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ÖZET 

 

 

KURŞUNA DİRENÇLİ ÇEVRE İZOLATI OLAN Enterococcus faecalis’in 

 

BİYOKİMYASAL ve MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

 

AKTAN, Yasin 
 

Kırıkkale Üniversitesi 
 

Fen Bilimleri Enstitüsü 
 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 
 

Danışman: Doç. Dr. Sema TAN 

 

Ortak Danışman: Doç. Dr. Bülent İÇGEN 
 

Nisan 2012, 94 sayfa 

 
 

 

Mikroorganizmalar toksik metallere dayanabilmek için çeşitli mekanizmalar 

geliştirmiştir. Ancak literatürde kurşuna dirençli mikroorganizmalarla yapılan 

çalışmalar sınırlı sayıdadır. Bu çalışmanın amacı, Kırıkkale il sınırları içinden geçen 

Kızılırmak’tan kurşuna dirençli bakterilerin izole edilmesi ve tanımlanmasıdır. 

Kurşuna direnç gösteren 33 izolattan minimal inhibitör konsantrasyonu (MİK) değeri 

1200 µg mL
-1

 olan bir izolat seçilmiş, biyokimyasal ve moleküler karakterizasyonu 

sonucu Enterococcus faecalis olarak tanımlanmıştır. Kurşunun yanı sıra bu izolatın 

alüminyum, baryum, çinko, demir, gümüş, kalay, krom, lityum, nikel, stronsiyum 

gibi ağır metallere, amikasin, aztreonam ve gentamisin gibi antibiyotiklere karşı 

dirençli olduğu gösterilmiştir. Yapılan DNA çalışmaları sonucunda Enterococcus 

faecalis suşunun kurşun direnç genlerinin plazmid yerine kromozomal DNA 

üzerinde olduğu bulunmuştur. Total protein izolasyonu ile bu proteinlerin 

Enterococcus faecalis suşunun kurşun direnç mekanizmasında işlevsel olduğu 

gösterilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Kurşuna dirençli bakteri, moleküler karakterizasyon,                                                             

ağır metal dirençliliği,  biyokimyasal karakterizasyon 
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ABSTRACT 
 

 
 

BIOCHEMICAL and MOLECULAR CHARACTERIZATION  

 

of LEAD-RESISTANT ENVIROMENTAL  

 

ISOLATES of Enterococcus faecalis  
 

AKTAN, Yasin 
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Deparment of Biology, M. Sc. Thesis 
 

Supervisor: Assoc. Prof. Sema TAN 

 

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Bülent İÇGEN 
 

             April 2012, 94 Pages 

 

 

Microorganisms have developed mechanisms of coping with a variety of toxic 

metals; however, few studies have explored microbial resistance to lead. The aim of 

present study is to isolate and identify lead-resistant bacteria from the river 

Kızılırmak along the city Kırıkkale, Turkey. Of thirty-three isolates, one lead-

resistant isolate with a minimal inhibitory concentration of 1200 µg mL
-1 

was 

isolated and identified as Enterococcus faecalis by using biochemical tests and 

molecular characterization.  The isolate was shown to be resistant to other heavy 

metals like aluminum, barium, zinc, iron, silver, tin, chromium, lithium, nickel, 

strontium and resistance to the antibiotics amikacin, aztreonam, gentamycin. 

The lead resistance genes of Enterococcus faecalis were found out to be  located on 

the chromosomal DNA rather than the plasmid. Total protein isolation results 

revealed the importance of these proteins in lead of Enterococcus faecalis.  

 

Key Words: Lead-resistant bacteria, molecular chracterization, heavy metal 

resistance, biochemical characterization 
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1. GİRİŞ 

 

Çağımızda doğal dengeyi, insan ve hayvan sağlığını tehdit eden en önemli 

tehlikelerin başında çevre sorunları gelmektedir. Hızla artan dünya nüfusunun 

beslenmesi, gelişen endüstrilerin ve daha uygar yaşama düzeyi sağlama amacı ile 

sürdürülen çabaların istenilmeyen bir sonucu olarak ortaya çıkan bu konu, 

günümüzde de giderek artan boyutlarda önemini korumaktadır. Çevre kirliliği 

insanoğlunun var oluşuyla ortaya çıkmış, kentsel büyüme ve endüstriyel 

gelişmeye paralel olarak da artmıştır. Sonuçta ekosistemin büyük bir bölümünü 

oluşturan sucul sistem, eninde sonunda atıklar için alıcı ortam olarak 

kullanılmıştır. Doğal dengeyi bozan bu kirleticiler; organik maddeler, endüstriyel 

atıklar, petrol ve türevleri, yapay tarımsal gübreler, deterjanlar, radyoaktif 

maddeler, pestisidler, inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler ve atık 

ısı olarak gruplandırılabilirler. Bu gruplandırmaya göre ağır metaller, endüstriyel 

atıklar içinde yer alıp ekosistemi tehdit etmektedir [1-3]. Bunlar her geçen gün 

büyük miktarlarda doğal ve endüstriyel kaynaklardan, evsel atıklardan, zirai 

kaynaklardan ve atmosferik kirleticilerden çevreye yayılmakta ve değişik yollarla 

nehir, göl ve denizlere ulaşmaktadırlar. Sucul ortama giren bu maddeler burada 

yaşayan gerek hayvansal, gerekse de bitkisel canlılar üzerinde birçok olumsuzluğa 

sebep olmaktadırlar [4, 5]. 

 

Çeşitli endüstriyel faaliyetlerden kaynaklanan atık suların içinde bazen eser 

miktarlarda, bazen de yüksek konsantrasyonlarda metaller bulunabilir [6]. Bugün 

sanayide 40’dan fazla metal ve alaşımın kullanıldığı bilinmektedir [7]. Sulardaki 

ağır metal kirliliğinin sebeplerinin başında madencilik endüstrisi gelmektedir. 

Maden cevherlerinden metallerin ayrıştırılması sırasında meydana gelen atıklar, 

çoğu kez maruz kaldıkları işlemlerle aktifleşerek birer kirlilik kaynağı haline 

gelmektedir [8]. Bu metal grupları atmosferik etkilerle çözünerek, yeryüzü ve 

yeraltı sularına geçmekte ve organizmalarda birikerek canlı hayatını tehdit 

etmektedir [9, 10]. 
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Normal koşullarda ağır metallerin doğadaki düzeyi düşüktür [11]. Sürekli ve 

kullanıma bağlı kirlenmenin yanı sıra kazalar sonucu da ağır metallerin çevreye 

yayılımı önemli miktarlara ulaşabilmektedir. Yıllık olarak doğal çevrimler sonucu 

7600 ton kadmiyum (Cd), 18800 ton arsenik (As), 3600 ton civa (Hg), 332000 ton 

kurşun (Pb) atmosfere atılmakta iken insan faaliyetleri sonucu deşarj edilen 

miktarlar dikkate alındığında ise selenyum (Se) (19 kat), Cd (8 kat), Hg, Pb, kalay 

(Sn) (6 kat), As, nikel (Ni) ve krom (Cr) (3 kat)  daha fazladır [12, 13]. 

 

Ağır metal kirliliğinin büyük bir yüzdesini Pb ve Hg metal kontaminasyonunun 

oluşturduğu söylenebilir. Pb ve bileşikleri boru, oluk, tabak, para, boya üretimi ve 

kozmetik gibi alanlarda yaygın bir şekilde kullanılmaktadır [14, 15]. Özellikle 

Pb’li benzin kullanımı ile çevresel Pb kontaminasyonu artmaktadır. Pb biyolojik 

olarak parçalanmaz, nontoksik forma çevrilemez. Yerkabuğundan çıkarılan 300 

milyon ton Pb’nin yarısı çevreyi kontamine etmiş durumdadır ve günümüzde 

yıllık Pb üretimi 3.4 milyon tondur ve vücuttaki toplam Pb yükü endüstri öncesi 

dönemin maksimum 1000 mislidir. Yüksek miktarda ve tekrarlanan Pb 

kontaminasyonu ağızda metalik tat, mide ağrısı, kusma, sinir sistemi hasarı ve 

ölüme kadar uzanan sonuçlar doğurabilir. Önemli bir enzim inhibitörü olan Pb, 

özellikle Se ve sülfür (S
-2

) içeren enzimlerde denatürasyona ve aktivite kaybına 

neden olmaktadır [16-18]. 

 

Doğal veya sentetik kimyasal bileşiklerin kullanımı ile insanlar bütün 

organizmaların seçici çevresini değiştirmiştir. Bu, özellikle bakteriler gibi çok kısa 

üreme zamanlarına sahip organizmalar üzerinde güçlü etkilere sahiptir. Ağır 

metallerin ve bazı organik bileşiklerin yaygın üretimi ve kullanımı; çeşitli organik 

bileşikleri parçalayabilme yeteneği ile ağır metallere karşı direnç içeren belirli 

genotipler için seçici olan bakteriyel çevreyi değiştirmiştir [19]. 

 

Mikroorganizmalardaki metal dirençlilik mekanizmaları; geçirgen bariyer 

sayesinde metallerin hücre dışında bırakılması, aktif transport ile metalin 

mikroorganizmadan uzaklaştırılması, intrasellüler ayrım, metallerin enzimatik 

detoksifikasyon ile daha az toksik hale getirilmesi ve hücresel hedeflerin metal 

duyarlılıklarının azaltılması şeklinde olabileceği bildirilmiştir [20, 21]. Son 
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zamanlarda çevresel kontaminantların ortamdan uzaklaştırılması amacıyla 

mikroorganizmaların biyodegradatif özelliklerinden yararlanılmaktadır [22]. 

 

Bu çalışmanın amacı; Kırıkkale-Kızılırmak’tan Pb dirençli bakterileri izole 

ederek, biyokimyasal ve moleküler karakterizasyonunu yapmaktır. 

 

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

[23]. Kırıkkale’de kurulan ilk sanayi kuruluşu 1929’da faaliyete geçen silah 

sanayisidir. Daha sonra silah fabrikalarının sayısı artmış, barut, silah, prinç ve 

çelik fabrikaları, 1987 yılında da petrol rafinerisi kurulmuştur [24]. Günümüzde 

200.000’i aşan nüfusu ile Türkiye’nin en önemli askeri ve stratejik sanayi 

tesislerinden silah fabrikaları ile petrol rafinerisi gibi ülkesel ölçekte sanayi 

yatırımlarının konumlandığı Kırıkkale kentinin gelişimi, 1925 yılında İmalât-ı 

Harbiye (Silah Sanayi) fabrikalarının kurulması ile başlamıştır. Ancak, tarımsal 

nitelikli bir kırsal yerleşme alanında, merkezi yönetim kararlarıyla ivme 

kazandırılan sanayileşme sürecinin getirdiği hızlı büyüme ve kentleşme 

taleplerinin, kentsel mekân organizasyonları üzerindeki yansımaları, plânsız 

kentsel gelişme, artan yapı yoğunlukları ve tüketilen çevresel değerler biçiminde 

olmuştur [25]. Bilindiği gibi sanayileşmenin gelişmekte ve nüfusun hızla artmakta 

olduğu bölgelerde; çevre sorunları gündeme gelmekte, nehirlere, göllere ve 

denizlere arıtılmadan akıtılan bol miktardaki ev ve sanayi atıkları, çevrenin aşırı 

kirlenmesine neden olmaktadır [26]. 

 

Kızılırmak Nehri, Türkiye sınırlarından doğan, Kırıkkale’nin 3-4 km kadar 

batısından geçen ve tekrar Türkiye sınırları içerisine dökülen en uzun nehirdir,  İç 

Anadolu’nun en doğusunda bulunan Sivas ilinden başlayarak Bafra Burnu’ndan 

Karadeniz’e dökülür [27, 28]. Kızılırmak, havzasındaki insan aktiviteleri 

nedeniyle yüksek miktarda besin elementleri, iz metaller ve diğer bileşiklerin 

yüklerini taşımaktadır [29]. Ülkemizin en verimli deltalarından olan Kızılırmak 

Deltası’nda tarımda verimliliği arttırmak için gübre ve ilaç kullanımlarının son 

derece bilinçsiz olduğu, yeterince bilgi desteği alamadıkları, kendi bilgileri veya 

kimyasal gübre-ilaç bayilerinin yönlendirmeleri ile hareket ettikleri 

gözlenmektedir [30].  
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Kızılırmak ile ilgili olarak literatürde benzer nitelikte yeterince çalışma mevcut 

değildir. Özer [31] yaptığı yüksek lisans çalışmasında Kırıkkale-Kızılırmak’tan izole 

edilen gümüş (Ag) ve stronsiyum (Sr) dirençli bakterilerin biyokimyasal ve 

genetiksel karakterizasyonunu çalışmıştır. Minimal inhibitör konsantrasyonu (MİK) 

değeri (8 µg mL
-1

) gösteren Ag’ye dirençli iki bakteri izole etmiş, biyokimyasal 

testlerine göre Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae olarak tanımlamıştır. 

Her iki suşun da alüminyum (Al), lityum (Li), Sn, Ni ve Sr metallerine dirençli 

olduğunu belirlemiştir. En yüksek MİK değeri (2000 µg mL
-1

) gösteren Sr dirençli 

iki bakteri izole etmiş, biyokimyasal testlerini dikkate alarak Sphingomonas 

paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens olarak tanımlanmıştır. Her iki suşun da 

Al, Li, baryum (Ba) ve Ni metallerine dirençli olduğunu saptamıştır. Dolayısıyla 

yapılan bu çalışma Türkiye için önemli bir nehir olan Kızılırmak ile ilgili 

literatürdeki eksikliğin giderilmesine katkıda bulunacaktır.  

 

Doğal uyum teorisi [32] göz önüne alındığında, ağır metal toleransına sahip 

mikroorganizmaları içeren endüstriyel drenaj örnekleri, Kırıkkale sınırlarından 

geçen Kızılırmak’tan toplanmıştır. Bu amaçla, 12 istasyon belirlenmiştir. 

Belirlenen 12 istasyondan su örnekleri alınmış, elde edilen izolatların antibiyotik 

ve çoklu metal dirençlilik düzeylerine bakılmış, plazmit ve protein profilleri 

belirlenmiştir. Pb dirençli bakterilerde; dirençliliğin plazmit ile bağlantısının olup 

olmadığı araştırılmış, total protein profili çıkarılmıştır. 
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1.1. Kaynak Özetleri 

 

Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde ağır metal ve türevlerinin çevrede yaygın 

olarak bulunması endüstriyel faaliyetlerin doğal bir sonucudur [33]. Sanayi 

devriminden itibaren ağır metal üretiminin zirai, endüstriyel ve askeri 

uygulamalarla hızlı bir şekilde artması; özellikle endüstriyel toplumlarda önemli 

çevre problemlerinden birini ağır metallerin oluşturmasına neden olmuştur. 

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

kaynak ağır metal kirliliğini oluşturmaktadır [34, 35]. Endüstri kuruluşları, ağır 

metal giderimi için genellikle kimyasal presipitasyon işlemini veya şelat 

maddelerini kullanmaktadırlar. Asit maden drenajı ve atık su arıtma tesislerinde, 

ağır metallerin giderimi için genellikle kireç veya peroksit ile pH nötralizasyonu, 

ters osmoz ve iyon değişimi yöntemleri uygulanmaktadır. Geniş araştırma ve tüm 

bu metal giderimi için harcanan mali kaynaklar göz önünde bulundurulduğunda 

çoğunlukla tercih edilen yöntem, nötralizasyonu takip eden presipitasyon 

yöntemidir [36]. Genellikle, pH nötralizasyonunun başarılı olabilmesi için 

malzemelere gerekli reaktif yüzey alanı sağlamak amacıyla ince taneli olması 

gerekir [37]. Ayrıca,  presipitasyon ile oluşan metal hidroksit çamur gibi ikincil 

atıkların giderilmesinin maliyeti oldukça yüksek olmaktadır [38]. Bu geleneksel 

metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak giderilemeyebilir. Bunun dışında 

bu tekniklerin; pahalı ekipman ve takip sistemleri gerektirmesi, fazla kimyasal ve 

enerji ihtiyacının olması, toksik çamur ve diğer atık ürünler oluşturması gibi 

dezavantajları da vardır [39, 40]. 

 

Yukarıda anlatılan nedenlerden dolayı günümüzde metal iyonlarının sulu 

ortamlardan giderilmesi üzerine farklı teknolojiler geliştirmek önemlidir. Bu 

konuda geliştirilen yöntemlerden biri de biyosorpsiyon yöntemidir. Atıksulardan 

toksik ağır metallerin giderilmesinde mikrobiyal biyokütlelerin kullanılması, 

düşük maliyeti var olan metotlara alternatif oluşturmaktadır. Biyosorpsiyon 

teknolojisinin avantajları arasında atık sulardaki ağır metal konsantrasyonlarının 

çok düşük seviyelere indirgemesi, mikroorganizmanın bol miktarda ve kolayca 

üretilebilmesi sayılabilir. Bu biyosorbentler metal iyonlarının giderilmesinde 

yüksek seçiciliğe sahiptirler  [41, 42]. Bu yöntem ile çok seyreltik sulardan bile 
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kirleticiler etkili bir şekilde giderilebilmektedir. Biyosorpsiyon yönteminin diğer 

avantajları ise bu yöntemin yerinde uygulanabilen bir yöntem olması, çok özel 

dizaynlar ve endüstriyel işlemler gerektirmemesi ve birçok sistemle ekonomik bir 

şekilde birleştirilebilmesidir [43]. 

 

Özellikle mikroalgler, bakteri ve mantarların metal uzaklaştırma işlemi için 

kullanılması ile ilgili birçok çalışma bulunmaktadır [44, 45]. Mikroorganizmalar 

ile ağır metal giderimi, fiziksel ve kimyasal yöntemlere göre daha etkindir ve ağır 

metallerin gideriminin seçici olarak yapılmasına olanak sağlamaktadır [46].  

 

Aşırı dozda ağır metal; insan, hayvan ve bitkiler için tehlikeli olabilir. Çoğu 

organizmanın, özellikle bakterilerin detoksifikasyon yetenekleri vardır. Yani 

mineralizasyon, dönüşüm ve/veya kirleticilerin immobilizasyonunu yapabilirler ve 

biyosferin sürdürülebilirliğinde, biyojeokimyasal çevrimlerde önemli rol 

oynamaktadırlar [47]. Doğal ve endüstriyel süreçler nedeniyle ağır metallerin 

giderek daha fazla oranda bulunmasından dolayı mikroorganizmalar, ağır metal 

varlığına tahammül için bu ağır metalleri anaerobik solunumda terminal elektron 

alıcısı olarak kullanma mekanizması geliştirmişlerdir. Şimdiye kadar Cu, Zn, As, 

Cr, Cd ve Ni gibi metaller için tolerans mekanizmaları tespit edilmiş ve detaylı 

olarak açıklanmıştır [48]. Yapılan çeşitli çalışmalar, ağır metallerin 

mikroorganizmaların morfolojik ve biyokimyasal faaliyetlere etkisinin olduğunu 

göstermektedir [49]. Uzun ve kısa vadeli stresin örneğin; yüksek sıcaklık, pH veya 

kimyasal kirlilik gibi etkenlerin suda yaşayan bakteri populasyonlarının tür 

çeşitliliğinde ve plazmid insidansını etkilediğine dair çalışmalar yapılmıştır. Bazı 

mikrobiyal suşlar, direnç için genetik belirleyicilere sahiptir ki bu belirleyiciler, 

sıklıkla plazmidler üzerinde bulunur. Zehirli kimyasal atıkların olduğu bölgeden 

izole edilen bakteriler, temiz sulardan izole edilenlere göre daha sıklıkla plazmid 

DNA’sı içerirler ve antibiyotik dirençliliği gösterirler. Yapılan çalışmalarda, 

endüstriyel olarak kirli nehirlerde yaşayan Pseudomonas’da plazmid insidansının 

(%18), kirlilik olmayan bölgede yaşayan Pseudomonas spp. plazmid insidansına 

(%7) göre daha yüksek olduğu bulunmuştur [50]. Çeşitli habitatlarda yapılan 

çalışmalarda metal dirençlilik genlerinin konjugatif plazmidler [51-54] ve 

konjugatif transpozonlar [55, 56] üzerinde kodlandığı gösterilmektedir.  
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Ağır metallerle kontamine olmuş toprak ve sularda metabolik aktiviteleri ile ağır 

metalleri tolere edebilen özellikle Pseudomonas cinsine ait türler ve asidofilik 

mikroorganizmalar gelişebilmektedir [57]. Ağır metal kirliliğine cevap olarak ya 

metal-indükleyen ve hücreyi koruyabilen yeni proteinler sentezlenir [58] ya da 

metallere karşı dirençliliği kodlayan plazmidlere sahip metal iyon-dirençli 

Staphylococcus aureus [59] ve Alcaligenes eutrophus suşu (Ralstonia 

metallidurans) [60] gibi birçok mikroorganizma gelişebilir. Bakteriyel plazmidler, 

Ag
+
, AsO2

-
, AsO4

3-
, Cd

2+
, Co

2+
, CrO4

2-
, Cu

2+
, Hg

2+
, Ni

2+
, Pb

2+
, Sb

3+
, TeO3

2-
, Tl

+
 

ve Zn
2+

 gibi toksik metallere karşı direnç sistemlerini kodlarlar [61]. Ağır metal 

stresine maruz kalan mikroorganizmalar, bu toksik kirleticilere bazı proteinlerin 

sentezini artırarak veya yapımını azaltarak cevap vermektedir [62]. Birçok alg, 

fungi ve bakteri türlerinin metal iyonlarını adsorbe ettikleri ya da biriktirdikleri 

bilinmektedir [63]. 

 

Zolgharnein ve arkadaşları tarafından [64], Persian Körfezi’nden su, sediment ve 

endüstriyel atık su olmak üzere 3 ayrı bölgeden alınan örneklerden ağır metallere 

dirençli 35 bakteri izole edilmiş, bu bakterilerin, Cu, Pb, Cd ve Zn ağır metal 

dirençlilikleri test edilmiş ve dirençli olan bakterilerin, diğer bakterilere göre 

plazmide sahip olma sıklığı araştırılmıştır. İzolatların yaklaşık %66’sının plazmid 

taşıdığı belirlenmiştir. En fazla plazmid görülme sıklığı, endüstriyel atık sulardan 

izole edilen bakterilerde olup, oranı %48 olarak tespit edilmiştir. Deniz 

sedimentinden izole edilen bakterilerde plazmid sıklığı %30, sudan izole edilen 

bakterilerde ise bu oran %22 olarak belirlenmiştir. İzolatların hücre içerisine ağır 

metal alma kapasitelerinin farklı olduğu tespit edilmiş ve en iyi sonuç Delftia 

tsuruhatensis ve Pseudomonas’dan elde edilmiştir. 

 

Ansari ve Malik tarafından [65] endüstriyel atık sularla sulanan topraklardan 

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

miktarlarının fazla olduğu tespit edilmiştir. Bu toprak örneklerinden 

Enterobacteriaceae familyasına ve Pseudomonas spp. cinsine ait türler izole ve 

identifiye etmişler, MİK değerlerini Cd için 200, Zn ve Cu için 400, Ni için 800 ve 

Pb için 1600 µg mL
-1 

derişimlerinde belirlenmiştir. 
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Escherichia coli hücre duvarında ya da hücre zarında, metallere karşı bir 

geçirgenlik bariyeri oluşturarak metalleri hücre dışında tutar. Böylece, metallere 

hassas hücresel komponentler korumuş olur [66]. Diğer bir örnek, dış membran 

veya zarf tarafından spesifik olmayan metallerin bağlanmasıdır. Bu örnekler, 

bağlayıcı yerlerin doygunluğu nedeniyle kısıtlı metal koruma sağlamaktadır [67]. 

Metal iyonlarını bağlayabilme özelliğine sahip bakterilere Klebsiella aerogenes, 

Pseudomonas putida ve Arthrobacter viscosus örnek olarak verilebilir [68]. 

Toksik etkilerinin çoğu, biyolojik membrandan hızlı geçiş, intraselüler protein ve 

nükleik asitlere bağlanma olaylarının sonucudur [69]. 

 

Silver ve Nies’in yaptığı çalışmada [70, 71] K
+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Zn

2+
, Ni

2+
, PO4

3-
, 

SO4
2-

, AsO4
3-

, AsO
2-

, Co
2+

, Ag
+
 ve Pb

2+
 iyonlarının, taşıma sistemleri ile hücreden 

uzaklaştırıldığı belirlenmiştir. Araştırmacıların yaptığı çalışmalarla belirtilen 

metaller için şu sonuçlar bulunmuştur: K
+
’nın E. coli’de taşınması için üç 

kemiosmotik ve bir ATPaz sistemi olmak üzere dört ayrı sistem olduğu 

belirlenmiştir. Mg
2+

’nin S. typhimurium’da taşınımı için bir kemiosmotik ve iki 

ATPaz sistemi şeklinde üç ayrı sistem mekanizması açıklanmıştır. Mn
2+

’nin 

taşınması için Gr (-) ve Gr (+) bakterilerde kemiosmotik ve ATPaz sisteminin 

bulunduğu belirlenmiştir. Zn
2+

’nin E. coli’de taşınmasında ATPaz sistemi olduğu 

yeni yapılan çalışmalarla bulunmuştur. Cd
2+ 

ve Zn
2+

’nin Gr (+) bakterilerde bir 

fosfor-aspartat ara geçiş bileşiği oluşturulmasıyla beraber P-tipi ATPaz tarafından 

pompalandığı belirlenmiştir. Cd
2+

, Zn
2+

, Co
2+

 ve Ni
2+

’nin Gr (-) bakterilerde 

taşınması için membrandaki üç polipeptid kompleksi olan karmaşık bir iç 

membran proteini (CzcA), bir dış membran proteini (CzcC) ve membran proteini 

(CzcB) ile ilişkili protein tarafından aktifleştirilen iki değerlikli katyon/2 H
+ 

antiporter pompalama sistemi tarafından uzaklaştırıldığı belirlenmiştir. PO4
3-

’ün 

taşınımında E.coli ve Bacillus’ta Pit (kemiosmotik) ve Pst (ABC-ATPaz) 

sistemlerinin varlığı belirlenmiştir.  SO4
2-

’nin taşınmasında S. typhimurium’da beş 

bileşenli ABC-ATPaz sisteminin olduğu belirlenmiştir. AsO4
3-

, AsO2
-
, SbO

+
’nın 

taşınımında Mycobacterium leprae’de AsO4
3-

’ün enzimatik ArsC sistemi 

tarafından AsO2
- 

indirgendiği belirlenmiştir. Mycobacterium leprae’de AsO2
-
 ve 

SbO
+
’nın tek başına kemiosmotik fonksiyonu olan membran proteini ArsB 

tarafından veya beraberinde ATPaz proteini olan ArsA ile hücre dışına 
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pompalandığı da açıklanmıştır. Ag
+
’ya dirençlilik gösteren bakterilerin Ag

+ 

taşınmasında üç polipeptid içeren P-tipi ATPaz kemiosmotik değiştirici 

pompalama sisteminin etkin olduğu saptanmıştır. Pb
2+

 taşınmasında Alcaligenes 

spp.’de katyona özel P-tipi ATPaz sistemi olduğu belirlenmiştir. Fe
3+

’ün E. coli’de 

taşınması için Fe’nin farklı değerliklerine özgül şelat yapabilen siderofor 

bileşikleri tarafından oluşturulan en az beş ayrı sistemin etkin olduğu anlaşılmıştır. 

Hg
2+

’nin taşınımında Bacillus spp.’de organomerküriyalliyaz enzimatik 

zehirsizleştirme mekanizmasının olduğu belirlenmiştir. Cu
2+

’nin taşınmasında 

Pseudomonas spp.’de, bir iç membran proteini, bir dış membran proteini ve iki 

periplazmik bakır bağlayıcı protein içeren dört kompleksli bir polipeptidin etkin 

olduğu belirlenmiştir. Bunun yanında kromozomal olarak kodlanan P-tipi ATPaz 

taşıma sisteminin Cu
2+ 

veya Cu
+
’ya kısmi direnç sağladığı araştırıcıların yaptığı 

çalışmalarla belirlenmiştir. 

 

Pardo [72] tarafından yapılan çalışmada, -40 ºC’den -50 ºC’ye kadar soğutularak 

inaktive edilen Pseudomonas putida’nın Cd
2+

, Cu
2+

, Pb
2+

ve Zn
2+

’yi bağlayabildiği 

gösterilmiştir [72]. Chang ve arkadaşlarının [73] yaptığı benzer bir çalışmada, 

inaktif P. aeruginosa’nın Pb, Cu ve Cd’yi bağladığı tespit edilmiştir.  

 

Uğur ve Ceylan [74] tarafından yapılan bir diğer çalışmada ise, klinik örneklerden 

izole edilen Staphylococcus cinsine ait bakterilerin Cr ve Pb’ye dirençli, Ag’ye ise 

duyarlı olduğu tespit edilmiştir [74]. Richards ve arkadaşlarının [75] yaptığı bir 

çalışmada ise Frankia suşlarının çoğunun AsO4
3-

, Pb
2+

, SeO4
2- 

ve CrO4
2+

’ye 

dirençli oldukları tespit edilmiştir. 

 

 

1.1.1. Ağır Metal Nedir? 

 

Periyodik tablonun 2A grubundan 6A grubuna kadar geniş bir alanda yer alan 

elementler, ağır metaller olarak tanımlanmaktadır [76].  

 

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

yüksek bir yoğunluğa sahip metalik kimyasal elementler için kullanılır. Gerçekte 
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ağır metal tanımı fiziksel özellik açısından yoğunluğu 5 g/cm
3
’ten daha yüksek 

olan metaller içindir. Ağır metaller yer kabuğunun doğal bileşenleridir, 

yıkılamazlar ve yok edilemezler [77, 78].  Bu gruba Pb, Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, 

Hg ve Zn olmak üzere 60’tan fazla metal dahildir. Bu elementler doğaları gereği 

yerkürede genellikle karbonat, oksit, silikat ve sülfür halinde stabil bileşik olarak 

veya silikatlar içinde hapis olarak bulunurlar [78].  

 

Her ne kadar metaller yoğunluk değerinden hareketle gruplandırılmaya ve ekolojik 

sistem üzerindeki etkileri tanımlanmaya çalışılıyorsa da gerçekte metallerin 

yoğunluk değerleri, biyolojik etkilerini tanımlamaktan çok uzaktır. Bir elementin 

yoğunluğu aslında periyodik sistemdeki yerinin, kimyasal özellikleri de elementin 

ait olduğu grubun fonksiyonudur.  Metallerin ekolojik sistem üzerine etkilerinden 

bahsederken aslında metalin ait olduğu grubun ele alınması ve bu özelliğin 

vurgulanması biyolojik etki açısından çok daha anlamlıdır [79]. 

 

 

1.1.2. Ağır Metallerin Özellikleri 

 

Birçok ağır metal, d orbitallerinin tamamen dolu olması nedeniyle geçiş 

elementleridir. Bu d orbitalleri ağır metal katyonlarının redoks tepkimelerine 

girebilen ve giremeyen herhangi bir bileşik ile karmaşık yapı oluşturmaktadır [80]. 

Ağır metaller çevrede jeolojik ve biyolojik olarak transformasyonlara 

uğrayabilmektedirler [81].  Bu nedenle, ağır metaller birer iz element olarak birçok 

karmaşık biyokimyasal reaksiyonda önemli rol oynamaktadır [80]. Örneğin Ca
2+

, 

Co
2+

, Cr
6+

, Cu
2+

, Fe
2+

, K
1+

, Mg
2+

, Mn
2+

, Na
1+

, Ni
2+

 ve Zn
2+

 gibi metaller esansiyeldir 

ve besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, mikrobesin olarak redoks 

tepkimelerinde moleküllerin elektrostatik etkileşimlerini kararlı tutmak ve ozmotik 

basıncı kontrol etmek için enzimlerin bileşenleri şeklinde kullanılırlar. Fakat Ag
1+

, 

Al
3+

, Au
2+

, Cd
2+

, Pb
2+

 ve Hg
2+

 gibi ağır metallerin biyolojik bir önemleri olmadığı 

gibi mikroorganizmalara toksik etkileri bulunmaktadır. Bu toksik metaller önemli 

hücresel bileşenlerle kovalent ve iyonik bağlarla etkileşime girmektedirler [80, 21]. 

Bunların parçalanması ve taşınması sonucunda bulundukları yerlerden çok uzaklarda 

birikerek konsantrasyonları artabilmektedir. Grönland buzullarında Pb 
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konsantrasyonunun geçmiş yıllara göre çok fazla artması, bu metalin yeniden 

dağıldığının ve taşındığının bir göstergesidir [81]. 

 

Ağır metaller kayaçların ve dolayısıyla toprakların doğal bileşenleridir ve topraklar 

bileşimlerine bağlı olarak farklı oranlarda ve formlarda ağır metal içerirler. Ağır 

metallerin çevredeki jeolojik nedenlerle oluşan doğal dağılım deseni son yıllarda 

insanların neden olduğu etki ile önemli ölçüde değişmeye başlamıştır  [82, 83]. Ağır 

metaller, çok çeşitli kaynaklardan ortaya çıkabilmeleri, yaygın kirlenme nedeni 

oluşturmaları, çevre koşullarına dayanıklı olmaları, daima biyolojik sistemlere 

yönelik etki göstermeleri ve kolaylıkla besin zincirine girerek canlılarda artan 

yoğunluklarda birikebilmeleri nedenleriyle diğer kimyasal kirleticiler arasında ayrı 

bir önem taşırlar [84]. Bazı metaller canlılar için önemli olmalarına rağmen, belirli 

bir derişimden sonra canlı bünyesinde birikip toksik etki oluşturmaktadırlar [85]. 

Metalik kirlenmelerin çoğu sularda toplanır. Sularda toplanma, sularda çözünme 

şeklinde olabileceği gibi çözünmeden suların dibinde toplanma şeklinde de                   

olabilir [86]. Metaller sularda serbest iyonlar, organik ve inorganik bileşikler ve 

partikül maddelere adsorbe olmuş bir şekilde bulunurlar [87]. Adsorbe olarak çöken 

(sediment) ağır metal iyonu ve bileşiklerinin çeşitli fiziksel ve kimyasal olaylarla 

tekrar değişik yükseltgenme basamaklarına sahip iyonik formlara dönüşerek toksik 

etki yaptıkları ifade edilmektedir [88]. Bu şekilde bir kirlenme şehir, endüstriyel ve 

zirai atıklarından ileri geldiği gibi herhangi bir yolla atmosfere verilen metalik 

maddelerden de gelebilir [86]. 

 

Özellikle sanayi kökenli atıksularla, toprak ekosistemine ulaşan ağır metaller ve iz 

elementler, toprak tarafından tutulmaktadır. Bu metallerin toprak içindeki 

çözünürlüğü, toprak pH’ı tarafından kontrol edilmektedir. Ağır metaller toprakta 

genellikle düşük pH’larda daha fazla çözünmektedir. Topraklarda fazla miktarda 

biriken ağır metaller, sığ, kaba bünyeli (kumlu) ve organik madde içeriği düşük 

topraklarda pH’a bağlı olarak topraktan yıkanıp yeraltı sularına da 

karışabilmektedirler [89]. 
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Ağır metallerin topraklardaki biyokimyasal reaksiyonları etkilemeleri sonucunda 

organik madde mineralizasyonu, solunum aktivitesi, enzim aktiviteleri ve 

nitrifikasyon olayı etkilenebilmektedir. Toprak verimliliğindeki önemleri nedeniyle, 

mikroorganizmaların CO2 üretimi, topraktaki enzim aktiviteleri ve nitrifikasyon 

olayı, ağır metallerin etkilerini inceleyebilmek için duyarlı indikatörler olarak 

tanımlanmaktadır. Ağır metallerin topraktaki biyolojik prosesler üzerine toksik 

etkisi, onların mobiliteleri, topraktaki konsantrasyonları, ana materyalin kimyasal 

bileşimi, toprak bileşimi ve bileşimin çözünürlüğüne bağlıdır [89]. 

 

 

1.1.3. Ağır Metal Atığının Kaynakları 

 

Gelişen teknoloji ile birlikte her gün yeni kirlilik faktörleri gündeme gelmekte olup, 

bunlar içerisinde ağır metaller ilk sıralarda yer almaktadır [90]. Son yıllarda hızlı 

nüfus artışı ve hızlı endüstrileşme sonucu özellikle sucul ortamda toksik ağır metal 

seviyesinin arttığını gösteren pek çok çalışma vardır. Kirleticilerin bir bölümünü 

oluşturan ağır metaller, metal bileşikleri ve çeşitli mineraller göller, nehirler, körfez 

ve okyanuslar ile bunların sedimentlerinde geniş yayılım gösterirler. Bu mineraller 

doğal olarak o yapının bir parçası olmaları veya insan faaliyetleri sonucunda yoğun 

olarak üretilip taşınmaları sonucunda oralarda bulunurlar [91, 92]. 

 

Ağır metal kirliliğinin çeşitli nedenleri vardır; insan kaynaklı ya da doğal kaynaklı 

olabilirler [93]. Ağır metallerin ekolojik sistemde yayılımları incelendiğinde doğal 

çevirimlerden ziyade çevreye yayılımda insan elinin daha etkili olduğu 

gözlenmektedir [94]. Endüstriyel faaliyetler, motorlu taşıtların eksoz gazları, maden 

yatakları ve işletmeleri, volkanik faaliyetler,  tarımda gübreleme ve ilaçlama gibi pek 

çok etken, ağır metal kirliliğinin nedenleri arasında yer alabilir [93]. Ağır metallerin 

doğaya yayılımında en önemli etkenler sanayi kuruluşlarıdır. Endüstriyel üretimler 

arasında çimento, demir-çelik, termik santraller, cam, çöp ve atık çamur yakma 

tesisleri gibi alanlar önde gelmektedir [94]. 
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Sudaki insan kaynaklı ağır metallerin kaynağı çoğunlukla kömür madenciliği, maden 

cevherleri üretim ve imalatı ile kentsel atıklardır [95]. Maden cevherlerinden 

metallerin ayrıştırılması sırasında meydana gelen atıklar, çoğu kez maruz kaldıkları 

işlemlerle aktifleşerek birer kirlilik kaynağı haline gelmektedir [8]. Bu metal grupları 

atmosferik etkilerle çözünerek, yeryüzü ve yeraltı sularına geçmekte ve 

organizmalarda birikerek canlı hayatını tehdit etmektedir [9, 10]. Sulara karışan atık 

ve artıkların içerdiği sanayi kaynaklı siyanür (CN
-
), Cu, Hg, Pb, Cd, As vb. inorganik 

bileşikler, tarımsal uygulamalardan kaynaklanan kimyasal gübre artıkları, pestisit 

atıkları ve deterjanlar doğal parçalanmaya dayanıklı maddelerdir [96, 97]. Ağır 

metaller tarafından oluşturulan su kirliliği, hem bu elementlerin jeokimyasal 

döngüsü, hem de çevre sağlığı için önemli bir faktördür [95]. Atık sulardaki ağır 

metallerin bir kısmı arıtma çamurunda bulunurlar. Çözünmüş kısımlar ise yüzey 

suları ile içme ve kullanma sularına ve diğer besin kaynaklarına ulaşabilirler [94]. 

Ağır metallerin yarattığı en önemli problem, bu metallerin besin zincirinde akümüle 

olarak insana kadar ulaşması ve doğada kalıcı olmasıdır [93]. 

 

Akarsu kaynaklarındaki doğal olan ağır metal kirliliğinin en önemli kaynaklarından 

biri, toprak erozyonu sonucu sulara karışan katı madde (sediment) ve organik 

maddelerdir. Ağır metaller bitkilerin büyümesi için gerekli ise de belirli bir 

konsantrasyondan sonra hem bitkiler, hem de mikroorganizmalar için toksik 

olmaktadır. Ağır metallerle ilgili bir başka önemli risk ise bu maddelerin uzun 

vadede toprakta birikim yapmasıdır. Ağır metaller, toprağın absorbsiyonu, kimyasal 

reaksiyon ve iyon değişimi sonucu toprakta tutulur. Özellikle yağışların yoğun 

olduğu aylarda sulara karışan sediment, organik ve inorganik maddeler ağır metal 

miktarında önemli rol oynamaktadır [98]. 

 

Sucul ortamlarda ağır metaller, koloidal, partikül (hidroksitler, oksitler, silikatlar, 

sülfürler veya kil, silis ve organik maddeler üzerine absorplanmış) veya az da olsa 

çözünmüş formda bulunurlar. Çözünmüş formda bulunan metaller, genellikle iyon ve 

şelat şeklindedir. Metallerin çözünürlükleri, bulundukları ortamın pH değerine 

bağlıdır.  Doğal sulardaki metallerin davranışları, sediment ve askıdaki sediment 

kompozisyonları ile suyun kimyasının bir fonksiyonudur. Suyun kimyasını, 

metallerin sediment tarafından absorplanması veya tekrar su kolonuna bırakılma 
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hızları belirler. Yüzey su sistemlerindeki ağır metaller, genellikle insanın neden 

olduğu kirliliklerden ve doğal kaynaklardan ileri gelmektedir. Günümüzde, doğal 

kaynaklardan gelen ağır metal seviyeleri çok düşük seviyededir [99]. 

 

Atmosferik etkilerle ortaya çıkan ağır metal kirlenmesinde Pb’ye özel bir önem 

verilmekte ve Pb kirliliğinin %95 oranında Pb katkılı benzin tüketen motorlu 

taşıtlardan kaynaklandığı bilinmektedir [100]. 

 

Pb doğada inorganik ve organik halde bulunmaktadır. İnorganik Pb bileşikleri saf 

metal, bileşik ve alaşım olarak bulunur. Organik Pb bileşikleri ise kurşun alkilleri 

olarak bulunur ve bunlar kaynama noktaları düşük olduğundan kolaylıkla buharlaşır 

ve havaya karışırlar [101]. Pb’ye belli oranda katılan tetra etil kurşun motordaki 

vuruntu sayısını etkin bir şekilde ayarlayabilmektedir. Tetra etil kurşunun 

ayrışmasından etil radikali ve Pb metali oluşur. Pb metali yanma gazları ile havaya 

atılmaktadır [102]. Pb’nin toprağa ve atmosfere geçişi farklı yollarla olmaktadır. 

Bunlar termik santrallerin, endüstri kuruluşlarının bacalarından ve taşıtların 

egzozlarından çıkan dumanlar, lehim, akü, boya, elektrik ve petrol sanayine ait 

atıklar ile pestisitlerdir  [103, 104]. 

 

Çok çeşitli endüstriyel baca gazları, şehir içi ve şehirlerarası taşıt trafiği, ağır 

metaller yönünden havanın kirlenmesine yol açmaktadırlar. Daha sonrada bu 

elementlerin yağışlarla toprağa iletilmesi, bazı yörelerde ağır metal içeriği zengin 

olan akarsuların sulama amacı ile kullanılması, yapay gübreler ve pestisitlerden 

bulaşmalar toprakta ağır metal birikimini arttıran önemli uygulamalardır [105]. 

Toprakların ağır metallerle kirlenmesi, ağır metal içeren kayaçların çeşitli nedenlerle 

çözünerek su ve toprak ortamına taşınmasıyla da olabilmektedir [106]. Toprağın ağır 

metaller açısından kirlenmesinde kanalizasyon suları ile arıtma ünitelerinin sıvı ve 

katı atıkları da son derece önemlidirler. Bu tip maddelerin tarım arazilerine 

boşaltılması toprakta ve bitkisel ürünlerde ağır metal kirlenmesine neden olmaktadır. 

Kanalizasyon akıntılarının kimyasal yapısı, zaman ve yere göre büyük farklılıklar 

göstermektedir. Bu akıntıların kimyasal bileşimi, kanalizasyona ulaşan akıntıların 

cinsine bağlıdır [105].  
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Havaya, toprağa ve suya karışan metaller; bitkiler ve hayvanlar üzerinden besin 

zinciri ile insanlara ulaşmaktadır. Vücutta bulunan metal konsantrasyonları eşik 

değerlerini aştığı andan itibaren zararlı etkilerini göstermeye başlar. Ancak etkileri 

konsantrasyonları yanında, metal iyonunun yapısına, çözünürlük değerine, kimyasal 

yapısına, redoks ve kompleks oluşturma yeteneğine, vücuda alınış şekline, çevrede 

bulunma sıklığına ve lokal pH değerine bağlıdır [99]. 

 

Çizelge 1.1. Ağır metallerin kullanıldığı endüstri dalları [12, 87, 107-138]. 

 

Sanayi Dalı Ag Al Ba Cd Co Cr Cu Fe Hg Li Mn Ni Pb Sb Sn Sr Zn 

Akü İmali             + +   + 

Alaşımlar + +  + + +  +   + + + + +  + 

Boya Sanayi +  + + + + +  +  + + + +   + 

Cam Sanayi   + +  +    + +  +  + + + 

Çimento    +  +           + 

Deri Sanayi      +            

Dişçilik +        +         

Elektrik-Elektronik  +  + + + +  +  + + +   + + 

Fotoğrafçılık +     +            

Gemi Sanayi    +  +  +    +  +    

Gübre ve Tarım İlaçları + +  +  + + + +  + + +    + 

İnşaat Sanayi  +    + + +   +  +    + 

Kağıt Sanayi      + +  +   + +    + 

Kimya Sanayi  + + +  + +  +  + +  + + + + 

Kuyumculuk +      +     +      

Lastik Sanayi   +              + 

Matbaacılık      +       + + +   

Metal Kaplamacılık    + + + +     +   +  + 

Metalürji  +    + +    +  +     

Otomotiv Sanayi  +  + + + + +    + +  +  + 

Para Yapımı +      +     +      

Petrol Sanayi    + + + + + +    + + +  +  + 

Pil Üretimi +  + + + +   + + + +  +    + 

Plastik Sanayi    +        + + +    

Silah Sanayi  +    + +      + +  +  

Seramik Sanayi     + +    + +  + +  +  

Tekstil     +  +      +  +    

Termik Enerji    +  + + + +   + +  +  + 

Uçak Sanayi  +    +      +   +   
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1.1.4. Ağır Metallerin Çevre Üzerindeki Etkileri 

 

Günümüzde su ekosistemlerinin ağır metallerle kirlenmesi en kritik çevresel 

sorunlardan biridir [139, 140]. Ağır metaller, beslenme zinciri içerisinde üst 

seviyelere doğru birikme eğilimdedirler. Doğal sularda eser miktarda bulunurken 

ağır metallerin insan faaliyetleri sonucu özellikle endüstriyel atık suların içme 

sularına karışması veya ağır metalle kirlenmiş partiküllerin atmosfere oradan da 

toprak ve suya geçmesiyle sulardaki konsantrasyonları artmaktadır [141]. 

 

Bazı metal bileşikleri direkt çevreye yayılabilir ve çevreyi kirletebilir. Örneğin Pb, 

tetra etil kurşun halinde kalite artırıcı olarak benzine katılır ve motordaki yanma 

sonucu çeşitli bileşikler halinde egzoz gazlarıyla çevreye atılır [142]. Ayrıca çevre, 

fosil yakıtlardan da (kömür, petrol gibi) indirekt olarak da kirlenir. Fosil kaynaklı 

katı ve sıvı yakıtların içerdiği birçok metal (As, Hg, Se, Pb, Vanadyum (V) gibi) 

yakın çevremizdeki havayı trafiğin yoğun olduğu şehirlerde egzoz gazlarından çıkan 

Pb bileşikleri şehrin havasını kirletmektedir. Sonuçta havada bulunan bu zehirler, 

solunum yoluyla insanı doğrudan etkilemektedir [140]. 

 

 

1.1.4.1. Kurşunun Çevre Üzerindeki Etkileri 

 

Pb, atmosfere metal veya bileşik olarak yayılan ve her durumda toksik özellik taşıyan 

en önemli ağır metaldir [143]. Pb, fosil yakıtların tüketimi ve endüstriyel 

emisyonlarla en yüksek düzeyde çevreye verilir. Sucul ortama havadan veya nehirler 

vasıtasıyla giren Pb’nin, denizel organizmalardaki etkisi, sudaki konsantrasyonuna, 

maruz kalma süresine, tür farkına ve suda Pb’nin çözünebilirliğine etki eden sertlik, 

pH gibi birçok çevresel faktöre bağlıdır [144]. 

 

Alkil-kurşun katkı maddelerini içeren motor yakıtların yanması sonucu, yaklaşık 

alkil-kurşunun %70’i havaya Pb tanecikleri halinde yayılır. Geri kalanı egzoz 

sisteminde ve karter yağında kalır, buradan da çevreye yayılır [145]. 
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Benzin içerisine Pb katılması son yıllarda durdurulmuş olmakla birlikte, önceki 

kullanımlardan kaynaklanan çevresel tahribatın uzun bir süre daha devam edeceği 

düşünülmektedir. Günümüzde, Pb kirliliğine neden olan kaynakların başında 

fabrikalar, atık maddelerin yakılması, Pb elde etme fırınları ile kömür ve fueloilin 

yanması gelir. Bu nedenle endüstrileşmiş bölgelerde Pb seviyesi maksimuma 

varmaktadır. Hatta şehirleşmiş bölgelerde kırsal bölgelere nazaran 17 kat daha fazla 

Pb saptanmıştır [146]. 

 

 

1.1.5. Ağır Metallerin Canlılar Üzerindeki Etkileri 

 

Ağır metaller biyolojik proseslere katılma derecelerine göre yaşamsal ve yaşamsal 

olmayan şeklinde sınıflandırılır. Yaşamsal olarak tanımlananların organizma 

yapısında belirli bir konsantrasyonda bulunması gerekir ve biyolojik reaksiyonlara 

katıldıkları için düzenli olarak besinler yoluyla bu metallerin alınması zorunludur. 

Örneğin; Cu, hayvanlarda ve insanlarda kırmızı kan hücrelerinin ve birçok 

oksidasyon ve redüksiyon sürecinin vazgeçilmez parçasıdır [147, 148].  

 

Buna karşın yaşamsal olmayan ağır metaller çok düşük konsantrasyonda dahi 

psikolojik yapıyı etkileyerek sağlık problemlerine yol açabilmektedirler. Bu gruba en 

iyi örnek, kükürtlü enzimlere bağlanan Hg’dir [147, 148].  

 

Bir ağır metalin yaşamsal olup olmadığı, etkinliği organizmaya da bağlıdır. Örneğin; 

Ni bitkilere toksik iken hayvanlarda iz elementi olarak bulunması gerekir. Bazı 

sistemlerde ağır metallerin etki mekanizması konsantrasyona bağlı olarak değişir 

[149]. Aşırı metal konsantrasyonları: 1- Hücre membranının permabilitesini 

değiştirerek 2- Sülfidril (-SH) gruplarıyla reaksiyona girerek 3- Fosfat grupları ve 

aktif ADP ya da ATP gruplarıyla reaksiyon ilgileriyle 4- Gerekli iyonlarla yer 

değiştirerek toksisiteye neden olmaktadırlar [150]. Sunda ve Huntsman [151], ağır 

metallerin toksik etkilerinin genellikle, metabolik bölgelerdeki besin elementleri ile 

toksik metallerin yer değiştirmesi sonucu gerçekleştiğini belirtmişlerdir. 
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Mikroorganizmaların yaşamında metallerin bütünleyici bir rolü vardır. Ca, Co, Cu, 

Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Zn gibi bazı metaller esansiyaldir ve besinsel rolleri 

vardır. Ag, Al, Cd, Au, Hg ve Pb gibi metallerin ise biyolojik rolleri yoktur ve 

esansiyal değildirler. Esansiyal metaller; biyokimyasal reaksiyonları katalizlemek, 

protein yapısını ve bakteri hücre duvar yapısını stabilize etmek, osmotik dengeyi 

korumak, gen ekspresyonunu düzenlemek, biyomolekülleri aktive etmek, elektron 

alıcısı veya vericisi olarak enerji metabolizmasında yer almak gibi roller üstlenirler. 

Esansiyal ve esansiyal olmayan metallerin çevredeki konsantrasyonlarının toksik 

seviyeye ulaşması durumunda insan ve hayvan sağlığını olumsuz yönde etkilediği 

kuşkusuzdur. Aynı zaman da birçok mikroorganizmanın çeşitli metallerin varlığında 

gelişimlerini devam ettirebildiği de bilinmektedir [21, 152, 153].  

 

Mikroorganizmalar için enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran 

fonksiyonlarını engellemeleri ve nükleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle 

metaller, toksiktir [154, 155]. Metaller önemli fonksiyonel grupların bloke edilmesi, 

temel metal iyonlarının yerine geçmesi veya biyolojik moleküllerin aktif 

konformasyonlarının modifikasyonuyla mikroorganizmalar üzerine inhibitör etkisi 

yaparlar. Çevrede çeşitli formlardaki ağır metaller, mikrobiyal yoğunluk ve 

aktivitelerde önemli modifikasyonlara neden olabilirler [49]. 

 

 

 

Şekil 1.1. Bakterilerde ağır metallerin toksik etkileri [156]. 
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1.1.5.1. Kurşunun Canlılar Üzerindeki Etkileri 

 

Pb, doğada yaygın olarak bulunan, çevresel ve biyolojik sistemlerin hemen her 

fazında saptanabilen toksik bir element olup, organizmada hiçbir biyokimyasal ve 

fizyolojik görevi olmayan bir metaldir [143, 157].  

 

Suda kolay çözünen Pb bileşikleri, az veya hiç çözünmeyenlerden daha toksiktir. 

Buna göre Pb tuzlarının zehirliliği kurşun nitrat (PbNO3), kurşun klorür (PbCl2), 

kurşun asetat (Pb(CH3COO)2), kurşun oksit (PbO), kurşun sülfat (PbSO4), kurşun 

sülfür (PbS), kurşun fosfat (Pb3(PO4)2) sırasını izleyerek azalır [9]. 

 

Pb toksisitesi, moleküler ve hücresel düzeyde meydana gelmektedir. Pb iyonu, 

değişik enzim sistemleri üzerinde etkili olmaktadır. Pb, proteinin sülfidril (-SH) 

grubuna bağlanarak veya diğer metal iyonları ile yer değiştirerek bazı enzimlerin 

aktivitesini azaltmaktadır [158, 159]. 

 

 

1.1.6. Metal Uzaklaştırma Yöntemleri 

 

1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklaştırma Yöntemleri: 

 

Günümüzde, endüstriyel sıvı atıklardan ağır metallerin giderilmesinde çeşitli geleneksel 

yöntemler kullanılmaktadır [160]. Kimyasal çöktürme, kimyasal oksidasyon ve 

indirgenme, elektrokimyasal yöntemler, buharlaştırma yoluyla geri kazanım, 

filtrasyon, iyon değiştirme ve membran teknolojisi, endüstriyel atık sulardan ağır 

metalleri uzaklaştırmak için kullanılan bazı metodlardır [161-165]. Ancak bu 

metodlar ekonomik açıdan karmaşık ve yetersizdirler [166]. Geleneksel yöntemler 

çok pahalı olmaları, uzaklaştırmayı tamamen yapmamaları, seçiciliğinin düşük 

olması, uygulamada fazla enerji harcamaları, pahalı ekipmana gereksinim duymaları, 

ağır metal kirliliğinin yüksek konsantrasyonda olması durumunda etkin olmaları ve 

toksik kirlilik yaratmaları gibi dezavantajlara sahiptir. Yüksek konsantrasyon için 

uygun olan bu proseslerin 100 µg mL
-1

’den daha seyreltik ağır metal içeren atık 
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sularda uygulanması anlamsızdır. Birçoğu ikincil çevre kirliliğine neden olmaktadır 

[162, 164, 167, 168]. 

 

Ağır metallerin ve onların zehirli etkilerinin su arıtım tesislerinin atık sularında ve 

çamurlarında varlığını sürdürebilmesi, ağır metaller için özel olarak tasarlanmış 

kirlilik kaynağından uzaklaştırma seçeneklerini gündeme getirir. Bu özel işlem, çok 

miktarda atık su işleneceğinden ucuz olmalıdır. Ayrıca diğer geleneksel yöntemlerin 

etkisiz kaldığı, seyreltik çözeltilerden metal uzaklaştırılması açısından da yeni 

metodların geliştirilmesi önemlidir. Bu gibi sorunların halledilmesi için biyolojik 

yöntemlerin kullanılması söz konusudur [169]. 

 

 

1.1.6.2. Biyolojik Metal Uzaklaştırma Yöntemleri: 

 

Son yıllarda ağır metal içeren atıksuların arıtımında biyolojik yöntemler; etkili, pratik 

ve ekonomik olmaları nedeniyle konvansiyonel fiziksel-kimyasal arıtım 

yöntemlerine tercih edilmekte ve bilimsel araştırmalar bu yönde ağırlık 

kazanmaktadır [170-174].  

 

Kirleticilerin ortadan kaldırılması için biyolojik tekniklerin 3 ana avantajı vardır:           

1- İşlemler kontamine olmuş bölgelerde in situ olarak uygulanabilir. 2- Biyolojik 

işlem teknikleri genellikle çevre dostudur. 3- Maliyet açısından uygundur [175].  

 

Biyolojik substratların temel avantajlarını aktif bağlanma bölgeleri çeşitliliği,küçük 

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

reçinelerden daha az biyolojik substrat gerektirmesi şeklinde sıralayabiliriz [176].  

 

Sonuç olarak; metallerin biyolojik yöntemlerle uzaklaştırılması ve geri kazanımı, 

kullanılan klasik fiziksel-kimyasal arıtım yöntemlerine kıyasla ekonomik  ve pratik 

olması, yüksek verimlilik içermesi gibi nedenlerle tercih edilmekte ve ilgili 

biyoteknolojik süreçlerde kullanılmaktadır [177]. 
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1.1.7. Bakterilerde Metal Dirençlilik Mekanizmaları 

 

Ağır metallerin farklı formlarda çevreye girmesi, mikrobiyal topluluklarda ve onların 

aktivitelerinde kayda değer modifikasyonlar yapmaktadır [54]. Metal ihtiva eden 

çevrelerdeki selektif baskılar, tüm toksik metallere karşı belli direnç 

mekanizmalarının ortaya çıkmasını sağlamıştır [178]. Ekolojik çalışmalar, 

antibiyotik ve ağır metal dirençliliğinin global öneme sahip olduğunu göstermektedir 

[179, 180]. Metal iyonlarının varlığı, genlerdeki enzimatik detoksifikasyon 

özellikleri aracılığı ile metal dirençliliğini başlatmayı sağlayabilir [181, 182]. 

Cd
+2

’nin enzimatik detoksifikasyonu ile daha az toksik Cd formları                    

oluşmaktadır [21]. En önemli örnek, Hg dirençliliğinde mer operon’undaki Hg
2+

 

direnç kodudur. Hg, tiyollere son derece affinite gösterdiğinden dolayı son derece 

zehirlidir. Bakteriler direnç operonundan kaynaklanan genlerin gelişmesi aracılığıyla 

Hg
2+

’nin varlığına adapte olabilmektedirler. Bu operonun gen ürünleri sadece Hg
2+ 

detoksifikasyonunda değil, ayrıca taşınmada ve kendi kendine düzenlenmede de 

etkilidir [183, 184]. 

 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarla, mikroorganizmaların çevreyi kirleten 

metallerin temizlenmesinde büyük bir rol oynayabileceği bulunmuştur [185-187]. 

Mikroorganizmaların toksik, karsinojen ve mutajen olabilen ağır metal iyonlarına 

tolerans gösterip, bu kirleticileri ortamdan uzaklaştırabilmesi, ağır metallere direnç 

geliştirmeleri ile gerçekleşmektedir [188]. Mikroorganizmaların yüksek miktardaki 

toksik maddelerle başa çıkabilmesi için, birçok yol mevcuttur [189]. 

Mikroorganizmalarca ağır metalin hücre içine alınmaması, hücre içinde veya dışında 

tutulması, kirleticinin daha az toksik forma çevrilmesi, metalin hücre dışına aktif 

taşınması ve mikroorganizmanın metale karşı daha duyarsız hale gelmesi gibi direnç 

mekanizmaları bugüne kadar tanımlanabilmiş sistemlerdir [188]. 

 

Mikroorganizmalar bu direnç mekanizmalarından sadece birini kullanabildiği gibi 

birkaç tanesini birlikte de kullanabilmektedir. Bir metale karşı birden fazla direnç 

mekanizmasına sahip olan bir mikroorganizmanın hangi mekanizmayı seçeceği, 

oluşacak ara ürün veya son ürünün toksisitesine bağlıdır [72]. Normalde bugün 

bilinenlerden daha fazla direnç mekanizması olduğu sanılmakta fakat bu 
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mekanizmalara sahip mikroorganizmalar henüz izole edilemediğinden 

ispatlanamamaktadır [21]. 

 

Tüm bakteri genlerinin toksik metal dirençliliği için, Ag
+
, AsO2

-
, AsO4

3-
, Cd

2+
, Co

2+
, 

CrO4
2-

, Cu
2+

, Hg
2+

, Ni
2+

, Pb
2+

, Sb
3+

, TeO3
2-

, Tl
+ 

ve Zn
2+

gibi iyonlara maruz kalması 

gereklidir. Bu geniş metal grubu, bakterilerde toksik iyonların enerjiye bağlı olarak 

atılma mekanizması ile direnç sağlamaktadır. Birçok enzimatik dönüşümler 

(oksidasyon, redüksiyon, metilasyon ve dimetilasyon) veya metal bağlayan proteinler 

(metallothionein SmtA, şaperon CopZ, periplazmik gümüş bağlayan protein (SilE) 

metal iyonu içerirler [190]. Biyolojik membran boyunca ağır metal taşıyan bu 

proteinler, yaşamın ilk günlerinden bu yana gelişen protein ailelerinin üyeleridir. Bu 

taşıma sistemleri, taşıma işini gerçekleştirmek için gereken enerjiyi ATP hidrolizi ile 

karşılayabilirler [191-194]. 

 

Farklı mikroorganizmalarda isleyiş bakımından farklılıklar gösterse de en iyi 

karakterize edilmiş Cd
+2

 dirençliliği sağlayan tasıma sistemi S. aureus’daki, plazmid 

tarafından kodlanan, cad sistemi (cadA, cadB, cadC) [20,21]  ve A. eutropus’daki czc 

(czcA, czcB, czcC, czcD) sistemidir. Her iki operonun gen ürünleri; hücre içindeki 

Cd
+2

’yi kendine bağlayıp yine operon tarafından kodlanan kanal proteinine 

taşınmakta ve operonun diğer gen ürünleri aracılığı ile de hücre dışına salınmaktadır 

[21]. 

 

Metal dirençlilik mekanizmaları, genellikle antibiyotik direnç mekanizmaları ile 

ilişkilendirilmiştir [195, 196]. Çünkü her iki tip dirençte de organizmalar arasında 

konjugasyon veya transdüksiyon ile transfer gerçekleşmektedir. Bazı durumlarda 

metal dirençliliği ile antibiyotik dirençliliği aynı plazmid kökenli olabilmektedir 

[66].   

 

Doğal çevredeki metal kirliliğin, antibiyotik dirençliliğinin devam etmesinde ve 

dirençliliğin artmasında önemli bir rol oynadığını destekleyen çok sayıda çalışma 

vardır. Örneğin, Jain ve arkadaşları [197] tarafından yapılan çalışmada Bacillus 

suşlarında 2-200 kb boyutunda endojen plazmitlerin varlığı araştırılmıştır. Bacillus 

suşundaki yabancı bir genin ifadesi için endojen plazmit DNA’nın kullanılmasının 
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avantajlı olduğu görülmüştür [197]. Rajbanshi [198] tarafından yapılan çalışmada 

atık sulardan izole edilen Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus 

mirabilis ve Staphylococcus spp. bakterilerinin ağır metal ve antibiyotiklere karşı 

dirençli oldukları görülmüştür. Çoklu toleransta toksik bileşenlere karşı benzer 

dirençlilik mekanizmaları Çizelge 1.2.’de görülmektedir. Tüm ağır metallerin benzer 

toksik mekanizmaları vardır ve ağır metallere dirençli bakteriler arasında çoklu 

tolerans ortak bir fenomendir. 

Mikroorganizmaların antibiyotiklere ve diğer ilaçlara karşı dirençliliği, doğal 

yapılarının yanı sıra, infeksiyon sırasında ve sonunda da gelişebilmektedir. Bu 

durumu sağlayan faktörleri birkaç grupta incelemek mümkündür [199]. 

1) Permeabilitenin azaltılması: Birçok Gr (-) ve Gr (+) mikroorganizmanın anatomik 

yapısı (hücre duvarı, dış membran, sitoplazmik membran, vs) bazı antibiyotiklerin 

geçişine izin vermeyecek şekilde selektif permeabiliteye sahiptir. Özellikle, Gram (-)  

bakterilerin dış membranlarında bulunan porin proteinleri (OMP) arasındaki kanallar 

(porlu), antibiyotiklerin geçişine engel olmaktadırlar [199]. 

2) Mutasyonlar: Mikroorganizmalarda bulunan veya sağaltım sırasında genetik 

düzeyde (bazlar arasında) oluşan mutasyonlar, antibiyotik ve kemoterapötiklerin 

bakteride etkili olduğu hedef bölgelerde bazı değişiklikler meydana getirerek, 

antibiyotiklerin bunlara bağlanmasına ve böylece olumsuz etki meydana 

getirmelerine engel olurlar [199]. 

Böyle varyasyonlar bakterilere dirençlilik kazandırırlar. Örneğin bakterilerde protein 

sentezinde önemli rolleri olan 30S ve 50S’lik ribozomlarda meydana gelen 

değişikliklerin, eritromisin, kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin gibi antibiyotiklere 

oluşan dirençte önemli payları vardır [199]. 

3) Hücre duvarının olmaması: Bazı Gr (-)’lerde (Mycoplasma gibi) hücre dış 

membranı bulunmamaktadır. Bu nedenle hücre duvarını etkileyen ve sentezine engel 

olan birçok antibiyotik (penisilin, sefalosporin vs.) bu bakterilere etkili 

olamamaktadır. Buna bağlı olarak da Gr (+)’larda başarı ile kullanılan bu tip 

antibiyotikler, Mycoplasma spp. infeksiyonlarında kullanılamazlar [199]. 
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4) Antibiyotiklere bağımlılık: Bazı mikroorganizmalarda kendilerinde oluşan 

mutasyonel değişiklikler sonucu yeni mutantlar gelişimi için kimi antibiyotiklere 

bağımlı hale gelebilirler. Böyle olgulara penicillin ve sulfanomidlere karşı bağımlı 

hale gelen Meningokok’larda rastlanıldığı bildirilmiştir. Oluşan mutantlara penicillin 

veya sülfonamidlerin etkisi olmadığı gibi böyle ilaçların kullanılması 

mikroorganizmaların etkinliğini artırır. Buna diğer bir örnek de, Streptomycin’e 

bağımlı Brucella melitensis suşları verilebilir [199]. 

5) Uygun kombinasyonların yapılmaması: Birbirlerinin etkisini azaltacak veya 

değiştirecek türde iki antibiyotiğin kullanıldığı durumlarda bu antibiyotiklerin 

mikroorganizmalar ve dolayısıyla da infeksiyon üzerine herhangi bir etkisi olmaz. 

Hastalığın ilerlemesine ve hayatı tehlikeye sokacak boyutlara ulaşmasına neden olan 

durumlarda mikroorganizmalar, aktivitelerini kolayca sürdürürler [199]. 

6) Kompetetif inhibisyon: Bu dirençlilik de yine uygun olmayan (bakterilerde aynı 

hedef bölgeyi etkileyen iki antibiyotiğin birden kullanılması) kombinasyonlar sonucu 

meydana gelmektedir. Bu gibi durumlarda antibiyotiklerden sadece biri hedef 

bölgeye bağlanır ve etkili olabilir. Örneğin, Kloramfenikol ile birlikte bakterilerdeki 

aynı hedef bölgeye (50S’lik ribozomal alt üniteye) bağlanan makrolitlerden 

(eritromisin, klaritromisin, azitromisin vb. gibi çok sayıda fonksiyonel grubun 

bağlandığı büyük halkalı antibiyotikler) birinin de aynı anda verilmesi, birincisinin 

etkisiz hale gelmesine neden olabilir. Bu tür kombinasyonlardan bir fayda 

beklenemez [199]. 

7) Plazmide bağlı dirençlilik: Bakterilerde bulunan özel plazmidlerin (R-plazmid) 

kodladıkları enzimler, ya antibiyotiklerin kimyasal yapılarını bozarak ya da bunların 

bağlandıkları ribozomal alt ünitelerdeki spesifik bölgelerde değişiklikler yaparak 

antibiyotikleri etkisiz hale getirirler. Böyle mekanizmalar ile bakteriler birden fazla 

antibiyotiğe kemoterapötik maddelere ve çeşitli metal iyonlarına karşı dirençlilik 

kazanabilirler [199]. 
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8) Transpozonlara bağlı dirençlilik: Bakterilerde genom veya plazmit içinde bulunan 

bir veya birden fazla transpozon (Tn), bazı enzimlerin sentezini kodlayarak 

antibiyotiklere karşı dirençlilik oluşturabilirler. Bazı transpozonlar çok sayıda ilaca 

karşı dirençlilik genleri taşıyabilir ve bunları aktarabilirler [199]. 

9) Hücre membranının transfer sisteminde değişiklik: Membranda, intrastoplazmik 

boşlukta bulunan birçok enzimin transport sisteminde değişiklik oluşturularak 

antibiyotiğin girişi azalır (tetrasiklinler, aminoglikozidler, kloramfenikol vs. olduğu 

gibi) [199]. 

Bakterilerin birden fazla antibiyotiğe direnç kazanmasının diğer bir şekli de çoklu 

(multiple) dirençtir. Bu durum bakterilerin, yapısı ve antibakteriyel etki mekanizması 

farklı birçok antibiyotiğe karşı kazandığı direnç olarak tanımlanır. Çoklu direnç, 

genellikle bakterinin kromozomlarında ve özelikle plazmidlerinde birden fazla türde 

direnç geninin bulunmasına bağlıdır. Örneğin Enterobacteriace’nin dirençli 

türlerinde 10 veya daha fazla antibakteriyel ilaç çeşidine karşı direnç oluşmasına yol 

açan genleri taşıyan plazmidlerin varlığı gösterilmiştir [200]. 

Boucher [201] tarafından Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter 

spp. bakteri türlerinin çoklu antibiyotik dirençliliğine sahip oldukları belirlenmiştir. 

 

Karbasizaed ve arkadaşları [202], Klebsiella pneumoniae suşlarında çoklu antibiyotik 

dirençliliğini araştırmışlar ve K.pneumoniae’nin ampisilin (%100), tetrasiklin         

(%50), kanamisin (%20), gentamisin (%13.3),  siprofloksasin (%20), nalidiksik asit 

(%20) ve sefolotin (%6.6) antibiyotiklerine karşı direnç gösterdiğini saptamışlardır. 
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Çizelge 1.2. Bakterilerdeki ağır metal ve antibiyotik ortak dirençlilik sistemleri 

[203]. 

 

Direnç Mekanizması Metal İyonları 

 

Antibiyotikler 

 

Membran geçirgenliğinin 

azaltılması 

As, Cu, Mn, Zn, Co, 

Ag 
       Cip, Tet, Chlor, ß-lactams 

Antibiyotik ve metal değiştirme As, Hg ß-lactams, Chlor 

 

Atım mekanizması 

 

Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As 

 

 

Tet, Chlor, ß-lactams 

 

Hücresel hedef değiştirme 

 

Hg, Zn, Cu 

 

Cip, ß-lactams, Trim, Rif 

 

Antibiyotik ve metal ayrılma 

 

Zn, Cd, Cu 

 

CouA 

As; arsenik, Cu; bakır, Mn; mangan, Zn; çinko, Co; kobalt, Ag; gümüş, Hg; civa, Ni; nikel, Cd; 

kadmiyum, Chlor; chloramphenicol, Cip; ciprofloxacin, CouA; coumermycin A, Rif; rifampicin, Tet; 

tetracycline, Trim; trimethoprim 

 

Mikroorganizmalar, toksik metal varlığında adaptasyon için çeşitli mekanizmalar 

kazanmışlardır [198]. Bu adaptasyon mekanizmaları; 

 

1. Geçirgenlik bariyeri ile metallerin hücre dışında tutulması 

2. Metallerin hücreden dışarı doğru aktif taşınımı 

3. Metallerin proteine bağlanması ile hücre içinde tutulması 

4. Ektrasellüler alıkonma 

5. Metallerin enzimatik detoksifikasyonu’dur. 
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Şekil 1.2. Bakterilerdeki Olası Ağır Metal Direnç Mekanizmaları [204]. 

 

 

1.1.7.1. Geçirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hücre Dışında Tutulması 

 

Mikrobiyal kütlenin hücre duvarı, polisakkaritlerin protein ve lipidlerden oluşur. Bu 

yapılarda karboksil (COO
-
), SO4

2-
, PO4

3-
 ve amino (NH3

+
) gibi metal bağlayıcı 

gruplar sıkça rastlanmaktadır [205]. 

 

Bakteriler, algler, funguslar ve mayaların metallerle kompleks yaptıkları ve onları 

absorbladıkları anlaşılmıştır. Mikroorganizmalar aracılığıyla metallerin 

kompleksleşmesi iki yolla oluşur; 1- Metaller hücre çeperi yüzeyine cıvık tabakaya 

ya da hücre dışı matrikse spesifik olmayan bağlarla tutunabilir ya da 2- Hücre içine 

alınabilirler. Çalışmalar metal kompleksleşmesinin her iki tipinin de metal 

toksisitesini ve mobilitesini azaltmak için kullanıldığını göstermektedir [206].                 

İlhan [206] tarafından yapılan çalışmada kompleksleşme kapasitesinin genusa özel 

olduğu kadar, türe de özel olduğu bildirilmektedir. Farklı Pseudomonas türleri 

arasındaki metal kompleksleşme çalışmaları, Pb, Fe ve Zn olmak üzere çeşitli 

metallerin kompleksleşmesinde bir dizi önemli fark göstermiştir. 

Mikroorganizmalarla metal kompleksleşme yeteneği, çeşitli biyoremediasyon 

proseslerinin gelişiminde kullanımını ortaya çıkarmıştır. 
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Geçirgen bariyer sayesinde, metallerin hücre dışında bırakılması; 

mikroorganizmanın hücre duvarında, membranında veya zarfında bir takım 

değişiklikler meydana getirmektedir ve bu mekanizma sayesinde mikroorganizma 

metale duyarlı olan önemli hücresel komponentlerini korumaktadır [178]. Örneğin, 

Li ve arkadaşlarının [207] yaptığı çalışmada E. coli’nin membran kanal proteini olan 

porinlerin sayısını azaltmak suretiyle Ag iyonlarının hücre içine girişinin 

engellendiği bildirilmiştir.  

 

Rouch ve arkadaşlarının [178] yaptığı çalışmada ise E.coli’de bir membran kanal 

proteini olan porin proteinlerinin üretiminin değiştirilmesiyle Cu
2+

’nin hücreye 

girişinin engellendiği belirlenmiştir [178]. Bu durum tek bir gen mutasyonu sonucu 

membranın metal iyonlarına karşı permeabilitesinin azaltılması ile 

gerçekleşmektedir [66].   

 

Muraleedharan ve Venkobachar [208], Genoderma lucidum ile metal tutulmasının 

hücre duvarında ve temel etkileşim bölgeleri olan yapısal polisakkaritlerde 

gerçekleştiğini ileri sürmüşlerdir. 

 

Mikroorganizmalar toksik cevreye karşı kendilerini korumak için ekzopolisakkarit 

(EPS) üretmektedirler. EPS, hücreler için dış etkenlere karşı koruyucu bir tabakadır. 

Sheng ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada [189], bakteriler toksik kimyasalları 

maruz kaldıklarında, hücrelerindeki karbonhidrat, protein ve nükleik asit 

miktarlarında artış görüldüğü saptanmıştır. Hücre yüzeyi ağır metalleri biriktirmekte 

veya EPS hücre duvarının dışında jel benzeri bir yapı olarak toksik maddelerin 

zararlı etkilerini azaltan kimyasal reaksiyonlarla tarafından veya sınırlandırılmış 

difüzyon aracılığı ile toksik maddeleri engellemektedir. EPS protein, karbonhidrat ve 

nükleik asit içeriğine bağlı olarak bulundurduğu COO
-
, PO4

3-
 ve SO4

2-
 gruplarıyla 

metalleri bağlayıcı özelliğe sahiptir. Bu nedenle ortamda toksik metal artışına bağlı 

olarak, buna direnç gösteren bakteri daha fazla EPS üretmektedir [189]. Scott ve 

Palmer [209] tarafından yapılan çalışmada bu özellik Klebsiella aerogones, 

Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde gösterilmiştir. EPS’den 

oluşan bir koruyucu tabaka Cd
2+ 

çözeltilerinde K. aerogenes türlerinin hassasiyetini 

düzenlemektedir. Ekstraselüler koruyucu tabakası olmayan türlerde de Cd
2+ 

birikimi 
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ispatlanmıştır. K.aerogones’in ekstraselüler kapsülü kapsülsüz formlara benzediği 

zaman Cd’nin 1nM’nın girişini engelleyebilmektedir [209]. Scott ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışmada [210],  P. putida’nın et suyuna eklenen 2.5 µg mL
-1 

derişimindeki 

Cd
2+

’nin tamamını bağlayabilmekte olduğu A.viscous’un türleri et suyuna                  

100 µg mL
-1

 katıldığı zaman Cd
2+

’nin 30 µg mg
-1

’ını biriktirebildiği rapor edilmiştir. 

Her iki durumda bağlayıcı özellik pH’a bağımlıdır ve optimum pH 4.0-9.0 

arasındadır. EPS tabaka tek basına Cd
2+ 

bağlayacağından ekstrasellüler tabakası 

sağlam bir mikroorganizma gibi verimli değildir. Bu koruyucu tabakanın duyarlı 

hücresel bileşenler için metal iyonlarını tutarak alımı önlediği görülmektedir. 

 

 

1.1.7.2. Metallerin Hücreden Dışarı Doğru Aktif Taşınımı 

 

Metal dirençlilik sistemlerinin büyük bir kısmını aktif transport veya taşıma 

sistemleriyle metalin mikroorganizmadan uzaklaştırılması oluşturmaktadır. 

Mikroorganizmalar, toksik metalleri sitoplazmalarından uzaklaştırmak için aktif 

transportu kullanırlar [72, 211]. Bu mekanizma, kromozomal ya da plazmid kodlu 

olabilir. Hücre için gerekli olmayan metaller hücreye normal besin transport 

sistemleri ile alınır ve hemen dışarıya atılırlar. Bu pompalama sistemleri ATPaz 

bağımlı ya da bağımsız sistemler olabilir [212]. Bakterilerdeki AsO4
3-

, Cd, Cu 

dirençlilikleri çoğunlukla bu tip mekanizmalarla gerçekleşir. Örneğin Ji ve Silver 

[66] tarafından yapılan çalışmada AsO4
3-

 dirençliliği için ars operonu ile E.coli ve 

S.aerous’ta; Cd
3+

 dirençliliği için cad operonu ile S.aureus, Bacillus spp. ve               

Listeria spp.’de veya Alcaligenes eutrophas’ta eze operonu bulunmuştur. Pb
2+ 

direnci 

zntA aracılığı ile E.coli’de ve cadA ile S.aureus’ta bulunmuştur. Bu tip dirençlilikte 

kromozomal, plazmid ya da transpozon kodlu bazı genler rol oynamaktadır [66].   

 

 

1.1.7.3. Metallerin Proteine Bağlanması ile Hücre İçinde Tutulması 

 

Metaller ve yarı metaller oldukça toksiktirler ve prokaryotlar bu toksik bileşiklere 

karşı direnç mekanizmaları geliştirmişlerdir [204]. Bu dirençte, strese yanıt 

niteliğinde sentezi artan bazı proteinler anahtar rolü oynamaktadır. Ağır metal 
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stresindeki bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayanıklılık sağlamak 

için bazı proteinlerin sentezini arttırma yoluna gidebilmektedir [213-216]. Bu 

proteinler hem hücre içinde sentezlenen sitozol proteinlerini, hem de zar 

proteinleriyle birlikte hücre dışı bileşenlerini de içerebilmektedir [213, 217]. 

 

Valls ve Lorenzo [204] metallothioneinin varlığı ortaya koymuştur [204]. 

Metalothioneinler, birçok prokaryot ve ökaryotlarda bulunan, molekül ağırlığı düşük 

(6000-7000 Da), metal bağlayan proteinlerdir [218]. Metalothioneinler bir stresle 

indüklenebilen antioksidant özellikte proteinlerdir [153]. Metalothioneinler aşırı 

yüksek metal ve S
2-

 içeriği ile karakterize edilirler, aromatik amino asitlerden ve 

histidin amino asitinden yoksundurlar [153, 218]. Metalothioneinler, başlangıçta 

sadece Cd bağlayan proteinler olarak düşünülmüştür, ancak artan ilgi düzenine göre 

Zn, Cd, Cu, Hg ve Ag’ye de bağlandıkları bilinmektedir. Ökaryotlarda çok yaygın 

olmalarına karşın, prokaryotik metalothioneinler ilk olarak siyanaobakteri 

Synechococcus spp.’de tanımlanmıştır. Choudhury ve Srivastava [153] tarafından 

yapılan çalışmada bu molekülün Cu, Cd ve Zn ile kompleks oluşturduğu ve yüksek 

oranda thiol içerdiği saptanmıştır [153]. Lehay ve Colwell [22] tarafından yapılan bir 

çalışmada Pseudomonas putida’nın da metalloprotein ürettiği tespit edilmiştir. 

 

 

1.1.7.4. Ektrasellüler Alıkonma 

 

Glutatyon ağır metallere çok yüksek bir affinite ile bağlanmaktadır [219]. Glutatyon 

Ag
1+

, Cu
1+,2+

, Cd
2+ 

ve Hg
2+

 gibi metallerden koruması için bir örnek teşkil etmektedir 

[183]. Glutatyon serbest radikalleri bağlayarak Cu
2+ 

ve Fe
2+

’den korunmayı 

sağlayabilmektedir [220]. Murphy ve Leavy [219] tarafından yapılan araştırmalarda 

mayaların, metalce zengin besi ortamlarına ekstraselüler glutatyon salgıladıkları 

belirlenmiştir. Toksik metaller glutatyon ile birleşerek hücre membranından 

geçememektedir. Saccharomyces cerevisiae’deki Ni
2+

 dirençliliğinin bu şekilde 

olduğu düşünülmektedir. S. cerevisiae fazla miktarda glutatyon üreterek Ni
2+

 

absorbsiyonunu azaltabilmektedir [219]. Vido ve arkadaşları [221], glutatyon sentezi 

ile antioksidan özelliğe sahip bazı proteinlerin Cd
2+

 iyonları ile muamele edilen maya 

hücreleri tarafından daha fazla sentezlediğini göstermişlerdir [221]. Mayalar gibi 
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diğer organizmalar ve Citrobacter spp. türleri de kalsiyum fosfatın çözünmez bileşik 

formlarına direnç göstermektedirler [196]. Maya formları hidrojen sülfid üretimi 

boyunca çeşitli kompleksler kullanırken Citrobacter spp. PO4
3-

 kullanmaktadır. 

Klebsiella aerogenes’in bir türü sülfür çıkararak sınırlı miktardaki metali içeri 

alırken, yakınında dış çöktürme aracılığı ile Cd
2+

 iyonlarını etrafını çevreleyen 

ortamdan kaldırma yeteneğini göstermektedir [210, 222]. 

 

 

1.1.7.5. Metallerin Enzimatik Detoksifikasyonu 

 

Tarihin erken dönemlerinden beri mikroorganizmalar metaller ile birlikte var 

olmuşlardır. Metaller, pek çok enzimin aktif merkezlerinde yer almaktadır. Metalin 

kimyasal özellikleri anahtar reaksiyonlar katalizlemekte veya protein yapısını korumada 

uygunluk teşkil etmektedir [204]. 

 

Bazı ağır metaller iz element olarak bulunmaktadırlar (Zn, Cu gibi). Bakterilerin 

büyümesi için gerekli olan bu metallerin yüksek konsantrasyonlarda toksik olduğu 

bilinmektedir. Bu yüzden bakteriler, ağır metallere karşı enzimatik detoksifikasyon 

mekanizmasını geliştirmişlerdir [223]. Detoksifikasyon mekanizması, genellikle ağır 

metallerin enzimatik olarak indirgenmesidir. Bu direnç mekanizmasını kodlayan 

genler bazen plazmitler üzerinde, bazen de kromozomal DNA üzerinde 

olabilmektedir. Bu mekanizma ile E. coli, AsO4
3-

, As ve Sb’ye karşı çoklu direnç 

gösterebilmektedir [224]. Tanımlanmış olan birçok bakteriyel ağır metal dirençliliği 

içinde, Hg dirençliliği en iyi incelenmiş olanıdır. Hg dirençlilik mekanizması için 

yapılan çalışmaların çoğu reaktif iyonik Hg
2+ 

formundan elementel ve daha az reaktif 

Hg
0 

formuna detoksifikasyonuna bağlıdır. Bazı Hg’ye dirençli bakteriler, Hg’ye 

dirençli geniş spektrumlu bileşiklere sahiplerdir [225]. Osborn ve arkadaşları [226] 

tarafından yapılan çalışmada detoksifikasyona ilave olarak, Hg bileşiklerinin 

tutulması ve dimetillenmesi ile hücresel geçirgenliğin azalmasından dolayı Hg 

iyonlarının alınımının azaldığı rapor edilmiştir.   
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Gerek Gr (+), gerekse de Gr (–) bakterilerde Hg
2+

’ya karşı dirençlilik gösterilmiştir 

[182]. Hg hücrede enzimlerin ve proteinlerin yapılarında bulunan thiollere 

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

dirençliliği ile ilgili genlerin yer aldığı mer operonu bulunmaktadır. Bu operon 

sadece Hg
2+

’nin detoksifikasyonundan değil, aynı zamanda transferinden ve direncin 

ayarlanmasından da sorumludur [182, 183]. Hg’nin bulunmadığı zamanlarda 

düzenleyici proteinler için operon kodları, transkripsiyon düzenlenmesini 

azaltmaktadır. Bu genler, periplazmik bağlayıcı proteinin üretimini ve membran 

bağlantılı taşıma proteinlerini şifrelemektedirler. Detoksifikasyon için etrafını 

çevreleyen ortamdan periplazmik bağlayıcı proteinler ve taşıma proteinleri, Hg
2+

’yı 

sitoplazmaya taşımaktadırlar [26].  

 

Gr (-) bakterilerde bulunan 2 mer operonu, toksik Hg iyonlarına karşı direnç 

sağlamaktadır. Mer operon sistemindeki, merA genleri civa redüktaz enzimini, merB 

ise organomerküriyalliyaz enzimini kodlamaktadır. MerT genleri hücre 

membranından Hg iyonlarının taşınmasından ve merR genleri ise transkripsiyonda 

regülatör proteinlerin üretilmesinden sorumludur. MerC, merT ve merP genleri mer 

tasıma genleridir. MerT ve merC gen ürünleri sitoplazmik zar proteinleridir. Ancak 

merP gen ürünleri ise periplazmik proteinlerdir. MerP, periplazmik boşlukta tiyol 

proteinlerini içeren koruma sağlarken, sitoplazmik zar bölgelerinde Hg
2+

’nin 

çökeltilerini toplamaktadır. MerT sitoplazmayı benzer şekilde koruyabilmektedir. Bu 

genler operonun bir parçası olarak enzim kodlu genlerle ilişkili bir rol 

oynayabilmektedir. Mer sistemindeki genler kromozomal DNA üzerinde kodlu 

olabildiği gibi plazmit kodlu da olabilmektedir [190, 227].  

 

 

1.1.8. Çalışmanın Amacı 

 

Bu tezin amacı, Kırıkkale il sınırları içerisinden geçen Kızılırmak’tan Pbdirençli 

suşların izolasyonu, bu suşların biyokimyasal ve moleküler karakterizasyonudur. 

Kızılırmak üzerinde belirlenen 12 bölgeden su örnekleri alınarak, Pb dirençli suşlar 

izole edilmiştir. Suşların her bir metal için MİK değerleri belirlenmiş ve bu suşlar 

morfolojik ve biyokimyasal özellikleri dikkate alınarak tanımlanmıştır. Pb dirençli 



33 

 

olan suşun antibiyotik ve diğer metal dirençlilik profilleri belirlenmiştir. Pb direnç 

mekanizmasını belirlemek amacıyla total protein izolasyonu yapılmıştır. 

Antibiyotikler ve metal dirençliliğinin kromozomal DNA ile ilişkisi çalışılmıştır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Kullanılan Besiyerleri 

 

2.1.1.1. Nutrient Agar 

 

İzole edilen bakterilerin stok kültür şeklinde saklanması için kullanılmıştır. Nutrient 

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

oluşmaktadır. 

 

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

otoklavda steril edilmiştir. 

 

 

2.1.1.2. Nutrient Broth 

 

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

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

oluşmaktadır. 

 

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

otoklavda steril edilmiştir. 

 

 

2.1.2. Kullanılan Kimyasallar ve Tamponlar 

 

2.1.2.1. Kullanılan Kimyasallar 

 

Kullanılan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarından temin edilmiştir. 
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2.1.2.2. Kullanılan Tampon Çözeltiler 

 

2.1.2.2.1. Plazmit İzolasyonunda Kullanılan Tampon Çözeltiler 

 

2.1.2.2.1.1. Solüsyon I (Glukoz/Tris/EDTA) 

 

0,990 g glukoz, 0,394 g Tris, 0,372 g EDTA tartılarak 100 mL distile suyla (pH: 8.0) 

tamamlanır. 

 

 

2.1.2.2.1.2. Solüsyon II (NaOH/SDS) 

 

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

karıştırılır. 86 mL distile su ile solüsyon 100 mL’ye tamamlanır. 

 

 

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

 

74 g K-asetat tartılır ve 28,75 mL glasiyal asetik asit ile çözülür. Solüsyonun son 

hacmi 250 mL olacak şekilde distile su ile tamamlanır. 

 

 

2.1.2.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazırlama 

 

242 g Tris, 37,2 g Na2EDTA.2H2O tartılarak 57,1 mL glasiyal asetik asit ile çözülür. 

Son hacim 1000 mL olacak şekilde distile su ile tampon tamamlanır. 

 

 

2.1.2.2.2. Kromozomal DNA İzolasyonunda Kullanılan Tamponlar 

 

2.1.2.2.2.1. Tris/EDTA Tamponu (250 mL) 

 

0,3 g Tris ve 0,008 g EDTA tartılıp 250 mL distile suyla (pH: 8.0) tamamlanır. 
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2.1.2.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 mL) 

 

10 g SDS tartılarak 100 mL distile suda çözülmüştür. 

 

 

2.1.2.2.2.3. Proteinaz K’nın Hazırlanması (10 mL) 

 

0,0384 g CaCl2.2H2O tartılarak, 5 mL gliserol ve 100 μL, 1 M Tris-HCl (pH: 8.0) ile 

çözülmüştür. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmış ve 100 mg 

proteinaz K çözülmüştür. 

 

 

2.1.2.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL) 

 

20 g NaCl tartılarak, 100 mL distile su ile çözülmüştür. 

 

 

2.1.2.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL) 

 

4,1 g NaCl tartılarak 90 mL distile suda çözülmüştür ve 10 g 

Cetyltrimethylammonium (cetrimonium) bromide (CTAB) yavaşça solüsyona 

eklenerek 65
o
C’ye kadar ısıtılmıştır. Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile 

tamamlanmıştır. 

 

 

2.1.2.2.2.6. Kloroform/İzoamil Alkol Tamponu (100 mL) 

 

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol ile karıştırılmıştır. 

 

 

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

 

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

hazırlanmıştır. 
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2.1.2.2.2.8. İzopropanol Alkol (100 mL) 

 

İzopropanol alkolden 100 mL alınarak kromozomal DNA izolasyonunda 

kullanılmıştır. 

 

 

2.1.2.2.2.9. %70’lik etanol (100 mL) 

 

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

 

 

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

 

8,47 g Tris-HCl tartılarak 50 mL distile suda çözülmüştür ve pH: 8.0’e ayarlanmıştır. 

Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmıştır. 

 

 

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

 

0,12 g Tris-HCl tartılarak 100 mL distile suda çözülmüştür.  

 

 

2.1.2.2.3. Total Protein İzolasyonunda Kullanılan Tampon Çözeltiler 

 

2.1.2.2.3.1. Fosfat Tamponu: (KH2PO4, K2HPO4) 

 

6,8 g KH2PO4 ve 8,7 g K2HPO4 tartılıp 1000’er mL distile suda çözülür. Hazırlanan 

iki ayrı çözelti pH: 7.0’ye olacak şekilde karıştırılır. 
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2.1.2.2.4. SDS-PAGE Stok Solüsyonları ve Hazırlanışı 

 

Çizelge 2.1. SDS-PAGE stok solüsyonları hazırlanışı 

 

Stok Solüsyonları Hazırlanışı 

Tris-HCl, 2 M 
24,2 g Tris tartılır, 50 mL distile suda çözülür, derişik HCl ile pH: 8.8’e 

ayarlanıp distile su ile 100 mL’ye tamamlanır. 

Tris-HCl, 1 M 
12,1 g Tris tartılır, 50 mL distile suda çözülür, konsantre HCl ile                    

pH: 6.8’e ayarlanıp distile su ile 100 mL’ye tamamlanır. 

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

Gliserol (%50) 50 mL %100’lük gliserol alınıp distile su ile 100 mL’ye tamamlanır. 

Bromfenol mavisi (%1) 100 mg Bromfenol mavisi tartılıp, 10 mL distile su içinde çözülür. 

 

 

2.1.2.2.5. SDS-PAGE Çalışma Solüsyonları ve Hazırlanışı 

 

Çizelge 2.2. SDS-PAGE çalışma solüsyonları 

 

Çalışma Solüsyonları Hazırlanışı 

Solüsyon A %30 akrilamid %0,8 

bisakrilamid (100 mL) 

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid tartılıp distile su ile                        

100 mL’ye tamamlanarak çözülür. Buzdolabında saklanır. 

Solüsyon B (4x) (100 mL) 
2 M Tris-HCl (pH = 8.8) 75 mL, %10’lık SDS 4 mL, distile su                   

21 mL. Buzdolabında saklanır. 

Solüsyon C (4x) (100 mL) 
1 M Tris-HCl (pH = 6.8) 50 mL, %10’lık SDS 4 mL, distile su                  

46 mL. Buzdolabında saklanır. 

Amonyum persülfat %10’luk (5 mL) 0,5 g amonyum persülfat tartılıp distile su ile 5 mL’ye tamamlanır. 

Elektroforez Tamponu (1 L) 
Tris (25 μM) 3 g, glisin (192 mM) 14,4 g, SDS (% 0,1) 1 g tartılıp 

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

Örnek Tamponu (5x) (10 mL) 

1 M Tris-HCl (pH = 6.8) 0,6 mL, %50 Gliserol 5 mL, %10 SDS       

2 mL; 0,5 mL 2-merkaptoetanol, %1 Bromfenol mavisi 1 mL; 0,9 

mL distile su. Buzdolabında saklanır. 
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2.1.2.2.5.1. Ayırıcı Jelin Bileşimi (%12’lik) 

 

Çizelge 2.3. Ayırıcı jelin hazırlanması 

 

Solüsyon A (Stok) 7,8 mL 

Solüsyon B (Stok) 6 mL 

Distile su 10,08 mL 

Amonyum persülfat 79,2 µL 

TEMED 15,6 µL 

 

 

2.1.2.2.5.2. Dengeleyici Jelin Bileşimi (%4’lük) 

 

Çizelge 2.4. Dengeleyici jelin hazırlanması 

  

Solüsyon A (Stok) 1,33 mL 

Solüsyon C (Stok) 2 mL 

Distile su 4,67 mL 

Amonyum persülfat 27 µL 

TEMED 6,6 µL 

 

 

2.1.2.2.6. Commassie Brillant Blue Solüsyonunun Hazırlanması 

 

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

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

 

2.2.1. Çalışma Alanı 

 

Kızılırmak Nehri, 410 30’ Kuzey, 360 05’ Doğu koordinatları arasındadır ve 

1150km’den uzun su yatağı, 75.000 km
2 

drenaj alanı ve yıllık ortalama 184,2 m
3
 s

-1 

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

ulaşmaktadır [228]. 

 

 

 

Şekil 2.1. Kızılırmak’ın Lokasyonu [27]. 

 

Kırıkkale ulaşım bakımından Türkiye’nin doğuya açılan kapısı olma, silah sanayisi 

ile petrol rafinerisi gibi büyük sanayi kuruluşlarını bünyesinde barındırma ve 

Kızılırmak gibi Türkiye’nin en büyük nehirlerinden birinin güzergahında yer 

almasından dolayı oldukça önemli illerden biridir. Kırıkkale İli’nde sanayi oldukça 

gelişmiş bir durumdadır. Hemen hemen bütün sanayi kuruluşları Kızılırmak 

Nehri’nin çevresinde bulunmaktadır [229]. 
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Çizelge 2.5. Örneklerin alındığı bölgeler ve koordinatları 

 

Bölge 

Numarası 

Bölge Adı Bölge Koordinatları 

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

2 
Kesikköprü Barajı Su 

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

3 
Erdemli Mah. - 

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

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

5 
Eğribük - Akkoşan 

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

6 
Bucakyazı - Sazbucağı 

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

7 
Sulubük - Kıyıbağı 

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

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

9 
Kapulukaya Barajı Su 

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

10 
Aşağıyazı Kum Ocağı 

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

11 
Mezbahane - MKE 

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

12 
Irmak Mevkii - 

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

 

Kırıkkale-Kızılırmak üzerinde endüstriyel kuruluşlara yakın olarak belirlenen 12 

bölgeden Eylül 2009’da su örnekleri toplanmıştır. 

 

 

2.2.3. Kurşuna Dirençli Bakterilerin İzolasyonu 

 

Pb ağır metaline dirençli suşların seçimi için bu metali içeren ortam kullanılmıştır. 12 

bölgeden alınan su örneklerinden Pb dirençli suşları seçmek için literatürde belirtilen 

konsantrasyonlarda Pb(NO3)2 içeren NA ortamları hazırlanmıştır. Her bölgeden 

alınan su örnekleri seyreltme yapılarak ortamlara ekilmiştir. 30
o
C’de 48 saat inkübe 

edilen örneklerden üreme olan Pb dirençli farklı koloniler seçilerek saflaştırma işlemi 

yapılmıştır [230]. 

 

 

2.2.4. İzolatların Morfolojik Özelliklerinin Saptanması 

 

Pb dirençli saf kültürler 30
o
C’de 48 saat inkübe edilerek koloni ve hücre 

morfolojisine bakılmıştır. Suşların koloni kenar yapısı, sekil, optik özellikler, 

akışkanlık ve pigmentasyon özellikleri incelenmiştir. Hücre morfolojileri ise, gram 

boyamayla mikroskop (immersiyon yağıyla ve 100 büyütmeli objektifle) altında 

incelenerek gram reaksiyonu esnasında hücre şekillerive hücrelerin incelenmiştir. 

 

 

2.2.5. Minimum İnhibitör Konsantrasyonunun (MİK) Belirlenmesi 

 

Pb’ye dirençli suşların MİK değerleri, nutrient agar ortamına giderek artan 

konsantrasyonlarda Pb(NO3)2 eklenerek saptanmıştır. 30
o
C’de 48 saat inkübe edilmiş 

ve üreme olan petrilerdeki kültürler daha yüksek konsantrasyonda Pb bulunan 

ortamlara ekilmiştir. 48 saat sonunda üreme görülmeyen petrilerdeki ağır metal 

konsantrasyonu MİK değeri olarak saptanmıştır [230]. 
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2.2.6. İzole Edilen Bakterilerin Tanımlanması 

 

Kırıkkale-Kızılırmak’tan Pb’ye dirençli suşlar izole edilmiştir. Bu suşların MİK 

değerleri belirlenmiş ve en yüksek MİK değerine sahip dirençli suş seçilmiştir. 

Seçilen suşun morfolojik özelliği belirlenmiş ve API 20 NE kitleri kullanılarak 

biyokimyasal testi yapılmıştır. Bu sonuçlara göre suş identifiye edilmiştir [231, 232]. 

 

 

2.2.7. İzole Edilen Bakterilerin Çoklu Metal ve Antibiyotik Dirençliliği 

 

Kızılırmak’tan izole edilen suşlardan Pb’ye dirençli her bir suşun, bu çalışma için 

seçilen diğer ağır metallere dirençlilikleri de tespit edilmiştir. Böylece suşların 

metallere karşı çoklu direnç profilleri belirlenmiştir. 

 

Pb dirençli suşun, çoklu metal dirençlilik profillerini belirlemek için değişik 

konsantrasyonlarda AgNO3 (8 µg mL
-1

), AlCl3.6H2O (300 µg mL
-1

), BaCl2.2H2O 

(2700 µg mL
-1

), Cd(NO3)2.2H2O (750 µg mL
-1

), Co(NO3)2.2H2O (750 µg mL
-1

), 

Cr(NO3)3.9H2O (1100 µg mL
-1

), CuSO4.5H2O (450 µg mL
-1

), FeCl3 (450 µg mL
-1

), 

Hg(NO3)2.H2O (195 µg mL
-1

), LiCl (5000 µg mL
-1

), MnSO4 (1000 µg mL
-1

), 

NiSO4.7H2O (395 µg mL
-1

), K(SbO)C4H4O6 (1400 µg mL
-1

), Pb(NO3)2                                

(1200 µg mL
-1

), SnCl2.2H2O (160 µg mL
-1

), Sr(NO3)2 (2000 µg mL
-1

), ZnSO4.7H2O 

(825 µg mL
-1

) metallerini içeren  Nutrient agarlı besiyerleri hazırlanmıştır. Ekim 

yapılan bu petriler, 30
o
C’de 48 saat inkübe edilmiş ve üreme olan suşların ortama 

eklenen metale karşı dirençli, üreme olmayanların ise duyarlı olduğu tespit edilmiştir 

[230].  

 

Antibakteriyel hassasiyet testleri Mueller-Hinton agar (Difco) kullanılarak disk 

difüzyon yöntemi ile gerçekleştirilmiştir [230]. Pb dirençli suşun, antibiyotik 

dirençlilik profillerini belirlemek için değişik konsantrasyonlarda amikasin (AK)              

(30 µg mL
-1

), aztreonam (ATM) (30 µg mL
-1

), sefepim (FEP) (5 µg mL
-1

), 

sefsulodin (CFS) (30 µg mL
-1

), seftazidim (CAZ) (30 µg mL
-1

), siprofloksasin (CIP) 

(5 µg mL
-1

), gentamisin (GM) (10 µg mL
-1

), imipenem (IPM) (10µg mL
-1

),  

netilmisin (NET) (30 µg mL
-1

), pefloksasin (PEF) (5 µg mL
-1

), piperasilin (PRL) 
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(100 µg mL
-1

), piperasilin/tazobaktam (TPZ) (100∕10 µg mL
-1

), tikarsilin (TIC)             

(75 µg mL
-1

), tikarsilin/CA (TIM) (75∕10 µg mL
-1

), tobramisin  (TOB)                           

(10 µg mL
-1

), trimetoprim + sulfametoksazol  (SXT) (25 µg mL
-1

) antibiyotiklerini 

içeren Nutrient agarlı besiyerleri hazırlanmıştır.Ekim yapılan bu petriler, 30
o
C’de 48 

saat inkübe edilmiş ve üreme olan suşların ortama eklenen antibiyotiğe karşı dirençli, 

üreme olmayanların ise duyarlı olduğu tespit edilmiştir [230].  

 

 

2.2.8. Bakteri Üreme Eğrilerinin Belirlenmesi 

 

MİK değerleri belirlenen Pb metalinin bulunduğu NB ortamında,kültürlerden 100 μL 

örnek alınarak, 100 mL NB içinde inoküle edilmiştir. Bu işlem 1200 µg mL
-1 

Pb 

metalinin bulunduğu NB ortamları içinde tekrarlanmıştır. Kültürler 30
o
C’de 

çalkalamalı olarak inkübe edilmiştir ve 0. saatten itibaren, 600 nm’de, her 2 saatte bir 

spektrofotometre ile optik dansite ölçülerek üreme eğrisi çıkarılmıştır. 

 

 

2.2.9. Plazmit İzolasyonu 

 

Saflaştırılmış izolatlardaki plazmitlerin varlığı alkali lizat metodunun modifiye hali 

kullanılarak saptanmıştır [233]. Metal içermeyen 100 mL NB besiyerine ve                     

100 mL’lik belirlenen konsantrasyonda Pb(NO3)2’yi içeren metalinin bulunduğu NB 

besiyerine plazmit izole edilecek bakterilerin ekimleri yapılmıştır. 30
o
C’de 24saat 

inkübe edilen kültürlerden 1,5 mL alınarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifüj 

edilmiş, süpernatant atılmış ve tekrar 1,5 mL kültür eklenerek aynı işlem 

tekrarlanmıştır. Pelletlerin üzerine 100 μL GTE (glukoz/Tris/EDTA) ilave edilmiştir 

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

solüsyonu üzerine ilave edilerek yavaş yavaş karıştırılmış ve 5 dakika bekletilmiştir. 

Üzerine 150 μL, 3 M potasyum asetat ilave edilmiş ve karıştırılarak 5 dakika 

bekletilmiştir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilen örneklerin süpernatanları 

toplanmıştır. 900 μL tüplere %100’lük etanol tüplere eklenmiş ve -20
o
C’de 1 gece 

bekletildikten sonra 13.100 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatant atılmış 

ve pelet üzerine %70’lik etanolden 1 mL eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de 

http://www.ilacabak.com/etkengoster.php?Id=J01CA12
http://www.ilacabak.com/etkengoster.php?Id=J01EE01
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santrifüj edilmiş ve süpernatan atılmış ve pelet üzerine 20 μL su ve 5 μL örnek 

boyası ilave edilerek elektroforez için hazır hale getirilmiştir. 

 

 

2.2.10. Kromozomal DNA İzolasyonu 

 

İzole edilen Pb dirençli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve Horn 

[234] tarafından tanımlanan metoda göre yapılmıştır. 15 mL’lik kültür 5000 rpm’de 

10 dakika santrifüje edilmiştir. Besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra pelet üzerine 5,7 mL 

TE tamponu eklenmiştir ve karıştırılmıştır. Daha sonra 30 μL %10 SDS, 30 μL 

proteinaz K ve RNAaz eklenerek 60 dakika 30
o
C’de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra 100 μL 5 M NaCl eklenerek karıştırılmıştır. 800 μL 

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

edilmiştir. Daha sonra kloroform/izoamil alkol solüsyonu eklenerek 5 dakika                

13000 rpm’de santrifüje edilmiştir. Süpernatant yeni tüplere alınarak                            

fenol/kloroform/izoamil alkol tamponu eklenmiş ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de 

santrifüje edilmiştir. Pellet üzerine 0,6 hacim izopropanol eklenmiş ve karıştırılıp 10 

dakika santrifüje edilmiştir. Süpernatant atılarak pellet üzerine 5 mL %70’lik etanol 

eklenmiş ve 10 dakika santrifüje edilmiş, etanol uzaklaştırılmış ve pelet kurutularak 

200 μL TE tamponu eklenmiş ve -20
o
C’de saklanmıştır. 

 

 

2.2.11. Agaroz Jelin Hazırlanması ve Örneklerin Jele Uygulanması 

 

%1,5’luk jel hazırlamak için 1,5 g agaroz 100 mL 10x TAE tamponu ile çözüldükten 

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

dökülmüştür ve üzerine jel tarağı yerleştirilmiştir. Jel tamamen polimerize olduktan 

sonra tarak dikkatlice ayrılmıştır. 20-25 μL’lik DNA örnekleri alındıktan sonra 

mikropipet ile vellere 3 μL yüklenmiştir. Marker DNA olarak (Sigma Lambda 

DNA/Hind III) kullanılmıştır. 100 V/cm
2 

voltaj uygulanarak 1,5 saatte yürütme 

işlemi tamamlanmıştır.  
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2.2.12. DNA’nın Etidyum Bromid ile Boyanması 

 

Elektroforez işlemi tamamlanınca jel, elektroforez aparatından alınıp boyama kabına 

konulmuş ve jel üzerine 0.5 μg mL
-1

 konsantrasyonda etidyum bromid boyama 

solüsyonu eklenerek 45 dakika boyanmıştır. Jeldeki boyanın fazlası 1 mM MgSO4 

solüsyonu ile 15 dakika muamele edilerek giderilmiştir. Daha sonra U.V. lambası 

üzerine konularak jelin fotoğrafları çekilmiştir [235]. 

 

 

2.12.13. Plazmit DNA Moleküler Ağırlık Belirlenmesi 

 

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

III marker referans alınmış ve jel üzerinde marker bantlarının yürüdüğü mesafe ve 

bantların molekül ağırlıkları değerleri ile standart eğri çizilmiştir ve bu metod ile 

bilinmeyen DNA bantlarının molekül ağırlıkları hesaplanmıştır. 

 

 

2.2.14. Total Protein İzolasyonu 

 

Pb’ye dirençli suşun total proteinlerinin izolasyonu, Kishore ve arkadaşları [236] 

tarafından tanımlanan metoda göre yapılmıştır. Belirlenen konsantrasyonlarda Pb 

içeren ve içermeyen 100 mL NB besiyerlerine ekimler yapılmıştır. Kültürlerden 

besiyerlerini uzaklaştırmak için santrifüjler yapılmıştır. Elde edilen peletlerin üzerine 

5 mL distile su eklenerek 2 kez yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. Peletler üzerine                      

2 mL fosfat tamponu eklenmiş ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon işlemi 

uygulanmıştır. 2000 rpm’de 2 dakika santrifüje edildikten sonra süpernatan temiz 

tüplere aktarılmıştır. 75 μL örnek üzerine, 75 μL örnek tamponu ilave edilmiştir. 

Elektroforez öncesinde örnekler 100
o
C’de 10 dakika kaynatılmıştır. 
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2.2.15. Total Protein Bantlarının Molekül Ağırlıklarının Belirlenmesi 

 

Total protein bantlarının moleküler ağırlıklarını belirlemek amacıyla Page Ruler 

Prestained Protein Ladder (170 kDa) referans alınarak standart eğri çizilmiştir. Jel 

üzerindeki marker bantlarının yürüdüğü mesafe ve bantların bilinen molekül 

ağırlıkları standart eğri oluşturulmuş ve bilinmeyen protein bantlarının molekül 

ağırlıkları hesaplanmıştır. 

 

 

2.2.16. SDS-PAGE Jellerinin Hazırlanması 

 

Total protein tayini Laemmli’ye [237] göre, %4’lük dengeleyici ve %12’lik ayırma 

jeli kullanılarak sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezinde                     

(SDS-PAGE) yapılmıştır. 

 

 

2.2.16.1. Ayırma Jelinin Hazırlanışı 

 

16,7 mL akrilamid/bisakrilamid (%30’luk), 19,8 mL distile su, 12,5 mL 1,5 M               

Tris-HCl (pH 8.6), 500 mL %10’luk APS (amonyum persulfat), 500 mL %10’luk 

SDS karıştırıldıktan sonra 30 mL TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave edilerek,  

1 mm aralığa sahip iki cam arasına hızlı bir şekilde dökülmüştür. Jelin üst kısmı 

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

bekletilmiştir. 

 

 

2.2.16.2. Dengeleyici Jelin Hazırlanışı 

 

3,4 mL %30’luk akrilamid/bis akrilamid, 13,6 mL distile su, 2,5 mL 1 M Tris-HCl 

(pH 6.8), 200 mL %10’luk APS ve 200 mL %10’luk SDS iyice karıştırıldıktan sonra 

20 mL TEMED ilave edilmiştir. Bu karışım, polimerize olan ayırma jelinin 

üzerindeki distile su uzaklaştırıldıktan sonra ayırma jeli üzerine dökülmüştür. Tarak 

yerleştirilmiş ve polimerize olması için bekletilmiştir. 
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2.2.16.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi 

 

Polimerizasyonu takiben tarak çıkarılmış, kuyucuklar elektroforez yürütme tamponu 

ile yıkandıktan sonra tanka sabitlenmiş ve elektroforez düzeneği yürütme tamponu 

ile doldurulmuştur. Örnekler kuyucuklara yüklenmiş ve 30 mA ve150 V’ta ortalama 

1 saat yürütülmüştür. 

 

 

2.2.16.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanması 

 

Elektroforez işlemi tamamlandıktan sonra jeller, fiksasyon çözeltisi içerisinde bir 

gece bekletilmiştir. Bu işlemden sonra jeller boyama çözeltisine alınmış ve ortalama 

1 gün süresince boyanmıştır. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lık aralıklarla 2 kez 

yıkanarak jellerdeki fazla boyanın giderilmesi sağlanmıştır [238]. Jel görüntüleme 

cihazında jellerin fotoğrafları beyaz ışıkta görüntülendi. 

 

 

2.2.16.5. Protein Bantlarının Yoğunluk (Intensity) Ölçümü 

 

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

görüntüleme cihazında (Gel Logic 2200 Pro) Carestream Molecular İmaging (Mİ) 

Software Standart Edition (SE) programı kullanılarak proteinlerin göreceli 

miktarlarını belirlemek için taranmıştır. Protein bantlarının verdiği pik absorbans 

değerleri jel görüntüleme cihazı üzerinde kaydedilmiştir. Her bir bant için üç farklı 

yerlerde tarama yapılmış, değerlerin ortalaması alınmıştır. Yatay konumdaki protein 

bantları arasındaki mesafe iki bant arasındaki tepe noktalarının dik bir eksende 

birleştirilmesiyle jel görüntüleme cihazı ile belirlenmiştir. Bu oranların güvenilirliği 

bağımsız olarak programlanmış bilgisayar analizi kullanılarak belirlenen grafik ile 

desteklenmiştir [239]. 
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3.ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

3.1. Kurşuna Dirençli Bakterilerin İzolasyonu ve MİK Değerlerinin 

Belirlenmesi 

 

Kırıkkale - Kızılırmak üzerinde belirlenmiş olan 12 bölgeden alınan su örneklerinden 

Pb’ye dirençli suşlar izole edilmiştir. Çizelge 3.1’de belirtilen bölgelerdeki üreme 

durumlarına göre Pb dirençli 33 suş izole edilmiş, MİK değeri 1200 µg mL
-1 

olan bir 

izolat ileri çalışmalarda kullanılmak için seçilmiştir. 6. bölgeden izole edilen bu suş 

Pb 06 olarak adlandırılmıştır. 

 

Çizelge 3.1. Kurşuna dirençli suşların bölgelere göre dağılımı 

 

Örnek Alınan Bölgeler ve Bakteri Üreme Durumları 

 

Ağır Metal 

 

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

Pb(NO3)2 + + + - + + + + + + + + 

(-) : üreme yok, (+) : üreme var 

 

 

3.2. Bakterilerin İdentifikasyonu 

 

Çizelge 3.2’de gösterildiği gibi Pb’ye dirençli  Pb06  kodlu suşun   morfolojik ve 

biyokimyasal özellikleri belirlenmiştir. Belirlenen bu suşun akışkan, optik özellik 

bakımından saydam ve pigment renginin beyaz renkte olduğu belirlenmiştir. Pb06 

suşunun hücre morfolojisini belirlemek için gram boyama yapılmış, Gr (+) olarak 

bulunmuştur. Pb 06 suşu, mikroskopta 100 büyütmeli objektif altında immersiyon 

yağı damlatılarak incelenerek gram reaksiyonu esnasında hücre şekilleri ve 

hücrelerin incelenmiş ve kok şeklinde oldukları belirlenmiştir. Bunun yanında farklı 

biyokimyasal testlere tabi tutularak tanımlanmıştır. 
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 Çizelge 3.2. Kurşuna dirençli suşun (Pb 06) biyokimyasal özellikleri 

 

Ağır Metale Dirençli Suş 

Biyokimyasal Özellikler Pb 06 

Şekil Kok 

Gram Reaksiyon (+) 

Akışkanlık Akışkan 

Optik Özellikler Saydam 

Pigment Beyaz 

Katalaz - 

Üre (URE) + 

Malonat(MLT) + 

Arabinoz(ARA) - 

Glukoz (OFG) + 

Mannitol(MAN) + 

Adonitol (ADO) + 

Glukoz (GLU) + 

Arjinin Hidrolaz - 

Ksiloz(XYL) + 

Arjinin (ARG) - 

Maltoz + 

Hidrojen Sülfür (H2S) + 

Eskülin (ESC) - 

Sorbitol (SOR) + 

Laktoz %10 (LAC) + 

Sükroz (SUC) + 

Alkalin Fosfataz + 

Oksidaz (OXI) - 

Tanımlanan Tür Enterococcus faecalis 

                  (-); negatif, (+); pozitif 
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3.3. İzole Edilen Bakterinin Metal ve Antibiyotik Dirençlilik Profilleri 

İzole edilen Pb dirençli E. faecalis suşunun metal ve antibiyotik dirençlilik profilleri 

belirlenmiştir. Bu suşların dirençlilik sonuçları Çizelge 3.3.’de gösterilmiştir. 

                     Çizelge 3.3.  Kurşuna dirençli suşun metal ve antibiyotik dirençlilik profilleri 

 

  

Suş Adı 

 

Metal Dirençlilik Profili 

 

Antibiyotik Dirençlilik 

Profili 

K
u

rş
u

n
 D

ir
e
n

çl
i 

S
u

ş 

Enterococcus faecalis Ag, Al, Ba, Cr, Fe, Li,Ni, Sn, Sr, Zn AK, ATM, GM 

Ag: Gümüş, Al: Alüminyum, Ba: Baryum,  Cr: Krom, Fe: Demir, Li: Lityum, Ni: Nikel, Sn: Kalay,   

Sr: Stronsiyum, Zn: Çinko  AK: Amikasin, ATM: Aztreonam, GM: Gentamisin 

 

Çizelge 3.3. incelendiğinde E. faecalis suşunun Ag (8 µg mL
-1

), Al (300 µg mL
-1

), 

Ba (2700 µg mL
-1

), Cr (1100 µg mL
-1

), Fe (450 µg mL
-1

), Li (5000 µg mL
-1

),           

Ni (395 µg mL
-1

), Sn (160 µg mL
-1

), Sr (2000 µg mL
-1

), Zn (825 µg mL
-1

) 

metallerine, AK (30 µg mL
-1

), ATM (30 µg mL
-1

) ve GM (10 µg mL
-1

) 

antibiyotiklerine karşı dirençli olduğu belirlenmiştir.  

 

 

3.4. Kurşun Dirençli Bakterinin Büyüme Eğrisi  

 

İzole edilen E. faecalis suşunun üreme eğrisi Şekil 3.1.’de verilmiştir. Suşun 

Pb(NO3)2 içeren ortamda daha yüksek OD gösterdiği ve Pb(NO3)2 içermeyen ortama 

göre logaritmik artış fazının daha uzun olduğu tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.1. E. faecalis suşunun;  Pb içeren ortamdaki  Pb içermeyen 

ortamdaki büyüme eğrisi 

 

 

3.5. Kurşun Dirençli Bakterinin Plazmit ve Kromozomal DNA Analizleri 

 

Pb dirençli E. faecalis suşunun metal dirençliliği ile plazmit DNA arasındaki 

ilişkiyi ortaya çıkarmak amacıyla Pb içeren ve içermeyen ortamda üretilen 

bakterilerden plazmit izolasyonu yapılmıştır. Plazmitlerin molekül ağırlıklarını 

belirlemek amacıyla marker referans alınarak her bir jel için standart eğri 

çizilmiş ve plazmitlerin molekül ağırlıkları belirlenmiştir. Yapılan izolasyon 

çalışmaları sonucunda E. faecalis suşunun Pb içeren ortamda herhangi bir 

plazmit içermediği tespit edilmemiştir.  
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                                                      M                        1                      2 

 

 

Şekil 3.2. E. faecalis suşunun plazmid ve kromozomal DNA lokasyonu 

M: marker (Lambda DNA/Hind III), 1; plazmit DNA (Pb içermeyen ortam), 2; chr: kromozomal 

DNA  

 

Şekil 3.2.’de gösterildiği gibi Pb dirençli olan E. faecalis suşunun metal içermeyen 

ortamda ise sırasıyla 28.95, 22.28, 3.06 ve 1.58 kb olmak üzere 4 plazmit içerdiği 

tespit edilmiştir. Bu plazmitlerin Pb içeren ortamda ekprese olmadığı görülmüştür.  

 

Sekil 3.3’de örneği gösterildiği gibi Lambda DNA/Hind III marker moleküler 

ağırlıkları referans alınarak her jel için elde edilen standart eğriden moleküler 

ağırlıkları bilinmeyen plazmit DNA’ların molekül ağırlıkları belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 
23.13 kb 

 9.42 kb 

 6.65 kb 

 4.36 kb 

 

 

 2.32 kb 

 2.02 kb 

 

 

 

 

 

 

 0.56 kb 

 

 

 
28.95 kb 

 

22.76 kb       
 chr 

 
 

3.06 kb 

 

 

 

1.58 kb 
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Şekil 3.3. Plazmit DNA moleküler ağırlık belirleme standart eğrisi 

 

 

3.6. Kurşuna Dirençli Bakterinin Total Proteini Analizi 

 

Pb dirençli E. faecalis suşunun metal içeren ve içermeyen ortamdan total protein 

izolasyonu yapılmıştır. E. faecalis suşunun total protein profilleri çıkarılmıştır. Şekil 

3.4.’de bulunan jel için marker referans alınarak Şekil 3.5.’te standart eğri çizilmiş ve 

molekül ağırlıkları bilinmeyen total proteinlerin molekül ağırlıkları tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.4. E. faecalis suşunun total protein profili 

M; marker (Page Rular Prestained Protein Ladder),  1; Pb içermeyen ortam, 2; Pb içeren ortam 

 

Şekil 3.4.’de E. faecalis suşunun Pb içeren ortamdaki total protein izolasyonu sonucu 

117.86, 86.15, 70.00, 67.06, 55.00, 51.56, 40.00 ve 37.36 kDa boyutlarındaki protein 

bantlarının ekspresyonunun metal içermeyen ortama göre arttığı görülmüştür. 

Ekspresyonu artan bantların yoğunlukları ölçülmüş ve buna göre yoğunlukların 

sırasıyla 117.86 kDa’lık bandın 2.9 kat, 86.15 kDa’lık bandın 4.1 kat, 70.00 kDa’lık 

bandın 5.8 kat, 67.06 kDa’lık bandın 2 kat, 55.00 kDa’lık bandın 3.4 kat,                     

51.56 kDa’lık bandın 2.6 kat, 40.00 kDa’lık bandın 3.8 kat ve 37.36 kDa’lık  bandın 

ise 2.5 kat arttığı belirlenmiştir. 

 

 
    M                         1                         2 
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          130 kDa 
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            55 kDa 
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Şekil 3.5. Total protein moleküler ağırlık belirleme standart eğrisi 
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4. TARTIŞMA-SONUÇ 

 

Kızılırmak üzerinde belirlenen 12 bölgeden alınan su örnekleri analizi sonucu 33 Pb 

dirençli bakteri izole edilmiş, bu bakterilerden en yüksek MİK değeri gösteren suşun 

6. (Bucakyazı-Sazbucağı Mevki) ve 10. (Aşağıyazı Kum Ocağı Mevkii) bölgelerden 

izole edildiği anlaşılmıştır. Bu suş için maksimum MİK değeri 1200 µg mL
-1

 olarak 

belirlenmiştir. Morfolojik ve biyokimyasal özellikleri esas alınan bu suş 

Enterococcus faecalis olarak tanımlanmıştır.  

 

E. faecalis suşunun; Pb içeren ve içermeyen ortamdaki büyüme eğrisi çizilmiş ve bu 

suşun Pb içeren ortamda daha etkin üreme gösterdiği belirlenmiştir. Su kirliliği 

çalışmalarında, lağım sularından kaynaklanan kirliliğin net bir göstergesi 

Enterococcus bakteri cinsinin varlığı kabul edilmiştir. Enterokoklar çok tehlikeli 

bakteri olmamasına rağmen, kolayca tespit edilebilir; yaygın olarak onlar kirli su 

tüketen insanlar arasında dağılır ve sık hastane enfeksiyonu ile izole edilir. 

Bakterilerin bu cinsinin en önemli özelliği, barındırdığı yaygın çeşitli-antibiyotik 

direncidir, hastane hizmeti içinde meydana gelen insan vakalarının kontrolünü 

yapmak çok zordur. Enterococci bakterilerinin diğer dikkat çeken özelliği, koliform 

bakterilerin aksine hem kimyasallara hem de ağır metallere olan direncidir [240]. 

 

Bacillus thuringeinsis ve Paenibacillus bakteri üremesi üzerine Pb’nin farklı 

konsantrasyonlarının etkisi araştırılmıştır [241]. Bu suşların yüksek 

konsantrasyonlarda daha düşük konsantrasyonlara göre daha iyi bir üreme gösterdiği 

belirlenmiştir. Mevcut araştırmada, Pb(CH3COO)2’ya yüksek konsantrasyonlarda 

daha iyi dirençli bakteri Bacillus spp. olarak saptanmıştır. Bu bakterinin büyümesi 

kültürüne Pb eklendiği zaman artmaktadır. Ancak bu artış logaritmik büyüme 

evresinin yarısından itibaren ortada kısa bir duraklamadan sonra aniden başlar. Bu 

kültür ortamında mevcut Pb’nin ortadan kaldırılması bu bakterinin yeteneğini 

gösterir. Sürekli Pb stresli koşullarda temas eden bu bakterinin ortama adapte olduğu 

şüphesizdir. Bu çalışma sonucunda dirençli bakterilerin büyüme eğrisi 

değerlendirilmiştir [241]. Xie ve arkadaşları [242] bakterilerin dirençli suşlarının 

gelişimi üzerine Pb’nin farklı konsantrasyonlarının etkisi araştırmıştır. Onlar Pb’nin 

toksik konsantrasyonları Pb dirençli bakterilerin büyüme eğrisi üzerinde çok az etkisi 
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olduğunu göstermiştir. Bu etki Pb duyarlı bakteriler üzerinde çok fazla iken,  sadece 

Pb dirençli bakteriler tarafından toksik etkilerin tolere edilebildiği belirlenmiştir 

[242].  Lugauskas ve arkadaşları [243] tarafından Pb’nin ortadan kaldırılması dirençli 

bakteriler izole edilmiş ve yüzde bakımından araştırılmıştır. Pb dirençli bakterilerin 

Pb gidermede yüksek güce sahip olduklarını göstermişlerdir. 

 

Bir insan patojeni olan Enterococcus’un, iki farklı kaynak tarafından bulaşması bir 

nehrin bakteriyel populasyonu üzerinde ciddi bir etki meydana getirebilir.  

Enterococcus antibiyotik veya ağır metal ya da her ikisine de direnç oluşabilecek 

ırmak akıntılarında bakterilerin iki ayrı alt populasyon oluşumunu etkileyebilir. Bu 

rapor kanıtları ırmakların kirlenmesinin sadece ekoljik açıdan etkisinin olabileceğini 

değil önemli patojenlerin insanı sağlığına bir doğrudan etkileyebileceğini 

göstermiştir [240].  

 

Bakteri izolatlarının dağılımındaki farklılığı belirlemek için yapılan ilk işlem 

bakterileri bulunduğu ortamdan saflaştırmaktır. Böyle bir amaç için Mondragón ve 

arkadaşları [240] belirlenen konumlardan 48 örnek toplamıştır. Toplamdaki bu 

örneklerden 38 E. faecalis izole edilmiştir. İzole edilen diğer bakteri izolatlarındaki 

dirençlilik 38 E. faecalis kadar belirgin olmamıştır. Bu nedenle, tüm ağır metal 

dirençliliği ve antibiyotik direnci testleri insan sağlığı üzerinde doğrudan etkisi 

olabilecek önemli bir insan patojeni olduğunu düşünülen E. faecalis suşları ile 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Mondragón ve arkadaşları [240] ağır metal dirençliliğine sahip izolatların metal 

kaynağı yakınında belirgin olmayan Hg’ye %100 direnç gösterdiğini ve izolatların 

geriye kalanları ise %86.8 Cr, %42.1 Cd dirençli bulunduğunu belirtmişlerdir. 

 

Genel sonuçlar dikkate alındığında Mondragón ve arkadaşları [240] E. faecalis 

suşlarında kısmi dağılım önermişlerdir. Bu hipotezi test etmek için, farklı örnekleme 

yerlerinde ağır metal dirençliliği olan E. faecalis suşları % cinsinden analiz 

edilmiştir. PL ve PP diye isimlendirilen bölgeye ait izolatların Cr’ye dirençliliği 

sırasıyla %77.8 ve %72.7 olarak bulunmuştur. AT ve LI diye isimlendirilen bölgeye 

ait izolatların Cr’ye dirençliliği %100 bulunmuştur. Hg ve Cr için AT ve LI 
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bölgelerinde gözlenen frekansların aksine, Cd için gözlenen değerler %37.5 ve her 

bir bölge için ise %70 olarak bulunurken; PL ve PP bölgeleri için ise sırasıyla %33.3 

ve %27.3 olarak bulunmuştur.    

 

Cd, Cr ve Hg gibi metaller endüstriyel atıklarda normal olarak bulunan metaller 

olduğundan çöplerin depolanması atıkların tek varlığı olarak bu durumu açıklamayı 

sağlayabilir. Ancak, en güçlü değişken genel nüfustan ayrı olarak evde oluşturulan 

atıklar, (inorganik ve organik) uygun depolanmayan pil atıkları ve diğer zehirli 

atıklar için kullanılan ilgi eksikliği olduğu gerçektir [240]. 

 

Suların enfeksiyona yol açan bakteriler tarafından kontaminasyonu, onların 

yayılmasına yol açabilir ve sularda bazı ağır metallerin varlığı ağır metallere veya 

antibiyotiklere veya her ikisine de dirençli bakterilerin seçimine yol açabildiğinden 

atıksu yönetimi önemlidir. Bu sorunlar, atık yönetimi düzenleyen politikalarının 

etkin uygulanmasını gerektirir [240]. 

 

Ağır metallerin varlıkları bakterilerin yaşam ortamında seçilimde baskı 

oluşturmaktadır. Bakteriler ağır metallerin kesin bir biçimde varlığında, anahtar 

mekanizma olarak yatay gen aktarımı ile yaşamını yöneten geniş stratejiler dizisi 

oluşturarak seçilir. Temel mekanizma ise hastanelerde antibiyotik ile tedavi edilmiş 

insanlara ait tıbbi atıkların ve çöp kapatma kaynaklarının ırmağa döküldüğü lağım 

sularındaki yatay gen transferidir [240]. Mondragón ve arkadaşları [240] yaptığı 

çalışmada, Molala Irmağında yatay gen aktarımının çoğunlukla, ağır metal ve 

antibiyotik dirençli bakterilerin birlikte bulunması ile mümkün olacağını 

belirtmişlerdir. Bu izole edilen klinik bakteri örneklerinde en azından bir ağır metal 

dirençliliği ve bir veya daha fazla antibiyotik dirençliliği gözlemlenmiştir.  

 

Mondragón ve arkadaşlarının [240] yaptığı çalışmada genel antibiyotik direnci 

modeli belirtilen gibi olmuştur: En yüksek siprofloksasin (%100.0) ve               

kanamisin (% 84.2), vanomisin (%15.7) iken gentamisin (%13.15),  düşük ampisilin 

(%7.8) direnci bulmuşlardır. Farklı örnekleme bölgeleri arasında antibiyotik direnç 

dağılımıda analiz edilmiştir. Gentamisin dirençli izolatlar bölge PL’de bulunmuştur. 

Direnç örneklerinin dağılımı ile ilgili en alakalı sonuç nehrin ana akımına göre en 
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uzak örnekleme noktası bölgesi PP’de vardır. Bu güçlü nehir akışının sunduğu 

yaygın model ile ilişkilidir. Tüm örnekleme bölgelerinde sayısız izolat olduğu için 

belirlenen güçlü direnç örnekleri, MİK değeri olarak belirlenmiştir.  İzole edilen 

bakterilerin sadece %7.8’i ampisilin ve gentamisin’e belirtilen yoğunluklara kadar 

direnç göstermiştir. Sırasıyla 10 ve 120 µg mL
-1

 olarak dirençlilik bulunmuş ve 

toplam izolatların %2.6 ampisilin’e direnç göstermiştir. Toplamda izolatlar 

gentamisin için 30 ve 140 µg mL
-1 

konsantrasyonlarında direnç göstermişlerdir. 

İzolatlar çok miktarda kanamisin (%73.7) dirençliliği göstermiştir. 170 µg mL
-1

’ye 

dirençli bulunurken yine de, %13.1 artış oranında 200 µg mL
-1 

konsantrasyonlarına 

da dirençli bulunmuşlardır. Siproflaksasin ile ilgili olarak, %65.8 dirençlilik 

bulunmuştur. İzolatlar %15.8 kadar artış oranında da büyüyebilirler. Sırasıyla,                

4 ve 5 µg mL
-1 

konsantrasyonlara dirençli olmuşlardır. 

 

Mondragón ve arkadaşlarının [240] yaptığı çalışmada kanalizasyon ve potansiyel 

insan kaynaklı kontaminasyon varlığı su kirliliğini ikinci kez doğrulamıştır. Mololoa 

Nehrindeki kanalizasyon deşarjı ile kirlenen şehir sularında E. faecalis saptanmıştır. 

Buna ek olarak, muhtemel nedenle istatistiksel olarak anlamlı farkın ortaya 

çıkmasında bakterilerin hayatta kalmak için direnci sistemleri dağılım yeteneğine 

sahip olmaları etkili olmaktadır. İstatistiksel yöntemler göstermektedir ki bakteriler 

hem ağır metale hem de antibiyotiğe direnç gösteren alt popülasyon 

oluşturabilmektedir. Bu durumun kontrolünü ve yayılmasını insan sağlığı ile ilgili 

tehlikeli atıklar belirlemektedir (hem biyolojik hem de kimyasal atıklar). 

 

Laplace ve arkadaşları [244] kamuya açık alandan izole ettikleri E. faecalis izolatının 

bulunduğu ortama 0.05 μg mL
-1

’den 50 μg mL
-1

’ye kadar değişen 

konsantrasyonlarda Cd
2+

, Cu
2+

, Hg
2+

, Mn
2+

 ve Pb
2+

 ağır metallerini eklemişler, her 

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

50 μg mL
-1 

olarak bulurlarken, Hg için ise MİK değerini 5 μg mL
-1 

olarak 

belirlemişlerdir.  

 

Matyar ve Dinçer [230]  İskenderun Körfezi kıyı şeridi boyunca farklı noktalardan 

steril bakteriyolojik su numune şişesi kullanarak deniz yüzeyinden 20 cm aşağıdan 

deniz suyu örnekleri almışlardır. Bu çalışmada Akdeniz’ den izole ettikleri 158 adet 
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E. faecalis bakteri izolatları için 12.5 μg mL
-1

’den 3200 μg mL
-1

’ye kadar değişen 

konsantrasyonlarda Cd
+2

, Cu
+2

, Mn
+2

 ve Pb
+2 

ağır metallerini ihtiva eden Mueller-

Hinton agar kullanarak MİK değerlerini belirlemişlerdir. Antibiyotik dirençliliği 

çalışmalarında yüksek antibiyotik dirençliliğini gentamisine (%98.7), siproflaksine 

(%77.8), imipeneme (%77.2) ve levofloksasine (%72.8) karşı bulmuşlar, en az 

dirençliliği ise vankomisine (%3.2) minosikline (%13.3) ve kinopristin-dalfopristine 

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

göstermediğini tespit etmişlerdir. 

 

Nakipoğlu ve arkadaşları [245] İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi’nin 

çeşitli kliniklerinde yatan hastalardan alınan dışkı veya rektal sürüntü örneklerinden 

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

çalışmışlardır. Vankomisin (30 μg), teikoplanin (30 μg), yüksek dirençli gentamisin 

(120 μg) ve yüksek dirençli streptomisin (300 μg) diskleri kullanmışlardır.                      

E. faecalis suşlarının Pb
2+

, Hg
2+

, Cd
2+

 ve As
5+

 dirençliliklerini belirlemek amacıyla 

bu ağır metallerin çözeltileri hazırlanmıştır. Her bir ağır metal için 20 mM, 10 mM,    

5 mM, 2.5 mM, 1 mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.1 mM, 0.05 mM, 0.01 mM, 0.005 mM 

olmak üzere seri konsantrasyonlarda ağır metal içeren Mueller Hinton agar 

besiyerleri hazırlamışlardır. Günümüzde ağır metallere ait belirlenmiş MİK direnç 

sınır değerlerinin bulunmaması nedeniyle bu konuda yapılan çeşitli çalışmalardan 

yararlanarak direnç kriterleri oluşturmuşlardır. MİK değerleri As için ≥ 10 mM,              

Cd ve Pb için ≥ 1 mM ve Hg için ≥ 0.1 mM olan suşları dirençli olarak kabul 

etmişlerdir. 

 

Nakipoğlu ve arkadaşları [245] çalışmaya aldıkları 39 Enterococcus suşunun 

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

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

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

aminoglikozitlere direnci saptanmışlardır. Suşların tümünün (%100) Pb’ye                   

(MİK: 2.5-5 mM), bir suşun (%2.6) Hg’ye (MİK: 0.005-0.25mM), bir suşun (%2.6) 

ise As’ye dirençli (MİK: 0.1-10 mM) olduğu belirlenirken Cd direncine 

rastlamamışlardır. Çalışmalarında, suşların %71.8’inde (28/39) antibiyotik 

(aminoglikozid ve/veya vankomisin ve/veya teikoplanin) ve ağır metal (Pb ve As 
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ve/veya Hg) direncinin bir arada bulunduğu belirlemişlerdir. E. faecalis suşu için 

elde edilen MİK değerleri; As için 0.25, Cd için 5, Hg için 0.25 ve Pb için 10 mM 

olup, As ve Hg’ye duyarlı, Cd ve Pb’ye dirençli olarak saptanmıştır. 

 

Abou-Shanab ve arkadaşları [246] Gr (+) ve Gr (-) toplam 46 suş ile yaptıkları bir 

çalışmada, Pb direncini %100 (MİK: 5-15 mM), As direncini %18                         

(MİK: 10-20 mM), Hg direncini %29 (MİK: 0.1-0.5 mM) ve Cd direncini %42 

(MİK: 1-5 mM) olarak bulmuşlar ve toprakta bulunan ağır metallerin dirençli 

bakterilerin seleksiyonuna neden olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Bu çalışmada ise, E.faecalis’in Pb’nin yanında Ag (8 µg mL
-1

), Al (300 µg mL
-1

),  

Ba (2700 µg mL
-1

), Cr (1100 µg mL
-1

), Fe (450 µg mL
-1

), Li (5000 µg mL
-1

),                     

Ni (395 µg mL
-1

), Sn (160 µg mL
-1

), Sr (2000 µg mL
-1

), Zn (825 µg mL
-1

) 

metallerine de dirençli olduğu belirlenmiştir. Ayrıca amikasin, aztreonam ve 

gentamisin antibiyotiklerine karşı da dirençlilik bulunmuştur. Diğer çalışmalar ile 

karşılaştırıldığında bu çalışmada elde edilen MİK değeri daha yüksek olarak öne 

çıkmaktadır. Bu durum söz konusu izolatın Pb metaline karşı yuğun baskı altında 

olması sonucu daha yüksek konsantrasyonda bir direnç geliştirdiği şeklinde 

açıklanabilir. Ayrıca E. faecalis’in ırmak suyunda bulunması suya kanalizasyon su 

ve/veya atıklarının karıştığını vurgular niteliktedir. 

 

Yapılan çalışmalar, uzun vadeli ve kısa vadeli ağır metal stresine maruz kalındığında 

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

populasyonlarının tür çeşitliliğinde ve plazmit insidansında farklılıklar görülmektedir 

Bazı mikrobiyal suşlar direnç için genetik belirleyicilere sahiptir. Bakterilerde bu 

belirleyiciler sıklıkla plazmitlerin üzerinde bulunur. Toksik kimyasal atıkların olduğu 

bölgede izole edilen bakteriler temiz sulardan izole edilen bakterilere göre daha 

sıklıkla plazmit DNA içerirler ve antibiyotik dirençliliği gösterirler [247]. Aynı 

zamanda bakterilerin birçoğunda ağır metal dirençlilik genlerinin plazmidler 

üzerinde kodlanmış olarak bulundukları bilinmektedir [248]. Bakteriler, yeni 

antibiyotiklere ve kimyasallara dirençli duruma geldikçe, değişik ortam şartlarına 

kolayca uyum sağlayabilmekte ve bu olayda plazmid adı verilen ekstra kromozomal 

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

bakterilerin rezervuarı olan kanalizasyon sularının, arıtılmaksızın sucul ortamlara 

katılımı, R- plazmidlerinin geniş alanlara yayılmasına neden olur [249]. 

 

Bu çalışmada Pb dirençli olan E. faecalis suşunun metal içermeyen ortamda 28.95, 

22.28, 3.06 ve 1.58 kb olmak üzere 4 plazmit içerdiği tespit edilmiştir. Bu 

plazmitlerin Pb içeren ortamda ekprese olmadığı görülmüştür. Bu bulgulardan yola 

çıkarak suşun içerdiği 4 plazmitten herhangi birinin Pb dirençlilik genleri taşımadığı 

bu dirençliliğin kromozomal DNA üzerinde olan genler sayesinde olduğu sonucuna 

varılmıştır. 

 

Deniz suyundan izole edilen bakterilerin ağır metal dirençlilik düzeylerinin yüksek 

olması ve özellikle dirençlilik değerlerinin organize sanayi bölgelerine nispeten diğer 

bölgelerde daha da fazla olduğu bilinmektedir. Bu tür yerlerde yaşayan bakteriler 

arasında yayılmayı ve değişen çevre koşullarına uyumu kolaylaştıran dirençlilikte 

plazmidlerin etkisi çok önemlidir. Çeşitli habitatlarda yapılan birçok çalışmada metal 

dirençlilik genlerinin konjugatif plazmidler ve konjugatif transpozonlar üzerinde 

kodlandığını ve yayıldığını gösterilmektedir [249]. 

 

Kromozomal ve plazmide dayalı temel metal dirençlilik sistemleri arasında bazı 

farklar vardır. Temel metal dirençlilik sistemleri genelde kromozom kökenlidir ve 

plazmid sistemlerinden daha komplekstir. Diğer organizmalara hızlı bir şekilde 

taşındıkları için ve gen üzerindeki taşıma yükünü azalttıkları için iyon akış 

mekanizmalarının plazmidler üzerinde taşınmaları çok büyük bir olasılıktır [250]. 

 

Bazı bakterilerin diğerlerinden daha yüksek Pb
+2 

konsantrasyonlarında 

büyümesinden dolayı, bakteriyel Pb direnci uzun süre çevresel mikrobiyoloji 

çalışmalarında ilgi çekmiştir. Pb
+2

 direnci için belli bir mekanizma yoktur, 

ancak,farklı mekanizmalara sahip farklı bakteri türleri de vardır. Gr (-) Ralstonia 

metallidurans suşu biri pMOL28 (163 kb) ve diğeri pMOL30 (238 kb)olmak üzere 

toksik ağır metaller için bulunan direnç kodlayan iki endojen megaplazmide sahiptir. 

Bu belirleyicilerinden biri pMOL30 üzerinde bulunan direnç bölgesi Pb
+2

 direncinde 

rol oynamaktadır [189]. 
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Raja ve Selvam [220], yağ fabrikası atık sularından izole ettikleri P. aeruginosa’nın 

Cd, Cr, Ni ve Pb metallerine karşı direnç gösterdiğini rapor etmişlerdir. 

Transformasyon ve plazmid curing deneyleri sonucunda; Ni ve ampicillin direnç 

geninin plazmid DNA tarafından kodlandığı, Cd direnç geninin, Cr ve Pb direnç 

genleri ile birlikte kromozomal DNA üzerinde olduğu anlaşılmıştır. 

 

Laplace ve arkadaşları [244] doğal yaşam ortamlarının mikroorganizmaların 

büyümesi için her zaman uygun olmayacağını belirtmişlerdir. Bu tür stresli 

koşulların spesifik olarak ortaya çıkmasıyla bilinen gen ifadesinde değişiklikler ve 

protein sentezinin artması dahil olmak üzere çeşitli tepkilere yol açacağını 

saptamışladır. Bu polipeptidler iki sınıfa ayrılabilir. Birinci sınıftakiler, çevresel 

streslere karşı genel stres proteinlerini içerir. Örneğin, çok zor koşullarda büyümeye 

yeteneği olan aerotolerant E. faecalis bakterisinin kimyasal kirliliğin olduğu yerlerde 

ısı şoku ile uyarılan proteinlerine bağlı olarak gelişen ve büyüme koşulları içinde 

oluşan çeşitli modifikasyonları vardır. Bununla birliktestres proteinleri indüksiyonu, 

özel bir stres için de özel olabilir. Moleküler biyolojideki gelişmeler, gen yapısı ve 

fonksiyonlarının daha iyi anlaşılmasını sağlayarak çevre için moleküler yöntemleri 

uygulamayı kolaylaştırmıştır. Bu bağlamda stres proteinleri, çevresel kirliliğin 

varlığını göstermede biyolojik gösterge olarak çevresel kirliliği izlemek için umut 

verici bir araç olarak olabilir. 

 

Bu çalışmada, E. faecalis suşunun Pb içeren ortamdaki total proteinin 117.86, 86.15, 

70.00, 67.06, 55.00, 51.56, 40.00 ve 37.36 kDa boyutlarındaki protein bantlarının 

ekspresyonunun metal içermeyen ortama göre arttığı görülmüştür. Ekspresyonu artan 

bantların yoğunlukları ölçülmüş ve buna göre yoğunlukların sırasıyla 117.86 kDa’lık 

bandın 2.9 kat, 86.15 kDa’lık bandın 4.1 kat, 70.00 kDa’lık bandın 5.8 kat,                   

67.06 kDa’lık bandın 2 kat, 55.00 kDa’lık bandın 3.4 kat, 51.56 kDa’lık bandın 2.6 

kat, 40.00 kDa’lık bandın 3.8 kat ve 37.36 kDa’lık bandın ise 2.5 kat arttığı 

belirlenmiştir. Pb içeren ortamdaki E. faecalis’in total proteinlerinin ekpresyonunun 

artması Pb dirençliliğinde bu proteinlerin etkisinin olduğunu göstermektedir. 
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Laplace ve arkadaşları [244] Cd’nin bulunduğu ortamda E. faecalis kültürlerinin 

birçok protein sentezinde artış olduğunu belirlemişlerdir. Cd’ye maruz kalmış            

E. faecalis kültürlerinin çeşitli proteinlerinin sonuçları sentezinde artış olduğunu 

göstermektedir. E. faecalis’in csrA geninin moleküler klonlama ve karakterizasyonu 

Cd eklendikten sonra yapılmıştır. Buna ek olarak, düşük Cd konsantrasyonunun bile 

csrA ekspresyonuna sebep olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmada ayrıca E. faecalis 

izolatlarındaki csrA gen ifadesinin Cu, Cd, Hg, Mn ve Pb ağır metallerinin 

bulunduğu toksik stres ortamında indüklenebilir gen potansiyeline sahip olduğunu da 

belirlemişlerdir. 

 

Pb direnci Gr (+) bakterilerde hücre içi biriktirme şekliyle görülürken, Gram (-) 

bakterilerde ATPaz akış sistemiyle görünmektedir. Artan Pb
+2

 alımı sitoplazmada 

aşırı duyarlılığa neden olur. Bakterilerin membranında bulunan periplazmik 

proteinlerinin yan zincirleri Pb
+2

 alımını azaltmak için etkileşime girerler. Bir kez 

sitoplazmaya girmiş Pb
+2

 iyonu PbrA proteinin işlevsel etkisiyle ATPaz tarafından 

dışarı atılır. PbrD proteini de burada yardımcı rol alır. Tam Pb dirençliliği için PbrB 

ve PbrC gereklidir. Gr (-) Cupriavidus metallidurans bu tür mekanizma vardır [251]. 

 

Pb
+2

 için Staphylococcus spp. ve Citrobacter freundii’de intraselüler Pb3(PO4)2 

granülleri oluşturarak Pb
+2

 etkisini en aza indirgediği belirlenmiştir. Ayrıca 

plazmitlerin de etkin rol oynadığı bildirilmiştir [251]. 

 

Kafilzadeh ve arkadaşları [241] tarafından yapılan mevcut araştırmada, Bacillus spp., 

Pseudomonas spp. ve Corynebacterium spp. bakterilerinin Pb’ye yüksek dirençli 

oldukları belirlenmiştir. Pb’ye dirençli bakterilerin bir taşıyıcı fosfataz-protein 

kullanarak bu ağır metal ile kirlenmiş bölgelerdeki hayatta kalabildikleri 

belirlenmiştir [241]. Çevre kalitesindeki değişmeleri tespit edebilmek için hızlı ve 

hassas ölçümlere ihtiyaç duyulmaktadır. Kirlenmiş ortamdaki stresi artıran bu 

faktörler, çok çeşitli indüksiyona yanıt olmaları ile yararlı olabilirler. Bu tür 

kirleticilerin varlığı, tüm olası kirleticilerin tespitinde olmasa bile, bu yanıtların 

algılanmasında verilen bir örnek, bir alarm sinyali olarak hizmet verebilir. Bu 

nedenle, biyosensörler kullanarak ortamda kimyasal ajanların tespiti için geliştirilen 

yöntemler şu anda diğer kullanılan yöntemlere tamamlayıcı olabilir. Bu sonuçlara 
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göre E. faecalis’teki csrA geninin varlığı ağır metaller ile indüklenir. Toksik 

metallerin çok düşük konsantrasyonlarda bulunmasında bile yanıt veren bu genin 

tanımlanması toksik kirletici ajanların izlenmesi için yarar sağlayabilir [244]. 

 

Yapılan bu tez çalışması ile Kırıkkale-Kızılırmak’tan izole edilen Pb dirençli suş 

biyokimyasal ve moleküler özellikleri bakımından incelenmiştir. Biyokimyasal 

özellikler esas alınarak Pb dirençli suş tanımlanmış, tanımlanan bu suşun metal ve 

antibiyotik dirençlilik profilleri belirlenmiş, metal bulunan ve bulunmayan 

ortamlarda büyüme eğrileri çıkarılmıştır. Moleküler karakterizasyon çalışmalarında 

plazmit DNA, kromozomal DNA ve protein profilleri belirlenerek, bu profillerin 

metal dirençlilik mekanizması ile ilişkisi kurulmaya çalışılmıştır. Çalışmalar 

sonucunda tanımlanan suşun biyoremediasyon çalışmalarında kullanılmak için bir 

potansiyel oluşturabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle bu suşun biyoremediasyon 

yeteneklerinin net olarak belirlenebilmesi için laboratuvar ölçeğinde yapılacak olan 

biyoreaktör çalışmaları ile desteklenmesi gerektiği düşünülmektedir. 
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