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Kara Midye’lerin (Mytilus galloprovincialis) Gram-Negatif Bakteri
Florasimin Tespiti
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oz

Bu calismanin amact, Istanbul Bogazi’ndan toplanan ve besin olarak siklikla tiiketilen Kara midye’lerin (Mytilus galloprovincialis) solungag
ve bagirsaklarindaki gram-negatif bakteri florasini tayin edilmesidir. Midye 6rnekleri istanbul Bogazi’nda belirlenen 4 istasyondan (Halig,
Karakdy, Kadikdy, Uskiidar) elle toplanmistir. Kara midye &rneklerinin bagirsak ve solungacindan 17 adet gram-negatif bakteri izole
edilmis ve tiirlerin identifikasyonu yapilmigtir. Daha sonra tiim koloniler morfolojilerine gére degerlendirildikten sonra tiplendirme islemi
API (Biomerieux) bakteri tanimlama sistemi kullanilarak yapilmistir. Besin olarak siklikla tiiketilen midyelerin organ ve dokularinda
patojen bakteri tiirlerinin bulunmasi ve bu bakterilerin agir metale kars: direngli olmalari, Istanbul Bogazi’nin ekolojik kirliligi hakkinda
onemli bulgular saglamstir.

Anahtar kelimeler: Gram-negatif bakteri floras1, Mytilus galloprovincialis, Mikrobiyal deniz kirliligi

The Identification of Gram-Negative Bacterial Flora of Black Mussel
(Mytilus galloprovincialis)

ABSTRACT

The aim of this study is the identification of gram negative bacterial species in the intestine and gill tissues of the mussels (Mytilus
galloprovincialis Lamarck, 1819). Mussel samples were collected from four stations (Halic, Karakoy, Kadikoy, Uskudar) of Bosphorus.
Following the evaluation of all colonies according to their morphologies, API (Biomerieux) bacterial identification system was used
for typology. Seventeen gram-negative bacterial species have been isolated and identified from the intestine and gills of the mussel
samples. Presence of heavy metal resistant pathogenic bacteria species into organ and tissue of the mussels which consume by people as a
supplemental food, have been provided significant findings on ecological pollution of Bosphorus (Istanbul).
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I. GIRiS
Son yillardaki kontrolsiiz kentlesme ve endiistrilesme
iilkemiz  denizlerinin  kirlenmesine sebep olmustur.

Artilmamis veya yetersiz aritilarak desarji yapilan sular,
dogrudan dogruya kiy1 c¢evrelerini kirleten kaynaklar
arasindadir. Insan ve hayvan atiklarini igeren lagim sulari,
deniz kiy1 sularina veya yeralt1 sulari icine ¢esitli insan
patojenlerini tagir. Lagim suyu, ¢ok fazla sayida bakteri,
enterik virlisleri ve diger mikroorganizmalart igerir
[1,2,3]. Avrupa Birligi Komisyonu 2006 yilinda aldig1 bir
kararda rekreasyonel kullanima agik alanlarda Salmonella

spp., tespitinin yapilmasi ve bir litre deniz suyundaki
Salmonella spp., sayisinin litrede sifir olmast gerektigine
karar vermistir. Deniz sularmin litresinde 7.000 koliform
bakteri kritik sinir olarak kabul edilir ve eger bu say1 10.000
olursa alanin kullaniminin yasaklanmasi gerekmektedir [4].
Ornegin, tarim alanlarinin kanalizasyon suyu ile sulanmasi
veya kanalizasyon sularinin akarsu, goél ve denizlere
bosaltilmasi sonucu kanalizasyon sularinda bulunan hastalik
yapict mikroorganizmalar topraga, denizlere ve atmosfere
gecerek cevre kirlenmesine yol agar. Denizlerdeki patojen

mikroorganizmalarin her birinin varligini tespit etmek igin
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bu mikroorganizmalarin bakteriyolojik analizlerini yapmak
zordur. Bu nedenle patojen mikroorganizmalarin mevcut
olup olmadigini gosteren, ekolojik sartlara toleransi fazla
olan gosterge yani indikator organizmalar kullanilmaktadir
[5,6]. Cift kabuklular (Bivalvia), kiyt bolgelerde suyu
filtre ederek beslenen canlilardir [7]. Sucul ¢evrenin dogal
bir pargast olan midyeler, zengin organik madde igerigi
ile ekonomik degere sahip olan dnemli ve besleyici deniz
canlilarindan biridir. Arastirmada kullanilan midye tiirii
olan Mytilus galloprovincialis denizlerde gruplar halinde
kayaliklara tutunur. Tirkiye’de, Dogu Akdeniz kiyilart
haric Ege Denizi, Marmara Denizi, Canakkale ve Istanbul
Bogazlan ile Karadeniz’de dogal yataklarda bol miktarda
bulunur. Ulkemizde 7-8 cm boyuna geldigi zaman avlanir
ve tiiketilirler. M. galloprovincialis’ler “kirlilik gostergesi”
olarak kabul edilirler ¢iinkii fekal patojenleri, bakterileri,
toksin, agir metal ve radyoaktif maddeleri biinyelerinde
yogunlagtirarak tasirlar [8]. Sesil tiirler olduklart i¢in uzun
stireli (kronik) etkileri iyi yansitir ve yiiksek diizeyde fekal
koliform bakteriyi besin zincirine katarak halk sagligini
tehdit edebilirler. Kirli deniz ortamlarinda gelistikleri
zaman; kolera, tifo gibi hastaliklara ve agri, titreme,
davranis bozuklugu, kusma vb. sikayetlere sebep olabilirler.
Bu caligmanin amaci, Istanbul Bogazi’ndan toplanan ve
besin olarak siklikla tiiketilen Kara midyelerin solungag ve
bagirsaklarindan izole edilen gram-negatif bakterilerin tayin
edilmesidir.

II. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan besiyerleri (Nutrient Agar, Nutrient
Broth, MacConkey (MAC) Agar) (MERCK) kullanma

talimatina uygun sekilde hazirlanip, otoklavda 121°C’de 15
dakika steril edilmistir [9].

2.2. Midye Orneklerinin Hazirlanmasi

Midyeler belirlenen istasyonlardaki dogal ortamlarindan
elle toplandiktan sonra steril deniz suyu i¢eren cam kaplarda
Midyelerin
bagirsagindanalinandokupargalari, 6nceden hazirlanan %3,5

laboratuvara getirilmislerdir. solungac ve
tuz igeren steril 1 ml deniz suyu ile ependorf tiipleri icinde
cam boncuklar yardimiyla dismembranatorde parcalanmis
ve homojenize edilmistir. Ependorf tiiplerinden alinan 0,1 ml
homojenat, Drigalski Spatiilii ile 10 cm ¢apindaki steril Petri
kaplarinda bulunan MacConcey Agar’a yayma plak yontemi
ile ekilmistir. Daha sonra Petri kaplar inkiibatdre konularak
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir [9]. Inkiibasyon
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sonucu iireyen kolonilerden morfolojik &zelliklerine gore
(renk, biytkliik, kavis, olusturdugu zon) 17 adet farkli
koloni secilmistir. Secilen kolonilerden alinan &rnekler,
6ze yardimiyla 10 ml’lik tiiplerdeki steril Nutrient Broth’a
ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir [9].
Tiim koloniler morfolojilerine gore degerlendirildikten sonra
tiplendirme islemi API (Biomerieux) bakteri tanimlama
sistemi kullanilarak yapilmistir.

III. BULGULAR

Istanbul Bogazi’nda belirlenen dért istasyondan toplanan
midye Orneklerinin solunga¢ ve bagirsaklarindan izole
edilen bakterilerin tanimlanmasi sonucunda 17 adet farkli
gram-negatif bakteri tiirii tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. istanbul Bogazi’'nda dort istasyondan toplanan
Mytilus galloprovincialis’in solunga¢ ve bagirsaklarindan
izole edilen ve tanimlanan gram-negatif bakteri tiirleri.

Gram-negatif Bakteri Tiirleri Istasyon Organ

Acinetobacter haemolyticus Kadikdy Bagirsak
Actinobacillus ureae Uskiidar ~ Bagirsak
Aeromonas salmonicida Halig Bagirsak
Bordetella trematum Karakdy Solungag
Budvicia aquatica Karakdy Solungag
Escherichia coli Hali¢ Bagirsak
Francisella tularensis Uskiidar Solungag
Moraxella osloensis Uskiidar Bagirsak
Pantoea agglomerans Kadikdy Bagirsak
Pantoea spp., Karakdy Solungac
Pasteurella pneumotropica Halig Solungag
Pseudomonas luteola Kadikdy Bagirsak
Pseudomonas stutzeri Karakdy Solungag
Shigella group Hali¢ Solungac
Sphingobacterium thalpophilum — Uskiidar Bagirsak
Sphingomonas paucimobilis Hali¢ Solungag
Yersinia pestis Kadikdy Bagirsak

Bu ¢alismada, Istanbul Bogazi’'ndan toplanan midyelerin
solungac ve bagirsaklarinin evsel ve patojen bakterilerce
zengin bir floraya sahip oldugu gézlenmistir. Gézlemlerimiz
sonucunda Istanbul Bogazi’nin ciddi sekilde fekal kirlilige
maruz kaldigin1 sdyleyebiliriz.

Ciinkii normal sartlar

altinda midye, istakoz, karides gibi deniz canlilarinda
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koliform ve fekal koliform bakteri bulunmaz. Baliklarda
oldugu gibi, tath su istakozu, karides ve midyede bulunan
bakteriyel flora g¢evre sartlar1 ile yakindan ilgilidir. Bu
grup mikroorganizmalarin yeni avlanmis iiriinlerde yiiksek
sayilarda bulunmas: sularin bu patojenler tarafindan
kontamine edildiginin gostergesidir.

IV. TARTISMA VE SONUC

Mikroorganizmalarla olan deniz kirliligi, patojen, potansiyel
patojen ve normal habitatlari deniz ortami olmayan karasal
mikroorganizmalardan kaynaklanir [10]. Su ve atik sulardaki
patojen bakteriler genellikle fekal orijinlidir. Belediyelerin
atik sularinda farmakolojik atiklar, agir metaller, amonyum,
endokrin bozucu maddeler ve mikroorganizmalar bulunur
[1]. Atik sularda, 6zellikle digkida bulunan patojen bakteriler
fekal kontaminasyonun esas kaynagidir ve potansiyel saglik
risklerini olustururlar. Deniz ve gol sularinin asirt miktarda
evsel ve endiistriyel kokenli atik mikroorganizmalar ile
kirlenmesi pek ¢ok epidemiyolojik riski de beraberinde
getirmektedir. Atik sularin desarj yeri olan denizler, bu
bakterilerin alict ortami konumundadir. Ayrica deniz
suyunda bir¢cok enterik olmayan patojenlerde mevcuttur.
Bunlar arasinda Legionella, Mycobacterium gibi bakteriler
ve suda mevcut olan cesitli firsat¢1 patojenler goriilebilir.
Bu bakterilerde potansiyel hastalik risklerini olustururlar
[11,12]. Donia ve arkadaslar1 (2012) deniz suyu kirliligini
test etmek amaciyla midye Orneklerini kirli oldugunu
diistindiikleri bir bdlgeye yerlestirmiglerdir. Molekiiler
testlerin yardimiyla midyelerdeki faj ve enterik virtislerin
identifikasyonu yapilmistir. Arastirmanin sonucuna gore
midyelerin %52.4’{inde en az bir enterik viriis, %17’sinde
Hepatit A viriisii (HAV), % 8.1’inde Hepatit E virtisii (HEV)
ve % 5.4’lnde ise noroviriisler (NoV) tespit edilmistir.
Arastirmacilara gore, Mytilus galloprovincialis tirli midyeler
viral deniz kirliliginin tespit edilmesinde de uygun birer
biyomonitor organizmalardir [2]. Potansiyel patojenler ve
normal habitatta bulunan diger karasal mikroorganizmalar
denizlerde yasamazlar. Fakat aritimi yapilmamus atik sularin
dogrudan dogruya kiy1 zonlarina desarjlarinin yapilmasi
ile denizlere erisirler [10, 13]. Cift kabuklu yumusakgalar
besinlerden kaynaklanan hastaliklarda ¢ok 6nemli bir yere
sahiptirler. Ticari olarak yetistirilen ve dogal yataklardan
elde edilen M. edulis tiiri midyelerde mikrobiyal kalitenin
incelendigi bir arastirmada ozellikle rihtim civarindan
elde edilen orneklerde Escherichia coli kontaminasyonu
bildirilmistir [14]. Lhafi ve arkadaslari tarafindan 2007
yilinda yapilan bir arastirmada, Almanya’nin Wadden
Denizi’nden mevsimsel olarak 90 adet M. edulis toplamis
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ve yapilan bakteriyolojik analizler sonucunda 6rneklerin
%74’tinde olas1 insan patojenleri olan E. coli, Salmonella
spp., ve Vibrio spp., tespit edilmistir. Orneklerin toplandig1
Wadden Denizi, gel-git zonu 2009 yilindan itibaren
UNESCO’nun Diinya Miras Listesi’ne alinmistir. Vibrio
spp., deniz ortaminda siklikla bulunabilen ve gastrointestinal
hastaliklara neden olan bir organizmadir. Yumusakgalardan
izole edilebildikleri de bazi arastirmalarda gosterilmistir.
Omegin Vibrio vulnificus salgmlara neden olmamalarina
karsin 50-60’1 6liimle sonuglanan ¢ok siddetli sendromlar
olustururlar. Bu nedenle viral kaynakli patojenler yiiksek
mortaliteye sebep olan organizmalardandir. Istiridye ve
midyeler bu organizmalarin deposu olarak da goriilebilirler
ve ozellikle az pigmis veya ¢ig tiiketildikleri zaman ciddi
enfeksiyonlara sebep olurlar. Hepatit A viriisii (HAV) az
pismis istiridyelerin yenilmesiyle bulasabilir. Noroviriis
(NoV), tehlikeli
salginlarina neden olan bir organizmadir. Hepatit E viriisii

Diinya c¢apindaki en gastroenterit
(HEV) ise sularin fekal kontaminasyonu sonucu insanlara
bulasir ve genellikle kirli sularin i¢ilmesi veya bu sularla
yikanan ¢ig besinlerin tiiketilmesi ile ciddi enfeksiyonlara
neden olur. Vibrio tiirleri deniz ve haliglerde ¢ok yaygin
olarak bulunurlar [3]. Italya’da yapilan bir arastirmada balik
marketlerinden satin alinan Mytilus galloprovincialis tirii
midyelerde Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Salmonella spp., fekal koliform bakteriler ve Escherichia coli
belirlenmistir. Toplanan 600 midye 6rneginin mikrobiyal
analizi sonucunda % 7.83’tinde V. parahaemolyticus, %
2.83%linde V. vulnificus, % 0.16’smnda Salmonella spp., %
4.46’sinda fekal koliform bakteriler ve % 3.5’inde E.coli
tespit edilmistir [15]. Deniz suyunda bulunmasi miimkiin
bagirsak kokenli mikroorganizmalarin en Onemlileri ise
E. coli, Streptococcus faecalis, Clostridium perfingens ve
Salmonella, V. comma gibi olas1 bagirsak patojenleridir.
Bu mikroorganizmalar fekal kontaminasyon sonucu suda
bulunurlar ve igme sulari i¢in de biiyiik tehlike arz ederler.
Bunackolarakhayvanlar,dzellikledemartilar, sindirimkanali
patojenlerinin tastyicilari olabileceklerinden kiyisal sularin
mikrobiyal kontaminasyonunda 6nemli 6l¢lide rol oynarlar.
Deniz suyu c¢evresinin mikrobiyolojik kontaminasyonu
fekal indikator bakterilerin varligt ile belirlenir [15]. Bazi
uluslararast protokollerde oldugu gibi; iilkemizde de su
mikrobiyolojisi kalite standardi parametreleri total ve
fekal koliform bakterilerdir. Potansiyel patojen olan fekal
koliform bakterilerin belirlenen standartlar tizerinde olmasi,
suyun enfeksiyon yaymast olarak kabul edilir. Midyeler
bulunduklart ortamda suyu siirekli filtre ederler. Bu nedenle
kirli sularda biiyiiyen midyelerde bakteri ve enterik viriisler
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gibi patojenler siklikla bulunur. Suyla beraber filtre edilen
bu patojenler kabuklu tiirlerin biinyelerinde su kolonunda
yasayabildiklerinden birka¢ giin daha fazla yasayabilirler.
Bu patojenlerce kontamine edilmis kabuklularin ¢ig veya
az pismis halde tiiketilmeleri sonucunda da ¢ok Onemli
[2].
organlarindaki bakteriyel populasyon ¢esitliligi halk saglig1

gastrointestinal enfeksiyonlar goriiliir Midyelerin
ve sucul fauna agisindan risk olusturmaktadir. Bu ¢alisma,
Istanbul Bogazi’ndaki ekolojik problemleri arastiracak
calismalara ve kontamine olmus atik sulardaki bakterilerin
ekolojik rollerinin aydinlatilmasinda ¢evre kirliliginin bugiin
geldigi durum ve dogal ortam kirliliginin canli hayatindaki
rolii agisindan katki saglamayi amaglamaktadir. Sonug
olarak, Kara midyelerin (M. galloprovincialis) solungag
ve bagirsaklarindan 17 adet hastalik yapict (patojen)
gram-negatif bakteri izole edilmistir. Bu calisma, Istanbul
Bogazi’nda ekolojik problemleri ve mikrobiyal cevre
kirliliginin bugiin geldigi durumu irdelemektedir. Patojen
mikroorganizmalarla kontamine olmus kiyisal alanlarda
yasayan diger canli tiirleri ilizerine ckolojik hasarlarin
siklikla kontrol edilmesi ve belirlenmesi de gerekmektedir.
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