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OZET

NIKEL VE KOBALTI TOLERE EDEN BAKTERILERIN iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

KOCHAN, Ceren
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN

Ekim 2012, 91 Sayfa

Gilintimiizde agir metal igeren endiistriyel atiklarin gelisi giizel ve kontrolsiiz olarak
cevreye salinimi dnemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Agir metaller endiistriyel
atik sularda bulunan 6nemli toksik maddelerdir. Bu ¢alismada, Kirikkale il sinirlar1
icerisinden gecen Kizilirmak’tan kobalt ve nikel agir metallerini tolere eden
bakteriler izole edilerek tanimlanmistir. Kobalt i¢cin  minimal inhibitor
konsantrasyonu 750 mg/L olan bir sus izole edilmis ve biyokimyasal testler
kullanilarak Staphylococcus warneri olarak tanimlanmistir. S. warneri susunun
kadmiyum, aliiminyum, lityum, baryum, manganez, kursun, giimiis, kalay ve nikel
gibi agir metallere karsi ¢oklu dirence sahip oldugu gosterilmistir. DNA analiz
calismalar1 sonucunda kobalt direnglilik genlerinin S. warneri susunda kromozom
DNA iizerinde oldugu belirlenmistir. Ayrica bu susta total protein analizi caligmalar1
yapilarak kobalt direngliliginde etkili olan proteinler belirlenmistir. Diger taraftan
nikel i¢in minimal inhibitér konsantrasyonu 395 mg/L olan bagka bir sus daha izole

edilmis, yapilan biyokimyasal testler sonucu bu sus Comamonas testosteroni olarak



tanimlanmistir. Coklu metal ve antibiyotik direngliligi deneyleri sonucunda C.
testosteroni susunun aliiminyum, lityum, baryum, giimiis, kalay ve stronsiyum gibi
agrr metallere ve penicillin, ampicilin, sulbactam, oxacillin, vancomycin ve
gentamicin gibi antibiyotiklere karsi direncli oldugu gosterilmistir. Plazmit DNA
analizi ve eliminasyonu c¢aligmalar1 sonucunda C. testosteroni susunun nikel direng
genlerinin plazmit DNA {izerinde oldugu tespit edilmistir. C. festosteroni i¢in yapilan
total ve dis membran protein analizleri sonucunda Ozellikle dis membran

proteinlerinin nikel direngliliginde etkin oldugu gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nikel direngli bakteri, kobalt direngli bakteri, agir metal
direngliligi, Comamonas testosteroni, Staphylococcus warneri,

Kizilirmak- Kirikkale



ABSTRACT

ISOLATION and CHARACTERIZATION of BACTERIAL ISOLATES HAVING
NICKEL and COBALT TOLERANCE

KOCHAN, Ceren
Kirikkale Universitiy
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Bulent ICGEN

October 2012, 91 Pages

Today indiscriminate and uncontrolled discharge of metal-contaminated industrial
effluent in the environment has become an issue of major concern. Heavy metals are
the major toxicants found in industrial waste water. In this study, cobalt and nickel-
tolerant bacteria were isolated from various locations of Kizilirmak along the city
Kirikkale, Turkey. Cobalt-tolerant isolate with a minimal inhibitory concentration of
750 mg/L. was isolated and identified as Staphylococcus warneri. 1dentification of
the i1soletes was carried out by using biochemical test. The isolate was shown to be
resistant to other heavy metals like cadmium, aluminum, lithium, barium,
manganese, lead, silver, tin and nickel. Plasmid DNA analyses results revealed that
the cobalt resistance ability of S. warneri was chromosome-encoded. Total protein
isolation results descriptively showed the importance of these protein in cobalt
resistance. Nickel tolerant isolate with a minimal inhibitory concentration of 395
mg/L was isolated and identified as Comamonas testosteroni. ldentification of the

isoletes was carried out using biochemical tests. The nickel-tolerant C. festosteroni



was shown to be resistant to other heavy metals like aluminum, lithium, barium,
silver, tin and strontium and resistance to the antibiotics like penicillin, ampicilin,
sulbactam, oxacillin, vancomycin and gentamicin. Plasmid profile analysis and
curing experiments showed that the nickel resistance ability of C. festosteroni was
plasmid- encoded. Total protein and outher membrane protein profiles revealed that

only outher membrane proteins were functional in nickel tolerance of C. festosteroni.

Key Words: Nickel-tolerant bacteria, cobalt- tolerant bacteria, heavy metal

resistance, Comamonas testosteroni, Staphylococcus warneri,

Kizilirmak- Kirikkale
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1. GIRiS

Niifustaki hizli artig, kentlesme, sanayilesme, yetersiz alt yap1 ve sanayi tesislerinin
biiyiik bir boliimiinde aritim tesisinin bulunmayisi ¢evreyi olumsuz etkilemektedir.
Ozellikle gelismekte olan iilkelerde evsel ve endiistriyel atiklarm nehir, gol ve
denizlere aritilmadan desarj1 ekosistem i¢in ciddi sorunlar olusturmakta ve insan
kaynakli kirlilik boyutlarmi arttirmaktadir [1].Gilinlimiizde diinya 6l¢eginde ya da
uluslararasi boyutlarda dikkati ¢eken baslica ¢evre sorunu 6rnekleri; hava kirlenmesi,
su kirlenmesi, toprak kirlenmesi, ses ve giiriiltii kirlenmesi, yesil alan kaybi, sera
etkisi, ozon tabakasinin delinmesi, biyolojik ¢esitliligin azalmasi, niikleer kirlilik, asit
yagmurlari, ¢éllesme, agir metaller basta olmak iizere zehirli atiklarin yayilmasi

seklinde siralanabilir [2].

Cevre kirliligi ve sebep oldugu zararlarin azaltilmast uzun zamandir calisilan
konularin basinda gelmektedir. Ulke sanayimizin de mevcut su kaynaklarmi
kirletmesi, zaten bulunan susuzluk sorununu iyice artirmig ve son yillarda iilkemiz
icin en biiyiik sorunlardan biri haline getirmistir. Cevre kirliliginin artmasina ve
ekolojik dengenin bozulmasina en biiylik sebeplerden biri atik sularinda agir metal
iceren kuruluslarin endiistriyel faaliyetleridir. Endiistri kuruluslarinin atiklarindaki
Zn, Hg, Cu, Fe, Pb, Cr, Ag, Cd, Ni gibi metal iyonlar1 kalic1 etkilerinden dolay1
belirli bir sinir1 aginca ¢evreye toksik etki gostermektedir. Bu agir metaller 6zellikle
sucul ortamlarda ayrismazlar ve insana kadar ulasabilecek zararlh etki gosterirler. Bu
problemlerin ¢éziimlenmesi i¢in yapilan teknolojik gelismeler, insanligin yararina
yeni ve degisik Uriinler ortaya ¢ikarirken diger yandan da farkli ve aritimi gereken
swvi ve kat1 atiklar olustururlar. Bu atiklarin aritiminda ekonomik ve pratik olan
yontemlere yonelik cesitli bilimsel arastirmalar yapilmaktadir. Agir metal igeren atik
sularin aritiminda biyolojik yOntemler son yillarda siklikla kullanilmaktadir.
Biyolojik yontemler; az enerji ve ekipman ihtiyaci, etkili, pratik ve ekonomik
olmalar1 gibi diger geleneksel fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine gore birgok
avantaja sahiptir. Bu sebeple bilimsel arastirmalar biyolojik aritim yOntemlerine

agirlik vererek devam etmektedir [3].



1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Agir Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlar

Agir metal tanimi, fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm’™ ten daha yiiksek
olan metaller i¢in kullanilir. Bu gruba Pb, Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, Hg ve Zn olmak
iizere 60’tan fazla metal dahildir. Bu elementler dogalar1 geregi yer kiirede genellikle
karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢inde

hapis olarak bulunurlar [4].

Biyosorpsiyon prosesi alaninda incelenen agir metaller genellikle iic kategoride
toplanir: Zehirli metaller (Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Co, Sn gibi), degerli
metaller (Pd, Pt, Ag, Au, Ru gibi) ve 6zgiil agirliklar1 genellikle 5,0 g/cm’’ten biiyiik
olan radyoniiklitler (U, Th, Ra, Am gibi). Agr metallerin zehirli karakterleri su
sekilde goriilmektedir: 1) Zehirlilik, dogada uzun bir siire devam edebilir. 2) Bazi
agir metaller, baz1 ortamlarda diisiik zehirli tiirlerden daha yiiksek zehirli tiirlere
doniisebilirler. 3) Agir metallerin besin zinciri tarafindan biyoakiimiilasyonu normal
fizyolojik aktiviteye zarar verebilir ve sonunda insan yasamini tehlikeye sokabilir. 4)
Metaller yalmizca farkl tiirlere doniisebilirler, ancak biyoislemler dahil higbir
yontemle bozunamazlar. 5) Agir metallerin zehirlilikleri 1.0-10 mg/L gibi ¢ok diisiik
derisimlerde olabilir. Hg ve Cd gibi bazi kuvvetli zehirli metal iyonlari, 0.001-0.1
mg/L gibi ¢ok diisiik derisimlerde olsalar bile yine de cok zehirlidirler [5]. Sekil
1.1’de yararli ve toksik olan metal ve metalloidler periyodik tablo {izerinde

gosterilmistir.

Metaller ve bilesikleri yer kabugunda degisik konsantrasyonlarda bulunurlar. 1z
metaller ¢evre kirlenmesi bakimindan yiiksek konsantrasyonlu metallere oranla ¢ok
daha tehlikelidirler. Tabii minerallerdeki metaller normal olarak ¢6ziinmeyen
bilesikler halinde olup canli organizmalara zararsizdirlar. Buna karsilik bunlarin
cOziinen tiirevleri, genellikle organizmalar i¢in toksiktirler. Agir metaller ¢evrede
ozellikle biyosferde genis bir yayilim gosterirler, bu sebeple zararli formdaki

konsantrasyonlar1 6nemli boyutlara ulasir [6].



T 28 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

H He
Li | Be B|C|N|O|F|Ne
Na | Mg Al|Si|P | S |Cl|Ar

K|Ca|Sc| Ti | v | € |Mn| Fe |'Co | Ni |Cul|Zn|Ga | Ge|As|Se|Br| Kr
Rb|[Sr| Y| 2Zr |[Nb [ Mo | Tc | Ru | Rh | Pd |Ag|Cd| In [Sn|Sb|Te| | | Xe
Cs|Ba|lLa| Hf | Ta | W | Re | Os | Ir | Pt |Au TI |Pb| Bi [ Po| At |Rn
Fr | Ra | Ac|Unqg | Unp | Unh | Uns | Uno | Une | Unn |

Sekil 1.1. Yararl ve toksik metal ve metalloidlerin periyodik tabloda gosterimi.
Mavi yararli elementleri gdsterir; mor yiiksek konsantrasyonlarda toksik
olabilecek yararli elementleri gosterir. Kirmizi toksik veya organizmalarin

cogunda yarar1 olmayan elementleri gosterir [7].

Kirleticiler, genelde iki ana kaynaktan sucul ortama ulasirlar. Noktasal desarjlar; atik
su desarjlari, endiistriyel kaynaklardan gelen atik sular; noktasal olmayan desarjlar;
tehlikeli atik bertaraf bolgeleri ve kaza sonucu sizmalardan salman maddeler
seklinde olmaktadir. Noktasal kaynaklarin tiplerini karakterize etmek genelde
kolaydir. Aksine noktasal olmayan desarjlar, zirai alanlardan gelen pestisitler,
kontamine olmus topraklar, ve akuatik sedimentlerden, atmosferik birikimlerden ve
yerlesim alanlarindan gelen sizint1 kagaklarmi karakterize etmek daha zordur. Cogu
durumda noktasal olmayan kaynaklardan gelen desarjlar kompleks karisimlardir,
toksik maddelerin miktarini, desarjlarin miktarin1 ve zamanlamasimni tahmin etmek
zordur. Noktasal olmayan desarjlardaki en zor goriislerden biri bilesenlerin toksik

karakterlerini degistirebilmesidir [6,8].

Agir metallerin ¢evreye yaymimin da etken olan en 6nemli endiistriyel faaliyetler
¢cimento tiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam tiretimi, ¢Op ve atik camur
yakma tesisleridir. Havaya atilan agir metaller, sonugta karaya ve buradan bitkiler ve
besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulagirlar ve ayn1 zamanda hayvan ve
insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller
endiistriyel atik sularin i¢gme sularma karigmasi yoluyla veya agir metallerle

kirlenmis partikiillerin tozlasmasi yoluyla da hayvan ve insanlar lizerinde etkin



olurlar [4]. Sekil 1.2°de endiistriyel ve zirai atiklarin sucul ortamdan canlilara gecisi

sematize edilmistir.

Endustriyel faaliyetler,
zirai atiklarin direkt desarji

> inorganik kirlilik
Akarsu, nehir, gél veya hali¢ Kimyasal parcalanma Biyolojik pargalanma
¢ olmaz olmaz
Deniz \ /

l Metal bilesigi baska bilesige. ..

Diger su kitleleri — > / l \

(sudaki birikim ¢céziinme seklinde,
cokelme seklinde) su sediment organizma

Sekil 1.2. Metalin su ortaminda izledigi yol [9]

Baz1 sistemlerde agir metallerin etki mekanizmasi derisime baglh olarak degisir.
Ornegin, Cr basta insan biinyesinde olmak iizere, canli organizmalardaki davranisi
oksidasyon kademesine ve oksidasyon kademesindeki kimyasal 6zelliklerine ve
bulundugu ortamdaki fiziksel yapisina baghdir. Bu tiir organizmalarda metallerin
derigimi dikkate alimmalidir. Hiicre i¢in en 6nemli olan metaller, enzimlerin yapisina
katilarak 6nemli biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesinde rol alirlar. Bazilar1
proteinlerin yapisina katilir, bazilar1 da bakteri duvarinda yer alarak ozmotik balansin
korunmasinda gorev yapar. Fe, Cu ve Ni gibi metaller redoks prosesinde gorev
yaparlar. Bunun disinda Mg ve Zn gibileri ¢esitli enzimleri ve DNA’y1 stabilize eder.
Fe, Mg, Ni ve Co ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 olan kompleks molekiillere katilirlar. Na

ve K, intraseliiler ozmotik basincin diizenlenmesi i¢in gereklidir [2].

En toksik agir metallerin basinda gelen Cd, diisiik konsantrasyonlarda bile su
canlilar1 i¢in son derece zararh etkilere sahiptir. Cd’nin, ¢evre kirliligi goriilen
denizlerdeki canlilarda biriktigi ve degisik seviyelerde toksik etkiler meydana
getirdigi yapilan bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir. Organizmanin biinyesinde Cu ve Zn

eksikligi biiylimeyi smirlandirirken, yiiksek miktar: toksik olabilmektedir. Dokularda



biriken agir metaller, metabolik olaylarda toksik potansiyellerine ve faydalarina bagl
olarak kullanilabilir, elemine edilebilir veya disariya atilabilirler [10]. Ornegin uzun
sire Ni’ye maruz kalinmasi durumunda dermatif ve alerjik hassasiyet olusumu

gozlenmistir [11].

Mikroorganizmalarda agir metaller birer iz element olarak birgok karmasik
biyokimyasal reaksiyonda 6nemli rol oynamaktadir. Ornegin Ca®", Co*", Cr®", Cu™",
Fe', K, Mg”", Mn*", Na’, Ni*" ve Zn®" gibi metaller esansiyeldir ve besiyerlerine
eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, mikrobesin olarak redoks tepkimelerinde,
molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik basinci kontrol

etmek i¢in enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar [12,13].

Fakat Ag", A", Au*", Cd", Pb’" ve Hg*" gibi agir metallerin biyolojik bir énemleri
yoktur ve bu metaller esansiyel degillerdir. Ayni zamanda besinsel degerleri de
yoktur. Bununla birlikte, mikroorganizmalara oldukg¢a toksik etkileri bulunmaktadir.
Bu toksik metaller 6nemli hiicresel bilesenlerle kovalan ve iyonik baglarla etkilesime
girmektedirler. Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitiin metaller
hiicre zar1 hasarina yol acip, enzim spesifikligini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar1
bozabilir ve DNA’nin yapisma zarar verebilmektedir. Bu nedenle metallerin biitiin
canli hiicrelerin metabolizmalarinin dengede tutulmasinda ¢ok oOnemli bir yer

olusturdugu agikca goriilmektedir [13,14].

Metaller, mikroorganizmalar i¢in enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarmi engellemeleri ve niikleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle
toksiktir. Onemli fonksiyonel gruplarm bloke edilmesi, temel metal iyonlarmin
yerine gecmesi veya biyolojik molekiillerin  aktif konformasyonlarinin
modifikasyonuyla mikroorganizmalar iizerine inhibitor etki yaparlar. Cevrede cesitli
formlardaki agir metaller mikrobiyal yogunluk ve aktivitelerde Onemli

modifikasyonlara neden olabilirler [15,16].



1.1.1.1. Ni’nin Fonksiyonlarn

Toprakta eser element olarak bulunan Ni, Fe ve Al silikatlarin latisinde yer
almaktadir. Cogunlukla siilfat ve oksitler halinde bulunur. Ni’nin biiylik bir
cogunlugu (%80), korozyon ve 1s1 direncinin yiiksek, sertliginin ve dayanimmin iyi
olmas1 sebebiyle alasim iiretiminde kullanilmaktadir [17]. Bugiine kadar Ni bazi
enzimlerin komponenti ve oOnemli biyolojik reaksiyonlarin bileseni olarak
tanimlanmigtir. Ni treaz dahil olmak iizere birka¢ 1yi karakterize mikrobiyal
enzimler tarafindan bir kofaktor olarak kullanilir, [NiFe] hidrojenaz, Ni-siiperoksit
dismutaz, karbon monoksit dehidrojenaz, asetil CoA sentetaz/ dekarboksilaz ve
bunun yam sira bazi glioksalaz formlar1 [18]. Ni’nin omurgalilarda eksikliginin
semptomlara yol actigi, bakteri ve bitkilerde enzimler iizerine etki ettigi tam
anlamiyla belirlenmistir. N1 konsantrasyonlar: ile ilgili olarak eksikliginde bitki ve
siyanobakterilerde {ireaz ve hidrojenaz metabolizmasmi etkiledigi belirlenmistir.
Alglerde de yiiksek derecede toksik etki yaptigi belirlenmistir [19]. Baz1 bakterilerde,
karbondiyoksiti metana indirgemede oldugu gibi Ni’ye ihtiya¢ duyarlar. Demir-
kiikiirt kiimeleriyle birlikte Ni iceren pek ¢ok dehidrojenaz enziminin Ni’ye ihtiyag

duydugu bilinmektedir [20].

1.1.1.2. Co’nun Fonksiyonlan

Yeryiiziinde 25 mg/ton ortalama ile Co en az siklikla bulunan elementler grubundadir
[21]. Hayvanlarda yapilan deneylerde ince partikiillerin (20 nm) yarim saatte, kaba
partikiillerin (11 pum) 3-4 giinde yar1 yariya ¢oziildiigli ortaya konulmustur. Suda
¢cOziinlirliigli olmayan kobaltoksit (Co304) solunum yolu ile alindiginda viicut
tarafindan ¢ok 1yi emilmekte ve hiicrelerde bir ka¢ giinde c¢oziinerek kana
karismaktadir. Suda ¢oziinlir Co bilesikleri agiz yolu ile alindiginda % 75° 1 tekrar
atilirken geriye kalan Co kan, karaciger, akciger, bobrek, testisler ve bagirsaklarda
toplanmaktadir [17]. Co insanlarda ve kronik kanser vakalarinda ndrotoksikolojik
bozukluklara ve genotoksisiteye neden olur [22]. Co, tliim organizma i¢in gerekli bir
elementtir [7]. Co Bj; bagimlhi enzimler i¢in 6nemli bir kofaktordiir ve bir dizi

enzimde vazgecilmez bilesendir. Ozellikle de nitril hidratazda. Ayrica



klostridiopeptidaz-A gibi bazi mikrobiyal enzimlerin etkinligini uyarmak i¢in

Co’nun rol oynadig1 bulunmustur [23].

1.1.2. Agir Metallerin Cevresel Etkileri

Agir metaller, su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarmin topragi ve
dolayis1 ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢6zmesi ve ¢oziinen agir metallerin
irmak, gol ve yeralt1 sularina ulagsmasiyla gegerler. Sulara tasinan agir metaller asir1
derecede seyrelirler ve kismen karbonat, stilfat, siilfiir olarak kati bilesik olusturarak
su tabanina ¢oker ve bu bdlgede zenginlesirler. Sediment tabakasmin adsorpsiyon
kapasitesi smirli oldugundan dolayr da sularin agir metal konsantrasyonu siirekli
olarak yiikselir. Ulkemizde de basta tuz ihtiyacimizi karsiladigimiz tuz golii olmak
iizere kapali gollerimizde yeterli ¢evresel onlem almadigimiz ve su havzalarinda
kontrolsiiz sanayilesmeye izin verdigimizden dolayr agir metal konsantrasyonu
sirekli yiikselmektedir Agir metallerin ekolojik sistemde yaymnimlar:1 dikkate
alindiginda dogal ¢evrimlerden daha cok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle
cevreye yaymimi soz konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve kullanima bagl
kirlenmenin yani sira kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye yaymimi onemli
miktarlara ulasabilmektedir Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine
gore yasamsal ve yasamsal olmayan olarak siniflandirilirlar. Yasamsal olarak
tanimlananlarin organizma yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar:
gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara katildiklarindan dolayr diizenli
olarak besinler yoluyla alinmalar1 zorunludur. Ornegin Cu hayvanlarda ve insanlarda
kirmizi kan hiicrelerinin ve bir ¢ok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazgecilmez

parcasidir [4].

Metaller sadece uzun endiistri mirasimizin bir pargast olmakla kalmayip; tip,
elektronik, niikleer enerji tiretimi gibi farkli alanlarda da kullanimi artmaktadir.
Metallerle uzun ve siki iliski goz oniine alindiginda ve bu 6nemli dogal kaynaklar
iizerine devam eden giiven , onlar kullaniminin (istismarmin) ele alinmas1 gereken

onemli ¢evre sorunlarina yol agabilecek olmasi sasirtici degildir [24].



Agir metal ve bilesiklerinin iiretimi, kullanimi esnasinda olusan atik sular,yiiksek
konsantrasyonda toksik agir metal ve bilesiklerini igerir. Bu toksik agir metaller, Cu,
Pb, Cr, Zn, Cd, Co, Mo ve Hg’dir. Bunlardan Cu, Zn, Ni, Mn, Co ve Mo yiiksek
konsantrasyonlarda toksiktir. Hg, Cd, Pb ve Cr®" ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi
toksiktir. Agir metallerin ve bilesiklerinin bazilar1 kanser yapicidir. Cizelge 1.1°de
agir metallerin insan viicudunda sebep oldugu toksik etkiler tablo halinde verilmistir.
Toksik agir metal igeren atik sular aritilmadan alici ortama verilmesi ¢ok zararh ve
kalict c¢evresel etkiler meydana getirir. Alic1 ortama verilen agir metaller ve
bilesikleri dogada bozunmadan kalir ve gida zinciri yolu ile insana kadar ulasir. Bu
kirleticiler havadan suya ve topraga, atik sudan da topraga ve suya gecer. Dogada
(toprakta ve suda) kontrolsiiz olarak dagilmis agir metal ve bilesiklerini bertaraf
etmek cok zor ve pahalidir. Dolayisiyla bu tiir atiklar dagilmadan kontrol etmek daha

ekonomiktir [25].

Cizelge 1.1 Agir metaller ve insan viicudunda sebep oldugu toksik etkileri [25]

Agir Metaller Toksik Etkileri

cr* Bas agrisi, mide bulantisi, ishal,kusma, kanser yapici

Depresyon, uyusukluk (uyuklama),fel¢ ve adalelerde uyum bozuklugu gibi

2+
#n noérolojik belirtiler, artan susuzluk
Cu”" Karaciger tahribati, Wilson hastaligi,uykusuzluk
cd” Bobrek tahribati, bobrek bozuklugu,Kansorejen, Itai-Itai hastalig
Ni* [Itihap, mide bulantisi, kronik astim, dksiirme, kanser yapici

Hg”" ve Pb’" | Bébreklerde tahribat, kansorejen, norolojik sorunlar

1.1.2.1. Ni’nin Cevresel Etkileri

Ni’'nin bilinen biyolojik fonksiyonu olmamakla birlikte orta seviyede zehirleyici
ozelligi vardwr. Dogal yaymimi yaninda insan aktivitelerine bagli olarak dogada
bulunmaktadir. Ni’nin organik formu, inorganik formundan daha zehirleyicidir.
Deriyi tahris etmesinin yaninda kalp-damar sistemine ¢ok zararli ve kanserojen bir

metaldir. Zararh etkilerine ragmen nikel ve tuzlariyla zehirlenme nadir rastlanan bir



vakadir. Bazi bitki tiirleri, 6rnegin; baklagiller, i¢in yararli bir element olan nikel,

belli bir doz asiminda (0.18-5 ppm) zehirleyici olmaktadir [17, 26].

Kompakt Ni ve Ni alagimlari, diisilk oranda zehirli olmalarina ragmen metalik toz
halindeki Ni ve Ni’nin kimyasal bilesikleri kanser yapict maddeler
siniflandirilmasinda Al (kanserojen) kategorisinde yer almaktadirlar. Solunabilir
boyuttaki Ni tozlar i¢in degeri 0.5 mg/m’ olarak kanserojen etki, solunum sistemine

etki ve dermatolojik (alerjik) etki altinda 3 grupta incelenebilmektedir [27].

Besin olarak toplam nikel alinimi, hayvan yiyecekleri veya bitkilerin tiikettikleri
miktarlara baghdir. Giinlik nikel almimmin yaklasik yaris1 ekmek, icecek ve
tahillarin tiiketilmesiyle olmaktadir. Besinlerin giinliik 150 pg’ dan az nikel icermesi

tavsiye edilmektedir [17].

1.1.2.2. Co’nun Cevresel Etkileri

Co kompleks bilesiklerde sadece Co*" ve Co’" formlarinda kararl olarak bulunur
[14]. Havada bulunan toz halindeki Co’nun solunmasi ve Co tuzlarma deri temasi
neticesinde Co zehirlenmesi gergeklesir. Toz halinde alman Co akcigerlerde
coziinerek kana ve idrara karisir. Suda ¢oziiniirliigii olmayan kobaltoksit (Co3Os)
solunum yolu ile alindiginda viicut tarafindan ¢ok iyi emilmekte ve hiicrelerde bir
kac giinde ¢ozlinerek kana karigmaktadir. Suda ¢oziinlir Co bilesikleri agiz yolu ile
almdiginda %75’ 1 tekrar atilirken geriye kalan Co kan, karaciger, akciger, bobrek,
testisler ve bagirsaklarda toplanmaktadir [17]. Uzun siire Co tozuna maruz
kalindiginda, alerjik tepkilere ve kronik bronsite neden olmasina ragmen Co kaynakli
deri tahrisi ve hastaliklar ¢ok nadir gozlenir ve etki iki ayr1 gruba ayrilabilir. Birinci
grup; viicudun bazi bolgelerinde meydana gelen kizarikliklar seklinde; 6zellikle sicak
havalarda, ellerde Co temasindan kisa siire sonra olusur. ikinci grup; uzun yillar Co
bilesikleri ile temas sonucunda ortaya ¢ikan egzamadir [28]. Co ve Co bilesiklerinin
insanlar lizerinde kansere neden olduguna dair heniiz kesin bulgular olmamasina
ragmen, Co bilesikleri risk teskil etmektedirler ve kanserojen madde gibi muamele

goriirler. Co iceren implant takilan bolgelerde tiimor olusumuna da rastlanmis ve



hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde, Co metalinin, suda ¢oziiniir Co bilesiklerinin
kansere yol a¢tigi kanitlanmistir [17]. Giinliik besin ihtiyacimizda ¢ok kiiclik bir yer
teskil eden Co, kirmizi kan hiicrelerini iiretiminin ve sinir diizenlenmesinde
kullanilan B12 vitaminin bilesenidir [14]. Co’nun viicuttaki normal miktar1 80-300
png’ dir ve kirmizi kan hiicrelerinde, karacigerde, dalakta, bobrekte, pankreasta
depolanir . Co viicutta yap1 tasi olarak bulunur ve anemiyi engeller, ayrica B12
vitaminin yorgunluk, sindirim kolaylig1 ve kas problemlerinin giderilmesine faydasi
vardwr. Yetersiz Co almiminda pernisy0z (zararli) anemi ve sinirlerde bozukluk gibi

pek cok problemler ve semptomlar ortaya ¢ikar [17, 26].

1.1.3. Agir Metallerin Kullamldig1 Endiistri Dallar

Agir metallerin ¢evreye yaymimin da etken olan en 6nemli endiistriyel faaliyetler
¢cimento tiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam tiretimi, ¢Op ve atik camur
yakma tesisleridir. Cizelge 1.2°de temel endiistrilerden atilan metal tiirleri genel
olarak gosterilmistir. Havaya atilan agir metaller, sonucta karaya ve buradan bitkiler
ve besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulasir ve ayn1 zamanda hayvan ve
insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller
endiistriyel atik sularin i¢gme sularma karigmasit yoluyla veya agir metallerle
kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde etkin

olurlar [4].

10



Cizelge 1.2 Temel endiistrilerden atilan metal tiirleri [29]

Endiistri Cd | Cr | Cu | Hg | Pb | Ni Sn | Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -

Petrokimya + + - + + - T T
Klor-alkali Uretimi + + - + + - + +
Gilibre Sanayi + + + n T T _ T
Demir-Celik Sanayi + + + + + + + +
Enerji Uretimi (Termik) + + + + + + + +

Atik suda bulunan agir metallerin 6nemli bir miktar1 aritma ¢amurlarinda bulunurlar.
Coziinmiis kisimlar ise yiizey sular1 ve denizlere ulagsarak bu bolgelerde kalirlar.
Buralardan agir metaller tekrar mobilize olarak igme sularma ve besin zincirine
ulasabilirler. Besin zincirine ulasan agir metaller kimyasal veya biyolojik olarak
biinyeden atilamazlar ve akiimiile olurlar. Buna ragmen canli organizmalarda her ne
kadar taban, hava veya sularda rastlanilan konsantrasyonlardan ¢ok daha yiiksek
oranda agir metal konsantrasyon degerlerine ulasilsa dahi, ¢cok nadir olarak hayvan
ve insanlarda saglik riski doguracak agir metal akiimiilasyon smirma ulasilir [4].Cd,
Zn, Cu, Ni, Pb, Hg ve Cr gibi agir metallerin ve bilesiklerinin kaynaklari; metal
kaplama, para basimi, metal ylizeyi temizleme, madencilik aktiviteleri, ergitme, ¢op
depolama alanlarindan sizan s1zint1 sular1 otomotiv sanayi, pil tiretimi ve akii tiretimi,
deri sanayi, petrol rafinerileri, kimya ve ¢evre laboratuarlari, boya {liretimi, pestisitler

ve pigment liretimi, foto grafik gibi endiistrilerdir [25].

Insan etkisiyle olusan agir metal kirliliginin sebepleri ise; endiistri (yanan kdmiir ve
diger yakitlardan, araba egzozundan ve fabrika bacalarindan ¢ikan dumanlarin
atmosfer yoluyla yiizey sularma karismasi), evsel atiklar, tarim faaliyetleri
sonucunda topraktan suya agir metal girisi, liman i¢i ¢aligmalar1 (gemi tamiri,

boyanmasi, vb.) ve tanker kazalar1 olarak siralanabilir [1].
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1.1.3.1. Ni’nin Kullanim Alanlan

Ik bulunusundan sonra uzun bir siire boyunca Ni igeren alasimlar iiretilmistir.
1830’larda “Alman Giimiisii” olarak bilinen bakir-nikel-ginko alasimlar1 Ingiltere ve
Almanya’da biiyiik miktarlarda iiretilmistir. 1870°de ¢elik alasimlandirma elementi
olarak onem kazanan nikel daha sonra elektrolitik olarak kaplama teknolojisinin
gelistirilmesiyle genis bir kullanim alan1 bulmustur [26]. Ni’nin ana kullanim alan1
paslanmaz ¢elik, bakir-nikel alasimlar1t ve diger korozyona dayanikli alasim
dretimleridir. Saf Ni kimyasal katalizor olarak elektrolitik kaplamada ve alkali
pillerde, pigmentler, madeni para, kaynak iirlinleri, miknatislar, elektrotlarda, elektrik
fislerinde, makine parcalar1 ve tibbi protezlerde kullanilmaktadwr [17,26,30]. Ni
yakitlarm yanmasi, madencilik ve rafinasyon islemleri ve kentsel atiklarin
kiillestirilmesi ile atmosfere yayilmaktadir. Bunun yani sira lagim ¢camuru karigmis
toprakta ve sigarada (0-0.51 pg/sigara) bulunmaktadir. Derideki etkilesim Ni igceren
taki kullaniminda ortaya ¢ikabilmektedir. Ni madencilii ve ergitme endiistrisinde
mesleki maruziyet goriilmektedir. Kimyasal endiistride ise Ni elektrolitik olarak

kaplamada kullanilmaktadir [30].

1.1.3.2. Co’nun Kullanim Alanlari

Co stratejik ve endiistriyel uygulamalarda ve askeri alanda Onemli kullanim
alanlarina sahiptir. Co, en ¢ok siiper alasim olarak jet motor tiirbinlerinde
kullanilirken, malzemelere manyetiklik 6zelligi kazandirma, korozyondan korunma
ve mekanik ozelliklerin iyilestirilmesi amaciyla alagimlarda, yiiksek hiz ¢eliklerinde,
takim c¢eliklerinde, elmas takimlarinda ve kesici uglarda alasim elementi olarak da
kullanilir. Bilesikleri ise petrol ve seramik endiistrisinde katalizor ve boyalarda
pigment, miirekkep ve verniklerde kurutma maddesi olarak kullamilir. Ayrica pil
elektrotlarinda, her tip manyetik malzemelerde ve kayit cihazlarinda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde Co’nun en biiyiik maden iiretici iilke Zaire (%52) ve

en bliyiik metal kullanicisi ise Amerika Bilesik Devletleri’ dir [17,21,31].
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1.1.4. Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.4.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Sanayi faliyetlerinin artmasiyla, toksik metaller gibi pek cok kirletici birikmesiyle
cesitli ekosistemlerin bozulmasimnda artis goriilmiistiir. Sucul ortamlarda agir
metallerin varligi sudaki yasam icin ciddi hasara neden oldugu bilinmektedir. Birgok
agir metal tuzu, su ve sulu cozeltileri icinde ¢Oziiniir ve klasik fiziksel metotlarla
ayrilamaz. Agir metal kirliligi genellikle plastik imalati, giibre, madencilik, metalurji
siireclerinden kaynaklanmaktadir [32,33]. Endiistriyel atiksularindan toksik agir
metallerin uzaklastirilmasi, son birka¢ yildir yaygin olarak fiziksel ve kimyasal
yontemler kullanililmaktadwr. Bu yontemler, oksidasyon- rediiksiyon, kimyasal
coktiirme, filtrasyon, elektro-kimyasal muamele, buharlastirma, iyon degisim ve ters
ozmoz gibi yontemlerdir. Bu tekniklerin yiiksek reaktif gereksinimi ve
ongoriilemeyen metal iyon giderimi ve pahali olmasi gibi dezavantajlar1 vardir.
Cizelge 1.3’te Kirli sulardan geleneksel yontemlerle metal giderimin avantaj ve
dezavantajlar1 gosterilmistir. Ayrica, glicli ve kirletici reaktifler toksik camur ve
cevre kirliligine neden olan desorpsiyon i¢in kullanilmaktadir. Biyoteknolojik
yaklagimlar bu alanlarda basarili olabilecek ve bu ihtiyaclar1 karsilayabilecek sekilde

tasarlanmistir [34].

Atik sulardaki agir metallerin uzaklastirilmasi i¢cin kullanilan bu ydntemler dort

kisimda incelenebilir.

1.1.4.1.1. indirme-Cékeltme Yontemi

Bu yontemle yiiksek degerlikli metal, ¢okebilen bir sekline indirgendikten sonra,
noétralize edilir, reaktifin asiris1 metali ¢okeltir. Coktiirmede karistirma, yumaklagsma
(flokiilasyon), koyulastirma ve siizme islemleri yapilir. Bu yontem 6zellikle kromlu

atiklarin aritiminda kullanilir [35].
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1.1.4.1.2. Yiikseltgeme-Cokeltme Yontemi

Bu yontemde indirgenmis metal, kararli, yilikseltgenmis ve ¢oziinmeyen sekillerine
doniistiiriiliir. Bu tiir bir atik aritma prosesinde, havalandirma — ¢okeltme — siizme
olmak tizere ardisik lic basamak vardir. Kolayca yiikseltgenmeyen metaller i¢in s6z
konusu prosese kimyasal yiikseltgeme basamagini da eklemek gerekir. Bu yontem

ozellikle Fe ve Mn igeren atiklarin aritiminda kullanilir [35].

1.1.4.1.3. Notralizasyon-Coktiirme Yontemi

Cr*, Cu®’, Zn®", Ni*', Fe*", Cd*" gibi agir metal iyonlari ortama kireg, soda ve/veya
sodyum hidroksit katilarak notralize edilir, hidroksitleri seklinde coktiirtilerek atik
sudan uzaklastirilir [35].

1.1.4.1.4. iyon Degisimi

Bu siirecte, seyreltik c¢ozeltilerinden metal iyonlart de§isim reginesi iizerine
elektrostatik kuvvetleri tarafindan tutulan iyonlar1 ile degistirilir. Dezavantajlar1 ise

yiiksek maliyet ve belli iyonlarin kismen kaldirilmasi [5,35,36,37].
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Cizelge 1.3. Kirli sulardan klasik metal giderim yollar1[5, 33]

Yontem Dezavantajlan Avantajlan

(a) ayirim zor
(b) ¢ikan toksik kalintmin Basit
Kimyasal Ayirim giderimi Nispeten ucuz

(¢) etkili olmamast

) (a) yiiksek metal
Elektro-kimyasal o ] o
konsantrasyonlari i¢in gegerli | Metal giderimi saglar

Ayirim )
(b) spesifik kosullara duyarl
(a) yiiksek basing uygulamasi
Saf atik (geri doniisiim i¢in
Ters Ozmoz (b) pahali

) kullanilabilir)
(¢) membran boyutu 6nemli

, o (a) parcaciklarin varligina duyarh | Etkili
Iyon Degisim ) )
(b) pahali resin Metal giderimi saglar

o . Geleneksel sorbent
) (a) bazi metaller i¢in ¢ok etkili
Adsorbsiyon deil kullanimi(karbon),

egi
s Metal giderimi saglar

(a) fazla enerji
(b) pahali

(¢) artik gamur olusturmast

Buharlastirma Saf atik (geri doniigiim i¢in)

1.1.4.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Yontemleri

Metaller, toprak erozyonu, madencilik , endistriyel kirlilik, kentlesme, kanalizasyon
atiklari, hava kirliligi gibi yerkabugunun ayristmi sonucu c¢evreye salimaktadir
[38].Toksik metallerin klasik yontemlerle giderimi, eksik metal giderimi, yiiksek
reaktif ve enerji gereksinimi, toksik atik veya dikkatli imha gerektiren atik {iriinleri
olusumu, pahali olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Atiksulardan toksik metallerin
giderimine yOnelik yeni teknoloji arayisi, ¢esitli biyolojik meteryallerin  metal

baglama kapasitelerine dayali biyosorpsiyona dikkat ¢ekmistir [36].
Artik maddelerin aritilmalar1 i¢in biyolojik aritma teknikleri en ¢ok basvurulan

yontemlerdir. Bagta siv1 atiklarm aritilmasi i¢in kullanilan biyolojik sistemler olmak

iizere kat1 atiklarin kompost yapilarak yok edilmesinde, komiiriin ve diger fosil
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yakitlarin i¢indeki kiikiirtiin yakilmadan once azaltilarak hava kirliliginin 6dnlenmesi
gibi ¢evre kirlenmesini Onleyici bir ¢ok uygulamada mikroorganizmalardan ¢ok

genis oranda yararlanilmaktadir [35].

Ik olarak Polikarpov [35], radyoaktif elementlerin sulu ortamda mikroorganizmalar
tarafindan  dogrudan adsorplanabildigine dikkat c¢ekerek, bu 0Ozelligin
mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerinden bagimsiz oldugunu iddia etmistir.
Yapilan diger bir ¢alismada , aktif camur bakterisinin tersinir flukasyonunun, negatif
yiiklii hiicre yiizeyleri ile ¢ozeltideki Ca®” ve Mg*" gibi iki degerlikli katyonlar

arasinda kurulan iyonik bag kopriilerinin bir sonucu oldugu ileri stiriilmiistiir [35].

Su ve atiksulardan toksik agir metallerin giderilmesinde mikrobiyal biyokiitlelerin
kullanilmas1 var olan metotlara, diisiik maliyeti ile yeni bir alternatif olusturmaktadir.
Biyosorpsiyon teknolojisinin en Onemli avantajlar1 atik sulardaki agir metal
konsantrasyonlarmi ¢ok diisiik seviyelere indirgemekteki etkinligi ve bol miktarda
kolayca fiiretilebilen, ekonomik biyosorbent materyallerinin kullanilmasidir. Bu
biyosorbentler metal iyonlarmin giderilmesinde yiiksek secicilige sahiptirler. Ayrica
bu yontem ile ¢ok seyreltik sulardan bile kirleticiler etkili bir sekilde
giderilebilmektedir. Biyosorpsiyon yonteminin diger avantajlari ise bu yontemin
yerinde uygulanabilen bir yontem olmasi, ¢cok 6zel dizaynlar ve endiistriyel islemler

gerektirmemesi ve birgok sistemle ekonomik bir sekilde birlestirilebilmesidir [39].

1.1.4.2.1. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, kirliligi temizlemek ic¢in bakterileri ve diger mikroorganizmalar
kullanan bir biyoteknoloji dalhidir [40]. Biyoremediasyon islemleri, metal
gideriminde fizikokimyasal yoOntemlerle karsilastirildiginda, ekonomik ve
diisiik metal konsantrasyonlarinda bile yiiksek verim gdstermesi nedeniyle daha
cazip hale gelmistir. Kirlenmis ortamlardan metallerin uzaklastirilmasinda metallerin

kullanim1 gelecek vaat eden bir yontem olarak kabul edilmektedir [38].
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Bakteri, mantar, alg gibi c¢esitli biyomateryallerin endiistriyel ve tarimsal atiklar
dahil pek cok kirleticiyi bagladigi bilinmektedir. Biyosorbentler sulu ¢ozeltiden
metalik elemanlari, 6zellikle agir metalleri, ayrilmasi i¢in daha az maliyetli ve daha
etkili bir alternatiftir. Biyosorpsiyonu cazip hale getiren, biyosorbentlerin iki ve ¢ok

degerlikli metal katyonlarma belirli bir spesifitesinin olmasidir [41].

Mikrobiyal hiicreler (canli yada 6lii) ve onun tirlinleri, metalin hem ¢6ziinen hem de
kat1 hali i¢cin etkin bir biyoakiimiilatordiir. Yiiksek metal baglayan yeni biyokiitle
cesitlerinin  kesfedilmesi, bu konuda diisik maliyet ve rekabetli biyosorbent
iirlinlerinin potansiyel olarak tanitilmasma olanak saglamigstir. Metal aritimi igin
kullanilacak cansiz biyokiitleler dogal olarak sik bulunan veya atik halde elde
edilebilen algler, fungiler ve bakterilerden hazirlanir. Biyokiitle, herhangi bir
endiistriyel prosesin yan {iriinii olarak daha az maliyet ile temin edilebilmektedir

[40].

Ex situ biyoremediasyon Kkirliliklerin ¢ikarimmi ve bunlarin 6zel bir bolgeye
yerlestirilmesini icerir. Bu 6zel bolge, cevre kosullarin saglanabilmesi ve islemlerin
daha kolay izlenebilmesi avantajin1 saglar. Boylece biyoremediasyon siireci daha
hizl1 gergeklesmektedir. Buna ragmen, kirlilik giderimi zaman alict ve pahalidir.
Bunun diginda, yiizeyden kirliliklerin giderilmesi, ¢alisanlarin ve genel halkin zehirli
materyalden olumsuz etkilenmesini arttirabilir. Bunun tersine in  situ
biyoremediasyon kirlenmis bolgeden kirliliklerin ¢ikarilmasini gerektirmez. In situ
biyoremediasyonun bir avantaji kirliliklerin ¢ikarilmasina gerek duyulmamasidir.
Iste bu nedenle calisanlarin kirliliklerden etkilenmesi ve yontemin maliyeti ex situ
biyoremediasyona gore daha azdir. Yine de bu yontemin de birtakim dezavantajlar
vardir. Ozel biyoremediasyon bdlgesi icermediginden kosullarm denetlenmesi ve
islemlerin izlenebilmesi diger yonteme gore ¢ok daha zordur [5,42]. Cizelge 1.4’te

biyoremediasyon cesitlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 gosterilmistir.
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Cizelge 1.4 Biyoremediasyon cesitleri [5, 40]

Biyoremediasyon (Biyolojik Aritim)

Tanimlama: Kirleticilerin tamamen inaktive edilmesi
Gerekenler: -Mikroorganizmalar
-Substrat (Gida)
-Elektron alicilar

Aerob: O,

Anaerob: nitrat siilfat vs.
-Yeterli besin

Nitrojen, fosfat, potasyum

y !

Avantajlari Kisitlayicilar
o Biitiin hidrokarbonlar ve o Elektron alicilar1 ya da besinler
¢ogu organik bilesikler biyoaktiviteyi engeller.
inaktive edilebilir. o Yiiksek seviyedeki organik kirleticiler
o Mikroplar cogunlukla mikroplar i¢in toksik olabilirler.
kirli ortama o Agir metaller mikrobiyel aktiviteyi
alisabilmekte. engelleyebilir.
o Kirlenme sulu ortamlarda olmalidir.
o Diisiik sicaklik yavas ayirim gerektirir.

v

Tercih Edilen Biyolojik Aritim Yontemleri

Aerobik (yeterli oksijene gereksinim vardir)
o Hizhidir
o Metan liretmez
o llave O, gerekebilir
In-situ biyolojik aritim (Biyoremediasyon)
o Kontamine olmus materyal hareketsizdir
o Dogru kosullarda, yeterli zaman verildiginde bulundugu dogal ortaminda biyolojik

ayirma segenegi

Biyolojik Aritimin (Bioremediasyon) Altarnatif Yontemleri

Anaerobik in-situ biyolojik aritma(biyoremediasyon)
o Ilave O, gerektirmez, bu nedenle enerji girisi diisiiktiir
o Yavagtir
o Metan iiretebilir
Aerobik Ex-situ biyolojik aritim(biyoremediasyon)
o Maddenin islenmesi ve aritim tesisinin kurulmasini gerektirir
o Materyallerin kullanim kolayliklar1
o Pahalidir
o Besin ve O, arttigindan hizlidir
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Biyolojik aritim ydntemlerini biyosorpsiyon, biyoakiimiilasyon, biyodegredasyon,

fitoremediasyon olmak iizere 3 genel baslik altinda toplayabiliriz [19,36,43]

1.1.4.2.1.1.Biyosorpsiyon

Agir metal iyonlarmin alimi hiicre yiizeyine yakalanma ve bunu izleyen sorpsiyon
asamasindan olusur. Bu alim metodu biyolojik metabolik dongliden bagimsizdir ve

biyosorpsiyon (pasif alim) olarak adlandirilir [44].

Biyolojik siireclerle metal aritimi, 6zellikle mikropsal hiicrelerle yapilan metal
biyosorpsiyonu etkili ve alternatif bir teknoloji olusturacak giictedir. Sekil 1.3°te
metal mikrop iligkili mekanizma sematize edilmistir. Metallerle biyosorpsiyon
siirecinin temelde iki hedefi vardwr. Birincisi Au, Ag ve Pt gibi degere sahip
paslanmaz metallerin geri kazanimini; ikincisi ise canli sistemleri ve gevresi i¢in ¢cok
kii¢iik derisimlerde bile son derece zehirli olan Hg, Cu, Fe, Pb, Cr, Cd, Ni ve Zn gibi
agr metallerin kirli sulardan uzaklastirilmasidir [5]. Karboksil, amin, hidroksil,
fosfat ve stilfidril gruplarmin varligi nedeniyle nétr pH' da net eksi yiik tastyan hiicre

ylizeyi, art1 yiiklii katyonik metalleri kayda deger miktarda adsorplayabilir [24].

Cansiz biyokiitlelerinde metal iyon giderimi adsorpsiyon ve iyon degisimi yollarmi
icermektedir. Herhangi bir biyorsorbent kapasitesi esas olarak, biyokiitle 6zellikleri
tarafindan, hedef metallerin fizikokimyasal Ozellikleri, etkilesim halinde oldugu
mikrogevre solusyonlar1 pH, sicaklik ve diger iyonlar tarafindan etkilenir. Ornegin
pH artis1 metal iyonlarmin ¢okmesine neden olabilir. Hiicre yiizey emilim
mekanizmalar1 hiicre metabolizmasindan bagimsizdir; bunlar metal ve hiicre duvari
fonksiyonel gruplar1 arasindaki fizikokimyasal etkilesime dayanmaktadir. Bu islem
hiicre metabolizmasindan bagimsiz oldugu i¢in metal baglanmasi olduk¢a hizlidir

[45].
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Biyosorpsiyon Metal — mikrop

5 Etkilesimi
M
\ = L.
Y o
\ L /\
s /
M — . |
Biyvoemilim Mikrobial
Heterotrofik emilim gibi
Hiicre
Coziinmemis + Organik

Metal * Asit

Coziinmemis metal selatt )0, HPO; +M™~ —WHPO,

Metal \

(yiikseltgenmis ¢oziinen) Biyomineralizasyon

MO

Metal H)S+M"™—>»MS

(indigenmis ¢6ziinmeyen)

Enzimle Katalizlenmis tasinim
Biyorediiksiyon gibi

Sekil 1.3. Biyoremediasyon uygulamalari i¢in metal-mikrop iliskili mekanizmalar

[24]

Oh ve arkadaslar1 [45], Pseudomonas stutzeri' nin liyofilize hiicreleri tarafindan Pb*,
Cd*" ve Cu™™ nin biyosorpsiyon kapasitesi Langmuir ve Freundilich izotermlerine
gore incelemistir. Pb’", Cd*" ve Cu’" igin biyosorpsiyon kapasitesi, metal
konsantrasyonunun artmasiyla azaldig1 goriilmiistiir. Biyosorpsiyon i¢in optimum

pH Cd*" ve Cu®"i¢in 5.0 ve Pb*" i¢in 6.0 oldugu saptanmustur.

Mikrobiyal hiicrelerle metal biyosorpsiyonunda da enerjiye bagli mekanizmalardan
dolay1 adsorpsiyon ortaminin sicakligi 6nemlidir. Bayramoglu ve arkadaslar1 [46], 5-
40°C arasindaki calisma sartlarinda Lentinus sajor-caju  misellerinin  Cr'®
biyosorpsiyonunu  degerlendirmigler ve sicakhigin artisiyla  biyosorpsiyon

kapasitesinin 1.4-1.5 kat arasinda arttigini gézlemlemislerdir.
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1.1.4.2.1.2.Biyoakiimiilasyon

Bakteri, alg, fungus ve mayalar1 iceren mikroorganizmalar agir metalleri ve benzer
bilesikleri (6rn: radyoniikleidler, organometalik bilesikler, metalloidler ve metal
partikiiller gibi) dis cevrelerinden yiiksek etkinlikle biriktirebilirler. Bunu fiziko-
kimyasal (adsorpsiyon) ya da metabolik aktiviteye bagli olabilen mekanizmalar
araciligiyla yaparlar. Gram pozitif bakterilerin ¢eperleri etkili metal selatorleridir ve
Bacillus subtilis’te peptidoglikandaki glutamik asitin karboksil grubu metalin
tutuldugu Onemli yerdir. Algal hiicre c¢eperleri ve hiicre disi materyaller iyi
biyosorptif ajanlardir. Hem iyonik hem de kovalent bag hiicre i¢in 6nemli rolii olan

protein ve polisakkaritlerle biyosorpsiyonu kapsar [35].

Canli mikroorganizmalarla ¢alismanm ana avantaji kiiltiiriiniin yapilmasinin kolay
olusu ve kolay saklanabilirligidir. Ancak solusyondaki agir metallerin toksik
etkilerinden etkilenebilmektedirler [19]. Biyobirikim adsorpsiyondan daha yavas bir
siire¢ igerir [40].

1.1.4.2.1.3.Biyodegradasyon

Biyodegradasyon terimi genel olarak kompleks bilesiklerin biyolojik faaliyetlerle
parcalanmas1 (metabolize edilmesi) seklinde tanimlanabilir. Sicaklik, pH, su, besin
miktar1 ve biyolojik olarak parcalanacak kimyasalin sudaki ¢oziiniirliliigii, kimyasala
bagl yan gruplar, molekiil biiytlikliigii, toksisitesi gibi fizikokimyasal parametreler
biyodegradasyonu etkileyen en oOnemli parametrelerdir. Biyodegradasyon,
kimyasalm hiicre disinda pargalanmasi veya hiicre i¢ine metabolize edilmesi seklinde

olmaktadir [47].

Yapilan bir ¢alismada Trametes (Coriolus) versicolor, Phanerochaete chrysosporium
ve Pleurotus sajor-caju gibi bazi Basidiomycetes iiyeleri arasindan siyaniir yikim
yetenekleri bakimindan etkin tiir se¢ilmistir. Denenen funguslar arasinda Trametes
versicolor hiicrelerinin digerlerine kiyasla daha yiiksek bir yikim aktivitesine sahip

oldugu goriilmiistiir [48].
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1.1.5. Bakterilerin Metal Direnclilik Mekanizmalar

Insanlar diinya iizerinde baskm bir etken olarak bir ¢ok organizmanm evrimine sekil
vermistir. Baz1 durumlarda, organizmalarin evrimsel cevabindaki sapmalarin insanlar
ve cevresel saglik i¢in anlamlar1 c¢ok derin olmustur. Hicbir yerde bu etki,
bakterilerin; antibiyotiklere, agir metallere ve pestisidlere olan evrimsel yanitindan
daha belirgin olmamistir [51]. Bakteriler ayn1 biyokimyasal ve genetik prensiplere
uygun olarak calisirken, daha hizli evrimlesme icin ayirict olan belirli 6zellikler
acisindan ¢ok hiicreli 6karyotlardan farklidirlar. Bakterilerin sadece lireme zamanlar1

kisa degildir, ayrica genetik farkliliklar1 da yiiksektir [52].

Yaklasik 4 milyar yil 6nce hiicresel yasamin basindan beri organizmalar,is1, ozmotik
stres, radyasyon ve toksik maddeler gibi stres kosullartyla karst karsiya
kalmistir. Yasayan sistemler evrimleri boyunca bu streslere karsi 6zel tasima
mekanizmalari, metal baglayic1 proteinler gibi sistemlerden faydalanarak adapte

olmuslardir [53].

Bakterilerde agir metal direnci tekli ya da ¢oklu antibiyotik direnci ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Staphylococcus aureus ile ilgili calismalar agik¢a penisilin, eritromisin
ve tetrasiklin direnciyle; Hg, Pb, Cd, Zn toleransi arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir. Benzer direng modelleri Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve
Pseudomonas aeruginosa i¢in de vardir. Bazi durumlarda, metal direngliligi ile
antibiyotik direngliligi ayni plazmit kokenli olabilmektedir. Metal direncliligi ise
antibiyotik kullannomindan once rapor edilmistir [53,54]. Staphylococcus tiirleri
birden fazla metal ve antibiyotiklere diren¢li olup: en yaygin coklu diren¢ Cr, Pb ve

penisilindir [55].

Toksisite kendi ana baglayic1 bolgelerinden veya ligand etkilesimleri yoluyla
metallerin ~ yer degistirme yoluyla gergeklesir. Metal adaptasyonunda
bakterilerin kromozom, transpozon ve plazmid aracili direng sistemleri vardir. Agir

metal direnci i¢in bes bilinen mekanizma vardir: [56]
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1) Gegirgenlik bariyeri ile metallerin disarida tutulmasi,

2) Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif transportu (Efflux)

3) Metallerin proteine baglanmasi yolu ile hiicre i¢cinde alikonmasi,
4) Ekstraseliiler alitkonma,

5) Metallerin daha az toksik formlara doniistiirtildiigii enzimatik detoksifikasyon,

1.1.5.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Disarida Tutulmasi

Hiicre duvarinda ya da hiicre zarinda metale karsi bir gegirgenlik bariyeri
olusturularak metaller hiicre disinda tutulur. Bdylece metale hassas hiicresel
komponentler korunmus olur. Buna en giizel 6rnek E.coli’deki Cu®" direngliligidir.
E.coli’de bir membran kanal proteini olan porin proteinleri’nin liretimi degistirilerek

Cu”""nin hiicreye girisi engellenir [57].

Pseudomonas sp.’de bulunan bir operonda kodlanmisolan dért genin Cu*’nin
periplazmik baglayict 6zelliginin kodlar1 oldugu bulunmustur. Bunlar; copA, copB,
copC, copD’dir. Cu*'direncliligi; copAd, copBile copC, copD’nin obzelliklerinin
toplaminin eklenmesi sartiyla saglanmaktadir. copA ve copC proteinleri i¢ ve dis
membranlar arasinda ve copB ise dig membranda bulunmaktadir. Bu proteinlerin
lokalizasyonu, periplazmik baglayic1 veya ekstraselliiler alikoyma her ikisinden
dolay1 diren¢ hipotezini destekler goriinmektedir. S. aureus’un bazi tiirlerinde,
peniklinaz’in kodlarin1 bulunduran plazmidler, hiicre membran1 degisimi araciligi ile
Cd*" gecirgenligini engellemede diger metaller kadar iyi diren¢ olusturmada arag
olabilmektedir. Bu durum metal iyonlarmin girisini engellemek i¢in zardaki uyumsal
degisimler olarak goriilmektedir. Bu Cd*" nin 0,01-0,1 nM seviyelerinde genelde
diisiik diizeyde direng olarak goriiliir [2].
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1.1.5.2. Metallerin Hiicreden Disar1 Dogru Aktif Transportu (Efflux)

Aktif transport ya da akis sistemleri metal direnclilik sistemleri arasinda en yaygin
olan mekanizmalardir. Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalarindan
uzaklastirmak i¢in aktif transport mekanizmasini kullanirlar. Bu mekanizma,
kromozomal ya da plazmid kodlu olabilir. Hiicre i¢in gerekli olmayan metaller
hiicreye normal besin transport sistemleri ile alinir, ancak hemen disariya atilir. Bu

pompalama sistemleri ATPaz’a bagimli yada ATPaz’dan bagimsiz sistemler olabilir

[5].

Ni Saccharomyces cerevisiae bakterisinde hiicre i¢cine CorA4 sistemi tarafindan girer.
Buna ek olarak hidrojenaz gen kiimesinin bir parcasi olan Ni tayiciyici sistemi
Ralstonia eutropha' da tanimlanmis ve yeni HoxN smifi transport proteinin bir
modeli bulunmustur (Sekil 1.4). Ni alimi muhtemelen kemiozmatik gradient
aracilifiyla yonlendirimistir.E. coli i¢ginde hidrojenaz olusumu i¢in Ni bir ABC
tasima sistemi ve periplazmik nikel-baglanma proteini tarafindan temin edilir.
Bakterilerin en bilinen Ni direncliligi, Ralstonia sp. CH34 ve benzeri suslarda bir

RND transport tarafindan yonlendirilen tagima sistemine dayanmakatadir [14].

A Nickel

/ MIT HoxN

kLRNDNIH i/ i &

Sekil 1.4. Bakteriyel agir metal metabolizmasinda protein aileleri [14]
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Nies ve arkadaslar1 [58] yaptiklar1 ¢alismada, mikroorganizmalarda Cr’nin herhangi
bir yararl sinirda bulunmadigini belirtmislerdir. Kromat Ralstonia sp. CH34 susunun
hiicre i¢ine, bircok mikroorganizmada goriilen siilfat alim sistemiyle girdigini
gostermislerdir. Kromat direnci muhtemelen kromat azaltilmasi ve kromat taginim

etkilesimine dayandigini belirtmislerdir.

Co”* en hizli bakteri hiicresindeki CorA sistemi tarafindan toplanir. Co
konsantrasyonu diisiik oldugunda indiiklenebilir ATP odakli alim sistemi heniiz
tespit edilmemistir ancak R. eutropha'dan gelen Ni tasiyict HoxN ile ilgili bir sistem
Rhodococcus rhodochrous da bulunmustur. Bu nedenle HoxN homologu B, kobalt

protein iiretimi i¢in Co ' sagladig1 goriilmiistiir [14].

Topragin kemolitotrofik ototrof A. eutrophus’ un biliylik plazmitleri bir¢ok agir
metal diren¢ belirleyicisi bulundurmaktadir. Czc, iki degerlikli katyon/proton
antiporter olarak islev goren bir akis pompasidir (Sekil 1.5). CzcA temel i¢ zar
tastyici proteindir. CzcC bir dis membran proteini oldugu diistiniilmektedir. CzcB ise
gram-negatif bakterilerin i¢ ve dis hiicre zarlar1 arasinda koprii olan membran fiizyon

proteini olarak goriilmektedir [59].

ca™ egt
Zntt
e mﬂ M J',‘" ‘
"Et tCch' CzcC ﬂt L
CzcB CzcB
1||n|n=‘r|“n| I]nl‘brane CZ’C‘A CQCA '; lW” 4[
Bl L V] v - ;
2H"

Sekil 1.5. Kadminyum, kobalt ve ¢inko i¢in Czc modeli [59]
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1.1.5.3. Metallerin Proteine Baglanmas: Yolu ile Hiicre icinde Alikonmasi

Hiicre i¢i alikonma, metallerin birikiminde sitoplazma i¢indeki gerekli olan hiicresel
bilesimlerin etkilenmesini engellemektedir. Bu mekanizma ile genellikle Cd*", Cu**

ve Zn*" metalleri alikonmaktadir (Sekil 1.6) [2].

Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Bu mikroorganizmada
smtAve smtB olmak iizere iki gen bulunmaktadir. Bunlardan SmtA, Cd*" ve Zn*"ye
baglanan bir metallothioneini kodlamaktadir. Bu gen yiiksek diizeydeki Cd*", Zn*" ve
Cu”" konsantrasyonlarinda indiiklenmektedir. Sm¢B geni de smtd geninin repressorii
olan smtB proteinin liretilmesinden sorumludur. Bu repressor protein metallothionein

iiretimini transkripsiyon agsamasinda durdurmaktadir [60].

A. induksiyon
SmitB-Zn2+

¥ ¥ \ A 4 v ¥
o530 s | smti3 --mu- ~
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B. Delesyon

pa) snziB ————

Sekil 1.6. Synechococcus 'ta smtA ve smtB genleri ve Zn’yi baglamasi [2]

1.1.5.4. Ektraselliiler Aikonma

Bu tip metal direngliliginin 6nceleri sadece bakterilerde oldugu diisiiniilmiisse de,
daha sonralar, maya ve funguslarda da bulunmustur. S. cerevisiae’deki Ni*"
direngliliginin bu sekilde oldugu disiiniilmektedir. S. cerevisiae fazla miktarda

glutatyon iireterek Ni*™ absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Glutatyon agir metallere

26



cok yiiksek bir affinite ile baglanmaktadir. Yapilan arastirmalar mayalarin metalce
zengin besi ortamlarma ekstraseliiller glutatyon salgiladiklarin1 gostermektedir.
Toksik metaller glutatyon ile birleserek hiicre membranindan gecememektedir.

Benzer bir mekanizmada Cu®" direngli mantarlarda goriilmektedir [61, 62].

1.1.5.5. Metallerin Daha Az Toksik Formlara Doniistiiriilldiigii Enzimatik
Detoksifikasyonu

Tanmimlanmis olan birgok bakteriyel agir metal direncliligi icinde, Hg direngliligi en
1yi incelenmis olanidir. Hg genis bir yayilma alanina sahiptir ve diger agir metal
direngliliklerinden farklidir, Hg direngli mikroorganizmalarin izole edildikleri yerler
ile memelilerin floras1 hemen hemen aynidir. Hg direnclilik mekanizmasi i¢in
yapilan ¢alismalarmn ¢ogu reaktif iyonik Hg*" formundan elementel ve daha az reaktif
Hg" formuna detoksifikasyonuna baglidir. Bazi Hg’ye direngli bakteriler Hg’ye genis
spektrumlu direncli esas bilesiklere sahiplerdir [63]. Filogenetik ve gen dizi analizleri
mer iligkili genlerin ilk jeotermal ortam degisiklikleri sirasinda termofilik
mikroorganizmalar arasindan geldigini gosterir. Mer operonu olarak gelisen genetik
sistem asilnda toksitesi yiiksek formlarin ugucu toksik olmayan formlara doéniistiiren
1yi bilinen bakteriyel metal direng sistemidir. Son zamanlarda Tn916 unsuru igerdigi
konjugatif transpozon Tn6009 genlerin merd, merB, merR ve Hg
detoksifikasyonundan sorumlu merT genlerini iceren S. aureus gibi gram-pozitif
bakterilerin mer operonundakine benzer genler bulunmustur. Tuhaftir ki,
Acidithiobacillus  ferooxidan’dan saflastirilmig sitokrom c¢ oksidaz hiicre ig¢i
transporttan sonra Hg bilesiklerine kars1 detoksifikasyon faliyeti gdsterdigi rapor
edilmistir. Mer operonu Hg™ gideriminde en yaygin genetik detoksifikasyon
sistemlerinden biridir. Cesitli genleri igeren mer operonu bakterilerde organik ve
inorganik Hg bilesiklerinin tespiti i¢in merR/merD, tasima veya hareketini
kolaylastirmasi i¢in merP/merT/merC ve son olarak enzimatik detoksifikasyon i¢in

merA/merB genlerini igerir [64].
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Sekil 1.7. Dar ve genis spektrumlu bakteriyel Hg diren¢ mekanizmasi [65]

Hg diren¢ mekanizmasi Sekil 1.7°de gosterildigi gibi dar spektrum ve genis spektrum
olmak iizere iki tiptir. Dar spektrumda sadece merA geniyle inorganik Hg bilesiginin

enzimatik detoksifikasyonuyla giderimi sinirhidir [64].

1.1.6. Ni Diren¢ Mekanizmasi

Ni genellikle sucul ortamda Ni° ya da Ni*" formunda kararl olarak bulunur. Yakin
zamana kadar, Ni toksitesi mikroorganizmalarin Ni ile kontamine olmus topraklara
veya endiistriyel kirlilige maruz kalmasi hiicrelerde sinirli probleme sebep olduguna
inanilmaktadir. Bu varsayim alt iist oldu ancak, Ni savunma sistemi (RcnA) mezofil
E. coli bakterisinde karakterize edilmistir. Birkagc DNA baglayici protein, metal
tastima ve Ni baglayan proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunda
degisikliklere yol agan proteinler konformasyonel degisiklige ugrar. NikR en iyi
calisilmig Ni bagiml diizenleyici proteindir. Diger organizmalarin NikR proteinleri

metal baglayict ve diizenleyici 6zelliklerinde farkhiliklar sergiler. Karsilagtirmali
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genomik analiz sonuglarma gore, bakteriler ve arkelerde Ni’nin yiiksek afiniteli alim1
icin en yaygin mekanizma NikABCDE gibi bir ATP-baglayici kaset (ABC) sistemi
kullanir (Sekil 1.8). NikABCDE ilk kez E. coli de karakterize edilmis ve ABC

tasiyict alt familyanin bir pargasi oldugu gosterilmistir [18].

Ni(ll)

Porin

AIP ADP +P
\

Cytoplasm

&

Outer membrane
Periplasm
Inner membrane

Nl(ll)

N.(n)

Sekil 1.8. Bakterilerde segilen Ni giderim yollarinin temsili [18]

NikB ve NikC Ni gozenek olusturan bir transmembran proteindir. NikD ve NikE
baglanma ve ATP hidrolize proteinleridir. NikA ise bir periplazmik baglanma
proteinidir. Brucella suis, Vibrio parahemolyticus, Helicobacter hepaticus, Yersinia

sp. ve S. aureus gibi diger Nik sisitemleri de iceren orneklerdir [18].

Andrée’nin [66] yaptig1 bir calismada, E. coli 'de Nik sisteminin bir ABC tasiyict
ailesinden oldugunu ve hidrojenazin anaerobik biyosentezi i¢in Ni** iyonu
sagladigimni rapor etmislerdir. Sekil 1.9°da E. coli bakterisinde Ni transfer operonu ve

regiilasyonu ifade edilmektedir. Baslama bdlegesi (+1) ve transkripsiyon yonii
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oklarla gosterilmistir; (+) ve (-) NikABCDE' nin ekspresyonunun, aktivasyonu ve

represyonunu ifade etmektedir.

Ni%*

activeNikR J inactive NikR
< O

FNR box NikR box ¢ ¢ ¢

Periplasmic Transmembrane ATP-binding Regulatory
binding protein proteins proteins protein

Sekil 1.9. E. coli bakterisinde Ni transfer operonu ve regiilasyonu [66]

NiCoT ailesinin kurucu iiyesi olan HoxN, Cupriavidus necator da yiiksek affiniteli
Ni permeaz aktivitesi ve tam tlireaz ve hidrojenaz faliyetleri icin gerekli oldugu

bulunmustur [18].

Nies [67] yaptig1 bir calismada, RND (resistance-nodulation-cell division) ailesinin
ilk tanimlanan lyesi R. metallidurans bakterisinden gelen CzcA proteini ve ayni
bakteriden CnrA proteini izlemistir. Ayrica plazmid pMOL28 {izerindeki kobalt-
nikel direng belirleyici cnr geni katyon efflux sistemine dayandigini rapor etmistir.
Direng belirleyici gen bolgesi, diizenleyici gen bolgesi cnXH oncesinde bir cnrCBA
yapisal gen bdlgesinden olustugunu belirtmistir. R. Metallidurans CzcCBA aracili

efflux ile Co*", Zn*", Cd*" ve Ni*" metallerine kars: direng gelistirdigini belirtmistir.

Jeannette ve arkadaslar1 [68],Serratia marcescens susunun indiiklenebilir Co ve Ni
diren¢ mekanizmlar1 incelemislerdir. Agir metal direngliliginin NcrABC genlerine
bagli oldugu goriilmiistiir. Ncr4 ve NerC olmadan metal direngliliginde diistis, N1 ve

Co birikiminde artis oldugunu rapor etmistir

Agne’s Rodrigue ve arkadaslarinin [69] Fransa’da yaptigi calismada, E. coli’de

yohM (rcnA) geninin primer karakterizasyonu ve izolasyonunu incelemislerdir. Bu
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gen E. coli 'de Ni ve Co direngliligini artran membrana bagl bir polipeptidi
kodladigin1 gormiislerdir. Bu gen ozellikle Ni ve Co i¢in direnglilik sagladigini
saptamiglardir. Hiicre icinde yohM mutasyonlarinin Ni birikimini arttirdigi, yohM
barindiran hiicrelerdeyse intraselliiler Ni igeriginde azalma oldugu goriilmiistiir. Ni
ve Co ile kontamine olmus ortamlarda bu metallerin biyoremediasyonu yohM

geninin lrettigi proteinler araciligiyla gerceklesmektedir.

Kao ve arkadaglarinin [70] Tayvan’da yaptiklar1 bir ¢alismada, E. coli' de, gram
pozitif (Bacillus cereus RC607) ve gram-negatif (Pseudomonas sp. K-62)
bakterilerinden gelen, asir1 eksprese olan metal-baglayict proteinin (MerP) sulu
¢ozeltilerde Ni**, Zn*" ve Cr’" metallerini adsorplayabildigini rapor etmislerdir. ilk
adsorpsiyon hizi ve adsorpsiyon kapasitesi biyosorbentlerin performansini
degerlendirmek icin belirlenmis ve MerP proteinin ekspresyonuyla rekombinant
suslarin metal adsorpsiyon kapasitelerinin Ni*", Zn*" ve Cr'" icin énemli Sl¢iide

gelistirdigini rapor etmislerdir.

Ni ¢esitli mikrobiyal enzimler i¢cin kofaktdr olup eser bir elementtir. Patojen H.
pylori i¢gin Ni insan midesinde hayatta kalmasi icin gerekli bir elementtir. Ciinkii
onemli viriilans faktorii tireazin kofaktoriidiir. Ni transportu stoplazmik membrani
boyunca NixA permeaz tarafindan gergeklestirilir. Gram- negatif bakterilerde dis
membrana Ni transferini gerceklestiren mekanizma heniiz  bilinmememektedir.
Bakteriyel dis membran aracili Fe ve kobalamin girisi TonB/ExbB/ExbD
mekanizmalar1 tarafindan spesifik enerji reseptorleriyle yapilmaktadir. Bakteride
ExbB/ExbD/TonB and FrpB4 eksik olmasi halinde diisik pH da verimli Ni
gideriminin miimkiin olmadigin1 gostermektedir. Sekil 1.10°da H. pylori bakterisinde
ExbB/ExbD/TonB foksiyon modeli gosterilmektedir. pH 7 de cevrede diisiik
konsantrasyonda Ni varliginda, TonB kompleksi esas olarak, siderofor bagli (mavi
kutu) ferrik demir (Fe3+) iyonunun dis zardan taginmasi i¢in kullanilir. TonB bagimli
tasimim, nickelophore (pembe kutu) kompleksiyle Ni dis membrandan alinir.
Periplazmik boslukta, Ni spesifik bir proteine baglanabilir ve sonrasinda sitoplazmik
membrana NixA permeaz araciligiyla ya da ic membran tasiyicilariyla tasmabilir

[71].
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TonB-dependent nickel uptake

environmental nickel nickel overload
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Sekil 1.10. 7onB bagimli Ni giderimi [71].

1.1.7. Co Diren¢ Mekanizmasi

Mikroorganizmalar bir veya birka¢ diren¢c kombinasyonuna sahip olabilir.
Kromozomal ve plasmit tabanli metal direncinin sistemleri arasinda farkliliklar
vardir. Temel metal direng sistemleri genellikle kromozom tabanli ve plazmit
sistemlere gore daha karmasiktir. Bu iyon efflux mekanizmasmin plazmit kaynakh
olmas1 daha muhtemeldir ¢iinkii belli durumlarda gerekli olduklarinda diger

organizmalar i¢in hizla harekete gegebilir ve gen yiikiinii azaltabilir [56].

Co®" ¢ogu bakteri hiicresinde CorA sistemi tarafindan hizli bir sekilde toplanir. Co
konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugunda hi¢bir ATP giidiimlii alim sisteminin bagl
olmadig1 goriilmistiir fakat R. eutropha bakterisinden gelen Ni tasiyict HoxN ile
ilgili bir sistem nitril hidrataz iceren Rhodococcus rhodochrous bakterisinde
bulunmustur. Boylece HoxN geni Bj,-kobalt proteini olmadan iiretim i¢in Co”"

temin ettigi goriliir [14].

32



Gram negatif bakterilerde kobalt alim sistemi i¢ ve dis membran boyunca iyon
taginimi1 gerekir. Kobalt iyonlar1 digs membran reseptorleri olarak adlandirilan yiiksek
affiniteli tasiyicilar tarafindan dig membran {izerinden taginmaktadir (Sekil 1.12). Bu
reseptorler enerjik TonB kompleksi tarafindan i¢ membran proton itici giic (PMF) ile

birlesmektedir [72].
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Sekil 1.11. Bakterilerde kobalt giderim ve toksisite 6zeti [72]
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1.1.8. Cahsmanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il smirlar igerisinden gecen Kizilirmak’tan Ni ve Co agir
metallerini tolere eden suslarin izolasyonu, biyokimyasal ve molekiiler
karakterizasyonudur. Kizilirmak {zerinde belirlenen 12 bdlgeden su Ornekleri
almarak, N1 ve Co metallerini tolere eden suslar izole edilmistir. Suslarin her bir
metal i¢in MIK degerleri belirlenmis ve enyiiksek MiK degerine sahip olan suslar
ileri c¢alismalarda kullanilmak {izere sec¢ilmistir. Bu suslarin morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak tanimlanmistir. N1 ve Co direncli her bir
sus icin antibiyotik ve diger metallere direnclilikleri bakimindan da test edilmistir.
Boylece suslarin antibiyotik ve ¢oklu metal direnglilik profilleri belirlenmistir.
Suslarin metal diren¢ mekanizmasini belirlemek amaciyla total protein, dig membran
protein ve plazmit izolasyonu calismalari yapilmistir. Plazmit varli§i gosterilen
suslarda plazmit eliminasyonu (curing) calismalar1 yapilarak antibiyotik, metal
direncliligi ve bunlarin plazmit ve kromozomal DNA ile iliskilendirilmesi kurulmaya

calisilmastir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmasi icin kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et oziitii (5 g), maya oOziitii (1 g) ve agar (12 g)’dan
olusmaktadir.

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

2.1.1.2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin bilyiime egrisi, plazmit izolasyonu, protein izolasyonu gibi
deneyler icin kullanilmistir. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitii (3 g)’ nden

olusmaktadir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1 Atm basingta

otoklavda steril edildi.

2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler

Ni ve Co direngli suslarm antibiyotik direng profillerinin belirlenmesinde Cizelge

2.1°de gosterilen antibiyotik diskler kullanilmistir.
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Cizelge 2.1. Antibiyotik diskler ve konsantrasyonlar1

Antibiyotikler K‘"(':;';lr:lf)y on
Amikacin (AK) 30
AmoxycillinCA (AMC) 2010
Ampicilin (AM) 10
Aztreonam (ATM) 30
Bacitracin (B) 10
Cefepime (FEP) 5
Ceftazidime (CAZ) 30
Ciprofloxacin (CIP)/ 5
Chloramphenicol (C) 30
Gentamicin (CN) 10
Erythromycin (E) 15
Imipenem (IPM) 10
Netilcimin (NET) 30
Oxacillin (OX) 1
Pefloxacin (PEF) 5
Penicillin (P) 10
Piperacilin (PRL) 100
Piperacilin / Tazobactam 100710
(TPZ)

Rifampin (RA) 5
Sulbactam/CFP (CES) 7530
Tetracycline (TE) 30

Ticarcillin (TIC) 75
Ticarcillin / CA (TIM) 7510
Trimeth-sulfa (SXT) 25
Tobramycin (TOB) 10
Vancomycin (VA) 30

2.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.
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2.1.3.2. Kullanilan Tampon Cézeltiler
2.1.3.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler
2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0.990 gram glukoz, 0.394 gram Tris, 0.372 gram EDTA tartilarak 100 ml suyla

(pH: 8) tamamlanmustir.

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH c¢ozeltisinden 4 ml, %10’luk SDS ¢o6zeltisinden de 10 ml alinarak

karistirilir. 86 mL steril su ile soliisyon 100 ml’ye tamamlanmistir.

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

74 gram K-asetat tartilir ve 28.75 ml glasiyal asetik asit ile ¢6ziiliir. Soliisyonun son

hacimi 250 ml olacak sekilde steril su ile tamamlanir.

2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 gram Tris, 37.2 gram Na2EDTA.2H20 tartilarak 57.1 ml glasiyal asetik asit ile

¢oziiliir. Son hacim 1000 ml olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmistir.

37



2.1.3.2.2. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.2.2.1. Tris/EDTA Tamponu (250 ml)

0.3 gram Tris ve 0.008 gram EDTA tartilip 250 ml steril suyla ( pH: 8.0 )
tamamlanmustir.

2.1.3.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 ml)

10 gram SDS tartilarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde steril su ile
tamamlanmustir.

2.1.3.2.2.3. Proteinaz K’nin Hazirlanmasi (10 ml)

0.0384 CaCl,.2H,O tartilarak, 5 ml gliserol ve 100 ul, 1 M Tris-HCI (pH: 8.0) ile

¢cOziilmiistiir. Son hacim 10 ml oluncaya kadar steril su ile tamamlanmistir.

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak 100 mg proteinaz K ¢6ziilmiistiir.

2.1.3.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 ml)

20 gram NaCl tartilarak, 100 ml steril su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 ml)

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

steril su ile tamamlanmistir.
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2.1.3.2.2.6. Kloroform/ izoamil Alkol Tamponu (100 ml)

96 ml kloroform, 4 ml izoamil alkol ile karistirilmistir.

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

48 ml kloroform, 2 ml izoamil alkol ve 50 ml fenol ile karistirilarak

tamponhazirlanmastir.

2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 ml)

Izopropanol alkolden 100 ml almarak plazmit izolasyonunda kullanilmistir.

2.1.3.2.2.9. %70’lik Ethanol (100 ml)

30 mL steril su ile 70 ml %100’Lik ethanol ile karistirilarak hazirlanmistir.

2.1.3.2.2.10. Tris-HC] Tamponu (50 mM, 100 ml)

8.47 gram Tris-HCI tartilarak 50 ml steril suda ¢ozilmistir ve pH: 8.0°e

ayarlanmistir. Son hacim 100 ml oluncaya kadar steril su ile tamamlanmstir.

2.1.3.2.2.11. Tris-HC] Tamponu (1 M, 100 ml)

0.12 gram Tris-HCI tartilarak 100 ml steril suda ¢oziilmiistiir.
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2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler

2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu: (KH,PO.K;HPO,)

6.8 gram KH,POy4ve 8,7 gram KH,PO, tartilip 1000’er ml distile suda ¢oziilmiistiir.

Hazirlanan iki ayr1 ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak pH: 7.0’ye ayarlanmastir.

2.1.3.2.4. Dis Membram Protein Izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler

2.1.3.2.4.1. Tris Buffer Soliisyon: ( 10 mM Tris-HCI, pH: 8)

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiis ve HCI ile pH: 8.0’e ayarlanmustir.

Son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmistir.

2.1.3.2.4.2. Deterjan Soliisyon: ( 11,1 mM Tris-HCI, Triton X-100, pH:7,6)

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

HCl ile pH: 7.6’ya ayarlanmistir. Son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmaistir.
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2.1.3.2.5. SDS PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.2. SDS PAGE stok soliisyonlar1 hazirlanisi

Stok Soliisyonlari

Hazirlamisi

Tris-HCI, 2 M

24.2 gram Tris tartilir, 50 ml distile suda ¢oziiliir, derisik HCI ile

pH: 8.8”¢ ayarlanip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Tris-HCI, 1 M

12.1 gram Tris tartilir, 50 ml distile suda ¢dziiliir, konsantre HCI

ile pH: 6.8’e ayarlanip distile su ile 100 m1’ye tamamlanir.

SDS (%10)

10 gram SDS tartilip distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.

Gliserol (%50)

50 ml %100°1iik gliserol alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Bromfenol mavisi (%]1)

100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 ml distile su i¢inde ¢oziliir.
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2.1.3.2.6. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.3. SDS PAGE calisma soliisyonlar1

Calisma Soliisyonlari Hazirlamisi

Soliisyon A %30 o o o

o 29.2 gram akrilamid ve 0.8 gram bisakrilamid tartilip distile su
akrilamid %0,8 )
o ile 100 m1’ye tamamlanarak ¢oziiliir. Buzdolabinda saklanir.
bisakrilamid (100ml)
2 M Tris-HCI (pH = 8.8) 75 ml, %10’lik SDS 4 ml, distile su 21
Soliisyon B (4x) (100ml)

ml. Buzdolabinda saklanir.

1 M Tris-HCI (pH = 6.8) 50 ml, %10’lik SDS 4 ml, distile su 46
Soliisyon C (4x) (100ml)
ml. Buzdolabinda saklanir.

Amonyum persiilfat 0.5 gram amonyum persiilfat tartilip distile su ile 5 ml’ye
%10’Tuk (5 ml) tamamlanir.

Elektroforez Tamponu Tris (25 uM) 3 gram, glisin (192 mM) 14,4 gram, SDS (% 0,1) 1
(1L) gram tartilip distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH =8,3

1 M Tris-HCL (pH = 6.8) 0,6 ml, %50 Gliserol 5 ml, %10 SDS 2

OrnekTamponu (5x) N
(10ml) ml; 0.5 ml 2-merkaptoetanol, %1 Bromfenol mavisi 1 ml; 0.9 ml
m
distile su. Buzdolabinda saklanir.
2.1.3.2.6.1. Ayirici Jelin Bilesimi (%12°lik)

Cizelge 2.4. Ayirict jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 7.8 ml
Soliisyon B (Stok) 6 ml
Distile su 10.08 ml
Amonyum persiilfat 79.2 ul
TEMED 15.6 wl

42



2.1.3.2.6.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (%4’liik)

Cizelge 2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 1.33 ml
Soliisyon C (Stok) 2 ml

Distile su 4.67 ml
Amonyum persiilfat 27 ul
TEMED 6.6, pl

2.1.3.2.7. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

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

%350’1ik metanol ile karistirilarak ¢ozilmiistiir.

2.2. Yontem

2.2.1. Cahsma Alam

Kizilirmak, Tirkiye topraklarindan dogarak yine Tirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsudur. Adini akarsu yatagmin tabaninda bulunan, 3. zaman
ortalarinda c¢okelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan alir. Uzunlugu 1355
km.dir. Sekil 2.1°de gosterildigi gibi nehir, I¢ Anadolu'nun en dogusundaki Sivas
ilinde Kizildag'in giiney yamaclarindan yaklasik 39.8° kuzey 38.8° dogu noktasindan
dogar, ilk 6nce bat1 ve giiney batiya 38.7° kuzey 34.8° doguya kadar akar, daha sonra
yay seklinde bi¢imlenir. Ilkin batiya, daha sonra kuzeydogudaki Tuz Golii'nii gecerek
kuzeybatiya akar. Daha sonra kuzey ve kuzeydoguya yonelir. Burada Delice Irmag1
ile 40.47° dogu 34.14° bat1 noktasinda birlesir. Sonra zigzaglar ¢izerek kuzeybatiya
akar. 41.10° dogu 34.42° bat1 da Devrez Nehri ile birlikte akar ve kuzeydoguya
dogru doner. Sonugta Karadeniz'e 41.72° kuzey 35.95° dogu noktasinda bosalir.
Swrasiyla Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara, Cankiri, Corum ve
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Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve ¢ayin sularmi toplayarak Bafra

Burnu'ndan Karadeniz'e ulasir [73].

BARTIN
ZONGULDAK
KARABUK:
SREon TRABZON
CE
BOLU
GOUMOSHANE
BAYE
ANKARA
ERZINCAN
TUNCEU
NEVSEHR ELAZIG
AKSARAY MALATYA

Sekil 2.1.Kizilirmak’in lokasyonu [74]

Kizilirmak Nehri Tiirkiye’nin en uzun akarsuyu oldugundan iilkemiz acisindan ¢ok
onemli bir su kaynagidir. Ozellikle gectigi illerde veya yakin illerde hem igme suyu,
hem sulama hem de enerji liretimi agisindan hayati 6neme sahiptir. Giiniimiizde
kuraklik ve kiiresel 1sinma tehlikesinin gozle goriiliir derecede arttig1 diisiiniiliirse su

kaynaklarmin kullanimy, igletilmesi gibi konular 6n plana ¢ikmistir [73].

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen ve

Cizelge 2.6’da gosterilen 12 istasyondan 2009 yilinda su 6rnekleri toplanmistir.
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Cizelge 2.6. Orneklerin alindig1 bdlgeler ve koordinatlar:

Bolge . .. .
Bolge Ad1 Bolge Koordinatlar:
Numarasi
1 Kesikkoprii Barajt 39°23' 53,41"K, 33°25' 18,44"D, 775m
) Kesikkopril Barajt Su 390 22! 50,98'K, 33° 24' 56,99"D, 819,5m
Tutma Bendi
,  [Prdemli Mah. - Sanmusalli 39° 26' 54,60"K, 33° 23' 25,53"D, 781m
Mevkii
4 Akkosan Merkez Mevkii 39° 28' 25,39 "K, 33° 24' 00,99"D, 801m
5 Egribitk - Akkosan 39°32'26,97"K, 33° 23' 59,54"D, 760m
Yerlesim Mevkii
6 Bucakyaz1 - Sazbucag 39°33' 51,02"K, 33° 24' 38,51"D, 750,5m
Mevkii
7 |Sulubitk - Kiyibag Mevkii 39°37' 04,85"K, 33° 26' 11,19"D, 771m
3 Kapulukaya Barajt Girisi 39° 39' 42,39"K, 33° 27' 13,46"D, 766,5m
9 Kapulukaya Barajt Su 39° 441 08,62"K, 33° 28' 59,95'D, 741m
Tutma Bendi
10 Asagiyazi Kum Ocag 39 46' 56,08" K, 33° 27' 42,27"D, 718,5m
Mevkii
1 Mezbahane - MKE 39° 50' 00,92'K, 33° 28' 07,85"D, 706,5m
Tesislert Mevkii
1o |fmak Mevkii - Kizirmak 39° 56! 53.25'K, 33° 25' 04.24"D, 699,5m
1l Simin Cikist

2.2.3. Ni ve Co Direncli Bakterilerin izolasyonu

Ni ve Co agir metallerinitolere eden suslarin se¢imi i¢in agir metal iceren ortam
kullanilmistir. 12 bdlgeden alman su 6rneklerinden Ni ve Co direngli suslar1 segmek
icin literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda ayri ayr1 NiSOsve CoNOs agir metalleri

iceren nutrient agar (NA) ortamlar1 hazirlanmistir. Bu ortamlara her bolgeden alinan
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su ornekleri seyreltme yapilarak ekilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibe edilen
orneklerden tireme olan N1 ve Co direngli farkli koloniler se¢ilerek saflastirma islemi

yapilmistir.

2.2.4. 1lzolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Ni ve Co direngli saf kiiltiirler 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek koloni morfolojisine,
ve hiicre morfolojisi 6zelliklerine bakilmistir. Sugslarin koloni kenar yapisi, sekil,
optik oOzellikler, akiskan/yapiskanlik ve pigmentasyon oOzellikleri incelenmistir.
Hiicre morfolojileri ise, gram boyamayla mikroskop (immersiyon yagiyla ve 100
biiylitmeli objektifle) altinda incelenerek gram reaksiyonu esnasinda hiicre sekilleri

ve hiicrelerin diizenlenmesi gozlemlenmistir.

2.2.5. Ni ve Co Direncli Bakterilerin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Ni ve Co agr metallerine direncli suslarmmn MIK degerleri, nutrient agar ortamma
giderek artan konsantrasyonlarda NiSO4ve CoNOj; eklenerek saptanmistir. 37°C’de
48 saat inkiibe edilmistir ve tiireme olan petrilerdeki Kkiiltiirler daha yiiksek
konsantrasyondaki ayr1 ayr1 Ni ve Co metalleri bulunan ortamlara ekilmistir. 48 saat
siire sonunda iireme gdriilmeyen suslarm son agir metal konsantrasyonu MIK degeri

olarak saptanmaistir.

2.2.6. lizole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Ni ve Co direngli suslar izole edilmistir. Bu suslarim MIK
degerleri belirlenmistir ve en yiiksek MIK degerine sahip direncli suslar se¢ilmistir.

Secilen suslarm morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. ve API 20 kitleri kullanilarak

biyokimyasal testleri yapilmistir [75,76].
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2.2.7. lizole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik

Profillerinin Belirlenmesi

Kizilirmak’tan izole edilen suslarin Ni ve Co agir metallerine direngli her bir susun,
bu calisma i¢in secilen diger agir metallere direnglilikleri de tespit edilmistir.

Boylece suslarin metallere karsi coklu direng profilleri belirlenmistir.

Ni’ye direncli susun, coklu metal diren¢g profilini belirlemek i¢in degisik
konsantrasyonlarda Cd, Al, Li, Ba, Cr, Mn, Pb, Sr, Fe, Cu, Sn, Ag, Zn, Hg, Sb, agir
metallerini iceren NA besiyerleri hazirlanmistir. Ekim yapilan besiyerleri 30°C 48
saat inkiibe edilmistir. Ureme goriilen suslar ortama ekilen metale karsi direncli,
iireme goriilmeyende ise o metale kars1 duyarl oldugu tespit edilmistir. Co direngli

susta ise N1 direngli susta kullanilan metod uygulanmastir.

Ni direngli susun antibiyotik diren¢ profilini belirlemek i¢in Ni icermeyen NA
besiyeri hazirlanmistir. Ekim yapilan besiyerine Cizelge 2.1°de belirtilen antibiyotik
diskleri uygulanmis 30°C 48 saat inkiibe edilmistir. Disk etrafinda zon goriilmesi o
antibiyotige duyarli oldugu, zon goriilmemesi durumunda direncli oldugu tespit

edilmistir. Co direngli susta ise Ni direncli susta kullanilan metod ugulanmastir.

2.2.8. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Ni ve Co metallerinin bulundugu NB ortaminda,
kiiltlirlerden 100 pl 6rnek alinarak, 100 ml NB i¢inde inokiile edilmistir. Bu islem
belirlenen konsantrasyonlarda Ni ve Co metallerinin bulundugu NB ortamlar1 i¢in de
tekrarlanmistir. Ni igeren kiiltiirler 30°C ve Co igeren kiiltiirler 37°C’de calkalamali
olarak inkiibe edilmistir ve 0. saatten itibaren, ODgy nm’de, her 2 saatte bir

spektrofotometre ile 6l¢lim degerleri alinarak tireme egrisi ¢ikarimistir.
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2.2.9. Plazmit DNA izolasyonu

Saflastirilmis izolatlardaki plazmitlerin varligi alkali lizat metodunun modifiye hali
kullanilarak saptanmistir [77]. Plazmit izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda NiSOsve
CoNOs metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmistir. 30 ve 37°C’de
24 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden 1.5 ml alinarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Silipernatant atilmistir ve tekrar 1.5 ml kiiltiir konularak islem
tekrarlanmistir. Pelletlerin {izerine 100 pul GTE (glukoz/ tris/ EDTA) ilave edilmistir
ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmistir. 200 pl, 0.2 N NaOH/ %1 SDS
soliisyonun iizerine ilave edilerek cok yavas karistirilmistir ve 5 dakika
bekletilmistir. 150 pl, 3M potasyum asetat ilave edilmistir ve karistirilarak 5 dakika
bekletilmistir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilen soliisyonun iist kismi
toplama tiipiine alinarak pellet kismi atilmistir. %100’liik etanolden 900 pl tiiplere
konulmus ve -20°C’de 1 gece bekletilmistir. Gece sonunda beklemis olan soliisyon
13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant kismi atilmistir. Pellet
iizerine %70’lik etanolden 1 ml eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santriflij isleminden sonra iist faz atilmistir ve pellet lizerine 20 pl su ve 5

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

2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

Izole edilen Ni ve Co direncli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve
Horn [78] tarafindan tanimlanan metoda gore elde edilmistir. 15 ml’lik kiiltiir 5000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine
5.7 ml TE tamponu eklenmistir ve karistirilmistir. Daha sonra 30 uL %10 SDS, 30
uL proteinaz K ve RNAaz eklenerek 60 dakika 37°C inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra 100 puL 5 M NaCl eklenerek karistirilmistir. 800 pL
CTAB/NaCl tamponu karigim {iizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar
inkiibeedilmistir. Kloroform/ izoamil alkol soliisyonu ekleyerek 5 dakika 13000

rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni tiiplere alinarak fenol/ kloroform/
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izoamil alkol tamponu eklenmis ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Pellet iizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistiritlip 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilarak pellet tizerine 5 ml %70’lik etanol eklenmis ve 10
dakika santrifiij edilmistir. Etanol uzaklastirilmistir ve pellet kurutularak 200 uL TE

tamponu eklenmistir ve -20°C’de saklanmaistir.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%1,5’luk jel hazirlamak i¢in 1.5 g agaroz 100 ml 10x TAE tamponu ile ¢oziildiikten
sonra sitilarak eritilmistir. Cozelti yaklasik 40°C’ye kadar sogutulup, jel kutusuna
dokiilmiistiir ve iizerine jel taragi yerlestirilmistir. Jel tamamen polimerize olduktan
sonra tarak dikkatlice ayrilmistir. 20-25 puL’lik miktarlarda DNA 6rnekleri alindiktan
sonra mikropipet ile ornek c¢ukurlarina yliklenmistir. Separe edilen plazmitlerin
molekiiler agirliklarii belirlemek amaci ile jeldeki ¢ukurlardan birine 3 pl. marker
DNA (Sigma Lambda DNA Ecor I + Hind III ready to use solution) yliklenmistir. Jel
agaroz aparatma yerlestirilmistir. Aparata jelin iizerini kaplayacak kadar ylriitme
tamponu konulmustur. 100 V/cm,voltaj uygulanarak 1.5 saatte yiiriitme islemi
tamamlanmistir. Separasyon zamaninit sonlandirmak i¢in, yiikleme tamponunda

bulunan brom fenol mavisinin jelde katettigi mesafe bize yol gosterir.

2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabima
konulmustur ve jel tizerine 0.5 pg/ml konsantrasyonda etidyum bromid boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlasi jeli 1 mM MgSO,
soliisyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri alinmistir. Jel daha sonra U.V.

transilliiminator tizerine konularak fotograflari ¢cekilmistir [79].
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2.2.13. Plazmit DNA’larin Molekiiler Agirhklarimin Belirlenmesi

Plazmit DNA’larin  molekiiler agirliklarni  belirlemek amaciyla Lambda
DNA/EcoRI+HindIIl marker referans aliarak, her bir jel icin ayr1 ayr1 standart egri
cizilmistir. Jel iizerindeki marker bandlarmin yiiriidiigii mesafe ve bandlarin bilinen
molekiil agirlik degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen

plazmit DNA bandlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.14. Plazmit Eliminasyonu (Plazmid Curing)

Izole edilen Ni direngli bakterinin plazmit izolasyonu yapildiktan sonra plazmit
varlig1 belirlenen suslarm yiliksek sicaklik kullanilarak plazmit eliminasyon (curing)
calismalar1 yapilmistir [80]. Ni direngli susun optimum iireme sicakligir 30°C’dir.
Plazmit eliminasyon ¢alismalarinda NB besiyerine ekimi yapilan Ni direngli sus i¢in
en yiiksek denenen sicaklik 40°C olup, bu sicaklikta iiremedigi gozlemlenmistir.
39°C denenmis ve bu sicaklikta iireme oldugu gozlemlenmis olup Ni iceren ve
icermeyen 2 farkli NA besiyeri hazirlanmig ve 39°C’de iireyen Ni direngli sustan

ekim yapilmis, 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

2.2.15. Total Protein izolasyonu

Ni ve Co metallerine direngli suslarin total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve
arkadaslar1 [81] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. 100 ml’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda NiSOsve
CoNOs metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapilmistir. Kiiltlirlerden
besiyerlerini uzaklastirmak i¢in santrifiij yapilmistir. Elde edilen pelletlerin iizerine 5
ml steril su eklenerek 2 kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Pelletler tizerine 2 ml
fosfat tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devir de sonikasyon islemi
uygulanmistir. 2000 rpm de 2 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant temiz
tiiplere transfer edilmistir. 75ul 6rnek tizerine 75ul 6rnek tamponu ilave edilmistir.

Elektroforez islemi oncesinde 6rnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmistir.
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2.2.16. Dis Membran Protein izolasyonu

D1s membran proteinleri Achtman ve arkadaslar1 [82] tarafindan tanimlanan metoda
gore elde edilmistir. D1g membran proteinleri izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik
metal icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda
NiSO4ve CoNO;3; metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmistir.
Kiiltirler log fazinin ortalarinda alinarak santrifiij edilmistir ve besiyeri
uzaklastirilmistir. 10 ml, 10 mM Tris-HCI pelletler {izerine eklenerek sonikasyon (80
sn, %50 devir) islemi ile hiicreler par¢alanmistir. Parg¢alanan hiicreler 3000 rpm’de,
20 dakika, 4°C’de santrifiij yapilarak uzaklastirilmistir. Siipernatant temiz tiiplere
almarak 20.000 rpm, 60 dakika, 4°C’de santrifiij yapilmistir. Pelletler iizerine 150 pl
steril su eklenerek -20°C’de 1 gece bekletilmistir. -20°C’den alinan 6rneklere 200 pl
Triton-X igeren soliisyon eklenmistir ve 20°C de bekletilmistir. Ornekler 20°C’de, 90
dakika, 2000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Pelletler tizerine 50 pl 6rnek tamponu
eklenmistir ve elektroforezden 6nce 100°C’de 5 dakika bekletilmistir.

2.2.17. Dis Membran ve Total Protein Bantlarinin Molekiil Agirhklarinin

Belirlenmesi

D1s membran ve total protein bandlarmin molekiiler agirliklari belirlemek amaciyla
PageRuler Prestained Protein Ladder 170 kDa referans alinarak, her bir jel i¢in ayr1
ayr1 standart egri ¢izilmistir. Jel {izerindeki marker bandlarimin yiirtidiigli mesafe ve
bandlarin bilinen molekiil agirlik degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu

metod ile bilinmeyen protein bandlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmastir.
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2.2.18. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

D1s membran ve total protein analizleri Laemmli’ye [83] gore, %4’liikk dengeleyici
ve %12’lik ayirict jel kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yapilmustir.

2.2.18.1. Ayirma Jelinin Hazirlanisi

16.7 ml Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19.8 ml distile su, 12.5 ml 1.5 M Tris-
HCI (pH 8.6), 500 ml %10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 ml %10’luk SDS
birbirine iyice karistirildiktan sonra 30 ml TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave
edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin
iist kismi distile su ile kaplanarak hava ile temas1 6nlenmis ve polimerize olmasi i¢in

bekletilmistir.

2.2.18.2. Dengeleyici Jelin Hazirlamisi

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

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

2.2.18.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

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

ortalama 1 saat yiirtitiilmiistiir.
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2.2.18.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitleme ¢ozeltisi igerisinde bir
gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisine alinmig ve
ortalama 1 giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lik
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmistir [84].

Jellerin fotograflar1 karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla tizerinde ¢ekilmistir.

2.2.18.5. Protein Bantlarinin Yogunluk (Intensity) Olciimii

SDS-PAGE vyapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar, jel
goriintiileme cihazt (Corestream Molecular Imaging Software Standart Edition)
kullanilarak proteinlerin goreceli miktarlarin1 belirlemek i¢in taranmistir. Protein
bantlarmin verdigi pik absorbans degerleri jel goriintileme cihazi iizerinde
kaydedilmistir. Her bir bant icin ii¢ farkli yerlerde tarama yapilmis, degerlerin
ortalamas1 almmistir. Yatay konumdaki protein bantlar1 arasindaki mesafe iki bant
arasindaki tepe noktalarinin dik bir eksende birlestirilmesiyle jel goriintiilleme cthazi
ile belirlenmistir. Bu oranlarin giivenilirlii bagimsiz olarak programlanmis

bilgisayar analizi kullanilarak belirlenen grafik ile desteklenmistir [85].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Ni ve Co’ya Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MiK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kirikkale-Kizilirmak tizerinde belirlenen 12 bdlgeden alman su 6rneklerinden Ni ve
Co’ya direncli suslar izole edilmistir. Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi Ni’ye direngli 8
sus ve Co’ya direngli 5 sus izole edilerek, MIiK degerleri saptanmistir. En yiiksek
MIK degeri NiSO4 icin 395 mg/L, CoNO;s igin ise 750 mg/L olarak belirlenmistir.
Nikel i¢in MIK degeri 395 mg/L olan sus 11. bdlgeden izole edildigi i¢in Nill
kodlanmistir. Kobalt i¢in MIiK degeri 750 mg/L olan sus yine ayn1 bdlgeden izole
edildigi i¢inde Coll olarak kodlanmistir.

Cizelge 3.1. Ni ve Co direngli suslarin bolgelere gore yayilimi

izolasyon Bélgeleri ve Bakteri Ureme Durumlar:

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

NiSO, - - - + - + + + + + + +

CoNO3 - - - - - - S R S I
(-), negatif; (+), pozitif
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3.2. Bakterilerin identifikasyonu

Cizelge 3.2°de Nill ve Coll kodlu suslarin morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri

belirlenerek tanimlanmasi yapilmastir.

Cizelge 3.2. Ni ve Co direncli suslariin biyokimyasal 6zellikleri

o . Nikel Direncli Sus | Kobalt Direngli Sus
Biyokimyasal Testler Nill Coll
Sekil Kok Kok
Gram Reaksiyon (-) (+)
Akiskanlik Akiskan Akiskan
Optik Ozellikler Opak Opak
Pigment Beyaz Turuncu
Urea (URE) - +
Maltose (MLT) + +
Mannose (MNE) - -
Arabinose (ARA) - -
Glucose (GLU) + +
Mannitol (MAN) - +
Xylose (XYL) - -
Galactose (GLC) - -
Ornithine Decarboxylase - -
Trehalose (TRE) - +
Cellobiose + -
Arginine (ARG) -
Xylitol (XYL) - -
Salicin - -
Sorbitol (SOR) - -
Acetoin (AC) - +
Nitrat Reduction - +
Lactose (LAC) - -
Sucrose (SUC) - +
Fructose (FRU) - +
Oxidase + -
Tanimlanan Tiirler Comamona; Staphyloco;cus
testosteront warneri

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi nikel direngli Nil1 kodlu susun gram negatif bir kok
olan Comamonas testosteroni oldugu belirlenmistir. Daha 6nce Pseudomonas
testosteroni olarak adlandirilan mikroorganizmanin cinsi 1987 yilinda Comamonas
cinsine aktarilmis ve Comamonas testosteroni olarak adlandirilmistir [86]. Kobalt
direngli Col1 kodlu susun gram pozitif bir kok olan Staphylococcus warneri oldugu

belirlenmis olup hayvan ve insan derisinde yasadig1 tespit edilmistir.
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3.3. lzole Edilen Bakterilerin Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Izole edilen nikel direncli Comamonas testosteroni susu ile kobalt direncli
Staphylococcus warneri suglarmin metal ve antibiyotik direnglilik profilleri

belirlenmistir.

3.3.1. Ni Direncli Comamonas testosteroni Susunun Coklu Metal ve
Antibiyotik Direngclilik Profilleri

Ni direngliComamonas testosteroni susunun Sekil 3.3’te gosterildigi gibi Ag, Sn, Li,
Al, Ba ve Sr gbi metallere ¢oklu diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Hg, Pb, Mn, Zn,
Fe, Cu, Sb, Cd ve Cr metallerine kars1 ise kullanilan konsantrasyonlarda duyarh

oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Ni direngli Comamonas testosteroni susunun ¢oklu metal direnglilik

profili
Metal Formu Konsantrasyon Direnclilik
(mg/L) Profili
Hg(NO,),H0 103 <
Pb(NO;), 1200 S
MnSO, 1000 S
ZnSO,7H,0 825 S
FeCl; 450 S
NiS0O,7H,0 250 .
K(Sb0O)C4H, O, 1200 5
AgNO; g =
Cd(NO;)2H,0 750 S
SnCL,2H,0 60 .
LiCl 5000 R
AICL6H,0 300 R
BaCL,2H,0 5700 -
CrN;0,9H,0 1030 -
Sr(NO), 5000 .
Co(NO;)2H,0 395 S

R, direngli; S, duyarl

Ni direngli Comamonas testosteroni susunun ise Sekil 3.4’de gosterildigi gibi
ampicilin, gentamicin, netilcimin, oxacillin, pefloxacin, penicillin, sulbactam,
trimeth-sulfa, vancomycin antibiyotiklerine karsi coklu diren¢ gdosterdigi tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.4. N1 direngli Comamonas testosteroni susunun antibiyotik direnglilik

profili

Antibiyotikler
(ng/disk)

Amikacin (30)
Amoxycillin/CA (20/10)
Ampicilin (10)
Aztreonam (30)
Bacitracin (10)
Cefepime (5)
Ceftazidime (30)
Ciprofloxacin (5)
Chloramphenicol (30)
Gentamicin (10)
Erythromycin (15)
Imipenem (10)
Netilcimin (30)
Oxacillin (1)
Pefloxacin (5)
Penicillin (10)
Piperacilin (100)
Piperacilin/Tazobactam
(10010)
Rifampin (5)
Sulbactam/CFP (7530)
Tetracycline (30)
Ticarcillin (75)
Ticarcillin/CA (7510)
Trimeth-sulfa(25)
Tobramycin (10)
Vancomycin (30)

R, direngli; S, duyarlt

Direnclilik

wnln|m| =B n|n|m ||yl nlnlm=nln

| wn|m | wn|wn|ln|m wn

3.3.2. Co Direngli Staphylococcus warneri Susunun Coklu Metal ve Antibiyotik
Direnclilik Profilleri

Co direncli Staphylococcus warneri susunun Sekil 3.5’te gosterildigi gibi Pb, Mn,
Ag, Cd, Sn, Li, Al, Ba, Sr ve Ni gibi metallere ¢oklu direng gosterdigi tespit
edilmistir. Hg, Pb, Zn, Fe, Cu, Sb, Cr metallerine kars1 ise kullanilan

konsantrasyonlarda duyarli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.5. Co direncli Staphylococcus warneri susunun ¢coklu metal direnglilik

profili
Metal Formu Konsantrasyon Direnclilik
(mg/L) Profili
Hg(NO;),H,0 195 S
PENO,) 1200 R
MnSO, 1000 =
ZnS0,7H,0 825 3
FeCl; 450 S
NiSO,7H,0 50 .
K(SbO)C4H,04 1400 .
AgNO; g =
Cd(NO;)2H,0 750 R
SnC1,2H,0 T =
LiCl 5000 R
AICL6H,0 300 R
BaCl,2H,0 7700 =
CrN;0,9H,0 1050 S
Sr(NOs), 5000 -
Co(NO;)2H,0 395 R

R, direngli; S, duyarl

Co direngli Staphylococcus warneri susunun Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi
ciprofloxacin, gentamicin, netilcimin, pefloxacin, trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere

kars1 coklu direng gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.6. Co direncli Staphylococcus warneri susunun antibiyotik direnglilik

profili

Antibiyotikler
(ng/disk)

Amikacin (30)
Amoxycilli/CA (20710)
Ampicilin (10)
Aztreonam (30)
Bacitracin (10)
Cefepime (5)
Ceftazidime (30)
Ciprofloxacin (5)
Chloramphenicol (30)
Gentamicin (10)
Erythromycin (15)
Imipenem (10)
Netilcimin (30)
Oxacillin (1)
Pefloxacin (5)
Penicillin (10)
Piperacilin (100)
Piperacilin/Tazobactam
(10010)
Rifampin (5)
Sulbactam/CFP (7530)
Tetracycline (30)
Ticarcillin (75)
Ticarcillin/CA (7510)
Trimeth (25)
Tobramycin (10)
Vancomycin (30)

R, direngli; S, duyarlt

Direnclilik

n| " nlnlnnlnl v || nl"nlnlBnlRlnlnlnlnnlnln
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3.4. Bakteri Ureme Egrileri

3.4.1. Ni Direncli Comamonas testosteroni Susunun Ureme Egrisi

Ni direngli Comamonas testosteroni susunun elde edilen biiyiime egrisi Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Bu susun N1 igermeyen ortamda log fazina erken girdigi ve Ni igeren
ortamdaysa log fazina yaklasik 3.5 saat kadar gec girdigi goriilmektedir. Ni varlig:

OD’de ciddi bir diisiise neden olmamustir.

OD (600 nm)

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
ZAMAN (Saat)

Sekil 3.1. Comamonas testosteroni susunun("‘") Ni igermeyen ve (=) Ni

iceren ortamdaki ireme egrisi
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3.4.2. Co Direncli Staphylococcus warneri Susunun Biiyiime Egrisi

Co direngli Staphylococcus warneri susunun elde edilen tireme egrisi Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Co igeren ortamda susun logaritmik faza 6 saat kadar ge¢ girdigi tespit

edilmistir. Co varligi OD’de yariya kadar bir diisiise neden olmustur.

600 nm)

~

D

© 06

O T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
ZAMAN ( Saat)

Sekil 3.2 Staphylococcus warneri susunun (=®) Co icermeyen ve ( =®=) Co

iceren ortamdaki tireme egrisi
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3.5. Bakterilerin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA Lokasyonu

Ni ve Co direngli suslarin metal direngliligi ile bu suslarin plazmit igerikleri
arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla metal iceren ve icermeyen ortamlarda

iiretilen bakterilerden plazmit izolasyonu ve eliminasyonu ¢aligmalar1 yapilmaistir.

3.5.1. Ni Direncli Comamonas testosteroni Susunun Plazmit DNA Profili ve

Kromozomal DNA Lokasyonu

Ni direngli Comamonas testosteroni susunun plazmit ve kromozomal DNA profilleri
belirlenmistir. Her bir jel i¢in ayr1 ayr1 elde edilen ve Sekil 3.4’de bir Ornegi
gosterilen standart egri ile molekiiler agirligi bilinmeyen plazmit DNA’larin
molekiiler agirliklar: belirlenmistir. Comamonas testosteroni’de Ni igeren ortamda
12.8, 19, 22.9, 53.7, 95.4, 281.8 ve 398,1 kb biiyiikliiglinde 7 plazmit belirlenmistir.
(Sekil 3.3). Ni igermeyen ortamdaysa bu plazmitlerden sadece 53.7 ve 95.4 kb
biiytikliglindeki plazmitlerin varliklarin1 devam ettirdikleri tespit edilmistir. Plazmit
eliminasyonu ¢aligsmalar1 sonrasinda Comamonas testosteroni susunun tim
plazmitlerini kaybettigi buna bagli olarak ta nikel direncinin ortadan kalktigi,
vancomycin, penicilin, oxacilin, cefoperazone ve amplicilin gibi antibiyotiklere kars1

ise duyarli hale doniistiigii belirlenmistir.
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398.1kb
281.8kb

215kb >
108kh 2>

215kh >
108 kb >
95.4kh

53.7kb

22,9kb
19 kb
12,8kb 18kb >

chr
18kh >

(@ (b)

Sekil 3.3. Comamonas testosteroni susunun plazmit DNA profili ve kromozomal
DNA lokasyonu
(a)l: nikel icermeyen, 2: nikel igeren ortam (b)1; plazmit DNA (nikel igeren ortam), 2:

plazmit DNA eliminasyon sonrasi, chr: kromozomal DNA, M: marker (4grobacterium

tumefaciens 215,102 ve 18 kb)

2,5 -
2 - L 3
= 1,5 -
=
b0
o 1 4
0,5 -
O T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
mesafe (mm)

Sekil 3.4. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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3.5.2. Co Direncli Staphylococcus warneri Susunun Plazmit DNA Profili ve
Kromozomal DNA Lokasyonu

Co direngli Staphylococcus warneri susunun plazmit ve kromozomal DNA profilleri
belirlenmistir. Sekil 3.5’te gosterildigi gibi Staphylococcus warneri Co igeren ve

icermeyen ortamda plazmit varligi tespit edilememistir.

23,1
9,4
6,5
43

< chr

2.3
2,02

VoW

Sekil 3.5. Staphylococcus warneri plazmit DNA Profili ve kromozomal DNA

Lokasyonu

1: kobalt igermeyen, 2:kobalt i¢eren ortam, chr: kromozomal DNA , M; marker (Lambda

DNA/EcoRI+HindIII)
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O T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

mesafe ( mm)

Sekil 3.6. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

3.6. Bakterilerin Dis Membran ve Total Protein Profili

Ni ve Co direncli suslarin metal iceren ve icermeyen ortamlardaki dis membran ve

total protein profilleri incelenmistir.

3.6.1. Ni Direncli Comamonas testosteroni Susunun Total ve Dis Membran
Protein Profili

Ni direngli Comamonas testosteroni susunun dis membran ve total protein profilleri
belirlenmistir (Sekil 3.6). Sekil 3.7°de bir 6rnegi gosterildigi gibi her bir jel i¢in ayr1
ayr1 elde edilen standart egri ile molekiiler agirliklar: bilinmeyen protein bandlarinin
molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Total protein analizleri sonucunda Comamonas
testosteroni susunun nikel igceren ortamda 35, 36, 39, 40, 68, 90, 91, 106, 170 kDa
biiytikliiglindeki bantlarin ekspresyonlarinda azalmalar tespit edilmistir. Ayn1 susun
nikel iceren ortamda 35, 39, 48, 90, 106 kDa biiyiikligiindeki dig membran protein

bantlarin eksprese oldugu tespit edilmistir.
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kpba M 1 2 kDa kba M 1 2 KkDa

170

< 135
130
100 I~ ;‘1’6
70 € o
55
< 48
40
< 39
3 > ‘ 2 35
28

(b)

Sekil 3.7. Ni direngli Comamonas testosteroni susunun total (a) ve dig membran (b)
protein profilleri
M; marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder- 170 kDa), 1: nikel igcermeyen

2:nikel i¢eren ortam.

2,5 -
[ ]
2 -
—_ ® [ ]
815 -
X
g 1-
-
0,5 -
O T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

mesafe (mm)

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

3.6.2. Co Direngli Staphylococcus warneri Susunun Total Protein Profili

Co direngli Staphylococcus warneri susunun total protein profili belirlenmistir ve
Sekil 3.8’de gosterilmistir. Sekil 3.9°da bir drnegi gosterildigi gibi her bir jel i¢in ayri

ayr1 elde edilen standart egri ile molekiiler agirliklar1 bilinmeyen protein bandlarinin
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molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Co i¢eren ortamda 37, 41, 49, 55, 70 ve 85 kDa
boyutlarindaki bantlarin ekspresyonlarinda sirasiyla 2, 4, 3, 1.1, 1.3, 1.1 kat artig
tespit edilmistir.

kDa M 1 2 kDa

170
130

100
70

55

40
35

20 2B 2R 2 A

Sekil 3.9. Co Direngli Staphylococcus warneri’nin total protein profili

1: kobalt igermeyen, 2: kobalt iceren ortam, M; marker (PageRuler Plus Prestained

Protein Ladder- 170 kDa)

2,5 -
2 - \\'\\‘
815 -
=
g 1
—
0,5 -
O T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

mesafe (mm)

Sekil 3.10. Total protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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4. TARTISMA-SONUC

Kizilirmak tizerinde 6rnek toplanan 12 istasyonlarin sekizinde Ni direngli bakteriler
izole edilmistir. MIK degeri 395 mg/L ile en yiiksek Ni direnci gosteren sus 11.
bolgeden izole edilmistir. Morfolojik Ozellikleri ve biyokimyasal o6zellikleri
belirlenen sus Comamonas testosteroni olarak tanimlanmistir. Kobalt icin MIK
degeri 750 mg/L olan ve yine ayni bolgeden izole edilen susta morfolojik ve
biyokimyasal 0Ozellikleri dikkate alinarak Staphylococcus warneri olarak

tanimlanmaistir.

Jackson ve arkadaslarmin [87] yaptig1 bir calismada Plankenburg nehrindeki metal
konsantrasyonlarin1 Al i¢in 11.56 mg/L, Ni i¢in 0.17 mg/L, Fe i¢in 12.2 mg/L oldugu
tespit etmislerdir. Olas1 metal dayanikliligina sahip mikroorganizmalar Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Delftia tsuruhatensis A90 , Kocuria kristinae 6J-5b, Comamonas
testosteroni WDL7, Stenotrophomonas maltophilia776, Staphylococcus sp.
MOLA:313, Micrococcus sp. TPR14, Sphingomonas sp. 8b-1 ve Microbacterium sp.
PAO-12. olarak tanimmlamiglardir. Bu calismada izole edilen Ni direncli C.
testosteroni susu igin belirlenen 395 mg/L olan MIK degerinin diger ¢alismalara ile

karsilastirildiginda yiiksek oldugu dikkat ¢ekicidir.

Unald1 ve arkadaslari [88] tarafindan yapilan bir calismada bir Pseudomonas
susunun kadmiyum i¢in MIiK degeri 5 mM olarak tespit edilmistir. Ayn1 ¢calismada
biitiin izolatlarm krom’a (MIK’leri 1-1.7 mM arasinda) ¢ok diisiik direnclilik
gosterdigi belirtilmistir. Suslarin %32’si 6mM Cu’ya, %14’ 9mM Ni'ye, %28’1
9mM Cd’ye ve %42’st 1.7mM Cr’ye tolerans gosterdigi belirtilmistir. Toprak
orneklerinden izole edilen bir sug; Cu (2ImM), Ni (18mM), Cr (1,7mM) ve Cd
(10mM)’un yiiksek konsantrasyonlarini nispeten tolere edebilmistir. Baska bir sus
ise; Cu (7mM). Ni (7mM), Cr (1,5mM) ve Cd(7mM) tolere edebilmistir. Ayni
calismada Pseudomonas susunun icerdigi 20.8 , 19.6 , 8 ve 4.7 kb biiytlikliglinde 4
adet plazmit tespit edilmistir. Bulunan agir metal direng genlerini igeren plazmitleri
transformasyon calismalariyla E. coli AB3505 susuna transformasyon calismalar1

yapilmistir.
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Ozellikle maden ocaklarinin bulundugu cevrelerden izole edilen mikroorganizmalar
arasinda, agwr metal direngliligi yaygm olarak bulunan bir 6zellik olarak ortaya
cikmaktadir. Acidiphilum ve Acidocella cinsi bakteriler Cd*", Zn**, Ni*", Cu®" gibi
metallerin 1M konsantrasyonlarina plazmitler aracihiiyla direng gosterdigi
belirtilmistir. S. Ghosh ve arkadaslarinin [89] yaptig1 bu calismada, Acidocella sp.
GS19h susu hem Cd*" hem de Zn®" direngli oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada Ni**
icin belirlenen MIIK degeri 200 mM oldugu rapor edilmistir.

Komiir maden aktiviteleri biiylik miktarda yan iirlin ortaya ¢ikarmasiyla karakterize
edilir. Bunlardan biri agir metallerin ¢éziiniimesi i¢in sulu asit olusturma egiliminde
olan pirittir. Marcus ve arkadaglarinin [90] yaptig1 bir calismada, Santa Catarina'da
komiir madenciligi alanindaki mikroorganizmalarin izolasyonu ve
karakterizasyonunu ag¢iklamiglardir. 96 bakteri ve mantar susunu izole etmislerdir.
Bakteriler noétrofilik ve asidofilik olarak ikiye ayirmiglardir. Calisma sonucunda
Acidiphilium ve Acidocella cinsi bakterilerin 1M Cd, Zn, Ni ve Cu gibi yiiksek metal
konsantrasyonlarina plazmit aracili direng gosterdigini tespit etmislerdir. Bu
calismada tespit edilen agir metal direncinin yiiksek oranda olmasi nedeniyle bu
mikroorganizmalarin biyoremediasyon calismalarinda kullanabilme potansiyelini

vurgulamiglardir.

Roane ve Kellog [91] yaptiklar1 c¢alismada agir metal kontaminasyonu bulunan
topraktan izole edilmis direngli Pseudomonas susu (kadmiyum i¢in MiKdegeri;1.2
mM) tespit etmislerdir. Ayrica Ni’ye direngli bakteriler de rapor edilmistir. Bir
galvanizasyon tankindan izole edilen Alcaligenes xylasoxidans 31A susunun, Cu (1
mM), Cd (I mM), Zn (10 mM), Co (20 mM), Ni (40 mM)’in yiiksek
konsantrasyonlarmi tolere edebildigini tespit etmislerdir. Ayrica Ni ve Co direng

genlerinin ekspresyonuyla olusan proteinleri de tanimlamislardir.

Congeevaram ve arkadaslarmin [92] agir metal direngli mantar ve bakterilerin,
galvanize endiistrisinin toprak orneklerinden ve endiistriyel atik sulardan agir metal
giderimi i¢in uygulanabilirligini degerlendirmek igin Cr*" ve Ni*¥ biyobirikimi

karakterize etmislerdir. Her izolat i¢cin hem optimum pH ve sicaklik kosullar1 hemde
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bliylime ve agir metal giderimi belirlemislerdir. Fungal izolatlar i¢in optimum pH
bakteri izolat1 i¢in olandan daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Bakteri strainleri
icin metal konsantrasyonlari Ni*" icin 50 mg/L Cr*" i¢in 100 mg/L. olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak Aspergillus, Pseudomonas, Sporophyticus, Bacillus,
Phanerochaete cinslerine ait suslarin endiistriyel atiksularindan krom ve nikel
giderimi  icin  uygulanabilir = oldugunu  goOstermislerdir. Bu  sonuclarla
karsilastirildiginda bu calismada izole edilen Ni direngli Comamonas testosteroni
susu i¢in belirlenen MiK degerinin yiiksek olmas1 bu susun Kizilirmak ta uzun siireli
Ni stresine maruz kaldigini diisiindiirmektedir. Agir metallerin ¢evrede birikimleri,
bakterilerde bunlara karsi direng gelisimine ve giderek direngli klonlarin
seleksiyonuna neden olmaktadir. Yapilan arastirmalarla cogunlugu c¢evresel
bakteriler olmak lizere bircok bakteri tiiriinde agir metal direncinin yaygin olarak

bulundugu gosterilmistir.

Staniland ve arkadaslar1 [93], agir metallerle kontamine olmus Kitwe bolgesinde C.
testosteroni susunun Co ve diger gecis elementlere karsi direncliligi arastirmiglardir.
Ozellikle Co direnci gdsteren C. festosteroni susunun Co birikiminin biiyiime
{izerinde olumlu bir etki yarattig1 tespit edilmistir. Ni*" i¢in 0.2 uM, Co”" i¢in 200
uM konsantrasyona direng gosterdigi goriilmiistiir. Bizim calismamizda ise Ni
direngli C. testosteroni susu ¢oklu metal direngliligi gostermesine karsin Co direnci

gostermedigi belirlenmistir.

Endiistriyel kirli sularla sulanan tarim topraklarinda yiiksek diizeyde Fe, Cr, Cu, Zn,
Ni ve Cd agir metalleri analiz edilmistir. Bu topraklardan elde edilen 40 bakteri
izolat1 17 Enterobacteriaceae familyasma ait, 10 tanesi Pseudomonas sp. oldugu
gosterilmistir. MIK degerleri Cd i¢in 200, Zn ve Cu icin 400, Ni icin 800, Pb i¢in
1600 mg/L olarak belirlenmistir [94]. Pseudomonas sp. susunun bu calisma
kapsamimda bulunan Ni direncinden daha yiiksek bir Ni direnci gosterdigi

gOrilmiistiir.
Nikel direngli bakterinin antibiyotik ve diger agir metallere kars1 ¢oklu direnclilik

profili de incelenmistir. Comamonas testosteroni susunun Al, Li, Ba, Ag, Sn, Sr

metallerine kars1 ¢oklu direng gosterdigi belirlenmistir. Antibiyotik direng profiline
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bakildiginda ise penicillin, ampicilin, sulbactam, oxacillin, vancomycin, gentamicin,
netilcimin, pefloxacin, trimeth-sulfa antibiyotiklerine karsi ¢oklu direng gosterdigi

saptanmuistir.

Wright ve arkadaslarinin [95] yaptigi calismada, artan Cd miktariyla
mikroorganizmalarin direngliliginde de artis goriilmiis ancak sadece bu metale karsi
degil aym1 zamanda Ni metaline ve ampicillin ve gentamycin antibiyotiklerinede
direngliligin arttig1 goriilmiistiir. P. aeruginosa c¢oklu antibiyotik ve metal
direngliligine sahip bir bakteri oldugu tanimlanmistir. Zn direncliliginin yani1 sira Co
ve Cd direncgliligininde oldugu gosterilmistir. Carbapenem smifi imipenem

antibiyotiginede direng gosterdigi tespit edilmistir.

Kobalt direngli bakterinin antibiyotik ve diger agir metallere kars1 ¢oklu direnglilik
profilleri incelenmistir. Staphylococcus warneri susunun Cd, Al, Li, Ba, Mn, Pb, Ag,
Sn, Ni, Zn metallerine ve ciprofloxacin, gentamicin, netilcimin, pefloxacin,trimeth-

sulfa gibi antibiyotiklerine karsi ¢coklu direng gosterdigi saptanmistir.

Sabry ve arkadaglar1 [96], deniz suyunda total heterofilik ve metal direngli bakteri
topluluklar1 ¢alismislardir. Sekiz agir metal 81 bakteri izolat1 i¢in MIK degerleri
agar diliisyon yontemi kullanilarak incelenmistir. izolatlarm bir bdliimii Hg (%91),
Zn (%84), Co (%83), Cd (%99)'a duyarli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin bir
cogu coklu metal direncliligi gosterdigi rapor edilmistir. Co direngliligi gosteren
izolatin ayn1 zamanda penicillin, ampicillin, gentamicin direngliligide goriilmiistiir.
Hem kobalt hem ¢inko direngliligine sahip bir izolatm, tetracycline, polymyxin ve

streptomycin, antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu rapor edilmistir.

Sannasi ve arkadaslar1 [97], yaptig1 bir calismada, kiiltiirdeki Cd*", Cr*', Cu®", Ni*"
ve Pb*" gibi agir metalleri igeren sulu ¢ozeltideki bakteri kiiltiiriiniin biiyiime
karakterizasyonu, mikroskop ve biyokimyasal testleri agiklamislardir. Mikroskop ve
biyokimyasal testlerle 6 gram negatif (Pseudomonas sp., Serratia sp.,
Flavobacterium sp., Chryseomonas sp., Xanthomonas sp. ve Agrobacterium sp.) ve 3

Gram pozitif (Bacillus sp, Arthrobacter sp, ve Micrococcus sp) bakteri
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tanimlamiglardir. Bu bakterilerin yiiksek konsantrasyonda Cd, Cr, Cu, Ni ve Pb

direncliligi oldugunu belirtmislerdir.

Ni ve Co direngliliginin plazmit ve kromozomal DNA ile iligkisini belirlemek amac1
ile nikel ile kobalt direngli suslarin plazmit DNA profilleri belirlenmistir. Yapilan
deneylerde, Comamonas testosteroni’nin nikel iceren ve icermeyen ortamda da
plazmit  bulundurdugu  gdzlemlenmistir.  Metalsiz  ortamda  Comamonas
testosteroni’de 53.7 ve 95.4 kb biyiikliigiindeiki plazmit tespit edilmistir. Metalli
ortamda ise bu plazmitlere ek olarak 12.8, 19, 22.9, 281.8 ve 398,1 kb boyutunda 7
plazmit tespit edilmistir. Plazmit eliminasyonu ile tiim plazmitleri elimine edilen
Comamonas testosteroni’nin Ni direncini ve kaybettigi penicilin, amplicilin,
cefoperazone, oxacilin antibiyotiklerine karsi duyarl hale geldigi belirlenmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda Ni direnclili§i ve s6z konusu antibiyotik direncliliklerinin
plazmit kokenli oldugu, 12.8, 19, 22.9, 281.8 ve 398,1 kb boyutlarindaki plazmitlerle
iligkili olacagi sonucuna varilmistir. Stoppel ve arkadaslar1 [98] yaptiklar1 bir
calismada Alcaligenes eutrophus CH34 bakterisinde Ni ve Co direncliliginin
pMOL28 adli plazmit iizerinde kodlandigini1 belirtilmistir. Bu ¢alisma bizim
calismamizi destekler nitelikte olmakla beraber bizim c¢alismamizda benzer
ozelliklteki bir direncin Co i¢in olmamasi ilgi ¢ekicidir. Bu sonuglar dikkate

almdiginda Ni ve Co direnglilik genlerinin her zaman birarada olmadig1 sdylenebilir.

Schiitt [100] Skarshultsjon goliinden 62 aerobik bakteri straini plazmit analizi i¢in
izole etmistir. Izole edilen suslar arasinda iicte biri yiiksek molekiiler agirlikli ¢oklu
plazmit ecerdigi belirlemistir. Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Alcaligenes sp,
Aeromonas ve Enterobacteriaceae grubuna ait lyeler plazmit tasidiklari
belirtilmistir. Alcaligenes sp. Ni*", Co*", Zn®", Cd*", ve Hg*" direngligine sahip
oldugu belirtilmistir. Plazmit eliminasyon caligmalarindan sonra Ni direngliliginin
kayboldugu ve Ni direncinin plazmit kaynakli oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismada
elde edilen sonuglar bizim calismalarimizda elde ettigimiz sonug¢ ile paralellik

gostermektedir.

Baska bir calismada ise Shanab ve arkadaslar1 [101] Arthrobacter rhombi
AYS509239, Clavibacter xyli AY509235, Microbacterium arabinogalactanolyticum
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AYS509226, Rhizobium mongolense AY 509209 ve Variovorax paradoxus AY512828
bakterilerinin 9 farkli metale diren¢ gosterdigini Hg, Zn, Cr ve Ni metallerine kars1
direncin ise kromozomal DNA iizerinde kodlandigmi belirtmislerdir. Antibiyotik
diren¢ genlerinin oldugu gibi agir metal direng genlerinin de genellikle plasmit veya
transpozonlarda ve ayni genetik elemanlarda birlikte bulunmalar1 nedeniyle gram
pozitif ve gram negatif bakteriler arasinda antibiyotik direnciyle birlikte agir metal
direncinin de yatay gecisinin miimkiin oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla,
antibiyotikler diren¢li bakterilerin 06zellikle hastane ortamlarinda seleksiyona
ugramalari, agir metallere direngli suslarin da seleksiyonla baskin hale gelmesi ya da
tersi anlammi tasimaktadir. Antibiyotiklere diren¢ saglayan beta-laktamazlar,
aminoglikozidleri modifiye eden enzimler vb. gibi molekiilleri kodlayan genler
kromozomda, plazmitlerde veya transpozonlarda bulunur. Kromozomda bulunanlar
da ortamda antibiyotik bulundugu i¢in olusmamislardir; ya intrensik olarak esasen
mevcutturlar (bazen antibiyotik bu genlerin ekspresyonunu indiikler), ya bu genleri
tastyan bir bakteriden transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyonla ya da
plazmit veya transpozondaki genlerin kromozoma integrasyonu ile kazanilir.
Plazmitler ve transpozonlar gibi genetik elementler veya bunlardaki direng
determinantlar1 (beta-laktamaz enzimlerinin, aminoglikozidleri modifiye eden
enzimlerin vb. genleri) antibiyotik bulundugu i¢in olugmazlar. Bu genetik elementler
esasen dogada bulunmaktadir. Bunlar1 antibiyotik lireten mikroorganizmalarla ayni
ortamda yasamak durumunda olan bakterilere doganin bagisladigi bir savunma araci
gibi diistinebiliriz. Duyarl bir bakteri bu genetik elementleri ancak bir genetik olayla

kazanabilmektedir.

Kobalt direnci gosteren Staphylococcus warneri ise kobalt iceren ve igermeyen her
iki ortamda plazmit varlig1 gosterilememistir. Bu nedenle bu susun kobalt direnclilik
genlerinin  kromozomal DNA {izerinde oldugu diisiiniilmektedir. Xiong ve
arkadaslarinin [99] yaptig1 calismada ¢oklu metal direngliligi gosteren Comamonas
testosteroni S44 susunun yitksek konsantrasyonda Zn™(10mM) direngliligi
gosterdigi tespit edilmistir. Zn*direngliliginin yam swra Cd*", Ni*', Co®’, Pb*
direncliligi de goriillmiistiir. Ampicillin ve kanamycin direngliliklerinin plazmit
iizerinde kodlandigmi belirtmislerdir. C. testosteroni gen analizi sonucunda Co*",

Cd*", .Zn*" RND tipi Co>"/ Cd*'/ Zn*" efflux pompas1 tarafindan kromozomal DNA
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iizerinde kodlandig:1 tespit edilmistir. Bu bulgular bizim bulgularmizi dogrular
niteliktedir. Direng genlerinin bakteriler arasinda yayilmasinda transpozonlarin ¢ok
biiyiik rolii vardir. Bir¢ok direng geni transpozon denilen DNA elementlerinde yer
alirlar. Transpozonlarm bakteriyofaj-plazmid-bakteri kromozomu arasinda birinden
digerine atlamalarmi (transpozisyonlarmi) saglayan genleri de vardir. Bu nedenle
sigrayict genler olarak da tanimlanabilirler. Bu o6zellikleri dolayisiyla Ornegin
kromozomal olan bir direng genini bakteride bulunan bir plazmide, plazmidde
kodlanan bir diren¢ genini bakteri kromozomuna veya bir baska plazmide

gecirebilirler. Bu da bakteriler arasinda diren¢ genlerinin yayilmasina yol acar.

Mergeay ve arkadaslarinin [102] yaptig1 bir ¢alismada Co, Zn, Cd, metallerine
direngliligi arastirilan Alcaligenes eutrophus susunun iki plazmit icerdigi tespit
edilmistir. Bu plazmitlerden biri 163 kb agirligindaki Ni, Hg ve Co direngliliginin
bulundugu pMOL28 plazmiti, digerinin ise 238 kb agirligindaki Zn, Cd, Hg ve Co
direncliliginin  bulundugu pMOL30 plazmiti oldugu tespit edilmistir. Co
direngliliginin plazmit {izerinde oldugu belirtilen bu ¢alismayla yaptigimiz calisma

uyusmamaktadir.

Rodrigue ve arkadaslarinin [69] yaptig1 calismada, E. coli bakterisinden yohM
geninin izolasyonu ve birincil 6zelliklerini rapor etmislerdir. Kromozomal DNA’da
lokalize olan yohM geni ilk olarak E. coli’de tanimlanan Ni ve Co direngliligi i¢in

efflux sistemi olarak ifade edilmistir.

Calismamizda nikel direncli C. festosteroni susunun total ve dis membran protein
profilleri belirlenmistir. C. festosteroni nin total protein profili incelendiginde nikel
iceren ortamda 35, 36, 39, 40, 68, 90, 91 ve 106 kDa agirligindaki protein bantlarinin
ekspresyonunda azalma oldugu gorilmiistiir. C. testosteroni susunun 55 kDa
agirhigindaki proteinin metalli ortamda eksprese olmadigr goriilmiistiir. C.
testosteroni susunun dis membran protein profili incelendiginde ise 35, 39, 48, 90,
106 kDa agirhigindaki dis membran proteinlerinin ekspresyonu metal i¢ceren ortamda
eksprese oldugu metal igermeyen ortamda ise eksprese olmadigi tespit edilmistir. Bu
bulgular 15181nda C. testosteroni susunun nikel direncliliginde daha ¢ok dis membran

proteinlerinin aktif oldugu diistiniilmektedir.
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Congeevaram ve arkadaglar1 [92] mikroorganizmalarin agir metallerle kontamine
olmus toprak ve atiksularin biyoremediasyonda rolii oldugunu belirtmislerdir.
Yapilan ¢calismada 50 mg/L Ni ve 100 mg/L Cr konsantrasyonlarinda maruz kalmasi
sonucu Aspergillus ve Micrococcus tlirlerinin protein ekspresyonlari tespit edilmistir.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda (metal igermeyen ortam) Aspergillus sp. de 93 kDa
iizerinde 6nemli miktarda proteinin eksprese oldugu belirtilmistir. Ni direncgli bakteri
izolatlarm 60 kDamin asagisinda bazi proteinlerin eksprese oldugu da tespit

edilmistir.

Kobalt direngli  Staphylococcus warneri suslarmin total protein profilleri
incelenmistir. Kobalt iceren ortamda total protein ekspresyonunda 37, 41, 49, 55, 70
ve 85 kDa boyutlarindaki bantlarin swrasiyla 2, 4, 3, 1.1, 1.3, 1.1 kat artis oldugu
tespit edilmistir. Schmidt ve Schlegel [91] yaptiklar1 bir ¢alismada Alcaligenes
xylosoxidans susunun plazmit kaynakli Ni-Co-Cd direnglilik genini tasidigi tespit
etmiglerdir. 4. xylosoxidans susu Cu galvenize tanktan izole edilmis ve yiiksek
konsantrasyonda Ni(40mM), Co(20mM), Zn(10mM), Cd(1mM) ve Cu(lmM)
metallerini tolere edebildigi rapor edilmistir. Bu metal direng genleri 2 biiyiik plazmit
pTOMS (340 kb) ve pTOMY (200 kb) iizerinde lokalize oldugunu belirtmislerdir. Bu
iki plazmit agir metallere duyarl olan 3 plazmit igeren Alcaligenes eutrophus CH34
susuna transformasyonla aktarimistir. Transformasyon sonrasinda her bir plazmit
Ni, Co, Cd direngliligi gelistirmistir. Ni-Co-Cd direngliligi kodlayan ncc gen
bolgesinin protein ekspresyonu incelenmis ve ncc operonunun 5 potansiyel gen
iirtinii belirlenmistir. 114 kDa (nccA), 43 kDa (nccC), 41kDa (nccB), 21 kDa (nccN),
18 kDa (nccX) protein agirliklar: tespit edilmistir. Antibiyotik ve diger kimyasal
terapdtik ajanlarin kullaniminin yayginlik kazanmasinin en énemli yan etkisi, insan
ve hayvanlarda sadece patojenlerin degil, ayn1 zamanda normal flora iiyelerinin de
adaptif mutasyonlar araciligr ile diren¢ kazanmasidir. Bu kazanilan direng
sistemlerinin tiir i¢i ya da yakin akraba tiirler arasinda aktarimi yaninda iliskisiz
tirler arasinda da aktariminin saglanabilmesiozellikle patojenlerde coklu ilag
direnglilik gelisiminin esasmi teskil etmektedir [103]. Plazmitlerin tasidigi genler,
cogunlukla transpozonlar ve insersiyon elementleri gibi hareketli genom bolgeleri ile

iliskilidir. Bu sayede s6z konusu genlerin bolge spesifik rekombinasyon araciligi ile
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yer degistirmesi miimkiin olmaktadwr. Bazi durumlarda transpozisyonel
yapilar,plazmitlerle kromozomlar, viriisler ya da baska plazmitler arasinda da
olusabilmektedir. Bu durumun en tipik 6rnegi ila¢ direnclilik genlerin de saptanmistir
[104]. Antibiyotik direnclilik adaptif bir mekanizma oldugu i¢in, direnclilik ve
virlilenslik genleri evrimlesmeleri acisindan biiyiik oranda ortak 06zellikler
icermektedirler. Her iki 6zelligi kodlayan genler veya gen gruplar1 kromozomal
DNA ve plazmid DNA iizerinde bulunabilmektedir. Bu genlerin genomda farkli
DNA molekiilleri lizerinde bulunmasi, hareketli elementler ya da viriisler tarafindan
tasinmasi ile gerceklesmektedir. Yapilarinda antibiyotik direnglilik genlerini tasiyan

cok sayida transpozon ya da insersiyon elementi tanimlanmistir [105].

Ozer [106], yapmus oldugu ¢alismada giimiise direncli P. putida ve K.pneumoniae
suslar1 ile stronsiyuma direngli S. paucimobilis ve P. fluorescens suslarinin total ve
dis membran protein analizleri yapilmistir. Metal varligi giimiis ve stronsiyumun
total ve dig membran proteinlerinin ekspresyonunda bir artig gostermistir. Plazmit
eliminasyon g¢alismalar1 yapilarak dis membran ve total proteinlerinin

ekspresyonlarinda bir azalis oldugu tespit edilmistir.

Aktan [107], Kizilirmak’dan izole ettigi kursun direngli Enterecoccus faecalis
susunun total protein analiz sonuclar1 kursun varliginda baz1 proteinlerin

ekspresyonunun arttigini tespit etmistir.

Turali [108], Kirikkale-Kizilirmak’da bulunan bakir direncli P. putida ve krom
direngli Enterococcus faecalis suslarmin total protein analiz ¢aligmalar1 ile krom ve
bakir direngli suslarin metal varliginda total protein ekspresyonun arttigni tespit

etmistir.

Orman [109], Kirikkale- Kizilirmak’da bulunan kalay direngli P. Agglomerans ve
lityum direngli S. aureus suslarinin total ve dis membran analiz caligmalari
sonucunda P. agglomerans Ozellikle total proteinlerin kalay direncliliginde etkin

oldugu gosterilmistir.
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Akbulut [110], Kizilirmak’tan izole ettigi Serratia marcescens ve Acinetobacter
haemolyticus suglarinin Plazmit analizi ve eliminasyonu ¢aligsmalar1 sonucunda her
iki bakterininde mangan direng genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit
edilmistir. Cinko direngli baska bir sus olan Acinetobacter haemolyticus’ un plazmit
profil analiz ¢aliymalar1 sonucunda ¢inko direng genlerinin de diger iki izolatda

oldugu gibi kromozomal DNA {izerinde oldugu belirlenmistir.

Serim [111], Kizilirmak’tan izole ettigi aliminyum direncli Staphylococcus aureus
susunun Plazmit DNA analiz c¢aligmalar1 sonucunda aliiminyum direnglilik
genlerinin kromozomal DNA {izerinde oldugu tespit edilmistir. Diger tarafan baryum
direngli ~ Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila  suslari
tanimlanmistir. Baryum direncli S. aureus susunun plazmit DNA analiz ¢alismalar1
sonucunda S. aureus’un baryum direnclilik genlerinin kromozomal DNA {izerinde
oldugu tespit edilmistir. Baryum direngli diger sus olan Stenotrophomonas
rhizophila’nin ise baryum direnglilik genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu
tespit edilmistir. S. rhizophila igin yapilan total ve dis membran protein analizleri
sonucunda sadece total proteinlerin baryum direnglili§inde etkin oldugu

belirlenmistir.

Yapilan bu tez calismasi ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen nikel ve kobalt
direngli suslar biyokimyasal ve genetiksel Ozellikleri bakimindan incelenmistir.
Biyokimyasal 6zellikler esas alinarak nikel ve kobalt direngli suslar tanimlanmastir.
Tanmimlanan bu suslarin ¢goklu metal ve antibiyotik direnclilik profilleri belirlenmistir
Genetiksel karakterizasyon ¢alismalarinda plazmit DNA, kromozomal DNA, total ve
dis mebran protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal direnglilik

mekanizmasi ile iliskisi kurulmaya caligilmistir.
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