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OZET

DOGU KARADENIZ’DEKi KARAMIDYE VE DENiZ SALYANGOZUNDAN iZOLE
EDILEN Escherichia coli’LERDE AGIR METAL DIRENC SEVIiYELERININ
BELIiRLENMESI

Fatih CIVELEK

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

Denizel ortamlar agir metaller, pestisitler ve antibiyotikler gibi ¢esitli kirleticilere maruz
kalmaktadir. Bu kirleticilere karst bakterilerde meydana gelen direng tiim diinya {izerinde
kiiresel bir problem haline gelmistir. Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz’in Artvin, Rize, Trabzon ve
Giresun sahillerinden 12 farkli istasyondan kara midye (Mytilus galloprovincialis) ve deniz
salyangozu (Rapana venosa) drnekleri mevsimsel olarak toplanmistir. Orneklerden toplam 54
Escherichia coli (35 tanesi kara midye ve 19 tanesi deniz salyangozu) susu izole edilmistir.
Bakterilerin Cu (Bakir), Cd (Kadmiyum), As (Arsenik) ve Hg (Civa) metallerini tolere edebilme
yetenekleri test edilmistir. Bu amagla tiim izolatlarin Cu, Cd, As ve Hg’ye kars1 bakteriyel metal
tolerans veya direncini belirlemek igin broth diliisyon teknigi kullanarak Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) testleri yapilmigtir. Cu, Cd, As ve Hg igin MIK konsantrasyonlart
sirastyla 100-400 pg/ml, 100-200 pg/ml, 25-400 pg/ml ve 3,125-25 ng/ml arasinda degisiklik
gostermistir. Tim izolatlar Bakir’a karsi direngli fakat Arsenik’e karsi hassas olarak
belirlenmistir. Civa’ya kars1 direng % 7,4 olarak belirlenmistir. Bakterilerde en sik goriilen agir
metal direng geni NCCA olmustur ve bunu chrB ve merA genleri takip etmistir. Agir metalleri de
igeren toksik kirleticilere karsi bakterilerdeki direng veya tolerans onemli ekolojik Gneme
sahiptir. Bu bakteriler ¢evresel agir metal kirliliginin kontrol edilmesinde indikatér olarak
kullanilabilirler. Ayrica direng geni bulunduran bakteriler patojen ve patojen olmayan bakteriler

arasinda direng genlerinin yayilmasinda 6nemli rol oynayabilirler.

2019, 25 sayfa
Anahtar Kelimeler: Karadeniz, Agir Metal, Escherichia coli, Direng Geni.



ABSTRACT

DETERMINATION OF HEAVY METAL RESISTANCE LEVELS IN Escherichia coli
ISOLATED FROM MEDITERRANEAN MUSSEL AND SEA SNAIL IN EASTERN
BLACK SEA

Fatih CIVELEK

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

Marine environment is exposed to various pollutants such as heavy metals, pesticides and
antibiotics. Bacterial resistance to these pollutants is a global problem all over the world. In this
study, Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis) and sea snail (Rapana venosa) were
seasonally collected from 12 sampling points from Artvin, Rize, Trabzon and Giresun Coasts of
Black Sea, Turkey. A total of 54 Escherichia coli isolates (35 from Mediterranean mussel and 19
from sea snail) were isolated from Mytilus galloprovincialis and Rapana venosa. The bacteria
were tested for their ability to tolerate Cu (Copper), Cd (Cadmium), As (Arsenic) and Hg
(Mercury). For this purpose, minimum inhibitory concentration (MIC) tests for all isolates to the
Cu, Cd, As and Hg were done to determine heavy metal tolerance or resistance using broth
dilution technique. MIC concentration for Cu, Cd, As and Hg ranged between 100-400 pg/ml,
100-200 pg/ml, 25-400 pg/ml and 3.125-25 pg/ml respectively. All of the strains were resistant
to Cu, but sensitive to As. Resistance to Hg was determined as 7.4 %. The most common heavy
metal resistance gene in the bacteria was nccA and followed by chrB and merA. Tolerance or
resistance of the bacteria to toxic pollutants including heavy metals is of significant ecological
importance. These bacteria could be used as an indicator for controlling environmental heavy

metal pollution.

2019, 25 pages

Keywords: Black Sea, Heavy Metal, Escherichia coli, Resistance Gene.
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Dogu Karadeniz’de ekonomik olarak ticari dneme sahip olan baslica kabuklu
canli tiirleri deniz salyangozu (Rapana venosa) ve ¢ift kabuklulardan kara midye
(Mytilus galloprovincialis)’dir. Deniz salyangozu Japon Denizi, Dogu Cin Denizi ve
Bohai Denizi’ne 6zgii bir kabuklu su canlisidir (Tsi vd., 1983). Ayn1 zamanda diinyada
en istilact tiirlerden biri olarak bilinmektedir. Deniz salyangozlarinin Karadeniz’e ilk
olarak 1946 yilinda girdigi bildirilmistir (Drapkin, 1963; Saglam vd., 2015). Bir
gastropoda tiirli olan R. venosa’nin Karadeniz’e petrol tasima tankerleriyle tagindigi
tahmin edilmektedir. Ayrica ¢ift kabuklu stoklari iizerinde baski kurmasiyla birlikte bu
bolgeye kisa siirede uyum saglayarak hizla yayilis gosterdigi bilinmektedir. Ulkemizde
ise ilk olarak 1962 yilinda Gilineydogu Karadeniz’de rapor edilmistir (Bilecik, 1990;
Knudsen vd., 2010). Biyo-cografi araligi ise Avrupa (Akdeniz, Adriyatik ve Ege Denizi)
ve Amerika’ya (Giiney ve Kuzey Amerika) dogru genislemistir (Bombace vd., 1994;
Harding ve Mann, 1999; Pastorio vd., 2000). isgalci olarak belirtilen bu tiir midye gibi
kabuklular1 en aktif tiikketen predator olarak bilinmektedir (Saglam, 2007).

Karnivor beslenme 6zelligine sahip olan deniz salyangozlar1 genellikle midye ve
istiridye gibi sesil formdaki su canlilari ile beslenirler (Bat ve Oztekin, 2016; Terzi,
2018). 20 cm’ye kadar biiytliyebildigi bilinen bu tiiriin Karadeniz’de 13-14 cm’ye kadar
ulasabildigi tespit edilmistir. Yasam i¢in daha ¢ok kayalik, kumlu ve ¢amurlu dip
bolgelerini tercih ederler (Unsal vd., 1989). Tiirkiye’de 2009 yilinda 6085 ton olan
deniz salyangozu iiretimi 2017°de 9194 tona yiikselmistir. 1995 yilinda en diisiik
dretimin 1198 ton olarak gozlemlendigi bilinirken, en yiliksek iiretimin ise 2004’te

14034 tona ulastig: kayitlara ge¢mistir (TUIK, 2018).

Kabuklu su canlilart arasinda 6nemli yere sahip olan bir diger tiir ise kara midye
olarak bilinen Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)’tir. Tiim diinyada yaygin
olarak tiiketilen kara midye, igerisindeki organik madde zenginligi ile ekonomik degere
sahip ve en ¢ok kiiltiirii yapilan canln tiirii olarak bilinmektedir. Ulkemizde de ticari

onemi ¢ok yiiksektir ve sularimizin bir¢ok boélgesinde bol miktarda bulunur. Tiirkiye’de
1



kara midye tiretimi 2012 yilinda 2093 ton iken 2017°de 536 tona kadar gerilemistir. En
diistik tiretim 2016 yilinda 78 ton iken, 2005°te en yiiksek tiretim 12362 ton olarak tespit
edilmistir (TUIK, 2018).

Kara midyeler genellikle grup halinde ve gel-git ortamlarinin oldugu bolgelerde
(Figueras, 1989; Goulletquer vd., 1994, Lok, 2001) kayaliklara tutunarak yasamlarini
devam ettirirler. M. galloprovincialis bireyleri ihtiva ettikleri agir metaller, patojenler,
bakteriler ve radyoaktif maddeler nedeniyle “kirlilik gdstergesi” olarak adlandirilirlar
(Kristan vd., 2014; Kayhan vd., 2016). Midyeler suyu siizerek beslenen organizmalardir
ve sucul ortamlardan aldiklar1 organik ve inorganik parcaciklari aktif olarak siiziip
biriktirirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 bulunduklar1 ortamdaki mevcut su durumunu
bildiren en 6nemli canlilardir. Ayn1 zamanda su igerisinde bulunan agir metal,
antibiyotik ve pestisit gibi kimyasallarin da viicutlarinda birikme potansiyeli
olduklarindan hem g¢evresel hem de insan saghigi agisindan oldukg¢a risk faktorii
olusturmaktadirlar. Bu nedenle yasamlarimi stirdiirdiikleri ¢evredeki su kalitesinin de
onemi yliksektir. Su, evsel ve endiistriyel diizeyde; sulama, tasima, rekreasyon, sportif
ve ticari balik¢ilik, enerji iiretimi, kanalizasyon, atik bertarafi vb. gibi bircok farkli
amag i¢in kullanilan ve siiphesiz ki dogal kaynaklarin en 6nemlilerinden birisini teskil

eden bir unsurdur (Abel, 2002).

1.2. Su Kirliligi ve Agir Metaller

Su kirliligi, suyun fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zelliklerinde istenmeyen
degisikliklerin olmasi ve bu degisiklik sonucu suyun kullanilmasini engelleyen
bozulmalar olarak ifade edilebilir (Sonmez vd., 2008). Su kirliligi kirleticinin
ozelliklerine veya kaynagina ya da suda meydana getirdigi degisimlere gore fiziksel,

kimyasal veya biyolojik kirlenme olarak gruplandirilabilir.

Agir metaller cogunlukla endiistriyel atiklar nedeniyle meydana gelmektedir. Her
ne kadar bazi metaller biyolojik siirecler ve dolayisiyla yasam icin elzem olsa da
bircogunun biyolojik gorevi yoktur. Biyolojik gdrevi olan metaller dahi belirli
diizeylerin istiine c¢iktiginda toksik etki olusturabilmektedir. Dahasi, agir metaller

viicuttan atilamaz ve basta karaciger olmak iizere bir¢ok organ ve dokuda birikim
2



yaparlar (Elbeshti vd., 2018). Bu nedenle dogal sularda belirli bir konsantrasyonun
tizerinde bulunan yabanci maddelerin tamami insan sagligi iizerinde tehdit
olusturabilmektedir. Bu maddelerden bazilarinin sularda ¢ok diisiik miktarlarda
bulunmasi dahi bir¢ok 6liimciil hastalifa ve zehirlenmeye sebep oldugu bildirilmistir
(Kobya ve Yesilkanat, 2017). Hg, Cd, As, Pb gibi agir metaller bir organizmadan baska
bir  organizmaya  gecerken  konsantrasyonlar1  artarak  canli  dokusunda
birikebilmektedirler (Phillips, 1995; Uluturhan ve Kiiciiksezgin, 2007; Bilgin ve
Uluturhan Suzer, 2015).

1.3. Bakterilerde Agir Metal Direnci

Tiim mikroorganizmalar toksik etken olusturan metallere kars1 direng
mekanizmalart gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu mekanizmalar sayesinde yiiksek
konsantrasyonlu metallere kars1 direng gostererek ¢ogalabilme 6zelliklerine sahiptirler
(Ellis vd., 2003). Yapilan calismalar incelendiginde bazi metallere kars1 direng gosteren
mikroorganizmalar tespit edilmistir. Bunlar genellikle aerobik gruba dahil olan
Staphylococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, E. coli ve Bacillus sp. Gibi hem Gr(-)
hem de Gr(+) bakterilerden olusmaktadir (Tablo 1). Bu metallere karsi direng
mekanizmalarinin gelismesindeki en biiylik etken, mikroorganizmalarin var oldugu
gevre, toksisiteye neden olan metallerin bulunmasi ve bu metallerin organizmalar

tizerinde olusturdugu stres faktorleridir (Yang ve Chu, 2011; Sensoy Karaoglu, 2013).



Tablo 1. Agir metallere kars1 direng gosteren bazi mikroorganizmalar.

Mikroorganizma Tiirleri  Diren¢ Gosterdigi Metaller Kaynaklar
Pseudomonas aureginosa  Cu, Hg Hassen vd., 1998
Bacillus sp. As Cavalca vd., 2010
Escherichia coli Cu Chihomvu vd., 2015
Staphylococcus pasteuri Pb, Co, Cd, Se, Hg,Cu, As, Mn  Nithya vd., 2011
Micrococcus luteus Pb Cavalca vd., 2010
Bacillus arsenicus Pb, Co, Cd, Zn, Hg, Se, As, Cu  Nithya vd., 2011
Pseudomonos sp. Cu Chihomvu vd., 2015

Mikroorganizmalarda agir metallerin bakteriyel direncinin fenotipik olarak tespit
edilmesinde kiiltiirel yontemler kullanilirken, genotipik olarak ise polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), genom sekansi, DNA problari, Western blotlama ve protein jel
elektroforezi gibi bircok farkli molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Kiiltiirel
yontemler, mikroorganizmalarin izolasyonunda agir metal tuzlari ihtiva edip etmedigi
belirlenerek ve s6z konusu mikroorganizmalarin farkli metallerle biiyiime kosullarinin
arastirilmasi yoluyla gergeklestirilmektedir. Kat1 veya sivi besiyerinde her bir metal igin
ayr1 ayri testler uygulanabildigi gibi birden fazla metalin ayn1 ortamda oldugu coklu
direnc¢ calismalar1 da yapilabilmektedir. Agir metal direncinin tayin edilmesinin yaninda
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu (MIK) da belirlemek gerekir (Yavuz ve
Sarigiil, 2016). MIK yontemi, genellikle patojen bakterilerin antibiyotik veya diger
ajanlara kars1 hassasiyetini belirlemek tizere kullanilmakla birlikte patojen olmasina
bakilmaksizin herhangi bir mikroorganizmanin herhangi bir maddeye kars1 direncini

ortaya koymak i¢in de tercih edilebilen bir yontemdir.

Molekiiler yontemlerde ise en yaygm olarak kullanilan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemidir. Bu yontem, incelenmek istenen herhangi bir gen
bolgesinin; bu bolgeye 6zgili tasarlanmis primerler yardimiyla, niikleotidler ve DNA
polimeraz enzimi kullanilarak ¢ogaltilmas1 esasina dayanmaktadir (Persing, 1991; Arl,

2017).

Bu iki yontemin birlikte yiiriitiilmesi sonucunda ilgili direncin varligi, derecesi ve

bu dirence ait genin belirtilmesi hakkinda sonuglar elde edilebilmektedir. Agir metal

4



direncinin tespit edilmesinde farkli gen bolgelerinin varligindan yararlanilmaktadir Agir
metal direng genleri litaratiirde genel genel olarak merA, merB, merC, merD, chrA,
chrB, czcB, czcD, nccA ve copA seklinde bildirilmistir ve bu genlerin ¢ogunun plazmit
tizerinde bulundugu ve transfer edilebildikleri bildirilmistir.(Trajanovska vd., 1997;

Abou-Shanab vd., 2007).

Mikroorganizmalarin toksik agir metallere kars1 direng gelisimi gostermelerindeki
en Oonemli neden bulunduklar1 ¢evre ve metallerin varligindan kaynaklidir. Bunun igin
mikroorganizmalar viicutlarindan metalleri uzaklastirmak maksadiyla aktif tasima
mekanizmalarimi kullanmaktadirlar. Agir metallere karsi direng gdsteren bakteriler
lizerine birgok ¢alismanin yapildigi bilinmektedir. E. coli de sucul ortamlarda ¢evresel
ve bakteriyolojik kirlenmeyi tespit etmek icin fekal indikator olarak kullanilmaktadir.
Bununla beraber E. coli’nin patojenik suslar1 su ve gida kaynakli hastaliklara neden
olabilmektedir (Avsar ve Berber, 2014; Terzi, 2018).

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan E. coli birgok omurgali canlinin
normal bagirsak florasinda bulunan bir mikroorganizma tiiriidiir. Basil seklinde ve
boyutlar1 1-2 um uzunlugunda, ¢apr ise 0,1 um ile 0,5 um araliginda degisiklik
gostermektedir. Gr(-) bakteri olan E. coli’nin uygun viicut sicakliginda ¢ogaldig1 ve
endospor olusturmadi@i bilinmektedir (Nataro ve Kaper, 1998; Sipahi, 2012).

M. galloprovincialis ve R. venosa gibi kabuklu su canlilart suyu filtre ederek
beslendikleri i¢in bu bakterileri viicutlarina dogal olarak almakta ve toksik agir
metallere de yogun bir sekilde maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle bu tiirler agir
metallerin biyoindikatorii olarak bilinmektedir. Biyoindikator, cevresel Kkirlilik
faktorlerine karst yasamsal fonksiyonlarmi degistirerek ya da toksik maddeleri
viicutlarinda depolayarak cevap veren canlilar olarak tanimlanir (Kazanci ve Girgin,
1998). Dokularinda biriktirdikleri toksik maddelerin analiz edilip incelenmesiyle bu
canlilar, bulunduklar1 ¢evrede kirliligin mevcudiyeti hakkinda bize bilgi vermektedir.
Genellikle biyoindikator olarak kullanilan tiirlerin biiyiik bir boliimii dipte yasayan ve

yavas hareket eden bentik canlilardan olusmaktadir (Basginar, 2009).



Bu calismada Dogu Karadeniz Bdlgesi’ndeki kabuklu tiirlerinden deniz
salyangozu (Rapana venosa) ve kara midyeden (Mytilus galloprovincialis) izole edilen
E. coli bakterilerinde agir metal diren¢ durumu, bakterilerde agir metal direng geni
bulundurma durumlar;, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yontemi ve
molekiiler yontemlerle analiz edilmistir. Direncin istasyonlar arasi degisimi izole edilen
bakterilerde direng geni farkliliklari belirlenmistir. Izolatlarin MIK degerleri

belirlenerek izole edildikleri ortamin kontaminasyon durumu ortaya konulmustur.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Arastirma alani olan Dogu Karadeniz Bolgesi’nin tamaminin 6rneklenebilmesi
icin bu bolge icerisinde bulunan biitiin iller istasyon olarak secilmis olup calismada
kullanilmak tizere kara midye (Mytilus galloprovincialis) ve deniz salyangozu (Rapana
venosa) orneklemesi mevsimsel olarak Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin ili kiyilarinda

yapilmustir. Istasyonlarin dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir.

e
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Sekil 1. Kara midye ve deniz salyangozu 6rneklerinin toplandigi istasyonlar.

2.2. Orneklerin islenmesi

[stasyonlardan toplanan kara midye ve deniz salyanguzunun i¢ organlar1 aseptik
kosullar altinda ¢ikartilmistir. Her bir istasyondan 25 g canli yumusak dokusu hassas
terazide tartilmig ve steril posetlere koyularak tizerine % 0,85 tuzlulukta steril tuzlu su
ilave edilmistir. Ardindan stomaker cihazinda 10 dk siire ile ezme islemi
gergeklestirilmis ve Luria Bertani (LB) broth besiyerine ekim yapilmistir. Besiyerleri
35°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Ureme gerceklesen drneklerden Eosin
Metilen Blue (EMB) Agar besiyerine ekimler gerceklestirilmis ve tekrar ayni
inkiibasyon sartlarinda bekletilmistir. Inkiibasyon sonras1 merkezleri koyu renkli ve

metalik yesil renkli koloniler saflagtirilmistir. Bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerini
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tespit etmek i¢in API 20E Strips (Biomerieux, Fransa) testleriyle ve asagidaki
biyokimyasal testlerle tanimlanmistir. Bu testler; Gram boyama, sitokrom oksidaz,
oksidasyon/fermentasyon, katalaz, sitrat kullanimi, H2S {iretimi, indol tretimi, voges
proskauer, laktoz ve metil kirmizisi testleri seklindedir (Holt vd., 1994). Biitiin izolatlar

icerisinde %15 gliserol bulunan s1vi besi yerinde -70°C’de saklanmuistir.

2.3. Agir Metal Tolerans Testi

izole edilen tiim bakterilerin agir metallere karsi tolerans testleri Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) kitap¢iginda belirtilen broth diliisyon
yontemi ile yapilmisti. Agir metal direng/hassasiyet testlerinde bakir, kadmiyum,
arsenik ve civa igin sirastyla analitik saflikta olan CuClz.2H20, CdCl2.6H20, NaAsO-
ve HQCl> metal tuzlar1 kullanilmigtir. Bu tuzlar kullanilarak stok ¢ozeltiler hazirlanmis
ve stok g¢ozeltiler 0,25 um goz agikligina sahip steril filtrelerden gecirilmistir. Luria
Bertani (LB) Broth besiyerinde bakir kadmiyum ve arsenik i¢in son konsantrasyon 0
(Kontrol); 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 ve 800 pg/ml olacak sekilde hazirlanirken civa
icin 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pug/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir
izolat farkli oranlarda metal iceren besi ortamlarina ekimleri yapildiktan sonra 35 °C’de
24-36 saat inkiibasyona birakilarak ve inkiibasyondan sonra bakterilerin {ireyip
tireyemedigi kayit altina alinmistir ve inhibe oldugu en diisiikk konsantrasyon Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) olarak kaydedilmistir. Diren¢ durumlar1 belirlemek
amaciyla arsenik i¢in 10 mM (750 pg/ml), kadmiyum i¢in 1 mM (112 pg/ml), bakir i¢in
1 mM (63,5 pg/ml) ve civa i¢in ise 0,1 mM (20 pg/ml) konsantrasyonlarda tireyebilen
izolatlar direngli olarak kaydedilmistir (Nieto vd., 1987).

2.4. DNA ve Plazmit DNA izolasyonu

Triptik Soy Broth (TSB) veya Luria Bertani (LB) Broth besiyerlerinde iiretilen
izolatlarin DNA izolasyonlar1 i¢in kaynatma yontemi kullanilarak PCR islemlerinde
ornege ait kalip DNA hazir hale getirilmistir (Boran vd., 2013). Plazmit DNA
izolasyonunda Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilmis ve iiretici firmanin direktiflerine

gore izolasyon gergeklestirilmistir. Elde edilen plazmit elektroforez islemine kadar -



20°C’de saklanmigtir. Daha sonra %1 lik agaroz jelde yiritiilip ve Lambda DNA
HindIII Marker kullanarak plazmitlerin biiytikliikleri belirlenmistir.

2.5. Agir Metal Direnc¢ Genlerinin PCR ile Tespiti

Izole edilen bakteri suslariyla birlikte konjugasyon deneyleri sonucunda elde
edilen transkonjugant bakterilerdeki agir metal direng genlerinin (merA, nccA ve chrB)
varligi Tablo 2’de gosterilen primerler kullanilarak PCR ile belirlenmistir. PCR
islemlerinde genomik DNA kalip DNA olarak kullanilmistir. Buz igerisinde hazirlanan
PCR karisimlar1 25 ul’lik hacimlerde igerisine 100 ng kalip DNA, 12,5 ul 2X Master
Mix PCR karisimi (NEB Master PCR Kit), 100 ng her bir primer ve steril saf su
koyulmustur. Daha soran tiipler Thermal Cycler’a yerlestirilerek rutin PCR islemi
gercgeklestirilmistir.

Bakterilerin agir metal diren¢ genlerinin belirlenmesinde Biorad Marka T100
model Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. PCR isleminde 6rnek DNA’s1 igermeyen
reaktif negatif kontrol olarak kullanilmistir. PCR isleminden sonra, 6rnekler ethidium
bromit ile 0,5 x TAE buffer iceririnde ve %]’ lik agaroz jel iizerinde 100-110 V
siddetinde 45-60 dk siire ile yiirttiilmiistir. Daha soran jel goriintiileri goriintiileme
sisteminde kayit altina alinmisti. Agir metal direng genlerinin belirlenmesinde
kullanilan primerlere ait tutunma sicakliklari ve iiriin boyutlar1 Tablo 2°de ve PCR i¢in

uygulanan protokol Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 2. Agir metal direng genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler.

PCR Tutunma
Gen Sekans (5’ - 3°) Uriinii Sicaklig (°C) Kaynaklar
Boyut g

FW”GAGATCTAAAGCACGCTAAGGC”

MerA L GGAATCTTGACTGTGATCGGG® 1011 58 Misra vd., 1984

FW”ACGCCGGACATCACGAACAAG”

NCCA  RCCAGCGCACCGAGACTCATCA® 450 59 Nies vd., 1990
FW”GTCGTTAGCTTGCCAACATC” Abou-Shanab
chrB R”CGGAAAGCAAGATGTCGATCG” 1141 95 vd., 2007




Tablo 3. Agir metal direng genlerinin belirlenmesinde uygulanan PCR protokolii.

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

Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Artvin, Rize, Trabzon ve Giresun illerinden
toplam 12 istasyondan yapilan mevsimlik 6rneklemeler sonucu toplamda 54 adet E. coli
izolat1 elde edilmistir. Bu 54 adet izolatin 35 tanesi kara midyeden izole edilirken 19
tanesi de deniz salyangozundan izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin mevsimsel
dagilimlarina bakildiginda, en yiiksek izolasyon yaz mevsiminde iken bunu ilkbahar ve

sonbahar takip etmistir. En diisiik izolasyon ise kis mevsiminde olmustur (Sekil 2).

14
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Sonbahar [Ikbahar
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M Kara Midye  ® Deniz Salyangozu

Sekil 2. izole edilen E. coli izolatlarmin mevsimsel dagilimu.

izolatlarin illere gore dagilimlari incelendiginde en yiiksek izolasyon Giresun ve
Trabzon illerinden olmustur. Daha sonra ise Rize ilinden en yiiksek sayida E. coli izole
edilmistir (Sekil 3). Kara midye (n:12+11) ve deniz salyangozlarindan (n:7+7) Trabzon

ve Giresun’da sirastyla 18 ve 19 izolat izole edilmistir.

11



[N
SN

512
§1o
= 8
o
N 6
3 4
i 2

0

Artvin Rize
m Kara Midye

Iller

m Deniz Salyangozu

Trabzon

Giresun

Sekil 3. llere gore deniz salyangozu ve kara midyeden izole edilen E. coli sayilar1.

3.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Testi Sonuglar

izole edilen E. coli izolatlarinin agir metallere karst sergilemis olduklari

direng/hassasiyet seviyelerinin belirlendigi MIK testi sonuglar1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Bu test sonuglarina gore bakterilerin bakir, kadmiyum, arsenik ve civa metallerine karsi

MIK degerleri sirastyla 100-400 pg/ml, 100-200 pg/ml, 25-400 pg/ml ve 3,125-25

pg/ml arasinda degisiklik gostermistir.

Tablo 4. Minimum inhibisyon konsantrasyon testi sonuglart (ug/ml).

Cu Cd As Hg
) Max 400 200 200 12,5
Artvin ]
Min 200 100 100 3,125
. Max 400 200 400 12,5
Rize
Min 200 100 25 3,125
Max 400 200 400 25
Trabzon
Min 100 100 50 3,125
. Max 400 200 400 25
Giresun )
Min 100 100 50 3,125

Bakterilerin agir metallere karsi direng seviyelerine bakildiginda ise tiim

izolatlarin bakir metaline karsi direngli oldugu belirlenirken bunu kadmiyum takip
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etmistir. Bakterilerin hi¢bir tanesinde arsenike karst diren¢ durumu tespit edilememistir.
Civaya diren¢ ise sadece yaklasik % 10 luk oranlarla Trabzon ve Giresun’daki
istasyonlardan izole edilen bakterilerde belirlenmistir. Rize ve Artvindeki istasyonlardan

izole edilen bakterilerin civaya kars1 hassas olduklar1 belirlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Agir metallere kars1 direngli izolat sayilar1 (D: Direngli; H: Hassas).

Agir Metal Artvin Rize Trabzon Giresun
D H D H D H D H
Bakiar 4 0 13 0 18 0 19 0
Kadmiyum 1 3 10 11 8
Arsenik 0 4 13 0 18 0 19
Civa 0 4 13 2 16 2 19

3.2. Agir Metal Diren¢ Genlerinin Dagilim

Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Rize, Giresun, Artvin ve Trabzon illerinin
sahillerinden toplanan deniz salyangozu ve kara midye orneklerinden izole edilen E.
coli izolatlarinda mera, nccA ve chrB agir metal direng genlerinin varligi molekiiler
yontemlerle aragtirtlmigtir. Bakterilere ait direng geni bulundurma durumu Tablo 6°da

gosterilmistir.

Arastirma neticesinde kara midye ve salyangozlarindan izole edilen bakterilerde
%33’liik oranla nccA geni en fazla rastlanan direng geni olmustur. nccA geni Artvindeki
istasyonlardan izole edilen bakterilerin % 75’inde tespit edilirken bunu % 36,8 lik
oranla Giresun takip etmistir. ncCA geni Rize’deki istasyonlardan izole edilen
bakterilerde % 30,8 iken bu oran Trabzon’da % 22,2 olarak tespit edilmistir. Civa
metaline karsi direnci saglayan merA geni Artvin istasyonunda tespit edilemezken
Giresun, Rize ve Trabzondaki istasyonlarda sirasiyla %31,6, %23,1 ve %11,1 olarak
tespit edilmistir. chrB geni ise yine Artvin istasyonunda tespit edilemezken %38,9 luk
oaranla en fazla Trabzondaki istasyonlardan izole edilen E. coli izolatlarinda tespit
edilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Agir metal direng genlerinin dagilimlari.

Toplam (%) Artvin (%) Rize (%)  Trabzon (%) Giresun (%)
N 54 4 13 18 19
merA 20,4 - 23,1 11,1 31,6
nccA 33,3 75 30,8 22,2 36,8
chrB 20,4 - 7,7 38,9 15,8

3.3. Plazmit Varhgi

Calisma kapsaminda kara midye ve deniz salyangozu 6rneklerinden izole edilen

toplam 54 adet bakterinin plazmit icerip igermedikleri arastirilmistir. Bu amagla yapilan

plazmit izolasyonu sonucunda bakterilerin 24 (%44,4) tanesinde plazmit tespit

edilmistir. Izole edilen bakterilerden plazmit tespit edilenlerin bakterilerin izole edildigi

yere gore sayist ve ylizdeleri Tablo 7°de gosterilmistir. Tespit edilen plazmitlerin

molekiil biiytikliiklerinin 2-10 kb arasinda degistigi tespit edilmistir.

Tablo 7. izole edilen bakterilerde plazmit bulundurma durumlari.

Istasyon n Plazmit varhgi (n) Plazmit varhgi (%)
Artvin 4 3 75,0
Rize 13 4 30,8
Trabzon 18 9 50,0
Giresun 19 8 42,1
Toplam 54 24 444
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Sucul ortamlardan izole edilen bakterilerle yapilan ¢alismalarin bakterilerin sucul
ortamlardaki Kkirleticilere karsi gelistirmis olduklar1 diren¢ seviyelerinde farkliliklari
gozlemlenmektedir. Sipahi (2012) izole ettikleri Enterobacteriaceae iiyelerinin
tamaminin bakira karsi direngli oldugunu, buna ek olarak manganeze karsi neredeyse
tamaminin (% 99,9) ve kursuna kars1 % 87,2 gibi bir direng oldugunu bildirmistir.
Akkan (2009) ise Iskenderun Kérfezi’nin ii¢ farkl istasyonundan izole ettigi toplam 356
adet bakterinin hepsinin bakir ve kadmiyum metallerine karst direng gosterdiklerini
bildirmistir. Bu ¢aligmalara benzer sekilde, yapilan bu ¢alismada da kara midye ve deniz
salyangozlardan izole edilen E. coli izolatlarinin bakir, kadmiyum, arsenik ve civa
metallerine karst MIK degerleri sirasiyla 100-400 pg/ml, 100-200 pg/ml, 25-400 pg/ml
ve 3,125-25 pg/ml arasinda degisiklik gosterdigi, tiim izolatlarin bakir metaline karsi
direncli oldugu ve bunun kadmiyumun takip ettigi tespit edilmistir. Yine bu ¢aligmada
bakterilerin hicbir tanesinde arsenike karsi direng durumu tespit edilememistir. Civaya
direng ise sadece yaklasik % 10 luk oranlarla Trabzon ve Giresun’daki istasyonlardan
izole edilen bakterilerde belirlenmistir. Rize ve Artvin’deki istasyonlardan izole edilen
bakterilerin civaya karsi hassas olduklar1 belirlenmistir. Gedik (2018a), Artvin, Giresun,
Rize ve Trabzon bolgelerinden toplanan kara midye (M. galloprovincialis) 6rneklerinin
yumusak dokularinda biriken en yiiksek metal konsantrasyonlarina (Cr, Cu, Mn, Pb, Zn)
Trabzon’daki istasyonlarda belirledigini bildirmisti. Bu ¢alismada da Trabzon
istasyonlarindan izole edilen bakterilerin direng seviyelerinin diger istasyonlardan fazla
olmasi1 Trabzon sahillerinin kirlilige daha fazla maruz kaldigini gosterebilir. Ayrica
Akcay ve Moon (2004) Trabzon’un kiyidaki maden yataklari ve kiyiya yakin tarimsal
faaliyetler nedeniyle kiyr bolgelerinde yerel kirlilige sahip oldugunu bildirmislerdir.
Gedik (2018b), Artvin, Giresun, Rize ve Trabzon bdlgelerindeki deniz salyangozlarinda
yaptig1 Orneklemeler neticesinde agir metal iceriginin midyede oldugu gibi deniz
sayangozlarinda da Trabzon bolgesinde daha yogun oldugunu rapor etmistir. Baltas vd.
(2017), Artvin, Giresun, Rize ve Trabzon bolgelerindeki midye ve deniz salyangozu
yumusak dokularinda yaptiklart agir metal konsantrasyonlar1 olgiimleri neticesinede;
tim Ornekleme istasyonlarindan toplanan deniz salyangozlarinin yumusak dokusunun,
genellikle midye yumusak dokusundan daha yiiksek Cu ve Pb ve daha diisiik Zn

konsantrasyonuna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Yine ayni aragtirmacilar kara midye
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ve deniz salyangozu i¢in Cu, Zn ve Pb ortalama konsantrasyon degerlerinin tolere
edilebilir seviyelerin iizerinde olmasina ragmen, midye icin tahmini giinliik alim

degerlerinin beklenenin altinda oldugunu tespit etmslerdir.

Matyar vd. (2009) baliklarin solungaglarindan izole edilen bakterilerde agir
metallere Kkarsi olan toleransin Cd>Cu>Mn>Cr=Pb scklinde oldugunu ama
bagirsaklardan izole edilen bakterilerde ise bunun Cd>Cu>Cr>Mn=Pb olarak
siralandigini tespit etmislerdir. Akinbowale vd. (2007), Oncorhynchus mykiss’ten izole
ettikleri bakterilerde 7 farkli agir metalin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bu
siralamanin Cu = Pb >Mn >Cr > Zn >Co >Cd seklinde oldugunu belirtmislerdir. Abou-
Shanab vd. (2007), c¢alismalarinda kullandiklar1 bakteri izolatlarinin g¢esitli agir
metallere gore direng frekanslarini Pb, Zn, Ni, Cu, Co, Cr, Cd, Hg ve As i¢in sirastyla
%100, %100, %100, %98, %93, %53, % 42, % 29 ve % 18 olarak belirtmislerdir.
Abskharon vd. (2008), E.coli bakterisi i¢in bakir, kobalt, nikel, ¢inko, krom, kadmiyum
ve kursun metallerine kars1 MIK degerlerini sirasiyla 1.57, 2.55, 1.7, 9.17, 0.48, 4.4 ve
3.1 mM olarak tespit etmislerdir. Toroglu (2003), Aksu Nehri’ndeki Enterobacteriaceae
grubuna ait bakterilerin agir metal direncliligini ele aldig1 ¢alismada s6z konusu gruba
ait 67 adet sus izole etmis olup bundan % 67,2’sinin E. coli oldugunu bildirmistir. Bu
izolatlarin Ni, Cd, Cu ve Cr’ye farkli diizeylerde direnglilik gosterdigini ozellikle

kadmiyumun yiiksek konsantrasyonlarina daha direngli oldugunu tespit etmistir.

Sipahi (2012), izole ettikleri bakterilerde agir metallere kars1 direng seviyelerinin
belirlenmesinde kontrol susu olarak E. coli K12 susunu kullanmislar ve bu susun MiK
degerlerini Bakir, Manganez ve Kursun i¢in sirasiyla 200, 1600 ve 1600 pg/ml
oldugunu bildirmislerdir. Giil Seker (2009), Marmara Denizi’nden izole ettigi bakteri
suslarini %100, %100 ve %72 oranlarinda sirasi ile 3 agir metale (Cd*2, Cu*? ve Cr*3)
maksimum direng gosterdigi ve ayni izolatlarin (%27,3) Pb*?’ ye olduk¢a duyarh
oldugunu; Karadeniz izolatlarinin ise benzer bir sekilde %100, %92,3 ve %92,3

*3°a oldukg¢a dayamkl ve goreceli olarak Pb*? ’a

oranlarinda sirasi ile Cd*?, Cu*? ve Cr
az dayanikli (%53,8), Mn*?’a ise dayaniksiz oldugunu belirtmistir. Giil Seker (2009),
calismasinda ¢oklu agir metal ve antibiyotik direngliligi arasindaki etkilesime de dikkat

cekmistir.
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Akkan (2009), Iskenderun korfezindeki Gram(-) bakterilerin agir metale
direnclilik diizeylerini arastirdigi calismasinda, izolatlarin tamaminin bakira ve
kadmiyuma kars1 direngli oldugunu, en diisiik direnglilik diizeyinin ise kursunda
(%67,7) saptandigin1 belirtmistir. Akkan (2009), bakterilerin direnglilik seviyelerinin
organize sanayi bolgelerine kiyasla diger bolgelerde daha fazla olmasini; korfezdeki su
akintilarina ve sanayi bolgelerine yilik tasiyan gemilerin korfeze giris ve c¢ikisini
saglayan seyir yollar1 iizerinden gergeklesmesinden dolayr kaynaklanabilecegini
belirtmistir. Bakterilerde tespit edilen direng seviyelerinin degisiklik gostermesi
bakterinin izole edildigi yerin, canlinin, ¢evrenin ve zamanin farkli olmasindan

kaynaklandig1 sOylenebilir.

Bakterilerde agir metal gibi kirleticilere karst direngten sorumlu genetik eleman
olan diren¢ genlerinin varliklar1 ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir. Abou-Shanab vd.
(2007), galismalarinda PCR ile tespit ettikleri mer ve ncc agir metal direng genleri ile
civa ve nikele kars1 bakterilerin direngli olduklarini tespit etmisler. Bu ¢alismada kara
midye ve salyangozlardan izole edilen bakterilerde %33’liikk oranla nccA geni en fazla

rastlanan diren¢ geni olmustur.

Abskharon vd. (2008), calismalarinda, E. coli susunun metal direncinden sorumlu
olup molekiiler agirliklar1 27 ve 65 kb olan iki plazmit igerdigini belirtmiglerdir. Bu
sonuglar ile plazmidin E. coli DH5a 'da ¢ogalabildigini ve heksa veya ii¢ degerlikli
kromun direncinin ifadesi icin gerekli genetik bilgiye sahip oldugu sonucuna
varmiglardir. 54 adet bakterinin plazmit icerigi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in plazmit
izolasyonu yapilan bu caligmada, bakterilerin %44 ‘liniin plazmit i¢erdigi sonucuna
varilmis olup, plazmitlerin molekiil biiyiikliiklerinin 2-10 kb arasinda degistigi tespit
edilmistir. Aktan vd. (2012), bircok agir metale kars1 direncli olan E. faecalis tiirii
bakterinin, 1.58, 3.06, 22.76 ve 28.95 kb molekiiler boyutlara sahip dort plazmit

barindirdigin1 ve s6z konusu bakteri susunun kursun agir metaline direncinin tiim

plazmidlerin yok edilmesine ragmen hala mevcut oldugunu ortaya koymuslardir.
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5. ONERILER

Bu calisma kapsaminda Dogu Karadeniz’den toplanan kara midye ve deniz
salyangozu Orneklerinde E. coli’nin varligi bu 6rneklerin toplandigi bolgelerin insani
veya hayvansal orjinli fekal kirlilige maruz kaldiklarmin gostergesidir. Kanalizasyon
atiklarinin aritildiktan sonra denizel ortama verilmesi veya derin desarj yapilan yerlerde

denizel ortamdaki akintilarin dikkate alinarak tekrar gozden gegirilmesi gerekmektedir.

Ulkemizde 6zellikle kara midye insanlar tarafindan tiiketilen bir canli oldugu icin
bu canlilarda gida giivenligi agisindan E. coli’nin hi¢ olmamasi gerekmektedir.

Kontamine midyelerin tiiketimi esnasinda insan sagligini tehlikeye atabilir.

Dogu Karadeniz sahillerinden toplanan kara midye ve deniz salyangozu
orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda agir metal direngliliginin tespit edilmesi
bu boélgelerin kirlilige maruz kaldiklarinin gostergesidir. Kiyiya yakin yerlerde maden
yataklarinin bulunmasi bu kirliligi arttirici bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hem
aktif maden sahalarindan alict ortamlara karisan maden atiklarimin sucul ortamlara
karismasinin engellenmesi hem de terkedilmis maden sahalarmin rehabilite edilerek

bulagmanin engellenmesi gerekmektedir.

Denizel ortamlardan izole edilen bakterilerde plazmit varligi ve agir metal direng
genlerinin tespit edilmesi o ortamlarin riskli oldugunu gosterebilir. Bakteriler arasinda
plazmit transferleriyle birlikte verici bakterinin plazmitinde bulunan agir metal direng
genleri de diger bakterilere aktarilabilmektedir. Ozellikle denizel ortamlarda su iiriinleri
yetistiriciligi tesisi kurmak isteyen isletmecilerin bolgenin bakterilerinin direng geni
bulundurma durumlarinin tespit ettirmesi ileride olasi bakteriyel hastaliklarin Oniine

gecmede yardimcr olacaktir.

Diinyada tatli su kaynaklarinin azalmasi ile deniz suyundan igme suyu elde edilme
ihtimaline kars1 Karadeniz iilkemiz agisindan ¢ok biiyiik bir éneme sahiptir. Ozellikle
sahil kesimlerinde evsel ve endiistriyel atiklarin aritilmadan Karadeniz’e verilmemesi

gelecegimiz agisindan faydali olacaktir.
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