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OZET

ALUMINYUM ve BARYUM DIRENCLI CEVRE IZOLATLARININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

SERIM, Gamze
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Haziran 2012, 83 sayfa

Bu calismanin amaci Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen aliiminyum ve baryum
direngli bakterilerin tanimlanmasi ve molekiiler karakterizasyonudur. Aliminyum
icin minimal inhibitér konsantrasyonu 300 mg/L olan bir sus izole edilmis ve
biyokimyasal testler kullanilarak Staphylococcus aureus olarak tanimlanmistir.
Tanimlanmis olan bu izolatin baryum, lityum, kursun, giimiis ve kalay gibi agir
metallere karsi c¢oklu dirence sahip oldugu belirlenmistir. Plazmit DNA analiz
calismalar1 sonucunda S. aureus’un aliiminyum direnclilik genlerinin kromozomal
DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan baryum i¢in minimal inhibitor
konsantrasyonu 2700 mg/L olan iki sus izole edilmis ve biyokimyasal testler
kullanilarak bu suslar sirasiyla Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas
rhizophila olarak tanimlanmistir. Baryum direngli S. aureus susunun giimiis, lityum,
krom ve stronsiyum gibi agir metallere karsi c¢oklu dirence sahip oldugu
belirlenmistir. Plazmit DNA analiz g¢alismalar1 sonucunda S. aureus’un baryum
direnglilik genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir.
Aliminyum ve baryum direngli her iki Staphylococcus aureus susunun total
proteinleri analiz edilerek aliiminyum ve baryum direngliliginde bu proteinlerin

etkileri incelenmistir. Baryum direngli diger sus olan Stenotrophomonas



rhizophila’nin ise kursun, giimiis, kalay, lityum, aliiminyum, stronsiyum ve nikel gibi
agir metallere karst ¢oklu direng gosterdigi belirlenmistir. Plazmit DNA analiz
calismalari ile S. rhizophila susunun baryum direnglilik genlerinin kromozomal DNA
tizerinde oldugu tespit edilmistir. S. rhizophila i¢in yapilan total ve dis membran
protein analizleri sonucunda sadece total proteinlerin baryum direngliliginde etkin

oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler : Aliminyum direngli bakteri, baryum direngli bakteri,
molekiiler karakterizasyon, Stenotrophomonas rhizophila,

Staphylococcus aureus



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION of ENVIRONMENTAL ISOLATES
RESISTANT to ALUMINIUM and BARIUM

SERIM, Gamze
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent ICGEN
June 2012, 83 Pages

The aim of this study to isolate and characterize aluminium and barium-resistant
bacteria from the river Kizilirmak, Kirikkale. Aluminium-resistant bacterium with a
minimal inhibitory concentration of 300 mg/L was isolated and identified as
Staphylococcus aureus by using biochemical tests. The identified isolate was shown
to be resistant to other heavy metals like barium, lithium, lead, silver and tin. Plasmid
DNA analyses results showed that the aluminium-resistant ability of S. aureus was
chromosome-encoded. On the other hand, barium-resistant two bacteria with a
minimal inhibitory concentration of 2700 mg/L were isolated and identified as
Staphylococcus aureus and Stenotrophomonas rhizophila by using biochemical tests.
Barium-resistant S. aureus was shown to be resistant to other heavy metals like,
silver, lithium, chrome and strontium. Plasmid DNA analysis results showed that the
barium resistant ability of S. aureus was chromosome-encoded. Total proteins were
analysed in order to reveal their function in aluminium an barium resistance in both
isolates of S. aureus. The other barium-resistant bacterium Stenotrophomonas
rhizophila was shown to be resistant to other heavy metals like lead, silver, tin,

lithium, aluminium, strontium and nickel. Plasmid DNA analysis results showed that



the barium-resistant ability of S. rhizophila was also chromosome-encoded. Total
protein and outer membrane protein profiles revealed that only total membrane
proteins were functional in barium tolerance of S.rhizophila.

Key words: Aluminium-resistant bacteria, barium-resistant bacteria, molecular

characterization,  Stenotrophomonas rhizophila, Staphylococcus
aureus
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1. GIRIS

Yogun sanayilesme; organik, inorganik, agir metal gibi glivenli bir sekilde
iistesinden gelinmesi gereken tehlikeli atiklar olusturur. Organik kontaminantlari
alifatik, alisiklik, aromatik ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar, pestisitler ve
patlayicilar olustururken; inorganik kontaminantlara 6rnek olarak Ag, Al, As, Be,
Cd, Cr, Cu, Hg, Fe, Ni, Pb, Sh, Se, Zn gibi metaller, radyoaktif elementler ve onlarin

tiirevleri verilebilir [1].

Metaller ve bilesikleri yer kabugunda degisik konsantrasyonlarda bulunurlar. iz
metaller gevre kirlenmesi bakimindan yiiksek konsantrasyonlu metallere oranla ¢ok
daha tehlikelidirler. Tabii minerallerdeki metaller normal olarak ¢6ziinmeyen
bilesikler halinde olup canli organizmalara zararsizdirlar. Buna Kkarsilik bunlarin

¢oziinen tiirevleri, genellikle organizmalar i¢in toksiktirler [1,2].

Agir metaller genellikle metal kaplama endiistrisi, otomobil endiistrisi, elektriksel ve
elektronik materyallerin retilmesi ve kullanilmasi, boru, silah ve lastik
endiistrilerinde kullanilir [3,4]. Diger Kirleticilerle karsilastirildiginda metallerin daha
onemli olmasi bu maddelerin sulu ortamda biyolojik olarak ayrismamasindan
kaynaklanir [3]. Agir metaller besin zincirine girerek canli dokularda
birikebilmektedir. Bu durum besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulagsmalarina neden
olmaktadir [4].

Insan saghg:i ve su ekosistemleri iizerindeki olumsuz etkilerinden dolayr metal
iyonlar: gesitli yontemlerle su ve atik sulardan giderilmelidir [1]. Agir metallerin sulu
ortamlardan giderilmesinde kullanilan geleneksel yontemler; kimyasal ¢oktiirme,
iyon degisimi, aktif karbon ile adsorpsiyon, ters osmoz, filtrasyon ve membran
teknolojileri seklinde siralanabilir [3]. Bu geleneksel tekniklerin; pahali ekipman ve
takip sistemleri gerektirmesi, fazla kimyasal ve enerji ihtiyacinin olmasi, metallerin
tam olarak giderilememesi gibi dezavantajlart vardir [3,5]. Bu nedenle biyolojik

aritma yontemleri 6nem kazanmaktadir [4].



1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Agir Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlari

Agir metaller atomik yogunlugu 5 gr/cm®’ten fazla olan metaller olarak tanimlanirlar,
Metaller, canlilarin metabolik siireglerinde dnemli rol oynarlar [6]. Metaller bilinen
elementlerin %75’ini olustururlar ve biyosferde her yerde bulunabilirler. Sanayi,
altyap1 ve giinliik yasam ic¢inde olduk¢a Onemli bir yer teskil ederler. Sanayi
Devrimi’nden bu yana metallerin karasal ve sucul ortamda birikimi ile c¢evrede
yeniden dagilimi, biyota ve insan sagligina karst olumsuz etkileri ile

iliskilendirilmistir [7].

Agir metaller saglik tizerindeki etkilerine gore 4 temel gruba ayrilabilir (Cizelge 1.1)

[8].

Cizelge 1.1. Agir metallerin saglik lizerindeki etkilerine gore gruplandirilmasi

Esansiyel metaller Cu, Zn, Co, Cr, Mn ve Fe
Esansiyel olmayan metaller Ba, Al, Li ve Zr
Toksisitesi az olan metaller Sn ve Al
Toksisitesi ¢ok olan metaller Hg, Cd ve Cd.

Metaller belli konsantrasyonun iizerinde alindiginda hiicrenin metabolizmasina ve
gelismesine zarar verirse toksik olurlar. Tabiki tiim metaller yiiksek konsantrasyonda
aliirsa toksik etki gosterirler. Fakat bazilarinin ¢ok diisiik miktarlar1 bile ¢cok zehirli
ve hatta oldiiriicii olabilir. Agir metaller normalde, kayalarin ve maden cevherlerinin
blinyesinde bulundugu i¢in, organizmalarda, sularda, sedimentlerde ve toprakta da

bulunmasi dogaldir [9].
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Bazi canlilarda spesifik kullanim

[ Tiim canlilar igin 6nemli ve gerekli Bazi canlilarda indirgeyici veya tastyici

[  Tiim canlilar igin énemli katyonlar

Bilinmeyen biyolojik fonksiyon
I  Tiim canhilar icin 6nemli anyonlar

0000

[ Tiim canlilar icin gerekli iz elementler Biyolojik olarak 6nemli ge¢is elementleri

Sekil 1.1. Esansiyel ve esansiyel olmayan metallerin periyodik tabloda gosterimi
[10]

Cevrede bulunan agir metallerin gesitli formlari, mikrobiyal topluluklarin yapisi ve
fonksiyonlar1 tizerinde Onemli degisikliklere sebep olmaktadir [11]. Metaller,
dogrudan ya da dolayli olarak canlilarin biliylimesine, farklilagsmasina ve

metabolizmasina etki etmektedir [12].

Bazi agir metaller, organizmalar icin gereklidir ve “iz elementler’” olarak
adlandirlirlar. Bunlar K, Na, Mg, Ca, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo vb. metallerdir.
Cizelge 1.2.°de gosterildigi gibi bu metaller; redoks tepkimelerinde, enzimatik
reaksiyonlarin  katalizlenmesinde, osmotik dengenin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. [6,12,13]. Esansiyel olan bazi metaller enzimler i¢in kofaktor gorevi
gormektedir. Ancak bu metaller de yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki
gostermektedirler [11].



Cizelge 1.2. Iz elementler ve fonksiyonel rolleri [7,14]

Element Fonksiyonel rolii

Sodyum (Na) Yiik tastyici, osmotik denge

Potasyum (K) Yk tastyici, osmotik denge

Magnezyum (Mg) Hidrolaz ve izomeraz enzimlerinin yapisal komponentlerinde bulunur.
Kalsiyum (Ca) Kalmodullin gibi kalsiyum baglayici proteinlerin aktivatoriidiir.
Vanadyum (V) Oksidaz enziminin kofaktoriidiir. Azot fiksasyonunda gorev alir.

Bitkilerde, ATP ile enzim kompleksleri (fosfokinazlar ve

fosfotransferazlar) arasinda koprii olusturmak, trikarboksilik —asit
Mangan (Mn) ]
dongiistiniin dekarboksilaz ve dehidrogenaz enzimlerini etkinlestirmek

gibi bircok biyokimyasal islevleri vardir.

Bakir ve kalsiyum gibi bazi minerallerin emilimi ve kanda oksijeni
Demir (Fe) tasiyan kirmizi kan hiicrelerinin ve ¢esitli enzimlerin {retimi i¢in

gereklidir. Ayrica, bagisiklik sistemini de giiglendirir.
Kobalt (Co) Birgok enzimde B12 vitamininin metal komponenti olarak bulunur.
Nikel (Ni) Hidrojenaz enzimlerinin kofaktoriidiir.

Balar (Cu) Oksijen tagima sistemlerinde kofaktor olarak gorev alir ve elektron
akir (Cu
transfer proteini gibi gorev yapar.

Karbonik anhidraz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimlerin katalitik
Cinko (Zn) ) )
bilesenini olusturur.

Diger taraftan bazi agir metallerin biyolojik rolleri bilinmemektedir. Bunlar ise Al,
Ag, Cd, Sn, Au, Sr, Hg, T, Pb’dir [6,12].

Bununla birlikte canlilarin yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli olan metallerde gereksiz
olan metallerde yliksek konsantrasyonlarda canlilar {izerinde toksik etki
yaratmaktadir [6,12]. Agir metal iyonlari yalnizca insan sagligi iizerinde potansiyel
bir tehlike olusturmakla kalmayip diger yasam formlar1 i¢in de tehlike yaratmaktadir.
Agir metal iyonlar fiziksel rahatsizliklara neden olabilir ve bazen yasami tehdit eden

hastaliklara da yol agabilirler [6].



Hemen biitlin organizmalarin yiizeyi negatif yiiklii oldugundan pozitif yilikli metal
iyonlarim (Cu*?, Pb*?, zn*?, Mn*3 Cd*?, Ni*?, Hg*' Cr*, Cr*®, Fe*? Fe™ vs)
adsorbe etme yetenegine sahiptirler. Bazi canli organizmalar metal iyonlarini hiicre
icine alarak vakuollerde biriktirirler. Metal iyonlar1 hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii
reaksiyon alanlar1 ile kompleks yaparak adsorplanabilecekleri gibi bazi
mikroorganizmalar hiicrelerin dis zarlarindan uzanan polimerler sentezleyerek
¢ozeltideki metal iyonlarin1 baglayabilirler. Ayrica hiicre duvarindaki proteinler,
iyonlar1 baglamak icin fonksiyonel gruplari ve peptid baglarini da tercih edebilirler.
Agir metal iyonlarinin mikroorganizma yiizeyine tutunmasi adsorpsiyon izotermleri
ile gosterilebilen tersinir bir tasiim olayidir. Ayrica, agir metaller
mikroorganizmalarin  gelismelerini, morfolojilerini, biyokimyasal aktivitelerini

etkileyerek biyokiitlenin ve ¢esitliligin azalmasina da neden olmaktadir [6].

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde agir metaller ve tiirevlerinin ¢evrede yaygin
olarak bulunmasi endiistriyel faaliyetlerin dogal bir sonucudur. Ancak agir metallerin
canl tarafindan fark edilmeden dokularda biriktirilebilmesi ve metabolizmada bu
agir metallerin neden olabilecegi toksik etkiler tartisilmaz bir gergektir. Bu durum
cevre ve insan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir [15,16]. Agir metaller sucul
ortamlarin bilesiminde dogal olarak iz miktarda bulunur. Ancak endiistriyel atiklar,
tarimsal atiklar, jeokimyasal yapi1 ve madencilik faaliyeti sonucunda bu oran

artmaktadir [17].

Metal Kirliliginin ¢ogu sularda birikir. Sulardaki birikim, ¢o6ziinme seklinde
olabilecegi gibi, ¢oziinmeden sularin dibinde ¢6kelme 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 ve akarsular
yolu ile su yataklarina siiriiklenirler. Sucul ekosistemlerde agir metal kirliligi; niifus
artigi, kentlesme ve sanayilesmenin gelismesi gibi nedenlerden 6tiirti evrensel bir
sorun halini almaktadir [2,18]. Metal kirlenmesi, organik kirlenmeler gibi kimyasal
ve biyolojik yollarla pargalanmaz, bir metal bilesigi baska bir metal bilesigine
doniistir. Sekil 1.2.°de gosterildigi gibi doniisme ne olursa olsun metal iyonu

kaybolmaz [2].



Endustriyel faaliyetler,
zirai atiklarin direkt desanji

> Inorganik kirifik
Akarsu, nehir, gol veya halig Kimyasal pargalanma Biyolojik parcalanma
l olmaz olmaz
Deniz \ /

l Metal bilegigi baska bileside...

Diger su kutleleri —_— / l \

(sudaki birikim ¢dzunme seklinde,
cOkelme seklinde) su sediment organizma

Sekil 1.2. Metalin su ortaminda izledigi yol [2]

1.1.1.1. Aliiminyumun Fonksiyonlari

Aliiminyum, diinya yilizeyinde % 8.3 bulunma yogunlugu ile oksijen (% 45.5) ve
silisyumdan (% 25.7) sonra en ¢ok bulunan iigilincii elementtir [19]. Toprakta ve
dolayisiyla suda, magnezyum, demir, ¢inko gibi metallerden daha ¢ok
bulunabilmesine ragmen, fizyolojik fonksiyonelligi ag¢isindan diinyada yasayan
organizmalar i¢in biyolojik olarak gerekli metaller i¢cinde bulunmamaktadir [20].
Dogada bol ve toksik formlarda bulunmasina ragmen organizmalara neden belli
formlarinin etki ettigi yoniinde sorularin ortaya ¢ikmasma neden olmustur.
Aliiminyumun diinyada en bol bulunan element olan silisyum ile kolaylikla
reaksiyona girerek aliminyumsilikat olusturmasi ve oksijenle reaksiyona girerek
boksit olusturabilmesi sadece bazi ¢Oziinebilir formlarmin toksik etkide olmasini
saglamaktadir. Iste bu nedenle de aliiminyumun biyolojik olarak bulunabilirliligi
azalmaktadir. Ornegin, insanda bulunabilecek aliiminyumun kaynagi, alian
aliminyum katkil1 ilaclar, suya veya yiyeceklere karigmis aliiminyumdur. Topragin
veya suyun pH’sinin diismesi, aliminyumu daha ¢6ziinebilir ve biyolojik olarak

bulunabilir duruma sokmaktadir [19].



1.1.1.2. Baryumun Fonksiyonlari

Baryum, yaklasik olarak yer kabugunun yiizde 0.05’ini meydana getirir. Aktifligi
nedeniyle clementel halde bulunmaz. En ¢ok viterit (BaCO3) ve barit (BaSO,)
minerallerinde bulunur. Bu iki 6nemli mineralden bagka tabiatta fosfatl ve silikath
bilesiklerine de rastlanir. Ancak bunlar o kadar 6nemli degildir. Baryum ¢ok aktif bir
element oldugundan, bilesiklerinin olusumundaki serbest enerji (disar1 verilen 1s1)
cok ytksektir. Bilesikler olusurken biiylik miktarda 1s1 ¢ikisi olur. Baryum; su,
oksijen, azot, hidrojen, amonyak, halojen ve kiikiirt ile reaksiyon verir. Ayrica
magnezyum, kursun, platin, silisyum, kalay, ¢inko, aliiminyum ve civa ile malgama
olusturur. Sonug¢ olarak, baryumun, hava veya diger oksitleyici gazlarin mevcut
oldugu ortamda tutulmasi, siddetli reaksiyona neden olmasi sebebiyle, tehlikelidir.
Bu sebeple toz baryum, kuru hava, argon ve helyum gibi inert gaz atmosferinde depo
edilir. Yiiksek aktifligi sebebiyle baryum toksik kabul edilir [21].

1.1.2. Agir Metallerin Cevresel Etkileri

Endiistriyel aktiviteler sonucunda ortaya ¢gikan ve dogaya birakilan agir metallerin
miktar: her gecen giin artmaktadir. Bu metaller, zehirli olmalari, dogada belirsiz bir
stire boyunca bozunmadan kalmalar1, besin zinciri boyunca dolasmalari ve
birikmeleri nedeniyle ¢evre ve insan saghigi i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir.
Insan viicudu metalleri isleyemez ve kullanamaz. Bunun sonucu olarak metaller
cesitli organlarda birikir [22]. Metallerin zehirli etkileri her metalin 6zelligine gére
degismektedir. Ancak genel olarak metallerin hepsi birden fazla organ ve sistemi
etkilemektedir. Zehirli agir metaller; sinirlere ve kemiklere zarar vermekte, vital
enzim gruplarinin fonksiyonlarint bloke etmekte ve kansere neden olmaktadir [23].
Bununla birlikte agir metaller bobreklerin islevini yitirmesine, beyin, karaciger ve
merkezi sinir sisteminin zarar gormesine de neden olmaktadirlar [24]. Agir

metallerin zehirli karakterleri su sekilde goriilmektedir:



1) Zehirlilik, dogada uzun bir siire devam edebilir.

2) Bazi1 agir metaller, bulunduklar1 bazi ortamlarda diisiik zehirli formlardan daha
yiiksek zehirli formlara donitisebilirler.

3) Metaller yalnizca farkli tiirlere dontisebilirler, ancak biyoislemler dahil higbir
yontemle bozunamazlar.

4) Agir metallerin besin zinciri tarafindan biyoakiimiilasyonu normal fizyolojik

aktiviteye zarar verebilir ve sonunda insan yasamini tehlikeye sokabilir [24].

Agir metaller insan faaliyetlerinin yogun oldugu alanlarda 6nemli ¢evre kirleticileri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin sulardaki derisimlerinin belirli bir seviyenin
tizerinde olmasi canlilarin yasamini sinirlamaktadir [25]. Agir metal kirliligi bugiin

en 6nemli ¢evre sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir [26].

1.1.2.1. Aliiminyumun Cevresel Etkileri

Aliiminyumlu bilesiklerin ¢6zilinebilir formlara doniismesinden dolayr aliminyumun
dogal olarak bulundugu topraklarda toprak asitligi diismekte ve bu da 6zellikle tahil
liretiminin azalmasina neden olmaktadir. Diinya tarim alanlarmin yaklasik % 40’Iik
bir kismint asidik topraklar olusturmaktadir. Diigiik su tutma kapasitesi, toprak
kabuklanmasi ve erozyon gibi fiziksel etkiler asidik topraklarin zaten diisiik olan
tretkenligini daha da kotilestirir  [27].  Aliiminyum toksikligi  topragin
kiregclenmesiyle iyilestirilebilir. Bu islem topragin pH’sii arttirir ve aliiminyumun
coziinemeyen formlara doniistiiriilmesini saglar. Ancak bu islemler, oldukga
pahalidir ve topragin gercek pH degerinde kalmasini saglamaz. Bu nedenle, gelismis
iilkeler aliiminyuma direngli bitkilerin kullanimi {izerine durmaktadirlar. Bazik,
noétral veya hafif asidik topraklarda bitkiler i¢in zararli etki olusturmamasina ragmen,
pH’nin 4.5’ten diisiikk oldugu durumlarda ¢6ziinebilir toksik formlar olusturmaktadir
[19,28,29]. Aliiminyum bulundugu ortamlarda, stilfat, floriir ve fosfatlarla kompleks
bilesikler olusturur. Bu formlar arasinda Al toksikligi ile ilgili olan form inorganik
monomerik aliminyumdur. Bu nedenle total Al yerine inorganik monomerik

aliminyum miktariin bilinmesi, Al toksikliginin belirlenmesinde iyi bir



indikatordiir. pH 4.0’1n altindaki soliisyonlarda Al-tolerans mikroorganizmalar ancak

asit-tolerans bakteriler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Aliiminyumun toksik etkisi sadece bitkiler i¢in degil, ayn1 zamanda bakteriler igin de
gecerlidir. Mikroorganizmalarin biinyesinde veya yasadiklar1 ortamda fazla miktarda
bulunmas: durumunda ortamdaki aliiminyum iyonlari, DNA ve proteinlerle bag
yaparak fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Bunun yam sira, hiicrede aktif rol
oynayan Fe*?, Fe** ve Ca™ gibi iyonlari da inhibe etmektedir [30]. Ornegin,
aliminyum, canlilik faaliyetleri icin gerekli olan ATP’ye, hidrolizi i¢in mutlaka
gerekli olan magnezyum iyonlarindan 10" kat daha fazla baglanmakta ve bdylece
kullanimin1 engelleyerek mikroorganizmalarin biiytimesini durdurmaktadir [19].
Bunlarin disinda AI*® iyonlar, hiicrenin yapitaslart olan niikleik asit, protein ve
polisakkaritlerdeki oksijen atomlarinin da en 6nemli baglayicisidir [31]. Bakteriler
bu tiir toksik etkilere Kkarsi, hiicre i¢i metal konsantrasyonlarini belli sinirlar

igerisinde tutmak zorundadirlar.

1.1.2.2. Baryumun Cevresel Etkileri

Baryumun saglik {izerine etkileri suda ¢6ziinebilirligi ile iliskilidir. Suda ¢dziinen
baryum bilesigi insan sagligi i¢in zararli olabilmektedir. Suda ¢6ziinen baryumun ¢ok
yiiksek miktarlarda alinmasi felce ve hatta 6liimlere bile neden olabilmektedir. Az
miktarda alinmasi, nefes alip vermede zorluga, kan basincinin artmasina, kalp ritmi
degisikliklerine, mide tahrisine, kas gii¢siizliigiine, sinir reflekslerinde degisikliklere,
beyinde ve karacigerde siskinlige, bobrek ve kalp rahatsizliklarina neden
olabilmektedir [32].

1.1.3. Agr Metallerin Kullanildig1 Endiistri Dallar:
Metal Kirliligi iceren atik sularin kaynagi; baslica maden isletmeleri (kursun, demir,

¢inko, krom, bakir, giimiis, altin ve uranyum eldesine yonelik siiregler sonucunda),

metal endistrileri (demir-gelik, bakir, ¢inko, krom, vb.) ve diger metal kaplama,



kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik, tekstil, elektrik-elektronik,
kimya, boya ve otomotiv endistrileridir [24].

Toksik metaller boya sanayi, otomobil ve ilag sanayi gibi endiistriyel aktiviteler ve

fosil yakit tiiketimi ile yer degistirmektedir. Sonugta besin zinciri yoluyla birikmekte,
ciddi ekolojik problemler ve saglik problemlerine temel olusturmaktadir [33].

Cizele 1.3. Baz1 agir metallerin kullanildigi endiistri dallari [13,34-36]

Endiistri Dah Al Ba Cd Co Fe Hg Mn Ni Pb Sb Zn
Alagimlar + - + + + + + + + +
Boya Sanayi + + - + + + + + +
Cam Sanayi + - - + + +
Elektrik-Elektronik + - + + - + + + + +
Gi’lbre ve Tarim + - + - + + + + + +
Ilaglar

1n$aat Sanayi + - - - + + +

Kimya Sanayi + + + - - + + + - +

Lastik Sanayi - + - - B

Metaliirji + - - - - - + +

Otomotiv Sanayi + - + n +

Pil Uretimi - + + + - + + + + +
Silah Sanayi + - - - - + +

(+), pozitif; (-), negatif

1.1.3.1. Aliiminyumun Kullamim Alanlari

Aliminyum, elektriksel iletkenliginin iyi olmasi, hafifligi, korozyon direnci gibi
ozelliklerinden dolay1 endiistriyel islemlerde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Aliiminyumun kullanim alanlar1 alasimlar, elektrik-elektronik, giibre ve tarim
ilaglari, ingaat sanayi, kimya sanayi, otomotiv sanayi, silah sanayi ve mataliirji

seklinde siralanabilir [37].
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1.1.3.2. Baryumun Kullanim Alanlari

Bujilerde, havai fiseklerde, vakum tiiplerinde ve floresan lambalarda kullanilir.
Baryum siilfat ve ¢inko siilfat iceren bir pigment olan ‘’litopon’’, iyi bir kaplayici
maddedir ve siilfitlerin varliginda kararmaz. Baryum siilfat, kalic1 beyaz 6zelligiyle
X-1511 incelemelerinde, boyalarin igeriginde ve cam yapiminda kullanilir. Barit,
agirlik kazandiric1 unsur olarak petrol kuyularimmi agmakta kullanilan sivilarin
igeriginde ve kauguk yapiminda, baryum karbonat fare zehiri olarak, baryum nitrat

ve klorat ise piroteknide (fisekgilik) yesil rengin eldesinde kullanilir [38].

1.1.4. Metal Uzaklastirma Yontemleri

Agir metaller ile toprak ve suyun kirlenmesi hem insan sagilig1 agisindan hemde
toprak ve su ekosistemi agisindan ciddi bir problem olusturmaktadir. Kirlenmis
toprak, atiksu ve endiistriyel atiklardan agir metallerin uzaklastirilmasi zordur.
Ciinkii agir metaller biyobozunmaya ugramazlar. Filtrasyon, asit li¢i, elektrokimyasal
islemler ya da iyon degisimi gibi konvansiyonel fizikokimyasal teknikler pahalidir ve
cok etkili olmayabilirler. Biyoremediasyon ise mikroorganizmalar, bitkiler ya da
diger biyolojik sistemlere dayali diisilk maliyetli, cevre dostu metal uzaklastirma

metodudur [39].

1.1.4.1. Geleneksel Uzaklastirma Yontemleri

Agir metaller; insan, hayvan, bitki ve mikroorganizmalar i¢in 6nemli toksisiteye
sahiptir [40,41]. Bu nedenle yiizey ve yeralti sulari araciligiyla bu kirleticilerin
yayilmasint Onlemek esastir. Son yillarda bu atiklarin ortadan kaldirilmasinda
fiziksel, kimyasal ya da biyolojik islemler tek halde ya da birlestirilmis olarak
kullanilmaktadir [41].

Cevreden agir metal uzaklastirmak igin kullanilan geleneksel metodlarin yeni

cevresel sorunlar yarattigi, yetersiz ve pahali oldugu bilinmektedir. Atik sulardan
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agir metal uzaklastirmak igin kullanilan indirgeme, ¢oktiirme, oksidasyon, filtrasyon,
iyon degistirme, buharlastirma, ters osmos gibi fiziksel ve kimyasal metodlar
genellikle yiiksek isletme masraflart gerektirmeleri ve olusan kati atik ¢gamurlarinin
zor islenir olmasindan dolayi ticari olarak pratik degildir. Cok miktarda kimyasal
gereksinimi ve dnceden dngoriilemeyen metal giderimi bu teknikler i¢in s6z konusu
olan bazi dezavantajlardir. Ayrica, desorpsiyon i¢in giiclii ve kontamine olmus
kimyasallarin kullanimi, olusan toksik c¢amurlarin depolanacagr 6zel bolgelerin
gerckmesi, ikincil ¢evre Kirlenmesine neden olmaktadir. Bu dezavantajlar 6zellikle
kompleks yapici organik madde ve diisiik metal kontaminasyonu igeren biiyiik
hacimli endiistriyel atik sularin iglenmesi sirasinda daha belirgin olmakta ve proses
maliyetini arttirmaktadir. Ayrica seyreltik ¢ozeltilerden (1-100 mg/L) agir metallerin
uzaklastirilmas: agisindan da yeni metotlarin gelistirilmesi onemlidir. Biyoteknolojik
yaklasimlar bu gibi sorunlari ¢6zmek igin, 1980’lerden sonra ortaya ¢ikmistir [42].
Bu yiizden agir metallerle kirlenen ortamlarin temizliginde bakteri, alg, maya gibi

canlilarin kullanilmasina olan ilgi artis gostermektedir.

Ayrica diger geleneksel yontemlerin etkisiz kaldigi, seyreltik ¢ozeltilerden metal
uzaklastirilmas: agisindan da yeni metodlarin gelistirilmesi onemlidir. Bu gibi
sorunlarin halledilmesi i¢in biyolojik yontemlerin kullanilmas: s6z konusu olmustur
[42].
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Cizelge 1.4. Geleneksel metal uzaklastirma teknolojileri [43]

Metod

Kimyasal ¢oktiirme
ve
filtrasyon

Kimyasal oksidasyon
ve
indirgenme

Elektro kimyasal

yontemler

Ters osmos

Iyon degisimi

Adsorpsiyon

Buharlastirma

Dezavantaj

Yiiksek konsantrasyon igin
zor ayrilma

Etkin degil .
Atik gamur olusmasi

Yaygin olmayan .
kimyasallar gerektirmesi
Ortam hassasiyeti

Yiiksek konsantrasyon igin zor
ayrilma

Etkin degil

Pahalli

Yiiksek basing
Membran boyutu dnemli
Pahall

Partikiillere hassas olmasi .
Recinelerin pahalli olmasi .

Tiim metaller igin .
uygulanamamasi

Fazla enerji
Pahalli
Atk gamur olusturmast
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Avantaj

Basit

Ucuz

Inaktivasyon

Metali geri elde etme

Saf atik (geri doniisiim
igin)

Verimli

Saf atik metalin geri
doniisiimiiniin miimkiin
olmasi

Geleneksel sorbentler
(karbon)

Saf atik (geri doniistim

i¢in)



1.1.4.2. Biyolojik Uzaklastirma Yontemleri

1.1.4.2.1. Biyoremediasyon

Mikroorganizmalar her yerde bulunabilen ve toksik bilesenleri yararli hale getirmek
ya da parcalamak adina olaganiistii metabolik sistemlere sahip canlilardir [1]. Bu
canlilarda, toksik maddelerin aerobik ya da anaerobik yollarla pargalanmasini
saglayan enzimler gorev alir [1]. Yasam basladigindan beri yaklasik 4 milyar yildir
toksik agir metaller diinya tizerinde fazla miktarda bulunur ve sonugta bakteriler de

bu metallere maruz kalmislardir [44].

Biyoremediasyon, kirleticilerin daha az toksik forma déniistiiriilmesinde ya da yok

edilmesinde canli sistemlerin kullanildig1 bir tekniktir [45].

Mikroorganizmalar c¢evrede bulunan toksik agir metallere karsi cesitli direng
mekanizmalarina sahiptirler. En yaygin agir metal direng mekanizmasi aktif transport
ile hiicreden metal iyonlarmin ¢ikarilmasidir ama metal baglayict faktorler ve
enzimatik doniisiimler (oksidasyon, rediiksiyon, metilasyon ve dimetilasyon) toksik
metallere kars1 ikinci bir savunma sistemi olarak rol oynarlar [46]. Bu mekanizmalar
plazmit {izerinde kodlanmis olabilmektedir ve bdylece diren¢ genini bir hiicreden
diger hiicreye aktarmak miimkiin olabilmektedir. Direncli mikroorganizmalarin bu
yetenegi, kirli sulardan toksik metalleri uzaklastirmak amaciyla biyoremediasyonda

kullanilabilir [47].
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Cevresel
sartlar, pH,
redoks,
sicaklik, nem,
besinler

Biyopargalanma

Bilesigin
yapisal
ozellikleri

Mikroorganizmalar

Sekil 1.3. Biyoaritimi etkileyen faktorler

Agir metale direngli bakteriler atiksu aritma isleminde 6nemli role sahiptir. Agir
metal atiklart bu mikroorganizmalar tarafindan biyosorpsiyon, biyoakiimiilasyon ve

biyolig gibi islemlerle giderilebilir [48].

1.1.4.2.1.1. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon metodu endiistriyel atiksulardan, toksik metallerin gideriminde ya da
¢ok degerli metallerin kazaniminda geleneksel metodlara karsi verimli ve ekonomik
bir alternatif olusturur [1]. Biyosorpsiyon isleminde, bakteri, mantar, maya, yosun
gibi biyolojik kokenli dogal malzemeler kullanilmaktadir. Bu biyosorbentler, metal
baglama Ozellikleri sayesinde agir metal iyonlarin1 baglayarak ¢ozelti igindeki agir
metal iyonu konsantrasyonunun azalmasini saglarlar [26]. Biyosorpsiyon isleminde
6li ya da canli olarak kullanilan mikroorganizmalarin dis ylizeylerine ligandlarla ya
da fonksiyonel gruplarla metal iyonlarmin adsorbe olmasi saglanir [1]. Rhizobium
radiobacter ‘in salgiladig1 ekstraselliiler polimerik maddelerin biyosorbent olarak
kullanildigt ve Cu ve Mn iyonlarinin sulu ortamlardan giderildigi c¢alisma da

biyosorpsiyona 6rnek olarak verilebilir [49]. Giiglii metal biyosorbentlerini genellikle
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Bacillus, Pseudomonas,

olusturmaktadir [50].

Enterobacter ve Streptomyces sinifina ait bakteriler

Cizelge 1.5. Metal biyosorpsiyonunda kullanilan organizmalar [26,51]

Organizma

Bakteri Tiirleri

Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa
Citrobacter sp.
Arthrobacter sp.

Fungus Tiirleri

Neurospora .crassa
Pleurotus ostreatus
Rhizopus arrhizus
Penicillium spinulosum
Aspergillus niger

Alg Tiirleri

Chlorella homosphera
Chlorella vulgaris
Ascophyllum nodosum
Scenedesmus carinatus
Sargassum natans

Bitki Tiirleri

Azolla pinnata
Eichharnia crassipes
Lycopersican esculentum
Nicotiana tobaccum

Metal biyosorpsiyon cesidi

Kadmiyum/ nikel/ uranium

Nikel/ kadmiyum/ bakir/ uranyum

Cinko/ kursun/ kobalt

Kadmiyum/ altin

Kursun/ ¢inko

kadmiyum/ civa
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1.1.4.2.1.2. Biyoakiimiilasyon

Biyoakiimiilasyon, canli hiicreler tarafindan metalin hiicre disinda biriktirilmesi
olarak tanimlanir. Bu islemine aktif biyosorpsiyon da denilebilmektedir.
Biyoakiimiilasyon, diisiik sicaklik ve enerji kaynaklarmin eksikligi gibi metabolik
inhibitorler tarafindan inhibe edilebilir yani hiicre metabolizmasina bagli bir olaydir

[52].

1.1.4.2.1.3. Biyoli¢

Biyoli¢ metodunda ekstrem ekosistemlerde (¢cok asidik pH ya da yiiksek oranda
metal konsantrasyonu iceren soliisyonlar gibi) cogalabilen ve mineral siilfitlerin
oksidasyonundan enerji kazanabilen mikroorganizmalar kullanilir. Metallerin
biyolojik olarak ¢dziinmesinde bu yontem uzun zamandir kullanilmaktadir. Cd, Ni,
Zn, Co, Pb, Cu, Fe, Mn, ve Sb gibi baz1 metallerin oksidasyonunda bu yontemden
yararlanilmigtir. Bu islemlerde en ¢ok kullanilan bakteriler ise Acidithiobacillus
ferrooxidans ve Acidithiobacillus thiooxidans’tir. Ayrica Acidianus infernus,
Metallosphaera sedula, Sulfobacillus thermosulfidooxidans gibi daha bir¢ok bakteri
metal stresiyle bas ederek c¢evreyi temizleme adma olaganiistii denilebilecek

kapasiteye sahiptir [1].
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Cizelge 1.6. Geleneksel ve biyolojik metal uzaklagtirma yontemlerinin avantaj ve

dezavantajlari [7,53]

Geleneksel
Uzaklastirma

Yontemleri

Biyolojik
Uzaklastirma

Yontemleri

DEZAVANTAJLARI

Cok pahal1 olmalari
Tamamen uzaklagtirma
yapamamalari

Diistik segici olmalari
Uygulamada fazla enerji
harcamalar:

Pahal1 ekipmana gereksinim
duymalar

Agir metal Kirliliginin yiiksek
konsantrasyonda olmasi durumunda
etkin olmalari

Toksik kirlilik yaratmalar:

Filtrelerin veya enjeksiyon o
kanallarinin mikroorganizmalarca
tikanabilmesi .

Diisiik gecirgenli akiferlere (yer alt1

suyunu tutan ve ileten kayagclar)
uygulanmasinin zor olmas, .
Uygulanan akiferlerde sadece fazla
gegirgen tabakalarin .
temizlenebilmesi,

Siirekli izlenme ve bakim °

gerektirmesi
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AVANTAJLARI

Basit
Baz1 geleneksel
yontemlerin ucuz olmasi

Metali geri elde etme

Diger yontemlerden daha
ekonomik olmasi

Yiiksek verim

Proses sonunda atik madde
iiretmemesi

Diger teknolojilerle
birlestirilebilmesi
Kimyasal veya biyolojik
¢amurun azaltilmasi

[lave niitrient gereksinimi

olmamasi



1.1.5. Bakterilerin Metal Direnclilik Mekanizmalari

Metaller, mikroorganizmalar igin enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarimi engellemeleri ve niikleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle
toksiktir. Onemli fonksiyonel gruplarin bloke edilmesi, temel metal iyonlarinm
yerine gegmesi veya biyolojik molekiillerin  aktif konformasyonlarinin
modifikasyonuyla mikroorganizmalar iizerine inhibitér etkisi yaparlar. Cevrede
bulunan ¢esitli formlardaki agir metaller mikrobiyal yogunluk ve aktivitelerde
onemli modifikasyonlara sebep olabilirler. Uzun siire agir metallere maruz kalan
bakterilerde bu agir metallere karsi gesitli direnglilik mekanizmalar1 gelismistir.
Mikrobiyal metal direngliligi mekanizmalar: arasinda metallerin fosfat, karbonat ve
stilfat olarak presipitasyonlari, etil veya metil gruplarmin eklenmesi ile metallerin
buharlagmasi, enerji gerektiren metal sistemleri ve diisiik molekiiler agirlikl: sisteince
zengin proteinler ile intraseliiler miidahale, membrandaki elektronegatif bilesenler ve

ekzopolimerler tarafindan fiziksel ¢ikarilma sayilabilir [33].

Metallere karsi direng mekanizmalar1 prokaryotik hayat basladiktan hemen sonra
gelismeye baslamistir. Cilinkii bakterilerin gelistigi ortamlarda metaller her zaman var
olmuslardir. Metal direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik direng
mekanizmalar: ile iliskilendirilmistir. Bunun nedeni her iki tip direncte de
organizmalar arasinda konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer gergeklesmesidir.
Plazmitlerin metal direnclilik ve antibiyotik genlerini tasidigi bilinmektedir. Bazi
durumlarda, antibiyotik direngliligi ile metal direngliligi ayn: plazmit kokenli
olabilmektedir [11,54].

Cinko ve bakir gibi baz1 metallerin eser konsantrasyonlar1 gelisme igin gerekli olsa
da tlim agir metallerin yiiksek konsantrasyonlar1 bakteriler i¢in toksik etkiye sahiptir.
Bu nedenle, agir metal varliginda hayatta kalmak amaciyla, bakteriler agir metal
detoksifikasyon mekanizmalarina sahip olmalidirlar [44]. Sekil 1.4.’te bazi

mikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 gésterilmektedir.
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M-X 1 X-M
| i( i( I hiicre duvar sorpsiyon
M2 M"“—n M-X
intraseliiler ayrilma

Sekil 1.4. Mikrobiyal metal direng mekanizmalari. M, metal; X, metal baglayici
molekiil [55]

Agir metal direnci igin bilinen alti mekanizma vardir [13,54]:

1) Gegirgenlik bariyeri ile metallerin disarida tutulmasi,

2) Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif transportu (Efflux),

3) Metallerin proteine baglanmasi yolu ile hiicre i¢inde alikonmasi,

4) Ekstraseliiler alikonma,

5) Metallerin daha az toksik formlara doniistiirtildiigii enzimatik detoksifikasyon,

6) Metallerin etki ettigi hiicresel komponentlerin metal hassasiyetinin azaltilmasi

1.1.5.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre zarinda ya da hiicre duvarinda metale karsi bir gecirgenlik bariyeri
olusturularak metaller hiicre disinda tutulur. Bu sayede metale kars1 duyarl: hiicresel
komponentler korunmus olur. Buna &rnek olarak Escherichia coli’deki Cu*?
direngliligi verilebilir. E.coli’de bir membran kanal proteini olan porin proteinlerinin

tretimi degistirilerek Cu*®nin hiicreye girisi engellenir [56]. Bu tek bir gen
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mutasyonu sonucu membranin metal iyonlarina karsi permeabilitesinin azaltilmasi
ile gergeklesmektedir [57]. Diger bir 6rnek, dis membran veya zar tarafindan spesifik
olmayan metallerin baglanmasidir. Bu ornekler baglayici yerlerin doygunlugu
nedeniyle kisith metal korumas: saglamaktadir. Diger taraftan mikroorganizmalarin
dis yiizeyini kaplayan ekstraseliiler polisakkarit tabakasi da metal iyonlarin
absorblayarak, metallerin hiicre icine girisini engellemektedir. Bu 6zellik Klebsiella
aerogones, Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde

gosterilmistir [54].

1.1.5.2. Metallerin Hiicreden Disar1 Dogru Aktif Tasinimi

Aktif  transport = mekanizmasi,  mikroorganizmalarin  toksik ~ metalleri
sitoplazmalarindan uzaklastirmak i¢in kullandiklar1 mekanizmalardan biridir. Bu
diren¢ mekanizmasi metal direnglilik sistemleri arasinda en yaygin olanidir [58]. Bu
mekanizma, kromozomal ya da plazmit kokenli olabilir [57]. Esansiyel olmayan
metaller hiicreye besin transport sistemleri ile alinirlar, ancak hiicre igerisinde
tutulmazlar ve hemen disariya atilirlar. Sekil 1.5.te gosterildigi gibi hiicre disina
iyonlarin aktarilmasinda gorevli olan iyon pompalari, membrana yerlesmis durumda
bulunan adenozin trifosfatazlar (ATPaz’lar) olarak bilinirler [20]. Bu pompalama
sistemleri ATPaz’a bagimhi ya da ATPaz’dan bagimsiz sistemler olabilir. Zn*?, Cd*?,
Co*?, Hg*?, Pb*?, Ni*? ve Cu*? gibi zehirli iyonlara kars: toleransta veya direnglilikte

yine ATPaz’larin rol aldigin1 goriilmektedir [20].

P -Tipi CBA CDF
ATPaz Tasiyica Tasiyict
+ -
1-\’ o metal H } Periplazma
ADP metal metal i|‘ Sitoplazma
metal

Sekil 1.5. Agir metal direncinde metal tasiyici sistemler [59]
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1.1.5.3. Metallerin Proteine Baglanmasi ile Hiicre i¢inde Tutulmas:

Metal baglayan proteinlere metallotiyonin denir. Metallotiyoninler (MT), kiigiik
molekiil agirlikli, asidik pH’da metal baglama yetenekleri artabilen, enzimatik
olmayan, hiicre i¢i metal baglayici proteinlerdir [60]. Bu proteinlerin yasamsal rolii
Cd, Hg gibi toksik metallerle, Cu ve Zn gibi iz elementleri baglamasidir. Cinkodan
yoksun beslenmelerde, toksik metal aliminda, enfeksiyonlarda, yangida, stres
durumlarinda ve toksik oksijen radikalleri Cu ve Zn gibi iz element homeostazisi ile
Cd, Hg gibi agir metallerin detoksifikasyonunda MT’lerin 6nemli rolleri oldugu
belirlenmistir [60,61].

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

metalleri alikonmaktadir.

Synechococcus PCC 7942 bakterisinin - Cd*® direngli susu, artan Cd*
konsantrasyonuna bagh olarak smtA geninin kopya sayisinimn arttirarak hem Cd*?’ye
hem de diger divalent katyonlara baglanma yetenegindeki bir prokaryotik

metallotiyonin kodlanmaktadir [20].

Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Sekil 1.6.’da gosterildigi
gibi bu mikroorganizmada smtA ve smtB olmak {izere iki gen bulunmaktadir.
Bunlardan SmtA, Cd*? ve Zn*#ye baglanan bir metallotiyonini kodlamaktadir. Bu
gen yiiksek diizeydeki Cd*?, zn*? ve Cu™ konsantrasyonlarinda indiiklenmektedir.
SmtB geni de SmtA geninin repressorii olan SMtB proteinin {iretilmesinden
sorumludur. Bu repressor protein metallotiyoninin {iretimini transkripsiyon

asamasinda durdurmaktadir [54].
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Sekil 1.6. Synechococcus 'ta SmtA ve smtB genleri ve Zn’yi baglamasi [54]

1.1.5.4. Ekstraseliiler Alikonma

Bu tip metal direngliliginin onceleri sadece bakterilerde oldugu diistiniilmiisse de,
daha sonralari, maya ve funguslarda da bulunmustur [62]. Saccharomyces
cerevisiae’deki  Ni*? direngliliginin bu sekilde oldugu diisiiniilmektedir.
Saccharomyces cerevisiae fazla miktarda glutatyon iireterek Ni*? absorbsiyonunu
azaltabilmektedir. Glutatyon agir metallere c¢ok yiiksek bir affinite ile
baglanmaktadir. Yapilan aragtirmalar mayalarin metalce zengin besi ortamlarina
ekstraseliiler glutatyon salgiladiklarin1 gostermektedir. Toksik metaller glutatyon ile
birleserek hiicre membranindan gecememektedir. Benzer bir mekanizmada Cu*?
direngli mantarlarda goriilmektedir. Bu funguslar metal-okzalat formunda okzalat
bilesikleri salgilamaktadirlar. Mayalar gibi diger organizmalar ve Citrobacter sp.
tiirleri kalsiyum fosfatin ¢6ziinmez bilesik formlarina diren¢ gostermektedirler. Maya
formlar1 hidrojen siilfid iiretimi boyunca ¢esitli kompleksler kullanirken Citrobacter
sp. fosfat kullanmaktadir. K. aerogenes’in bir tiirii siilfiir ¢ikararak sinirli miktardaki
metali igeri alirken, yakininda dis ¢oktiirme aracilig: ile Cd*? iyonlarini etrafim

cevreleyen ortamdan kaldirma yetenegini gostermektedir [54].
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1.1.5.5. Metallerin Enzimatik Detoksifikasyonu

Mikroorganizmalarda enzimatik detoksifikasyonun en iyi 6rnegi civa direngliligidir.
Civa direnglilik mekanizmasi i¢in yapilan caligmalarin ¢ogu reaktif iyonik Hg+2
formundan elementel ve daha az reaktif Hg® formuna detoksifikasyonuna baglidur.

+2,

Hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde Hg “’ye karsi direnglilik
gosterilmistir (Sekil 1.7) [63]. Civa hiicrede enzimlerin ve proteinlerin yapilarinda
bulunan tiollere baglanarak inaktive olmalar1 nedeni ile toksik etkiye sahiptir. Bazi
bakterilerde Hg*? direngliligi ile ilgili genlerin yer aldigi mer operonu bulunmaktadur.
Bu operon sadece Hg"?’nin detoksifikasyonundan degil aym zamanda transferinden
ve direncin ayarlanmasindan da sorumludur [54,63]. Civanin bulunmadigi
zamanlarda diizenleyici proteinler i¢in operon kodlari transkripsiyon diizenlenmesini
azaltmaktadirlar. Bu genler bir periplazmik baglayici proteinin iiretimini ve membran
baglantili tasima proteinlerini de sifrelemektedirler. Detoksifikasyon igin etrafini

cevreleyen ortamdan periplazmik baglayici proteinler ve tagima proteinleri aracilig

ile Hg*?*yi sitoplazmaya tasimaktadirlar.

Hg:-"'- Hg:-"'-

Mer@:@- MerP @ MerC

Hg**

@ MerA

=T

Sekil 1.7. Bakterilerdeki civa direngliligi ve mer operonu [64]

Plazmitler aracihigi ile As™in direncini iceren baska enzimatik detoksifikasyon
sistemleri B.subtilis, S. aureus ve E. coli’de goriilmektedir [56]. Ars operonunda
bulunan ArsC geni arsenat rediiktazi kodlamaktadir. Bu enzim As**‘ten daha zehirli

olan intraselliiler As™i indirgemektedir. As*® Ars operonundaki diger genlerde
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bulunan kodlanmis bir akis pompasi araciligi ile kaldirilir (Sekil 1.8). Bu enzim
arsenat1 indirgemede kendi iizerinde bir baglama proteinine ihtiya¢ duymaktadir. Bu
baglama proteinleri ise mikroorganizmalarda farklilik gostermektedir. Ornegin: S.

aureus’ta tiyoredoksin, E. coli’de glutaredoksin kullanilmaktadir [54].

AsCr- AsCH

pITCP ABC

AsCr:

(1) amsc

v
5.
‘.--'--.-_- A-I-p

b
l"-nr“'.-!«-tg..'[;:u&}

Sekil 1.8. . E.coli’ de arsenik direngliligi [64]

1.1.5.6. Metallerin Etki Ettigi Hiicresel Komponentlerin Metal Hassasiyetinin

Azaltilmasi

Bazi mikroorganizmalar toksik metallerin varliginda, hiicresel kompenentlerin
metale karsi olan hassasiyetlerini degistirerek adaptasyon saglamaktadir [57]. Hiicre
bunu ya mutasyonlar yolu ile belli bazi proteinlerin hassasiyetlerini azaltarak ya da
metalin inaktive edilmesinde kullanilan belli bazi hiicresel komponentlerin iiretimini
arttirarak gerceklestirmektedir. DNA tamir mekanizmalar1 plazmit ve genomik DNA
ile smirli koruma saglamaktadir. Ayrica mikroorganizmanin {rettigi metal
direngliligi olan komponentler veya alternatif yollar, duyarli komponentlerden gecen
bir 6zellik ile kendi kendini koruyabilmektedir. Bu sekilde adaptasyon E. coli’de de

+2¢

bulunmustur. Adapte olmamig E. coli Cd™“‘ye maruz kaldiginda 6nemli DNA
hasarlar1 olustugu rapor edilmistir, ayrica ayni organizmalarin alt kiiltiirlerinde
Cd*?“ye kars1 direng goriilmiistiir. Cd**ye maruz birakilan organizmalarin logaritmik

arttis fazinin kisaldigr bildirilmistir. DNA tamir mekanizmalarinin, lag fazinin
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uzatilmasinda goérev aldigi diisiiniilmektedir. Dogal direng, toleransin belli bir
seviyede kalmasina izin veren normal hiicresel islevlerden meydana gelebilmektedir
[54,57]. Glutatyon organizmanm, Ag®, Cd*?, Cu™ ve Hg*? gibi metallere karsi
korunmasina yardim etmektedir. Glutatyon serbest radikalleri baglayarak Cu** ve
Fe'®den korunmay: saglayabilmektedir [57]. Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerde bulunan direnglilik yetenekleri farklilik gostermektedir [57]. Cd*?’nin
varliginda Gram negatif bakterilerdeki protein sentezi, Gram pozitif bakterilerdeki
protein sentezinden ¢ok daha iyidir. Pseudomonas’in bir tirii Gram pozitif
bakterilerin (S. aureus, S. faecium ve B. subtilis) protein sentezinin %50 azaldigi
Cd*?’nin konsantrasyonlarinin 5-30 katma kadar direnclilik gdstermektedir. Gram
pozitif organizmalarin E.coli ile Karsilagtirildiklarinda 28-30 kez daha fazla Cu*

baglayabildikleri tespit edilmistir [54].

1.1.6. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlart igerisinden gegen Kizilirmak’tan aliiminyum
(Al) ve baryum (Ba) agir metallerine direngli suslarin izolasyonu ve molekiiler
karakterizasyonudur. Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bdlgeden su o6rnekleri
alinarak, Al ve Ba metallerine direngli suslar izole edilmistir. Suslarin her bir metal
i¢in minimal inhibitdr konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenmis ve MIK degeri en
yiiksek olan suslar, ileri calismalarda kullanilmak tizere segilmistir. Suslar morfolojik
ve biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak tanimlanmustir. Al ve Ba direngli her bir
sus, antibiyotik ve diger metallere direnglilikleri bakimindan da test edilmistir.
Boylece suslarin ¢oklu antibiyotik ve metal direnglilik profilleri belirlenmistir.
Suslarin metal direng mekanizmalarini belirlemek amaciyla total protein, dis
membran proteini ve plazmit DNA izolasyonu ¢alismalar: yapilmistir. Plazmit varhigi
gosterilen sugslarda plazmit eliminasyon (curing) ¢alismalar: yapilarak antibiyotik,
metal direngliligi ve bunlarin plazmit ve kromozomal DNA ile iligkileri kurulmaya

caligilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmas i¢in kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et oziitii (5 g), maya oziitii (1 g) ve agar (12 g)’dan

olusmaktadir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanilmadan 6nce 121'C’de 1 Atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient Broth

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

olusmaktadir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullamlmadan énce 121°'C’de 1 Atm basingta

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler

Al ve Ba direngli suslar i¢in Cizelge 2.1°de gosterilen antibiyotikler kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Antibiyotik diskler ve konsantrasyonlari

Antibiyotikler KO?EZ?;{S""S’ on
Amikacin (AK) 30
AmoxycillinCA (AMC) 207110
Ampicilin (AM) 10
Aztreonam (ATM) 30
Bacitracin (B) 10
Cefepime (FEP) 5
Ceftazidime (CAZ) 30
Ciprofloxacin (CIP)/ 5
Chloramphenicol (C) 30
Gentamicin (CN) 10
Erythromycin (E) 15
Imipenem (IPM) 10
Netilcimin (NET) 30
Oxacillin (OX) 1
Pefloxacin (PEF) 5
Penicillin (P) 10
Piperacilin (PRL) 100
Piperacilin/Tazobactam (TPZ) 10010
Rifampin (RA) 5
SulbactanvCFP (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. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.

2.1.3.2. Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler

2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0.990 g glukoz, 0.394 g Tris, 0.372 g EDTA tartilarak 100 mL su ile (pH:8.0)

tamamlanmustir.

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

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

karigtirilir. 86 mL steril su ile 100 mL’ye tamamlanmaistir.

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

74 g K-asetat tartilmistir ve 28.75 mL glasiyal asetik asit ile ¢ozilmiistir.

Soliisyonun son hacmi 250 mL olacak sekilde steril su ile tamamlanmastir.

2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50X TAE) Hazirlanmasi

242 g Tris, 37.2 g Na;EDTA.2H,0O tartilarak 57.1 mL glasiyal asetik asit ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde steril su ile tamamlanmuistir.
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2.1.3.2.2. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.2.2.1. TrissEDTA Tamponu (250 mL)

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

2.1.3.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 mL)

10 g SDS tartilarak 100 mL steril suda ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.3. Proteinaz K’nin Hazirlanmasi (10 mL)

0.0384 g CaCl, 2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 uL, 1 M Tris-HCI (pH:8.0) ile
¢ozilmistir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar steril su ile tamamlanmustir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 mL alinarak 100 mg proteinaz K ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

20 g NaCl tartilarak, 100 mL steril su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)
4.1 g NaCl tartilarak 90 mL steril suda ¢oziilmiistiir ve 10 g CTAB yavasca

soliisyona eklenerek 65°C’ye kadar isitilmigtir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

steril su ile tamamlanmustir.
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2.1.3.2.2.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol ile karistirilmistir.

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

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

hazirlanmistir.

2.1.3.2.2.8.izopropanol Alkel (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL alinarak DNA izolasyonunda kullanilmustir.

2.1.3.2.2.9. %70°lik Etanol (100 mL)

30 mL steril su, 70 mL %100’liik etanol ile karistirilarak kullanilmustir.

2.1.3.2.2.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 mL)

8.47 g Tris-HCl tartilarak 50 mL steril suda ¢oziilmistiir ve pH:8.0’¢ ayarlanmustir.

Son hacim 100 mL oluncaya kadar steril su ile tamamlanmustir.

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

0.12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL steril suda ¢6ziilmiistiir.
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2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu (KH2,PO,4, K;HPO,)

6.8 g KH,PO,4 ve 87 g KyHPO, tartilip 1000°er mL distile suda ¢oziilmiistiir.

Hazirlanan iki ayr1 ¢ozelti belirli oranda karistirilarak pH:7.0’ye ayarlanmustir.

2.1.3.2.4. Dis Membran Protein Izolasyonunda Kulllamlan Tampon Cézeletiler

2.1.3.2.4.1. Tris Buffer Soliisyon ( 10 mM Tris-HCI, pH: 8.0)

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢Oziilmistir ve HCI ile pH:8.0’¢

ayarlanmigtir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmustir.

2.1.3.2.4.2. Deterjan Soliisyon

1.75 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oéziilmiistiir ve 1.67 mL Triton X-100 eklenerek

HCI ile pH:7.6’ya ayarlanmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile ile

tamamlanmaistir.
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2.1.3.2.5. SDS-PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.2. SDS-PAGE stok soliisyonlari ve hazirlanigi

Stok Soliisyonlari

Tris-HCI, 2 M

Tris-HCI, 1 M

SDS (%10)

Gliserol (%50)

Bromfenol mavisi (%1)

Hazirlanisi

24.2 g Tris tartihir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, derisik
HCl ile pH:8.8’¢ ayarlanip distile su ile 100 mL’ye

tamamlanir.

12.1 g Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, derisik
HCl ile pH:6.8’¢ ayarlanip distile su ile 100 mL’ye

tamamlanir.

10 g SDS tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

50 mL %100’liik gliserol tartilip distile su ile 100 mL’ye

tamamlanir.

100 mg bromfenol mavisi tartilip, 10 mL distile su i¢inde

¢Oziiliir.

33



2.1.3.2.6. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.3. SDS-PAGE calisma soliisyonlari

Calisma Soliisyonlar:

Soliisyon A %30
Akrilamid %0.8
Bisakrilamid (100 mL)

Soliisyon B (4x) (100 mL)

Soliisyon C (4x) (100 mL)

Amonyum persiilfat %10’ luk
(5mL)

Elektroforez Tamponu (1L)

Ornek Tamponu (5x) (10 mL)

Hazirlanmisi

29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilip distile
su ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢oziiliir.

Buzdolabinda saklanir.

2 M Tris-HCI (pH:8.8) 75 mL, %10’luk SDS 4 mL,
distile su 21 mL. Buzdolabinda saklanir.

1 M Tris-HCI (pH:6.8) 50 mL, %10’luk SDS 4 mL,

distile su 46 mL. Buzdolabinda saklanir.

0.5 g amonyum persiilfat tartilarak distile su ile

5 mL’ye tamamlanir.

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

distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH:8.3

1 M Tris-HCI (pH:6.8) 0.6 mL, %50 gliserol 5 mL,
%10 SDS 2 mL, 0.5 mL 2-merkaptoetanol, %1
bromfenol mavisi 1 mL, 0.9 mL distile su.

Buzdolabinda saklanir.
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2.1.3.2.6.1. Ayirici Jelin Bilesimi (% 12’lik)

Cizelge 2.4. Ayrici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 7.8 mL
Soliisyon B (Stok) 6 mL
Distile su 10.08 mL
Amonyum persiilfat 79.2 uL
TEMED 15.6 uL

2.1.3.2.6.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (%04’liik)

Cizelge 2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

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

Distile su 4.67 mL
Amonyum persiilfat 27 uL
TEMED 6.6 uL

2.1.3.2.7. Coomassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0.1 Coomassie Brillant Blue boya tartilarak, %12’lik glasiyal asetik asit ve %50’lik

metanol ile karistirilarak ¢oziilmiistiir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Kizilirmak, Tirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Admi akarsu yataginda bulunan, 3. zaman
ortalarinda ¢6kelmis kirmizi renkteki kumlu-Killi tortudan almaktadir [65]. Baslica
kollar1 Delice, Devrez ve Gokirmak’tir. Yagmur ve kar sulariyla beslenen nehrin
rejimi diizensizdir. Ortalama debisi 184 m?/sn olan nehrin 35 yillik gézlem siiresince
ortalama akimi en az 18,4 m’sn ve en cok 1.673 m®/sn debiye ulastigi tespit
edilmistir. Kizilirmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirtkkale, Ankara,
Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve c¢ayin sularinm
toplayarak Bafra Burnu'ndan Karadeniz'e ulasir (Sekil 2.1). Nehir tizerinde 12 6nemli
baraj vardir. Bunlar sirastyla; Imranli, Yamula, Bayramhacih, Hirfanl, Kesikkoprii,

Kapulukaya, Bugra, Obruk, Dutludere, Boyabat, Altinkaya ve Derbent’dir [66].

AAAAA

Sekil 2.1. Kizilirmak’1in lokasyonu [65]

Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya agilan kapis1 olma, Makine Kimya
Endiistrisi ile Tipras Rafinerisi gibi biiylik sanayi kuruluslarini. biinyesinde
barindirma ve Kizilhirmak gibi Tirkiye’nin en biiyiikk nehirlerinden birinin

giizergahinda yer almasindan dolay:1 oldukg¢a 6nemli illerimizden biridir. Kirikkale
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ilinde sanayi olduk¢a gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi

kuruluslart Kizilirmak Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir. [67].

2.2.2. Ornekleri Toplanmasi

Kirikkale-Kizirirmak tizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen 12

bolgeden Eyliil 2009°da su 6rnekleri toplanmustir.

Cizelge 2.6. Orneklerin alindig1 bélgeler ve koordinatlar:

Bolge
No

10

11

12

Bolge Ad1

Kesikkoprii Barajt
Girisi
Kesikkoprii Baraji
Su Tutma Bendi

Erdemli Mah.-
Sarimusalli Mevkii

Akkosan Merkez
Mevkii
Egribiik-Akkosan
Y. Mevkii
Bucakyazi-
Sazbucagi Mevkii
Sulubiik-Kiyibagi
Mevkii
Kapulukaya Barajt
Girisi
Kapulukaya Barajt
Su Tutma Bendi
Asagiyazi Kum
Ocag1 Mevkii

Mezbahane-MKE
Tesisleri Mevkii

Irmak Mevkii-
Kizilirmak 11 Siniri

Cikist

Bolge Koordinatlari

39°23'53,41"K, 33°25' 18,44"D, 775 m
39°22'50,98"K, 33°24' 56,99'"D, 819,5 m
39°26'54,60"K, 33° 23'25,53"D, 781 m
39°28' 25,39 "K, 33°24'00,99"D, 801 m
39°32'26,97"K, 33° 23' 59,54"D, 760 m
39°33'51,02"K, 33° 24' 38,51"D, 750,5 m
39°37' 04,85"K, 33°26' 11,19"D, 771 m
39°39'42,39"K, 33°27' 13,46"D, 766,5 m
39°44' 08,62"K, 33° 28' 59,95"D, 741 m
39°46'56,08" K, 33°27'42,27"D, 718,5 m

39°50'00,92"K, 33°28'07,85"D, 706,5 m

39°56' 53,25"K, 33° 25' 04,24"D, 699,5 m
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2.2.3. Aliiminyum ve Baryuma Direncli Suslarin Belirlenmesi

Al ve Ba agir metallerine direngli bakterilerin se¢imi i¢in agir metal igeren ortam
kullanilmistir. 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden Al ve Ba agir metallerine direncli
suslar1 segmek icin literatiirde belirlenen konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 AIC13.6H,0 ve
BaCl,.2H,0 agir metalleri igeren nutrient agar (NA) ortamlari hazirlanmigtir. Bu
ortamlarda her bolgeden alinan su 6rnekleri seyreltme yapilarak ekilmistir. 37°C’°de
48 saat inkiibe edilen 6rneklerden iireme olan Al ve Ba direncli koloniler secilerek

saflagtirma iglemi yapilmistir.

2.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

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

hiicrelerin diizenlenmesi gzlemlenmistir.

2.25. Aliiminyum ve Baryuma Direncli Bakterilerin MIK Degerlerinin

Belirlenmesi

Al ve Ba agir metallerine direngli suslarin MiK degerleri, nutrient agar ortamina
giderek artan konsantrasyonlarda AICl3.6H,0 ve BaCl,.2H,0 eklenerek saptanmustir.
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir ve tireme olan petrilerdeki kiiltiirler daha ytiksek
konsantrasyonlardaki ayr1 ayr1 Al ve Ba metalleri bulunan ortamlara ekilmistir. 48
saat sonunda iireme goriilmeyen suslarin son agir metal konsatrasyonu MIK degeri

olarak saptanmistir.
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2.2.6. izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Al ve Ba direncli suslar izole edilmistir. Bu suslarin MIK
degerleri belirlenmistir ve en yiiksek MIK degerine sahip direngli suslar segilmistir.
Secilen suslarin morfolojik ozellikleri belirlenmis, APl 20 kitleri kullanilarak

biyokimyasal testleri yapilmis ve bu sonuglara gore suslar tanimlanmistir [68,69].

2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direncliligi

Kizilirmak’ tan izole edilen suslarin Al ve Ba agir metallerine direncli her bir susun,
bu calisma icin secilen diger agir metallere direnclilikleri de tespit edilmistir.

Boylece suslarin goklu metal direnglilik profilleri belirlenmistir.

Al direngli susun, ¢oklu metal direnglilik profilini belirlemek i¢in degisik
konsantrasyonlarda Cd, Ba, Li, Cr, Mn, Pb, Co, Fe, Cu, Sn, Ni, Zn, Hg, Sb, Sr agir
metallerini iceren NA besiyerleri hazirlanmistir. Ekim yapilan besiyerleri 37°C 48
saat inkiibe edilmistir. Ureme goriilen suslarin ortama ekilen metale kars1 direngli,
tireme goriilmeyenlerin ise o metale kargi duyarli oldugu tespit edilmistir. Ba direngli

suslarda ise Al direncli susta kullanilan metod uygulanmistir.

Al direngli susun antibiyotik direnglilik profilini belirlemek i¢in Al igermeyen NA
besiyeri hazirlanmistir. Ekim yapilan besiyerine Cizelge 2.1’de belirtilen antibiyotik
diskleri uygulanmis 37°C 48 saat inkiibe edilmistir. Disk etrafinda zon goriilmesi o
antibiyotige duyarli oldugu, zon goriilmemesi durumunda direngli oldugu tespit

edilmistir. Ba direngli suslarda ise Al direngli susta kullanilan metod uygulanmistir.
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2.2.8. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Al ve Ba metallerinin bulundugu NB ortaminda,
kiltlirlerden 100 pL 6rnek alinarak, 100 mL NB i¢inde inokiile edilmistir. Bu islem
belirlenen konsantrasyonlarda Al ve Ba metallerinin bulundugu NB ortamlari igin de
tekrarlanmigtir. Kiiltiirler 37°C’de calkalamali olarak inkiibe edilmis ve 0.saatten
itibaren, ODgoo nm’de, her iki saate bir spektrofotometre ile dl¢iim degerleri alinarak

tireme egrisi ¢ikarilmistir.

2.2.9. Plazmit DNA izolasyonu

Saflastirilmis izolatlardaki plazmitlerin varlig: alkali lizat metodunun modifiye hali
kullanilarak saptanmustir [70]. Plazmiti izole edilecek bakterilerin, 100 mL’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda AlCI3.6H,0
ve BaCl,.2H,O metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmistir.
37°C’de 24 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden 1.5 mL alinarak 12.500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatant atilmistir ve tekrar 1.5 mL kiiltiir konularak iglem
tekrarlanmigtir. Pelletlerin tizerine 100 uL GTE (glukoz/ tris/ EDTA) ilave edilmistir
ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmistir. 200 pL, 0.2 N NaOH/ %1 SDS
soliisyonun fiizerine ilave edilerek ¢ok yavas karistirilmistir ve 5 dakika
bekletilmistir. 150 uL, 3 M potasyum asetat ilave edilmistir ve karistirilarak 5 dakika
bekletilmistir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilen soliisyonun st kismi
toplama tiipline alinarak pellet kism1 atilmistir. %100°liik etanolden 900 pL tiiplere
konulmus ve -20°C’de 1 gece bekletilmistir. Gece sonunda beklemis olan soliisyon
13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant kismi atilmistir. Pellet
tizerine %70’lik etanolden 1 mL eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminden sonra {ist faz atilmig ve pellet lizerine 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 Al ve Ba direngli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve
Horn [71] tarafindan tanimlanan metoda gére yapilmistir. 15 mL’lik kiltir 5000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine
5.7 mL TE tamponu eklenmis ve Karistirilmigtir. Daha sonra 30 puL %10 SDS, 30 uL
proteinaz 55 karisim tizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe edilmistir.
Kloroform/izoamil alkol soliisyonu ekleyerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant yeni tliplere alinarak fenol/kloroform/izoamil alkol tamponu
eklenmis ve tekrar 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet iizerine 0.6
hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilarak pellet tizerine 5 mL %70’lik etanol eklenmis ve 10 dakika santrifiij
edilmistir. Etanol uzaklastirilmis ve pellet kurutularak 200 uL TE tamponu eklenmis
ve -20°C’de saklanmustir.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Yiiklenmesi

%1,5’luk jel hazirlamak i¢in, 1.5 g agaroz 100 mL 10x TAE tamponu ile
coziildiikten sonra 1sitilarak eritilmistir. Cozelti yaklasik 40°C’ye kadar sogutulup,
jel kiivetine dokiilmiistiir ve iizerine jel taragi yerlestirilmistir. Jel tamamen
polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilmistir. 20-25 pL’lik miktarlarda
DNA ornekleri alindiktan sonra mikropipet ile 6rnek kuyucuklarina yiliklenmistir.
Separe edilen plazmitlerin molekiiler agirliklarini belirlemek amaci ile jeldeki
kuyucuklardan birine 3 uL marker DNA (Sigma Lambda DNA Hind 111 ready to use
solution) yiiklenmistir. Jel, yiiriitme tankina yerlestirilmistir. Yiiritme tankina jelin
tizerini kaplayacak kadar yiiritme tamponu konulmustur. 100 V/cm? voltaj
uygulanarak 1.5 saatte yiiriitme islemi tamamlanmistir. Separasyon zamanini
sonlandirmak i¢in, yiikleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin jelde

katettigi mesafe bize yol gosterir.
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2.2.12. DNA’min Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel, yiiritme tankindan alinip boyama kabina
konulmustur ve jel iizerine 0.5 pg/mL konsantrasyonda etidyum bromid boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlast jeli 1 mM MgSO,
soliisyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri alinmistir. Daha sonra jel,

U.V. transilliiminator {izerine konularak fotograflari ¢ekilmistir [72].

2.2.13. Plazmit DNA’larin Molekiiler Agirhiklarinin Belirlenmesi

Plazmit DNA’larin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla Lambda DNA Hind
IIT marker referans alinarak, her bir jel i¢in ayr1 ayri standart egri ¢izilmistir. Jel
tizerindeki marker bantlarinin yiiriidiigi mesafe ve bantlarin bilinen molekiil
agirliklar1 ile standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen DNA

bantlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.14. Plazmit Eliminasyonu (Plazmit Curing)

Izole edilen Al direngli ve Ba direncli bakterilerin plazmit izolasyonu yapildiktan
sonra plazmit varlig1 belirlenen Ba direncgli sus icin yiiksek sicaklik kullanilarak

plazmit eliminasyon (curing) ¢aligmalart yapilmistir [73].

2.2.15. Total Protein Izolasyonu

Al ve Ba metallerine direngli suslarin total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve
arkadaglar1 [74] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. 100 mL’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda AICl3.6H,0
ve BaCl,.2H,0 metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapilmistir.
Kiiltiirlerden besiyerlerini uzaklastirmak igin santrifij yapilmistir. Elde edilen

pelletlerin iizerine 5 mL steril su eklenerek 2 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.
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Pelletler tizerine 2 mL fosfat tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devirde
sonikasyon islemi uygulanmistir. 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij isleminden sonra
siipernatant temiz tliplere transfer edilmistir. 75 pL Ornek iizerine 75 pL Ornek
tamponu ilave edilmistir. Elektroforez islemi dncesinde 6rnekler 100°C’de 10 dakika

kaynatilmistir.

2.2.16. Dis Membran Protein izolasyonu

D1s membran proteinleri Achtman ve arkadaslari [75] tarafindan tanimlanan metoda
gore elde edilmistir. Dig membran proteinleri izole edilecek bakterilerin, 100 mL’lik
metal igcermeyen NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda
AICI3.6H,0 ve BaCl;.2H,0 metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri
yapilmistir. Kiiltiirler log fazinin ortalarinda alinarak santrifiij edilmistir ve besiyeri
uzaklastirilmistir. 10 mL, 10 mM Tris-HCI tamponu pelletler iizerine eklenerek
sonikasyon (80 sn, %50 devir) islemi ile hiicreler parcalanmistir. Parcalanan hiicreler
3000 rpm’de, 20 dakika, 4°C’de santrifiij yapilarak uzaklagtirilmistir. Siipernatant
temiz tiiplere alinarak 20.000 rpm, 60 dakika, 4°C’de santrifiij yapilmigtir. Pelletler
tizerine 150 pL steril su eklenerek -20°C’de 1 gece bekletilmistir. -20°C’den alinan
orneklere 200 pl Triton-X iceren soliisyon eklenmistir ve 20 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Ornekler 20°C’de, 90 dakika, 2000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Pelletler tizerine 50 pL 6rnek tamponu eklenmistir ve elektroforezden dnce 100°C’de

5 dakika bekletilmistir.

2.2.17. Dis Membran ve Total Protein Bantlarinmin DNA’larin Molekiiler

Agirhiklarinin Belirlenmesi

D1s membran ve total protein bandlarinin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla
Protein Weight Marker MW-SDS-70 referans alinarak, jel iizerindeki marker
bantlarin yiiridiigi mesafe ve bantlarin bilinen molekiil agirlik degerleri ile
standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen protein bantlarinin molekiil

agirliklart hesaplanmistir.
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2.2.18. SDS-PAGE Jellerin Hazirlanmasi

Dis membran ve total protein anaizlerinde Laemli’ye gore %4 liik dengeleyici jel ve
%12’lik ayirict jel kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) yapilmistir [76].

2.2.18.1. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1,5 M
Tris- HCI (pH 8.6), 500 mL %10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 mL %10’luk
SDS birbirine iyice karigtirildiktan sonra 30 mL TEMED (N, N, tetraetilen diamid)
ilave edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir.
Jelin ist kismu distile su ile kaplanarak hava ile temast 6nlenmis ve jel 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 iyice
karistirildiktan sonra 20 mL TEMED ilave edilmistir. Bu karisim, polimerize olan
ayirma jelinin iizerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli iizerine

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

2.2.18.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

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

ortalama 1 saat ylriitiilmustiir.
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2.2.18.4. SDS-PAGE Jellerin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitleme ¢ozeltisi igerisinde bir
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 [77].

Jellerin fotograflar karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla lizerinde gekilmistir.

2.2.18.5. Protein Bantlarimin Yogunluk (Intensity) Ol¢iimii

SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar, jel
goriintiileme cihazi (Corestream Molecular Imaging Software Standart Edition)
kullanilarak proteinlerin goéreceli miktarlarin1 belirlemek i¢in taranmistir. Protein
bantlariin verdigi pik absorbans degerleri jel goriintilleme cihazi {izerinde
kaydedilmistir. Her bir bant icin ii¢ farkli yerlerde tarama yapilmis, degerlerin
ortalamasi alinmistir. Yatay konumdaki protein bantlar1 arasindaki mesafe iki bant
arasindaki tepe noktalarinin dik bir eksende birlestirilmesiyle jel goriintiilleme cihazi
ile belirlenmistir. Bu oranlarin giivenilirligi bagimsiz olarak programlanmis

bilgisayar analizi kullanilarak belirlenen grafik ile desteklenmistir [78].
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Aliminyum ve Baryum Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MIK

Degerlerinin Belirlenmesi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bdlgeden alinan su 6rneklerinden Al ve
Ba direngli suslar izole edilmistir. Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi Al’ye direngli 8 sus
ve Ba’ya direngli 11 sus izole edilerek, MiK degerleri saptanmustir. Al i¢in MIK
degeri 300 mg/L olan sus 11. bolgeden izole edilmis ve Al1l olarak kodlanmistir. Ba
i¢in ise en yiiksek MIK degeri 2700 mg/L olan iki sus 1 ve 11. bolgelerden izole

edilmis ve sirastyla Ba01 ve Ball olarak kodlanmiglardir.

Cizelge 3.1. Aliiminyum ve baryum direngli suslarin bolgelere gore yayilimi

izolasyon Bolgesi

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

AICI36H20 + - - - - + + + + + + +
BaCl,.2H,0O + + + + + + + - + + + +

(-), negatif; (+), pozitif
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3.2.Bakterilerin identifikasyonu

Cizelge 3.2.°de Al ve Ba direncli suslarin molekiiler ve biyokimyasal 6zellikleri

belirlenerek tanimlamasi yapilmustir.

Cizelge 3.2. Al ve Ba direncli suslarinin biyokimyasal 6zellikler

Direrﬁ:lli Sus Ba Direncli Suslar
Biyokimyasal Testler Alll Ba01l Ball
Sekil Kok Kok Kok
Gram Reaksiyon (+) (+) O]
Akiskanlik Mukoid Mukoid Mukoid
Optik Ozellikler Opak Opak Opak
Pigment Turuncu Turuncu Sarimtirak
DP300 (DP3) - + -
Ure (URE) + + -
Inositol (INO) - - -
Arabinoz (ARA) - - -
Sitrat (CIT) - - -
Mannitol (MAN) + + -
Glukoz (GLU) + + +
Malonat (MAL) - - -
Ksiloz (XYL) - - -
Arjinin (ARG) - - -
Asetamin (ACE) - - -
Rafinoz (RAF) - - -
Hidrojen sulfur (H,S) + + -
Eskiilin (ESC) - - -
Sorbitol (SOR) - - -
Ornitin (ORN) + + +
Laktoz %10 (LAC)
Siikroz (SUC) + + -
Ramnoz (RHA) - - -
Oksidaz (OXI) - - -
Tammlanan Tiirler Staphylococcus | Staphylococcus | Stenotrophomonas

aureus aureus rhizophila

(-), negatif; (+), pozitif
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Cizelge 3.2’de gosterildigi gibi Al direngli Al01 kodlu sus Gram pozitif kok olan
Staphylococcus aureus olarak belirlenmistir. Ba direngli BaOl kodlu olan sus yine
Gram pozitif kok olan Staphylococcus aureus olarak belirlenmistir. Ba direngli Ball
kodlu olan susun ise Gram negatif kok olan Stenotrophomonas rhizophila oldugu
belirlenmistir. Bu sonuclara gore Al’ye ve Ba’ya direngli. S. aureus’un laktoz,
stikroz, glukoz ve mannitol pozitif oldugu belirlenmistir. S. rhizophila nin ise glukoz,

ornitin ve laktoz pozitif oldugu belirlenmistir.

3.3. Izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnglilik Profilleri

Izole edilen aliiminyum direncli sus Staphylococcus aureus ile baryum direncli
Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila suslarinin ¢oklu metal ve

antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.

3.3.1. Aliiminyum Direncli Staphylococcus aureus Susunun Coklu Metal ve
Antibiyotik Direnglilik Profilleri

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

konsantrasyonlarda duyarli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Al direngli Staphylococcus aureus susunun ¢oklu metal direnglilik

profili
Kullamlan Metal Konsantrasyon Direnglilik Profili
Formu (mg/L) Staphylococcus aureus

Hg(NO3);H,0 195 S
Pb(NO3), 1200 R

MnSO, 1000 S
ZnSO,47H,0 825 S

FeCl; 450 S
CuSO45H,0 450 S
K(Sb0)C4H,Oq 1400 S

AgNO; 8 R
Cd(NOs)2H;0 750 5
SnCl,2H,0 160 R

Licl 5000 R
NiSO,7H,0 395 S
BaCl,2H,0 2700 R

CrN3zOq 1050 S
Sr(NOs), 2000 S
Co(NO3)2H;0 750 5

R, direngli; S, duyarlt

Al direncli Staphylococcus aureus susunun Cizelge 3.4°te gosterildigi gibi amikacin,
aztreonam, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem, netilcimin, pefloxacin,
piperacilin, piperacilin/tazobactam, ticarcillin ve ticarcillin/CA gibi antibiyotiklere

kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.4. Al direncli Staphylococcus aureus susunun antibiyotik direnglilik
profili

Antibiyotikler

Direnclilik
(ng/disk)

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

O ;W n O 0 0V O O 0 30 0 0 0 0 0 Ol |ln O O 0 n O Ol n O

R, direngli; S, duyarlt

3.3.2. Baryum Direncli Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila
Suslarinin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

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

oldugu belirlenmistir.

Ba direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun ise gizelge 3.5’de gosterildigi gibi
Pb, Ag, Sn, Li, Al, Sr ve Ni metallerine ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir. Hg,
Mn, Zn, Fe, Cu, Sb, Cd, Co ve Cr metallerine kars1 ise kullanilan konsantrasyonlarda

duyarli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Ba direngli Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila

suslarmin ¢oklu metal direnglilik profili

Kullanilan Konsantrasyon Direnglilik Profili
Metal Formu (mg/L) Staphylococcus Stenotrophomonas
aureus rhizophila
Hg(NO3);H,0 195 S S
Pb(NO5), 1200 s R
MnSQO, 1000 S S
ZnS0,7H,0 825 S S
FeCls 450 s S
CuSO,5H,0 450 S S
K(SbO)C4HOs 1400 s S
AgNO; 8 R R
Cd(NO3)2H,0 750 s s
SnCl,2H,0 160 S R
LiCl 5000 R R
AICI36H,0 300 S R
Co(NO3)2H,0 750 S S
CrN;O, 1050 R s
Sr(NOs), 2000 R R
NiSO,7H,0 395 S R

R, direncli; S, duyarl
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Ba direngli Staphylococcus aureus susunun Cizelge 3.6°da gosterildigi  gibi
aztreonam, ceftazidime, gentamicin, trimeth-sulfa ve tobramycin gibi antibiyotiklere

kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir.

Ba direncli Stenotrophomonas rhizophila susunun ise Cizelge 3.6’de gosterildigi gibi
ampicillin, aztreonam, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin, gentamicin,
erythromycin, imipenem, netilcimin, oxacillin, pefloxacin, penicillin, piperacilin,
piperacilin/tazobactam, ticarcillin, ticarcillin/CA, trimeth-sulfa ve tobramycin gibi

antibiyotiklere kars1 ¢coklu direng gdsterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.6. Ba direncli Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila

suglarinin antibiyotik direnclilik profili

Direnclilik Profili
Antibiyotikler (ng/disk) Staphylococcus Stenotrophomonas
aureus rhizophila
Amikacin (30) S S
Amoxycillin/CA (20/10) S S
Ampicilin (10) S R
Aztreonam (30) R R
Bacitracin (10) S S
Cefepime (5) S R
Ceftazidime (30) R R
Ciprofloxacin (5) S R
Chloramphenicol (30) S S
Gentamicin (10) R R
Erythromycin (15) S R
Imipenem (10) S R
Netilcimin (30) S R
Oxacillin (1) S R
Pefloxacin (5) S R
Penicillin (10) S R
Piperacilin (100) S R
Piperacilin/Tazobactam (100/10) S R
Rifampin (5) S S
Sulbactam/CFP (7530) S S
Tetracycline (30) S S
Ticarcillin (75) S R
Ticarcillin/CA (75/10) S R
Trimeth-sulfa (25) R R
Tobramycin (10) R R
Vancomycin (30) S S

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

3.4.1. Aliiminyum Direncli Bakterinin Ureme Egrisi

Aliminyum direngli Staphylococcus aureus susunun ireme egrisi Sekil 3.1’ de
verilmistir. S.aureus susunun Al i¢eren ortamda yaklasik 4. saatten sonra logaritmik
artis fazina gectigi goriilmektedir. Bununla beraber metal iceren ortamda OD’nin az

olmasina ragmen yaklasik 36 saatlik bir logaritmik faz tespit edilmistir.

OD 440 (nM)

zaman (saat)

Sekil 3.1. Al direngli Staphylococcus aureus susunun (=) Al igermeyen ortam ve

(=) Al igeren ortamdaki tireme egrisi
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3.4.2. Baryum Direncli Bakterilerin Ureme Egrisi

Baryum direngli Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila suslarinin

tireme egrileri Sekil 3.2 ve Sekil 3.3°de gosterilmistir.

Ba direngli S.aureus susunun (Sekil 3.2) metal igeren ve metal icermeyen her iki
ortamda da gecikme fazinin uzun oldugu goriilmektedir. Ancak Ba igeren ortamda

OD’de %50°den fazla azalma oldugu belirlenmistir.

1,5 A

0D 4o (nm)
=

O « N4 ¥ T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
zaman (saat)

Sekil 3.2. Ba direngli Staphylococcus aureus susunun (=) Ba igermeyen ortam ve

(—) Baigeren ortamdaki iireme egrisi

Ba direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun ise baryum igeren ortamda daha
kisa bir gecikme fazi gegirdikten sonra logaritmik faza daha cabuk gectigi tespit

edilmistir. Her iki ortamda da bakterinin OD’si paralellik gostermistir (Sekil 3.3).
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OD 40 (NnM)

zaman (saat)

Sekil 3.3. Ba direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun (=) Ba igermeyen

ortam ve (——) baryum igeren ortamdaki {ireme egrisi

3.5. Bakterilerin Plazmit DNA Profilleri ve Kromozomal DNA Lokasyonu

Aliiminyum ve baryum direngli suglarin metal direngliligi ile plazmit profilleri
arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla metal igeren ve igcermeyen ortamlarda
tiretilen bakterilerden plazmit DNA izolasyonu ve plazmit eliminasyon calismalart

yapilmistir.

3.5.1. Aliiminyum Direncli Bakterinin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal
DNA Lokasyonu

Aliiminyum direngli Staphylococcus aureus susunun plazmit DNA profili ve
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Her bir jel icin ayr1 ayri elde edilen ve
Sekil 3.5’te bir orne8i gosterilen standart egri ile molekiiler agirligi bilinmeyen
plazmit DNA’larin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Sekil 3.4’te gosterildigi gibi
aliminyum igermeyen ortamda 31 kb biyiikliginde bir plazmit DNA tespit
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edilmigtir. Aliminyum igeren ortamda ise herhangi bir plazmit varlig

gosterilememistir.

31kb —p

231kb —p

94kb
65kb —»

chr

43kbh —»

23kb
202kb —P

Sekil 3.4. Staphylococcus aureus susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA
lokasyonu

M, marker (Lambda Hind I1l); 1, aliiminyum i¢ermeyen ortam;

2, aliminyum igeren ortam; chr, kromozomal DNA

1,6 -

1,4 - ®
1,2

0,8 - L 2

0,6 - 2
0,4 -
0,2 -

log (kb)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

mesafe (mm)

Sekil 3.5. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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3.5.2. Baryum Direncili Bakterilerin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA
Lokasyonu

Baryum direngli Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila suslarinin
plazmit DNA profili ve kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Baryum direngli
Staphylococcus aureus’da baryum igeren ortamda 277 ve 215 kb biiyiikliigiinde 2
adet mega plazmit belirlenmistir. Buna karsilik metal icermeyen ortamda herhangi
bir plazmit varligi goriilmemistir. Plazmit eliminasyonu c¢alismalar1 sonrasinda
Staphylococcus aureus susunun tiim plazmitleri elimine edilmis, metal ve antibiyotik
direnglilik profillerinde ise bir degisiklik olmadigi goriilmiistir. Bu sonuglar
dogrultusunda metal ve antibiyotik diren¢ genlerinin kromozomal DNA iizerinde

oldugu belirlenmistir.

277 Kb
215 kb 215Kkh —p
102 kb 102k —
18kb —p 18kb —> +— chr
(a) (b)

Sekil 3.6. Staphylococcus aureus susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA

lokasyonu
(a) 1, baryum igermeyen; 2, baryum igeren ortam,
(b) 1, plazmit DNA eliminasyonu oncesi, 2, plazmit DNA eliminasyon sonrast,

chr, kromozomal DNA, M, Marker (Agrobacterium tumefaciens 215,102 ve 18 kb)
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Sekil 3.7°de gosterildigi gibi baryum direngli Stenotrophomonas rhizophila’da ise
baryum igeren ve igermeyen her iki ortamda da plazmit varligi tespit edilememistir.
Bu sonuglar dogrultusunda metal ve antibiyotik direng genlerinin bu sus icin de

kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir.

23,1kb
9,4 kb
6,5 kb

<4— chr

4,3 kb

2,3kb
2,02 kb

Sekil 3.7. Stenotrophomonas rhizophila susunun plazmit DNA profili ve

kromozomal DNA lokasyonu

M, marker (Lambda Hind I11), 1, baryum igermeyen;, 2, baryum igeren ortam,

chr, kromozomal DNA
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3.6. Bakterilerin Dis Membran ve Total Protein Profili

Aliiminyum ve baryum direngli suglarin metal iceren ve igermeyen ortamlardaki dis

membran ve total protein profilleri incelenmistir.

3.6.1. Aliiminyum Direncli Susun Total Protein Profili

Aliminyum direngli Staphylococcus aureus susunun total protein profili
belirlenmistir ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. Sekil 3.9°da bir 6rnegi gosterilen ve her
bir jel i¢in ayr1 ayr elde edilen standart egri ile molekiiler agirliklar1 bilinmeyen
protein bantlarinin molekiiler agirliklart belirlenmistir. Total protein analizleri
sonucunda Staphylococcus aureus susunun aliiminyum igeren ortamda 125, 84, 68,
55 ve 37 kDa biiyiikliigiindeki protein bantlarinin ekspresyonlarinda sirasiyla 1.7,
2.3, 1.5 ve 3.0 kat azalma tespit edilmistir. Diger proteinlerin ekspresyonlarinda ise

herhangi bir degisiklik belirlenememistir.

M 1 2

250kDz2 —»
130kD2 —» 55D

100kDa —»
70 £Ds —p = +— $4iDa
B «— 68 kDa

55kDa —»
«—37kDa

35 kDa —»

25 kD2 —p

Sekil 3.8. Al direngli Staphylococcus aureus susunun total protein profili

M, marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder); 1, Al igermeyen;

2, Al igeren ortam
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log (kDa)

0,5 A

0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Mesafe (mm)

Sekil 3.9. Total protein ve dis membran protein molekiiler agirlik belirleme standart

egrisi

3.6.2. Baryum Direncli Suslarin Dis Membran ve Total Protein Profilleri

Baryum direngli Staphylococcus aureus susunun total protein profili belirlenmistir ve
sekil 3.10°da gosterilmistir. Sekil 3.9’ da bir 6rnegi gosterilen ve her bir jel i¢in ayr1
ayr elde edilen standart egri ile molekiiler agirliklar: bilinmeyen protein bantlarinin
molekiiler agirliklart belirlenmistir. Total protein analizi sonucunda Staphylococcus
aureus susunun baryum iceren ortamda 130 kDa’luk bandin metal igeren ortamda
eksprese olmadig1 gozlemlenmistir. Ayrica 250,145, 125, 87, 63, 51 ve 42 kDa’luk

bantlarin ekspresyonlarinda azalma tespit edilmistir.
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M 1 2

p—
250kDa —» e
145kDa
130kDs —» 24
S . 155KDa
100kDa —» g -_—

70 kD2 —> -l*— §7kDs

55 kD2 — g

<« 63kDa
< 51kDa
- 2k

35 kDa —p g

25 KDz —»

Sekil 3.10. Ba direngli Staphylococcus aureus susunun total protein profili
M, marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder); 1, Ba igermeyen; 2, Ba igeren

ortam
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Baryum direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun ise total protein ve dis
membran protein profilleri belirlenmistir ve Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de
gosterilmistir. Total protein analizi sonucunda Stenotrophomonas rhizophila susunun
baryum iceren ortamda 72 ve 19 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonlarinin 5’er
kat arttig1 tespit edilmistir. Bu susun dis membran protein analizi sonucunda ise

bantlarin ekspresyonunda herhangi bir degisiklik tespit edilememistir.

250kDa —p ™=
130kDa —p =
0kDa — )
55kDa —p .
4— 49kDa
35kDa —p ‘
25kDa —p ‘

4— 19kDa

Sekil 3.11. Ba direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun total protein profili

M, marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder); 1, Ba igermeyen;

2, Ba igeren ortam
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P —r «— 169kDa

130kDa — «.

<— 118kDa
100kDa —»

0kDa —p 8 - +— 36kDa

+— 62kDa
55kDa —p S

35 kDa

25.kDa —»

Sekil 3.12. Ba direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun dis membran protein
profili

M, marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder); 1, Ba igermeyen;

2, Ba i¢eren ortam
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4) TARTISMA-SONUC

Kirikkale-Kizilirmak’tan MiK degeri 300 mg/L (1.24 mM) olan aliiminyuma direncli
bir sus izole edilmis ve bu susun biyokimyasal oOzellikleri esas alinarak
Staphylococcus aureus olarak tanimlanmustir. Ayrica MIK degeri 2700 mg/L (11.05
mM) olan baryuma direngli iki ayr1i sus daha izole edilmis ve biyokimyasal
Ozellikleri esas alinarak sirasiyla, Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas

rhizophila olarak tanimlanmislardir.

Spain ve arkadaslarmin [79], E.coli ile yaptiklari ¢alismada bu susun MIK
degerlerini; civa i¢in 0.01 mM, giimiis i¢in 0.02 mM, kadmiyum igin 0.05 mM,
kobalt igin 1 mM, nikel i¢in 1mM, krom i¢in 10 mM, antimon i¢in 5 mM ve

aliminyum igin 2 mM olarak belirlemislerdir.

Konishi ve arkadaglar1 [80], asidik c¢ay tarlalarindan izole ettikleri
mikroorganizmanin  yiiksek aliminyum konsantrasyonu ve disiik pH’de
iireyebildigini tespit etmislerdir. izole edilen bu mikroorganizma Flavobacterium sp.
olarak  tamimlanmisgtir. Bu  mikroorganizmanin 2000 mg/L  aliiminyum

konsantrasyonuna kadar aliiminyumu tolere ettigini rapor etmislerdir.

Kawai ve arkadaslar1 [29], c¢ay tarlalarindan asit ve aliiminyum direngli
mikroorganizmalar izole etmislerdir. izole edilen strainler Penicillium sp.,
Penicillium janthinellum Biourge ve Trichoderma asperellum olarak tanimlanmistir.

Bu bakterilerin aliminyumu 100-200 mM’a kadar tolere ettikleri tespit etmiglerdir.

Jackson ve arkadaglarinin [81], yaptig1 bir ¢alismada Plankenburg nehrindeki metal
konsantrasyonlarint Al i¢in 11.56 mg/L, Ni i¢in 0.17 mg/L, Fe igin 12.2 mg/L
oldugunu tespit etmislerdir. Olast metal dayanikliligina sahip mikroorganizmalar
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Delftia tsuruhatensis A90, Kocuria kristinae 6J-5b,
Comamonas  testosteroni  WDL7, Stenotrophomonas  maltophilia 776,
Staphylococcus sp. MOLA:313, Micrococcus sp. TPR14, Sphingomonas sp. 8b-1 ve

Microbacterium sp. PAO-12. olarak tanimlamiglardir. Lemire ve arkadaslar1 [82],
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yapmig olduklar1 ¢aligmada Pseudomonas fluorescens’in Al ile miicadelede ve bu
kirleticinin dekontaminasyonunda yararli olabilecegini rapor etmislerdir. Bu
calismada P. fluorescens’in Al’yi 0.05 mM’den 50 mM konsantrasyona kadar tolere
etme yeteneginin oldugunu gostermislerdir. Ken-ichiro ve arkadaslar1 [83] Panicum
repens denilen bir su otundan aliiminyum dayamikli bakteri straini AL46""yi izole
etmislerdir. 16 S TRNA sekans analizine gore strain AL46" in, tiir bazinda Acidocella
facilis ve Acidocella aminolytica’ya yakin oldugunu belirtmislerdir. Beris [20],
yapmis oldugu calismada Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin 100 mM
aliminyum direncine sahip oldugunu gostermistir. Sivolodskii [84], yaptig
calismada sentetik besin ortami kullanarak Pseudomonas suslarinin baryum
iyonlarina karst duyarliligmi saptamistir. Bakterilerin baryum iyonlarina karsi
duyarliligini belirlemek i¢in baryum kloriirii dilue edilerek besiyerine uygulamstir.

Bu calismada baryum i¢in MiK degeri 0.5-6 g/L olarak belirtilmistir.

Antibiyotik ve metal diren¢ genlerinin genellikle plazmit veya transpozonlarda ve
ayni genetik elemanlarda birlikte bulunmalari nedeniyle Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler arasinda antibiyotik direnciyle birlikte agir metal direncinin de
yatay gecisinin miimkiin oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, antibiyotikler direngli
bakterilerin 6zellikle hastane ortamlarinda seleksiyona ugramalari, agir metallere
direngli suglarin da seleksiyonla baskin hale gelmesi ya da tersi anlamini
tagimaktadir. Antibiyotiklere direng saglayan beta-laktamazlar, aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler vb. gibi molekiilleri kodlayan genler kromozomda,
plazmitlerde veya transpozonlarda bulunur. Kromozomda bulunanlar da ortamda
antibiyotik bulundugu i¢in olugsmamuislardir; ya intrensik olarak esasen mevcutturlar
(bazen antibiyotik bu genlerin ekspresyonunu indiikler), ya bu genleri tasiyan bir
bakteriden transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyonla ya da plazmit veya
transpozondaki genlerin kromozoma integrasyonu ile kazanilir. Plazmitler ve
transpozonlar gibi genetik elementler veya bunlardaki diren¢ determinantlari (beta-
laktamaz enzimlerinin, aminoglikozidleri modifiye eden enzimlerin vb. genleri)
antibiyotik bulundugu icin olusmazlar. Bu genetik elementler esasen dogada
bulunmaktadir. Bunlar1 antibiyotik {ireten mikroorganizmalarla aym1 ortamda

yasamak durumunda olan bakterilere doganin bagisladigr bir savunma araci gibi
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diistinebiliriz. Duyarli bir bakteri bu genetik elementleri ancak bir genetik olayla

kazanabilmektedir.

Calismamizda, aliiminyum direngli ve baryum direngli bakterilerin diger agir
metallere karst ¢oklu direnglilik profilleri incelenmis ve aliiminyum direngli
Staphylococcus aureus susunun ¢oklu metal direnglilik profiline bakildiginda Li, Ba,
Pb, Ag, Sn metallerine ve ayrica amikacin, aztreonam, cefepime, ceftazidime,
ciprofloxacin, imipenem, netilcimin, pefloxacin, piperacilin, piperacilin/tazobactam,
ticarcillin ve ticarcillin/CA gibi antibiyotiklere karsi ¢coklu direng gosterdigi tespit

edilmistir.

Saxena ve arkadaglari [85], izole ettikleri Pseudomonas putida S4 susunun
aliminyum, bakir, ¢inko, nikel ve kobalt gibi agir metallere kars1 direng gosterdigini
tespit etmislerdir. Bu bakterinin 1 mM Al, 1 mM Cu, 1| mM Ni, | mM Co ve 2 mM

Zn varliginda tireyebildigini rapor etmislerdir.

Calismamizda, baryum direngli Staphylococcus aureus susunun ise Li, Cr, Ag, Sr
metallerine ve aztreonam, ceftazidime, gentamicin, trimeth-sulfa ve tobramycin gibi
antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmisken, baryum direncli diger
bir sus olan Stenotrophomonas rhizophila’min Al, Li, Pb, Ag, Sn, Ni ve Sr
metallerine ve ampicillin, aztreonam, cefepime, ceftazidime, -ciprofloxacin,
gentamicin, erythromycin, imipenem, netilcimin, oxacillin, pefloxacin, penicillin,
piperacilin, piperacilin/tazobactam, ticarcillin, ticarcillin/CA, trimeth-sulfa ve

tobramycin gibi antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir.

Ugur ve Ceylan [86], klinik orneklerden izole ettikleri Staphylococcus tiirlerinin
kobalt basta olmak iizere kursun ve krom gibi birden fazla metale karsi direng
gosterdiklerini ve ayrica bu izolatlarin penisiline de direngli olduklarini tespit

etmislerdir.
Altalhi [87], yaptig1 ¢alismada bakteri popiilasyonlarinin Vitis vinifera L (asma)

bitkisi ile iligkisini kurmaya caligmistir. Bu ¢alismada degisik bolgelerden topladig

bitkilerin yaprak ve sap érneklerinden toplam 111 bakteri izole etmistir. zole edilen
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bu bakterileri Staphylococcus, Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Methylococcus, Xanthomonas, Vibrio, Bacillus, Micrococcus,
Planococcus, Acetobacter ve Streptomyces olmak tizere 14 cins altinda toplamuistir.
Tim izolatlarin plazmiti, DNA igerigi, antibiyotik ve agir metal direngliligini
calismistir. Bu izolatlarin MIK degerlerini Cu ve Cd igin 50 pg/mL, Hg igin 10
pug/mL, Mn, Ni ve Zn i¢in ise 200 pg/mL olarak belirlemistir. Ayrica izolatlarin
%357’ sinin ampisilin, %53 linlin kanamisin ve %26’sin1in tetrasiklin antibiyotiklerine

kars1 direngli oldugunu rapor etmistir.

Ozer [88], yapmis oldugu calismada giimiis direncli ve stronsiyum direngli
bakterilerin diger agir metallere kars1 direnglilik profillerini incelemis ve giimiis
direncli Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas putida’ya gore daha fazla agir metale
ve antibiyotige direng gosterdigini tespit etmistir. Pseudomonas putida ve Klebsiella
pneumoniae suslarimin Al, Li, Sn, Ni, Sr metallerine ve aztreonam, pefloxacin,
ticarcillin ve ticarcillin/CA antibiyotiklerine ortak direng gosterdiklerini saptanmustir.
Stronsiyum direngli suslarin ¢oklu metal direnglilik profiline bakildiginda
Sphingomonas paucimobilis’in metal direngliliginin Pseudomonas fluorescens’e gore
daha fazla oldugu belirlenmistir. Antibiyotik direnglilik profili incelendiginde ise,
Pseudomonas fluorescens’in daha fazla antibiyotige direng gosterdigi goriilmiistiir.
Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens suslarimin Al, Li, Ba, Ni
metallerine ve aztreonam, pefloxacin, tobramycin ve gentamicin antibiyotiklerine

ortak direng gosterdiklerini saptamistir.

Aktan [89], Kizilirmak’tan izole ettigi E. faecalis’in Ag, Al, Ba, Cr, Fe, Li, Ni, Sn, Sr
ve Zn metallerine de direngli oldugunu belirlemistir. Ayrica bu susun amikasin,
aztreonam ve gentamisin antibiyotiklerine karsi da direnglilik gosterdigini tespit

etmistir.

Turali [90], Kizilirmak’tan izole ettigi Cu direngli P. putida'n:n Al, Li, Ag, Ni, Zn
metallerine kars1 direngli oldugunu belirlemistir. Antibiyotiklerden ise aztreonam,
gentamisin, bacitrasin, eritromisin, sefalotin, pefloksasin, ticarsillin ve vankomisine

direncli oldugunu belirlemistir.
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Orman [91], yaptig1 ¢alismada lityum direncli S. aureus un antibiyotik ve diger agir
metallere kars1 ¢coklu direnglilik profillerini incelemis ve S. aureus 'un Ag, Sn, Ni, Al,
Ba, Sr gibi metallere ve ampicilin, aztreonam gentamicin, imipenem, oxacillin,
penicillin, piperacilin, trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng
gosterdigini tespit etmistir. Kalay direngli P. agglomerans susunun ise Pb, Sh, Ag,
Li, Al, Ba, Sr gibi metallere ve bacitracin, oxacillin, trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere

kars1 ¢oklu direng gosterdigini tespit etmistir.

Akbulut [92], Mn ve Zn direngli bakterilerin ¢oklu-metal ve antibiyotik
direngliliklerini incelemistir. Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter
haemolyticus suslarinin Al, Li, Ba, Pb, Fe, Ag, Cu, Sn, Ni, Zn, Sb, Sr metallerine
coklu direng gosterdigi tespit etmistir. Zn direngli Acinetobacter haemolyticus
susunun ise Mn, Ag, Cu, Sn, Li, Al, Ba, Sr ve Ni metallerine karst ¢coklu direng
gosterdigi belirtmistir. Mn direngli bakterilerden Serratia marcescens’in ceftazidime,
piperacillin, piperacillin/tazobactam antibiyotiklerine, Acinetobacter
haemolyticus’un ise aztreonam, ceftazidime, gentamicin, oxacillin, piperacillin,
piperacillin/tazobactam ve trimeth-sulfa antibiyotiklerine kars1 ¢oklu direng
gosterdigini tespit etmistir. Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun ise
gentamicin, pefloxacin, trimeth-sulfa antibiyotiklerine kars1 ¢oklu direng gosterdigini

belirlemistir.

Agir metal direncliligi ile ilgili genlerin plazmit DNA iizerinde mi yoksa
kromozomal DNA {izerinde mi oldugunu belirlemek amaciyla aliiminyum direncli

sus ile baryum direngli suslarin plazmit DNA profilleri belirlenmistir.

Yapilan deneylerde, Staphylococcus aureus’un aliiminyum igermeyen ortamda 31 kb
agirhi@inda plazmit bulundurdugu, ancak aliiminyum igeren ortamda ise herhangi bir
plazmit bulundurmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle bu susun aliiminyum direnglilik

genlerinin kromozomal DNA iizerinde kodlanmis oldugu belirlenmisrtir.
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Beris [20], Anoxybacillus gonensis G2 bakterisi ile yaptig1 caligmada aliiminyum
direnglilik geninin, “pHK281” olarak adlandirilan plazmitte bulundugunu tespit
etmistir. Bu bulgu bizim bulgumuzdan farklilik gostermektedir. Diger taraftan Wood
[93], Pseudomonas fluorescens ve Rhizobium bakterileriyle c¢alismis ve bu
bakterilerdeki aliminyum direncinin plazmit aracili olmadigini rapor etmistir. Bu
bulgu ise bizim bulgumuz ile paralellik gostermektedir. Direng genlerinin bakteriler
arasinda yayilmasinda transpozonlarin ¢ok biiylik rolii vardir. Bir¢cok direng¢ geni
transpozon denilen DNA elementlerinde yer alirlar. Transpozonlarin bakteriyofaj-
plazmit-bakteri ~ kromozomu  arasinda  birinden  digerine  atlamalarin
(transpozisyonlarini) saglayan genleri de vardir. Bu nedenle sigrayici genler olarak
da tanimlanabilirler. Bu 6zellikleri dolayisiyla 6rnegin kromozomal olan bir direng
genini bakteride bulunan bir plazmite, plazmitte kodlanan bir diren¢ genini bakteri
kromozomuna veya bir baska plazmite gecirebilirler. Bu da bakteriler arasinda direng

genlerinin yayilmasina yol acar.

Baryum direncli Staphylococcus aureus ve Stenotrophomonas rhizophila suslarinin
da plazmit profilleri belirlenmistir. Stenotrophomonas rhizophila susunda, baryum
iceren ve baryum igermeyen her iki ortamda da herhangi bir plazmit varlig: tespit
edilememistir. Bu veriler dogrultusunda bu susun da baryum direnglilik genlerinin

kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir.

Baryum direngli diger bir sus olan Staphylococcus aureus’un ise baryum icermeyen
ortamda herhangi bir plazmit varlig: tespit edilmezken, baryum igeren ortamda 277
kb ve 215 kb agirhginda 2 adet mega plazmit icerdigi belirlenmistir. Plazmit
eliminasyon ¢aligmalar1 sonucunda tiim plazmitleri elimine edilen baryum direngli
Staphylococcus aureus susunun metal ve antibiyotik direnglilik profillerinde
herhangi bir degisiklik belirlenememistir. Bu veriler dogrultusunda bu susun da

baryum direng genlerinin kromozol DNA koékenli oldugu belirlenmistir.

Literatiirde baryum direngliligi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

nedenle yaptigimiz ¢alisma 6zgiin bir nitelik tasimaktadir.
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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 icinde sentezlenen sitozol
proteinlerini hem de =zar proteinleriyle birlikte hiicre dis1 bilesenlerini de
icerebilmektedir [91].

Calismamizda, aliiminyum direngli Staphylococcus aureus susunun total protein
profili belirlenmistir. Total protein analizleri sonucunda Staphylococcus aureus
susunun aliminyum iceren ortamda 125, 84, 68, 55 ve 37 kDa biiyiikliiglindeki
protein bantlarinin ekspresyonlarinda sirasiyla 1.7, 2.3, 1.5 ve 3.0 kat azalma tespit
edilmistir. Bakterilerin metal varlifinda kendini korumaya almak i¢in s6z konusu

metal baglayan proteinlerinin ekspresyonunu azalttigi diistiniilmektedir.

Baryum direngli Staphylococcus aureus susunun da total protein profili
belirlenmistir. Total protein analizi sonucunda Staphylococcus aureus susunun
baryum igeren ortamda 130 kDa’luk bandin eksprese olmadigi gézlemlenmistir.
Ayrica 250, 145, 125, 87, 63, 51 ve 42 kDa’luk bantlarin ekspresyonlarinda azalma
tespit edilmistir. Benzer sekilde bu bakterinin de metal varliginda kendini korumaya
almak i¢in s6z konusu metali baglayan proteinlerinin ekspresyonunu ya tamamen

durdurdugu ya da azalttig1 diistiniilmektedir.

Orman [91], Kizilirmak’tan izole ettigi lityuma direngli S.aureus susu ile kalaya
direngli P. Agglomerans susunun total protein analiz ¢alismalari sonucunda metal

varhiginda total protein ekspresyonlarinin arttigini tespit etmistir.

Baryum direngli Stenotrophomonas rhizophila susunun ise total protein ve dis
membran protein profilleri belirlenmistir. Total protein analizi sonucunda bu susun
baryum igeren ortamda 72 ve 19 kDa boyutlarindaki bantlarin ekspresyonlarinin 5’er
kat arttig1 tespit edilmistir. Dis membran protein analizi sonucunda ise bantlarin

ekspresyonunda herhangi bir degisiklik tespit edilememistir.
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Tural [90], Kirikkale-Kizilirmak’tan izole ettigi bakir direngli P. putida ve krom
direngli Enterococcus faecalis suslarinin total protein analiz ¢alismalari sonucunda
krom ve bakir direngli suslarin metal varliginda total protein ekspresyonlarinin

arttigini tespit etmistir.

Aktan [89], Kizilirmak’tan izole ettigi kursun direngli Enterecoccus faecalis susunun
total protein analiz galismalar1 sonucunda Kkursun varliginda bazi proteinlerin

ekspresyonunun arttigini tespit etmistir.

Ozer [88], Kizilirmak’tan izole ettigi giimiise direncli P. putida ve K. pneumoniae
suslart ile stronsiyuma direngli S. paucimobilis ve P. fluorescens suslarinin total ve
dis membran protein analizleri sonucunda metal varliginin giimiis ve stronsiyumun

total ve dig membran proteinlerinin ekspresyonununu arttigini tespit etmistir.

Akbulut [92], Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun dis membran ve total
protein profillerini incelemistir. Yapmis oldugu ¢alismalar sonucunda total ve dis
membran proteinlerinin her ikisinin birden bu sus i¢in Zn direncinde etkin rol

oynadigini tespit etmistir.

Yapilan bu tez calismasi ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen aliiminyum ve
baryum direncli suslar molekiiler 6zellikleri bakimindan incelenmistir. Biyokimyasal
Ozellikler esas alinarak aliiminyum ve baryum direngli suslar tanimlanmis, coklu
metal ve antibiyotik direnglilik profilleri, plazmit DNA profilleri, kKromozomal DNA
lokasyonlari, total ve dig mebran protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal

direnclilik mekanizmasi ile iliskisi kurulmaya ¢aligilmistir.
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