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ÖZET

BAKIR ve KROMA DİRENÇLİ BAKTERİLERİN BİYOKİMYASAL 

ve MOLEKÜLER KARAKTERİZ AS Y ONU 

TURALI, Gamze 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

Danışman: Doç. Dr. Sema TAN 

Ortak Danışman: Doç. Dr. Bülent İÇGEN 

Mayıs 2012, 110 sayfa

Bu çalışmanın amacı, Kırıkkale-Kızılırmak’tan izole edilen bakır ve krom dirençli 

bakterilerin biyokimyasal ve moleküler olarak karakterizasyonudur. Minimal 

inhibitör konsantrasyonu (MİK) değeri 450 mg/L olan bakır dirençli bir bakteri izole 

edilmiş, biyokimyasal testleri dikkate alınarak Pseudomonas putida olarak 

tanımlanmıştır. Plazmit profil analiz çalışmaları sonucunda Pseudomonas putida’mn 

bakır dirençlilik genlerinin kromozomal DNA üzerinde olduğu görülmüştür. Bu 

suşun alüminyum, lityum, gümüş, nikel, çinko metallerine dirençli olduğu 

belirlenmiştir. P. putida için yapılan total ve dış membran protein analizleri 

sonucunda özellikle total proteinlerinin bakır dirençliliğinde etkin olduğu 

gösterilmiştir. MİK değeri 1100 mg/L olan krom dirençli bir bakteri izole edilmiş, 

biyokimyasal testleri dikkate alınarak Enterococcus faecalis olarak tanımlanmıştır. 

Plazmit profil analiz çalışmaları sonucunda E. faecalis'm  krom dirençlilik genlerinin 

de kromozomal DNA üzerinde olduğu görülmüştür. Ayrıca bu suşta total protein 

analizi çalışmaları yapılarak krom dirençliliğinde etkili olan proteinler belirlenmiştir.



Anahtar Kelimeler: Bakır-dirençli bakteri, krom-dirençli bakteri, ağır metal

dirençliliği, Pseudomonas putida, Enterococcus faeca/is, 

Kırıkkale-Kızılırmak



ABSTRACT

BIOCHEMICAL and MOLECULAR CH ARAÇ TERİZ ATION OF COPPER- 

and CHROMIUM-RESISTANT BACTERIA 

TURALI, Gamze 

Kınkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Deparment of Biology, M. Sc. Thesis 

Supervisor: Assoc. Prof. Sema TAN 

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Bülent İÇGEN 

May 2012, llOPages

The aim of this study to isolate and identify copper and chromium resistant bacteria 

from Kırıkkale-Kızılırmak. One copper resistant bacterium with a minimal inhibition 

concentration (MIC) value of 450 mg/L was isolated and identifıed 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 profıles 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 identifıed as Enterococcus faecalis. Plasmid profile 

analyses showed that the chromium- resistance ability of E. 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, Enterococcus faecalis, Kirikkale- 

Kizilirmak
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1. GİRİŞ

Günümüzde, aşırı nüfus artışı ve yoğun endüstriyel gelişim sonucu kirletici 

maddelerin miktarında çok büyük artış gözlenmektedir. Bu kirletici maddelerin 

doğrudan veya dolaylı olarak doğaya verilmesi doğanın dengesinin hızla 

bozulmasına neden olmaktadır [1], Giderek artan boyutlarda önem kazanan bu konu 

dünya nüfusunun beslenmesi ile gelişen endüstrilerin ve daha uygar yaşama düzeyi 

sağlamak amacıyla sürdürülen çabaların istenilmeyen bir sonucu olarak ortaya 

çıkmıştır [2], Çevre kirliliği bütün dünyada korkutucu boyutlara ulaşmış, hem insan 

hem de diğer canlıların hayatını tehdit etmeye başlamıştır. Özellikle de sucul 

habitatların gittikçe kirlenmesi ve tükenmesi ekonomik, ekolojik ve sosyolojik 

bakımdan ciddi sorunların ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Bunlar genel olarak; 

besin maddesi üretiminin azalması, sucul ekosistemlerde ekolojik dengenin 

bozulması, sosyal ve politik istikrarın sarsılması ve hastalıkların artması olarak 

sıralanabilir [3-5],

Doğal dengeyi bozan kirletici unsurlar; organik maddeler, ağır metaller, petrol 

türevleri, yapay tarımsal gübreler, deteıjanlar, radyoaktivite, pestisitler, inorganik 

tuzlar, yapay organik kimyasallar ve atık ısı olarak sıralanabilir [6 , 7], Maden ve 

endüstriyel atıklarla sucul ortamlara giren ağır metaller önemli kirleticilerdir [8 ], Bu 

kirleticilerden özellikle ağır metaller, deşarj edildikleri ortamda uzun süre 

kalabilmeleri, sucul canlılarda toksik etkiler meydana getirmeleri ve besin zincirinde 

birikerek insan sağlığını tehdit etmeleri nedeniyle büyük önem taşırlar [9, 10], Bugün 

sanayide 40’dan fazla metal ve alaşımın kullanıldığı bilinmektedir [11], Sulardaki 

ağır metal kirliliğinin sebeplerinin başında madencilik endüstrisi gelmektedir. Maden 

cevherlerinden metallerin ayrıştırılması sırasında meydana gelen atıklar, çoğu kez 

maruz kaldıkları işlemlerle aktifleşerek birer kirlilik kaynağı haline gelmektedir [1 2 ],

Ağır metaller genellikle, metal kaplama endüstrisi, otomobil endüstrisi, elektriksel ve 

elektronik materyallerin üretilmesi ve kullanılması, boru, silah ve lastik 

endüstrilerinde kullanılır. Diğer kirleticilerle karşılaştırıldığında metallerin daha 

önemli olması bu maddelerin sulu ortamda biyolojik olarak ayrışamamasından 

kaynaklanır [13, 14],

1



Canlılarda enzimatik aktivite için bazı ağır metallerin gerekliliği sadece belli 

konsantrasyonlardadır. Birçok ağır metal, gerekli olsun veya olmasın canlı 

organizmalar için potansiyel birer toksik ajandır [15], Özellikle Cd, Hg, Pb ve Cr 

gibi ağır metaller besin zinciriyle girdikleri canlı bünyelerinden doğal fizyolojik 

mekanizmalarla atlamadıkları için birikime uğrar ve bünyede belli sınır 

konsantrasyonların aşılması halinde toksik etki yaparlar [16],

Krom bileşiklerinin fızikokimyasal özellikleri, endüstride kullanımı için çok uygun 

olduğundan çok yaygın olarak kullanılmaktadır [17], Krom; deri sanayi, tekstil ve 

boyama sanayi, metal sanayi, kimya sanayi, maden ve petrol işletmeleri gibi birçok 

alanda kullanılmaktadır [18], Krom, metal ve kromatlar şeklinde bulunan ve çok 

geniş ölçüde korozyon önleyici uygulamalarda kullanılan bir elementtir [19], 

Hekzavalent krom tuzu bileşiklerinin karsinojenik ve bakterilerden insanlara kadar 

[2 0 ] birçok organizmada mutajenik oldukları gösterilmiştir [2 1 ],

Endüstride bakır da krom kadar yaygın olarak kullanılan bir elementtir. Endüstride 

bakırın önemli rol oynamasının ve çeşitli alanlarda kullanılmasının nedeni, yüksek 

elektrik ve ısı iletkenliği, aşınma ve korozyon direnci, çekilebilme ve dövülebilme 

gibi çok farklı özelliklere sahip olmasıdır [22], Cu kirliliğine neden olan işletmeler 

arasında bakır içeren atıksulara sahip işletmeler; kağıt, pulp, kağıt üretim 

malzemeleri, silikon sentezi, ahşap koruma, gübre üretimi, petrol rafineri işletmeleri, 

boya ve pigment üretimi, çelik ve benzeri metal sektörü, motor ve motorlu araç 

üretimi, uçak sanayi ve metal son işlemlerini yapan sektörler sayılabilir [23], Cu, 

doğadaki canlılar için gerekli bir element olmakla beraber belirli miktarların üzerinde 

toksik etki yapmaktadır [24],

Organizmalar, ağır metallerin çok az bulunduğu doğal ortamlarda gelişimlerini 

sürdürdüklerinden, bunların toksik etkilerini ortadan kaldıracak bir mekanizmaya 

sahip değildirler [25], Bu nedenlerden dolayı endüstriyel atıksulardan öncelikle ağır 

metallerin uzaklaştırılması gerekmektedir [26], Ağır metal kirliliği içeren atıksuların 

standartlara uygunluğu kontrol edilerek istenilen düzeye düşürülmesi gerekmektedir. 

Ağır metal içeren suların arıtılmasında çöktürme, koagülasyon, elektrokimyasal 

arıtım, iyon değişimi, buharlaştırılarak geri kazanma gibi fıziko-kimyasal yöntemler
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uygulanmaktadır. Kimyasal yöntemler hem pahalıdır hem de metalin geri 

kazanılmasından çok atıksulardaki aşırı metal kirliliğini kontrol etmeyi ve istenilen 

konsantrasyonlara düşürmeyi amaçlamaktadır [27, 28], Ancak kimyasal analizler 

sonucu elde edilen veriler su ortamında yaşayan biota üzerindeki kirleticilerin 

etkisini gösterememektedir [29, 30], Bu nedenlerle son yıllarda yapılan çalışmalarla 

sucul kirliliği belirlemede organizmalardan yararlanılmaktadır. Organizmalar 

kirleticilerin organizma içi konsantrasyonları ve bunun sonucunda oluşan biyolojik 

etkiler arasındaki ilişkinin özelliklerinin anlaşılmasını sağlayabilmektedirler [31], 

Yapılan birçok çalışmada, ağır metallerin çeşitli mikroorganizmalarla endüstriyel 

atıksulardan uzaklaştırıldığı gösterilmiştir [32], Mikroorganizmaların bu 

özelliklerinden yararlanılarak endüstriyel atıksudaki ağır metallerin giderimi ve geri 

kazanımı mümkün olabilmektedir [33, 34], Ağır metallerin farklı formlarda çevreye 

girmesi, mikrobiyal topluluklarda ve onların aktivitelerinde kayda değer değişimler 

yapmaktadır [35], Mikroorganizmaların toksik, karsinojen ve mutajen olabilen ağır 

metal iyonlarına tolerans gösterip bu kirleticileri ortamdan uzaklaştırabilmesi ağır 

metallere direnç geliştirmeleri ile gerçekleşmektedir. Mikroorganizmalarca ağır 

metalin hücre içine alınmaması, hücre içinde veya dışında tutulması, kirleticinin daha 

az toksik forma çevrilmesi, metalin hücre dışına aktif taşınması ve 

mikroorganizmanın metale karşı daha duyarsız hale gelmesi gibi direnç 

mekanizmaları bugüne kadar tanımlanabilmiş sistemlerdir [36-43],

Kızılırmak Nehri, Türkiye sınırlarından doğan ve tekrar Türkiye sınırları içerisine 

dökülen en uzun nehirdir, İç Anadolu’nun en doğusunda bulunan Sivas ilinden 

başlayarak Bafra Burnundan Karadeniz’e dökülür [44], Kızılırmak deltası, sulak 

alanları, orman alanları ve çok çeşitli canlı türleri ile kendine özgü, özel bir 

ekosistemi olan ve bölge halkının da geçim kaynağının sağlandığı deltadır. Bölgede 

nüfusun düşük ve ekolojik sisteme müdahalenin az olduğu dönemlerde deltadaki su 

kalitesi korunmuş, ekolojik denge sürdürülebilmiştir. Zamanla nüfusun ve ekonomik 

etkinliklerin artması, tarım ilaçlarının kullanılması, sulama kanallarının inşasıyla 

nehrin doğal yatağının değiştirilmesi, konut yapımı, avlanma, bataklıkların 

kurutularak tarım arazisi oluşturulması gibi nedenlerle hayvan ve bitki türlerinde 

azalmalar görülmüştür. Delta; çarpık kentleşme, avlanma ve kirlenmenin sebep 

olduğu olumsuz etkilere rağmen halen flora ve fauna için sağlıklı ve zengin bir doğal
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ortam olma özelliğini korumaktadır [45, 46],

Kırıkkale Şehri, İç Anadolu Bölgesi’nin Orta Kızılırmak Bölümü’nde yer almaktadır 

[47], Kızılırmak, Kırıkkale’nin 3-4 km kadar batısından geçmektedir [48], 

Kırıkkale’de kurulan ilk sanayi kuruluşu 1929’da faaliyete geçen silah fabrikasıdır. 

Daha sonra silah fabrikalarının sayısı artmış, barut, pirinç, çelik fabrikaları ve 1987 

yılında ise petrol rafinerisi kurulmuştur [49], Bilindiği gibi sanayileşmenin 

gelişmekte ve nüfusun hızla artmakta olduğu bölgelerde; çevre sorunları gündeme 

gelmekte, nehirlere, göllere, denizlere arıtılmadan akıtılan bol miktardaki ev ve 

sanayi atıkları, çevrenin aşırı kirlenmesine neden olmaktadır [50],

Bu çalışmanın amacı; Kırıkkale-Kızılırmak’tan Cu ve Cr ağır metallerine dirençli 

bakterileri izole etmek ve tanımlamaktır. Yapılan ağır metal miktar analizlerine göre; 

miktarlar normal sınır değerlerini aştığı için böyle bir çalışmaya gerek duyulmuştur. 

Bunun yanında, Kızılırmak ile ilgili olarak literatürde yapılmış benzer bir çalışma 

mevcut değildir. Dolayısıyla, yapılan bu çalışma literatürde bu konuda Türkiye için 

önemli bir nehir olan Kızılırmak ile ilgili eksikliğin giderilmesine katkı 

sağlayacaktır.

Doğal uyum teorisi göz önüne alındığında, ağır metal toleransına ve biyoremidasyon 

aktivitesine sahip olarak üreyebilen mikroorganizmaları içeren endüstriyel drenaj 

örnekleri, Kırıkkale ili sınırlarından geçen Kızılırmak’tan toplanmıştır. Bu amaçla, 

atıklarında ağır metal üretme potansiyeli yüksek endüstriyel kuruluşlara yakın 1 2  

istasyon belirlenmiştir.
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1.1. Kaynak Özetleri

Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde ağır metaller ve türevlerinin çevrede yaygın 

olarak bulunması endüstriyel faaliyetlerin doğal bir sonucudur [51], Sanayi 

devriminden itibaren ağır metal üretiminin zirai, endüstriyel ve askeri uygulamalarda 

hızlı bir şekilde artması; özellikle endüstriyel toplumlarda önemli çevre 

problemlerinden biri olan ağır metallerin oluşumuna neden olmuştur. Rafineri, 

kömür, doğal gaz üretimi, kâğıt ve klor-alkali endüstrileri gibi yüzlerce kaynak ağır 

metal kirliliğini oluşturmaktadır [52, 53], Endüstri kuruluşları, ağır metal giderimi 

için genellikle kimyasal presipitasyon işlemini veya şelat maddelerini 

kullanmaktadırlar. Asit maden drenajı ve atıksu arıtma tesislerinde, ağır metallerin 

giderimi için genellikle kireç veya peroksit ile pH nötralizasyonu, ters osmoz ve iyon 

değişimi yöntemleri uygulanmaktadır. Geniş araştırma ve tüm bu metal giderimi için 

harcanan mali kaynaklar göz önünde bulundurulduğunda çoğunlukla tercih edilen 

yöntem, nötralizasyonu takip eden presipitasyon yöntemidir [54], Genellikle, pH 

nötralizasyonunun başarılı olabilmesi için malzemelerin gerekli reaktif yüzey alanını 

sağlamak amacıyla ince taneli olması gerekir [55], Ayrıca, presipitasyon ile oluşan 

metal hidroksit çamuru gibi ikincil atıkların giderilmesinin maliyeti oldukça yüksek 

olmaktadır [56], Bu geleneksel metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak 

giderilemeyebilir. Bunun dışında bu tekniklerin; pahalı ekipman ve takip sistemleri 

gerektirmesi, fazla kimyasal ve eneıji ihtiyacının olması, toksik çamur ve diğer atık 

ürünler oluşturması gibi dezavantajları vardır [57, 58], Bu nedenlerle metal 

iyonlarının sulu ortamlardan giderilmesi üzerine farklı teknolojiler geliştirmek 

günümüzde önemli bir araştırma konusudur. Geliştirilmiş yöntemlerden birisi olan 

biyosorpsiyon yöntemi olarak adlandırılan mikrobiyal biyokütlelerin kullanılması var 

olan metotlara nazaran atıksulardan toksik ağır metallerin giderilmesinde düşük 

maliyeti ile yeni bir alternatif oluşturmuştur. Biyosorpsiyon teknolojisinin en önemli 

avantajları atıksulardaki ağır metal konsantrasyonlarını çok düşük seviyelere 

indirgemekteki etkinliği ve bol miktarda kolayca üretilebilen, ekonomik biyosorbent 

materyallerinin kullanılması sayılabilir. Biyosorbentler metal iyonlarının 

giderilmesinde yüksek seçiciliğe sahiptirler [59, 60], Ayrıca bu yöntem ile çok 

seyreltik sulardan bile kirleticiler etkili bir şekilde giderilebilmektedir. Biyosorpsiyon 

yönteminin diğer avantajları ise yerinde uygulanabilen bir yöntem olması, çok özel
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dizaynlar ve endüstriyel işlemler gerektirmemesi ve birçok sistemle ekonomik bir 

şekilde birleştirilebilmesidir [61],

Son yıllarda endüstriyel atıklardan zehirli metallerinin geri kazanımı için 

mikroorganizmaların biosorbent olarak alternatif kullanımı oldukça ekonomik bir 

yöntemdir ve metal giderimi için etkin bir metottur. Özellikle mikroalgler, bakteri ve 

mantarların metal uzaklaştırma işlemi için kullanılması ile ilgili birçok çalışma 

bulunmaktadır [62, 63], Mikroorganizmalar ile ağır metal giderimi, fiziksel ve 

kimyasal yöntemlere göre daha etkindir ve ağır metallerin gideriminin seçici olarak 

yapılmasına olanak sağlamaktadır [64], Mikrobiyal hücreler aynı zamanda biyolojik 

atıksu arıtma tesisinde atıkların endüstriyel fermantasyonunu da gerçekleştirebilirler 

[65],

Yüksek miktarda ağır metal; insan, hayvan ve bitkiler için tehlikeli olabilmektedir. 

Bazı organizmaların, özellikle bakterilerin detoksifıkasyon yetenekleri 

bulunmaktadır. Böylelikle mineralizasyon, dönüşüm ve/veya kirleticilerin 

immobilizasyonunu yapabilirler ve biyosferin sürdürülebilirliğinde, biyojeokimyasal 

çevrimlerde önemli rol oynamaktadırlar [6 6 ], Mikrobiyal habitatta; ağır metallerin 

giderek daha fazla oranda bulunmasından dolayı mikroorganizmalar, ağır metal 

varlığına uyum sağlamak için bu ağır metalleri anaerobik solunumda terminal 

elektron alıcısı olarak kullanma mekanizması geliştirmişlerdir. Bakır, çinko, arsenik, 

krom, kadmiyum ve nikel gibi metaller için tolerans mekanizmaları tespit edilmiştir 

ve detaylı olarak açıklanmıştır [67], Çeşitli çalışmalar sonucunda, ağır metallerin 

mikroorganizmaların morfolojik ve biyokimyasal faaliyetlerini etkileme etkisinin 

olduğunu göstermektedir [6 8 ], Önceki çalışmalarla, stresin uzun ve kısa sürede etkisi 

incelenmiş; yüksek sıcaklık, pH veya kimyasal kirlilik gibi parametrelerin suda 

yaşayan bakteri populasyonlarının tür çeşitliliğinde ve plazmid insidansında 

gelişmeler gösterdiği tespit edilmiştir. Toksik kimyasal atıkların olduğu bölgeden 

izole edilen bakteriler temiz sulardan izole edilen bakterilere göre daha sıklıkla 

plazmid DNA içerirler ve daha çok antibiyotik dirençliliği gösterirler. Yapılan 

çalışmalarla, endüstriyel olarak kirli nehirlerde yaşayan Pseudomonas'larda plazmid 

insidansı (% 18), kirlilik olmayan bölgede yaşayan Pseudomonas plazmid 

insidansına (% 7) göre daha yüksek oranda bulunmuştur [69], Eğer, ağır metal
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bulunan bölgede yaşayabilen mikroorganizmada; plazmidlerin sayısının arttığı tespit 

edilmişse sorumlu stres faktörü araştırılabilir [70], Ağır metallerin bakteri suşları için 

MİK değerleri çeşitli doğal habitatlarda çalışılmıştır. Dirençliliğin bakteriler arasında 

yayılmasında, değişen çevre koşullarına uyumu kolaylaştıran plazmidlerin etkisi çok 

önemlidir. Çeşitli habitatlarda yapılan birçok çalışmada; metal dirençlilik genlerinin 

konjugatif plazmidler [35, 71-73] ve konjugatif transpozonlar [74, 75] üzerinde 

kodlandığı gösterilmektedir.

Le-Ni Sun ve arkadaşları [76], bakır madeni atıksularından ağır metale dirençli 

bakteri izolasyonunu ve tanısını gerçekleştirmişlerdir. Poli ve arkdaşları [77], benzer 

şekilde ağır metale dirençli termofılik bakterileri tespit etmişlerdir.

Ağır metallerle kontamine olmuş toprak ve sularda metabolik aktiviteleri ile ağır 

metalleri tolere edebilen özellikle Pseudomonas cinsine ait türler ve asidofılik 

mikroorganizmalar gelişebilmektedir [78], Ağır metal kirliliğine cevap olarak ya 

metal-indükleyen ve hücreyi koruyabilen yeni proteinler sentezlenir [79] ya da çeşitli 

metallere karşı dirençliliği kodlayan plazmidlere sahip metal iyon-dirençli 

Staphylococcus aureus [80] ve Alcaligenes eutrophus CH34 suşu (Ralstorıia 

metallidurans) [81] gibi birçok mikroorganizma gelişebilir. Bakteriyel plazmidler, 

Ag+, A s02', A s04’3, Cd+2, Co+2, Cr04"2, Cu+ 2  Hg+2, Ni+2, Pb+2, Sb+3, Te03'2, Tl+ ve
+9

Zn gibi toksik metallere karşı direnç sistemlerini kodlarlar [82], Ağır metal stresine 

maruz kalan mikroorganizmalar, bu toksik kirleticilere bazı proteinlerinin sentezini 

artırarak veya yapımını azaltarak cevap vermektedirler [83], Birçok alg, fungi ve 

bakteri türünün metal iyonlarını adsorbe ettikleri ya da biriktirdikleri bilinmektedir 

[84],

Zolgharnein ve arkadaşları [85], Persian Körfezi’nden su, sediment ve endüstriyel 

atıksulardan olmak üzere 3 ayrı bölgeden alınan örneklerden, ağır metallere dirençli 

35 bakteri izole etmişler, izole edilen bakterilerin, Cu, Pb, Cd ve Zn ağır metal 

dirençlilikleri test edilmiş ve dirençli olan bakterilerin, diğer bakterilere göre 

plazmide sahip olma sıklığı araştırılmıştır. İzolatların yaklaşık % 6 6 ’sının (38-62 kb 

ya da 4- >2 kb uzunluklarında) plazmid taşıdığı belirlenmiştir. En fazla plazmid 

görülme sıklığı, endüstriyel atıksulardan izole edilen bakterilerde olup, oranı % 48
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olarak tespit edilmiştir. Deniz sedimentinden izole edilen bakterilerde plazmid sıklığı 

% 30, sudan izole edilen bakterilerde bu oran % 22 olarak belirlenmiştir. İzolatların 

hücre içerisine ağır metal alma kapasitelerinin farklı olduğu tespit edilmiş ve en iyi 

sonuç Delftia tsuruhatensis ve Pseudomonas AU3411 ’den elde edilmiştir.

Ansari ve Malik [8 6 ] tarafından endüstriyel atıksularla sulanan topraklardan alınan 

örneklerin ağır metal analizleri yapılmış ve Fe, Cr, Cu, Zn, Ni ve Cd miktarlarının 

fazla olduğu tespit edilmiştir. Bu toprak örneklerinden izole edilen bakterileri, 

Enterobacteriaceae familyasına ve Pseudomonas sp. cinsine ait türler olarak 

tanımlamışlardır. Maksimum MİK değerleri Cd için 200, Zn ve Cu için 400, Ni için 

800 ve Pb için 1600 (J,g/ml derişimlerinde belirlenmiştir.

Alcaligenes eutrophus CH34 ‘ün fazla miktarda ağır metal içeren çevrelere çok iyi 

adapte olmuş bir bakteri olduğu, Co+ 2  , Ni+2, CrO/f2, Hg+2, Tl+, Cd+2, Cu+ 2  ve Zn+ 2  

ağır metallerine karşı direnç sağlayan pMOL28 ve pMOL30 megaplazmidlerini 

taşıdığı belirtilmiştir. Co, Ni direnç genlerinin pMOL28 plazmidi tarafından 

kodlandığı; Cd, Cu ve Zn direnç genlerinin de pMOL30 plazmidinde taşındığı ve her 

iki durumda da direnç mekanizmasının ağır metallerin hücre dışına atılması şeklinde 

gerçekleştiği tespit edilmiştir [87], Raja ve Selvam [8 8 ], yağ fabrikası atıksularından 

izole ettikleri P. aeruginosa’mn Cd, Cr, Ni ve Pb metallerine karşı direnç 

gösterdiğini rapor etmişlerdir. Transformasyon ve plazmid curing deneyleri 

sonucunda; Ni ve ampicillin direnç geninin plazmid DNA tarafından kodlandığı, Cd 

direnç geninin, Cr ve Pb direnç genleri ile birlikte kromozomal DNA üzerinde 

olduğu anlaşılmıştır.

Bir metalin toksisitesi; makromolekül, metabolit ve hücre organelleriyle birlikte 

biyolojik sistemlerdeki dinamik yaşam proseslerine zarar verme kapasitesine dayanır. 

Örneğin; hekzavalent krom (Cr+6), trivalent kroma (Cr+3) göre daha toksiktir [89, 90],
_ı_3

Cr bileşikleri kullanılan işletmelerde çalışan insanlarda, kanser vakalarına
_ı_3

rastlanmamıştır, ayrıca Cr ile yapılan testlerde; deney hayvanları üzerinde herhangi 

bir negatif etki gözlenmemiştir. Kimyasal ve biyolojik olarak kararlı özellik gösteren
_ı_3

Cr (oksidant değildir, tahrip edici değildir, hücre zarına geçmez.), kanserojen bir 

madde olarak düşünülmemektedir. Ancak, Cr+ 6  ’nın hücre zarından kolaylıkla



_ı_3
geçerek Cr ’a indirgenir. Hekzavalent kromun biyolojik etkisi, bu indirgenme 

reaksiyonundan kaynaklanır. Cr+6, hücre içindeki öğelere Cr+ 3  gibi bağlanarak bu 

öğelerin fonksiyonlarına zarar verdiği ve bu redüksiyonun toksik özellik taşıdığı 

varsayılmaktadır [89-91],

Toksik etkilerin çoğu, biyolojik membrandan hızlı geçiş ile intraselüler proteinlere 

ve nükleik asitlere bağlanmanın sonucudur [92], Boyama endüstrisi, çoğunlukla 

krom solüsyonu kullanmakta ve doğaya krom tuzları olarak maksimum dozda 

vermektedir [93], Çeşitli araştırıcılar tarafından, krom dirençli mikroorganizmalar, 

bir miktar krom kontaminasyonuna uğramış sedimentlerden izole edilmiştir [92],

Bir metalin değerliğinin oksidoredüksiyon aracılığı ile değişimi, düzenleme ve direnç 

için gereklidir. Bu, hücre dış yüzeyinde elektron taşıma sistemleri ve indirgeyici 

enzim sistemleri aracılığıyla başarılır ve bakterilerde metal iyonlarının hareketini 

ayarlamaya ve detoksifıye etmesine izin verirler. Kromun (Cr+6) indirgenmesi, buna 

bir örnektir. Bakteriler, Cr+6,yı aerobik ve anaerobik şartlar altında elektron taşıma 

sistemleri aracılığıyla sitokromlarda tutarak indirgeyebilirler. Bu direnç, plazmid 

veya kromozomda şifrelenmekte ve çoğunlukla fakültatif anaeroblarda 

bulunmaktadır [94],

1.1.1. Ağır Metalin Tanımı

Ağır metal terimi, düşük konsantrasyonlarda zehirli ya da toksik olan, nispeten 

yüksek bir yoğunluğa sahip metalik kimyasal elementler için kullanılır. Gerçekte ağır
o

metal tanımı fiziksel özellik açısından yoğunluğu 5 g/cm ‘ten daha yüksek olan 

metaller için kullanılmaktadır [95, 96], Bu gruba kurşun, kadmiyum, krom, demir, 

kobalt, bakır, nikel, civa ve çinko olmak üzere 60’tan fazla metal dahildir. Bu 

elementler doğaları gereği yer kürede genellikle karbonat, oksit, silikat ve sülfür 

halinde stabil bileşik olarak veya silikatlar içinde hapsedilmiş vaziyette bulunurlar 

[96],
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1.1.2. Ağır Metallerin Özellikleri

Su kirliliğine sebep olan ağır metaller zehirli maddeler olarak ilk akla gelenlerdir. 

Ağır sıvılar, askıda katı maddeler ve reaktifler de zehirleyici özelliğe sahip 

olabilirler. Tesis atığı içinde bulunan metaller ve diğer elementlerin büyük çoğunluğu 

canlılar için zehirleyici özellikte maddelerdir [97], Metaller ve diğer atıklardan 

oluşan kirleticilerin çok çeşitli kaynaklardan ortaya çıkabilmeleri, yaygın kirlenme 

sebebi oluşturmaları, çevre koşullarına dayanıklı olmaları, daima biyolojik sistemlere 

yönelik etki göstermeleri ve kolaylıkla besin zincirine girerek canlılarda artan 

yoğunluklarda birikebilmeleri nedeniyle diğer kimyasal kirleticiler arasında ilk sırada 

yer almaktadırlar [98],

Ağır metaller yerkabuğunda doğal olarak bulunan, bozulmayan ve yok edilemeyen 

bileşiklerdir. Toprak, su ve havada değişik oranlarda bulunabilen ağır metaller belirli 

konsantrasyonun üzerinde kirliliğe yol açmaktadır. Bazen mikro besinler (Zn, Cu, 

Fe, Mn ve Ni) gibi gerekli olan ya da bazen çevresel kirletici (Al, Pb, Hg, Cd vs.) 

olan ağır metallerin çevrede yaygın bir şekilde birikmesi, tüm canlılar için boyutları 

giderek artan bir tehlike oluşturmaktadır [99, 100],

Ağır metaller deniz ortamında iz halinde bulunmalarına karşılık, organizmadaki 

doğal düzeyleri ve birikimleri farklı olmaktadır. Ağır metal deyimi, doğadaki tüm 

metalleri ve metalloidleri kapsamaktadır. Bu metaller çevre kirlenmesine neden 

olmalarından ve çok düşük yoğunluklarda bile deniz organizmalarına ve dolayısıyla 

insanoğluna zehirleyici etki gösterdiğinden deniz ekosisteminde sürekli etki 

göstermektedir. Çağımızda endüstrinin hızla gelişmesi ve yaşam standartlarının 

yükselmesine paralel olarak, ağır metallerin kullanım alanları da giderek artmaktadır. 

[101-106],
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1.1.2.1. Bakırın Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri

Çizelge 1.1. Bakırın fiziksel ve kimyasal özellikleri [107-109]

Simgesi Cu

Atom Numarası 29

Proton ve Elektron Sayısı 29

Nötron Sayısı 35

Element Serisi Metal (Geçiş Metali)

Sınıflandırma Ağır Metal

Grup, Periyot, Blok B, 4, d (4. Periyot I-B)

Görünüş Metalik kahverengi

Doğadaki Kararlı izotoplan 63. 65 g/mol

Ortalama Atom Ağırlığı 63.546 g/mol

Elektron Dizilimi [Ar] 3dıu 4s‘

Enerji Seviyesi Başına Elektronlar 2, 8, 18, 1

Maddenin Hali Katı

Yoğunluk 8.96 g/cm3

Sıvı Haldeki Yoğunluğu 8.02 g/cm3

Molar Hacmi 7.11 cmVmol

Yükseltgenme Seviyeleri (+1), (+2)

Erime Noktası 1084.62 °C

Kaynama Noktası 2562 °C
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1.1.2.2. Kromun Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

Çizelge 1.2. Kromun fiziksel ve kimyasal özellikleri [110-112]

Simgesi Cr

Atom Numarası 24

Proton ve Elektron Sayısı 24

Nötron Sayısı 28

Element Serisi Metal (Geçiş Metali)

Sınıflandırma Ağır Metal

Grup, Periyot, Blok B, 4, d (4. Periyot VI-B)

Görünüş Gri Renkli

Nitelik Sert, Kırılgan

Doğadaki Kararlı izotoplan 50, 52, 53, 54 g/mol

Ortalama Atom Ağırlığı 51.996 g/mol

Elektron Dizilimi [Ar] 3d^4s1

Enerji Seviyesi Başına Elektronlar 2, 8, 13, 1

Maddenin Hali Katı

Yoğunluk 7.19 g/mL

Molar Hacmi 7.78 cm3/mol

Yükseltgenme Seviyeleri +3,+6

Erime Noktası 1857°C

Kaynama Noktası 2672°C
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1.1.3. Ağır Metal Kirliliğinin Kaynakları

Çevre kirliliğini arttıran ve ekolojik dengenin bozulmasında önemli rol oynayan 

endüstri kuruluşlarının başında, atıksularında ağır metal içeren kuruluşlar 

gelmektedir [113], Metal kirliliği içeren atıksular; maden işletmeleri (Pb, Zn, Fe, Cu, 

Ag, Cr, Au ve U eldesine yönelik süreçler sonucunda), metal endüstrileri (demir- 

çelik, bakır, çinko, krom vb) ve diğer metal kaplama, kurşun batarya, seramik, 

matbaacılık, fotoğrafçılık, tekstil, elektrik - elektronik, kimya, boya ve otomotiv 

endüstrileri oluşturmaktadır [114], Bu kuruluşlar gereksinimleri doğrultusunda çeşitli 

ağır metalleri kullanmakta ve bu nedenle atıklarında Hg, Zn, Co, Cu, Fe, Pb, Cr, As 

ve Ag gibi metal iyonları bulunmaktadır [113],

Madencilik faaliyetlerinde atık/ürün oranına bağlı olarak büyük miktarlarda atık 

oluşmaktadır. Atıklar özelliklerine bağlı olarak çevreye tolere edilebilecek seviyenin 

üzerinde zarar verme potansiyeline sahip olabilirler. Madencilik faaliyetlerinde atık 

yönetiminin farklı aşamalarında doğru ve yeterli tedbirler alınmadığı takdirde su 

kirliliği görülebilir. Su kirliliği sorununu önemli kılan başlıca neden suların hareketli 

olmasıdır. Kirlilik, akıntılarla ve nehirler yoluyla yüzeyden taşınabileceği gibi, sızma 

ve süzülme yollarıyla yeraltı sularına karışarak da taşınabilir. Örneğin, yağmur 

sularının veya madencilik faaliyetleri sonucu oluşan suların atığa sızması çözünmeye 

neden olabilir. Bu yolla oluşan özüt (liç), sülfıd oksidasyonuna ve asit oluşumuna ve 

böylece ağır metallerin çevreye yayılmasına neden olur. Bunlar arasında özellikle B, 

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

Çizelge 1.3. Ağır metallerin kullanıldığı bazı endüstriyel dalları [115]

Endüstri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn

Kağıt Endüstrisi - + + + + + - -

Petrokimya + + - + + - + +

Klor-alkali Üretimi + + - + + - + +

Gübre Sanayi + + + + + + - +

Demir-Çelik Sanayi + + + + + + + +

Eneıji Üretimi (Termik) + + + + + + + +
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1.1.3.1. Bakır Kirliliğinin Kaynakları

Cu kirliliğinin kaynağı olarak; metal temizleme ve kaplama banyoları birinci sırada 

yer almaktadır. Örneğin kıymetli taş işlemeciliğinde gümüş malzemeler için baz 

metal olarak çoğunlukla diğer kıymetli metallerin yanı sıra bakır kullanılır. Bakırın 

en çok karşımıza çıktığı alanlardan biri de baskı elektrik ve elektronik devre 

üretimidir. Bu alanlara ilâveten bakır içeren atıksulara sahip işletmeler; kağıt, pulp, 

kağıt üretim malzemeleri, silikon sentezi, ahşap koruma, gübre üretimi, petrol 

rafineri işletmeleri, boya ve pigment üretimi, çelik ve benzeri metal sektörü, motor 

ve motorlu araç üretimi, uçak sanayi ve metalson işlemlerini yapan sektörler 

sayılabilir [23],

1.1.3.2. Krom Kirliliğinin Kaynakları

Cr, tabak yapımı, boyama, alaşım, kimyasal maddelerin yapımı [116], maden 

sanayii, pigment, tekstil ve elektro kaplamacılıktaki [117] yaygın kullanımına bağlı 

olarak çeşitli endüstriyel alanlardan doğal su ekosistemlerine girmektedir. Dünyadaki
n

kullanımı her yıl yaklaşık 10 ton civarındadır; bunun yaklaşık %60-70’i çelik ve 

%15’i de tabak yapımı, pigment ve elektrokaplamacılık gibi kimyasal endüstri 

prosesinde yer almaktadır [118, 119],

1.1.4. Ağır Metallerin Çevre Üzerindeki Etkileri

Endüstriyel kullanımının artmasıyla metaller ve ağır metaller öncelikle meslek 

hastalıkları sorunları olarak gözlenmiştir. Daha sonra toprak ve su kaynaklarının 

kirliliğinin artmasıyla çevresel salgınlar olarak gündemimize girmeye başlamıştır.

[120],

Yeryüzüne inen toksik metal bileşikleri nehir, yağmur ve kar sularıyla yeryüzü 

sularına (deniz, göl, gölet, baraj gibi) ulaştığı gibi yağmur ve kar sularıyla topraktan 

sızmak suretiyle eser miktarda yeraltı sularına karışabilmektedir. İçme suları yeraltı
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sularından temin edildiğinden çeşitli toksik metaller içerebilir. Ağır metal yükü 

bakımından en tehlikeli olan bölgeler, kaynağın 3 km civarında olan kısımlardır

[121].

Çevre kirlenmesi bakımından eser elementler veya metaller, bol bulunan

elementlerden çok daha tehlikelidir. Canlılar eser denen bu elementlerle jeolojik

devirler boyunca çok az temasa geçtikleri için, bunlara uyum sağlama mekanizmaları 

geliştirememişlerdir. Son zamanlarda antropojenik faaliyetlerin büyük ölçüde 

artması, canlıyı yapısının yabancı olduğu toksik metallerle karşı karşıya getirmiş ve 

bunların toksik etkileri canlı yapısında kendisini göstermeye başlamıştır [1 2 2 ],

Doğal veya yapay nedenlerle ağır metallerin birikimi, önemli çevresel sorunlar

arasına girmiştir. Ancak metallerin genellikle eser miktarlarda bulunmaları

dolayısıyla ölçümlerinde görülen hata payının büyüklüğünün yanı sıra, fiziksel, 

kimyasal ve biyolojik mekanizmalardaki dolanım yolunun ayrıntıları ile bilinmemesi 

gibi nedenlerle metallerin doğadaki dolanım hızları da güçlükle saptanabilmekledir 

[123],

1.1.5. Ağır Metallerin Canlılar Üzerindeki Etkileri

Ağır metaller biyolojik proseslere katılma derecelerine göre yaşamsal ve yaşamsal 

olmayan olarak sınıflandırılırlar. Yaşamsal olarak tanımlananların, organizma 

yapısında belirli bir konsantrasyonda bulunmaları gereklidir ve bu metaller biyolojik 

reaksiyonlara katıldıklarından dolayı düzenli olarak besinler yoluyla alınmaları 

zorunludur. Örneğin; bakır hayvanlar ile insanlarda kırmızı kan hücrelerinin birçok 

oksidasyon ve redüksiyon sürecinin vazgeçilmez parçasıdır [124, 125], Bir ağır 

metalin yaşamsal olup olmadığı, dikkate alınan organizmaya da bağlıdır. Örneğin; 

nikel bitkiler açısından toksik etki gösterirken, hayvanlarda iz elementi olarak 

bulunması gerekir. Bazı sistemlerde ağır metallerin etki mekanizması konsantrasyona 

bağlı olarak değişir [96], Özellikle Cd, Cr (Cr+ 6  formu), Hg ve Pb metalleri canlılar 

için esansiyel olmayıp eser miktarı bile toksik etki gösterebilir [126],
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Sucul ortamda meydana gelen ağır metal kirliliği, besin zinciri sürecinde artarak 

biriktirildiklerinden toksik etkileri artmakta ve önemli bir çevresel problem 

oluşturmaktadır [127], Ağır metallerin nehirlerde ve sulu ortamlarda birikmesi hem 

sucul yaşamı olumsuz yönde etkilemekte [128], hem de besin zinciri içerisinde insan 

sağlığını tehdit etmektedir. Ayrıca bazıları, çevrede lipofıl özellik kazanarak su, bitki 

ve hayvanlarda birikip besin zinciri ile insanlara ulaşmaktadır [32, 129], Aşırı metal 

konsantrasyonları; hücre membranmın permabilitesini değiştirerek, (-SH) sülfıdril 

gruplarıyla reaksiyona girerek, fosfat grupları ve aktif ADP ya da ATP gruplarıyla 

reaksiyon affıniteleriyle veya gerekli iyonlarla yer değiştirerek toksisiteye neden 

olmaktadırlar [130], Sunda ve Huntsman [131], ağır metallerin toksik etkilerinin 

genellikle, metabolik bölgelerdeki besin elementleri ile toksik metallerin yer 

değiştirmesi sonucu gerçekleştiğini belirtmişlerdir.

Metaller, mikroorganizmalar için enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran 

fonksiyonlarını engellemeleri ve nükleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle 

toksiktir [132, 133], Önemli fonksiyonel grupların bloke edilmesi, temel metal 

iyonlarının yerine geçmesi veya biyolojik moleküllerin aktif konformasyonlarının 

modifikasyonuyla mikroorganizmalar üzerine inhibitör etkisi yaparlar [35], Uzun 

süre ağır metallere maruz kalan bakterilerde bu metallere karşı çeşitli dirençlilik 

mekanizmaları gelişmiştir. Mikrobiyal metal dirençliliği mekanizmaları arasında 

metallerin fosfat, karbonat ve sülfat olarak presipitasyonları; etil veya metil 

gruplarının eklenmesi ile metallerin buharlaşması; membrandaki elektronegatif 

bileşenler ve ekzopolimerler tarafından fiziksel çıkarılma; enerji gerektiren metal 

sistemleri ve düşük moleküler ağırlıklı sisteince zengin proteinler ile intraselüler 

müdahale sayılabilir [134-136],

1.1.5.1. Bakırın Fonksiyonları

Cu organizmalar için gerekli bir mikronutrienttir [137], Cu içeren biyolojik 

bileşiklerin ana fonksiyonu oksidasyon ve redüksiyon reaksiyonlarıdır. Bakır içeren 

biyolojik moleküller serbest radikaller üretmek için moleküler oksijen ile direkt 

reaksiyona girerler.
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Yüksek Cu konsantrasyonlarının oluşturduğu toksik serbest hidroksil radikallerinin 

DNA’ya zarar vermesi ile kanser ve hücre proliferasyonunun arttığı tespit edilmiştir 

[138], Bunun yanında Cu iyonu, hücre içinde oksijen-bağımlı zararlı reaksiyonlara 

katılır. Aynı zamanda, sitokrom oksidaz, süperoksit dismutaz, askorbat oksidaz, lizin 

oksidaz ve tirozinaz gibi pek çok enzimlerin yapısal bir parçasıdır [139, 140], 

Cu’nun DNA’ya yüksek bir affinite ile bağlandığı bulunmuştur. Özel bölgelere Cu 

iyonlarının bağlanması; proteinlerin, polinükleotidlerin, DNA’nın ve 

biyomembranların üç boyutlu yapılarını modifıye edebilir [138], Bu bağlanma 

mikrobiyal enzimlerin prostetik gruplan olarak iş görmektedir. Bununla birlikte

toksik olmasından dolayı Cu homeostasisi sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir [137],
+2

En fazla Cu formunun toksik olduğu düşünülmektedir [141],

1.1.5.2. Kromun Fonksiyonları

Cr birçok organizma için iz miktarlarda gerekli bir elementtir ancak yüksek 

seviyelerde toksik ve mutaj eniktir [142],

Cr‘nin biyolojik etkileri, oksidasyon basamaklarına göre değişir; Krom çoğu
_ı_3

organizmalar için oldukça toksikken Cr hemen hemen zararsızdır [143, 144], Krom 

toksisitesi Cr+6’nın daha düşük oksidasyon kademelerine indirgenmesi ile ilişkilidir. 

Cr+6’nın Cr+3’e indirgenmesi, pek çok biyolojik sistemde açıklanmıştır; Cr+5’in geçici 

oluşumu, krom toksisitesinde en muhtemel mekanizmadır [145], Cr+6’dan Cr+ 5  

komplekslerinin oluşumu NAD(P)H, FADH2 , çeşitli pentozlar gibi fızikolojik 

indirgenme araçları ile oluşurlar [146], Bu kompleksler H2 O2  ile reaksiyona girerek 

önemli miktarda OH radikalleri oluştururlar. OH radikalleri diğer toksik etkilerinin 

yanında DNA’da değişikliklere neden olabilmektedir [146, 147],

_ı_3
Cr’nin DNA üzerindeki hasarı özellikle gen üzerinde toksik etki göstermesidir. Cr 

enzimlerin karboksil ve sülfıdril grupları ile reaksiyona girerek yapı ve 

aktivitelerinde değişikliklere neden olabilir [148], DNA polimeraz ve diğer
_ı_3

enzimlerin aktivitelerinin modifikasyonu sonucunda magnezyum iyonları ile Cr yer 

değiştirebilir [147, 149],
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Chlorella vulgaris gelişmesi 45-100 ppm Cr 3 veya Cr+6,dan etkilenmezken, 15 

ppm’in üzerindeki konsantrasyonlarda Scenedesmus acu/us'da hiçbir gelişme 

meydana gelmemiştir [150], Bununla birlikte Brady ve arkadaşları [151],
_ı_3

Scenedesmus ve Selenastrum alg kolonisi büyümesinin, 100 ppm Cr ’den 

etkilenmediğini ancak 100 ppm Cr+6,da büyümenin gerçekleşmediğini 

kaydetmişlerdir. Bu durum alglerin kroma karşı farklı hassasiyetleri olduğunu açığa 

çıkarmaktadır.

Euglena gracilis’te Cr+ 6  varlığında lag büyüme safhası uzamış, Cr+ 3  varlığında 

büyüme hızı azalmıştır [152], Chlorella [143] ve Scenedesmus'da [153] fotosentezi 

engellediği kaydedilmiştir [147],

1.1.6. Metal Uzaklaştırma Yöntemleri

1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklaştırma Yöntemleri

Endüstriyel sıvı atıklardan ağır metallerin giderilmesinde çeşitli geleneksel 

yöntemler kullanılmaktadır [154], Ağır metallerin sulu ortamlardan giderilmesinde 

kullanılan geleneksel yöntemler; kimyasal çöktürme, iyon değişimi, aktif karbon ile 

adsorpsiyon, ters osmoz, fıltrasyon ve membran teknolojileri şeklinde sıralanabilir 

[54, 155], Bu geleneksel metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak 

giderilemeyebilir. Bunun dışında bu tekniklerin; pahalı ekipman ve takip sistemleri 

gerektirmesi, fazla kimyasal ve eneıji ihtiyacının olması, toksik çamur ve diğer atık 

ürünler oluşturması gibi dezavantajları vardır [53, 54],

Ağır metal iyonu içeren atıksuların arıtılması genelde işletmenin kapasitesine, atık- 

suyun debisine ve özelliklerine, işletmedeki arıtma tesisi ve kullanılan yönteme ve 

malzemeye bağlı olmakla beraber temelde metal iyonun kimyasal olarak 

çöktürülmesine dayanır. Ekonomik ve pratik olmayan bu yöntemler atıksudaki aşırı 

metal kirliliğini kabul edilebilir seviyelere indirmek için kullanılır [156, 157], 

Geleneksel yöntemlerin etkisiz kaldığı, seyreltik çözeltilerden metal uzaklaştırılması
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açısından yeni metodların geliştirilmesi önemlidir. Bu gibi sorunların halledilmesi 

için biyolojik yöntemlerin kullanılması söz konusu olmuştur [158],

1.1.6.2. Biyolojik Metal Uzaklaştırma Yöntemleri

Ağır metal içeren atıksuların arıtımında biyolojik yöntemler; etkili, pratik ve 

ekonomik olmaları nedeniyle fiziksel ve kimyasal arıtım yöntemlerine göre tercih 

edilmekte ve bilimsel araştırmalar bu yönde ağırlık kazanmaktadır [159],

Biyolojik substratların temel avantajları; aktif bağlanma bölgeleri çeşitliliği, küçük 

ve tek biçimli boyutları, geniş yüzey alanlarına sahip olmaları ve ion değiştirici 

reçinelerden daha az biyolojik substrat gerektirmesi şeklinde sıralayabiliriz [160], 

Yaşayan veya yaşamayan mikroorganizmalar, seçici olarak atıksulardaki inorganik 

iyonları biriktirme ve ayırmada yüksek bir potansiyele sahiptir [33, 161, 162],

Sonuç olarak; metallerin biyolojik yöntemlerle uzaklaştırımı ve geri kazanımı, 

kullanılan klasik fiziksel - kimyasal arıtım yöntemlerine kıyasla tercih edilmekte ve 

ilgili biyoteknolojik süreçlerde kullanılmaktadır [163],

1.1.6.2.1. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, toksik kimyasalların ve diğer zararlı atıkların birikmesiyle 

sonuçlanan çevresel zararları azaltmak ya da elimine etmek için organizmaların 

kullanılmasıdır [164], Son çalışmalar gelişen hücrelerin hücre içi detoksifıkasyon 

mekanizmaları ile metalleri ortadan kaldırabildiğini kanıtlamıştır [32],

Biyoremediasyon, ağır metal içeren endüstriyel kirlilikte biyoabsorpsiyon, 

biyoakümülasyon, biyopresipitasyon ve pürifıye polimerler tarafından kirliliğin 

uzaklaştırılması gibi birkaç biyoteknolojik yöntemin kullanılması ile kimyasal ve 

fiziksel metotlara alternatif olarak mikroorganizmalardan yararlanmayı ortaya 

koymaktadır [165],

19



Metal iyonlarının sulu çözeltilerden mikroorganizmalar ile tutulmasına 

biyosorpsiyon denir. Ağır metalleri atıksulardan uzaklaştırmak, eser metalleri 

matriksten ayırmak ve zenginleştirmek için alg, mantar, maya, bakteri gibi 

mikroorganizmalar son yıllarda yaygın olarak kullanılmaktadır [160], Bu 

mikroorganizmalar biyosorpsiyon işleminde ölü veya canlı olarak kullanılabilir 

[166], Canlı hücrelerin, sulu çevrelerinden metal katyonlarını toplayarak hücre içinde 

biriktirmeleri bilinen bir özellik olmasına rağmen, mikroorganizmaların ağır metal 

iyonlarını seçici olarak alıkoyma özelliği üzerindeki çalışmalar yenidir [167],

Canlı biyokütleye nazaran ölü biyokütle kullanılmasının bazı avantajları vardır. Ölü 

hücreler; uzun süre oda sıcaklığında saklanabilirler, metal toksi sitesinden 

etkilenmezler ve besine ihtiyaç duymazlar. Bunların dışında biyokütlenin fiziksel 

veya kimyasal işlemlerle öldürülmesi ve bazı ön işlemlere tabi tutulması 

biyosorpsiyon kapasitesini arttırabilir [166],

Biyosorpsiyon ile metallerin ayrılması hücre duvarı ile metal arasında etkileşimin 

sonucudur. Metal iyonları hücre yüzeyindeki negatifyüklü reaksiyon alanları ile 

kompleks yaparak adsorplanabilecekleri gibi bazı mikroorganizmalar hücrelerin dış 

zarlarından uzanan polimerler sentezleyerek çözeltiden metal iyonlarını 

bağlayabilirler. Ayrıca hücre duvarındaki proteinler, iyonları bağlamak için 

fonksiyonel grupları ve peptid bağlarını da tercih edebilirler [168], Hücre 

duvarındaki muhtemel bağlanma bölgeleri; amin, amit, imidazol, hidroksil, 

karboksilat, fosfat, ti ol, tioeter, sülfat, sülfıdril ve diğer fonksiyonel grupları içerir 

[169-172], Bu metal bağlamada görev alan grupların fonksiyonu modifikasyon ya da 

engellemeler kullanılarak ortaya çıkarılabilir [170, 173], Karboksil gruplarının 

alglerde Cu ve Al bağlamada görev aldığı düşünülmektedir [170],

Farklı biyolojik metotlar arasında biyoakümülasyon ve biyosorpsiyonun, metallerin 

ortadan kaldırılması için iyi bir potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir [174], 

Biyoakümülasyon, bir organizma tarafından belirli konsantrasyonlarda bulunan 

maddelerin kayıp oranlarından fazla olduğunda gerçekleşen bir işlemdir [175],

20



Biyoakümülasyonda, metal alımmı ilk aşamada çok hızlı bir şekilde cereyan etmekte 

ve metal iyonlarının hücre duvarlarına temas eder etmez yüzey adsorbsiyonu ile 

mikroorganizmaların hücre yüzeyine bağlandığını göstermektedir [176], Ağır 

metallere maruz kalan mikrobiyal hücrelerin membranından geçen metal iyonları, 

sitoplazma içerisinde tutulmaktadırlar [175] Genelde hücre duvarlarına metal 

bağlanması hızlı ve yüksek verimlilik gösterirken hücrenin sitoplazmasındaki 

bölgelerde (sitosoluble) çok yavaş ve düşük verimliliktedir [113],

Canlı hücre sistemleri tarafından biyo-alım mekanizmalarında, sistemin ekstrem pH, 

yüksek metal konsantrasyonu gibi faktörlere duyarlılığı ve dış metabolik eneıji 

gereksinimleri gibi belli kısıtlamalar söz konusudur [176], Bununla birlikte bu tarz 

problemlerle; ırk seçimi ve karbon kaynağı olarak organik atık kullanımı sırasında 

karşılaşılabilir. Daha iyi metal biyosorpsiyonu, biyoakümülasyonu ve biyoçökeltimi 

kapasiteleri için tek bir türe bağlı kalmaktan ziyade, çoklu tür kullanımı daha iyi bir 

yaklaşım olabilir. Çoklu tür birlikteliği, yüksek pH ve yüksek metal konsantrasyonu 

gibi endüstriyel atıksulardaki ekstrem şartlara daha iyi dayanabilirler [177],

Daha fazla dirençli ve verimli soyları üretmenin diğer pratik yollarından biri 

hücrelerin devamlı olarak yüksek konsantrasyonlarda ağır metallere adaptasyonu ile 

gerçekleştirilir. Dönmez ve Aksu [178], Candida türlerini Cu ve Ni eklenmiş üreme 

ortamındaki kültürler ile Cu ve Ni’eadapte etmişlerdir. Adapte hücreler yüksek metal 

konsantrasyonunun varlığında adapte olmayanlara göre daha iyi geliştiklerini 

göstermişlerdir. Hatta adapte olan hücreler tarafından özel metal alım kapasitesinin 

ve % metal uzaklaştırılmasının, tüm test edilen konsantrasyonlarda adapte olmayan 

hücrelerinkinden daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Araştırıcılar, adaptasyon 

mekanizmalalarmı tam olarak ortaya koyamamalarına rağmen, metalotiyonein veya 

diğer Cu bağlayan proteinlerin daimi sentezinden ya da genetik düzenlenişteki 

adaptasyon faktörlerinden birinin değişikliğiden bahsetmişlerdir. Gelişen hücre 

sistemlerinde yeterli eneıji rezervinin varlığı, vakuol içerisine metalin aktif 

taşımınım kolaylaştırdığını da göstermişlerdir [178],
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1.1.7. Bakterilerde Metal Dirençlilik Mekanizmaları

İnsanların ihtiyaçlarının artması ile bağlantılı olarak sanayileşmedeki gelişmeler, 

atıksu miktarını ve ağır metal yükünü artırmıştır [179], Ağır metal iyonları 

teknolojik öneme sahip olmaları nedeniyle çeşitli endüstrilerde yaygın olarak 

kullanılmakta ve bu endüstrilerden gelen atıksular kalıcı toksik etkiye sahip ağır 

metal iyonlarını önemli miktarlarda içermektedirler [159], Mikroorganizmaların bu 

çevrelere bazı özel direnç mekanizmaları ile adapte olduğu rapor edilmiştir [180], 

Metallere karşı direnç mekanizmaları prokaryotik hayat başladıktan hemen sonra 

gelişmiştir. Çünkü bakterilerin geliştiği ortamlarda metaller her zaman 

varolmuşlardır [94],

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapısındaki -SH gruplarına bağlanarak bu 

molekülleri inaktive edebilmektedirler. Hg bu özelliğinden dolayı toksik metal olarak 

kabul edilmektedir [181], Metal iyonlarının varlığı, genlerdeki enzimatik 

detoksifıkasyon özellikleri aracılığı ile metal dirençliliğini başlatmayı daha fazla 

düzenleyebilir [182, 183], Bazı bakteri gruplan civayı enzimatik detoksifıkasyon ile 

daha az toksik hale getirmektedirler [181], Cd(II)’nin enzimatik detoksifıkasyon ile 

daha az toksik kadmiyum formları oluşmaktadır [26],

Yapılan birçok çalışmada, ağır metallerin çeşitli mikroorganizmalarla endüstriyel 

atıksulardan uzaklaştırıldığı gösterilmiştir [184], Mikroorganizmaların yüksek 

miktardaki toksik maddelerle başa çıkabilmesi için, birçok yol mevcuttur [185], 

Mikroorganizmalardaki metal dirençlilik mekanizmaları; geçirgen bariyer sayesinde 

metallerin hücre dışında bırakılması, aktif transport ile metalin mikroorganizmadan 

uzaklaştırılması, intrasellüler ayrım, metallerin enzimatik detoksifıkasyon ile daha az 

toksik hale getirilmesi ve hücresel hedeflerin metal duyarlılıklarının azaltılması 

seklinde olabileceğibildirilmiştir [26, 186],

Mikroorganizmalar bu direnç mekanizmalarından sadece birini kullanabildiği gibi 

birkaçını kombineli olarak da kullanabilmektedir. Bir metale karşı birden fazla direnç 

mekanizmasına sahip olan bir mikroorganizmanın hangi mekanizmayı seçeceği, 

oluşacak ara ürün veya son ürünün toksitesinebağlıdır [136],
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Metal dirençlilik mekanizmaları, genellikle antibiyotik direnç mekanizmaları ile 

ilişkilendirilmiştir [187, 188], Çünkü her iki tip dirençte de organizmalar arasında 

konjugasyon veya transdüksiyon ile transfer gerçekleşmektedir. Bazı durumlarda, 

metal dirençliliği ile antibiyotik dirençliliği aynı plazmid kökenli olabilmektedir. 

Metal dirençliliği ise antibiyotik kullanımından önce rapor edilmiştir [94], 

Atıksulardan izole edilen Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumorıiae, Proteus 

mirabilis ve Staphylococcus bakterilerinin ağır metal ve antibiyotiklere karşı dirençli 

oldukları görülmüştür [189],

Bakterilerde antibiyotiklere direnç doğal ve kazanılmış (mutasyonel ve aktarılabilir) 

iki şekilde mümkündür [190], Doğal direncin temelinde mikroorganizmaların 

metabolik olarak inaktif fazda bulunması veya antibiyotiğin etki mekanizmasına 

uygun hedef yapıların bulunmaması durumu vardır. Bu duruma örnek olarak hücre 

duvarı olmayan Mycoplasmalarhn beta-laktam antibiyotiklerine olan direnci ve 

Mycobacterium tuberculosis'm kalsifıye odaklarda metabolizması yavaşlamış olarak 

uzun süre canlı kalabilmesi ve bunun sonucunda antitüberküloz antibiyotiklere 

dirençli olması verilebilir. Antibiyotiklerin bakteri hücrelerine girememesi veya 

etkileyebileceği mekanizmaların olmamasından ileri gelen doğal direnç durumu 

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde penisilin G’ye, Gram-pozitif bakterilerde 

de polimiksin B’ye karşı görülür [191],

Kazanılmış dirençte ise bakteri populasyonunun antibiyotik ile ilk temasa gelişinde, 

antibiyotik bakteriler üzerinde etkilidir ancak, temas süresi boyunca veya yinelenen 

temaslar sırasında bakteri populasyonunda ilacın antibakteriyel etkisine karşı direnç 

gelişir. Kazanılmış direnç, bakterinin kromozomlarında oluşan mutasyon sonucu 

veya bakterinin ortamdan ya da diğer bakterilerden, transdüksiyon, transformasyon 

ve konjugasyon olaylarından biri vasıtasıyla, direnç yapan gen paketini alması (yani 

R plazmidleri veya transpozonlar aracılığı ile olan direnç) sonucu meydana gelir

[191].

Bakterilerin yapısı ve antibakteriyel etki mekanizması farklı birden fazla antibiyotiğe 

direnç kazanmasının diğer bir şekli de çoklu (multiple) dirençtir. Çoklu direnç, 

genellikle bakterinin kromozomlarında ve özelikle plazmidlerinde birden fazla türde
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direnç geninin bulunmasına bağlıdır; örneğin dirençli Enterobacteriaceae türlerinde 

1 0  veya daha fazla antibakteriyel ilaç çeşidine karşı direnç oluşmasına yol açan 

genleri taşıyan plazmidlerin varlığı gösterilmiştir [191], Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumorıiae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter sp. bakteri türleri çoklu antibiyotik 

dirençlerine sahiptir [192],

Çizelge 1.4. Bakterilerdeki ağır metal ve antibiyotik ortak dirençlilik sistemleri [193]

Direnç Mekanizması Metal İyonları Antibiyotikler

Membran geçirgenliğinin azaltılması
As, Cu, Mn, Zn, Co, Ag

Cip, Tet, Chlor, 

Mactams

Antibiyotik ve metal değiştirme
As, Hg Mactams, Chlor

Atım mekanizması Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As Tet, Chlor, Mactams

Hücresel hedef değiştirme Hg, Zn, Cu Cip, Mactams, Trim, Rif

Antibiyotik ve metal ayrılma Zn, Cd, Cu CouA

As; arsenik, Cu; bakır, Mn; mangan, Zn; çinko, Co; kobalt, Ag, gümüş, Hg; civa, Ni; nikel, Cd; 
kadmiyum, Chlor, chloramphenicol; Cip, ciprofloxacin; CouA, coumermycin A; Rif, rifampicin; Tet, 
tetracycline; Trim, trimethoprim, Mactams, Maktam.

Mikroorganizmalar, toksik metal varlığında adaptasyon için çeşitli mekanizmalar 

kazanmışlardır [189], Bu adaptasyon mekanizmaları;

1. Geçirgenlik bariyeri ile metallerin hücre dışında tutulması

2. Metallerin hücreden dışarı doğru aktif taşımımı

3. Metallerin proteine bağlanması ile hücre içinde tutulması

4. Ektrasellüler alıkonma

5. Metallerin enzimatik detoksifıkasyonu’dur.
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1.1.7.1. Geçirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hücre Dışında Tutulması

Metal iyonlarının hücre çeperi yüzeyine bağlanmasında çeper yüzeyinde mevcut 

bulunan bazı polisakkaritler ve proteinler ile yapılarında bulunan karboksil, hidroksil, 

fosfat ve amino gruplarının etkin oldukları bilinmektedir [194, 195],

Hücre duvarındaki polisakkaritler sulu ortamdaki iki değerlikli metal iyonları ile yer 

değiştirir. Örneğin, deniz alglerinin aljinatı, K+, Na+, Ca+ 2  veya Mg+ 2  iyonlarının
• • ->-9 —9 -+-9 + 9  • • •tuzları şeklinde bulunur. Bu iyonlar, Co Cu ", Cd “, Zn ‘ gibi karşı iyonlarla yer 

değiştirirler [33],

Hücre duvarında ya da hücre zarında metale karşı bir geçirgenlik bariyeri 

oluşturularak metaller hücre dışında tutulur. Böylece metale hassas hücresel
-9  . . . . .komponentler korunmuş olur. Buna en güzel örnek E.colf de Cu dirençliliğidir. 

E.colf de bir membran kanal proteini olan porin proteini eri’nin üretimi değiştirilerek
2_|_ . . . .  .

Cu ’nin hücreye girişi engellenir [196],

cuffycu(ii)

cuflycu(ii)

ATP

O,

Katekol
sıderoforiaı

I Cu-

Cu(l)

i CueO,

Cu(ll)

ADP + Pı

Cu(|)

Şekil 1.1. E.coli ‘de CopA bakır atım pompası [197]

Dış membran

boşluk 

Iç membran 

Sıtoplazma

Cop A bakır atım pompası ATP yardımıyla bakırın sitoplazmadan periplazmik 

boşluğa atılmasını sağlar. Multi bakır oksidaz (CueO) enzimi bakır(I) iyonlarını
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periplazmik boşlukta okside etmektedir. Bu enzim ayrıca katekol sideroforların 

oksitlenmesi sonucunda bakırı pigmentlerine ayrılmaktadır [197],

Ek olarak çeşitli organizmalarda bakırın taşınmasında CopA (bakır alınımı ve 

bakterinin bakır ihtiyacını karşılar), CopB (bakırın dışarı atılması ve 

detoksifıkasyonundan sorumludur), CopC ve CopD proteinlerinin ve P-tipi 

ATPazların (Entercoccus hirae'dda cop operonundan kodlanır) ilişkili olduğu 

bulunmuştur [198],

Sıtoplazmık membran

Sitoplaana

Şekil 1.2. E. hirae’ de bakır homeostasisi [197]

Yüksek bakır konsantrasyonunda bakır hücreye bilinmeyen bir yolla girmektedir. 

Hücre içerisine giren Cu+ iyonları CopZ tarafından tutularak CopB’ ye iletir ya da 

trankripsiyon reseptörü olan CopY ‘ ye iletilerek cop operonunda transkripsiyonu 

hızlandırır. CopY ‘nin promotor bölgesine çinko iyonlarının bağlanmasıyla 

transkripsiyon baskılanır. Zn+ 2  yerine Cu+ bağlanması sonucunda transkripsiyon 

indüklenir ve DNA’ya bağlanamaz. Hücre içinde Cu fazla ise copZ bakır proteaz 

enzimi ile parçalanır. Cu’nun sınırlayıcı etmen olduğunda bakır CopA tarafından 

ATP harcanarak hücreden dışarı atılmaktadır [197],

• • - O  •Pseudomoncıs sp.’de bulunan bir operonda kodlanmış olan dört genin Cu ’nin

periplazmik bağlayıcı özelliğinin kodları olduğu bulunmuştur. Bunlar; copA, copB,
. -\~2 . . . .  • • . . .  copC, copD’dir. Cu dirençliliği; copA, copB ile copC, copD’nin özelliklerinin
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toplamının eklenmesi şartıyla sağlanmaktadır. copA ve copC proteinleri iç ve dış 

membranlar arasında ve copB ise dış membranda bulunmaktadır. Bu proteinlerin 

lokalizasyonu, periplazmik bağlayıcı veya ekstrasellüler alıkoyma her ikisinden 

dolayı direnç hipotezini destekler görünmektedir [188],

Mikroorganizmalar aracılığıyla metallerin kompleksleşmesi iki yolla oluşur; (1) 

metaller hücre çeperi yüzeyinde cıvık tabakaya ya da hücre dışı matrikse spesifik 

olmayan bağla tutunabilir ya da (2) hücre içine alınabilir. Çalışmalar metal 

kompleksleşmesinin her iki tipinin de metal toksitesini ve mobilitesini azaltmak için 

kullanıldığını göstermektedir [199],

Mikroorganizmaların yüksek miktardaki toksik maddelerle başa çıkabilmek için, 

pekçok yol mevcuttur. Hücre yüzeyi ağır metalleri biriktirmekte veya hücre 

duvarının dışında jel benzeri bir yapı olan EPS, toksik maddelerin zararlı etkilerini 

azaltan kimyasal reaksiyonlar tarafından veya sınırlandırılmış difüzyon aracılığı ile 

toksik maddeleri engellemektedir. EPS, protein, karbonhidrat ve nükleik asit 

içeriğine bağlı olarak bulundurduğu karboksil, fosforil ve sülfat gruplarıyla metalleri 

bağlayıcı özelliğe sahiptir. Bu nedenle ortamda toksik metal artışına bağlı olarak, 

buna direnç göstermek isteyen bakteri daha fazla EPS üretmektedir [185], Kılıç ve 

Dönmez [200], P. aeruginosa, Micrococcus sp. ve Ochrobactrum sp. türlerinin, 

ortamda Cr (VI) konsantrasyonunun artışına bağlı olarak daha fazla EPS ürettiklerini 

saptamışlardır [200], Aquino ve Stuckey [201] sisteme Cr + 6  verildikten sonra, EPS 

miktarında %30’a yakın, protein miktarında % 45’e yakın, karbonhidrat miktarında 

% 300’e yakın, DNA miktarında ise % 50’ye yakın artış gözlemişlerdir.

Kang ve arkadaşlarının [202] bir çalışmasında, Pseudomonas aeruginosa hücre 

yüzeyine Cr+ 3  ve Cr+6,nin adsorpsiyonun incelemişlerdir. Bir gram-negatif bakteri 

olan Pseudomonas aeruginosa’nın hücre duvarı analiz edilmiş ve peptidoglikan ve 

teikoik asit içerdiği ve bu oluşumlara bağlı olarak karboksil, fosforil, hidroksil ve 

amino fonksiyonel gruplarının bulunduğu saptanmıştır.
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I.7.I.2. Metallerin Hücreden Dışarı Doğru Aktif Taşımımı

Aktif transport ya da akış sistemleri metal dirençlilik sistemleri arasında en yaygın 

olan mekanizmalardır [203], Metal direnci için özelleşmiş efflux pompaları ile yani 

hücreden dışarıya ağır metal iyonunun aktif salınımı ile gerçekleşir [204], Hücre için 

gerekli olmayan metaller hücreye normal besin transport sistemleri ile alınır, ancak 

hemen dışarıya atılır. Bu pompalama sistemleri ATPaz’a bağımlı ya da ATPaz’dan 

bağımsız sistemler olabilir [203], Bakterilerdeki As, Cd, Cu dirençlilikleri 

çoğunlukla bu tip dirençlilik mekanizmaları ile gerçekleşir.

Cânovas ve arkadaşları [205] yaptıkları çalışmada, Pseudomonas putida KT2440 

suşunun Ag, Cd, Zn ve Cr metallerine karşı atım sistemi ile direnç geliştirdiklerini 

incelemişlerdir. Cd ve Zn dirençliliklerinin ATPaz’ın katalizlediği atım mekanizması 

ile ilişkili olduğunu göstermişlerdir. Metal iyonlarının hücreden dışarı atılımı için 

proteinlerin rolleri vardır. Pseudomonas putida KT2440 suşunun Cr atım sistemi için 

ChrA proteini, Ag ve Cu atım sistemi için CusC, CusB, CusA proteinleri, Cd ve Zn 

ATPaz bağımlı atım sistemi için de CadA2 proteinin sorumlu olduğunu 

göstermişlerdir [205], E.colf nin bakır atım mekanizması olan Cus sistemi Şekil 1.5.’ 

de gösterilmektedir [197],

Dış membraıı

CusFlr CusC
Peıiplaıımk
boşluk

Cu(l)/Cu(ll>

CusB

CusA İç. membraıı

Sitoplamıa

Şekil 1.3. E.colf de Cus sistemi [197]
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İç membranda Cus kompleksi olarak bulunan CusA, 12 integral taşıma proteinlerin 

iki spiral sarmal yaparak oluştuduğu CusB peripazmik proteinleri ve CusC ‘nin üçlü 

bir dış membran proteini olarak oluşturduğu kanal vasıtasıyla periplazmik boşluktan 

membran dışına çıkarılmaktadır. CusF‘nin periplazmik boşluk içerisinde Cu 

iyonlarını kendisine bağlayarak Cus sistemine taşınmasını sağlamaktadır [197],

ChrA proteini Pseudomonas aeruginosa’mn pUM505 plazmitinde ve Cupriavidus 

metallidurans’ın pMOL28 plazmitinde kodlanmıştır. ChrA proteini protonların 

hareket ettirici gücünü kullanarak kemoosmotik pompa gibi kromatların 

sitoplazmadan dışarı atımını sağlar [206],

Kroma dirençli çeşitli bakterilerde Cr dirençlilik mekanizmalarının ya plazmitler ya 

da kromozomal genler tarafından kodlanabileceği bildirilmiştir. Genellikle, plazmit 

genlerinde kodlanmış olan membran taşıyıcıları krom iyonlarını doğrudan hücre 

sitoplazmasından salınım vasıtasıyla uzaklaştırmaktadır. Öte yandan, bakteri 

kromozomları içinde kodlanmış olan direnç mekanizmaları ise; spesifik ya da 

spesifik olmayan Cr(VI) indirgeme ile ilgili stratejiler, serbest radikallerin giderimi, 

DNA hasarının giderimi, prosesin sülfür ya da demirle düzenlenmesidir [207],
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Şekil 1.4. Kromatin bakteri hücrelerinde toksisitesi ve direnç mekanizmalarına göre 

taşınması [207], Hasar ve direnç mekanizmaları sırasıyla ince ve kalın 

oklarla gösterilmiştir

(A) Kromat tarafından kullanılan kromozomda kodlanan sülfat alım yolu mutasyona uğradığında 
hücreye kromat girişi azalır.

(B) Cr (VI)‘ın ekstraselüler olarak Cr (III) dönüştürülmesi ile membrandan geçemez.
(C) Cr (VO’ın intraselüler olarak Cr (III) indirgemnesi oksidatif stres, DNA haşan ve protein 

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

katılmaktadır.
(E) Plazmitte kodlanan taşıyıcılar ile içeri giren kromatlar hücreden dışan atılabilr.
(F) Cr türevleri tarafından oluşturulan DNA hasarları, DNA onanın sistemi ile onanlır .

1.1.7.3. Metallerin Proteine Bağlanması ile Hücre İçinde Tutulması

Metal ihtiva eden çevrelerdeki selektif baskılar, tüm toksik metallere karşı belli 

direnç mekanizmalarının ortaya çıkmasını sağlamıştır [195], Ağır metal dirençlilik 

metabolizmasında rol alan proteinler, biyolojik membran boyunca ağır metal taşırlar. 

Bu taşıma sistemleri taşıma işini gerçekleştirmek için gereken enerjiyi ATP hidrolizi 

ile karşılayabilirler. Sitoplazmik membran boyunca proton gradiyentine sahip 

bakteride, bir protonun içeri geçişi bir metal katyonunun dışarı atılımı şeklinde 

gerçekleşebilir [208],
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İntrasellüler ayrımda; toksik bazı metaller mikroorganizmalar tarafından üretilen 

sisteince zengin küçük proteinlere (metalloprotein) bağlanarak, sitoplazmada 

biriktirilmektedir. Bu sayede önemli hücre bileşenleri toksik metalin etkisinden 

korunmaktadırlar. Genellikle Cd+2, Cu+ 2  ve Zn+2,ye karşı dirençlilikte bazı 

mikroorganizmalar bu yolu seçmektedir [204], Pseudomonas türlerinde de sisteince 

zengin bir protein sentezlenmekte ve hücre içine giren toksik metaller bu proteinlere 

bağlanarak bakteri toksik metallere karşı direnç kazanmaktadır [26], Prokaryotik 

metalotiyoneinler ilk olarak siyanaobakteri Synechococcus sp.’de tanımlanmıştır. Bu 

molekülün Cu, Cd ve Zn ile kompleks oluşturduğu ve yüksek oranda tiol içerdiği 

saptanmıştır. İlk olarak en iyi tanımlanan bakteriyel metalotiyoneinler 

Synechococcus 6301’den elde edilmiştir [209], Yapılan bir çalışmada Pseudomonas 

putida’nm da metalloprotein ürettiği tespit edilmiştir [26],

E. coli ve P. syringae ’ de Pco/Cop sistemleri ile membran proteinleri tarafından 

bakır daha az zehirli forma dönüştürülmektedir [197], (Şekil 1. 8 .)

Cu(l)/Cu(ll)

Şekil 1.5. E. coli ve P. syringae ‘de Pco/Cop sistemleri [197]

Cu periplazmik boşluğa bilinmeyen bir yolla girmektedir. Periplazmada, Cu iyonları 

PcoC ‘ye daha sonra PcoD proteinine bağlanarak bazen PcoA bakır oksidaz 

oluşturmak için kullanılabilirken bazen ise sitoplazmaya taşımada gerek
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olmamaktadır. Periplazmada bulunan bakır PcoA oksidaz oluşturduğu katekol

sideroforlar ya da dış membran proteinleri olan PcoB ve PocE tarafından Cu + ’ın
+2

PcoA ‘ya bağlanarak daha az toksik olan Cu oksidasyonu sağlanarak detoksifıye 

edilmektedir [197],

1.1.7.4. Ektrasellüler Alıkonma

Glutatyon ağır metallere çok yüksek bir affınite ile bağlanmaktadır [210], Glutatyon
j 1 j 1 -(-O -l-2  | ^

Ag , Cu ’ , Cd ve Hg gibi metallerden koruması için bir örnek teşkil etmektedir
+2 +2[211], Glutatyon serbest radikalleri bağlayarak Cu ve Fe ’den korumayı 

sağlayabilmektedir [94], Bu tip metal dirençliliğinin önceleri sadece bakterilerde 

olduğu düşünülmüşse de, daha sonraları, maya ve funguslarda da bulunmuştur [2 1 2 ], 

Yapılan araştırmalar mayaların metalce zengin besi ortamlarına ekstraselüler 

glutatyon salgıladıklarını göstermektedir. Toksik metaller glutatyon ile birleşerek
_ı_2hücre membranından geçememektedir. Saccharomyces cerevisiae’ deki Ni 

dirençliliğinin bu şekilde olduğu düşünülmektedir. Saccharomyces cerevisiae fazla
_ı_2miktarda glutatyon üreterek Ni absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Benzer bir

_ı_2mekanizmada Cu dirençli mantarlarda görülmektedir [210],

1.1.7.5. Metallerin Enzimatik Detoksifikasyonu

Tarihin erken dönemlerinden beri mikroorganizmalar metaller ile birlikte var 

olmuşlardır. Metaller, pek çok enzimin aktif merkezlerinde yer almaktadır [213],

Bazı ağır metaller iz element olarak bulunmaktadırlar (çinko, bakır gibi). Bakterilerin 

büyümesi için gerekli olan bu metaller, yüksek konsantrasyonlarda toksik olduğu 

bilinmektedir. Bu yüzden bakteriler, ağır metallere karşı enzimatik detoksifıkasyon 

mekanizmasını geliştirmişlerdir [214], Detoksifıkasyon mekanizması, genellikle ağır 

metallerin enzimatik olarak indirgenmesidir. Bu direnç mekanizmasını kodlayan 

genler bazen plazmitler üzerinde bazen de kromozomal DNA üzerinde 

olabilmektedir. Bu mekanizma ile E. coli, arsenat, arsenik ve antimona karşı çoklu
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direnç gösterebilmektedir [215], Tanımlanmış olan birçok bakteriyel ağır metal

dirençliliği içinde, civa dirençliliği en iyi incelenmiş olanıdır. Hg dirençlilik
+2

mekanizması için yapılan çalışmaların çoğu reaktif iyonik Hg formundan elementel 

ve daha az reaktif Hg° formuna detoksifıkasyonuna bağlıdır. Bazı civaya dirençli 

bakteriler civaya geniş spektrumlu dirençli esas bileşiklere sahiplerdir [216],

Hg hücrede enzimlerin ve proteinlerin yapılarında bulunan tiollere bağlanarak
+2

inaktive olmaları nedeni ile toksik etkiye sahiptir. Bazı bakterilerde Hg dirençliliği
+2

ile ilgili genlerin yer aldığı mer operonu bulunmaktadır. Bu operon sadece Hg ’nin 

detoksifıkasyonundan değil aynı zamanda transferinden ve direncin ayarlanmasından 

da sorumludur [183, 211], Hg’nin bulunmadığı zamanlarda düzenleyici proteinler 

için operon kodları transkripsiyon düzenlenmesini azaltmaktadırlar. Bu genler bir 

periplazmik bağlayıcı proteinin üretimini ve membran bağlantılı taşıma proteinlerini

deşifrelemektedirler. Detoksifıkasyon için etrafını çevreleyen ortamdan periplazmik
+2

bağlayıcı proteinler ve taşıma proteinleri aracılığı ile Hg ’yı sitoplazmaya 

taşımaktadırlar [29],

1.1.8. Çalışmanın Amacı

Bu tezin amacı, Kırıkkale il sınırları içerisinden geçen Kızılırmak’tan Cu ve Cr 

metallerine dirençli suşların izolasyonu, biyokimyasal ve moleküler 

karakterizasyonudur. Kızılırmak üzerinde belirlenen 12 bölgeden su örnekleri 

alınarak, Cu ve Cr metallerine dirençli suşlar izole edilmiştir. Suşların her bir metal 

için MİK (Minimal inhibisyon konsantrasyonu) değerleri belirlenmiş ve bu suşlar 

ileri çalışmalarda kullanılmak üzere seçilmiştir. Seçilen bu suşlar morfolojik ve 

biyokimyasal özellikleri dikkate alınarak tanımlanmıştır. Cu ve Cr metallerine 

dirençli her bir suş, antibiyotik ve diğer metallere dirençlilikleri bakımından da test 

edilmiştir. Böylece suşların antibiyotik ve çoklu metal dirençlilik profilleri 

belirlenmiştir. Suşların metal direnç mekanizmasını belirlemek amacıyla total 

protein, dış membran protein ve plazmit izolasyonu çalışmaları yapılmıştır. Plazmit 

varlığı gösterilen suşlarda plazmit profili çalışmaları yapılarak antibiyotik, metal 

dirençliliği ve bunların plazmit ve kromozomal DNA ile ilişkisi kurulmaya 

çalışılmıştır.
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2. MATERYAL VE YÖNTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanılan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

İzole edilen bakterilerin stok kültür seklinde saklanması için kullanılmıştır. Nutrient 

agar besiyeri; pepton (5 g), et özütü (5 g), maya özütü (1 g) ve agar (12 g)’dan 

oluşmaktadır.

Gerekli miktarda hazırlanan besiyeri kullanımdan önce 121°C’de 1 Atm basınçta 

otoklavda steril edildi.

2.1.1.2. Nutrient Broth

İzole edilen bakterilerin büyüme eğrisi, plazmit izolasyonu, protein izolasyonu gibi 

deneyler için kullanılmıştır. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et özütü (3g)’nden 

oluşmaktadır.

Gerekli miktarda hazırlanan besiyeri kullanımdan önce 121°C’de 1 Atm basınçta 

otoklavda steril edildi.

2.1.2. Kullanılan Kimyasallar ve Tamponlar

2.I.2.I. Kullanılan Kimyasallar

Kullanılan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarından temin edilmiştir.
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2.1.2.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullanılan Tampon Çözeltiler

2.1.2.2.1.1. Solüsyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0.990 g glukoz, 0.394 g Tris, 0.372 g EDTA tartılarak 100 mİ suyla (pH:8 ) 

tamamlanır.

2.1.2.2.1.2. Solüsyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH çözeltisinden 4 mİ, %10’luk SDS çözeltisinden de 10 mİ alınarak 

karıştırılır. 8 6  mİ steril su ile solüsyon 1 0 0  ml’ye tamamlanır.

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

74 g K-asetat tartılır ve 28.75 mİ glasiyal asetik asit ile çözülür. Solüsyonun son 

hacmi 250 mİ olacak şekilde steril su ile tamamlanır.

2.1.2.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazırlama

242 g Tris, 37.2 g Na2EDTA.2 H2 0  tartılarak 57.1 mİ glasiyal asetik asit ile çözülür. 

Son hacim 1000 mİ olacak şekilde saf su ile tampon tamamlanır.

2.I.2.2.2. Kromozomal DNA İzolasyonunda Kullanılan Tamponlar

2.I.2.2.2.I. Tris/EDTA Tamponu (250 mİ)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartılıp 250 mİ steril suyla (pH: 8.0) tamamlanır.

2.I.2.2. Kullanılan Tampon Çözeltiler
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2.I.2.2.2.2. %10’luk SDS Tamponu (100 mİ)

10 g SDS tartılarak 100 mİ steril suda çözülmüştür.

2.1.2.2.2.3. Proteinaz K’nın Hazırlanması (10 mİ)

0.0384 CaCİ2 .2 H2 0  tartılarak, 5 mİ gliserol ve 100 pl, 1 M Tris-HCl (pH: 8.0) ile 

çözülmüştür. Son hacim 10 mİ oluncaya kadar steril su ile tamamlanmıştır. 

Hazırlanan bu çözeltiden 10 mİ alınarak 100 mg proteinaz K çözülmüştür.

2.1.2.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mİ)

20 g NaCl tartılarak, 100 mİ steril su ile çözülmüştür.

2.1.2.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mİ)

4.1 g NaCl tartılarak 90 mİ steril suda çözülmüştür ve 10 g CTAB yavaşça solüsyona 

eklenerek 65°C’ye kadar ısıtılmıştır. Son hacim 100 mİ oluncaya kadar steril su ile 

tamamlanmıştır.

2.1.2.2.2.6. Kloroform/ îzoamil Alkol Tamponu (100 mİ)

96 mİ kloroform, 4 mİ izoamil alkol ile karıştırılmıştır.

2.1.2.2.2.7. Kloroform/ İzoamil Alkol/ Fenol Tamponu (100 mİ)

48 mİ kloroform, 2 mİ izoamil alkol ve 50 mİ fenol ile karıştırılarak tampon 

hazırlanmıştır.
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2.1.2.2.2.8. İzopropanol Alkol (100 mİ)

İzopropanol alkolden 100 mİ alınarak kromozomal DNA izolasyonunda 

kullanılmıştır.

2.1.2.2.2.9. %70’lik Etanol (100 mİ)

30 mİ steril su ile 70 mİ %100’lük etanol ile karıştırılarak hazırlanmıştır.

2.1.2.2.2.10. Tris-HCl Tamponu (50 mM, 100 mİ)

8.47 g Tris-HCl tartılarak 50 mİ steril suda çözülmüştür ve pH: 8.0’e ayarlanmıştır. 

Son hacim 100 mİ oluncaya kadar steril su ile tamamlanmıştır.

2.1.2.2.2.11. Tris-HCl Tamponu (1 M, 100 mİ)

0.12 gTris-HCl tartılarak 100 mİ steril suda çözülmüştür.

2.I.2.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanılan Tampon Çözeltiler

2.I.2.2.3.I. Fosfat Tamponu: ( KH2P 0 4, K2H P04)

6 . 8  g KH2PO4  ve 8.7 g K2HPO4  tartılıp 1000’er mİ distile suda çözülür. Hazırlanan 

iki ayrı çözelti belirli oranlarda karıştırılarak pH: 7.0’ye ayarlanır.
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2.I.2.2.4. Dış Membran Protein izolasyonunda Kullanılan Tampon Çözeltiler

2.1.2.2.4.1. Tris Tampon Solüsyonu: ( 10 mM Tris-HCl, pH: 8)

0.1576 g Tris tartılarak bir miktar suda çözülür ve HC1 ile pH: 8.0’e ayarlanır. Son 

hacim 1 0 0  ml’ye distile su ile tamamlanır.

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

1.75 g Tris tartılarak bir miktar suda çözülür ve 1.67 mİ Triton X-100 eklenerek HC1 

ile pH: 7.6’ya ayarlanır. Son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanı

2.I.2.2.5. SDS-PAGE Stok Solüsyonları ve Hazırlanışı 

Çizelge 2.1. SDS-PAGE stok solüsyonları hazırlanışı

Stok Solüsyonları Hazırlanışı

Tris-HCl, 2 M
24.2 g Tris tartılır, 50 mİ distile suda çözülür, derişik HC1 ile pH: 8.8 e 

ayarlanıp distile su ile 100 ml’ye tamamlanır.

Tris-HCl, 1 M
12.1 g Tris tartılır, 50 mİ distile suda çözülür, konsantre HC1 ile pH: 

6.8’e ayarlanıp distile su ile 100 ml’ye tamamlanır.

SDS (%10) 10 g SDS tartılıp distile su ile 100 ml’ye tamamlanır.

Glıserol (%50) 50 mİ %100’lük gliserol alınıp distile su ile 100 ml’ye tamamlanır.

Bromfenol mavisi (%1) 100 mg Bromfenol mavisi tartılıp, 10 mİ distile su içinde çözülür.
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2.I.2.2.6. SDS-PAGE Çalışma Solüsyonları ve Hazırlanışı

Çizelge 2.2. SDS PAGE çalışma solüsyonları

Çalışma Solüsyonları Hazırlanışı

Solüsyon A %30 akrilamid % 0.8 

bisakrilamid (lOOml)

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

ml’ye tamamlanarak çözülür. Buzdolabında saklanır.

Solüsyon B (4x) (lOOml)
2 M Tris-HCl (pH = 8.8) 75 mİ, %10’lık SDS 4 mİ, dıstıle su 21 mİ. 

Buzdolabında saklanır.

Solüsyon C (4x) (lOOml)
1 M Tris-HCl (pH = 6.8) 50 mİ, %10’lık SDS 4 mİ, dıstıle su 46 mİ. 

Buzdolabında saklanır.

Amonyum persülfat %10’luk (5 mİ) 0.5 g amonyum persülfat tartılıp distile su ile 5 ml’ye tamamlanır.

Elektroforez Tamponu (İL)
Tris (25 M) 3 g, glısm (192 mM) 14,4 g, SDS (% 0.1) 1 g tartılıp 

distile su ile 1 L’ye tamamlanır. pH =8.3

ÖmekTamponu (5x) (lOml)

1 M Tris-HCL (pH = 6.8) 0.6 mİ, %50 Glıserol 5 mİ, %10 SDS

2 mİ; 0.5 mİ 2-merkaptoetanol, %1 Bromfenol mavisi 1 mİ; 0.9

mİ distile su. Buzdolabında saklanır.

2.I.2.2.6.I. Ayırıcı Jelin Bileşimi (%12’lik) 

Çizelge 2.3. Ayırıcı jelin hazırlanması

Solüsyon A (Stok) 7.8 mİ

Solüsyon B (Stok) 6 mİ

Distile su 10.08 mİ

Amonyum persülfat 79.2 |il

TEMED 15.6 |il
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2.I.2.2.6.2. Dengeleyici Jelin Bileşimi (%4’lük)

Çizelge 2.4. Dengeleyici jelin hazırlanması

Solüsyon A (Stok) 1.33 mİ

Solüsyon C (Stok) 2 mİ

Distile su 4.67 mİ

Amonyum persülfat 27 nl

TEMED 6.6fj.l

2.I.2.2.7. Commassie Brillant Blue Solüsyonunun Hazırlanması

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

%50’lik metanol ile karıştırılarak çözülür.
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2.2. Yöntem

2.2.1. Çalışma Alanı

Kızılırmak Nehri, 41° 30' Kuzey, 36° 05' Doğu koordinatları arasındadır ve 1150
2 . 3 • •km’den uzun su yatağı, 75.000 km drenaj alanı ve yıllık ortalama 184,2 m /s debisi 

ile Türkiye’nin en uzun nehri olup Kızılırmak Deltası’m geçerek Karadeniz’e 

ulaşmaktadır [217],

BAKTIN
nm cuiM K

T R A B Z O N  R l2 '

G Ü M Ü Ş H A N E
BA Y BU RT

ERZİN CA N

AKSARAY

DİYARBAKIR

KARAMAM

KAHRAMANMARAŞ

.  ISMANIVI t lA Z lA W T |F _

Şekil 2.1. Kızılırmak’ın lokasyonu [217]

Kırıkkale ulaşım bakımından Türkiye’nin doğuya açılan kapısı olma, Makine Kimya 

Endüstrisi ile Tüpraş Rafinerisi gibi büyük sanayi kuruluşlarını bünyesinde 

barındırma ve Kızılırmak gibi Türkiye’nin en büyük nehirlerinden birinin 

güzergahında yer almasından dolayı oldukça önemli illerden biridir. Kırıkkale ili’nde 

sanayi oldukça gelişmiş bir durumdadır. Hemen hemen bütün sanayi kuruluşları 

Kızılırmak Nehri’nin çevresinde bulunmaktadır [218],
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Çizelge 2.5. Örneklerin alındığı bölgeler ve koordinatları

Bölge

Numarası
Bölge Adı Bölge Koordinatları

1 Kesikköprü Barajı 029-04-413 E, 049-34-799 N, 787 m t, 36535725 E, 359627 N

2
Kesikköprü Barajı Su 

Tutma Bendi
029-04-078 E, 049-36-668 N, 743 m t, 36536086 E, 4361301N

3
Erdemli Mah. - 

Sarımusalli Mevkii
028-99-271 E, 049-40-651 N, 736 m t, 36533459 E, 4366292 N

4 Akkoşan Merkez Mevkii 028-98-818 E, 049-44-154 N, 732 m t, 36534293 E, 4369376 N

5
Eğribük - Akkoşan Y. 

Mevkii
028-95-604 E, 049-51-726 N, 721 m t, 36534232 E, 4376815N

6
Bucakyazı - Sazbucağı 

Mevkii
028-95-750 E, 049-54-635 N, 717 m t, 36535362 E, 4979196N

7
Sulubük - Kıyıbağı 

Mevkii
028- 95-224 E, 049-61-767 N, 721 m t, 36537396 E, 4385336N

8 Kapulukaya Barajı Girişi 028- 94- 621 E, 049- 67-384 N, 717 m t, 36538842 E, 4390239 N

9
Kapulukaya Barajı Su 

Tutma Bendi
028-93-959 E, 049-76-268 N, 709 m t, 36541376 E, 4397890 N

10
Aşağıyazı Kum Ocağı 

Mevkii
028-89-508 E, 049-81-299 N, 677 m t, 36539417 E, 4403641N

11
Mezbahane - MKE 

Tesisleri Mevkii
028-94-621 E, 049-87-349 N, 665 m t, 36539895 E, 4409369 N

12
Irmak Mevkii - 

Kızılırmak İl Sınırı Çıkışı
028-77-731 E, 049-98-600 N, 656 m t, 36535629 E, 4422195 N
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2.2.2. Örneklerin Toplanması

Kınkkale-Kızılırmak üzerinde endüstriyel kuruluşlara yakın olarak belirlenen 12 

bölgeden Eylül 2009’da su örnekleri toplanmıştır.

2.2.3. Cu ve Cr’ye Dirençli Bakterilerin izolasyonu

Cu ve Cr ağır metallerine dirençli suşların seçimi için ağır metal içeren ortam 

kullanılmıştır. 12 bölgeden alınan su örneklerinden Cu ve Cr dirençli suşları seçmek 

için literatürde belirtilen konsantrasyonlarda ayrı ayrı CUSO4 .5 H2 O ve CrN3 0 9 .9 H2 Û 

ağır metalleri içeren nutrient agar (NA) ortamları hazırlanmıştır. Bu ortamlara her 

bölgeden alınan su örnekleri seyreltme yapılarak ekilmiştir. 30°C’de 48 saat inkübe 

edilen örneklerden üreme olan Cu ve Cr dirençli farklı koloniler seçilerek saflaştırma 

işlemi yapılmıştır.

2.2.4. Izolatların Morfolojik Özelliklerinin Saptanması

Cu ve Cr dirençli saf kültürler 30°C’de 48 saat inkübe edilerek koloni morfolojisine 

ve hücre morfolojisi özelliklerine bakılmıştır. Suşların koloni kenar yapısı, şekil, 

optik özellikler, akışkan/yapışkanlık ve pigmentasyon özellikleri incelenmiştir. 

Hücre morfolojileri ise, gram boyamayla mikroskop (immersiyon yağıyla ve 100 

büyütmeli objektifle) altında incelenerek gram reaksiyonu esnasında hücre şekilleri 

ve hücrelerin düzenlenmesi gözlemlenmiştir.

2.2.5. Minimum İnhibisyon Konsantrasyonunun (MIK) Belirlenmesi

Cu ve Cr ağır metallerine dirençli suşların MİK değerleri, nutrient agar ortamına 

giderek artan konsantrasyonlarda CuS0 4 .5 H2 0  ve CrN3 0 9 .9 H2 0  eklenerek 

saptanmıştır. 30°C’de 48 saat inkübe edilmiştir ve üreme olan petrilerdeki kültürler 

daha yüksek konsantrasyondaki Cu ve Cr metali bulunan ortamlara ekilmiştir. 48
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saat süre sonunda üreme görülmeyen suşların son ağır metal konsantrasyonu MİK 

değeri olarak saptanmıştır.

2.2.6. izole Edilen Bakterilerin Tanımlanması

Kırıkkale-Kızılırmak’tan Cu ve Cr dirençli suşlar izole edilmiştir. Bu suşların MİK 

değerleri belirlenmiştir ve en yüksek MİK değerine sahip dirençli suşlar seçilmiştir. 

Seçilen suşların morfolojik özellikleri belirlenmiş ve API 20 NE kitleri kullanılarak 

biyokimyasal testleri yapılmıştır. Bu sonuçlara göre suşlar identifıye edilmiştir [219, 

220],

2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Çoklu Metal ve Antibiyotik Dirençliliği

Kızılırmak’tan izole edilen suşların Cu ve Cr ağır metallerine dirençli her bir suşun, 

bu çalışma için seçilen diğer ağır metallere dirençlilikleri de tespit edilmiştir. 

Böylece suşların metallere karşı çoklu direnç profilleri belirlenmiştir.

Cu dirençli suşların, çoklu metal dirençlilik profillerini belirlemek için değişik 

konsantrasyonlarda AgN03, AICI3 .6 H2 O, BaCİ2 .2 H2 0 , Cd(N0 3 )2 .4 H2 0 ,

Co(N0 3 )2 .6 H2 0 , CrN3 0 9 .9H2 0, FeCl3, Hg(N03 )2 .H2 0, LiCl, M nS04, N iS0 4 .6H2 0, 

Pb(N03)2, K(Sb0 )C4H4 0 6, SnC1.7H2 0 , Sr (N03)2, ZnS0 4 .7H20  metallerini içeren 

Nutrient agarlı besiyerleri hazırlanmıştır. Ekim yapılan bu petriler, 30°C’de 48 saat 

inkübe edilmiştir ve üreme olan suşların ortama eklenen metale karşı dirençli, üreme 

olmayanların ise duyarlı olduğu tespit edilmiştir. Cr dirençli suşlarda ise Cu dirençli 

suşlarda kullanılan metod uygulanmıştır [2 2 1 ],
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Antibakteriyel hassasiyet testleri Mueller-Hinton agar (Difco) kullanılarak disk 

difüzyon yöntemi ile gerçekleştirilmiştir [221], Çalışmamızda kullanılan antibiyotik 

diskleri ve etki değerlikleri Çizelge 2.6'da verilmiştir.

Çizelge 2.6. Antibiyotik diskleri ve etki değerlikleri

Antibiyotikler Konsantrasyon
(jıg/disk)

Amikacin (AK) 30

AmoxycilliıvCA (AMC) 2040

Ampicilin (AM) 10

Aztreonam (ATM) 30

Bacitracin (B) 10

Cefepime (FEP) 5

Ceftazidime (CAZ) 30

Ciprofloxacin (CİP)/ 5

Chloramphenicol (C) 30

Gentamicin (CN) 10

Erythromycin (E) 15

Imipenem (IPM) 10

Netilcimin (NET) 30

Oxacillin (OX) 1

Pefloxacin (PEF) 5

Penicillin (P) 10

Piperacilin (PRL) 100

Piperacilin / Tazobactam (TPZ) 10040

Rifampin (RA) 5

SulbactanvCFP (CES) 75/30

Tetracycline (TE) 30

Ticarcillin (TIC) 75

Ticarcillin / CA (TİM) 7540

Trim eth-sulfa (SXT) 25

Tobramycin (TOB) 10

Vancomycin (VA) 30
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2.2.8. Bakteri Üreme Eğrilerinin Belirlenmesi

MİK değerleri belirlenen Cu ve Cr metallerinin bulunduğu NB ortamında, 

kültürlerden 100 [jl örnek alınarak, 100 mİ NB içinde inoküle edilmiştir. Bu işlem 

belirlenen konsantrasyonlarda Cu ve Cr metallerinin bulunduğu NB ortamları için de 

tekrarlanmıştır. Kültürler 30°C’de çalkalamak olarak inkübe edilmiştir ve 0. saatten 

itibaren, OD 600 nm’de, her 2 saatte bir spektrofotometre ile ölçüm değerleri 

alınarak üreme eğrisi çıkarılmıştır.

2.2.9. Plazmit İzolasyonu

Saflaştırılmış izolatlardaki plazmitlerin varlığı alkali lizat metodunun modifıye hali 

kullanılarak saptanmıştır [222], Plazmit izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik metal 

içermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda CUSO4 .5 H2 O 

ve CrN3 0 9 .9 H2 0  metallerinin bulunduğu NB besiyerlerine ekimleri yapılmıştır. 

30°C’de 24 saat inkübe edilen kültürlerden 1.5 mİ alınarak 12.500 rpm’de 15 dakika 

santrifüj edilmiştir. Süpematant atılmıştır ve tekrar 1,5 mİ kültür konularak işlem 

tekrarlanmıştır. Pelletlerin üzerine 100 |il GTE (glukoz/ tris/ EDTA) ilâve edilmiştir 

ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmiştir. 200 jal, 0,2 N NaOH/ %1 SDS 

solüsyonun üzerine ilâve edilerek çok yavaş karıştırılmıştır ve 5 dakika 

bekletilmiştir. 150 j_ıl, 3M potasyum asetat ilave edilmiştir ve karıştırılarak 5 dakika 

bekletilmiştir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilen solüsyonun üst kısmı 

toplama tüpüne alınarak pellet kısmı atılmıştır, %100’lük etanolden 900 jal tüplere 

konulmuş ve -20°C’de 1 gece bekletilmiştir. Gece sonunda beklemiş olan solüsyon 

13.100 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiştir ve süpematant kısmı atılmıştır. Pellet 

üzerine %70’lik etanolden 1 mİ eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj işleminden sonra üst faz atılmıştır ve pellet üzerine 20 j_ıl su ve 5 

j_ıl boya ilâve edilerek elektroforez işlemi için hazır hale getirilmiştir.
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2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

İzole edilen Cu ve Cr dirençli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve 

Hom [223] tarafından tanımlanan metoda göre elde edilmiştir. 15 ml’lik kültür 5000 

rpm’de 10 dakika santrifüjlenmiştir. Besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra pellet üzerine

5.7 mİ TE tamponu eklenmiştir ve karıştırılmıştır. Daha sonra 30 [xL %10 SDS, 30 

|iL proteinaz K ve RNAaz eklenerek 60 dakika 37°C inkübe edilmiştir 

İnkübasyondan sonra 100 [xL 5 M NaCl eklenerek karıştırılmıştır. 800 |iL 

CTAB/NaCl tamponu karışım üzerine eklenmiş ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkübe 

edilmiştir. Kloroform/ izoamil alkol solüsyonu ekleyerek 5 dakika 13000 rpm’de 

santrifüj edilmiştir. Süpematant yeni tüplere alınarak fenol/ kloroform/ izoamil alkol 

tamponu eklenmiş ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Pellet 

üzerine 0 , 6  hacim izopropanol eklenmiş ve karıştırılıp 1 0  dakika santrifüj edilmiştir. 

Süpematant atılarak pellet üzerine 5 mİ %70’lik etanol eklenmiş ve 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. Etanol uzaklaştırılmıştır ve pellet kurutularak 200 |iL TE 

tamponu eklenmiştir ve -20°C’de saklanmıştır.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazırlanması ve Örneklerin Jele Uygulanması

%1.5’luk jel hazırlamak için 1.5 g agaroz 100 mİ 10x TAE tamponu ile çözüldükten 

sonra ısıtılarak eritilmiştir. Çözelti yaklaşık 40°C’ye kadar soğutulup, jel kutusuna 

dökülmüştür ve üzerine jel tarağı yerleştirilmiştir. Jel tamamen polimerize olduktan 

sonra tarak dikkatlice ayrılmıştır. 20-25 [jL’lik miktarlarda DNA örnekleri alındıktan 

sonra mikropipet ile örnek çukurlarına yüklenmiştir. Separe edilen plazmitlerin 

moleküler ağırlıklarını belirlemek amacı ile j eldeki çukurlardan birine 3 [xL marker 

DNA (Sigma Lambda/Hind III ready to use solution) yüklenmiştir. Jel agaroz 

aparatına yerleştirilmiştir. Aparata jelin üzerini kaplayacak kadar yürütme tamponu 

konulmuştur. 100 V/cm voltaj uygulanarak 1.5 saatte yürütme işlemi 

tamamlanmıştır. Separasyon zamanını sonlandırmak için, yükleme tamponunda 

bulunan brom fenol mavisinin jelde kastettiği mesafe bize yol gösterir.
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2.2.12. DNA’nın Etidyum Bromid ile Boyanması

Elektroforez işlemi tamamlanınca jel elektroforez aparatından alınıp boyama kabına 

konulmuştur ve jel üzerine 0.5 (J,g/ml konsantrasyonda etidyum bromid boyama 

solüsyonu eklenerek 45 dakika boyanmıştır. Boyanın fazlası jeli 1 mM MgSC>4 

solüsyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri alınmıştır. Jel daha sonra U.V. 

transillüminatör üzerine konularak fotoğrafları çekilmiştir [224],

2.12.13. Plazmit DNA Moleküler Ağırlık Belirlenmesi

Plazmit DNA’ların moleküler ağırlıklarını belirlemek amacıyla Lambda DNA/ Hind 

III marker referans alınarak, her bir jel için ayrı ayrı standart eğri çizilmiştir. Jel 

üzerindeki marker bantlarının yürüdüğü mesafe ve bantların bilinen molekül ağırlık 

değerleri ile standart eğri oluşturulmuştur. Bu metod ile bilinmeyen DNA bantlarının 

molekül ağırlıkları hesaplanmıştır.

2.2.14. Total Protein İzolasyonu

Cu ve Cr metallerine dirençli suşların total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve 

arkadaşları [225] tarafından tanımlanan metoda göre yapılmıştır. 100 ml’lik metal 

içermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda CUSO4 .5 H2 O 

ve CrN3 0 9 .9 H2 0  metallerinin bulunduğu NB besiyerlerine ekimler yapılmıştır. 

Kültürlerden besiyerlerini uzaklaştırmak için santrifüj yapılmıştır. Elde edilen 

pelletlerin üzerine 5 mİ steril su eklenerek 2 kez yıka işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Pelletler üzerine 2 mİ fosfat tamponu eklenmiştir ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon 

işlemi uygulanmıştır. 2 0 0 0  rpm de 2  dakika santrifüj işleminden sonra süpernatant 

temiz tüplere transfer edilmiştir. 75 j_ıl örnek üzerine 75 j_ıl örnek tamponu ilave 

edilmiştir. Elektroforez işlemi öncesinde örnekler 100°C’de 10 dakika kaynatılmıştır.
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2.2.15. Dış Membran Protein İzolasyonu

Dış membran proteinleri Achtman ve arkadaşları [226] tarafından tanımlanan metoda 

göre elde edilmiştir. Dış membran proteinleri izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik 

metal içermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonda 

C11SO4.5H2O metallinin bulunduğu NB besiyerine ekimleri yapılmıştır. Kültürler log 

fazının ortalarında alınarak santrifüj edilmiştir ve besiyeri uzaklaştırılmıştır. 10 mİ, 

10 mM Tris-HCl pelletler üzerine eklenerek sonikasyon (80 sn, %50 devir) işlemi ile 

hücreler parçalanmıştır.

Parçalanan hücreler 3000 rpm’de, 20 dakika, 4°C’de santrifüj yapılarak 

uzaklaştırılmıştır. Süpernatant temiz tüplere alınarak 20.000 rpm, 60 dakika, 4°C’de 

santrifüj yapılmıştır. Pelletler üzerine 150 j_ıl steril su eklenerek -20°C’de 1 gece 

bekletilmiştir. -20°C’den alınan örneklere 200 [jl Triton-X içeren solüsyon 

eklenmiştir ve 20°C de bekletilmiştir. Örnekler 20°C’de, 90 dakika, 2000 rpm’de 

santrifüj yapılmıştır. Pelletler üzerine 50 j_ıl örnek tamponu eklenmiştir ve 

elektroforezden önce 100°C’de 5 dakika bekletilmiştir.

2.2.16. Dış Membran ve Total Protein Bantları Molekül Ağırlıklarının 

Belirlenmesi

Dış membran ve total protein bantlarının moleküler ağırlıklarını belirlemek amacıyla 

Page Ruler Prestained Protein Ladder 170 kDa referans alınarak standart eğri 

çizilmiştir. Jel üzerindeki marker bantlarının yürüdüğü mesafe ve bantların bilinen 

molekül ağırlık değerleri ile standart eğri oluşturulmuştur. Bu metod ile bilinmeyen 

protein bantlarının molekül ağırlıkları hesaplanmıştır.
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2.2.17. SDS-PAGE Jellerinin Hazırlanması

Dış membran ve total protein Laemmli’ye [227] göre, %4’lük dengeleyici ve 

%12’lik ayırıcı jel kullanılarak sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel 

elektroforezinde (SDS-PAGE) yapılmıştır.

2.2.17.1. Ayırma Jelinin Hazırlanışı

16,7 mİ Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19,8 mİ distile su, 12,5 mİ 1,5 M Tris- 

HC1 (pH 8,6), 500 mİ %10’luk APS (amonyum persulfat), 500 mİ %10’luk SDS 

birbirine iyice karıştırıldıktan sonra 30 mİ TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave 

edilerek, 1 mm aralığa sahip iki jel camı arasına hızlı bir şekilde dökülmüştür. Jelin 

üst kısmı distile su ile kaplanarak hava ile teması önlenmiş ve polimerize olması için 

bekletilmiştir.

2.2.17.2. Dengeleyici Jelin Hazırlanışı

3.4 mİ %30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13.6 mİ distile su, 2.5 mİ 1 M Tris-HCl 

(pH 6.8), 200 mİ %10’luk APS ve 200 mİ %10’luk SDS birbiri ile iyice 

karıştırıldıktan sonra 20 mİ TEMED ilave edilmiştir. Bu karışım, polimerize olan 

ayırma jelinin üzerindeki distile su uzaklaştırıldıktan sonra ayırma jeli üzerine 

dökülmüştür. Tarak yerleştirilmiş ve polimerize olması için bekletilmiştir.

2.2.17.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak çıkarılmış, kuyucuklar elektroforez yürütme tamponu 

ile yıkandıktan sonra tanka sabitlenmiş ve elektroforez düzeneği yürütme tamponu 

ile doldurulmuştur. Örnekler kuyucuklara yüklenmiş ve 30 mA’de yaklaşık 150 V’ta 

ortalama 1 saat yürütülmüştür.
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2.2.17.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanması

Elektroforez işlemi tamamlandıktan sonra jeller, tespitlime çözeltisi içerisinde bir 

gece bekletilmiştir. Tespitleme işleminden sonra jeller boyama çözeltisine alınmış ve 

ortalama 1 gün bekletilerek boyanmıştır. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lık 

aralıklarla yıkanarak jellerin zemininde bulunan boyanın çıkması sağlanmıştır [228], 

Jellerin fotoğrafları karanlık odada ışıklı beyaz tabla üzerinde çekilmiştir.

2.2.17.5. Protein Bantlarının Yoğunluk (Intensity) Ölçümü

SDS-PAGE yapıldıktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyalı bantlar, jel 

görüntüleme cihazında (Gel Logic 2200 Pro) Carestream Molecular Imaging (MI) 

Software Standart Edition (SE) programı kullanılarak proteinlerin göreceli 

miktarlarını belirlemek için taranmıştır. Protein bantlarının verdiği pik absorbans 

değerleri jel görüntüleme cihazı üzerinde kaydedilmiştir.

Her bir bant için üç farklı yerlerde tarama yapılmış, değerlerin ortalaması alınmıştır. 

Yatay konumdaki protein bantları arasındaki mesafe iki bant arasındaki tepe 

noktalarının dik bir eksende birleştirilmesiyle jel görüntüleme cihazı ile 

belirlenmiştir. Bu oranların güvenilirliği bağımsız olarak programlanmış bilgisayar 

analizi kullanılarak belirlenen grafik ile desteklenmiştir [229],
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI

3.1. Krom ve Bakıra Dirençli Bakterilerin izolasyonu ve MİK Değerlerinin 

Belirlenmesi

Kınkkale-Kızılırmak üzerinde belirlenen 12 istasyondan alınan su örneklerinden Cu 

ve Cr’a dirençli suşlar izole edilmiştir. Cu ‘ya dirençli 34 suş ve Cr’a dirençli 21 suş 

izole edilerek MİK değerleri belirlenmiştir. MİK değeri CrN3 0 .9 H2 0  için 1100 mg/L 

olan bir suş ile CUSO4 .5 H2 O için ise 450 mg/L olan bir suş ileri çalışmalarda 

kullanılmak için seçilmiştir. Cr için MİK değeri 1100 mg/L olan suş 7. bölgeden 

izole edildiği için Cr07 olarak adlandırılmıştır. Cu için MİK değeri 450 mg/L olan 

suş 12. bölgeden izole edildiği için Cul2 olarak adlandırılmıştır.

Çizelge 3.1. Bakır ve kroma dirençli suşların bölgelere göre dağılımı

Bölgeler 

Ağır M etaller''-^

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

Cu - - + - + + + + + + + +

Cr - - - - + + + + + + + +

(-), pozitif; (+), negatif

3.2. Bakterilerin İdentifikasyonu

Çizelge 3.2’de gösterildiği gibi Cul2 ve Cr07 olarak adlandırılan suşların 

morfolojik ve biyokimyasal özellikleri belirlenmiştir. Suşların optik özellik 

bakımından saydam olduğu ve Cul2 susunun sarı, ve Cr07 suşunun beyaz renkte 

pigmente sahip olduğu belirlenmiştir. Cul2 ve Cr 07 suşlannın hücre morfolojilerini 

belirlemek için Gram boyama yapılmış sırasıyla Gr (-) ve Gr (+) olarak 

belirlenmiştir. Hücre şekilleri incelendiğinde ise Cul2 suşunun basil, Cr07 suşunun 

ise kok olduğu belirlenmiştir.
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Çizelge 3.2. Bakır ve kroma dirençli suşların biyokimyasal özellikleri

Ağır Metale Dirençli Suşlar

Biyokimyasal testler Cul2 Cr07

Şekil Basil Kok

Gram Reaksiyon (-) (+)

Akışkanlık Yapışkan Akışkan

Optik Özellikler Saydam Saydam

Pigment San Beyaz

Katalaz - -

Ure (URE) - +

Malonat(MLT) + +

Arabinoz(ARA) - -

Mannitol(MAN) - +

Adonitol (ADO) - +

Glukoz (GLU) - +

AıjininHidrolaz + -

Ksiloz(XYL) + +

Aıjinin (ARG) + -

Maltoz - +

Hidrojen Sülfür (H2S) - +

Eskülin (ESC) - -

Sorbitol (SOR) - +

Laktoz %I0 (LAC) - +

Sükroz (SUC) + +

Alkalin Fosfataz + +

Oksidaz (0X1) + -

Tanımlanan Türler Pseudomonas putida Enterococcus faecalis

Suşların biyokimyasal testleri sonucu her iki suşunda malonat, ksiloz, sükroz, alkalin 

fosfataz testlerine pozitif, katalaz, arabinoz, eskülin testlerine ise negatif sonuç 

verdiği belirlenmiştir. Cul2 ve Cr07 suşları yapılan morfolojik ve biyokimyasal 

testler sonucu sırasıyla Pseudomonas putida ve Enterococcus faecalis olarak 

tanımlanmıştır.
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3.3. İzole Edilen Bakterlarin Çoklu Metal ve Antibiyotik Dirençlilik Profilleri

Bakır dirençli Pseudomonas putida ve krom dirençli Enterococcus faecalis suşunun 

metal ve antibiyotik dirençlilik profilleri belirlenmiştir.

3.3.1. Bakır Dirençli Pseudomonas putida Suşunun Çoklu Metal ve Antibiyotik 

Dirençlilik Profilleri

Cu dirençli Pseudomonas putida suşunun Çizelge 3.3’te gösterildiği gibi Zn, Ni, Ag, 

Li ve Al metallere çoklu direnç gösterdiği tespit edilmiştir. Hg, Pb, Mn, Zn, Fe, Sb, 

Cd, Sn, Ba, Cr, Sr ve Co metallerine karşı ise kullanılan konsantrasyonlarda duyarlı 

olduğu belirlenmiştir.

Çizelge 3.3. Cu dirençli Pseudomonas putida suşunun çoklu metal dirençlilik 

profili

Metal Formu
Konsantrasyon

(mg/L)

Dirençlilik

Profili

Hg(N03)2H20 195 S

Pb(N03)2 1200 S

M nS04 1000 S

ZnS047H20 825 R

FeCl3 450 S

NiS04 6H20 395 R

K(Sb0)C4H40 6 1400 S

AgN03 8 R

Cd(N03).4H20 750 S

SnCl27H20 160 S

LiCl 5000 R

A1C136H20 300 R

BaCl22H20 2700 S

CrN30 99H20 1100 S

Sr(N03)2 2000 S

Co(N 03).6H20 750 s
R,dirençli; S,duyarlı
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Cu dirençli Pseudomonasputida suşunun Çizelge 3.4’de gösterildiği gibi ampisilin, 

aztreonam, bacitrasin, gentamisin, eritromisin ve vankomisin antibiyotiklerine karşı 

çoklu direnç gösterdiği tespit edilmiştir.

Çizelge 3.4. Cu dirençli Pseudomonas putida suşunun antibiyotik dirençlilik 

profili

Antibiyotikler

(jıg/disk)

Dirençlilik

Amikacin (30) S

Amoxycillin/CA (2040) S

Ampicilin (10) R

Aztreonam (30) R

Bacitracin (10) R

Cefepime (5) S

Ceftazidime (30) S

Ciprofloxacin (5) S

Chloramphenicol (30) s
Gentamicin (10) R

Erythromycin (15) R

Imipenem (10) S

Netilcimin (30) S

Oxacillin (1) s
Pefloxacin (5) s
Penicillin (10) s

Piperacilin (100) s
Piperacilin/Tazobactam (100/10) s

Rifampin (5) s
Sulbactam/CFP (75/30) s

Tetracycline (30) s
Ticarcillin (75) s

Ticarcillin/CA (75/10) s
Trimeth-sulfa(25) s
Tobramycin (10) s
Vancomycin (30) R

R,dirençli; S, duyarlı

55



3.3.2. Krom Dirençli Enterococcus faecalis Suşunun Çoklu Metal ve Antibiyotik 

Dirençlilik Profilleri

Cr dirençli Enterococcus faecalis suşunun Şekil 3.5’te gösterildiği gibi Cr 

metalinden başka Ag metaline çoklu direnç gösterdiği tespit edilmiştir. Diğer 

metallere ise metallerine karşı ise kullanılan konsantrasyonlarda duyarlı olduğu 

belirlenmiştir.

Çizelge 3.5. Cr dirençli Enterococcus faecalis suşunun çoklu metal dirençlilik 

profili

Metal Formu
Konsantrasyon

(mg/L)

Dirençlilik

Profili

Hg(N03)2H20 195 S

Pb(N03)2 1200 S

M nS04 1000 S

ZnS047H20 825 s
FeCl3 450 s
CuS045H20 450 s
K(Sb0)C4H40 6 1400 s
AgN03 8 R

Cd(N03).4H20 750 S

SnCl27H20 160 s
LiCl 5000 s
A1C136H20 300 s
BaCl22H20 2700 s
Co(N 03).6H20 1100 s
Sr(N03)2 2000 s
NiS046H20 395 s

R,dirençli; S, duyarlı
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Cr dirençli Enterococcusfaecalis suşunun Çizelge 3.6’ de gösterildiği gibi amikasin, 

ampisilin, aztreonam, siprofloksasin, gentamisin, netilsimin ve tobramisin 

antibiyotiklerine karşı çoklu direnç gösterdiği tespit edilmiştir.

Çizelge 3.6. Cr dirençli Enterococcus faecalis suşunun antibiyotik dirençlilik 

profili

Antibiyotikler

(jıg/disk)

Dirençlilik

Amikacin (30) R

Amoxycillin/CA (2040) S

Ampicilin (10) R

Aztreonam (30) R

Bacitracin (10) S

Cefepime (5) S

Ceftazidime (30) S

Ciprofloxacin (5) R

Chloramphenicol (30) S

Gentamicin (10) R

Erythromycin (15) S

Imipenem (10) S

Netilcimin (30) R

Oxacillin (1) S

Pefloxacin (5) S

Penicillin (10) s
Piperacilin (100) s

Piperacilin/Tazobactam (100/10) s
Rifampin (5) s

Sulbactam/CFP (75/30) s
Tetracycline (30) s
Ticarcillin (75) s

Ticarcillin/CA (75/10) s
Trimeth-sulfa(25) s
Tobramycin (10) R

Vancomycin (30) S

R,dirençli; S, duyarlı
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3.4. Bakterilerin Üreme Eğrileri

Pseudomonas putida suşunun bakır içeren ve içermeyen ortamdaki üreme eğrileri 

Şekil 3.1.’de verilmiştir. Bakır içermeyen ortamdaki bakterilerin kısa sürede 

logaritmik artış fazına geçtiği ancak bakır içeren ortamdaki bakterilerin ise 21 saatlik 

gecikme ile bu faza geçtiği görülmüştür.

3.4.1. Bakır Dirençli Pseudomonas putida Suşunun Üreme Eğrisi

zaman (saat)

Şekil 3.1. Pseudomonas putida suşunun (—+—) bakır içermeyen ve (-■—) bakır içeren 

ortamdaki üreme eğrileri
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3.4.2. Krom Dirençli Enterococcus faecalis Suşunun Üreme Eğrisi

Enterococcus faecalis suşunun krom içeren ve içermeyen ortamdaki üreme eğrileri 

Şekil 3.2. de verilmiştir. Bakterinin krom içermeyen ortamda içeren ortama göre iki 

kat kadar yüksek OD göstermiştir.

Şekil 3.2. Enreococcus faecalis suşunun (“ ♦“ ) krom içermeyen ve (-■— ) krom 

içeren ortamdaki üreme eğrileri

3.5. Bakterilerin Plazmit ve Kromozomal DNA Profilleri

Bakır ve krom dirençli suşların metal dirençliliği ile bu suşların plazmit içerikleri 

arasındaki ilişkiyi ortaya çıkarmak amacıyla metal içeren ve içermeyen ortamlarda 

üretilen bakterilerden plazmit ve kromozomal DNA izolasyonu çalışmaları 

yapılmıştır.
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3.5.1. Bakır Dirençli Pseudomonasputida Suşunun Plazmit ve Kromozoma!

DNA Profili

Cu dirençli Pseudomonas putida suşunun metal dirençliliği ile plazmit DNA 

arasındaki ilişkiyi ortaya çıkarmak amacıyla metal içeren ve içermeyen ortamda 

üretilen bakterilerden plazmit izolasyonu yapılmıştır. Şekil 3.3,’te Pseudomonas 

putida suşunun plazmit ve kromozomal DNA profili gösterilmiştir.

M 1 2 3

23.13 kh — H

9.41 kb — J
6.65 kb

4.36 kb __J

2.32 kb 
2.02 kb

Şekil 3.3. Pseudomonas putida suşunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA 

lokasyonu;
M; marker (Lambda DNA HiııdlII), 1; bakır içermeyen 2 ;bakır içeren ortanı,
3; chr; kromozomal DNA

Metal içermeyen ortamda bulunan ve moleküler ağırlığı bilinmeyen plazmitin 

molekül ağırlığını belirlemek amacıyla marker referans alınarak jelin standart eğrisi 

çizilmiş (Şekil 3.4) ve plazmitin molekül ağırlıkları belirlenmiştir. Metal içermeyen 

ortam bulunan plazmitin molekül ağırlığı 22.46 kb olarak tespit edilmiştir. Metal 

içeren ortamda ise herhangi bir plazmit varlığı gösterilememiştir. Bu sonuçlar 

ışığında Pseudomonas putida suşunda bakır dirençliliğinin kromozomal DNA 

tarafından kodlandığı belirlenmiştir.
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Şekil 3.4. Plazmit DNA moleküler ağırlık belirleme standart eğrisi

3.5.2. Krom Dirençli Enterococcus faecalis Plazmit ve Kromozomal DNA Profili

Krom dirençli Enterococcus faecalis suşunun metal dirençliliği ile plazmit DNA 

arasındaki ilişkiyi ortaya çıkarmak amacıyla metal içeren ve içermeyen ortamda 

üretilen bakterilerden plazmit DNA izolasyonu yapılmıştır. Şekil 3.5,’te 

Enterococcus faecalis suşunun plazmit ve kromozomal DNA profili gösterilmişti

23.13 kb 
9.41 kb 
6.65 kb 
4.36 kb

2.32 kb 
2.02 kb

0.56 kb

Şekil 3.5. Enterococcus faecalis suşunun plazmit ve kromozomal DNA profili;
M; marker (Lambda DNA HiııdlII), 1; krom içermeyen , 2; krom içeren ortam,
3; chr: kromozomal DNA
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Metalsiz ortamda bulunan plazmitlerin molekül ağırlıklarını belirlemek amacıyla 

marker referans alınarak jelin standart eğrisi çizilmiş (Şekil 3.6) ve moleküler 

ağırlıkları bilinmeyen plazmitlerin molekül ağırlıkları belirlenmiştir. Metal 

içermeyen ortamda bulunan plazmitin moleküler ağırlığı 23.13 kb olarak 

belirlenmiştir. Metal içeren ortamda ise herhangi bir plazmit varlığı

gösterilememiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda Enterococcus faecalis suşunun krom 

direnç genlerinin kromozom üzerinde olduğu bulunmuştur.

s

I.S

I
0.5

0 -------------------------------------------------
0 0,2 0.4 0.6 0,8

mesafe (mm)

Şekil 3.6. Plazmit DNA moleküler ağırlık belirleme standart eğrisi

3.6. Bakterilerin Dış Membran ve Total Protein Profili

Bakır ve krom dirençli suşların metal içeren ve içermeyen ortamlardaki dış membran 

ve total protein profilleri incelenmiştir.

3.6.1. Bakır Dirençli Pseudomonas putida Suşunun Total ve Dış Membran 

Protein Profili

Cu dirençli Pseudomonas putida suşunun metal içeren ve içermeyen ortamdan dış 

membran ve total protein profilleri belirlenmiştir (Şekil 3.7). Moleküler ağırlıkları
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bilinmeyen protein bandlannın molekül er ağırlıkları her bir jel için ayrı ayrı elde 

edilen standart eğri ile belirlenmiştir (Şekil 3.8).

M 1 2 M

170 kl>.ı 

no ki>.ı

lOOklkı

70 kl>.ı

55 kl>.ı 

40 kl>.ı

35 kl>.ı

92.87 kl>.ı

56.45 kl>.ı

• « -  53.68 kDa

170 kl):ı

130 kl)a

KM) kl)a

70 kDıı

55 k l)a

40 kDıı

191.64 kl>.ı

152.65 kl>.ı

121.59 kl>.ı 

94.66 kDa
4 ^  86.41 kl>a

54.82 kl>,ı

(a)

Şekil 3.7. Pseudomonasputida suşunun dış membran (a) ve total (b) proteini;
M; marker Page Ruler Prestained Protein Ladder 170 kDa
1. bakır içermeyen, 2 . bakır içeren ortanı

2.5

2

m 1-5

1

0,5

0
0.2 0,4 0,6

Mesafe (mm)

0.8

Şekil 3.8. Total ve dış membran protein moleküler ağırlık belirleme standart eğrisi

Pseudomonas putida suşunun bakır içeren ortamdaki dış membran proteinlerinin 

ekspresyonunun azaldığı görülmüştür. 92.87,56.45 ve 53.68 kDa boyutlarındaki 

proteinlerin ekspresyonunun 3.5, 2.2 ve 1.5 kat azaldığı belirlenmiştir (Şekil 3.7a)

63



Bakır içeren ortamda 152.65, 121.59, 94.66, 86.41ve 54.82 kDa boyutlarındaki 

protein bantlarının ekspresyonlarını sırasıyla 4.7, 8.3, 2.9 , 1.4 ve 1.8 kat arttığı 

belirlenmiştir (Şekil 3.7b). Ayrıca total proteinde metal içeren ortamda diğer 

proteinlerden farklı olarak 191.64 kDa boyutunda bir proteinin ekspresyonunun 

arttığı belilenmiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda total proteinlerin bakır 

dirençliliğinde daha etkin olduğu belirlenmiştir.

3.6.2. Krom Dirençli Enterococcus faecalis Suşunun Total Protein Profili

Cr dirençli Enterococcus faecalis suşunun metal içeren ve içermeyen ortamdaki total 

protein profili belirlenmiştir, (Şekil 3.9). Moleküler ağırlıkları bilinmeyen protein 

bandlannın moleküler ağırlıkları jel için elde edilen standart eğri ile belirlenmiştir 

(Şekil 3.10).

M

17(1 kJ>.ı — *■

130 kD a — ►

100 kD a *

70 kD a — ►

55 kD a *

40 kD a — ►

Şekil 3.9. Enterococcus faecalismşumm  dış membran (a) ve total (b)proteini;
M; marker Page Ruler Prestaiııed Protein Ladder 170 kDa 
l;krom içermeyen^; krom içeren ortam

94.66 kDa

54.82 kDa 
52.38 kDa
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Şekil 3.10. Total protein moleküler ağırlık belirleme standart eğrisi

Enterococcusfaecalis suşunun krom içeren 94.66, 54.82 ve 52.38 kDa boyutlarındaki 

proteinlerin ekpresyonlarının sırasıyla 3.9, 1.7 ve 3 kat artış gösterdiği ve krom 

dirençliliğinde etkin oldukları belirlenmiştir.
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4. TARTIŞMA - SONUÇ

Kırıkkale-Kızılırmak üzerinde belirlenmiş olan istasyonlardan bakıra dirençli olan 

suş 12. istasyon olarak numaralandırılan Irmak Mevkii -  Kızılırmak İl Sınırı Çıkış 

bölgesinden izole edilmiş ve MİK değeri 450 mg/L (1.8 mM) olarak belirlenmiştir. 

Bakıra dirençli suşun morfolojik ve biyokimyasal özellikleri esas alınarak 

Pseudomonas pırtita olarak tanımlanmıştır. Kroma dirençli suş ise 7.istasyonun 

bulunduğu bölge olan Sulubük - Kıyıbağı Mevkii’nden izole edilmiş ve MİK değeri 

1100 mg/L (2.75mM) olarak belirlenmiştir. Morfolojik ve biyokimyasal özellikleri 

esas alınan kroma dirençli suş Enterococcus faecalis olarak tanımlanmıştır.

E. faecalis suşunun; Cr içeren ve içermeyen ortamdaki üreme eğrisi çizilmiş ve bu 

suşun Cr içermeyen ortamda daha fazla üreme gösterdiği belirlenmiştir. Su kirliliği 

çalışmalarında, Enterococcus cinsinin varlığı kanalizasyon sularından kaynaklanan 

kirliliğin net bir göstergesidir. Enterokoklar çok tehlikeli bakteri olmamasına 

rağmen, kolayca tespit edilebilir; yaygın olarak kirli su tüketen insanlar arasında 

dağılır ve sıklıkla hastane enfeksiyonu ile izole edilir. Enterekokların en önemli 

özelliği hem kimyasallara, özellikle antibiyotiklere hem de ağır metallere olan 

direncidir [230],

P. pırtıda suşunun Cu içeren ve içermeyen ortamlardaki üreme eğrileri çizilmiş ve bu 

suşun Cu içermeyen ortamda kısa sürede logaritmik artış fazına geçtiği 

belirlenmiştir. Metal içeren ortamda bulunan bakterilerin ise 21 saatlik bir 

adaptasyon fazından sonra logaritmik artış fazına geçtiği görülmüştür. USEPA [231] 

tarafından yapılan çalışmada, doğal ve endüstriyel kaynaklardan Cu ve Cd başta 

olmak üzere su ve toprakları kirleten ağır metallerin çevreye yayılmasının P. pırtıda 

suşu üzerine etkisi incelenmiştir. Cu, hücresel fonksiyonlarda görev alan enzimlerde 

kofaktör olduğu için önemliyken, Cd’un belli bir temel fonksiyonu olmamasından 

dolayı, hem P. pırtıda üzerinde, hem de çevre kirliliğinde risk oluşturduğu 

bilinmektedir.
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Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin metal iyonlarını tolere etme yetenekleri 

arasında farklılıklar bulunmaktadır. Yapılan bir çalışmada P. aeruginosa’nın Hg, 

Cu, Cr ve Cd’ye karşı B. thuringiensis’den daha dirençli olduğu gösterilmiştir [232],

Ünaldı ve arkadaşları tarafından [233] yapılan bir çalışmada bir Pseudomonas sp.’nin 

kadmiyum MİK değeri 5 mM olarak tespit edilmiştir. Aynı çalışmada bütün izolatlar 

krom’a (MİK değerleri 1-1.7 mM arasında) çok düşük dirençlilik göstermiştir. 

Suşların %32’si 6mM Cu’ya, %14’ü 9mM Ni’e, %28’i 9 mM Cd’ye ve %42’si 

1.7mM Cr’ye tolerans göstermiştir [233], Diğer çalışmalar ile karşılaştırıldığında bu 

çalışmada Cr dirençli E. faecalis için belirlenen 1100 mg/L (2.75 mM) olan MİK 

değerinin yüksek oluşu dikkat çekicidir.

Roane ve Kellog [234] yaptıkları çalışmada ağır metal kontaminasyonu bulunan 

topraktan izole edilmiş dirençli Pseudomonas sp. suşunda Cd için MİK değerini 1,2 

mM tespit etmişlerdir [234], Ayrıca Schmıdt ve Schlegel [235] tarafından yapılan 

benzer bir çalışmada Ni’ye dirençli bakteriler rapor edilmiş, bir galvanizasyon 

tankından izole edilen Alcaligenes xylasoxidans\n Cu (1 mM), Cd (1 mM), Zn (10 

mM), Co (20 mM), Ni (40 mM)’in yüksek konsantrasyonlarını tolere edebildiği 

belirlenmiştir.

Rajbanshi’nin [236] yaptığı çalışmada Pseudomonas sp.’nin Cu’ya 300 |ig/ml, 

Co’yal50 |ig/ml konsantrasyonda dirençli olduğu belirlenmiştir [236], Singh ve 

arkadaşları tarafından [237], endüstriyel kirliliğin etkin olduğu Hindistan’ın Paonta 

Sahib H. P. bölgesinde ağır metallere dirençli sekiz Pseudomonas sp. suşu izole 

edilmiş, bu suşların antibiyotik duyarlılık testleri yapılmış ve izole edilen suşların 

dirençlilik profilleri belirlenmiştir. En fazla dirençliliğin tetracycline antibiyotiğine 

en az dirençliliğin ise meropenem, bacitracin, amikacin antibiyotiklerine olduğu 

belirlenmiştir.

Abosereh ve arkadaşları [238], Pseudomonas suşlarında çoklu metal ve antibiyotik 

dirençlilik profillerini çıkarmışlardır. Ag dirençli olan suşların, Cu, Ni, Fe, Hg, Zn, 

Cd ve Pb metallerine de ortak direnç gösterdikleri saptanmış, ve Agdirençli 

Pseudomonas suşlannın, chloramphenicol, kanamycin, tetracycline ve ampicillin
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antibiyotiklerine de ortak direnç gösterdikleri belirlenmiştir. Bizim çalışmamızda ise 

Cu direçli P. putida suşunun Ag, Ni, Zn metallerine çoklu direnç göstermesi önceki 

yapılmış olan çalışmaları destekler niteliktedir.

Matyar ve arkadaşlarının [239] İskenderun Körfezi’nde yapmış olduğu çalışma 

incelendiğinde, Aeromonas sp. izolatlannın yüksek oranda sefazolin ve trimetofrin- 

sülfamethaksol’e (%66,6), Pseudomonas spp. izolatlannın ise nitrofrantoin (%86,2), 

sefazolin (%84,8) ve seforoksim’e (%71,7) karşı direnç gösterdikleri belirlenmiştir. 

Ayrıca Aeromonas sp. izolatlannın %98,3’ünün, Pseudomonas sp. izolatlannın ise 

%75,4’ünün Cu’ya karşı direnç gösterdiği saptanmıştır.

Hassen ve arkadaşlan [240] P. aeruginosa suşlanna karşı Cr, Cu, Zn, Co ve Hg 

metallerinin toksik etkilerini araştırmışlar ve bu metallerin toksik etki yapan 

konsantrasyonlarını belirlemişlerdir. Bu çalışmada suşların Cr, Cu, Zn ve Co 

metallerinin 1 mmol L '1 konsantrasyonunda inhibe oldukları, Hg metalinin ise 0,1 

mmol L '1 konsantrasyonunun toksik etkisi olduğu bildirilmiştir. Aynca araştırmacılar 

Cu ve Cr’nin bakteriler tarafından en iyi tolere edilebilen metaller olduğunu 

bildirmişlerdir [240], Cu ve Zn bakteri gelişiminde temel metallerdir; ancak yüksek 

konsantrasyonlarda toksik etki gösterirler [241], Yapılan bir diğer çalışmada ise, 

klinik örneklerden izole edilen Staphylococcus cinsine ait bakterilerin Cr ve Pb’ye 

dirençli, Ag’ye ise duyarlı olduğu tespit edilmiştir [242], Gülcan [243] tarafından 

yapılan çalışmada elde edilen sonuçlara göre, çalışmada kullanılan ağır metaller 

içerisinde Pseudomonas suşlanna karşı en toksik metalin Co olduğu bulunmuştur. 

Co’nun düşük konsantrasyonda dahi bakteriler üzerine etkili olduğu görülmüştür. 

Literatür bilgileri ile kıyaslandığında özellikle Co’nun Pseudomonas’’ın üzerine 

toksik etkisinin varlığı paralellik göstermiştir.

Deredjian ve arkadaşlarının [244] yaptığı çalışmada, P. aeruginosa’nın farklı

ortamda yaşayan suşlan arasında metal dirençliliği profilleri bakımından farklılıklar
+2 +2olduğu belirlenmiştir. Çevrede yaşayan suşların 20 mM Zn , 0.5 mM Cu , 1.25

+2 +2mM Cd , 10 |iM Hg varlığında metallerin varlığında büyüme gösterdiği

belirlenmiştir. Hastaneden elde edilen suşların Zn+2, Cd+2ve Hg+2,nin aynı
2_|_

konsantrasyonları ile büyüme gösterdiği, ancak bazı türlerin Cu ’nin yüksek

68



konsantrasyonda olduğu ortamlara da direnç gösterdiği belirlenmiştir. Yaptığımız 

çalışmada Cu dirençli P. putida suşunun MİK değeri diğer çalışmalarla 

kıyaslandığında, bulduğumuz değerin üzerinde ve altında değerler bulunmuştur.

Gülcan’ın [243] yaptığı çalışmaya göre P. aeruginosa üzerine en az toksik etkiyi Mn 

göstermiştir. P.aeruginosa’mn 10-500 mmol L '1 arasındaki Mn konsantrasyonlarına 

karşı Zn’den daha dayanıklı olduğu görülmüştür. P.aeruginosa Pb’nin 10 mmol L"

1 ’lik konsantrasyonu daha az toksik etki gösterirken, aynı metalin 500 mmol L"1 ’lik 

konsantrasyonu Co’nun inhibisyon zonuna yaklaşık bir zon oluşturmuştur.

Miller ve arkadaşlarının [245] yaptığı çalışmada, 1, 5 ve 10 mg L '1 Cu içeren ortamda 

P. putida"mn üremesi üzerine herhangi bir değişikliğe neden olmadığı, 100 mgL'1 

Cu’nun ise ortamda bulunmasının büyümeyi durdurduğu belirlenmiştir. Aynı 

araştırıcılar tarafından P. putida’mn 1 ve 5 mg L '1 Cd’ye maruz bırakıldığı zaman 

büyümede gecikme görülmediği de belirlenmiştir. Ancak, lOmgL'1 Cd’ye maruz 

kalan hücrelerin büyümesindeki durağanlığın 6 ve 12 saat arasında süreklilik 

gösterdiği belirlenmiştir. Cu dirençli P. putida şuşu için belirlenen MİK değerinin 

yüksek olması bu suşun Kızılırmak’ta uzun süreli Cu stresine maruz kaldığını 

düşündürmektedir. Ağır metallerin çevrede birikimleri, bakterilerde bunlara karşı 

direnç gelişimine ve giderek dirençli klonların seleksiyonuna neden olmaktadır. 

Yapılan araştırmalarla çoğunluğu çevresel bakteriler olmak üzere birçok bakteri 

türünde ağır metal direncinin yaygın olarak bulunduğu gösterilmiştir.

Zolgharnein ve arkadaşları [85], Basra körfezinden izole ettikleri P. putida suşlarının 

Cd, Cu, Pb ve Zn metallerine dirençli olduklarını belirtmişlerdir [85], Leedjarv ve 

arkadaşları [214], P. putida KT2440 suşunda çoklu metal direnci üzerinde çalışmalar 

yapmışlar, suşun ayrı ayrı Zn, Cd, Pb, Co ve Ni metallerinin bulunduğu ortamda 

inkübe etmişler ve suşun en çok direnci Zn ’ye ve en az direnci de Cd metaline karşı 

gösterdiğini saptamışlardır.

Saxena ve Srivastava [246] tarafından yapılan çalışmada bakır madenleri ergitme 

tesisinin tahliye yerinden İmM kadar Cu’a dirençli P. putida izole edilmiştir [246], 

Gülcan [243] tarafından yapılan çalışmada P. putida suşları üzerine en toksik metal
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Co, toksik etkisi en az olan metal ise Mn olarak tespit edilmiştir. P. putida için 25 

mm ol L'1 ’lik Pb konsantrasyonu diğer metallere göre daha az toksik etkiye sahip 

iken 300-500 mmol/L’lik Pb konsatrasyonu en toksik metal olarak belirlenmiştir. P. 

putida’mn diğer Pseudomonas suşlarına göre yüksek konsantrasyondaki metal 

iyonlarına karşı daha dirençli olduğu tespit edilmiştir.

Zhang ve arkadaşları [247] denizden izole ettikleri P. putida suşunun 280 |iM 

HgCb’ye dirençli olduğunu ve ayrıca CdCİ2 , C0 CI2 , CrCİ3 , CuCİ2 , PbCİ2  ve ZnSC>4 

metallerine de dirençli olduğunu bulmuşlardır. P. putida suşunun antibiyotiklerden 

ampisilin, kanamisin, kloramfenikol ve tetrasikline dirençli olduğu da görülmüştür

[247], Çoklu metal dirençliliği gösteren P. putida S4 suşunun bakır direnci 

indüklenebilen atım mekanizmasına dayanmaktadır. E.coli, Enterococcus hirae, 

Pseudomonas sp. ve Xanthomonas campestris gibi bakterilerin de bakıra dirençli 

olduğu kanıtlanmıştır [248],

Gülcan’ın [243] yaptığı çalışmada i5, stutzeri suşları üzerine en etkili metal Co olarak 

belirlenmiştir. P. stutzeri suşları için artan Pb konsantrasyonlarının, Co’dan daha 

toksik bir metal olduğu bulunmuştur.

Gülcan [243] yaptığı çalışmada i5, mendocina suşu üzerine Mn’nin daha az etki ettiği 

belirlenmiştir. 300-500 mmol/L’lik metal konsantrasyonları kullanıldığında genel 

olarak Pseudomonas suşları üzerine Co, Cr ve Pb toksik etki gösterirken P. 

mendocina suşu üzerine Zn ve Pb aynı derecede, Cr ise daha yüksek toksisite 

göstermiştir.

Akkan [250] yaptığı çalışmada İskenderun Körfezi’nin orta noktası ve balık üretim 

çiftliklerinin bulunduğu bölgedeki P. luteola izolatlarının tüm ağır metallere karşı 

%100 dirençli olduğunu belirlemişken, Organize sanayi bölgesinde ise Cu (%73) 

hariç diğer ağır metallere karşı %100 direnç tespit etmiştir.

Yaptığımız tez çalışmasında P. putida'nm Cu’ın yanında Al (300 mg/L'1), Li (5000 

mg/L'1), Ag (8 mg L '1), Ni (395 mg/L'1), Zn ( 825 mg/L'1) metallerine de dirençli 

olduğu belirlenmiştir. Antibiyotiklerden ise aztreonam, gentamisin, bacitrasin,
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eritromisin, sefalotin, pefloksasin, ticarsillin ve vankomisine dirençli olduğu 

belirlenmiştir.

Laplace ve arkadaşları [251] kamuya açık alandan izole ettikleri E. faecalis izolatının

bulunduğu ortama 0.05 j_ıg m L"1 ’den 50 j_ıg mL"1 ’ye kadar değişen
2_|_ ^  | 

konsantrasyonlarda Cd , Cu , Hg , Mn ve Pb ağır metallerini eklemişler ve her

bir metal için MİK değeri belirlemişlerdir. Cd, Cu, Mn ve Pb için MİK değerini 50

[j,g mL'1 olarak bulurlarken, Hg için ise 5 j_ıg mL'1 olarak belirlemişlerdir.

Matyar ve Dinçer [221] İskenderun Körfezi kıyı şeridi boyunca farklı noktalardan 

steril bakteriyolojik su numune şişesi kullanarak deniz yüzeyinden 20 cm aşağıdan 

deniz suyu örnekleri almışlardır. Bu çalışmada Akdeniz’ den izole ettikleri 158 adet 

E. faecalis bakteri izolatları için 12.5 [j,g m L"1 ’den 3200 [j,g mL"1 ’ye kadar değişen
_ı_2 | ^

konsantrasyonlarda Cd , Cu , Mn ve Pb ağır metallerini ihtiva eden Mueller- 

Hinton agar kullanarak MİK değerlerini belirlemişlerdir. Antibiyotik dirençliliği 

çalışmalarında yüksek antibiyotik dirençliliğini gentamisin (%98.7), siproflaksin 

(%77.8), imipenem (%77.2) ve levofloksasin (%72.8) karşı bulmuşlar, en az 

dirençliliği ise vankomisin (%3.2), minosiklin (% 13.3) ve kinopristin-dalfopristine 

(% 13.3) karşı bulunmuşlardır. Linezolide karşı ise hiçbir izolatın dirençlilik 

göstermediğini tespit etmişlerdir.

Nakipoğlu ve arkadaşları [252] İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi’nin 

çeşitli kliniklerinde yatan hastalardan alınan dışkı veya rektal sürüntü örneklerinden 

izole edilen ve glikopeptidlere duyarlılıkları saptanan 39 adet E. faecalis suşu ile 

çalışmışlardır. Vankomisin (30 j_ıg), teikoplanin (30 j_ıg), gentamisin (120 j_ıg) ve 

streptomisin (300 j_ıg) diskleri kullanmışlardır. E. faecalis suşlarının Pb2+, Hg2+, Cd2+ 

ve As5+ dirençliliklerini belirlemek amacıyla 0,005-20 mM aralığında ağır metal 

içeren Mueller Hinton agar besiyerleri hazırlamışlardır. Günümüzde ağır metallere 

ait belirlenmiş MİK direnç sınır değerlerinin bulunmaması nedeniyle bu konuda 

yapılan çeşitli çalışmalardan yararlanarak direnç kriterleri oluşturmuşlar ve MİK 

değerleri As için > 10 mM, Cd ve Pb için > 1 mM ve Hg için >0.1 mM olan suşları 

dirençli olarak kabul etmişlerdir.
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Nakipoğlu ve arkadaşları [252] çalışmaya aldıkları 39 Enterococcus suşundan 

20’sinin glikopeptidlere dirençli (11’i vankomisin ve teikoplanine, 9’u vankomisine), 

19’unun ise duyarlı olduğunu saptamışlardır. Vankomisin ve teikoplanine dirençli 11 

izolatın 10’unda ve glikopeptidlere duyarlı izolatların 8’inde, yüksek düzeyde 

aminoglikozitlere direnç saptanmışlardır. Suşların tümünün (%100) Pb'ye (MİK: 2.5­

5 mM), bir suşun (%2.6) Hg'ye (MİK: 0.005-0.25mM), bir suşun (%2.6) ise As'ye 

dirençli (MİK:0.1-10 mM) olduğu belirlenirken Cd direncine rastlamamışlardır. 

Çalışmalarında, suşların %71.8’inde (28/39) antibiyotik (aminoglikozid ve/veya 

vankomisin ve/veya teikoplanin) ve ağır metal (Pb ve As ve/veya Hg) direncinin bir 

arada bulunduğunu belirlemişlerdir. E. faecalis suşu için elde edilen MİK değerleri; 

As için 0.25, Cd için 5, Hg için 0.25 ve Pb için 10 mM olup, As ve Hg'ye duyarlı, Cd 

ve Pb'ye dirençli olarak saptanmıştır.

Yaptığımız çalışmada ise, E. faecalis'm  Cr’un yanında Ag (8 mg L '1) metaline 

dirençli olduğu belirlenmiştir. Ayrıca amikacin, ampicilin, aztreonam, ciprofloxacin, 

gentamicin, netilmisin, penisilin, ve tobramycin antibiyotiklerine karşı da dirençlilik 

bulunmuştur.

Ağır metallerin varlıkları bakterilerin yaşam ortamında seçilimine baskı 

oluşturmaktadır. Bakteriler ağır metallerin varlığında, anahtar mekanizma olarak 

yatay gen aktarımı ile yaşamını yöneten stratejiler dizisi oluşturarak seçilir [230], 

Yapılan çalışmalara uzun ve kısa vadeli ağır metal stresine maruz kalındığında 

yüksek sıcaklık, pH veya kimyasal kirlilik gibi etkenlerde, suda yaşayan bakteri 

populasyonlarının tür çeşitliliğinde ve plazmit insidansında farklılıklar görülmektedir

[253], Bazı bakteri suşları direnç için genetik belirleyicilere sahiptir. Bakterilerde bu 

belirleyiciler sıklıkla plazmitlerin üzerinde bulunur. Toksik kimyasal atıkların olduğu 

bölgeden izole edilen bakteriler, temiz sulardan izole edilen bakterilere göre daha 

sıklıkla plazmit DNA içerirler ve antibiyotik dirençliliği de gösterirler . Aynı 

zamanda bakterilerin birçoğunda ağır metal dirençlilik genlerinin plazmidler 

üzerinde kodlandığı bilinmektedir [254], Bakteriler, yeni antibiyotiklere ve 

kimyasallara dirençli duruma geldikçe, değişik ortam şartlarına kolayca uyum 

sağlayabilmekte ve bu olayda plazmid adı verilen ekstra kromozomal DNA 

parçalarının taşıdıkları dirençlilik informasyonu önemli rol oynamaktadır. İnsan ve
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hayvanlar, R plazmidlerinin en önemli rezervuarlarını oluştururlar. Enterik 

bakterilerin rezervuarı olan kanalizasyon sularının, arıtılmaksızın sucul ortamlara 

katılımı, R- plazmidlerinin geniş alanlara yayılmasına neden olmaktadır [255],

Mikroorganizmaların biyodegredatif özelliklerinin kaynağının kromozomal DNA, 

plazmid DNA veya transpozonlar üzerinde taşınan genler olduğu rapor edilmiştir

[256], Yapılan bir çalışmada Pseudomonas suşlarının biyodegradasyon özelliklerinin 

plazmid DNA kaynaklı olduğu belirtilmiştir [257], Transpozonlar, kromozomal 

DNA-plazmid DNA veya plazmid DNA-plazmid DNA arasında değişebilen gen 

parçalarıdır. Bakterilere biyodegradatif özelliğin yanı sıra antibiyotik dirençliği gibi 

bazı avantajlar da sağlamaktadır [243],

Cervantes ve arkadaşları [258], çevresel ve klinik kökenli bakterilerde toksik ağır 

metallere dirençlilik bulunduğunu ve direncin genetik etkeninin sıklıkla plazmidler 

veya transpozonlar üzerinde lokalize olduğunu rapor etmişlerdir. Ağır metallere 

dirençli mikroorganizmaların esasen metal karışımlı toprakta doğal olarak bulunduğu 

düşünülmektedir.

Pseudomonas türlerinin çoğu antimikrobiyal ajanlara dirençlidirler. Antibiyotik ve 

ilaç duyarlılığı çalışmaları, yeni türlerin açıklanmasını sağlayabilecek kadar önemli 

ve faydalı çalışmalardır [259], Pseudomonas' lar antibiyotiklere, metallere, 

antibakteriyel ajanlara, bakteriofajlara, bakteriosinlere, fiziksel ajanlara karşı 

dirençlilik sağlayan ve farklı metabolik özellik kazandıran, plazmidlerce taşman 

genler bakımından oldukça zengin bakterilerdir. Plazmidlerin bazıları gelişme 

şartlarında rol alırken, bazıları çeşitli ajanlara (R plazmidleri) karşı dirençliliğe, 

bazıları daha önce kullanılmamış karbon kaynaklarını kullanabilme kapasitesine etki 

ederler [260],

Abosereh ve arkadaşları [238], Pseudomonas suşlarında Ag dirençlilik profillerini 

incelemiş ve bu dirençliliğin düşük ve yüksek molekül ağırlıklı plazmitler ile 

bağlantılı olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca Pseudomonas suşlarında çinko, demir, 

civa, kobalt, nikel gibi metaller ile antibiyotiklere dirençliliğin de plazmitler ile 

ilişkili olduğunu saptamışlardır.
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Gilotra ve Srivastava [261] yaptıkları bir çalışmada, bahçe toprağından izole ettikleri 

P. pickettii US321 suşunun, ampisilin, eritromisin gibi antibiyotiklerle, kadmiyumun

2 mM’ına, çinkonun 25 mM’ına ve bakırın 2 mM’ına direnç göstermiş olduğunu 

tespit etmişlerdir. Aynı çalışmada US321 suşunun pUS321 adlı yüksek moleküler 

ağırlıklı bir plazmid bulundurduğu rapor edilmiştir. Plazmid giderme işlemleri 

sonucunda, US321 suşunun plazmidleri giderilmiş bir türevi olan PC25 suşunda, 

(0,1 mM) Cu, Zn ve Cd'ye duyarlı fenotiplerin ortaya çıktığını ve Cu dirençliliği 

mekanizmasının Zn ve Cd dirençliliklerini de üzerinde bulunduran pUS321 plazmidi 

ile sağlandığını rapor etmişlerdir.

Haefeli ve arkadaşları [262] yaptıkları bir çalışmada bir gümüş madeninden P. 

stutzerfnin gümüşe dirençli bir suşunu izole etmiş ve en büyüğü 49,4xl06 (pKKl) 

moleküler ağırlıklı üç adet plazmid tespit edilmiştir. pKKl plazmidi görünüşte 

nonkonjugatif bir plazmid’tir, fakat plazmid R68.45 ile mobilizasyon aracılığıyla 

gümüş direncinin P. putidd’ya. transfer olabildiği rapor edilmiştir.

Sevgi [50] en yüksek MİK değerine sahip bakterilerden Pseudomonas sp.ve Bacillus 

^.arasından seçtiği 36 adet bakteride plazmid DNA varlığını araştırmak için bu 

suşlardan plazmid DNA izolasyonuyapmış, bu suşlardan sadece 8’inde büyüklükleri 

2.1 ve 1.8 kb olan 2 adet, bir suşta da 28 kb, 2.1 kb ve 1.8 kb büyüklüğünde 3 adet 

plazmid tespit etmiştir. Plazmid içeren bu suşlar Ni, Zn, Cu ve Cr ağır metallerine 

karşı belirli bir dirence sahiptir. Ancak diğer metallere dirençli suşlarda bu ve buna 

benzer büyüklüklerde plazmidlere rastlanmamış olması, metal dirençlilik 

informasyonunun plazmid kodlu olmadığı izlenimini vermektedir, dolayısıyla 

dirençliliğin kromozomal kökenli olduğu söylenebilir. Bu sonuç, metal 

kontaminasyonuna uzun yıllar maruz kalmış bölgenin bakteri populasyonu için 

beklenen bir durumdur. Çünkü plazmid kodlu dirençlilik bu tip adaptasyonlarda 

genetik bilgiyi transfer etme biçimlerinden tercih edilendir. Uzun süreli maruziyetler, 

söz konusu genetik bilgilerin daha kalıcı olduğu kromozoma taşınması için yeter 

zamanı sağlamaktadır. Yaptığımız çalışmada Cu dirençli P. putida suşunun Cu 

içeren ortamda plazmit bulunmaması uzun süreli bu metale maruz kalması 

sonucunda direnç genlerinin kromozoma taşınmış olabileceğini destekler niteliktedir.
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Ağır metal dirençliliğinin plazmit veya kromozomal DNA aracılı olup olmadığını 

tespiti için bakır dirençli suş ile krom dirençli suşun plazmit DNA profilleri 

belirlenmiştir. Yapılan deneylerde, P. putida'nın bakır içermeyen ortamda 22.46 kb 

boyutunda plazmit bulundurduğu gözlemlenmiştir. E. faecalis‘\n ise krom içermeyen 

ortamda 23 kb boyutunda plazmit bulundurduğu belirlenmiştir. Bakır ve krom içeren 

ortamlarda ise plazmit tespit edilmemiştir. Bulgular neticesinde metal içeren 

ortamlarda plazmitin bulunmayışı bu metallerin varlığının plazmit genlerinin 

ekspresyonunu azalttığını ya da engellediğini metallere direncin ise kromozomal 

DNA tarafından sağlandığını göstermektedir.

Pseudomonas türlerinde sisteince zengin bir protein sentezlenmekte ve hücre içine 

giren toksik metaller bu proteinlere bağlanmak suretiyle bakteri toksik metallere 

karşı direnç kazanmaktadır. Yapılan bir çalışmada P. putida’nın da metalloprotein 

ürettiği tespit edilmiştir [26],Yaptığımız çalışmada da P. putida suşunun total 

proteininde Cu varlığında farklı bir proteinin ekspresyonunun arttığı belirlenmiş ve 

bu proteinin Cu metaline direnç sağlayan bir protein olduğu düşünülmektedir.

Canovas ve arkadaşları [205] P. putida KT2440 suşunun krom atım mekanizması 

için ChrA proteininin, gümüş ve bakır atım sistemi için de CusC, CusB, CusA 

proteinlerinin rolleri olduğunu belirtmişlerdir. P. putida'nın metallothioneinlere 

benzeyen, sistein bakımından zengin 3 farklı protein ürettiği tespit edilmiştir. P. 

putida 06909 suşunda ilk olarak ATPaz'ın sorumlu olduğu CadA sistemi 

keşfedilmiştir. CadA sisteminin gen ürünleri hücre içindeki ağır metallere bağlanarak 

bakterinin direnç geliştirmesini sağlamaktadır. Bu sistem P.putida 06909 suşunun, 

Cd ve Zn’ye karşı direnç kazanmasını sağlamıştır. Aynı sistem P. fluorescens ATCC 

13525 suşunda da karakterize edilmiştir [84], Yaptığımız çalışmada Cu dirençli P. 

putida suşunun total proteinlerindeki artışın bu şekilde direnç sağladığını destekler 

niteliktedir.

+2
E. hirae bakterisinde Cu dirençliliğinden sorumlu cop operonunun bulunduğu

+2
bildirilmiştir. Bu operonun genleri Cu ’nin hücre içinden hücre dışına salınmasında 

görev alan proteinleri kodlamaktadır [26], Bazı Pseudomonas suşlarında da benzer 

bir operon bulunduğu bildirilmiştir [263],
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Felicio ve arkadaslannın [264] gerçekleştirdiği ve Cu iyonlarının Acidithiobacillus 

ferrooxidans’ın protein sentezi üzerine etkisinin araştırıldığı denemelerde demir

içeren ortamda geliştirilen A. ferrooxidans'm zar ve periplazma protein sentezine 200
+2 +2 mM Cu ’nin etkisi incelenmiştir. Mikroorganizma Cu içermeyen ve bu kirleticiyi

içeren iki farklı ortamda geliştirilmiştir. İki farklı besiyerinde geliştirilen bakterinin

proteinleri izole edilerek protein profillerindeki farklılıklar 2D jel elektroforezi ile
_ı_2tespit edilmiştir. Cu içeren ortamda bakterinin bazı proteinlerinin sentezinin

_ı_2azaldığı veya bazılarının arttığı görülmüştür. Cu iyonları içeren ortamda düşük 

molekül ağırlıklı proteinlerin yapımının belirgin bir şekilde azaldığı belirlenmiştir. 

Çalışmada bu proteinlerin muhtemelen asidik proteinler olduğu ve dış zara ait 

elemanlar olabileceği ileri sürülmüştür. Araştırıcılar rustiksiyanin isimli bir proteinin 

ise ağır metal içeren ortamda daha fazla sentezlendiğini tespit etmiştir. Periplazmik 

bir protein olan rustiksiyaninin demir oksidayon yolunun elektron taşıma zincirinde
_ı_2görev aldığı bilinmektedir. Bu nedenle araştırıcılar bakterinin iki yolla Cu

_ı_2
iyonlarına karsı cevap verdiğini belirlemişlerdir. Birinci yolda Cu iyonlarına karsı

_ı_2
geçirgenlik azaltılmakta, ikinci yolda ise Cu periplazmada sentezi artan proteince 

tutulmaktadır.

Sharma ve arkadaşları [265] P. fluorescens’m ağır metal stresine karşı gösterdiği 

direnç mekanizmasında proteinlerin rolünü proteomik bir yaklaşımla açıklamışlardır. 

Bakterinin çeşitli ağır metallere maruz bırakıldığında farklı olarak sentezlenen

proteinleri 2D jel elektroforezi ile belirlenmiş ve kütle spektrofotometresi (MS) ile
+2 +2tanımlanmıştır. Bakteri Pb ve Cu ’ye maruz bırakılınca spo VG ile enolaz

_ı_2proteinlerinin sentezinin arttığı görülmüştür. Mikroorganizma Co ’a maruz 

kaldığında ise varsayılan proteinin sentezinin azaldığı, ksilotransferaz, ORF 18 faj fı 

KZ, OMP H1 ve translasyonel uzama faktör (EF-Tu) gibi proteinlerin ise yalnızca bu 

metale maruz kalındığında sentezlendiği görülmüştür. Araştırıcılar bütün bu sonuçlar 

ışığı altında, bakterinin ortamda ağır metaller varken çalışmada tanımlanan proteinler 

aracılığı ile ağır metal stresine karsı bir savunma mekanizması geliştirdiğini tespit 

etmişlerdir.

.. +9 _|_2
Ozcan ve arkadaşları [266] Phanerochaete chrysosporium fungusunun Cd ve Cu 

iyonlarına maruz kaldığında verdiği yanıtı proteom analizi ile belirlemişlerdir. Ağır

+2

76



metal stresine yanıt olarak fungusun, 3 adet ribozomal protein ile 

flavonol/sinnamolil-CoA redüktaz, ATP-az, ribozomal protein S7, ribozomal protein 

S21'e ve uzama faktör EF-1 alfa alt ünitesi gibi proteinleri daha fazla sentezlediğini 

göstermişlerdir.

+2
Wang ve arkadaşlarının [83] gerçekleştirdikleri çalışma, Hg ’ya dirençli P. putida

+2
suşu ile çalışılmıştır. Araştırıcılar yüksek konsantrasyonda Hg ’ya maruz kalan 

bakterilerin hücresel proteomunda çok az bir değişim belirlerken, özellikle hücre 

zarına ait taşıyıcı proteinlerde değişiklik gözlemlemişlerdir. Bu çalışmaya göre, 

yüksek konsantrasyonda ağır metal içeren ortamda katyon akışını sağlayan taşıyıcı 

proteinlerin yapımı 45 kez daha fazla olurken, bir dış zar proteini olan porinin yapımı 

106 kat azalmıştır. Araştırıcılar stres koşullarında enerji metabolizması ile ilgili 

herhangi bir proteinin daha fazla sentezlendiğini tespit etmemişlerdir.

Shilev ve arkadaşları [267] çalışmalarında sodyum arsenata dirençli P. fluorescens’in 

As varlığında ve yokluğunda toplam protein içeriğinin proteom analizi ile 

belirlemişlerdir. Bu çalışmada araştırıcılar, 1000 ppm As varlığında, dirençli 

bakterinin 9 proteini farklı olarak, 4 proteini yeni olarak sentezlediğini 4 proteinin 

sentezini arttırdığını ve 1 proteinin sentezini azalttığını tespit etmişlerdir.

P. putida suşunun bakır içeren ortamdaki dış membran proteinlerinin 

ekspresyonunun azaldığı görülmüştür. 92.87, 56.45 ve 53.68 kDa boyutlarındaki 

proteinlerin ekspresyonunun 3.5, 2,2 ve 1.5 kat azaldığı belirlenmiştir. Total 

proteinlerinde ise Cu içeren ortamda 152.65, 121.59, 94.66, 86.41ve 54.82 kDa 

boyutlarındaki protein bantlarının ekspresyonlarını sırasıyla 4.7, 8.3, 2.9, 1.4 ve 1.8 

kat arttığı belirlenmiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda total proteinlerin bakır 

dirençliliğinde daha etkin olduğu belirlenmiştir.

E. faecalis suşunun Cr içeren ortamdaki total proteinlerinde 94.66, 54.82, 52.38 kDa 

boyutlarındaki proteinlerin ekspresyonunda artış görülmüş sırasıyla 3.9, 1.7, 3 kat 

artış olduğu belirlenmiştir.
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Wang ve Shen’in [268] yaptığı çalışmada Cr(VI) ile kirletilmiş toprakta Bacillus sp., 

P. fluorescens, P. aeruginosa, Enterobacter cloacae, Ochrobacterium anthrop, 

Arthrobacter sp. gibi bazı bakteri türlerinin kromat redüktaz enzimi ile direnç 

sağladığı bulunmuştur. Bazı krom dirençli bakteriler Cr +6 ’yı bir elektron donörü
_ı_3

gibi kullanarak Cr indirgemektedir [268], Bizim yaptığımız çalışmada Cr dirençli

E.faecalis suşunun total protein profili incelendiğinde Cr iyonlarını hücreden aktif 

transport ile uzaklaştırdığı düşünülmektedir. Krom dirençli bakterilerin Cr+6 ’yı 

indirgemeleri ortak ve yaygın olmasına rağmen, türden türe farklılıklar da 

gözlenmiştir [269],

Metal iyonları, dış membrana ve kapsüle non-spesifık olarak bağlanabilmektedir. Bu 

bağlanma, dış membranda yer alan -NH2 , -SH, -OH, -SO3 H, -COOH ve -PO3 H 

grupları ile metal iyonları arasında spesifik olmayan etkileşim ile gerçekleşmektedir

[164], Bakterilerin doğal olarak sahip oldukları ekstrasellüler polisakkarit tabaka, 

metal iyonlarını biyosorblama yeteneğine sahiptir ve böylece bu iyonların hücre 

komponentleri ile etkileşime girmesi önlenmektedir. Bağlanma bölgesinin 

doygunluğa ulaşmasından dolayı, metale karşı sınırlı bir koruma sağlanmaktadır

[270], Metal iyonlarını bağlayabilme özelliğine sahip bakterilere Klebsiella 

aerogenes, P. putida ve Arthrobacter viscosus örnek olarak verilebilir [271], 

Ortamda bulunan bazı toksikmaddeler de EPS oluşumunu tetikleri er [200], Örneğin, 

Sheng ve arkadaşları [185] tarafından yapılan bir çalışmaya göre, ortamda bulunan 

Cr ve Cd gibi toksik maddelerin Rhodopseudomona sacidophila bakterisi tarafından 

ortama EPS yayılmasına neden olduğu gösterilmiştir. P. putida bakteri kültürünün 

Cr +6,nın Cr+3,a indirgenmesi sırasında ortama EPS yaydığı ve indirgenen Cr+3,un bir 

kısmının biyofılm hücreleri üzerine birikirken, bir kısmının da ortamda bulunan EPS 

ile bileşik oluşturduğunu göstermiştir.

Yapılan bu tez çalısması ile Kırıkkale-Kızılırmak’tan izole edilen bakır ve krom 

dirençli suşlar biyokimyasal ve genetiksel özellikleri bakımından incelenmiştir. 

Biyokimyasal özellikler esas alınarak bakır ve krom dirençli suşlar tanımlanmıştır. 

Tanımlanan bu suşların çoklu metal ve antibiyotik dirençlilik profilleri belirlenmiştir. 

Moleküler karakterizasyon çalışmalarında plazmit DNA, kromozomal DNA, total ve
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dış mebran protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal dirençlilik 

mekanizması ile iliskisi kurulmaya çalışılmıştır.

Literatürde Kırıkkale-Kızılırmak’tan metal dirençli bakterilerin izole edilmesi ile 

ilgili oldukça sınırlı sayıda kaynak mevcuttur [272, 273], Bu bakımdan yapılan bu 

çalışma ile literatürdeki bu konudaki eksikliğin giderilmesine yönelik katkıda 

bulunulduğu düşünülmektedir
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