 ile bu organizmalar beslenme yolu ile potansiyel hastalik yapici etkiye

sahip olarak, index organizmalar veya isletmelerdeki yetersiz hijyeni anlatmasi bakimindan



indikator organizmalar olarak isimlendirilmektedirler (25). Ayrica uygun iireme ortami
bulduklar1 zaman bakteriyemi, alt solunum yolu enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit, intra-abdominal enfeksiyonlar, septik
artrit, osteomyelit ve gz enfeksiyonlart dahil olmak {iizere cesitli enfeksiyonlar ile
zehirlenmelere neden olmaktadirlar.

Besin zehirlenmesi etkeni oldugu bilinen cinsler i¢cinde en 6nemlileri Escherichia ve
Salmonella cinsleridir. Enteropatojenik Escherichia coli ve Salmonella birgok arastirici
tarafindan balik ve kabuklu organizmalarin deniz tiirlerinden izole edilmistir (26).

Enterobacteriaceae familyasinin 37 °C ‘de 48 saat icerisinde laktozdan asit ve gaz
olusturan, gram negatif, sporsuz, cubuk seklinde olanlar1 koliform bakteriler olarak
adlandirilir. Buna gore; Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Entcloacae, Citrobacter
freundii ve Klebsiella pneumoniae koliform grup bakteriler igerisinde tanimlanir (27). Bu
mikroorganizmalarin su ortaminda bulunmas: fekal kontaminasyonlar sonucu olur ve igme
sular1 i¢in biiyiik tehlike arz ederler. Tifo ve dizanteri gibi bulagici hastaliklar, gerek hayvan
gerekse insan artiklariyla kontamine olan sularin kullanilmasi ile ortaya cikarlar. igme suyu
Enterobacteriaceae tiyelerinin dogal yasam ortami degildir ve temiz suda ¢ogalmazlar.
Koliform grubu bakteriler insan saghgir ve su kirliligi varliginin gostergesi agisindan
onemlidir.

Enterobacteriaceae ailesinin Salmonella cinsi ¢ogu zaman kirli sularda yetistirilen
baliklardaki enfeksiyonun kaynagi olmakta ve bu bakterinin teshisi, insanlarda ve hayvanlarda
kan, digki ile iireden yapilan bakteriyolojik incelemelerle olabilmektedir (28). Diger bir
Enterobacteriaceae tiyesi Yersinia deniz triinlerinden balik, istiridye ve midyelerde tespit
edilmistir; ancak bu bakterinin saglikli insanlarda ¢ok fazla hastalik yapici etkiye sahip
olmadigi, firsat¢ci patojen oldugu, yiiksek miktarda viicuda girdiginde etkili oldugu
bildirilmektedir (17). Familya icerisinde yer alan FEdwardsiella‘'nin sadece bir tiiri,
Edwardsiella tarda insanda hastaliga neden olmaktadir. Bu tir aym1 zamanda yayin
baliklarinda hastalik etkeni olup kuslar, kurbagalar, baliklar ve diger tiirlerin bagirsak
mikroflorasinda bulunmaktadir (29). Enfekte balik ve kontamine sular enfeksiyonun

kaynagidir.

1.4.1. Escherichia coli

Enterobacteriaceae tamilyasi icinde koliform olarak bilinen ve fekal koliform olarak

tanimlanan bakterilerin biiyiik cogunlugu E.coli olarak bilinmektedir. E.coli, normal bagirsak
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florasina ait olup, biyolojik siniflandirmada bagirsakta yasayan bakterilerden olusan enterik
bakteriler ailesinde yer almaktadir. Bakteri ¢ubuk seklinde, boyutlar1 1-2 pm uzunlugunda ve
capt 0,1-0,5 pm arasinda degismektedir. Gram-negatif bir bakteri oldugundan endospor
olusturmaz. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biiylimeye adapte oldugu i¢in en iyi viicut
sicakliginda ¢ogalir (30).

Herhangi bir 6rnekte E.coli’ye veya fekal koliform bakterilere rastlanmasi oraya
dogrudan ya da dolayli olarak digki bulasgtiginin gostergesi olabilmektedir ve bu durum
Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de o ortamda veya Ornekte olabilecegine
isaret edebilir.

E.coli fekal kontaminasyonun bir gostergesi olmasi yaninda genetik yapist en iyi
bilinen canli olma 6zelligine de sahiptir. Suslarinin bircogu zararsiz olan bu bakterinin bazi
patojenik tipleri, insan ve hayvanlarda, sonucu Oliime kadar giden ishallere, yara
enfeksiyonlarina, menenjit, septisemi, artheriosklerosis, hemolitik iiremik sendrom ve gesitli

immiinolojik hastaliklara sebep olabilmektedir (31).

1.4.2. Salmonella

Hareketli ve hidrojen siilfiir tiretebilen Salmonella tiirleri Enterobacteriaceae ailesi
icinde yer alir ve tifo, paratifo ile gida zehirlenmesine yol agabilen, cubuksu bakterilerdir.
Gram-negatif bir bakteri olan Salmonella, klinik laboratuvarda genelde MacConkey agar,
XLD agar, XLT agar, DCA agar veya Ondz agar ile izole edilir. Bagirsak enfeksiyonuna ve
sikca gida kaynakli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (32).

Saglik acisindan c¢ok biiylik Onem tasiyan Samonella tphyi tirli agiz yoluyla
alindiginda etkili olmaktadir. Suda orta derecede dayanabilmektedir ve klora direnci ¢ok
distiktiir. Tifo; Salmonella typhinin sebep oldugu ates, bas agrisi, karin agrisi, suur

bulaniklig1 ile karakterize edilen, insanlara 6zgii, sistemik enfeksiyon hastaligidir (33).

1.4.3. Klebsiella

Gram negatif ve Enterobacteriaceae familyasinin genel Ozeliklerini gdsteren
Klebsiella cinsi bakteriler, hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsiilli ¢omakciklardir. Kisa,
uclart yuvarlak, 1-2 mikrometre boy ve 0,5-0,8 mikrometre eninde hareketsiz, sporsuz
bakterilerdir. Ug uca ikiser ikiser kisa zincirler halinde veya tek tek bulunurlar. Cevrelerinde
polisakkarit yapisinda bir kapsiil bulunur ve kapsiil, normal sartlarda serumda goriinemez,

sadece hastalik evresinde goriilebilir. Hemen hemen biitiin sekerleri asit ve gaz halinde
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parcgalayabilmeleri 6zellikle nisastay1 pargalayabilmeleri, diger bagirsak bakterilerinden ayirt
edilmeleri i¢in en 6nemli 6zelliktir.

Klebsiella pneumoniae olarak adlandirilan ve hastane enfeksiyonlarinin 6nemli bir
ajani olan Klebsiella tiirii, insan saglig1 agisindan ¢ok dnemli olan nazokomiyal enfeksiyonlar,
iist solunum yolu enfeksiyonlari, iirener sistem enfeksiyonlari ve yara enfeksiyonlari
olusmasinda rol alan firsatg1 patojenlerdir. Hatta nazokomiyal enfeksiyonlara yaygin olarak

neden olan bakteriler siralamasinda Escherichia coli’den sonra ikinci sirada gelmektedir (34).

1.4.4. Shigella

Hareketsiz, gram negatif, fakiiltatif anaerob olan Shigella’ lar sporsuz ve ¢ubuk sekilli
bakterilerdir. Insanlarin bagirsak sistemlerinde bulunurlar ve insanlar bu bakterilerin yegane
konakgisi olarak kabul edilir.

Ozellikle sicak iilkelerde gidalarin ve sularin insan diskisi ile kirlenmesi sonucunda
ortaya ¢ikan kontaminasyon sonucu, kontamine olmus gida maddelerinde ve suda bulunurlar.
Insandan insana bulastigi, gidalarla da tasmabildigi ancak gidalarin bu bakterilerin
cogalmasina olanak tanimadigi, sadece vektor (tasiyici) olarak rol aldigi kesin olarak
bilinmesi sebebiyle gida kaynakli enfeksiyonlara dahil edilmezler. Gida maddelerinde ¢ok
uzun siire canliliklarin1 muhafaza edebilirler ve kisa stireli olarak diisiik pH’l1 ortamlari tolere
edebilirler. Oksidaz negatif 6zellik gosterirler. Kontamine gidalarda en ¢ok rastlanan tiirii

Shigella sonnei’dir (35).

1.4.5. Serratia

Serratia’lar, Enterobacteriaceae ailesinde basil sekilli Gram negatif bakterilerdir. Bu
familyanin diger tiirlerinden; gastrointestinal yola daha az yerlesmesi, lipaz, jelatinaz ve
DNAse enzimlerinin olmasi ile ayrilirlar. Saprofitik bakteri olarak genig yayilim gosteren
tiirleri vardir ve 6zellikle nisastali gidalarla ¢ok iyi bliyiime gostermektedirler (36).

Son yirmi yilda hastane enfeksiyonlariin en belirgin nedeni haline gelmistir. Solunum
sistemi ve lrener sistemde yerlesmeye ve Ozellikle yogun bakim iinitelerinde nozokomiyal
enfeksiyonlar yapmaya egilimli oldugu bildirilmistir. Bakteriyemi, alt solumum yollari,
cerrahi yaralar ve deri ve yumusak dokularda enfeksiyonlara yol agmakta ve nozokomiyal

enfeksiyonlarin %2'sinden sorumlu tutulmaktadirlar (37).
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S. marcescens, Serratia’ lar iginde 6nemli yeri olan patojen tiir olmakla birlikte, bu
cins i¢inde nadir olarak hastalik yaptig1 bildirilen S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea

ve S. odorifera tiirleri de bulunmaktadir.

1.4.6. Yersinia

Yersinia, Enterobacteriaceae ailesine mensup bir gram negatif bakteri cinsidir.
Bubonik vebanin enfeksiyoz ajanidir. Ayn1 zamanda septisemik ve pndémonik veba tiirlerinin
de etkenidir. Diger Enterobacteriaceae cinslerinde oldugu gibi, fermentatif bir metabolizmaya
sahiptir ve kokobasil sekillidir. En ¢ok bilinen Y. pestis tiirii tarih boyunca bir¢ok pandemilere
sebep olmustur (38).

1.4.7. Proteus

Kokobasil goriiniimiinde, sporsuz ve kapsiilsiiz bakteriler olup Enterobactericeae
familyasinda yer alirlar. Insanda neden olduklar1 idrar yolu enfeksiyonlar1 uzun siireli ve
persistan enfeksiyonlar oldugu i¢in bobrek tast olusumuna neden olabilirler. Toprakta, suda ve
diskiyla kontamine materyallerde bulunurlar. Proteus vulgaris, Proteus penneri gibi bilinen

tiirleri vardir (39).

1.5. Antibiyotikler

Mantar veya benzeri mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, mikroorganizmalarin
ve bagka canlilarin gelismesini durdurma veya 6ldiirme giicii bulunan dogal ya da kimyevi
maddelere antibiyotik denir (40).

Giiniimiizde en yaygin kullanilan ve beta-laktam halkasi olarak adlandirilan Beta-
laktam grubu antibiyotiklerdir ve ortak kimyasal molekiilleri ile diger antibiyotiklerden ayirt
edilmektedirler. {1k olarak 1928 yilinda besiyerine tesadiifen diisen Penicillium notatum tiirii
mantarin g¢evresinde stafilokok tiirli bakterilerin lireyememesi nedeniyle dikkat ¢ekmistir.
Yapilan caligmalar sonucu penisilin G gelistirilerek klinik kullanima sunulmus ve sonraki
yillarda gelistirilen yeni beta-laktam grubu antibiyotiklerin tiimii, ortak molekiil olan beta
laktam halkasina bagli aminoasitler iizerinde yapilan c¢esitli modifikasyonlar sonucunda
sekillendirilmistir (41).

Antibiyotikler, mikroorganizmalara ¢esitli mekanizmalarla etki etmektedirler. Ornegin

yaygin kullanim alanina sahip penicillinler bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki
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gostermektedirler. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 genel olarak 5 grupta toplanmaktadir

(Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalar

Bakteri hiicre Stoplazma membran | Bakteri ribozomlarinda | DNA ve RNA Intermedier
duvari sentezini permeabilitesini protein sentezini inhibe | sentezini bozarak metabolizmay1
inhibe ederek bozarak ederek bozarak
Penisilinler Polimiksinler Aminoglikozidler(30S) | Kinolonlar Siilfonamidler
Basitrasin Nistatin Klindamisin (50S) Aktinomisin PAS
Sefolosporinler Ketokonazol ve diger | Kloramfenikol (50S) Rifampisin Sulfonlar
Vankomisin imidazoller Eritromisin (50S) Daunorubisin Etambutol
Monobaktamlar Amfoterisin B Tetrasiklinler (30S) Mitomisin izoniazid
Sikloresin Flukonazol ve diger Doksorubisin Trimetoprim
Karbapenemler triazoller

Ristosetin Gramisidin

1.6. Antibiyotik Direncliligi

Mikroorganizmalarin yeryliziinlin en eski canlilar1 olmalarinin nedeni, degisen
kosullara hizla uyum saglayabilme yetenekleridir. Bakteriler ¢evresel degisikliklere cok ¢abuk
cevap verebildiklerinden, bu yetenekleri akuatik ekosistemde kokli degisiklere yol
acabilmektedir. Bakterilerin bu o0zellikleri gelistirilen her yeni antibiyotige direng
gelistirebilmelerine de yol agmaktadir. “Mucize ilag” olarak isimlendirilen antibiyotikler,
kullanima girmelerinden bu yana uzun bir siire gegmemesine ragmen bu ilaclar ile ilgili
gelismeler hizla artmis, ayni zamanda kullanimlart sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan
onemli sorunlar da giindeme gelmistir. Antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng ise bu
sorunlarin basinda yer almaktadir (42).

Sudaki c¢oziiniirliikleri yiiksek olan antibiyotikler, insan faaliyetlerini takiben
kanalizasyon sistemleri yoluyla, ¢iftlik, mezbaha ve arazi yiikseltme ¢aligmalar1 neticesinde
sucul cevrelere karigsmaktadir. Antibiyotik direngli suslar, sucul c¢evrelere veterinerlikte,
hayvan giibrelerinde antimikrobiyal madde kullanimi ve aritilmamis kanalizasyon sulari
yoluyla bulagsmaktadir (43, 44, 45). Antibiyotik direngliliginin kdkeni son yarim yiizyil
boyunca antibiyotiklerin insanlarda enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ve ¢ok sayida insan

kaynaklt olmayan tarim, hayvan yetistiriciligi ve balik ¢iftlikleri gibi uygulamalarda
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kullanilmasina dayanmaktadir. Enfeksiyon hastaliklarinda yaygin bir sekilde kullanimi bir
taraftan tedavide basar1 saglarken, diger taraftan enfeksiyona neden olan bakterilerde,
kullanilan antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde ve hizli bir sekilde direncliligin gelisimine
neden olmustur. Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasi direnglilik gelisiminde etkin
olup, nehirlerin denizlere dokiildiigii alanlardan, derin deniz suyu ile sedimentinden direngli
bakterilerin su ve su lriinleri ile deniz araglar ile genis alanlara yayilmasi direngliligin daha
da gelismesine ve bakteriler arasinda yayilmasina neden olmustur. Akuatik ekosistemde
bakterilerin baglangicta hassas olduklar1 bir antibiyotige direngli hale gelmeleri, evsel atiklarin
dogal ortamlara ulagmasi ile ilgilidir (46). Atik sularda ve bunlarin dip sedimentlerinde yer
alan bakteriler ¢ok sayida antibiyotige direnclilik tasiyabilirler. Toprak, lagim suyu ve yiizey
sular1 gibi farkli c¢evrelerdeki antibiyotik direncliligi tasiyan bakterilerin varligi ve son
yillardaki artis1 insan sagligini tehdit etmektedir. Ayni1 zamanda bakteriyel direncliligin
gelismesinin ¢evresel bir problem oldugu unutulmamalidir. Giiniimiizde penisilin direngli
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve Pseudomonas gibi gram negatif,
metisilin direngli Staphylococcus aureus, vankomisin direngli pnomokoklar, makrolid direncli
streptokoklar gibi gram pozitif bakteriler ve asite direngli Mycobacterium tuberculosis gibi
bakterilerin olusmasi1 enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik gii¢liiklere neden olmaktadir (42).

Bakterilerde meydana gelen hiicre zar1 gecirgenliginin degisimi, metabolik yol ve
enzimlerin de8isim gostermesi veya antibiyotiklerin etki edecekleri molekiiliin kaybolmasi
bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gelistirme sekilleridir. Deniz veya g6l ortamindaki
bakterilerin antibiyotiklere diren¢ gelistirmeleri o ortamin insan kaynakli kirletilmesinin bir
gostergesidir. Enterobacteriaceae iiyeleri insan kaynakli atiklar yoluyla deniz ekosisteminde
cogalabilmekte ve 6zellikle E.coli en bilinen fekal indikator bakteri olarak caligmalara konu
olmaktadir.

Bakterilerin bir kisminda direnclilik gelisimi, plazmid olarak isimlendirilen
ekstrakromozomal DNA vyapilari ile belirlenir. Plazmidin yapisi bakteri kromozomundan
farklidir ve konjugasyon yolu ile direngliligin aktarilmasinda gorev yaptig1 i¢cin R-plazmidi
olarak adlandirilir (47). Ozellikle evsel atiklar, R-plazmidi tasiyan ve ¢ogunlugu insan
bagirsak florasindan kaynaklanan bakteriler icermektedirler.

Entrobacteriaceae ailesinde en az 20 farkli bakteri cinsi vardir ve bunlar plazmid alip
verebilmektedirler. Domestik ve endiistriyel atik sularin, yiizeysel sulara desarj edilmesi, igme
sularinin plazmid tasiyan bakterilerle kontaminasyona ugramasi neticesinde bu durum; bu tip

antibiyotige direngli mikroorganizmalarin giderek artmasina neden olacak ve bu patojen
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organizmalarin insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyona neden olmalar1 halinde de tedavide

imkansizliga neden olacaktir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Materyal

Bu calismanin deneysel siirecinde asagida verilmis olan materyaller kullanilmistir.

2.1.1. Kullamlan Antibiyotikler

Antibiyotik direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik disklerinin

tamami BD (Becton Dickson, USA) marka olup isimleri ve igerdikleri antimikrobiyal madde

miktar1 Tablo 2.1’°de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Antibiyogram Testlerinde Kullanilan Antibiyotikler

Kl.saltfna Ticari ismi Grubu Etki Mekanizmasi
Ismi
AK 30 pg Amikacin e . .
- Aminoglikozit Protein sentezini inibe eder.

S10 pg Streptomycin
Bakteri ribozomlarmin 508 alt birimindeki 23S tRNA

E15pg Erythromycin Makrolid baglanarak, ayn1 yere tRNA’nin baglanmasini ve
dolayisiyla peptid yan zincirin uzamasini dnlerler.

AM 10 pg Ampicilin Aminopenisilin | Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.

CZ 30 nug Cefazolin Sefalosporin 1

CTX 30 ug | Cefotaxime Sefalosporin 3 Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.

CXA 30 pg | Cefuroxime Sefalosporin 2

NA 30 pg Nalidixic Acid Kinolin DNA giraz (topoizomeraz II) enzimi inhibitdriidiir.

TE 30 ug Tetracycline Tetrasiklin 30S alt birimine baglanarak tRNA’nin baglanmasini ve

peptid zincirinin uzamasini dnlerler.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1. EMB Agar (Eosin Methylene Blue Agar)

Bu besiyeri gram negatif Enterobacteriaceae iiyesi olan enterik bakterilerin tespiti ve

izolasyonu i¢in kullanilmistir. E.coli kolonileri EMB agarda metalik yesil renk olustururlar.

Laktoz ve slikroz negatif bakteri kolonileri ise renksizdirler. Laktoz pozitif bakteri kolonileri

siyah renktedir veya koyu renkli bir merkez ve saydam renksiz bir kenar yapisina sahiptirler

(48).
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Bilesimi g/L

Pepton 10
Laktoz 10
Diptosyum Fosfat 2
Agar 15
Eosin Y 0,4
Metilen Blue 0,065

2.1.2.2. Nutrient Agar

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir olarak saklanmasinda kullanilmistir (27).

Bilesimi g/L
Pepton 10
Et oziitii 10
NaCl 5
Agar 15

2.1.2.3. PCA Agar

Balik numunelerinden bakteri izolasyonu sirasinda kullanilmistir (27).

Bilesimi g/LL
Pepton 5
Maya Oziitii 2,5
D(+) Glikoz 1
Agar 12

2.1.2.4. TSA (Tryptic Soy Agar)

Agir metal ve antibiyotik testlerinin uygulanmasinda kullanilmistir (27).
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Bilesimi g/L

Trypton 15
Bitki Oziitii 5
NaCl 5
Agar 15

2.1.2.5. indol Siv1 Besiyeri

Indol testinde kullanilmistir.

Besiyeri:

3 gr trypton ve 1,5 gr NaCl 300 mL saf suda ¢oziilmiistiir (pH>7).

indol (Kovaks) ayraci:

[zoamil veya Izobutil alkol 75 ml
p-dimetil aminobenzaldehit 5¢g
Konsantre HCI 25 ml

2.1.2.6. Nutrient Broth

Metil Kirmizis1 ve Voges Prouskauer testi i¢in besiyeri olarak kullanilmistir.

Bilesimi g/L
Pepton 10
Et oziitii 10
NaCl 5

Metil Kirmizisi ayraci:

Metil Red 0,1g
95’ lik Etil Alkol 300 ml
Distile su 200 ml
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Voges Prouskauer ayraci:

1- % 5 lik a — naftol soliisyonu:
alfa naftol S5¢g
absolii etil alkol (%95) 100 ml
2- %40 © lik KOH:

KOH 40 g

Distile su 100 ml

2.1.2.7. Koser’s Citrat Broth

Sitrat testi i¢in kullanilmistir (49).

Bilesimi g/L
Sodyumamonyumhidrojenfosfat 1,5
Dipotasyumhidrojenfosfat 1,0
Magnezyumsiilfatheptahidrat 0,2
Sodyumsitratdihidrat kristali 3,0

2.1.2.8. EC Broth

E.coli ve Klebsiella gibi koliform organizmalarin laktozu fermente ederek asit ve gaz
olusturma yetenegine sahip olduklar1 bilindiginden, bu yeteneklerine bakilarak tespiti i¢in
kullanilmistir. Ozellikle laktozdan olusacak gazin belirlenmesi icin de tiipiin icerisinde bir

adet durham tiipii bulundurulmustur (50).

Bilesimi g/L
Trypton 20
Laktoz 5
Safra tuzlar1 karigimi 1,5
NaCl 5
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K,HPO, 4
KH,PO4 1,5

2.1.2.9. Luria-Bertani (LB) Broth

Antibiyotik direnglilik testlerinin uygulanmasinda, bakteri suslarinin zenginlestirilmesi

amaciyla kullanilmistir (48).

Bilesimi g/L
Tryptone 10
NaC(l 5
Maya 5

2.1.2.10. Salmonella Rapid Test Elective Medium

Salmonella cinsi bakterilerin tespiti icin kullanilmistir.

Bilesimi g/LL
Tryptone 10
NaCl 5
NaHPO4 9
K>HPO4 1.5
Malasit Yesili 0,0025

Besiyerinden 6,1 gr alinarak 1,2 gr agar ile erlen igerisinde karigtirtlmig, 100 ml saf

suda ¢oziilerek otoklavda 121 °C de ve 1,1 atm basingla 15 dakika steril edilmistir.

2.1.2.11. S0X TAE (Tris, Asetik asit, EDTA)

48,4 g Tris, 11,42 mL asetik asit, 4,52 g EDTA 200 mL distile suda ¢6zlilmiis ve pH

8’e ayarlanmustir (51).

2.1.2.12. Agaroz Jel (%]1)

Plazmid DNA nin yiiriitiilmesi i¢in kullanilmistir (51).
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2.1.2.13. Ornek Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)

%0,25 Brom fenol mavisi ve %10 gliserol ile hazirlanan stoktan uygun hacime distile

su ilavesiyle hazirlanmigtir (51).

2.1.2.14. Yiiriitme Tamponu (Running Buffer)

50X TAE’den 50 kat sulandirilarak hazirlanmistir (51).

2.1.2.15. Boyama Soliisyonu (Staining, Ethidium Bromiir)

1 g EtBr 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanan stok ¢ozeltiden son hacim 10

mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir (51).

2.1.2.16. Boyay1 Geri Alma soliisyonu (Destaining)

Boyama sonrast EtBr’nin fazlasi uygun hacimdeki 1 mM MgSO4 ile
gerceklestirilmistir (51).

2.2. Metod

Giresun Merkez Ilgedeki ticari olarak halkin tiiketimine sunulan farkli balik¢i
tezgahlarindaki hamsi (Engraulis encrasicolus, L. 1758), mezgit (Merlangius merlangus, L.
1758) ve istavrit (Trachurus trachurus, L. 1758) Ornekleri steril torbalara konulmus ve tiim
ornekler laboratuara soguk zincir korunarak 4 saat icerisinde getirilmistir (52). Tezgahlardan
alinan balik érneklerinden bakteri izolasyonu yapilmustir. izole edilen bakterilerin stoklari ve
identifikasyonlar1 yapilarak belirli agir metallere ve tedavide yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1i direnclilik diizeyleri saptanmistir. Ayrica, antibiyotik ve agir metal

direnclilikleri yiiksek olan izolatlarda plazmid varlig1 da arastirilmistir.

2.2.1. izolasyon Teknigi

Her balik 6rneginden 1 gr solungag ve 1 gr barsak igerigi alinarak 9 ml steril saf suyla
homojenize edilerek seri sulandirma ile PCA ve EMB besiyerine ekim yapilmis ve 24-72 saat

37 °C’de inkiibe edilerek bakteri izolasyonu saglanmustur.
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2.2.2. identifikasyon Yoéntemi

Selektif besiyerlerinden faydalanilarak izole edilen tiim izolatlar fenotipik
karakterlerine, Gr boyanmalarina, oksidaz ve katalaz reaksiyonlarina, hareket, OF glikoz ve
jelatin eritme testlerine tabi tutulmuslardir. Bu testler Cowan (1974) ve Lemos ve arkadaslari

(1985) prosediirlerine gore gerceklestirilmistir (53, 54).

2.2.2.1. indol Testi

Baz1 bakteriler sahip olduklar triptofanaz enzimi araciligi ile triptofan iceren zengin
besiyeri igerisinde, triptofandan indol, skatol, indol asetikasit, piriivik asit, amonyak gibi
oksidasyon triinleri olustururlar. Olusan triinlerden benzilpropil olan indol bir aldehit olan
paradimetilaminobenzaldehit ile birleserek kirmizi renk olusturur (49).

1,5 ml triptofan igeren ependorf tiiplerine lireme olan numunelerden inokiile edilip
optimum sicaklikta 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 0,2-0,6 ml kovaks
ayraci ilave edilmis ve iist kisimda kirmizi renk olusturanlar pozitif sari-kahverengi renk

olusturanlar negatif olarak degerlendirilmistir.

2.2.2.2. Metil Kirmzisi Testi

Karbonhidrat fermatasyonu sonucu olusan asit miktarini kantitatif olarak gosteren
testtir. Enterobactericeae ailesinin iiyeleri Embden — Meyerhof ara yolunu kullanarak glikozu
piriivik asite cevirirler. Pirtivik asit, formik asit, laktik asit ve asetik asite doniisiir. Bu yolu
kullanarak piriivik asiti meabolize eden mikroorganizmalar besiyerinin pH’ sin1 4,4 “iin altina
diistirtirler. Testin indikatorii metil kirmizist olup pH < 5 te kirimizi, pH > 5,8 © de sar1 renk
olusturur (49).

Besiyeri tiiplerine incelenecek olan bakteri kolonisinden inokule edilip 35 °C’ de 5
giin inkiibe edilmistir. Bir¢ok kiiltiir i¢in genelde 48 saatlik bir inkiibasyon siiresi yeterlidir.
Ancak 48 saatten daha az inkiibe edilmez. 48 saat sonrasi siipheli goriilen numuneler igin
inkiibasyon 5 giine tamamlanir. Inkiibasyon sonrasi metil kirmizis1 ayracindan 5 damla
damlatilmistir. Ayra¢ eklendiginde kirmizi renk olusturan numuneler pozitif, sari-portakal

renk olusturanlar ise negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
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2.2.2.3. Voges Proskauer Testi

Glikozun fermantatif yikimindan olusan esas iiriinlerden olan pirlivik asit degisik
bakterilerdeki enzim sistemine bagli olarak bir¢cok yolla metabolize edilir. Bu yollardan
birinde asetoin ya da asetil-metil-karbinol olusur. Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia
gibi mikroorganizmalar, glikoz metabolizmasindan ana son {iriinii olarak asetoin olustururlar.
0, ve %40 KOH varliginda asetoin diasetile ¢evrilir ve a— naftol kirmizi rengin olusumunda
katalizor gorevi goriir (49).

Glikoz—peptonlu su kiiltlirlinden 1 ml 6rnek tiipe aktarilip iizerine 0,5’er ml % 5°lik a-
naftol ¢ozeltisinden, 50 ml %40°lik KOH damlatilmistir. Kirmizi renk olusumu gozlenenler

pozitif, digerleri negatif sonug olarak kaydedilmistir.

2.2.2.4. Sitrat Testi

Bazi mikroorganizmalar kreps siklusunda ana metabolit ve karbon kaynagi olarak
gorev yapan sitrati kullanma yetenegine sahiptirler. Sitrat fermentasyonu i¢in kullanilan
besiyeri ayrica inorganik amonyum tuzlari da igerir. Tek karbon kaynagi olarak sitrati
kullanma yeteneginde olan mikroorganizmalar nitrojen kaynagi olarak ta amonyum tuzlarin
kullanirlar ve bdylece pH 7,6 1nn iizerine ¢ikarak alkali bir ortam olusur. Indikatdr olan brom
timol mavisi daha yogun bir mavilige doniistiiriir. Bu karakterisitk 6zellik Enterobacteriaceae
ve diger gram negatif basillerin identifikasyonunda kullanilir (49).

Koser’s citrat broth: besiyeri tiiplerine platin as1 ignesi kullanilarak hafif¢e inokiile
edilip 35 °C’ de 72-96 saat inkiibe edilmistir. Ureme olan tiipler pozitif, iireme olmayan

tiipler negatif olarak kaydedilmistir.

2.2.3. Antibiyotik Direnclilik Diizeylerinin Belirlenmesi

Hassasiyet testleri agar disk diflizyon testi uygulanarak yapilmistir (56). 6 farkli sinifi
temsil eden 9 farkli antibiyotik diski Tryptic Soy Agar kullanilarak denenmistir. Bu
antibiyotikler; amfisilin (AM, 10ug), tetrasiklin (TE, 30 pg), sefazolin (CZ, 30ug),
sefuroksim (CXA, 30 pg), amikasin (AK, 30upg), eritromisin (E, 15ug), sefotaksim (CTX,
30ug), streptomisin (S, 10ug), nalidiksik asit (NA, 30pg) olmustur.

Antibiyotik disklerinin etkisini dogrulamak icin referans bakteri olarak NCCLS’nin
(1997) omnerdigi E.coli ATCC 25922 kullanilmistir (55).
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2.2.4. Coklu Antibiyotik Direnclilik Diizeylerinin Belirlenmesi

Coklu Antibiyotik Direnglilik (CAD) indeks degerleri (a/b; a, izolatin direngli oldugu
antibiyotik sayisim1 temsil etmekte b ise izolata karsi denenen antibiyotik sayisini temsil
etmektedir) her izolat i¢in hesaplanmistir. Eger izolat insan ya da hayvan kaynakl
antibiyotiklere yogun miktarda maruz kalmis ise, o zaman 0,2 den daha yiiksek bir CAD
indeks degeri ortaya cikmaktadir. Eger antibiyotik ¢ok nadir kullanilmigsa ya da hig
kullanilmamigsa CAD indeks degeri 0,2 den kiicik ya da 0,2 ye esit olarak
gozlemlenmektedir (57).

2.2.5. Agir Metal Direngclilik Diizeylerinin Belirlenmesi

Her bakteri izolati i¢in 12,5 pg/ml den 3200 pg/ml’ye kadar degisen
konsantrasyonlarda Mn®", Cu®*, ve Pb>" agir metallerini ihtiva eden Tryptic Soy Agar
kullanilarak minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belitlenmistir. Kullanilan ii¢ farkli
agir metal tuzu su formiillere sahiptir; CuSO4.5H,0O, Pb(NO;), ve MnCL.2H,O (Merck).
izolatlarin MIK degerleri referans olarak kullanilan Escherichia coli K-12’nin MIK degeri baz

aliarak hesaplanmistir (58).

2.2.6. Plazmid DNA izolasyonu

Antibiyotik ve agir metal direnclilik testlerinde yiiksek diizeyde direnclilik gosteren
bakteri suslarinin plazmid izolasyonu yapilarak profilleri belirlenmistir. Plazmid izolasyonu

Birnboim ve Doly (1979)’de belirtilen prosediirlere gore gergeklestirilmistir (59).

2.2.7. Plazmid DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

%1°1ik hazirlanan agaroz jel soliisyonu, yaklasik 45-50°C’ye sogutulduktan sonra 1pl
EtBr ilave edilip karistirilarak taragin yerlestirildigi jel kabia dokiilmiistiir. Polimerize olan
jelden tarak cikarildiktan sonra 7 pl plazmid DNA Ornekleri 5 pl yiikleme tamponu ile
karistirtlmis ve mikropipet yardimi ile slotlara uygulanmistir. Plazmid DNA’larinin molekiiler
agirliklarin1 (bp) hesaplamak amaciyla bir slota 5 pl marker DNA (Vivantes, NM046)
yiiklenmistir. Aparata jelin yilizeyini kaplayacak sekilde yiirlitme tamponu 1X TAE ilave
edilmis ve 30-60 V/cm voltaj uygulanmistir. Boyanin fazlast 1 mM MgSO4 ile 2 saat
muamele edilerek geri alinmistir. DNA bantlar jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenmis ve

molekiiler biiytlikliikleri hesaplanmustir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismada ¢ farkli balik tiiriinlin solungag ve bagirsaklarindan toplam 134
Enterobacteriaceae lyesi izole edilerek, agir metal ve antibiyotik direnclilik diizeyleri
belirlenmistir. Ayrica, direnglilik dilizeyi yiiksek olan izolatlarda plazmid varligr da
arastirilmastir.

Calismada izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin izolat sayisi Tablo 3.1.°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Enterobacteriaceae’nin izolat sayisi

Balik tiirii Solungacg Ince bagirsak
Engraulis encrasicolus 28 10
Trachurus trachurus 36 17
Merlangius merlangus 28 15

3.1. Antibiyotik Direnclilik Diizeyleri

3 farkli balik tiirtinden izole edilen Enterobacteriaceae izolatlarindan %78,3’liniin
sefotaksime, %85’inin eritromisine, %79,9’unun sefazoline, %71,6’smin seforoksime ve
%60,4’{iniin nalidiksik asite yiiksek oranda direngli oldufu saptanmistir. Izolatlarin
antibiyotiklere olan direng yiizdeleri ile toplam direngli bakteri sayis1 Tablo 3.2°de ve

antibiyotik direnclilik testi Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Antibiyotik Direnclilik Testi

26



Tablo 3.2. izole Edilen Bakterilerin Antibiyotik Direnclilik Yiizdesi

Antibiyotikler Direncli Izolat Direnglilik Oram
Sayisi
Amikacin (AK) 72 %353,7
Erythromicin (E) 114 %385,07
Ampicilin (AM) 79 %58,96
Cefazolin (CZ) 107 %79,9
Cefotaxime (CTX) 105 %78,36
Cefuroxime (CXA) 96 %71,64
Streptomycin (S) 24 %17,91
Nalidixic Acid (NA) 81 %60,45
Tetracyline (TE) 64 %47,8

Enterobacteriaceae iyelerinin direngli olduklar1 antibiyotik sayist ile bu

antibiyotiklere direng gdsteren izolat sayisi Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Enterobacteriaceae izolatlarimin Diren¢ Gosterdikleri Antibiyotik Sayisi

Antibiyotik

Sayisi 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Direncli

Bakteri 11 2 4 8 8 17 24 28 20 12
Sayis1

Tiim izolatlarin %88,05’inin CAD degeri referans degere esit ya da yiiksek olarak
belirlenmistir.

Ayrica, izolatlar kendi iglerinden degerlendirildiginde en diisiik direnglilik
streptomisine karsi belirlenmistir. Tablo 3.4’ de goriildiigii gibi bu oran hamside solungag
kokenlilerde %39,2 iken barsak kokenlilerde %22,2, istavrit ve mezgitte ise yine sirasiyla
%11,11 ve %12,5 ile %10,7 ve %6,6 olarak saptanmistir. Ayrica, en yiiksek direnglilik hamsi
ve istavritte eritromisine karsi belirlenmis iken mezgitte hem eritromisin hem de sefazolinde
goriilmiistiir. Tiim izolatlarda direnclilik diizeyi en yiiksek olan izolat hamsi solungacindan
izole edilmisken en diisiik izolatin ise izolasyonu mezgit barsagindan gergeklestirilmistir

(Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. izolatlarin Kékenlerine Gore Antibiyotik Direnclilik Yiizdeleri

ORNEK TUR
Hamsi (E.encrasicolus) | lstavrit (T.trachuurs) | Mezgit(M.merlangus)
ANTIBIYOTIKLER DIRENC ORANI (%

Solungag Barsak Solungag Barsak | Solungag Barsak
AK 75 66,6 38,8 25 57,1 60
AM 67,8 55,5 55,5 50 50 73,3
CTX 92,8 71,7 80,5 62,5 71,4 73,3
E 96,4 88,8 77,7 87,5 78,5 86,6
CZ 85,7 77,7 72,2 81,2 78,5 86,6
CXA 78,5 55,5 69,4 62,5 75 73,3
TE 53,5 44 .4 66,6 31,2 35,7 26,6
NA 78,5 66,6 55,5 43,7 53,5 60
S 39,2 222 11,11 12,5 10,7 6,6

Matyar ve arkadaslarmm (2009) iskenderun Kérfezi’ndeki bazi balik tiirlerinden izole
ettikleri gram negatif bakterilerin antibiyotik direnclilik sonuglar1 incelendiginde tiim
izolatlarin amfisiline %66,7, sefuroksime %6,5 direng gosterdigi, IPM’ ye kars1 direngliligin
ise solungagtan izole edilen bakterilerde belirlenemedigi, bagirsak izolatlarinda ise direnglilik
oraninin %5,3 oldugu rapor edilmistir. Yine ayni ¢aligmada solungaglardan izole edilen
bakterilerin %12,9’u TE’ ye kars1 direncli iken, bagirsak izolatlarinda bu oran %35,3 olarak,
CZ direngliligi ise solunga¢ izolatlarinda %47,3 iken bagirsak izolatlarinda %36 olarak
belirtilmistir (60). Bizim ¢alismamizdaki izolatlarin %47,8’inin TE’ye karst ve %79,9 unun
CZ’ ye karsi direngli oldugu ortaya konmustur. Yine ayn1 ¢calismada streptomisine karsi %35,7
oraninda diren¢ saptanmisken, bu ¢alismadaki sonug %17,91 olarak rapor edilmistir.

Marisol ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismaya gore (2000), nehir sularindan izole
edilen Enterobacteriacea (110) ve Aeromonas (118) izolatlarinin antibiyotik hassasiyet testi
sonuglarinda Aeromonas’larin %72’den fazlasinin, Enterobacteriacealarin ise %20’sinin
nalidiksik asite direngli oldugunu ortaya koymuslardir. En yaygin goriilen diger direnclilik
oranlar1 ise Enterobacteriacea’larda tetrasiklin (%24) ve p-laktam (%20,5), Aeromonas’larda
ise tetrasiklin (%27,5) olarak belirlenmistir (61).

Mudryk ve arkadaslarinin (2010) Baltik Denizi’nin giiney kiyilarinda yapmis olduklari
calisma sonuglari ele alindiginda deniz suyundan elde ettikleri 49 izolatin 19’unun test edilen
tiim antibiyotiklere kars1 hassas oldugu, geriye kalan 30 izolatinda en az 1 antibiyotige karsi
direncli oldugunu rapor edilmistir. Ayrica direngli bulunan 30 izolatin antibiyotik direnglilik
diizeyleri incelendiginde AM %12, C %8.,3, CIP %4,2, E %6,3 ve CXM %S8,3 olarak
belirtilmistir (62). Ayrica, Lee ve arkadaslarinin (2009) Malezya’da yapmis olduklari
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calismada tath su kaynagindan izole etikleri bakterilerin antibiyotik direnglilik diizeylerini
sirastyla TE %78.4, E %53,8, NA %57 ve AM %65,4 olarak ortaya koymuslardir (63).

Ayrica ¢alismamizda, ¢oklu antibiyotik direnglilik (CAD) degeri referans deger olan
0,2’den yiiksek ¢ok sayida izolat belirlenmistir. Tiim izolatlarimizin %88,05’inin CAD degeri
referans degerden daha yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla s6z konusu akuatik alandaki
mikroorganizmalarin yogun antibiyotik kullanilan canli gruplarinin (insan ya da hayvan)
atiklariyla kontamine oldugunu sdyleyebilmekteyiz.

Farkl1 balik¢1 tezgahlarinda satilan ytiksek ticari degere sahip ti¢ farkli balik tiiriinden
izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin antibiyotik ve agir metal direnclilik profillerinin
yliksek seviyede ¢ikmasi, avcilik ile elde edilen baliklarin uygun steril ortam kosullarinda
muhafaza edilmediginin ve deniz su ile sedimentinin bakteriyolojik kirlilik diizeyinin yiiksek
oldugunun gostergesi olarak agiklanabilir. Ciinkii iilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerin farkl
nitelikteki evsel ve endiistriyel atiklari dogrudan veya dolayli yollar ile bir sekilde sucul
kiitlelerde sonlanmaktadir. Ozellikle kiyisal seritte yerleske gdsteren illerimizin atik sulari,
denizel ortamlara desarj edilmektedir. Dolayisiyla niteligi degisken olan kirleticilerin sucul
ekosistemlere gecisi ve birikimi s6z konusudur. Denizlerin ve deniz kiyilarinin hassas
ekosistemler oldugunu, korunmasi gerektigini gosteren pek cok ¢aligmanin mevcut oldugu
bilinmektedir (64).

Bunun gibi Enterobacteriaceae liyelerinin genis yayillim gdstermesi, su ortami ile
balik ve c¢esitli deniz tiriinleri dokularinda bulunmalar: halk sagligini tehdit etmektedir. Clinkii
kirli sular veya kontamine olmus baliklar patojen kaynakli enfeksiyonlara ve toksikasyonlara
neden olmaktadir. Ingiltere’de balik ve deniz kabuklularinin tiiketilmesine bagl olarak 1981
yilinda 141 ve 1982 yilinda 451 hastalik vakasinin sekillendigi bildirilmistir. Donmus karides
tiiketen 16 kisinin Salmonella enfeksiyonu gecirdigi, uskumru, konserve sardalya, tuna balig
ve diger baliklar1 tiiketen 51 kisinin scombrotoksin zehirlenmesi gecirdigi, midye ve istiridye
tiiketen 7 kisinin Hepatit A enfeksiyonuna yakalandigi rapor edilmistir (65).

Ozellikle hastane atiklarinda yayginca bulunan antibiyotiklerin enfeksiyon
hastaliklarinda kullanimi bir taraftan tedavide basar1 saglarken diger bir taraftan enfeksiyona
neden olan bakterilerde kullanilan antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde ve hizli bir sekilde
direncliligin gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Antibiyotiklere karsi direngliligi olan
bakteriler besinlerle tiiketiciye bulastifi zaman ciddi enfeksiyonlara ve tedavi sorunlarina
sebebiyet vermektedir. Calismada izole edilen toplam bakterilerin, kullanilan 9 antibiyotik
tirtinden 7’sine %50 nin, 5’ine %60’1n iizerinde olan bir direnclilik oranina sahip olmasi

bakteriler arasinda direnglilik plazmidinin aktarildiginin gostergesi olabilir. Bilindigi gibi son
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yillarda su ortaminda bakterilerin diren¢ durumlarini arastirmak i¢in Tilapia mossambica
(Peters 1852) ve Clarias batrachus (L. 1758) gibi tath su ve Mullus barbatus (L. 1758), Liza
ramad (Risso 1826) gibi deniz tiirleri ile yapilan c¢alismalarda genis spektrumlu
antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin izolasyonunu takiben, direncliligin bakteriler
arasindaki transferi ile ilgili cok sayida arastirma mevcuttur ve yapilan ¢aligmalarda bakteriler
arasinda atik sularda plazmid transferinin gerceklesebilecegi gosterilmistir (46, 64, 66, 67).
Plazmid transferinin gerceklesmesi ile bakteriler arasinda antibiyotiklere olan direncliligin

yayginlasarak olduk¢a miihim tedavi sorunlarina neden olmasi ise kagiilmazdir.

3.2. Agir Metal Direnclilik Diizeyleri

Izole edilen bakterilerin agir metal direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde E. Coli
K12 referans sus olarak kullanilmistir ve sahip oldugu minimum inhibisyon katsayis1 degerleri

Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. E. coli K12’nin Agir Metal Direnclilik Diizeyi

Agir Metal Ismi MIK Degeri

Bakir 200 pg/mL
Manganez 1600 pg/mL
Kursun 1600 pg/mL

Izole edilen bakterilerin kursuna karsi gostermis olduklar1 direnclilik diizeyleri
incelendiginde toplam bakterilerin %84,3’linlin 800 pg/mL’ye, %46,2’sinin 1600 ng/mL’ye,
%41’inin 3200 pg/mL’ye direncgli oldugu belirlenmistir. Kursun direnglilik testi Sekil 3.2°de
ve direnglilik yiizdeleri Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Kursun iceren Besiyerinde Agir
Metal Direnclilik Testi
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Kursun Direncliligi
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Kursun Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.3. izolatlardaki Kursun Direnclilik Yiizdesi

Izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin bakira karsi gosterdigi direnglilik oranlari
incelendiginde; %84,3’iiniin 400 pg/mL’ye, %55,2’sinin 800 pug/mL’ye, %36,5’inin 1600
ng/mL’ye ve %8,2’sinin 3200 pg/mL’ye direncli oldugu sonucuna varilmistir. izolatlarin
bakir direnclilik yiizdesi Sekil 3.4’ de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. izolatlardaki Bakir Direnclilik Yiizdesi

[zolatlarin manganeze kars1 gostermis oldugu direnglilik diizeyleri incelendiginde;
%61,9’unun 1600 pg/mL’ye, %38’inin 3200 pg/mL’ye kars1 direngli oldugu goriilmiistiir.

Bakterilerin manganeze karsi gostermis oldugu toplam direnglilik yiizdesi Sekil 3.5’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. izolatlardaki Manganez Direnclilik Yiizdesi
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Izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin tamami bakira karsi direncli iken,
manganeze % 99,9’u ve kursuna % 87,2’si direngli bulunmustur. Solungag¢ kokenli izolatlarin
%1001 bakira, %90,4’1i manganeze ve %83,3’1i ise kursuna kars1 direngli saptanmigtir. Bu
oran barsak kokenli izolatlarda bakira %100, manganeze %85,1 ve kursuna karst %55 olarak
belirlenmistir. Agir metal direngliligi en diisiik olan izolatlar barsak kdkenli mezgitten izole
edilmistir. Ayrica, calismada izole edilen tiim izolatlarda bakira karst %100 direnclilik
goriilmistiir. Tiir olarak istavritten izole edilen Enterobacteriacea tiyelerinde en yliksek agir

metal direngliligiyle karsilagilmistir.

Tablo 3.6. izolatlarin Kékenlerine Gore Agir Metal Direnclilik Yiizdesi

ORNEK TUR
ACIR Hamsi (E.encrasicolus) | istayrit(T.trachurus) | Mezgit(M.merlangus)
METALLER DIRENC ORANI (%)
Solungag Barsak Solunga¢ | Barsak Solungag Barsak
Bakar (Cu) 100 100 100 100 100 100
Manganez (Mn) 100 88,8 100 100 71,4 66,6
Kursun (Pb) 50 44,4 100 87,5 100 33,3

Matyar ve ark., (2009) agir metallere karsi toleransliligt denenen solungag
bakterilerinin %60,2’si kadmiyuma, %50,5°1 bakira, %8,6’s1 manganeze, %6,5’1 kroma ve
%6,5’1 kursuna karsi toleranshi olarak tespit edilmisken, barsak bakterilerinin %52’si
kadmiyuma, %45,3’1 bakira, %10,7’si kroma, %3’ kursuna ve %5,3’li manganeze karsi
toleransh olarak tespit edildigi belirtilmistir (68).

Chandy (1998) deniz suyundan izole ettigi bakteriler {izerine 16 farkli agir metalin
etkisini arastirmis ve toksisite sirasini su sekilde tespit etmistir;
Hg>Ag>As=Cd=Cr=Co=Cu=Fe=Pb>Mo=Sb>Ni=V=Zn>Mn>Sr (69). Akinbowale ve ark.,
(2007) 7 farkl agir metalin Oncorhynchus mykiss’ten izole ettkleri bakteriler {izerine etkisini
arastirmig ve agir metallerin etki sirasini su sekilde bulmustur; Cu = Pb >Mn >Cr > Zn >Co
>Cd (58).

Akkan (2009) Iskenderun Korfezi deniz suyundan 3 farkli bdlgeden izole ettigi 356
gram negatif bakteriden kadmiyum ve bakira karst %100 direng gosterdigini belirtmekle
birlikte, manganeze 1. bolgede %90,7, ikinci bolgede %96,9, ti¢iincii bolgede %100, kursuna
birinci bolgede %67,7, ikinci bolgede %100 ve ticiincii bolgede ise %97,96 oranindan direng

oldugunu rapor etmistir. Sonug olarak iskenderun Korfezi deniz suyunun yogun miktarda
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endistriyel atiga maaruz kaldigini1 ve bunun sucul ortamdaki canlilar ile yore halk i¢in tehlike
arz ettigi bildirilmistir (14).

Bakterilerde agir metallere karsi tolerans goriilmesi izole edildigi g¢evrenin bu
metallerle kirlendiginin gostergesidir (70). Ozellikle endiistriyel aktiviteler, madencilik ve
kiiltiir balik¢ilig1 dogal ekosistemin degismesinde en etkili faktorler arasinda sayilabilir. Bu
olumsuz faktorler bakteriler lizerine selektif bir baski olusturmaktadir (71). Agir metallerin su
ortaminda bulunmasi canli biinyesinde birikim gdsterebilen 6zelliginden dolay1, besin zinciri
lizerinde olumsuz  etkilere neden oldugu ve halk sagligii dogrudan ilgilendirdigi

belirtilmektedir (72).

3.3. Plazmid Varhgmn Arastirilmasi

Izolatlardan antibiyotik ve agir metal direnglilik degerleri yiiksek olan suslarin
plazmidleri izole edilmis ve plazmid DNA’lar1 agaroz jel elektroforez ile analiz edilmistir.
izolatlarin plazmid biiyiikliikleri marker DNA’ya (Vivantes, NM046) gore belirlenmistir.
Markerdeki DNA bantlarinin biiyiikliikleri 23130, 9614, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 bp’dir.

Sekil 3.6’da goriildiigii tlizere; istavritten izole edilen bakterilerden yalnizca bir
tanesinde 2 plazmid DNA band1 (26143, 1744bp) goriilmiisken digerlerinde 1 bant (24461,
17205, 25470, 28329,25638bp) belirlenmistir. Hamsi bagirsak kokenli 1 izolatta 2 DNA band1
saptanmigken (26311, 3075bp), digerler hamsi solunga¢ kokenli izolatlarda yalnizca 1
tanesinde band belirlenememistir. Mezgit izolatlarindan bagirsak kokenli olanlarda sirasiyla 4
ve 2 plasmid DNA bandina (26479-876 ve 26647-1432bp), solungac kokenli izolatta ise 1
DNA bandina rastlanilmistir (Tablo 3.6).
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Sekil 3.6. Plazmid DNA’larinin Agaroz Jel Elektroforez Sonug¢lar:

Stipheli 13 izolatin 12 tanesinde plazmid DNA varlig1 belirlenmigken antibiyotik ve
agir metal direncliliginin birbirleriyle iliskili olabilecegi ortaya konmustur.

Antibiyotik direngliligini tasiyan konjugatif plazmidler insan ve hayvan sagligim
giderek artan diizeyde ilgilendirmektedir (73). Ayrica ¢ogu ¢alismanin konjugatif antibiyotik
direnglilik geni tasiyan plazmidlerin dogada yaygin olarak bulundugu belirtilmekle beraber,
boylesi plazmidlerin deniz ekosisteminde de bulundugu da gosterilmekle birlikte, bakteriler
arast plazmid aktarimiyla bu antibiyotiklere karsi direnglilik diizeylerinin artabilecegi

vurgulanmustir (14).
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4. SONUC

Giresun Ili’nde tiiketime sunulan ve ticari degere sahip olan deniz baliklarindan izole
edilen 134 Enterobacteriaceae iiyesinin 6 farkli antibiyotik grubunu temsil eden 9 ticari
antibiyotik ile 3 farkl agir metale kars1 direnglilikleri saptanmustur.

Izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinin tamaminin bakira kars1 direncli olmasi ile
manganeze % 99,9’u ve kursuna % 87,2’sinin diren¢ gostermesi Karadeniz’de tiikketimdeki
onemli baliklarin bugiinii ve gelecegi i¢in iyi bir sonug olusturmamaktadir.

Bakterilerin antibiyotik direnglilik diizeyleri incelendiginde ise agir metal direngliligi
gibi referans degerlerin oldukg¢a iizerinde oldugu goriilmektedir. izolatlarin sagaltimda
yayginca kullanilan antibiyotiklere karsi olan direng diizeyleri sirasiyla E (%85,07), CZ
(%79,9), CTX (%78,36), CXA (%71,64), NA (%60,45), AM (%58,96), AK (%53.,7), TE
(%47,8) ve S (%17,91) olarak bulunmustur. Ayrica tiim izolatlarin % 88,05’inin CAD Degeri
0,2’den yiiksek olmas1 Giresun Ili’ndeki ticari balik satis1 yapilan tezgahlarda gerekli hijyen
ve sanitasyonun saglanmadigindan ydre halki i¢in tehlike olusturabilecegini gdstermektedir.

Elde edilen veriler, Giresun Ili’nde farkli nitelikteki evsel ve endiistriyel atiklarin
dogrudan veya dolayl yollar ile denizel ortamlara desarj edildigini gdstermektedir. Sucul
ekosistemde insanlarin en Onemli besin kaynagini olusturan baliklarin florasindaki
bakterilerin antibiyotik direnglilik diizeylerinin yiiksek c¢ikmasi giderek artan bilingsiz
antibiyotik tiiketiminin bir sonucu oldugu sdylenebilir. Ozellikle direnglilik profili yiiksek
olan izolatlarin tagidig: tespit edilen plazmidlerinin sucul ortamda diger bakterilere yayilmasi
antibiyotik ve agir metal direncliligi yiliksek bakteri tiirlerinin sucul ortamda gelismesine
neden olabilecek tehlikeye sahiptir.

Sonug olarak, Giresun il merkezinde tiiketime sunulan baliklarin halk saglig1 agisindan
riskli oldugu ve ticari satis yapilan tezgahlarin diizenli olarak yetkili merciler tarafindan
kontrol edilmesi gerektigi kanisina varildi. Ayrica, deniz ortamina evsel ve endiistriyel kdkenli
atik desarjinin devam etmesi durumunda sucul ortamdaki canlilar hatta ticari degeri yiiksek

olan balik tiirlerinin populasyonlarinda bile azaliglarin olabilecegi 6ngoriildii.
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