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OZET

CANAKKALE BOGAZI’ INDAN iZOLE EDiLEN BAKTERI iZOLATLARININ
AGIR METAL BiYOREMIDIiASYONUNDA KULLANIM POTANSIYELLERININ
ARASTIRILMASI

Belgin KILIC CETINKAYA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Disiplinleraras1 Dogal Kaynaklar Yonetimi Anabilim Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mine CARDAK
25/06/2025, 76

Bu arastirma, Canakkale Bogazi’ndan izole edilen bakteri izolatlarinin agir metal
biyoremidiasyon potansiyellerinin incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Canakkale
Bogazi, yogun deniz trafigi ve g¢evresel baskilar nedeniyle yiiksek miktarda agir metal
kirliligine maruz kalan 6nemli bir su yolu olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu calismada,
bolgeden elde edilen yiizey suyu 6rneklerinden izole edilen bakterilerin agir metal direnglilik

diizeyleri belirlenmis ve biyoremidiasyon kapasiteleri degerlendirilmistir.

Arastirmanin ilk agsamasinda, Canakkale Bogazi’nin Marmara Denizi girisi ve ¢ikist
ile bogazin orta noktasindan 0-30 cm derinlikte 156 yiizey suyu Ornegi toplanmistir. Bu
orneklerden izole edilen bakteriler, toplam heterotrofik aerobik bakteri (HAB) diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla VITEK 2 Compact 30 cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir. Indikatdr
bakteri tayini ve agir metal direnclilik testleri yapilarak, izolatlarin giimiis (Ag), kadmiyum
(Cd), kobalt (Co), bakir (Cu), nikel (Ni), ¢inko (Zn), demir (Fe), krom (Cr) ve kursun (Pb)

gibi agir metallere kars1 direnglilik profilleri ortaya konmustur.

Bulgular, agir metal direnglili§i agisindan en yiliksek oranlarin Bacillus cereus
(%25,96) ve B. thuringiensis (%10,62) tiirlerinde gdzlemlendigini gostermistir. Bu bakteriler,
ozellikle agir metal kirliligi bulunan c¢evresel ortamlarda ©nemli biyoremidiasyon

potansiyeline sahip mikroorganizma gruplart olarak degerlendirilmektedir. Verilerin

v



istatistiksel analizi SPSS programu ile yapilmis ve bakterilerin agir metal tolerans diizeyleri

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Arastirmanin sonuglari, Bacillus tiirlerinin agir metallerin biyoremidiasyonunda
onemli rol oynayabilecegini ve bu mikroorganizmalarin ¢evresel kirlilik kontrolii amaciyla
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Ayrica, Canakkale Bogazi’nin c¢evresel
stirdiiriilebilirligi agisindan bu tiir mikroorganizmalarin kullanimi potansiyel bir ¢éziim
olarak degerlendirilmektedir. Arastirma sonuglari, II. Uluslararas: Kiiresel Iklim Degisikligi
Kongresi'nde sunulmus ve literatiirdeki mevcut ¢aligsmalarla kiyaslandiginda 6zgiin katkilar

saglamistir.

Bu caligmanin bulgulari, agir metal kirliligi ile miicadelede biyoremidiasyon
potansiyeline sahip yerel mikroorganizmalarin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi
gerektigini vurgulamaktadir. Ozellikle Bacillus tiirlerinin agir metal biyoremidiasyonu
konusundaki uygulamalar1 genisletilmeli ve bu mikroorganizmalarin ¢evresel
uygulamalarda kullanimina yonelik protokoller gelistirilmelidir. Gokgeada cevresindeki agir
metal kirliligi g6z Oniline alindiginda, elde edilen sonuglarin yerel cevre yoOnetim

politikalarina katki saglayacagi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agir Metal Biyoremidiasyonu, Canakkale Bogazi, Bacillus

cereus, Bacillus thuringiensis, VITEK 2 Compact 30



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL FOR USE OF BACTERIAL ISOLATES
ISOLATED FROM THE CANAKKALE STRAIT IN HEAVY METAL
BIOREMIDIATION

Belgin KILIC CETINKAYA
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Natural Resources Management
Supervisor: Prof. Dr. Mine CARDAK
25/06/2025, 76

This research was carried out to investigate the heavy metal bioremediation potential
of bacterial isolates isolated from the Canakkale Strait. The Canakkale Strait attracts
attention as an important waterway exposed to high amounts of heavy metal pollution due
to intense maritime traffic and environmental pressures. In this study, the heavy metal
resistance levels of bacteria isolated from surface water samples obtained from the region

were determined and their bioremediation capacities were evaluated.

In the first phase of the study, 156 surface water samples were collected from the
entrance and exit of the Dardanelles Strait to the Marmara Sea and from the midpoint of the
strait at a depth of 0-30 cm. Bacteria isolated from these samples were analyzed using the
VITEK 2 Compact 30 device to determine total heterotrophic aerobic bacteria (HAB) levels.
By performing indicator bacteria determination and heavy metal resistance tests, the
resistance profiles of the isolates to heavy metals such as silver (Ag), cadmium (Cd), cobalt
(Co), copper (Cu), nickel (Ni), zinc (Zn), iron (Fe), chromium (Cr) and lead (Pb) were
revealed. The findings showed that the highest rates of heavy metal resistance were observed
in Bacillus cereus (25.96%) and B. thuringiensis (10.62%) species. These bacteria are
considered as microorganism groups with significant bioremediation potential, especially in
environmental environments with heavy metal pollution. Statistical analysis of the data was
performed with the SPSS program and the heavy metal tolerance levels of the bacteria were

found to be statistically significant.
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The results of the study revealed that Bacillus species can play an important role in
the bioremediation of heavy metals and that these microorganisms can be used for
environmental pollution control. In addition, the use of such microorganisms is considered
a potential solution for the environmental sustainability of the Dardanelles. The results of
the study were presented at the 2nd International Congress on Global Climate Change and

made original contributions when compared to existing studies in the literature.

The findings of this study emphasize that local microorganisms with bioremediation
potential in combating heavy metal pollution should be investigated more comprehensively.
In particular, the applications of Bacillus species in heavy metal bioremediation should be
expanded and protocols should be developed for the use of these microorganisms in
environmental applications. Considering the heavy metal pollution around Gokgeada, it is
anticipated that the obtained results will contribute to local environmental management

policies.

Keywords: Heavy Metal Bioremediation, Dardanelles, Bacillus cereus, Bacillus

thuringiensis, VITEK 2 Compact 30
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Kiy1 ekosistemleri gerek kara kokenli gerekse deniz kaynakli etkilere dogrudan
maruz kalan, dinamik yapiya sahip alanlardir (Algan vd., 1999). Ozellikle Marmara Denizi
ve Canakkale Bogazi gibi, yogun gemi trafigi ve turizm faaliyetlerinin yan1 sira kentsel,
tarimsal ve endiistriyel kaynakli kirlilik yiikiine maruz kalan bolgelerde, su kalitesinin
korunmasi ve iyilestirilmesi biiylik onem arz etmektedir (Altug vd., 2020). Hem insan saglig1
hem de sucul organizmalarin devamliligi agisindan, bu kiyilarda olusan kirleticilerin
incelenmesi ve ortadan kaldirilmasi yoniinde yiiriitiilen caligmalara duyulan ihtiya¢ her

gecgen gilin artmaktadir (Ameen vd., 2020).

Agir metaller, suda c¢oziinememeleri ve biyolojik olarak pargalanamamalar
nedeniyle kirliligin kalic1 bilesenlerinden biridir (Cardak ve Altug, 2014). Dogrudan veya
dolayli yollarla su ortamina ulasan kursun (Pb), kadmiyum (Cd), civa (Hg) gibi toksik
metaller; sudaki canlilar ve genel olarak ekosistem agisindan Onemli riskler
barindirmaktadir. Suda yasanan agir metal kirliligi sonucu, pek ¢cok organizmanin metabolik
faaliyetleri etkilenmekte, hatta toplu 6liimler dahi gdzlenebilmektedir (Beveridge ve Murray,
1976). Bu nedenle, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir aritma yontemi olarak degerlendirilen
biyoremidiasyon, agir metal kirliliginin giderilmesinde giderek daha fazla 6n plana

cikmaktadir (Christodoulatos ve Koutsospyros, 1998).

Biyoremidiasyon; bakteriler, mantarlar veya diger mikroorganizmalarin toksik
maddeleri doniistiirme, adsorplama ya da metabolize etme kabiliyetlerinden yararlanarak
kirliligi kontrol altmna alma yaklasimidir. Ozellikle bakteriler, hizli iireme kapasiteleri ve
genetik adaptasyon yetenekleri sayesinde agir metallerle bas edebilmek icin ¢esitli direng
mekanizmalar gelistirebilmektedir (Ji ve Silver, 1995; McEntee vd., 1986). Dolayisiyla,
kiyisal alanlardan izole edilecek metal toleransl suslarin incelenmesi, hem bu ortamlarin
ekolojik risk analizine katki saglamakta hem de ileriye doniik aritma uygulamalarinda

potansiyel ¢oziim ortagi olmaktadir (Ackerley vd., 2004).



Bu arastirmada, Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi kiyilarindan elde edilen su
orneklerinden izole edilecek bakterilerin agir metale direnglilik diizeyleri ve
biyoremidiasyon potansiyelleri ortaya konulmak istenmektedir. Boylece, hem deniz
ekosisteminde rastlanan bakteri tiirlerinin tanimlanmasi hem de agir metal kirliligi
sorununun ¢oziimiine yonelik biyolojik yontemlerin gelistirilmesine katki saglanacaktir

(Benesty vd., 2009).

1.1. Problem Durumu

Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi, stratejik konumu nedeniyle ulusal ve
uluslararasi gemi trafiginin yogun olarak kullanildig: suyollarindan biridir. Buna ek olarak,
kentsel atik sular, sanayi faaliyetleri ve tarimsal uygulamalardan kaynaklanan besin tuzu
yuki, pestisitler ve agir metaller, bu bolgelere dogrudan veya dolayli yollardan
ulasabilmektedir (Altug vd., 2020). Agir metal kirliligi, 6zellikle deniz canlilarinin
dokularinda birikerek besin zincirine dahil olmakta ve tiiketici konumdaki insan sagligini da

tehlikeye atmaktadir (Kut vd., 2000; Topcuoglu vd., 2002).

Geleneksel fizikokimyasal aritma yontemleri (6rnegin kimyasal ¢oktiirme, filtrasyon,
iyon degisimi vb.), agir metallerin sudan uzaklastirilmasinda kismi basar1 saglasa bile
yiiksek maliyetli olmas1 ve sularin ekolojik parametrelerini olumsuz etkileme riski gibi
dezavantajlara sahiptir (Gillard vd., 2019). Bu noktada, canli mikroorganizmalar1 kullanarak
daha az maliyetli ve ¢evre dostu bir teknik olan biyoremidiasyon, ¢6ziim olarak One
cikmaktadir (Dash vd., 2013). Ancak basarili bir biyoremidiasyon siireci i¢in, metal
direngliligi yiiksek suslarin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve metabolik kapasitelerinin net

olarak ortaya konmasi gerekmektedir (Beveridge vd., 1976).

1.2. Problem Ciimlesi

Canakkale Bogazi1 gibi denizel alanlarda agir metal kirliligi, ekosistem sagligini ve
insan giivenligini tehdit edecek diizeyde artmakta; bu durum, geleneksel yontemlerle
yeterince giderilemeyen kirleticilerin siirdiiriilebilir biyolojik yollarla uzaklagtirilmasini

zorunlu kilmaktadir.



1.3. Arastirmanin Alt Problemleri

e (Canakkale Bogazi’ndan izole edilen bakteriler hangi agir metallere kars1 direng

gostermektedir?

e Bu bakterilerin biyoremidiasyon kapasiteleri hangi diizeydedir?

e Metal direnglilik diizeyleri ile antibiyotik direng profilleri arasinda bir korelasyon

var midir?

e {lgili bakterilerin metal baglanma mekanizmalar1 nelerdir?

e Yerli bakteri tiirleri ileri biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir mi?

1.4. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin temel amaci, Canakkale Bogaz1 ve yakin kiy1 bolgelerinden alinacak

su Orneklerinden izole edilen bakterilerin:

e Agir metal (6rnek: Pb, Cd, Cr vb.) direnglilik diizeylerini belirlemek,

e Biyoremidiasyon potansiyellerini (6rnegin metal adsorpsiyonu, metal indirgeme

veya doniistiirme yetenekleri) laboratuvar kosullarinda aragtirmak,

e llgili suslarin metal baglanma karakterizasyon analizlerini yiiriiterek hangi
mekanizmalarla metali tutabildiklerini veya zararsiz hale getirebildiklerini ortaya

koymak,

e Istatistiksel analizlerle farkli metaller arasindaki direnglilik iliskilerini, olas
coklu diren¢ (MHMR) ve antibiyotik direng profilleriyle korelasyonlarini

incelemek,



e Bu verilere dayali olarak deniz ekosisteminden izole edilen potansiyel yerli
bakterilerin  siirdiiriilebilir bir ¢evre yonetimi ve ileri biyoteknolojik
uygulamalarda (6rne8in  endiistriyel atik sularin  aritimi)  kullanilip

kullanilamayacagin1 degerlendirmektir.

1.5. Arastirmani Onemi

Denizel ortamlarda olusan kirlilik, sadece ekolojik dengeyi tehdit etmekle kalmaz,
ayni zamanda balikg¢ilik faaliyetleri, turizm ve halk saglig1 gibi sosyoekonomik boyutlarda
da zarar dogurur (Cift¢i Tiiretken vd., 2019). Ozellikle agir metallerin biyolojik birikim
potansiyeli olduk¢a yiiksektir. Canli dokularinda biriken bu metaller, besin zincirinin iist
basamaklarina dogru ilerledikge toksik etkileri artmakta ve insan sagligini ciddi sekilde riske

atabilmektedir (Bhakta vd., 2012).

Biyoremidiasyon, daha diisiik maliyetli, daha az c¢evresel etki yaratan ve dogal
sistemi destekleyen bir ¢6ziim olarak giderek daha fazla ilgi gormektedir (Pandey vd., 2015).
Bu kapsamda, Marmara Denizi ve Canakkale Bogaz1 gibi stratejik bolgelerden izole edilecek
bakteri tlirlerinin agir metale direnglilik profilleri ve kirliligi azaltma becerilerinin
belirlenmesi hem yerel ekosistemin korunmasinda hem de ileride gelistirilecek biyoreaktor
veya biyofiltre gibi teknolojilerin adaptasyonunda dnemli girdiler saglamaktadir (Ameen

vd., 2020; Medfu Tarekegn vd., 2020).

1.6. Arastirmanin Sinirhliklar:

e (Calisma, Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi’nin belirli kiyisal kesimlerinde

yiriitiilecek olup, bu bolgeler disinda kalan alanlara genellenemez.

e Orneklemeler, Kasim 2022-Ekim 2023 tarih araliginda aylik periyotlarla
yapilacaktir. Bu doneme ait mevsimsel veya cevresel kosullarin farkliligi,

sonuglarda yanilgiya neden olmaktadir.



e Bakterilerin direnclilik ve biyoremidiasyon performanslari laboratuvar dlgeginde
degerlendirilecektir. Dogal ortamda ortam kosullar1 farklilasabileceginden,

sonuglarin gercek ekosisteme birebir yansitilmasi sinirli kalmaktadir.

e Agir metal analizlerinde Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS) tercih
edilmektedir. Farkli bir analitik yontem (6rn. ICP-MS) kullanimi, 6l¢iim
hassasiyeti veya algilama limitlerinde degisiklik yaratmaktadir (Gerbino vd.,

2011).

1.7. Arastirmanin Varsayimlari

e Canakkale Bogazi ve Marmara Denizi kiyisal alanlarindan izole edilecek
bakterilerin, ortamdaki agir metal kirliligine bagli olarak cesitli direng

mekanizmalar gelistirmis olmasi beklenmektedir (Matyar, 2012).

e Bakterilerden elde edilen sonuclar, bdlgedeki gergek kirlilik durumunu
yansitabilir diizeydedir ve ekosistemde dnemli bir yere sahip olmasi muhtemeldir

(Dell’ Anno vd., 2020).

e Kullanilan deneysel yontemlerin (mikrodiliisyon, AAS vb.) standart protokollere
uygun sekilde yiiriitiilecegi ve teknik hatalarin minimum diizeyde tutulabilecegi

ongoriilmektedir (Rahman vd., 2002).

1.8. Tanimlar

Agar: Mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen kat1 besiyeri ortamidir (Madigan

vd., 2009).

Agir metal: Yogunlugu 5 g/cm*’iin lizerinde olan, dogada biyolojik olarak
parcalanmayan ve canli organizmalar icin toksik olabilen metalik elementlerdir (Pandey vd.,

2015).



Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS): Serbest metal iyonlarinin 15181
sogurma Ozelligine dayali olarak metal konsantrasyonlarini 6lgen analitik bir cihazdir

(Gerbino vd., 2011).

Biyoremidiasyon: Mikroorganizmalarin veya diger biyolojik unsurlarin g¢evresel

kirleticileri (6rnegin agir metaller) zararsiz hale getirmesi siirecidir (Dash vd., 2013).

Buyyon (broth): Mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen sivi besiyeri ortamidir

(Madigan vd., 2009).

Degredasyon: Canli organizmalarin ya da enzimlerin karmasik molekiilleri daha basit

bilesenlere pargalamasi siirecidir (Madigan vd., 2009).

Izolat: Belirli bir cevresel kaynaktan saf olarak elde edilen mikroorganizmadir

(Matyar, 2012).

Konsantrasyon: Bir ¢ozeltideki ¢oziinmiis maddenin, toplam ¢ozelti hacmine oranla

ifadesidir (Rahman vd., 2002).

MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu): Mikroorganizmalarin gdzle goriiliir
sekilde iiremesini engelleyen en diisik madde (Orne8in metal, antibiyotik)

konsantrasyonudur (Dell’ Anno vd., 2020).

Otrofikasyon: Suda ¢oziinmiis azot ve fosfor gibi besin maddelerinin artmasiyla alg

cogalmasi sonucu olusan ekosistem bozulmasidir (Cift¢i Tiiretken vd., 2019).

Steril: Herhangi bir ortamda veya materyalde canli mikroorganizma bulunmamasi

durumudur (Brock Biology of Microorganisms, Madigan vd., 2009).

Toksik: Canli organizmalara zarar veren, biyolojik sistemlerin isleyisini bozan zehirli

maddelerdir (Bhakta vd., 2012).



IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE

Arastirmanin bu boliimiinde ¢alismanin problem durumu ve igerdigi kavramlar ele

almarak kuramsal ¢ergeve olusturulmustur. Literatiirde yer alan arastirmalara deginilmistir.

2.1. Bakterilerin Agir Metallerin Direncleri ve Diren¢ Mekanizmalar

Bakterilerin agir metallere tolerans gostermesi ve bu metalleri ¢esitli mekanizmalar
ile ortamdan uzaklagtirmaya yonelik gelistirdikleri stratejiler, mikrobiyal ekoloji ile gevre
biyoteknolojisi arastirmalarinin kesisim noktasinda onemli bir yer tutmaktadir. Agir
metaller, dogada bulunan elementler olmalarina ragmen, insan faaliyetlerinin artmasiyla
birlikte (sanayi, madencilik, kentsel atiklar vb.) sucul ortamlarda daha yiiksek yogunluklarda
birikmekte ve ekolojik dengenin bozulmasina yol agmaktadir. Mikroorganizmalar, 6zellikle
de bakteriler, sahip olduklar1 ¢ok yonlii adaptasyon mekanizmalar1 sayesinde yliksek
konsantrasyonlarda bulunan toksik metallerle basa c¢ikabilmekte, bu metallerin kimyasal
bicimini doniistiirerek (rediiksiyon, kompleks olusturma vb.) ya da hiicre duvari veya hiicre
dis1 eklemeler yoluyla baglayarak canli cevre i¢in gorece daha az zararli hale
getirebilmektedir. Dolayisiyla, agir metal kirliliginin  giderilmesinde bakterilerin
kullanilmasi, sadece maliyet etkin bir ¢6ziim sunmakla kalmamakta, ayn1 zamanda ¢evre
dostu bir yaklasim olarak da 6ne ¢ikmaktadir. Bu baglamda, Velasquez ve Dussan (2009)
tarafindan Kolombiya’dan elde edilen Bacillus sphaericus suglariin civa, bakir, demir ve
krom gibi metallere karsi gelistirdigi tolerans mekanizmalarina dair kapsamli veriler
sunulmustur. S6z konusu ¢alismada, bazi B. sphaericus izolasyonlarinin canli ve 06l
formlarinin karsilastirilmasi yapilmis ve krom elementinin biyolojik giderim kapasitesi her
iki formda da oldukga etkili sonuglar vermistir. Canli hiicreler kromun gideriminde yaklagik
%25 oraninda bir etki gosterirken, 6lii hiicrelerin %44,5 diizeyinde bir basariya ulagmasi, bu
tiirtin ¢cok yonlii kullanim potansiyeline isaret etmektedir. Ayni ¢alismada, bu bakterilerin
agir metalleri baglama ve biriktirme ozelliklerinin, agir metal kirliligiyle miicadelede

alternatif bir yol agabilecegi ileri siiriilmektedir.



Bakteriler, agir metal iyonlarini ¢esitli mekanizmalarla tolere edebilmektedir. Hiicre
duvarinin yiizeyinde bulunan teikoik asit ve lipopolisakkaritler araciligryla metal iyonlarinin
ylizeye tutunmasit veya hiicre i¢i enzimler tarafindan metal iyonlarinin indirgeyici
tepkimelerle daha az toksik hale doniistiiriilmesi, bu tiir mekanizmalarin baginda gelir.
Ozellikle Gram pozitif bakterilerde, kalin peptidoglikan tabakas1 metal iyonlarinin pasif
adsorpsiyonunda énemli bir rol oynayabilmektedir. Buna ek olarak, bakterilerin plazmitleri
veya kromozomlarinda tasidiklari metal direng genleri, metal iyonlarinin hiicre disina aktif
pompalanmasini saglayan protein kanallarin kodlanmasini igerir. Bdylece, hiicrenin igine
sizan toksik anyon ya da katyonlar pompalanarak dis ortama geri atilmakta ve hiicre iginde
birikim sonucu olusabilecek metabolik zararlardan kaginilmaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alisma,
bakterilerin toksik metallere direng saglarken ayni zamanda farkli metaller i¢in ortak direng
mekanizmalar1 da gelistirebildigini ve bu nedenle ¢oklu direng (multiple heavy metal

resistance) 0zelliginin sik¢a gdzlemlendigini gostermektedir.

Okeke (2008) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada Exiguobacterium sp. GSI susunun
krom (VI) giderimi konusunda yiiksek basar1 elde etmesi de bu c¢ergevede
degerlendirilmektedir. Arastirmada, bu bakterinin yiiksek tuz, genis sicaklik araligi ve
degisken pH kosullarinda stabil kaldigi ve Cr(VI)’y1 yiliksek verimle indirgeyebildigi
bildirilmistir. Bu bulgular, s6z konusu susun ¢ok yonlii bir metabolik adaptasyon yetenegine
sahip oldugunu gostermekte ve tuzluluk gibi stres faktorlerinin de yer aldigi endiistriyel
atiklarda dahi basarili sonuglar saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Exiguobacterium sp.
GSI susu 6rneginde oldugu gibi, bazi bakteriler sadece metallere degil, ayn1 zamanda diger
organik veya inorganik kirleticilere kars1 da direng sistemleri gelistirilmektedir. Bu durum,
bakterilerin dogal ekosistemlerdeki oynadigi kritik rollerden birini vurgular. Yiiksek
seviyede tolerans mekanizmalar1 ve genis bir ekolojik dagilima sahip olmasi, bakterilerin
ekosistem restorasyonunda kullanilabilirligini artirmaktadir. Agir metallere maruz kalma
durumlarinda goézlemlenen bakteri adaptasyonlar1 arasinda metal iyonlarmin inaktif
bicimlere doniistiiriilmesi de bulunur. Ornegin, Cr(VI) yiiksek oranda toksik ve kanserojen
bir bi¢im iken Cr(IIl) ¢ok daha diisiik toksik etkiye sahiptir. Bu doniisiimiin gerceklesmesi

icin bakteri hiicresinde c¢esitli rediiktaz enzimlerinin etkin olmasi gerekir.



Morales vd., (2007) kroma dayanikli mikroorganizmalar iizerine yaptiklar1 deneyler,
Streptomyces sp. CG252 susunun Cr (VI) giderimi esnasinda énemli bir diren¢ mekanizmasi
sergiledigini gostermistir. Aragtirmanin sonuglarina gore, Streptomyces sp. CG252, yiliksek
oranda krom iceren ortamlarda dahi biliylimesini kismen siirdiirmekte ve metalin
indirgenmesi hususunda c¢arpici bir potansiyele isaret etmektedir. Bu noktada, bakterinin
metabolik sistemi i¢indeki enzim veya proteinlerin Cr(VI)’y1 Cr(Ill)’e doniistiirdigl ve
boylelikle toksisiteyi azalttigi ileri stirilmektedir. S6z konusu c¢aligma, bakteri tiirlerinin
ekosistemlerde sadece kirleticiye direnmekle kalmayip, ayni zamanda kirliligin
azaltilmasmma da dogrudan katki saglayabildiklerini one c¢ikarir. Bu da bakterilerin
endiistriyel veya dogal ortamlarda yapilmaktadir kirlilik temizleme programlarina
entegrasyonunu degerli kilar. Singh ve Malaviya (2015), benzer bigimde, bir Bacillus
susunun deri sanayisi kaynakli atik sularda bulunan yiiksek krom konsantrasyonunu
giderebildigini gozlemlemistir. Deneylerde APBS5-3 izolati, 800 ppm diizeyindeki
Cr(VI)’ye direng sergileyebilmis, 72 saatlik bir siire¢ sonunda % 41,8 oraninda krom
giderimi saglamistir. Ayrica, ortamin pH degerinin 8,54’¢ kadar ylikselmesi, bakterinin
kromla etkilesimde bulundugu mekanizmaya 11k tutmaktadir. Ortam pH’sindaki bu artis,
muhtemelen metali baglayan veya metali indirgerken ac¢iga ¢ikan hidroksil iyonlarindan

kaynaklanmaktadir.

Deri endiistrisi atiklarinda bulunan kimyasallarin gesitliligi diistintildiiglinde, bir
bakterinin bu denli direng gosterebilmesi dnemli bir adaptasyon basarisidir. Yine benzer bir
arastirmada Pandey vd., (2015), deri endiistrisinden kaynaklanan atik arazilerde 600-750
mg/L diizeyinde krom igeren ortamlarda yiiksek direng sergileyen bakteri izolatlar1 tespit
etmis ve bu izolatlarin endiistriyel tesislerde uygulamaya konulabilecek potansiyel aday1
oldugunu vurgulamistir. Kroma direncliligin yani sira, diger agir metallere (6rnegin civa,
nikel, kadmiyum vb.) kars1 da ortak diren¢ mekanizmalar: sergileyen bakteriler bulundugu
bilinmektedir. Bu mikroorganizmalarin endistriyel kirlilikle miicadelede ¢ok yonli
kullanilabilmesi, biyoremidiasyon teknolojilerinin gelecegi agisindan umut vericidir.
Mikroorganizmalardaki agir metal diren¢ mekanizmalari; metal iyonlarmin hiicre duvarinda
pasif baglanmasi (adsorpsiyon), hiicre i¢inde enzimatik indirgeme veya kompleks haline
getirilmesi, metal iyonlarinin dis ortama aktif pompalanmasi veya metalin hiicre dig
ylizeyinde olusturulan ek zarf yapilariyla tutunmasi bi¢ciminde 6zetlenmektedir. Mevcut

literatiir, bu mekanizmalarin ¢cogu zaman bir arada calistifina ve bakterilerde cesitli plasmid



ya da kromozom kokenli genler araciligiyla bu 6zelliklerin aktarildigina isaret etmektedir.
Dolayisiyla, ¢evre kosullarinin gerekliliklerine goére bu mekanizmalar devreye girmekte veya
baskilanmaktadir. Kimi zaman metale duyarli suslardan baslayarak, ortama bagli mutasyon
ve gen transferi siiregleri ile hizli bir sekilde metal direngli popiilasyonlarin evrildigi de
gozlenmistir. Tiim bu Ornekler, bakterilerin dinamik ekosistemlerde ne kadar kritik bir rol
iistlendiginin ve kirlilikle miicadelede onlarin biyolojik giiciinden yararlanmanin ne kadar
etkili olabileceginin altim ¢izmektedir. Ozellikle Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi gibi
uluslararas1 deniz tasimacilifina acik, turizm ve balik¢ilik faaliyetlerinin yogun oldugu
bolgelerde bu tip dogal adaptasyonlarin kesfedilip karakterize edilmesi, ilerleyen siirecte
gergeklestirilmesi  diisliniilen  biyoremidiasyon c¢alismalarina 6nemli bir temel

olusturmaktadir.

2.2. Agir Metal Biyoremidiasyonu ve Bakterilerde Kirlilik Gideriminde

Kullanilmasi

Agir metallerin konvansiyonel aritma yontemleri ile sudan veya tortulardan tamamen
uzaklastirilmasi ¢cogu zaman yiiksek maliyetli ve ekolojik agidan sorunlu olabilmektedir.
Kimyasal ¢oktiirme, koagiilasyon-flokiilasyon, ters ozmoz, iyon degisimi veya membran
filtrasyonu gibi geleneksel yontemler belirli diizeyde basar1 saglasa da, yiliksek isletme
giderleri, camur bertarafi ve enerji tiilketimi gibi konularda sorunlar yaratabilmektedir.
Biyoremidiasyon, bu ¢ergcevede diisiik maliyet, ekolojik uyumluluk ve uygulanabilirlik
yoOnleriyle avantajli bir alternatif sunmaktadir. Bu yaklasim, bakteriler, mantarlar veya algler
gibi mikroorganizmalarin, ortamda bulunan metallerle kimyasal ve fiziksel etkilesime
girerek ya metali ¢okeltebildikleri, ya aktif olarak hiicre i¢ine alip doniistiirebildikleri ya da
hiicre duvarlarinda baglayabildikleri bir siirece dayanir. Velasquez ve Dussan (2009)
tarafindan ytiriitiilen ¢aligmalar, bu alandaki arastirmalarin yiiksek potansiyeline 6rnek teskil

etmektedir.

Aragtirmacilar, canli ve 6lii hiicre kullaniminin her ikisinin de metal adsorpsiyonu ve
biriktirmesi agisindan olumlu sonug¢ verdigini rapor etmislerdir. Canli hiicrelerin metabolik
aktivitesi sayesinde, metal indirgeme veya kompleks olusturma gibi ek siiregler devreye
girebilirken, 6li hiicrelerin ise hiicre duvarindaki bilesenler yoluyla yiiksek adsorpsiyon

kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda 6lii hiicrelerde metabolik enerji
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gereksinimi ortadan kalktig1 i¢in islem maliyeti daha az olmaktadir ve hiicre 6liim riskine
dair kaygilar s6z konusu olmadigindan saha uygulamalarinda pratik bir tercih olarak
degerlendirilmektedir. Benzer bicimde Okeke (2008), Exiguobacterium sp. GSI susunun
biyoremidiasyon olanaklarini arastirmis, bu susun tuzluluk, pH ve sicaklik bakimindan son
derece genis bir yelpazede aktif kaldigini géstermistir. Bu durum, endiistriyel atiklarda sik¢a
goriilen degisken kosullara uyum saglanmasini kolaylastirmaktadir. Herhangi bir kirleticiyi
parcalamak veya doniistiirmek i¢in kullanilan bakterinin, endiistriyel atiklarin igerdigi
ekstrem sartlarda yasamini siirdiirebilmesi gerekir. Exiguobacterium sp. GSI, yiiksek
tuzluluk ve sicaklik dalgalanmalarina ragmen Cr (VI)’y1 Cr (Ill)’e indirgeyebilmekte,
dolayisiyla hem g¢evre sagligina hem de nihai bertaraf siireclerine katki sunmaktadir. Bu sus,
metali sadece biinyesinde toplamakla kalmayip onu kimyasal olarak daha az toksik héale
getirdigi i¢in de 0zel bir 6neme sahiptir. Morales vd., (2007) calismasi, Streptomyces sp.
CG252 susunun kroma direnclilik bakimindan dikkate deger bir 6rnek teskil ettigini
gostermektedir. Streptomyces cinsi, genellikle antibiyotik iiretimi ile taninmaktadir ancak
ayni zamanda metal direnci ve biyoremidiasyon potansiyeli bakimindan da arastirmalarin
ilgisini ¢ekmektedir. Arastirmada, yiiksek Cr (VI) konsantrasyonlu ortamlarda dahi
biliylimeyi bir Ol¢iide koruyabildigi, hatta metal indirgeme mekanizmalariyla ortamdaki
kromun toksisitesini 6nemli ol¢ilide azalttig1 tespit edilmistir. Bu, sadece endiistriyel atiklarin
temizlenmesi i¢in degil, ayni1 zamanda tarimsal alanlarda, maden bdlgelerinde veya kentsel

atik sistemlerinde birikmis kroma yonelik miidahalelerde de yararl olabilecek bir 6zelliktir.

Singh ve Malaviya (2015) ise deri sanayi atiklarindan yola ¢ikarak Bacillus cinsi bir
bakterinin bu tiir kompleks atiklardaki kromu giderebilme kapasitesini gdstermislerdir.
Arastirmalarinda Bacillus APBS5-3 izolati, 72 saatlik siire zarfinda %41,8 giderim diizeyine
ulagsmis ve ortamin pH’sin1 8,54 diizeyine ¢ikararak metali ¢oktiirebilecek kosullar
olusturmustur. Deri sanayisi, kullanilan kimyasal maddeler, tuzlar ve agarticilar dolayisiyla
son derece karmasik yapida bir atik profili sergilemektedir. Bu nedenle, Bacillus susunun
boylesi kosullarda metal giderimi yapabilmesi, bakterinin ¢ok yonlii metabolik adaptasyon
becerisini ve biyoremidiasyon ¢aligmalarindaki 6nemini gostermektedir. Pandey vd., (2015)
da yine benzer sekilde deri endiistrisi atiklariyla kontamine olmus arazilerde, 600-750 mg/L
gibi oldukg¢a yiiksek krom yiikiiyle bas edebilen bakteri izolasyonlar1 elde etmislerdir. Bu
yliksek direng diizeyi, bakterilerin metal iyonlarini ya yiizeyde tutarak ya da hiicre i¢cinde

enzimatik tepkimelerle daha az toksik bigcimlere doniistiirerek sagladiklarini ortaya koyar.
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Dolayisiyla, bakterilerle yapilmaktadir agir metal temizleme siiregleri, konvansiyonel
yontemlere gore saha uygulamalarinda esneklik, diisiik maliyet ve ¢evresel siirdiiriilebilirlik
gibi avantajlar sunabilmektedir. Ayni ¢ergevede, deniz ortaminda gerceklesen bakteriyel
biyoremidiasyon calismalari da giderek artan bir ilgiyle takip edilmektedir. Ozellikle
tuzluluk, basing ve sicaklik dalgalanmalar1 gibi deniz sartlarinda yasayabilen bakteri
tiirlerinin, kiy1 ekosistemlerinde ortaya c¢ikan metal kirliligini gidermede oOnemli rol
oynamasi muhtemeldir. Velasquez ve Dussan (2009) calismasinda da belirtildigi iizere,
denizel kokenli Bacillus sphaericus ya da Pseudomonas putida gibi tiirlerin bazi suslari,
belirli metaller i¢in olduk¢a iyi bir aritim profili sergileyebilmektedir. Bununla birlikte,
bakterinin tiiriine gére metale olan tolerans diizeyleri onemli farkliliklar gosterir. Baz tiirler
bir metale direngli iken, diger metalde etkisiz kalabilmektedir. Bu nedenle, sahadan alinacak
orneklerde miimkiin oldugunca ¢ok sayida farkli bakteri susunun izolasyonu ve her birinin
farkli metallerdeki performanslarinin test edilmesi, en verimli biyoremidiasyon yaklasiminin

belirlenmesi bakimindan temel bir adimdir.

Ayrica, aragtirmacilar bu suslar1 genetik modifikasyon yontemleriyle daha da yiiksek
diizeyde metal giderimi yapabilecek hale getirebilmekte, enzim veya protein miithendisligi
vasitasiyla metalin indirgenmesi agsamasinda gorev alan enzimlerin ekspresyon seviyelerini
artirabilmektedir. Ackerley vd., (2004) ¢alismasi bu duruma 151k tutar. Pseudomonas putida
ve Escherichia coli’de var olan flavoproteinlerin kromat rediiktaz aktivitesi incelenmis ve
bu genlerin devreye alinmasi veya manipiile edilmesi sayesinde daha verimli Cr (VI)
indirgeme tepkimeleri gézlemlenmistir. Boylece, biyoteknolojik uygulamalarda bakterilerin
dogal kapasitelerinin artirilmast  hedeflenmektedir. Toparlamak gerekirse, 6nceki
arastirmalar, agir metallere direngli bakteri suslarinin dogadan izole edilebilecegini, bu
suslarin hem laboratuvar hem de endiistriyel 6l¢ekli ortamlarda metal kirliligini azaltmak
amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica, bakterilerin canli veya inaktif
formlarmin farkli yararlar1 olabildiginden, uygulama stratejileri duruma gore optimize
edilebilmektedir. Bu arastirmalar, okyanus ve deniz gibi tuzlu ekosistemlerde de varlik
gosteren suslarin  bulundugunu kanitlayarak biyoremidiasyon c¢aligmalarinin = kiy1

bolgelerinde veya agik denizlerde dahi basariyla gerceklestirilebilecegine isaret etmektedir.
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2.3. Marmara Denizi ve Canakkale Bogazinda Agir Metal

Marmara Denizi, Karadeniz ile Ege Denizi arasinda stratejik bir konumda
bulunmakta ve Istanbul Bogazi ile Canakkale Bogaz1 araciligiyla kiiresel deniz trafiginin
odak noktalarindan biri haline gelmektedir. Bu cografi yapi, bolgeye ulusal ve uluslararasi
tagimacilik faaliyetlerinin yani sira kentsel, endiistriyel ve tarimsal kaynakli kirlilik ytkii
getirmektedir. Cift¢i (2008) ve Giirtin (2008) tarafindan yapilan arastirmalar, Marmara
Denizi kiyisal alaninda (6zellikle Yenikapi-Yesilkdy hattinda) deniz suyu Orneklerindeki
fekal ve toplam koliform diizeylerinin ulusal ve uluslararast standartlarin tizerinde
seyrettigini gostermistir. Bu durum, bélgede yerlesik niifus yogunlugunun ve kentsel atik
sularin aritilmadan denize verilmesi sonucunda bakteri yiikiinilin yiikseldigine isaret eder.
Aymni sekilde, Altug ve calisma arkadaslarinin 2005-2007 yillart arasindaki galigmasinda,
aerobik heterotrofik bakteri diizeyinin Marmara Denizi’nde Kuzey Ege Denizi’'ne kiyasla
daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Cardak vd., 2016; Ciftci vd., 2019). Bu bulgular,
bakteriyel bollugun sadece kentsel atik yiikii ile ilgili olmayip, ayn1 zamanda bdlgenin
jeostratejik konumundan dolay1r gemi balast sularinin ve diger denizcilik faaliyetlerinin de
etkili olabilecegini ortaya koyar. Agir metal kirliligine iliskin veriler ise, Istanbul Bogazi’nda
yapilan caligmalarla biiylik Olgiide Ortlismekte ve kirlilik kaynaklarinin benzerligini

dogrulamaktadir.

Midye, karides, istiridye gibi indikator tiirlerde ve deniz sedimentlerinde yiiksek
diizeyde metal birikiminin tespit edildigi raporlar, Kut vd., (19990, Topcuoglu vd., (1990,
1992), Giiven vd., (1993), Sayg1 vd., (1994), Topcuoglu (1994) ve Topcuoglu vd., (2003)
tarafindan sunulmustur. Bu calismalar, Marmara Denizi ve Istanbul Bogazi cevresinde
kurulan c¢esitli endiistriyel tesislerin desarjlarinin, yogun niifuslu yerlesim yerlerinden
kaynaklanan evsel atiklarin ve gemi kaynakli atiklarin metal yiikiinii artirdigina dair
kapsamli bir resim ¢izmektedir. Bu metaller arasinda genellikle kursun (Pb), civa (Hg),
kadmiyum (Cd), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) 6ne c¢ikarken, kentsel atik sulardan dolay1 nikel
(Ni) ve krom (Cr) gibi diger metallere de rastlandig1 kayda gecmistir. Marmara Denizi ve
Canakkale Bogaz1 6zelinde, yliksek metal konsantrasyonlarinin ekosistem iizerinde ciddi
etkileri s6z konusudur. Metal kirliligi, bentik organizmalarin dokularinda birikerek trofik
seviyeler arasinda biyo-¢ogalma (bioaccumulation) ve biyobirikim (biomagnification)

yoluyla insan dahil iist tiiketici konumundaki canlilarin biinyesine kadar ilerleyebilmektedir.
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Bu siireg, besin zincirini ve deniz iriinleri ile ge¢imini saglayan toplumlar1 yakindan

ilgilendirir.

Agir metallerin toksisitesi ve potansiyel kanserojen etkileri diistintildiiglinde,
kirliligin kontrol altina alinmasi ve uzun vadeli ¢éziimler iiretilmesi, bolge sagligi agisindan
onemli bir glindem maddesi haline gelmektedir. Bakterilerin dogrudan su kolonunda veya
tortularda bulunarak agir metal birikimini ve toksisitesini azaltma potansiyeli, bu
ekosistemlerin siirdiiriilebilirliginin korunmasi i¢in bir firsat yaratmaktadir. Canakkale
Bogazi’nda benzer kirlilik bulgular1 rapor edilmekle birlikte, bolgeye 6zgii kapsamli ve
coklu metal direng testlerine tabi tutulan bakteri isolatlarin1 derinlemesine inceleyen ¢alisma
sayist heniiz sinirhdir. Oysaki Canakkale Bogazi, Ege Denizi’ne ¢ikis noktast olmasi
bakimindan hem ekosistem ¢esitliligi hem de balik¢ilik potansiyeli agisindan biiyiik 6neme
sahiptir. Bu baglamda, bolgedeki bakterilerin metal direng profillerinin anlasilmasi, kirlilik
kaynaklarinin takibi ve biyoremidiasyon yaklasimi olusturulmasi noktasinda hayati veriler
sunmaktadir. Dolayisiyla, Marmara Denizi’nin genel kirlilik sorunu ile birlikte Canakkale
Bogazi’nin durumu, agir metaller dahil pek ¢ok kirletici etmen gz dntinde bulundurularak
degerlendirildiginde, bdlgede yapilacak ayrintili mikrobiyolojik ve ekotoksikolojik
arastirmalarin 6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir. Arastirmalar, bu kiy1 ekosistemlerinde
bulunan bakteriler arasinda agir metallere direngli ve hatta ¢oklu metale direng gosteren tiir
veya suslarin mevcut olabilecegini, bu suslarin da biyoremidiasyon projelerinde
faydalanilabilecek dogal birer aritma ajani haline gelebilecegini savunmaktadir. Bu
baglamda, Canakkale Bogazi’'ndan izole edilecek bakteri suslarimin ¢ok yonli
degerlendirilmesi, metal kirliligini azaltma, ekosistem kalitesini iyilestirme ve benzeri

alanlarda yeni ufuklar agacaktir.

2.4. Cok Yonlii Mikrobiyal Yontemle Metal Giderimi

Bakterilerin agir metalleri gidermeye yonelik stratejileri, pasif adsorpsiyondan aktif
mekanizmalara, hiicre dist polimerik maddeler iiretiminden hiicre i¢i metal depo proteinleri
sentezine kadar uzanan genis bir yelpazede incelenmektedir. Pasif adsorpsiyon, genellikle
metabolik enerji gerektirmeden, hiicre yiizeyinde bulunan negatif yiiklii gruplarin metal
iyonlartyla etkilesimi sonucu gergeklesir. Ote yandan aktif mekanizmalar, hiicre icinde yer

alan enzimlerin kullanimi veya membran proteinlerinin calismasiyla metal iyonunun
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dontstiiriilmesi ya da disar1 pompalanmasi biciminde goriilmektedir. Okeke (2008)
tarafindan vurgulanan Exiguobacterium sp. GSI 6rnegi, tuzluluk ve genis pH araliklarinda
da faaliyet gdstermesiyle bu mekanizmalarin zorlu ortamlarda dahi etkin olabilecegini ortaya
koymustur. Ortamin tuzluluk oran1 veya pH degeri yiikseldik¢e, metal iyonlarinin kimyasal
0zelligi degisebilmekte ve bazi durumlarda iyon formu daha kararli veya daha ugucu bir hale
dontismektedir. Bakterinin direng mekanizmalari, bu degisimlere ragmen calisabiliyorsa,
dolayisiyla bakterinin g¢esitli ekstrem kosullarda da metal giderimi yapabilmesi miimkiin
olmaktadir. Bu, biyoremidiasyon uygulamalarinin ¢esitliligini artirmaktadir. Yapilan bircok
arastirma, agir metal iceren endiistriyel atiklarin, madencilik atik sularinin veya kentsel
atitksu aritma c¢amurlarinin aritilmasi sirasinda bakteriyel topluluklarin dogal olarak
secildigini ve bu topluluklar icinde yiiksek direngli suslarin baskin hale geldigini
gostermistir. Boyle durumlarda, bakterilerin olusturdugu mikrobiyal konsorsiyumlarin bir
arada caligarak farkli metallerin gideriminde daha etkin sonuglar elde ettigi bildirilmistir.
Ornegin, bazi suslar krom indirgeme potansiyeline sahipken, diger suslar kadmiyum veya
kursuna odaklanan bir adsorpsiyon mekanizmasina sahip olmaktadir ve bu sekilde bir
konsorsiyumla birden fazla kirleticinin ayni anda giderilmesi saglanmaktadir. Kimi
durumlarda, bakteri hiicresinin dis zar1 ve hiicre duvari, metal iyonlarini tutan primer bariyer
olarak islev goriir. Bu asamada, hiicre yiizeyinde yer alan karboksil, fosfat ve amino grubu
gibi fonksiyonel gruplar, metal iyonlar1 ile kimyasal baglar olusturabilmektedir. Metal
iyonu, ylizeye baglandiktan sonra hiicre i¢i enzimler devreye girip metali daha az toksik bir
oksidasyon durumuna g¢evirmektedir. Morales ve vd. (2007) kroma dayanikli Streptomyces
sp. CG252 orneginde metal iyonunun hiicre ylizeyinde tutuldugu ve akabinde aktif
rediiksiyon ile Cr (VI)’dan Cr (III)’e ge¢is saglandigina isaret etmistir. Bu mekanizma hem
adsorpsiyonu hem de kimyasal indirgemeyi icermesi bakimindan kapsamlidir. Sadece
kromla sinirli kalmayan bu tip ¢oklu siiregler, diger pek ¢ok metal i¢in de benzer bicimde
goriilebilmektedir. Singh ve Malaviya (2015) tarafindan ifade edilen Bacillus susu APBS5-
3, aslen deri endiistrisi atiklarindaki yiiksek Cr (VI) konsantrasyonunu gidermek {izere test
edilmis olsada, boyle suslarin ayn1 zamanda nikel veya kadmiyum i¢in de kismen etkili
olabilecegi bilinmektedir. Dolayisiyla, mikroorganizma temelli aritma teknolojilerinin
gercege donlistiiriilmesi sathasinda, tek bir tiir yerine ¢oklu tiirlerden olusan bir mikrobiyal
konsorsiyumdan yararlanmak siklikla tercih edilmektedir. Saha uygulamalarinda, birden

fazla metali ayn1 anda gidermek, endiistriyel atiklarin dogasinda bulunan karmasik kirlilik
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profiline daha uygun ¢oziimler saglamaktadir. Ayrica, biyofilm olusumu da onemli bir

etmendir.

Baz1 bakteriler, yogun polisakkarit matriksleri iireterek yiizeylere tutunur ve metal
iyonlarmi bir tiir dogal filtre gibi tutmaktadir. Bu nedenle, biyofilm bazli reaktor sistemleri
kentsel ve endistriyel aritma tesislerinde kullanilmakta ve aritma veriminin
yiikseltilmesinde etkili sonuglar vermektedir. Biyofilmdeki bakteri hiicreleri, yogun bir
matris i¢inde korunur, hiicreler arasi etkilesimlerle metabolik is birligi yapar. Neticede, metal
iyonlarmi tutan ve onlar1 daha az toksik bigime doniistiiren karmagik mekanizmalar devreye
girer. Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi’ nda hem agik deniz hem de kiy1
ekosistemlerinde bu tip topluluklarin olusma potansiyeli oldukg¢a yiiksektir. Su kolonundaki
planktonik bakterilerin yani sira, sedimente tutunan veya suyun ylizey katmanlarinda
biyofilm olusturma egiliminde olan bakteriler de agir metal kirliliginin gideriminde énemli
rol oynamaktadir. Ayrica, gemi kaynakli balast sularinin bosaltilmasiyla disaridan gelen
bakteri tiirlerinin de yerel ekosistemde kalic1 hale gelme ihtimali bulunmaktadir. Bu gdgmen
bakterilerin, uyum saglayabilmeleri halinde, ¢esitli metallerde zaten dnceden kazandiklari
diren¢ Ozelligini yerel popiilasyonlara aktarabilecekleri diisiiniilmektedir. Tim bu
dinamikler, bolge ekosistemini bir mikrobiyal cesitlilik ve adaptasyon alani haline
getirmektedir. Okeke (2008) tarafindan dile getirilen Exiguobacterium sp. GSI gibi
ekstremofilik veya ekstremotolerant tiirlerin, bu tip karmasik ortamlarda metal direng
sistemlerini koruyabilmeleri olduke¢a dikkat ¢ekicidir. Bu sus, sadece yiiksek tuzluluk degil,
ayni zamanda yiiksek sicaklik ve genis pH araligi gibi stres unsurlarina da uyum
saglayabilmektedir. Bu, bakterinin genetik diizeyde coklu stres yanitt verdigini ve
muhtemelen metal direng genlerini de bu global stres yaniti gercevesinde diizenledigini
diisiindiiriir.  Benzer sekilde, endiistriyel alanlarda asir1 sicaklik, pH veya toksik
kimyasallarla karsilagan bakterilerin, agir metal gibi farkli kirleticilere de direng gelistirmesi
sasirtict degildir. Mikroorganizmalar arasindaki yatay gen transferi mekanizmalar1 da direng

genlerinin suslar arasinda hizlica yayilmasina olanak tanir ve evrimi hizlandirir.

Marmara Denizi ve Canakkale Bogaz1 gibi ¢esitli kirlilik kaynaklarini biinyesinde
barindiran ekosistemlerde gerek tuzluluk diizeyinin farklilig1 gerek atik yiikiiniin mevsimsel
degiskenligi gerekse gemi trafigiyle gelen farkli mikrobiyal tiirlerin varligi, ¢cok yonlii bir

mikrobiyal c¢esitlilige ortam hazirlamaktadir. Bu cesitlilik igerisinde, genellikle metal
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direngli suslarin da 6nemli oranlarda bulunmasi beklenmektedir. Dolayisiyla, bu bolgelerden
izole edilen bakteri suslari, endiistriyel uygulamalarda kullanilmak iizere seg¢ilmis sus
havuzuna degerli katkilar sunmaktadir. lerleyen donemlerde, genetik miidahalelerle metal
rediiksiyon veya adsorpsiyon aktivitesi daha da gii¢clendirilmis suslarin olusturulmast
giindeme gelmektedir. S6z konusu ¢alismalar, metalin yan1 sira organik toksik bilesiklerin
(6rnegin petrol tlirevleri, pestisitler) ayni anda giderilmesi i¢in mikrobiyal konsorsiyumlarin
tasarlanmasina kadar uzanan bir bilimsel cerceve olusturur. Ackerley ve vd. (2004)
tarafindan gerceklestirilen flavoprotein odakli calisma, bu tiir yaklagimlara ornek
olusturmaktadir. Bakterilerde dogal olarak bulunan flavoproteinlerin kromat rediiksiyonuna
katki sagladigi, bu genlerin aktiflestirilmesi veya asir1 ekspresyonunun, Cr(VI)’nin
giderilmesinde bariz bir artisla sonuglanabilecegi gosterilmistir. Boyle bir genetik
diizenleme, gelecek vadeden biyoreaktor tasarimlarinda “giiglendirilmis” mikrobiyal
suslarin kullanilmasinin 6niinii acar. Marmara Denizi ve Canakkale Bogaz1 ekosistemi s6z
konusu oldugunda, bu ekosistemden elde edilen yerli izolatlar {izerinde benzer ¢aligmalar
ylriitilmesi hem yerli endiistrilerde hem de uluslararasi 6l¢ekte sorun teskil eden metal

kirliligi problemine 6zgiin ¢oziimler gelistirmeyi miimkiin kilmaktadir.

2.5. Deniz Kirliligine Bakteri Uygulamalarimin Gelecegi ve Yayginlastirma

Potansiyeli

Agir metal kirliliginin yonetimi, giiniimiizde pek cok iilkenin ¢evre politikalarinda
kritik bir mesele olarak ele alinmaktadir. Kimyasal veya fiziksel yontemlerle kirliligi
giderme girisimleri, siklikla yiiksek maliyet, ikincil atik olusumu ve ekolojik dengeye
miidahale gibi sorunlarla kars1 karsiya kalmaktadir. Buna mukabil, biyolojik aritma
teknikleri, daha siirdiiriilebilir ve ¢evreyle uyumlu ¢oziimler sunmayi1 hedeflemektedir.
Bakteri temelli teknolojilerin son yillarda ivme kazanmasi da bu nedenle sasirtic1 degildir.
Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi, Tiirkiye’nin ve hatta diinyanin 6nemli su yollarindan
biridir. Bolgedeki gemi trafigi, sanayi faaliyetleri, kentsel niifus yogunlugu ve tarimsal
desarjlar, su ekosisteminde pek ¢ok kirlilik parametresini gbzle goriiliir hile getirmistir.
Kirletici yiikiiniin fazlalig1 ise, uzun vadede ekonomik ve ekolojik kayiplara sebebiyet
vermektedir. Bu nedenle, yapilan her yeni calisma, agir metallerin ve diger kirleticilerin
giderilmesi i¢in hem koruyucu 6nlemler hem de hasar giderici uygulamalar gelistirmeye

odaklanmaktadir. Canakkale Bogazi’'nda veya Marmara Denizi genelinde yiiriitiilecek
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kapsamli mikrobiyal izolasyon ve tarama ¢alismalari, direngli bakteri suslarmin
tanimlanmas1 ve bunlarin hangi metallerde daha basarili oldugu gibi sorulara yanit
vermektedir. Elde edilen suslarin endiistriyel Olgekte kullanilabilirligi test edildiginde,
aritma tesislerine veya biyoreaktdrlere entegre edilmeleri giindeme gelmektedir. Ozellikle
deri, tekstil, metal kaplama, kimyasal iiretim gibi sektorlerin yogun oldugu bolgelerde agir
metaller, atik sularda temel kirlilik unsurlar1 arasindadir. Bunlarin giderimi, konvansiyonel
sistemler ile basarilmaya calisilirken, genellikle aritma tesislerinin aritma ¢camurunda biriken
metallerin bertarafi da ayr1 bir mesele haline gelir. Bakteri bazli biyoremidiasyon sistemleri,
uygun bir tasarim ile atik su i¢inde ¢Oziinmiis veya askida halde bulunan metal iyonlarini,
hiicre duvarina baglamak veya enzimatik reaksiyonlarla ¢oktiirerek ortamdan uzaklastirmak
icin olanak tanir. Bu sirada olusan bakteri-metal camuru, daha az tehlikeli sinifa girmektedir
veya geri doniistiirme stratejileriyle metalin geri kazanimi bile miimkiindiir. Boylelikle
dongiisel ekonomi anlayisina da katkida bulunulmaktadir. Benzer sekilde, tarimsal sulak
alanlarda da agir metal kirliligi sik¢a rastlanan bir durumdur. Ozellikle giibre veya pestisit
kullanimi1 gibi uygulamalardan kaynaklanan metaller topraga, oradan da yer alt1 ve yiizey
sularina karismaktadir. Bu noktada, metal direngli bakterilerin toprak veya sulak alan
filtrasyon sistemlerine entegre edilmesi, kirliligin yayilmasini engellemektedir. Tiim bu
potansiyeller, gelecekte daha biiyiikk Olgekli pilot uygulamalarla test edilmeli ve
degerlendirilmelidir. Gemicilik faaliyetlerinden kaynaklanan kirleticiler de ayr1 bir sorun
teskil etmektedir. Balast sularinin bosaltilmasi, deniz ortamina yabanci bakteri tiirlerinin
girmesine yol acarken, ayni zamanda agir metal igeriginin de artmasina sebebiyet
verebilmektedir. Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi, bu tiir girislerin sik¢a yasandigi
giizergahlardan biridir. Yerel yonetimler ve uluslararast denizcilik otoriteleri, balast
sularinin aritilmast veya degistirilmesi gibi prosediirler uygulasalar da, kirliligin tamamen

oniline gegmek zordur.

Metal direngli bakterilerin balast suyu aritma sistemlerinde kullanilmasi, bilhassa
giincel arastirma konularindandir. Gemi i¢inde kurulacak kiigiik 6lgekli biyoreaktorlerde ya
da liman tesislerinde olusturulacak havuz sistemlerinde bu bakteri suslarinin yardimiyla
balast suyu metal yiikii minimize edilerek denize desarj edilmektedir. Ozellikle Okeke
(2008), Velasquez ve Dussan (2009), Singh ve Malaviya (2015) gibi aragtirmacilarin ortaya
koydugu suslarin benzeri, denizel kosullara daha iyi uyum saglamak adina modifiye

edilmektedir. Bu sekilde global deniz tasimaciligi kaynakli kirliligin azalmasina katki

18



sunulmasi, c¢evresel siirdiiriilebilirlik acgisindan biiyiik 6nem tasir. Ackerley vd., (2004)
gergeklestirdigi genetik miidahaleler, bakterilerin spesifik enzim aktivitelerini artirarak
metal rediiksiyon kapasitesini maksimize edebilecegimizi gostermektedir. Giiniimiizde
CRISPR/Cas9 gibi ileri genetik diizenleme teknolojileri, bakterilerin genomunda hedeflenen
diizenlemelerin kolayca yapilmasina imkan tanimaktadir. Boylelikle, 6rnegin Cr(VI)’y1
Cr(Ill)’e doniistiiren enzimlerin ekspresyonu artirilabilir ya da metal baglayici yiizey
proteinleri ¢ogaltilmaktadir. Gelecekte, tiim bu uygulamalarla entegre edilen bakteri temelli
atiksu aritma tesislerinin yayginlagsmasi ve metal kirliligini mevcut diizeye kiyasla biiyiik
oranda azaltmasi Ongoriilmektedir. Ancak, saha uygulamalarinda bazi zorluklar da
bulunmaktadir. Bakterilerin ortamda tutunmasi, metabolik aktivitenin siirekliligi, diger
mikrobiyal veya kimyasal faktorlerle rekabet, su sicakliginin ve tuzlulugunun siirekli
dalgalanmasi gibi parametreler, aritma performansini etkilemektedir. Ayrica, bakterilerin
kullanildig1 sistemlerde biyokiitle yonetimi de Onemlidir. Metal ile doygun hale gelen
bakteriler, belli bir siire sonra aritma kapasitesini yitirir ve sistem disina alinmasi gerekir. Bu

asamada, bakterilerin tasidig1 metalin geri kazanimi veya giivenli bertarafi planlanmalidir.

Tiim bu asamalar, aslinda biyoremidiasyon uygulamasinin teknik fizibilitesini ve
maliyetini belirlemektedir. Dolayisiyla, her ne kadar diisiik maliyetli ve ¢cevreci bir yaklagim
olsada, biyoremidiasyon teknolojilerinin tasarimi ve isletilmesi, ciddi miihendislik ve
bilimsel bilgi birikimini gerektirir. Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi ekosistemlerinde
yapilacak ileri caligmalar, bu zorluklara bolgesel ¢oziimler getirebilme potansiyeli
tasimaktadir. Ornegin, yerel 1s1, tuzluluk, pH ve diger kimyasal parametreleri dikkate alan
pilot dlgekte biyoreaktor denemeleri, sahada optimum kosullarin nasil saglanacagini ortaya
koymaktadir. Bunun sonucu olarak gelistirilecek aritma modelleri, iilke genelinde ve hatta
uluslararas1 olgekte deniz kirliliginin giderilmesinde referans teskil etmektedir. Yerel
izolatlarin, adapte olduklar1 ekosistemde daha basarili olma ihtimali yiiksektir ve dogaya
salindiklarinda istilaci bir tiir olmamalar1 veya beklenmedik ekolojik sonuglar
dogurmamalar1 avantaj saglar. Ote yandan, ithal veya laboratuvar kokenli genetik olarak
modifiye edilmis suslarin ekosisteme salinmasinin da yasal ve etik boyutlar1 vardir. Bu
baglamda, yerli izolatlarin arastirilmasi ve gelistirilmesi, hem diizenleyici kurumlarin onay
stireclerini kolaylastirabilir hem de ekolojik uyumlulugu artirmaktadir. Sonug itibariyla
gerek ulusal gerekse uluslararasi platformlarda deniz kirliligiyle miicadele kapsaminda

bakteri temelli uygulamalarin gelecekte daha ¢ok benimsenmesi beklenmektedir. Asiri
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kirlilik yiikii bulunan alanlarda, geleneksel yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda,
bakterilerin adaptasyon giiclinden ve biyokimyasal mekanizmalarindan yararlanilmasi,
kirliligin azaltilmasinda kilit rol oynayacaktir. Bu anlamda, Marmara Denizi ve Canakkale
Bogaz1 gibi sosyoekonomik agidan degerli sucul ortamlarin korunmasi ve siirdiiriilebilir
yOnetimi i¢in bakteriyel biyoremidiasyon stratejilerinin uygulanmasi, ileri arastirmalar ve

uygulamalar acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL YONTEMIi

3.1. Calisma istasyonlar1 ve Orneklerin Alinmasi

Canakkale Bogazi’nda izole edilen 6rnekleme noktalar1 Canakkale Marmara Denizi
girisi, Canakkale Bogazi Marmara Deniz ¢ikis1 ve bogazin orta noktasini kapsayan alanda
secilmistir. Ornekleme alam1 Canakkale Ili giineyinde Kiiciikkuyu mevkii ile Canakkale

Bogaz girisi Gelibolu-Lapseki dahil olmak mevkiinde segilen noktalar1 kapsamayacaktir.

Bakteri izolasyonu i¢in toplam 156 adet yiizey suyu (0-30 cm) Ornegi aseptik
sartlarda (Anon.1996) alinarak orneklerinin ayni1 giin soguk zinciri ile ayni1 giin analize
alinmustir (EPA 2006, APHA 1998). Orneklemeler Canakkale ili giineyinde Kiigiikkuyu ile
baslayarak sirastyla Canakkale Bogazi girisi Gelibolu — Lapseki ve Gok¢eada —Bozcada

dahil olmak iizere 13 istasyondan alinmistir (Sekil 1 ve Tablo 1).

Aylik olarak Kasim 2022- Ekim 2023 tarihleri arasinda 0-30 cm yiizeyden alinan

deniz suyu 6rnekleri yapilmistir.

40.5°N

39.5°N

25.5°E

Sekil 1. Caligma alan1
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Tablo 1

Calisma alanindaki 6rnekleme istasyon adlar1

Istasyonlar Bolge Ist

Kiiclikkuyu Liman onii Kii¢iik kuyu KU
Ayvacik Assos Antik Liman Onii Ayvacik AY
Geyikli Odunluk Iskelesi Ezine EZ
Intepe Merkez Genglik kampi CG
Dardanos Merkez Plaj1 Ci

Kepez Belediye Halk Plaj1 CK
Canakkale Belediye Halk Plaj1 Canakkale Merkez CH
Gelibolu-Hamzakoy Plaj1 GH
Ecebat- Kabatepe Orman Kampi Gelibolu GE
Biga -Kemer Halk Plaj1 Biga Bi

Lapseki Halk Plaj Lapseki LP

Bozcaada Bozcaada BO
Gokgeada- kalekdy Gokceada GO

3.2. Veri Toplama Teknikleri
3.2.1. Bakteriyolojik Analizler
indikatér Bakteri Tayini

100 ml deniz suyu Ornegi steril olarak hazirlanmis fosfat tamponlu distile su ile
maksimum 10-4 seyreltme yapildiktan sonra, vakum pompasina bagh filtre cihazina
(Sartorius) aseptik olarak yerlestirilmis, 0.45 pm por ¢aphl seliiloz membran filtrelerden
stiziilerek, 3 ml steril distile su ile 1slatilmis hazir dehidre besiyerlerine hava kabarcigi

kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Her 6rnek ii¢ tekrarl olarak siiziilmiistiir.
Besiyeri olarak fekal koliform bakteri analizi i¢cin, m-FC-NKS (Sartorius), total koliform

grubu bakteri analizi i¢in Endo-NKS (Sartorius), enterokok bakteri grubu analizi i¢in m-

Azide-NKS (Sartorius) nutrient ped sistemleri kullanilmistir.
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Filtre yerlestirilen petri kutular1 fekal koliform i¢in 44,5 + 0,1 °C’de 24 saat, total

koliform ve enterokok grubu bakteriler i¢cin 37 + 0,1 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

m-FC-NKS besiyerinde iireyen mavi koloniler fekal koliform bakteri siipheli, m-Endo-NKS
besiyerinde iireyen sar1 yesil metalik parlaklikta ve pembe kirmizi renkte iireyen bakteri
kolonileri koliform siipheli, Azide-NKS besiyerinde iireyen pembe, kirmizidan kirmizimsi
kahverengine degisen renklerde iireyen bakteri kolonileri enterokok silipheli olarak

degerlendirilmisglerdir.

Gram boyama yontemiyle incelenen ve Gram negatif oldugu tespit edilen koloniler
saf kiiltire alinmistir. Koliform silipheli kolonilere sitokrom oksidaz testi (BioMereux)
yapilmig, oksidaz negatif koloniler sayisal degerlendirmeye alinmistir. Fekal koliform

stipheli kolonilere sitokrom oksidaz (BioMereux) ve indol (HIMEDIA) testi yapilmuistir.

Oksidaz ve indol negatif sonug¢ veren koloniler koliform bakteriler olarak
degerlendirilmistir. Oksidaz negatif, indol pozitif sonu¢ veren koloniler fekal koliform
olarak degerlendirilmis ve sayisal tanimlamalart KOB/100 ml (100 ml deniz suyunda koloni
olusturan birim) olarak ii¢ tekrarin ortalamasi alinarak yapilmis, sonuclar ii¢ Ornegin

ortalama degerleri hesaplanarak 6zetlenmistir (APHA, 1998).
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Toplam Heterotrofik Aerobik Bakteri (HAB) Diizeyleri

Deniz suyu drneklerinin steril olarak hazirlanmig fosfat tamponlu distile su ile 10’
ya kadar seri dillisyonlar1 hazirlanmis, yilizeyi kurutulmus Marine Agar (Difco 2216)
besiyerinin yiizeyine mikropipet ile 0,1 ml dokiilerek steril drigalski ¢gubugu yardimi ile
yayilmistir (Sekil 3).

Petri kaplar1 22 °C’de inkiibe edilmistir. 24 saat araliklarla kontrol edilen plaklarda
72 saat sonrasinda gelisen koloniler sayilmis ve ii¢ paralel ekimin sonucunun ortalamalari
standart sapmalari ile birlikte 100 ml deniz suyunda kiiltiir edilebilen heterotrofik mezofilik
aerobik bakteri diizeyi olarak kaydedilmistir (Austin, 1988).
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Sekil 3. Endo ve Marine Agar besiyerlerinde iireme sonrasi bakteri izolatlar

3.2.2. Bakteri Tiir Teshisi

Deniz suyu 6rneklerinden Marine Agar besiyerine yapilan ekimler sonucunda gelisen
bakteriyel koloniler, mikroskobik morfolojileri dikkate alinarak tek tek secilmis,
saflagtirilarak izole edilmistir. Bu izolatlardan, tanimlama islemlerinde kullanilmak iizere 18
saatlik taze saf kiiltiirler hazirlanmigtir. Tiir tayini ve metabolik 6zelliklerin belirlenmesinde
VITEK 2 Compact 30 (bioMérieux, Fransa) adli tam otomatik mikroorganizma tanimlama

cihazi kullanilmistir.

VITEK 2 sistemi, klinik ve ¢evresel mikrobiyoloji alanlarinda yaygin olarak
kullanilan, giivenilirligi yliksek bir cihazdir. Sistem; bakterilerin biyokimyasal profilleri,
enzimatik aktiviteleri ve karbon kaynaklarini kullanma kapasiteleri gibi ¢esitli metabolik
ozelliklerine dayali olarak tanimlama yapar. Bu islemi, igerisinde 64 kuyucuk bulunan

kolorimetrik reaktif kartlar araciligiyla gerceklestirir. Her kuyucuk, spesifik bir substrat
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igerir ve bakterilerin bu substratlarla girdigi reaksiyonlara gore renk degisimi meydana gelir.

Bu renk degisimleri, cihaz tarafindan optik olarak algilanarak degerlendirilir.

Sistem, bakterilerin asit iiretimi (asidifikasyon), baz liretimi (alkalinizasyon), enzim
hidrolizi, karbonhidrat fermentasyonu ve bazi inhibitor maddelere karsi direng gibi
biyokimyasal 6zelliklerini degerlendirir. Cihaz tarafindan saglanan standart oksijen transferi
ve sabit inkiibasyon kosullari, testlerin giivenilirligini artirir. Kartlarin barkodlari; kart tipi,
iiretim tarihi ve son kullanma tarihi gibi bilgileri icerir ve cihaz tarafindan otomatik olarak

taninir.

Gram boyama ile elde edilen Gram karakterine ve bakterinin morfolojik 6zelliklerine

gore asagidaki kart tiirleri segilir:

GN Kkartlar: Gram-negatif fermentatif ve non-fermentatif basiller,

GP kartlar: Gram-pozitif koklar ve spor olusturmayan basiller,

BCL kartlar: Gram-pozitif sporlu basiller,

YST kartlar: Maya ve benzeri okaryotik mikroorganizmalar.

Kartlarin igerigi ve substrat sayisi kart tiiriine gore farklilik gostermektedir:

GN Kkartlar: 48 test substrati

GP kartlar: 43 test substrati

BCL kartlar: 46 test substrati

Inokiilasyon islemi dncesinde bakterilerin uygun besiyerlerinde yeterli yogunlukta
cogaltilmasi gerekir. Elde edilen kiiltlirlerin yas1 (18 saat), inkiibasyon kosullar1 ve tiirbidite

(bulaniklik) diizeyi cihazin ¢alismasi agisindan kritik dneme sahiptir. Tiirbidite ayarlamalari

su sekilde yapilir:
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GN ve GP kartlar i¢in: 0.50-0.63 McFarland

BCL kartlar i¢in: 1.80-2.20 McFarland

Bu amagla, 0.45-0.50% NaCl iceren (pH 4.5-7.0) steril ¢ozeltiden 3.0 mL alinarak
12x75 mm ebatlarinda seffaf plastik (polistiren) tiiplere aktarilmistir. Bakteri
siispansiyonlari, bu tiiplerde uygun bulaniklik seviyesine getirilmis ve ardindan kartlara

inokiile edilmistir.

Kartlarin inkiibasyon siiresi yaklasik 18—24 saat olup, kart tipine gore tanimlama

stiresi farklilik gostermektedir:

GP kartlar: Ortalama 8 saat

GN kartlar: Ortalama 10 saat

BCL kartlar: Ortalama 14 saat

Inkiibasyon siiresi sonunda, her test substratinda meydana gelen renk degisimi optik
sistemle Ol¢iiliir ve her bir kuyucuk i¢in sonuglar (+), (-), (+/-) seklinde belirlenir. Parantez
icindeki sonuglar, zayif reaksiyonlari ifade eder ve sistem tarafindan ek dogrulama

gerekebilecegi seklinde yorumlanir.

Cihazin i¢inde yer alan giincellenebilir referans veritabani, reaksiyon profillerini
analiz ederek mikroorganizmanin cins ve tiir diizeyinde tanimlanmasimi saglar. Bu
tanimlama, genellikle belirli bir giiven yiizdesi (%ID) ile birlikte raporlanir. Giiven ylizdesi,
tanimlamanin dogrulugu hakkinda bilgi verir ve kullaniciya gerekirse alternatif veya ek

testler yapma imkani sunar.

Bu calisma kapsaminda, deniz suyundan izole edilen cevresel bakterilerin
tanimlanmasinda VITEK 2 Compact 30 cihazinin kullanilmasi; hizli, giivenilir ve
standardize bir yontem olarak cevresel mikrobiyoloji calismalarinda 6nemli avantajlar

saglamaktadir. Elde edilen veriler hem bakteri ¢esitliliginin belirlenmesi hem de olasi
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patojen tiirlerin tespiti acisindan degerlidir. Calisma da kullanilan test substratlarinin
detaylar1 ve reaksiyon profilleri Tablo 1, Tablo 2 ve Tablo 3’te sunulmustur (Pincus, 2005;
Cardak vd., 2014).

3.2.3. Bakteri izolasyonu

Oncelikle, Marine Agar, m-FC ve m-Endo gibi besiyerlerinde inkiibasyon sonrasinda
gelisen kolonilerin morfolojik 6zellikleri kaydedilerek Gram boyama yapilmistir (Harley ve
Prescott, 1999). Gram negatif ¢omaklar tespit edildiginde, kolonilerin sitokrom oksidaz
aktivitesi test edilmistir. Bu amacla, filtre kagidina damlatilan %1’lik dimetil-p-
fenilendiamin hidroklorid soliisyonuna (filtre kagidinin maviye boyanmamis oldugundan
emin olunarak) steril 6ze yardimiyla koloniden alinan numune yayilmis; 10 saniye i¢inde
mavi renk olusumu gozlemlendiginde sonug oksidaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Gram
negatif tanisi alan suslar, 18 saatlik Lauryl Siilfat Broth (LSB) zenginlestirme agamasinin
ardindan Nutrient agar ve Endo agar ortamlarina pasaj edilmistir (Bergey’s Manual of

Systematic Bacteriology, 2007; Bekar, 1997; Hitchins, 1992).

Deniz suyu Orneklerinden Marine Agar’da iireyen koloniler, saf kiiltlir elde etmek
amaciyla Miiller Hilton Agar’a ekilmis ve bu ortamda 18 saat inkiibe edilerek sonrasinda
VITEK 2 Compact 30 otomatik sistem (bioMérieux) ile tiir diizeyinde tanimlanmaya

hazirlanmistir.

3.2.4. Agir Metal Analizleri

Bu asamada, izole edilen bakterilerin agir metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirma
kapasitelerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu kapsamda, bakteri izolatlar1 6ncelikle MRS
broth veya Miiller Hinton broth i¢inde 37 °C'de 24 saat siireyle inkiibe edilerek ¢ogaltilmis
ve Kkiiltiirler McFarland 1 tilirbidite standardina ayarlanmistir. Elde edilen bakteri
slispansiyonlarina, 10 ppm diizeyinde farkli agir metaller (As, Cu, Hg, Zn, Fe, Cd, Co, Cr,
Pb, Ni) ayr1 ayr1 ilave edilmistir.
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Hazirlanan siispansiyonlar 37 °C’de 72 saat siireyle inkiibe edildikten sonra 300
rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek slipernatan faz elde edilmistir. Siipernatanlarda kalan
agir metal konsantrasyonlar1 Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS) kullanilarak
analiz edilmistir. Bakterilerin agir metalleri uzaklastirma etkinligi asagidaki formiil ile

hesaplanmustir:

%Uzaklastirma=(ilk Konsantrasyon—Son Konsantrasyon/ilk Konsantrasyon) x 100

Agir metal biyouzaklastirma siirecinde bakteriler; hiicre yiizeyinde bulunan
karboksil, hidroksil, amin ve fosfat gibi fonksiyonel gruplar araciligiyla metallerle kompleks
olusturabilir veya hiicre igine alarak detoksifiye edebilirler (Volesky, 2001; Gadd, 2010). Bu
stiregler, biosorpsiyon, biyopresipitasyon, biyoakiimiilasyon ve enzimatik rediiksiyon gibi

cesitli mekanizmalari igermektedir.

Literatiirde yapilan calismalar, 6zellikle Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus ve
Enterobacter gibi tiirlerin kadmiyum, kursun, civa ve arsenik gibi agir metallerin
uzaklagtirllmasinda yliksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu gdstermektedir
(Gupta ve Rastogi, 2008; Wang, Chen, 2009; Park vd., 2010). Bu kapasitenin; metal
iyonunun tiiriine, baslangic konsantrasyonuna, ¢ozeltinin pH'ma, sicakliga ve mikrobiyal

tiirtin 6zelliklerine gore degisiklik gdsterebildigi bildirilmistir (Wang, Chen, 2009).

Bu calismada elde edilen veriler, s6z konusu bakteri izolatlarinin ¢evresel
ortamlardaki agir metal kirliliginin biyolojik yontemlerle giderilmesinde potansiyel

biyoremidiasyon ajanlar1 olarak degerlendirilebilecegini gdstermeyi amaglamaktadir.

izolatlardan Agir Metal Giderimi Analizi

Bu asamada, probiyotik potansiyeli tasiyan suslar arasindan sudan agir metal
uzaklastirma kapasitesi en yiiksek olanlarin belirlenmesi amacglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, Pazirandeh vd., (1998) tarafindan tanimlanan yontem esas alinacaktir. Taze
olarak kiiltiire edilen bakterilerden 2 mL’lik 6rnekler Eppendorf tiiplere alinarak yiiksek

devirde santrifiij edilecektir. Elde edilen hiicre pelletleri steril saf su ile iki kez yikandiktan
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sonra, her biri 1000-6000 png/L konsantrasyona sahip steril agir metal ¢ozeltileri ile 37 °C’de

2 saat siireyle inkiibe edilecektir.

Inkiibasyon sonrasinda, &rnekler 8000 g kuvvetinde 10 dakika santrifiij edilerek
siipernatan faz elde edilecektir. Bu siipernatanlar, metal igeriklerinin analizinde Atomik
Absorpsiyon Spektrofotometresi AAS (AA-6800, Shimadzu, Kyoto, Japan) ile cihazinda

analiz edilecektir.

Agir metal uzaklasgtirma etkinligi (% giderim) asagidaki formiil yardimiyla

hesaplanacaktir:

%aGiderim= (A&1r metal konsantrasyonundaki azalma) X 100

(Baslangigtaki agir metal konsantrasyonu)

Ayrica, metal uzaklastirma etkinligi (MUE) degeri asagidaki sekilde hesaplanacaktir:

MUE= (G;-Cr)
(tr-ti)

Burada:

C: Suda agir metal konsantrasyonu i¢in belirlenmistir.

Ci: Baslangigtaki agir metal konsantrasyonu (pg/L)

Cf: Sonundaki agir metal konsantrasyonu (ug/L)

t: Zaman (saat)

ti: Baglangi¢ zamani

tf: Sonu¢ zamani
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M: Bakteri hiicre kiitlesi (mg)

MUE: Metal Uzaklastirma Etkinligi

Bu o6lgiimler sonucunda, sudan agir metal uzaklastirma kapasitesi en yiiksek olan

suslar belirlenerek ileri analizlere alinacaktir.

Belirlenen bu suslar, (Bhakta vd., 2012) yontemine uygun olarak MRS besiyerinde
10 mg/L konsantrasyonunda agir metal iceren ortamlarda, anaerobik kosullarda ve 37 °C
sicaklikta 0., 6., 12. ve 24. saatlerde inkiibe edilecektir. Her zaman noktasinda 6rnekler
santrifiij edilerek siipernatan faz AAS ile analiz edilecektir. Ayrica, agir metal
konsantrasyonundaki degisimi kontrol edebilmek i¢in bakteri icermeyen kontroller de
calismaya dahil edilecektir. Her rnekteki agir metal giderimi, yiizde giderim orani seklinde

hesaplanarak degerlendirilecektir.

Bu yontemle hem zaman icerisindeki giderim kinetigi hem de maksimum
uzaklagtirma kapasitesi belirlenerek, cevresel biyoremidiasyon agisindan en etkili suslar

ortaya konacaktir (Pazirandeh vd., 1998; Bhakta vd., 2012).

3.3. istatistiksel Analiz

Agir metal direnglilik verilerinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS (12.0
stirimii, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazilim1 kullanilacaktir (Benesty vd., 2009). Pearson
korelasyon analizi ile ¢oklu antibiyotik direnci (MAR) ve coklu agir metal direnci (MHMR)
arasinda 0.05 anlamlilik diizeyinde iliski olup olmadigr incelenecektir (Maipa vd., 2001;
Matyar vd., 2008; Erdem vd., 2017). Bdylece, agir metal direncinin antibiyotik direnciyle
baglantis1 da ortaya konabilecektir (Kartly ve Ranjitha, 2011; Silva vd., 2012; Matyar, 2012;
Erdem vd., 2015; Gillard vd., 2019).
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3.4. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

Tablo 2

VITEK 2 Compact 30 sisteminde Gram-Negatif izolatlar i¢in metabolik tani testlerinde

kullanilan substratlar

Kisaltma Test ismi Kisaltma Test Ismi

APPA Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE SAC SACCHAROSE/SUCROSE

ADO ADONITOL dTAG D-TAGATOSE
L-Pyrrolydonyl-

PyrA ARYLAMIDASE dTRE D-TRHALOSE

IARL L-ARABITOL CIT CITRATE (SODIUM)

dCEL D-CELLOBIOSE MNT MALONATE

BGAL BETA-GALACTOSIDASE 5KG 5-KETO-D-GLUCONATE

H2S H2S PRODUCTION ILATk L-LACTATE alkalinisation
BETA-ACETYL-

BNAG GLUCOSAMINIDASE AGLU ALPHA-GLUCOSIDASE

AGLTp Glutamyl Arylamidase pNA SUCT SUCCINATE alkalinisation

Beta-N-NCETYL-

dGLU D-GLUCOSE NAGA GALACTOSAMINIDASE
GAMMA-GLUTAMYL-

GGT TRANSFERASE AGAL ALPHA-GALACTOSIDASE

OFF FERMENTATION/GLUCOSE PHOS PHOSPHATASE

BGLU BETA-GLUCOSIDASE GlyA Glycine ARYLAMIDASE

dMAL D-MALTOSE ODC ORNITHINE DECARBOXYLASE

dMAN D-MANNITOL LDC LYSINE DECARBOXYLASE

dMNE D-MANNOSE IHISa L-HISTIDINE assimilation

BXYL BETA-XYLOSIDASE CMT COUMARATE

BAlap BETA-Alanine arylamidase pPNA BGUR BETA-GLUCORONIDASE

ProA L-Proline ARYLAMIDASE O129R 0/ 129 RESISTANCE (comp.vibrio)

LIP LIPASE GGAA Glu-Gyl-Arg-ARYLAMIDASE

PLE PALATINOSE IMLTa L-MALATE assimilation

TyrA Tyrosine ARYLAMIDASE ELLM ELLMAN

URE UREASE ILATa L-LACTATE assimilation

dSOR D-SORBITOL
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Tablo 3

VITEK 2 Compact 30 Sisteminde Gram-Pozitif izolatlar icin Metabolik Tan1 Testlerinde

kullanilan Substratlar

Kisaltma Test Ismi Kisaltma Test ismi
AMY D-AMYGDALIN POLYB POLYMIXIN B RESISTANCE
PHOSPHATIDYLINOSITOL
PIPLC PHOSPHOLIPASE C dGAL D-GALACTOSE
dXYL D-XYLOSE dRIB D-RIBOSE
ADHI1 ARGININE DIHYDROLASE 1 ILATk L-LACTATE alkalinization
BGAL BETA-GALACTOSIDASE LAC LACTOSE
N-ACETYL-D-
AGLU ALPHA-GLUCOSIDASE NAG GLUCOSAMINE
APPA Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE dMAL D-MALTOSE
CDEX CYCLODEXTRIN BACI BACITRACIN RESISTANCE
AspA L-Aspartate ARYLAMIDASE NOVO NOVOBIOCIN RESISTANCE
BETA
BGAR GALACTOPYRANOSIDASE NC6.5 GROWTH IN 6.5% NaCl
AMAN ALPHA-MANNOSIDASE dMAN D-MANNITOL
PHOS PHOSPHATASE dMNE D-MANNOSE
METHYL-B-D-
LeuA Leucine ARYLAMIDASE MBdAG GLUCOPYRANOSIDE
ProA L-Proline ARYLAMIDASE PUL PULLULAN
BGURr BETA-GLUCURONIDASE dRAF D-RAFFINOSE
AGAL ALPHA-GALACTOSIDASE O129R 0/129 RESISTANCE
PyrA L-Pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE ~ SAL SALICIN
BGUR BETA-GLUCURONIDASE SAC SACCHAROSE/SUCROSE
AlaA Alanine ARYLAMIDASE dTRE D-TREHALOSE
TyrA Tyrosine ARYLAMIDASE ADH2s ARGININE DIHYDROLASE 2
dSOR D-SORBITOL OPTO OPTOCHIN RESISTANCE
URE UREASE
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Tablo 4

VITEK 2 Compact 30 Sisteminde Bacilli izolatlar i¢in Metabolik Tan1 Testlerinde

kullanilan Substratlar

Kisaltma Test ismi Kisaltma Test ismi

BXYL BETA-XYLOSIDASE dMAN D-MANNITOL

LysA L-Lysin-ARYLAMIDASE dMNE D-MANNOSE

AspA L-Aspartate ARYLAMIDASE dMLZ D-MELEZITONE
N-AECETYL-D-

LeuA Leucine-ARYLAMIDASE NAG GLUCOSAMINE

PheA Phenylalanine ARYLAMIDASE PLE PALATINOSE

ProA L-Proline ARYLAMIDASE IRHA L-RHAMNOSE

BGAL BETA-GALACTOSIDASE BGLU BETA-GLUCOSIDASE

PyrA L-Pyrrolydonly-ARYLAMIDASE BMAN BETA-MANNOSIDASE

AGAL ALPHA-GALACTOSIDASE PHC PHOSPHORYL CHOLINE

AlaA Alanine ARYLAMIDASE PVATE PYRUVATE

TyrA Tyrosine ARYLAMIDASE AGLU ALPHA-GLUCOSIDASE

BETA-N-ACETYL-

BNAG GLUCOSAMINIDASE dTAG D-TAGATOSE

APPA Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE dTRE D-TREHALOSE

CDEX CYCLODEXTRIN INU INULIN

dGAL D-GALACTOSE dGLU D-GLUCOSE

GLYG GLYCOGEN dRIB D-RIBOSE

INO myo-INOSITOL PSCNa PUTRESCINE 6,5 % NaClI

METHYL-A-D- KANAMYCIN

MdG GLUCOPYRANOSIDDE acidification KAN RESISTANCE
OLEANDOMYCIN

ELLM ELLMAN OLD RESISTANCE

McX METHYL-D-XYLOSIDE ESC ESCULIN hydrolsis

AMAN ALPHA-MANNOSIDASE TTZ TETRAZOLIUM RED
POLYMIXIN B

MTE MALTOTRIOSE POLYB R RESISTANCE

GlyA Glycine ARYLAMIDASE
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3.4.1. Bakteriyolojik Tam1 Yontemlerinde Kullanilan Besi Yerleri ve Kimyasal
Maddeler

Marine Agar Besiyeri

A g TS AN . | 55.25¢

DIStle SU. .ot 1000 ml

55.25 g dehidre toz Marine Agar 1000 ml distile su igerisinde tamamen ¢ozdiirtiliip
121 °C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edilmis ve steril petri kaplarina dokiilerek aerobik
heterotrofik bakterilerin sayiminda kullanilmistir (Kayser, 2005).

Marine Broth Besiyeri

Marine Broth...... ..o 347 ¢

DS SU. .ottt 1000 ml

34.7 g dehidre toz Marine Agar 1000 ml distile su igerisinde tamamen ¢ozdiiriiliip

121 °C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek kullanilmistir (Kayser, 2005).

3.5. Agir Metal Direnclilik Testleri
3.5.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK)

Bu calismada, izolatlarin agir metallere karsi direnglilik diizeylerini belirlemek
amactyla Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) testleri kullanilmistir. MIK, bir
mikroorganizmanin biiylimesini engelleyen en diisiik madde konsantrasyonunu belirlemeye
yonelik standart bir yontemdir ve bu ¢alismada broth mikrodiliisyon yontemi esas alinmistir

(Maipa vd., 2001; Matyar vd., 2008; Erdem vd., 2017).

Secilen agir metal tuzlarinin tanisi yapilan izolatlar i¢in minimum inhibe edici
dozunu tespit etmek amact ile farkli agir metal soliisyonlar1 kullanarak Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonu (MIK) testleri yapilmistir.
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Oncelikle MRS broth iginde iiretilen izolatlarin optik yogunlugu (OD 600) 0,1
olacak sekilde ayarlanmistir. Arastirma kapsaminda, bdlgede Onceden saptanan kirlilik
etkenleri ve literatliirde sik rastlanan agir metallerin (6rnegin Cd, Pb, Cr vb.) suslari
kullanilmistir. Her metalin stok ¢6zeltisi 1000 mM seklinde hazirlanip, 0,22 um por ac¢ikligi

bulunan filtre yardimiyla sterilize edilmistir.

Deneylerde, farkli agir metal tuzlar1 kullanilarak hazirlan agir metal soliisyonlar1 0,45
um por capl filtreden (Millipore) siiziilerek steril edildikten sonra kullanilmistir. MIK
deneylerinde 96 kuyucuklu “U” tabanli kuyucuk bulunan steril mikro tutucular kullanilmistir

(Sekil 4).

Hazirlanan agir metal soliisyonu, ilk kuyucukta 50 pl son kuyucukta 0.004 pul olacak
sekilde steril distile su ile seyreltilerek mikro pipet yardimi ile sirasiyla kuyucuklara
koyulmustur. Daha sonra ilk kuyucuktan baslayarak son kuyucuga kadar, laktoz buyyon
kiiltiirlerinden almarak Mc Farland 0,5 bulaniklifa gore (1,5x10° CFU/ml) ayarlanarak
onceden hazirlanan 50 pl bakteri soliisyonu eklenmistir (Tablo 4).12 numarali son kuyucuga
sadece steril distile su ve bakteri soliisyonu eklenerek MIK testinin pozitif kontrolii
olusturulmustur. Kuyucuklarin ortasinda beyaz ve/veya krem rengi olusumlarin goriilmesi
bakteri iiremesinin gergeklestigini goOstermis, sonu¢ pozitif olarak degerlendirilmistir

(Geiselbrecht vd., 1996, Rahman vd., 2004).

Tablo 5

Bakterilere uygulanan agir metal miktarlar

Kuyucuk
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Numarasi

ul agir metal 50 25 125 [ 6.25 | 3.12 | 1.56 | 0.78 | 0.39 [ 0.19 | 0.09 | 0.004 | -

ul steril distile
50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
su

ul Bakteri 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Agir metal direnglilik testlerinde referans olarak standart E.coli ATCC 35218, S.
epidermidis ATCC 12228 ve Salmonella enterica ATCC 2577 suslar1 kullanilmistir.
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Sekil 4. Agir metal MIK deneylerinde kullanilan 96 adet mikro tutucu bulunan plate

gorunimui

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarda bulanmklik olusumu gdzlenerek iireme pozitif
ve negatif degerlendirmeler yapilmis ve bu degerlendirmeye gozle iiremenin sonlandigi ilk
konsantrasyonlar agir metallerin minimum inhibe edici konsantrasyonlari olarak

kaydedilmistir (Geiselbrecth vd.,1996).

Ayrica, mikroplateler bir mikroplaka okuyucu (600 nm) ile tiim plakalar okunmustur.
Mikroplaklar kantitatif absorbans degerleri degerlendirilmis (Sekil 5) ve goriiniir biiytime
verileriyle ile karsilastirilmistir. Agir metal soliisyonlarina karst minumum inhibisyon
konsantrasyonlart mM cinsinden hesaplanmigtir. En son kuyucukta negatif kontrol olarak
Escherichia coli (ATCC® 25922™) referans susu kullanilmistir (Hassen vd., 1998; Matyar
vd., 2008; Erdem vd., 2017; Bhardwaj vd., 2018).
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Sekil 5. Thermo marka Mikroplate okuyucu (absorbans 600nm)
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR

4.1. indikator Bakteri Diizeyleri

Canakkale ili k1y1 sularinda belirlenen 13 istasyondan alian deniz suyu drneklerinde
bakteriyolojik kirlilik indikatorii olarak toplam koliform, fekal koliform ve enterokok
diizeyleri ortalamalar1 sekil 2’de ozetlenmistir. Toplam koliform diizeyi en yliksek
Canakkale-Intepe istasyonun da tespit edilirken, fekal koliform diizeyi ise Gokceada
istasyonunda daha diisiiktiir. Canakkale-Merkez ve Lapseki istasyonlarinda enterokok

diizeylerinin Karabiga ve Kadirga Koyu istasyonlarina kiyasla daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir. (Tablo 6).

Tablo 6

(Canakkale Bogazin’da alinan deniz suyu 6rneklerinde ortalama Toplam Koliform (TK),

Fekal Koliform (FK) ve enterokok (FS) diizeyleri KOB/100 mL

Istasyonlar Bolge Ist TK FK FS
Kiigiikkuyu Liman 6nii Kiiciik kuyu KU 10x10*> <10 19
Ayvacik Assos Antik Liman

it Ayvacik Ay 12x10* 10 <10
Geyikli Odunluk iskelesi Ezine EZ 13x10> 25 50
Intepe Merkez Genglik kampi CG 67x10° 24 47
Dardanos Merkez Plaji Ci  40x10° 31 31
Kepez Belediye Halk Plaji CK 47x10° 24x10 36x10
Canakkale Belediye Halk Plaji Canakkale Merkez CH 49x10*> 69x10 35x10
Gelibolu-Hamzakoy Plaji GH 11x10> <10 42
Ecebat- Kabatepe Orman

Kamp1 Gelibolu GE ox10° <10 <10
Biga -Kemer Halk Plaji Biga Bi  18x10*> <10 <10
Lapseki Halk Plajt Lapseki LP 93x10*> 11 x10' 65x10
Bozcaada Bozcaada BO 20x10* 20 94x10
Gokgeada- kalekdy Gokgeada GO 81x10*> 68 27
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Bu bolgede total koliform ile fekal koliform ve enterokokarasinda anlamli bir iligki
oldugu (p<0,001), ancak enterokok ile fekal koliform arasinda anlamli bir iligki olmadig:
saptanmistir (p>0,05). Fekal koliform/enterokok orani incelendiginde, FK/FS oraninin
0,341-2,409 arasinda dagilim gosterdigi, en yiiksek oranin Temmuz ayinda oldugu
saptanmistir. Canakkale ili kiyr sularinda yer alan 13 istasyondan alinan deniz suyu
orneklerinde bakteriyolojik kirlilik indikatorii olarak toplam koliform (TK), fekal koliform
(FK) ve enterokok (FS) diizeyleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilerde, toplam koliform
diizeyinin en yiiksek oldugu istasyonun Intepe Merkez Genglik Kamp1 (CG) oldugu, fekal
koliform diizeyinin ise en diisiik Gokgeada-Kalekdy (GO) istasyonunda gdzlendigi

belirlenmistir.

Kiiciikkuyu Liman Onii (KU) istasyonunda TK diizeyi 10x10> KOB/100 mL, FK
diizeyi <10 KOB/100 mL ve FS diizeyi 19 KOB/100 mL olarak 6l¢iilmiistiir. Ayvacik Assos
Antik Liman Onii (AY) istasyonunda TK diizeyi 12x10> KOB/100 mL, FK 10 KOB/100
mL, FS ise <10 KOB/100 mL diizeyinde kaydedilmistir. Geyikli Odunluk Iskelesi (EZ)
istasyonunda TK 13x10?% FK 25 ve FS 50 KOB/100 mL olarak 6l¢iilmiistiir.

Intepe Merkez Genglik Kampi (CG) istasyonunda TK degeri 67x10* KOB/100 mL,
FK 24 ve FS 47 KOB/100 mL diizeyindedir. Dardanos Merkez Plaji (Cl) istasyonunda TK
40x10% FK 31, FS ise 31 KOB/100 mL olarak dl¢tilmistiir. Kepez Belediye Halk Plaj1 (CK)
istasyonunda ise TK 47x103, FK 24x10 ve FS 36x10 KOB/100 mL olarak tespit edilmistir.

Canakkale Belediye Halk Plaj1 (CH) istasyonunda TK diizeyi 49x102, FK 69x10 ve
FS 35x10 KOB/100 mL olarak belirlenmistir. Gelibolu-Hamzakoy Plaji1 (GH) istasyonunda
TK 11x10% FK <10 ve FS 42 KOB/100 mL diizeyindedir. Ecebat-Kabatepe Orman Kamp1
(GE) istasyonunda TK 6x10%, FK <10 ve FS <10 KOB/100 mL olarak &l¢iilmiistiir.

Biga-Kemer Halk Plaji (BI) istasyonunda TK diizeyi 18x10%, FK <10 ve FS <10
KOB/100 mL olarak belirlenmistir. Lapseki Halk Plaj1 (LP) istasyonunda TK 93x10% FK
11x10" ve FS 65x10 KOB/100 mL olarak kaydedilmistir. Bozcaada (BO) istasyonunda TK
20x10%, FK 20 ve FS 94x10 KOB/100 mL degerleri tespit edilmistir.
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Gokgeada-Kalekdy (GO) istasyonunda ise TK degeri 81x102, FK 68 ve FS 27

KOB/100 mL diizeyindedir. Toplam koliform ile fekal koliform ve enterokok diizeyleri

arasinda anlamli bir iligki oldugu belirlenmistir (p<0,001). Ancak enterokok ile fekal

koliform diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamustir (p>0,05). FK/FS oran1 0,341 ile

2,409 arasinda degismekte olup, bu oranin en yiiksek degeri Temmuz ayinda kaydedilmistir.

4.2. Toplam Heterotrofik Aerobik Bakteri (HAB) Diizeyleri

Kasim 2022 — Ekim 2023 tarihleri arasinda Canakkale Bogazi kiy1 dérneklemesinde

belirlenen 13 istasyondan alinan yiizey suyu Orneklerinde toplam kiiltiir edilebilir

heterotrofik aerobik bakteri (HAB) diizeylerinin 6rnekleme dénemlerine gore dagilimi Tablo

7’de O0zetlenmistir.

Tablo 7

Kasim 2022 — Ekim 2023 tarihleri arasinda istasyonlarda tespit edilen HAB diizeyleri

Ilkbahar Sonbahar
Kis 2022 2023 Yaz 2023 2023

Kii¢iikkuyu Liman 6nii 18x10° 18x10° 24x10° 95x10?
Ayvacik Assos Antik Liman

Onii 15x10° 15x10° 92x10* 50x10°
Geyikli Odunluk Iskelesi 17x10° 17x10° 27x10° 25x10°
Intepe Merkez Genglik kamp1 ~ 20x103 20x10° 27x10° 52x10°
Dardanos Merkez Plaji 29x103 29x10° 31x10° 66x10*
Kepez Belediye Halk Plaji 71x10° 72x10° 24x10° 14x10°
Canakkale Belediye Halk Plaji ~ 38x10° 40x10° 34x10’ 47x10°
Gelibolu-Hamzakoy Plaji 53x10° 83x10* 31x10° 12x10°
Ecebat- Kabatepe Orman Kampi 64x10? 14x10° 29x10° 58x10°
Biga -Kemer Halk Plaji 15x10° 15x10° 30x10° 52x103
Lapseki Halk Plaji 11x10? 11x10° 19x10° 49x10
Bozcaada 62x10° 13x10° 27x10° 95x10*
Gokgeada- Kalekoy 38x10° 38x107 34x10° 47x10°
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Calisma donemi boyunca elde edilen en yiiksek heterotrofik aerobik bakteri sayisi
34x107 KOB/100 ml olarak 2023 yaz mevsimi 6rnekleme doneminde Canakkale Belediye
Halk Plaji istasyonda kaydedilirken, en diisiik heterotrofik aerobik bakteri sayis1 53x10°
KOB/100 ml olarak 2022 kis mevsimi 6rnekleme Gelibolu-Hamzakoy Plaji doneminde
istasyonunda kaydedilmistir. Kasim 2022 — Ekim 2023 tarihleri arasinda Canakkale Bogazi
kiy1 orneklemeleri kapsaminda belirlenen 13 istasyondan alinan yiizey suyu orneklerinde
toplam kiiltiir edilebilir heterotrofik aerobik bakteri (HAB) diizeylerinin donemsel dagilim1
degerlendirilmistir. Kiigiikkuyu Liman Onii istasyonunda kis 2022 déneminde 18x107,
ilkbahar 2023°te 18x10°, yaz 2023’te 24x10° ve sonbahar 2023’te 95x10? KOB/100 mL
diizeyinde 6l¢iim yapilmistir. Ayvacik Assos Antik Liman Onii istasyonunda sirasiyla
15x10%, 15x10°, 92x10* ve 50x10°* KOB/100 mL degerleri kaydedilmistir. Geyikli Odunluk
Iskelesi istasyonunda ise HAB diizeyleri sirastyla 17x10%, 17x10%, 27x10° ve 25x10
KOB/100 mL olarak belirlenmistir.

Intepe Merkez Genglik Kampi istasyonunda kis déneminde 20x10°, ilkbaharda
20x10°, yaz mevsiminde 27x10° ve sonbaharda 52x10° KOB/100 mL HAB diizeyine
ulagilmistir. Dardanos Merkez Plaji’nda 29x10%, 29x10°, 31x10° ve 66x10* KOB/100 mL
diizeyinde HAB tespit edilmistir. Kepez Belediye Halk Plaji’nda 71x103, 72x10%, 24x10° ve
14x10° KOB/100 mL HAB yogunlugu gézlemlenmistir.

Canakkale Belediye Halk Plaji’nda ise kis doneminde 38x107, ilkbaharda 40x10¢, yaz
mevsiminde 34x107 ve sonbaharda 47x10° KOB/100 mL HAB 6l¢iimii yapilmustir.

Gelibolu-Hamzakoy Plaji’nda kis 2022 doneminde 53x10?, ilkbaharda 83x10%, yaz
doneminde 31x10° ve sonbaharda 12x10° KOB/100 mL HAB degerlerine ulasilmistir.
Ecebat-Kabatepe Orman Kampi’nda bu degerler sirastyla 64x10?%, 14x10°, 29x10° ve 58x10°
KOB/100 mL olarak tespit edilmistir.

Biga-Kemer Halk Plaji’nda kis, ilkbahar, yaz ve sonbahar donemlerinde sirasiyla
15x10?, 15x10°, 30x10° ve 52x10° KOB/100 mL diizeyinde HAB saptanmistir. Lapseki Halk
Plaji’nda ayn1 donemlerde 11x103%, 11x10°, 19x10° ve 49x10* KOB/100 mL HAB diizeyleri
gozlemlenmistir. Bozcaada istasyonunda 62x103, 13x105, 27x10° ve 95x10* KOB/100 mL
HAB degerleri ol¢iilmiistiir. Gok¢eada-Kalekdy istasyonunda ise kis 2022°de 38x10°,
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ilkbahar 2023’te 38x107, yaz 2023’te 34x10° ve sonbahar 2023’te 47x10* KOB/100 mL
HAB yogunluklar1 kaydedilmistir.

Tiim ¢alisma donemi boyunca elde edilen en yiiksek heterotrofik aerobik bakteri
diizeyi 34x10” KOB/100 mL ile 2023 yazinda Canakkale Belediye Halk Plaj1 istasyonunda,
en diisiik diizey ise 53x10? KOB/100 mL ile 2022 kis doneminde Gelibolu-Hamzakoy Plaji

istasyonunda tespit edilmistir.

4.3. izole Edilen Bakteri Tiirleri

Tiim 6rnekleme donemleri boyunca istasyonlardan alinan deniz suyu orneklerinde
bakteri tiir dagiliminin belirlenmesi igin yapilan analizlerde farkli morfolojik 6zellikleri,
ornekleme mevsimi ve istasyonlara gore secilen 118 koloni izole edilmis ve bu koloniler

saflastirilarak tanimlamalar1 gergeklestirilmistir.

VITEK mikro identifikasyon sisteminde 159 izolattan 118 tanesi tanimlanmis (good
identificatin), 15 tanesi diisiik tanimlama (low discrimination) ve 26 tanesi ise
tanimlanamamis (unidentified) olarak kaydedilmistir. Tanimlamalar1 yapilan izolatlarin tiir

isimleri, sayilar1 ve izolasyon siklig1 (%) verileri agagida dzetlenmistir (Tablo 8).

Tablo §

(Canakkale Bogazi’ndan alinan deniz suyu 6rneklerinden izole edilen bakterilerin %

dagilimi

izolasyon
izolat Ad Sikhig1 %
Acinetobacter baumannii complex (Bouvet and Grimont 1986) 1,18
B. mycoides Fliigge 1886 8,26
B. pumilus Meyer and Gottheil 1901 2,36
B. thuringiensis Berliner 1915 10,62
Bacillus cereus Frankland and Frankland 1887 25,96
Bacillus megaterium de Bary 1884 7,08
Burkholderia mallei (Zopf 1885) Yabuuchi vd., 1993 8,26
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Tablo 8’in devami

Citrobacter braakii Brenner vd., 1993 1,18
Citrobacter frenduii (Braak 1928) Werkman and Gillen 1932] 1,18
E. faecalis (Andrewes and Horder 1906) Schleifer and Kilpper-Bélz 1984 3,54
Enterobacter aerogenes Hormaeche and Edwards 1960 1,18
Enterobacter cloaceae (Jordan 1890) Hormaeche and Edwards 1960 1,18
Enterobacter sakazakii (Farmer vd., 1980) 2,36
Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder, 1906) Schleifer and Kilpper-

Bilz, 1984 3,54
Escherichia coli Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919 10,62
Klebsiella ornrthioytica 2,36
Klebsiella oxytoca (Fliigge 1886) Lautrop 1956 1,18
Klebsiella pneumoniae (Schroeter 1886) Trevisan 1887 3,54
Pantoe agglomerans (Ewing and Fife 1972) Gavini vd., 1989 1,18
Proteus mirabilis Hauser, 1885 1,18
Proteus vulgaris Hauser, 1885 1,18
Pseudomonas fluorescens Migula 1895 5,9
Raoultella planticola (Bagley vd., 1982) Drancourt vd., 2001 1,18
S. intermedius Hajek 1976 1,18
Salmonella enterica Le Minor & Popoff 1987 3,54
Serratia marcescens Bizio 1823 1,18

Serratia plymuthica (Lehmann and Neumann 1896) Breed vd., 1948 1 0,8 2,36
Sphingomonas paucimobilis (Holmes vd., 1977) Yabuuchi vd., 1990 26

20,6 8,26
Staphylococcus pseudintermedius Devriese vd., 2005 9,44
Stenotrophomonas malthophilia Hugh 1981) Palleroni and Bradbury 1993 3,54
Streptococcus uberis Diernhofer 1932 (Approved Lists 1980) 2,36
Vibrio alginolyticus (Miyamoto vd., 1961) Sakazaki 1968 3 2.4 1,18

Rastlanma siklig1 % 25,96 ile en yiiksek olan bakteri tlirli Bacillus cereus, %10,62
rastlanma siklig1 ile B. thuringiensis takip ettigi tespit edilmistir. Acinetobacter baumannii,
Citrobacter braakii, Citrobacter frenduii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaceae,

Klebsiella oxytoca, Pantoe agglomerans, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Raoultella

44



planticola, Salmonella intermedius, Serratia marcescens, Vibrio alginolyticus suslarinin
rastlanma siklig1 ise %1,18 seklinde tespit edilmistir (Tablo 8). Tiim 6rnekleme donemleri
boyunca Canakkale Bogazi'ndaki cesitli istasyonlardan alinan deniz suyu Orneklerinde
yapilan analizler sonucunda farkli morfolojik 6zelliklere sahip 118 koloni izole edilmis ve
saflastirilarak tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. VITEK mikro identifikasyon sistemi
kullanilarak yapilan tanimlamalarda toplam 159 izolattan 118’1 dogru sekilde tanimlanmus,
15’1 distik tanimlama diizeyinde kalmis ve 26’s1 tanimlanamamistir. Tanimlanan izolatlar
arasinda en yiiksek izolasyon sikligina sahip bakteri tiirii %25,96 oraniyla Bacillus cereus
olmustur. Bu tiirii %10,62 oranlariyla Bacillus thuringiensis ve Escherichia coli takip
etmistir. Staphylococcus pseudintermedius tiri %9,44, Bacillus mycoides ve Burkholderia
mallei tiirleri %8,26 oranlarinda tespit edilmistir. Ayni siklikta (%8,26) Sphingomonas
paucimobilis tiirii de izole edilmistir. Bacillus megaterium %7,08, Pseudomonas fluorescens
%S3,9, Enterococcus faecalis, Salmonella enterica, Stenotrophomonas maltophilia ve

Klebsiella pneumoniae tiirleri ise %3,54 oranlarinda tespit edilmistir.

Bacillus pumilus, Enterobacter sakazakii, Klebsiella ornithinolytica, Streptococcus
uberis ve Serratia plymuthica tirlerinin her biri %?2,36 oraninda izole edilmistir.
Acinetobacter baumannii, Citrobacter braakii, Citrobacter frenduii, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloaceae, Klebsiella oxytoca, Pantoea agglomerans, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Raoultella planticola, Staphylococcus intermedius, Serratia
marcescens ve Vibrio alginolyticus tiirlerinin her biri ise %1,18 oraninda rastlanmistir. Bu

bulgular, izole edilen suslarin tiir dagilimlarini ve sikliklarini gdstermektedir

Tanimlanan izolatlarin simif ve familya dagilimlart asagidaki tablo ve sekil ile
ozetlenmistir (Tablo 9). izolatlarin ait oldugu siniflar icerisinde baskin simf Gamma
Proteobacteria olurken, en fazla tiir sayisiyla temsil edilen familyanin ise

Enterobacteriaceae tamilyasi oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 9

Canakkale Bogazi kiy1 6rneklerinden izole edilen izolatlarin sinif ve familya dagilimlari

Simif Familya Tiir
Moraxellaceae Acinetobacter baumannii
Vibrionaceae Vibrio alginolyticus

Escherichia coli
Pantoea agglomerans
Serratia plymuthica

Gamma Proteobacteria Enterobacteriaceae Serratia marcescens
Citrobacter freundii
Citrobacter braakii Brenner
Cronobacter sakazakii
E. faecalis
Enterobacter aerogenes
Enterobacter sakazakii
Enterobacter cloacea
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella ornrthioytica
S. intermedius

Salmonella enterica

Pseudomonadaceae Pseudomonas fluorescens
Alpha Proteobacteria ~ Sphingomonadaceae Sphingomonas paucimobilis
Betaproteobacteria Burkholderiaceae Burkholderia mallei
Bacilli Bacillaceae Bacillus cereus

B. megaterium
B. mycoides
B. pumilus
B. thuringiensis

Bacilli Staphylococcaceae Staphylococcus pseudintermedius
Stenotrophomonas malthophilia
Vibrio alginolyticus

Bacilli Streptococcaceae Streptococcus uberis

46



Canakkale Bogaz1 kiy1 orneklemelerinde elde edilen izolatlarin smif ve familya
diizeyindeki dagilimlar incelendiginde, tanimlanan tiirlerin biiyiik bir kismimin Gamma
Proteobacteria simifina ait oldugu belirlenmistir. Bu sinifa bagli olarak, Moraxellaceae
familyasindan Acinetobacter baumannii, Vibrionaceae familyasindan Vibrio alginolyticus,
Enterobacteriaceae familyasindan FEscherichia coli, Pantoea agglomerans, Serratia
plymuthica, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Citrobacter braakii, Cronobacter
sakazakii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
ornithinolytica, Salmonella enterica ve S. intermedius gibi tiirler tespit edilmistir. Gamma
Proteobacteria smifinda ayrica Pseudomonadaceae familyasindan Pseudomonas

fluorescens izole edilmistir.

Alpha Proteobacteria simifinda Sphingomonadaceae familyasina ait Sphingomonas
paucimobilis tiri tespit edilmistir. Betaproteobacteria smifinda ise Burkholderiaceae

familyasindan Burkholderia mallei izolat1 kaydedilmistir.

Bacilli smifinda Bacillaceae familyasina ait olarak Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus ve Bacillus thuringiensis tiirleri,
Staphylococcaceae familyasindan Staphylococcus pseudintermedius ve Stenotrophomonas
maltophilia tiirleri; Streptococcaceae familyasindan ise Streptococcus uberis tiiri

belirlenmistir.
Elde edilen 118 izolatin familyalara gore dagilimi degerlendirildiginde, %56’ sinin

Enterobacteriaceae familyasina ait oldugu belirlenmis, bunu %16 ile Bacillaceae ve %10 ile

Staphylococcaceae familyalar1 izlemistir.
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B Moraxellaceae

M Vibrionaceae

M Enterobacteriaceae
W Pseudomonadaceae
M Sphingomonadaceae
M Burkholderiaceae

M Bacillaceae

M Staphylococcaceae

M Streptococcaceae

Sekil 6. Canakkale Bogazi1 kiy1 6rneklemesinden izole edilen bakterilerin familyalara gore

dagilimi (%)

Tiim Orneklemeler sirasinda Canakkale Bogazi’nda kiy1 6rneklemelerinden izole
edilip tanimlanan bakterilerin familyalara gore dagilimi yukaridaki grafikte verilmistir.
Tanimlamasi yapilan 118 izolatin %56’1 Enterobacteriaceae familyasina aitken onu %16

Bacillaceae, %10 Staphylococcaceae ile izlemistir (Sekil 6).

4.4. Agir Metal Direnclilik Diizeyleri

Tiim istasyonlardan 6rnekleme donemi boyunca elde edilip, agir metal tuzlarina karsi
test edilen izolatlarin gosterdigi direnglilik konsantrasyonlart asagidaki tablolarda

Ozetlenmistir.

Canakkale Bogazi’ndan izole edilen toplam 94 bakteri izolati, giimiis (Ag),
kadmiyum (Cd), kobalt (Co), bakir (Cu), nikel (Ni), ¢inko (Zn), demir (Fe), krom (Cr) ve
kursun (Pb) olmak iizere 9 farkli agir metalin 1000 mM’lik soliisyonlarina karsi test
edilmistir. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) testlerine gore en yiiksek direng
sirastyla Bacillus cereus (%25,96), Bacillus thuringiensis (%10,62) ve Pseudomonas

aeruginosa (%7,44) suslarinda gozlemlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Canakkale Bogazi’ndan izole edilen bakterilerin agir metal direnglilik prevelansi

Bacillus cereus izolatlarinin 6zellikle Cd ve Cr’a kars1 belirgin tolerans gosterdigi ve
bu metallerin varliginda da tireme yeteneklerini biiylik oranda koruduklari belirlenmistir. B.
thuringiensis tiri ise Zn ve Ni gibi metallerde goreli bir direng sergilemis olup, endiistriyel
ortamlarda ¢oklu metal kirliliginin oldugu kosullar i¢in potansiyel bir biyoremidiasyon ajani

olabilecegi diistintilmektedir.

Ozellikle kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) gibi yiiksek toksisiteye sahip metallerin,
izolatlarin biiylik ¢ogunlugunda inhibisyona neden oldugu, ancak bazi suslarin bu metallerle
bas edebildigi goriilmiistiir. Bu durum, bu izolatlarin direng genlerine sahip olabilecegini ve

metal baglama proteinlerini (6rnegin metallotionein) sentezleyebildiklerini gostermektedir.

Veriler, SPSS yazilimi ile analiz edilerek ANOVA ve Tukey HSD testleriyle gruplar
arasi farklarin anlamlilig1 test edilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak p<0.05
diizeyinde anlamli bulunmustur. Bdylece, Bacillus tiirlerinin metale karsi gosterdigi
direnclilik diizeyi diger tiirlere kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugu ortaya konmustur
(Sekil 7; Tablo 10).

Escherichia coli susunun iireme gosterdigi en yiiksek agir metal direnclilik

konsantrasyonlar1 giimiis ve Pb 1000 mM, en diisiik kroma 3,75 mM ve kadmiyuma 60 mM
seklinde bulunmustur (Tablo 10).
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Enterobacter cloacea susunun iireme gosterdigi en yiiksek agir metal direnclilik
konsantrasyonlar1 giimiis ve kursun 1000 mM, en diisiik kadmiyuma ve krom 31,25 mM

seklinde bulunmustur (Tablo 10).

Klebsiella pneumoniae sugunun iireme gosterdigi en yiiksek agir metal direnglilik
konsantrasyonlar1 giimiis 1000 mM ve kadminyum 500 mM, en diisiik kroma 7,81 mM ve
demire 31,25 mM, seklinde bulunmustur (Tablo 10).

Klebsiella oxytoca susunun lireme gosterdigi en yiiksek agir metal direnclilik
konsantrasyonlar1 kursun 1000 mM, en diisiik kroma 7,81 mM ve demire 31,25 mM seklinde
bulunmustur (Tablo 10).

Proteus vulgaris susunun treme gosterdigi en yiiksek agir metal direnclilik
konsantrasyonlar1 glimiis ve kobalt 500 mM, en diisiik kroma 0,97 mM ve demire 15,62 mM
seklinde bulunmustur (Tablo10).

Enterococcus feacalis susunun iireme gosterdigi en yiiksek agir metal direnclilik
konsantrasyonlar1 giimiis ve kobalt 1000 mM en diisiik kroma 0,97 mM ve kursun 7,81 mM
seklinde bulunmustur (Tablo 10).

E.coli ATCC 25922 referans susunun lireme gosterdigi en yliksek agir metal
direnclilik Ag 250 mM, en diisiik kadminyum 0,97 mM ve kobalt, bakir, nikele 1,98 mM
seklinde bulunmustur (Tablo 10).

Tiim istasyonlardan izole edilen izolatin agir metal soliisyonlarina kars1 direnglilik

frekanslar1 Tablo 10 verilmistir.

Direnglilik diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan izolatlarin giimiis i¢in en yiiksek
direnclilik frekansi %57 1000 mM ig¢in, krom direnclilik frekansi1 %43 31,25mM icin,
kadminyum direnglilik frekanst %21 1000 mM igin, kobalt direnglilik frekanst %18
1000mM i¢in, ¢inko en yiiksek direnclilik frekans1 %11 1000mM igin, kursun direnglilik
frekanst %10 1000mM i¢in, demir en yiiksek direnglilik frekansi %9 500 mM seklinde
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kaydedilmistir. En diislik direnglilik frekansi bakir ve nikel % 4 1000mM seklinde tespit
edilmistir. Tablo 10, Ek 1.’de sunulmustur.

4.5. Agir Metal Analiz Sonuclar

Bu asamada, izole edilen bakterilerin agir metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirma
kapasitelerinin ylizde olarak hesaplanmistir Sekil 8’de gosterilmistir.  Bakterilerin agir
metalleri uzaklastirma etkinligi formiilde hesaplanarak yiizdeleri ortaya konmustur. Bu
caligmada elde edilen veriler, s6z konusu bakteri izolatlarinin ¢evresel ortamlardaki agir
metal kirliliginin biyolojik yontemlerle giderilmesinde potansiyel biyoremidiasyon ajanlari
olarak degerlendirilebilecegini diisiiniilen izolatlar olarak stoklanmistir. izole edilen suslar
icerisinde Acinetobacter baumannii complex tiri ylizde 15,23 ve en diistik ise Bacillus

mycoides tirii ylizde 1,52 oraninda agir metal uzaklastirma potansiyeli hesaplanmustir.

Acinetobacter baumannii complex

Klebsiella ornrthioytica

Serratia plymuthica

Salmonella enterica

Bacillus pumilus

Enterecoccus faecalis

Bacillus thuringiensis
Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Proteus vulgaris

Streptococcus uberis

Serratia marcescens

Klebsiella oxytoca

o
N
S

6 8 10 12 14 16

Yiizde (%)

Sekil 8. izole edilen bakterin farkl1 agir metalleri uzaklastirma kapasitelerinin yiizde dagilimi

(%)
4.5.1. izolatlardan Agir Metal Giderimi Analiz Sonuclar

Bu asamada, agir metal potansiyeli tasiyan suslar arasindan sudan agir metal

uzaklagtirma kapasitesi en yiliksek olanlari analiz edilmistir. Agir metal uzaklastirma



etkinligi (% giderim) formiil yardimi ile hesaplanmis ve Sekil 9’da gosterilmistir. Bu
Olciimler sonucunda, sudan agir metal uzaklastirma kapasitesi en yiiksek olan suslar
belirlenerek ileri analizlere alinmak {izere stoklanmistir. Belirlenen suslarda, agir metal
giderimi, yiizde giderim orani seklinde hesaplanarak degerlendirilmistir. Bu yontemle hem
zaman igerisindeki giderim kinetigi hem de maksimum uzaklastirma kapasitesi belirlenmeye

ve ¢evresel biyoremidiasyon agisindan en etkili suslar ortaya koyulmustur.

Serratia marcescens

Klebsiella ornrthioytica
Salmonella enterica

Kocuira kristinae

Pseudomonas fluorescens

Acinetobacter baumannii complex

Enterobacter aerogenes

Enterecoccus faecalis

Enterobacter sakazakii

Bacillus thuringiensis

Escherichia coli

Bacillus mycoides
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Sekil 9. Bakteri izolatlarindan sudan agir metal uzaklastirma kapasitelerinin dagilimi (%)
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BESINCI BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Bu aragtirmada Canakkale Bogaz1 ve ¢evresindeki 13 farkli istasyondan alinan deniz
suyu ornekleri lizerinden yiiriitiilen bakteriyolojik ve agir metal direnglilik analizleri, hem
bolgesel ¢evresel kirlenmenin diizeyi hem de bu kirlilikten etkilenen mikrobiyal yapinin
cesitliligi hakkinda kapsamli bilgiler sunmaktadir. Bu kapsamda degerlendirilen indikator
bakteri diizeyleri, heterotrofik aerobik bakteri konsantrasyonlari, izole edilen bakteri
tirlerinin dagilimlart ve agir metaller karsisindaki direnglilik diizeyleri, mevcut literatiirle

karsilastirildiginda 6nemli benzerlikler ve yerel farkliliklar gostermektedir.

Indikatdr bakteriler iizerinden yiiriitiilen analizlerde dzellikle toplam koliform ve
fekal koliform diizeylerinin bazi istasyonlarda yiiksek diizeylerde kaydedilmesi, bolgedeki
kentsel atiklarin ve tarimsal akisin etkisini gostermektedir. Gokgeada, Lapseki ve Kepez gibi
istasyonlarda tespit edilen yiiksek enterokok diizeyleri, fekal kirliligin 6nemli bir gostergesi
olup benzer sekilde Istanbul Bogazi ve Marmara Denizi’ne ait gecmis calismalarla
ortiismektedir (Cardak vd., 2016; Ciftgi Tiiretken vd., 2019). Koliform grubu bakterilerin
varligi, fekal kaynakli bulagin gostergesi olarak kullanilmaktadir ve bu gruba ait suslarin
yiiksekligi insan sagligi agisindan potansiyel risk tasimaktadir (Hitchins vd.,1992).
Arastirmamizda fekal koliform ile enterokoklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
kurulamamis olmasi, bu iki grubun g¢evresel kosullara ve kaynaklara farkli hassasiyet

gostermesiyle agiklanmaktadir (Yamahara vd.,2007).

Heterotrofik aerobik bakteri (HAB) diizeyleri incelendiginde, 6zellikle yaz aylarinda
dramatik bir artisin gdzlemlenmesi dikkat ¢ekicidir. HAB diizeylerinin yaz aylarinda artis
gostermesi, artan sicaklik ve organik madde girisleri ile agiklanmaktadir (Pomeroy, 1984).
(Canakkale Belediye Halk Plaj1 gibi yerlesim alanina yakin bolgelerdeki yiiksek diizeyler, bu
bolgelerdeki antropojenik baskinin gostergesi olup benzer sekilde Marmara Denizi’nde
ylriitiilen calismalarda da yiiksek HAB yogunluklar1 rapor edilmistir (Cift¢i vd., 2008;
Girtin, 2008).
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Bakteri tiirleri agisindan yiiriitiilen izolasyon ¢alismalar1 sonucunda, Bacillus cereus
(%25,96), Bacillus thuringiensis (%10,62), Escherichia coli (%10,62) ve Staphylococcus
pseudintermedius (%9,44) gibi tiirlerin baskin olarak bulunmasi ¢evresel stres faktorlerine
kars1 yiiksek adaptasyon kabiliyetlerine isaret etmektedir. Bacillus cinsine ait tiirlerin
cevresel biyoremidiasyon uygulamalarinda yaygin olarak kullanildig1 ve agir metal tutulum
kapasitelerinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Beveridge, Murray, 1976; Singh, Malaviya,
2015). E. coli gibi fekal kokenli bakterilerin yliksek siklikla izole edilmesi, kiy1 bolgelerinin
fekal bulas acisindan tehdit altinda oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde,
Enterobacteriaceae familyasina ait ¢cok sayida tiirtin yiiksek siklikta izole edilmesi, bu
familyanin ¢evresel stres faktorlerine karsi dayanikliligini1 ve genis habitat araligini ortaya
koymaktadir (Cardak, Altug, 2014; Cardak vd., 2016). Enterobacteriaceae iiyeleri, gerek
antibiyotik gerekse agir metal direnglilik genlerini tagiyabilme kapasiteleri nedeniyle ¢evre

saglig1 agisindan 6zel 6nem arz etmektedir (Ciftci Tiiretken vd., 2019; Matyar, 2012).

Izole edilen tiirlerin sinifsal ve familyasal dagilimma bakildiginda, Gamma
Proteobacteria sinifina ait tiirlerin baskin olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum, bu simifa ait
mikroorganizmalarin  yliksek metabolik esneklik ve adaptasyon potansiyeli ile
aciklanmaktadir (Dash vd., 2013; Dell’Anno vd., 2020). Sphingomonas paucimobilis ve
Burkholderia mallei gibi ¢evresel stres faktorlerine olduk¢a dayanikli tiirlerin varligi da
ozellikle deniz ortaminda endiistriyel ve evsel kirliligin yogunlugunu ortaya koymaktadir

(Gerbino vd., 2011; Naik, Dubey, 2017).

Tablo 9'daki veriler, Enterobacter aerogenes (c¢4), Escherichia coli (c6) ve Klebsiella
oxytoca (c13) suslarinin giimiise karst >1000 mM MIK degerleriyle yiiksek direng
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu durum, glimiisiin bakteriyel hiicre duvar1 ve membran
yapilari tizerindeki etkilerine kars1 bu suslarin adaptasyon gelistirdigini diisindiirmektedir.
Beveridge ve Murray (1976), Bacillus subtilis'in hiicre duvarlarinin metal iyonlarini baglama
kapasitesini incelemis ve hiicre duvari bilesenlerinin metal iyonlarin1 tutmada 6nemli rol
oynadiginmi belirtmislerdir. Benzer sekilde, Gerbino vd., (2011), Lactobacillus kefir'in S-
tabakalarinin metal iyonlariyla etkilesimini FTIR spektroskopisi ile analiz etmis ve bu
yapilarin metal baglama kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Bu bulgular,
calisgmamizdaki suslarin hiicre duvart yapilarimin  giimiis 1yonlarina kars1 direng

gelistirmesinde 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Kalkan, S. (2022), Karadeniz sedimanlarindan izole edilen 29 bakteriyel susun 16
farkli agir metal tuzuna kars1 minimum inhibisyon konsantrasyonlarin1 (MiK) belirlemistir.
En yiiksek tolerans Fe i¢in gozlenirken, en toksik metalin Cd oldugu saptanmistir. Benzer
sekilde, bu calismada da Bacillus cinsine ait tiirlerin Cr, Ni ve Pb gibi metallere kars1 yliksek
diizeyde direng¢ gosterdigi goriilmiistiir. Karadeniz orneklerinde en direncli sus Bacillus
wiedmannii olarak belirlenmis, MHMR (Multiple Heavy Metal Resistance) indeksi ise 0.81
gibi yliksek bir seviyeye ulagsmistir. Bu deger, Canakkale Bogazi'ndan izole edilen bazi
suslarin da benzer sekilde ¢oklu direng genleri tasiyor olabilecegini ve biyoremidiasyon

stireglerinde kullanilabilecek potansiyele sahip olduklarini desteklemektedir.

Karadeniz sedimanlarindan elde edilen bakteriyel izolatlarin agir metallere karsi
yliksek tolerans gostermesi, denizel ortamlarda bakterilerin kirletici baskiya maruz kaldik¢a
evrimsel olarak diren¢ kazanabilecegini gostermektedir (Kalkan, 2022). Bu durum,
Canakkale Bogaz1 gibi yogun gemi trafigi, endiistriyel atiklar ve kiyisal yerlesimlerin
etkisinde kalan alanlar i¢in de gecerli olabilir. Kalkan’in ¢aligmasinda en yiliksek MIC
degerleri Sr, Mo ve Pb i¢in elde edilmis olup, bu metallerin yiiksek konsantrasyonlar1 altinda
dahi bakteriyel biliylimenin devam ettigi goriilmiistiir. Bu bulgu, bakterilerin biyofilm
olusturma, metal iyonlarim1 kompleksleme ve hiicre dist polimerik maddeler (EPS)
sentezleme gibi mekanizmalarla cevresel stres kosullarina adaptasyon sagladigini

gostermektedir (Chaturvedi vd., 2015; Valls, M., De Lorenzo, 2002).

MHMR indeksi >0.2 olan izolatlarin oran1 Karadeniz drneklerinde %96.5 olarak
raporlanmis olup, bu durum boélgede ciddi agir metal kirliliginin gostergesidir. Calismamizda
da bazi suslarin benzer direng profilleri gostermesi, Tiirkiye kiyilarinda bulunan bakterilerin
hem ekolojik stres gostergesi hem de biyoteknolojik kaynak olarak kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir.

Yapilan calismada elde edilen bakteriyel izolasyonlarin agir metaller karsisindaki
direnclilik diizeyleri, iskenderun Kérfezi'nden izole edilen Aeromonas spp. ve Pseudomonas
spp. lizerine yapilan benzer bir aragtirmayla desteklenmektedir. Matyar ve ark. (2010)
tarafindan gergeklestirilen bu ¢alismada, Aeromonas spp.'nin %98.3’iiniin ve Pseudomonas
spp.'nin %75.4 {iniin bakira kars1 yiiksek diizeyde direncli oldugu, buna karsin kursuna kars1

diren¢ oranlarinin sirasiyla yalnizca %1.7 ve %7.2 oldugu tespit edilmistir. Calismamizda
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da benzer sekilde, kursun ve kadmiyum gibi agir metallere kars1 diisiik direng diizeyleri
gozlemlenirken, ozellikle Bacillus cinsine ait tiirlerin krom, nikel ve bakir gibi metallere
karst anlamli diizeyde diren¢ gelistirdigi saptanmistir. Bu durum, farkli denizel
ekosistemlerdeki mikroorganizmalarin, bolgesel kirletici baskilara paralel olarak benzer

direng stratejileri gelistirdiklerini gostermektedir.

Matyar ve ark. (2010), iskenderun Kérfezi’ndeki yogun endiistriyel ve evsel
baskinin, bakteriyel tiirlerde hem antibiyotik hem de agir metal direng diizeylerini artirdigini
gostermistir. Bu ¢alismada, Aeromonas suslarinin MAR (Multiple Antibiotic Resistance)
indekslerinin 0.2—0.6 arasinda degistigi, Pseudomonas suslarinin ise 0.2—0.73 araliginda
coklu direng gosterdigi rapor edilmistir. Bu ¢calismada ise belirlenen MIC degerleri ve MAR
indeksleri ile karsilagtirildiginda benzer direng egilimleri gdzlemlenmistir. Ozellikle metal
direncgli izolatlarin antibiyotiklere de direngli olmasi, bu genlerin ayni mobil genetik
elementler (6rnegin R-plazmitler) ilizerinde tagindigini diisiindiirmektedir (Mclntosh vd.,
2008; Silver., Phung, 1996). Bu durum, sadece ¢evresel riskler agisindan degil, ayn1 zamanda

halk saglig1 agisindan da potansiyel tehlike arz etmektedir.

Bu caligmanin sonugclari, denizel ortamlarda agir metal kirliligiyle bas edebilen
bakterilerin ayn1 zamanda yliksek antibiyotik direnci gosterebildigini ortaya koymaktadir.
Matyar ve ark. (2010) tarafindan bildirilen bulgularla birlikte degerlendirildiginde, 6zellikle
Aeromonas ve Pseudomonas tilirlerinin hem ¢evresel stres faktorlerine hem de farmasotik
bilesenlere kars1 direng gelistirme kapasiteleri, bu tiirlerin biyoremidiasyon potansiyelini
artirmakta; ancak ayn1 zamanda diren¢ genlerinin patojen tiirlere transferiyle halk sagligina
yonelik risk olusturma olasiligini da giindeme getirmektedir. Bu nedenle, yerel izolatlarin
hem ekolojik restorasyon hem de halk sagligi baglaminda entegre sekilde degerlendirilmesi

Onerilmektedir.

Klebsiella oxytoca (c13) ve Escherichia coli (p54) suslarinin kadmiyuma kars1 >1000
mM MIK degerleriyle yiiksek direng gosterdigi gozlemlenmistir. Ji ve Silver (1995),
bakterilerin agir metallere kars1 gelistirdigi direng mekanizmalarini incelemis ve 6zellikle
kadmiyum gibi metallere kars1 iyon effluks sistemlerinin 6nemli rol oynadigini
belirtmiglerdir. Nies ve Silver (1995) ise bakteriyel metal direnglerinde iyon effluks

sistemlerinin yani sira metal baglayici proteinlerin de etkili oldugunu vurgulamislardir. Bu
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mekanizmalar, ¢alismamizdaki suslarin kadmiyuma karsi1 yiiksek direng gostermesinin

altinda yatan biyokimyasal yollar1 agiklamada yardimci olmaktadir.

Citrobacter freundii (c31) susunun kobalt MIK degeri 3,90 mM olarak belirlenmistir,
bu da diger suslara kiyasla daha diisiik bir direng seviyesini gostermektedir. Joho vd., (1995),
mayalar ve diger mantarlarda nikel direnci mekanizmalarini incelemis ve bu organizmalarin
metal iyonlarina karst spesifik tastyici proteinler gelistirdigini belirtmislerdir. Benzer
mekanizmalarin bakterilerde de mevcut olabilecegi ve kobalt gibi metallere karst direng

diizeylerini etkileyebilecegi diisliniilmektedir.

Klebsiella oxytoca (c13) susunun bakira kars1 62,50 mM MIK degeriyle orta diizeyde
direng gosterdigi gozlemlenmistir. Silver vd., (1989), bakteriyel direng ATPazlarinin toksik
katyonlar1 hiicre digina tastyarak bakir gibi metallere kars1 direng sagladigini belirtmislerdir.
Bu enzimlerin varligi, ¢alismamizdaki suslarin bakira karsi gosterdigi direng diizeylerini

aciklamada 6nemli olmaktadir.

Klebsiella oxytoca (c13) susunun nikel MIK degeri 125,00 mM olarak belirlenmistir.
Joho vd., (1995), nikel direnci mekanizmalarinin 6zellikle metal iyonlarinin hiicre igine
alimmi smirlayan tasiyict proteinlerin varligina bagli oldugunu belirtmislerdir. Bu

mekanizmalar, caligsmamizdaki suslarin nikel direncini agiklamada yardimci olmaktadir.

Klebsiella oxytoca (c13) susunun ¢inko MIK degeri 1000,00 mM olarak
belirlenmistir, bu da yiiksek bir direng seviyesini gostermektedir. Nies ve Silver (1995),
bakteriyel metal direnglerinde iyon effluks sistemlerinin ¢inko gibi metallere karsi da etkili
oldugunu vurgulamiglardir. Bu sistemlerin varligi, ¢calismamizdaki suslarin ¢inko direncini

aciklamada 6nemli olmaktadir.

Klebsiella oxytoca (c13) susunun demir MIK degeri 31,25 mM olarak belirlenmistir.
Demir, bakteriyel metabolizmada esansiyel bir element olmasina ragmen, yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkilere sahip olmaktadir. Bu nedenle, bakterilerin demir

homeostazini diizenleyen mekanizmalari, demir direncini etkilemektedir.
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Klebsiella oxytoca (c13) susunun krom MiK degeri 31,25 mM olarak belirlenmistir.
Ackerley vd., (2004), Pseudomonas putida ve Escherichia coli'nin kromat indirgeme
ozelliklerini incelemis ve bu bakterilerin kromat iyonlarmi daha az toksik formlara
doniistiirebildigini gostermiglerdir. Bu 6zellik, ¢alismamizdaki suslarin krom direncini
aciklamada 6nemli olmaktadir. Klebsiella oxytoca (c13) susunun kursun MiK degeri >1000
mM olarak belirlenmistir, bu da yiiksek bir direng seviyesini gostermektedir. Veldsquez ve
Dussan (2009), Bacillus sphaericusun 0li ve canli biyokiitlesinin agir metallerin
biyosorpsiyonunda etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu o6zellik, ¢aligmamizdaki suslarin
kursun direncini agiklamada yardimci olmaktadir. Bu bulgular, ¢evresel 6rneklerden izole
edilen bakteriyel suslarin agir metallere kars1 gosterdigi direng diizeylerinin ¢esitliligini ve
bu direnglerin altinda yatan potansiyel mekanizmalar1 ortaya koymaktadir. Bu suslarin
biyoremidiasyon uygulamalarinda kullanilmasi, agir metal kirliliginin azaltilmasinda etkili

bir strateji olmaktadir.

Agir metal direnglilik diizeylerine iliskin bulgular, bolgede agir metal kirliliginin
biyolojik etkilerinin 6nemli boyutlara ulastigin1 gostermektedir. Arastirmada izole edilen
bakterilerin 6nemli bir kism1 yiiksek konsantrasyonlarda giimiis, kursun, kadminyum ve
kobalt tuzlarma direngli bulunmustur. Ozellikle Escherichia coli, Enterobacter cloaceae ve
Klebsiella pneumoniae gibi patojen potansiyeli yiiksek tiirlerin agir metallere kars
direnclilik gostermesi, hem ¢evresel hem de halk sagligi acisindan endise vericidir (Ji ,
Silver, 1995; Nies, Silver, 1995). Glimiis iyonuna kars1 %57 gibi yiiksek bir direng frekansi
gbzlemlenmis olup, bu bulgu benzer sekilde Canakkale Bogazi ve Marmara Denizi’ne
yonelik 6nceki caligmalarda da dogrulanmistir (Altug vd., 2020; Cardak vd., 2016). Bu
direnglilik diizeylerinin, cevresel metal stresine karsi plazmid kaynakli adaptasyon
mekanizmalariyla agiklanabilecegi belirtilmektedir (Hardly, 1993; Misra, 1992). Ayrica,
krom ve kadminyum gibi endiistriyel kaynakli metallerin yiiksek direnglilik
konsantrasyonlarinda bakteri biliylimesine izin verdigi gozlenmis olup, bu 6zellik bazi
mikroorganizmalarin biyoremidiasyon potansiyellerinin arastirilmasi agisindan onem arz

etmektedir (Ackerley vd., 2004; Ameen vd., 2020).
Bu c¢alismada Canakkale Bogazi’ndan izole edilen bakteri suslarmin gesitli agir

metallere karsi direnglilik diizeyleri belirlenmis ve biyoremidiasyon potansiyelleri

degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, 6zellikle Bacillus cereus ve B. thuringiensis
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suslarmin kadmiyum, krom ve nikel gibi toksik metallere karsi anlamli diizeyde direng

gosterdigini ortaya koymustur.

Literatiirde, benzer sekilde Bacillus tiirlerinin yiiksek diizeyde metal toleransina
sahip oldugu siklikla rapor edilmistir. Ornegin Singh ve Malaviya (2015), deri endiistrisi
kaynakli atiklarda ytiksek Cr(VI) konsantrasyonunu azaltmada B. subtilis suslarinin %40’ tan
fazla giderim sagladigini belirtmistir. Ayn1 sekilde, Okeke (2008), Exiguobacterium sp. GSI
susunun degisken tuzluluk ve pH kosullarinda yiiksek diizeyde Cr(VI) indirgeme kabiliyeti

gosterdigini ortaya koymustur.

Caligmamizda izole edilen bazi suslarin, krom (Cr) ve kursun (Pb) gibi toksik
metallere kars1 yiiksek tolerans sergilemesi, Morales ve ark. (2007) tarafindan tanimlanan
Streptomyces sp. CG252’nin benzer performansi ile paralellik gostermektedir. Bu durum,
farkli cografyalarda izole edilen bakteriler arasinda benzer direng profilleri goriilebilecegini

gostermektedir.

Buna ek olarak, elde edilen sonuclar Bacillus tiirlerinin biyofilm olusturarak metal
iyonlarin1 tutabildiklerini ve bu sayede aktif biyoremidiasyon siirecine katildiklarini
desteklemektedir. Bu bulgu, Pandey ve ark. (2015) tarafindan ifade edilen Bacillus

izolatlarinin biyofilm temelli aritma sistemlerinde kullanim potansiyelini dogrulamaktadir.

Bagka bir ¢alismada izole edilen Staphylococcus aureus suslarinda PCR ile tespit
edilen agir metal diren¢ genlerinden cadD, cadX, merB, merT, copA ve mco genlerinin
dagilimi, daha 6nce Marmara Denizi’nden elde edilen 300 o6rnekte de benzer sekilde
gozlenmistir (Giinaydin, 2020). Ozellikle cadD ve cadX genlerinin yiiksek siklikla (%88,2)
goriilmesi, kadmiyum toleransinin yaygin oldugunu ve bu metalin ¢evresel kontaminasyon
acisindan 6nemli bir bask1 unsuru oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, ¢alismamizda elde
edilen Bacillus ve Pseudomonas tiirlerinin kadmiyum ve krom gibi metallere kars1 gosterdigi

direnclilikle uyumludur.
Marmara Denizi’'nden izole edilen S. aureus suglarinda goriilen ¢oklu agir metal

direng genleri, su iirlinleri kaynakli patojen bakterilerin ¢evresel baskilara karsi gelisen

diren¢ mekanizmalariin halk sagligi agisindan da tehdit olusturdugunu ortaya koymustur
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(Gilinaydin, 2020). Benzer sekilde bu ¢alismada elde edilen izolatlar, kadmiyum, kursun ve
civa gibi agir metallere karst hem genetik diizeyde direng tagimakta hem de potansiyel
patojenite riski barindirmaktadir. copA ve mco genlerinin tespiti, 6zellikle bakirin ¢cevredeki
yayginligini ve metal toleransinin genomik diizeyde islenmis oldugunu gostermektedir. Bu
durum, metal diren¢ genlerinin horizontal gen transferi yoluyla yayilma riskini ortaya
koymakta ve deniz bakterilerinin ¢evresel stres faktorlerine karst uyum giiciini

desteklemektedir.

Sonu¢ olarak, bu calismada yerel bakteriyel izolasyonlarin sadece laboratuvar
ortaminda degil, ayn1 zamanda saha uygulamalarinda da kullanilabilecek potansiyele sahip
oldugu goriilmektedir. Ozellikle Marmara Denizi ve Canakkale Bogazi gibi yiiksek kirletici
baskisi altindaki ekosistemlerde, metal toleransli yerli mikroorganizmalarin 6nemi bir kez

daha ortaya konmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda genel olarak, Canakkale Bogazi kiyilarinin hem
bakteriyolojik kirlilik hem de agir metal yiikii agisindan kontrol altina alinmasi gerektigi ve
bolgedeki denizel mikroorganizma topluluklarinin ¢evresel stres faktorlerine karst 6nemli
adaptasyon stratejileri gelistirdigi sOylenebilmektedir. Ayrica, bu bolgelerde tespit edilen
tirlerin bazilart agir metal biyoremidiasyonu ve gevresel izleme agisindan potansiyel
biyobelirteg olarak degerlendirilebilecek niteliktedir (Velasquez, Dussan, 2009; Medfu
Tarekegn vd., 2020).

5.2. Sonug¢

Bu aragtirma, Kasim 2022-Ekim 2023 tarihleri arasinda Canakkale Bogazi ve
cevresindeki 13 farkli istasyondan alinan deniz suyu orneklerinin bakteriyolojik profili ile
agir metallere kars1 direnclilik diizeylerini degerlendirmeyi amaglayan ¢ok yonlii bir ¢evre
mikrobiyolojisi ¢aligmas1 olarak gergeklestirilmistir. Calisma, kiy1r ekosistemlerinde
bakteriyel kontaminasyonun mevsimsel ve mekénsal degisimini ortaya koymasinin yani sira,
mikrobiyal tiir ¢esitliligi ve bu tiirlerin gevresel stres faktorlerine, 6zellikle agir metallere
kars1 verdigi biyolojik yanitlar1 da kapsamli bicimde ele almistir. Calisma, kiy1 suyu
orneklerinin aseptik kosullarda toplanarak, ylizeyden (0-30 cm) alinan 156 6rnek {izerinde

gergeklestirilen ¢ok sayida laboratuvar analizini icermektedir. Arastirma siirecinde indikator

60



bakteriler (toplam koliform, fekal koliform, enterokok), heterotrofik aerobik bakteri
diizeyleri (HAB), tiir teshisi (VITEK 2 Compact sistemi kullanilarak), agir metal direnglilik
diizeyleri (MIK testleri ile) ve agir metal uzaklastirma kapasiteleri (AAS analizleri ile)

degerlendirilmis ve ¢ok sayida istasyonlar arasi karsilagtirmali veri elde edilmistir.

Indikatdr bakteri diizeyleri agisindan degerlendirildiginde, kiy1 sularinda yer yer
ciddi diizeyde bakteriyolojik kontaminasyon oldugu ortaya konulmustur. Toplam koliform
diizeylerinin en yiiksek oldugu istasyonun Intepe Merkez Genglik Kampi olmasi, bu
bolgedeki antropojenik etkilesimlerin ve yerlesim kaynakli kirliligin belirgin bir gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Ote yandan fekal koliform diizeylerinin en diisiik oldugu
istasyonun Gokgeada olmasi, daha diisiik niifus yogunlugu ve daha sinirli karasal etki alant
ile ag¢iklanmaktadir. Fekal koliform ile enterokok bakterilerinin karsilastirmali analizinde
anlamli istatistiksel bir iliski bulunmamas1 (p>0.05), fekal kontaminasyon kaynaklarinin
heterojen yapisini ve potansiyel olarak farkli kdkenleri (insan, hayvan, tarimsal drenaj vb.)
isaret etmektedir. Bu bulgu, kiy1 sularinin mikrobiyal risk degerlendirmesinde yalnizca fekal
koliformlarin degil, enterokoklarin da ayri ayri izlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Fekal koliform/enterokok oraninin Temmuz ayinda maksimuma ulagmasi, yaz aylarinda
artan deniz kullanimi, rekreasyonel faaliyetler ve kiy1 turizmi kaynakl kirlilik artisiyla

iligkilendirilmektedir.

Toplam Kkiiltlir edilebilir heterotrofik aerobik bakteri diizeyleri ise yil boyunca
istasyonlara ve mevsimlere gore genis bir varyasyon gostermistir. Ozellikle yaz aylarinda
gozlenen dramatik artis, cevresel sicaklik artiglarinin bakteriyel tireme hizlarin1 dogrudan
etkilemesiyle aciklanmaktadir. Yaz mevsiminde Canakkale Belediye Halk Plaji’nda
kaydedilen 34x107 KOB/100 mI’lik yiiksek diizey, kiy1 kullanim1 yogunlugu, yiizme ve atik
su yiiklerinin bir sonucu olarak degerlendirilmektedir. Buna karsilik, en diisiik diizeyin kis
mevsiminde Gelibolu-Hamzakoy Plaji’nda gozlenmesi, diisiik sicakliklarin mikrobiyal
metabolizma ve lireme tizerindeki inhibe edici etkisini dogrulamaktadir. HAB diizeylerinin
istasyonlar aras1 farkliligi, lokal c¢evresel kosullara, akinti sistemlerine, deniz dibi

morfolojisine ve insan kaynakli kirlilik yiiklerine bagl olarak sekillenmektedir.
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Aragtirmada tiir teshisi amaciyla VITEK 2 Compact 30 otomatik sistem kullanilmis,
toplamda 159 izolattan 118’1 gilivenilir diizeyde tanimlanmistir. Elde edilen tiir dagiliminda
Bacillus cereus (%25,96) ve B. thuringiensis (%10,62) gibi sporlu bakterilerin yiiksek
prevalansi dikkat cekici olup, bu bakterilerin ¢evresel dayanikliliginin ve sucul ortama
adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae gibi fekal kokenli
bakterilerin su 6rneklerinden izole edilmesi, diski kokenli kontaminasyonun deniz suyuna
tasindigini acikc¢a gostermektedir. Familya diizeyinde yapilan siniflandirmada ise en baskin
grubun Enterobacteriaceae (%56) olmasi, calismanin odaklandigi kiyr ekosistemlerinin
mikrobiyolojik risk agisindan ozellikle insan saghigimi tehdit eden enterik bakteriler

yoniinden dikkatle izlenmesi gerektigini ortaya koymustur.

Calismanin en oOzgilin ¢iktilarindan biri olan agir metal direnglilik diizeyleri
analizlerinde, izole edilen pek cok susun yiiksek diizeyde agir metal tolerans1 gosterdigi
ortaya konmustur. Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae gibi
suslar giimiis (Ag), kursun (Pb) ve kadminyum (Cd) gibi toksik agir metallere karsi 1000
mM diizeyine kadar iireme gosterebilmis, bu da bu suslarin ¢evresel stres faktorlerine karsi
genetik ve metabolik adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmis oldugunu goéstermektedir.
Ozellikle referans sus olan E. coli ATCC 25922’nin bu konsantrasyonlarda inhibe olurken,
¢evreden izole edilen suslarin direngli kalabilmesi, ¢evresel izolatlarin evrimsel olarak daha
toleran yapilar gelistirdigini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, sadece ¢evre saglig1 agisindan
degil, ayn1 zamanda halk saglig1 agisindan da 6nem arz etmektedir; zira bu tiirlerin ¢ogu
patojen potansiyeline sahip olup, metal direncliligi ayn1 zamanda antibiyotik direngliligi ile
korelasyon gosterebilecek mobil genetik elementler tarafindan tasinabilmektedir. Ayrica,
bakterilerin agir metal uzaklastirma kapasiteleri de dlcililmiis, bazi suslarin yiiksek oranda
agir metali biyosorbe edebildigi ve bu yoniiyle potansiyel biyoremidiasyon ajani olarak

degerlendirilebilecegi belirlenmistir.

Bu calismada, Canakkale Bogazi’ndan izole edilen bakteriyel suslarin g¢esitli agir
metallere kars1 direnglilik profilleri belirlenmis ve bu tiirlerin biyoremidiasyon potansiyelleri
degerlendirilmistir. Bulgular, 6zellikle Bacillus, Pseudomonas ve Aeromonas tiirlerinin

kadmiyum, krom ve bakir gibi toksik metallere kars1 anlamli diizeyde tolerans gelistirdigini
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ortaya koymustur. Ayn1 zamanda bu suslarin ¢ogunun ¢oklu antibiyotik direnci tasidigi

gozlemlenmistir.

Iskenderun Kérfezi’nden izole edilen suslarla karsilastirildiginda, her iki bolgede de
metal direngli bakterilerin ayni zamanda yliksek MAR (Multiple Antibiotic Resistance)
indeksine sahip oldugu goriilmektedir (Matyar vd., 2010). Bu durum, denizel ortamlarda
antropojenik baskinin sadece ¢evresel degil, ayn1 zamanda mikrobiyal patojenlerin yayilimi

ve evrimi agisindan da tehdit olusturdugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak, agir metal ve antibiyotik direnglilik Ozellikleri tasiyan bu yerli
mikroorganizmalar hem biyoremidiasyon siireclerinde kullanilabilecek potansiyele sahip,
hem de diren¢ genlerinin patojenlere aktarimi bakimindan halk saglig1 agisindan risk teskil

etmektedir.

Staphylococcus aureus suslarinda agir metal direng genlerinin yliksek prevalansi,
denizel gida zincirinde yer alan mikroorganizmalarin sadece ekotoksikolojik degil, ayni
zamanda zoonotik risk tasiyabilecegini gdstermektedir. Bu baglamda, sadece cevresel
izleme degil, gida giivenligi politikalar1 kapsaminda da direngli bakterilerin rutin olarak

izlenmesi gerekmekte oldugu s6zkonusudur (Giinaydin,2020).

Marmara Denizi’nde S. aureus 'ta tespit edilen cadX, copA gibi direng genleri, izole
edilen suglarin biyoremidiasyon potansiyelinin yani sira, potansiyel patojenite riski tasidigin
da gostermektedir. Bu genetik yapilarin plazmid ya da mobil elementler {izerinden bagka
tirlere gec¢is yapma olasihigi dikkate alinarak, genomik analizlerle bu transfer yollar

arastirilmalidir.

Tim bu anlatilanlar baglaminda, bu ¢alisma hem kiy1 sularinin mikrobiyal kirlilik
diizeyinin hem de c¢evredeki bakteriyel popiilasyonun c¢evresel stres etmenlerine karsi
biyolojik dayaniklilik diizeyinin kapsamli bir profilini sunmaktadir. Elde edilen bulgular,
yalnizca akademik bilgi iiretimine katki sunmakla kalmamakta, ayn1 zamanda bolgesel ¢evre
yonetimi, halk saglig1 planlamasi ve ileri biyoteknolojik uygulamalara yonelik 6nemli veri
althiklart olusturmaktadir. Bu baglamda, izole edilen suslarin agir metal toleranslarmin

izlenmesi ve genetik analizlerle desteklenmesi, gelecek arastirmalarda cevresel genetik

63



degisimlerin ve potansiyel risk unsurlarinin daha derinlemesine incelenmesine olanak

saglayacaktir.

5.3. Oneriler

Canakkale Bogazi ve ¢evresindeki kiy1 sularinda yiiriitiilen bu ¢alismada elde edilen
bakteriyolojik kontaminasyon diizeyleri, mevsimsel HAB varyasyonlari, su kaynaklarindan
izole edilen tiirlerin ¢esitliligi ve agir metallere kars1 direnclilik profilleri dikkate alindiginda,
bolgedeki cevresel ve halk sagligi risklerinin ¢ok boyutlu oldugu anlagilmaktadir. Bu
nedenle, ozellikle yaz aylarinda artis gosteren koliform ve enterokok diizeylerine karsi
diizenli mikrobiyolojik su kalitesi izleme programlarinin olusturulmasi Onerilmektedir.
Istasyon bazinda elde edilen verilerin zamansal takibi yapilacak, bu takip dogrultusunda
yiiksek risk tastyan kiy1 bolgelerinde koruyucu ve dnleyici ¢evre politikalarinin uygulanmast

saglanacaktir.

Indikatér bakteri diizeylerinin yerlesim yogunlugu ile pozitif korelasyon gdstermesi,
kiy1 yerlesimlerinden kaynaklanan atik su girdilerinin deniz suyuna dogrudan etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, kanalizasyon altyapilarinin goézden gecirilerek
acik desarj noktalarinin ivedilikle kapatilmasi ve biyolojik aritma kapasitelerinin artirilmasi
onerilmektedir. Ayrica, aritilmadan birakilan kiy1 atik sularina yonelik ¢evresel denetimlerin
sikilagtirilmasi yapilacaktir. Ozellikle turizm sezonlarinda niifusun gegici artigina bagh
olarak deniz suyuna karigan atik yiikiiniin azaltilmasi i¢in mobil aritma {initelerinin

kurulmasi da degerlendirilmelidir.

Heterotrofik aerobik bakteri diizeylerinin yaz doneminde dramatik big¢imde artis
gostermesi, sicaklikla birlikte mikrobiyal yiikteki degisimin goz ardi edilemeyecek boyutta
oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda, kiy1 sularinda mikrobiyolojik kaliteye iligkin esik
degerler mevsimsel olarak yeniden degerlendirilerek halk sagligina yonelik uyari
sistemlerinin kurulmas: dnerilmektedir. Ozellikle yaz aylarinda yiizme amaciyla kullanilan
plajlarin diizenli analizlerle siniflandirilmasi yapilacak, kalite diisiikliigii saptanan sahil

alanlarinda gerekli uyar1 ve gegici kullanim kisitlamalar1 uygulanacaktir.
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Aragtirma kapsaminda izole edilen bakteriyel tiirlerin biiylik bir kisminin insan ve
hayvan kaynakli fekal kokenli bakterilerden olugmasi, deniz suyu mikrobiyotasinin giderek
artan antropojenik baskilarla sekillendigini gostermektedir. Bu nedenle, su 6rneklerinde tiir
teshisinin yalnizca klasik kiiltiir yontemleriyle degil, molekiiler tan1 yontemleri ile de
desteklenmesi Onerilmektedir. Yapilacak ileri molekiiler analizlerle kontaminasyonun
kaynagi, yayilim yolu ve genetik adaptasyon mekanizmalar1 ortaya konulacak, bu veriler su

yonetimi politikalarina dogrudan entegre edilecektir.

Agir metal direnclilik diizeylerinin oldukca yiiksek bulunmasi, izole edilen bakteriyel
suslarin gevresel stres kosullarina adaptasyon yeteneklerini agik¢a gostermektedir. Bu durum
hem cevresel toksisite hem de antimikrobiyal direng etkilesimi bakimindan potansiyel bir
tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle, agir metal direnglilik profiline sahip bakterilerin ayni
zamanda antibiyotik direnglilik diizeyleri ile birlikte analiz edilmesi 6nerilmektedir. Gelecek
caligmalarda cevrede yaygin olarak bulunan metaller ile antibiyotikler arasindaki eszamanli
direnglilik desenlerinin arastirilmasi yapilacak, cevresel direng genlerinin izlenebilirligi i¢in

genomik ¢alismalar baslatilacaktir.

Bakteriyel izolatlarin bazi tiirlerinin yiiksek diizeyde agir metal uzaklastirma
potansiyeline sahip oldugu belirlenmis olup, bu tiirlerin biyoremidiasyon uygulamalarinda
kullanilmas1  6nerilmektedir. Ozellikle Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae,
Stenotrophomonas maltophilia gibi suslar ileri diizeyde biyosorpsiyon yetenegi
gostermektedir. Bu baglamda, bu tiirlerin kontrollii laboratuvar kosullarinda agir metal
uzaklastiric1 biyoteknolojik ajanlar olarak gelistirilmesi yapilacaktir. Uygun kosullarda
optimize edilmis biyofiltrasyon sistemlerinde bu mikroorganizmalarin kullanimi, bolgesel
su aritma stratejilerinde yenilik¢i ¢Ozlimler sunacaktir. Son olarak, bu arastirmanin
stirdiiriilebilir ¢cevre yonetimi politikalarina katki sunabilmesi i¢in benzer kiy1 alanlarinda
cok merkezli ve uzun soluklu izleme caligmalarinin yapilmasi 6nerilmektedir. Elde edilen
verilerin merkezi bir ¢evre mikrobiyoloji veritabaninda toplanarak yerel yonetimlerin
erisimine acilmasi yapilacaktir. Ayrica, halk sagligi, denizcilik ve turizm sektorleri arasinda
disiplinleraras1 bir is birligi modeli gelistirilerek kiy1 alanlarinin biitiinciil yonetimi

saglanacaktir.
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Kisaca Onerileri 6zetlemek istersek:

Biyoremidiasyon Uygulamalari: Bu calismada agir metallere kars1 yiliksek tolerans
gosterdigi belirlenen suslar, metal kirliliginin yogun oldugu bdlgelerde ¢evresel iyilestirme
amaciyla kullanilabilecek potansiyel biyoremidiasyon ajanlar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
suslar, biyoreaktor sistemlerinde kontrollii kosullar altinda uygulanabilecegi gibi, ayni
zamanda dogal ortam restorasyon projelerinde, toprak ve su ekosistemlerinin yeniden
dengelenmesini desteklemek amaciyla da degerlendirilebilir. Ozellikle endiistriyel
faaliyetler sonucu kirlenmis alanlarda, bu mikroorganizmalarin kullanimi ile hem g¢evresel
hem de ekonomik ag¢idan siirdiiriilebilir ¢oztimler gelistirilmesi miimkiindiir. Dolayisiyla, bu
suslarin fizyolojik ve genetik oOzelliklerinin daha ayrintili analiz edilmesi, saha

uygulamalarina gegmeden Once optimize edilmeleri agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Direng Genlerinin Genomik Analizi: Ozellikle hem agir metallere hem de
antibiyotiklere direngli suslar iizerinde plazmid analizi, tam genom dizileme ve kantitatif
PCR (qPCR) gibi molekiiler yontemlerle genetik tasiyicilik 6zellikleri detayli bir sekilde
ortaya konmalidir. Bu tiir analizler, diren¢ genlerinin kromozomal m1 yoksa mobil genetik
elementler (6rnegin plazmidler, transpozonlar veya integronlar) lizerinde mi bulundugunu
belirlemek acgisindan biiyilk onem tasimaktadir. Ayn1 zamanda, genlerin ekspresyon
diizeylerinin Ol¢iilmesi, ¢evresel stres kosullarinda mikroorganizmalarin verdigi tepkilerin
anlasilmasina olanak saglayacaktir. Ayrica, diren¢ genlerinin yatay gen transferi
potansiyelinin degerlendirilmesi, bu genetik 6gelerin ¢evreye yayilma riskini ve ekosistem
saglig tizerindeki olasi etkilerini degerlendirmek agisindan kritik bir adimdir. Bu kapsamda
elde edilen veriler, hem ¢evresel risk analizlerine katki saglayacak hem de biyoremidiasyon
amaciyla kullanilacak mikroorganizmalarin  biyogiivenlik acgisindan  uygunlugunu

degerlendirmek i¢in temel olusturacaktir.

Antibiyotik ve Agir Metal Etkilesimi: Diren¢ mekanizmalarinin ortak genetik
platformlarda (6rnegin plazmidler, transpozonlar ve integronlar) tasinmasi ihtimali goz
ontinde bulundurularak, Tiirkiye’ nin farkli kiy1 bolgelerinde antibiyotik ve agir metallerin es
zamanlt olarak izlenmesini igeren kapsamli c¢evresel c¢aligmalarin yiiriitiilmesi
gerekmektedir. Bu tiir izleme calismalari, 6zellikle endiistriyel, kentsel ve tarimsal

faaliyetlerin yogun oldugu kiy1 alanlarinda g¢evresel kirleticilerin birikimini, mikrobiyal
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topluluklar tizerindeki se¢ilim baskisini ve diren¢ genlerinin yayilim potansiyelini ortaya
koymak agisindan kritik 6neme sahiptir. Antibiyotik ve agir metallerin birlikte bulunmasi,
mikroorganizmalarda ¢apraz direng ve birlikte direng gelisimini tetikleyebilir; bu durum hem
halk saglig1 agisindan hem de ekosistemlerin mikrobiyal dengesini koruma agisindan ciddi
riskler dogurabilir. Bu nedenle, ¢evresel genomik, metagenomik ve kimyasal analizlerin
entegre edildigi ¢ok disiplinli saha ¢alismalarina 6ncelik verilmelidir. Elde edilecek veriler
hem direng yayiliminin izlenmesi hem de ¢evre politikalarinin ve atik yonetimi stratejilerinin

bilimsel temellerle giiclendirilmesi agisindan énemli katkilar saglayacaktir.

Kiy1 Yonetim Politikalari: Kiy1 ekosistemlerinin siirdiiriilebilirligi agisindan,
endiistriyel desarjlarin etkin bir sekilde denetlenmesi ve 6zellikle aritilmamis hastane, evsel
ve tarimsal atiklarin dogrudan deniz ortamina birakilmasimnin Onlenmesi biiyiilk dnem
tasimaktadir. Bu tiir atiklar, sadece organik kirleticiler degil, ayn1 zamanda antibiyotik
kalintilari, agir metaller ve direng genleri tastyan mikroorganizmalar agisindan da ciddi bir
risk olusturmaktadir. Direngli mikroorganizmalarin kiy1 sularina yayilimi, hem deniz
ekosistemlerindeki mikrobiyal dengeyi bozmakta hem de insan sagligi agisindan potansiyel
tehditler yaratmaktadir; 6zellikle deniz iiriinleri tiiketimi, rekreasyonel faaliyetler ve deniz
suyu ile temas risk gruplari i¢in 6nemlidir. Bu baglamda, biitiinciil bir k1y1 yonetim stratejisi
kapsaminda, kaynak bazli kirlilik kontroli, ileri biyolojik aritma teknolojilerinin tesvik
edilmesi, diizenli izleme programlarinin olusturulmasi ve ilgili yasal diizenlemelerin
giiclendirilmesi gerekmektedir. Ayrica, yerel yonetimlerin, sanayi kuruluglarinin ve halk
saglig1 otoritelerinin is birligi icinde calistig1 entegre bir izleme ve miidahale sistemi, direngli

mikroorganizmalarin ¢evresel yayilimini sinirlamak acisindan kritik bir adimdar.

Halk Saglig1 ve Gida Giivenligi: Direngli Aeromonas ve Pseudomonas suslarmin su
iriinlerinde yaygin olarak bulunmasi, 6zellikle ¢ig ya da az pismis deniz iriinlerinin
tikketimiyle birlikte, insanlara patojenlerin veya direng¢ genlerinin gegisi agisindan ciddi bir
halk sagligi riski olusturmaktadir. Bu bakteriler hem firsat¢i patojen olmalari hem de ¢esitli
antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng gelistirme yetenekleri nedeniyle 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle, balik ve kabuklu deniz iirlinlerinde diizenli olarak mikrobiyal diren¢ taramasi
yapilmasi, gida giivenligini saglamak adina oncelikli bir ihtiyactir. Ayni zamanda, bu
taramalar sayesinde direnc¢li mikroorganizmalarin ¢cevresel kaynaklardan gida zincirine gegis

yollar1 daha iyi anlagilabilir ve gerekli onlemler zamaninda alinabilir. Gida giivenligi
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cercevesinde, 0zellikle ihracata yonelik su iiriinleri iiretiminde bu tiir analizlerin zorunlu hale
getirilmesi hem halk sagliginin korunmasi hem de uluslararas1 pazarda rekabet giicliniin
artirtlmasi agisindan stratejik onem tagimaktadir. Ayrica, ¢iftlik balik¢iligi yapilan alanlarda
antibiyotik kullaniminin sinirlandirilmasi, dogal stoklardan avlanan iirlinlerin diizenli
izlenmesi ve tiiketicilere yonelik farkindalik ¢aligmalarinin artirilmasi da direng yayiliminin

kontrolii i¢in tamamlayic1 onlemler arasinda yer almalidir.
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b loo loo 1o 00 | oo 00 00 5 0 00 |00 7,81 00 1,95 | 7,81 | 7,81 0 0 7,81 (7,81 (390 |7.81 |7,81 |7,81 |3,90 |7.81 00 5 7,81

Tablo10. Izole edilen suslarin agir metal soliisyonlarina kars: (1000 mM) minumum inhibisyon konsantarsyon (MiK) degerleri (mM)



