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OZET

LITYUM ve KALAY DIRENCLILiGi OLAN BAKTERILERIN

[ZOLASYONU ve KARAKTERIZASYONU

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

Haziran 2012, 86 Sayfa

Bu c¢aligmada Kirikkale- Kizilirmak’tan izole edilen lityum ve kalay direncli
bakteriler arastirilmustir. Minimal inhibitr konsantrasyonu 160 mgL™ olan kalay
direngli bir sus izole edilmis ve biyokimyasal testler ile Pantoea agglomerans olarak
tanimlanmistir. P. agglomerans susunun aliiminyum, lityum, baryum, kursun,
glimiis, antimon, stronsiyum gibi agir metallere ve trimeth-siilfa, basitrasin, oksasilin
gibi antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng gdsterdigi tespit edilmistir. Bu sus i¢in yapilan
plazmit DNA ve eliminasyonu c¢alismalar1t sonucu kalay direng genlerinin
kromozomal DNA iizerinde oldugu gosterilmistir. P. agglomerans susunun total ve
dis membran protein analizleri sonucunda Ozellikle total proteinlerin kalay
direncliliginde etkin oldugu gosterilmistir. Minimal inhibitor konsantrasyonu 5000
mgL™" olan lityum direngli bir sus izole edilmis, yapilan biyokimyasal testler sonucu
Staphylococcus aureus olarak tanimlanmustir. S. aureus susunun aliiminyum,
baryum, giimiis, kalay, nikel, stronsiyum gibi agir metallere ve ampisilin, aztreonam,
gentamisin, imipenem, oksasilin, penisilin, piperasilin, trimeth-siilfa gibi

antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir. DNA analiz ¢aligmalar1



sonucunda lityum direnglilik genlerinin S. aureus susunda kromozom DNA iizerinde
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu susta total protein analizi caligmalar1 yapilarak

lityum direngliliginde etkin olan proteinler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kalay diren¢li bakteri, lityum direngli bakteri, molekiiler

karakterizasyon, agir metal direngliligi

1



ABSTRACT

ISOLATION and CHARACTERIZATION of BACTERIA

CAPABLE of LITHIUM and TIN RESISTANCE

ORMAN, Nazlh
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Biilent ICGEN

June 2012, 86 Pages

In this study, tin and lithium resistance bacteria were investigated in strains isolated
from the river Kizilirmak-Kirikkale. Tin-resistant bacterium with 160 mgL'] minimal
inhibitory concentration was isolated and identified as Pantoea agglomerans by
using biochemical tests. The isolate was shown to be resistant to other heavy metals
like aluminum, lithium, barium, lead, silver, antimony, strontium and the antibiotics
like trimeth-sulfa, bacitracin and oxacillin. Chromosomal DNA, plasmid DNA and
curing results revealed that the tin resistance ability of the isolate was chromosome-
encoded. Total protein and outher membrane protein profiles revealed that only total
proteins were functional in tin tolerance of P. agglomerans. Lithium-resistant
bacterium with 5000 mgL™ minimal inhibitory concentration was isolated and
identified as Staphylococcus aureus by using biochemical tests. The isolate was
shown to be resistant to other heavy metals like aluminum, barium, silver, tin, nickel,
strontium and the antibiotics like ampicilin, aztreonam, gentamicin, imipenem,

oxacillin, penicillin, piperacilin, trimeth-sulfa. Plasmid DNA analyses revealed that

111



the lithium resistance ability of S.aureus was chromosome-encoded. Total protein

isolation results descriptively showed the importance of some of these proteins in

lithium resistance.

Keywords: Tin-resistant  bacteria, lithium-resistant  bacteria, = molecular

characterization, heavy metal resistance
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1. GIRIS

Insan var olusundan itibaren cevreyi kendi istekleri dogrultusunda kullanmakta ve
degistirmektedir. Niifusun hizla artis1 ve sanayinin hizli gelisimi ¢evre sorunlarini
glindeme getirmis, nehirlere, gollere, denizlere aritilmadan akitilan bol miktardaki
evsel ve sanayi atiklar1 ¢evrenin asir1 kirlenmesine neden olmustur [1]. Kaynagindan
kullanim asamasina kadar en kolay kirlenen madde sudur [2]. Diger taraftan su ve
karasal ekosistemler bilingsiz ve asir1 kullanilarak 6nemli 6l¢lide zarar gérmiistiir.
Tiim bunlarin sonucu olarak diinya asir1 ve hizli bir sekilde kirlenmis olup, cevre
sorunlart acil ¢oziim bekleyen problemler haline gelmistir. Giinlimiizde diinya
Olceginde ya da uluslararasi boyutlarda dikkati ¢eken baslica ¢evre sorunu drneklert;
hava kirlenmesi, su kirlenmesi, toprak kirlenmesi, ses ve giiriiltii kirlenmesi, yesil
alan kaybi, sera etkisi, ozon tabakasinin delinmesi, biyolojik cesitliligin azalmasi,
niikleer kirlilik, asit yagmurlari, ¢ollesme, agir metaller basta olmak iizere zehirli
atiklarin yayilmasi seklinde siralanabilir [1]. Agir metaller ¢evre i¢cin son derece
tehlikeli olan kimyasallar olarak bilinirler [3]. Bunlar her giin biiyiik miktarlarda
dogal ve endiistriyel kaynaklardan, evsel atiklardan, zirai kaynaklardan ve atmosferik
kirleticilerden c¢evreye yayilmakta ve degisik yollarla nehir, gol ve denizlere
ulagmaktadirlar [4]. Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endiistrilerinden kaynaklanan
atik sular fazla miktarda agwr metal icermektedir. Bu tip atik sularmn aritilmadan
kontrolsiiz bir sekilde cevreye bosaltilmalari o ¢evredeki canlilara toksik ve
mutajenik etki yapmaktadir. Cesitli metaller bazi organizmalarda canliligin devam
ettirilmesi i¢in ¢ok az miktarlarda kullanilsalar da yiiksek konsantrasyonlar: hiicrede
zararlh etkilere yol agmaktadir [5, 6]. Bu nedenlerden dolay1 endiistriyel atik sulardan
oncelikle agir metallerin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Yapilan bir¢cok calismada,
agir metallerin ¢esitli mikroorganizmalarla endiistriyel atik sulardan uzaklastirildigi
gosterilmistir [7]. Bu uzaklastirilmada cesitli bakteriler, funguslar ve algler
kullanilmaktadir. Agir metal gideriminde kullanilacak olan mikroorganizmanin 1yi
bir biyosorbent olmasmin yani sira ekonomik olarak iiretilebilmesi de dnemlidir [8,

9].



1.1. Literatiir Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Cevre; insan veya bagka bir canlinin yasami boyunca iliskilerini siirdirdiigii dis
ortamdir. Hava, su ve toprak bu ¢evrenin fiziksel unsurlarini, insan, hayvan, bitki ve
diger mikroorganizmalar ise biyolojik unsurlarmi teskil etmektedir. Doganin temel
fiziksel unsurlar1 olan, hava, su ve toprak iizerinde olumsuz etkilerin olusmasi ile
ortaya c¢ikan ve canli 6gelerin hayati aktivitelerini olumsuz yonde etkileyen ¢evre

sorunlarma "Cevre Kirliligi" ad1 verilmektedir [10].

Cevre unsurlarina gore cevre kirliligi 4 gruba ayrilir.

a) Hava kirliligi

b) Toprak kirliligi

¢) Su kirliligi

d) Ses kirliligi

Bu dort unsurda cevre kirliligini olusturan ana sebeplerdir ve her biri ayr1 bir konu
baslig1 altinda incelenebilir. Fakat bu ¢alisma dogrultusunda su kirliligine neden olan
etmenlerden agir metallerin mikroorganizmalar iizerine etkileri hakkinda detayli bir

arastirma yapilmistir.

1.1.1. Su Kirliligi Kaynaklan

Su kirliliginin nedenlerini asagidaki gibi siralamak miimkiindiir:

a) Tarmmsal faaliyetlerin neden oldugu kirlilik: Her tiirlii tarimsal faaliyet sonucu
ortaya ¢ikan kat1 ve sivi atiklarin neden oldugu kirliliktir. Bunun yan sira erozyon,
tarim topragmin en verimli ve tarima uygun olan {ist kisminin siiriiklenerek bazi su
kaynaklarmna yigilmasina neden olur. Géllerin, limanlarin, baraj géllerinin, goletlerin

tabanlar1 tagman toprakla ortiiliir ve su kiitlelerinin kullanma 6miirleri kisalir.

b) Bitki besin maddelerinin olusturdugu kirlilik: Tarla tarimmda verimin artmasi,
bitki besin maddelerinin kullanimina baghdir. Azot ve fosfordan olusan yapay

giibreler topraga karisip su kaynaklarmi kirletirler. Azot ve fosfor belli miktarlar



icinde tiim canlilar i¢in yararli olan kimyasallardir. Ancak, yiiksek miktardaki azot,

zehirlenmeye neden olmakta ve toplu balik 6liimlerine yol agmaktadir [11].

c) Hayvan atiklarinin olusturdugu kirlilik: Hayvancilik yapilan yerlerde hayvan
barinaklarinin yagislarla yikanmasiyla oralardaki hayvan artiklar1 ylizey sularmna
karigirlar. Ayrica tarlalara serilen giibrenin de yagislarla yiizey sularma karismasi, su

kaynaklarmnin kirlenmesinde 6nemli bir etkendir [11].

d) Tarimsal miicadele ilaglarindan kaynaklanan kirlilik: Tarla ve bahge tariminda
yetistirilen {irlinlerin niteliginin ve niceliginin artmasi, bu bitkilere zarar veren yaban
otlari, asalaklar ve boceklerin yok edilmesi i¢cin kullanilan ilaglar yagislarla su
kaynaklarmna karisirlar. Tarmmsal miicadelede kullanilan kimyasal ilaglar kalict

ozellige sahiptirler.

e) Sanayi faaliyetlerinin neden oldugu kirlilik: Sanayinin ¢gevre sorunlarmin ortaya
cikisindaki agirlikli etkisi, su kirliliginde de kendini gdstermektedir. Cesitli sanayi
faaliyetleri sonucunda olusan atik ve toksik agir metaller dogrudan su kirliligine yol
acarlar. Ozellikle petrol rafineri atiklari, kagit, metal kaplama, deterjan, gida, plastik,
illag ve deri sanayi atiklar1 ve atik sular1 agir metal bakimindan basta gelen

kirleticilerdir [11].

Su kirliliginin en 6nemli nedenleri; endiistriyel faaliyetler sonrasinda aciga ¢ikan atik
sularin herhangi bir islemden gecirilmeden alict ortamlara verilmesidir. Bu atik
sulari igerdikleri ¢esitli agir metaller, tuzlar, pestisitler ve deterjanlar, sularda
kimyasal ve fiziksel degisikliklere neden olur. Endiistrilerin ¢ikardigi atiklar,
cevredeki tarim arazilerini etkilemekte, ormanlar1 tahrip etmektedir, mevcut yeralt1
ve yerlstii su kaynaklar1 kirlendiginden, bu kaynaklarin igme ve sulama amaciyla
kullannm olanaklar1 azalmaktadir [11]. Adedeji ve arkadaslarmin [12], yapmis
olduklar1 ¢alismada alaro nehrindeki kirleticileri belirlemek i¢in ¢alisiimistir. Sonug
olarak endiistriyel ve ev atiklardan kaynakli agir metallerin nehirde birikiminin

artmis oldugu tespit edilmistir.

Sularda agir metal birikimi, ¢dziinme seklinde olabilecegi gibi, ¢oziinmeden sularin

dibinde ¢okelme seklinde de olabilir. Bu sekilde bir kirlenme endiistriyel ve zirai



atiklardan meydana geldigi gibi herhangi bir yolla atmosfere verilen metal tiirii
maddelerden de meydana gelebilir. Atmosfere verilen metal tiirii maddeler sonunda

yeryliziine donerler ve akarsular yolu ile su yataklarma siiriiklenirler [13].

Metal kirlenmesi, organik kirlenmeler gibi kimyasal ve biyolojik yollarla
parcalanmazlar, bir metal bilesigi baska bir metal bilesigine doniisiir. Donlisme ne

olursa olsun metal iyonu kaybolmaz (Sekil 1.1) [14].

Endiistriyel faaliyetler,

zirai atiklarmn direkt desarji ————p Inorganik kirlilik
Akarsu, nehir, gol veya hali¢ Kimyasal par¢alanma  Biyolojik par¢alanma
l olmaz olmaz
Deniz Metal bilesigi baska bilesige
Diger su kiitleleri Su Sediment  Organizma

(sudaki birikim ¢oziinme seklinde, —»
¢okelme seklinde)

Sekil 1.1. Metalin su ortaminda izledigi yol [14]

Su ortamlar1 tek basina su kiitlelerinden ibaret olmayip, biinyesinde bir ¢ok hayvan
ve bitki kokenli yiizen veya dipteki sediment tabakasinda yasayan organizma
gruplar1 ihtiva etmektedir. Kirleticiler sadece suda ¢oziinmekle kalmayip, ortam
sartlarma gore organizmaya gecmekte, besin zincirinde birikmekte veya dibe
cokmektedirler. Dolayisiyla bir kirletici sadece suda degil, ayn1 zamanda o su
ortaminda bulunan tiim canlilarin yapisina gegcmektedir. Su ortamlarinda agir metal
iic sekilde Olgiilebilir; suda, sedimentte ve canlida. Suda, sedimentte ve
organizmalarindaki kirlilik seviyelerinin belirlenmesiyle ve izlenmesiyle ilgili pek
cok calisma yapilmistir. Bu ii¢ bilesen ya kirletici seviyelerini izlemek ya da

kirleticilerin ¢evresel davraniglarini tanimlamak i¢in kullanilmistir [14].



1.1.3. Agir Metaller ve Toksik Etkileri

Fiziksel 6zellik acisindan yogunlugu 5 g/cm’’ten daha yiiksek olan metallere agir
metal denir [10]. Agwr metaller kayaclarm ve dolayisiyla topraklarin dogal
bilesenleridir ve topraklar bilesimlerine bagh olarak farkli oranlarda ve formlarda
agir metal icerirler. Cizelge 1.1°de yerkabugunda en bol bulunan 12 element ile daha
az bulunan bazi elementler gosterilmistir (bu elementlerin arasinda metal olmayanlar
da vardir). En bol bulunan bu 12 elementin toplam kiitlesi, yerkabugu kiitlesinin

%99,4’1 kadaridir [15].

Cizelge 1.1. Baslica elementlerin yer kabugundaki konsantrasyonlari [15]

Element Konsantrasyon
(ppm)

Bol oranda bulunanlar
*Oksijen 466000
*Silisyum 277200
Aliiminyum 81300
Demir 50000
Kalsiyum 36300
Sodyum 28300
Potasyum 25900
Magnezyum 20900
Titanyum 4400
*Hidrojen 1400
*Fosfor 1180
Mangan 1000
Eser oranda bulunanlar
Baryum 425
Vanadyum 135
Nikel 75
Cinko 70
Bakir 55
Kursun 12,5
Berilyum 2,8
Uranyum 2,7
Kalay 2
Kadmiyum 0,2
Civa 0,08
Giimiis 0,07
Altin 0,004

* Metal olmayanlar



Birgok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmast nedeniyle gegis
elementleridir. Bu d orbitalleri agir metal katyonlarina redoks tepkimelerine girebilen
veya giremeyen herhangi bir bilesik ile karmasik yap1 olusturmasini saglamaktadir.
Bu nedenle, agir metaller birer iz element olarak bir¢ok karmasik biyokimyasal
reaksiyonda dnemli rol oynamaktadir [16]. Ornegin Ca**, Co*", Cr*', Cu*", Fe*", K,
Mg®", Mn*", Na", Ni*', Mo*" ve Zn®" gibi metaller esansiyeldir ve yiiksek
konsantrasyonda toksiktirler. Enzimlerin kofaktdr olarak ihtiya¢c duyduklar1 bazi
metal iyonlar1 sunlardir: Zn**— alkol dehidrogenaz, karbonik anhidraz,
karboksipeptidaz; Co*"— kobalamin (vitamin Bj,); Mn® — arjinaz, fosfotransferaz;
Fe*'— sitokromlar, peroksidaz, katalaz, ferrodoksin; Cu*'— tirozinaz, sitokrom
oksidaz; Mo*'— azot fiksasyonu, nitrat rediiksiyonu. Ayrica bu agir metaller
besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bunlar, mikrobesin olarak redoks
tepkimelerinde, molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik
basimci kontrol etmek igin enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar. Fakat Ag’,
Al', Au*", Cd", Pb*" ve Hg”" gibi agir metallerin biyolojik 6nemleri ve besinsel
degerleri yoktur. Canlilar i¢in esansiyel olmayip eser miktarlar1 bile toksik etki
gosterebilir. Bu toksik metaller 6nemli hiicresel bilesenlerle kovalent ve iyonik
baglarla etkilesime girmektedirler. Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve
olmayan biitiin metaller hiicre zar1 hasarma yol acip, enzim spesifikligini
degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar
verebilmektedir. Bu nedenle metallerin biitiin canli hiicrelerin metabolizmalarinin

dengede tutulmasinda ¢cok 6nemli bir yer olusturdugu agikca goriilmektedir [16-18].

Bir ¢cok metal “ABD c¢evre koruma ajans1” tarafindan oncelikli kirleticiler olarak
smiflandildi. “ABD toksik madde ve hastaliklar kayitlar1 ajanst” kursun, civa, arsenik
ve kadmiyumu sirasiyla birinci, ikinci, tiglincii ve altinct olarak derecelendirdi. Bu
derecelendirme zehirli atik sitelerindeki yayginligina ve toksisite siddetine gore
yapildi. Agir metal kirliligi, yerel, bolgesel ve global Glgekte ciddi bir kaygi
konusudur [19].



Organizmalar lizerindeki etkilerine bagli olarak metaller, kritik olmayan, toksik ve

cok toksik olarak Cizelge 1.2°de smiflandirilmistir [20].

Cizelge 1.2. Metallerin toksisitelerine gore smiflandirilmast [20]

Kritik Olmayan Toksik Cok Toksik
Na, C,K, P, Li Ti, Ga, Hf, La, Zr, Be, As, Co, Se,
Mg, Fe, Rb, Ca, S, Os, Rh, Nb, W Hg, Ni, Te, Tl, Cu,
Sr, H, CI, Al, O, Br, Si Ta, Ru, Re, Ba Pd, Pb, Zn, Ag, Sb,
Sn, Cd, Bi

Na, sodyum; C, karbon; K, potasyum; P, fosfor; Li, lityum; Mg, magnezyum; Fe, demir; Rb,
rubidyum; Ca, kalsiyum; S, kiikiirt; Sr, stronsiyum; H, hidrojen; Cl, klor; Al, aliiminyum; O, oksijen;
Br, brom; Si, silisyum; Ti, titanyum; Ga, galyum; Hf, hafniyum; La, lantan; Zr, zirkonyum; Os,
osmiyum; Rh, rodyum; Nb, niobyum; W, volfram; Ta, Tantal; Ru, rutenyum; Re, renyum; Ba,
baryum; Be, berilyum; As, arsenik; Co, kobalt; Se, selenyum; Hg, civa; Ni, nikel; Te, tellir; TI,
talyum; Cu, bakir; Pd, paladyum; Pb, kursun; Zn, ¢inko; Ag, giimiis; Sb, antimon; Sn, kalay; Cd,
kadmiyum; Bi, bizmut

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 [21]. Ornegin; yeterli konsantrasyonda Hg™ ve
CH;3;Hg" sadece yiiksek organizmalar icin degil mikroorganizmalar iginde toksik
olabilmektedir. Bununla birlikte, birka¢ bakteri biyolojik olarak civanin toksik
formlarini toksik olmayan formlarina doniistimiinii saglayabilir. Civaya direngli gram
negatif bakterilerde civa rediiktaz denen NADPH bagh bir enzim Hg>’y1  Hg”a
indirger. Bu reaksiyonda iiretilen Hg’ ugucudur ama insanlara ve hayvanlara toksik

degildir [22].

Agir metal kirliliginin artmas1 ¢evre ve canlilar i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir
[23]. Metallerin bazilar1 arsenik, bakir, demir ve nikel gibi diisiik konsantrasyonlarda
viicut i¢in yararhdir fakat yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkilidir. Aliiminyum,

berilyum, kadmiyum, kursun ve civa gibi diger metallerin hicbir biyolojik



fonksiyonlar1 yoktur ve biiyiik Ol¢iide bedensel fonksiyonlarini bozan son derece
zehirli metallerdir. Ornegin; arsenik metali oyuncak ve duvar kagitlarinda
renklendirici madde olarak, bocek ve fare zehiri olarak ayrica ahsaplar: termitlerden
korumak i¢in kullanilir. Arsenigin toksisitesi, kiigiik kan damarlarinin gegirgenligini
arttirr bagirsak mukozasinda nekroza neden olur ve mitokondriyal enzim sistemi ile
karisir. Arsenik zehirlenme etkisine, deri kanserlerine, karin agrisina, istahsizlik ve

kusmaya sebep olur [24].

Periyodik tabloda (Sekil 1.2) bulunan elementlerin elektrokimyasal, katalitik ve
yapisal olmak {izere ili¢ fonksiyonu vardir. Elementler, metabolik enerji kaynagi
olarak kullanildiklarinda, elektrokimyasal olarak rol oynarlar. Biitiin temel
elementler enzim aktivatorleri olarak davranirlar ve biyokimyasal tepkimeleri
ayarlamaya yardim ederler, iste o zaman katalitik olarak rol oynarlar. Protein ve
aminoasitler gibi maddelerin sentezinde pek cok element gereklidir. Bu ise
elementlerin yapisal fonksiyonudur ve element, son iirliniin vazgecilmez bilesenidir

[25].

Grup 1 2 345078 90NZBHH16TE () Onemlitemel elementler, biitin yagam tirder

Rt = Onemli katyonlar, biiin yagam tiler
1 F ’; Onemii anyonlar, bitin yasam tiden
2 [le alclnlo FJM ) Gerelliiz elementler,biitin yasam tiden
] Vst s il 3 Ol kullanmlarda zerekf, ban yasam ideri
(- Indirgenmis ve veya metilenmis durum da
4 L‘llSl: T VCr lFﬁ l},’li (20 Galoe A 152 (B [Kr transfer edileblr, ban mikroorganizmatar
S 1Rb{Sel Y 12 INo Mol Te IRu (Rl Pd Ko Gl I SalShiTel| e - Eﬂthﬁ?m;g:?bi5=olojikf011ksi}=onlara
b CS]&ILIJ H{To| W e Os{ I [Pt A J@ Ui BI‘PU A fn =) Biyolojik acdan Gnemli gegis elementler

Sekil 1.2. Biyolojik agidan 6nemli elementlerin periyodik tabloda gosterimi [26]



1.1.4. Agir Metallerin Kullanildig1 Endiistri Dallan

Atik sularda bulunabilecek agir metaller, organik bilesikler gibi biyolojik olarak

bozundurulamazlar. Bazi agir metallerin yaygin kullanimlar1 onlarmn atik su

icerisinde istenmeyen derisimlerde olmasma yol acar. Cesitli endiistrilerin atik

sularinda biinyesinde yiiksek miktarda bulunan bu agir metaller “Oncelikli

kirleticiler” listelerinde yer almaktadir. Ozellikle kaplama, madencilik ve metal

alasimi endiistrileri atik ve atik sularinda agir metal konsantrasyonlar1 yiiksektir [27].

Cesitli endiistrilerde kullanilan ve atik sularinda rastlanilan metaller Cizelge 1.3°de

verilmistir [28].

Cizelge 1.3. Agir metallerin kullanildig1 bazi1 endiistri dallar1 [28, 29]

Agir Metal Kullamldig1 Endiistri Dallan

. . Roket yakiti, yapay kaucuk, eczacilik, cam iiretimi, kimya, batarya ve pil
Lityum (Li) iiretimiy yapay ¢ y y p
Kalay (Sn) Tarim, kimya, ilag, discilik, kaplama, otomotiv
Arsenik (Ar) Metal alasimi, tarim,seramik ve cam iretimi, giibre, madencilik, petrol

rafineri, tekstil, boya ve pigment, kimya, ilag, disgilik, dis¢ilik

Berilyum (Be)

Batarya ve pil liretimi, elektronik cihaz tiretimi, madencilik

Metal alagimi, kimya, ilag, dis¢ilik, giibre, madencilik, boya ve pigment,

Kadmiyum (Cd) plastik iiretimi
Kobalt (Co) Metal alagimi, seramik ve cam iiretimi, boya ve pigment, petrol rafineri
Krom (Cr) Metal alagimi, kimya, i.lag, disgilik, kaplamg, giibre, madencilik, boya ve
pigment, petrol rafineri, kagit iretimi, tekstil
B Metal alagimi, kimya, ilag, dis¢ilik, kaplama, madencilik, boya ve pigment,
akir (Cu) . ; S .
petrol rafineri,makine, kagit iiretimi, tekstil
Demir (Fe) Makine
Civa (Hg) Batgryjcl ve pil dretimi, Fa.rlm, kimya, i.lag.:, discilik, Elektronik cihaz
iretimi, glibre, madencilik, kagit tiretimi
Mangan (Mn) Metal alagimi, batarya ve pil tiretimi, tarim, giibre, madencilik
Molibden(Mo) Kimya, ilag, dis¢ilik, kaplama
Nikel (Ni) Metal alagimi, batarya ve pil tiretimi, seramik ve cam {iretimi, giibre,

madencilik, boya ve pigment, petrol rafineri

Kursun (Pb)

Metal alagimi, batarya ve pil tiretimi, seramik ve cam {iretimi, kimya, ilag,
discilik, kaplama, giibre, madencilik, boya ve pigment, petrol rafineri,
makine, plastik liretimi, kagit {iretimi

Antimon (Sb)

Metal alagimi, kimya, ilag, dis¢ilik, elektronik cihaz {iretimi, madencilik,
boya ve pigment

Cinko (Zn)

Metal alagimi, batarya ve pil tiretimi, kimya, ilag, discilik, kaplama, giibre,
madencilik, boya ve pigment, petrol rafineri




1.1.4.1. Lityumun Kullanim Alanlan

Lityum; cevher ve konsantre cevher, metalik lityum ve lityum bilesikleri olmak iizere
ii¢ grupta kullanilmaktadir. Lityum cevheri ve konsantresi en ¢ok; cam, seramik ve
porselen emayesi alaninda kullanilir. Metalik lityum en ¢ok butil lityum (eczacilik,
yapay kaucuk ve roket yakiti endiistrilerinin 6nemli bilesenlerinden) tiretiminde
kullanilir. Bundan baska; demir dis1 metallerin metalurjisinde, oksijen ve kiikiirdii
tutmada, aliminyum ve magnezyum alasimlarinda, kursunla beraber kablo
kaplamasinda ve deoksidan olarak bakirda kullanilir. Lityum bilesiklerinden lityum
karbonat, aliiminyum {iretiminde genis bir kullanim alani bulur. Bunun yam sira;
seramik endiistrisi, diger lityum bilesiklerinin liretimi ve tipta manik depresyon
tedavisi (bir ruh hastaliklar1 gurubu) karbonat olarak kullanildigi diger alanlardir.
Lityum hidriir hidrojen gazi tiretiminde, Lityum hidroksit motor yagi ve gres
iretiminde, lityum kloriir ve bromiir sogutma sistemlerinde kullanim alani bulur.
Lityum en ¢ok lityum karbonat olarak kullanilir. Onun da en ¢ok kullanildig1 alan

aliminyum endiistrisidir [30].

1.1.4.2. Kalaymn Kullamim Alanlan

Tarimda, bocek ve mantar ilaclarinda, deniz araclarinda, pas onleyici boyalarda ve
kalay kaplamada kullanilir. Trialkilkalay, kalay bilesikleri i¢inde en zehirli olanidir.
Bitki 6liimlerine ve hayvanlarda merkezi sinir sistemlerinin bozulmasina neden olur
[31]. Kalay, teneke yapiminda, kaplamacilikta, cesitli alagimlar, lehim ve kimyasal
madde yapiminda kullanilir. Otomotiv endiistrisinde de motor yataklarinda, kaporta,
radyator, yag ve hava filtrelerinde kullanilir. Ugak ve gemi endiistrisi ile elektronik
ve elektrik sanayinde genis bir kullanim alan1 vardir. Kimya sanayinde boya, parfiim,
sabun, poliiiretan {iretiminden dis macunu yapimina kadar genis bir alanda tiiketilir.
Bunlarin yaninda, matbaacilikta, mutfak malzemeleri ve cam endiistrisinde de

kullanilmaktadir [32].
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1.1.5. Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.5.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Agir metal iceren atik sularin aritimi, genelde isletmenin kapasitesine, atik su debisi
ve karakteristiklerine, prosese, aritma tesisine, kullanilan kimyasallara bagl olmakla
birlikte, temeli; kimyasal olarak metal iyonunun ¢Okebilen bir bilesigi sekline

dontistiiriilmesi ilkesine dayanir [33]. Kirlenmis toprak ve sularm ¢esitli remediasyon

metotlar1 daha once Cizelge 1.4’de gosterilmistir [36, 37]

Cizelge 1.4. Su biyoremediasyonunda kullanilan yontemler [36-38]

Iyon degisimi

Saf atik metalin

etkileyebilmesi,

Yontem Avantaj Dezavantaj Uygulamalar
) . Yiksek derigsim igin zor Agir metallerin
Cokeltme Basit, ayrilma, uraklastirilmast
Ekonomik Etkin degil, g
Atik gamur olusmasi
.1 Oksidasyon ve pH
Kisa sitreli degisiminin yeralti sularmi Coziinmiis metallerin
Verimli, £1e Y ?

giderimi ve sulu

e Parcaciklara duyarl olmasi, | ¢ozeltideki
geri doniistimiiniin 4 . .
1w Recinelerin pahali olmasi, radyokaktifler
miimkiin olmasi A .
Kigiik 6lgekli uygulama
Suyun igindeki
istenmeyen tiim
Saf atik (Geri P'{hah, mineralleri sudan
Ters ozmos d6niisim ici Yiiksek basing, ayiran ve saf su ve
Ontisiim i¢in) " . . ..
Membran boyutu dnemli igme suyu teminine
yonelik olarak
kullanilan
Coziinmis . Agir metallerin
Mikrofiltrasyon | maddelerin hizla Ticari olarak bu maddelerden uzaklastiriimasi
yararlanilamaz
uzaklastiriimasi
Yiiksek sicakliga Yiiksek metal . .
. dayaniklidir ve konsantrasyonlart i¢in Cozl}nr.nus rpaddelerm
Elektrodiyaliz . . etkili bir sekilde
yeniden gegerli, uzaklastiriimasi
kullanilabilir Spesifik kosullara duyarh J

11




Geleneksel yontemlerin ¢ok pahali olmalari, tamamen uzaklastirma yapmamalari,
seciciliklerinin diisiik olmasi, uygulamada fazla enerji harcamalari, pahali ekipmana
gereksinim duymalari, agir metal kirliliginin ytiksek derisimlerde olmasi durumunda
etkin olmalar1 ve zehir etkisi olusturmalar1 gibi dezavantajlar1 vardir [34]. Bu
yontemler, ozellikle sulu ¢ozeltilerdeki metal iyonu derisimi 1 — 100 mgL™ gibi
diisiik derisimlerde oldugunda etkisizdir ve ayni zamanda islenmesi gereken ¢ok
biiylik miktarlarda ¢amur {tretirler. Emisyon standartlarinin zamanla daraltilmasi

geleneksel yontemleri yetersiz kilmistir [35].

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

kisimda incelenebilir. Bunlar;

a) Indirgeme — ¢dkeltme yontemi: Bu yontemle yiiksek degerlikli metal, ¢okebilen
bir sekline indirgendikten sonra, nétralize edilir, reaktifin asirist metali c¢okeltir.
Coktiirmede karistirma, yumaklasma (flokiilasyon), koyulastirma ve siizme islemleri

yapilir. Bu yontem 6zellikle kromlu atiklarm aritimimda kullanilir [33].

b) Yiikseltgeme — c¢okeltme yontemi: Bu yontemde indirgenmis metal, kararli,
yiikseltgenmis ve ¢oziinmeyen sekillerine doniistliriilir. Bu tiir bir atik aritma
prosesinde, havalandirma — ¢dkeltme — slizme olmak iizere ardisik li¢ basamak
vardir. Kolayca yiikseltgenmeyen metaller i¢in sz konusu prosese kimyasal
yiikseltgeme basamagini da eklemek gerekir. Bu yontem 6zellikle demir ve mangan

iceren atiklarin aritiminda kullanilir [33].

¢) Nétralizasyon — ¢oktirme yontemi: Cr*", Cu®", Zn*", Ni*', Fe*', Cd*" gibi agir
metal iyonlar1 ortama kireg, soda veya sodyum hidroksit katilarak nétralize edilir,

hidroksitleri seklinde ¢oktiiriilerek atik sudan uzaklastirilir [33].

d) Iyon degisimi: Bu yontem agir metal iyonlarmin, elektrostatik kuvvet ile
fonksiyonel grup halinde kat1 yiizeyinde tutularak, ortamdaki farkh tiirdeki iyonlarla

degistirilmesi ilkesine dayanir. Bu amacla iyon degistirici re¢ineler kullanilir [33].
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1.1.5.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma (Biyoremediasyon) Yontemleri

Biyoremediasyon; canli organizmalar kullanarak toksik formdaki kirleticileri daha az
toksik veya toksik olmayan bilesiklere doniistiirme yontemidir [40]. Biyolojik

yontemler giinlimiizde en ¢ok bagvurulan metal giderim yontemleridir [41].

Bu yontemin avantajlari; maliyetin diisiik olmasi, islem siiresinin kisa olmasi, temiz
ve kolay isletilebilir olmasidir. Dezavantaji ise, metal gideriminin diisiik olmasi,
filtrelerin veya enjeksiyon kanallarmin mikroorganizmalarca tikanabilmesi, diisiik
gecirgenli akiferlere (yer alt1 suyunu tutan ve ileten kayaglar) uygulanmasinin zor
olmasi, uygulanan akiferlerde sadece fazla gec¢irgen tabakalarin temizlenebilmesi,

stirekli izlenme ve bakim gerektirmesi sayilabilir [31, 34].

Biyoremediasyonla metal aritimi, Ozellikle mikropsal hiicrelerle yapilan metal
biyosorpsiyonu etkili ve alternatif bir teknoloji olusturacak giictedir. Metallerle
biyosorpsiyon siirecinin temelinde iki hedef vardir. Birincisi altin, giimiis ve platin
gibi degere sahip paslanmaz metallerin geri kazanimini; ikincisi ise canli sistemleri
ve ¢evresi i¢in ¢ok kiiciik derisimlerde bile son derece zehirli olan civa, bakir, demir,
kursun, krom, kadmiyum, nikel ve ¢inko gibi agir metallerin kirli sulardan

uzaklastirilmasidir [42].

Biyoremediasyon sistemi her kosulda ayni verimlilikte ¢calismamaktadir. Verimliligi
etkileyen faktorler Cizelge 1.5°de gosterilmistir. Biyoremediasyonu etkileyen
faktorler: biyoremediasyon islemi aerobik, heterotrof mikroorganizmalarin
aktivitelerine dayalhidir. Hizli degredasyon i¢in substrata 0zgii mikroplar elverisli
cevresel faktorler i¢cinde bulunmalidirlar. Kirleticileri degrede etmek i¢in fizyolojik
ve metabolik yetenekleri olan mikroplar fungi ve bakterileri igerebilirler.
Biyoremediasyona direkt etki gosteren faktorler; enerji kaynaklari, elektron alicilari,

nutrientler, pH, sicaklik ve substrat inhibisyonu veya metabolitlerdir [43, 44].
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Cizelge 1.5. Biyoremediasyonu etkileyen faktorler [39]

Faktorler Onemleri

Kritik biyomas {iretimi, enzim indiiksiyonu, duyarl
Mikrobiyal mikrobiyal populasyonun zenginlesmesi ve toksik
metabolitlerin tretimi

Cevresel Oncelikli substratlarin tiikenimi ve gevresel kondisyonlarn
inhibisyonu

Cok diisiik kontaminant konsantrasyonu, kimyasal yapi,

Substrat kontaminantlarin ¢6ziinebilirligi ve toksisitesi

Elektron alicilarinin oksidasyon / rediiksiyon potansiyeli ve

Aerobik / anaerobik islem <
uygunlugu

Kirleticilerin fiziko-kimyasal | Esit sogurma, geri doniistimsiiz sogurma, Incorporation into
biyouygunlugu humic Matters

Oksijen diflizyonu, nutrient diflizyonu ve ¢6ziinebilirligi, suda

Kiitle transfer smirlamasi et
¢Oziinebilirlik

Suda yasayan pek cok organizma ¢dziinmiis agir metalleri ve radyoaktif elementleri
bilinyelerine adsorplayabilmektedirler. Mikroorganizmalarm bu 6zelliklerinden
yararlanarak deniz suyu, endiistriyel ve atik sular ve radyoaktivite sonucu kirlenmis
sularda yer alan zararli metal iyonlarinin giderilmesi miimkiin olmaktadir [31]. Bu
giderilmede bakteriler, mantarlar, algler ve mayalar kullanilmaktadir. Bunlar
yapilarinda ve ylizeylerinde agir metal adsorplayabilme yetenegi olan mikrobiyal

tiirlerdir [45, 46].

Mikroorganizmalarin kompleksligi, hiicre tarafindan tutulan metaller icin pek ¢ok
yolun oldugunu gosterir. Biyosorpsiyon mekanizmalar1 bu ylizden farklhidir. Bu
mekanizmalar asagidaki gibi farkl kriterlere ayrilabilir. Hiicre mekanizmasima bagl
olarak biyosorpsiyon mekanizmasi 2’ye ayrilir;

a. Metabolizmaya bagh

b. Metabolizmadan bagimsiz
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Cozeltiden uzaklastirilan metalin bulundugu yere gore biyosorpsiyon Sekil 1.3°de
gosterildigi gibi 3’e ayrilir [47];

1. Hiicre dis1 birikim/presipitasyon

2. Hiicre yiizeyinde sorpsiyon/presipitasyon

3. Hiicre i¢i birikim

Biyosorpsiyon Mekanizmasi

Hiicre I¢i Birikim Hiicre Yiizeyinde Hiicre Disi
Birikim/ Presipitasyon Birikim/ Presipitasyon
Hiicre Membrani Iyon Kompleks Fiziksel Presipitasyon
Icine Tasmim Degisimi Olusumu Adsorpsiyon

Sekil 1.3. Biyosorpsiyon mekanizmalar1 [47]

Adsorbsiyon, akiskan fazda ¢oziinmiis haldeki belirli bilesenlerin bir kat1 adsorbent
ylizeyine tutunmasina (transferine) dayanan ve faz yiizeyinde goriilen bir ayirma
yontemidir. Kati matriks yilizeyinde bulunan iyonlar, ¢ekim kuvvetlerince
dengelenmistir. Ancak kat1 yiizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri,
cozeltideki maddeleri kat1 ylizeyine cekerler ve yiizey kuvvetleri dengelenmis olur.
Bu sekilde ¢o6zeltideki maddelerin kati ylizeyine adsorpsiyonu gergeklesir. Kati
ylizeyinde tutunma isleminin gerceklesebilmesi i¢in, ¢6zlinmiis maddenin ¢ozeltiden
uzaklastirilmasi, ¢oziicliniin kat1 yiizeyden uzaklastirilmas1 ve ¢6ziinmiis maddenin
ylizeye tutunmasi gerekmektedir. Yiizeye tutunan madde adsorblanan, yilizeyinde

tutunmanin gerceklestigi madde ise adsorbent olarak adlandirilir [48].

Acosta ve arkadaslar1 [49] yaptiklar1 calismada, agwr metallerin, gram pozitif,
patojenik veya zehirli olmayan bir bakteri olan Paenibacillus polymyxa P13
tarafindan biyosorpsiyonunu incelemislerdir. Bu calismada, bakir model element

olarak secilmistir, ¢iinkii bakir ¢ok farkli endiistrilerden kaynaklanan bir kirleticidir.
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Biyosorbent olarak kullanilan bakterinin EPS (ekzopolisakkarit) iireten bir fenotipi,
belirgin bir Cu®* biyosorpsiyon kapasitesi sergilemistir. Optimum kosullarda (pH 6,0
ve 25 °C) gerceklestirilen deneylerde, sulu ¢ozeltilerdeki Cu*™ biyosorpsiyonu i¢in
adsorpsiyon izotermi Langmuir modeline uymustur. Bu deneylerde, saglam
hiicrelerle yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi (112 mgg™) elde edilmistir. Yiiksek tuz
derisimi (1 M NacCl) ile olusturulan hiperozmotik kosullarda EPS iiretimi artmis ve
bu da saglam hiicrelerin biyosorpsiyon kapasitesinde bir artisa (150 mgg”) sebep
olmustur. Ayrica, temizlenmis EPS ile Cu®" biyosorpsiyon kapasitesi de
incelenmistir. En yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi, 0,1 mg EPS.mL" ile 1602 mgg'l,
1,0 mg EPS.mL" ile 583 mgg” olarak elde edilmistir. Son olarak, bakirm EPS
iizerine biyosorpsiyonuna, ¢Ozeltide bulunan farkli metal iyonlarmin etkisi de
incelenmistir. Yapilan deneyler sonunda, Na, K, Ca, Mg ve Zn iyonlarmin varliginin
Cu* giderimini azalttig1 belirlenmistir. Ozellikle Ca®" ve Zn* iyonlarmin varligi

Cu”" gideriminde belirgin bir azalmaya neden olmustur [49].

Biyolojik aritma yoOntemleri aerobik ve anaerobik olmak iizere ikiye ayrilir.
Aritmanin oksijenli ortamda gerceklestigi prosesler aerobik proseslerdir. Burada aktif
camur sistemleri, damlatmali filtreler ve aerobik stabilizasyon havuzlar1 gibi
yontemlerle aritma saglanir. Anaerobik prosesler ise havasiz ortamda gergeklestirilen
aritma prosesleridir [50]. Uygulamalari; siirekli karigimli reaktorler, anaerobik
filtreler ve akigkan yatakli sistemlerdir. Stirekli karisimli tank reaktorii, atik sularin
anaerobik aritilmasinda kullanilan ve kat1 resirkiilasyonu olmayan siirekli karistirilan
tank tipidir. Anaerobik filtre, hareketsiz hiicre reaktorlerinin bir uyarlamasi olarak
gelistirilmistir. Anaerobik filtre tipinde kullanilan dolgu malzemesi biyofilm
gelismesi icin gerekli olan temas ylizeyini saglar. Akigkan yatakli sistemlerde ise
yukar1 akish reaktor, kismen bir tagiyict malzeme (genellikle kum) ile doldurulur.
S6z konusu reaktorde kum tanecikleri iizerinde biyofilm olusturularak aritmanin

gerceklestirilmesi amaglanir [50].
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1.1.6. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalar

Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tiiriiniin bazi suslarinin antibiyotikten
etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarli bir susun ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan

biri ile direngli hale donmesi olarak tanimlanir [51].

Onemli sayidaki raporlar, dogal cevredeki metal kontaminasyonunun, antibiyotik
direngliliginin yayilmasin1 ve korunmasini destekledigini gostermektedir. Cizelge
1.6’da antibiyotik direngliligi genel, yapisal ve fonksiyonel karakter olarak metal
direngliligi ile ortak 6zelliklere sahip oldugu gosterilmektedir [52].

Cizelge 1.6. Bakterilerdeki agir metal ve antibiyotik ortak direnglilik sistemleri [52]

Diren¢ Mekanizmasi Metal Iyonlar Antibiyotikler
Membran gegirgenliginin As, Cu, Mn, Zn, Co, Ag Cip, Tet, Chlor, B-lactams
azaltilmasi
Antibiyotik ve metal degistirme As, Hg B-lactams, Chlor
Atim mekanizmasi Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As Tet, Chlor, B-lactams
Hiicresel hedef degistirme Hg, Zn, Cu Cip, B-lactams, Trim, Rif
Antibiyotik ve metal ayrilma Zn, Cd, Cu CouA

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

Genelde tek veya bircok antibiyotigin yiiksek konsantrasyonlarma karsi direng
olusumu; plazmid yapilar aracilig1 ile meydana gelmektedir. Antibiyotiklere karsi
gelisen direclilik, hiicre zar1 gecirgenliginin degisimi, metabolik yol ve enzimlerin
degisim gostermesi veya antibiyotiklerin etki edecekleri molekiiliin kaybolmasi

seklinde gelisebilmektedir [54]. Mikroorganizmalarda antibiyotik direnci genetik
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olarak ya kromozomal ya da diren¢ plazmitlerinde kodlanir. Ozgiil direngler, bir

lokasyonda ya da digerinde tipik tarzda genetik temellere sahiptir (Cizelge 1.7) [22].

Cizelge 1.7. Antibiyotik diren¢ mekanizmasi [22]

. . cpeo e g Direncin Mekanizmanin Mevcut
Diren¢ Mekanizmasi Antibiyotik Ornek Genetik Temeli Oldugu Organizma
. . o Pseudomonas aeruginosa
Gegirgenligin azaltilmasi Penisilinler Kromozomal Enterik Bacteria
Antibivotik Penisilinler Plazmit ve Staphylococcus aureus
. . nti 1yot-1. .. Kromozomal Enterik Bacteria
inaktivasyonu(drnegin Neisseri
L . . eisseria gonorrhoeae
penisilinaz; metilaz, Kloromfenikol
asetilaz, fosforilaz ve 7 :
. o . o Pl t S.
digerleri modifiye eder) Aminoglikozitler azmt aurets
Eritromisin,
Hedef bolgenin Rifamisin,
. e . .. S. aureus
degistirilmesi Streptomisin, Kromozomal . .
. Enterik Bacteria
Norfloksasin
Direngli blyokl.myas.a I Siilfonamidler Kromozomal S. aureus .
yolun gelistirilmesi Enterik Bacteria
. . Tetrasiklinler, Plazmit S. aureus
Hiicrenin disina
pompalama Kloromfenikol,

Eritromisin

—L Kromozomal

Enterik Bacteria,
Staphylococcus sp.

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

kazanmiglardir [55]. Bu adaptasyon mekanizmalari;

1. Gegirgenlik bariyeri ile metallerin hiicre diginda alikonmasi

. Metallerin hiicreden digar1 dogru aktif transportu

. Metallerin proteinlere baglanarak hiicre i¢inde alikonma

2
3
4. Ektraselliiler alikonma
5

. Metallerin enzimatik detoksifikasyonla metallerin daha az zararli fonksiyonlara

doniistiiriilmesi

6. Hiicresel komponentlerin metale olan hassasiyetlerinin azaltilmasi
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1.1.6.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre duvarinda ya da hiicre zarinda metale karst bir gegirgenlik bariyeri
olusturularak metaller hiicre disinda tutulur. Bdylece metale hassas hiicresel
komponentler korunmus olur. Buna en giizel érnek E.coli’deki Cu®" direncliligidir.
E.coli’de bir membran kanal proteini olan porin proteinlerinin iiretimi degistirilerek
Cu”" nin hiicreye girisi engellenir [1]. Bu tek bir gen mutasyonu sonucu membranin
metal iyonlarina karsi permeabilitesinin azaltilmasi ile ger¢ceklesmektedir. Diger bir
ornek, dig membran veya zarf tarafindan spesifik olmayan metallerin baglanmasidir.
Bu oOrnekler baglayici yerlerin doygunlugu nedeniyle kisith metal koruma
saglamaktadir. Tamamen ispatlanamasa da Cu®" direncliliginin bazi bi¢imlerinin
periplazmik baglayicilik 6zelligi iizerine kurulu olduguna inanilmaktadir. Diger
taraftan mikroorganizmalarin dis ylizeyini kusatan ekstraseliiler polisakkarit tabakas1
da metal iyonlarni absorblayarak hiicre icine girisini engellemektedir. Bu
ekzopolisakkarit tabakasinin metal iyonlarini baglayici gruplar1 vardir. Bu 6zellik
Klebsiella aerogones, Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde

gosterilmistir [1].

Staphylococcus aureus’un bazi tiirlerinde, peniklinaz’mm kodlarmi bulunduran
plazmitler, hiicre membran1 degisimi araciligi ile Cd* gecirgenligini engellemede
diger metaller kadar iyi diren¢ olusturmada ara¢ olabilmektedir. Bu durum metal
iyonlarinin ~ girigini  engellemek icin zardaki uyumsal degisimler olarak
goriilmektedir. Bu Cd*" un 0,01-0,1 nM seviyelerinde genelde diisiik diizeyde direng

olarak goriiliir [1].
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1.1.6.2. Metallerin Hiicre Disina Dogru Aktif Transportu

Aktif pompa sistemleri her tiir hiicrede (bakteri, maya, kiif, insan) bulunabilmekte ve
cesitli substratlardan ve ¢ogunlukla amfilik olan ilaglardan hiicreleri korumaktadir.
Aktif pompa sistemleri, gerek gram-negatif gerekse gram-pozitif bakterilerde
bulunabilen, antibiyotikler dahil toksik maddelerin hiicre disina atilmasini saglayan
transport proteinleridir. Tek bir substrata 6zgiil olabildikleri gibi yapisal olarak
birbirinden farkli maddeleri de substrat olarak kullanabilirler. Bu durum c¢ogul
antibiyotik direncine ve yami sira substrat profilinin genisligine bagli olarak bazi
boyalara, deterjanlara, dezenfektanlara karsi dirence neden olmaktadir. Pompa
sistemi proteinlerinin normalde bulunan operonun bir pargasi olabilece§i ve

diizenleyici bir genin kontrolii altinda ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir [56].

Pompa mekanizmasi ile diren¢ kazanma yetenegine sahip bazi bakteriler sunlardir;
Streptococcus  pyogenes,  Streptococcus  pneumonia,  Escherichia  coli,
Campylobacter  jejuni,  Neisseria  gonorrhoeae,  Haemophilus influenza,

Stenotrophomonas maltophilia [57].

CPx-tip agrr metal ATPaz’larin Cu, Zn, Cd ve Pb gibi toksik metallerin hiicre
membranlarindan gegisinde rol aldig1 bildirilmistir [74]. Korunmus bir membran ici
sistein-prolin-sistein, sistein-prolin-histidin veya sistein-prolin-serin (CPx) motifine
sahip olduklari i¢in tip IB olarak smiflandirilan agir metal tasiyicilart CPx-ATPaz’lar
olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinlerin plazma membraninda bulundugu ve
sitoplazmadan toksik metallerin uzaklastirilmasinda pompalar olarak fonksiyon
gordiigii veya c¢esitli hiicre i¢i membranlarda bulunabildigi ve agir metallerin

kompartimanlagsmasindan sorumlu olabilecegi ileri siirtilmiistiir [75]

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 plazmit 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
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[58]. Bakterilerdeki arsenat, kadmiyum, bakir direnglilikleri ¢ogunlukla bu tip
direnglilik mekanizmalar1 ile gergeklesir. Ornegin arsenat direngliligi icin ars
operonu araciligi ile E. coli (Sekil 1.4) ve S. aureus’ta; Cd®" direng kodu cad operonu
araciligt ile S. aureus, Bacillus sp., Listeria sp. veya Alcaligenes eutrophas’ta eze
operonu bulunmustur. Pb* direnci znt4 aracihigi ile E.coli’de ve cadA ise S.aureus 'ta
bulunmustur. Bu tip direnglilikte kromozomal, plazmit ya da transpozon kodlu bazi

genler rol oynamaktadir [59].

Fosfat 060’0*0 Arsenat
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Sekil 1.4. E.coli’de arsenigin hiicre disina aktif taginimi [60]

1.1.6.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak 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 1.5). Bu tip metal direncliligine 2 6rnek
bulunmaktadir. Bunlar; Synechococcus cinsinde metallothionein {iretimi ve

Pseudomonas cinsinde sistein bakimindan zengin proteinlerin tiretimi [61].
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Sekil 1.5. Bakterilerde ¢inko direnglilik mekanizmasi [62]

Dis membran iizerinde ekstraselliiler baglama; spesifik ve non-spesifik yollarla
alimdiktan sonra ¢inko iyonlarmmin akis pompasi (P-tipi ATPaz veya Proton
antiporterlar1) aracilig1 ile disar1 aktif tasinimi; periplazmik, sitoplazmik proteinler

veya diger polifosfat grantilleri gibi ligandlar araciligi ile alikoyma [62].

Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Bu mikroorganizmada
smtd ve smtB olmak iizere iki gen bulunmaktadir (Sekil 1.6) Bunlardan Smzd, Cd*"
ve Zn>" ye baglanan bir metallothioneini kodlamaktadir. Bu gen yiiksek diizeydeki
Cd*", Zn*" ve Cu®" konsantrasyonlarinda indiiklenmektedir. smtB geni de smtd
geninin repressorii olan smtB proteinin iiretilmesinden sorumludur. Bu repressor

protein metallothionein liretimini transkripsiyon asamasinda durdurmaktadir [63].

Prokaryotlarda metallothionein iiretimi sadece Syenochococcus tiirlerinde
goriilmektedir. Bu tip metallothionein Okaryotlardaki metallothionein’lerde
bulunanlardan daha az sistein kalintilar1 icermektedir. SmtA’daki metalothionindeki
sistein kalintilari, ¢ok zehirli katyonlar i¢in bir azalticit olarak davranabilmektedir.
Son zamanlarda SmtB’nin yapis1 belirlenmistir. SmtB proteini DNA’nin diger
baglayici proteinlerine benzer motifli doner sarmal yapili bir dimerdir. Yap1 analizi
proteinde dort Zn2+ baglayic1 yer gostermektedir [64]. Metallerin hiicre i¢inde

alikonmasina iliskin diger bir 6rnek de Pseudomonas putida’da goriilmektedir. Bu
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bakteri metallothioneinlere benzeyen 3 farkli sistein bakimindan zengin protein
iretmektedir. Mycobacterium scrofulaceum’da siyah bakir siilfat formunun

cokelmesinde alikoyma araciligi ile hiicre ici birikimi de ispatlanmistir [65].

A. Induksiyon
SmtB-Zn2+
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B. Delesyon

Sekil 1.6. Synechococcus 'ta smtA ve smtB genleri ve ¢inkoya baglamasi [63]

1.1.6.4. Ekstraselliiler Alikonma

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

Benzer bir mekanizmada Cu”" direncli mantarlarda goriilmektedir [66].

Penninckx ve Jaspers’in raporlarma gore, mikroorganizmalarda glutatyon gibi kiikiirt
bakimmdan zengin bilesiklerin sentezi, agir metallere karsi diren¢ saglamaktadir
[67]. Glutatyon, L-sistein, L-glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden olusan ve agir

metallere kars1 yiiksek affinitesi olan bir tripeptittir [68].
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1.1.6.5. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh Fonksiyonlara

Doniistiiriilmesi

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapisindaki —SH gruplarmma baglanarak bu
molekiilleri inaktive edebilmektedirler. Civa bu 6zelliginden dolayr toksik metal
olarak kabul edilmektedir. Baz1 bakteri gruplar1 civayr enzimatik detoksifikasyon ile
daha az toksik hale getirmektedirler. Bazi bakteriler Hg”" direngliligi saglayan ve bir
operon (mer operonu) tarafindan kodlanan gen setlerine sahiptir. Bu operon; sadece
Hg”" yi detoksifiye etmekle kalmayip, ayn1 zamanda civay: hiicre disina tagimakta ve
kendi kendini regiile edebilmektedir. Mer operonu, organik civa liyaz ve civa
rediiktaz olmak {izere iki enzim kodlamaktadir. Organik civa liyaz enzimi C-Hg
bagin1 kirarken, civa rediiktaz Hg™" yi Hg" a (metalik civa) indirgemektedir [68, 72,
73].

1- Organik civa liyaz: C-Hg baginin hidrolizinde etkilidir.
RHgX + H" + X* «—RH + HgX,

2- Civa rediiktaz: Hg*" yi Hg" a (metalik civa) indirgemektedir.
Hg(SR), + NADPH + H «— Hg’ + NADP' + 2RSH

Mer operonu tarafindan kodlanan transport proteinleri araciligi ile metalik civa,

hiicre membranindan gegirilerek disar1 verilmektedir [68, 72, 73].

Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Micrococcus, Pseudomonas, Salmonella, Sarcina,
Shigella, Staphylococcus ve Streptococcus, Hg”™ ye kars1 direng gdsteren cinsler

olarak bilinmektedir [76].
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1.1.6.6. Hiicresel Komponentlerin Metale Olan Hassasiyetlerinin Azaltilmasi

Baz1 mikroorganizmalar toksik metallerin varliginda, hiicresel kompenentlerin
metale olan hassasiyetlerini degistirerek adaptasyon saglamaktadir. Hiicre bunu ya
mutasyonlar yolu ile belli bazi proteinlerin hassasiyetlerini azaltmak sureti ile ya da
metal inaktivasyonunda kullanilan belli bazi hiicresel komponentlerin iiretimini
arttirmak sureti ile gerceklestirmektedir [1]. DNA tamir mekanizmalar1 plazmit ve
genomik DNA ile smirli koruma saglamaktadir. Bir de mikroorganizmanin iirettigi
metal direncliligi olan komponentler veya alternatif yollar, duyarli komponentlerden
gecen bir Ozellik ile kendi kendini koruyabilmektedir. Adaptasyon E. coli’de de
bulunmustur. Adapte olmamis E. coli Cd*"a maruz kaldiginda 6nemli DNA hasarlar1
olustugu bildirilmistir, ayrica ayni organizmalarm alt kiiltiirlerinde direng

gorilmistiir [1].

1.1.7. Direngliligin Genetik Ozellikleri

1.1.7.1. Plazmit

Plazmitler genel olarak; bakteri hiicrelerinde ve bazi1 dkaryotik hiicrelerde bagimsiz
olarak var olan ve sirkiiler DNA molekiilleri olarak tanimlanmistir [69]. Dogal
olusumlu plazmitler icin en kullamigh smiflandrma, plazmit genleri tarafindan
kodlanan temel 6zelliklere dayanmaktadir. Bu tip siniflandirmaya gore plazmitler 5
grup altinda toplanir. Bunlar; fertilite (F), direnglilik (R), kolisin (Col), parcalayici ve
viriilens plazmitlerdir [69]. Plazmit stabilitesinin en yliksek diizeyde etkilendigi
kosullar, bakterilerin gelisebildigi sicaklik degerleridir. Zira plazmitlerin hiicrelerden
eliminasyonu, kopya sayilarmin diisiirtilmesi ve replikasyonlarimin bloke edilmesi
sureti ile gerceklestirilmektedir [70]. Kesikli {iretimlerde uzayan inkiibasyon
siirelerinde, susun {iiremesi sonucu ortamdaki besin maddelerinin azalmasi ve
metabolitlerin birikimi, basta pH ve toksik atik iirtinler olmak iizere, degisik stres
kosullar1 yaratmaktadir. Bakteriler bu stres kosullarina direnglilik i¢in degisik yanit

mekanizmalar1 gelistirmistir. Adaptif stres yanitinin olusumu, biiyiik 6l¢iide genetik
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esneklik ile iliskili oldugundan, bu 6zelligin gen kodu genellikle plazmitler lizerinde

kodlanmaktadir [70, 71].

1.1.7.2. Transpozon

Transpozon (Tn) genlerine ek olarak diger genleri de tasiyan genetik element tipidir.
[22]. Bakteriyel transpozonlar insersiyon dizi (IS) elementlerinden bilyiiktiir ve
tranzpozisyonlariyla iligkili olmayan protein kodlayan genler igerirler.Tn elementleri
bakteriyel plazmitler iizerine ¢oklu ilag direnci yerlestirebildiklerinden halen 6zel ilgi
cekmektedirler. R faktorleri adini alan bu plazmitler; agir metallere, antibiyotiklere
ve diger ilaglara es zamanlhi olarak direng olusturan bircok Tn elementleri
icerebilirler. Bu elementler plazmitlerden bakteriyel kromozomlara hareket edebilir

ve farkli bakteriyel suslar arasinda ¢oklu ilag direncini yayabilirler [53].

Bir transpozon elementinin insersiyon bdlgesi eger bir genin i¢inde ise, transpozonun
eklenmesi mutasyon ile sonuclanacaktir. Dolayisiyla transpozonlar kromozom
boyunca kolayca mutasyon olusturabilirler. Sekil 1.7°de transpozon Gen 2’nin
ortasina dogru hareket eder. Bu durum Gen 2 transpozon tarafindan bozulur ve

inaktive olur. Transpozon tizerindeki A geni her iki yerde de ifade edilecektir [22].

Gen A Gen 1 Gen 2 Gen 3

Transpozon Transpozisyon

P Bozulmus gen.....ceeeeny
Genl Gen A Gen 3

Sekil 1.7. Transpozon mutagenezi [22]
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1.1.7.3. integron

Integronlar  diger kaynaklardan gelen genleri yakalaylp ifade edebilen
transpozonlardir. Fakat diger transpozonlardan farkli olarak, integronlar rastgele
insersiyon yapmazlar ve insersiyon bolgesi konusunda oldukga secicidirler. Bunlar
siklikla plazmitlere insersiyon yaparlar. Integronlar plazmitlerin, transpozonlarin
hatta bakteri kromozomlarmin bir pargasina doniisebilirler. Baz1 integronlar 5 farkl
gen kaseti icerebilirler. Bu tip kasetlerde 40°dan fazla farkli antibiyotik direng geni

ve bazi patojenik bakterilerin virtilensi ile ilgili ¢esitli genler tanimlanmistir [22].

Integronlar konuma o6zgii gen kodlayan integraz (integrase) olarak bilinen
rekombinazlardan (recombinase) olusmustur, baglanma bolgesi (attl) ve bu bolgenin
asagisindaki (downstream) genleri ifade eden promotor (p) bulundurur. Sekilde
kuaterner amonyum diren¢ geni gac, silfonamid direng geni sul/l ve fonksiyonu
bilinmeyen orf5 geni igeren Tipl integron gosterilmistir. Genler integraz tarafindan
yiirtitiilen konum-6zgii rekombinasyonla attl ile attC arasina girebilirler (Sekil 1.8).
Gen alimindan sonra rekombinasyon bdlgeleri yeniden olusur bu da yeni gen
kasetlerinin birlesmesine olanak tanir. Bu yap1 bakteri populasyonlar1 arasinda
antibiyotik direng genlerinin transferi ile diizenlenmesine olanak tanir. Antibiyotik
genleri diger ekolojik avantaj saglayan genler ile ayni ilinitede kiimelenebilir.
Integronlar antibiyotik diren¢ kazaniminda biiyiik role sahip olan modiiler yapilardir.
Benzer tipteki integron Ornekleri insanlarda, hayvanlarda ve dogal habitatlarda da
bulunmustur, bu da gen alan (gen-recruiting) elementlerin farkli ekosistemler

arasinda gecis yapabildigini gosterir [77].
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Sekil 1.8. Integron yapis1 [77]

1.1.8. Cahismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il smirlar igerisinden gegen Kizilirmak’tan Li ve Sn agir
metallerini tolere eden suslarin izolasyonu, biyokimyasal ve molekiiler
karakterizasyonudur. Kizilirmak {izerinde belirlenen 12 bolgeden su Ornekleri
almarak, Li ve Sn metallerini tolere eden suslar izole edilmistir. Suslarmn her bir
metal i¢in MIK degerleri belirlenmis ve en yiiksek MIK degerine sahip olan suslar
ileri c¢aligmalarda kullanilmak {izere sec¢ilmistir. Bu suslarin morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak tanimlanmistir. Li ve Sn direngli 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 calismalar1 yapilmistir. Plazmit varligi 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

Calismanin deneysel siirecinde asagida verilmis olan materyaller kullanilmistir.

2.1.1. Kullamilan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

Stok kiiltlirlerin saklanmasinda kullanilmistir.

Bilesimi g/L
Pepton S5g
Et ozitu S5¢g
Maya oziitii lg
Agar 12¢g

Besiyeri gerekli miktarda hazirlandiktan sonra 121°C’de 1 Atm basing altinda

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin; plazmit izolasyonu, {ireme egrisi ve protein izolasyonunda

kullanilmastir.

Bilesimi g/L
Pepton S5g
Et ozitii 3g

Besiyeri gerekli miktarda hazirlandiktan sonra 121°C’de 1 Atm basing altinda

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler

Antibiyotik direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik disklerinin
tamami merck ve sigma marka olup isimleri ve icerdikleri antimikrobiyal madde

miktar1 Cizelge 2.1°de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Antibiyogram 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 (TPZ) 100710
Rifampin (RA) 5
Sulbactam/CFP (CES) 7530
Tetracycline (TE) 30
Ticarcillin (TIC) 75
Ticarcillin / CA (TIM) 7510
Trimeth — sulfa (SXT) 25
Tobramycin (TOB) 10
Vancomycin (VA) 30
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2.1.3. Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullamilan Kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan kimyasallar Sigma ve Merck firmalarindan temin edilmistir.

2.1.3.2. Kullanilan Tamponlar

2.1.3.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

Bakteri suslarinin plazmit izolasyonu yapilarak profilleri belirlenmistir.

2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)
Glukoz 99¢g

Tris 394 ¢

EDTA 372 ¢g

Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde steril su ile tamamlanmistir. (pH: 8.0)

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/ SDS)

5 N NaOH ¢ozeltisinden 4 mL, %10’luk SDS ¢6zeltisinden 10 mL alinir ve toplam

hacim100 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmaistir.

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.
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2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

Bilesimi g/L

Tris 242 ¢
Na,EDTA.2H,0 372 ¢g
Glasiyal Asetikasit 57.1 mL

Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmustir.

2.1.3.2.2. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.2.2.1. Tris/EDTA Tamponu (1000 mL)

Bilesimi g/L
Tris 968 g
EDTA 0.032 ¢

Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde steril su ile tamamlanmistir. (pH: 8.0)

2.1.3.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 mL)

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

2.1.3.2.2.3. Proteinaz-K’nin Hazirlanmasi (100 mL)

0.0384 g CaCl,.2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 pL, 1M Tris-HCI (pH: 8.0) ile
¢cOzililmiistiir. Toplam hacim 10 mL oluncaya kadar steril su ile tamamlanmistir.

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 mL almarak 100 mg proteinaz-K ¢oziilmiistiir.
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2.1.3.2.2.4. NaCI Tamponu (5 M, 100 mL)

20 g tartilarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde steril su ile tamamlanmustir.

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCI Tamponu (100 mL)

4.1 g NaCl tartilarak 90 mL steril suda ¢oziilmiistiir ve 10 g CTAB soliisyona
eklenerek 65°C’ye kadar isitilmistir. Toplam hacim 100 mL olacak sekilde steril su

ile tamamlanmaistir.

2.1.3.2.2.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform ve 4 mL izoamil alkol karistirilarak 100 mL tampon hazirlanmistir.

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

48 mL kloroform, 2 mL izoamil alkol ve 50 mL fenol karistirilarak 100 mL tampon

hazirlanmstir.

2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izoproanol alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmstir.

2.1.3.2.2.9. %70’lik Alkol (100 mL)

70 mL %100’1iik ethanol ile 30 mL steril su karistirilarak hazirlanmistir.
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2.1.3.2.2.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 mL)

8.47 g Tris-HCI tartilarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde steril ile
tamamlanmistir. (pH: 8.0)

2.1.3.2.2.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 mL)

0.12 g Tris-HCl tartilarak 100 mL steril suda ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu (KH,PO4, K;HPO,)

6,8 gram KH,PO4 ve 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 Membran Protein izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar

2.1.3.2.4.1. Tris Buffer Soliisyon

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziiliir. Toplam hacim 100 mL olacak
sekilde distile su ile tamamlanmistir. (pH: 8.0)

2.1.3.2.4.2. Deterjan Soliisyon

1.75 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziiliir ve 1.67 mL Triton X-100 eklenir.
Toplam hacim 100 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir. (pH: 7.6)
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2.1.3.2.5. SDS-PAGE Stok Soliisyonlarn ve Hazirlamsi

Cizelge 2.2. SDS-PAGE stok soliisyonlar1 hazirlanisi

Stok Soliisyonlar:

Hazirlamisi

24.2 g Tris tartilir, 50 mL destile suda ¢oziiliir,

Tris-HCI, 2M derisik HCl ile pH = 8.8’¢ ayarlanip destile su ile 100
mL’ye tamamlanir.
12.1 g Tris tartilir, 50 mL destile suda ¢oziiliir,
Tris-HCI, IM konsantre HCI ile pH = 6.8’¢ ayarlanip destile su ile

100 mL’ye tamamlanir.

SDS (%10)

10 g SDS tartilip destile su ile 100 mL’ye

tamamlanir.

Gliserol (%50)

50 mL %100°lik gliserol alinip destile su ile 100

mL’ye tamamlanir.

Bromfenol mavisi

100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 mL destile su

iginde ¢Oziiliir.

2.1.3.2.6. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.3. SDS-PAGE calisma soliisyonlar1

Calisma Soliisyonlari

Hazirlamisi

Soliisyon A %30 29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilip
akrilamid %0,8 destile su ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢oziiliir.
bisakrilamid (100 mL) Buzdolabinda saklanir.
2 M Tris-HCI (pH = 8.8) 75 mL, %10’lik SDS 4 mL
Soliisyon B (4x) (100 mL) ris-HCL (p )75 mL, %10°l b

destile su 21 mL. Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon C (4x) (100 mL)

1 M Tris-HCI (pH = 6.8) 50 mL, %10’lik SDS 4 mL,
destile su 46 mL. Buzdolabinda saklanir.

Amonyum persiilfat
%10’Iuk (5 mL)

0.5 g amonyum persiilfat tartilip destile su ile 5
mL’ye tamamlanir.

Elektroforez Tamponu

Tris (25 uM) 3 g, glisin (192 mM) 14.4 g,

(1L) SDS (% 0.1) 1 g tartilip destile suile 1 L’ye
tamamlanir. pH = 8.3
N 1 M Tris-HCL (pH = 6.8) 0.6 mL, %50 Gliserol 5 mL,
Omek'lﬁ)mrginu (5%) %10 SDS 2 mL; 0.5 mL 2-merkaptoetanol, %1

Bromfenol mavisi 1 mL; 0.9 mL destile su.
Buzdolabinda saklanir.
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2.1.3.2.6.1. Ayirici Jelin Bilesimi (%12’lik)

Cizelge 2.4. Ayirict jelin hazirlanmasi

Soliisyon A 7.8 mL
Soliisyon B 6 mL
Distile su 10.08 mL
Amonyum persiilfat 79.2 uL
TEMED 15.6 uL
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
Destile su 4.67 mL
Amonyum persiilfat 27 uL
TEMED 6.6 uL
2.1.3.2.7. Coomassie Brillant Blue Soliisyonun Hazirlanmasi

% 0,1 Coomassie Brillant Blue boya tartilarak, % 12’lik glasiyal asetik asit, % 50’lik

metanol ile karistirilarak ¢oziliir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Kizilirmak Nehri, 410 30" Kuzey, 360 05' Dogu koordinatlar1 arasindadir ve 1150
km’den uzun su yatagi, 75.000 km” drenaj alami ve yillik ortalama 184,2 m’s™ debisi

ile Tirkiye’nin en uzun nehri olup Kizilirmak Deltasi’n1 gegerek Karadeniz’e

ulasmaktadir [78].
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Sekil 2.1. Kizilirmak’ i lokasyonu [79]

Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya acilan kapist olma, Makine Kimya
Endiistrisi ile Tiipras Rafinerisi gibi biiylik sanayi kuruluslarini biinyesinde
barindrma ve Kizilrmak gibi Tiirkiye’nin en biiylik nehirlerinden birinin
glizergahinda yer almasindan dolay1 olduk¢a 6nemli illerimizden biridir (Sekil 2.1).
Kirikkale ilinde sanayi olduk¢a gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi
kuruluslar1 Kizilirmak Nehrinin ¢evresinde bulunmaktadir. Bu isletmelerin faaliyeti
sonucu olusan atik sular ve gazlar ¢esitli yollarla nehre ulasmakta, sonugta tiim su

ekosistemi olumsuz yonde etkilenmektedir [4].
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Cizelge 2.6. Orneklerin alindig1 bdlgeler ve koordinatlar:

Bolge No Bolge Adi Bolge Koordinatlari
1 Kes‘kk(‘}’Pr.“. Barajt 39°23' 53,41"K, 33°25' 18,44'D, 775m
irigi
) Kesikkoprii Baraji Su 0 A1 o At
Tatm Bond 39° 22' 50,98"K, 33° 24' 56,99"D, 819,5m
3 Erdemli Mah. - 0~ gt 0 ~a!
Sarmoen T Mokii 39° 26' 54,60"K, 33° 23' 25,53"D, 781m
4 Akkosan Merkez 39°28' 25,39"K, 33° 24' 00,99"D, 801m
Mevkii
5 Egribitk - Akkosan Y. 39° 32 26.97"K, 33° 23' 59,54"D, 760m
Mevkii
6 Bucakyaz - Sazbucagi 39°33' 51,02"K, 33° 24' 38,51"D, 750,5m
Mevkii
7 Sulubiik - Kiyibag: 39° 37' 04,85"K, 33° 26' 11,19"D, 771m
Mevkii
8 Kapuluéarf; Baraji 39° 39' 42,39"K, 33° 27" 13.,46"D, 766,5m
9 Kapulukaya Su Tutma 39° 44' 08,62"K, 33° 28' 59.95'D, 741m
Bendi
10 Asagryazi Kum Ocagy 39° 46' 56,08"K. 33° 27' 42,27"D, 718,5m
Mevkii
11 Mezbahane- MKE 39° 50" 00,92"K, 33° 28' 07.85"D, 706,5m
Tesisleri Mevkii
Irmak Mevkii-
12 Kizilirmak il Smiri 39° 56' 53,25"K, 33° 25' 04,24"D, 699,5m
Cikast

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen 12

istasyondan Eyliil 2009°da su 6rnekleri toplanmustir.
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2.2.3. Lityum ve Kalaya Direncli Bakterilerin izolasyonu

Li ve Sn agwr metallerine direngli suslarin se¢imi i¢cin agir metal igeren ortam
kullanilmistir. 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden Li ve Sn direncli suslar1 se¢gmek
icin literatlirde belirtilen konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 LiCl ve SnCl, agir metalleri
iceren nutrient agar ortamlar1 hazirlanmistir. Bu ortamlara her bolgeden alinan su
ornekleri diliisyon yapilarak ekilmistir. Sirasiyla 37 ve 30°C’de 24 saat inkiibe edilen
orneklerden lireme olan Li ve Sn direngli farkli koloniler segilerek saflastirma iglemi

yapilmistir.

2.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Li ve Sn direngli saf kiiltiirler sirasiyla 37 ve 30°C’de 24 saat inkiibe edilerek koloni
morfolojisine, ve hiicre morfolojisi 6zelliklerine bakilmistir. Suslarin koloni kenar
yapisi, sekil, optik Ozellikler, akigkan/yapiskanlik ve pigmentasyon ozellikleri
incelenmistir. Hiicre morfolojileri ise, gram boyamayla mikroskop (immersiyon
yagiyla ve 100 biiyiitmeli objektifle) altinda incelenerek gram reaksiyonu esnasinda

hiicre sekilleri ve hiicrelerin diizenlenmesi gézlemlenmistir.

2.2.5. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Li ve Sn agir metallerine direngli suslarmn MIK degerleri, nutrient agar ortamina
giderek artan konsantrasyonlarda LiCl ve SnCl, eklenerek saptanmistir. Sirasiyla 37
ve 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir ve lireme olan petrilerdeki kiiltiirler daha
yiiksek konsantrasyondaki ayr1 ayr1 Li ve Sn metalleri igeren ortamlara ekilmistir. 24
saat siire sonunda iireme goriilmeyen suslarin son agir metal konsantrasyonu MIK

degeri olarak saptanmuistir.
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2.2.6. izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Ni ve Co direngli suslar izole edilmistir. Bu suslarim MIK
degerleri belirlenmistir ve en yiiksek MIK degerine sahip direngli suslar segilmistir.
Secilen suslarm morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. ve API 20 kitleri kullanilarak

biyokimyasal testleri yapilmistir.

2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direncliligi

Kizilirmak’tan izole edilen suslarin Li ve Sn agir metallerine direngli her bir susun,
bu calisma icin secilen diger agir metallere direnglilikleri de tespit edilmistir.
Boylece suslarin metallere karsi ¢oklu direng profilleri belirlenmistir. Li direngli
suslarin, literatiirde belirtilen konsantrasyonda Cd, Al, Ag, Ba, Cr, Mn, Pb, Co, Fe,
Cu, Sn, Ni, Zn, Hg, Sb, Sr agir metallerine direnglilikleri tespit edilmistir. Nutrient
agarli ortama belirlenen konsantrasyonlarda ayri ayr1 agwr metaller eklenmistir ve
izole edilen Li direngli suslarin ekimi yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir
ve lireme olan suslarin ortama eklenen metale karsi direngli, ireme olmayanlarin ise
duyarl oldugu tespit edilmistir. Sn direngli suslarda ise Li direngli sularda kullanilan

metod uygulanmustir.

2.2.8. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Li ve Sn metallerinin bulundugu NB ortaminda,
kiiltlirlerden 100 pL. 6rnek alinarak, 100 mL NB i¢inde inokiile edilmistir. Bu islem
belirlenen konsantrasyonlarda Li ve Sn metallerinin bulundugu NB ortamlar1 i¢in de
tekrarlanmustir. Kiiltiirler 37°C’de ¢alkalamali olarak inkiibe edilmistir ve 0. saatten
itibaren, OD 600 nm’de, her 2 saatte bir spektrofotometre ile Ol¢iim degerleri

almarak tireme egrisi ¢ikarilmistir.
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2.2.9. Plazmit izolasyonu

Izole edilen Li ve Sn direncli bakterilerin plazmit izolasyonu Birnboim ve Doly

tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [80].

1. Plazmit izole edilecek bakterilerin 100 mL’lik metal igermeyen Nutrient Broth
besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda LiCl ve SnCl, metallerinin

bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapilmstir.

2. 30°C’de 20 saat kalay ve 37°C’de 24 saat lityum inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
kiiltirlerden 1.5 mL almarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilmistir ve tekrar 1.5 mL kiiltiir konularak iglem tekrarlanmis ve

siipernatant atilmistir.

3. Pelletlerin iizerine 100 pL Soliisyon I (Glukoz/ Tris/ EDTA) ilave edilmistir.
Tiplerdeki karisim homojen oluncaya kadar vortekslenir ve 5 dakika buzda

bekletilmistir.

4. Tiipler buz i¢inden ¢ikarilip iizerlerine 200 pL Soliisyon II (NaOH/ SDS) ilave
edilerek ¢cok yavas karistirilmistir ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

5. 150 pL Solisyon III (K-asetat/Glasiyal asetik asit) ilave edilmistir ve tiipleri
birkag kez alt {ist ettikten sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

6. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 yeni tiipe alinarak
pellet atilir.

7. %100’lik etanolden 900 pL tiiplere konulmus ve -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

8. Gece sonunda beklemis olan soliisyon 13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir

vesiipernatant kismi atilmistir.

9. Pellet iizerine %70’lik etanolden 1 mL eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de

santrifiij edilmistir.

10. Santrifiij isleminden sonra iist faz atilmistir ve pellet iizerine 20 pL su ve 5 pL

boya ilave edilerek elektroforez islemi i¢in hazir hale getirilmistir.
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2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

Izole edilen Li ve Sn direngli bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve

Horn tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [81].

1. 15 mL’lik kiiltiir 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir.
2. Pellet tizerine 5.7 pLL TE tampon eklenmistir ve karistirilmastir.

3. Daha sonra 30 pL %10 SDS, 30 uL proteinaz-K ve 30 pL. RN Aaz eklenerek 60
dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra 100 pL 5 M NaCl eklenerek karistiriimustr.

5. 800 uL CTAB/ NaCl tanponu karisim iizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de
tekrar inkiibe edilmistir.

6. Kloroform/ izoamil alkol soliisyonunu ekleyerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

7. Siipernatant yent tiiplere aliarak fenol/ kloroform/ izoamil alkol tampon eklenmis
ve tekrar 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

8. Pellet iizerine 0.6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10 dakika santrifiij
edilmistir.

9. Siipernatant atilarak pellet tizerine 5 mL %70’lik etanol eklenmis ve 10 dakika
santrifiij edilmistir.

10. Ethanol uzaklastirilmistir ve pellet tizerine 200 uL TE tamponu eklenmistir ve

-20°C’de saklanmustr.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%1°lik hazirlanan agaroz jel soliisyonu, yaklasik 45-50°C’ye sogutulduktan sonra
tarak yerlestirilmis jel kabmna dokiilmiistiir. Polimerize olan jelden tarak
cikarildiktan sonra 20 pL plazmit DNA O6rnekleri 5 plL yiikkleme tamponu ile
karistirilmis  ve mikropipet yardimi ile kuyucuklara yiiklenmistir. Plazmit
DNA’larinin molekiiler agirliklarin1 hesaplamak amaciyla bir kuyucuga 3 ul marker

DNA (Lambda DNA/ HindIIl) yiiklenmistir. Aparata jelin ylizeyini kaplayacak
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sekilde yiiriitme tamponu ilave edilmis ve 80 V/cm® voltaj, 6 saatte yiiriitme islemi

tamamlanmustir.

2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabma
konulmustur ve jel tizerine 0.5 ug/ mL konsantrasyonda etidyum bromid boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlasi 1 mM MgSO;, ile 15
dakika muamele edilerek geri almmustir. Jel daha sonra UV transilliiminator tizerine

konularak DNA bantlarmin goriiniir hale gelmesi saglanmistir [82].

2.2.13. Plazmit DNA’nin Molekiiler Agirh@inin Belirlenmesi

Plazmit DNA’larn molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla Lambda DNA/
HindIIl marker referans alinarak her bir jel i¢cin ayr1 ayri standart egri ¢izilmistir. Jel
iizerindeki marker bantlarinm yiiriidiigii mesafe ve bantlarin bilinen molekiil agirlik
degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen DNA bantlarmin

molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.14. Plazmit Eliminasyonu

Izole edilen Li ve Sn direncli bakterilerin plazmit izolasyonu yapildiktan sonra
plazmit varlig1 belirlenen suslarin yiiksek sicaklik kullanilarak plazmit eliminasyon

calismalar1 yapilmistir [83].
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2.2.15. Total Protein izolasyonu

Izole edilen Li ve Sn direngli bakterilerin total protein izolasyonu Kishore ve

arkadaslar1 tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [84].

1. 100 mL’lik metal icermeyen Nutrient Broth besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen
konsantrasyonlarda LiCl ve SnCl, metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimler

yapilmistir. Besiyerinden uzaklagmak i¢in santrifiij yapilmistir, siipernatant atilmistir.

2. Pellet tlizerine 5 mL steril su eklenerek 2 kez yikama islemi yapilmistir,

siipernatant atilmistir.

3. Pellet iizerine 2 mL fosfat tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devirde

sonikasyon islemi uygulanmistur.

4. 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant temiz tiiplere

alimustir.
5. 75 uL 6rnek iizerine 75 pL 6rnek tampon ilave edilmistir.

6. Elektroforez islemi 6ncesinde 6rnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmustir.

2.2.16. D1s Membran Protein izolasyonu

Izole edilen Li ve Sn direncli bakterilerin dis membran izolasyonu Achtman ve

arkadaslar1 tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [85].

1. 100 mL’lik metal icermeyen NB (Nutrient Broth) besiyerine ve 100 mL’lik
belirlenen konsantrasyonlarda LiCl ve SnCl, metallerinin bulundugu NB
besiyerlerine ekimler yapilmistir. Besiyerinden uzaklasmak i¢in santrifiij yapilmistir,

siipernatant atilmistir.

2. 10 mL, 10 mM Tris-HCl pelletler iizerine eklenerek sonikasyon (80 sn, %50 devir)

islemi ile hiicreler parcalanmistir.

3. Pargalanan hiicreler 4°C’de 3000 rpm, 20 dakika santrifiij yapilarak

uzaklastirilmistir.
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4. Siipernatant yeni tiiplere alnarak 4°C’de, 20.000 rpm, 60 dakika santrifiij
yapilmistir.

5. Pelletler lizerine 150 uL steril su eklenerek -20°C’de 1 gece bekletilmistir.

6. -20°C’den alman Orneklere 200 pL Triton-X igeren soliisyon eklenmistir ve 20

dakika bekletilmistir.
7. Ornekler 20°C°de 2000 rpm, 90 dakika santrifiij yapilmstir siipernatant atilmustir.

8. Pelletler tizerine 50 pL 6rnek tamponu eklenmistir ve elektroforezden 6nce 100

°C’de 5 dakika bekletilmistir.

2.2.17. Dis Membran ve Total Proteinlerin Molekiiler Agirhklarinin

Belirlenmesi

D1s membran ve total protein bantlarinin molekiiler agirhiklari belirlemek amaciyla
Page Ruler Pestained Protein Ladder (250 kDa), marker referans alinarak her bir jel
icin ayr1 ayri standart egri cizilmistir. Jel lizerindeki marker bantlarinin yiiridagi
mesafe ve bantlarin bilinen molekiil agiwrhk degerleri ile standart egri
olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen protein bantlarinin molekiil agirliklar:

hesaplanmigstir.

2.2.18. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Dis membran, total protein analizleri Laemmli’ye gore, %4’lik dengeleyici ve
%12’lik aymrict  jel kullamilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yapilmistir [86].
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2.2.18.1. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL %30’°luk Akrilamid/ Bis Akrilamid, 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 araligina sahip iki jel cami arasina hzli 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 Hazirlanmasi

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 iyici
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 yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi
yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 30 mA’de
yaklagik 150 V’ta ortalama 1 saat yiiriitiilmiistiir.
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2.2.18.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller tespitleme ¢ozeltisi igerisinde 1 gece
bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisine alinmis ve
ortalama 1 giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dakikalik
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmistir [87].

Jellerin fotograflar1 karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla {izerinde ¢ekilmistir.

2.2.18.5. Protein Bantlarinin Yogunluk (Intensity) Olciimii

SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar jel
gortintiileme cihazi (Gel Logic 2200 Pro) kullanilarak proteinlerin goreceli
miktarlarim1 belirlemek i¢in taranmistir. Protein bantlarmin verdigi pik absorbans
degerleri jel goriintiileme cihazi iizerinde kaydedilmistir. Her bir bant i¢in {i¢ farkl
yerlerde tarama yapilmis, degerlerin ortalamasi alinmistir. Yatay konumdaki protein
bantlar1 arasindaki mesafe iki bant arasindaki tepe noktalarinin dik bir eksende
birlestirilmesiyle jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir. Bu oranlarin giivenilirligi
bagimsiz olarak programlanmis bilgisayar analizi kullanilarak belirlenen grafik ile

desteklenmistir [88].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Lityum ve Kalaya Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MIK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kirikkale 1l smirlart igerisinden gecen Kizilirmak tizerinden 12 farkli bdlge
belirlenmistir. Bu bolgelerden alinan su orneklerinden lityum ve kalaya direncli
bakteriler izole edilmistir. Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi farkli bdlgelerden lityuma
direncli toplam 15 sus ve kalaya direngli toplam 11 sus izole edilerek MIK degerleri
saptanmustir. Lityum icin MIK degeri 5000 mgL™ olan sus 12. bdlgeden izole
edildigi igin Lil2 olarak isimlendirilmistir. Kalay i¢in MiK degeri ise 160 mgL™" olan
sus 11. bolgeden izole edildigi icin Snl1 olarak isimlendirilmistir. En yiiksek MIK
degeri gosteren Lil2 ve Snll suslar1 daha sonraki karakterizasyon caligmalarinda

kullanilmak i¢in secilmistir.

Cizelge 3.1. Lityum ve kalay direncli suslari bolgelere gore yayilimi

izolasyon Bélgeleri ve Bakteri Ureme Durumlari

Agir
Metaller 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sn + - - - - - - - + + + +
Li + + + + - + + - + + + +

(-), negatif; (+), pozitif

3.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

Lil2 ve Snll suslar1 biyokimyasal ve morfolojik testler (Cizelge 3.2) yapilarak

tanimlanmaistir.
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Cizelge 3.2. Lityum ve kalay direncli suslarin biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal Ozellikler Kalay Direngli Sus Lityum Direncli Sus
(Sn11) (Li12)
Sekil Basil Kok
Gram Reaksiyon ) +)
Koku - +
Pigment Sarimtrak Krem
Akiskanlik Yapiskan Akiskan
DP300 (DP3) - +
Growthcontrol (GC) + +
Asetamid (ACE) - -
Eskiilin (ESC) + +
Plantindican (PLI) + -
Ure (URE) - -
Sitrat (CIT) - +
Malonat (MAL) - +
Polymxin B (PXB) - -
Laktoz %10 (LAC) - +
Maltoz (MLT) - +
Mannitol (MAN) + +
Ksiloz (XYL) + -
Raffinoz (RAF) - -
Sorbitol (SOR) - -
Siikroz (SUC) + +
Inositol (INO) - -
Adonitol (ADO) - -
Hidrojen siilfiir (H,S) - -
ONPG (ONP) + -
Ramnoz (RHA) + -
Arabinoz (ARA) + -
Glikoz (GLU) + +
Arjinin (ARG) - -
Ornithine (ORN) - +
Oksidaz (OXI) - -
Tamimlanan Tiirler Pantoea agglomerans | Staphylococcus aureus

(-), negatif; (+), pozitif
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Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi lityum direngli gram pozitif, kok olan sus
Staphylococcus aureus olarak tanimlanirken, kalay direncli gram negatif, basil olan
sus Pantoea agglomerans olarak tanimlanmistir. Her iki susun eskiilin, mannitol,

siikroz ve glikoz pozitif oldugu tespit edilmistir.

3.3. Bakterilerin Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profili

3.3.1. Lityum Direncli Staphylococcus aureus Susunun Coklu Metal ve
Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Li direncli Staphylococcus aureus susunun Cizelge 3.3’te gosterildigi gibi Ag, Sn,
Ni, Al, Ba ve Sr gibi metallere ¢coklu direng gosterdigi tespit edilmistir. Hg, Pb, Mn,
Zn, Fe, Cu, Sb, Cd, Cr ve Co metallerine karsi ise kullanilan konsantrasyonlarda

duyarli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Lityum direngli S. aureus susunun ¢oklu metal direnglilik profili

Metal Formu Konsantrasyon Direnclilik
(mg/L) Profili
Hg(NO;),H,O0 195 S
Pb(NOs), 1200 S
MnSO, 1000 S
ZnS0O47H,0 825 S
FeCl; 450 S
CuSO45H,0 450 S
K(SbO)C4H4O4 1400 S
AgNO; 8 R
Cd(NOs)2H,0 750 S
SnCl,2H,0 160 R
NiSO47H,0 395 R
AICl;6H,0 300 R
BaCl,2H,0 2700 R
CrN;049 H,O 1100 S
Sr(NOs), 2000 R
Co(NOs)2H,0 750 S

R, direngli; S, duyarl
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Li direngli Staphylococcus aureus susunun ise Cizelge 3.4°de gosterildigi gibi
ampicilin, aztreonam gentamicin, imipenem, oxacillin, penicillin, piperacilin ve

trimeth-sulfa antibiyotiklerine karsi coklu direng gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Lityum direncli S. aureus susunun antibiyotik direnclilik profili

Antibiyotikler Direnclilik
(ng/disk) Profili

Amikacin (30)
Amoxycillin/CA (20/10)
Ampicilin (10)
Aztreonam (30)

wn

Bacitracin (10)
Ceftazidime (30)

Ciprofloxacin (5)
Chloramphenicol (30)
Gentamicin (10)

Erythromycin (15)

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

Trimeth-sulfa (25)
R, direngli; S, duyarli

A lwrnl nl nlnlnln| B A | AP P |l Rl n n n|m"|IF|lwn
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3.3.2. Kalay Direngli Pantoea agglomerans Susunun Coklu Metal ve
Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Sn direngli Pantoea agglomerans susunun Cizelge 3.5°te gosterildigi gibi Pb, Sb, Ag,
Li, Al, Ba ve Sr gibi metallere kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir. Hg, Mn,
Zn, Fe, Cu, Cd, Co, Cr ve Ni metallerine kars1 ise kullanilan konsantrasyonlarda

duyarli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Kalay direncli P.agglomerans susunun ¢oklu metal direnclilik profili

Metat Formu || STEEY L e
Hg(NO5),H,0 195 S
Pb(NO3), 1200 R
MnSO,4 1000 S
ZnSO,7H,0 825 S
FeCly 450 S
CuS045H,0 450 S
K(SbO)C4H404 1400 R
AgNO; 8 R
Cd(NO;)2H,O 750 S
Co(NO;)2H,0 750 S
LiCl 5000 R
AICl;6H,0 300 R
BaCl,2H,0 2700 R
CrN;049 H,0 1100 S
St(NOs), 2000 R
NiSO,47H,0 395 S

R, direngli; S, duyarlt
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Sn direncli Pantoea agglomerans susunun Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi bacitracin,

oxacillin ve trimeth-sulfa antibiyotiklerine

belirlenmistir.

kars1

coklu diren¢ gosterdigi

Cizelge 3.6. Kalay direncli P. agglomerans susunun antibiyotik direnclilik profili

Antibiyotikler Direnclilik
(ng/disk) Profili
Amikacin (30) S
Amoxycilli/CA (20/10)

Ampicilin (10)

Aztreonam (30)

Bacitracin (10)

Cefepime (5)

Ceftazidime (30)

Ciprofloxacin (5)

Chloramphenicol (30)

Erythromycin (15)

Imipenem (10)

Oxacillin (1)

Pefloxacin (5)

Penicillin (10)

Piperacilin (100)

Piperacilin/Tazobactam (100/10)

Rifampin (5)

Sulbactam/CFP (75/30)

Tetracycline (30)

Ticarcillin (75)

Ticarcillin/CA (7510)

Trimeth-sulfa (25)

Vancomycin (30)

n| 7l rn nl nlnln nuln PP alnl nl nulnl | AR lnl n|ln

R, direngli; S, duyarlt
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3.4. Bakterilerin Ureme Egrisi

3.4.1. Lityum Direncli Bakterinin Ureme Egrisi

Lityuma direngli Staphylococcus aureus susunun metal iceren ve metal icermeyen
ortamlarda lireme egrisi belirlenmis ve Sekil 3.1°de gosterilmistir. Lityum igeren
ortamdaki OD’nin lityum igermeyen ortamdakine kiyasla daha diisiik oldugu

gozlemlenmistir.

OD600 (nm)

zaman (saat)

Sekil 3.1. S. aureus susunun —— lityum igermeyen ve —=— lityum iceren ortamdaki

ireme egrisi
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3.4.2. Kalay Direncli Bakterinin Ureme Egrisi

Kalaya direngli Pantoea agglomerans susunun metal iceren ve metal icermeyen
ortamlarda lireme egrisi belirlenmis ve Sekil 3.2°de gosterilmistir. P. agglomerans
susunun kalay icermeyen ortamda log fazma erken gecerken, kalay iceren ortamda
10 saatlik bir gecikmeden sonra log fazma gectigi tespit edilmistir. Kalay igceren
ortamda log fazina gec¢ girildigi halde OD’nin kalay icermeyen ortama gore yaklasik
2 katna ¢iktig1 gézlemlenmistir. Bu durum kalaym P. agglomerans susu lizerinde

uzun bir lag fazindan sonra indiikleyici bir etki yaptig1 seklinde yorumlanmastir.

OD600 (nm)

zaman (saat)

Sekil 3.2. P. agglomerans susunun —— kalay icermeyen ve —=— kalay iceren

ortamdaki lireme egrisi
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3.5. Bakterilerin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA Lokasyonu

Lityum ve kalay direnc¢li suslarin metal direngliligi ile plazmit profilleri arasindaki
iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla metal igeren ve icermeyen ortamlarda iiretilen

bakterilerden plazmit ve kromozomal DNA izolasyonu yapilmaistir.

3.5.1. Lityum Direncli Bakterinin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA

Lokasyonu

Lityum direngli Staphylococcus aureus susunun plazmit DNA profili ¢ikarilarak
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.3°de gosterildigi gibi S.
aureus’un susunun lityum igeren ve igermeyen her iki ortamda da plazmit varhigi
gosterilememistir. Bu sonuglar dogrultusunda S. aureus susunda lityum direng

genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.3. S. aureus susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA lokasyonu

(M, marker (Lambda DNA/ HindIII); 1, lityum igermeyen ortam; 2, lityum igeren ortam;
chr, kromozomal DNA)
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3.5.2. Kalay Direncli Bakterinin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA

Analizi

Kalay direngli Pantoea agglomerans susunun plazmit DNA profili ¢ikartilmis ve
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.4’de gosterildigi gibi P.
agglomerans susunun kalay iceren ve igermeyen ortamda 118 kb boyutunda biiyiik
molekiiler agirlikta bir plazmit tespit edilmistir. Plazmit eliminasyonu caligmalar1
sonrasinda 118 kb boyutundaki plazmiti elimine edilmis olan P. agglomerans
susunun kalay ve oxacilline direncliligini korudugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda kalay ve oxacilline diren¢ genlerinin kromozomal DNA {izerinde

oldugu belirlenmistir.

kb kb

215——

68 3 «—118
«—chr

21 —»

Sekil 3.4. P. agglomerans susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA

lokasyonu
(M, marker (Agrobacterium tumefaciens); 1, kalay igermeyen ortam; 2, kalay igeren

ortam; 3, plazmit eliminasyon sonrasi; chr, kromozomal DNA)
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Sekil 3.5. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

Agrobacterium tumefaciens susunun molekiiler agirligi bilinen plazmitleri marker
olarak kullanilarak her jel icin standart egri olusturulmus ve molekiiler agirlig

bilinmeyen plazmitlerin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir (Sekil 3.5).

3.6. Bakterilerin Di1s Membran Protein ve Total Protein Analizi

Lityum ve kalay direngli suslarin metal igeren ve igermeyen ortamlardaki dis

membran ve total protein profilleri incelenmistir.

3.6.1. Lityum Direncli Susun Total Protein Analizi

Lityum direngli S. aureus susunun total protein profilleri belirlenmistir. Sekil 3.6’da
gosterildigi gibi her bir jel icin ayr1 olarak elde edilen standart egri ile molekiiler
agirliklar1 bilinmeyen protein bantlarmin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Total
protein analizi sonucu S.aureus susunun lityum iceren ortamda 108, 91, 86, 53, 41,
36 kDa boyutundaki proteinlerinin ekspresyonlarinda sirasiyla 25, 1.5, 1.8, 1.9, 2.0
ve 2.2 kat artis oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda 6zellikle 108 kDa
agirhgindaki protein basta olmak iizere diger total proteinlerinde lityum

direncliliginde etkin rol oynadig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.6. Lityum direncli S. aureus susunun total protein profili
(M; marker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 250 kDa), 1; lityum igermeyen

ortam, 2; lityum igeren ortam)

Sekil3.6.’da gosterilen marker referans almarak s6z konusu jel igin Sekil 3.7.°de
gosterilen standart egri ¢izilmis ve molekiil agirliklar1 bilinmeyen proteinlerin

molekiil agirliklar tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. Total proteinlerin molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

59



3.6.2. Kalay Direncli Susun Total ve Dis Membran Protein Analizi

Kalay direngli P. agglomerans susunun total ve dis Membran protein profilleri
belirlenmistir. Total protein analizi sonucu P. agglomerans susunun kalay igeren
ortamda 122, 92, 68, 50, 36, 32 ve 28 kDaboyutundaki proteinlerinin
ekspresyonlarinda sirasiyla 2.8, 1.4, 1.8, 2.1, 2.8, 1.1 ve 1.1 kat artis oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.8). Bu sonuglar dogrultusunda kalay direngliliginde 6zellikle
122, 68, 50 ve 36 kDa agirligindaki proteinlerin etkin rol oynadig1 belirlenmistir.

250 —
130 —» —
— 122
05—
_— — 07
72 —> ... “— 68
55 —
i o 43
36 — N ]

- —lllf—iﬂ
27— =B

ekil 3.8. Kalay direngli P. agglomerans susunun total protein profili
Yy ¢ 244 p p
(M; marker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 250 kDa), 1; kalay icermeyen

ortam, 2; kalay iceren ortam)

Protein marker referans alinarak her bir jel icin elde edilen standart egriden

molekiiler agirliklar1 bilinmeyen protein bantlarinin molekiil agirhiklar: tespit

edilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Total proteinlerin molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

Dis membran protein analizi sonucunda P. agglomerans susunun kalay igeren
ortamda 56, 43, 37, 30, 19 kDa boyutundaki proteinlerin ekspresyonlarinda sirasiyla
1.7, 1.2, 1.8, 2.9, 2.0 kat artis oldugu belirlenmistir (Sekil 3.10). Bu sonuglar
dogrultusunda kalay direncliliginde 6zellikle 56, 37, 30 ve 19 kDa agirhigindaki dig

membran proteinlerinin etkin oldugu belirlenmistir.

2
250—> .
130 —

05 — 3 -
72 — -
55 — -

% —
28 —

Sekil 3.10. Kalay direngli P. agglomerans susunun OMP profili
(M; marker (PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, 250 kDa), 1; kalay icermeyen

ortam, 2; kalay iceren ortam)
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Sekil 3.11. OMP molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

Protein marker referans alinarak her bir jel i¢in ayri olarak elde edilen standart
egriden molekiiler agirliklar1 bilinmeyen dis membran proteinlerin molekiil

agirliklar tespit edilmistir (Sekil 3.11).
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4. TARTISMA-SONUC

Kizilirmak {izerinde belirlenmis koordinatlardan almansu oOrneklerinden lityuma
direncli onbes, kalaya direngli onbir sus izole edilmistir. Bu suslar igerisinden MIK
degeri 5000 mgL™’ ile en yiiksek lityum direnci gdsteren ve 12. bdlge olarak
adlandirilan  Irmak Mevkii’den izole edilen sus secilmistir. Morfolojik
vebiyokimyasal Ozellikleri esasalinarak Lil2 susu Staphylococcus aureus olarak
tanimlanmistir. MIK degeri 160 mgL'] ile en yiiksek kalay direngliligi gosterenve 11.
bolgede bulunan mezbahane ve makine kimya fabrikalarinin yakin oldugu yerden
izole edilen sus secilmistir. Morfolojik 6zellikleri ve biyokimyasal test sonuglari

dikkate alinarak Snl1 susu Pantoea agglomerans olarak tanimlanmstir.

Lityum dogada bol miktarda bulunur. Baz1 {ilkelerdeki gollerde Li miktarlari; Salar
de Atacama; 1500 ppm, Zabuye; 970 ppm, Salar del Hombre; 600 ppm, Silver Peak;
200 ppm, Scarles Lake; 83 ppm, Great Salt Lake; 60 ppm, Dead Sea’de ise 20 ppm
oldugu belirlenirken [89, 90], iilkemizdeki gollerde Li miktar1 40 ppm't asmadigi
goriilmiis olup, Tuz Goliinde 325 ppm lityum tespit edilmistir [91]. Kizilirmak’ta
2011-2012 yillarinda mevsimsel periyotlarla alinan su Orneklerinin metal analiz

sonuglarina gore lityum ortalama 0.045 ppm olarak tespit edilmistir.

Lityum suya toprak, idrar ve temizlik suyu olmak iizere baslica li¢ kaynaktan ulasir.
I¢me sularinda iz element olarak LiCl tuzu bulundugu belirlenmistir [92]. Lityum
toksik olmayan elementler arasinda yer almaktadir. Literatiir calismalarma

baktigimizda lityumun toksitesi hakkinda fazla bir ¢galisma olmadig1 gortilmiistiir.

Stafilokoklar; insan ve hayvanlar i¢in firsatg1 patojendir. Insan viicudunun cesitli
yerlerinde kolonize olurlar. S. aureus normal insanlarin, hastanede c¢alisanlarin ve
tedavi altindaki hastalarin %70’nin burun mukozasma kolonize olur. §S. aureus’un
neden oldugu hastaliklarin ¢ogunda S. aureus susunun yayilimi yliksek miktarda
ekstraseliiler proteinlerin tiretimi ile gergeklesmistir [94]. Abdelatey ve arkadaslari

[93], topraktan izole ettikleri Cd*" ve Co®" direncli bakterileri tammlamuistir. S.
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aureus, B. subtilis, B. cereus gibi gram pozitif bakteriler ve Pseudomonas sp.,

Bordetella sp. gibi gram negatif bakteriler tespit etmislerdir.

Shukla ve arkadaslarinin [95], yapmis olduklar1 caliyjmada nehirden aldiklar1 su
orneklerinin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA gen sekans1 yapilmis ve Staphylococcus

tiirleri tanimlanmustir.

Baker ve arkadaglar1 [96], yaptiklar1 ¢alismada klinikten S. aureus suslarmi izole
edip, bu suglarin bakir direncglilik mekanizmasmi arastirilmiglardir. S. aureus bakir
direncinin her stafilokok izolatinda ayn1 olmadig1 gdsterilmistir. Ilk defa insanlardan
izole edilmis patojen bakterilerde plazmit kaynakli bakir direnci rapor edilmistir. S.
aureus hem kromozomal hem de plazmit kodlu bakir homeostazi mekanizmalarini

bakirli ortamda regiile ettigi belirtilmistir.

Stafilokoklar yasadigimiz ¢evrede yaygin olarak bulunmakta olup, ayni zamanda
insan normal florasmnin da {iyesidirler. insan deri ve mukozalar1 basta olmak iizere
bircok viicut bolgesinde gegici flora iiyesi olarak S.aureus bulunabilir. Dogumdan
itibaren umblikus, perine ve deriye kolonize olur. Daha sonraki yillarda 6zellikle
buruna yerlesir. Saghikli kisilerde S.aureus tastyiciligi, basta burun olmak iizere
perine ve aksillada kolonizasyon seklindedir. S.aureus’ un nazal kolonizasyonu ise

en sik vestibulum nazi bolgesindedir [119].

Bu calisma kapsaminda kalayin inorganik formu olan SnCl, bilesigi kullanilmastir.
Literatiir calismalarma bakildiginda inorganik kalay bilesikleri hakkinda sadece
birka¢ ekzotoksikolojikal calisma yaymlanmistir ve genellikle toksisite degeri diisiik
olarak tanimlanmistir. Calismalarda genellikle toksitesi daha fazla oldugu icin

organokalay bilesikleri kullanilmistir.

Duydu [98], yapmis oldugu derlemede organokalay bilesiklerinin gemi govdelerinin
boyanmasinda kullanilan boyalara ilave edilmesiyle olusan cevre problemlerini

arastrmistir. Deniz trafiginin yogun oldugu bolgelerde yiiksek tributilkalay (TBT)
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konsantrasyonlar1 nedeniyle onemli deniz iirlinleri olan istridye ve midyelerde
deformasyonlar gozlenmistir. Yat limanlarindaki TBT konsantrasyonlar1 mevsimlere
gore incelenmis ve 6zellikle yaz aylarinda kis aylarina gore % 60 oraninda daha
yiiksek degerler elde edilmistir (646 ngL™). Cevre sularinda kabul edilebilir
konsantrasyonlar TBT i¢in 20 ngL'l, kalay i¢in ise 8 ngL'] olarak belirlenmistir.

Heinz Riide [99], yaptig1 bir caligmada kalayin inorganik kalay bilesikleri ve
organokalay bilesiklerinin biyo-uygunluk literatiiriinii gézden gec¢irmektedir. Metalik
kalay ve inorganik kalay bilesiklerinin toksisitesi diigiiktiir. Sucul sistemlerde kalayin
biyo-uygunluk potansiyeli tamamen ¢Oziinmiis iyon tiirlerine bagli oldugu
goriilmiistiir. Baz1 aragtirmalar sonucu kalay, insan i¢in gerekli iz elementtir. Ancak
organokalay bilesiklerinin toksikolojik etkisi oldugu kanitlanmustir. Ozellikle
triorganokalay bilesiklerinin  biyosid olarak kullanimi toksik olduklarmi
gostermektedir. Organokalay bilesikleri sucul organizmalarda her yerde goriilebilen
bir dagilima sahiptir. Organizmalardaki biyokonsantrasyon ve ekzotoksisite, biyo-

uygunluk fraksiyonuna bagl oldugu belirlenmistir.

Adiyaman Koltuksuz [100] yapmis oldugu calismada saglikli armut agaglarindan
izole ettigi toplam 167 P. agglomerans ve P. fluorescens izolatindan 31°1 ham armut
meyvelerinde ve koparilmis armut ciceklerinde Erwinia amylovora enfeksiyonlarmi
%80-%100 oraninda engelleyerek hastalik icin Onerilen en etkili bakterisit olan

streptomisinden daha basarili bulunmustur.

Yapilan bir¢cok caligmada hava, toprak ve sudaki inorganik kalay konsantrasyonun
genellikle diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir (yiiksek seviyede kalay mineralini
bulunduran bolgeler ve kalay islemesi yapilan yerler haric). Bulten ve arkadaslarinin
[101], yapmis oldugu calismada bitki, hayvan ve insan orijinli kalay toksisitesi
belirtilmemistir. Inorganik kalay tuzlarinin degerlendirilmesi, organizmalarda diisiik
toksisitesi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Organizmaya giren bu ufak miktar daha sonra

idrar ile atilmistir.
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Organokalay bilesiklerini iceren genis capl arastirmalar gostermistir ki; TBT, sucul
ekosistemler i¢in bilinen en toksik bilesiktir. TBT nin yaygmn kullanimi, sucul
ekosistemde ciddi ¢evresel sorunlara neden oldugu belirtilmistir. TBT igeren
organokalay ornekleri genellikle alev fotometrik belirleyicili gaz kromatografisi

(GC-FPD) ile incelenmistir [102].

Jeong ve arkadaslarmin [102], yaptiklar1 g¢alismada korfezden izole ettikleri
tributilkalay direngli suslar1 16S rRNA analizi ile tanimlanmistir. Bu suslar; K.
pneumoniae, Klebsiella sp., E. agglomerans, Pantoea sp., ve Alcaligenes sp. olarak
tespit edilmistir. Bu calismada TBT direngli Pantoea sp. tanimlanirken bizim

calismada kalaya direngli P. agglomerans susu tanimlanmaistir.

Yogun tarim, asir1 giibre kullanimini zorunlu kilmaktadwr. Yiksek verim i¢in fazla
girdi kullanan tarim sistemleri ¢evresel problemlere ve dogal kaynaklarin
tikenmesine yol a¢maktadir. Giibre uygulamasini minimum, bitki gelisme ve
beslenmesini maksimum diizeye ¢ikarmak amaciyla rizosferden secilmis farkhi
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler
(PGPR) bitki gelisimine faydali etkileri nedeniyle biyolojik glibre (BG) olarak
kullanilmaktadir. Farkli bitkilerde test edilen bitki gelismesini tegvik edici
bakterilerden P. agglomerans hiyar i¢in % 14 meyve verimi, %50 meyve sayisinda

artis oldugu gozlemlenmistir [120].

Ticari metaller nehirlere dogal ya da insan kaynakli girebilir. Genellikle
etkilenmemis c¢evrelerde, metallerin ¢ogunun konsantrasyonu c¢ok disiiktiir. Bu
metaller dogal madenlerden ve havadan gelmektedir. Baslica insan kaynakli agir
metal kirlenmesi maden ocaklarindan, agir metal direngli atik maddelerden, tarim
alanlarinda gelisi giizel kullanilan agir metal icerikli atik maddelerden ve farkl
endiistrilerde kullanilan agir metallerden gelmektedir [103]. Reza ve Singh [104],
tarafindan yapilmigs ¢alismada Brahmani nehrinde ¢esitli zamanlarda aldiklar1 su

orneklerinin agir metal konsantrasyonlarina bakilarak su kalitesini tespit etmislerdir.
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Kalay ve arkadaslar1 ile Yazkan ve arkadaslarimin [105, 106], yapmis olduklar1
calismalar incelendiginde, son yillarda hizli niifus artist ve hizli endiistrilesme
sonucu Ozellikle sucul ortamda toksik agir metal seviyesinin arttigini gosteren bir¢ok
calismanin oldugu belirtilmistir. Ayrica kirleticilerin bir boliimiinii olusturan agir
metallerin, metal bilesiklerinin ve ¢esitli minerallerin; gdéller, nehirler, korfez ve
okyanuslar ile bunlarin sedimentlerinde genis yayilim gosterdikleri ortaya

konulmustur.

Rether [107], yapmis oldugu calismada insan ve endiistriyel faaliyetler sonucunda
atmosfere atilan agir metal miktarlar1 belirlenmistir. Dogal ¢evrimler sonucu yillik
7600 ton Cd, 18800 ton arsenik, 3600 ton civa, 332000 ton kursun atmosfere
atilmakta iken insan faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar dikkate alindiginda
ise selenyum (19 kat), kadmiyum (8 kat), civa, kursun, kalay (6 kat), arsenik, nikel
ve krom (3 kat) ) daha fazla oldugu belirtilmektedir. Ayrica agir metallerin ¢evreye
yayimimina da etken olan en dnemli endiistriyel faaliyetlerin ¢imento {iretimi, demir
celik sanayi, termik santraller, cam tliretimi, ¢6p ve atik camur yakma tesisleri oldugu

ifade edilmektedir.

Metal ihtiva eden ¢evrelerdeki selektif baskilar, tiim toksik metallere karsibelli direng
mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu direng mekanizmalariin biiyiik
bir kismi plazmit kokenlidir. Bu konuda calisilan mikroorganizmalar daha cok,
Staphylococcus, E.coli, P. aeroginosa ve Bacillus tirlerini kapsamaktadir.
Direnclilik Bacteroides ve Clostridium tiirlerinde de civa ve organo civalar ig¢in

direnglilik bildirilmstir [1].

Lityum direncli S. aureus bakterinin antibiyotik ve diger agir metallere karsi ¢coklu
direnglilik profilleri incelenmistir. S. aureus’un Ag, Sn, Ni, Al, Ba, Sr gibi metallere
ve ampicilin, aztreonam gentamicin, imipenem, oxacillin, penicillin, piperacilin,

trimethsulfa gibi antibiyotiklere karsi coklu direng gosterdigi tespit edilmistir.
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Narasimhulu ve arkadaglarinin [108], yaptiklar1 ¢calismada atik sulardan izole edilen
bakteri suslarinin agir metallere ve antibiyotiklere karsi direncliligi tizerine ¢alisma
yapilmistir. Cu, Co, Ni, C, Pb ve Cd agir metallerine direngli suslar izole edilmis ve
bunlarmn MIK degerlerine bakilmustir. Suslarin en fazla kroma kars1 direng
gosterirken, en az nikele kars1 direng gdsterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu suslarin
kanamisin, amoksisilin ve streptomisin antibiyotiklerine kars1 direngliliklerine
bakilmis, bu suslar maksimum amoksisiline kars1 direng gosterirken, minimum

direnci ise kanamisine kars1 gosterdigi tespit edilmistir.

Matyar ve arkadaslarmmn [110], Iskenderun Kérfezi’'nde yapmus olduklar1 ¢alisma
incelendiginde, Aeromonas sp. izolatlarinin yliksek oranda sefazolin ve trimetofrin-
siilfamethaksol’a (%66,6), Pseudomonas sp. izolatlarinin ise sefazolin (%84,8) ve
sefaroksim’e (%71,7) kars1 direng gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica Aeromonas sp.
izolatlarmin %98,3’1linilin, Pseudomonas sp. izolatlarmin ise %75,4 tinlin bakira kars1
direng gosterdigi de belirlenmistir. Thimm ve arkadaslar1 [111], atik sular ile
sulanmig arazilerde bazi antibiyotiklere karsi yiiksek miktarlarda direncli olan E. coli

suslar1 tespit edilmistir.

Farkas ve arkadaslarmin [109], Po nehrinde yaptiklar1 bir calisma ile son on yildaki
calismalarin verilerini karsilastirdiginda 10 yilda Cd, Cu, Ni, Pb, Zn metallerinin

ylizey sediment kirliliginde siirekli bir artisin oldugunu tespit etmislerdir.

Kalay direngli P. agglomerans susunun agir metallere karsi ¢oklu direnglilik profili
ve antibiyotik direnglilik profilleri incelenmistir. P. agglomerans’in Pb, Sb, Ag, Li,
Al, Ba, Sr gibi metallere ve bacitracin, oxacillin, trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere

kars1 coklu direng gosterdigi belirlenmistir.

Gofii-Urriza ve arkadaslarinm [112] yapmis olduklari ¢alisma da kentsel kirliligin
nehirlerdeki bakteri populasyonlarinda antibiyotik direnglilik oranmi arttirdigi
belirlenmistir. Nehirden izole edilen FEnterobacteriaceae sp. (110) suslarinin

%72’sinin, Aeromonas sp.(118) suslarmin ise %20’sinin nalidiksik aside kars1

68



direngli oldugunu tespit edilmistir. Enterobacteriaceae sp. izolatlarmin tetrasikline
%24.3, beta-laktamlara %20.5 diren¢li olduklarini, Aeromonas sp. izolatlarnin ise

tetrasikline %27.5, co-trimoksazole %26.6 direncli olduklar1 belirlenmistir.

Lityum ve kalay direnclilik genlerinin plazmit ve kromozomal DNA ile iliskisini
belirlemek amaciyla Li ile Sn direngli suslarin plazmit DNA profilleri belirlenmistir.
Yapilan deneyler sonucunda, Li direngli S. aureus susunun lityum igeren ve
icermeyen ortamda da plazmit bulundurmadigi gozlemlenmistir. Bu nedenle bu

susun lityum direnglilik genlerinin kromozomal DNA {iizerinde oldugu belirlenmistir.

Aktan [114], yapmis oldugu ¢alismada Kizilirmak’tan MIK degeri 1200 pgmL'l olan
kursuna direngli Enterecoccus faecalis sugunu tanimlamistir. Kursunun yani sira bu
izolatin Al, Ba, Zn, Fe, Ag, Sn, Cr, Li, Ni, Sr agir metallerine ve amikasin,
aztreonam, gentamisin antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu belirlenmistir. Yapilan
DNA c¢alismalar1 sonucunda FE. faecalis susunun kursun direng genlerinin

kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.

Ozer [116], Kizilirmak’daki agir metaller iizerine yaptig1 ¢alismada MIK degeri 8
mgL™" olan gimiise direngli Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suslari
ile MIK degeri 2000 mgL™" olan stronsiyuma direncli Sphingomonas paucimobilis ve
Pseudomonas fluorescens suslarmi izole etmistir. Ayni zamanda c¢oklu metal
direnglilik profillerine bakilmistir. Ag direngli suslar Al, Li, Sn, Ni, Sr metallerine
direng gosterirken, Sr direngli suslar Al, Li, Ba, Ni metallerine direng gostermistir.
Ag direngli P. putida susunun giimiis direnclilik genlerinin plazmit DNA {izerinde
oldugu, K. pneumoniae susunun ise kromozomal DNA iizerinde oldugunu tespit
edilmistir. Sr direngli S. paucimobilis, P. fluorescens suslarinin ise metal direngliligi

kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir.
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Kalay direngliligi gosteren P. agglomerans’m metal igeren ve metal igermeyen her
iki ortamda da 118 kb biiyilikliiglinde mega bir plazmit igcerdigi belirlenmistir.
Plazmiti elimine edilen P. agglomerans’in kalay ve oxacilline direncliliginin
kaybolmadig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda kalay ve oxacilline
direngliliginin P. agglomerans susu i¢in kromozomal DNA kokenli oldugu

belirlenmistir.

Metallere karsi direng mekanizmalar1 prokaryotik hayat basladiktan hemen sonra
gelismistir. Ciinkii  bakterilerin  gelistigi ortamlarda metaller her zaman var
olmuslardir. Metal direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik direng
mekanizmalar1 ile iligskilendirilmistir. Cilinkii her iki tip direngte organizmalar
arasinda konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer gerceklesmektedir. Bazi
durumlarda, metal direngliligi ile antibiyotik direngliligi ayni plazmit kokenli
olabilmektedir [1]. Antibiyotik ve agwr metal direncliliklerinin ¢ogunun
karsilagtirmast genellikle bir operonda kiimelenmis, birlikte transkripte olabilen,
islevsel olarak baglantili bir ¢cok genlerle yapilmaktadir. Bunlar normalde metal
baglama, tasima, cikartma veya detoksifikasyon fonksiyonlarmin belirlenmesinde
oldugu gibi cok kiiciik bir diizenleyici gen icerirler. Karakterize edilmis civa
direnclilik genlerinin ¢ogu (genelde mer genleri olarak adlandirilirlar) plazmit
kokenlidir. Bununla birlikte, homolog kromozomal genlerin ¢ogunlugu gram-pozitif
olan bazi bakterilerde bulunmustur. Mer direncglilik genlerinin bir ¢ogu

transpozonlar iizerinde de tespit edilmistir [113].

Calismamizda lityum direncli S. aureus susunun metal iceren ve metal icermeyen
ortamlarda total protein profili incelenmistir. Li i¢eren ortamda total protein
ekspresyonunda 108, 91, 86, 53, 41, 36 kDa boyutlarindaki bantlar sirasiyla 25, 1.5,
1.8, 1.9, 2, 2.2 kat artis oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular degerlendirildiginde S.
aureus susunun lityum direngliliginde total proteinlerin aktif rol aldig:
disiiniilmektedir. Kalay direngli P. agglomerans susunun total ve dis membran
protein profilleri incelenmistir. Sn iceren ortamda total protein ekspresyonunda 122,
92, 68, 50, 36, 32, 28 kDa boyutlarindaki bantlar swrasiyla 2.8, 1.4, 1.8, 2.1, 2.8, 1.1,

1.1 kat artis oldugu tespit edilmistir. Dig membran proteinin Sn iceren ortamda 56,

70



43, 37, 30, 19 kDa boyutundaki protein bantlarinin ekspresyonlarinda sirasiyla 1.7,
1.2, 1.8, 2.9, 2 kat artis oldugu belirlenmistir. Agir metal stresine maruz kalan
mikroorganizmalar bu toksik kirleticilere bazi proteinlerinin ekspresyonunu artirarak
ya da bazi proteinlerinin ekspresyonunu azaltarak cevap vermektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda P. agglomerans susunun kalay direngliliginde her iki proteinin de

etkin rol aldig1 diisiiniilmektedir.

Tural [115], Kirikkale-Kizilirmak’da bulunan bakir diren¢li P. putida ve krom
direngli Enterococcus faecalis suslarmin total protein analiz ¢aligmalari ile krom ve
bakir direngli suslarin metal varliginda total protein ekspresyonun arttiini tespit

etmistir.

Aktan [114], Kizilirmak’dan izole ettigi kursun direngli Enterecoccus faecalis
susunun total protein analiz sonuclar1 kursun varliginda bazi proteinlerin

ekspresyonunun arttigini tespit etmistir.

Ozer [116], yapmus oldugu ¢alismada giimiise direngli P. putida ve K.pneumoniae
suslar1 ile stronsiyuma direngli S. paucimobilis ve P. fluorescens suslarinin total ve
dis membran protein analizleri yapilmistir. Metal varlig1 giimiis ve stronsiyumun
total ve dis membran proteinlerinin ekspresyonunda bir artig gostermistir. Plazmit
eliminasyon ¢alismalar1 yapilarak dis membran ve total proteinlerinin

ekspresyonlarinda bir azalis oldugu tespit edilmistir.

Laplace ve arkadaslar1 [117] Cd’nin bulundugu ortamda E. faecalis kiltiirlerinin
cesitli proteinlerinin sentezinde artis oldugu belirlenmistir. E. faecalis’in csrA
geninin molekiiler klonlama ve karakterizasyonu Cd eklendikten sonra yapilmistir.
Buna ek olarak, diisiik Cd konsantrasyonun bile csr4 ekspresyonuna sebep oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alismada ayrica E. faecalis izolatlarindaki csrA gen ifadesinin Cu,
Cd, Hg, Mn ve Pb agir metallerinin bulundugu toksik stres ortaminda indiiklenebilir

gen potansiyeline sahip oldugunu da belirlemislerdir.
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Metal direng yollarinda stres kosuluna yanit niteliginde sentezi artan bazi proteinler
anahtar rolii oynamaktadir. Agir metal stresindeki bir mikroorganizma bu strese
adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak i¢in bazi proteinlerin sentezini arttirma
yoluna gidebilmektedir. Bu proteinler hem hiicre i¢inde sentezlenen sitozol
proteinlerini hem de =zar proteinleriyle birlikte hiicre dis1 bilesenlerini de

igerebilmektedir [118].

Bu tez calismasi ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen lityum ve kalay direngli
suslar biyokimyasal ve genetiksel Ozellikleri bakimindan incelenmistir.
Biyokimyasal 6zellikleri esas alinarak lityum ve kalay direncli suglar tanimlanmastir.
Tanimlanan bu suslarin ¢oklu metal ve antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir
Genetiksel karakterizasyon c¢aligmalarinda plazmit DNA, kromozomal DNA, total
ve dis mebran protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal direnclilik
mekanizmasi ile iliskisi kurulmaya caligilmistir. Literatiirde Kirikkale-Kizilirmak’tan
metal direngli bakterilerin izole edilmesi ile ilgili sinirli sayida kaynak mevcuttur
[114-116]. Bu bakimdan yapilan bu calisma konuda suyla ilgili literatiirdeki

eksikligin giderilmesine yonelik katkida bulunuldugu diistiniilmektedir.
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