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OZET

Giinaydm, R. (2019). Marmara Denizi Kaynakli Istavrit ve Karideslerde Agir Metal
Direngli Staphylococcus aureus Suslarmin Prevalansi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisli, Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, su iiriinleri, agir metal, PCR, Marmara

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 48979

Staphylococcus aureus insanlarda ve hayvanlarda ¢ok sayida enfeksiyona neden olabilen,
ortam sartlarina oldukc¢a dayanikli ve gevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan bir
mikroorganizmadir. Bu ¢alismada, Marmara Denizi’nin {i¢ farkli bolgesinden 2014-2015
yillart arasinda avlanan toplam 300 adet istavrit (Trachurus trachurus) (n:119) baligi ve
karidesden (Parapenaeus longirostris) (n:181) izole edilenS. aureus suslarnin
prevalanst ve agir metal direng genleri varligi tespiti amaclanmistir. Kiltiirel
mikrobiyolojik yontem ile elde edilen 50 adet S. aureus susundan 34 (%11,3) adedi S.
aureus susu molekiiler biyolojik yontemlerle (PCR) dogrulanarak tanimlanmistir. Elde
edilen suslarda agir metal direng genleri varligi PCR ile tespit edilmistir. Elde edilen PCR
sonuglari dogrultusunda, 30 adet susta cadX ve cadD, 1 adet susta merB, 5 adet
susta merT, 4 adet susta copa ve 7 adet susta mco geni tespit edilmistir. Molekiiler
biyolojik yontemlerle yaptigimiz dogrulama sonrasinda, agir metal geni tespit edilen
suslara ait balik 6rneklerinde ilgili agir metal varligini analitik olarak dogrulamak amaci
ile ICP-MS cihaz ile ilgili numuneler analize alinmis ve ¢ikan sonuglarin birbiri ile
uyumlu oldugu bulunmustur. Buna gore, Marmara Denizi’nin kismen agir metallerle
kontamine oldugu ve bazi agir metallerin denizde yasayan istavrit ve karides gibi
canlilarda akiimiile oldugu, bu durumun ise halk saglig1 acisindan sorun olusturma
potansiyelinin bulundugu 6ngdriilmektedir.
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ABSTRACT

Gunaydin, R. (2019). The prevalance of Heavy Metal Resistant Staphylococcus aureus
Strains in the Sea of Marmara Sea and Shrimps and Horce Mekerel. Istanbul University-
Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies, Food Hygiene and Technology Department.
Master Thesis. Istanbul.

Key Words: Staphylococcus aureus, sea products, heavy metal, PCR, Marmara

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
48979

Staphylococcus aureus is a microorganism that can cause a large number of infections in
humans and animals, is highly resistant to environmental conditions and is commonly
found in environmental resources. The aim of this study was to determine the prevalence
and the presence of heavy metal resistance genes of S. aureus strains isolated from 300
horse mackerel (Trachurus trachurus) (n:119) and shrimp (Parapenaeus longirostris)
(n:181) from three different regions of Marmara Sea between 2014-2015. Of the 50 S.
aureus strains obtained by cultural microbiological method, 34 (11.3%) S. aureus strains
were identified by molecular biological methods (PCR). The presence of heavy metal
resistance genes in the strains was determined by PCR. According to PCR results, cadX
and cadD in 30 strains, merB in 1 strain, merT in 5 strains, COpA in 4 strains, mco in 7
strains. After the confirmation of molecular biological methods, the samples were
analyzed with ICP-MS device in order to analytically confirm the presence of heavy metal
in fish samples of the strains with heavy metal gene and the results were found to be
compatible with each other. Accordingly, it is predicted that the Marmara Sea is partially
contaminated with heavy metals and that some heavy metals accumulate in marine
organisms such as horse mackerel and shrimp, which has the potential to cause problems

for public health.



1. GIRIS VE AMAC

Balik ve diger su tiriinleri, gliniimiizde tiiketilen yiiksek proteinli gidalarin 6nemli
bir boliimiinii olusturmaktadir. Protein igerigi % 17-20 diizeyinde olan balik eti, artan
diinya niifusuna paralel olarak mevcut hayvansal protein agiginin giderilmesinde énemli
bir yere sahiptir. Balik eti, proteinin yanisira dnemli miktarda vitamin ve mineral madde
icermesinden dolay1 dikkate deger bir beslenme kaynagidir. Bu dogrultuda, balik ve su
tirtinlerinin hammaddeden son iiriine kadar gegen asamalarda deniz suyu, hammadde
ozellikleri, isleme, ambalajlama, depolama ile nakliye kosullari, belirli hijyen ve
sanitasyon kurallarina baglanmali ve her asamada s6z konusu uygulamalar
standartlastirilmaktadir. Baliklarin avlanmasindan tiiketime kadar gegen siirecte
uygulanan islemler ve muhafaza edildikleri ortam kosullarina bagli olarak deri, solungag
ve bagirsaklardaki mikroorganizmalar kas dokusuna ge¢mektedir. Kolaylikla kontamine
olma potansiyeline sahip su triinlerinin kas dokusunda, enfeksiyon ve toksikasyonlar
meydana gelmektedir. S6z konusu toksikasyonlara neden olan mikroorganizmalar
icerisinde, Staphylococcus aureus (S. aureus) oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir (Kayhan
ve Beyatli, 2006). Gida kaynakli S. aureus enfeksiyonlari giintimiizde oldukga sik goriilen
enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir (Kilig ve Donmez, 2008). Son yillarda, artan gevre
kirliligi insan sagligin1 dogrudan ya da dolayl olarak tehdit etmektedir. Marmara denizi,
ozellikle Istanbul halkinin beslenmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Ancak, Marmara
denizinin endiistriyel, evsel vb. atiklarla hizla kirlenmesi hem balik populasyonunu hem
de mikrobial floray1 geri doniisii miimkiin olamayacak bigimde etkilemektedir. Yapilan
arastirmalar, Istanbul Bogazi’nin da evsel ve sanayi atiklari tarafindan hizli bir sekilde
kirletildigini ortaya koymaktadir (Kayhan ve Beyatli, 2006). Kirlilik, tiim besin zincirleri
boyunca ilerlemekle birlikte, insanlar dahil tiim canlilara zarar vermektedir. Civa, kursun,
kadmiyum, nikel bakir, ¢inko, krom ve arsenik gibi agir metaller belli derisimlerin
lizerinde, canlilar iizerinde toksik etki yapmaktadir (Kayhan ve ark., 2006). Yiiksek
konsantrasyonlarda biitiin metaller hiicre zar1 hasarina yol acip enzim spesifikligini
etkilemekte, hiicresel fonksiyonlar1 bozarak DNA’nin yapisini degistirebilmektedir (Kilig
ve Donmez, 2008). Mikroorganizmalarin toksik, karsinojenik ve mutajenik etkili agir
metal iyonlarina tolerans gosterip ortamdan uzaklastirmasi, agir metallere direng
gelistirmeleri ile agiklanmaktadir. Agir metallere direngli mikroorganizmalar, agir

metalin hiicre i¢inde veya disinda tutulmasi, iyonun hiicre disina aktif taginmasi gibi



diren¢ mekanizmalar1 ile s6z konusu metallerin toksik etkilerinden korunmaya ve
canliligini siirdiirmeye galismaktadir (Kilig ve Dénmez, 2008). Agir metaller, mikrobesin
olarak redoks tepkimelerinde, molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve
osmotik basinci kontrol etmek i¢in enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilmaktadir. Agir
metal derisimlerinin, kiy1 bolgelerde ve kapali denizlerde, acik denizlerden daha fazla
oldugu ifade edilmektedir (Kayhan ve Beyatli, 2006). Bu arastirmada, Marmara
Denizi’nin cesitli bolgelerinden (Istanbul, Bursa, Tekirdag) elde edilen 119 istavrit ve
181 karides 6rnegini igeren toplam 300 adet su iirlinii numunesinde kiiltiirel yontemle
izole edilen ve molekiiler biyolojik yontemle dogrulanan S. aureus suslarinda, ¢esitli agir
metallere kars1 direng genlerinin incelenmesi ve direng geni tespit edilen suslarin elde
edildigi orneklerde enstrumental yontemler kullanilarak ilgili agir metallerinin tespitinin

gerceklestirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deniz Uriinlerinin Insan Beslenmesindeki Onemi

Diinya niifusunun giingectikce artis gdstermesi birgok problemi de beraberinde
getirmektedir. Ilk sirada ise beslenme problemi yer almaktadir. Artan niifus nedeniyle
ulasilabilir besin kaynaklarinin azalmasi, elde olan kaynaklarin ise bilingsizce kullanimi
ve lretim ile siirecinde yasanan aksakliklar insanoglunu farkli besin kaynaklarimi
tiketmeye yoneltmistir (Ozkan ve ark., 2010). Ulkelerin biiyiik bir ¢ogunlugu deniz
tirtinlerini birincil besin kaynagi olarak kabul etmektedir (Anonim, 2008). Giiniimiizde
insanlar, giindelik hayattaki beslenmelerine olduk¢a dikkat etmekte ve beslenme
rutinlerinde saglik agisindan uygun olan gidalar1 segmeye 6zen gostermektedir. Saglikli
beslenmeye 6zen gosteren insanlar kirmizi et alternatifi olarak protein ve kaliteli yag
igeren su triinleri tercih etmektedir (Knauss, 1994). Bu gidalar, 6zellikle doymamis yag
asitleri agisindan zengin olan baliklar ve diger su iriinleri olarak bilinmektedir (Kaya ve

ark., 2004).

Saglikli ve dengeli beslenmek i¢in en 6nemli iiriinlerden biri hayvansal iirlinler
olup, insanin dengeli ve yeterli beslenebilmesi i¢in glinde 70 gr protein tiiketmesi
gerektigi bilinmektedir. S6z konusu olan 70 gr proteinin en az 47 gr’inin hayvansal gida
kaynakli olmasi gerektigi 6zellikle ifade edilmektedir (Seger ve Rad, 1993). Beslenme
acisindan ¢ok Onemli degere sahip olan balik eti hayvansal bir protein kaynagidir.
Sindirimi kolay, enerji degeri diisiik, saglikli ve ucuz olmasi en 6nemlisi ise doymamis
yag asitleri bakimindan zengin olmasi nedeniyle oldukc¢a ideal bir besin olarak
bilinmektedir (Ozkan ve ark., 2006).

Balik etinin diger hayvansal gidalar ile karsilagtirildiginda besin degeri; mineral
ve protein bakimindan yiiksek, yag miktar1 agisindan diisiiktiir. Bu sebeple balik eti, diger
ciftlik hayvanlari etinden ¢ok daha avantajli olarak bilinmektedir (Aras ve ark., 2000).

Eskimolarin kendilerine has geleneksel olarak tiikettikleri gidalarinin yag oranlari
yiikksek olmasina ragmen, astim, kalp rahatsizliklari, romatizma ve diger beslenme
kaynakli bir¢ok hastaliga direngli olduklar1 goriilmistiir (Lau ve ark., 1993). Bu hastalik
direncinin sebebinin doymus yag asiti i¢eren besinler (bitkisel yaglar ve karasal memeli
yaglar) tiiketmek yerine doymmuis yag asitleri igeren balik eti ve diger deniz {iriinlerinin
tiiketilmesi oldugu bildirilmektedir (Kromhout ve ark., 1985). insanlar i¢in gerekli olan

vitaminlerin neredeyse tiimiinii ihtiva etmektedir (Love, 1982).



Suda ¢oziinebilen B ve C vitaminlerinin balik ve diger su {riinlerinde bulunma
miktari, karasal hayvanlarda bulunmama diizeyi ile neredeyse aynmidir. Yagda
¢Oziinebilen A, D, E ve K vitaminlerinin ise balik ve su iiriinlerinde bulunma mikrarlar

daha yiiksektir (Pigott ve Tucker, 1990).

Yapilan klinik ¢aligmalar sonucunda, balik eti tiiketen kisilerde kalp hastaliklar1
sebebi ile meydana gelen 6liim oranlarinda énemli 6l¢lide azalma oldugu goriilmiistiir.
Omega-3 yag asitleri kalp kaslarin1 dogrudan etkileyerek kan akis hizini arttirmakta,
damar hasar1 olan bolgelerde iyilesmeler yapmakta, enfarktiisii, aritmi olasiligini ve
siddetini, kalp i¢in tehlikeli olabilecek kimyasal ve hiicresel islemleri azaltmaktadir

(Nettleton, 2000).

Coklu doymamis yag asitleri insan hayati ve devamlilig1 i¢in olduk¢a dnemlidir.
Bu sebeple, temel yag asitleri olarak adlandirilarak omega -3 ve -6 yag asitleri olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. »-3 keten tohumu, ceviz ve 6zellikle planktonlar ile yagh
baliklarda bol miktarda bulunmaktadir. ®-6 ise ana kaynagi olarak, yiliksek oranda
linoleik asit iceren soya fasulyesi ve misir yagi bilinmektedir. Ceviz ve keten tohumu gibi
bitkisel besinlerde alfa-linolenik asit, balik yaglarinda ise Dekosahegzaenoik asit (DHA)
ve Eikosapentaenoik asit (EPA) en 6nemli yag asitleridir. DHA ve EPA mutlaka gidalar
vasitastyla disaridan alinmasit gerekmektedir. Sebebi ise bu yag asitlerinin viicut

tarafindan sentezlenememeleridir. (Calabrese, 1999; Stoll, 1999).

Gidalarda tiiketilen yaglarin, doymamis yaglarca zengin olmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Glinlimiizde ®-3 serisi yag asitlerinin viicutta, biyokimyasal ve fizyolojik
aktivitelerde onemli gorevler iistlendigi hemen hemen kesin olarak ortaya konmustur.
Yag asitleri, insan viicudunda goz, beyin, testis ve plasentada toplanmaktadir. Ayrica
gozlerin, uygun sekilde caligmasina ve beyinin fonksiyonlarini eksiksiz olarak yerine
getirmesine yardimci olmanin yaninda, kandaki yag konsantrasyonunu diizenlemektedir
(Gordon ve Ratliff, 1992). Balik ve diger deniz iiriinlerinde bulunan iki baskin ®-3 yag
asidi EPA ve DHA nin tedavi edici 6zelligi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir. ®-3
yag asitlerinin faydali oldugu ilk olarak Eskimolar iizerinde yapilan arastirmalar sonucu
bulunmustur. S6z konusu caligmalarda, Gronland Eskimolari’nin tiikettikleri yagh
baliklardan dolay1 kalp krizi ge¢irme riskinin ¢ok diisiik oldugu gozlenmis, bunun iizerine
EPA ve DHA’nin faydalan iizerine yapilan calismalara daha ¢ok agirlik verilmistir.

Sonugta, bu yag asitlerinin kalp-damar hastaliklari, kalp krizi, migren ve tiirevleri gibi



bas agrilari, depresyon, eklem romatizmalari, bazi alerji tiirleri, seker hastaligi, yiiksek
kolesterol ve tansiyon, ile kanser gibi bir ¢ok hastaliktan korunmada ¢ok 6nemli etkisi
oldugu tespit edilmistir (Gorga, 1998). Damar sertligi ve damar tikanikligi; balik
yaglarinin kalp-damar hastaliklarindan koruyucu etkisi, kan basinci ile trigliserid
diizeyini dusiiriicii etki yapmasi ve diisiik yogunlukta olan lipoprotein diizeyinin
artirtlmasindan ileri geldigi 6ngoriilmektedir. Ayrica, balik yaglarin trombosit diizeyini
azalttig1 ve atardamardaki diiz kas hiicrelerinin biiylimelerini 6nledigi ifade edilmektedir

(Connor, 1995).

Balik yaglarinin damar sertligini 6nlemede ya da azaltmada etkili oldugu
diistiniilmektedir. Balik yaglarinin ilavesi ile by-pass ameliyatlarindan sonra damarlarin
tekrar kapanmasi 6nlenebilmektedir. Bu baglamda haftada en az bir sefer balik yemek ya
da giinde 0,5 g balik yag: tiiketmek, kalp krizi ge¢iren hastalarin hayatta kalma oranlarini
%30 artirmaktadir. 3 hafta siire ile giinde 8 g EPA ve DHA alacak kadar balik tiiketen
kisilerin kaninda trigliserid ve kolesteroliin azaldig1 gézlenmistir. »-3 yag asitleri damar
sertligini Onlemekte, tansiyonu diisiirmekte, kan akis hizim1 artirmakta ve bdylece
daralmis damarlarin beslendigi dokulara daha fazla oksijen gitmesini saglamaktadir (Von

Schacky, 2000).

Yapilan arastirmalarla balik yaglarinin, bagisiklik sisteminde gesitli ve olumlu
etkilerinin bulundugu ve hastaliklara kars1 viicudun diren¢ kazanmasina yardimci oldugu
ortaya konmustur. Yiiksek diizeyde balik etinin tiiketilmesi ile hiicre duvarinin
saglamlastigr goriilmiistiir. Giinde ortalama 120-180 gr diizeyinde balik tiiketmek bu
etkiyi artirmaktadir (Stone, 1996).



2.1.1. istavrit ve Genel Ozellikleri
Alem: Animalia

Filum: Chordata

Alt filum: Vertebrata

Ust sinif: Gnathostomato (Pisces)
Sinif: Actinopterygii

Takim: Perciformes

Alt takim: Percoidei

Aile: Carangidae

Cins: Trachurus

Tiir: Trachurus trachurus

Trachurus cinsinin, genis bir familya olan Carangidae’nin bir {iyesi olup diinya ¢apinda
cok 6nemli yere sahip olan ticari tiirler icermektedir (Mater ve ark., 2002). Bunlardan en
onemli ve yaygin olan1 Trachurus trachurus (T. trachurus) (karagéz istavrit)’tur. Istavrit
balig1, Tiirkiye denizlerinin 6nemli pelajik baliklari arasinda yer almaktadir (Bayhan ve
ark., 2005). Carangidae familyasindan olan istavrit, Akdeniz, Karadeniz ve Marmara’da
olduk¢a yaygin yayilim gdstermektedir. Istavrit halkimiz tarafindan epey iyi taninan ve
tilketilen bir baliktir (Bayhan ve ark., 2005). Tiiriin, 100-200 m arasi, kumlu dip
derinliklerde dagilim gdstermesinin yani sira 1050 m derinlikte de goriildiigii kayitlarda
yer almaktadir (Lloris ve Moreno, 1995). Viicudu yan kisimlardan hafifge basik ve uzun
bir yapiya sahiptir. Sirti mavimsi yesil renkte, yan kisimlar ise glimiisi olup karin beyaz
renktedir. Gozleri biiyiik ve yagli bir goz kapagi mevcuttur. Biiyiik olan istavritlerin boyu
en fazla 59 cm, kii¢iik olan istavritlerin boyu ise en fazla 20 cm’dir (Atay, 1985). Uzun

Omiirli bir tiir olan istavrit “15+” y1l yagam gosterebilmektedir (Campbell, 2005).

Denizlerimizde ¢ok yaygin olarak bulunmasi, etlerinin genellikle lezzetli olmasi,
ozellikle avlanma diizeyinin yiiksek olmasi ve avlanma siiresinin uzunlugu sebebi ile
Trachurus sp. iilkemizin balik¢ilik ekonomisinde oldukga biiyiik bir yer kaplamaktadir
(Aksiray, 1987). Cogunlukla taze, tuzlanmis ve donmus, yag icinde fileto seklinde

kutulanmis ve bazen de tiitsiilenmis olarak tiiketime sunulmaktadir (Atay, 1985).



Marmara Denizi’'nde, bir¢ok ¢evresel olumsuz kosullara ragmen bir¢ok balik
cinsinin (10 taksonomik gruba ait 110 tiir) yasamina devam ettigi tespit edilmistir (Zengin
ve ark., 2004). Bu gesitlilik, ge¢imini balik¢ilik ile saglayan aileler agisindan ¢o biiyiik
avantaj saglamaktadir (Gilingor ve ark., 2007). Diger taraftan, Marmara Denizi konu
dolaysi ile baz1 6zel sartlara sahiptir. Oncelikle biiyiik yiizey alanina sahip olmas1 onu
atmosferik ¢okelmelere kars1 savunmasiz birakabilmektedir. Ancak, hava-su arasindaki
bu etkilesimler kirli sularin da temizlenmesine de yol agabilmektedir (Achman ve ark.,
1993). Marmara Denizi su {iriinleri (balik) {iretiminde yalnizca istavrit %80'in {izerinde
bir orana ulagmistir. Bunun yani sira, Marmara Denizi'nin tim Tirkiye su triinleri
tiretimindeki katkis1 da, % 22 diizeyinden % 6 diizeyine kadar diismiistiir (Artiiz ve ark.,
2007).



2.1.2. Karides ve Genel Ozellikleri
Alem: Animalia

Filum: Arthropoda

Alt filum: Crustacea

Ust simif: Multicrustacea
Sinif: Malacostraca

Alt sinif: Eumalacostraca
Ust takim: Eucarida

Takim: Decapoda

Alt takim: Dendrobranchiata
Ust aile: Penaeoidae

Aile: Penaeidae

Cins: Parapenaeus

Tiir: Parapenaeus longirostris

Crustacea siifinin “Decapoda” takimindan olan karides, ekonomik degeri yiiksek
bir kabuklu su triini olarak bilinmektedir. Karides, tlkemizde en O0nemli kabuklu
(Crustacea) kaynaklarindan biri olarak kabul edilmektedir (Sensurat, 2015). Karidesin
viicut yapist; birbirine birlesik bir bas-go6giis (sefalotoraks) ve halkaya benzer segment
yapilarindan olusan karin (abdomen) bolgesi olmak iizere iki kistmdan olusmaktadir.
Abdomeni halkalar halinde kabuk sarmakta ve birbirinden kolayca ayrilabilmektedir.
Karidesin viicudu, toraks ve abdomen iizerinde uzamis sekildedir (Artiiz, 2005).
Karidesler iyi ylizebilmelerine ragmen, ¢ogunlukla deniz dibi zeminde yasamlarini
stirdiirmektedir. Bu tiiriin yakalandigi minimum derinlik 20 m ve maksimum derinlik 700
m olmasina ragmen, genel yasam tercihi 150 ila 400 m’dir (Holthuis, 1980). Karidesler,
avlanma ve ireme zamanlari zeminden yukar1 yiizerek daha iistteki su kiitlesine
ulagsmaktadir (Kumlu, 1999). Tercih ettigi su sicakligi ise genelde 14-15 °C olarak
bildirilmektedir (Artiiz, 1967). Karides etinin kimyasal igeriginin ortaya konulmasi
tizerine ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir (Palomares ve ark., 1985). Karides etinin,

proteince zengin ve bag doku yoniinden oldukga fakir olmasi, kolayca sindirilebilmesini



saglamaktadir (Varlik ve ark., 2000). Bu tiiriin en 6nemli sulama alanlar1 arasinda Kuzey
Marmara Denizi'ndeki Tekirdag, Silivri, Hoskoy, Sarkdy, Miirefte ve Marmara Adalari
yer almaktadir (Oztiirk, 2009).

2.2. Marmara Denizi ve Agir Metaller

2.2.1. Marmara Denizi

Tipik bir i¢ deniz karakterine sahip Marmara Denizinin tamami Tiirkiye sinirlar
icerisinde yer almaktadir (Giingdr ve ark., 2007). Boyutlar1 70 km x 250 km, yiizey alani
11,500 m? ve en derin noktas1 1390 metredir. Asya ve Avrupa kitalar1 arasinda bulunan
konumundan &tiirii ekonomik ve sosyal onemi biiyliktiir. Boylelikle Karadeniz ve
Akdeniz arasinda deniz baglantisim1 ve iletisimini saglayarak bolgenin osinografik

yapisinda 6nemli rol oynamaktadir (Y1lmaz, 2002).

Marmara Denizi havzast onemli sayida sanayi bolgesi barindirmakta ve ¢ogunlugu
herhangi bir aritma yontemi uygulamaksizin atik sularin1 bu i¢ denize ve ona ulasan
akarsularma desarj etmektedir (Tasdemir, 2002). Siirekli artan niifus, bolgede gevre
kirliligine neden olmaktadir. Bunun sonucunda Marmara Denizi’nde asir1 kirlilik
problemi 6n plana ¢ikmaktadir. ilave olarak, ¢cok sayida petrol tasiyan tanker nedeniyle
ortaya ¢ikan yogun deniz trafigi de kirliligin yiiksek diizeylere ulagmasina neden
olmaktadir (Gilingor ve ark., 2007). Genel olarak denizlerde goriilen bu tiir kirliliklerin
kaynagini dogrudan desarj sonrasi nehirlere taginma, zirai islemler ve atiklari, kagak atik
bosaltimi, gemi tasimaciligi, petrol ve gaz iiretimi ve biyolojik ¢cokelme olusturmaktadir.

(Lean ve ark., 1990).

Insan saghg agisindan oldukga zehirli olan kimyasallar, kolay bozunmadiklari gibi
biyolojik olarak birikebilme potansiyeline sahiptir. Bu gibi kirleticilerin bulunduklar1 su
ortaminda kalis siiresi ekosistem ve biyobirikimi dogru orantil1 sekilde etkilemektedir.
(Tasdemir ve ark., 2002). Akuatik canlilar, bu siiregten dogrudan veya dolayli olarak
etkilenmektedir. Toksik etkiler sonucu bu canlilarin yumurtlamalar1 engellenmekte,
tiremeleri durmakta, ¢cevresel faktorlere karst duyarliliklar1 artmakta ve dliimler meydana
gelmektedir. Atiklarin, su kalitesini Ongoriilemeyecek sekilde olumsuz yonde
degistirmesi de akuatik organizmalarda biliyiilk zararlara sebebiyet vermektedir

(Atamanalp ve Yanik, 2003).
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Agir metaller sucul canlilarinda molekiiler ve hiicresel diizeylerde yapisal islev
bozukluklarina ve DNA kirinim frekanslarinda artisa neden olmaktadir (Kalay, 2004;
Levesque, 2002; Giordano, 1989). Cevresel kaynakli agir metal kirliliginin endiistri,
tarimsal kullanim ve aritma ¢amuru olmak iizere ii¢ ana kaynagi mevcuttur. Endiistriyel
faaliyetlerdeki artis, ¢cevre kirliligi sorunlarini ve birgok ekosistemin toksik metal birikimi
ile bozulmasini yogunlastirmistir. Agir metallerin diger yaygin kaynaklari arasinda
elektrokaplama, plastik iiretimi, giibre ireten tesisler, madencilik ve metaliirjik
stireclerden sonra kalan pigmentler ve atiklar sayilmaktadir (Zouboulis ve ark., 2004).
Tiim bu veriler ile ilgili olarak, toksik agir metal seviyesinin sucul ortamda arttigini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Kalay ve Yazkan, 2004). Endiistriyel gelismeler,
denizlerin agir metaller ile kontamine oldugunu ve bu kirlenmenin besin zincirine de
biiytik olglide yansidigini ortaya koymaktadir (Kayhan, 2006). Diinya genelinde deniz
tiriinlerinin birincil besin kaynagi olarak kabul edilmesi nedeni ile, agir metallerin besin
zinciri, tortu ve su yoluyla biyolojik birikimi insanlarin saglik kaygisi haline gelmistir
(Anonim, 2008). Denizlerin kirlenmesi ile dogru orantili olarak agir metaller ile
kontamine olmus deniz iriinlerinin viicuda alinmasi insan sagligi agisindan tehlikeli
sonuglara neden olabilmektedir. Son yillarda, Iran'da gida giivenligi kontrolii i¢in Basra
Korfezi’nden alinan karides ve baliklarda agir metal icerigini belirlemek amaci ile birgok
arastirma gerceklestirilmistir. (Fakhri ve ark., 2018). Ulkemizde su iiriinlerinde agir metal
bakimindan kabul edilebilir en yiiksek degerler, Kursun (Pb i¢in 1,0 mg/l, Hg icin 0,5
mg/l ve kadmiyum (Cd i¢in 0,1 mg/I olarak bildirilmektedir. (Anonim, 2004).

2.2.2. Agir Metaller ve Canlilar Uzerine Etkileri

Doga geregi canli ve cansiz varliklar arasinda “Ekolojik Denge” mevcuttur. Bu
denge, diren¢ ve onarim sinirlarin1 agmadig siirece kendini korumaktadir. Kirleticilerin
belirli sinirlar igerinde kalarak canliya etki etmesi sonucu bu denge bozulmadig siirece
problem yasanmamaktadir. Ancak Kkirleticilerin miktarlar1 elimine edilemeyecek

seviyelere ciktiginda ve onarim giiciinii astiginda ¢evre dengesi bozulmaktadir (Bat,
2016).

Atom agirhigt 40 iizeri olan ve elektron dagilimi benzerlik teskil metalik
elementlere veya yogunluklar1 5.0 g/cm® den fazla olan metallere “Agir Metal” adi
verilmektedir (Forstner ve Wittmann, 1983). Canlilar, enzimatik aktivitelerini

siirdiirmeleri i¢in belli konsantrasyonlarda bazi agir metallere gereksinim duymaktadir.
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Dogal konsantrasyon diizeylerinin degisim gostererek arttigi durumlarda, drnegin civa,
giimiis, kursun, bakir ve kadmiyum ve gibi agir metaller 6zellikle toksik etkiye sebep
olmakta ve enzimlerin ¢caligma mekanizmasini inhibe etmektedir. Agir metallerin biiyiik
cogunlugu, gerekli olsun veya olmasin canli organizmalar i¢in tedtit olusturan birer toksik
ajan olarak kabul edilmektedir. Sulardaki anorganik agidan kirlenmenin ¢ok biiyiik bir

kismin1 agir metaller olusturmaktadir (Egemen, 2000).

Bazi metaller, canlilar i¢in belli bir sinir igerisinde dnemli olmamalarina ragmen,
belirli bir konsantrasyon sonrasi canli biinyesinde birikip toksik etki meydana
getirmektedir. Metaller, sularda serbest iyonlar, inorganik ve organik bilesikler ve
partikiil maddelere adsorbe olmus sekilde bulunmaktadir (Egemen, 2000). Adsorbe
olarak sedimente ¢oken agir metallerin iyon ve bilesiklerinin ¢esitli kimyasal ve fiziksel
olaylar ile degisik yiikseltgenme basamaklarina sahip iyonik formlara doniismesinin,

organizma lizerinde toksik etki olusturdugu ifade edilmistir (Engel ve ark., 1981).

Atik sular, ¢ok yiiksek konsantrasyonda toksik agir metal ve bilesiklerini
icermektedir. Bu toksik agir metaller arasinda kursun (Pb), krom (Cr), bakir (Cu), ¢inko
(Zn), kobalt (Co), arsenik (Ar), kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) yer almaktadir (Kirmizigiil,
2013). Sucul organizmalar igerisinde yer alan baliklar ve karidesler, toksik bilesikler
acisindan, suyun kirlenmesini degerlendirmek i¢in 1yi gosterge olarak bilinmektedir

(Copat ve ark., 2013).

Sucul ekosistem canlilari, sedimentlerde birikmis olan agir metaller ile etkilesime
girmektedir (Siiren, 2004). Biyolojik birikim, biyobozunur olmayan, biyo-biiyiitme, uzun
stire dayanma gibi 6zellikleri nedeniyle agir metaller, sucul ortamlarin en biiyliik ana
kirleticileri olarak kabul edilmektedir (Dadar ve ark., 2017). Agir metallerin, baliklar
tarafindan sucul ortamdan alinmasi solungaglar yolu ile olmaktadir. (De Conto, 1999).
Agir metaller suda ayrigma ve ayristirilmasinin zorlugu nedeniyle organizma dokusunda
yiiksek oranda birikim gostermektedir. Emilimi saglanamayan agir metaller ise bosaltim
yolu ile viicuttan atilmaktadir. Bosaltim yolu ile atilamayan toksik agir metaller ise
bobrek, kas, karaciger ve degisik organ ve dokularda depolanmaktadir (Seker ve ark.,
1998). Sucul canlilarin organ ve dokularinda biriken agir metaller, etkide kaldig: siireye
ve bulundugu ortamdaki derisimine bagl olarak artis gostermektedir (Lemaire ve ark.,
1992).
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Baliklar ile yapilan bir ¢aligmada Cu, Cd, Zn, Pb ve Hg gibi toksik etki eden agir
metallerin birikim oraninin, baliklarin yasadigi yer, yas ve beslenme kosullarina gore
degiskenlik gosterdigi ifade edilmektedir (Stoker ve Seager, 1976). Bu metaller igerisinde
Ozellikle kadmiyum, civa ve kursun insanlar {izerinde olumsuz etki gosteren en énemli

agir metaller olarak bilinmektedir (Lars Jarup, 2003).

Su ortaminda yaygin olarak birikme gosteren Hg, Cd, ve Zn ekosistem ve yasayan
canlilar1 dogrudan etkilemektedir (Merian, 1991). Diger taraftan, yapilan ¢alismalarda
balik dokularinda 6nemli miktarda birikmis Cd dahil agir metaller oldugu bildirilmektedir
(Ttarkmen ve ark., 2005; Rao ve Saxena, 1981).

Deniz bakterilerinin ¢ogunlugu agir metalleri toplamakta, biriktirmekte ve
doniistiirmektedir (Chan ve Dean, 1988).

Agir metal direncli bakteriler, direnclilik genlerini diger sucul organizmalardaki
bakterilere transfer edebililmektedir. Bu durum insana da zarara verebilecek sekilde tiim
besin zincirini etkilemektedir (Lee ve ark., 2009). 1999 yilinda Guzzo, agir metale karsi
diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesine yol agan etmeni; mikroorganizmalarin
bulundugu cevrede, toksisiteye sebep olan metalin varligi ve bu metalin organizma

lizerinde yarattig1 stres olarak rapor etmistir.

Agir metal kirliligi mikroorganizmalarin hiicre duvari, niikleik asit, protein yapisi
ve yasamsal sistemleri lizerinde olumsuz etkilere neden olarak yasam siireclerini olumsuz
yonde etkilemektedir. Agir metal kirliligine maruz kalan bdlgelerde yasayan
mikroorganizmalar 6liim, biyogesitliligin bozulmasi ve tiiriin tamamen ortadan yok olma
gibi tehditlerle karsi karsiya kalmaktadir. Ancak agir metal kirliligi karsisinda bazi
mikroorganizmalar gelistirdikleri farkl sistemler ile bu metallerin olumsuz etkilerinden
korunmaktadir. Agir metal direng genleri kromozom ya da plazmidler {izerinde
bulunabilmektedir. Mikroorganizmalar agir metallere karsi direnci temel hiicre
bilesenlerinde yaptiklar1 yapisal degisiklikler veya sentezledikleri yeni hiicre bilesenleri
ile saglarlar. Yapilmis calismalarda agir metal kirliligine maruz kalmis ortamlarda

direncli farkl tiirlerin varlig1 rapor edilmistir (Filali ve ark., 2001).

Agir metaller, enzimler ve kofaktorler icerisine dahil edilmektedir. Bunun sebebi
ise, bakteriler i¢in gerekli olan mikro besin elementleri olmalaridir. Ancak enzimler ve
DNA'ya baglanma nedeniyle de yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir (Lopez-Maury ve
ark., 2002). Agir metaller genellikle, temel fonksiyonel gruplari bloke ederek, temel metal
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iyonlarin1 yer degistirerek veya biyolojik molekiillerin yapisin1  degistirerek
mikroorganizmalar {izerinde inhibitor bir etki gostermektedir (Doelman ve ark., 1994).
Agir metaller ile kirletilmis bir otamlarda mikroorganizmalar yasamsal faaliyetlerini
sirdiirebilmek igin, bu toksik metal iyonlarina kars1 diren¢ mekanizmasi gelistirmektedir
(Nies ve Silver, 1995). Cogu mikroorganizmanin, agir metallerin toksik olan iyonlarina
kars1 direng gostermesine neden olan spesifik genlere sahip oldugu bilinmektedir. Bu
direng genleri plasmidlerde veya kromozomlarda bulunmaktadir (Nies, 1999). Bu direng
mekanizmasinin biyolojik olarak izledigi yolu (Bruins ve ark., 2000) ve (Nies ve Silver,
1995) su sekilde agiklamiglardir; Hiicre gegirgenlik engelleri ile metalin dislanmasi,
metalin hiicre organizmasindan uzak bir yere taginmasi, proteinin baglanamasi ile metalin
hiicre i¢i sekestrasyonu, hiicre dis1 sekestrasyon, metalin daha az toksik bir formda
enzimatik detoksifikasyonuve hiicrenin metal duyarliliginda azalma. detoksifikasyon
mekanizmalari, mikroorganizma tipine bagli olarak degisebilmektedir. Sedimentte
biriken agir metallerin konsantrasyonu dipte bulunan sediment pargaciklarinin oranina,
pargaciklarin boyutuna ve sedimentte organik maddelerin bulunup bulunmamasina gore
degisiklik gostermektedir. Sediment agir metaller i¢in dnemli bir birikim yeri olup, bu
nedenle sucul ortamlarin metal kirliliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Salomans
ve ark., 1987). Besin zincirindeki trofik diizeyleri ve yasam ortamlar1 farkli olan Birgok
balik cinsi ile yapilan arastirmalar sonucunda, pelajik tlirlere gore bentik tiirlerin daha
fazla metal kontaminasyonundan etkilendikleri tespit edilmistir. Deniz zemininde siizme
suretiyle beslenen kabuklu tiirlerinde de yiiksek agir metal seviyelerinin olgiilmesi
sedimentteki metal igerigi ile ifade edilmektedir (Parson, 1999; Topguoglu, 2002).
Mikroorganizmalar direng gelistirerek agir metaller ile yogun kontamine olmus
ortamlarda yagamaya adaptasyon gostrmislerdir (Yavuz ve Sarigil, 2016). 1970 li
yillarda yapilan aragtirmalar sonucu Escherichia coli, Staphylococcus sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerin agir metal direnci oldugu tespit edilmistir
(Nakahara ve ark., 1977).

2.2.2.1. Kadmiyum

Cd canlilar icin en toksik agir metallerden biridir. Diisiik konsantrasyonlarda bile
canlilar i¢in son derece zararli etkilere oldugu belirtilmektedir. Cd’nin o6zellikle
denizlerde sucul canlilarin ¢esitli organ ve dokularinda birikerek toksik etkiler meydana

getirdigi yapilan calismalarda gosterilmistir (Saglamtimur ve ark., 2003).
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Agir metaller ¢evreye farkli kaynaklardan yayilmaktadir. Cd, dogada maden
olarak bakir, kursun ve ¢inko ile beraber bulunan bir elementtir. Cd kirliliginin en 6nemli
etkeni olarak, fosfat giibreleri gosterilmemtedir. Cd igeren {iriinler, genelde geri
dontstiiriilebilir tiriinlerdir. Bu 6zellige sahip olmasma ragmen, elimine edilemeyip
aksine artis gostermektedirler. Bu artis ise etkisini toprak, su gibi alanlarda
gostermektedir (Yavuz ve Sarigiil, 2016). Bu sebeple sebzeler, meyveler, tahillar ve
baliklar ile kontamine olarak viicuda girmektedir (Castro-Gonzales ve Mendez Armenta,
2008).

2.2.2.2. Bakir

Viicut i¢in esansiyal olmasina ragmen fazla miktarlarda canli organizmada
birikmesi toksik etkilere sebep olmaktadir (Erdogrul ve Ates, 2006). Bakir (Cu) modern
bir biyoelementtir (Kaim ve Rall, 1996). Cu’nun toksik etkisi, bakteri ve mantar
hastaliklarinin kontrolii i¢in tarimda kullanilmaktadir (Cha ve Cooksey, 1991). Bu

baglamda, tarimsal atiklarin bakterilerde bakir direncinin gelistirdigi diistiniilmektedir.

2.2.2.3. Cinko

Cinko (Zn) endiistiride ¢ok kullanilan bir metaldir (Medeiros ve ark., 2012). Zn,
metabolizmada bir¢ok biyolojik role sahiptir. Fakat gidalar ile olmasi gerekenden fazla
viicuda agir metal alinmasi durumunda Fe ve Cu gibi elementlerin emilmesine engel

olusturmaktadir (Shinn ve ark., 2009).

2.2.2.4. Civa

Civa (Hg); Antik Yunan da ise metalik civa cilt parlatici bir kozmetik olarak
kullanilmistir. Tipta bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmig ve gilinlimiizde amalgam
olarak bilinen civa bilesigi dis dolgusu olarak kullanilmaya devam etmektedir.
Giliniimiizde metalik Hg termometreler, barometreler ve kan basincini 6lgen cihazlarda
kullanilmaktadir. Civaya en ¢ok maruz kalan grup ise dis tedavisinden sorumlu
personeldir. Hg nin endiistriyel alanda bu kadar yaygin kullanilmasi, dogaya yayilmasina

sebebiyet vermektedir (Yavuz ve Sarigiil, 2016).

2.3. Staphylococlarin Tarihgesi
Micrococcaceae familyasindan olan Staphylococcus tiirleri Gram pozitif,
fakiiltatif anaerob, spor oluslturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bakterilerdir

(Nakazawa Y, Hosono A. 1992). ilk kez, Robert Koch tarafindan 1878’de tanimlanan
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Stafilokoklari, Pasteur 1880’de sivi besiyerinde tretmistir (Cengiz, 1999). Sikga
Stafilokoklar olarak da bahsedilen S.aureus bakterisi, 1880°li yillarda Iskog bir cerrah

olan Alexander Ogston tarafindan kesfedilmistir (Orenstein A., 2011).

2.3.1. Staphylococlarin Mikroskobik Ozellikleri
Stafilokoklar; 0,5 — 1,5 um g¢apinda, sporsuz, hareketsiz, yuvarlak, {iziim salkimi
halinde kiimelenen, ikiserli ya da tekli koklar olarak da goriilebilen Gram pozitif
mikroorganizmalardir. Etkeni oldugu enfeksiyonlarin klinik belirtilerine sebebiyet veren
bir¢ok hiicre dis1 enzim ve ekzotoksinlere sahiptir. S. saccharolyticus harig, fakiiltatif

anaerobtur ancak aerob iiremeyi daha ¢ok tercih etmektedir (Bilgehan, 2000).

2.4. Siiflandirma

2.4.1. Staphylococcus aureus
Optimum 37 °C’de gelismektedir. Yiizde 5 koyun kani igeren Columbia Agar
besiyerinde 24 saatte, porselen goriiniime sahip, diizgilin ylizeyli, konveks ve genellikle
sar1 pigmentli koloniler olustururlar. Kolonilerin etrafinda, genel olarak karakteristik

sekilde hemoliz zonlar1 olusturmaktadir (Kayser ve ark., 2002).

Genellikle protein ve nisasta igerigi yiiksek gidalarda gelisim gdsteren S. aureus;
ozellikle et ve siit Uriinleri, balik, patates, makarna ile bunlardan yapilan yiyeceklerde
yaygin olarak goriilmektedir. Hijyenik kosullarda iiretilmeyen ve muhafaza edilmeyen,
apkta bekletilen yiyecekler ozellikle stafilokokal zehirlenme agisindan tehlike arz

etmektedir (Yaygin, 1998).

Stafilokoklarda bulunan diren¢ plazmidlerinin bir kismi, biiylik plazmidlerdir.
Bunlar, ozellikle cesitli agir metal direng genleri ve beta-laktamaz direng geni
icermektedir. Kiiclik olan plazmidler ise sadece bir antibiyotige gosterilen direng
geninden sorumludur. Ornek olarak; tetrasiklin diren¢ plazmidi verilebilir. S6z konusu
diren¢ plazmidleri, stafilokoklar arasinda bakteriyofaj konjugasyonu, bakteriyofajlar
veya transdiiksiyon ile aktarilmaktadir (Bilgehan, 2000).

Stafilokoklarda antijen 6zelligi gosteren ¢ok fazla sayida madde bulunmaktadir.
Bunlardan bazilarinin sinirli da olsa pratikte pek ¢ok dnemi vardir. S.aureus’un hiicre
duvari, 3 temel eleman tasimaktadir. Hiicre duvar1 peptidoglikan, teikoik asit ve protein-

A (SpA)’dan olusmusmaktadir (Cengiz, 1999).
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S. aureus’taki protein, Verwey tarafindan, 1940’ta tanimlanmistir. Protein A, S.
aureus yiizeyinde peptidoglikana bagli olarak yer almakta ve antijen-antikor iliskisinden
ziyade, belirli IgG smiflarinin Fc kisimlarina baglanma 6zelligi bulunmaktadir. Bu
madde, grup spesifik bir antijendir. Ayrica kemotaktik, antifagositik ve anti-
komplementer etki gostermektedir. Stafilokoklarda 3 tip SpA bulunmaktadir. Bunlar;
hiicre dis1, ortama salinan serbest ve hiicreye bagli SpA’dir. Ureme sirasinda besiyeri
ortamina salinan SpA, bakterinin fagositozunu onlemektedir. SpA’nin biliyiik kismi,

kovalan olarak peptidoglikan yapiya baglanmistir, bir kismi ise hiicre dis1 ortama

salinmaktadir (Cengiz, 1999; Bilgehan, 2000).

Normal eriskin kisilerde, belirli bir diizeye kadar, Stafilokok enfeksiyonu gegiren
kisilerde ise daha yiiksek seviyelerde anti-peptidoglikan antikorlari olusturmaktadir.
Bunlarin etkisi, opsonizasyonla korumaktir. S. aureus’un kiimelestirici faktorii de

antijenik bir 6zelliktir (Bilgehan, 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Alinmasi

Marmara Bolgesi’nde avlanan veya gesitli balikgilardan temin edilen ve halka
satig1 yapilan taze ancak canli olmayan toplam 119 adet istavrit ve 181 adet karides 6rnegi
(50-100 g) termobox igerisinde (+4 °C) laboratuvara getirilerek en kisa zamanda analize
alinmistir. Marmara denizinin ¢esitli noktalarindan temin edilen ve agir metallerin
bulunma olasiliginin fazla oldugu zeminde yasayan karides Ornekleri ile Marmara
denizinde siirekli yasayan ve go¢men olmayan bir balik tlirli olan istavrit drnekleri
secilmigtir. Tez ¢alismamiz kapsaminda Marmara bolgesindeki cesitli illerden toplam

300 adet farkli balik ve karides (119 adet istavrit, 181 adet karides) 6rneginde S. aureus

prevelansi incelenmistir.

Sehir ve Numune Grubu ve Sehir ve Numune Grubu ve
Ilgeleri Adedi Ilgeleri Adedi
ISTANBUL |ISTAVRIT| KARIDES| ISTANBUL |iSTAVRIT| KARIDES
Adalar 37 32 Fatih 7 -
Ambarlh 14 - Kartal - 8
Avcilar 12 - Maltepe 6 -
Bakirkoy - 3 Silivri 25 7
B.¢cekmece 3 15 Tuzla - 14
TEKIRDAG [ISTAVRIT| KARIDES BURSA  |ISTAVRIT| KARIDES
Kumbag 2 33 Gemlik - 4
Merkez 13 25 YALOVA |ISTAVRIT| KARIDES
M.Ereglisi - 7 Merkez - 33

Tablo 3-1: Orneklerin Temin Edildigi Bolgeler
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2014
EKIM KASIM ARALIK
Istavrit Karides Istavrit Karides Istavrit Karides
M-2 (0) M-2 (5) M-2 (3) M-2 (3) M2(0) | M-2(3)
M-3 (3) M-3 (0) M-3 (19) M-3 (6) M-3(3) | M-3(12)
M-4 (2) M-4 (3) M-4 (0) M-4 (7) M-4 (0) M-4 (0)
2015
OCAK SUBAT MART
M-2(19) | M-2(13) M-2 (8) M-2(27) | M-2(14) | M-2(33)
M-3(23) | M-3(11) M-3 (0) M-3 (0)

Tablo 3-2: 2014-2015 yillar: arasinda temin edilen numune listesi

25°09°E 26°00'E 27°0'0°E 28°0'0°E 20°0'0°E 30°0'0%E 31°0'0°E 32°0'0°E 33'0'0°E 34°00°E 35'00E 36°00°E ITOVE IW'0CE 39°00°E 40°00°E 41°0'0°E 42°00°E 4300'E 44°00'E 45°00°E
L 4 "

G g“ﬂyi = L d . i
{pﬁ
MU0 b

[ ~ L
i 4
..... i ]
1 0/0°NY 00N
38'00'NY I
e
c It
- I / COR

\i/

26°00'E 26°00°E 27°00°E 28°D0E 29°0'0°E 30°00°E 31°00°E 32°00°E 33'00°E 3°00'E 35°00°E 36°00E I7VO'E IBVOE 30°00E 40°00E 41°00'E 42°00°E 43'00E 4VOE 45'00E

Sekil 3-1: Su Uriinleri Istatistik Bolgeleri (BGSM, 2013)
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3.2. Yontem

3.2.1. S.aureus’un Kiiltiirel Yontemler ile izolasyon ve Identifikasyonu

Soguk zincir kullanilarak laboratuvara getirilen balik ve karides 6rneklerinden 10
g tartilarak tizerine 90 ml (1/9 oraninda) Brain Heart Infision Broth (Oxoid CM 038)
eklenerek 37 °C’lik etiivde18-24 saat inkiibe edilmistir.

3.2.2. Mannitol Salt Agar’da (MSA) Gelisim

Mikroorganizmalarin sayimi i¢in, Mannitol Salt Agar (MSA) besiyeri
kullanilmigtir. Plaklar 37 °C’de 36-48 saat inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
sayilmistir. S. aureus sayisini belirlemek amaciyla MSA besiyerinde olusan parlak sar1
haleli koloniler tahmini koagulaz-pozitif Staphylococcus, kirmizi ya da mor haleli
koloniler ise koagulaz-negatif tipler olarak degerlendirilmistir (Anonim, 1968). BHI
brotta 18-24 saat inkiibasyondan sonra izolasyonda kullanilan diger bir besiyeri olan
Mannitol Salt Agar’a (MSA, Oxoid CM 0085) 37 °C'de 24 saat inokiile edilmistir.
Besiyerindeki mannitol fermantasyonu sonucunda, pH degiserek fenol kirmizisi ayiracin
rengi kirmizidan sartya donen koloniler siipheli S. aureus suslart olarak
degerlendirilmistir. S. aureus kolonilerinin gelisiminin incelenmesi, siipheli pozitif ya da
yanlis pozitif suslarin ilk asamada eliminasyonuna olanak saglamis ve bu islem
sonrasinda siipheli S. aureus suslarinin diger biyokimyasal testler ile tanimlanmasi

islemine gecilmistir.

3.3. Morfolojik, Biyokimyasal ve Serolojik Tanimlama

3.3.1. Triptik Soy Agar’da Saflik Kontrolii

Izolasyonu yapilan siipheli S. aureus suslari, tanimlama yapilmadan hemen 6nce
Tryptic Soy Agar’a (Oxoid, CM 0131) gecilmis 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan inkiibasyon sonrasi gelisen saf S. aureus kolonileri biyokimyasal tanimlama

islemi amaciyla kullanilmistir

3.3.2. Gram Boyama

Stafilokok oldugu diisiiniilen ve saflagtirilan bakteriler Hucker’s Gram boyama
teknigi ile boyanmistir. Bu amacla lam iizerinde %0,9 NaCl igerisinde ¢dziindiiriilen
bakteriler ateste fikse edildikten sonra 1 dakika kristal viyole yikamayi takiben 1 dakika
iodine ve 15 saniye %95 etanol ile muamele edilmistir. Kontur boyamast i¢in 30 saniye

safranin icerisinde bekletilmistir. Mikroskop altinda 100x objektifte bakterilerin renkleri



20

ve morfolojileri incelenmistir. Stafilokoklar Gram pozitif (viyole renkte) ve kok

morfolojisinde oldugu goriilmiistiir.

3.3.3. Katalaz Testi

TSA besiyerinde iiretilen taze (18-24 saatlik) bakteri kiiltlirlinden alinmis birkag
koloni temiz bir lam tizerinde birka¢ damla %3’liik H2O: ile karistirilmistir. Gaz olusumu
(02 ¢ikis1) gozlenen stafilokok izolatlari, katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir

(Koneman 1983).

3.3.4. DNazTesti

S. aureus suslari, DNaz enzimi liretmekte ve koloni etrafindaki DNA’y1 yapisal
birimleri olan niikleotidlerine pargalamaktadir. Bu amacgla 6ncelikle siipheli koloniler
DNaz agara (Oxoid CM 321) 6ze yardimiyla inokiile edilerek ve 37 °C’de, 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 petri yiizeyini kaplayacak bigimde, IN
HCI ilave edilerek DNA’nin HCl ile muamelesi sonrasi presipitasyon varligi
incelenmigtir. Sonu¢ olarak DNA’nin mikroorganizmalar tarafindan kullanilmayan
bolgeleri mat, S. aureus tarafindan bakteri DNaz enzimi sayesinde DNA’1n parcalandigi
bolgelerde seffaf zonlar gozlenerek bu sonucu veren koloniler (Sekil 3-1) DNaz pozitif
olarak degerlendirilmistir (Oxoid Manual, 2008).

Sekil 3-1: DNaz Pozitif Koloniler
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3.4. izole Edilen Suslarin Molekiiler Biyolojik Yontemler ile Tanimlanmasi

S. aureus, glukoz, mannitol ve farkli yapidaki sekerleri fermente edebilmektedir.
Mannitol’iin sadece S. aureus tarafindan pargalananip ve Koagiilaz negatif stafilokoklar
tarafindan pargcalanmamas ayirt edici bir 6zellik olarak goriilmektedir (Baird-Parker,
1965).

Koagulaz iiretimi, patojen S. aureus izolatlarinin onemli bir Kkriteri olmakla
birlikte kesin belirleyici bir faktér degildir. Ciinkii, koagulaz negatif S. aureus
izolatlarinin da oldugu bildirilmektedir (Erol, 2007). Bu sebeple ¢alismamizda genomik
Dna izolasyonu yaparak PCR yontemi ile gen dogrulama yapilmustir.

3.4.1. Genomik DNA izolasyonu

Stafilokoklardan genomik DNA izolasyonu daha &nce belirtilen protokol
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sudagidan ve ark., 2008). Bu amagla 5 ml TSB
icerisinde 37 °C’de 16 saat tiretilen bakterilerden 200 ml alinarak santrifuj ile (10,000 x

rpm 5 dakika) ¢oktiiriiliir ve daha sonra 45 ml steril deiyonize su ile ¢oziindiirilip 15 pl
lizostafin (100 mg/ml, Sigma) eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bunu takiben
15 ml proteinaz K (100 mg/ml, Sigma) ve 150 ml 0.1 M Tris/HCI (pH 7.5) eklenerek 37
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Son olarak Ornekler 5 dakika kaynatilarak ve PCR

calismalari i¢in -20 °C’de saklanmustir.

3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Tanimlama

Biyokimyasal testler sonucunda stafilokok ve S. aureus oldugu diisiiniilen
izolatlar daha sonra molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlanmistir. Bu amagcla S.
aureus suslarinin tanimlanmasinda ii¢ genin varlifi PCR yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Bu genler termoniikleaz aktivitesinden sorumlu nuc geni, koagiilaz
aktivitesinden sorumlu coa geni ve S. aureus yiizey “protein A” iiretiminden sorumlu spa
genidir. Arastirmamizda nuc geni tespitine yonelik Sudagidan ve Aydin (2008) tarafindan
onerilen, coa geni tespitine yonelik (Hookey ve ark., 1998) tarafindan onerilen ve spa

geni i¢in Aires-de-Sousa ve ark. (2006) tarafindan onerilen primer dizileri kullanilmigtir.
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3.4.2.1. nuc (Termonukleaz aktivitesinden sorumlu) Geni Tespiti

Ekstrasellular termostabil niikleaz enzimi, koagulaz pozitif stafilokoklarin % 98-
100’1 tarafindan iiretilmektedir (Erol, 2007). Bu nedenle identifikasyonda s6z konusu
genin varligimin arastirilmasi onem tagimaktadir. Arastirmamizda nuc geni tespitine

yonelik, Sudagidan ve Aydin (2009) tarafindan 6nerilen primer dizisi kullanilmistr.

nuc geni primer dizileri:
Forward primer: 5-GGCAATTGTTTCAATATTAC-3
Revers primer: 5'-TTTTATTTGCATTTTCTACC-3

Oncelikle 0,2’lik PCR tiiplerine bakterilerin genomik DNA’lar1 yerlestirilmis ve
sonrasinda hazirlanan master mix (her bir 6rnek igin 5 pl (NH4)2SOz igeren 10x reaksiyon
tamponu, 3 pl MgCl, (25mM), 30 pl dH20, 1 pl forward primer (10mM), 1 pl revers
primer (10mM), 5 ul ANTP (2 mM her bir niikleotidten olacal sekilde), 1.5 U [(Tag DNA
polimeraz) (Fermentas, E 0402)] soliisyonundan 45 pl i¢inde 5 pul genomik DNA bulunan
PCR tiipiine yerlestirilmistir. Total olarak 50 ul karisim igeren PCR tiipleri Thermal
cycler’a yerlestirilmis ve nuc genine ait asagida belirtilen protokol uygulanmistir.

nuc PCR kosullar1 (amplikon biiyikligi 416 bp):

Baslangi¢ denaturasyon 94°C 2 dakika

Denaturasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 48°C 30 saniye } 40 dongii
Uzama 72°C 45 saniye

Son uzama 72°C 7 dakika

3.4.2.2. coa (koagulaz aktivitesinden sorumlu) Geni Tespiti

nuc geni tespit edilen tiim S. aureus izolatlarinda coa ve spa genlerinin varligi da
arastirilmistir. S. aureus izolatlariin biiyiik boliimiiniin koagulaz aktivitesi mevcuttur.
coa geninin boyutlar1 sabit olmayip 500-650 bp arasinda bandlar goriilebilmektedir
(Hookey ve ark., 1999). coa geni tespiti amaciyla asagida yer alan primerler ve protokol
kullanilmustir.

coa geni primer dizileri:

Forward primer: 5-ATAGAGATGCTGGTACAGG-3’
Revers primer: 5'-GCTTCCGATTGTTCGATGC-3'
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coa PCR kosullar1 (band goriilme araligi 500-650 bp):

Baslangi¢ denaturasyon 94 °C, 45 saniye
Denaturasyon 94 °C, 20 saniye
Baglanma 57 °C, 15 saniye } 40 dongii
Uzama 72 °C, 15 saniye
Son uzama 72 °C, 2 dakika

3.4.2.3. spa (protein A) Geni Tespiti

S. aureus’un tiplendirilmesinde spa geninin varligit Oonem tagimakta olup
calismamizda tiim S. aureus izolatlarinda protein A geni varlig1 da incelenmistir. Spa
geninin boyutlar1 sabit olmayip 100-450 bp arasinda bandlar goriilebilmektedir (Aires-
de-Sousa ve ark., 2006).

spa primer dizisi:
spa-1113f 5-TAA AGA CGATCC TTC GGT GAG C-3'
spa-1514r 5'-CAG CAG TAG TGC CGT TTG CTT-3

spa PCR kosullar1 (band goriilme aralig1 100-450 bp):

Baglangi¢ denaturasyon 80 °C, 5 dakika

Denaturasyon 94 °C, 45 saniye

Baglanma 60 °C, 45 saniye } 35 dongii
Uzama 72 °C, 90 saniye

Son uzama 72 °C, 10 dakika



3.4.3. Agir Metal Diren¢ Genlerinin Tespiti

Balik ve karides 6rneklerinden izole edilen ve PCR yontemi ile dogrulanan S.
aureus suslarinda kadmiyum, bakir, civa, gibi agir metallere direng genlerinin varligi

Tablo 3-2 ‘de gosterilen primer dizileri kullanilarak PCR yontemi ile arastirilmistir.
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Gen Primer Dizisi bp
cadD-fw2 5-TGCTAGAGCAAAGACTAGGAAAGA3 |,
cadD-rv 5-AGCCATAATCCAACGACCAA-3 P
cadX-fw 5-TGCTTGTGATGTGATCTGTGT-3 2131
cadX-rv 5-TGATGTGAAGTTGAAGCAACAC-3 P
CopA-fw 5-CATGCTTTAGGCTTGGCAAT-3 662 b
COpA-TV 5-TCTTCTGGCATGAGTTGTGC-3 P
mco-fw 5-TCCCTCCCCAAATACAGCTA-3 A
mco-rv 5-GTTCCGTGGATATGGAATGG-3 P
MER-TF 5-ATGTACCTTAACCAAAGAATA-3 387 bp
MER-TR 5-TTATCTTGTCTCATGTTTCCG-3
MRA F 5- ATGAAAAATATTTCAGAATTCTC-3 08 b
MR2A2 5- ATTAAATGTTACAACAGGACC-3 P
MRB F 5- ATGAAAAATATTTCAGAATTCTC-3 e
MRB R 5- ATTAAATGTTACAACAGGACC-3 P
c21C-1 5- CTCGGGCCCGATCATCCATACTG-3
0Z1C-D 5-GTCCCCGGGTCAATCGATTCGTTCATT  |2.8kb
ATTTAG-3
czrc-3 5-TAGCCACGATCATAGTCATG-3 665 b
czrc-4 5-ATCCTTGTTTTCCTTAGTGACTT-3 P

Tablo 3- 2: Agir Metal Diren¢ Genlerinin Tespitinde Kullanilan Primer Dizileri
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3.5. Agir Metal Geni Tespit Edilen Orneklerde Ilgili Agir Metal Diizeylerinin ICP-
MS Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) Yontemi ile
Arastirllmasi

Agir metal direng geni tespit edilen S. aureus suslarinin izole edildigi balik ve
karides orneklerinde ilgili agir metal diizeylerinin tespiti istanbul Cevre Gida Analiz
Laboratuvari’'nda ICP MS 7700x Agilent (Seri No: JP10030221) cihaz1 kullanilarak
yapilmustir.

Son yillarda teknolojinin gelismesi sonucu, endiistri ve sanayi atiklari ile kentsel
atiklarin bulundugu kanalizasyon sulariin bosaltildigi nehir ve goller kirlenmekte, sucul
ortamda yasayan canli organizmalarin hayati tehdit edilmektedir. Sulardaki anorganik
kirlenmenin en 6nemli kaynagin1 agir metaller olusturur. (Tiimen ve ark., 1992).Gidalar
viicudumuz igin gerekli temel ve toksik elementlerin alindig birincil kaynaktir. Gidalarda
bulunan toksik elementler viicutta metabolize edilemediklerinden ve yumusak dokularda
biriktiklerinden, saglik agisindan ciddi risk olusturabilmektedirler. Bu nedenle, bu
elementlerin tiikettigimiz gida maddelerindeki diizeyinin diizenli olarak control
edilmesinde yarar vardir. Giinlimiizde bu amaca yonelik olarak atomik absorpsiyon
spektrometresi (AAS), indiiktifeslesmis plazma atomik emisyons pektrometresi (ICP-
AES),indiiktifeslesmis plazma optic emisyon spektrometresi (ICP-OES) ve
indiiktifeslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) kullanilmaktadir. ICP-MS’in
bunlar igerisinde gerek diisiik tespit sinirlarina inebilmesi gerekse de genis bir dinamik
aralikta ¢aligma imkani1 sunmasi nedeniyle kullanim1 giderek yayginlagsmaktadir (Nardi
ve ark., 2009).

ICP-MS sistemi ile gida 6rneklerindeki element derisimleri son derece kisa siirede,
giivenilir ve hassas bir sekilde belirlenebilmektedir. Cok sayida element i¢in milyarda bir
(ppb) ve daha diisiik seviyelerden milyonda bir (ppm)seviyelerine kadar genis bir aralikta

analiz mimkiin olmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. Istavrit ve Karideslerden izole Edilen S.aureus Sayilar

Tez projemiz kapsaminda 2014 ve 2015 yillar1 arasinda Marmara Denizinin
muhtelif bolgelerinden temin edilen 119 adet istavrit ve 181 adet karides 6rnegi soguk
zincir korunarak laboratuvara ulastirilmistir. Toplam 300 adet numune kiiltiirel yontemler
kullanilarak 50 adet S. aureus siipheli sus izole edilmistir. Izolatlar molekiiler biyolojik
yontemler kullanilarak dogrulanmistir. Molekiiler biyolojik dogrulanma agamasinda PCR
ile nuc, coa ve spa genlerinin varlig1 arastirtlmistir. PCR ile belirtilen genlerin varligi 50
adet susun 34’iinde (16 istavrit, 18 karides) (% 66) dogrulanmistir. Diger 250 6rnekte ise
s0z konusu bakteri izole edilememistir. Buna gore laboratuvarda analiz edilen 6rneklerde

S.aureus bulunma orani % 11,3 (n:300) olarak tespit edilmistir.

4.2. PCR Dogrulama Sonuclar:

4.2.1. nuc, coa ve spa Genlerinde PCR Bulgular:

MSA’da pozitif olarak tespit edilen S.aureus suslar1 (Sekil 4-1), biyokimyasal
dogrulamalar neticesinde nuc, coa ve spa genlerinin tespiti igin PCR’da goriintiileri
alimmustir. 300 6rnekten izole edilen 50 susun 34 adedinde (16 istavrit, 18 karides) nuc,
coa Ve spa genlerinin varligi tespit edilmistir. 34 adet S.aureus susunun bolgelere gore

dagilimi tablo 4-1’de verilmistir.

Sekil 4-1: MSA’da poazitif ve negatif S.aureus goriintiileri
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Numune Grubu ve

BOLGELER Numune Grubu ve

Bolgeler Adedi Adedi

M2-M3-M4 |iSTAVRIT| KARIDES| M2-M3-M4 |iSTAVRIT| KARIDES

M2 (Adalar) 4 14 M3 (Fatih) 2 -
M4 (Silivri) 5 - M2 (Maltepe) 5 1
M4 (Kumbag) - 1 M3 (B.¢ekmece) - 2

Tablo 4-1 : Numunelerin PCR ve ICP-MS Sonuglari

Tespit edilen S.aureus suslarma ait genlerin PCR jel goriintiileri asagida

gosterilmistir.

Sekil 4-2: Orneklerin nuc (416 bp) Geni i¢in Pozitif Agaroz Jel Géoriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 2, nuc25; 3, nuc26; 4, nuc27; 5, nuc28; 6, nuc29; 7, nuc30; 9,
nuc32; 10,nuc33; 12, nuc35; 13, nuc36; 14, nuc37.
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Sekil 4-3: Orneklerin coa (500-600 bp) Geni i¢in Pozitif Agoroj Jel Goriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 2, coa25; 3, coa26; 4, coa27; 5, coa28; 7, coa30; 9, coa3l; 11,
coa33; 12, coa34; 13, coa36; 14, coad’.

N
Bt
e
e
‘SR
————
e
-
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-

-

Sekil 4-4: Orneklerin spa (100-450 bp) Geni icin Pozitif Agaroz Jel Goriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 2, spa26; 3, spa27; 4, spa28; 5, spa29; 6, spa30; 7, nuc31; 8, spa32;
9, coa33; 11, coa34; 12, coa3s; 13, coa36; 14, coa3?.
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4.2.2. Agir Metal Diren¢ Genleri Bulgular:
Tespit edilen S.aureus suslarma ait genlerin PCR agaroz jel goriintiileri agagida

gosterilmistir.

Sekil 4-5: Orneklerin cadD (460b p) Geni I¢cin Pozitif Agaroz Jel Goriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 4, cadD24; 5, cadD25; 6, cadD26; 7, cadD27; 8, cadD29; 9,
cadD30; 10, cadD32; 11, cadD33; 12, cadD35; 13, cadD36; 14, cadD37.

el ——

Sekil 4-6: Orneklerin cadX (213b p) Geni i¢in Pozitif Agaroz Jel Goriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 4, cadX24; 5, cadX25; 6, cadX26; 7, cadX27; 8, cadX29; 9,
cadX30; 10, cadX32; 11, cadX33; 12, cadX35; 13, cadX36; 14, cadX37.
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Sekil 4-7: Orneklerin copA (663 bp) Geni I¢in Pozitif Jel Goriintiisii
Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 9, copAl4; 11, copAl6; 14, copAl9.

Sekil 4-8: Orneklerin mco (699 bp) Geni icin Pozitif Agaroz Jel Goriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 12, mcol8; 13, mco19; 14, mco21.



Sekil 4-9: Orneklerin merB (652bp) Geni icin Agaroz Jel Goriintiisii
Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 9, merB10.

Sekil 4-10: Orneklerin merT (387bp) Geni I¢in Agaroz Jel Goriintiisii

Jel soldan itibaren; Sira 1, DNA ladder; 8, merT9; 10, merT11; 13, merT13.

31
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4.3. Agir Metal Geni Tespit Edilen Orneklerde Ilgili Agir Metal Diizeylerinin ICP-
MS indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) Yontemi ile

Analizi

Analizler EN 15763:2009 (Foodstuffs - Determination of trace elements - Determination
of arsenic, cadmium, mercury and lead in foodstuffs by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) after pressure digestion) ve AOAC 999.10- Lead, Cadmium,
Zinc, Copper and Iron in Foods 2008 methoduna gore istanbul Cevre Analiz ve Gida
Laboratuvari’'nda kullanilan ICP-MS cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Analizlere
baslanmadan 6nce uygun ¢aligma parametreleri sec¢ilmis ve daha onceden hazirlanmig

kalibrasyon standardina gore cihaz kalibre edilmistir.

Analizi yapilan numunelerdeki agir metal konsantrasyonlar1 cihaza
hesaplattirilmis ve sonuclar cihazdan mg/kg seklinde hesaplanmis olarak cihaz c¢iktisi
seklinde alinmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 4-1" deki gibidir. Tiirk Gida Kodeksi’ne gore
secili su iiriinlerinde bulunan agir metallerin maksimum limit degerleri ise Tablo 4-2’de

verilmistir.



Numune No
3-33c
4 —34c
9-84a
10— 85a
12-97b

13 -99a

14 —99b

15—-100a
16 - 102
17-103
18 —118b
19 -119b
21 -132
23 -135
24 —140a
25— 141a

Temin
Edildigi
Bolge
M3

M3
M2
M2
M2

M2

M2

M2
M2
M2
M2
M2
M3
M3
M3
M2

Ornek Cinsi

Istavrit

Istavrit
Karides
Karides

Karides

Istavrit

Istavrit

Istavrit
Istavrit
Istavrit
Istavrit
Istavrit
Karides
Karides
Karides

Karides

Tespit Edilen
Genler

nuc, coa, spa,

nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,
nuc, coa, spa,

nuc, coa, spa,

Tespit Agir Metal Direng

Genleri

cadX, cadD,
cadX, cadD,

cadX, cadD,
cadX, cadD,
cadX, cadD,

cadX, cadD,
cadX, cadD, copA,

cadX, cadD,
cadX, cadD, copA,

cadX, cadD,
mco

COpA, mco
mco
mco

cadX, cadD,

cadX, cadD, mco

ICP-MS Sonuglari
(mg/kg)

Cd: <0,015
Cd: 0,02

Cd: <0,05
Cd: 0,015
Cd: <0,015

Cd: 0,015, Hg: <0,05, Zn: 13,4,

Cu: 1,01

Cd: 0,015, Hg: <0,05, Zn: 13,4,

Cu:1,01
Cd: <0,015, Zn: 14,5

Cd: <0,015

Cd: <0,015, Zn: 12;4
Cu:1,14

Hg: <0,05, Cu: 0,86
Cu: 14,09
Cu: 10,02
Cd: 0,036

Cd: <0,015, Cu: 2,96
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26 — 142b M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: 0,022

27 —-143a M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: 0,036
29— 146 M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: 0,019
30— 147a M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: 0,022
32 -149b M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: <0,015
33— 150a M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: <0,015
35—-153h2 M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015
36 — 154a M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015
37 - 155b M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015
38 — 156a M2 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015
41 —170b M4 Karides nuc, coa, spa, cadX, cadD, mco Cd : <0,015, Cu : 3,03
44 - 214c M4 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015
45 - 215b M4 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: <0,015
46 — 216a M4 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015
47 - 219 M4 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd: <0,015
48 — 221 M4 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, mco Cd:<0,015,Cu:0,6
49 —293b M2 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, Cd : <0,015, Hg : <0,05, Cu : 0,85
50 -297b M2 Istavrit nuc, coa, spa, cadX, cadD, copA, mco Cd : <0,015, Hg : <0,05, Cu : 0,86

Tablo 4-2: Numunelerin PCR ve ICP-MS Sonuglari
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L § MAKSIMUM
NUMUNE CINSI AGIR METAL ..
LIMIT(mg/kg)
Kadmiyum 0,10
BALIKLAR Civa 0,50
Kursun 0,30
Kadmiyum 0,10
ISTAVRIT Civa Belirtilmemis
Kursun Belirtilmemis
Kadmiyum 1,00
KAFADAN
BACAKLILAR Civa 0,50
(KARIDES)
Kursun 1,00

Tablo 4-3: Tiirk Gida Kodeksine Verilerine Gore Secili Su Uriinlerindeki Maksimum Agir

Metal Seviyeleri
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5. TARTISMA

Diinyada balik ve su tiriinlerine talep giderek artmaktadir (Feldhusen, 2000). Buna
bagli olarak, balik ve deniz iiriinleri kaynakli hastaliklarin, gida kaynakli salginlarla ilgili
yiyecekler listesinde {ist siralarda olduguna dair 6nemli veriler bulunmaktadir (Huss,
1997). Deniz mahsullerinin protein bakimindan zengin olmasi ve diisiik molekiil agirlikli
peptitlere ve amino asitlere par¢alanmalar1 S. aureus gibi patojen bakterilerin gelisimini
desteklemektedir

S. aureus insanlarda ve hayvanlarda ¢cok sayida enfeksiyona neden olabilen, ortam
sartlarina olduk¢a dayanikli ve ¢evresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan bir
mikroorganizmadir. Stafilokokal gida zehirlenmesi, diinyadaki en yaygin gastroenterit

nedenlerinden biri olarak bilinmektedir (Jablonski, 2001).

Bu arastirma kapsaminda Marmara Denizi’nden avlanan istavrit (Trachurus
trachurus) ve karides (Parapenaeus longirostris) baliklarinin olusturdugu toplam 300
adet numunenin incelenmesi sonrasinda 34 (% 11,6) adet numunede S.aureus tespit
edilmistir. S6z konusu S. aureus suslari, Marmara Denizinin M-2, M-3, M-4 bdlgesi
kaynakli olup, 2014-2015 yillar1 arasinda avlanan istavrit ve karides numunelerinden

izole edilmistir.

Birgok arastirmaci deniz iiriinlerinde S. aureus'un insidensi hakkinda ¢aligsmalar
yapmustir. Ayulo ve ark. (1994) karideslerden izole ettigi S. aureus prevalansin yiizdesi
7 % olarak bildirmislerdir. Bir diger calismada, baliklarda S. aureus yiizdesi % 8 olarak
belirtilmistir (Jay, 1986). Rodma ve ve ark. (1991) ise karideslerde % 7, dondurulmus
miirekkep baliklarinda % 4, baliklarda da % 4 oraninda S. aureus tespit etmistir. Ilave
olarak arastirmacilar, inceledikleri 175 adet deniz iirlinli numunesinde S. aureus
prevalansini % 20 olarak tespit etmislerdir. Bu sonuca gore elde ettikleri pozitif S. aureus
sus sayisinin 35 oldugunu ifade etmislerdir. Analize aldiklari gesitli deniz {riinleri
icerisinden sadece 1 adet karideste S. aureus saptamislardir. S. aureus pozitif baliklarin
numune sayisi ise 6’dir. Diger taraftan, Atwa (2017) ise 80 balik 6rnegi ile yaptigi
calismada S. aureus prevelansin1 % 12,5 olarak bildirmektedir. Saito ve ark. (2011) ise
yaptig1 caligmada perakende balik drneklerinde S. aureus'un izolasyon oranini (% 19,6;
41/209) olarak tespit etmistir. Cesitli deniz Urlinleri ile yapilan bir calismada ise,

incelenen 51 adet kiiclik karides 6rneginde S. aureus prevalans1 % 5,9 olarak saptanmistir
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(Foster ve ark 1977). Abeyta ve ark. (1983) ise Seattle bolgesinden incelenen deniz
{iriinlerinin % 37,6'sinda, S. aureus bulmustur. ilave olarak arastirmacilar, inceledikleri
17 soyulmus karides numunesinin 11 adedinde (% 64,7), 18 adet soyulmamis karidesin
numunesinin 4’iinde (% 22,2), balik numunelerinin ise 60’1inda (% 38,7; 60/155) S.aureus

pozitif susu tespit etmiglerdir.

Sanjeevand lyer (1988) balik isleme tesisinde ¢alisan personelin avug igi ve
bogazlarindan aldigi orneklerde yiiksek oranda S. aureus susuna rastladigimm
bildirmektedir. Buna karsin, Basti ve ark. (2006) ise Sanjeevand lyer (1988)’in yaptigi
caligmaya anti tez olarak S. aureusun gerek yeni yakalanmis deniz tiriinlerinin kendi
dogal mikrofloralarinda ve gerekse islem gormiis deniz iirlinlerinde bulunmayacagini,
eger var ise sebebinin hijyenik olmayan kosullar ile kotii personel hijyeni oldugunu ileri
siirmiislerdir. ilave olarak arastirmacilarin dayandig bir diger nokta, deniz iiriinlerinin
dogal mikroflorasinda S. aureus bulamamis olamamalaridir (Basti ve ark 2006). Sanjeev
ve ark. (1986) ise dondurulmus balik¢ilik iiriinlerinde % 68 oraninda ve balik ve kabuklu
deniz hayvanlarinda % 8 oraninda S. aureus tespit etmislerdir. Arastirmacilar, Basti ve
ark.’na (2006) benzer sekilde taze yakalanmis deniz mahsullerinin S. aureus igermedigini
ve kullanim sirasinda kirlenmenin gerceklestigi belirtmistir. Ancak yaptigimiz ¢alismada
S. aureus oldugu dogrulanan suglarda molekiiler biyolojik yontemler ile agir metal direng
genleri varlig1 kanitlanmasi ve incelenen orneklerde de s6z konusu agir metallerin tespiti,
Basti ve ark.’nin (2006) iddialarini ¢iiriitiir niteliktedir. Buna gore elde edilen sonuglar;
personel hijyeni ve kirlilik disinda da deniz iiriinlerinin biinyesinde S. aureus varligini

ortaya koymaktadir.

Bircok bilim insani, ¢cok sayida mikroorganizmanin g¢esitli metallerin varliginda
gelisimlerini devam ettirebildigini bildirmektedir (Bruins ve ark., 2000; Choudhury ve
Srivastava 2001). Yapilan c¢aligmalarda agir metal kirliligine uzun siire maruz kalmis
ortamlarda direngli farkli tiirlerin varligi da rapor edilmistir (Filali ve ark., 2001)
Bakterilerin agir metallerle ilgili islemlerde rol alabilmesi i¢in 6nce ilgili metale karsi
direngli olmas1 gerekmektedir. Bakterilerin hangi mekanizmalarla bu toksik metallere
direnclilik gosterdiklerine yonelik cesitli ¢aligmalar yapilmis ve bu mekanizmalarin
kromozomal genler tarafindan belirlenmesinden ¢ok son yillarda insan faktorii etkisi ile
artan endiistriyel kaynakli kirliligin bir sonucu olduguna yonelik bulgulara ulagilmistir

(Genthner ve ark., 2005; Peters ve ark., 2000, Jana ve Bhattacharya, 1988).
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Yapilan ¢alismalarda, ilk olarak rastlanan direng civa ve organomerkiiriyellere
karst tespit edilmis olup, agir metal direng sistemlerinin prokaryotik yasamin
baslangicindan hemen sonra gelistigi ve neredeyse tiim bakterilerde bulundugu rapor
edilmistir (Ji ve Silver, 1995). Giinlimiize kadar kadar, nikel, kadmiyum, krom, arsenik,
¢inko, bakir gibi metaller i¢in diren¢ mekanizmalar1 detayli olarak calismalar yapilmis

ve tanimlanmustir (Spain, 2003).

Misra (1992) yaptigi ¢alismada, hem Gram pozitif (S. aureus, Bacillus sp.) hem
de Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens ve
Thiobacillus ferrooxidans) mikroorganizmalarda civa direnci tespit etmistir. Bazi
bakteriler civa direncinden sorumlu bir grup geni i¢eren civa direng operonunu adi verilen
“mer” genine sahiptir. Bu operonun sadece civa detoksifikasyonu yapmadigin1 bunun
yaninda civa taginimi ve hiicrenin civaya direncini de diizenledigi ¢esitli aragtirmacilar
tarafindan ifade edilmistir (Misra 1992; Ji ve Silver 1995). “mer” operonu bazi
mikroorganizmalarin plazmidlerinde ¢alisilmis ve yaygin olarak 5 veya 6 gen icerdigi
gozlenmistir (Misra, 1992). Bu genler; merA (civa rediiktaz) , merB (organomercurial
rediiktaz enzimini), merC (tasima proteinini), merD (mer genlerinin ekspresyonunu
diizenleyici), merR (aktivator proteini), merP (tasima proteini) ve merT (tasima proteini)

genleridir.

Asirt miktarlarda alinimi mikroorganizmalarda toksik etkilere neden olan agir
metallere karsi bakteriyel direncin fenotipik olarak saptanmasinda konvansiyonel
yontemden, genotipik olarak saptanmasinda ise molekiiler ydntemlerden
faydalanilmaktadir (Abou-Shanab ve ark., 2007; Akinbowale ve ark., 2007).
Mikroorganizmalarin sahip oldugu agir metal direncinin genotipik profillerinin ortaya
konulmasinda faydalanilan molekiiler yontemler arasinda; Polymerase Chain Reaction
(PCR), Microarray, DNA - DNA Hybridization, Restriction Fragment Lenght
Polymorphisim (RFLP) ve Semi quantitative reverse transcriptian-PCR (RT-PCR)
bulunmaktadir (Abdelatey ve ark., 2011; Abou-Shanab ve ark., 2007).

Calisgmamiz kapsamizda elde ettigimiz S. aureus oldugu PCR ile dogrulanmis
suslarda merA, merB ve merT genlerinin varligi arastirilmistir. Bu kapsamda, 1 adet susta
merB, 5 adet susta merT geni saptanmistir. merA genine ise higbir susta tespit

edilememistir. Cevre kirliliginin bir gostergesi olarak canlilarda oOlgiilen metalik
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kirleticiler ozellikle su {irlinlerinde siklikla yiiksek seviyelere ulasabilmektedir. Bu
sekilde besinlerle birlikte diisiik diizeylerde ama siirekli olarak alinan civa, kadmiyum ve
kursun gibi metal kalintilar1 ¢evre ve insan sagligin1 6nemli derecede etkilemektedir. Agir
metaller bir organizmanin dokularinda biriktigi zaman, gelisen metabolik olaylar bu agir
metalleri toksik potansiyellerine ve yararlilik oranlarina bagli olarak kullanmak, elimine
etmek veya disariya atmak zorundadir (Margoshes ve Vallee, 1957; George ve ark., 1979;
Pavicic ve ark., 1992; Roesijadi ve Hall, 1981; Fowler, 1986).

Spain ve Alm (2003), baz1 agir metallerin esansiyel olmalarina karsin yiiksek
miktarlarinin bakteriler i¢in toksik oldugunu agiklamislar ve sonug olarak bu tarz direngli
bakterilerin ¢evresel olarak toksik metallerle kontamine alanlarin temizliginde
Kullanilabilecegini ancak, agir metal ve antibiyotik direng genlerini bir arada igeren ayni
plazmidin bir diger Gram negatif bakteriye aktarimi ile direngli bakterilerin
seleksiyonunun meydana geldigini bildirmislerdir. Bunun sonucunda da direngli
bakterilerin antibiyotik sagaltimindan etkilenmedikleri, hastaliklarin niiks ettigi ve siirii

bazindaki sagaltim ¢alismalarinda ekonomik kayiplarin arttigini bildirmislerdir.
SONUC

Agir metal direngliligini kodlayan genler ayni1 zamanda antibiyotik direngliliginde
de etkilidir. Bu nedenle bu mikroorganizmalar sadece biyoremediasyon, biyomadencilik
gibi uygulamalar i¢in degil saglik sektoriinde de 6nem kazanmaktadir. Antibiyotiklerin
kesfinden onceki donemlerde yiizyillarca agir metaller hastaliklarin tedavisinde ilag
olarak kullanilmistir. Bu nedenle patojen mikroorganizmalarda da agir metal direngliligi
gelismistir. Ozellikle plasmid transferi ile bu plasmidler iizerinde bulunan direng genleri

tiir i¢i ve tiirler arasinda taginabilir ve patojenitenin artmasina neden olabilmektedir.

Bu caligmamizdan elde edilen bulgular 1s1ginda; Marmara Denizinin cesitli
bolgelerinden toplanan Orneklerden izole edilen S.aureus’un agir metal direnclilik
diizeylerinin yiiksek olmasi, Marmara Denizinin agir metal kirliligine az ya da yiiksek

oranda maruz kaldigini gostermektedir.

Agir metal direncliligi mekanizmalarmin tam olarak anlasilmasi ile kirletilmis
cevrelerin etkin olarak temizlenmesi, ¢evre dostu teknolojiler kullanilarak diisiik cevher
igerikli madenlerden yiiksek kalitede iirtin elde edilmesi ve patojen mikroorganizmalara

kars1 etkin yeni ilaglar gelistirilmesi saglanabilecektir.
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