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OZET

KURSUNA DIRENCLI CEVRE iZOLATI OLAN Enterococcus faecalis’in

BIYOKIMYASAL ve MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

AKTAN, Yasin
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Sema TAN

Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN

Nisan 2012, 94 sayfa

Mikroorganizmalar toksik metallere dayanabilmek igin g¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. Ancak literatiirde kursuna direngli mikroorganizmalarla yapilan
calismalar sinirh sayidadir. Bu ¢alismanin amaci, Kirikkale il sinirlart i¢inden gegen
Kizilirmak’tan kursuna direngli bakterilerin izole edilmesi ve tanimlanmasidir.
Kursuna direng gdsteren 33 izolattan minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK) degeri
1200 pg mL™ olan bir izolat segilmis, biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu
sonucu Enterococcus faecalis olarak tanimlanmistir. Kursunun yani sira bu izolatin
aliminyum, baryum, ¢inko, demir, giimiis, kalay, krom, lityum, nikel, stronsiyum
gibi agir metallere, amikasin, aztreonam ve gentamisin gibi antibiyotiklere karsi
direncli oldugu gosterilmistir. Yapilan DNA ¢alismalar1 sonucunda Enterococcus
faecalis susunun kursun diren¢ genlerinin plazmid yerine kromozomal DNA
tizerinde oldugu bulunmustur. Total protein izolasyonu ile bu proteinlerin
Enterococcus faecalis susunun kursun diren¢ mekanizmasinda islevsel oldugu

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kursuna direngli bakteri, molekiiler karakterizasyon,

agir metal direngliligi,  biyokimyasal karakterizasyon
[



ABSTRACT

BIOCHEMICAL and MOLECULAR CHARACTERIZATION
of LEAD-RESISTANT ENVIROMENTAL

ISOLATES of Enterococcus faecalis
AKTAN, Yasin
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Sema TAN

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Biilent I(CGEN

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
Kizilirmak along the city Kirikkale, Turkey. Of thirty-three isolates, one lead-
resistant isolate with a minimal inhibitory concentration of 1200 pg mL™ 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. GIRIS

Cagimizda dogal dengeyi, insan ve hayvan sagligini tehdit eden en Onemli
tehlikelerin basinda cevre sorunlar1 gelmektedir. Hizla artan diinya niifusunun
beslenmesi, gelisen endiistrilerin ve daha uygar yasama diizeyi saglama amaci ile
siirdiiriilen ¢abalarin istenilmeyen bir sonucu olarak ortaya ¢ikan bu konu,
giinimiizde de giderek artan boyutlarda 6nemini korumaktadir. Cevre kirliligi
insanoglunun var olusuyla ortaya c¢ikmis, kentsel biiyiime ve endiistriyel
gelismeye paralel olarak da artmistir. Sonugta ekosistemin biiyiik bir bolimiini
olugturan sucul sistem, eninde sonunda atiklar ic¢in alict ortam olarak
kullanilmistir. Dogal dengeyi bozan bu kirleticiler; organik maddeler, endiistriyel
atiklar, petrol ve tiirevleri, yapay tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktif
maddeler, pestisidler, inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler ve atik
1s1 olarak gruplandirilabilirler. Bu gruplandirmaya gore agir metaller, endiistriyel
atiklar i¢inde yer alip ekosistemi tehdit etmektedir [1-3]. Bunlar her gegen giin
biiyiilk miktarlarda dogal ve endiistriyel kaynaklardan, evsel atiklardan, zirai
kaynaklardan ve atmosferik kirleticilerden ¢evreye yayilmakta ve degisik yollarla
nehir, gl ve denizlere ulagmaktadirlar. Sucul ortama giren bu maddeler burada
yasayan gerek hayvansal, gerekse de bitkisel canlilar lizerinde bir¢cok olumsuzluga

sebep olmaktadirlar [4, 5].

Cesitli endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan atik sularin iginde bazen eser
miktarlarda, bazen de yiiksek konsantrasyonlarda metaller bulunabilir [6]. Bugiin
sanayide 40’dan fazla metal ve alasimin kullanildigi bilinmektedir [7]. Sulardaki
agir metal kirliliginin sebeplerinin basinda madencilik endiistrisi gelmektedir.
Maden cevherlerinden metallerin ayristirilmasi sirasinda meydana gelen atiklar,
cogu kez maruz kaldiklar islemlerle aktifleserek birer kirlilik kaynagi haline
gelmektedir [8]. Bu metal gruplar atmosferik etkilerle ¢oziinerek, yeryiizii ve
yeralti sularina ge¢mekte ve organizmalarda birikerek canli hayatini tehdit

etmektedir [9, 10].



Normal kosullarda agir metallerin dogadaki diizeyi diistiktiir [11]. Stirekli ve
kullanima bagli kirlenmenin yani sira kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye
yayilimi 6nemli miktarlara ulasabilmektedir. Yillik olarak dogal ¢evrimler sonucu
7600 ton kadmiyum (Cd), 18800 ton arsenik (As), 3600 ton civa (Hg), 332000 ton
kursun (Pb) atmosfere atilmakta iken insan faaliyetleri sonucu desarj edilen
miktarlar dikkate alindiginda ise selenyum (Se) (19 kat), Cd (8 kat), Hg, Pb, kalay
(Sn) (6 kat), As, nikel (Ni) ve krom (Cr) (3 kat) daha fazladir [12, 13].

Agir metal kirliliginin biiylik bir ylizdesini Pb ve Hg metal kontaminasyonunun
olusturdugu sdylenebilir. Pb ve bilesikleri boru, oluk, tabak, para, boya liretimi ve
kozmetik gibi alanlarda yaygmn bir sekilde kullamlmaktadir [14, 15]. Ozellikle
Pb’li benzin kullanimi ile gevresel Pb kontaminasyonu artmaktadir. Pb biyolojik
olarak parcalanmaz, nontoksik forma g¢evrilemez. Yerkabugundan ¢ikarilan 300
milyon ton Pb’nin yarisi ¢evreyi kontamine etmis durumdadir ve giiniimiizde
yillik Pb iiretimi 3.4 milyon tondur ve viicuttaki toplam Pb yiikii endiistri dncesi
donemin maksimum 1000 mislidir. Yiiksek miktarda ve tekrarlanan Pb
kontaminasyonu agizda metalik tat, mide agrisi, kusma, sinir sistemi hasar1 ve
oliime kadar uzanan sonuglar dogurabilir. Onemli bir enzim inhibitérii olan Pb,
ozellikle Se ve siilfiir (S) igeren enzimlerde denatiirasyona ve aktivite kaybina

neden olmaktadir [16-18].

Dogal veya sentetik kimyasal bilesiklerin kullanimi ile insanlar biitiin
organizmalarin segici gevresini degistirmistir. Bu, 6zellikle bakteriler gibi ¢ok kisa
lireme zamanlarina sahip organizmalar iizerinde giiclii etkilere sahiptir. Agir
metallerin ve bazi organik bilesiklerin yaygin iiretimi ve kullanimi; ¢esitli organik
bilesikleri parcalayabilme yetenegi ile agir metallere kars1 direng iceren belirli

genotipler icin secici olan bakteriyel ¢evreyi degistirmistir [19].

Mikroorganizmalardaki metal direncglilik mekanizmalari; gegirgen bariyer
sayesinde metallerin hiicre disinda birakilmasi, aktif transport ile metalin
mikroorganizmadan uzaklastirilmasi, intraselliiler ayrim, metallerin enzimatik
detoksifikasyon ile daha az toksik hale getirilmesi ve hiicresel hedeflerin metal

duyarliliklarinin azaltilmast seklinde olabilecegi bildirilmistir [20, 21]. Son



zamanlarda ¢evresel kontaminantlarin ortamdan uzaklastirilmas: amaciyla

mikroorganizmalarin biyodegradatif 6zelliklerinden yararlanilmaktadir [22].

Bu c¢alismanin amaci; Kirikkale-Kizilirmak’tan Pb direngli bakterileri izole

ederek, biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonunu yapmaktir.

Kirikkale, I¢ Anadolu Bélgesi’nin Orta Kizilirmak Boliimii’nde yer almaktadir
[23]. Kirikkale’de kurulan ilk sanayi kurulusu 1929°da faaliyete gecen silah
sanayisidir. Daha sonra silah fabrikalarinin sayist artmis, barut, silah, pring ve
celik fabrikalari, 1987 yilinda da petrol rafinerisi kurulmustur [24]. Giiniimiizde
200.000°1 asan niifusu ile Tirkiye’nin en Onemli askeri ve stratejik sanayi
tesislerinden silah fabrikalar1 ile petrol rafinerisi gibi lilkesel Olcekte sanayi
yatirimlarinin konumlandigr Kirikkale kentinin gelisimi, 1925 yilinda Imalat-1
Harbiye (Silah Sanayi) fabrikalarinin kurulmasi ile baglamistir. Ancak, tarimsal
nitelikli bir kirsal yerlesme alaninda, merkezi yonetim kararlariyla ivme
kazandirilan sanayilesme siirecinin getirdigi hizli biiylime ve kentlesme
taleplerinin, kentsel mekan organizasyonlar1 iizerindeki yansimalari, plansiz
kentsel gelisme, artan yap1 yogunluklar1 ve tiiketilen ¢evresel degerler biciminde
olmustur [25]. Bilindigi gibi sanayilesmenin gelismekte ve niifusun hizla artmakta
oldugu bolgelerde; cevre sorunlari giindeme gelmekte, nehirlere, gollere ve
denizlere aritilmadan akitilan bol miktardaki ev ve sanayi atiklari, ¢evrenin asiri

kirlenmesine neden olmaktadir [26].

Kizilirmak Nehri, Tirkiye sinirlarindan dogan, Kirikkale’nin 3-4 km kadar
batisindan gegen ve tekrar Tiirkiye sinirlari icerisine dokiilen en uzun nehirdir, I¢
Anadolu’nun en dogusunda bulunan Sivas ilinden baslayarak Bafra Burnu’ndan
Karadeniz’e dokiilir [27, 28]. Kizilirmak, havzasindaki insan aktiviteleri
nedeniyle yiiksek miktarda besin elementleri, iz metaller ve diger bilesiklerin
yiiklerini tasimaktadir [29]. Ulkemizin en verimli deltalarindan olan Kizilirmak
Deltasi’nda tarimda verimliligi arttirmak i¢in giibre ve ila¢ kullanimlarinin son
derece bilingsiz oldugu, yeterince bilgi destegi alamadiklari, kendi bilgileri veya
kimyasal giibre-ilag  bayilerinin  yOnlendirmeleri ile hareket ettikleri

gozlenmektedir [30].



Kizilirmak ile ilgili olarak literatiirde benzer nitelikte yeterince calisma mevcut
degildir. Ozer [31] yaptig1 yiiksek lisans ¢alismasinda Kirikkale-Kizilirmak’tan izole
edilen giimiis (Ag) ve stronsiyum (Sr) direngli bakterilerin biyokimyasal ve
genetiksel karakterizasyonunu c¢alismistir. Minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK)
degeri (8 ng mL™Y) gosteren Ag’ye direngli iki bakteri izole etmis, biyokimyasal
testlerine gére Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae olarak tanimlamustir.
Her iki susun da aliiminyum (Al), lityum (Li), Sn, Ni ve Sr metallerine direngli
oldugunu belirlemistir. En yiiksek MIK degeri (2000 pg mL'l) gosteren Sr direngli
iki bakteri izole etmis, biyokimyasal testlerini dikkate alarak Sphingomonas
paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens olarak tanimlanmistir. Her iki susun da
Al Li, baryum (Ba) ve Ni metallerine diren¢li oldugunu saptamistir. Dolayisiyla
yapilan bu c¢alisma Tirkiye i¢in Onemli bir nehir olan Kizilirmak ile ilgili

literatiirdeki eksikligin giderilmesine katkida bulunacaktir.

Dogal uyum teorisi [32] gbz Oniline alindiginda, agir metal toleransina sahip
mikroorganizmalar1 igeren endiistriyel drenaj Ornekleri, Kirikkale sinirlarindan
gecen Kizilirmak’tan toplanmistir. Bu amagla, 12 istasyon belirlenmistir.
Belirlenen 12 istasyondan su ornekleri alinmis, elde edilen izolatlarin antibiyotik
ve ¢oklu metal direnglilik diizeylerine bakilmig, plazmit ve protein profilleri
belirlenmistir. Pb direngli bakterilerde; direncliligin plazmit ile baglantisinin olup

olmadig1 arastirilmis, total protein profili ¢ikarilmistir.



1.1. Kaynak Ozetleri

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde agir metal ve tiirevlerinin ¢evrede yaygin
olarak bulunmasi endiistriyel faaliyetlerin dogal bir sonucudur [33]. Sanayi
devriminden itibaren agir metal {retiminin zirai, endistriyel ve askeri
uygulamalarla hizli bir sekilde artmasi; 6zellikle endiistriyel toplumlarda 6nemli
cevre problemlerinden birini agir metallerin olusturmasima neden olmustur.
Rafineri, komiir, dogal gaz iiretimi, kagit ve klor-alkali endiistrileri gibi yiizlerce
kaynak agir metal kirliligini olusturmaktadir [34, 35]. Endiistri kuruluslari, agir
metal giderimi icin genellikle kimyasal presipitasyon islemini veya selat
maddelerini kullanmaktadirlar. Asit maden drenaji ve atik su aritma tesislerinde,
agir metallerin giderimi i¢in genellikle kire¢ veya peroksit ile pH nétralizasyonu,
ters osmoz ve iyon degisimi yontemleri uygulanmaktadir. Genis arastirma ve tim
bu metal giderimi i¢in harcanan mali kaynaklar goz onilinde bulunduruldugunda
cogunlukla tercih edilen yontem, notralizasyonu takip eden presipitasyon
yontemidir [36]. Genellikle, pH notralizasyonunun basarili olabilmesi i¢in
malzemelere gerekli reaktif yiizey alani saglamak amaciyla ince taneli olmasi
gerekir [37]. Ayrica, presipitasyon ile olusan metal hidroksit ¢amur gibi ikincil
atiklarin giderilmesinin maliyeti olduk¢a yiiksek olmaktadir [38]. Bu geleneksel
metotlar ile ortamda bulunan metaller tam olarak giderilemeyebilir. Bunun diginda
bu tekniklerin; pahali ekipman ve takip sistemleri gerektirmesi, fazla kimyasal ve
enerji ihtiyacinin olmasi, toksik ¢amur ve diger atik {iriinler olusturmasi gibi

dezavantajlar1 da vardir [39, 40].

Yukarida anlatilan nedenlerden dolayr giliniimiizde metal iyonlarmin sulu
ortamlardan giderilmesi iizerine farkli teknolojiler gelistirmek oOnemlidir. Bu
konuda gelistirilen yontemlerden biri de biyosorpsiyon yontemidir. Atiksulardan
toksik agir metallerin giderilmesinde mikrobiyal biyokiitlelerin kullanilmasi,
diisiik maliyeti var olan metotlara alternatif olusturmaktadir. Biyosorpsiyon
teknolojisinin avantajlar1 arasinda atik sulardaki agir metal konsantrasyonlarinin
cok diisiik seviyelere indirgemesi, mikroorganizmanin bol miktarda ve kolayca
tiretilebilmesi sayilabilir. Bu biyosorbentler metal iyonlarmin giderilmesinde

yiiksek secicilige sahiptirler [41, 42]. Bu yontem ile ¢ok seyreltik sulardan bile



kirleticiler etkili bir sekilde giderilebilmektedir. Biyosorpsiyon yonteminin diger
avantajlar1 ise bu yontemin yerinde uygulanabilen bir yontem olmasi, ¢ok 6zel
dizaynlar ve endiistriyel islemler gerektirmemesi ve birgok sistemle ekonomik bir

sekilde birlestirilebilmesidir [43].

Ozellikle mikroalgler, bakteri ve mantarlarin metal uzaklastirma islemi igin
kullanilmasi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir [44, 45]. Mikroorganizmalar
ile agir metal giderimi, fiziksel ve kimyasal yontemlere gore daha etkindir ve agir

metallerin gideriminin segici olarak yapilmasina olanak saglamaktadir [46].

Asirt dozda agir metal; insan, hayvan ve bitkiler i¢in tehlikeli olabilir. Cogu
organizmanin, Ozellikle bakterilerin detoksifikasyon yetenekleri vardir. Yani
mineralizasyon, doniisiim ve/veya kirleticilerin immobilizasyonunu yapabilirler ve
biyosferin siirdiiriilebilirliginde, biyojeokimyasal c¢evrimlerde ©Onemli rol
oynamaktadirlar [47]. Dogal ve endiistriyel siirecler nedeniyle agir metallerin
giderek daha fazla oranda bulunmasindan dolayr mikroorganizmalar, agir metal
varligina tahammiil i¢in bu agir metalleri anaerobik solunumda terminal elektron
alicis1 olarak kullanma mekanizmasi gelistirmislerdir. Simdiye kadar Cu, Zn, As,
Cr, Cd ve Ni gibi metaller i¢in tolerans mekanizmalari tespit edilmis ve detayli
olarak agiklanmistir [48]. Yapilan ¢esitli calismalar, agir metallerin
mikroorganizmalarin morfolojik ve biyokimyasal faaliyetlere etkisinin oldugunu
gostermektedir [49]. Uzun ve kisa vadeli stresin 6rnegin; yiiksek sicaklik, pH veya
kimyasal Kirlilik gibi etkenlerin suda yasayan bakteri populasyonlarmin tiir
cesitliliginde ve plazmid insidansini etkiledigine dair ¢aligmalar yapilmistir. Bazi
mikrobiyal suslar, direng i¢in genetik belirleyicilere sahiptir ki bu belirleyiciler,
siklikla plazmidler {izerinde bulunur. Zehirli kimyasal atiklarin oldugu bolgeden
izole edilen bakteriler, temiz sulardan izole edilenlere gore daha siklikla plazmid
DNA’s1 igerirler ve antibiyotik direncliligi gosterirler. Yapilan c¢aligmalarda,
endiistriyel olarak kirli nehirlerde yasayan Pseudomonas’da plazmid insidansinin
(%18), kirlilik olmayan bolgede yasayan Pseudomonas spp. plazmid insidansina
(%7) gore daha yiiksek oldugu bulunmustur [50]. Cesitli habitatlarda yapilan
calismalarda metal direnglilik genlerinin konjugatif plazmidler [51-54] ve

konjugatif transpozonlar [55, 56] lizerinde kodlandig1 gosterilmektedir.



Agir metallerle kontamine olmus toprak ve sularda metabolik aktiviteleri ile agir
metalleri tolere edebilen 6zellikle Pseudomonas cinsine ait tiirler ve asidofilik
mikroorganizmalar gelisebilmektedir [57]. Agir metal kirliligine cevap olarak ya
metal-indiikleyen ve hiicreyi koruyabilen yeni proteinler sentezlenir [58] ya da
metallere karst direncliligi kodlayan plazmidlere sahip metal iyon-direngli
Staphylococcus aureus [59] ve Alcaligenes eutrophus susu (Ralstonia
metallidurans) [60] gibi bir¢ok mikroorganizma gelisebilir. Bakteriyel plazmidler,
Ag’, AsO,, AsO,*, Cd*, Co*, CrO,*, Cu®*, Hg®*, Ni**, Pb**, Sb**, TeOs, TI*
ve Zn* gibi toksik metallere karsi direng sistemlerini kodlarlar [61]. Agir metal
stresine maruz kalan mikroorganizmalar, bu toksik kirleticilere baz1 proteinlerin
sentezini artirarak veya yapimini azaltarak cevap vermektedir [62]. Birgok alg,
fungi ve bakteri tiirlerinin metal iyonlarini1 adsorbe ettikleri ya da biriktirdikleri
bilinmektedir [63].

Zolgharnein ve arkadaslari tarafindan [64], Persian Korfezi’nden su, sediment ve
endiistriyel atik su olmak iizere 3 ayr1 bolgeden alinan 6rneklerden agir metallere
direngli 35 bakteri izole edilmis, bu bakterilerin, Cu, Pb, Cd ve Zn agir metal
direnglilikleri test edilmis ve direngli olan bakterilerin, diger bakterilere gore
plazmide sahip olma siklig1 arastirilmistir. izolatlarin yaklasik %66°smin plazmid
tasidigr belirlenmistir. En fazla plazmid goriilme sikligi, endiistriyel atik sulardan
izole edilen bakterilerde olup, orani %48 olarak tespit edilmistir. Deniz
sedimentinden izole edilen bakterilerde plazmid siklig1 %30, sudan izole edilen
bakterilerde ise bu oran %22 olarak belirlenmistir. Izolatlarin hiicre icerisine agir
metal alma kapasitelerinin farkli oldugu tespit edilmis ve en iyi sonug¢ Delftia

tsuruhatensis ve Pseudomonas’dan elde edilmistir.

Ansari ve Malik tarafindan [65] endiistriyel atik sularla sulanan topraklardan
alinan orneklerin agir metal analizleri yapilmig ve Fe, Cr, Cu, Zn, Ni ve Cd
miktarlarinin  fazla oldugu tespit edilmistir. Bu toprak Orneklerinden
Enterobacteriaceae familyasina ve Pseudomonas spp. cinsine ait tiirler izole ve
identifiye etmisler, MIK degerlerini Cd i¢in 200, Zn ve Cu i¢cin 400, Ni igin 800 ve
Pb icin 1600 pg mL™ derisimlerinde belirlenmistir.



Escherichia coli hiicre duvarinda ya da hiicre zarinda, metallere karst bir
gecirgenlik bariyeri olusturarak metalleri hiicre disinda tutar. Boylece, metallere
hassas hiicresel komponentler korumus olur [66]. Diger bir 6rnek, dis membran
veya zarf tarafindan spesifik olmayan metallerin baglanmasidir. Bu ornekler,
baglayict yerlerin doygunlugu nedeniyle kisitli metal koruma saglamaktadir [67].
Metal iyonlarini baglayabilme 6zelligine sahip bakterilere Klebsiella aerogenes,
Pseudomonas putida ve Arthrobacter viscosus ornek olarak verilebilir [68].
Toksik etkilerinin ¢ogu, biyolojik membrandan hizli gegis, intraseliiler protein ve

niikleik asitlere baglanma olaylarmin sonucudur [69].

Silver ve Nies’in yaptig1 ¢alismada [70, 71] K, Mgz+, Mn?*, Zn?*, Ni%*, PO,
SO42', ASO43', ASOZ', C02+, Ag+ ve Pb? iyonlarinin, tagima sistemleri ile hiicreden
uzaklagtirildigi belirlenmistir. Arastirmacilarin  yaptigi calismalarla belirtilen
metaller i¢in su sonuclar bulunmustur: K™nin E. coli’de tasinmasi icin ii¢
kemiosmotik ve bir ATPaz sistemi olmak iizere dort ayri sistem oldugu
belirlenmistir. Mg?**nin S. typhimurium’da tagimmi icin bir kemiosmotik ve iki
ATPaz sistemi seklinde ii¢ ayr1 sistem mekanizmasi agiklanmistir. Mn®*nin
tasinmasi i¢in Gr (-) ve Gr (+) bakterilerde kemiosmotik ve ATPaz sisteminin
bulundugu belirlenmistir. Zn**’nin E. coli'de tagmmasinda ATPaz sistemi oldugu
yeni yapilan ¢alismalarla bulunmustur. Cd®* ve Zn?*’nin Gr (+) bakterilerde bir
fosfor-aspartat ara gegis bilesigi olusturulmasiyla beraber P-tipi ATPaz tarafindan
pompalandigi belirlenmistir. Cd®*, Zn?*, Co®* ve Ni**’nin Gr (-) bakterilerde
taginmast i¢in membrandaki ii¢ polipeptid kompleksi olan karmasik bir i¢
membran proteini (CzcA), bir dis membran proteini (CzcC) ve membran proteini
(CzcB) ile iliskili protein tarafindan aktiflestirilen iki degerlikli katyon/2 H*
antiporter pompalama sistemi tarafindan uzaklastirildigi belirlenmistir. PO,>iin
tasimiminda E.coli ve Bacillus’ta Pit (kemiosmotik) ve Pst (ABC-ATPaz)
sistemlerinin varlig1 belirlenmistir. SO4*’nin tagimasinda . typhimurium’da bes
bilesenli ABC-ATPaz sisteminin oldugu belirlenmistir. ASO43', AsO,’, SbO"’nin
tasmiminda  Mycobacterium leprae’de  AsO,*’iin enzimatik ArsC sistemi
tarafindan AsO, indirgendigi belirlenmistir. Mycobacterium leprae’de AsO; ve
SbO™nin tek basina kemiosmotik fonksiyonu olan membran proteini ArsB

tarafindan veya beraberinde ATPaz proteini olan ArsA ile hiicre disina



pompalandigi da aciklanmistir. Ag”’ya direnclilik gosteren bakterilerin Ag”
tasinmasinda {i¢ polipeptid igeren P-tipi ATPaz kemiosmotik degistirici
pompalama sisteminin etkin oldugu saptanmustir. Pb?* tagmmasinda Alcaligenes
spp.’de katyona 6zel P-tipi ATPaz sistemi oldugu belirlenmistir. Fe*"iin E. coli‘de
taginmast i¢in Fe’nin farkli degerliklerine 0zgiil selat yapabilen siderofor
bilesikleri tarafindan olusturulan en az bes ayr1 sistemin etkin oldugu anlasilmistir.
Hg?’nin tasmuminda Bacillus spp.’de organomerkiiriyalliyaz ~enzimatik
zehirsizlestirme mekanizmasmin oldugu belirlenmistir. Cu®*’nin tagmmasinda
Pseudomonas spp.’de, bir i¢ membran proteini, bir dis membran proteini ve iki
periplazmik bakir baglayici protein iceren dort kompleksli bir polipeptidin etkin
oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda kromozomal olarak kodlanan P-tipi ATPaz
tagima sisteminin Cu®* veya Cu*’ya kismi direng sagladig arastiricilarin yaptigi

calismalarla belirlenmistir.

Pardo [72] tarafindan yapilan ¢alismada, -40 °C’den -50 °C’ye kadar sogutularak
inaktive edilen Pseudomonas putida’nin Cd**, Cu?*, Pb**ve Zn?*’yi baglayabildigi
gosterilmistir [72]. Chang ve arkadaslarinin [73] yaptigi benzer bir ¢alismada,
inaktif P. aeruginosa’nin Pb, Cu ve Cd’yi bagladigi tespit edilmistir.

Ugur ve Ceylan [74] tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada ise, klinik 6rneklerden
izole edilen Staphylococcus cinsine ait bakterilerin Cr ve Pb’ye direngli, Ag’ye ise
duyarl oldugu tespit edilmistir [74]. Richards ve arkadaslarinin [75] yaptig1 bir
caligmada ise Frankia suslarmin ¢ogunun AsOs¥, Pb?*, Se04% ve CrO"ye

direngli olduklar1 tespit edilmistir.

1.1.1. Agir Metal Nedir?

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

elementler, agir metaller olarak tanimlanmaktadir [76].

Agir metal terimi, diisiik konsantrasyonlarda zehirli ya da toksik olan, nispeten

yiiksek bir yogunluga sahip metalik kimyasal elementler i¢in kullanilir. Gergekte



agir metal tanmn fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm®ten daha yiiksek
olan metaller icindir. Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenleridir,
yikilamazlar ve yok edilemezler [77, 78]. Bu gruba Pb, Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni,
Hg ve Zn olmak iizere 60’tan fazla metal dahildir. Bu elementler dogalar1 geregi
yerkiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak
veya silikatlar icinde hapis olarak bulunurlar [78].

Her ne kadar metaller yogunluk degerinden hareketle gruplandirilmaya ve ekolojik
sistem tlizerindeki etkileri tanimlanmaya calisiliyorsa da gergekte metallerin
yogunluk degerleri, biyolojik etkilerini tanimlamaktan ¢ok uzaktir. Bir elementin
yogunlugu aslinda periyodik sistemdeki yerinin, kimyasal 6zellikleri de elementin
ait oldugu grubun fonksiyonudur. Metallerin ekolojik sistem iizerine etkilerinden
bahsederken aslinda metalin ait oldugu grubun ele alinmasi ve bu 0Ozelligin

vurgulanmasi biyolojik etki agisindan ¢ok daha anlamlidir [79].

1.1.2. Agir Metallerin Ozellikleri

Bircok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gegis
elementleridir. Bu d orbitalleri agir metal katyonlarinin redoks tepkimelerine
girebilen ve giremeyen herhangi bir bilesik ile karmasik yap1 olusturmaktadir [80].
Agir metaller ¢evrede jeolojik ve biyolojik olarak transformasyonlara
ugrayabilmektedirler [81]. Bu nedenle, agir metaller birer iz element olarak bir¢cok
karmasik biyokimyasal reaksiyonda onemli rol oynamaktadir [80]. Ornegin Ca?*,
Co?*, Cr®, cu®, Fe?*, K*, Mg®*, Mn?, Na**, Ni** ve Zn** gibi metaller esansiyeldir
ve besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, mikrobesin olarak redoks
tepkimelerinde molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik
basinct kontrol etmek i¢in enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar. Fakat Agl+,
Al¥*, Au?*, Cd**, Pb* ve Hg?" gibi agir metallerin biyolojik bir énemleri olmadig:
gibi mikroorganizmalara toksik etkileri bulunmaktadir. Bu toksik metaller 6nemli
hiicresel bilesenlerle kovalent ve iyonik baglarla etkilesime girmektedirler [80, 21].
Bunlarin pargalanmasi ve tasinmasi sonucunda bulunduklart yerlerden ¢ok uzaklarda

birikerek  konsantrasyonlar1  artabilmektedir. =~ Gronland  buzullarinda  Pb
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konsantrasyonunun ge¢cmis yillara gore cok fazla artmasi, bu metalin yeniden

dagildiginin ve tagindigmin bir gostergesidir [81].

Agir metaller kayaglarin ve dolayisiyla topraklarin dogal bilesenleridir ve topraklar
bilesimlerine bagli olarak farkli oranlarda ve formlarda agir metal igerirler. Agir
metallerin ¢evredeki jeolojik nedenlerle olusan dogal dagilim deseni son yillarda
insanlarin neden oldugu etki ile dnemli 6l¢iide degismeye baslamistir [82, 83]. Agir
metaller, ¢ok c¢esitli kaynaklardan ortaya c¢ikabilmeleri, yaygin kirlenme nedeni
olusturmalari, ¢evre kosullarina dayanikli olmalari, daima biyolojik sistemlere
yonelik etki gostermeleri ve kolaylikla besin zincirine girerek canlilarda artan
yogunluklarda birikebilmeleri nedenleriyle diger kimyasal kirleticiler arasinda ayri
bir 6nem tagirlar [84]. Baz1 metaller canlilar i¢in 6nemli olmalarina ragmen, belirli
bir derisimden sonra canli biinyesinde birikip toksik etki olusturmaktadirlar [85].
Metalik kirlenmelerin ¢ogu sularda toplanir. Sularda toplanma, sularda ¢dzlinme
seklinde olabilecegi gibi c¢oziinmeden sularin dibinde toplanma seklinde de
olabilir [86]. Metaller sularda serbest iyonlar, organik ve inorganik bilesikler ve
partikiil maddelere adsorbe olmus bir sekilde bulunurlar [87]. Adsorbe olarak ¢oken
(sediment) agir metal iyonu ve bilesiklerinin gesitli fiziksel ve kimyasal olaylarla
tekrar degisik yiikseltgenme basamaklarina sahip iyonik formlara doniigserek toksik
etki yaptiklari ifade edilmektedir [88]. Bu sekilde bir kirlenme sehir, endiistriyel ve
ziral atiklarindan ileri geldigi gibi herhangi bir yolla atmosfere verilen metalik

maddelerden de gelebilir [86].

Ozellikle sanayi kokenli atiksularla, toprak ekosistemine ulasan agir metaller ve iz
elementler, toprak tarafindan tutulmaktadir. Bu metallerin toprak igindeki
¢Oziinlirliigli, toprak pH’1 tarafindan kontrol edilmektedir. Agir metaller toprakta
genellikle diisiik pH’larda daha fazla ¢6ziinmektedir. Topraklarda fazla miktarda
biriken agir metaller, s1g, kaba biinyeli (kumlu) ve organik madde igerigi diisiik
topraklarda pH’a bagli olarak topraktan yikanip yeralt1 sularina da
karisabilmektedirler [89].
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Agir metallerin topraklardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 etkilemeleri sonucunda
organik madde mineralizasyonu, solunum aktivitesi, enzim aktiviteleri ve
nitrifikasyon olay1 etkilenebilmektedir. Toprak verimliligindeki énemleri nedeniyle,
mikroorganizmalarin CO; iretimi, topraktaki enzim aktiviteleri ve nitrifikasyon
olayi, agir metallerin etkilerini inceleyebilmek igin duyarli indikatorler olarak
tanimlanmaktadir. Agir metallerin topraktaki biyolojik prosesler {izerine toksik
etkisi, onlarin mobiliteleri, topraktaki konsantrasyonlari, ana materyalin kimyasal

bilesimi, toprak bilesimi ve bilesimin ¢6ziintirliigiine baghdir [89].

1.1.3. Agir Metal Atigimin Kaynaklan

Gelisen teknoloji ile birlikte her giin yeni kirlilik faktorleri glindeme gelmekte olup,
bunlar icerisinde agir metaller ilk siralarda yer almaktadir [90]. Son yillarda hizli
niifus artis1 ve hizli endiistrilesme sonucu 6zellikle sucul ortamda toksik agir metal
seviyesinin arttigin1 gosteren pek cok calisma vardir. Kirleticilerin bir boliimiinii
olusturan agir metaller, metal bilesikleri ve ¢esitli mineraller goller, nehirler, korfez
ve okyanuslar ile bunlarin sedimentlerinde genis yayilim gosterirler. Bu mineraller
dogal olarak o yapinin bir parcasi olmalar1 veya insan faaliyetleri sonucunda yogun

olarak tiretilip tasinmalari1 sonucunda oralarda bulunurlar [91, 92].

Agir metal kirliliginin cesitli nedenleri vardir; insan kaynakli ya da dogal kaynakli
olabilirler [93]. Agir metallerin ekolojik sistemde yayilimlari incelendiginde dogal
cevirimlerden ziyade g¢evreye yayillimda insan elinin daha etkili oldugu
gozlenmektedir [94]. Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin eksoz gazlari, maden
yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve ilaglama gibi pek
cok etken, agir metal kirliliginin nedenleri arasinda yer alabilir [93]. Agir metallerin
dogaya yayiliminda en 6nemli etkenler sanayi kuruluslaridir. Endiistriyel iiretimler
arasinda ¢imento, demir-gelik, termik santraller, cam, ¢op ve atik ¢amur yakma

tesisleri gibi alanlar 6nde gelmektedir [94].
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Sudaki insan kaynakli agir metallerin kaynagi cogunlukla kdmiir madenciligi, maden
cevherleri iretim ve imalati ile kentsel atiklardir [95]. Maden cevherlerinden
metallerin ayristirilmasi sirasinda meydana gelen atiklar, cogu kez maruz kaldiklari
islemlerle aktifleserek birer kirlilik kaynagi haline gelmektedir [8]. Bu metal gruplari
atmosferik etkilerle c¢oziinerek, yerylizii ve yeraltt sularina gegmekte ve
organizmalarda birikerek canli hayatini tehdit etmektedir [9, 10]. Sulara karigan atik
ve artiklarin igerdigi sanayi kaynakli siyaniir (CN°), Cu, Hg, Pb, Cd, As vb. inorganik
bilesikler, tarimsal uygulamalardan kaynaklanan kimyasal gilibre artiklari, pestisit
atiklar1 ve deterjanlar dogal parcalanmaya dayanikli maddelerdir [96, 97]. Agir
metaller tarafindan olusturulan su kirliligi, hem bu elementlerin jeokimyasal
dongiisii, hem de ¢evre saglhigi i¢in 6nemli bir faktordiir [95]. Atik sulardaki agir
metallerin bir kismi aritma ¢amurunda bulunurlar. Coziinmiis kisimlar ise yiizey
sulari ile igme ve kullanma sularina ve diger besin kaynaklarina ulasabilirler [94].
Agir metallerin yarattig1 en dnemli problem, bu metallerin besin zincirinde akiimiile

olarak insana kadar ulagmasi ve dogada kalici olmasidir [93].

Akarsu kaynaklarindaki dogal olan agir metal kirliliginin en 6nemli kaynaklarindan
biri, toprak erozyonu sonucu sulara karigsan kati madde (sediment) ve organik
maddelerdir. Agir metaller bitkilerin biiylimesi i¢in gerekli ise de belirli bir
konsantrasyondan sonra hem bitkiler, hem de mikroorganizmalar ic¢in toksik
olmaktadir. Agir metallerle ilgili bir bagka onemli risk ise bu maddelerin uzun
vadede toprakta birikim yapmasidir. Agir metaller, topragin absorbsiyonu, kimyasal
reaksiyon ve iyon degisimi sonucu toprakta tutulur. Ozellikle yagislarn yogun
oldugu aylarda sulara karisan sediment, organik ve inorganik maddeler agir metal

miktarinda 6nemli rol oynamaktadir [98].

Sucul ortamlarda agir metaller, koloidal, partikiil (hidroksitler, oksitler, silikatlar,
stilfiirler veya kil, silis ve organik maddeler {izerine absorplanmis) veya az da olsa
¢oziinmiis formda bulunurlar. Cézlinmiis formda bulunan metaller, genellikle iyon ve
selat seklindedir. Metallerin ¢Oziiniirliikleri, bulunduklar1 ortamin pH degerine
baghidir. Dogal sulardaki metallerin davranislari, sediment ve askidaki sediment
kompozisyonlar1 ile suyun kimyasinin bir fonksiyonudur. Suyun kimyasini,

metallerin sediment tarafindan absorplanmasi veya tekrar su kolonuna birakilma
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hizlart belirler. Yiizey su sistemlerindeki agir metaller, genellikle insanin neden
oldugu kirliliklerden ve dogal kaynaklardan ileri gelmektedir. Giiniimiizde, dogal
kaynaklardan gelen agir metal seviyeleri ¢ok diisiik seviyededir [99].

Atmosferik etkilerle ortaya c¢ikan agir metal kirlenmesinde Pb’ye 6zel bir dnem
verilmekte ve Pb kirliliginin %95 oraninda Pb katkili benzin tiiketen motorlu

tasitlardan kaynaklandigi bilinmektedir [100].

Pb dogada inorganik ve organik halde bulunmaktadir. inorganik Pb bilesikleri saf
metal, bilesik ve alasim olarak bulunur. Organik Pb bilesikleri ise kursun alkilleri
olarak bulunur ve bunlar kaynama noktalar1 diisiik oldugundan kolaylikla buharlagir
ve havaya karisirlar [101]. Pb’ye belli oranda katilan tetra etil kursun motordaki
vuruntu sayisint etkin bir sekilde ayarlayabilmektedir. Tetra etil kursunun
ayrigsmasindan etil radikali ve Pb metali olugur. Pb metali yanma gazlar ile havaya
atilmaktadir [102]. Pb’nin topraga ve atmosfere gegisi farkli yollarla olmaktadir.
Bunlar termik santrallerin, endiistri kuruluslarinin bacalarindan ve tasitlarin
egzozlarindan ¢ikan dumanlar, lehim, akii, boya, elektrik ve petrol sanayine ait

atiklar ile pestisitlerdir [103, 104].

Cok cesitli endiistriyel baca gazlari, sehir i¢i ve sehirlerarasi tasit trafigi, agir
metaller yoniinden havanin kirlenmesine yol a¢maktadirlar. Daha sonrada bu
elementlerin yagislarla topraga iletilmesi, bazi yorelerde agir metal igerigi zengin
olan akarsularin sulama amaci ile kullanilmasi, yapay giibreler ve pestisitlerden
bulagsmalar toprakta agir metal birikimini arttiran Snemli uygulamalardir [105].
Topraklarin agir metallerle kirlenmesi, agir metal iceren kayaclarin ¢esitli nedenlerle
¢Oziinerek su ve toprak ortamina taginmasiyla da olabilmektedir [106]. Topragin agir
metaller acisindan kirlenmesinde kanalizasyon sular1 ile aritma {initelerinin sivi ve
kat1 atiklar1 da son derece Onemlidirler. Bu tip maddelerin tarim arazilerine
bosaltilmas1 toprakta ve bitkisel tiriinlerde agir metal kirlenmesine neden olmaktadir.
Kanalizasyon akintilarinin kimyasal yapisi, zaman ve yere gore biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Bu akintilarin kimyasal bilesimi, kanalizasyona ulasan akintilarin

cinsine baglidir [105].
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Havaya, topraga ve suya karisan metaller; bitkiler ve hayvanlar iizerinden besin
zinciri ile insanlara ulagmaktadir. Viicutta bulunan metal konsantrasyonlart esik
degerlerini astig1 andan itibaren zararh etkilerini gostermeye baslar. Ancak etkileri
konsantrasyonlar1 yaninda, metal iyonunun yapisina, ¢oziiniirlilk degerine, kimyasal
yapisina, redoks ve kompleks olusturma yetenegine, viicuda alinig sekline, ¢evrede

bulunma sikligina ve lokal pH degerine baglidir [99].

Cizelge 1.1. Agir metallerin kullanildig1 endistri dallar1 [12, 87, 107-138].

Sanayi Dah Ag|Al|Ba|Cd|Co|Cr|Cu|Fe|Hg|Li|Mn|Ni|Pb|Sb|Sn|Sr|Zn
Akii Tmali R T
Alagimlar + | + + |+ | + + + |+ |+ |+ |+ +
Boya Sanayi + + |+ |+ |+ |+ + + |+ |+ |+ +
Cam Sanayi + |+ + | + + ¥+ +
Cimento + + T
Deri Sanayi +

Discilik + +

Elektrik-Elektronik + + |+ |+ |+ + + |+ | + + | +
Fotografeilik + +

Gemi Sanayi + + + + +

Giibre ve Tarim Tlaglart | + | + + + |+ [+ ]+ + [+ |+ ¥
Ingaat Sanayi + + |+ |+ + I ¥
Kagit Sanayi + | + + + | + +
Kimya Sanayi + |+ |+ + | + + + |+ + |+ |+ |+
Kuyumculuk + + +

Lastik Sanayi + T
Matbaacilik + + |+ | +

Metal Kaplamacilik + |+ |+ |+ + + +
Metaliirji + + | + + T

Otomotiv Sanayi + + o+ |+ |+ |+ + | + + +
Para Yapimi + + +

Petrol Sanayi + |+ |+ [+ [+ |+ + [+ |+ + +
Pil Uretimi + + |+ ]+ ]+ + |+ + [+ ]+ ¥
Plastik Sanayi + T+ |+

Silah Sanayi + + | + + | + T
Seramik Sanayi + | + + | + + | + T
Tekstil + + + +

Termik Enerji + + |+ [+ |+ + | + + +
Ugak Sanayi + + + +

15




1.1.4. Agir Metallerin Cevre Uzerindeki Etkileri

Giliniimiizde su ekosistemlerinin agir metallerle kirlenmesi en kritik ¢evresel
sorunlardan biridir [139, 140]. Agir metaller, beslenme zinciri igerisinde {ist
seviyelere dogru birikme egilimdedirler. Dogal sularda eser miktarda bulunurken
agir metallerin insan faaliyetleri sonucu oOzellikle endiistriyel atik sularin igme
sularina karismasi veya agir metalle kirlenmis partikiillerin atmosfere oradan da

toprak ve suya ge¢mesiyle sulardaki konsantrasyonlari artmaktadir [141].

Bazi metal bilesikleri direkt ¢evreye yayilabilir ve ¢evreyi kirletebilir. Ornegin Pb,
tetra etil kursun halinde kalite artirict olarak benzine katilir ve motordaki yanma
sonucu c¢esitli bilesikler halinde egzoz gazlariyla cevreye atilir [142]. Ayrica ¢evre,
fosil yakitlardan da (komiir, petrol gibi) indirekt olarak da kirlenir. Fosil kaynakli
kat1 ve siv1 yakitlarin igerdigi bircok metal (As, Hg, Se, Pb, Vanadyum (V) gibi)
yakin ¢evremizdeki havayi trafigin yogun oldugu sehirlerde egzoz gazlarindan ¢ikan
Pb bilesikleri sehrin havasim kirletmektedir. Sonucta havada bulunan bu zehirler,

solunum yoluyla insan1 dogrudan etkilemektedir [140].

1.1.4.1. Kursunun Cevre Uzerindeki Etkileri

Pb, atmosfere metal veya bilesik olarak yayilan ve her durumda toksik 6zellik tagiyan
en Onemli agir metaldir [143]. Pb, fosil yakitlarin tliketimi ve endiistriyel
emisyonlarla en yiiksek diizeyde ¢evreye verilir. Sucul ortama havadan veya nehirler
vasitasiyla giren Pb’nin, denizel organizmalardaki etkisi, sudaki konsantrasyonuna,
maruz kalma siiresine, tiir farkina ve suda Pb’nin ¢6ziinebilirligine etki eden sertlik,

pH gibi birgok ¢evresel faktore baglidir [144].
AlKil-kursun katki maddelerini igeren motor yakitlarin yanmasi sonucu, yaklasik

alkil-kursunun %70’ havaya Pb tanecikleri halinde yayilir. Geri kalam1 egzoz

sisteminde ve karter yaginda kalir, buradan da gevreye yayilir [145].
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Benzin igerisine Pb katilmasi son yillarda durdurulmus olmakla birlikte, onceki
kullanimlardan kaynaklanan g¢evresel tahribatin uzun bir siire daha devam edecegi
diistiniilmektedir. Giinlimiizde, Pb kirliligine neden olan kaynaklarin basinda
fabrikalar, atik maddelerin yakilmasi, Pb elde etme firinlar ile komiir ve fueloilin
yanmast gelir. Bu nedenle endiistrilesmis bolgelerde Pb seviyesi maksimuma
varmaktadir. Hatta sehirlesmis bolgelerde kirsal bolgelere nazaran 17 kat daha fazla
Pb saptanmustir [ 146].

1.1.5. Agir Metallerin Canhlar Uzerindeki Etkileri

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan seklinde smiflandirilir. Yasamsal olarak tanimlananlarin organizma
yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmasi gerekir ve biyolojik reaksiyonlara
katildiklar i¢in diizenli olarak besinler yoluyla bu metallerin alinmasi1 zorunludur.
Omegin; Cu, hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bir¢ok

oksidasyon ve rediiksiyon siirecinin vazgegilmez parcasidir [147, 148].

Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi
psikolojik yapiy1 etkileyerek saglik problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba en
iyi ornek, kiikiirtlii enzimlere baglanan Hg’dir [147, 148].

Bir agir metalin yasamsal olup olmadig, etkinligi organizmaya da baglhdir. Ornegin;
Ni bitkilere toksik iken hayvanlarda iz elementi olarak bulunmasi gerekir. Bazi
sistemlerde agir metallerin etki mekanizmasi konsantrasyona bagli olarak degisir
[149]. Asir1 metal konsantrasyonlari: 1- Hiicre membraninin permabilitesini
degistirerek 2- Siilfidril (-SH) gruplariyla reaksiyona girerek 3- Fosfat gruplar1 ve
aktif ADP ya da ATP gruplariyla reaksiyon ilgileriyle 4- Gerekli iyonlarla yer
degistirerek toksisiteye neden olmaktadirlar [150]. Sunda ve Huntsman [151], agir
metallerin toksik etkilerinin genellikle, metabolik bolgelerdeki besin elementleri ile

toksik metallerin yer degistirmesi sonucu ger¢eklestigini belirtmislerdir.
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Mikroorganizmalarin yasaminda metallerin biitiinleyici bir rolii vardir. Ca, Co, Cu,
Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Zn gibi baz1 metaller esansiyaldir ve besinsel rolleri
vardir. Ag, Al, Cd, Au, Hg ve Pb gibi metallerin ise biyolojik rolleri yoktur ve
esansiyal degildirler. Esansiyal metaller; biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek,
protein yapisin1 ve bakteri hiicre duvar yapisini stabilize etmek, osmotik dengeyi
korumak, gen ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekiilleri aktive etmek, elektron
alicis1 veya vericisi olarak enerji metabolizmasinda yer almak gibi roller iistlenirler.
Esansiyal ve esansiyal olmayan metallerin ¢evredeki konsantrasyonlarinin toksik
seviyeye ulasmast durumunda insan ve hayvan sagligin1 olumsuz yonde etkiledigi
kuskusuzdur. Ayn1 zaman da bir¢ok mikroorganizmanin g¢esitli metallerin varliginda

gelisimlerini devam ettirebildigi de bilinmektedir [21, 152, 153].

Mikroorganizmalar i¢in enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarini1 engellemeleri ve niikleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle
metaller, toksiktir [154, 155]. Metaller 6nemli fonksiyonel gruplarin bloke edilmesi,
temel metal iyonlarmin yerine ge¢mesi veya biyolojik molekiillerin aktif
konformasyonlarinin modifikasyonuyla mikroorganizmalar {izerine inhibitor etkisi
yaparlar. Cevrede c¢esitli formlardaki agir metaller, mikrobiyal yogunluk ve

aktivitelerde 6nemli modifikasyonlara neden olabilirler [49].

PROTER DEFL THRA S 0 U HO CRE EOL U HLESI i
Cd, Bz, Thl IMHIE 5y 0 Hw
oA, Hg, Hi, Poo

\ /

BAKTERILER
HIT CRE ME B FREAHIFIT EOETells EMFird 85 T TESIHIN
oA, Hg, Hi. P, Znd MHIEIsS= OHLT

[od, Fig. Hi, Po , Zxg

T Far s KRIFS TV O IHHIE IS SO0 0 (He)
DA —— IARNA e— DFEOTEH SENMTEZD
M HEIEIS ¥ OMHLT

Sekil 1.1. Bakterilerde agir metallerin toksik etkileri [156].
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1.1.5.1. Kursunun Canhlar Uzerindeki Etkileri

Pb, dogada yaygin olarak bulunan, ¢evresel ve biyolojik sistemlerin hemen her
fazinda saptanabilen toksik bir element olup, organizmada higbir biyokimyasal ve

fizyolojik gorevi olmayan bir metaldir [143, 157].

Suda kolay ¢oziinen Pb bilesikleri, az veya hi¢ ¢6ziinmeyenlerden daha toksiktir.
Buna gore Pb tuzlarinin zehirliligi kursun nitrat (PbNO3), kursun kloriir (PbCly),
kursun asetat (Pb(CH3COQ);), kursun oksit (PbO), kursun siilfat (PbSQO4), kursun
stlfir (PbS), kursun fosfat (Pb3(POy)2) sirasini izleyerek azalir [9].

Pb toksisitesi, molekiiler ve hiicresel diizeyde meydana gelmektedir. Pb iyonu,
degisik enzim sistemleri lizerinde etkili olmaktadir. Pb, proteinin siilfidril (-SH)
grubuna baglanarak veya diger metal iyonlar1 ile yer degistirerek bazi enzimlerin

aktivitesini azaltmaktadir [158, 159].

1.1.6. Metal Uzaklastirma Yontemleri
1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri:

Gilinlimiizde, endiistriyel siv1 atiklardan agir metallerin giderilmesinde gesitli geleneksel
yontemler kullanilmaktadir [160]. Kimyasal ¢oktiirme, Kimyasal oksidasyon ve
indirgenme, elektrokimyasal yontemler, buharlastirma yoluyla geri kazanim,
filtrasyon, iyon degistirme ve membran teknolojisi, endiistriyel atik sulardan agir
metalleri uzaklastirmak i¢in kullanilan bazi metodlardir [161-165]. Ancak bu
metodlar ekonomik agidan karmasik ve yetersizdirler [166]. Geleneksel yontemler
cok pahalt olmalari, uzaklagtirmayr tamamen yapmamalari, se¢iciliginin diisiik
olmasi, uygulamada fazla enerji harcamalari, pahali ekipmana gereksinim duymalari,
agir metal kirliliginin yiiksek konsantrasyonda olmasi durumunda etkin olmalar1 ve
toksik kirlilik yaratmalar1 gibi dezavantajlara sahiptir. Yiiksek konsantrasyon igin

uygun olan bu proseslerin 100 g mL ™" den daha seyreltik agir metal iceren atik

19



sularda uygulanmasi anlamsizdir. Bir¢ogu ikincil gevre kirliligine neden olmaktadir

[162, 164, 167, 168].

Agir metallerin ve onlarin zehirli etkilerinin su aritim tesislerinin atik sularinda ve
camurlarinda varhigint siirdiirebilmesi, agir metaller i¢in 6zel olarak tasarlanmis
kirlilik kaynagindan uzaklagtirma segeneklerini gliindeme getirir. Bu 6zel islem, ¢cok
miktarda atik su isleneceginden ucuz olmalidir. Ayrica diger geleneksel yontemlerin
etkisiz kaldigi, seyreltik cozeltilerden metal uzaklastirilmasi agisindan da yeni
metodlarin gelistirilmesi onemlidir. Bu gibi sorunlarin halledilmesi i¢in biyolojik

yontemlerin kullanilmasi s6z konusudur [169].

1.1.6.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Ydntemleri:

Son yillarda agir metal iceren atiksularin aritiminda biyolojik yontemler; etkili, pratik
ve ekonomik olmalar1 nedeniyle konvansiyonel fiziksel-kimyasal —aritim
yontemlerine tercth edilmekte ve bilimsel arastirmalar bu yonde agirlik

kazanmaktadir [170-174].

Kirleticilerin ortadan kaldirilmas: i¢in biyolojik tekniklerin 3 ana avantaji vardir:
1- Islemler kontamine olmus bdlgelerde in situ olarak uygulanabilir. 2- Biyolojik

islem teknikleri genellikle ¢evre dostudur. 3- Maliyet agisindan uygundur [175].

Biyolojik substratlarin temel avantajlarini aktif baglanma bolgeleri ¢esitliligi,kiiciik
ve tek bicimli boyutlari, genis ylizey alanlara sahip olmalar1 ve iyon degistirici

reginelerden daha az biyolojik substrat gerektirmesi seklinde siralayabiliriz [176].

Sonug olarak; metallerin biyolojik yontemlerle uzaklastirilmasi ve geri kazanimi,
kullanilan klasik fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine kiyasla ekonomik ve pratik
olmasi, yiiksek verimlilik igermesi gibi nedenlerle tercih edilmekte ve 1ilgili

biyoteknolojik siire¢lerde kullanilmaktadir [177].
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1.1.7. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalari

Agir metallerin farkli formlarda gevreye girmesi, mikrobiyal topluluklarda ve onlarin
aktivitelerinde kayda deger modifikasyonlar yapmaktadir [54]. Metal ihtiva eden
cevrelerdeki selektif baskilar, tiim toksik metallere karst belli direng
mekanizmalarimin  ortaya ¢ikmasimi saglamistir [178]. Ekolojik ¢alismalar,
antibiyotik ve agir metal direngliliginin global dneme sahip oldugunu gostermektedir
[179, 180]. Metal iyonlarmin varligi, genlerdeki enzimatik detoksifikasyon
Ozellikleri araciligi ile metal direngliligini baslatmay1 saglayabilir [181, 182].
Cd*#nin enzimatik detoksifikasyonu ile daha az toksik Cd formlar
olusmaktadir [21]. En 6nemli érnek, Hg direngliliginde mer operon’undaki Hg?*
diren¢ kodudur. Hg, tiyollere son derece affinite gdsterdiginden dolayr son derece
zehirlidir. Bakteriler direng operonundan kaynaklanan genlerin gelismesi araciligiyla
Hg* ’nin varligina adapte olabilmektedirler. Bu operonun gen iiriinleri sadece Hg”*
detoksifikasyonunda degil, ayrica tasinmada ve kendi kendine diizenlenmede de
etkilidir [183, 184].

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarla, mikroorganizmalarin c¢evreyi kirleten
metallerin temizlenmesinde biiyiik bir rol oynayabilecegi bulunmustur [185-187].
Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir metal iyonlarma
tolerans gosterip, bu kirleticileri ortamdan uzaklastirabilmesi, agir metallere direng
gelistirmeleri ile ger¢eklesmektedir [188]. Mikroorganizmalarin yiliksek miktardaki
toksik maddelerle basa ¢ikabilmesi igin, bircok yol mevcuttur [189].
Mikroorganizmalarca agir metalin hiicre i¢ine alinmamasi, hiicre i¢inde veya disinda
tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma ¢evrilmesi, metalin hiicre disina aktif
taginmasi ve mikroorganizmanin metale karsi1 daha duyarsiz hale gelmesi gibi direng

mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis sistemlerdir [188].

Mikroorganizmalar bu diren¢ mekanizmalarindan sadece birini kullanabildigi gibi
birka¢ tanesini birlikte de kullanabilmektedir. Bir metale kars1 birden fazla direng
mekanizmasina sahip olan bir mikroorganizmanin hangi mekanizmay1 sececegi,
olusacak ara iirlin veya son iriinlin toksisitesine baglidir [72]. Normalde bugiin

bilinenlerden daha fazla diren¢ mekanizmasi oldugu sanilmakta fakat bu
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mekanizmalara  sahip  mikroorganizmalar  heniiz  izole edilemediginden

ispatlanamamaktadir [21].

Tiim bakteri genlerinin toksik metal direncliligi icin, Ag*, AsO,’, AsO,>, Cd**, Co*,
CrO,%>, Cu?, Hg‘2+, Ni%*, Pb?*, Sb**, TeOz%, TI ve Zn2+gibi iyonlara maruz kalmasi
gereklidir. Bu genis metal grubu, bakterilerde toksik iyonlarin enerjiye bagli olarak
atilma mekanizmas: ile direng saglamaktadir. Bir¢cok enzimatik doniisiimler
(oksidasyon, rediiksiyon, metilasyon ve dimetilasyon) veya metal baglayan proteinler
(metallothionein SmtA, saperon CopZ, periplazmik giimiis baglayan protein (SilE)
metal iyonu igerirler [190]. Biyolojik membran boyunca agir metal tasiyan bu
proteinler, yasamin ilk giinlerinden bu yana gelisen protein ailelerinin {iyeleridir. Bu
tasima sistemleri, tasima igini gergeklestirmek igin gereken enerjiyi ATP hidrolizi ile

karsilayabilirler [191-194].

Farkli mikroorganizmalarda isleyis bakimindan farkliliklar gosterse de en 1iyi
karakterize edilmis Cd*? direngliligi saglayan tasima sistemi S. aureus’daki, plazmid
tarafindan kodlanan, cad sistemi (cadA, cadB, cadC) [20,21] ve A. eutropus’daki czc
(czcA, czcB, czcC, czcD) sistemidir. Her iki operonun gen iiriinleri; hiicre igindeki
Cd+2’yi kendine baglaylp yine operon tarafindan kodlanan kanal proteinine

tasinmakta ve operonun diger gen Uriinleri araciligi ile de hiicre digina salinmaktadir

[21].

Metal direnclilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik diren¢ mekanizmalari ile
iligkilendirilmistir [195, 196]. Ciinkii her iki tip direncte de organizmalar arasinda
konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer gerceklesmektedir. Bazi durumlarda
metal direngliligi ile antibiyotik direncliligi aym1 plazmid kokenli olabilmektedir

[66].

Dogal cevredeki metal kirliligin, antibiyotik direngliliginin devam etmesinde ve
direngliligin artmasinda 6nemli bir rol oynadigini destekleyen ¢ok sayida ¢alisma
vardir. Ornegin, Jain ve arkadaslar1 [197] tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus
suglarinda 2-200 kb boyutunda endojen plazmitlerin varlig arastirilmistir. Bacillus

susundaki yabanci bir genin ifadesi i¢in endojen plazmit DNA’nin kullanilmasimnin
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avantajli oldugu gorilmistiir [197]. Rajbanshi [198] tarafindan yapilan g¢alismada
atik sulardan izole edilen Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis ve Staphylococcus spp. bakterilerinin agir metal ve antibiyotiklere karsi
direngli olduklar1 gorilmiistiir. Coklu toleransta toksik bilesenlere karsi benzer
direnclilik mekanizmalar1 Cizelge 1.2.’de goriilmektedir. Tiim agir metallerin benzer
toksik mekanizmalar1 vardir ve agir metallere direngli bakteriler arasinda coklu

tolerans ortak bir fenomendir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere ve diger ilaglara karst direngliligi, dogal
yapilariin yani sira, infeksiyon sirasinda ve sonunda da gelisebilmektedir. Bu

durumu saglayan faktorleri birkag grupta incelemek miimkiindiir [199].

1) Permeabilitenin azaltilmasi: Bir¢ok Gr (-) ve Gr (+) mikroorganizmanin anatomik
yapist (hiicre duvari, dis membran, sitoplazmik membran, vs) bazi antibiyotiklerin
gecisine izin vermeyecek sekilde selektif permeabiliteye sahiptir. Ozellikle, Gram (-)
bakterilerin dis membranlarinda bulunan porin proteinleri (OMP) arasindaki kanallar

(porlu), antibiyotiklerin geg¢isine engel olmaktadirlar [199].

2) Mutasyonlar: Mikroorganizmalarda bulunan veya sagaltim sirasinda genetik
diizeyde (bazlar arasinda) olusan mutasyonlar, antibiyotik ve kemoterapdtiklerin
bakteride etkili oldugu hedef bélgelerde bazi degisiklikler meydana getirerek,
antibiyotiklerin bunlara baglanmasina ve bdylece olumsuz etki meydana

getirmelerine engel olurlar [199].

Boyle varyasyonlar bakterilere direnglilik kazandirirlar. Ornegin bakterilerde protein
sentezinde Onemli rolleri olan 30S ve 50S’lik ribozomlarda meydana gelen
degisikliklerin, eritromisin, Kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin gibi antibiyotiklere

olusan direngte 6nemli paylar1 vardir [199].

3) Hiicre duvarinin olmamasi: Bazi Gr (-)’lerde (Mycoplasma gibi) hiicre dis
membrant bulunmamaktadir. Bu nedenle hiicre duvarini etkileyen ve sentezine engel
olan bir¢ok antibiyotik (penisilin, sefalosporin vs.) bu bakterilere etkili
olamamaktadir. Buna bagli olarak da Gr (+)’larda basar1 ile kullanilan bu tip

antibiyotikler, Mycoplasma spp. infeksiyonlarinda kullanilamazlar [199].
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4) Antibiyotiklere bagimlilik: Bazi1 mikroorganizmalarda kendilerinde olusan
mutasyonel degisiklikler sonucu yeni mutantlar gelisimi i¢in kimi antibiyotiklere
bagimli hale gelebilirler. Boyle olgulara penicillin ve sulfanomidlere karsi bagimli
hale gelen Meningokok’larda rastlanildig: bildirilmistir. Olusan mutantlara penicillin
veya slilfonamidlerin etkisi olmadigt gibi boyle ilaglarin  kullanilmasi
mikroorganizmalarin etkinligini artirir. Buna diger bir 6rnek de, Streptomycin’e

bagimli Brucella melitensis suslar1 verilebilir [199].

5) Uygun kombinasyonlarin yapilmamasi: Birbirlerinin etkisini azaltacak veya
degistirecek tiirde iki antibiyotigin kullanildigi durumlarda bu antibiyotiklerin
mikroorganizmalar ve dolayisiyla da infeksiyon iizerine herhangi bir etkisi olmaz.
Hastaligin ilerlemesine ve hayati tehlikeye sokacak boyutlara ulasmasina neden olan

durumlarda mikroorganizmalar, aktivitelerini kolayca siirdiiriirler [199].

6) Kompetetif inhibisyon: Bu direnglilik de yine uygun olmayan (bakterilerde ayni
hedef bolgeyi etkileyen iki antibiyotigin birden kullanilmasi) kombinasyonlar sonucu
meydana gelmektedir. Bu gibi durumlarda antibiyotiklerden sadece biri hedef
bolgeye baglanir ve etkili olabilir. Ornegin, Kloramfenikol ile birlikte bakterilerdeki
ayni hedef bolgeye (50S’lik ribozomal alt {initeye) baglanan makrolitlerden
(eritromisin, Klaritromisin, azitromisin vb. gibi ¢ok sayida fonksiyonel grubun
baglandig1 biiyiik halkali antibiyotikler) birinin de ayni anda verilmesi, birincisinin
etkisiz hale gelmesine neden olabilir. Bu tiir kombinasyonlardan bir fayda

beklenemez [199].

7) Plazmide bagli direnglilik: Bakterilerde bulunan 6zel plazmidlerin (R-plazmid)
kodladiklar1 enzimler, ya antibiyotiklerin kimyasal yapilarini bozarak ya da bunlarin
baglandiklar1 ribozomal alt {initelerdeki spesifik bolgelerde degisiklikler yaparak
antibiyotikleri etkisiz hale getirirler. Boyle mekanizmalar ile bakteriler birden fazla
antibiyotige kemoterapotik maddelere ve cesitli metal iyonlarma karsi direnglilik

kazanabilirler [199].
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8) Transpozonlara bagh direnclilik: Bakterilerde genom veya plazmit i¢inde bulunan
bir veya birden fazla transpozon (Tn), bazi enzimlerin sentezini kodlayarak
antibiyotiklere kars1 direnclilik olusturabilirler. Bazi transpozonlar ¢ok sayida ilaca

kars1 direnglilik genleri tasiyabilir ve bunlar aktarabilirler [199].

9) Hiicre membraninin transfer sisteminde degisiklik: Membranda, intrastoplazmik
boslukta bulunan bir¢ok enzimin transport sisteminde degisiklik olusturularak

antibiyotigin girisi azalir (tetrasiklinler, aminoglikozidler, kloramfenikol vs. oldugu

gibi) [199].

Bakterilerin birden fazla antibiyotige diren¢ kazanmasinin diger bir sekli de ¢oklu
(multiple) direngtir. Bu durum bakterilerin, yapis1 ve antibakteriyel etki mekanizmasi
farkli bir¢cok antibiyotige karsi kazandigi direng olarak tanimlanir. Coklu direng,
genellikle bakterinin kromozomlarinda ve 6zelikle plazmidlerinde birden fazla tiirde
direng geninin bulunmasina baghdir. Ornegin Enterobacteriace’nin  direngli
tiirlerinde 10 veya daha fazla antibakteriyel ila¢ ¢esidine kars1 diren¢ olugsmasina yol

acan genleri tagiyan plazmidlerin varligi gosterilmistir [200].

Boucher [201] tarafindan Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter

spp. bakteri tiirlerinin ¢oklu antibiyotik direngliligine sahip olduklar1 belirlenmistir.

Karbasizaed ve arkadaslar1 [202], Klebsiella pneumoniae suslarinda ¢oklu antibiyotik
direngliligini arastirmislar ve K.pneumoniae’nin ampisilin  (%100), tetrasiklin
(9%50), kanamisin (%20), gentamisin (%13.3), siprofloksasin (%20), nalidiksik asit
(%20) ve sefolotin (%6.6) antibiyotiklerine kars1 direng gosterdigini saptamislardir.
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Cizelge 1.2. Bakterilerdeki agir metal ve antibiyotik ortak direnglilik sistemleri
[203].

Diren¢ Mekanizmasi Metal fyonlan Antibiyotikler
Membran gegirgenliginin As, Cu, Mn, Zn, Co, .
azaltilmas: Ag Cip, Tet, Chlor, B-lactams
Antibiyotik ve metal degistirme As, Hg B-lactams, Chlor
Atim mekanizmasi Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As Tet, Chlor, B3-lactams
Hiicresel hedef degistirme Hg, Zn, Cu Cip, B-lactams, Trim, Rif
Antibiyotik ve metal ayrilma Zn, Cd, Cu CouA

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

Mikroorganizmalar, toksik metal varliginda adaptasyon icin ¢esitli mekanizmalar

kazanmiglardir [198]. Bu adaptasyon mekanizmalart;

1. Gegirgenlik bariyeri ile metallerin hiicre disinda tutulmasi
2. Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif taginimi

3. Metallerin proteine baglanmasi ile hiicre i¢inde tutulmasi
4. Ektraselliiler alikonma

5. Metallerin enzimatik detoksifikasyonu’dur.
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Dogal Metal Baglayan
Biyosorpsiyon

Sekil 1.2. Bakterilerdeki Olas1 Agir Metal Direng Mekanizmalari1 [204].

1.1.7.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Mikrobiyal kiitlenin hiicre duvari, polisakkaritlerin protein ve lipidlerden olusur. Bu
yapilarda karboksil (COO), SO,*, PO,> ve amino (NHs") gibi metal baglayici
gruplar sik¢a rastlanmaktadir [205].

Bakteriler, algler, funguslar ve mayalarin metallerle kompleks yaptiklari ve onlari
absorbladiklart  anlagilmigtir. ~ Mikroorganizmalar  araciligiyla ~ metallerin
komplekslesmesi iki yolla olusur; 1- Metaller hiicre ¢eperi ylizeyine civik tabakaya
ya da hiicre dis1 matrikse spesifik olmayan baglarla tutunabilir ya da 2- Hiicre i¢ine
almabilirler. Calismalar metal komplekslesmesinin her iki tipinin de metal
toksisitesini ve mobilitesini azaltmak i¢in kullanildigint gostermektedir [206].
[lhan [206] tarafindan yapilan ¢alismada komplekslesme kapasitesinin genusa 6zel
oldugu kadar, tiire de 6zel oldugu bildirilmektedir. Farkli Pseudomonas tiirleri
arasindaki metal komplekslesme caligmalari, Pb, Fe ve Zn olmak iizere cesitli
metallerin ~ komplekslesmesinde  bir  dizi  6nemli  fark  gOstermistir.
Mikroorganizmalarla metal komplekslesme yetenegi, c¢esitli biyoremediasyon

proseslerinin gelisiminde kullanimini ortaya ¢ikarmistir.
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Gegirgen  bariyer  sayesinde, metallerin  hiicre = disinda  birakilmasi;
mikroorganizmanin hiicre duvarinda, membraninda veya zarfinda bir takim
degisiklikler meydana getirmektedir ve bu mekanizma sayesinde mikroorganizma
metale duyarli olan 6nemli hiicresel komponentlerini korumaktadir [178]. Ornegin,
Li ve arkadaglarinin [207] yaptig1 ¢calismada E. coli’nin membran kanal proteini olan
porinlerin sayisin1 azaltmak suretiyle Ag iyonlarinin hiicre icine giriginin

engellendigi bildirilmistir.

Rouch ve arkadaslarinin [178] yaptig1 calismada ise E.coli’de bir membran kanal
proteini olan porin proteinlerinin itiretiminin degistirilmesiyle Cu?*’nin hiicreye
girisinin engellendigi belirlenmistir [178]. Bu durum tek bir gen mutasyonu sonucu
membranin  metal iyonlarina  karst  permeabilitesinin  azaltilmast  ile

gerceklesmektedir [66].

Muraleedharan ve Venkobachar [208], Genoderma lucidum ile metal tutulmasinin
hiicre duvarinda ve temel etkilesim bolgeleri olan yapisal polisakkaritlerde

gerceklestigini ileri stirmiislerdir.

Mikroorganizmalar toksik cevreye karsi kendilerini korumak i¢in ekzopolisakkarit
(EPS) tiretmektedirler. EPS, hiicreler i¢in dis etkenlere kars1 koruyucu bir tabakadir.
Sheng ve arkadaglarinin yaptig1 calismada [189], bakteriler toksik kimyasallari
maruz kaldiklarinda, hiicrelerindeki karbonhidrat, protein ve niikleik asit
miktarlarinda artig goriildiigii saptanmistir. Hiicre yiizeyi agir metalleri biriktirmekte
veya EPS hiicre duvarimin disinda jel benzeri bir yap1 olarak toksik maddelerin
zararli etkilerini azaltan kimyasal reaksiyonlarla tarafindan veya simirlandirilmig
difiizyon aracilig1 ile toksik maddeleri engellemektedir. EPS protein, karbonhidrat ve
niikleik asit icerigine bagli olarak bulundurdugu COO, PO,* ve SO~ gruplariyla
metalleri baglayici1 6zellige sahiptir. Bu nedenle ortamda toksik metal artisina bagh
olarak, buna direng gosteren bakteri daha fazla EPS iiretmektedir [189]. Scott ve
Palmer [209] tarafindan yapilan ¢alismada bu 06zellik Klebsiella aerogones,
Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde gosterilmistir. EPS’den
olusan bir koruyucu tabaka Cd?** ¢ozeltilerinde K. aerogenes tiirlerinin hassasiyetini

diizenlemektedir. Ekstraseliiler koruyucu tabakast olmayan tiirlerde de Cd?* birikimi
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ispatlanmigtir. K.aerogones’in ekstraseliiler kapsiilii kapsiilsiiz formlara benzedigi
zaman Cd’nin 1nM’nin girisini engelleyebilmektedir [209]. Scott ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada [210], P. putida’nin et suyuna eklenen 2.5 pg mL™* derisimindeki
Cd*’nin tamamini baglayabilmekte oldugu A.viscous’un tiirleri et suyuna
100 pg mL™ katildig1 zaman Cd**’nin 30 pg mg™*’1m biriktirebildigi rapor edilmistir.
Her iki durumda baglayici ozellik pH’a bagimlidir ve optimum pH 4.0-9.0
arasindadir. EPS tabaka tek basina Cd®* baglayacagindan ekstraselliiler tabakasi
saglam bir mikroorganizma gibi verimli degildir. Bu koruyucu tabakanin duyarli

hiicresel bilesenler i¢in metal iyonlarini tutarak alimi 6nledigi goriilmektedir.

1.1.7.2. Metallerin Hiicreden Disar1 Dogru Aktif Tasinim

Metal direnglilik sistemlerinin biiyilk bir kismini aktif transport veya tasima
sistemleriyle metalin mikroorganizmadan uzaklastirilmasi  olusturmaktadir.
Mikroorganizmalar, toksik metalleri sitoplazmalarindan uzaklastirmak igin aktif
transportu kullanirlar [72, 211]. Bu mekanizma, kromozomal ya da plazmid kodlu
olabilir. Hiicre i¢in gerekli olmayan metaller hiicreye normal besin transport
sistemleri ile alinir ve hemen disariya atilirlar. Bu pompalama sistemleri ATPaz
bagimli ya da bagimsiz sistemler olabilir [212]. Bakterilerdeki AsO,>, Cd, Cu
direnglilikleri ¢ogunlukla bu tip mekanizmalarla gerceklesir. Ornegin Ji ve Silver
[66] tarafindan yapilan calismada AsO,® direncliligi icin ars operonu ile E.coli ve
S.aerous’ta; Cd** direngliligi icin cad operonu ile S.aureus, Bacillus spp. ve
Listeria spp.’de veya Alcaligenes eutrophas’ta eze operonu bulunmustur. Pb** direnci
zntA aracilig ile E.coli’de ve cadA ile S.aureus’ta bulunmustur. Bu tip direnglilikte

kromozomal, plazmid ya da transpozon kodlu bazi1 genler rol oynamaktadir [66].

1.1.7.3. Metallerin Proteine Baglanmasi ile Hiicre I¢cinde Tutulmasi
Metaller ve yar1 metaller oldukca toksiktirler ve prokaryotlar bu toksik bilesiklere

kars1 diren¢ mekanizmalar1 gelistirmislerdir [204]. Bu direngte, strese yanit

niteliginde sentezi artan bazi proteinler anahtar rolii oynamaktadir. Agir metal
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stresindeki bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak
icin bazi proteinlerin sentezini arttirma yoluna gidebilmektedir [213-216]. Bu
proteinler hem hiicre i¢inde sentezlenen sitozol proteinlerini, hem de zar

proteinleriyle birlikte hiicre dis1 bilesenlerini de igerebilmektedir [213, 217].

Valls ve Lorenzo [204] metallothioneinin varligt ortaya koymustur [204].
Metalothioneinler, birgok prokaryot ve 6karyotlarda bulunan, molekiil agirligr diisiik
(6000-7000 Da), metal baglayan proteinlerdir [218]. Metalothioneinler bir stresle
indiiklenebilen antioksidant o6zellikte proteinlerdir [153]. Metalothioneinler asiri
yikksek metal ve S% icerigi ile karakterize edilirler, aromatik amino asitlerden ve
histidin amino asitinden yoksundurlar [153, 218]. Metalothioneinler, baslangicta
sadece Cd baglayan proteinler olarak diisiiniilmiistiir, ancak artan ilgi diizenine gore
Zn, Cd, Cu, Hg ve Ag’ye de baglandiklar1 bilinmektedir. Okaryotlarda ¢ok yaygin
olmalarina karsin, prokaryotik metalothioneinler ilk olarak siyanaobakteri
Synechococcus spp.’de tanimlanmustir. Choudhury ve Srivastava [153] tarafindan
yapilan ¢alismada bu molekiiliin Cu, Cd ve Zn ile kompleks olusturdugu ve yiiksek
oranda thiol igerdigi saptanmistir [153]. Lehay ve Colwell [22] tarafindan yapilan bir

calismada Pseudomonas putida’nin da metalloprotein tirettigi tespit edilmistir.

1.1.7.4. Ektraselliiler Alikonma

Glutatyon agir metallere ¢ok yliksek bir affinite ile baglanmaktadir [219]. Glutatyon
Ag1+, Cu1+'2+, Cd* ve Hg2+ gibi metallerden korumast i¢in bir 6rnek teskil etmektedir
[183]. Glutatyon serbest radikalleri baglayarak Cu®* ve Fe?”’den korunmayi
saglayabilmektedir [220]. Murphy ve Leavy [219] tarafindan yapilan arastirmalarda
mayalarin, metalce zengin besi ortamlarma ekstraseliiler glutatyon salgiladiklar
belirlenmistir. Toksik metaller glutatyon ile birleserek hiicre membranindan
gecememektedir. Saccharomyces cerevisiae’deki Ni?* direncliliginin bu sekilde
oldugu diisiiniilmektedir. S. cerevisiae fazla miktarda glutatyon iireterek Ni?*
absorbsiyonunu azaltabilmektedir [219]. Vido ve arkadaslar1 [221], glutatyon sentezi
ile antioksidan dzellige sahip bazi proteinlerin Cd** iyonlari ile muamele edilen maya

hiicreleri tarafindan daha fazla sentezledigini gostermislerdir [221]. Mayalar gibi
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diger organizmalar ve Citrobacter spp. tiirleri de kalsiyum fosfatin ¢6ziinmez bilesik
formlarina direng gostermektedirler [196]. Maya formlar1 hidrojen siilfid iiretimi
boyunca ¢esitli kompleksler kullanirken Citrobacter spp. PO4> kullanmaktadir.
Klebsiella aerogenes’in bir tiirii siilfiir ¢ikararak sinirli miktardaki metali iceri
alirken, yakininda dis ¢oktiirme araciligi ile Ccd* iyonlarini etrafin1 ¢evreleyen

ortamdan kaldirma yetenegini gostermektedir [210, 222].

1.1.7.5. Metallerin Enzimatik Detoksifikasyonu

Tarihin erken donemlerinden beri mikroorganizmalar metaller ile birlikte var
olmuglardir. Metaller, pek c¢ok enzimin aktif merkezlerinde yer almaktadir. Metalin
kimyasal 6zellikleri anahtar reaksiyonlar katalizlemekte veya protein yapisini korumada

uygunluk teskil etmektedir [204].

Bazi agir metaller iz element olarak bulunmaktadirlar (Zn, Cu gibi). Bakterilerin
biiyiimesi icin gerekli olan bu metallerin yiiksek konsantrasyonlarda toksik oldugu
bilinmektedir. Bu ylizden bakteriler, agir metallere kars1 enzimatik detoksifikasyon
mekanizmasimi gelistirmislerdir [223]. Detoksifikasyon mekanizmasi, genellikle agir
metallerin enzimatik olarak indirgenmesidir. Bu diren¢ mekanizmasini kodlayan
genler bazen plazmitler iizerinde, bazen de kromozomal DNA iizerinde
olabilmektedir. Bu mekanizma ile E. coli, AsOs*, As ve Sb’ye kars1 ¢oklu direng
gosterebilmektedir [224]. Tanimlanmis olan birgok bakteriyel agir metal direngliligi
icinde, Hg direncliligi en iyi incelenmis olanidir. Hg direnglilik mekanizmasi igin
yapilan ¢ahismalarin gogu reaktif iyonik Hg?* formundan elementel ve daha az reaktif
Hg® formuna detoksifikasyonuna baglidir. Bazi Hg’ye direngli bakteriler, Hg’ye
direngli genis spektrumlu bilesiklere sahiplerdir [225]. Osborn ve arkadaslari [226]
tarafindan yapilan c¢alismada detoksifikasyona ilave olarak, Hg bilesiklerinin
tutulmas1 ve dimetillenmesi ile hiicresel gegirgenligin azalmasindan dolayr Hg

iyonlarinin aliniminin azaldigi rapor edilmistir.

31



Gerek Gr (+), gerekse de Gr (-) bakterilerde Hg”*"’ya kars1 direnclilik gosterilmistir
[182]. Hg hiicrede enzimlerin ve proteinlerin yapilarinda bulunan thiollere
baglanarak inaktive olmalar1 nedeni ile toksik etkiye sahiptir. Baz1 bakterilerde Hg2+
direngliligi ile ilgili genlerin yer aldigi mer operonu bulunmaktadir. Bu operon

2+,

sadece Hg“" ’nin detoksifikasyonundan degil, ayn1 zamanda transferinden ve direncin
ayarlanmasindan da sorumludur [182, 183]. Hg’nin bulunmadigi zamanlarda
diizenleyici proteinler i¢in operon kodlari, transkripsiyon diizenlenmesini
azaltmaktadir. Bu genler, periplazmik baglayici proteinin liretimini ve membran
baglantili tasima proteinlerini sifrelemektedirler. Detoksifikasyon igin etrafini
cevreleyen ortamdan periplazmik baglayici proteinler ve tasima proteinleri, Hg? *y1

sitoplazmaya tasimaktadirlar [26].

Gr (-) bakterilerde bulunan 2 mer operonu, toksik Hg iyonlarina karsi direng
saglamaktadir. Mer operon sistemindeki, merA genleri civa rediiktaz enzimini, merB
ise organomerkiiriyalliyaz enzimini kodlamaktadir. MerT genleri hiicre
membranindan Hg iyonlarinin tasinmasindan ve merR genleri ise transkripsiyonda
regiilator proteinlerin iiretilmesinden sorumludur. MerC, merT ve merP genleri mer
tasima genleridir. MerT ve merC gen friinleri sitoplazmik zar proteinleridir. Ancak
merP gen iriinleri ise periplazmik proteinlerdir. MerP, periplazmik boslukta tiyol
proteinlerini igeren koruma saglarken, sitoplazmik zar bolgelerinde Hg?*’nin
cokeltilerini toplamaktadir. MerT sitoplazmay1 benzer sekilde koruyabilmektedir. Bu
genler operonun bir parcasi olarak enzim kodlu genlerle iliskili bir rol
oynayabilmektedir. Mer sistemindeki genler kromozomal DNA {izerinde kodlu

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

1.1.8. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlar igerisinden gecen Kizilirmak’tan Pbdirencli
suglarin izolasyonu, bu suslarin biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonudur.
Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bdlgeden su Ornekleri alinarak, Pb direncli suslar
izole edilmistir. Suslarm her bir metal i¢in MiK degerleri belirlenmis ve bu suslar

morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak tanimlanmistir. Pb direngli
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olan susun antibiyotik ve diger metal direnclilik profilleri belirlenmistir. Pb direng
mekanizmasin1  belirlemek amaciyla total protein izolasyonu yapilmistir.

Antibiyotikler ve metal direncliliginin kromozomal DNA ile iliskisi ¢alisilmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Besiyerleri
2.1.1.1. Nutrient Agar
Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmast i¢in kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et oziitii (5 g), maya oziitii (1 g) ve agar (12 g)’dan
olusmaktadir.
Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1 Atm basingta
otoklavda steril edilmistir.
2.1.1.2. Nutrient Broth
Izole edilen bakterilerin bilyiime egrisi, plazmit izolasyonu, protein izolasyonu gibi
deneyler i¢in kullanilmigtir. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitii (3g)’nden
olusmaktadir.
Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1 Atm basingta
otoklavda steril edilmistir.
2.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.2.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.
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2.1.2.2. Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler

2.1.2.2.1.1. Soliisyon | (Glukoz/Tris’/EDTA)

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

tamamlanir.

2.1.2.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

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

karigtirilir. 86 mL distile su ile soliisyon 100 mL’ye tamamlanir.

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

74 g K-asetat tartilir ve 28,75 mL glasiyal asetik asit ile ¢oziiliir. Soliisyonun son

hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

2.1.2.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37,2 g Na;EDTA.2H,0 tartilarak 57,1 mL glasiyal asetik asit ile ¢oziliir.

Son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tampon tamamlanir.

2.1.2.2.2. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.2.2.2.1. TrissEDTA Tamponu (250 mL)

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

10 g SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.2.3. Proteinaz K’nmin Hazirlanmasi (10 mL)

0,0384 g CaCl,.2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 uL, 1 M Tris-HCI (pH: 8.0) ile
¢Oziilmiigtiir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmis ve 100 mg
proteinaz K ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

20 g NaCl tartilarak, 100 mL distile su ile ¢6ziilmiistiir.

2.1.2.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)
4,1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢oziilmistir ve 10 g
Cetyltrimethylammonium (cetrimonium) bromide (CTAB) yavasca soliisyona

eklenerek 65°C’ye kadar 1sitilmigtir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile

tamamlanmustir.

2.1.2.2.2.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol ile karistirilmistir.

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

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

hazirlanmistir.
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2.1.2.2.2.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmustir.

2.1.2.2.2.9. %70’lik etanol (100 mL)

30 mL steril su ile 70 mL %2100°liik etanol karistirilarak hazirlanmistir.

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

8,47 g Tris-HCl tartilarak 50 mL distile suda ¢dziilmistiir ve pH: 8.0’e ayarlanmustir.

Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmustir.

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

0,12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.

2.1.2.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Céozeltiler

2.1.2.2.3.1. Fosfat Tamponu: (KH,PO,4, K;HPO,)

6,8 g KH2POa4 ve 8,7 g K;HPO, tartilip 1000°er mL distile suda ¢oziiliir. Hazirlanan
iki ayr1 ¢ozelti pH: 7.0’ye olacak sekilde karistirlir.
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2.1.2.2.4. SDS-PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.1. SDS-PAGE stok soliisyonlar1 hazirlanisi

Stok Soliisyonlar: Hazirlanisi
. 24,2 g Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, derisik HCI ile pH: 8.8°e
Tris-HCI, 2 M o .
ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
) 12,1 g Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, konsantre HCI ile
Tris-HCI, 1 M . )
pH: 6.8’¢ ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanr.
SDS (%10) 10 g SDS tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.
Gliserol (%50) 50 mL %100’liik gliserol alinip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
Bromfenol mavisi (%1) 100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 mL distile su iginde ¢oziiliir.

2.1.2.2.5. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.2. SDS-PAGE c¢alisma soliisyonlari

Calisma Soliisyonlari

Hazirlamis1

Soliisyon A %30 akrilamid %0,8
bisakrilamid (100 mL)

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

100 mL’ye tamamlanarak ¢6ziiliir. Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon B (4x) (100 mL)

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

Soliisyon C (4x) (100 mL)

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

Amonyum persiilfat %10’luk (5 mL)

0,5 g amonyum persiilfat tartilip distile su ile 5 mL’ye tamamlanir.

Elektroforez Tamponu (1 L)

Tris (25 uM) 3 g, glisin (192 mM) 14,4 g, SDS (% 0,1) 1 g tartilip

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

Omek Tamponu (5x) (10 mL)

1 M Tris-HCI (pH = 6.8) 0,6 mL, %50 Gliserol 5 mL, %10 SDS
2 mL; 0,5 mL 2-merkaptoetanol, %1 Bromfenol mavisi 1 mL; 0,9

mL distile su. Buzdolabinda saklanir.
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2.1.2.2.5.1. Ayirici Jelin Bilesimi (%12°lik)

Cizelge 2.3. Ayirici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 7,8 mL
Soliisyon B (Stok) 6 mL
Distile su 10,08 mL
Amonyum persiilfat 79,2 uL
TEMED 15,6 uL

2.1.2.2.5.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (%4°liik)

Cizelge 2.4. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 1,33 mL
Soliisyon C (Stok) 2mL
Distile su 4,67 mL
Amonyum persiilfat 27 uL
TEMED 6,6 uL
2.1.2.2.6. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0.1 Commassie Brillant Blue boyasi tartilarak %12’°lik glasiyal asetik asit ve

%50’1ik metanol ile karistirilarak ¢oziiliir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Kizilirmak Nehri, 410 30’ Kuzey, 360 05’ Dogu koordinatlar1 arasindadir ve
1150km’den uzun su yatagi, 75.000 km? drenaj alani ve yillik ortalama 184,2 m® s

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

ulagsmaktadir [228].
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Sekil 2.1. Kizilirmak’in Lokasyonu [27].

Kirikkale ulagim bakimindan Tiirkiye’nin doguya agilan kapisi olma, silah sanayisi
ile petrol rafinerisi gibi biiyiilk sanayi kuruluslarini biinyesinde barindirma ve
Kizilirmak gibi Tiirkiye’nin en biiylik nehirlerinden birinin gilizergahinda yer
almasindan dolay1 olduk¢a énemli illerden biridir. Kirikkale ili’nde sanayi oldukca
gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi kuruluslart Kizilirmak

Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir [229].
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Cizelge 2.5. Orneklerin alindig1 bélgeler ve koordinatlar:

Bolge
Bolge Ad1 Bolge Koordinatlar
Numarasi
1 Kesikkoprii Barajt 029-04-413 E, 049-34-799 N, 787 m t, 36535725 E, 359627 N
Kesikkoprii Baraj1 Su
2 029-04-078 E, 049-36-668 N, 743 m t, 36536086 E, 4361301N
Tutma Bendi
Erdemli Mah. -
3 028-99-271 E, 049-40-651 N, 736 m t, 36533459 E, 4366292 N
Sarimusalli Mevkii
4 Akkosan Merkez Mevkii | 028-98-818 E, 049-44-154 N, 732 m t, 36534293 E, 4369376 N
Egribiik - Akkosan
5 028-95-604 E, 049-51-726 N, 721 m t, 36534232 E, 4376815N
Yerlesim Mevkii
Bucakyazi - Sazbucagi
6 B 028-95-750 E, 049-54-635 N, 717 m t, 36535362 E, 4979196N
Mevkii
Sulubiik - Kiyibagi
7 B 028- 95-224 E, 049-61-767 N, 721 m t, 36537396 E, 4385336N
Mevkii
8 Kapulukaya Baraji1 Girisi [028- 94- 621 E, 049- 67-384 N, 717 m t, 36538842 E, 4390239 N
Kapulukaya Baraji Su
9 028-93-959 E, 049-76-268 N, 709 m t, 36541376 E, 4397890 N
Tutma Bendi
Asagryazi Kum Ocagi
10 . 028-89-508 E, 049-81-299 N, 677 m t, 36539417 E, 4403641N
Mevkii
Mezbahane - MKE
11 028-94-621 E, 049-87-349 N, 665 m t, 36539895 E, 4409369 N
Tesisleri Mevkii
Irmak Mevkii -
12 028-77-731 E, 049-98-600 N, 656 m t, 36535629 E, 4422195 N

Kizilirmak 11 Smir1 Cikis

41




2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen 12

bolgeden Eyliil 2009°da su 6rnekleri toplanmustir.

2.2.3. Kursuna Direncli Bakterilerin izolasyonu

Pb agir metaline direngli suslarin se¢imi i¢in bu metali igeren ortam kullanilmistir. 12
bolgeden alinan su 6rneklerinden Pb direngli suslar1 segmek igin literatiirde belirtilen
konsantrasyonlarda Pb(NO3), iceren NA ortamlari hazirlanmistir. Her bdlgeden
alman su 6rnekleri seyreltme yapilarak ortamlara ekilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibe
edilen orneklerden lireme olan Pb direngli farkli koloniler segilerek saflastirma islemi

yapilmistir [230].

2.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Pb direncli saf Kkiiltiirler 30°C’de 48 saat inkiibe edilerek koloni ve hiicre
morfolojisine bakilmistir. Suslarin koloni kenar yapisi, sekil, optik ozellikler,
akiskanlik ve pigmentasyon 6zellikleri incelenmistir. Hiicre morfolojileri ise, gram
boyamayla mikroskop (immersiyon yagiyla ve 100 biiyiitmeli objektifle) altinda

incelenerek gram reaksiyonu esnasinda hiicre sekillerive hiicrelerin incelenmistir.

2.2.5. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Pb’ye direngli suslarm MIK degerleri, nutrient agar ortamma giderek artan
konsantrasyonlarda Pb(NO3), eklenerek saptanmustir. 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis
ve lreme olan petrilerdeki kiiltiirler daha yiiksek konsantrasyonda Pb bulunan
ortamlara ekilmistir. 48 saat sonunda iireme goriilmeyen petrilerdeki agir metal

konsantrasyonu MIK degeri olarak saptanmigtir [230].
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2.2.6. izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Pb’ye direngli suslar izole edilmistir. Bu suslarin MIK
degerleri belirlenmis ve en yiiksek MIK degerine sahip direncli sus segilmistir.
Segilen susun morfolojik 6zelligi belirlenmis ve API 20 NE kitleri kullanilarak
biyokimyasal testi yapilmistir. Bu sonuglara gore sus identifiye edilmistir [231, 232].

2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direncliligi

Kizilirmak’tan izole edilen suslardan Pb’ye direncli her bir susun, bu ¢alisma i¢in
secilen diger agir metallere direnclilikleri de tespit edilmistir. Bdylece suslarin

metallere kars1 ¢coklu direng profilleri belirlenmistir.

Pb direngli susun, c¢oklu metal direnglilik profillerini belirlemek icin degisik
konsantrasyonlarda AgNO; (8 pg mL™), AICI3.6H,0 (300 pg mL™), BaCl,.2H,0
(2700 pg mL™), Cd(NO3)2.2H,0 (750 pg mL™), Co(NO3),.2H,0 (750 pg mL™),
Cr(NO3)3.9H,0 (1100 pg mL™), CuSO4.5H,0 (450 ug mL™), FeCls (450 pg mL™),
Hg(NO3)2.H,0 (195 pg mL™), LiCl (5000 pg mL™), MnSO, (1000 pg mL™),
NiSO4.7H,0 (395 pg mL?), K(SbO)CsHsO0s (1400 pg mL™Y), Pb(NO3),
(1200 pg mL™), SnCl,.2H,0 (160 pg mL™), Sr(NOs3), (2000 pg mL™), ZnS0O,4.7H,0
(825 pg mL™) metallerini iceren Nutrient agarli besiyerleri hazirlanmistir. Ekim
yapilan bu petriler, 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve iireme olan suslarin ortama

eklenen metale kars1 direngli, lireme olmayanlarin ise duyarli oldugu tespit edilmistir

[230].

Antibakteriyel hassasiyet testleri Mueller-Hinton agar (Difco) kullanilarak disk
difiizyon yontemi ile gerceklestirilmistir [230]. Pb direngli susun, antibiyotik
direnglilik profillerini belirlemek i¢in degisik konsantrasyonlarda amikasin (AK)
(30 pug mL™?), aztreonam (ATM) (30 pg mLY), sefepim (FEP) (5 pg mL™),
sefsulodin (CFS) (30 pg mL™), seftazidim (CAZ) (30 pg mL™), siprofloksasin (CIP)
(5 pg mL™), gentamisin (GM) (10 pg mL™), imipenem (IPM) (10pg mL™),
netilmisin (NET) (30 pg mL™), pefloksasin (PEF) (5 pg mL™), piperasilin (PRL)
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(100 pg mL™), piperasilin/tazobaktam (TPZ) (10010 pg mL™), tikarsilin (TIC)
(75 pg mL™), tikarsilin/CA (TIM) (7510 pg mL™), tobramisin  (TOB)
(10 ug mL™Y), trimetoprim + sulfametoksazol (SXT) (25 ug mL™) antibiyotiklerini
iceren Nutrient agarl1 besiyerleri hazirlanmistir Ekim yapilan bu petriler, 30°C’de 48
saat inkiibe edilmis ve lireme olan suslarin ortama eklenen antibiyotige kars1 direncli,

tireme olmayanlarin ise duyarl oldugu tespit edilmistir [230].

2.2.8. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Pb metalinin bulundugu NB ortaminda,kiiltiirlerden 100 pL
ornek alinarak, 100 mL NB i¢inde inokiile edilmistir. Bu islem 1200 pg mL™ Pb
metalinin  bulundugu NB ortamlar1 iginde tekrarlanmstir. Kiiltiirler 30°C’de
calkalamali olarak inkiibe edilmistir ve 0. saatten itibaren, 600 nm’de, her 2 saatte bir

spektrofotometre ile optik dansite dlciilerek iireme egrisi ¢ikarilmistir.

2.2.9. Plazmit izolasyonu

Saflastirilmis izolatlardaki plazmitlerin varlig: alkali lizat metodunun modifiye hali
kullanilarak saptanmigtir [233]. Metal igermeyen 100 mL NB besiyerine ve
100 mL’lik belirlenen konsantrasyonda Pb(NO3),’yi i¢eren metalinin bulundugu NB
besiyerine plazmit izole edilecek bakterilerin ekimleri yapilmistir. 30°C°de 24saat
inkiibe edilen kiiltiirlerden 1,5 mL alinarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmis, siipernatant atilmis ve tekrar 1,5 mL Kkiiltiir eklenerek ayni islem
tekrarlanmistir. Pelletlerin lizerine 100 pL GTE (glukoz/Tris/EDTA) ilave edilmistir
ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmistir. 200 pL, 0,2 N NaOH/%1 SDS
soliisyonu fiizerine ilave edilerek yavas yavas karistirilmis ve 5 dakika bekletilmistir.
Uzerine 150 pL, 3 M potasyum asetat ilave edilmis ve karistirilarak 5 dakika
bekletilmistir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilen orneklerin siipernatanlar
toplanmistir. 900 pL tiiplere %100’liik etanol tiiplere eklenmis ve -20°C’de 1 gece
bekletildikten sonra 13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmis
ve pelet lizerine %70’lik etanolden 1 mL eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de

44


http://www.ilacabak.com/etkengoster.php?Id=J01CA12
http://www.ilacabak.com/etkengoster.php?Id=J01EE01

santrifiij edilmis ve siipernatan atilmis ve pelet {izerine 20 uL su ve 5 pL O6rnek

boyasi ilave edilerek elektroforez igin hazir hale getirilmistir.

2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

Izole edilen Pb direncli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve Horn
[234] tarafindan tanimlanan metoda gére yapilmistir. 15 mL’lik kiiltiir 5000 rpm’de
10 dakika santrifiije edilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pelet iizerine 5,7 mL
TE tamponu eklenmistir ve karistirtlmistir. Daha sonra 30 puL %10 SDS, 30 uL
proteinaz K ve RNAaz eklenerek 60 dakika 30°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 100 pL 5 M NaCl eklenerek karigtirilmistir. 800 pL
CTAB/NaCl tamponu karigim iizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe
edilmistir. Daha sonra kloroform/izoamil alkol soliisyonu eklenerek 5 dakika
13000 rpm’de santrifiije edilmistir. Siipernatant yeni tiiplere alinarak
fenol/kloroform/izoamil alkol tamponu eklenmis ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de
santrifiije edilmistir. Pellet tizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10
dakika santrifiije edilmistir. Siipernatant atilarak pellet {izerine 5 mL %70’lik etanol
eklenmis ve 10 dakika santrifiije edilmis, etanol uzaklastirilmis ve pelet kurutularak

200 uL TE tamponu eklenmis ve -20°C’de saklanmustir.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%1,5’luk jel hazirlamak i¢in 1,5 g agaroz 100 mL 10x TAE tamponu ile ¢6ziildiikten
sonra 1sitilarak eritilmistir. Cozelti yaklasik 40°C’ye kadar sogutulup, jel kutusuna
dokiilmiistiir ve tizerine jel taragi yerlestirilmistir. Jel tamamen polimerize olduktan
sonra tarak dikkatlice ayrilmustir. 20-25 pL’lik DNA o6rnekleri alindiktan sonra
mikropipet ile vellere 3 pL yiiklenmistir. Marker DNA olarak (Sigma Lambda
DNA/Hind III) kullanilmistir. 100 V/em? voltaj uygulanarak 1,5 saatte yiirlitme

islemi tamamlanmistir.
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2.2.12. DNA’min Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel, elektroforez aparatindan alinip boyama kabina
konulmus ve jel iizerine 0.5 pg mL™ konsantrasyonda etidyum bromid boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmustir. Jeldeki boyanin fazlast 1 mM MgSO4
soliisyonu ile 15 dakika muamele edilerek giderilmistir. Daha sonra U.V. lambasi

tizerine konularak jelin fotograflar1 ¢ekilmistir [235].

2.12.13. Plazmit DNA Molekiiler Agirhik Belirlenmesi

Plazmit DNA’larin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla Lambda DNA/Hind
Il marker referans alinmis ve jel lizerinde marker bantlarinin yiiriidiigi mesafe ve
bantlarin molekiil agirliklar1 degerleri ile standart egri ¢izilmistir ve bu metod ile

bilinmeyen DNA bantlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.14. Total Protein izolasyonu

Pb’ye direngli susun total proteinlerinin izolasyonu, Kishore ve arkadaslari [236]
tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda Pb
iceren ve icermeyen 100 mL NB besiyerlerine ekimler yapilmistir. Kiiltiirlerden
besiyerlerini uzaklagtirmak i¢in santrifiijler yapilmistir. Elde edilen peletlerin {izerine
5 mL distile su eklenerek 2 kez yikama islemi gerceklestirilmistir. Peletler {izerine
2 mL fosfat tamponu eklenmis ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon islemi
uygulanmistir. 2000 rpm’de 2 dakika santrifiije edildikten sonra siipernatan temiz
tiiplere aktarilmistir. 75 pL ornek iizerine, 75 pL 6rnek tamponu ilave edilmistir.

Elektroforez 6ncesinde drnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmustir.
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2.2.15. Total Protein Bantlarimin Molekiil Agirhiklarinin Belirlenmesi

Total protein bantlarinin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla Page Ruler
Prestained Protein Ladder (170 kDa) referans alinarak standart egri ¢izilmistir. Jel
tizerindeki marker bantlarinin yliridiigi mesafe ve bantlarin bilinen molekiil
agirliklar1 standart egri olusturulmus ve bilinmeyen protein bantlarinin molekiil

agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.16. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Total protein tayini Laemmli’ye [237] gore, %4’liikk dengeleyici ve %12’lik ayirma
jeli  kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde

(SDS-PAGE) yapilmustir.

2.2.16.1. Ayirma Jelinin Hazirlamsi

16,7 mL akrilamid/bisakrilamid (%30’luk), 19,8 mL distile su, 12,5 mL 15 M
Tris-HCI (pH 8.6), 500 mL %10’luk APS (amonyum persulfat), 500 mL %10’luk
SDS karistirildiktan sonra 30 mL TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave edilerek,
1 mm araliga sahip iki cam arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin st kismi
distile su ile kaplanarak hava ile temasi Onlenmis ve polimerize olmasi igin

bekletilmistir.

2.2.16.2. Dengeleyici Jelin Hazirlamisi

3,4 mL %30’luk akrilamid/bis akrilamid, 13,6 mL distile su, 2,5 mL 1 M Tris-HCI
(pH 6.8), 200 mL %10’luk APS ve 200 mL %210’luk SDS iyice karistirildiktan sonra
20 mL TEMED ilave edilmistir. Bu karisim, polimerize olan ayirma jelinin
tizerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli tizerine dokiilmiistiir. Tarak

yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.
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2.2.16.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak ¢ikarilmis, kuyucuklar elektroforez yiiriitme tamponu
ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yiirlitme tamponu
ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 30 mA vel50 V’ta ortalama

1 saat yiirtitilmiistiir.

2.2.16.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, fiksasyon ¢ozeltisi icerisinde bir
gece bekletilmistir. Bu islemden sonra jeller boyama ¢ozeltisine alinmis ve ortalama
1 giin siiresince boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lik araliklarla 2 kez
yikanarak jellerdeki fazla boyanin giderilmesi saglanmistir [238]. Jel goriintiileme

cihazinda jellerin fotograflar1 beyaz 1sikta goriintiilendi.

2.2.16.5. Protein Bantlarinin Yogunluk (Intensity) Ol¢iimii

SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar, jel
goriintiileme cihazinda (Gel Logic 2200 Pro) Carestream Molecular imaging (M)
Software Standart Edition (SE) programi kullanilarak proteinlerin goreceli
miktarlarini belirlemek igin taranmistir. Protein bantlarimin verdigi pik absorbans
degerleri jel goriintiileme cihazi {izerinde kaydedilmistir. Her bir bant i¢in {i¢ farkl
yerlerde tarama yapilmis, degerlerin ortalamasi alinmistir. Yatay konumdaki protein
bantlar1 arasindaki mesafe iki bant arasindaki tepe noktalarinin dik bir eksende
birlestirilmesiyle jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir. Bu oranlarin giivenilirligi
bagimsiz olarak programlanmis bilgisayar analizi kullanilarak belirlenen grafik ile

desteklenmistir [239].
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kursuna Direncli Bakterilerin Izolasyonu ve MIK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kirikkale - Kizilirmak {izerinde belirlenmis olan 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden
Pb’ye direngli suslar izole edilmistir. Cizelge 3.1°de belirtilen bolgelerdeki {ireme
durumlarina gére Pb direngli 33 sus izole edilmis, MIK degeri 1200 pg mL™ olan bir
izolat ileri ¢alismalarda kullanilmak igin seg¢ilmistir. 6. bolgeden izole edilen bu sus

Pb 06 olarak adlandirilmistir.

Cizelge 3.1. Kursuna direngli suslarin bolgelere gore dagilimi

Ornek Alinan Bolgeler ve Bakteri Ureme Durumlari

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

Pb(NOs), + + + - + + + + + + + +

(-) : tireme yok, (+) : lireme var

3.2. Bakterilerin Identifikasyonu

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi Pb’ye direngli Pb06 kodlu susun morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Belirlenen bu susun akiskan, optik 6zellik
bakimindan saydam ve pigment renginin beyaz renkte oldugu belirlenmistir. Pb06
susunun hiicre morfolojisini belirlemek i¢in gram boyama yapilmis, Gr (+) olarak
bulunmustur. Pb 06 susu, mikroskopta 100 biiyiitmeli objektif altinda immersiyon
yag1 damlatilarak incelenerek gram reaksiyonu esnasinda hiicre sekilleri ve
hiicrelerin incelenmis ve kok seklinde olduklar1 belirlenmistir. Bunun yaninda farkl

biyokimyasal testlere tabi tutularak tanimlanmaistir.
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Cizelge 3.2. Kursuna direncli susun (Pb 06) biyokimyasal 6zellikleri

Agir Metale Direncli Sus

Biyokimyasal Ozellikler Pb 06
Sekil Kok
Gram Reaksiyon (+)
Akigkanlik Akiskan
Optik Ozellikler Saydam
Pigment Beyaz
Katalaz -
Ure (URE) +
Malonat(MLT) +
Arabinoz(ARA) -
Glukoz (OFG) +
Mannitol(MAN) +
Adonitol (ADO) +
Glukoz (GLU) +
Arjinin Hidrolaz -
Ksiloz(XYL) +
Arjinin (ARG) -
Maltoz +
Hidrojen Siilfiir (H,S) +
Eskiilin (ESC) -
Sorbitol (SOR) +
Laktoz %10 (LAC) +
Siikroz (SUC) +
Alkalin Fosfataz +
Oksidaz (OXI) -
Tanimlanan Tiir Enterococcus faecalis

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

Izole edilen Pb direngli E. faecalis susunun metal ve antibiyotik direnglilik profilleri

belirlenmistir. Bu suslarin direnglilik sonuglar1 Cizelge 3.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Kursuna direngli susun metal ve antibiyotik direnglilik profilleri

Sus Adi Metal Direnglilik Profili Antibiyotik Direnclilik
Profili
Enterococcus faecalis | Ag, Al, Ba, Cr, Fe, Li,Ni, Sn, Sr, Zn AK, ATM, GM

Kursun Direngli Sus

Ag: Giimis, Al: Aliminyum, Ba: Baryum, Cr: Krom, Fe: Demir, Li: Lityum, Ni: Nikel, Sn: Kalay,
Sr: Stronsiyum, Zn: Cinko AK: Amikasin, ATM: Aztreonam, GM: Gentamisin

Cizelge 3.3. incelendiginde E. faecalis susunun Ag (8 pg mL™), Al (300 pg mL™),
Ba (2700 pg mL™), Cr (1100 pg mL™), Fe (450 pg mL™Y), Li (5000 pg mL™),
Ni (395 pg mL™), Sn (160 pg mL™), Sr (2000 pg mL™), Zn (825 pg mL™)
metallerine, AK (30 pg mL?), ATM (30 pg mL™) ve GM (10 pg mL?)

antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu belirlenmistir.

3.4. Kursun Direncli Bakterinin Biiyiime Egrisi
Izole edilen E. faecalis susunun iireme egrisi Sekil 3.1.’de verilmistir. Susun

Pb(NOs); iceren ortamda daha yiiksek OD gosterdigi ve Pb(NO3); icermeyen ortama

gore logaritmik artis fazinin daha uzun oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.1. E. faecalis susunun; = Pb iceren ortamdaki #+ Pb icermeyen

ortamdaki biiylime egrisi

3.5. Kursun Direncli Bakterinin Plazmit ve Kromozomal DNA Analizleri

Pb direngli E. faecalis susunun metal direngliligi ile plazmit DNA arasindaki
iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla Pb igeren ve igermeyen ortamda iretilen
bakterilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Plazmitlerin molekiil agirliklarini
belirlemek amaciyla marker referans alinarak her bir jel i¢in standart egri
¢izilmis ve plazmitlerin molekiil agirliklar1 belirlenmistir. Yapilan izolasyon
caligmalar1 sonucunda E. faecalis susunun Pb igeren ortamda herhangi bir

plazmit icermedigi tespit edilmemistir.
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28.95 kb
23.13 kb 22.76 kb
9.42 kb chr
6.65 kb
4.36 kb

3.06 kb
2.32 kb
2.02 kb

1.58 kb
0.56 kb

Sekil 3.2. E. faecalis susunun plazmid ve kromozomal DNA lokasyonu

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

Sekil 3.2.’de gosterildigi gibi Pb direngli olan E. faecalis susunun metal icermeyen
ortamda ise sirastyla 28.95, 22.28, 3.06 ve 1.58 kb olmak {izere 4 plazmit igerdigi

tespit edilmistir. Bu plazmitlerin Pb iceren ortamda ekprese olmadig1 goriilmiistiir.
Sekil 3.3’de ornegi gosterildigi gibi Lambda DNA/Hind III marker molekiiler

agirliklar referans alinarak her jel i¢in elde edilen standart egriden molekiiler

agirliklar bilinmeyen plazmit DNA’larin molekiil agirliklar: belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

3.6. Kursuna Direncli Bakterinin Total Proteini Analizi

Pb direngli E. faecalis susunun metal igeren ve icermeyen ortamdan total protein
izolasyonu yapilmistir. E. faecalis susunun total protein profilleri ¢ikarilmistir. Sekil
3.4.’de bulunan jel i¢in marker referans alinarak Sekil 3.5.”te standart egri ¢izilmis ve

molekiil agirliklar1 bilinmeyen total proteinlerin molekiil agirliklar: tespit edilmistir.
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170 kDa
130 kDa
117.86 kDa
100 kDa
86.15 kDa
70 kDa
67.06 kDa
55 kDa
51.56 kDa
40 kDa
37.36 kDa
35 kDa

Sekil 3.4. E. faecalis susunun total protein profili

M; marker (Page Rular Prestained Protein Ladder), 1; Pb igermeyen ortam, 2; Pb i¢eren ortam

Sekil 3.4.’de E. faecalis susunun Pb igeren ortamdaki total protein izolasyonu sonucu
117.86, 86.15, 70.00, 67.06, 55.00, 51.56, 40.00 ve 37.36 kDa boyutlarindaki protein
bantlarinin ekspresyonunun metal icermeyen ortama gore arttigi goriilmiistiir.
Ekspresyonu artan bantlarin yogunluklar1 6l¢iilmiis ve buna gore yogunluklarin
sirastyla 117.86 kDa’lik bandin 2.9 kat, 86.15 kDa’lik bandin 4.1 kat, 70.00 kDa’lik
bandin 5.8 kat, 67.06 kDa’lik bandin 2 kat, 55.00 kDa’lik bandin 3.4 Kkat,
51.56 kDa’lik bandin 2.6 kat, 40.00 kDa’lik bandin 3.8 kat ve 37.36 kDa’lik bandin
ise 2.5 kat arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Total protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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4. TARTISMA-SONUC

Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bolgeden alinan su 6rnekleri analizi sonucu 33 Pb
direngli bakteri izole edilmis, bu bakterilerden en yiiksek MIK degeri gdsteren susun
6. (Bucakyazi-Sazbucagi Mevki) ve 10. (Asagiyazt Kum Ocag1 Mevkii) bolgelerden
izole edildigi anlasilmistir. Bu sus i¢in maksimum MIK degeri 1200 pg mL™ olarak
belirlenmistir. Morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri esas alinan bu sus

Enterococcus faecalis olarak tanimlanmustir.

E. faecalis susunun; Pb i¢eren ve igermeyen ortamdaki biiyime egrisi ¢izilmis ve bu
susun Pb igeren ortamda daha etkin iireme gosterdigi belirlenmistir. Su kirliligi
calismalarinda, lagim sularindan kaynaklanan kirliligin net bir gostergesi
Enterococcus bakteri cinsinin varligi kabul edilmistir. Enterokoklar ¢ok tehlikeli
bakteri olmamasina ragmen, kolayca tespit edilebilir; yaygin olarak onlar kirli su
tiketen insanlar arasinda dagilir ve sik hastane enfeksiyonu ile izole edilir.
Bakterilerin bu cinsinin en 6nemli 6zelligi, barmndirdigi yaygin cesitli-antibiyotik
direncidir, hastane hizmeti i¢cinde meydana gelen insan vakalarinin kontroliini
yapmak ¢ok zordur. Enterococci bakterilerinin diger dikkat ¢eken 6zelligi, koliform

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

Bacillus thuringeinsis ve Paenibacillus bakteri tiremesi tizerine Pb’nin farkli
konsantrasyonlarmin  etkisi  arastirilmigtir  [241].  Bu  suslarin  yiiksek
konsantrasyonlarda daha diisiik konsantrasyonlara gore daha iyi bir lireme gosterdigi
belirlenmistir. Mevcut arastirmada, Pb(CH3COQ),;’ya yiiksek konsantrasyonlarda
daha iyi direngli bakteri Bacillus spp. olarak saptanmistir. Bu bakterinin biiyiimesi
kiiltiirtine Pb eklendigi zaman artmaktadir. Ancak bu artis logaritmik biiyiime
evresinin yarisindan itibaren ortada kisa bir duraklamadan sonra aniden baglar. Bu
kiiltir ortaminda mevcut Pb’nin ortadan kaldirilmasit bu bakterinin yetenegini
gosterir. Stirekli Pb stresli kosullarda temas eden bu bakterinin ortama adapte oldugu
siiphesizdir. Bu c¢alisma sonucunda direngli bakterilerin  biliylime egrisi
degerlendirilmistir [241]. Xie ve arkadaslari [242] bakterilerin direngli suslarinin
gelisimi tizerine Pb’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi aragtirmistir. Onlar Pb’nin

toksik konsantrasyonlar1 Pb direncli bakterilerin biiylime egrisi iizerinde ¢ok az etkisi
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oldugunu gostermistir. Bu etki Pb duyarli bakteriler lizerinde ¢ok fazla iken, sadece
Pb direncli bakteriler tarafindan toksik etkilerin tolere edilebildigi belirlenmistir
[242]. Lugauskas ve arkadaslar1 [243] tarafindan Pb’nin ortadan kaldirilmasi direngli
bakteriler izole edilmis ve ylizde bakimindan arastirilmistir. Pb direngli bakterilerin

Pb gidermede yliksek giice sahip olduklarini gostermislerdir.

Bir insan patojeni olan Enterococcus’un, iki farkli kaynak tarafindan bulagsmasi bir
nehrin bakteriyel populasyonu iizerinde ciddi bir etki meydana getirebilir.
Enterococcus antibiyotik veya agir metal ya da her ikisine de diren¢ olusabilecek
irmak akintilarinda bakterilerin iki ayr1 alt populasyon olusumunu etkileyebilir. Bu
rapor kanitlar1 irmaklarin kirlenmesinin sadece ekoljik agidan etkisinin olabilecegini
degil Onemli patojenlerin insam1 saghgina bir dogrudan etkileyebilecegini

gostermistir [240].

Bakteri izolatlarinin dagilimindaki farklili§i belirlemek i¢in yapilan ilk islem
bakterileri bulundugu ortamdan saflastirmaktir. Boyle bir amag i¢cin Mondragéon ve
arkadaglar1 [240] belirlenen konumlardan 48 ornek toplamistir. Toplamdaki bu
orneklerden 38 E. faecalis izole edilmistir. izole edilen diger bakteri izolatlarindaki
direnglilik 38 E. faecalis kadar belirgin olmamistir. Bu nedenle, tim agir metal
direngliligi ve antibiyotik direnci testleri insan sagligi lizerinde dogrudan etkisi
olabilecek onemli bir insan patojeni oldugunu disiiniilen E. faecalis suslar ile

gergeklestirilmistir.

Mondragon ve arkadaslari [240] agir metal direngliligine sahip izolatlarin metal
kaynagi yakininda belirgin olmayan Hg’ye %100 diren¢ gosterdigini ve izolatlarin

geriye kalanlar1 ise %86.8 Cr, %42.1 Cd direngli bulundugunu belirtmislerdir.

Genel sonuglar dikkate alindiginda Mondragon ve arkadaslari [240] E. faecalis
suslarinda kismi dagilim énermislerdir. Bu hipotezi test etmek i¢in, farkli 6rnekleme
yerlerinde agir metal direngliligi olan E. faecalis suslart % cinsinden analiz
edilmistir. PL ve PP diye isimlendirilen bolgeye ait izolatlarin Cr’ye direngliligi
sirasiyla %77.8 ve %72.7 olarak bulunmustur. AT ve LI diye isimlendirilen bdlgeye
ait izolatlarin Cr’ye direngliligi %100 bulunmustur. Hg ve Cr icin AT ve LI
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bolgelerinde gozlenen frekanslarin aksine, Cd i¢in gozlenen degerler %37.5 ve her
bir bolge i¢in ise %70 olarak bulunurken; PL ve PP bolgeleri i¢in ise sirastyla %33.3
ve %27.3 olarak bulunmustur.

Cd, Cr ve Hg gibi metaller endiistriyel atiklarda normal olarak bulunan metaller
oldugundan ¢oplerin depolanmasi atiklarin tek varligi olarak bu durumu agiklamay1
saglayabilir. Ancak, en giiclii degisken genel niifustan ayr1 olarak evde olusturulan
atiklar, (inorganik ve organik) uygun depolanmayan pil atiklar1 ve diger zehirli

atiklar i¢in kullanilan ilgi eksikligi oldugu gercektir [240].

Sularin enfeksiyona yol acan bakteriler tarafindan kontaminasyonu, onlarin
yayilmasina yol agabilir ve sularda bazi agir metallerin varlig1 agir metallere veya
antibiyotiklere veya her ikisine de direngli bakterilerin se¢imine yol acabildiginden
atiksu yoOnetimi Onemlidir. Bu sorunlar, atik yonetimi diizenleyen politikalarinin

etkin uygulanmasini gerektirir [240].

Agir metallerin varliklar1 bakterilerin  yasam ortaminda secilimde baski
olusturmaktadir. Bakteriler agir metallerin kesin bir bicimde varliginda, anahtar
mekanizma olarak yatay gen aktarimi ile yagamini ydneten genis stratejiler dizisi
olusturarak secilir. Temel mekanizma ise hastanelerde antibiyotik ile tedavi edilmis
insanlara ait tibbi atiklarin ve ¢op kapatma kaynaklarinin irmaga dokiildiigii lagim
sularindaki yatay gen transferidir [240]. Mondragén ve arkadaslart [240] yaptigi
calismada, Molala Irmaginda yatay gen aktariminin ¢ogunlukla, agir metal ve
antibiyotik direngli bakterilerin birlikte bulunmasi ile miimkiin olacagini
belirtmislerdir. Bu izole edilen klinik bakteri 6rneklerinde en azindan bir agir metal

direngliligi ve bir veya daha fazla antibiyotik direncliligi gozlemlenmistir.

Mondragéon ve arkadaslarmin [240] yaptigi ¢alismada genel antibiyotik direnci
modeli belirtilen gibi olmustur: En yiiksek siprofloksasin (%100.0) ve
kanamisin (% 84.2), vanomisin (%15.7) iken gentamisin (%13.15), diisiik ampisilin
(%7.8) direnci bulmuslardir. Farkli 6rnekleme bolgeleri arasinda antibiyotik direng
dagilimida analiz edilmistir. Gentamisin direncli izolatlar bolge PL’de bulunmustur.

Direng 6rneklerinin dagilimi ile ilgili en alakali sonu¢ nehrin ana akimina gore en
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uzak Ornekleme noktasit bolgesi PP’de vardir. Bu giiglii nehir akisinin sundugu
yaygin model ile iligkilidir. Tiim 6rnekleme bdlgelerinde sayisiz izolat oldugu igin
belirlenen gii¢lii diren¢ &rnekleri, MIiK degeri olarak belirlenmistir. Izole edilen
bakterilerin sadece %7.8’i ampisilin ve gentamisin’e belirtilen yogunluklara kadar
direng gostermistir. Sirasiyla 10 ve 120 pg mL™ olarak direnglilik bulunmus ve
toplam izolatlarin %2.6 ampisilin’e direng gostermistir. Toplamda izolatlar
gentamisin i¢in 30 ve 140 nug mL™* konsantrasyonlarinda direng gostermislerdir.
[zolatlar ¢ok miktarda kanamisin (%73.7) direncliligi gostermistir. 170 ug mL™’ye
direncli bulunurken yine de, %13.1 artis oraninda 200 pg mL™* konsantrasyonlarina
da direngli bulunmuslardir. Siproflaksasin ile ilgili olarak, %65.8 direnclilik
bulunmustur. izolatlar %15.8 kadar artis oraninda da biiyiiyebilirler. Sirasiyla,

4 ve 5 pg mL™ konsantrasyonlara direngli olmuslardir.

Mondragon ve arkadaslarinin [240] yaptigi calismada kanalizasyon ve potansiyel
insan kaynakli kontaminasyon varligi su kirliligini ikinci kez dogrulamistir. Mololoa
Nehrindeki kanalizasyon desarj ile kirlenen sehir sularinda E. faecalis saptanmustir.
Buna ek olarak, muhtemel nedenle istatistiksel olarak anlamli farkin ortaya
c¢ikmasinda bakterilerin hayatta kalmak icin direnci sistemleri dagilim yetenegine
sahip olmalar etkili olmaktadir. Istatistiksel yontemler gdstermektedir ki bakteriler
hem agir metale hem de antibiyotige diren¢ gosteren alt popiilasyon
olusturabilmektedir. Bu durumun kontroliinii ve yayilmasini insan saghg ile ilgili

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

Laplace ve arkadaslar1 [244] kamuya ag¢ik alandan izole ettikleri E. faecalis izolatinin
bulundugu ortama 0.05 pg mLden 50 pg mL™ye kadar degisen
konsantrasyonlarda cd*, cu®, ng+, Mn%* ve Pb?* agir metallerini eklemisler, her
bir metal i¢in MIK degeri belirlemislerdir. Cd, Cu, Mn ve Pb i¢in MIK degerini
50 pg mL™? olarak bulurlarken, Hg igin ise MIK degerini 5 pg mL™ olarak

belirlemislerdir.
Matyar ve Dinger [230] iskenderun Korfezi kiyr seridi boyunca farkli noktalardan

steril bakteriyolojik su numune sisesi kullanarak deniz yiizeyinden 20 cm asagidan

deniz suyu ornekleri almiglardir. Bu ¢alismada Akdeniz’ den izole ettikleri 158 adet
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E. faecalis bakteri izolatlar1 i¢in 12.5 ug mL™’den 3200 pg mL™ye kadar degisen
konsantrasyonlarda Cd*™?, Cu?, Mn*? ve Pb*? agir metallerini ihtiva eden Mueller-
Hinton agar kullanarak MIK degerlerini belirlemislerdir. Antibiyotik direncliligi
calismalarinda yiiksek antibiyotik direngliligini gentamisine (%98.7), siproflaksine
(%77.8), imipeneme (%77.2) ve levofloksasine (%72.8) karsi bulmuslar, en az
direngliligi ise vankomisine (%3.2) minosikline (%13.3) ve kinopristin-dalfopristine
(%13.3) karst1 bulunmuslardir. Linezolide karsi higbir izolatin direnglilik

gostermedigini tespit etmislerdir.

Nakipoglu ve arkadaslar1 [245] Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin
cesitli kliniklerinde yatan hastalardan alinan diski veya rektal siiriintii 6rneklerinden
izole edilen ve glikopeptidlere duyarliliklar1 saptanan 39 adet E. faecalis susu ile
calismislardir. Vankomisin (30 pg), teikoplanin (30 pg), yiiksek direngli gentamisin
(120 pg) ve yiksek direngli streptomisin (300 pg) diskleri kullanmislardir.
E. faecalis suslarinin Pb%* Hg2+, Cd** ve As® direngliliklerini belirlemek amaciyla
bu agir metallerin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir agir metal i¢in 20 mM, 10 mM,
5mM, 2.5 mM, 1 mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.1 mM, 0.05 mM, 0.01 mM, 0.005 mM
olmak tlizere seri konsantrasyonlarda agir metal igeren Mueller Hinton agar
besiyerleri hazirlamislardir. Giiniimiizde agir metallere ait belirlenmis MIK direng
sinir degerlerinin bulunmamasi nedeniyle bu konuda yapilan cesitli ¢aligmalardan
yararlanarak direng kriterleri olusturmuslardir. MIK degerleri As igin > 10 mM,
Cd ve Pb i¢in > 1 mM ve Hg icin > 0.1 mM olan suslar1 direngli olarak kabul

etmislerdir.

Nakipoglu ve arkadaslar1 [245] calismaya aldiklari 39 Enterococcus susunun
20’sinin glikopeptidlere direngli (11’1 vankomisin ve teikoplanine, 9’u vankomisine),
19’unun ise duyarli oldugunu saptamislardir. Vankomisin ve teikoplanine direngli 11
izolatin 10’unda ve glikopeptidlere duyarli izolatlarin 8’inde, yliksek diizeyde
aminoglikozitlere direnci saptanmiglardir. Suslarin tiimiiniin  (%100) Pb’ye
(MIK: 2.5-5 mM), bir susun (%2.6) Hg’ye (MIK: 0.005-0.25mM), bir susun (%2.6)
ise As’ye direngli (MIK: 0.1-10 mM) oldugu belirlenirken Cd direncine
rastlamamiglardir. Calismalarinda, suslarin  %71.8’inde  (28/39) antibiyotik

(aminoglikozid ve/veya vankomisin ve/veya teikoplanin) ve agir metal (Pb ve As
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ve/veya Hg) direncinin bir arada bulundugu belirlemislerdir. E. faecalis susu igin
elde edilen MIK degerleri; As icin 0.25, Cd i¢in 5, Hg i¢in 0.25 ve Pb igin 10 mM
olup, As ve Hg’ye duyarli, Cd ve Pb’ye direngli olarak saptanmustir.

Abou-Shanab ve arkadaglar1 [246] Gr (+) ve Gr (-) toplam 46 sus ile yaptiklar1 bir
calismada, Pb direncini %100 (MIK: 5-15 mM), As direncini %18
(MIK: 10-20 mM), Hg direncini %29 (MIK: 0.1-0.5 mM) ve Cd direncini %42
(MIK: 1-5 mM) olarak bulmuslar ve toprakta bulunan agir metallerin direngli

bakterilerin seleksiyonuna neden oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismada ise, E.faecalis’in Pb’nin yaninda Ag (8 pg mL™), Al (300 pg mL™),
Ba (2700 pg mL™), Cr (1100 pg mL™), Fe (450 pg mL™), Li (5000 pg mL™),
Ni (395 pg mL™), Sn (160 pg mL™), Sr (2000 pg mL™), Zn (825 pg mL™)
metallerine de direngli oldugu belirlenmistir. Ayrica amikasin, aztreonam ve
gentamisin antibiyotiklerine karsit da direnglilik bulunmustur. Diger ¢alismalar ile
karsilastinildiginda bu ¢alismada elde edilen MIK degeri daha yiiksek olarak one
¢tkmaktadir. Bu durum s6z konusu izolatin Pb metaline kars1 yugun baski altinda
olmast sonucu daha yiliksek konsantrasyonda bir direng gelistirdigi seklinde
aciklanabilir. Ayrica E. faecalis’in irmak suyunda bulunmasi suya kanalizasyon su

ve/veya atiklarinin karigtigin1 vurgular niteliktedir.

Yapilan ¢alismalar, uzun vadeli ve kisa vadeli agir metal stresine maruz kalindiginda
yiiksek sicaklik, pH veya kimyasal kirlilik gibi etkenlerde, suda yasayan bakteri
populasyonlarinin tiir ¢esitliliginde ve plazmit insidansinda farkliliklar goriilmektedir
Bazi mikrobiyal suslar direng igin genetik belirleyicilere sahiptir. Bakterilerde bu
belirleyiciler siklikla plazmitlerin lizerinde bulunur. Toksik kimyasal atiklarin oldugu
bolgede izole edilen bakteriler temiz sulardan izole edilen bakterilere gore daha
siklikla plazmit DNA igerirler ve antibiyotik direngliligi gosterirler [247]. Ay
zamanda bakterilerin bircogunda agir metal direnglilik genlerinin plazmidler
tizerinde kodlanmis olarak bulunduklari bilinmektedir [248]. Bakteriler, yeni
antibiyotiklere ve kimyasallara direngli duruma geldikge, degisik ortam sartlarina
kolayca uyum saglayabilmekte ve bu olayda plazmid ad1 verilen ekstra kromozomal

DNA yapilarinin tagidiklari direnglilik informasyonu énemli rol oynamaktadir. Insan

62



ve hayvanlar, R plazmidlerinin en Onemli rezervuarlarini olustururlar Enterik
bakterilerin rezervuart olan kanalizasyon sularinin, aritilmaksizin sucul ortamlara

katilimi, R- plazmidlerinin genis alanlara yayilmasina neden olur [249].

Bu ¢aligmada Pb direngli olan E. faecalis susunun metal igermeyen ortamda 28.95,
22.28, 3.06 ve 1.58 kb olmak iizere 4 plazmit icerdigi tespit edilmistir. Bu
plazmitlerin Pb igeren ortamda ekprese olmadigi goriilmiistiir. Bu bulgulardan yola
¢ikarak susun igerdigi 4 plazmitten herhangi birinin Pb direnglilik genleri tasimadigi
bu direngliligin kromozomal DNA {izerinde olan genler sayesinde oldugu sonucuna

varilmigtir.

Deniz suyundan izole edilen bakterilerin agir metal direnglilik diizeylerinin yiiksek
olmasi ve 6zellikle direnclilik degerlerinin organize sanayi bdlgelerine nispeten diger
bolgelerde daha da fazla oldugu bilinmektedir. Bu tiir yerlerde yasayan bakteriler
arasinda yayilmay1 ve degisen ¢evre kosullarina uyumu kolaylastiran direnglilikte
plazmidlerin etkisi ¢ok onemlidir. Cesitli habitatlarda yapilan birgok ¢alismada metal
direnclilik genlerinin konjugatif plazmidler ve konjugatif transpozonlar ilizerinde

kodlandigini ve yayildigini gosterilmektedir [249].

Kromozomal ve plazmide dayali temel metal direnclilik sistemleri arasinda bazi
farklar vardir. Temel metal direnclilik sistemleri genelde kromozom kdkenlidir ve
plazmid sistemlerinden daha komplekstir. Diger organizmalara hizli bir sekilde
tagindiklart icin ve gen Tlzerindeki tasima yiikiinii azalttiklar1 i¢in iyon akis

mekanizmalarinin plazmidler lizerinde taginmalari ¢ok biiyiik bir olasiliktir [250].

Bazi  bakterilerin  digerlerinden daha yiiksek Pb*? konsantrasyonlarinda
bliylimesinden dolay1, bakteriyel Pb direnci uzun siire ¢evresel mikrobiyoloji
calismalarinda ilgi c¢ekmistir. Pb*? direnci icin belli bir mekanizma yoktur,
ancak,farkli mekanizmalara sahip farkli bakteri tiirleri de vardir. Gr (-) Ralstonia
metallidurans susu biri pMOL28 (163 kb) ve digeri pMOL30 (238 kb)olmak {iizere
toksik agir metaller i¢in bulunan direng kodlayan iki endojen megaplazmide sahiptir.
Bu belirleyicilerinden biri pMOL30 iizerinde bulunan direng bolgesi Pb*? direncinde
rol oynamaktadir [189].
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Raja ve Selvam [220], yag fabrikas1 atik sularindan izole ettikleri P. aeruginosa nin
Cd, Cr, Ni ve Pb metallerine karsi direng gosterdigini rapor etmislerdir.
Transformasyon ve plazmid curing deneyleri sonucunda; Ni ve ampicillin direng
geninin plazmid DNA tarafindan kodlandigi, Cd diren¢ geninin, Cr ve Pb direng

genleri ile birlikte kromozomal DNA iizerinde oldugu anlasilmistir.

Laplace ve arkadaslar1 [244] dogal yasam ortamlarinin mikroorganizmalarin
bliylimesi i¢in her zaman uygun olmayacagmi belirtmislerdir. Bu tiir stresli
kosullarin spesifik olarak ortaya ¢ikmasiyla bilinen gen ifadesinde degisiklikler ve
protein sentezinin artmasi dahil olmak {izere cesitli tepkilere yol acgacagini
saptamigladir. Bu polipeptidler iki sinifa ayrilabilir. Birinci siniftakiler, ¢evresel
streslere karsi genel stres proteinlerini icerir. Ornegin, ¢ok zor kosullarda biiyiimeye
yetenegi olan aerotolerant E. faecalis bakterisinin kimyasal kirliligin oldugu yerlerde
1s1 soku ile uyarilan proteinlerine bagl olarak gelisen ve biiylime kosullar1 i¢inde
olusan cesitli modifikasyonlar1 vardir. Bununla birliktestres proteinleri indiiksiyonu,
0zel bir stres icin de 6zel olabilir. Molekiiler biyolojideki geligsmeler, gen yapis1 ve
fonksiyonlarinin daha iyi anlagilmasini saglayarak ¢evre i¢cin molekiiler yontemleri
uygulamay1 kolaylastirmistir. Bu baglamda stres proteinleri, cevresel kirliligin
varligin1 gostermede biyolojik gosterge olarak cevresel kirliligi izlemek i¢in umut

verici bir arag olarak olabilir.

Bu galismada, E. faecalis susunun Pb i¢eren ortamdaki total proteinin 117.86, 86.15,
70.00, 67.06, 55.00, 51.56, 40.00 ve 37.36 kDa boyutlarindaki protein bantlarinin
ekspresyonunun metal icermeyen ortama gore arttigi goriilmiistiir. Ekspresyonu artan
bantlarin yogunluklari 6l¢iilmiis ve buna gére yogunluklarin sirastyla 117.86 kDa’lik
bandin 2.9 kat, 86.15 kDa’lik bandin 4.1 kat, 70.00 kDa’lik bandin 5.8 kat,
67.06 kDa’lik bandin 2 kat, 55.00 kDa’lik bandin 3.4 kat, 51.56 kDa’lik bandin 2.6
kat, 40.00 kDa’lik bandin 3.8 kat ve 37.36 kDa’lik bandmn ise 2.5 kat arttigi
belirlenmistir. Pb igeren ortamdaki E. faecalis’in total proteinlerinin ekpresyonunun

artmasi Pb direngliliginde bu proteinlerin etkisinin oldugunu géstermektedir.
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Laplace ve arkadaslar1 [244] Cd’nin bulundugu ortamda E. faecalis kiiltiirlerinin
birgok protein sentezinde artis oldugunu belirlemislerdir. Cd’ye maruz kalmis
E. faecalis kiiltlirlerinin ¢esitli proteinlerinin sonuglar1 sentezinde artis oldugunu
gostermektedir. E. faecalis’in csrA geninin molekiiler klonlama ve karakterizasyonu
Cd eklendikten sonra yapilmistir. Buna ek olarak, diisiik Cd konsantrasyonunun bile
csrA ekspresyonuna sebep oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada ayrica E. faecalis
izolatlarindaki csrA gen ifadesinin Cu, Cd, Hg, Mn ve Pb agir metallerinin
bulundugu toksik stres ortaminda indiiklenebilir gen potansiyeline sahip oldugunu da

belirlemiglerdir.

Pb direnci Gr (+) bakterilerde hiicre i¢i biriktirme sekliyle goriiliirken, Gram (-)
bakterilerde ATPaz akis sistemiyle goriinmektedir. Artan Pb*? alimi sitoplazmada
asir1 duyarliliga neden olur. Bakterilerin membraninda bulunan periplazmik
proteinlerinin yan zincirleri Pb*? alimmni azaltmak icin etkilesime girerler. Bir kez
sitoplazmaya girmis Pb*? iyonu PbrA proteinin islevsel etkisiyle ATPaz tarafindan
disar1 atilir. PbrD proteini de burada yardimet rol alir. Tam Pb direngliligi i¢in PbrB
ve PbrC gereklidir. Gr (-) Cupriavidus metallidurans bu tiir mekanizma vardir [251].

Pb*? i¢in Staphylococcus spp. ve Citrobacter freundii’de intraseliiler Pbs(POy),
graniilleri olusturarak Pb*? etkisini en aza indirgedigi belirlenmistir. Ayrica

plazmitlerin de etkin rol oynadigi bildirilmistir [251].

Kafilzadeh ve arkadaslar1 [241] tarafindan yapilan mevcut arastirmada, Bacillus spp.,
Pseudomonas spp. ve Corynebacterium spp. bakterilerinin Pb’ye yiiksek direngli
olduklar1 belirlenmistir. Pb’ye direngli bakterilerin bir tasiyict fosfataz-protein
kullanarak bu agir metal ile kirlenmis bolgelerdeki hayatta kalabildikleri
belirlenmistir [241]. Cevre kalitesindeki degismeleri tespit edebilmek i¢in hizli ve
hassas Ol¢iimlere ihtiyag duyulmaktadir. Kirlenmis ortamdaki stresi artiran bu
faktorler, ¢ok cesitli indiiksiyona yanit olmalar1 ile yararli olabilirler. Bu tiir
kirleticilerin varligi, tiim olas1 kirleticilerin tespitinde olmasa bile, bu yanitlarin
algilanmasinda verilen bir Ornek, bir alarm sinyali olarak hizmet verebilir. Bu
nedenle, biyosensorler kullanarak ortamda kimyasal ajanlarmn tespiti i¢in gelistirilen

yontemler su anda diger kullanilan yontemlere tamamlayici olabilir. Bu sonuglara
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gore E. faecalis’teki csrA geninin varligi agir metaller ile indiiklenir. Toksik
metallerin ¢ok diisiilk konsantrasyonlarda bulunmasinda bile yanit veren bu genin

tanimlanmasi toksik Kirletici ajanlarin izlenmesi i¢in yarar saglayabilir [244].

Yapilan bu tez calismasi ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen Pb direngli sus
biyokimyasal ve molekiiler Ozellikleri bakimindan incelenmistir. Biyokimyasal
Ozellikler esas alinarak Pb direngli sus tanimlanmis, tanimlanan bu susun metal ve
antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmis, metal bulunan ve bulunmayan
ortamlarda biliylime egrileri ¢ikarilmistir. Molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinda
plazmit DNA, kromozomal DNA ve protein profilleri belirlenerek, bu profillerin
metal direnglilik mekanizmasi ile iliskisi kurulmaya calisilmistir. Calismalar
sonucunda tanimlanan susun biyoremediasyon g¢alismalarinda kullanilmak i¢in bir
potansiyel olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu susun biyoremediasyon
yeteneklerinin net olarak belirlenebilmesi i¢in laboratuvar 6lgeginde yapilacak olan

biyoreaktor caligmalar ile desteklenmesi gerektigi diisliniilmektedir.
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