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OZET

BAKIR ve KROMA DIRENCLI BAKTERILERIN BIYOKIMYASAL
ve MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
TURALI, Gamze

Kirikkale Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1, Yuksek Lisans Tezi

Danigsman: Dog. Dr. Sema TAN

Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN

Mayis 2012, 110 sayfa

Bu c¢alismanin amaci, Kirnikkale-Kizilirmak’tan izole edilen bakir ve krom direngli
bakterilerin biyokimyasal ve molekiiler olarak karakterizasyonudur. Minimal
inhibitor konsantrasyonu (MIK) degeri 450 mg/L olan bakir direngli bir bakteri izole
edilmig, biyokimyasal testleri dikkate alinarak Pseudomonas putida olarak
tanimlanmigtir. Plazmit profil analiz ¢alismalar sonucunda Pseudomonas putida’ nin
bakir direnglilik genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu gorilmiistir. Bu
susun aliminyum, lityum, gumus, nikel, ¢inko metallerine direngli oldugu
belirlenmistir. P. putida i¢in yapilan total ve dis membran protein analizleri
sonucunda ozellikle total proteinlerinin bakir direngliliginde etkin oldugu
gosterilmistir. MIK degeri 1100 mg/L olan krom direngli bir bakteri izole edilmis,
biyokimyasal testleri dikkate alinarak Enferococcus faecalis olarak tanimlanmistir.
Plazmit profil analiz ¢aligmalart sonucunda F. faecalis’in krom direnglilik genlerinin
de kromozomal DNA uzerinde oldugu gorilmistir. Ayrica bu susta total protein

analizi ¢aligmalari yapilarak krom direngliliginde etkili olan proteinler belirlenmisgtir.



Anahtar Kelimeler: Bakir-direngli bakteri, krom-direngli bakteri, agir metal
direngliligi, Pseudomonas putida, Enterococcus faecalis,

Kirikkale-Kizilirmak
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ABSTRACT

BIOCHEMICAL and MOLECULAR CHARACTERIZATION OF COPPER-
and CHROMIUM-RESISTANT BACTERIA
TURALI Gamze
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Sema TAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Billent ICGEN

May 2012, 110 Pages

The aim of this study to isolate and identify copper and chromium resistant bacteria
from Kirikkale-Kizilirmak. One copper resistant bacterium with a minimal inhibition
concentration (MIC) value of 450 mg/L. was isolated and identified as Pseudomonas
putida. Plasmid profile analyses showed that the copper-resistant ability of P. putida
was chromosome-encoded. The isolates were shown to be multi- resistant to some
other heavy metals namely, aluminum, lithium, silver, nickel, zinc. Total protein and
outer membrane protein profiles revealed that only total proteins were functional in
copper tolerance of P. putida. One chromium-resistant bacterium with a MIC value
of 1100 mg/L was isolated and identified as Enterococcus faecalis. Plasmid profile
analyses showed that the chromium- resistance ability of F. faecalis was also
chromosome-encoded. Total protein isolation results descriptively showed the

importance of these protein in chromium-resistance.
Key Words: copper-resistant bacteria, chromium-resistant bacteria, heavy metal

resistance, Pseudomonas putida, FEnterococcus faecalis, Kirikkale-

Kizilirmak
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1. GIRIS

Gunumiuzde, aginni nifus artist ve yogun endistriyel gelisim sonucu kirletici
maddelerin miktarinda ¢ok buyik artis gozlenmektedir. Bu kirletici maddelerin
dogrudan veya dolayli olarak dogaya verilmesi doganin dengesinin hizla
bozulmasina neden olmaktadir [1]. Giderek artan boyutlarda 6nem kazanan bu konu
diinya niifusunun beslenmesi ile gelisen endistrilerin ve daha uygar yasama dizeyi
saglamak amaciyla surdiiriilen g¢abalarin istenilmeyen bir sonucu olarak ortaya
cikmistir [2]. Cevre kirliligi butiin dinyada korkutucu boyutlara ulagmig, hem insan
hem de diger canlilarin hayatin1 tehdit etmeye baslamistir. Ozellikle de sucul
habitatlarin gittikge kirlenmesi ve tikenmesi ekonomik, ekolojik ve sosyolojik
bakimdan ciddi sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bunlar genel olarak;
besin maddesi uretiminin azalmasi, sucul ekosistemlerde ekolojik dengenin
bozulmasi, sosyal ve politik istikrarin sarsilmast ve hastaliklarin artmasi olarak

siralanabilir [3-5].

Dogal dengeyi bozan kirletici unsurlar, organik maddeler, agir metaller, petrol
tirevleri, yapay tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktivite, pestisitler, inorganik
tuzlar, yapay organik kimyasallar ve atik 1s1 olarak siralanabilir [6, 7]. Maden ve
endustriyel atiklarla sucul ortamlara giren agir metaller 6nemli kirleticilerdir [8]. Bu
kirleticilerden o6zellikle agir metaller, desarj edildikleri ortamda uzun sire
kalabilmeleri, sucul canlilarda toksik etkiler meydana getirmeleri ve besin zincirinde
birikerek insan sagligini tehdit etmeleri nedeniyle biiyiik 6nem tagirlar [9, 10]. Bugiin
sanayide 40°dan fazla metal ve alagimin kullanildigi bilinmektedir [11]. Sulardaki
agir metal kirliliginin sebeplerinin baginda madencilik endustrisi gelmektedir. Maden
cevherlerinden metallerin ayristirilmast sirasinda meydana gelen atiklar, ¢ogu kez

maruz kaldiklar islemlerle aktiflegerek birer kirlilik kaynagi haline gelmektedir [12].

Agir metaller genellikle, metal kaplama endiistrisi, otomobil endustrisi, elektriksel ve
elektronik materyallerin Uretilmesi ve kullanilmasi, boru, silah ve lastik
endistrilerinde kullanilir. Diger kirleticilerle karsilastirildiginda metallerin daha
onemli olmast bu maddelerin sulu ortamda biyolojik olarak ayrisamamasindan

kaynaklanir [13, 14].



Canlilarda enzimatik aktivite i¢in bazi agir metallerin gerekliligi sadece belli
konsantrasyonlardadir. Bir¢ok agir metal, gerekli olsun veya olmasin canli
organizmalar i¢in potansiyel birer toksik ajandir [15]. Ozellikle Cd, Hg, Pb ve Cr
gibi agir metaller besin zinciriyle girdikleri canli buinyelerinden dogal fizyolojik
mekanizmalarla atilamadiklart i¢in birikime wugrar ve bunyede belli sinir

konsantrasyonlarin agilmast halinde toksik etki yaparlar [16].

Krom bilesiklerinin fizikokimyasal 6zellikleri, endustride kullanimi i¢in ¢ok uygun
oldugundan ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir [17]. Krom; deri sanayi, tekstil ve
boyama sanayi, metal sanayi, kimya sanayi, maden ve petrol isletmeleri gibi birgok
alanda kullanilmaktadir [18]. Krom, metal ve kromatlar seklinde bulunan ve ¢ok
genig Olgide korozyon onleyici uygulamalarda kullanilan bir elementtir [19].
Hekzavalent krom tuzu bilesiklerinin karsinojenik ve bakterilerden insanlara kadar

[20] bir¢ok organizmada mutajenik olduklart gosterilmigtir [21].

Endustride bakir da krom kadar yaygin olarak kullanilan bir elementtir. Endustride
bakirin 6nemli rol oynamasinin ve ¢esitli alanlarda kullanilmasinin nedeni, yiksek
elektrik ve 1s1 iletkenligi, asinma ve korozyon direnci, ¢ekilebilme ve dovilebilme
gibi ¢ok farkli ozelliklere sahip olmasidir [22]. Cu kirliligine neden olan igletmeler
arasinda bakir iceren atiksulara sahip isletmeler, kagit, pulp, kagit uretim
malzemeleri, silikon sentezi, ahsap koruma, glibre tretimi, petrol rafineri igletmeleri,
boya ve pigment Uretimi, ¢elik ve benzeri metal sektorli, motor ve motorlu arag
uretimi, ugak sanayi ve metal son islemlerini yapan sektorler sayilabilir [23]. Cu,
dogadaki canlilar igin gerekli bir element olmakla beraber belirli miktarlarin Gizerinde

toksik etki yapmaktadir [24].

Organizmalar, agir metallerin ¢ok az bulundugu dogal ortamlarda gelisimlerini
surdirdiklerinden, bunlarin toksik etkilerini ortadan kaldiracak bir mekanizmaya
sahip degildirler [25]. Bu nedenlerden dolay:1 endiistriyel atiksulardan éncelikle agir
metallerin uzaklastirilmasi gerekmektedir [26]. Agir metal kirliligi igeren atiksularin
standartlara uygunlugu kontrol edilerek istenilen diizeye dustrilmesi gerekmektedir.
Agir metal igeren sularin arntilmasinda ¢oktirme, koagiilasyon, elektrokimyasal

aritim, iyon degisimi, buharlastirilarak geri kazanma gibi fiziko-kimyasal yontemler



uygulanmaktadir. Kimyasal yontemler hem pahalidir hem de metalin geri
kazanilmasindan ¢ok atiksulardaki asir1 metal kirliligini kontrol etmeyi ve istenilen
konsantrasyonlara dustrmeyi amaglamaktadir [27, 28]. Ancak kimyasal analizler
sonucu elde edilen veriler su ortaminda yasayan biota tlzerindeki kirleticilerin
etkisini gosterememektedir [29, 30]. Bu nedenlerle son yillarda yapilan ¢alismalarla
sucul kirliligi belirlemede organizmalardan yararlanilmaktadir. Organizmalar
kirleticilerin organizma i¢i konsantrasyonlart ve bunun sonucunda olusan biyolojik
etkiler arasindaki iligkinin 6zelliklerinin anlagilmasini saglayabilmektedirler [31].
Yapilan bir¢cok g¢aligmada, agir metallerin g¢esitli mikroorganizmalarla endustriyel
atiksulardan  uzaklastirildigt  gosterilmistir  [32].  Mikroorganizmalarin ~ bu
ozelliklerinden yararlanilarak endistriyel atiksudaki agir metallerin giderimi ve geri
kazanimi mumkiin olabilmektedir [33, 34]. Agir metallerin farkli formlarda ¢evreye
girmesi, mikrobiyal topluluklarda ve onlarin aktivitelerinde kayda deger degisimler
yapmaktadir [35]. Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir
metal iyonlarina tolerans gosterip bu kirleticileri ortamdan uzaklagtirabilmesi agir
metallere direng gelistirmeleri ile gergeklesmektedir. Mikroorganizmalarca agir
metalin hiicre i¢ine alinmamasi, hiicre iginde veya disinda tutulmasi, kirleticinin daha
az toksik forma ¢evrilmesi, metalin hicre disina aktif tasinmasi ve
mikroorganizmanin metale karst daha duyarsiz hale gelmesi gibi direng

mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis sistemlerdir [36-43].

Kizilirmak Nehri, Turkiye sinirlarindan dogan ve tekrar Tiurkiye sinirlart igerisine
dokiilen en uzun nehirdir, I¢ Anadolu’nun en dogusunda bulunan Sivas ilinden
baglayarak Bafra Burnundan Karadeniz’e dokilur [44]. Kizilirmak deltasi, sulak
alanlari, orman alanlart ve ¢ok ¢esitli canli tirleri ile kendine 6zgl, o6zel bir
ekosistemi olan ve bolge halkinin da ge¢im kaynaginin saglandigi deltadir. Bolgede
nifusun disik ve ekolojik sisteme miidahalenin az oldugu dénemlerde deltadaki su
kalitesi korunmus, ekolojik denge siirdiiriilebilmigtir. Zamanla niifusun ve ekonomik
etkinliklerin artmasi, tarim ilaglarimin kullanilmasi, sulama kanallarinin ingasiyla
nehrin dogal yataginin degistirilmesi, konut yapimi, avlanma, batakliklarin
kurutularak tarim arazisi olusturulmasi gibi nedenlerle hayvan ve bitki tirlerinde
azalmalar goralmugstir. Delta; ¢arpik kentlesme, avlanma ve kirlenmenin sebep

oldugu olumsuz etkilere ragmen halen flora ve fauna i¢in saglikli ve zengin bir dogal



ortam olma 6zelligini korumaktadir [45, 46].

Kirikkale Sehri, I¢ Anadolu Bolgesi’nin Orta Kizilirmak Boliimii’nde yer almaktadir
[47]. Kizihrmak, Kirikkale’nin 3-4 km kadar batisindan ge¢gmektedir [48].
Kirikkale’de kurulan ilk sanayi kurulusu 1929°da faaliyete gegen silah fabrikasidir.
Daha sonra silah fabrikalarinin sayist artmisg, barut, piring, ¢elik fabrikalart ve 1987
yilinda ise petrol rafinerisi kurulmustur [49]. Bilindigi gibi sanayilesmenin
gelismekte ve ntfusun hizla artmakta oldugu bolgelerde; ¢evre sorunlart gindeme
gelmekte, nehirlere, gollere, denizlere antilmadan akitilan bol miktardaki ev ve

sanayi atiklari, ¢cevrenin agir kirlenmesine neden olmaktadir [SO].

Bu caligmanin amaci; Kirkkale-Kizilirmak’tan Cu ve Cr agir metallerine direngli
bakterileri izole etmek ve tanimlamaktir. Yapilan agir metal miktar analizlerine gore;
miktarlar normal sinir degerlerini astig1 i¢in boyle bir ¢aligsmaya gerek duyulmustur.
Bunun yaninda, Kizilirmak ile ilgili olarak literatiirde yapilmis benzer bir ¢aligma
mevcut degildir. Dolayisiyla, yapilan bu ¢alisma literatiirde bu konuda Turkiye igin
onemli bir nehir olan Kizilirmak ile ilgili eksikligin giderilmesine katki

saglayacaktir.

Dogal uyum teorisi goz ontine alindiginda, agir metal toleransina ve biyoremidasyon
aktivitesine sahip olarak ureyebilen mikroorganizmalart igeren endiistriyel drenaj
ornekleri, Kirikkale ili sinirlarindan gegen Kizilirmak’tan toplanmistir. Bu amagla,
atiklarinda agir metal tUretme potansiyeli yiuksek endistriyel kuruluglara yakin 12

istasyon belirlenmigtir.



1.1. Kaynak Ozetleri

Gelismis ve gelismekte olan tlkelerde agir metaller ve tirevlerinin ¢evrede yaygin
olarak bulunmasi endistriyel faaliyetlerin dogal bir sonucudur [51]. Sanayi
devriminden itibaren agir metal Uretiminin zirai, endiistriyel ve askeri uygulamalarda
hizli  bir sekilde artmasi; ozellikle endustriyel toplumlarda onemli ¢evre
problemlerinden biri olan agir metallerin olusumuna neden olmustur. Rafineri,
komir, dogal gaz tretimi, kagit ve klor-alkali endustrileri gibi yiizlerce kaynak agir
metal kirliligini olusturmaktadir [52, 53]. Endistri kuruluslarn, agir metal giderimi
icin genellikle kimyasal presipitasyon islemini veya selat maddelerini
kullanmaktadirlar. Asit maden drenaji ve atiksu aritma tesislerinde, agir metallerin
giderimi i¢in genellikle kire¢ veya peroksit ile pH nétralizasyonu, ters osmoz ve iyon
degisimi yontemleri uygulanmaktadir. Genis aragtirma ve tiim bu metal giderimi i¢in
harcanan mali kaynaklar g6z 6niinde bulunduruldugunda ¢ogunlukla tercih edilen
yontem, notralizasyonu takip eden presipitasyon yontemidir [54]. Genellikle, pH
nétralizasyonunun basarili olabilmesi i¢in malzemelerin gerekli reaktif yiizey alanin
saglamak amaciyla ince taneli olmasi1 gerekir [55]. Ayrica, presipitasyon ile olugan
metal hidroksit ¢gamuru gibi ikincil atiklarin giderilmesinin maliyeti oldukga yiiksek
olmaktadir [56]. Bu geleneksel metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak
giderilemeyebilir. Bunun disinda bu tekniklerin; pahali ekipman ve takip sistemleri
gerektirmesi, fazla kimyasal ve enerji ihtiyacinin olmasi, toksik ¢camur ve diger atik
trinler olusturmasi gibi dezavantajlart vardir [S57, 58]. Bu nedenlerle metal
iyonlarinin sulu ortamlardan giderilmesi tzerine farkli teknolojiler gelistirmek
giinimizde 6nemli bir aragtirma konusudur. Gelistirilmis yontemlerden birisi olan
biyosorpsiyon yontemi olarak adlandirilan mikrobiyal biyokiitlelerin kullanilmast var
olan metotlara nazaran atiksulardan toksik agir metallerin giderilmesinde dusik
maliyeti ile yeni bir alternatif olusturmustur. Biyosorpsiyon teknolojisinin en 6nemli
avantajlart atiksulardaki agir metal konsantrasyonlarint ¢ok digik seviyelere
indirgemekteki etkinligi ve bol miktarda kolayca tretilebilen, ekonomik biyosorbent
materyallerinin ~ kullanilmast  sayilabilir.  Biyosorbentler —metal iyonlarinin
giderilmesinde yiiksek segicilige sahiptirler [59, 60]. Ayrica bu yontem ile ¢ok
seyreltik sulardan bile kirleticiler etkili bir sekilde giderilebilmektedir. Biyosorpsiyon

yonteminin diger avantajlar ise yerinde uygulanabilen bir yontem olmasi, ¢ok 6zel



dizaynlar ve endustriyel islemler gerektirmemesi ve bir¢ok sistemle ekonomik bir

sekilde birlestirilebilmesidir [61].

Son yillarda endistriyel atiklardan zehirli metallerinin  geri  kazanimi ig¢in
mikroorganizmalarin biosorbent olarak alternatif kullanimi olduk¢a ekonomik bir
yontemdir ve metal giderimi igin etkin bir metottur. Ozellikle mikroalgler, bakteri ve
mantarlarin metal uzaklastirma iglemi i¢in kullanilmasi ile ilgili bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir [62, 63]. Mikroorganizmalar ile agir metal giderimi, fiziksel ve
kimyasal yontemlere gore daha etkindir ve agir metallerin gideriminin segici olarak
yapilmasina olanak saglamaktadir [64]. Mikrobiyal hticreler ayn1 zamanda biyolojik
atiksu aritma tesisinde atiklarin endustriyel fermantasyonunu da gergeklestirebilirler

[65].

Yuksek miktarda agir metal; insan, hayvan ve bitkiler i¢in tehlikeli olabilmektedir.
Bazi  organizmalarin,  ozellikle  bakterilerin  detoksifikasyon  yetenekleri
bulunmaktadir. Boylelikle mineralizasyon, doniisim ve/veya kirleticilerin
immobilizasyonunu yapabilirler ve biyosferin surdiiriilebilirliginde, biyojeokimyasal
cevrimlerde 6nemli rol oynamaktadirlar [66]. Mikrobiyal habitatta, agir metallerin
giderek daha fazla oranda bulunmasindan dolayr mikroorganizmalar, agir metal
varliina uyum saglamak i¢in bu agir metalleri anaerobik solunumda terminal
elektron alicisi olarak kullanma mekanizmasi gelistirmiglerdir. Bakir, ¢inko, arsenik,
krom, kadmiyum ve nikel gibi metaller i¢in tolerans mekanizmalari tespit edilmistir
ve detayli olarak agiklanmigtir [67]. Cesitli ¢alismalar sonucunda, agir metallerin
mikroorganizmalarin morfolojik ve biyokimyasal faaliyetlerini etkileme etkisinin
oldugunu gostermektedir [68]. Onceki galismalarla, stresin uzun ve kisa siirede etkisi
incelenmis; yiksek sicaklik, pH veya kimyasal kirlilik gibi parametrelerin suda
yagsayan bakteri populasyonlarinin tir ¢esitliliginde ve plazmid insidansinda
gelismeler gosterdigi tespit edilmistir. Toksik kimyasal atiklarin oldugu boélgeden
izole edilen bakteriler temiz sulardan izole edilen bakterilere gore daha siklikla
plazmid DNA igerirler ve daha ¢ok antibiyotik direngliligi gosterirler. Yapilan
caligmalarla, endistriyel olarak kirli nehirlerde yasayan Pseudomonas’larda plazmid
insidanst (% 18), kirlilik olmayan bolgede yasayan Pseudomonas plazmid

insidansina (% 7) gore daha yiksek oranda bulunmustur [69]. Eger, agir metal



bulunan bolgede yasayabilen mikroorganizmada; plazmidlerin sayisinin arttig1 tespit
edilmigse sorumlu stres faktora arastirilabilir [70]. Agir metallerin bakteri suslari i¢in
MIK degerleri gesitli dogal habitatlarda ¢alistimistir. Direngliligin bakteriler arasinda
yayilmasinda, degisen ¢evre kosullarina uyumu kolaylastiran plazmidlerin etkisi ¢ok
onemlidir. Cesitli habitatlarda yapilan bir¢ok ¢alismada; metal direnglilik genlerinin
konjugatif plazmidler [35, 71-73] ve konjugatif transpozonlar [74, 75] tlzerinde
kodlandigr gosterilmektedir.

Le-Ni Sun ve arkadaglar1 [76], bakir madeni atiksularindan agir metale direngli
bakteri izolasyonunu ve tanisint ger¢eklestirmislerdir. Poli ve arkdaglar1 [77], benzer

sekilde agir metale direngli termofilik bakterileri tespit etmiglerdir.

Agir metallerle kontamine olmus toprak ve sularda metabolik aktiviteleri ile agir
metalleri tolere edebilen ozellikle Pseudomonas cinsine ait turler ve asidofilik
mikroorganizmalar gelisebilmektedir [78]. Agir metal kirliligine cevap olarak ya
metal-indiikleyen ve hiicreyi koruyabilen yeni proteinler sentezlenir [79] ya da gesitli
metallere kargt direngliligi kodlayan plazmidlere sahip metal iyon-direngli
Staphylococcus aureus [80] ve Alcaligenes eutrophus CH34 susu (Ralstonia
metallidurans) [81] gibi bir¢gok mikroorganizma geligebilir. Bakteriyel plazmidler,
Ag’, AsOy, AsO4”, Cd™ Co™, CrOs2 Cu™ Hg™ Ni'2 Pb™, Sb™, TeOs?, TI™ ve
Zn" gibi toksik metallere karsi direng sistemlerini kodlarlar [82]. Agir metal stresine
maruz kalan mikroorganizmalar, bu toksik kirleticilere bazi proteinlerinin sentezini
artirarak veya yapimini azaltarak cevap vermektedirler [83]. Birgok alg, fungi ve
bakteri tiiriniin metal iyonlarini adsorbe ettikleri ya da biriktirdikleri bilinmektedir

[84].

Zolgharnein ve arkadaglari [85], Persian Korfezi’nden su, sediment ve endiistriyel
atiksulardan olmak tizere 3 ayn bolgeden alinan 6rneklerden, agir metallere direngli
35 bakteri izole etmigler, izole edilen bakterilerin, Cu, Pb, Cd ve Zn agir metal
direnglilikleri test edilmis ve direngli olan bakterilerin, diger bakterilere gore
plazmide sahip olma siklig1 arastirilmistir. Izolatlarin yaklasik % 66’sinin (38-62 kb
ya da 4- >2 kb uzunluklarinda) plazmid tasidig belirlenmistir. En fazla plazmid

gorilme sikligi, endustriyel atiksulardan izole edilen bakterilerde olup, orant % 48



olarak tespit edilmistir. Deniz sedimentinden izole edilen bakterilerde plazmid sikligt
% 30, sudan izole edilen bakterilerde bu oran % 22 olarak belirlenmistir. Izolatlarin
hiicre igerisine agir metal alma kapasitelerinin farkli oldugu tespit edilmis ve en iyi

sonug Delftia tsuruhatensis ve Pseudomonas AU3411°den elde edilmistir.

Ansari ve Malik [86] tarafindan endustriyel atiksularla sulanan topraklardan alinan
orneklerin agir metal analizleri yapilmig ve Fe, Cr, Cu, Zn, Ni ve Cd miktarlarinin
fazla oldugu tespit edilmistir. Bu toprak orneklerinden izole edilen bakterileri,
Enterobacteriaceae familyasina ve Pseudomonas sp. cinsine ait turler olarak
tanimlamislardir. Maksimum MIK degerleri Cd igin 200, Zn ve Cu igin 400, Ni i¢in
800 ve Pb i¢in 1600 pg/ml derigsimlerinde belirlenmistir.

Alcaligenes eutrophus CH34 ‘Gn fazla miktarda agir metal igeren g¢evrelere ¢ok iyi
adapte olmusg bir bakteri oldugu, Co™, Ni% Cro,7, Hgﬂ, TI", Cd™, Cu™ ve Zn™
agir metallerine karst direng saglayan pMOL28 ve pMOL30 megaplazmidlerini
tagidigt belirtilmistir. Co, Ni direng genlerinin pMOL28 plazmidi tarafindan
kodlandigr; Cd, Cu ve Zn direng genlerinin de pMOL30 plazmidinde tagindigt ve her
iki durumda da diren¢ mekanizmasinin agir metallerin hiicre digina atilmasi seklinde
gerceklestigi tespit edilmigtir [87]. Raja ve Selvam [88], yag fabrikas: atiksularindan
izole ettikleri P. aeruginosa’mm Cd, Cr, Ni ve Pb metallerine karsi direng
gosterdigini rapor etmislerdir. Transformasyon ve plazmid curing deneyleri
sonucunda; Ni ve ampicillin direng geninin plazmid DNA tarafindan kodlandig1, Cd
diren¢ geninin, Cr ve Pb diren¢ genleri ile birlikte kromozomal DNA tzerinde

oldugu anlagilmistir.

Bir metalin toksisitesi; makromolektl, metabolit ve hiicre organelleriyle birlikte
biyolojik sistemlerdeki dinamik yasam proseslerine zarar verme kapasitesine dayanir.
Ornegin; hekzavalent krom (Cr+6), trivalent kroma (Cr+3) gore daha toksiktir [89, 90].
Cr” bilesikleri kullamilan isletmelerde calisan insanlarda, kanser vakalarima
rastlanmanustir, ayrica Cr™ ile yapilan testlerde; deney hayvanlari iizerinde herhangi
bir negatif etki gozlenmemistir. Kimyasal ve biyolojik olarak kararli 6zellik gosteren
Cr” (oksidant degildir, tahrip edici degildir, hiicre zarina gecmez.), kanserojen bir

madde olarak disinilmemektedir. Ancak, Cr'™® ’nin hiicre zarindan kolaylikla



gecerek Cr>’a indirgenir. Hekzavalent kromun biyolojik etkisi, bu indirgenme
reaksiyonundan kaynaklamr. Cr'®, hiicre icindeki ogelere Cr™ gibi baglanarak bu
ogelerin fonksiyonlarina zarar verdigi ve bu rediiksiyonun toksik ozellik tasidig

varsayllmaktadir [89-91].

Toksik etkilerin ¢ogu, biyolojik membrandan hizli gegis ile intraseliler proteinlere
ve nukleik asitlere baglanmanin sonucudur [92]. Boyama endistrisi, ¢ogunlukla
krom soliisyonu kullanmakta ve dogaya krom tuzlan olarak maksimum dozda
vermektedir [93]. Cesitli arastiricilar tarafindan, krom direngli mikroorganizmalar,

bir miktar krom kontaminasyonuna ugramis sedimentlerden izole edilmistir [92].

Bir metalin degerliginin oksidorediiksiyon aracilig ile degisimi, dizenleme ve direng
icin gereklidir. Bu, hiicre dis yiuzeyinde elektron tagima sistemleri ve indirgeyici
enzim sistemleri araciligiyla basarilir ve bakterilerde metal iyonlarinin hareketini
ayarlamaya ve detoksifiye etmesine izin verirler. Kromun (Cr'®) indirgenmesi, buna
bir ornektir. Bakteriler, Cr+6’y1 aerobik ve anaerobik sartlar altinda elektron tasima
sistemleri araciligiyla sitokromlarda tutarak indirgeyebilirler. Bu direng, plazmid
veya kromozomda sifrelenmekte ve ¢ogunlukla fakultatif anaeroblarda

bulunmaktadir [94].

1.1.1. Agir Metalin Tanimi

Agir metal terimi, disik konsantrasyonlarda zehirli ya da toksik olan, nispeten
yiiksek bir yogunluga sahip metalik kimyasal elementler i¢in kullanilir. Gergekte agir
metal tanimu fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm’“ten daha yiiksek olan
metaller i¢in kullanilmaktadir [95, 96]. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak tizere 60’tan fazla metal dahildir. Bu
elementler dogalan geregi yer kirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve sulfur
halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar iginde hapsedilmis vaziyette bulunurlar

[96].



1.1.2. Agir Metallerin Ozellikleri

Su kirliligine sebep olan agir metaller zehirli maddeler olarak ilk akla gelenlerdir.
Agir sivilar, askida katt maddeler ve reaktifler de zehirleyici ozellige sahip
olabilirler. Tesis atig1 icinde bulunan metaller ve diger elementlerin buyik ¢ogunlugu
canlilar i¢in zehirleyici oOzellikte maddelerdir [97]. Metaller ve diger atiklardan
olusan kirleticilerin ¢ok ¢esitli kaynaklardan ortaya g¢ikabilmeleri, yaygin kirlenme
sebebi olusturmalari, ¢cevre kosullarina dayanikli olmalari, daima biyolojik sistemlere
yonelik etki gostermeleri ve kolaylikla besin zincirine girerek canlilarda artan
yogunluklarda birikebilmeleri nedeniyle diger kimyasal kirleticiler arasinda ilk sirada

yer almaktadirlar [98].

Agir metaller yerkabugunda dogal olarak bulunan, bozulmayan ve yok edilemeyen
bilesiklerdir. Toprak, su ve havada degisik oranlarda bulunabilen agir metaller belirli
konsantrasyonun tizerinde kirlilige yol agmaktadir. Bazen mikro besinler (Zn, Cu,
Fe, Mn ve Ni) gibi gerekli olan ya da bazen g¢evresel kirletici (Al, Pb, Hg, Cd vs.)
olan agir metallerin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi, tiim canlilar i¢in boyutlart

giderek artan bir tehlike olusturmaktadir [99, 100].

Agir metaller deniz ortaminda iz halinde bulunmalarina karsilik, organizmadaki
dogal dizeyleri ve birikimleri farkli olmaktadir. Agir metal deyimi, dogadaki tiim
metalleri ve metalloidleri kapsamaktadir. Bu metaller gevre kirlenmesine neden
olmalarindan ve ¢ok diisiik yogunluklarda bile deniz organizmalarina ve dolayisiyla
insanogluna zehirleyici etki gosterdiginden deniz ekosisteminde siirekli etki
gostermektedir. Cagimizda endistrinin hizla gelismesi ve yasam standartlarinin
yikselmesine paralel olarak, agir metallerin kullanim alanlarnt da giderek artmaktadir.

[101-106].
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1.1.2.1. Bakirm Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Cizelge 1.1. Bakirin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [107-109]

Simgesi Cu
Atom Numarasi 29
Proton ve Elektron Sayisi 29
Notron Sayisi 35
Element Serisi Metal (Gegis Metali)
Smmiflandirma Agir Metal
Grup, Periyot, Blok B. 4, d (4. Periyot I-B)
Goriiniiy Metalik kahverengi
Dogadaki Kararh izotoplan 63. 65 g/mol
Ortalama Atom Agirhg: 63.546 g/mol
Elektron Dizilimi [Ar] 3d" 45
Enerji Seviyesi Bagmma Elektronlar 2,8,18,1
Maddenin Hali Kat
Yogunluk 8.96 g/em?
Sivi Haldeki Yogunlugu 8.02 g/lem?
Molar Hacmi 7.11 cm’/mol
Yiikseltgenme Seviyeleri (+1), (+2)
Erime Noktas1 1084.62 °C
Kaynama Noktasi 2562 °C
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1.1.2.2. Kromun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Cizelge 1.2. Kromun fiziksel ve kimyasal ¢zellikleri [110-112]

Simgesi Cr
Atom Numarasi 24
Proton ve Elektron Sayisi 24
Notron Sayisi 28
Element Serisi Metal (Gegis Metali)
Smiflandirma Agir Metal
Grup, Periyot, Blok B. 4, d (4. Periyot VI-B)
Goriiniis Gri Renkli
Nitelik Sert, Kirillgan
Dogadaki Kararh izotoplan 50, 52, 53, 54 g/mol
Ortalama Atom Agirh$ 51.996 g/mol
Elektron Dizilimi [Ar] 3d°4s"
Enerji Seviyesi Bagina Elektronlar 2,8,13,1
Maddenin Hali Kat
Yogunluk 7.19 g/mL
Molar Hacmi 7.78 ci’/mol
Yiikseltgenme Seviyeleri +3, 46
Erime Noktas1 1857°C
Kaynama Noktas1 2672°C
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1.1.3. Agir Metal Kirliliginin Kaynaklan

Cevre kirliligini arttiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda 6nemli rol oynayan
endustri  kuruluglarinin = basinda, atiksularinda agir metal igeren kuruluglar
gelmektedir [113]. Metal kirliligi igeren atiksular; maden isletmeleri (Pb, Zn, Fe, Cu,
Ag, Cr, Au ve U eldesine yonelik surecler sonucunda), metal endustrileri (demir-
celik, bakir, ¢inko, krom vb) ve diger metal kaplama, kursun batarya, seramik,
matbaacilik, fotografcilik, tekstil, elektrik - elektronik, kimya, boya ve otomotiv
endustrileri olusturmaktadir [114]. Bu kuruluslar gereksinimleri dogrultusunda ¢esitli
agir metalleri kullanmakta ve bu nedenle atiklarinda Hg, Zn, Co, Cu, Fe, Pb, Cr, As
ve Ag gibi metal iyonlari bulunmaktadir [113].

Madencilik faaliyetlerinde atik/iiriin oranina bagli olarak buyik miktarlarda atik
olugsmaktadir. Atiklar 6zelliklerine bagli olarak ¢evreye tolere edilebilecek seviyenin
tizerinde zarar verme potansiyeline sahip olabilirler. Madencilik faaliyetlerinde atik
yonetiminin farkli agsamalarinda dogru ve yeterli tedbirler alinmadig takdirde su
kirliligi gorulebilir. Su kirliligi sorununu 6nemli kilan baglica neden sularin hareketli
olmasidir. Kirlilik, akintilarla ve nehirler yoluyla ytizeyden taginabilecegi gibi, sizma
ve siiziilme yollartyla yeralti sularina karisarak da tasinabilir. Ornegin, yagmur
sularinin veya madencilik faaliyetleri sonucu olugan sularin atiga sizmasi ¢éziinmeye
neden olabilir. Bu yolla olusan 6zt (li¢), siilfid oksidasyonuna ve asit olusumuna ve
boylece agir metallerin ¢evreye yayilmasina neden olur. Bunlar arasinda 6zellikle B,

Cd, Cr, Be, Sb, Ag, As, Pb, Hg, Mn, Ni, S, T, U, V, Zn ve Al en 6nemlileridir [97].

Cizelge 1.3. Agir metallerin kullanildig1 baz1 endustriyel dallart [115]

Endiistri Cd | Cr | Ca | Hg | Pb | Ni | Sn | Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -
Petrokimya + + - + + - T +
Klor-alkali Uretimi + + - + + - + +
Giibre Sanayi + + + + + + - +
Demir-Celik Sanayi + + + + + + + +
Enerji Uretimi (Termik) + + + + + + ¥ n
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1.1.3.1. Bakir Kirliliginin Kaynaklari

Cu kirliliginin kaynag olarak; metal temizleme ve kaplama banyolar: birinci sirada
yer almaktadir. Ornegin kiymetli tas islemeciliginde giimiis malzemeler igin baz
metal olarak ¢ogunlukla diger kiymetli metallerin yant sira bakir kullanilir. Bakirin
en ¢ok karsgimiza c¢iktigi alanlardan biri de baski elektrik ve elektronik devre
uretimidir. Bu alanlara ilaveten bakir igeren atiksulara sahip isletmeler; kagit, pulp,
kagit uretim malzemeleri, silikon sentezi, ahsap koruma, giibre Uretimi, petrol
rafineri isletmeleri, boya ve pigment tiretimi, ¢elik ve benzeri metal sektorii, motor
ve motorlu arag¢ Uretimi, ucak sanayi ve metalson islemlerini yapan sektorler

sayilabilir [23].

1.1.3.2. Krom Kirliliginin Kaynaklari

Cr, tabak yapimi, boyama, alagim, kimyasal maddelerin yapimi [116], maden
sanayii, pigment, tekstil ve elektro kaplamaciliktaki [117] yaygin kullanimina bagli
olarak ¢esitli endistriyel alanlardan dogal su ekosistemlerine girmektedir. Diinyadaki
kullanimi her yil yaklasik 107 ton civarindadir; bunun yaklagik %60-70’1 ¢elik ve
%15’1 de tabak yapimi, pigment ve elektrokaplamacilik gibi kimyasal endistri
prosesinde yer almaktadir [118, 119].

1.1.4. Agir Metallerin Cevre Uzerindeki Etkileri

Endustriyel kullaniminin artmasiyla metaller ve agir metaller oncelikle meslek
hastaliklart sorunlart olarak gozlenmistir. Daha sonra toprak ve su kaynaklarinin
kirliliginin artmasiyla ¢evresel salginlar olarak giindemimize girmeye baglamigtir.

[120].
Yeryuziine inen toksik metal bilesikleri nehir, yagmur ve kar sularyla yeryizi

sularina (deniz, gol, golet, baraj gibi) ulagtigr gibi yagmur ve kar sularnyla topraktan

sizmak suretiyle eser miktarda yeralt: sularina kangabilmektedir. Igme sular yeralt:
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sularindan temin edildiginden ¢esitli toksik metaller igerebilir. Agir metal yuki
bakimindan en tehlikeli olan bolgeler, kaynagin 3 km civarinda olan kistmlardir

[121].

Cevre kirlenmesi bakimindan eser elementler veya metaller, bol bulunan
elementlerden ¢ok daha tehlikelidir. Canlilar eser denen bu elementlerle jeolojik
devirler boyunca ¢ok az temasa gectikleri i¢in, bunlara uyum saglama mekanizmalari
gelistirememislerdir. Son zamanlarda antropojenik faaliyetlerin buyiuk olgiide
artmast, canliy1 yapisinin yabanci oldugu toksik metallerle karst karsiya getirmis ve

bunlarin toksik etkileri canli yapisinda kendisini gostermeye baglamigtir [122].

Dogal veya yapay nedenlerle agir metallerin birikimi, 6nemli ¢evresel sorunlar
arasina girmigtir. Ancak metallerin genellikle eser miktarlarda bulunmalan
dolayisiyla olgimlerinde gorillen hata paymnin buyukliginin yani sira, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik mekanizmalardaki dolanim yolunun ayrintilar ile bilinmemesi
gibi nedenlerle metallerin dogadaki dolanim hizlar1 da giglikle saptanabilmekledir

[123].

1.1.5. Agir Metallerin Canlilar Uzerindeki Etkileri

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak siniflandirilirlar. Yagamsal olarak tanimlananlarin, organizma
yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalari gereklidir ve bu metaller biyolojik
reaksiyonlara katildiklarindan dolayr dizenli olarak besinler yoluyla alinmalar
zorunludur. Ornegin; bakir hayvanlar ile insanlarda kirmiz1 kan hiicrelerinin birgok
oksidasyon ve reduksiyon siirecinin vazgecilmez pargasidir [124, 125]. Bir agir
metalin yasamsal olup olmadig, dikkate alinan organizmaya da baglidir. Oregin;
nikel bitkiler agisindan toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementi olarak
bulunmasi gerekir. Baz1 sistemlerde agir metallerin etki mekanizmasi konsantrasyona
bagli olarak degisir [96]. Ozellikle Cd, Cr (Cr+6 formu), Hg ve Pb metalleri canlilar

icin esansiyel olmayip eser miktari bile toksik etki gosterebilir [126].
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Sucul ortamda meydana gelen agir metal kirliligi, besin zinciri siirecinde artarak
biriktirildiklerinden toksik etkileri artmakta ve Onemli bir c¢evresel problem
olusturmaktadir [127]. Agir metallerin nehirlerde ve sulu ortamlarda birikmesi hem
sucul yasami olumsuz yonde etkilemekte [128], hem de besin zinciri igerisinde insan
sagligini tehdit etmektedir. Ayrica bazilari, ¢evrede lipofil 6zellik kazanarak su, bitki
ve hayvanlarda birikip besin zinciri ile insanlara ulagsmaktadir [32, 129]. Asgir1 metal
konsantrasyonlart; hiicre membranmin permabilitesini degistirerek, (-SH) sulfidril
gruplartyla reaksiyona girerek, fosfat gruplart ve aktif ADP ya da ATP gruplartyla
reaksiyon affiniteleriyle veya gerekli iyonlarla yer degistirerek toksisiteye neden
olmaktadirlar [130]. Sunda ve Huntsman [131], agir metallerin toksik etkilerinin
genellikle, metabolik bolgelerdeki besin elementleri ile toksik metallerin yer

degistirmesi sonucu gergeklestigini belirtmiglerdir.

Metaller, mikroorganizmalar i¢in enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarin1 engellemeleri ve nukleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle
toksiktir [132, 133]. Onemli fonksiyonel gruplarin bloke edilmesi, temel metal
iyonlarinin yerine gegmesi veya biyolojik molekillerin aktif konformasyonlarinin
modifikasyonuyla mikroorganizmalar tlizerine inhibitor etkisi yaparlar [35]. Uzun
sure agir metallere maruz kalan bakterilerde bu metallere kargt ¢esitli direnglilik
mekanizmalari gelismistir. Mikrobiyal metal direngliligi mekanizmalar1 arasinda
metallerin fosfat, karbonat ve silfat olarak presipitasyonlari; etil veya metil
gruplarinin eklenmesi ile metallerin buharlagmasi; membrandaki elektronegatif
bilesenler ve ekzopolimerler tarafindan fiziksel ¢ikarilma; enerji gerektiren metal
sistemleri ve digik molekiler agirlikli sisteince zengin proteinler ile intraseliiler

miidahale sayilabilir [134-136].
1.1.5.1. Bakirm Fonksiyonlari
Cu organizmalar i¢in gerekli bir mikronutrienttir [137]. Cu igeren biyolojik
bilesiklerin ana fonksiyonu oksidasyon ve rediksiyon reaksiyonlaridir. Bakir igeren

biyolojik molekiiller serbest radikaller tiretmek i¢in molekiler oksijen ile direkt

reaksiyona girerler.
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Yiksek Cu konsantrasyonlarinin olusturdugu toksik serbest hidroksil radikallerinin
DNA’ya zarar vermesi ile kanser ve hiicre proliferasyonunun arttigi tespit edilmisgtir
[138]. Bunun yaninda Cu iyonu, hiicre i¢inde oksijen-bagimli zararli reaksiyonlara
katilir. Ayn1 zamanda, sitokrom oksidaz, siiperoksit dismutaz, askorbat oksidaz, lizin
oksidaz ve tirozinaz gibi pek ¢ok enzimlerin yapisal bir pargasidir [139, 140].
Cu’nun DNA’ya yiiksek bir affinite ile baglandig bulunmustur. Ozel bolgelere Cu
iyonlarinin ~ baglanmasi,  proteinlerin,  polinikleotidlerin, DNA’nin  ve
biyomembranlarin ti¢ boyutlu yapilarint modifiye edebilir [138]. Bu baglanma
mikrobiyal enzimlerin prostetik gruplar olarak is gormektedir. Bununla birlikte
toksik olmasindan dolay1 Cu homeostasisi siki bir sekilde kontrol edilmektedir [137].

En fazla Cu™ formunun toksik oldugu diisiinilmektedir [141].

1.1.5.2. Kromun Fonksiyonlar:

Cr bir¢ok organizma ig¢in i1z miktarlarda gerekli bir elementtir ancak yiiksek

seviyelerde toksik ve mutajeniktir [142].

Cr'nin biyolojik etkileri, oksidasyon basamaklarina gore degisir; Krom c¢ogu
organizmalar i¢in olduk¢a toksikken Cr™ hemen hemen zararsizdir [143, 144]. Krom
toksisitesi Cr'®’nin daha diisiik oksidasyon kademelerine indirgenmesi ile iliskilidir.
Cr®mn Cre indirgenmesi, pek ¢ok biyolojik sistemde agiklanmagtir; Cr™in gecici
olusumu, krom toksisitesinde en muhtemel mekanizmadir [145]. Cr'®dan Cr”
komplekslerinin olusumu NAD(P)H, FADH,, c¢esitli pentozlar gibi fizikolojik
indirgenme araglar ile olusurlar [146]. Bu kompleksler H,O; ile reaksiyona girerek
onemli miktarda OH radikalleri olustururlar. OH radikalleri diger toksik etkilerinin

yaninda DNA’da degisikliklere neden olabilmektedir [146, 147].

Cr’nin DNA iizerindeki hasar 6zellikle gen iizerinde toksik etki gostermesidir. Cr™
enzimlerin karboksil ve silfidril gruplart ile reaksiyona girerek yapt ve
aktivitelerinde degisikliklere neden olabilir [148]. DNA polimeraz ve diger
enzimlerin aktivitelerinin modifikasyonu sonucunda magnezyum iyonlari ile Cr yer

degistirebilir [147, 149].
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Chlorella vulgaris gelismesi 45-100 ppm Cr” veya Cr ®dan etkilenmezken, 15
ppm’in Uzerindeki konsantrasyonlarda Scenedesmus acutus’da hicbir gelisme
meydana gelmemigtir [150]. Bununla birlikte Brady wve arkadaglann [151],
Scenedesmus ve Selenastrum alg kolonisi biyimesinin, 100 ppm Cr™’den
etkilenmedigini ancak 100 ppm Cr'®da buyiimenin  ger¢eklesmedigini
kaydetmiglerdir. Bu durum alglerin kroma karst farkli hassasiyetleri oldugunu agiga

cikarmaktadir.

Euglena gracilis’te Cr'® varliginda lag biyime safhasi uzamus, Cr” varliginda
buyime hizt azalmistir [152]. Chlorella [143] ve Scenedesmus’da [153] fotosentezi
engelledigi kaydedilmistir [147].

1.1.6. Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Endustriyel sivi  atiklardan agir metallerin - giderilmesinde gesitli  geleneksel
yontemler kullanilmaktadir [154]. Agir metallerin sulu ortamlardan giderilmesinde
kullanilan geleneksel yontemler; kimyasal ¢oktiirme, iyon degisimi, aktif karbon ile
adsorpsiyon, ters osmoz, filtrasyon ve membran teknolojileri seklinde siralanabilir
[54, 155]. Bu geleneksel metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak
giderilemeyebilir. Bunun disinda bu tekniklerin; pahali ekipman ve takip sistemleri
gerektirmesi, fazla kimyasal ve enerji ihtiyacinin olmasi, toksik ¢amur ve diger atik

triinler olugturmasi gibi dezavantajlart vardir [S3, 54].

Agir metal iyonu igeren atiksularin aritilmasi genelde isletmenin kapasitesine, atik-
suyun debisine ve Ozelliklerine, isletmedeki aritma tesisi ve kullanilan yonteme ve
malzemeye bagli olmakla beraber temelde metal iyonun kimyasal olarak
coktirulmesine dayanir. Ekonomik ve pratik olmayan bu yontemler atiksudaki asiri
metal kirliligini kabul edilebilir seviyelere indirmek ic¢in kullamilir [156, 157].

Geleneksel yontemlerin etkisiz kaldig, seyreltik ¢ozeltilerden metal uzaklagtiriimast
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acisindan yeni metodlarin gelistirilmesi ¢énemlidir. Bu gibi sorunlarin halledilmesi

icin biyolojik yontemlerin kullanilmasit séz konusu olmustur [158].

1.1.6.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Yontemleri

Agir metal igeren atiksularin aritiminda biyolojik yontemler; etkili, pratik ve
ekonomik olmalart nedeniyle fiziksel ve kimyasal aritim yontemlerine gore tercih

edilmekte ve bilimsel aragtirmalar bu yonde agirlik kazanmaktadir [ 159].

Biyolojik substratlarin temel avantajlart; aktif baglanma bolgeleri ¢esitliligi, kugiik
ve tek big¢imli boyutlari, genis yiizey alanlarina sahip olmalart ve ion degistirici
recinelerden daha az biyolojik substrat gerektirmesi seklinde siralayabiliriz [160].
Yasayan veya yasamayan mikroorganizmalar, segici olarak atiksulardaki inorganik

iyonlar biriktirme ve ayirmada yiiksek bir potansiyele sahiptir [33, 161, 162].

Sonug olarak; metallerin biyolojik yontemlerle uzaklagtirimi ve geri kazanimi,
kullanilan klasik fiziksel - kimyasal aritim yontemlerine kiyasla tercih edilmekte ve

ilgili biyoteknolojik streglerde kullanilmaktadir [163].

1.1.6.2.1. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, toksik kimyasallarin ve diger zararli atiklarin birikmesiyle
sonuglanan ¢evresel zararlari azaltmak ya da elimine etmek i¢in organizmalarin
kullanilmasidir [164]. Son ¢aligmalar gelisen hiicrelerin hiicre i¢i detoksifikasyon

mekanizmalari ile metalleri ortadan kaldirabildigini kanitlamigtir [32].

Biyoremediasyon, agir metal iceren endustriyel kirlilikte biyoabsorpsiyon,
biyoakiimiilasyon, biyopresipitasyon ve purifiye polimerler tarafindan kirliligin
uzaklagtinilmas: gibi birka¢ biyoteknolojik yontemin kullanilmasi ile kimyasal ve
fiziksel metotlara alternatif olarak mikroorganizmalardan yararlanmayi1 ortaya

koymaktadir [165].
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Metal iyonlarimin  sulu ¢ozeltilerden mikroorganizmalar ile tutulmasina
biyosorpsiyon denir. Agir metalleri atiksulardan uzaklagtirmak, eser metalleri
matriksten ayirmak ve zenginlestirmek i¢in alg, mantar, maya, bakteri gibi
mikroorganizmalar son yillarda yaygin olarak kullamlmaktadir [160]. Bu
mikroorganizmalar biyosorpsiyon isleminde oli veya canli olarak kullanilabilir
[166]. Canl1 hiicrelerin, sulu ¢evrelerinden metal katyonlarini toplayarak hiicre i¢inde
biriktirmeleri bilinen bir 6zellik olmasina ragmen, mikroorganizmalarin agir metal

iyonlarini segici olarak alikoyma 6zelligi tizerindeki ¢aligmalar yenidir [167].

Canli biyokiitleye nazaran 6li biyokiitle kullanilmasinin bazi avantajlar vardir. Olii
hiicreler; uzun sire oda sicakliginda saklanabilirler, metal toksisitesinden
etkilenmezler ve besine ihtiyag duymazlar. Bunlarin diginda biyokiitlenin fiziksel
veya kimyasal islemlerle oldirilmesi ve bazi 6n islemlere tabi tutulmasi

biyosorpsiyon kapasitesini arttirabilir [166].

Biyosorpsiyon ile metallerin ayrilmasi hiicre duvart ile metal arasinda etkilegimin
sonucudur. Metal iyonlant hiicre yiizeyindeki negatifytkli reaksiyon alanlar ile
kompleks yaparak adsorplanabilecekleri gibi bazi mikroorganizmalar hiicrelerin dig
zarlarindan  uzanan polimerler sentezleyerek c¢ozeltiden metal iyonlarin
baglayabilirler. Ayrica hicre duvarindaki proteinler, iyonlart baglamak igin
fonksiyonel gruplart ve peptid baglarimi da tercih edebilirler [168]. Hiicre
duvarindaki muhtemel baglanma bolgeleri; amin, amit, imidazol, hidroksil,
karboksilat, fosfat, tiol, tioeter, stlfat, stlfidril ve diger fonksiyonel gruplar igerir
[169-172]. Bu metal baglamada goérev alan gruplarin fonksiyonu modifikasyon ya da
engellemeler kullanilarak ortaya ¢ikarilabilir [170, 173]. Karboksil gruplarinin
alglerde Cu ve Al baglamada gorev aldigr digiinilmektedir [170].

Farkli biyolojik metotlar arasinda biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyonun, metallerin
ortadan kaldirilmast i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [174].
Biyoakiimiilasyon, bir organizma tarafindan belirli konsantrasyonlarda bulunan

maddelerin kayip oranlarindan fazla oldugunda gergeklegen bir islemdir [175].
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Biyoakiuimiilasyonda, metal alinimi ilk asamada ¢ok hizli bir sekilde cereyan etmekte
ve metal iyonlarinin hiicre duvarlarina temas eder etmez yiizey adsorbsiyonu ile
mikroorganizmalarin hiicre yilizeyine baglandigini gostermektedir [176]. Agir
metallere maruz kalan mikrobiyal hiicrelerin membranindan gegen metal iyonlari,
sitoplazma igerisinde tutulmaktadirlar [175] Genelde hiicre duvarlarina metal
baglanmast hizli ve yiksek verimlilik gosterirken hiicrenin sitoplazmasindaki

bolgelerde (sitosoluble) ¢ok yavag ve digiik verimliliktedir [113].

Canlt hiicre sistemleri tarafindan biyo-alim mekanizmalarinda, sistemin ekstrem pH,
yiksek metal konsantrasyonu gibi faktorlere duyarliligi ve dis metabolik enerji
gereksinimleri gibi belli kisitlamalar s6z konusudur [176]. Bununla birlikte bu tarz
problemlerle; irk se¢imi ve karbon kaynagi olarak organik atik kullanimi sirasinda
karsilagilabilir. Daha 1yi metal biyosorpsiyonu, biyoakiimtlasyonu ve biyogokeltimi
kapasiteleri i¢in tek bir tiire bagl kalmaktan ziyade, ¢oklu tir kullanim1 daha iyi bir
yaklagim olabilir. Coklu tur birlikteligi, yiksek pH ve yuksek metal konsantrasyonu
gibi endustriyel atiksulardaki ekstrem sartlara daha iyi dayanabilirler [177].

Daha fazla direngli ve verimli soylari dretmenin diger pratik yollarindan biri
hiicrelerin devamli olarak yiiksek konsantrasyonlarda agir metallere adaptasyonu ile
gercgeklestirilir. Donmez ve Aksu [178], Candida tirlerini Cu ve Ni eklenmis Gireme
ortamindaki kultiirler ile Cu ve Ni’eadapte etmislerdir. Adapte hiicreler yiikksek metal
konsantrasyonunun varliginda adapte olmayanlara gore daha iyi gelistiklerini
gostermiglerdir. Hatta adapte olan hiicreler tarafindan 6zel metal alim kapasitesinin
ve % metal uzaklagtinlmasinin, tim test edilen konsantrasyonlarda adapte olmayan
hiicrelerinkinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Aragtiricilar, adaptasyon
mekanizmalalarmi tam olarak ortaya koyamamalarina ragmen, metalotiyonein veya
diger Cu baglayan proteinlerin daimi sentezinden ya da genetik diizenlenisteki
adaptasyon faktorlerinden birinin degisikligiden bahsetmiglerdir. Gelisen hiicre
sistemlerinde yeterli enerji rezervinin varlig, vakuol igerisine metalin aktif

taginimini kolaylastirdigini da gostermiglerdir [178].
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1.1.7. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalari

Insanlarin ihtiyaglarinin artmasi ile baglantili olarak sanayilesmedeki gelismeler,
attksu miktarini ve agir metal yikini artirmigtir [179]. Agir metal iyonlari
teknolojik oneme sahip olmalart nedeniyle ¢esitli endustrilerde yaygin olarak
kullanilmakta ve bu endistrilerden gelen atiksular kalici toksik etkiye sahip agir
metal iyonlarini énemli miktarlarda icermektedirler [159]. Mikroorganizmalarin bu
cevrelere bazi 6zel direng mekanizmalan ile adapte oldugu rapor edilmistir [180].
Metallere karst diren¢ mekanizmalar1 prokaryotik hayat bagladiktan hemen sonra
gelismigtir. Cinkii bakterilerin  gelistigi ortamlarda metaller her zaman

varolmuglardir [94].

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapisindaki —SH gruplarina baglanarak bu
molekulleri inaktive edebilmektedirler. Hg bu 6zelliginden dolay: toksik metal olarak
kabul edilmektedir [181]. Metal iyonlarinin varligi, genlerdeki enzimatik
detoksifikasyon ozellikleri araciligi ile metal direngliligini baglatmayr daha fazla
diizenleyebilir [182, 183]. Bazi1 bakteri gruplan civay:r enzimatik detoksifikasyon ile
daha az toksik hale getirmektedirler [181]. Cd(II)’nin enzimatik detoksifikasyon ile
daha az toksik kadmiyum formlari olugmaktadir [26].

Yapilan bir¢cok g¢aligmada, agir metallerin ¢esitli mikroorganizmalarla endistriyel
atitksulardan uzaklastinlldigr gosterilmistir [184]. Mikroorganizmalarin  yuksek
miktardaki toksik maddelerle basa cikabilmesi ig¢in, bir¢ok yol mevcuttur [185].
Mikroorganizmalardaki metal direnglilik mekanizmalart; gecirgen bariyer sayesinde
metallerin hiicre diginda birakilmasi, aktif transport ile metalin mikroorganizmadan
uzaklagtirilmasi, intraselltler ayrim, metallerin enzimatik detoksifikasyon ile daha az
toksik hale getirilmesi ve hucresel hedeflerin metal duyarliliklarimin azaltilmasi

seklinde olabilecegibildirilmistir [26, 186].

Mikroorganizmalar bu diren¢ mekanizmalarindan sadece birini kullanabildigi gibi
birkagini kombineli olarak da kullanabilmektedir. Bir metale karsi1 birden fazla direng
mekanizmasina sahip olan bir mikroorganizmanin hangi mekanizmay: segecegi,

olusacak ara Girin veya son urtnin toksitesinebaglidir [136].
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Metal direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik diren¢ mekanizmalan ile
iligkilendirilmistir [187, 188]. Ciinkt her iki tip direncgte de organizmalar arasinda
konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer ger¢eklesmektedir. Bazi durumlarda,
metal direncliligi ile antibiyotik direngliligi aym1 plazmid kokenli olabilmektedir.
Metal direncliligi ise antibiyotik kullanimindan 6nce rapor edilmistir [94].
Atiksulardan izole edilen Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis ve Staphylococcus bakterilerinin agir metal ve antibiyotiklere kargt direngli

olduklar goriilmiigtiir [189].

Bakterilerde antibiyotiklere diren¢ dogal ve kazanilmig (mutasyonel ve aktarilabilir)
iki sekilde mumkiindir [190]. Dogal direncin temelinde mikroorganizmalarin
metabolik olarak inaktif fazda bulunmasi veya antibiyotigin etki mekanizmasina
uygun hedef yapilarin bulunmamasi durumu vardir. Bu duruma 6rnek olarak hiicre
duvari olmayan Mycoplasmalar’in beta-laktam antibiyotiklerine olan direnci ve
Mycobacterium tuberculosis'in kalsifiye odaklarda metabolizmasi yavaglamis olarak
uzun sure canli kalabilmesi ve bunun sonucunda antitiberkiiloz antibiyotiklere
direngli olmasi verilebilir. Antibiyotiklerin bakteri hiicrelerine girememesi veya
etkileyebilecegi mekanizmalarin olmamasindan ileri gelen dogal direng durumu
Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde penisilin G’ye, Gram-pozitif bakterilerde

de polimiksin B’ye karg1 goruluar [191].

Kazanilmig direngte ise bakteri populasyonunun antibiyotik ile ilk temasa gelisinde,
antibiyotik bakteriler tizerinde etkilidir ancak, temas stiresi boyunca veya yinelenen
temaslar sirasinda bakteri populasyonunda ilacin antibakteriyel etkisine kargt direng
geligir. Kazanilmig direng, bakterinin kromozomlarinda olusan mutasyon sonucu
veya bakterinin ortamdan ya da diger bakterilerden, transdiiksiyon, transformasyon
ve konjugasyon olaylarindan biri vasitasiyla, direng yapan gen paketini almasi (yani
R plazmidleri veya transpozonlar araciligi ile olan direng) sonucu meydana gelir

[191].

Bakterilerin yapist ve antibakteriyel etki mekanizmasi farkli birden fazla antibiyotige
diren¢ kazanmasinin diger bir sekli de ¢oklu (multiple) direngtir. Coklu direng,

genellikle bakterinin kromozomlarinda ve 6zelikle plazmidlerinde birden fazla ttrde
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diren¢ geninin bulunmasina baglidir; 6rnegin direngli Enterobacteriaceae tirlerinde
10 veya daha fazla antibakteriyel ila¢g g¢esidine karsi diren¢ olugmasina yol agan
genleri tagiyan plazmidlerin varlignr gosterilmistir [191]. Enterococcus faecium,
Staphylococcus — aureus, Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter — baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter sp. bakteri tirleri ¢oklu antibiyotik

direnglerine sahiptir [192].

Cizelge 1.4. Bakterilerdeki agir metal ve antibiyotik ortak direnglilik sistemleri [193]

Diren¢ Mekanizmasi Metal iyonlar Antibiyotikler

Cip, Tet, Chlor,
. e . As, Cu, Mn, Zn, Co, Ag
Membran gegirgenliginin azaltilmasi B-lactams

As. H B-lactams, Chlor
Antibiyotik ve metal degistirme &

Atim mekanizmasi Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As Tet, Chlor, B-lactams
Hiicresel hedef degistirme Hg, Zn, Cu Cip, B-lactams, Trim, Rif
Antibiyotik ve metal ayrilma Zn, Cd, Cu CouA

As; arsenik, Cu; bakir, Mn; mangan, Zn; ¢inko, Co; kobalt, Ag, giimiis, Hg; civa, Ni; nikel, Cd;
kadmiyum, Chlor, chloramphenicol; Cip, ciprofloxacin, CouA, coumermycin A; Rif, rifampicin; Tet,
tetracycline; Trim, trimethoprim, B-lactams, B-laktam.

Mikroorganizmalar, toksik metal varliginda adaptasyon i¢in ¢esitli mekanizmalar

kazanmiglardir [189]. Bu adaptasyon mekanizmalari;

1. Gegirgenlik bariyeri ile metallerin hiicre diginda tutulmasi
2. Metallerin hiicreden disart dogru aktif taginiimi

3. Metallerin proteine baglanmasi ile hiicre iginde tutulmasi
4. Ektraselliiler alikonma

5. Metallerin enzimatik detoksifikasyonu’dur.
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1.1.7.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Metal iyonlarinin hiicre ceperi yiizeyine baglanmasinda c¢eper ylzeyinde mevcut
bulunan bazi polisakkaritler ve proteinler ile yapilarinda bulunan karboksil, hidroksil,

fosfat ve amino gruplarinin etkin olduklari bilinmektedir [194, 195],

Hicre duvarindaki polisakkaritler sulu ortamdaki iki degerlikli metal iyonlari ile yer
degistirir. Ornegin, deniz alglerinin aljinati, K+ Na+ Ca.. veya Mg.. iyonlarinin
tuzlari seklinde bulunur. Bu iyonlar, Co™ Cu™ Cd™® Zn"™ gibi karsi iyonlarla yer

degistirirler [33],

Hucre duvarinda ya da hicre zarinda metale karsi bir gegirgenlik bariyeri
olusturularak metaller hiicre disinda tutulur. Bdylece metale hassas hiicresel
komponentler korunmus olur. Buna en gilizel drnek E.colfde Cu’ direncliligidir.
E.colfde bir membran kanal proteini olan porin proteinieri’nin tretimi degistirilerek

cu™"nin hiicreye girisi engellenir [196],

cuffycu(ii) 0,
Dis membran
Katekol I Cu-
.. sideroforial
cuflycu(ii) iCueo, bosluk
Cu(l) cu(ll)
Ic membran
Sitoplazma
ATP ADP + Pi
Cu(l)

Sekil 1.1. E.coli ‘de CopA bakir atim pompasi [197]

Cop A bakir atim pompasi ATP yardimiyla bakirin sitoplazmadan periplazmik

bosluga atilmasini saglar. Multi bakir oksidaz (CueO) enzimi bakir(l) iyonlarini
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periplazmik boslukta okside etmektedir. Bu enzim ayrica katekol sideroforlarin

oksitlenmesi sonucunda bakiri pigmentlerine ayrilmaktadir [197],

Ek olarak cesitli organizmalarda bakirin tasinmasinda CopA (bakir alinimi ve
bakterinin  bakir ihtiyacini  Kkarsilar), CopB (bakirin disari atilmasi ve
detoksifikasyonundan sorumludur), CopC ve CopD proteinlerinin ve P-tipi
ATPazlarin (Entercoccus hirae'dda cop operonundan kodlanir) iliskili oldugu

bulunmustur [198],

Sitoplazmik membran

Sitoplaana

Sekil 1.2. E. hirae’ de bakir homeostasisi [197]

Ylksek bakir konsantrasyonunda bakir hiicreye bilinmeyen bir yolla girmektedir.
Hucre igerisine giren Cu+ iyonlari CopZ tarafindan tutularak CopB’ ye iletir ya da
trankripsiyon reseptorii olan CopY * ye iletilerek cop operonunda transkripsiyonu
hizlandirir.  CopY ‘nin promotor bdlgesine c¢inko iyonlarinin baglanmasiyla
transkripsiyon baskilanir. Zn.. yerine Cu+ baglanmasi sonucunda transkripsiyon
indiiklenir ve DNA’ya baglanamaz. Hicre icinde Cu fazla ise copZ bakir proteaz
enzimi ile parcalanir. Cu’nun sinirlayici etmen oldugunda bakir CopA tarafindan

ATP harcanarak hucreden disari atilmaktadir [197],
Pseudomoncis sp.’de bulunan bir operonda kodlanmis olan dért genin Cu°’nin

periplazmik baglayici 6zelliginin kodlari oldugu bulunmustur. Bunlar; copA, copB,

copC, copD’dir. Cu*gdire'ngliligi; COpA, copB ile copC, copD’ni°n Ozelliklerinin
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toplaminin eklenmesi sartiyla saglanmaktadir. copA ve copC proteinleri i¢ ve dig
membranlar arasinda ve copB ise dig membranda bulunmaktadir. Bu proteinlerin
lokalizasyonu, periplazmik baglayict veya ekstraselliler alikoyma her ikisinden

dolay1 direng hipotezini destekler goriinmektedir [188].

Mikroorganizmalar aracili§iyla metallerin komplekslesmesi iki yolla olusur; (1)
metaller hiicre ¢eperi yiizeyinde civik tabakaya ya da hiicre dist matrikse spesifik
olmayan bagla tutunabilir ya da (2) hiicre igine alinabilir. Caligmalar metal

kullanilldigini gostermektedir [199].

Mikroorganizmalarin yiitksek miktardaki toksik maddelerle basa ¢ikabilmek igin,
pekcok yol mevcuttur. Hiicre yiizeyi agir metalleri biriktirmekte veya hiicre
duvarinin diginda jel benzeri bir yapt olan EPS, toksik maddelerin zararli etkilerini
azaltan kimyasal reaksiyonlar tarafindan veya sinirlandirilmig diftizyon araciligr ile
toksik maddeleri engellemektedir. EPS, protein, karbonhidrat ve niikleik asit
icerigine bagl olarak bulundurdugu karboksil, fosforil ve sulfat gruplariyla metalleri
baglayict 6zellige sahiptir. Bu nedenle ortamda toksik metal artigina bagli olarak,
buna direng gostermek isteyen bakteri daha fazla EPS uretmektedir [185]. Kilig ve
Doénmez [200], P. aeruginosa, Micrococcus sp. ve Ochrobactrum sp. turlerinin,
ortamda Cr (VI) konsantrasyonunun artigina bagli olarak daha fazla EPS trettiklerini
saptamiglardir [200]. Aquino ve Stuckey [201] sisteme Cr ° verildikten sonra, EPS
miktarinda %30’a yakin, protein miktarinda % 45’e yakin, karbonhidrat miktarinda

% 300’e yakin, DNA miktarinda ise % 50’ye yakin artig gozlemislerdir.

Kang ve arkadaglarinin [202] bir g¢alismasinda, Pseudomonas aeruginosa hiicre
yiizeyine Cr” ve Cr'®nin adsorpsiyonun incelemislerdir. Bir gram-negatif bakteri
olan Pseudomonas aeruginosa’nin hiicre duvan analiz edilmis ve peptidoglikan ve
teikoik asit i¢erdigi ve bu olusumlara bagli olarak karboksil, fosforil, hidroksil ve

amino fonksiyonel gruplarinin bulundugu saptanmaistir.
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1.7.1.2. Metallerin Hicreden Disari Dogru Aktif Tasimimi

Aktif transport ya da akis sistemleri metal direnclilik sistemleri arasinda en yaygin
olan mekanizmalardir [203], Metal direnci icin 6zellesmis efflux pompalari ile yani
hiicreden disariya agir metal iyonunun aktif salinimi ile gerceklesir [204], Hcre igin
gerekli olmayan metaller hiicreye normal besin transport sistemleri ile alinir, ancak
hemen disariya atilir. Bu pompalama sistemleri ATPaz’a bagimh ya da ATPaz’dan
bagimsiz sistemler olabilir [203], Bakterilerdeki As, Cd, Cu direnglilikleri

cogunlukla bu tip direnclilik mekanizmalari ile gerceklesir.

Canovas ve arkadaslari [205] yaptiklari calismada, Pseudomonas putida KT2440
susunun Ag, Cd, Zn ve Cr metallerine karsi atim sistemi ile direng gelistirdiklerini
incelemislerdir. Cd ve Zn direncliliklerinin ATPaz’in katalizledigi atim mekanizmasi
ile iliskili oldugunu goéstermislerdir. Metal iyonlarinin hicreden disari atilimi igin
proteinlerin rolleri vardir. Pseudomonas putida KT2440 susunun Cr atim sistemi i¢in
ChrA proteini, Ag ve Cu atim sistemi i¢cin CusC, CusB, CusA proteinleri, Cd ve Zn
ATPaz bagimh atim sistemi icin de CadA2 proteinin sorumlu oldugunu
gostermislerdir [205], E.colfnin bakir atim mekanizmasi olan Cus sistemi Sekil 1.5.”
de gosterilmektedir [197],

Dis membraii
Petiplaiinmk
CusFIr CusC bogluk
cu(ly/Cu(ll>
CusB
CusA ic. membran
Sitoplamia

Sekil 1.3. E.colfde Cus sistemi [197]
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I¢ membranda Cus kompleksi olarak bulunan CusA, 12 integral tasima proteinlerin
iki spiral sarmal yaparak olustudugu CusB peripazmik proteinleri ve CusC ‘nin tgli
bir dig membran proteini olarak olusturdugu kanal vasitasiyla periplazmik bogluktan
membran digina ¢ikarilmaktadir. CusF‘nin periplazmik bogluk igerisinde Cu

iyonlarinit kendisine baglayarak Cus sistemine tasinmasint saglamaktadir [197].

ChrA proteini Pseudomonas aeruginosa’'nin pUMSO05 plazmitinde ve Cupriavidus
metallidurans’m pMOL28 plazmitinde kodlanmigtir. ChrA proteini protonlarin
hareket ettirici glcini kullanarak kemoosmotik pompa gibi kromatlarin

sitoplazmadan disart atimint saglar [206].

Kroma direngli ¢esitli bakterilerde Cr direnglilik mekanizmalarinin ya plazmitler ya
da kromozomal genler tarafindan kodlanabilecegi bildirilmistir. Genellikle, plazmit
genlerinde kodlanmig olan membran tasiyicilart krom iyonlarint dogrudan hiicre
sitoplazmasindan salinim  vasitastyla uzaklastirmaktadir. Ote yandan, bakteri
kromozomlar1 i¢inde kodlanmis olan diren¢ mekanizmalan ise; spesifik ya da
spesifik olmayan Cr(VI) indirgeme ile ilgili stratejiler, serbest radikallerin giderimi,

DNA hasarinin giderimi, prosesin silfiir ya da demirle diizenlenmesidir [207].
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Sekil 1.4. Kromatin bakteri hiicrelerinde toksisitesi ve direng mekanizmalarina gore
tasinmasi [207], Hasar ve diren¢ mekanizmalari sirasiyla ince ve kalin

oklarla gosterilmistir

(A) Kromat tarafindan kullanilan kromozomda kodlanan siilfat alim yolu mutasyona ugradiginda
hiicreye kromat girisi azalir.

(B) Cr (VI)‘in ekstraseluler olarak Cr (I11) dénistlrilmesi ile membrandan gegemez.

(C) Cr (VO’in intraselliler olarak Cr (Ill) indirgemnesi oksidatif stres, DNA hasan ve protein
hasarina neden olabilir.

(D) Detoksifiye enzimler oksidatif stres ve kromatin toksik etkilerini en aza indirerek korumaya
katiimaktadir.

(E) Plazmitte kodlanan tasiyicilar ile igeri giren kromatlar hiicreden disan atilabilr.

(F) Crtarevleri tarafindan olusturulan DNA hasarlari, DNA onanin sistemi ile onanlir .

1.1.7.3. Metallerin Proteine Baglanmasi ile Hiicre icinde Tutulmasi

Metal ihtiva eden cevrelerdeki selektif baskilar, tim toksik metallere karsi belli
diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir [195], Agir metal direnclilik
metabolizmasinda rol alan proteinler, biyolojik membran boyunca agir metal tasirlar.
Bu tasima sistemleri tasima isini gergeklestirmek icin gereken enerjiyi ATP hidrolizi
ile karsilayabilirler. Sitoplazmik membran boyunca proton gradiyentine sahip
bakteride, bir protonun iceri gegcisi bir metal katyonunun disari atilimi seklinde
gerceklesebilir [208],

30



intraselliler ayrimda; toksik bazi metaller mikroorganizmalar tarafindan dretilen
sisteince zengin Kkulcuk proteinlere (metalloprotein) baglanarak, sitoplazmada
biriktirilmektedir. Bu sayede onemli hicre bilesenleri toksik metalin etkisinden
korunmaktadirlar. Genellikle Cd+2 Cu.. ve Zn+2ye Karsi direnclilikte bazi
mikroorganizmalar bu yolu segmektedir [204], Pseudomonas tirlerinde de sisteince
zengin bir protein sentezlenmekte ve hiicre igine giren toksik metaller bu proteinlere
baglanarak bakteri toksik metallere karsi diren¢ kazanmaktadir [26], Prokaryotik
metalotiyoneinler ilk olarak siyanaobakteri Synechococcus sp.’de tanimlanmistir. Bu
molekilin Cu, Cd ve Zn ile kompleks olusturdugu ve yuksek oranda tiol icerdigi
saptanmistir.  ilk olarak en iyi tamimlanan bakteriyel metalotiyoneinler
Synechococcus 6301°den elde edilmistir [209], Yapilan bir calismada Pseudomonas

putida’nm da metalloprotein Urettigi tespit edilmistir [26],

E. coli ve P. syringae * de Pco/Cop sistemleri ile membran proteinleri tarafindan
bakir daha az zehirli forma dondstirtulmektedir [197], (Sekil 1 s .)

cuycu(ll

Sekil 1.5. E. coli ve P. syringae de Pco/Cop sistemleri [197]
Cu periplazmik bosluga bilinmeyen bir yolla girmektedir. Periplazmada, Cu iyonlari

PcoC ‘ye daha sonra PcoD proteinine baglanarak bazen PcoA bakir oksidaz

olusturmak icin kullanilabilirken bazen ise sitoplazmaya tasimada gerek
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olmamaktadir. Periplazmada bulunan bakir PcoA oksidaz olusturdugu katekol
sideroforlar ya da dis membran proteinleri olan PcoB ve PocE tarafindan Cu ' ’in
PcoA ‘ya baglanarak daha az toksik olan Cu' oksidasyonu saglanarak detoksifiye

edilmektedir [197].

1.1.7.4. Ektraselliiler Alikonma

Glutatyon agir metallere ¢ok yiiksek bir affinite ile baglanmaktadir [210]. Glutatyon
Ag™”, Cu™? Cd™ve Hg" gibi metallerden korumast icin bir érnek teskil etmektedir
[211]. Glutatyon serbest radikalleri baglayarak Cu™ ve Fe®den korumayi
saglayabilmektedir [94]. Bu tip metal direngliliginin 6nceleri sadece bakterilerde
oldugu dustniulmiigse de, daha sonralari, maya ve funguslarda da bulunmustur [212].
Yapilan arastirmalar mayalarin metalce zengin besi ortamlarina ekstraseliiler
glutatyon salgiladiklarini gostermektedir. Toksik metaller glutatyon ile birleserek
hiicre membranindan gegememektedir.  Saccharomyces — cerevisiae’deki Ni™
direngliliginin bu sekilde oldugu diusunilmektedir. Saccharomyces cerevisiae fazla
miktarda glutatyon ireterek Ni'* absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Benzer bir

mekanizmada Cu'? direngli mantarlarda gortlmektedir [210].

1.1.7.5. Metallerin Enzimatik Detoksifikasyonu

Tarihin erken donemlerinden beri mikroorganizmalar metaller ile birlikte var

olmuslardir. Metaller, pek ¢ok enzimin aktif merkezlerinde yer almaktadir [213].

Bazi agir metaller iz element olarak bulunmaktadirlar (¢inko, bakir gibi). Bakterilerin
buyumesi i¢in gerekli olan bu metaller, yiiksek konsantrasyonlarda toksik oldugu
bilinmektedir. Bu yiizden bakteriler, agir metallere karst enzimatik detoksifikasyon
mekanizmasini gelistirmiglerdir [214]. Detoksifikasyon mekanizmasi, genellikle agir
metallerin enzimatik olarak indirgenmesidir. Bu diren¢ mekanizmasini kodlayan
genler bazen plazmitler uzerinde bazen de kromozomal DNA {zerinde

olabilmektedir. Bu mekanizma ile E. coli, arsenat, arsenik ve antimona karst ¢oklu
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direng gosterebilmektedir [215]. Tanimlanmig olan birgok bakteriyel agir metal
direngliligi icinde, civa direngliligi en 1iyi incelenmis olamidir. Hg direnglilik
mekanizmasi i¢in yapilan ¢aligmalarin ¢ogu reaktif iyonik Hg+2 formundan elementel
ve daha az reaktif Hg" formuna detoksifikasyonuna baghdir. Baz1 civaya direncli

bakteriler civaya genis spektrumlu direngli esas bilesiklere sahiplerdir [216].

Hg hiicrede enzimlerin ve proteinlerin yapilarinda bulunan tiollere baglanarak
inaktive olmalari nedeni ile toksik etkiye sahiptir. Baz1 bakterilerde Hg " direngliligi
ile ilgili genlerin yer aldigi mer operonu bulunmaktadir. Bu operon sadece Hg *’nin
detoksifikasyonundan degil ayni zamanda transferinden ve direncin ayarlanmasindan
da sorumludur [183, 211]. Hg’nin bulunmadig zamanlarda diizenleyici proteinler
icin operon kodlart transkripsiyon dizenlenmesini azaltmaktadirlar. Bu genler bir
periplazmik baglayici proteinin tiretimini ve membran baglantili tagima proteinlerini
desifrelemektedirler. Detoksifikasyon i¢in etrafini gevreleyen ortamdan periplazmik
baglayict proteinler ve tasima proteinleri aracih@ ile Hg'y1 sitoplazmaya

tagtmaktadirlar [29].
1.1.8. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlari igerisinden gecen Kizilirmak’tan Cu ve Cr
metallerine  direngli  suglarin  izolasyonu, biyokimyasal ve  molekiiler
karakterizasyonudur. Kizilirmak tizerinde belirlenen 12 bolgeden su oOrnekleri
alinarak, Cu ve Cr metallerine direngli suglar izole edilmistir. Suslarin her bir metal
igin MIK (Minimal inhibisyon konsantrasyonu) degerleri belirlenmis ve bu suslar
ileri caligmalarda kullanilmak iizere secilmistir. Seg¢ilen bu suglar morfolojik ve
biyokimyasal ozellikleri dikkate alinarak tanimlanmistir. Cu ve Cr metallerine
direngli her bir sus, antibiyotik ve diger metallere direnglilikleri bakimindan da test
edilmistir. Boylece suslarin antibiyotik ve c¢oklu metal direnglilik profilleri
belirlenmigtir. Suglarin metal diren¢ mekanizmasini belirlemek amaciyla total
protein, dig membran protein ve plazmit izolasyonu g¢aligmalari yapilmigtir. Plazmit
varligr gosterilen suglarda plazmit profili galigmalari yapilarak antibiyotik, metal
direngliligt ve bunlarin plazmit ve kromozomal DNA ile iliskisi kurulmaya

caligtlmigtir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

Izole edilen bakterilerin stok kiltiir seklinde saklanmasi i¢in kullamilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et 6ziti (5 g), maya o6zuti (1 g) ve agar (12 g)’dan
olugmaktadir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan énce 121°C’de 1 Atm basingta
otoklavda steril edildi.

2.1.1.2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin biiyiime egrisi, plazmit izolasyonu, protein izolasyonu gibi
deneyler i¢in kullanilmistir. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et 6ziiti (3g) nden
olusmaktadir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1 Atm basingta
otoklavda steril edildi.

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.2.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.
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2.1.2.2. Kullamilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler

2.1.2.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0.990 g glukoz, 0.394 g Tris, 0.372 g EDTA tartilarak 100 ml suyla (pH:8)

tamamlanir.

2.1.2.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH ¢ozeltisinden 4 ml, %10’luk SDS ¢ozeltisinden de 10 ml alinarak

karigtirilir. 86 ml steril su ile soltisyon 100 ml’ye tamamlanir.

2.1.2.2.1.3. Soliisyon III (K-asetat/Glasiyal asetik asit)

74 g K-asetat tartilir ve 28.75 ml glasiyal asetik asit ile ¢oziliur. Soliisyonun son

hacmi 250 ml olacak sekilde steril su ile tamamlanir.

2.1.2.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA 2H,0 tartilarak 57.1 ml glasiyal asetik asit ile ¢oziilir.

Son hacim 1000 ml olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanir.

2.1.2.2.2. Kromozomal DNA Izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.2.2.2.1. Tris/EDTA Tamponu (250 ml)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilip 250 ml steril suyla (pH: 8.0) tamamlanir.
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2.1.2.2.2.2. %10’luk SDS Tamponu (100 ml)

10 g SDS tartilarak 100 ml steril suda ¢oziilmustiir.

2.1.2.2.2.3. Proteinaz K’nin Hazirlanmasi (10 ml)
0.0384 CaCl,.2H,0 tartilarak, 5 ml gliserol ve 100 ul, 1 M Tris-HCI (pH: 8.0) ile

¢ozilmigtir. Son hacim 10 ml oluncaya kadar steril su ile tamamlanmigtir.

Hazirlanan bu ¢ézeltiden 10 ml alinarak 100 mg proteinaz K ¢oziilmustiir.

2.1.2.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 ml)

20 g NaCl tartilarak, 100 ml steril su ile ¢ozulmiistiir.

2.1.2.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 ml)

4.1 g NaCl tartilarak 90 ml steril suda ¢oztlmustir ve 10 g CTAB yavasca soliisyona
eklenerek 65°C’ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 ml oluncaya kadar steril su ile

tamamlanmigtir.

2.1.2.2.2.6. Kloroform/ izoamil Alkol Tamponu (100 ml)

96 ml kloroform, 4 ml izoamil alkol ile karistirtlmistir.

2.1.2.2.2.7. Kloroform/ izoamil Alkol/ Fenol Tamponu (100 ml)

48 ml kloroform, 2 ml izoamil alkol ve 50 ml fenol ile karnstirilarak tampon

hazirlanmistir.
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2.1.2.2.2.8. izopropanol Alkol (100 ml)

Izopropanol alkolden 100 ml alinarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmgtir.

2.1.2.2.2.9. %70’lik Etanol (100 ml)

30 ml steril su ile 70 ml %100’1ik etanol ile karigtirilarak hazirlanmigtir.

2.1.2.2.2.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 ml)

8.47 g Tris-HCI tartilarak 50 ml steril suda ¢éztlmustir ve pH: 8.0’e ayarlanmistir.

Son hacim 100 ml oluncaya kadar steril su ile tamamlanmigtir.

2.1.2.2.2.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 ml)

0.12 gTris-HCI tartilarak 100 ml steril suda ¢ozulmustir.

2.1.2.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.3.1. Fosfat Tamponu: ( KH,PO4, K;HPOy)

6.8 g KH,PO4 ve 8.7 g K;HPO, tartilip 1000°er ml distile suda ¢oziltir. Hazirlanan

iki ayr1 ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak pH: 7.0’ye ayarlanir.
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2.1.2.2.4. Dis Membran Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Céozeltiler

2.1.2.2.4.1. Tris Tampon Soliisyonu: ( 10 mM Tris-HCI, pH: 8)

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢ozilir ve HCI ile pH: 8.0’e ayarlanir. Son

hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

2.1.2.2.4.2. Deterjan Soliisyonu: ( 11,1 mM Tris-HCI, Triton X-100, pH:7.6)

1.75 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziiliir ve 1.67 ml Triton X-100 eklenerek HCI

ile pH: 7.6’ya ayarlanir. Son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlani

2.1.2.2.5. SDS-PAGE Stok Soliisyonlar: ve Hazirlanisi

Cizelge 2.1. SDS-PAGE stok soltisyonlart hazirlanisi

Stok Soliisyonlari Hazirlanmis1
Tris-HCL 2 M 24.2 g Tris tartilir, 50 ml distile suda ¢oziiltr, derigik HCl ile pH: 8.8’
ayarlanip distile su ile 100 ml’ye tamamlanr.
Tris-HCL 1 M 12.1 g Tris tartilir, 50 ml distile suda ¢oziiliir, konsantre HCI ile pH:
6.8’e ayarlanip distile su ile 100 ml’ye tamamlamnr.
SDS (%10) 10 g SDS tartilip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
Gliserol (%50) 50 ml %100’ lik gliserol alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.
Bromfenol mavisi (%01) 100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 ml distile su iginde ¢oziiltir.
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2.1.2.2.6. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlari ve Hazirlanisi

Cizelge 2.2. SDS PAGE ¢aligsma soliisyonlari

Calisma Soliisyonlar:

Hazirlamis1

Solusyon A %30 akrilamid % 0.8
bisakrilamid (100ml)

29.2 g akrilamid ve 0.8 gram bisakrilamid tartilip distile su ile 100

ml’ye tamamlanarak ¢ézilir. Buzdolabinda saklanur.

Solusyon B (4x) (100ml)

2 M Tris-HCI (pH = 8.8) 75 ml, %10°lik SDS 4 ml, distile su 21 ml.

Buzdolabinda saklanir.

Solusyon C (4x) (100ml)

1 M Tris-HCI (pH = 6.8) 50 ml, %10°lik SDS 4 ml, distile su 46 ml.

Buzdolabinda saklanir.

Amonyum persulfat %10°Tuk (5 ml)

0.5 g amonyum perstlfat tartilip distile su ile 5 ml’ye tamamlanir.

Elektroforez Tamponu (11.)

Tris 25 M) 3 g, glisin (192 mM) 14,4 g, SDS (% 0.1) 1 g tartilip
distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH =8.3

OrnekTamponu (5x) (10ml)

1 M Tris-HCL (pH = 6.8) 0.6 ml, %50 Gliserol 5 ml, %10 SDS
2 ml; 0.5 ml 2-merkaptoetanol, %1 Bromfenol mavisi 1 ml; 0.9

ml distile su. Buzdolabinda saklanir.

2.1.2.2.6.1. Ayiric1 Jelin Bilesimi (%12’lik)

Cizelge 2.3. Ayirici jelin hazirlanmasi

Solusyon A (Stok) 7.8 ml
Solusyon B (Stok) 6 ml
Distile su 10.08 ml
Amonyum perstilfat 79.2 ul
TEMED 15.6 pl
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2.1.2.2.6.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (% 4’liik)

Cizelge 2.4. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Solusyon A (Stok) 1.33 ml
Solusyon C (Stok) 2 ml
Distile su 4.67 ml
Amonyum perstilfat 27 ul
TEMED 6.6ul
2.1.2.2.7. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0.1 Commassie Brillant Blue boya tartilarak, %12’lik glasiyal asetik asit

%350’lik metanol ile karigtirilarak ¢ozilir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Calisma Alani

Kizilirmak Nehri, 41° 30" Kuzey, 36° 05 Dogu koordinatlari arasindadir ve 1150
km’den uzun su yatagl, 75.000 km® drenaj alani ve yillik ortalama 184,2 m°/s debisi
ile Turkiye’nin en uzun nehri olup Kizilirmak Deltasi’m gecerek Karadeniz’e

ulasmaktadir [217],

BAKTIN
nmcuiMK

TRABZON RI2 "

GUMUSHANE
BAYBURT

ERZINCAN

AKSARAY

DiYARBAKIR

KARAMAM
. ISMANIVI HAZIAWT|F_

Sekil 2.1. Kizilirmak’in lokasyonu [217]

Kirikkale ulasim bakimindan Turkiye’nin doguya acilan kapisi olma, Makine Kimya
Endustrisi ile Topras Rafinerisi gibi blyik sanayi kuruluslarini binyesinde
barindirma ve Kizilirmak gibi Tilrkiye’nin en biyldk nehirlerinden birinin
guzergahinda yer almasindan dolayi oldukca 6nemli illerden biridir. Kirikkale ili’nde
sanayi oldukca gelismis bir durumdadir. Hemen hemen bitin sanayi kuruluslar

Kizilirmak Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir [218],
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Cizelge 2.5. Orneklerin alindig1 bolgeler ve koordinatlar

Biolge
Bolge Ad1 Bilge Koordinatlar
Numarasi
1 Kesikkoprii Barajt 029-04-413 E, 049-34-799 N, 787 m t, 36535725 E, 359627 N
Kesikkoprii Baraji Su
2 029-04-078 E, 049-36-668 N, 743 m t, 36536086 E, 4361301N
Tutma Bendi
Erdemli Mah. -
3 028-99-271 E, 049-40-651 N, 736 m t, 36533459 E, 4366292 N
Sarimusalli Mevkii
4 Akkosan Merkez Mevkii| 028-98-818 E, 049-44-154 N, 732 m t, 36534293 E, 4369376 N
Egribtk - Akkosan Y.
5 - 028-95-604 E, 049-51-726 N, 721 m t, 36534232 E, 43768 15N
Mevkii
Bucakyazi - Sazbucagi
6 - 028-95-750 E, 049-54-635 N, 717 m t, 36535362 E, 4979196N
Mevkii
Sulubiik - Kryibag:
7 B 028- 95-224 E, 049-61-767 N, 721 m t, 36537396 E, 4385336N
Mevkii
8 Kapulukaya Baraji Girisi|028- 94- 621 E, 049-67-384 N, 717 m t, 36538842 E, 4390239 N
Kapulukaya Baraj1 Su
9 028-93-959 E, 049-76-268 N, 709 m t, 36541376 E, 4397890 N
Tutma Bendi
Asagiyazi Kum Ocagi
10 - 028-89-508 E, 049-81-299 N, 677 m t, 36539417 E, 4403641N
Mevkii
Mezbahane - MKE
11 028-94-621 E, 049-87-349 N, 665 m t, 36539895 E, 4409369 N
Tesisleri Mevkii
Irmak Mevkii -
12 , 028-77-731 E, 049-98-600 N, 656 m t, 36535629 E, 4422195 N
[Kizilirmak 11 Siurt Cikasi
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2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kinikkale-Kizilirmak tzerinde endustriyel kuruluglara yakin olarak belirlenen 12

bolgeden Eylul 2009°da su 6rnekleri toplanmisgtir.

2.2.3. Cu ve Cr’ye Direncli Bakterilerin izolasyonu

Cu ve Cr agir metallerine direngli suslarin se¢imi igin agir metal igeren ortam
kullanilmigtir. 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden Cu ve Cr direngli suslar segmek
icin literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda ayrt ayri CuSQO4.5H20 ve CrN309.9H,0
agir metalleri iceren nutrient agar (NA) ortamlari hazirlanmistir. Bu ortamlara her
bolgeden alinan su orekleri seyreltme yapilarak ekilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibe
edilen orneklerden treme olan Cu ve Cr direngli farkli koloniler segilerek saflasgtirma

islemi yapilmustir.

2.2.4. izolatlarm Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Cu ve Cr direngli saf kiltarler 30°C’de 48 saat inkiibe edilerek koloni morfolojisine
ve hiicre morfolojisi 6zelliklerine bakilmistir. Suglarin koloni kenar yapisi, sekil,
optik ozellikler, akigkan/yapiskanlik ve pigmentasyon o&zellikleri incelenmistir.
Hiicre morfolojileri ise, gram boyamayla mikroskop (immersiyon yagiyla ve 100
buyutmeli objektifle) altinda incelenerek gram reaksiyonu esnasinda hiicre sekilleri

ve hiicrelerin diizenlenmesi gézlemlenmistir.

2.2.5. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MIiK) Belirlenmesi

Cu ve Cr agir metallerine direngli suslarin MIK degerleri, nutrient agar ortamina
giderek artan konsantrasyonlarda CuSO4;.5H,O ve CiN309.9H,O eklenerek

saptanmistir. 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir ve tireme olan petrilerdeki kiiltiirler

daha yuksek konsantrasyondaki Cu ve Cr metali bulunan ortamlara ekilmigtir. 48
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saat siire sonunda iireme goriilmeyen suslarin son agir metal konsantrasyonu MIK

degeri olarak saptanmigtir.

2.2.6. Izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Cu ve Cr direngli suslar izole edilmistir. Bu suslarin MIK
degerleri belirlenmistir ve en yitksek MIK degerine sahip direngli suslar secilmistir.
Secilen suslarin morfolojik 6zellikleri belirlenmis ve API 20 NE kitleri kullanilarak
biyokimyasal testleri yapilmistir. Bu sonuglara gore suslar identifiye edilmistir [219,

220].

2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direncliligi

Kizilirmak’tan izole edilen suglarin Cu ve Cr agir metallerine direngli her bir susun,
bu caligma i¢in secilen diger agir metallere direnglilikleri de tespit edilmigtir.

Boylece suglarin metallere kars1 ¢oklu direng profilleri belirlenmistir.

Cu direngli suglarin, ¢oklu metal direnglilik profillerini belirlemek igin degisik
konsantrasyonlarda ~ AgNO;,  AlICl;.6H,0, BaCl,.2H,0, Cd(NOs3),.4H;0,
Co(NO3),.6H,0, CrN309.9H,0, FeCls, Hg(NO3),.H,0, LiCl, MnSO4, NiSO4.6H0,
Pb(NOs3),, K(SbO)C4H4O6, SnCl.7TH20, Sr (NO3),, ZnSO4.7H20 metallerini igeren
Nutrient agarli besiyerleri hazirlanmigtir. Ekim yapilan bu petriler, 30°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir ve tireme olan suslarin ortama eklenen metale kars1 direncli, ireme
olmayanlarin ise duyarli oldugu tespit edilmistir. Cr direngli suglarda ise Cu direngli

suslarda kullanilan metod uygulanmistir [221].
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Antibakteriyel hassasiyet testleri Mueller-Hinton agar (Difco) kullanilarak disk
difizyon yontemi ile gergeklestirilmistir [221]. Calismamizda kullanilan antibiyotik
diskleri ve etki degerlikleri Cizelge 2.6'da verilmistir.

Cizelge 2.6. Antibiyotik diskleri ve etki degerlikleri

Antibiyotikler Konsantrasyon
(ng/disk)
Amikacin (AK) 30
AmoxycillinCA (AMC) 207110
Ampicilin (AM) 10
Aztreonam (ATM) 30
Bacitracin (B) 10
Cefepime (FEP) 5
Ceftazidime (CAZ) 30
Ciprofloxacin (CIP)/ 5
Chloramphenicol (C) 30
Gentamicin (CN) 10
Erythromycin (E) 15
Imipenem (IPM) 10
Netilcimin (NET) 30
Oxacillin (0X) 1
Pefloxacin (PEF) 5
Penicillin (P) 10
Piperacilin (PRL) 100
Piperacilin / Tazobactam (TPZ) 10010
Rifampin (RA) 5
Sulbactam/CFP (CES) 7530
Tetracycline (TE) 30
Ticarcillin (TIC) 75
Ticarcillin / CA (TIM) 7510
Trimeth — sulfa (SXT) 25
Tobramycin (TOB) 10
Vancomycin (VA) 30
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2.2.8. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Cu ve Cr metallerinin bulundugu NB ortaminda,
kiltirlerden 100 pl 6rnek alinarak, 100 ml NB i¢inde inokile edilmigtir. Bu igslem
belirlenen konsantrasyonlarda Cu ve Cr metallerinin bulundugu NB ortamlari i¢in de
tekrarlanmistir. Kiiltiirler 30°C’de ¢alkalamali olarak inkiibe edilmistir ve 0. saatten
itibaren, OD 600 nm’de, her 2 saatte bir spektrofotometre ile ol¢iim degerleri

alinarak ireme egrisi ¢ikarilmistir.

2.2.9. Plazmit izolasyonu

Saflagtirilmis izolatlardaki plazmitlerin varlig alkali lizat metodunun modifiye hali
kullanilarak saptanmigtir [222]. Plazmit izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda CuSO4.5H,O
ve CrN309.9H,0 metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmistir.
30°C’de 24 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden 1.5 ml alinarak 12.500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmigtir. Stupernatant atilmigtir ve tekrar 1,5 ml kualtir konularak iglem
tekrarlanmistir. Pelletlerin tizerine 100 ul GTE (glukoz/ tris/ EDTA) ilave edilmistir
ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmistir. 200 pl, 0,2 N NaOH/ %1 SDS
solisyonun uzerine ilave edilerek ¢ok vyavas kanstirnlmigtir ve 5 dakika
bekletilmigtir. 150 ul, 3M potasyum asetat ilave edilmistir ve kanistirilarak 5 dakika
bekletilmigtir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiiy edilen soliisyonun st kismi
toplama tiipiine alinarak pellet kismi atilmigtir. %100°lik etanolden 900 pl tuplere
konulmus ve -20°C’de 1 gece bekletilmistir. Gece sonunda beklemis olan soliisyon
13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant kismi atilmistir. Pellet
tzerine %70’lik etanolden 1 ml eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifiy
edilmistir. Santrifijj isleminden sonra Ust faz atilmistir ve pellet tizerine 20 ul su ve 5

ul boya ilave edilerek elektroforez islemi i¢in hazir hale getirilmisgtir.

46



2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

Izole edilen Cu ve Cr direngli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve
Horn [223] tarafindan tanimlanan metoda gore elde edilmigtir. 15 ml’lik kultir 5000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet tizerine
5.7 ml TE tamponu eklenmigtir ve karistirilmistir. Daha sonra 30 uLL %10 SDS, 30
uL proteinaz K ve RNAaz eklenerek 60 dakika 37°C inkiibe edilmistir
Inkiibasyondan sonra 100 pL 5 M NaCl eklenerek kanstinlmistir. 800 pL
CTAB/NaCl tamponu karisim tizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe
edilmigtir. Kloroform/ izoamil alkol soliisyonu ekleyerek 5 dakika 13000 rpm’de
santrifii edilmistir. Stipernatant yeni tiiplere alinarak fenol/ kloroform/ izoamil alkol
tamponu eklenmis ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet
tizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10 dakika santrifiyj edilmigtir.
Supernatant atilarak pellet tzerine 5 ml %70’lik etanol eklenmis ve 10 dakika
santrifiij edilmistir. Etanol uzaklastinlmigtir ve pellet kurutularak 200 pul. TE

tamponu eklenmistir ve -20°C’de saklanmisgtir.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Uygulanmas:

%1.5’luk jel hazirlamak igin 1.5 g agaroz 100 ml 10x TAE tamponu ile ¢oziilditkten
sonra 1sitilarak eritilmistir. Cozelti yaklasik 40°C’ye kadar sogutulup, jel kutusuna
dokilmustir ve tzerine jel taragr yerlestirilmigtir. Jel tamamen polimerize olduktan
sonra tarak dikkatlice ayrilmigtir. 20-25 uL’lik miktarlarda DNA 6rnekleri alindiktan
sonra mikropipet ile 6rnek c¢ukurlarina yuklenmigtir. Separe edilen plazmitlerin
molekiler agirliklarint belirlemek amaci ile jeldeki ¢ukurlardan birine 3 pL marker
DNA (Sigma Lambda/Hind III ready to use solution) yiiklenmistir. Jel agaroz
aparatina yerlestirilmistir. Aparata jelin tizerini kaplayacak kadar yiriitme tamponu
konulmustur. 100 V/em?® voltaj uygulanarak 1.5 saatte vyiritme islemi
tamamlanmigtir. Separasyon zamanini sonlandirmak i¢in, yiikkleme tamponunda

bulunan brom fenol mavisinin jelde kastettigi mesafe bize yol gosterir.
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2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabina
konulmustur ve jel lzerine 0.5 yug/ml konsantrasyonda etidyum bromid boyama
solisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlasi jeli 1 mM MgSO4
soliisyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri alinmigtir. Jel daha sonra U.V.

transilliminator Gizerine konularak fotograflarn ¢ekilmistir [224].

2.12.13. Plazmit DNA Molekiiler Agirlik Belirlenmesi

Plazmit DNA’larin molekiler agirliklarini belirlemek amaciyla Lambda DNA/ Hind
[T marker referans alinarak, her bir jel i¢in ayrt ayrt standart egri ¢izilmistir. Jel
tizerindeki marker bantlarinin yiridigi mesafe ve bantlarin bilinen molekiil agirlik
degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen DNA bantlarinin

molekil agirliklart hesaplanmustir.

2.2.14. Total Protein izolasyonu

Cu ve Cr metallerine direngli suslarin total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve
arkadaglari [225] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. 100 ml’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda CuSO4.5H,O
ve CrN309.9H,0O metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapilmistir.
Kiulturlerden besiyerlerini uzaklagtirmak i¢in santrifiij yapilmigtir. Elde edilen
pelletlerin tizerine 5 ml steril su eklenerek 2 kez yika islemi gerceklestirilmigtir.
Pelletler tizerine 2 ml fosfat tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon
islemi uygulanmigtir. 2000 rpm de 2 dakika santrifiyj isleminden sonra siipernatant
temiz tiplere transfer edilmistir. 75 pl 6rnek tizerine 75 pl 6rnek tamponu ilave

edilmistir. Elektroforez islemi éncesinde érnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmistir.
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2.2.15. Dis Membran Protein Izolasyonu

D1s membran proteinleri Achtman ve arkadaglari [226] tarafindan tanimlanan metoda
gore elde edilmigtir. Dig membran proteinleri izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik
metal igermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonda
CuS04.5H;0 metallinin bulundugu NB besiyerine ekimleri yapilmigtir. Kulturler log
fazinin ortalarinda alinarak santrifiij edilmistir ve besiyeri uzaklastirlmigtir. 10 ml,
10 mM Tris-HCIl pelletler tizerine eklenerek sonikasyon (80 sn, %50 devir) iglemi ile

hiicreler pargcalanmugtir.

Parcalanan hiicreler 3000 rpm’de, 20 dakika, 4°C’de santrifiij yapilarak
uzaklagtinlmistir. Stipernatant temiz tiiplere alinarak 20.000 rpm, 60 dakika, 4°C’de
santrifiij yapilmistir. Pelletler tizerine 150 pl steril su eklenerek -20°C’de 1 gece
bekletilmistir. -20°C’den alinan omeklere 200 ul Triton-X igeren soliisyon
eklenmistir ve 20°C de bekletilmistir. Ornekler 20°C’de, 90 dakika, 2000 rpm’de
santrifij yapilmustir. Pelletler iizerine 50 pl o6rnek tamponu eklenmistir ve

elektroforezden 6nce 100°C’de 5 dakika bekletilmistir.

2.2.16. Dis Membran ve Total Protein Bantlar1 Molekiil Agirhklarinin

Belirlenmesi

D1s membran ve total protein bantlarinin molekuler agirliklarint belirlemek amaciyla
Page Ruler Prestained Protein Ladder 170 kDa referans alinarak standart egri
cizilmigtir. Jel izerindeki marker bantlarinin yiriadigi mesafe ve bantlarin bilinen
molekil agirlik degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen

protein bantlarinin molekal agirliklart hesaplanmugtir.
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2.2.17. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Dis membran ve total protein Laemmli’ye [227] gore, %4 ’lik dengeleyici ve
%12’lik ayirict jel kullanilarak sodyum dodesil stlfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yapilmistir.

2.2.17.1. Ayirma Jelinin Hazirlamisi

16,7 ml Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19,8 ml distile su, 12,5 ml 1,5 M Tris-
HCI (pH 8,6), 500 ml %10’luk APS (amonyum persulfat), 500 ml %10’luk SDS
birbirine iyice karistirildiktan sonra 30 ml TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave
edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokilmistir. Jelin
st kismi distile su ile kaplanarak hava ile temast dnlenmig ve polimerize olmasi i¢in

bekletilmigtir.

2.2.17.2. Dengeleyici Jelin Hazirlanisi

3.4 ml %30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13.6 ml distile su, 2.5 ml 1 M Tris-HCI
(pH 6.8), 200 ml %10’luk APS ve 200 ml %10’luk SDS birbiri ile iyice
kanigtirildiktan sonra 20 ml TEMED ilave edilmistir. Bu karigim, polimerize olan
ayirma jelinin tzerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli tizerine

dokilmustir. Tarak yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.

2.2.17.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak ¢ikarilmig, kuyucuklar elektroforez yiiritme tamponu
ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yiiritme tamponu
ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 30 mA’de yaklasik 150 V’ta

ortalama 1 saat yuritilmistir.
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2.2.17.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitlime c¢ozeltisi igerisinde bir
gece bekletilmistir. Tespitleme igleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisine alinmig ve
ortalama 1 giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lik
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmast saglanmistir [228].

Jellerin fotograflar karanlik odada 151kl beyaz tabla tizerinde ¢gekilmigtir.

2.2.17.5. Protein Bantlarmm Yogunluk (Intensity) Ol¢iimii

SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar, jel
gorintilleme cihazinda (Gel Logic 2200 Pro) Carestream Molecular Imaging (MI)
Software Standart Edition (SE) programi kullanilarak proteinlerin goreceli
miktarlarint belirlemek i¢in taranmigtir. Protein bantlarinin verdigi pik absorbans

degerleri jel gorintileme cihazi tizerinde kaydedilmistir.

Her bir bant i¢in tg farkli yerlerde tarama yapilmig, degerlerin ortalamast alinmistir.
Yatay konumdaki protein bantlari arasindaki mesafe iki bant arasindaki tepe
noktalarinin dik bir eksende birlestirilmesiyle jel gortntileme cihazi ile
belirlenmigtir. Bu oranlarin giivenilirligi bagimsiz olarak programlanmig bilgisayar

analizi kullanilarak belirlenen grafik ile desteklenmistir [229].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Krom ve Bakira Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MIK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kirikkale-Kizilirmak tzerinde belirlenen 12 istasyondan alinan su érneklerinden Cu
ve Cr’a direngli suslar izole edilmigtir. Cu ‘ya direngli 34 sus ve Cr’a direngli 21 sus
izole edilerek MIK degerleri belirlenmistir. MIK degeri CrN3;0.9H,0 igin 1100 mg/L
olan bir sug ile CuSO4.5H0 igin ise 450 mg/L. olan bir sus ileri ¢aligmalarda
kullamlmak igin segilmistir. Cr i¢in MIK degeri 1100 mg/L olan sus 7. bolgeden
izole edildigi i¢in Cr07 olarak adlandinlmistir. Cu igin MIK degeri 450 mg/L olan
sus 12. bolgeden izole edildigi i¢in Cul2 olarak adlandirilmigtir.

Cizelge 3.1. Bakir ve kroma direngli suglarin bolgelere gore dagilimi

Bolgeler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
Agir Metaller
Cu - - + - + + + + + + + +
Cr - - - - + + + + + + + +

(-), pozitif, (+), negatif

3.2. Bakterilerin identifikasyonu

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi Cul2 ve CrO7 olarak adlandirilan suglarin
morfolojik ve biyokimyasal o6zellikleri belirlenmigtir. Suslarin  optik  6zellik
bakimindan saydam oldugu ve Cul2 susunun sari, ve Cr07 susunun beyaz renkte
pigmente sahip oldugu belirlenmistir. Cul2 ve Cr 07 suglarinin hiicre morfolojilerini
belirlemek i¢in Gram boyama yapilmis sirasiyla Gr (-) ve Gr (+) olarak
belirlenmigtir. Hiicre sekilleri incelendiginde ise Cul2 susunun basil, Cr07 susunun

ise kok oldugu belirlenmigtir.
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Cizelge 3.2. Bakir ve kroma direngli suslarin biyokimyasal 6zellikleri

Agir Metale Direngli Suslar

Biyokimyasal testler Cul2 Cr07
Sekil Basil Kok
Gram Reaksiyon () )
Akigkanlik Yapigkan Akigkan
Optik Ozellikler Saydam Saydam
Pigment Sar Beyaz
Katalaz - -
Ure (URE) - +
Malonat(MLT) + +
Arabinoz(ARA) - -
Mannitol(MAN) - +
Adonitol (ADO) - +
Glukoz (GLU) - +
ArjininHidrolaz + -
Ksiloz(XYL) + +
Arjinin (ARG) + -
Maltoz - +
Hidrojen Siilfiir (H,S) - +
Eskiilin (ESC) - -
Sorbitol (SOR) - +
Laktoz %10 (LAC) - +
Siikroz (SUC) + +
Alkalin Fosfataz + +
Oksidaz (OXI) + -
Tanimlanan Tiirler Pseudomonas putida Enterococcus faecalis

Suglarin biyokimyasal testleri sonucu her iki susunda malonat, ksiloz, sitkkroz, alkalin
fosfataz testlerine pozitif, katalaz, arabinoz, eskiilin testlerine ise negatif sonug
verdigi belirlenmistir. Cul2 ve CrO7 suslant yapilan morfolojik ve biyokimyasal

testler sonucu strasiyla Pseudomonas putida ve FEnterococcus faecalis olarak

tanimlanmugtir.
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3.3. izole Edilen Bakterlarin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Bakar direngli Pseudomonas putida ve krom direngli Enterococcus faecalis susunun

metal ve antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmisgtir.

3.3.1. Bakir Direncli Pseudomonas putida Susunun Coklu Metal ve Antibiyotik
Direnclilik Profilleri

Cu direngli Pseudomonas putida susunun Cizelge 3.3 te gosterildigi gibi Zn, Ni, Ag,
Li ve Al metallere ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir. Hg, Pb, Mn, Zn, Fe, Sb,
Cd, Sn, Ba, Cr, Sr ve Co metallerine karst ise kullanilan konsantrasyonlarda duyarli

oldugu belirlenmigtir.

Cizelge 3.3. Cu direncli Pseudomonas putida susunun ¢oklu metal direnglilik

profili
Metal Formu Konsantrasyon Direnglilik
(mg/L) Profili
Hg(NO5). H,O 195 S
Pb(NOs), 1200 S
MnS0, 1000 3
ZnS0,7H,0 825 R
FeCl 450 S
NiSO; 6H,0 395 R
K(SbO)C,H,O5 1400 S
AgNO; 3 =
Cd(NOs).4H,0 750 S
SnCl, 7H-0 160 S
LiCl 5000 R
AICl; 6H,0 300 R
BaCl, 2H,0 2700 S
CrN;0,9H,0 1100 S
St(NO3), 2000 S
Co(NO).6H;0 750 S

R.direngli; S,duyarh
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Cu direngli Pseudomonas putida susunun Cizelge 3.4’de gosterildigi gibi ampisilin,
aztreonam, bacitrasin, gentamisin, eritromisin ve vankomisin antibiyotiklerine kargt

coklu direng gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.4. Cu direngli Pseudomonas putida susunun antibiyotik direnglilik
profili

Antibiyotikler Direnclilik
(ug/disk)
Amikacin (30)
Amoxycillin/CA (20/10)
Ampicilin (10)
Aztreonam (30)
Bacitracin (10)
Cefepime (5)
Ceftazidime (30)

Ciprofloxacin (5)
Chloramphenicol (30)

Gentamicin (10)

Erythromycin (15)

Imipenem (10)
Netilcimin (30)
Oxacillin (1)
Pefloxacin (5)
Penicillin (10)
Piperacilin (100)
Piperacilin/Tazobactam (100/10)
Rifampin (5)
Sulbactam/CFP (7530)
Tetracycline (30)
Ticarcillin (75)
Ticarcillin/CA (7510)
Trimeth-sulfa(25)

Tobramycin (10)

T | | vl w»r| | vl |l | Ll | | Ll wrl | T BT | wnnl wrn v B R T | wnr

Vancomycin (30)

R.direngli; S, duyarh
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3.3.2. Krom Direncli Enterococcus faecalis Susunun Coklu Metal ve Antibiyotik
Direnclilik Profilleri

Cr direngli Enterococcus faecalis sugsunun Sekil 3.5’te gosterildigi gibi Cr
metalinden bagka Ag metaline ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir. Diger
metallere ise metallerine karsi ise kullanilan konsantrasyonlarda duyarli oldugu

belirlenmigtir.

Cizelge 3.5. Cr direngli Enterococcus faecalis susunun ¢oklu metal direnglilik

profili
Metal Formu Konsantrasyon Direnglilik
(mg/L) Profili
Hg(NO5), H,0 195 S
Pb(NOs), 1200 S
MnS0, 1000 3
ZnS0, TH,0 825 3
FeCl, 450 3
CuSO, 5H,0 450 3
K(SbO)C,H.Os 1400 3
AgNO; 3 =
Cd(NOs).4H,0 750 S
SnCl, 7H,0 160 3
LiCl 5000 3
AICL; 6H,0 300 3
BaCl, 2H,0 2700 3
Co(NO3).6H,0 1100 S
St(NO), 2000 3
NiSO, 6H,0 395 3

R.direngli; S, duyarli

56



Cr direngli Enterococcus faecalis susunun Cizelge 3.6 de gosterildigi gibi amikasin,

ampisilin,

aztreonam,

siprofloksasin,

gentamisin,

netilsimin  ve

antibiyotiklerine kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir.

tobramisin

Cizelge 3.6. Cr direngli Enterococcus faecalis susunun antibiyotik direnglilik

profili

Antibiyotikler
(ug/disk)

Direnclilik

Amikacin (30)

Amoxycillin/CA (20/10)

Ampicilin (10)

Aztreonam (30)

Bacitracin (10)

Cefepime (5)

Ceftazidime (30)

Ciprofloxacin (5)

Chloramphenicol (30)

Gentamicin (10)

Erythromycin (15)

Imipenem (10)

Netilcimin (30)

Oxacillin (1)

Pefloxacin (5)

Penicillin (10)

Piperacilin (100)

Piperacilin/Tazobactam (100/10)

Rifampin (5)

Sulbactam/CFP (75530)

Tetracycline (30)

Ticarcillin (75)

Ticarcillin/CA (7510)

Trimeth-sulfa(25)

Tobramycin (10)

Vancomycin (30)

wn| T | vl |l |l vl vl vl vl vl vl vl T wrl vl T |l T |l |l wnl T T wn T

R.direngli; S, duyarh
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3.4. Bakterilerin Ureme Egrileri

3.4.1. Bakir Direncli Pseudomonas putida Susunun Ureme Egrisi

Pseudomonas putida susunun bakir iceren ve icermeyen ortamdaki Ureme egrileri
Sekil 3.1.°de verilmistir. Bakir icermeyen ortamdaki bakterilerin kisa silrede
logaritmik artis fazina gectigi ancak bakir iceren ortamdaki bakterilerin ise 21 saatlik

gecikme ile bu faza gectigi gorulmustar.

zaman (saat)

Sekil 3.1. Pseudomonas putida susunun (—+—bakir icermeyen ve (-m—} bakir iceren
ortamdaki treme egrileri
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3.4.2. Krom Direngli Enterococcusfaecalis Susunun Ureme Egrisi

Enterococcus faecalis susunun krom igeren ve icermeyen ortamdaki treme egrileri
Sekil 3.2. de verilmistir. Bakterinin krom icermeyen ortamda iceren ortama gore iki

kat kadar yiiksek OD gostermistir.

Sekil 3.2. Enreococcusfaecalis susunun (* ¢*)krom icermeyen ve (-m—) krom

iceren ortamdaki Greme egrileri

3.5. Bakterilerin Plazmit ve Kromozomal DNA Profilleri

Bakir ve krom direncli suslarin metal direngliligi ile bu suslarin plazmit icerikleri
arasindaki iliskiyi ortaya c¢ikarmak amaciyla metal igeren ve icermeyen ortamlarda
uretilen bakterilerden plazmit ve kromozomal DNA izolasyonu calismalari

yapilmistir.
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3.5.1. Bakir Direngli Pseudomonasputida Susunun Plazmit ve Kromozomal!
DNA Profili

Cu direngli Pseudomonas putida susunun metal direncliligi ile plazmit DNA
arasindaki iliskiyi ortaya cikarmak amaciyla metal iceren ve icermeyen ortamda
uretilen bakterilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Sekil 3.3,’te Pseudomonas

putida susunun plazmit ve kromozomal DNA profili gosterilmistir.

2313kh — H
941 kb —]
6.65 kb
436kb __J
232 kb
202 kb

Sekil 3.3. Pseudomonas putida susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA

lokasyonu;

M; marker (Lambda DNA Hiudlll), 1; bakir icermeyen 2 ;bakir igeren ortani,
3; chr; kromozomal DNA

Metal icermeyen ortamda bulunan ve molekuler agirhgr bilinmeyen plazmitin
molekdl agirhgini belirlemek amaciyla marker referans alinarak jelin standart egrisi
cizilmis (Sekil 3.4) ve plazmitin molekil agirliklari belirlenmistir. Metal icermeyen
ortam bulunan plazmitin molekil agirhgi 22.46 kb olarak tespit edilmistir. Metal
iceren ortamda ise herhangi bir plazmit varligi gosterilememistir. Bu sonuglar
Isiginda Pseudomonas putida susunda bakir direncliliginin kromozomal DNA

tarafindan kodlandigi belirlenmistir.
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0 - - - ——
0 0,2 0,4 0,6 0,8

mesafe (mm)

Sekil 3.4. Plazmit DNA molekiler agirlik belirleme standart egrisi

3.5.2. Krom Direngli Enterococcusfaecalis Plazmit ve Kromozomal DNA Profili

Krom direncli Enterococcus faecalis susunun metal direncliligi ile plazmit DNA
arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla metal igeren ve icermeyen ortamda
uretilen bakterilerden plazmit DNA izolasyonu vyapilmistir. Sekil 3.5,’te

Enterococcusfaecalis susunun plazmit ve kromozomal DNA profili gosterilmisti

23.13 kb
9.41 kb
6.65 kb
4.36 kb

2.32 kb
2.02 kb

0.56 kb

Sekil 3.5. Enterococcusfaecalis susunun plazmit ve kromozomal DNA profili;

M; marker (Lambda DNA Hiudlll), 1; krom icermeyen , 2; krom iceren ortam,
3; chr:kromozomal DNA
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Metalsiz ortamda bulunan plazmitlerin molekil agirliklarini belirlemek amaciyla
marker referans alinarak jelin standart egrisi cizilmis (Sekil 3.6) ve molekdiler
agirhklari  bilinmeyen plazmitlerin  molekdl agdirliklari  belirlenmistir. Metal
icermeyen ortamda bulunan plazmitin  molekiler agirhigi 23.13 kb olarak
belirlenmistir.  Metal iceren ortamda ise herhangi bir plazmit varhgi
gosterilememistir. Bu sonuclar dogrultusunda Enterococcus faecalis susunun krom

direng genlerinin kromozom uzerinde oldugu bulunmustur.

LS

05

mesafe (mm)

Sekil 3.6. Plazmit DNA molekiler agirlik belirleme standart egrisi

3.6. Bakterilerin Dis Membran ve Total Protein Profili

Bakir ve krom direngli suslarin metal iceren ve icermeyen ortamlardaki dis membran

ve total protein profilleri incelenmistir.

3.6.1. Bakir Direncli Pseudomonas putida Susunun Total ve Dis Membran

Protein Profili

Cu direncli Pseudomonas putida susunun metal iceren ve icermeyen ortamdan dis

membran ve total protein profilleri belirlenmistir (Sekil 3.7). Molekuler agirliklari
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bilinmeyen protein bandlannin molekaler agirliklari her bir jel icin ayri ayri elde

edilen standart egri ile belirlenmistir (Sekil 3.8).

170 kiI>.
NO ki>.i
100KkIki1

92.87 ki>.i
70 kI>.1

55 kiI>.1 56.45 ki>.1

e«- 53.68 kDa
40 klI>.1

35 kiI>.1

(@)

170 k)2

130 kl)a

KM) kl)a

70 kDl

55 kl)a

40 kDn

191.64 ki>.i

152.65 ki>.I

121.59 KkiI>.1

94.66 kDa

86.41 kl>a

54.82 kI>,1

Sekil 3.7. Pseudomonasputida susunun dis membran (a) ve total (b) proteini;

M; marker Page Ruler Prestained Protein Ladder 170 kDa
1. bakir igermeyen, 2 . bakir igeren ortani

25

05

0.2

0,4

0,6 0.8

Mesafe (mm)

Sekil 3.8. Total ve dis membran protein molekdler agirlik belirleme standart egrisi

Pseudomonas putida susunun bakir iceren ortamdaki dis membran proteinlerinin

ekspresyonunun azaldigi gorulmastar. 92.87,56.45 ve 53.68 kDa boyutlarindaki

proteinlerin ekspresyonunun 3.5, 2.2 ve 1.5 kat azaldigi belirlenmistir (Sekil 3.7a)
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Bakir iceren ortamda 152.65, 121.59, 94.66, 86.41ve 54.82 kDa boyutlarindaki
protein bantlarinin ekspresyonlarini sirasiyla 4.7, 8.3, 2.9 , 1.4 ve 1.8 kat arttigi
belirlenmistir (Sekil 3.7b). Ayrica total proteinde metal igeren ortamda diger
proteinlerden farkh olarak 191.64 kDa boyutunda bir proteinin ekspresyonunun
arttigr ~ belilenmistir.  Bu  sonuglar dogrultusunda total proteinlerin  bakir

direngliliginde daha etkin oldugu belirlenmistir.

3.6.2. Krom Direngli Enterococcusfaecalis Susunun Total Protein Profili

Cr direncli Enterococcusfaecalis susunun metal iceren ve icermeyen ortamdaki total
protein profili belirlenmistir, (Sekil 3.9). Molekuler agirhklar bilinmeyen protein
bandlannin molekuler agirliklari jel igin elde edilen standart egri ile belirlenmistir
(Sekil 3.10).

M

17(1 kJ>.1 —*n

130 kDa — >

100 kDa * 94.66 kDa

70 kDa —»

55 kDa *
54.82 kDa
52.38 kDa

40 kDa — >

Sekil 3.9. Enterococcusfaecalismsumm dis membran (a) ve total (b)proteini;

M; marker Page Ruler Prestaiiied Protein Ladder 170 kDa
I;krom igermeyen”; krom iceren ortam
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Sekil 3.10. Total protein molekdler agirlik belirleme standart egrisi
Enterococcusfaecalis susunun krom iceren 94.66, 54.82 ve 52.38 kDa boyutlarindaki

proteinlerin ekpresyonlarinin sirasiyla 3.9, 1.7 ve 3 kat artis gosterdigi ve krom

direncliliginde etkin olduklari belirlenmistir.
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4. TARTISMA - SONUC

Kirikkale-Kizilirmak Gzerinde belirlenmis olan istasyonlardan bakira direngli olan
sus 12. istasyon olarak numaralandirilan Irmak Mevkii - Kizilirmak il Siniri Cikis
bélgesinden izole edilmis ve MiK degeri 450 mg/L (1.8 mM) olarak belirlenmistir.
Bakira direncli susun morfolojik ve biyokimyasal &zellikleri esas alinarak
Pseudomonas pirtita olarak tanimlanmistir. Kroma direncli sus ise 7.istasyonun
bulundugu bélge olan Sulubiik - Kiyibagi Mevkii’nden izole edilmis ve MiK degeri
1100 mg/L (2.75mM) olarak belirlenmistir. Morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

esas alinan kroma direncli sus Enterococcusfaecalis olarak tanimlanmistir.

E. faecalis susunun; Cr iceren ve icermeyen ortamdaki reme egrisi cizilmis ve bu
susun Cr icermeyen ortamda daha fazla treme gosterdigi belirlenmistir. Su kirliligi
calismalarinda, Enterococcus cinsinin varligi kanalizasyon sularindan kaynaklanan
kirliligin net bir gostergesidir. Enterokoklar cok tehlikeli bakteri olmamasina
ragmen, kolayca tespit edilebilir; yaygin olarak kirli su tiketen insanlar arasinda
dagihir ve sikhkla hastane enfeksiyonu ile izole edilir. Enterekoklarin en 6nemli
Ozelligi hem kimyasallara, 6zellikle antibiyotiklere hem de agir metallere olan
direncidir [230],

P. pirtida susunun Cu iceren ve icermeyen ortamlardaki dreme egrileri ¢izilmis ve bu
susun Cu icermeyen ortamda kisa sirede logaritmik artis fazina gectigi
belirlenmistir. Metal iceren ortamda bulunan bakterilerin ise 21 saatlik bir
adaptasyon fazindan sonra logaritmik artis fazina gectigi géralmustir. USEPA [231]
tarafindan yapilan calismada, dogal ve endistriyel kaynaklardan Cu ve Cd basta
olmak tzere su ve topraklari Kirleten agir metallerin cevreye yayilmasinin P. pirtida
susu Uzerine etkisi incelenmistir. Cu, hicresel fonksiyonlarda gorev alan enzimlerde
kofaktor oldugu icin 6nemliyken, Cd’un belli bir temel fonksiyonu olmamasindan
dolayl, hem P. pirtida Uzerinde, hem de c¢evre Kkirliliginde risk olusturdugu

bilinmektedir.
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Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin metal iyonlarini tolere etme yetenekleri
arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada P. aeruginosa’nin Hg,

Cu, Cr ve Cd’ye kars1 B. thuringiensis’den daha direngli oldugu gosterilmistir [232].

Unald: ve arkadaslan tarafindan [233] yapilan bir ¢alismada bir Pseudomonas sp.’nin
kadmiyum MIK degeri 5 mM olarak tespit edilmistir. Ayni ¢alismada biitiin izolatlar
krom’a (MIK degerleri 1-1.7 mM arasinda) ¢ok diisiik direnglilik gostermistir.
Suglarin %32°si 6mM Cu’ya, %140 9mM Ni'e, %281 9 mM Cd’ye ve %42’si
1.7mM Cr’ye tolerans gostermistir [233]. Diger ¢aligmalar ile kargilagtirildiginda bu
calismada Cr direngli E. faecalis igin belirlenen 1100 mg/L (2.75 mM) olan MIK
degerinin yuksek olusu dikkat ¢ekicidir.

Roane ve Kellog [234] yaptiklari ¢aligmada agir metal kontaminasyonu bulunan
topraktan izole edilmis direngli Pseudomonas sp. susunda Cd igin MIK degerini 1,2
mM tespit etmislerdir [234]. Ayrica Schmidt ve Schlegel [235] tarafindan yapilan
benzer bir calismada Ni'ye direngli bakteriler rapor edilmis, bir galvanizasyon
tankindan izole edilen Alcaligenes xylasoxidans’in Cu (1 mM), Cd (1 mM), Zn (10
mM), Co (20 mM), Ni (40 mM)’in yiksek konsantrasyonlarini tolere edebildigi

belirlenmigtir.

Rajbanshi’nin [236] yaptigt calismada Pseudomonas sp.’nin Cu’ya 300 pg/ml,
Co’yal50 pg/ml konsantrasyonda direngli oldugu belirlenmistir [236]. Singh ve
arkadaglar tarafindan [237], endustriyel kirliligin etkin oldugu Hindistan’in Paonta
Sahib H. P. bolgesinde agir metallere direngli sekiz Pseudomonas sp. susu izole
edilmis, bu suslarin antibiyotik duyarlilik testleri yapilmis ve izole edilen suglarin
direnglilik profilleri belirlenmistir. En fazla direngliligin tetracycline antibiyotigine
en az direngliligin ise meropenem, bacitracin, amikacin antibiyotiklerine oldugu

belirlenmigtir.

Abosereh ve arkadaglan [238], Pseudomonas suslarinda ¢oklu metal ve antibiyotik
direnglilik profillerini ¢ikarmiglardir. Ag direngli olan suslarin, Cu, Ni, Fe, Hg, Zn,
Cd ve Pb metallerine de ortak direng gosterdikleri saptanmis, ve Agdirencli

Pseudomonas suslarinin, chloramphenicol, kanamycin, tetracycline ve ampicillin
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antibiyotiklerine de ortak direng gosterdikleri belirlenmigtir. Bizim ¢alismamizda ise
Cu diregli P. putida susunun Ag, Ni, Zn metallerine ¢oklu direng gostermesi onceki

yapilmis olan ¢aligmalari destekler niteliktedir.

Matyar ve arkadaslarimin [239] Iskenderun Korfezi’nde yapmis oldugu calisma
incelendiginde, Aeromonas sp. izolatlarinin yiiksek oranda sefazolin ve trimetofrin-
sulfamethaksol’e (%66,6), Pseudomonas spp. izolatlarinin ise nitrofrantoin (%86,2),
sefazolin (%84,8) ve seforoksim’e (%71,7) karst direng gosterdikleri belirlenmistir.
Ayrica Aeromonas sp. izolatlarinin %983 tnun, Pseudomonas sp. izolatlarinin ise

%75,4iniin Cu’ya karsi direng gosterdigi saptanmigtir.

Hassen ve arkadaglar [240] P. aeruginosa suslarina karst Cr, Cu, Zn, Co ve Hg
metallerinin toksik etkilerini aragtirmiglar ve bu metallerin toksik etki yapan
konsantrasyonlarint belirlemiglerdir. Bu c¢alismada suslarin Cr, Cu, Zn ve Co
metallerinin 1 mmol L™ konsantrasyonunda inhibe olduklar;, Hg metalinin ise 0,1
mmol L™ konsantrasyonunun toksik etkisi oldugu bildirilmigtir. Ayrica aragtirmacilar
Cu ve Cr’nin bakteriler tarafindan en iyi tolere edilebilen metaller oldugunu
bildirmiglerdir [240]. Cu ve Zn bakteri gelisiminde temel metallerdir; ancak yuksek
konsantrasyonlarda toksik etki gosterirler [241]. Yapilan bir diger ¢aligmada ise,
klinik 6rneklerden izole edilen Staphylococcus cinsine ait bakterilerin Cr ve Pb’ye
direngli, Ag’ye ise duyarli oldugu tespit edilmistir [242]. Gulcan [243] tarafindan
yapilan g¢aligmada elde edilen sonuglara gore, ¢alismada kullanilan agir metaller
icerisinde Pseudomonas suglarina karst en toksik metalin Co oldugu bulunmustur.
Co’nun dusik konsantrasyonda dahi bakteriler tizerine etkili oldugu goralmustiir.
Literatur bilgileri ile kiyaslandiginda ozellikle Co’nun Pseudomonas’in tzerine

toksik etkisinin varligr paralellik gostermistir.

Deredjian ve arkadaslarinin [244] yaptigr calismada, P. aeruginosa’nin farkl
ortamda yasayan suslar arasinda metal direngliligi profilleri bakimindan farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Cevrede yasayan suslarin 20 mM Zn™% 0.5 mM Cu'?, 1.25
mM Cd™?, 10 uM Hg™ varliginda metallerin varhginda biyime gosterdigi
belirlenmistir. Hastaneden elde edilen suslanin Zn™ Cd?ve Hg®nin aym

konsantrasyonlar1 ile biyime gosterdigi, ancak bazi tirlerin Cu*’nin yiksek
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konsantrasyonda oldugu ortamlara da diren¢ gosterdigi belirlenmistir. Yaptigimiz
calismada Cu direngli P. putida susunun MIK degeri diger calismalarla

kiyaslandiginda, buldugumuz degerin tizerinde ve altinda degerler bulunmustur.

Giilcan’1in [243] yaptig1 ¢alismaya gore P. aeruginosa tizerine en az toksik etkiyt Mn
gostermistir. P.aeruginosa’mn 10-500 mmol L™ arasindaki Mn konsantrasyonlarina
kars1 Zn’den daha dayanikli oldugu goralmustir. P.aeruginosa Pb’nin 10 mmol L~
ik konsantrasyonu daha az toksik etki gosterirken, ayni metalin 500 mmol L™’lik

konsantrasyonu Co’nun inhibisyon zonuna yaklagik bir zon olusturmustur.

Miller ve arkadaslarinin [245] yaptig1 ¢alismada, 1, 5 ve 10 mg L Cu igeren ortamda
P. putida’nin iiremesi iizerine herhangi bir degisiklige neden olmadigi, 100 mgL™”
Cu’nun ise ortamda bulunmasinin biyimeyi durdurdugu belirlenmigtir. Ayni
arastincilar tarafindan P. putida’min 1 ve 5 mg L™ Cd’ye maruz birakildigi zaman
bilyiimede gecikme goriilmedigi de belirlenmistir. Ancak, 10mgL™ Cd’ye maruz
kalan hicrelerin buytmesindeki duraganligin 6 ve 12 saat arasinda sureklilik
gosterdigi belirlenmistir. Cu direngli P. putida susu igin belirlenen MIK degerinin
yiksek olmast bu susun Kizilirmak’ta uzun streli Cu stresine maruz kaldigini
disindurmektedir. Agir metallerin ¢evrede birikimleri, bakterilerde bunlara kargt
diren¢ gelisimine ve giderek direngli klonlarin seleksiyonuna neden olmaktadir.
Yapilan aragtirmalarla cogunlugu cevresel bakteriler olmak tzere bircok bakteri

tirinde agir metal direncinin yaygin olarak bulundugu gosterilmistir.

Zolgharnein ve arkadaglar [85], Basra korfezinden izole ettikleri P. putida suslarinin
Cd, Cu, Pb ve Zn metallerine direngli olduklarini belirtmiglerdir [85]. Leedjarv ve
arkadaglart [214], P. putida KT2440 susunda ¢oklu metal direnci tizerinde ¢aligmalar
yapmiglar, susun ayrt ayrt Zn, Cd, Pb, Co ve Ni metallerinin bulundugu ortamda
inklbe etmisler ve susun en ¢ok direnci Zn ’ye ve en az direnci de Cd metaline karst

gosterdigini saptamiglardir.
Saxena ve Srivastava [246] tarafindan yapilan ¢alismada bakir madenleri ergitme

tesisinin tahliye yerinden 1mM kadar Cu’a direngli P. putida izole edilmistir [246].

Gulcan [243] tarafindan yapilan ¢alismada P. putida suslan iizerine en toksik metal
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Co, toksik etkisi en az olan metal ise Mn olarak tespit edilmistir. P. putida igin 25
mmol L™"’lik Pb konsantrasyonu diger metallere gore daha az toksik etkiye sahip
iken 300-500 mmol/L’lik Pb konsatrasyonu en toksik metal olarak belirlenmistir. P.
putide’nin diger Pseudomonas suglarina gore yiksek konsantrasyondaki metal

iyonlarina kargt daha direngli oldugu tespit edilmistir.

Zhang ve arkadaglari [247] denizden izole ettikleri P. putida susunun 280 uM
HgCly’ye direngli oldugunu ve ayrica CdCl,, CoCl,, CrCl;, CuCly, PbClz ve ZnSOy4
metallerine de direngli oldugunu bulmuglardir. P. putida susunun antibiyotiklerden
ampisilin, kanamisin, kloramfenikol ve tetrasikline direngli oldugu da gorilmustir
[247]. Coklu metal direngliligi gosteren P. putida S4 susunun bakir direnci
indiklenebilen atim mekanizmasina dayanmaktadir. F.coli, Enterococcus hirae,
Pseudomonas sp. ve Xanthomonas campestris gibi bakterilerin de bakira direngli

oldugu kanitlanmigtir [248].

Gulcan’in [243] yaptig1 calismada P. stutzeri suslan tizerine en etkili metal Co olarak
belirlenmigtir. P. stutzeri suslart i¢in artan Pb konsantrasyonlarinin, Co’dan daha

toksik bir metal oldugu bulunmustur.

Gulcan [243] yaptigt ¢alismada P. mendocina susu izerine Mn’nin daha az etki ettigi
belirlenmigtir. 300-500 mmol/L’lik metal konsantrasyonlari kullanildiginda genel
olarak Pseudomonas suglart tizerine Co, Cr ve Pb toksik etki gosterirken P.
mendocina susu Uzerine Zn ve Pb aym derecede, Cr ise daha yuksek toksisite

gostermisgtir.

Akkan [250] yaptig1 ¢alismada Iskenderun Korfezi’nin orta noktas: ve balik tiretim
ciftliklerinin bulundugu bolgedeki P. luteola izolatlarinin tim agir metallere kars
%100 direngli oldugunu belirlemigken, Organize sanayi bolgesinde ise Cu (%73)
harig¢ diger agir metallere kargt %100 direng tespit etmistir.

Yaptigimiz tez ¢alismasinda P. putida'mn Cu’in yamnda Al (300 mg/L™), Li (5000

mg/L™"), Ag (8 mg L), Ni (395 mg/L™), Zn ( 825 mg/L™) metallerine de direngli

oldugu belirlenmigtir. Antibiyotiklerden ise aztreonam, gentamisin, bacitrasin,
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eritromisin, sefalotin, pefloksasin, ticarsillin ve  vankomisine direngli  oldugu

belirlenmigtir.

Laplace ve arkadaglan [251] kamuya agik alandan izole ettikleri E. faecalis 1zolatinin
bulundugu ortama 0.05 pg mLden 50 pg mLye kadar degisen
konsantrasyonlarda Cd*", Cu®", Hg®", Mn®" ve Pb*" agir metallerini eklemisler ve her
bir metal i¢in MIK degeri belirlemislerdir. Cd, Cu, Mn ve Pb i¢in MIK degerini 50
ug mL™" olarak bulurlarken, Hgiginise 5 ug mL™" olarak belirlemislerdir.

Matyar ve Dinger [221] Iskenderun Korfezi kiy1 seridi boyunca farkli noktalardan
steril bakteriyolojik su numune sisesi kullanarak deniz yiizeyinden 20 cm agagidan
deniz suyu o6rnekleri almiglardir. Bu ¢alismada Akdeniz’ den izole ettikleri 158 adet
E. faecalis bakteri izolatlart i¢in 12.5 pg mL ™’ den 3200 pg mL™"ye kadar degisen
konsantrasyonlarda Cd™, Cu™ Mn'* ve Pb™ agir metallerini ihtiva eden Mueller-
Hinton agar kullanarak MIK degerlerini belirlemislerdir. Antibiyotik direngliligi
caligmalarinda yuksek antibiyotik direngliligini gentamisin (%98.7), siproflaksin
(%77.8), imipenem (%77.2) ve levofloksasin (%72.8) karst bulmuslar, en az
direngliligi ise vankomisin (%3.2), minosiklin (%13.3) ve kinopristin-dalfopristine
(%13.3) karst bulunmuslardir. Linezolide karsit ise higbir izolatin direnglilik

gostermedigini tespit etmiglerdir.

Nakipoglu ve arkadaslar1 [252] Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin
cesitli kliniklerinde yatan hastalardan alinan digki veya rektal strtintii 6rneklerinden
izole edilen ve glikopeptidlere duyarliliklart saptanan 39 adet F. faecalis susu ile
caligmiglardir. Vankomisin (30 ug), teikoplanin (30 pg), gentamisin (120 pg) ve
streptomisin (300 ug) diskleri kullanmiglardir. E. faecalis suslarimn Pb*", Hg®", Cd**
ve As>" direncliliklerini belirlemek amaciyla 0,005-20 mM araliginda agir metal
iceren Mueller Hinton agar besiyerleri hazirlamiglardir. Ginimuzde agir metallere
ait belirlenmis MIK direng sinir degerlerinin bulunmamasi nedeniyle bu konuda
yapilan gesitli galismalardan yararlanarak direng kriterleri olusturmuslar ve MIK
degerleri As i¢in > 10 mM, Cd ve Pb i¢in > 1 mM ve Hg i¢in > 0.1 mM olan suglari

direngli olarak kabul etmislerdir.
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Nakipoglu ve arkadaglart [252] calismaya aldiklan 39 Enferococcus susundan
20’sinin glikopeptidlere direncli (11’1 vankomisin ve teikoplanine, 9’u vankomisine),
197unun ise duyarli oldugunu saptamiglardir. Vankomisin ve teikoplanine direngli 11
izolatin 10’unda ve glikopeptidlere duyarli izolatlarin 8’inde, yuksek duzeyde
aminoglikozitlere direng saptanmislardir. Suslarin tiimiiniin (%100) Pb'ye (MIK: 2.5-
5 mM), bir susun (%2.6) Hg'ye (MIK: 0.005-0.25mM), bir susun (%2.6) ise As'ye
direngli (MIK:0.1-10 mM) oldugu belirlenirken Cd direncine rastlamamislardir.
Calismalarinda, suslarin %71.8’inde (28/39) antibiyotik (aminoglikozid ve/veya
vankomisin ve/veya teikoplanin) ve agir metal (Pb ve As ve/veya Hg) direncinin bir
arada bulundugunu belirlemislerdir. E. faecalis susu i¢in elde edilen MIK degerleri;
Asigin 0.25, Cd i¢in 5, Hg i¢in 0.25 ve Pb i¢in 10 mM olup, As ve Hg'ye duyarli, Cd

ve Pb'ye direngli olarak saptanmisgtir.

Yaptigimiz ¢alismada ise, E. faecalis’in Cr'un yaminda Ag (8 mg L) metaline
direngli oldugu belirlenmistir. Ayrica amikacin, ampicilin, aztreonam, ciprofloxacin,
gentamicin, netilmisin, penisilin, ve tobramycin antibiyotiklerine karst da direnglilik

bulunmustur.

Agir metallerin  varliklarnt  bakterilerin  yasam ortaminda segilimine baski
olusturmaktadir. Bakteriler agir metallerin varliginda, anahtar mekanizma olarak
yatay gen aktarimi ile yasamini yoneten stratejiler dizisi olusturarak segilir [230].
Yapilan caligmalara uzun ve kisa vadeli agir metal stresine maruz kalindiginda
yiksek sicaklik, pH veya kimyasal kirlilik gibi etkenlerde, suda yasayan bakteri
populasyonlarinin tiir ¢esitliliginde ve plazmit insidansinda farkliliklar goéralmektedir
[253]. Baz1 bakteri suslar direng i¢in genetik belirleyicilere sahiptir. Bakterilerde bu
belirleyiciler siklikla plazmitlerin tizerinde bulunur. Toksik kimyasal atiklarin oldugu
bolgeden izole edilen bakteriler, temiz sulardan izole edilen bakterilere gore daha
siklikla plazmit DNA igerirler ve antibiyotik direngliligi de gosterirler . Ayni
zamanda bakterilerin bircogunda agir metal direnglilik genlerinin plazmidler
tizerinde kodlandigr bilinmektedir [254]. Bakteriler, yeni antibiyotiklere ve
kimyasallara direngli duruma geldik¢e, degisik ortam sartlarina kolayca uyum
saglayabilmekte ve bu olayda plazmid adi verilen ekstra kromozomal DNA

pargalarinin tagidiklar direnglilik informasyonu énemli rol oynamaktadir. Insan ve
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hayvanlar, R plazmidlerinin en onemli rezervuarlarini olustururlar. Enterik
bakterilerin rezervuari olan kanalizasyon sularinin, aritilmaksizin sucul ortamlara

katilimi, R- plazmidlerinin genis alanlara yayilmasina neden olmaktadir [255].

Mikroorganizmalarin biyodegredatif ozelliklerinin kaynaginin kromozomal DNA,
plazmid DNA veya transpozonlar lizerinde taginan genler oldugu rapor edilmistir
[256]. Yapilan bir ¢alismada Pseudomonas suglarinin biyodegradasyon ¢zelliklerinin
plazmid DNA kaynakli oldugu belirtilmigtir [257]. Transpozonlar, kromozomal
DNA-plazmid DNA veya plazmid DNA-plazmid DNA arasinda degisebilen gen
parcalandir. Bakterilere biyodegradatif 6zelligin yan sira antibiyotik direngligi gibi
bazi avantajlar da saglamaktadir [243].

Cervantes ve arkadaslart [258], cevresel ve klinik kokenli bakterilerde toksik agir
metallere direnclilik bulundugunu ve direncin genetik etkeninin siklikla plazmidler
veya transpozonlar uzerinde lokalize oldugunu rapor etmislerdir. Agir metallere
direngli mikroorganizmalarin esasen metal karigimli toprakta dogal olarak bulundugu

diusintlmektedir.

Pseudomonas turlerinin ¢ogu antimikrobiyal ajanlara direnglidirler. Antibiyotik ve
ilag duyarlilign ¢aligmalari, yeni turlerin agiklanmasini saglayabilecek kadar 6énemli
ve faydali calismalardir [259]. Pseudomonas’lar antibiyotiklere, metallere,
antibakteriyel ajanlara, bakteriofajlara, bakteriosinlere, fiziksel ajanlara kargt
direnglilik saglayan ve farkli metabolik 6zellik kazandiran, plazmidlerce tagman
genler bakimindan olduk¢a zengin bakterilerdir. Plazmidlerin bazilart gelisme
sartlarinda rol alirken, bazilart gesitli ajanlara (R plazmidleri) karsi direnclilige,
bazilar1 daha once kullanilmamig karbon kaynaklarini kullanabilme kapasitesine etki

ederler [260].

Abosereh ve arkadaslart [238], Pseudomonas suglarinda Ag direnglilik profillerini
incelemis ve bu direngliligin disik ve yiksek molekil agirlikli plazmitler ile
baglantili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Pseudomonas suslarinda ¢inko, demir,
civa, kobalt, nikel gibi metaller ile antibiyotiklere direngliligin de plazmitler ile

iliskili oldugunu saptamiglardir.
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Gilotra ve Srivastava [261] yaptiklar bir ¢alismada, bahge topragindan izole ettikleri
P. pickettii US321 susunun, ampisilin, eritromisin gibi antibiyotiklerle, kadmiyumun
2 mM’1na, ¢inkonun 25 mM’ina ve bakirin 2 mM’1na direng gostermis oldugunu
tespit etmiglerdir. Ayni ¢alismada US321 susunun pUS321 adli yiikksek molekuler
agirlikli bir plazmid bulundurdugu rapor edilmigtir. Plazmid giderme islemleri
sonucunda, US321 susunun plazmidleri giderilmis bir tiirevi olan PC25 susunda,
(0,1 mM) Cu, Zn ve Cd'ye duyarli fenotiplerin ortaya ¢iktigint ve Cu direngliligi
mekanizmasinin Zn ve Cd direngliliklerini de tizerinde bulunduran pUS321 plazmidi

ile saglandigini rapor etmislerdir.

Haefeli ve arkadaglari [262] yaptiklart bir ¢alismada bir giimiis madeninden P.
stutzeri’nin giimiise direngli bir susunu izole etmis ve en biyugi 49,4x10° (pKK1)
molekiler agirlikli G¢ adet plazmid tespit edilmistir. pKK1 plazmidi goranigte
nonkonjugatif bir plazmid’tir, fakat plazmid R68.45 ile mobilizasyon araciligiyla

gimis direncinin P. putida’ya transfer olabildigi rapor edilmistir.

Sevgi [50] en yiitksek MIK degerine sahip bakterilerden Pseudomonas sp.ve Bacillus
sp.arasindan sectigi 36 adet bakteride plazmid DNA varligin1 arastirmak igin bu
suslardan plazmid DNA izolasyonuyapmis, bu suslardan sadece 8’inde buyuklikleri
2.1 ve 1.8 kb olan 2 adet, bir susta da 28 kb, 2.1 kb ve 1.8 kb buyiikligiinde 3 adet
plazmid tespit etmistir. Plazmid igeren bu suglar Ni, Zn, Cu ve Cr agir metallerine
karst belirli bir dirence sahiptir. Ancak diger metallere direngli suglarda bu ve buna
benzer buytkliklerde plazmidlere rastlanmamis olmasi, metal direnglilik
informasyonunun plazmid kodlu olmadig izlenimini vermektedir, dolayisiyla
direngliligin  kromozomal kokenli oldugu soylenebilir. Bu sonug, metal
kontaminasyonuna uzun yillar maruz kalmig bolgenin bakteri populasyonu igin
beklenen bir durumdur. Cinki plazmid kodlu direnglilik bu tip adaptasyonlarda
genetik bilgiyi transfer etme bi¢cimlerinden tercih edilendir. Uzun streli maruziyetler,
so6z konusu genetik bilgilerin daha kalict oldugu kromozoma taginmasi igin yeter
zamant saglamaktadir. Yaptigimiz g¢alismada Cu direngli P. putida susunun Cu
iceren ortamda plazmit bulunmamast uzun streli bu metale maruz kalmasi

sonucunda diren¢ genlerinin kromozoma taginmig olabilecegini destekler niteliktedir.
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Agir metal direngliliginin plazmit veya kromozomal DNA aracili olup olmadigin
tespiti i¢in bakir direngli sug ile krom direngli susun plazmit DNA profilleri
belirlenmistir. Yapilan deneylerde, P. putida’nin bakir icermeyen ortamda 22.46 kb
boyutunda plazmit bulundurdugu goézlemlenmistir. £. faecalis‘in ise krom igermeyen
ortamda 23 kb boyutunda plazmit bulundurdugu belirlenmistir. Bakir ve krom igeren
ortamlarda ise plazmit tespit edilmemistir. Bulgular neticesinde metal igeren
ortamlarda plazmitin bulunmayist bu metallerin varliginin plazmit genlerinin
ekspresyonunu azalttigint ya da engelledigini metallere direncin ise kromozomal

DNA tarafindan saglandigini géstermektedir.

Pseudomonas tirlerinde sisteince zengin bir protein sentezlenmekte ve hiicre igine
giren toksik metaller bu proteinlere baglanmak suretiyle bakteri toksik metallere
kars1 direng kazanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada P. putida’nin da metalloprotein
urettigi tespit edilmistir [26]. Yaptigimiz ¢alismada da P. putida susunun total
proteininde Cu varliginda farkli bir proteinin ekspresyonunun arttigr belirlenmis ve

bu proteinin Cu metaline direng saglayan bir protein oldugu diisiiniilmektedir.

Canovas ve arkadaglar1 [205] P. putida KT2440 susunun krom attm mekanizmasi
icin ChrA proteininin, gimis ve bakir attm sistemi i¢in de CusC, CusB, CusA
proteinlerinin rolleri oldugunu belirtmislerdir. P. putida’nin metallothioneinlere
benzeyen, sistein bakimindan zengin 3 farkli protein urettigi tespit edilmigtir. P.
putida 06909 susunda ilk olarak ATPaz'in sorumlu oldugu CadA sistemi
kesfedilmigtir. CadA sisteminin gen Grtinleri hiicre igindeki agir metallere baglanarak
bakterinin direng gelistirmesini saglamaktadir. Bu sistem P.putida 06909 susunun,
Cd ve Zn’ye kars1 direng kazanmasint saglamistir. Ayni sistem P. fluorescens ATCC
13525 susunda da karakterize edilmistir [84]. Yaptigimiz ¢alismada Cu direngli P.
putida sugsunun total proteinlerindeki artisin bu sekilde direng sagladigini destekler

niteliktedir.

E. hirae bakterisinde Cu™® direncliliginden sorumlu cop operonunun bulundugu
bildirilmistir. Bu operonun genleri Cu™® ’nin hiicre iginden hiicre disina salinmasinda
gorev alan proteinleri kodlamaktadir [26]. Baz1 Pseudomonas suslarinda da benzer

bir operon bulundugu bildirilmistir [263].
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Felicio ve arkadaslarinin [264] gerceklestirdigi ve Cu'? iyonlaninin Acidithiobacillus
ferrooxidans’in protein sentezi Uzerine etkisinin aragtirildigi denemelerde demir
iceren ortamda gelistirilen A. ferrooxidans’in zar ve periplazma protein sentezine 200
mM Cu? “nin etkisi incelenmistir. Mikroorganizma Cu'? igermeyen ve bu kirleticiyi
igeren iki farkli ortamda gelistirilmistir. 1ki farkli besiyerinde gelistirilen bakterinin
proteinleri izole edilerek protein profillerindeki farkliliklar 2D jel elektroforezi ile
tespit edilmisgtir. Cu™ iceren ortamda bakterinin bazi proteinlerinin sentezinin
azaldig veya bazilarmin arttign gorilmistir. Cu'™ iyonlan iceren ortamda diisiik
molekil agirlikli proteinlerin yapiminin belirgin bir sekilde azaldigr belirlenmistir.
Calismada bu proteinlerin muhtemelen asidik proteinler oldugu ve dig zara ait
elemanlar olabilecegi ileri sturilmiistiir. Arastiricilar rustiksiyanin isimli bir proteinin
ise agir metal igeren ortamda daha fazla sentezlendigini tespit etmistir. Periplazmik
bir protein olan rustiksiyaninin demir oksidayon yolunun elektron tagima zincirinde
gorev aldigi bilinmektedir. Bu nedenle arastiricilar bakterinin iki yolla Cu™
iyonlarina karsi cevap verdigini belirlemiglerdir. Birinci yolda Cu™ iyonlarina karst
gecirgenlik azaltilmakta, ikinci yolda ise Cu’? periplazmada sentezi artan proteince

tutulmaktadir.

Sharma ve arkadaglar [265] P. fluorescens’in agir metal stresine kargt gosterdigi
diren¢ mekanizmasinda proteinlerin roliini proteomik bir yaklagimla agiklamiglardir.
Bakterinin c¢esitli agir metallere maruz birakildiginda farkli olarak sentezlenen
proteinleri 2D jel elektroforezi ile belirlenmis ve kiitle spektrofotometresi (MS) ile
tanimlanmuistir. Bakteri Pb™* ve Cu®ye maruz birakilinca spo VG ile enolaz
proteinlerinin sentezinin arttig gdrilmustir. Mikroorganizma Co'*a maruz
kaldiginda ise varsayilan proteinin sentezinin azaldigi, ksilotransferaz, ORF 18 faj fi
KZ, OMP H1 ve translasyonel uzama faktor (EF-Tu) gibi proteinlerin ise yalnizca bu
metale maruz kalindiginda sentezlendigi gorilmiistiir. Aragtiricilar biitiin bu sonuglar
15181 altinda, bakterinin ortamda agir metaller varken ¢alismada tanimlanan proteinler
aracilig ile agir metal stresine karst bir savunma mekanizmasi gelistirdigini tespit

etmiglerdir.

Ozcan ve arkadaslan [266] Phanerochaete chrysosporium fungusunun Cd™ ve Cu™>

iyonlarina maruz kaldiginda verdigi yaniti proteom analizi ile belirlemiglerdir. Agir
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metal stresine yamit olarak fungusun, 3 adet ribozomal protein ile
flavonol/sinnamolil-CoA reduktaz, ATP-az, ribozomal protein S7, ribozomal protein
S21'e ve uzama faktor EF-1 alfa alt Ginitesi gibi proteinleri daha fazla sentezledigini

gostermiglerdir.

Wang ve arkadaslarinin [83] gerceklestirdikleri ¢alisma, Hg ™ *ya direncli P. putida
susu ile caligtlmigtir. Arastiricilar yikksek konsantrasyonda Hg+2 ’ya maruz kalan
bakterilerin hiicresel proteomunda ¢ok az bir degisim belirlerken, 6zellikle hiicre
zarina ait tastyict proteinlerde degisiklik gozlemlemislerdir. Bu c¢aligmaya gore,
yilksek konsantrasyonda agir metal iceren ortamda katyon akisini saglayan tastyici
proteinlerin yapimi 45 kez daha fazla olurken, bir dig zar proteini olan porinin yapimi
106 kat azalmigtir. Arastiricilar stres kosullarinda enerji metabolizmas: ile ilgili

herhangi bir proteinin daha fazla sentezlendigini tespit etmemislerdir.

Shilev ve arkadaglari [267] ¢aligsmalarinda sodyum arsenata direngli P. fluorescens’in
As varliginda ve yoklugunda toplam protein igeriginin proteom analizi ile
belirlemiglerdir. Bu c¢alismada arastiricilar, 1000 ppm As varliginda, direngli
bakterinin 9 proteini farkli olarak, 4 proteini yeni olarak sentezledigini 4 proteinin

sentezini arttirdigint ve 1 proteinin sentezini azalttigini tespit etmiglerdir.

P.  putida susunun Dbakir igeren ortamdaki dis membran proteinlerinin
ekspresyonunun azaldigt gorulmusgtir. 92.87, 56.45 ve 53.68 kDa boyutlarindaki
proteinlerin ekspresyonunun 3.5, 2.2 ve 1.5 kat azaldigt belirlenmigtir. Total
proteinlerinde ise Cu igeren ortamda 152.65, 121.59, 94.66, 86.41ve 54.82 kDa
boyutlarindaki protein bantlarinin ekspresyonlarini sirasiyla 4.7, 8.3, 2.9, 1.4 ve 1.8
kat arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda total proteinlerin bakir

direngliliginde daha etkin oldugu belirlenmistir.
L. faecalis susunun Cr igeren ortamdaki total proteinlerinde 94.66, 54.82, 52.38 kDa

boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonunda artig gorilmus sirasiyla 3.9, 1.7, 3 kat

arttg oldugu belirlenmigtir.
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Wang ve Shen’in [268] yaptig1 ¢calismada Cr(VI) ile kirletilmis toprakta Bacillus sp.,
P. fluorescens, P. aeruginosa, Enterobacter cloacae, Ochrobacterium anthrop,
Arthrobacter sp. gibi bazi bakteri tirlerinin kromat rediiktaz enzimi ile direng
sagladigi bulunmustur. Bazi krom direngli bakteriler Cr ™ *y1 bir elektron donérii
gibi kullanarak Cr” indirgemektedir [268]. Bizim yaptigimiz calismada Cr direngli
E.faecalis susunun total protein profili incelendiginde Cr iyonlarim hiicreden aktif
transport ile uzaklagtirdigi dustnilmektedir. Krom direngli bakterilerin Cr'® *y1

indirgemeleri ortak ve yaygin olmasina ragmen, tirden tire farkliliklar da

gozlenmisgtir [269].

Metal iyonlari, dig membrana ve kapsile non-spesifik olarak baglanabilmektedir. Bu
baglanma, dis membranda yer alan -NH2, -SH, -OH, -SO3H, -COOH ve -PO3H
gruplart ile metal iyonlar arasinda spesifik olmayan etkilesim ile ger¢eklesmektedir
[164]. Bakterilerin dogal olarak sahip olduklari ekstraselliler polisakkarit tabaka,
metal iyonlarint biyosorblama yetenegine sahiptir ve boylece bu iyonlarin hiicre
komponentleri ile etkilesime girmesi Onlenmektedir. Baglanma bolgesinin
doygunluga ulagsmasindan dolayi, metale kargt sinirli bir koruma saglanmaktadir
[270]. Metal iyonlarini baglayabilme ozelligine sahip bakterilere Klebsiella
aerogenes, P. putida ve Arthrobacter viscosus ornek olarak verilebilir [271].
Ortamda bulunan baz toksikmaddeler de EPS olusumunu tetiklerler [200]. Ornegin,
Sheng ve arkadaglar1 [185] tarafindan yapilan bir ¢aligsmaya gore, ortamda bulunan
Cr ve Cd gibi toksik maddelerin Rhodopseudomona sacidophila bakterisi tarafindan
ortama EPS yayilmasina neden oldugu gosterilmistir. P. putida bakteri kiltiriniin
Cr min Cr”a indirgenmesi sirasinda ortama EPS yaydigi ve indirgenen Cr™>’un bir
kisminin biyofilm hiicreleri iizerine birikirken, bir kisminin da ortamda bulunan EPS

ile bilesik olusturdugunu gostermistir.

Yapilan bu tez calismast ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen bakir ve krom
direngli suglar biyokimyasal ve genetiksel o6zellikleri bakimindan incelenmistir.
Biyokimyasal ozellikler esas alinarak bakir ve krom direngli suslar tanimlanmistir.
Tanimlanan bu suslarin ¢oklu metal ve antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.

Molekiiler karakterizasyon caligmalarinda plazmit DNA, kromozomal DNA, total ve

78



dis mebran protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal direnglilik

mekanizmast ile iliskisi kurulmaya caligilmigtir.

Literatirde Kirikkale-Kizilirmak’tan metal direngli bakterilerin izole edilmesi ile
ilgili oldukg¢a sinirli sayida kaynak mevcuttur [272, 273]. Bu bakimdan yapilan bu
calisma ile literatirdeki bu konudaki eksikligin giderilmesine yonelik katkida

bulunuldugu dusinilmektedir
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