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Ozet

Aeromonas hydrophila viriilens 6zellikleri agisindan nemli bir patojen olup baliklarda dliimciil bir hastalik olan Motile
Aeromonas Septisemisine (MAS) neden olur. Bu ¢alismada hasta baliklardan izole edilen 20 A. hydrophila susunun ve A.
hydrophila ATCC 7966 susunun 28 farkli antibiyotige karsi duyarlilig arastirilmustir. Arastirmada A. hydrophila suslarinda
antibiyotik duyarlilik profilleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle saptanmis ve heri bir susa ait Coklu Antibiyotik
Direngliligi (CAD) indeksi hesaplanmustir. Elde edilen sonuglara gére suslarin 12 antibiyotige direngli, 14 antibiyotige
duyarli, 2 antibiyotige orta dercede duyarli oldugu belirlenmistir. CAD indeksi sonuglarina gore suslarin toplam 14
antibiyotige kars1 coklu antibiyotik direnci gosterdigi tespit edilmistir. Suslarm CAD indeks degerleri 0,21-0,75 araliginda
tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarin ortaya koydugu bir bulgu A. hydrophila’nin oksitetrasikline kargi
gelistirdigi direngtir. Bu agidan aragtirma bulgularinda en dikkat ¢eken oksitetrasiklin direnci olmugtur. A. hydrophila
suslarinin aragtirmada kullanilan antibiyotiklerin biiyiik bir kismina ve yapilan bazi ¢alismalarla tedavide en etkili antibiyotik
oldugu bildirilen oksitetrasikline karsi direng gelistirdiginin tespit edilmesi suslarin direng profilinin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Sonug olarak, balik patojenlerinin olusturdugu hastaliklarin tedavisinde yanlig antibiyotik kullanimi sonucu patojenin
direng¢ kazandigi, bu durumunda balik hastaliklari ile miicadelede ciddi bir sorun olusturdugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aeromonas hydrophila, Balik, Antibiyogram, Coklu Antibiyotik Direngliligi, CLSI
Antibiotic Resistance Profiles of Aeromonas hydrophila Strains
Abstract

Aeromonas hydrophila virulent is a pathogen with important virulent properties and causes Motile Aeromonas
Septicemia (MAS), a deadly disease in fish. In this study sensitivity of 20 A. hydrophila strains and A. hydrophila ATCC
7966 strains isolated from sick fish to 28 different antibiotics were investigated. In the study, antibiotic susceptibility profiles
of A. hydrophila strains were determined by Kirby-Bauer disk diffusion method and the Multiple Antibiotic Resistance
(MAR) index for each strain was calculated. According to the results, it was determined that the strains were resistant to 12
antibiotics, sensitive to 14 antibiotics, and 2 antibiotics moderately. According to the results of the MAR index, the strains
were found to have multiple antibiotic resistance against the total of 14 antibiotics. MAR index values of strains were
determined in the range of 0.21-0.75. One of the findings of recent studies is the resistance developed by A. hydrophila
against oxytetracycline. In this respect, oxytetracycline resistance was the most striking in the research findings. The fact that
A. hydrophila strains developed resistance to most of the antibiotics used in the research and oxytetracycline, which was
reported to be the most effective antibiotic in treatment, shows that the resistance profile of strains is high.

As a result, it is seen that pathogen has gained resistance as a result of the use of broad-spectrum antibiotics in the
treatment of diseases caused by fish pathogens, and this situation creates a serious problem in the fight against fish diseases.

Keywords: Aeromonas hydrophila, Fish, Antibiogram, Multiple Antibiotic Resistance, CLSI

GIRIS

A. hydrophila 28°C'de optimal iireyen ancak 4°C ile 37°C arasindaki sicakliklarda da iireyebilen
firsatg1 bir bakteridir (Agger vd., 2018). A. hydrophila, agik yaralar yoluyla, su veya yiyeceklerle
yeterli sayida organizmanin yutulmasi yoluyla baliklarda, amfibiyanlarda ve insanlarda hastaliklara
neden olabilir. A. hydrophila ¢ig sebzelerden de izole edilmistir (Harris vd., 2003).

Patojenik olarak degerlendirildiginde A. hydrophila hem baliklarda (Austin ve Austin, 2016;
Rehulka, 2002) hem de insanlarda hastalik olusturan zoonoz bir bakteridir (Castro, 2002; Davies vd.,
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2001, Lehone ve Rawlin, 2000; Werner ve Rutherford, 1990). Aeromonas tiirleri baliklarda Hareketli
Aeromonas Septisemi (Motile Aeromonas Septisemisi: MAS) hastaligina neden olur ve bu hastalik
ciddi mortaliteyle sonuglanir (Austin ve Austin, 2016). A. hydrophila hemorajik septisemisi Motile
Aeromonas Septicemia ’Red Fin Disease’’, “’Red Pest”’, “’Infectious Abdominal Dropsy’’ adlar1 da
literatiirlere gegmis olup (Roberts ve Shepherd, 2001; Oztiirk ve Altinok, 2014) 1-2 hafta gibi kisa bir
stirede %80-100 oliim orantyla sonuglandigi bilinmektedir (Lukistyowati, 2012; Kusdarwati vd.,
2017). MAS hastaliginin en 6nemli semptomlar1 baliklarda deri ve kaslarda kanama seklinde,
karaciger, bobrek ve dalakta hiperemi, i¢ organlarda doku kaybi, dropsi, ilserler, yiizgeg kaybi,
epidermiste hiperplazi, agiz ¢evresinde erozyonlar, periorbital 6dem, ekzoftalmus olarak
goriilmektedir (Mancini vd., 1997; Erer, 2002; Saglam vd., 2006).

A. hydrophila’da antibiyotik direnci ve A. hydrophila kaynakli hastaliklarda risk yonetim
stratejileri incelendiginde A. hydrophila yiiksek genetik heterogenezis gosterdigi igin bu hastaliga karsi
koruyucu as1 ve probiyotik gibi profilaktif uygulamalarin hastaligin kontrolii agisindan zorluk
olusturdugu bildirilmektedir (Poobalane vd., 2010). Ulkemizde hareketli Aeromonas septisemi
etkenleri de yaygi olarak izole edilmistir (Baran vd., 1980; Timur, 1983; Giivener, 2001; Oztiirk,
2007; Durmaz ve Tiirk, 2009; Korun ve Toprak, 2010; Boran, 2013; Onuk vd., 2013). Antibiyotiklerin
yaygin kullanimi, balik ve c¢evresel patojenlere karsi antimikrobiyal direng gelisimine neden
olmaktadir (Angulo ve Griffin, 2000; Witte, 2000; Petersen vd., 2002; Angulo vd., 2004; Alcaide
vd.,2005). Balik patojenlerinde antimikrobiyal direncin ortaya g¢ikmasi akuakiiltiirde hastaliklarin
tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin etkisinin azalmasina, antimikrobiyal diren¢ gelistirmis olan
patojenlerin ve direng genlerinin karasal hayvanlara, insanlara gecisine neden olabilmektedir (L’ Abee-
Lund ve Sorum, 2001; Sorum, 2006; Duman 2017). Dolayisiyla antibiyotik direnci, diinya ¢apinda
modern tibbin karsilastigi en bilyiik zorluklardan biridir (Andersson vd., 2020). Bazi1 antimikrobiyaller
baliklarda immun sistemin baskilanmasina neden olmakta ve buna bagli olarak hastaliklarin
olusumuna yol agmaktadir (Naylor ve Burke, 2005; Cabello, 2006). Antibiyotiklere karsi direngli
bakteri populasyonlarin ortaya ¢ikmasiyla antibiyotikler artik etkisiz kalmakta ve hastaliklar tam
anlamiyla tedavi edilememektedir (Rasko ve Sperandio, 2010).

Ulkemizde streptomisin, oksitetrasiklin, trimetoprim ve nitrofurantoin gibi antibiyotiklere karsi
Motil Aeromonaslar’in olduk¢a diren¢ kazandiklar1 saptanmistir (Durmaz ve Tirk, 2009).
Antibiyotiklere bu denli diren¢ kazanmis A. hydrophila’yla miicadelede artik yeni stratejilerin
belirlenmesi kaginilmaz hale gelmistir.

Bu makalenin amact A. hydrophila’nin neden oldugu hastaliklarla miicadelede ilk akla gelen
stratejilerden biri olan antibiyotiklerden siklikla kullanilan 28 antibiyotige karsi 20 A. hydrophila
susunun antibiyotik diren profillerinin belirlenmesi, ayrica ¢oklu antibiyotik direngliligi indekslerinin
saptanmasi ve sonuglarin litiiratiirlere gegmesiyle tedavi siirecinde basariy1 artirmaya yon vermektir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Kullanilan antibiyotikler

Antibiyogram testinde Gram negatif bakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde en gok
tercih edilen ve literatiir taramasinda en cok kullanildigi belirlenen 28 farkli Oxoid marka
antibiyotikler kullanilmistir (Tablo 1).
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Tablol. Arastirmada kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Antibiyotik kodu  Antibiyotik dozu  Antibiyotik markasi
Siilfadiazin SD300 (300 pg) Oxoid
Nalidiksik Asit NA30 (30 ng) Oxoid
Enrofloksasin ENRS5 (5 ng) Oxoid
Cefoperazone CEP75 (75 ng) Oxoid
Colistin CT10 (10 pg) Oxoid
Oksitetrasiklin T30 (30 pg) Oxoid
Norfloksasin NOR10 (10 ng) Oxoid
Ceftriaksone CRO30 (30 ng) Oxoid
Oksasilin 0oX1 (1 pg) Oxoid
Apramisin APR15 (15 pg) Oxoid
Siprofloksasin CIP5 (5 ng) Oxoid
Klindamisin DA2 (2 ng) Oxoid
Tylosin TY15 (15 pg) Oxoid
Flumequin FLM30 (30 pg) Oxoid
Sefalotin KF30 (30 ng) Oxoid
Pristinamisin PT15 (15 ng) Oxoid
Nitrofurantoin F300 (300 pg) Oxoid
Gentamisin CN10 (10 pg) Oxoid
Siilfametoksazol/Trimetoprim SXT25 (25 ng) Oxoid
Oksolinik Asit OA2 (2 ng) Oxoid
Kanamisin K30 (30 ng) Oxoid
Doksisiklin D030 (30 pg) Oxoid
Kloramfenikol C30 (30 ng) Oxoid
Streptomisin S10 (10 pg) Oxoid
Ampisilin AM10 (10 nug) Oxoid
Eritromisin E15 (15 pg) Oxoid
Vankomisin VA30 (30 pg) Oxoid
Penisilin G P10 (10 pg) Oxoid

Kullanilan suslar

Calisma da Bursa Uludag Universitesi (BUU), Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi (ISUBU),
Ondokuz Mayis Universitesi’nden (OMU) hasta baliklardan izole edilmis 20 A. hydrophila susu ve A.
hydrophila ATCC 7966 referans susu kullanilmigtir (Tablo 2.) Suslar ¢alismada kullanilincaya kadar -
-80°C’de depolanmustir (Ausubel vd., 1988).
A. hydrophila suslarinin iiretim ve depolanmasi

Deneylerde kullanilan her sus uzun siireli saklama amaciyla, %20’lik gliserinli 2-3 ml TSB
ortaminda cryo tiiplerde (3-6 ay), -80°C’de muhafaza edilmistir. Depolanan bakteriler giinliik kullanim
i¢in -80°C’den alinarak -20°C’de bekletildikten sonra aseptik sartlarda TSA besiyerlerine saf koloni
olacak sekilde ekilmistir. Ekimleri yapilan bakteriler 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha
sonra giinliik kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de saklanmustr.
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Tablo 2. Calismada kullanilan A. hydrophila suslari

Say1 Sus kodu izolasyon bolgesi izolasyon kaynag
Referans Sus ATCC 7966 Amerika Birlesik Devletleri Konserve siitten

1. Sus AH RSKK 05049 Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK) RSKK

2. Sus AH SAHA Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalifi
3. Sus AHS Akdeniz/Tiirkiye Sazan Balig1

4. Sus AHJ Akdeniz/Tiirkiye Japon Balig:

5. Sus AH 2 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalifi
6. Sus AH 3 Ege/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalifi
7. Sus AH 4 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
8. Sus AH12.1 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalifi
9. Sus AH 14 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalifi
10. Sus AH 15 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
11. Sus AH 16 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalifi
12. Sus AH 108 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
13. Sus AH 113 I¢ Anadolu/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
14. Sus AH 216 Ege/Tiirkiye Kefal
15. Sus AH 217 Ege/Tiirkiye Levrek
16. Sus AH 219 Ege/Tiirkiye Tekir
17. Sus AH 220 Ege/Tiirkiye Cipura
18. Sus AH 222 Ege/Tiirkiye Kefal
19. Sus AH 230 Ege/Tiirkiye Gokkusag Alabaligi
20. Sus AH 232 Ege/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalig

AH: A. hydrophila
ATCC: American Type Culture Collection
RSKK: Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu

Yontem
A. hydrophila suslarin identifikasyon testleri

Farkli hasta baliklardan izole edilmis A. hydrophila suslar1 pasajlar yapilarak genglestirilmistir.
Genglestirme igleminde daha 6nceden izole edilerek identifikasyonlari yapilan ve -80°C’de tutulan A.
hydrophila suslar1 aseptik sartlarda TSA besiyerine ekilerek 25°C’de inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonucu genglestirilen A. hydrophila suslarmin ve A. hydrophila ATCC 7966 referans
susunun saf koloni olacak sekilde Pseudomonas aeromonas selective agar base (Glutamate starch
phenol red agarda: GSP Agarda) sari pigmentli koloni olusturmasi ayirici teshisiyle tiir tespiti
yapilmustir. Ayrica Gram boyama testi, vibriostat testi, O/F testi, suglarin hareketli olup olmadiklarmin
belirlenmesi amaciyla lam iizerinde mikroskopta incelemeyle hareketlilik testi, katalaz testi, sitokrom
oksidaz testi ile fenotipik testleriyle A. hydrophila suslarinin testleri yapilarak tekrar dogrulanmistir
(Cappuccino ve Sherman, 1992; Lasee, 1995; Austin ve Austin, 2016).
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi antibiyogram testi

Calismada kullanilan suslarin antibiyotik duyarliliklart Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) kriterler temel alinarak Mueller Hinton agarda Kirby-Bauer disk difiizyon yoOntemiyle
belirlenmistir. Calismada A. hydrophila ATCC 7966 referans susu ve A. hydrophila suslarinin
antibiyotik direng profilleri 28 ¢esit antibiyotige karsi in vitro arastirilmistir. Testte Gram negatif
bakterilerin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ve literatiir taramasinda en ¢ok kullanilan Siilfadiazin
(SD300, 300 ug), Nalidiksik Asit (NA30, 30 pg), Enrofloksasin (ENRS5, 5 ug), Cefoperazone (CEP75,
75 ng), Colistin (CT10, 10 pg), Oksitetrasiklin (T30, 30 pg), Norfloksasin N(OR:10, 10 ng),
Ceftriaksone (CRO30, 30 pg), Oksasilin (OX1, 1 pg), Apramisin (APR15, 15 ng), Siprofloksasin
(CIP5, 5 ng), Klindamisin (DA2, 2 pg), Tylosin (TY15, 15 ug), Flumequin (FLM30, 30 ug), Sefalotin
(KF30, 30 pg), Pristinamisin (PT15, 15 pg), Nitrofurantoin (F300, 300 pg), Gentamisin (CN10, 10
ng), Silfametoksazol/Trimetoprim (SXT25, 25 pg), Oksolinik Asit (OA2, 2 pg), Kanamisin (K30, 30
ng), Doksisiklin (DO30, 30 pg), Kloramfenikol (C30, 30 pg), Streptomisin (S10, 10 pg), Ampisilin
(AM10, 10 pg), Eritromisin (E15, 15 pg), Vankomisin (VA30, 30 ug), Penisilin G (P10, 10 ng) Oxoid
marka antibiyotikleri kullanilmigtir. Mc Farland 0,5 (Biosan DEN-1) bulanikliginda hazirlanan bakteri
siispansiyonundan Miiller Hinton Agar (Merck) besiyerine 0,1 ml konularak besi yeri yiizeyine steril
ekiivyon g¢ubuklar ile yayilmas: saglanmistir. Daha sonra petriler oda sicakliginda 5-10 dakika
bekletilmistir. Agarin yilizeyine ¢esitli konsantrasyonlarda farkli antibiyotikleri igeren diskler steril
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pens ile yerlestirilerek 25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. 24-48 saat siiren inkiibasyon sonunda
diskler etrafinda gelisen zonlarin ¢aplari milimetrik olarak ol¢iilerek suslarin duyarli ve direngli olup
olmadiklar1 hassas (S), direngli (R) ve orta derece de duyarh (I) olarak CLSI, 2017 kriterlerine gére
degerlendirilmigtir (Mueller ve Hinton, 1941; CLSI, 2017). Testler 3 tekrarli olarak
gergeklestirilmistir.
Coklu antibiyotik direngliligi (CAD) indeksinin hesaplanmasi

Coklu antibiyotik direngliligi (CAD) ’Multi Drug Resistant, MDR’’ indeksi test organizmalarinin
direncli oldugu antibiyotik sayisinin toplam kullanilan antibiyotik sayisina orani ile hesaplanmistir.
Hesaplanan CAD indeksi sonucunda 0,2’den daha biiyiik olan suslarin ¢oklu antibiyotik direngliligi
oldugu belirlenmistir (Krumperman, 1983; Paul vd., 1997; Ehinmidu, 2003; Matyar, 2016).

BULGULAR
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle antibiyogram testi sonuclari

A. hydrophila suslarinin zon ¢aplarimin mm bazinda dlgiilerek yapildigi bu testte farkli suglarin
farkl1 antibiyotiklere karsi olusturduklari direng ve duyarliliklar belirlenmistir (Sekil 1. ve Tablo 3.).

Arastirma sonucunda 20 A. hydrophila susunun ve A. hydrophila ATCC 7966 referans susunun 28
farkli antibiyotik kullanilarak yapilan antibiyogram test sonuglari incelendiginde, her bir susun farkl
diizeyde antibiyotik duyarliliklarinin oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.). A. hydrophila suslariin 28
antibiyotigin, 14’tine duyarli oldugu 12’sine karsi direngli oldugu ve 2’sine orta derecede duyarli
oldugu saptanmustir.

Calismada A. hydrophila suslarinin oksasilin’e %100, ampisilin’e %100, vankomisin’e %100,
penisilin  G’ye %100, Kklindamisin’e 995,23, tilosin’e %95,23, oksitetrasiklin’e  %90,47,
siprofloksasin’e %90,47, pristinamisin’e %90,47, sefalotin’e %80,95, oksolinik asit’e %80,95,
nitrofurantoin’e %61,90 oraninda direngli oldugu belirlenmistir. Yine suslarinin norfloksasin’e %100,
gentamisin’e  %95,23, enrofloksasin’e %95,23, flumekuin’e %90,47, kloramfenikol’e %90,47,
kolistin’e %80,95, streptomisin’e %80,95, nalidiksik asit’e %71,42, sulfametoksazol/trimetoprim’e
%71,42, seftriakzon’a %66,68, sefoperazon’a %52,38, siilfadiazin’e %47,61, kanamisin’e %47,61,
doksisiklin’e %42,85 oraninda duyarli oldugu saptanmustir. Ek olarak eritromisin’e %76,19 ve
apramisin’e %57,14 oraninda orta derecede duyarli oldugu bulunmustur. Calismada elde edilen
antibiyotik duyarlilik yiizdeleri Tablo 4’de verilmistir.

Coklu antibiyotik direnci (CAD) indeksi sonuglarina gére A. hydrophila suslarinin siilfadiazin,
oksitetrasiklin, oksasilin, apramisin, klindamisin, tilosin, sefalotin, pristinamisin, nitrofurantoin,
sulfametoksazol/trimetoprim, oksolinik asit, ampisilin, vankomisin ve penisilin G olmak {izere 14
farkl1 antibiyotige karsi ¢coklu antibiyotik direncinin oldugu belirlenmistir (Tablo 4.).
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Tablo 3. A. hydrophila suslariin antibiyogram sonuglar: (CLSI, 2017)

= Sensitivity; R: Resistans, S: Susceptible I: Intermediate (Zon ¢api: mm) Suslar

>

= ATCC _ AHRSKK AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH _AH __AH __AH __AH __AH __AH __AH __AH __ AH

< 7966 05049 SAHA S J 2 3 4 12.1 14 15 16 108 113 216 217 219 220 222 230 232
SD300 S(19) R(0) S(20) R(0) S@) S(16) S(20) S(23) S@8) 114 R(I0) _ R(O) S@0) S(@2) RO RO RO RO S@8) RO 113
NA30 S(26) R(0) S(34) S(30) S(25) s(27) s(27) S(26) S(25) RO  S(23)  R(0) S(25) 1(18) S(27) S(22) S(24) S(1) S(5 R  R()
ENR5 S(30) S(28) S(40) S(34) S(40) s(31) S(30) S(30) R(10)  S(25)  S(34)  S(35) S(31) S(26) S(31) S(34) S(35) S(34)  S(40)  S(33)  S(27)
CEPT5 1(20) 1(19) $(30) 1(20) S(24) 1(20) 1(20) S(22) S(26)  S(29)  S(25)  1(20)  120)  S(30)  120)  S(27) S(26) R(14) S(1) S(22)  1(20)
CT10 s(12) R(10) S(13) s(12) s(12) s(13) s(12) S(13) S(14)  S(12) RO  S(2) S(11) S@3) S(0) S@9) RO  S@5) S(I1) R(O)  S(3)
T30 R(0) R(20) 1(23) R(0) R(20) R(0) R(0) R(0) RO)  122)  R(@) RO RO RO RO RO R@) RO RO R(6 RO
NOR10  S(33) S(33) s(41) S(33) S(35) s(32) s(31) S(32) S@28)  S(23)  S(9)  S(32) S(30) S(20) S(27) S(34)  S(24)  S(26) S(29) S(24)  S(30)
CRO30  S(25) S(42) S(33) S(24) S(24) S(26) S(25) S(26) R(16)  S(B1)  1(22)  S(28) S(25) R(@8) 1(21)  S(30) R(16) R(5) S(26) R  S(25)
ox1 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(9) RO RO RO RO RO RO RO RO RO RO
APR15 I1(15) I(15) I(15) I(15) R(13) 1(14) 1(15) I(15) s@8)  1(15)  R(12)  I(15)  I(15) R(1) R@3) I(16) S(18) R(12) R(13) R(13)  I(16)
cIpPs S(35) S(28) S(42) S(35) S(38) S(37) S(37) S(35) S(34)  S(26)  S(33)  S(35) S(36) S(30) S(33) R(O)  S(37) 120)  S(38)  S(26)  S(29)
DA2 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(9) R@ RO RO RO RO RO RO RO S22 R()
TY15 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) RO RO RO RO RO RO RO RO S(21) R©)
FLM30  S(34) S(43) S(36) S(35) S(34) S(33) S(34) S(34) S@2)  R@AL)  S@BL)  S(34) S(25) S(36) S(35)  S(29) S(31)  S(7)  S@35) S 1(22)
KF30 R(0) R(0) R(0) R(0) S(20) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(8) RO) R R@0) S(23) S(@22) RO S22 RO R@7  R()
PT15 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) RO) R(1) R@0) RO RO R@0) RO RO S@5) R@0) RO S5 R
F300 R(0) R(13) S(26) R(0) s(21) R(0) R(0) R(0) RO)  S@0)  R() RO) RO RO RO S0 S(I7) 115 RO  S@9)  S(23)
CN10 $(20) R(11) S(20) S(20) S(20) s(21) $(20) s(21) S(24)  S(0)  S(1)  S(20) S(21) S(15)  S(18)  S(21)  S(24) S(23) S(21) S(21)  S(22)
SXT25 S(25) R(0) S(29) R(0) S(25) s(27) S(24) S(26) S(23)  S(16)  S(26)  S(25) S(24) S(27) S(26) RO RO RO S@7) RO  S(1)
0A2 R(0) R(0) 1(26) R(0) 127) R(0) R(0) R(0) R(0) RO  R@8 RO RO (25 R@A7) R@20) R@0) 126) RO R(22) R(©)
K30 s(18) S(19) s18) s(18) I(16) 1(17) 1(17) S(18) S(19)  S(18)  S(20)  S(18) I(14) RO RO 114 117) RO SEL) (14 117
DO30 1(11) S(24) S(24) S(24) S(18) R(10) 1(12) 1(11) S(22)  S(25)  S(16)  1(12) R RO 1(12) 1(13) S(28) I(13) R(10) S(23)  R(10)
30 S(35) S(36) s(37) S(36) s(32) S(35) S(35) S(36) S(34)  S(32)  I(16)  S(35)  S(33) S(18)  S(28) S(24) S(34) S(22) S(39) S(30) R(l1)
S10 $(20) s(21) s(22) $(20) S(22) $(20) $(20) S(20) S(29)  S(0)  S(25)  S(20) S(21) S(18) R(0)  I(14)  S(28) 1(12)  S(1) S(16)  R(0)
AM10 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(9) RO RO RO RO RO R@ RO RO RO RO
E15 I(15) I(15) 1(20) 1(14) 1(17) 1(16) 1(15) I(15) 122)  1(13)  119)  1(14) 1(14) RO RO RO 121 RO 1a7)  S@1) 122
VA30 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) RO RO RO RO RO RO RO RO RO RO
P10 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) RO)  R() R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0)

CLSI: The Clinical & Laboratory Standards Institute

R: Resistant: Direngli, I: Intermediate: Orta duyarli, S: Susceptible: Duyarli

SD300: Sulfadiazine, NA30: Nalidixic Acid, ENR5: Enrofloxacin, CEP75: Cefoperazone, CT10: Colistin, T30: Oxytetracycline, NOR:10 Norfloxacin, CRO30: Ceftriaxone, OX1: Oxacillin, APR15: Apramycin, CIP5:
Ciprofloxacin, DA2: Clindamycin, TY15: Tylosin, FLM30: Flumequine, KF30: Cephalothin, PT15: Pristinamycin, F300: Nitrofurantoin, CN10: Gentamicin, SXT25: Sulphamethoxazole/Trimethoprim, OA2: Oxolinic
Acid, K30: Kanamycin, DO30: Doxycycline, C30: Chloramphenicol, S10: Streptomycin, AM10: Ampicillin, E15: Erythromycin, VA30: Vancomycin, P10: Penicillin G
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Tablo 4. Antibiyotik duyarlilik yiizdeleri ve ¢oklu antibiyotik direnci (CAD) indeksi sonuglari

Antibiyotik Antibiyotik Direncli Direngli Orta Duyarh  Orta Duyarh  Duyarh Sus Duyarh _CAD
Dozu Sus Sayisi n (%) Sus Sayisi n (%) Sayisi n (%) Indeksi

SD300 (300 pg) 9 %42,85 2 %9,52 10 %47,61 0,32
NA30 (30 ug) 5 %23,80 1 %4,76 15 %71,42 0,17
ENR5 (5 ng) 1 %4,76 0 %0 20 %95,23 0,03
CEP75 (75 ng) 1 %4,76 9 %42,85 11 %52,38 0,03
CT10 (10 ng) 4 %19,04 0 %0 17 %80,95 0,14
T30 (30 ng) 19 %90,47 2 %9,52 0 %0 0,67
NOR10 (10 ng) 0 %0 0 %0 21 %100 0

CRO30 (30 ug) 5 %23,80 2 %9,52 14 %66,68 0,17
OX1 (1 pg) 21 %100,00 0 %0 0 %0 0,75
APR15 (15 ng) 7 %33,33 12 %57,14 2 %9,52 0,25
CIP5 (5 ng) 1 %4,76 1 %4,76 19 %90,47 0,03
DA2 2 pg) 20 %95,23 0 %0 1 %4,76 0,71
TY15 (15 ng) 20 %95,23 0 %0 1 %4,76 0,71
FLM30 (30 ug) 1 %4,76 1 %4,76 19 %90,47 0,03
KF30 (30 ng) 17 %80,95 0 %0 4 %19,04 0,60
PT15 (15 ng) 19 %90,47 0 %0 2 %9,52 0,67
F300 (300 pg) 13 %61,90 1 %4,76 7 %33,33 0,46
CN10 (10 ng) 1 %4,76 0 %0 20 %95,23 0,03
SXT25 (25 ng) 6 %28,57 0 %0 15 %71,42 0,21
OA2 2 pg) 17 %80,95 4 %19,04 0 %0 0,60
K30 (30 ug) 3 %14,28 8 %38,09 10 %47,61 0,10
D030 (30 ng) 5 %23,80 7 %33,33 9 %42,85 0,17
C30 (30 ng) 1 %4,76 1 %4,76 19 %90,47 0,03
S10 (10 ng) 2 %9,52 2 %9,52 17 %80,95 0,07
AM10 (10 ng) 21 %100,00 0 %0 0 %0 0,75
E15 (15 ng) 4 %19,04 16 %76,19 1 %4,76 0,14
VA30 (30 ng) 21 %100,00 0 %0 0 %0 0,75
P10 (10 ug) 21 %100,00 0 %0 0 %0 0,75

R: Resistant: Direncli, I: Intermediate: Orta duyarli, S: Susceptible: Duyarli

CAD: Coklu antibiyotik direnci indeksi

SD300: Sulfadiazine, NA30: Nalidixic Acid, ENR5: Enrofloxacin, CEP75: Cefoperazone, CT10: Colistin, T30: Oxytetracycline, NOR:10
Norfloxacin, CRO30: Ceftriaxone, OX1: Oxacillin, APR15: Apramycin, CIP5: Ciprofloxacin, DA2: Clindamycin, TY15: Tylosin, FLM30:
Flumequine, KF30: Cephalothin, PT15: Pristinamycin, F300: Nitrofurantoin, CN10: Gentamicin, SXT25: Sulphamethoxazole/Trimethoprim,
OA2: Oxolinic Acid, K30: Kanamycin, DO30: Doxycycline, C30: Chloramphenicol, S10: Streptomycin, AM10: Ampicillin, E15:
Erythromycin, VA30: Vancomycin, P10: Penicillin G

Sekil 1. A. A. hydrophila AH108 susunun gentamisin duyarlilig: penisilin direnci, B.ve C. A. hydrophila
AH217 susunun enrofloksasin, flumekuin duyarlilig: oksitetrasiklin, sulfametoksazol/trimetoprim
direnci, D. A. hydrophila AH220 susunun sadece kolistin duyarlilig tilosin, vankomisin,
eritromisin, Kloramfenikol direnci
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TARTISMA ve SONUC

Bakteriyel direng her agidan tehdittir. Son zamanlarda diinya ¢apinda antibiyotiklere direngli, hatta
coklu direngli, patojenik bakterilerde bir artis s6z konusudur. Su iriinleri yetistiriciligi yonetiminde
profilaktif amacla probiyotik uygulamalar1 (Gatesoupe, 1999; Verschuere vd., 2000),
immunostimulantlar (Sakai, 1999) ve asilar (Gudding vd., 1999; Heppell ve Davis, 2000) basaril1 bir
sekilde kullanilmaktadir. Ancak tedavi siirecinde kullanilan antibiyotiklere kars1 gittikce gelisen direng
hastaliklarin kontrol altina alinmasinda yeni metotlara olan ihtiyaci arttirmistir.

Birgok antibiyotige kars1 gerek intrinsik, gerekse kazanilmus direng gostererek tedaviyi zorlayan bir
bakterinin antibiyotiklere direnci diger bakterilere kolaylikla transfer eden ve intestinal florada
asemptomatik persistent kolonizasyon gosteren bu bakterilerin hastaliklardaki 6nemi giderek
artmaktadir (Uttley vd., 1988).

Aeromonaslarin, penisilin G, ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, streptomisin, sefalotin ve 1. ve 2.
kusak sefalosporinlerin ¢oguna karsi direncli oldugu; cogu aminoglikozide, azlosilin, piperasilin
kloramfenikol, tetrasiklin, sulfametoksazol/trimetoprim, kinolonlar ve 3. kusak sefalosporinlere
duyarli olduklar1 belirtilmektedir. Bununla beraber her giin bu ilaglara karsi diren¢ gelismektedir.
Yapilan ¢alismalarla Aeromonas cinsinde ¢oklu direng gelisimine neden olan R plazmidlerin varligi
saptanmustir (Altwegg ve J6hl, 1989). Bu ¢alismada A. hydrophila’nin giin gectikgce duyarli oldugu ve
tedavide Onerilen basta oksitetrasiklin olmak {izere 12 antibiyotige karsi artik diren¢ kazandigi
belirlenerek Altwegg ve Johl (1989) ile benzer sonug vermistir.

Sarkodie vd. (2019) 15 Klinik A. hydrophila susu 12 antibiyotik sinifi olmak iizere 25 farkli
antibiyotige kars1 antibiyotik hassasiyetleri agisindan incelenmis ve neredeyse bir¢ok antibiyotige
karst direng gelistirdigini bulumuslardir. Suslarin aminoglikozid sinifina kars1 % 97,7 duyarlilik, B-
laktam'a %96,7 yiiksek direng, %60,0 polipeptide orta direng gosterdigini bildirmislerdir. Hatta A.
hydrophila hastaliklarinin  tedavisinde penisilinden ve tetrasiklinden kaginilmas1 gerektigini
savunmuslardir. Calismamizda da benzer durum s6z konusu olup A. hydrophila suslarinin nerdeyse
yarisinin ¢aligmada kullanilan tiim antibiyotiklere direng gelistirdigi goriilmistiir ve penisilin G
(%100) ve oksitetrasiklin’e (%90,47) kars1 goriilen yiiksek diizeydeki direng Sarkodie vd. (2019)
bulgularinm desteklemektedir.

Hossain vd. (2019) tarafindan zebra baligi kaynakli 43 Aeromonas spp. (26 A. veronii biovar
veronii, 3 A. veronii biovar sobria, 8 A. hydrophila, 3 A. caviae ve 1 A. dhakensis) suslarinin
antibiyogrami, antimikrobiyal direng genleri ve integronlari g¢alisilmistir. Suslarin amoksisilin’e
%100,00, nalidiksik asit’e %100,00, oksitetrasiklin’e %100,00, ampisilin’e %93,02, tetrasiklin’e
%74,42, rifampisin’e %67,44 ve imipenem’e %65,15 oraninda direngli olduklar1 bildirilmistir.
Aragtirmamizda da Hossain vd. (2019)’a benzer olarak oksitetraksiklin’e 19 susun (%90,47),
ampisilin’e 21 susun (%100,00) direng gosterdigi bulunmustur. Aragtirma sonucumuzda Hossain vd.
(2019)’den farkli olarak nalidiksik asit’e sadece 5 susun (%23,80) direng gosterdigi saptanmustir.

Radu vd. (2003) baliklarda Aeromonas hastaliklarinda antibiyotik direncini aragtirmig ampisilin,
karbenisilin, eritromisin ve streptomisine karsi oldukc¢a direngli oldugunu bildirmistir. Aragtirmamizda
da Radu vd. (2003) calismasiyla benzer olarak ampisiline kars1 21 susla yliksek direng goriiliirken s6z
konusu ¢aligmadan farkli olarak A. hydrophila suslarinin streptomisine karsi duyarli oldugu,
eritromisine kars1 orta derecede duyarli oldugu belirlenmistir.

Aeromonas suslar1 genel olarak amioglikozitlere duyarli olarak bilinmektedir (Laith ve Najiah,
2013). Aksit ve Kum (2008) test ettikleri Aeromonas suslarimin tamaminin gentamisine duyarh
oldugunu saptamuislardir. Aragtirmamizdaki sonuglarda da benzerlik s6z konusu olup bir aminoglikozit
olan gentamisine kars1 suslarin %95,23’1 (20 sus) gentamisine duyarli oldugu saptanmistir.

Durmaz ve Tirk (2009) streptomisin, oksitetrasiklin ve nitrofurantoin gibi antibiyotiklere karsi
Motil Aeromonaslar’in oldukc¢a direng kazandiklarini saptamustir. Arastirmamizda benzer sekilde
oksitetrasiklin’e ve nitrofurantoin’e karsi direng goriilmiistiir ancak farkli olarak streptomisin’e duyarli
oldugu goriilmiistiir.

Del Castillo vd. (2013) A. hydrophila'nin CAD plazmitini tasidigint belirledigini bildirmistir.
Arastirmada da 28 antibiyotikten 14’line kars1 suslarin gelistirdigi ¢oklu antibiyotik direncinin tespiti
bu ifadeyi desteklemektedir.

Zhu vd. (2020) tarafindan A. hydrophila’nin neden oldugu septiseminin tedavisinde CAD
probleminin son on yilda katlanarak arttigini ve endise verici bir orana ulastigini bildirerek hasta
baliklardan izole ettikleri suslarin antibiyotik hassasiyetlerinin tiim suglarda farklilik gosterdigini her
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susun farkli bir antibiyotige direngli oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismada da benzer bir
durum s6z konusu olup her susun farkli bir antibiyotige direngli oldugu bulunmus ve bu direngli
suslarin antibiyotik sayisinin toplam kullanilan antibiyotik sayisina oraniyla 14 antibiyotige ¢oklu
antibiyotik direnci gelistirdigi saptanmustir.

Aragtirmamizda suslarin CAD indekslerine bakildiginda siilfadiazin (9 sus), oksitetrasiklin (19
sus), oksasilin (21 sus), apramisin (7 sus), klindamisin (20 sus), tilosin (20 sus), sefalotin (17 sus),
pristinamisin (15 sus), nitrofurantoin (13 sus), siilfametaksazol/trimetoprim (6 sus), oksolinik asit (17
sus), ampisilin (21 sus), vankomisin (21 sus), penisilin G (21 sus) antibiyotiklerine kars1 A. hydrophila
suslarinin ¢oklu antibiyotik direncinin oldugu belirlenmistir.

Thenmozhi vd. (2014) 21 A. hydrophila susu 12 antibiyotige karsi test etmisler ve A. hydrophila
suslarinin ¢oklu antibiyotik direncinin varligini géstermisledir. 21 susun tamaminin ampisilin‘e 0,5-1,0
CAD indeksiyle en yiiksek coklu antibiyotik direnci gosterirken siprofloksasin’e 0,1 susun ve
gentamisin’e 0,07 karst c¢oklu antibiyotik diren¢ gostermedigini bildirmislerdir. Arastirma
sonuglarimiz A. hydrophila suslarinin ampisilin’e 0,75 ¢oklu direng gosterip siprofloksasin’e 0,3 ve
gentamisin’e 0,14 karsi ¢oklu antibiyotik diren¢ gelistiremediginin tespitiyle Thenmozhi vd. (2014)
bulgularini desteklemektedir.

Kaskhedikar ve Chhabra, (2010) aminoglikozidler, sefalosporinler, nitrofurantoin, fluroquinolones,
kloramfenikol, siilfonamidler, tetrasiklinler, penisilin ve polimiksin olmak {izere 9 farkli antibiyotik
grubuna ait 14 antibiyotige kars1 A. hydrophila suslarimin antibiyogram testini yapmuslar ve tim A.
hydrophila suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci oldugunu bildirmislerdir. Arastirmamizda da benzer
durum soz konusu olup nitrofurantoin’e 0,46 indeksiyle, tetrasiklin’e 0,67 indeksiyle, penisilin’e 0,75
indeksiyle bu antibiyotiklere kars1 0,2 indeksinin iizerinde sonuglarin bulunmasiyla ¢oklu antibiyotik
direnci tespit edilmistir ve Kaskhedikar ve Chhabra, (2010) bulgularini desteklemektedir.

Aragtirma bulgularimizla A. hydrophila bakterisin yiiksek oranda ¢oklu antibiyotik direngliligi
tasidigr goriilmistiir. S6z konusu bakterinin direnglilik genleri agisindan tasiyici olmasi nedeniyle, gen
transfer yontemleriyle sahip olduklar1 direncglilik genlerini firsatg1 diger bakterilere aktarmasi
acisindan ciddi tehdit olusturmaktadir.

Onuk vd. (2017) farkli oranlarda antibiyotik direncinin saptanmis olmasi hem balik hem de insan
hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyal ajanlarin sec¢ilmesinin 6nemini ortaya koymakla
birlikte Aeromonas tiirleri i¢in etkin ulusal antimikrobiyal direng izleme sistemlerine ihtiyag
duyuldugunu bildirmiglerdir. Arastirmamizda da benzer durum s6z konusu olup farkli oranlarda ilag
direnci tespit edilmistir ve sonuglarimiz Onuk vd. (2017)’nin bu ifadesini desteklemektedir.

Theguardian (2020), antibiyotik direnci hakkinda yapilan arastirmalar kapsaminda yeni
antibiyotikler gelistirilemezse, 2050 yilina kadar her yil 10 milyon canlinin hastaliklardan dolay1 risk
altinda olabilecegi konusunda uyarida bulunmuslardir. Ote yandan en giiglii veya en zeki olan degil,
degisime en ¢ok uyum saglayabilen hayatta kalir ifadesini bildiren Megginson (1963) bakterilerde
gevrenin degisimine uyum saglamig antibiyotik direncini neredeyse zirveye ¢ikarmistir. Giinimiizde
400 farkli mikroorganizmaya ait 20.000'in iizerinde potansiyel diren¢ geninin (R geni) varligi
bilinmekte olup (Aksoy, 2015) antibiyotik direnci sadece bugiinti degil gelecegi de ilgilendiren ve tim
diinyay1 tehdit eden 6nemli bir sorundur. Biyofilm matriksinde bulunan ve enfeksiyona neden olan
bakterilerin antibiyotik direnglilik problemi, yiiz yilize kaldigimiz biiyiik problemlerden birisidir
(Costerton vd., 1999).

Antibiyotiklere bu denli direng kazanmus A. hydrophila’yla savasta artik yeni Onlemlerin
gelistirilmesi ve s0z konusu patojen iizerinde fenomen stratejilerin denenmesi sarttir. Hastaliklarla
miicadelede yeni stratejilerin gelistirilerek denenme siireci devam ederken bu aragtirma sorusunun
sonuglariyla hastaliklarin tedavisinde dogru antibiyotik se¢imine yon verilecegi ve hastaligin tedavi
stirecine katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Tesekkiir: Bu calisma doktora tezinden Ozetlenmistir. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma
Kurumu (TUBITAK) 1002 Hizli Destek Programi kapsamida 1190671 Proje Nosuyla
desteklenmistir. Arastirma da kullanilan A. hydrophila suslar1 Bursa Uludag Universitesi (BUU) nin,
Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi (ISUBU) nin ve Ondokuz Mayis Universitesi (OMU)’nin

degerli Ogretim Elemanlar1 tarafindan temin edilmis olup kendilerinin sahislarina ve bagh
bulunduklar1 Universitelerine tesekkiirlerimizi sunariz.
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