KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZi

KIRIKKALE-KIZILIRMAK TAN IZOLE EDILEN GUMUS ve STRONSIYUM
DIRENCLI BAKTERILERIN BIYOKIMYASAL ve MOLEKULER

KARAKTERIZASYONU

GAMZE OZER

KASIM 2011



Biyoloji Anabilim Dalinda Gamze OZER tarafindan hazirlanan Kirikkale-Kizilirmak’tan
Izole Edilen Giimiis ve Stronsiyum Direngli Bakterilerin Biyokimyasal ve Molekiiler

Karakterizasyonu adli Yiiksek Lisans Tezinin Anabilim Dali standartlarina uygun oldugunu

onaylarim.

Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK
Anabilim Dal1 Baskani

Bu tezi okudugumu ve tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak biitiin gereklilikleri yerine getirdigini

onaylarim.
Dog. Dr. Biilent ICGEN
Danigsman
Jiiri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Aysun ERGENE
Uye (Danmisman) : Dog. Dr. Biilent ICGEN
Uye : Prof. Dr. Ilhami TUZUN
Uye : Dog. Dr. Sema TAN
Uye : Yard. Dog. Dr. Mustafa TURK
...... loooidooil.

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans

derecesini onaylamustir.

Prof. Dr. IThsan ULUER

Fen Bilimleri Enstitiist Mudiiri



OZET

KIRIKKALE-KIZILIRMAK’TAN iZOLE EDILEN GUMUS ve STRONSIYUM
DIRENCLI BAKTERILERIN BIYOKIMYASAL ve MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
OZER, Gamze
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danmigman: Dog. Dr. Biilent ICGEN

Kasim 2011, 90 sayfa

Agir metallerden kaynaklanan ¢evresel kirlenme son yillarda 6nemli bir problem
olusturmaktadir. Sucul ekosistem basta olmak {izere tiim canlilarin sagligini tehdit eden bu
durumu bertaraf etmek amaciyla agir metal iyonlarinin su ortamindan giderilebilmesi igin
cok pahali ve ileri diizeyde kimyasal teknolojiye ihtiya¢c vardir. Agir metale direngli

bakterilerin kullanildig1 biyoremediasyon ise daha ucuz bir alternatif olusturmaktadir.

Bu calismanin amaci, Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen giimiis ve stronsiyum
direncli bakterilerin biyokimyasal ve genetiksel olarak karakterizasyonudur. En yiiksek
MIK (Minimal inhibitor konsantrasyonu) degeri (8 mg/L) gosteren giimiis direncli iki
bakteri izole edilmis, biyokimyasal testleri dikkate alinarak Pseudomonas putida ve
Klebsiella pneumoniae olarak tantmlanmigtir. Plazmit profil analiz ve plazmit eliminasyon
caligsmalar sonucunda Pseudomonas putida’nin giimiis direnglilik genlerinin plazmit DNA
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica Klebsiella pneumoniae’nin giimiis direncliliginin

kromozomal DNA iizerinde oldugu goriilmiistiir. Her iki susun da aliiminyum, lityum,



kalay, nikel ve stronsiyum metallerine direncli oldugu belirlenmistir. En yiiksek MIK
degeri (2000 mg/L) gosteren stronsiyum direncli iki bakteri izole edilmis, biyokimyasal
testleri dikkate alinarak Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens olarak
tanimlanmistir. Her iki susun da aliiminyum, lityum, baryum ve nikel metallerine direngli
oldugu goriilmiistiir. Plazmit profil analiz ve plazmit eliminasyon c¢aligmalari sonucunda
Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas fluorescens suglarinin stronsiyum direnglilik

genlerinin kromozomal DNA {izerinde oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal direngliligi, Kirikkale, Kizilirmak, Giimiis, Stronsiyum,

Biyoremediasyon
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ABSTRACT

BIOCHEMICAL and MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SILVER and
STRONTIUM RESISTANT BACTERIA ISOLATED FROM
KIRIKKALE-KIZILIRMAK
OZER, Gamze
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Bulent ICGEN

November 2011, 90 Pages

Environmental pollution caused by toxic heavy metals has become important in
recent years. Removal of heavy metals from aquatic environment needs advance
chemical technologies which are very expensive. On the other hand, bioremediation which

depends on the use of heavy metal resistant bacteria is the cheapest alternative.

The aim of this study to isolate and identify silver and strontium resistant bacteria
from Kizilirmak-Kirikkale. Two silver resistant bacteria with maximum MIC (Minimal
inhibition concentration) value (8mg/L) were isolated and identified as Pseudomonas
putida and Klebsiella pneumoniae. Both isolates were shown to be multi resistant to some
other heavy metals namely, aluminum, lithium, tin, nickel and strontium. Plasmid profile
analysis and curing experiments showed that the silver resistance ability of Pseudomonas
putida was plasmid-encoded. On the other hand, our results showed that the silver resistant
agabeylity of Klebsiella pneumoniae was chromosomal-encoded. Two strontium resistant
bacteria with maximum MIC value (2000 mg/L) were isolated and identified as
Sphingomonas paucimobilis and Pseudomonas fluorescens. Also strontium resistant

isolates were shown to be resistant to some other heavy metals such as aluminium, lithum,

il



barium, nickel and strontium. Plasmid profile analysis and curing experiments revealed

that the strontium resistant abilities of both isolates were chromosomal-encoded.

Key Words: Heavy metal resistance, Kirikkale, Kizilirmak, Silver, Strontium,

Bioremediation
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1. GIRIS

Artan diinya niifusunun diizensiz yerlesimi ve hizli kentlesme ile gelisen
endiistrinin bir sonucu olarak dogal kaynaklar1 tehdit eden kirlenme olaylari,
giinlimiiz insaninin en 6nemli sorunlarindan biri haline gelmektedir. En az yatirimla
daha fazla kar etme istegi, sanayicilerin daha sorumlu diisiinmemesine dolayisiyla
tiretim atiklarini isletmeden uzaklastirmakla yetinmelerine neden olmustur. Bu
atiklar Kkirletici elemanlar1 olusturmaktadir. Ozellikle hava ve suyun akiskan
olmalar1 nedeniyle olusan kirlilik kaynagindan c¢ok wuzaklara taginmaktadir.
Kirleticilerin en onemlilerinden birka¢i ortamda uzun siire kalici ve toksik olan
kimyasal maddeler ve tiirevleridir. Son yillardaki en 6nemli ¢evre kirliligi ise
sularda goriilmektedir. Bir¢cok az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde atik sular
temizleme islemine tabi tutulmadan akarsulara bosaltilmaktadir. Ozellikle
endiistriyel aktiviteler sonucu olusan ve hicbir ekonomik degeri olmayan organik ve
inorganik zehirli madde atiklarinin meydana getirdigi su kirliligi en biiyiik ¢evresel
problemdir. Bircok gelismekte olan iilkenin icme suyundaki agir metalleri giderme
sisteminin bulunmamasi sonucu, agir metallerle kontamine olmus icme sular1 ve bu
sularla sulanan topraklarda yetisen tarim iiriinleri yoluyla toksik diizeylere ulasan
metaller insan saghigim etkiler hale gelmistir. Tekstil, deri, boya, metal ve kagit
endiistrilerinden kaynaklanan atik sular fazla miktarda agir metal icermektedir. Bu
tip atik sularin aritilmadan kontrolsiiz bir sekilde ¢evreye bosaltilmalar1 o ¢evredeki
canlilara toksik ve mutajenik etki yapmaktadir. Agir metal kirliliginin 6nemli olma
sebebi, bastan sona kadar besin zincirindeki canlilarin biinyesinde birikerek toksik
etkiye neden olmasidir. Son yillarda agir metal kirliligi iceren ve diisiik pH’a sahip
attk sularda iireyebilen ve metal iyonlarina karsi direnci fazla olan
mikroorganizmalarin, metal iyonlarim1 hiicre yapisina alarak biriktirme
yeteneginden yararlanarak agir metal kirliliginin gideriminde kullanilmasiyla ilgili

calismalar 6nem kazanmaya baglamistir [1-3].



1.1. Kaynak Ozetleri
1.1.1. Agir Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlar:

Agir metal tanimi, fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm3’ten daha yiiksek
olan metaller icin kullanilmaktadir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko vb. olmak iizere 60 tan fazla metal dahildir. Bu
elementler dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir

halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢inde tutuklu olarak bulunmaktadirlar

[1].

Agir metaller, ¢cevreye evsel atiklar ve en 6nemlisi endiistriyel faaliyetler sonucunda
yayilmaktadir. Cimento iiretimi, demir c¢elik sanayi, termik santraller, cam iiretimi,
otomotiv sanayi gibi endiistriyel faaliyetler, metal kirliliginin olugmasinda en
onemli etkenlerdir [4]. Bu tesislerin atiklarindaki metal kirliliginin cogu sularda
birikmektedir. Sulardaki birikim, ¢oziinme seklinde veya c¢oziinmeden sularin
dibinde c¢okelme seklinde olabilmektedir. Bu sekildeki kirlenme, endiistriyel ve
tarimsal atiklardan meydana geldigi gibi yagmur kaynakli erozyon ve atmosferik
depolanma neticesinde de meydana gelebilmektedir. Atmosferde biriken metaller,
sonunda yeryliiziine doner ve akarsular yolu ile su yataklarina siiriiklenmektedir [5,

6].

Atik sularda bulunan agir metallerin onemli bir miktar1 aritma camurlarinda
bulunmaktadir. Coziinmiis kisimlar ise ylizey sular1 ve denizlere ulasarak bu
bolgelerde kalmaktadir. Buralardan agir metaller tekrar mobilize olarak i¢cme
sularima ve besin zincirine ulasabilmektedir. Besin zincirine ulasan agir metaller

kimyasal veya biyolojik olarak biinyeden atilamamaktadirlar [1, 7-10].

Yasamsal olarak tanimlanan metallerin, mikroorganizma yapisinda belirli bir
konsantrasyonda bulunmalar1 gerekir. Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller
cok diisiikk konsantrasyonda dahi biyolojik yapiy1r olumsuz olarak etkilemektedir
[9]. Ornegin, Co(II), Cr(VI), Cu(Il), Fe(II), Mn(II), Ni(Il) ve Zn(II) gibi metaller
mikroorganizmalar i¢in gereklidir ve besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu

metaller, mikrobesin olarak redoks tepkimelerinde, molekiillerin elektrostatik



etkilesimlerini kararli tutmak ve osmotik basinci kontrol etmek icin enzimlerin

bilesenleri seklinde kullanilmaktadirlar [11].

Gup 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18
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2 |Li|Be BIC|N|O]|F [Ne
3 [Nalvg allsi[p]s [l ar
4 [K|Ca|Sc|Ti | V |Cr |Mn|Fe|Co|Ni|Cu|Zn|Ga|Ge|As|Se|Br |Kr
5 |Rb|Sr| Y |Zr [INb|Mo|Tc |Ru|Rh|Pd|Ag|Cd| In [Sn|Sb|Te| | [Xe
6 |Cs|Ba|Lu|Hf|Ta|W [Re|Os| Ir |Pt |Au[Hg| T1 |Pb|Bi |Po|At [Rn

ACTELAMALAR:
] Tiim canhlar icin [ Bancanhlarda spesifik
Gnemli ve gerekli Tenllanm
[ Tiim canlilar icin [ Bancanhlarda indirseyiciveya
Gnemli katyonlar tagma
I Tiim canhlar icin Bilinmeyen bivolojik
nemli anvonlar fonksiyon

[ Tiim canllar icin gerekliz [0 Bivolojik olarak fnemli
elementler geciy elementleri

Sekil 1.1. Esansiyel olan ve esansiyel olmayan metaller [12]



Mikroorganizmalarin yasaminda metallerin biitiinleyici rolleri vardir. Kobalt, bakir,
krom, demir, manganez, nikel, cinko gibi bazi metaller esansiyeldir ve besinsel
rolleri vardir. Giimiis, aliminyum, kadmiyum, civa, ve kursun gibi metallerin ise
biyolojik rolleri yoktur ve esansiyel degildirler. Esansiyel metaller; biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemek, protein yapisini ve bakteri hiicre yapisini stabilize
etmek, osmotik dengeyi korumak, gen ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekiilleri
aktive etmek ile birlikte, elektron alicist veya vericisi olarak enerji

metabolizmasinda da onemli rol oynamaktadir [5, 13].

Bazi agir metaller mikroorganizmalar i¢in gerekli elementler olsa da, yiiksek
konsantrasyonlarda, hiicre i¢inde kompleks bilesikler olusturarak, bakteriler de
dahil olmak {iizere tiim yasam igin toksik olabilmektedir. Fakat, agir metallerin
hiicrelerin yasamsal ve fizyolojik devamliliginin saglanmasi icin sitoplazmada

belirli konsantrasyonlarda da bulunmalar1 gerekmektedir [14, 15].

Bakterilerdeki metal toksisitesi, esansiyel metallerin kendi dogal baglanma
yerlerinin degistirilmesi sonucunda gergceklesmektedir. Esansiyel olmayan metaller
tiyol tasiyan gruplara ve oksijen bulunan bolgelere, esansiyel olan metaller yerine
yilkksek bir affinite ile baglanmaktadirlar. Niikleik asitlerin ve proteinlerin
konformasyonlarinin bozulmasi, oksidatif fosforilasyon ve osmotik dengede olusan

bozukluklar sonucu hiicrede toksisite goriilmektedir [7].



HUCRE BOLUNMESINGT
INHIBISYONU
(Bb, Cd, He, Mi)

. /

PROTEDN DENATURASYONU
(Hz, Bb & Cd)

BAKTERILER
HUCRE MEMBRANINI BOZMA ENZIM AKTIVITESININ
(He, Pb. Zn, Ni, C4) INHIBIsYONU
{ He, Pb, Zn, Mi, Cd}

TRAMNIERIPSIVON INFISLSYONT (He)

DA — mRNA P CROTEDN SENTEZ

U t

DINA YIEThI T
DMHIBIEYONL TEAMSL AZYON

Sekil 1.2. Bakterilerde agir metallerin toksik etkileri [16]

Sekil 1.2.°de bazi1 agir metallerin bakterilerdeki toksik etkileri gosterilmektedir.
Hiicrelere giren agir metal katyonlari (Hg>*, Cd**, Ag"), yiiksek atomik numarali
SH gruplarina baglanmaktadirlar. Bu metal iyonlari, kararli yapida olan SH
grubuna baglanarak kompleks yapiy1 bozmakta ve enzim aktivitesini
engellemektedir. Diger metal katyonlar ise birbirlerini etkileyebilmektedirler.
Ornegin; Zn** veya Ca’* ile Cd**, Ni** ve Co®" ile Fe**, Zn** ile Mg** iyonlari
birbirleri ile etkilesime girerek, enzimlerin fonksiyonlarini inhibe edebilmektedirler

[16].

Demir, bakir, nikel gibi esansiyal gecis metalleri redoks tepkimelerinde rol alirken,
magnezyum ve ¢inko gibi esansiyal metaller elektrostatik giicleri sayesinde cesitli
enzimleri ve DNA’y1 stabilize etmektedirler. Demir, nikel, magnezyum ve kobalt,

diizenleyicilik gorevi olan kompleks molekiillerin yapisinda yer almaktadir [5].



Agir metaller, inaktif veya denatiire olmus proteinlerin siilfidril baglaria
baglanarak transkripsiyon faktorleri ve enzimleri iceren proteinlerden kofaktorleri

cikararak hiicre yikimina neden olmaktadir [17].

1.1.1.1. Giimiisiin Fonksiyonlar:

Gilimiis iyonlar1 asir1 derecede toksik olan, mikroorganizmalarin hiicre fizyolojisi ve
biyokimyasin1 etkileyen bir metaldir. Giimiis iyonlari, mikrobiyal hiicre
duvarlarindaki proteinlerin, disiilfid (S-S) ve siilfidril (-SH) gruplarina giiclii olarak
baglanmaktadirlar. Bu baglanma olayr ile hiicrenin normal metabolik siireci
bozulmaktadir ve hiicre Olmektedir. Ayrica hiicre membranindaki siilfidril
gruplariyla giimiis kompleks bir yap1 olusturarak enzim yapisi ile birlesmektedirler
ve dolayisiyla da transmembrandaki enerji iiretimine ve elektrolit transferine
katilmaktadirlar. Bu durum R-S-S-R baglarinin olusumuna neden olarak solunum
ve elektron tagimimini engellemektedir. Ayrica giimiis iyonlari, piirin ve pirimidin
bazlarindaki nitrojene bitisik olan hidrojen baglariyla yer degistirmektedirler. Bu
durum kararli yapidaki DNA’min, helezon bir yap1 almasini, DNA’nin

replikasyonunu ve sonraki hiicre boliinmelerini engellemektedir [18].

1.1.1.2. Stronsiyumun Fonksiyonlari

Stronsiyum iyonlari, hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplara (siilfidril, hidroksil,
karboksil, amid, amin, karbonil, thioeter, fosfat gruplari) baglanmaktadir. Hiicre
duvarma baglanan katyon miktar1 arttikca doygunluga ulasilmaktadir ve hiicre

duvarinda iyonlar ¢okmektedir [19].



1.1.2. Agir Metallerin Cevresel Etkileri

Cabuk sanayilesme ve sehirlesme sonucunda toksik metal miktarindaki artma
ekosistem i¢in potansiyel bir risk haline gelmistir. Madenciligin ve akimla
kaplamanin yer aldig1 pek cok endiistride, uranyum, kadmiyum, kursun, civa ve
bakir gibi agir metaller yiiksek seviyede disariya verilmektedir. Bu iiretim

prosesleri sonucu olusan islenmemis atiklarin ¢evre tizerinde olumsuz etkileri vardir

[3].

Agir metaller endiistriyel atik sularinin icme sularina karigmasi yoluyla veya agir
metallerle kirlenmis partikiillerin tozlagmasi yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde

etkin olmaktadirlar [5].

Son zamanlarda agir metal kirliligi, sucul sistemlerde biiyiik bir cevresel sorun
haline gelmektedir. Besin zincirinde agir metal iyonlari mobilize olabilir veya
taginabilmektedirler. Boylece agir metal kirliligi sucul alanlarda ve toprakta
goriilebilmektedir. Agir metallerin konsantrasyonlari, besin zincirinin bir iist
basamaginda artarak organizmalarda birikmektedir. Insanlar ve diger yasam
formlarinda, metallerin diisiik konsantrasyonlari bile toksik etkiye neden olmaktadir

[20].

Ekolojik veya kamu saglig1 acisindan agir metallerin toprakta, suda veya tortularda
olmas1 potansiyel olarak bir tehlikedir. Ornegin, ortamda bulunan fazla
miktarlardaki agir metal bilesenleri organizmalar tarafindan kullanilmamaktadir ve

oldiiriicii etkiye neden olmaktadir [21].

Krom, kursun, bakir, civa, glimiis, ¢inko, manganez, kadmiyum gibi katyonik
metallerle kontamine olmus sistemlerdeki canlilar olumsuz yonde etkilenmektedir.
Ornek olarak, krom; insanlarda karsinojenik ve alerjik etkiye sahipken, kursun; kan
hiicrelerindeki boliinmeleri baskilamaktadir, mangan; hayvanlarda merkezi sinir
sistemi bozukluklarina neden olmaktadir ve fazla ¢inko alimi da lethal etki

gostermektedir [22].



1.1.2.1. Giimiisiin Cevresel Etkileri

Giimiis iyonlar1 tiim canlilar icin toksik etkiye sahiptir. Insanlarda ve hayvanlarda
viicuda giimiis alimi ile bazi organlarda islev bozuklugu goriilebilmektedir Giimiis,
gozler ve derinin gri-mavi renk aldig1 argyria hastaligina neden olmaktadir. 0.4-1,0
mg/L araligindaki konsantrasyonlar bobrekler, karaciger ve dalakta patolojik
degismelere sebep olmaktadir. Hayvanlar, sindirim yoluyla alinan gilimiisiin
yaklasik %10 unu absorbe edebilmektedir. Cesitli organlarda 6zellikle karaciger ve
dalakta, metal seklinde giimiis saptanmaktadir. Insanlarda giimiis alindiktan 16 giin
sonra, alman giimiisiin %50 den fazlas1 karacigerde saptanmistir. Bazi enzim
sistemlerinde ve biyolojik ©nemi olan kimyasal gruplarda siilfidril komponent
seklinde  baglanarak, proteinlerin  presipitasyonu ve bazi  enzimlerin

inaktivasyonunda rol oynamaktadir [23].

1.1.2.2. Stronsiyumun Cevresel Etkileri

Stronsiyum toprakta bulunan bir elementtir. Sr 90 izotopu radyoaktif ozellige
sahiptir ve canlilar icin oldukca tehlikelidir. Khan ve arkadaslar1 [24], sanayi
kuruluslarinin bulundugu alanladan aldiklar1 su 6rneklerinde Sr konsantrasyonunun
yiikksek oldugunu gostermislerdir. Sr iyonlarmin ac¢iga c¢ikmasina, bazi sanayi
kuruluslarinin atiklarinin neden oldugu belirtilmistir ve bu alanlarda, biiyiik dlcekli
sanayilesmenin olumsuz etkilerinin su kalitesinin bozulmasinda belirgin olarak rol

aldig1 gostermislerdir.

Kirlenmis sulardaki alkalin metal olan Sr iyonlarinin organizma iizerindeki olumsuz
etkileri son zamanlarda belirgin hale gelmistir. Kimyasal ozellikleri kalsiyuma
benzemektedir ve kemik yapisinda birikme egilimi vardir. Sr iyonlarinin fazla
miktarda viicuda alinmasi sonucunda, kemik kanseri, 16semi, yumusak doku kanseri
ve anemi gibi hastaliklara neden olmaktadir. Organizmalarin maruz kaldig1 Sr agir

metali ile kirlenmis sulardan bu iyonlarin uzaklastirilmasi1 6nemlidir [25].



1.1.3. Agir Metallerin Kullanmildig1 Endiistri Dallar:

Agir metal iyonlar1 tasidiklar1 teknolojik 6nem nedeniyle cesitli endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Metal temizleme, metal isleme, elektronik kaplama,
deri, boya, tekstil, matbaacilik, elektrik-elektronik, seramik, cam, otomotiv ve
fotografcilik gibi endiistrilerden gelen atik sular, kalic1 toksik etkiye sahip agir
metal iyonlarim1 6nemli miktarlarda icermektedirler. Bu agir metaller, endiistriyel
faaliyetler sonucunda dogal konsantrasyonlarinin iizerinde ¢evreye yayilmaktadir

[8, 26, 27].

Cizelge 1.1. Agir metallerin kullanildig1 bazi endiistriyel dallar [8, 18, 26, 27]

Agir Metal Kullanildig: Sanayi Dallari
Giimiis Tip alaninda, fotografcilikta, taki yapiminda, maden endiistrisi
Kadmiyum Petrokimya, klor-alkali iiretimi, giibre sanayi, demir-celik sanayi, enerji tiretimi
Krom Cimento, kagit, boya sanayinde
Bakar Agac ve metal isletmeciligi, ev aletleri yapimi sanayi, maden kaplama isletmeciligi
Demir Tekstil sanayi, maden endiistrisi
Civa Bazi1 metallerin iiretim prosesleri, kagit sanayi, madencilik
Nikel Madencilik, rafinasyon islemleri
Kursun Kozmetik, maden endiistrisi, kursunlu benzin iiretimi, seramik
Stronsiyum Savunma ile iligkili aktiviteler ve cesitli endiistriyel islemlerde
Cinko Karigik endiistri sanayileri, tekstil sanayi

Cizelge 1.1.’de goriildiigii gibi metal kirliligi iceren atiksularin baglica kaynaklari
arasinda; maden isletmeleri (kursun, ¢inko, demir, bakir, giimiis, krom, altin ve
uranyum {iiretimi), metal endiistrileri (demir-celik, bakir, ¢cinko, krom vb.) ve diger
metal kaplama, kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik, tekstil, elektrik-

elektronik, kimya, boya ve otomotiv endiistrileri gelmektedir [8, 18, 24, 26].




1.1.3.1. Giimiisiin Kullanim Alanlari

Antimikrobiyal etkisinden dolayr bircok tibbi uygulamalarda  glimiis
kullamlmaktadir. Ornegin, discilerde kullanilan amalgamlar, %35 giimiis ve %50
civa icermektedir. Giimiisiin elektrokimyasal deneylerinde, giimiisiin potansiyel
olarak klorun alternatifi oldugu, igme sularinda da dezenfeksiyon uygulamalari icin
kullamldig1 da goriilmektedir. ilk olarak Avrupa’da giimiis, onlarca yil boyunca
etkili bir bicimde su dezenfeksiyonunda ve ayrica su filtrelerindeki ve havuzlardaki
mikroorganizmalarin biiyiimesini 6nlemek amaciyla da kullanilmistir. Bu filtrelerde
insan saghgini tehdit etmeyecek kadar diisiik oranda (1-50 ppb) gilimiis
kullanilmaktadir [18]. Martinez ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada [18],
0.3 ppm Cl, 200 ppb Ag ve 1.2 ppm Cu ile kombine edilerek, sogutma
sistemlerindeki ~ mikroorganizmalarin ~ biiyiimelerinin ~ kontrol  edildigini
gostermiglerdir. Ayrica gilinlimiizdeki antiseptikler giimiis nitrat ve glimiis
siilfadazin icermektedirler. Ornegin; bir topikal kremde %]1.0 giimiis siilfadazin
bulunmaktadir. Ag/Cu iyonizasyonu ise, sogutma sistemlerinde bakterilerin

biiylimelerini kontrol edebilmek i¢in kullanilmaktadir.

1.1.3.2. Stronsiyumun Kullanim Alanlari

Stronsiyum, niikleer gii¢ testlerinde, renkli televizyon i¢in goriintii tiiplerinin ve
demir esasli miknatislarin yapiminda, ¢inkonun saflastirilmasinda, isaret fisegi ve
havai fiseklerde kirmizi rengin elde edilmesinde, elektrik endiistrisinde, seker
fabrikalarinda kullanilmaktadir. Niikleer pillerin ve fosforlu boyalarin yapiminda da
bu elementten faydalanilmaktadir [28]. Ayrica, endiistriyel alanlarda kullanilan
stronsiyum disinda, toprakta da dogal olarak stronsiyum bulunmaktadir ve suda

eriyerek, derin toprak tabakalarina kadar niifuz etmektedir [24].
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1.1.4. Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.4.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri:

Cevreden agir metal uzaklagtirmak icin kullanilan geleneksel metodlarin yeni
cevresel sorunlar yarattifi, yetersiz ve pahali oldugu bilinmektedir. Atik sulardan
agir metalleri uzaklastirmak icin uygulanan oksidasyon, indirgeme, coktiirme,
filtrasyon, buharlastirma, iyon degistirme, ters ozmoz gibi elektrokimyasal, fiziksel
ve kimyasal metotlar genellikle yiiksek isletme masraflar1 gerektirmeleri ve olusan
kat1 atik camurlarinin zor islenir olmasindan dolayi ticari olarak pratik degildir. Cok
miktarda kimyasal gereksinimi ve Onceden Ongoriilemeyen metal giderimi bu
teknikler i¢in s6z konusu olan bazi dezavantajlardir. Ayrica, desorpsiyon i¢in gii¢lii
ve kontamine olmus kimyasallarin kullanimi, olusan toksik ¢amurlarin
depolanacagi 0©zel bolgelerin gerekmesi, ikincil c¢evre kirlenmesine neden
olmaktadir. Bu dezavantajlar 6zellikle kompleks yapici organik madde ve diisiik
metal kontaminasyonu iceren biiyiik hacimli endiistriyel atik sularin islenmesi
sirasinda daha belirgin olmaktadir [29]. Ayrica endiistriyel atiklardan zehirli agir
metal uzaklagtirma islemi yillardir uygulanmasina ragmen, en sik olarak kullanilan

fiziko - kimya prosesleri maliyet olarak da sinirlilik gostermektedir [30].

1.1.4.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Yontemleri:

Son yillarda kiiresel endiistrilesme ve teknolojideki hizli gelismelere baglh olarak
ortaya c¢ikan atik maddelerin ¢evreye olan olumsuz etkilerini gidermek veya
azaltmak i¢in atik maddelerin giderimi ya da degerlendirilmesinde kullanilan klasik

endiistriyel yontemler yerine biyoteknolojik yontemler tercih edilmektedir [31].

Endiistriyel kirliligin temizlenmesinde biyolojik metodlarin kullanilmasi ciddi bir
ivme kazanmistir. Bunun nedeni ise, agir metal kirliliginin bulundugu ortami
biyolojik yontemlerle yiiksek verimlilik, diisiik isletme maliyeti ve basit olarak

temizlenmesinden kaynaklanmaktadir [32].
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Biyoteknolojik yaklasimlar bu avantajlarindan dolay1 geleneksel metal uzaklastirma
yontemlerine gore daha basarili olmaktadir. Mikroorganizmalarin agir metal
stresine kars1 gelistirdikleri diren¢ mekanizmalari, metal kirliliginin temizlenmesi
icin Oonemlidir. Atiklarin igerisindeki esnek fiziko- kimyasal parametreler ele
alindiginda ise, secici biyolojik metal temizleme tekniklerinin bazi avantajlari
vardir; yalnizca istenilen metaller ortamdan uzaklastirilabilir ve fazla maliyet etkisi
de ortadan kaldirilabilmektedir. Bu faktorlerin biyolojik olarak metal uzaklagtirma
yontemleri iizerinde genis bir destegi vardir ve bu nedenle cevre kirliliginin

tyilestirilmesi i¢in biyoremediasyon umut verici bir teknolojidir [30, 33].

1.1.4.2.1. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon (biyoiyilestirme), mikroorganizmlarin organik ve inorganik
kirliligi (metalik ve radyoniiklid kirliligi) temizlemek icin uyguladig: iyilestirme,

immobilizasyon veya detoksifikasyon gibi islemlerdir [34].

Bazi bakteriler hem dogal hem de insanlarin olusturdugu biyoremediasyon
proseslerinde kullanilmislardir. Pseudomonas’lar, Methanobakter’ler
biyoremediasyon siirecine katilan mikroorganizmalardir. Bu bakteriler, diger
organizmalarla birlikte, ornegin; AB’de yillik 40 milyar galon kanalizasyon suyunu
temizleme islemine tabi tutulmuslardir [35]. Spesifik bakteriler karbon, nitrojen,
azot ve fosforlu bilesiklerin uzaklastirilmasini kolaylastirmaktadirlar. Ayrica
bakteriler sahip olduklar1 anaerobik ve aerobik metabolizmalar1 sayesinde toksik
metalleri, aromatik bilesikleri, herbisitleri, pestisitleri ve ksenobiyotikleri ¢ok
basamakli prosesler ile uzaklastirmaktadirlar. Yakin zamanda tanimlanan
Accumulibacter phosphatis’in, Onceki arastirma sonuglarinin aksine fosfat
uzaklastirilmasindan sorumlu birincil ajan oldugu gosterilmistir [35]. Boylece
bakteriler sayesinde ‘atik’ su yenilenebilir bir kaynak halini almaktadir.
Thiobasillus genus tiyeleri yaygin olarak madencilikte biyoremediasyon amaciyla
kullanilmaktadir. Ralstonia metallidurans ve Deinococcus radiudurans, yiksek

seviyedeki toksik metalleri ve radyoaktiviteyi tolere edebilmektedirler [35].

12



Bakterilerin biyoremediasyon ajanlari olarak kullanilmasi ancak yakin zamanda

gerceklestirilmistir [35].

Mikroorganizmalar baz1  farkli mekanizmalar ile metallerle etkilesim
kurabilmektedirler ve bazi biyoremediasyon stratejilerini kullanabilmektedirler.
Biyoremediasyon, agir metal igeren endiistriyel Kkirlilikte biyoabsorpsiyon,
biyoakiimiilasyon, biyoprespitasyon ve piirifiye polimerler tarafindan kirliligin
uzaklastirilmasi gibi birka¢ biyoteknolojik yontemin kullanilmasi ile kimyasal ve
fiziksel metotlara alternatif olarak mikroorganizmalardan yararlanmay1 ortaya
koymaktadir [36]. Canli ya da cansiz mikroorganizmalar ve onlarin {riinleri,
biyoakiimiilator olarak ¢6ziim iiretebilir veya belirli form metaller {izerinde oldukca

etkilidirler [36].

Biyosorpsiyon , yasayan veya yasamayan bir biyokiitlenin, agir metalleri biinyesine
almasi olarak tanimlanan etkili bir siirectir [19]. Vasudeman ve arkadaslar1 [16],
inaktif veya aktif mikrobiyal biyokiitlenin, agir metal konsantrasyonunun ¢ok diisiik

oldugu soliisyonlarda bile baglanma olarak biyosorpsiyonu tanimlamiglardir.

Biyosorpsiyon, hiicre duvarinda yer alan bir islemdir, hizli gerceklesir ve yiiksek
oranda katyon uzaklastirabilmektedir. Biyosorpsiyonda belirli bir sorbent

kullanilarak ampirik baglanmalar tespit edilmektedir [37].

Tiim mikroorganizmalarin hiicre yiizeyi, c¢esitli anyonik yapilar nedeniyle negatif
yiike sahiptir. Bu durum bakteriye metal katyon baglama yetene8i vermektedir.
Cesitli mikrobiyal tiirlerin uranyum, bakir ve kirli atiklardaki diger metal

iyonlarinin biyosorpsiyonu i¢in olduk¢a verimli olduklart goriilmiistiir [38].

Biyosorpsiyon, hiicresel ve pozitif yiiklii metal iyonlarin1 yok etmemektedir. Hiicre
yiizeyi iizerindeki negatif iyonik gruplar ilk olarak metalleri absorblar ve pozitif ile
negatif yiikler birbirlerine tutunurlar. Bakteriler tizerindeki polisakkarit tabaka veya
diger ekstraselliiler yapilar (kapsiiller ve salgi tabakalar1) genellikle bu baglanma
icin yardimci olmaktadirlar. Metal iyonlari, dis membrana ve kapsiile spesifik

olmayan bir sekilde baglanabilmektedirler. Bu baglanma, dis membranda yer alan
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-NH,, -SH, -OH, -SO;H, -COOH ve —POsH gruplari ile metal iyonlar1 arasindaki
spesifik olmayan etkilesim ile gerceklesmektedir [16, 39].

Bakterilerin dogal olarak sahip olduklar1 ekstraselliiler polisakkarit tabaka, metal
iyonlarin1 biyosorblama yetenegine sahiptir ve bu sayede iyonlarin hiicre
komponentleri 1ile etkilesime girmesi Onlenmektedir. Baglanma bdolgesinin
doygunluga ulagsmasindan dolayr metalle karsi sinirli bir koruma saglanmaktadir
[39]. Metal iyonlarin1 baglama 6zelligine sahip bakterilere Klebsiella aerogenes,

Pseudomonas putida ve Arthrobacter viscosus 0rnek olarak verilebilir [40].

Panak ve arkadaslarimin [41] yaptig1 calismalarda, uranyum Kkirliligi olan bir
bolgede farkli agir metal iyonlarina direncli bakteriler izole edilmistir. Izole edilen
bu suslar, Bacillus cereus, B. megaterium ve B. sphaericus suslaridir. Yapilan bu
deneyde kullanilan Sr metalinin konsantrasyonu ise 65 pg/L olarak belirlenmistir ve
Bacillus cereus susunun en fazla miktarda Sr agir metalini absorblamis oldugu

goriilmiistiir.

Agir metal bulunan soliisyonlardan, biyoakiimiilasyon veya biyosorpsiyon ile
mikroorganizmalar tarafindan agir metaller fiziksel olarak uzaklastirilmaktadirlar.
Biyoakiimiilasyon, bir organizma tarafindan belirli konsantrasyonlarda bulunan
maddelerin kayip oranlarindan fazla oldugunda gerceklesen bir islemdir. Agir
metallere maruz kalan mikrobiyal hiicrelerin membranindan gecen metal iyonlari,

hiicre sitoplazmasindan igeri gecerek sitoplazma igerisinde tutulmaktadirlar [16].

Bir¢ok alg, fungus ve bakteri tiirlerinin metal iyonlarin1 absorbe ettikleri ya da
biriktirdikleri bilinmektedir. Escherichia coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas
syringa, Pseudomonas aeruginosa gibi bazi gram-negatif bakteri tiirlerinin
biyoakiimiilasyon yetenekleri, intraselliiler olarak sentezlenen kadmiyum-baglayan

proteinlerin sentezi ile anlagilmistir [42].
Biyoakiimiilasyon, metabolik bagiml bir siirectir. Kirlilik veya katyonlarin ortamda

bulundugu durumlarda, hiicre i¢inde veya hiicre membrani iizerinde birikebilmekte

veya metabolik dongiiye katilabilmektedir [37].
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Tiim mikroorganizmalarin hiicre ylizeyleri negatif yiiklii cesitli anyonik yapiya
sahiptir ve bakterilere metal katyonlarinin baglanmasina neden olmaktadir. Cesitli
mikrobiyal tiirler, baslica Pseudomonas’lar, farkli metallere kars1 oldukca etkili

biyoakiimiilasyon gosterebilmektedir [43].

Bakteri hiicrelerinde metal biyosorpsiyon sikliginin artmasiyla hiicre yiizeyindeki
yiilk yogunlugu da fazla olmaktadir. Bu durumda fonksiyonel gruplarin yiiklendigi
ve cesitli metallerin tortu olarak cekirdek cevresinde ¢oktiigii goriilmektedir [16].
Anderson ve arkadaslar1 [44], stronsiyum iyonlarinin, organizmalar tarafindan
dogrudan indirgenemedikleri goOstermislerdir. Ancak, codziinmeyen stronsiyum

bilesiklerin stronsiyum iyonlarinin hiicre i¢inde ¢okeldigi goriilmiistiir.

1.1.5. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalari

Insan aktiviteleri, madenlerin islenmesi ve cesitli endiistriyel kirlilikler, metallerin
cevrede birikimine neden olmaktadir. Mikroorganizmalarin bu ¢evrelere bazi 6zel
diren¢ mekanizmalar ile adapte oldugu rapor edilmistir [45]. Mikroorganizmalarin
metallere karsi direnglilikleri, metal toksisitesine tolerans saglayan degisik direng

mekanizmalar1 sayesinde gelismektedir [45].

Mikroorganizmalardaki bazi enzimlerin aktif merkezlerinde, divalent veya gecis
metallerinin bulunmasi, mikroorganizmalarin var oluslarindan itibaren metallere
maruz kaldiginin bir kanmitidir. Bu enzim-metal iliskisi, proteinlerin yapisinin
korunmasin1 veya anahtar reaksiyonlarin katalizlenmesini saglamaktadir. Bu

metaller hiicrelerin normal metabolizmasi i¢in gereklidir [46].

Yapilan bir¢ok calismada, agir metallerin cesitli mikroorganizmalarla endiistriyel
atik sulardan uzaklastirildig1 gosterilmistir. Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen
ve mutajen olabilen agir metal iyonlarina tolerans gosterip bu kirleticileri ortamdan
uzaklastirabilmesi agir metallere direng gelistirmeleri ile gerceklesmektedir.
Mikroorganizmalarca agir metalin hiicre i¢ine alinmamasi, hiicre i¢inde veya

disinda tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma cevrilmesi, metalin hiicre disina
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aktif tasinmasi ve mikroorganizmanin metale kars1 daha duyarsiz hale gelmesi gibi
diren¢ mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis sistemlerdir. Agir metallere
direngli mikroorganizmalar, bahsedilen bu diren¢ sistemlerinden birini veya
birkagin1 bir arada kullanarak agir metalin toksik etkisinden korunmaya ve

canliligini siirdiirmeye calismaktadir [47].

Tiim bakteri genleri, toksik metal direncliligi icin, Ag*, AsO,, AsO4>, Cd**, Co™,
CrO,*, Cu®™ Hg**, Ni**, Pb**, Sb**, TeOs>, TI* ve Zn** gibi iyonlara maruz kalmasi
gereklidir. Bu genis metal grubu, bakterilerde toksik iyonlarin enerjiye bagl olarak
atilma mekanizmas: ile diren¢ saglamaktadir. Birgok enzimatik doniisiimler
(oksidasyon, rediiksiyon, metilasyon ve dimetilasyon) veya metal baglayan
proteinler (metallothionein SmtA, saperon CopZ, periplazmik giimiis baglayan
protein SilE) metal iyonlar: igerirler. Ornegin; bakterilerdeki Cd** atim pompalart,
ic membran P tipi ATPaz veya ii¢ polipeptid RND kemiozmotik kompleksi i¢
memran pompasini, bir periplazmik koprii proteini de bir dis membran kanalini

olusturmaktadir [48].

Gram negatif bakterilerde czc sistemi, kadmiyum, c¢inko ve kobalta kars: direnglilik
saglamaktadir. Czc, bir katyon-proton antiporter genlerini kodlamaktadir
(CzcABC). Bir benzer sistem de ncc sistemidir. Alcaligenes xylosoxidans da
bulunmustur ve nikel, kadmiyum ve kobalta kars1 direnclilik saglamaktadir. Gram
pozitif bakterilerde ise kadmiyum direnglilik mekanizmas1 (Staphylococcus,
Bacillus vb.) Cd-atim ATPaz’dir. Yapilan c¢alismalarda bakir direng sistemleri
Pseudomonas syringae’den cop ve E. coli’den pco’dur. Cop genleri, farkli olarak
bakir baglanan proteinleri de kodlamaktadir ve periplazma da veya dis membran
proteinlerinde bakirin tutulmasina izin vermektedir. Pco sisteminde ise iyon bagimli

bakir antiporterlarinin oldugu sanilmaktadir [49].

Jeffrey J. Lawrence [15] tarafindan ileri siiriilen, “Selfish Operon Theory”,
organizmanin hayatta kalmasi i¢in gerekli birden fazla direnclilik genleri plazmit
izerinde kiimelenmis ise bu genlerin konjugasyonla diger bakterilere aktariminin
miimkiin oldugu seklindedir. Boylece bir ortamdaki ¢oklu stres (6rn; agir metaller

ve antibiyotikler) olusturan etkenlere karsi hayatta kalmak i¢in gen aktarimi
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ekolojik olarak uygundur. Boyle bir durumda, antibiyotik direnci ve agir metal

direnci arasinda bir iliskiye isaret edilmektedir.

Dogal cevredeki metal kirliliginin, antibiyotik direngliliginin devam etmesinde ve
direncliligin artmasinda 6nemli bir rol oynadigim1 destekleyen ¢ok sayida raporlar
vardir. Ornegin, Bacillus suslarinda 2-200 kb boyutunda endojen plazmitlerin
varligr arastirllmistir. Bacillus susundaki yabanci bir genin ifadesi i¢in endojen
plazmit DNA’nin kullanilmasinin avantaj sagladigi goriilmiistiir [50]. Atik sulardan
izole edilen Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve
Staphylococcus bakterilerinin agir metal ve antibiyotiklere karsi direngli olduklar
goriilmiistiir [51]. Coklu tolerans da ise toksik bilesenlere karsi benzer direnclilik
mekanizmalart Cizelge 1.2°de goriilmektedir. Tiim agir metallerin benzer toksik
mekanizmalar1 vardir ve agir metallere direngli bakteriler arasinda ¢oklu tolerans

ortak bir fenomendir [51].
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Cizelge 1.2. Antibiyotiklerin genel siniflandirilmasi [52]
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Antibiyotiklerin mikroorganizmalar iizerindeki etkilerine karsi diren¢ gostermek
icin inaktivasyon/modifikasyon, hedef degistirme (hedef alan mutasyonlar1) ve
gibi

diisik birikim nedeniyle gecgirgenligin azalmasi veya akisin artmast

mekanizmalar gelistirmislerdir. Ornegin, E. coli’nin direnc mekanizmalar
tanimlanmistir ve protein sentezini inhibe eden tetrasikline kars: atim mekanizmasi
belirlenmistir. Aradan gegen yillarda, atim mekanizmasinm ¢ok sayida plazmitin ve
kromozomal DNA’nin kodladigi, her ikisinin de spesifik ve ¢oklu antibiyotige karsi

dire¢ mekanizmasini olusturdugu tanimlanmustir [53].

Karbasied ve arkadaslar1 [54], Klebsiella pneumoniae suslarinda ¢oklu antibiyotik

direncgliligini arastirmislardir. Klebsiella pneumoniae’nin ampicillin  (100%),
tetracycline (50%), kanamycin (20%), gentamycin (13,3%), ciprofloxacin (20%),
nalidixic acid (20%) ve cefolothin (6,6%) antibiyotiklerine kars1 direng gosterdigini

saptamislardir.
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Cizelge 1.3. Bakterilerdeki agir metal ve antibiyotik ortak direnclilik sistemleri [55]

Diren¢ Mekanizmasi Metal iyonlar: Antibiyotikler

As, Cu, Mn, Zn, Co,

Membran gecirgenliginin azaltilmasi Cip, Tet, Chlor,
Ag B-lactams
Antibiyotik ve metal degistirme As, Hg B-lactams, Chlor

Cu, Co, Zn, Cd, Ni,

Atm mekanizmasi As Tet, Chlor, B-lactams
Hiicresel hedef degistirme Hg, Zn, Cu Cip, B-lactams, Trim, Rif
Antibiyotik ve metal ayrilma Zn, Cd, Cu CouA

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

Onemli sayidaki raporlar, dogal cevredeki metal kontaminasyonunun, antibiyotik
direngliliginin yayilmasini ve korunmasimi destekledigini gostermektedir. Cizelge
1.3.’de antibiyotik direncliligi genel, yapisal ve fonksiyonel karakter olarak metal

direncliligi ile ortak 6zelliklere sahip oldugu gosterilmektedir [55].

Mikroorganizmalar, toksik metal varliginda adaptasyon i¢in cesitli mekanizmalar

kazanmislardir [51]. Bu adaptasyon mekanizmalari;

Gecirgenlik bariyeri ile metallerin hiicre disinda tutulmasi
Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif taginimi
Metallerin proteine baglanmasi ile hiicre i¢inde tutulmasi

Ektraselliiler alikonma

A o e

Metallerin enzimatik detoksifikasyonu’dur.
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1.1.5.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Bakteriyel hiicre duvarindaki gecgirgen bariyer sayesinde, metal iyonlar1 hiicre
disinda birakilmaktadir. Mikroorganizmanin hiicre duvarinda, membraninda veya
zarfinda bir takim degisiklikler meydana getirilmektedir ve bu mekanizma
sayesinde mikroorganizma metale duyarli olan onemli hiicresel komponentlerini
metal iyonlarinin toksik etkisinden korumaktadir. Ornegin, E. coli ile yapilan bir
calismada bakterinin membran kanal proteini olan porinlerin sayisin1 azaltmak

suretiyle giimiis iyonlarinin hiicre i¢ine girisinin engellendigi bildirilmistir [56].

Porin _ :
Lipoprotein

Y Lipopolisaklarit
2= N0

i‘ WA

A ‘-\'r,'.'; : # Dis Membran

Periplazmik Bogluk ve
Peptidoglukan

Plazma Membram

Sekil 1.3. Gram negatif bakterilerde porin proteinlerinin yapisi [57]

Sekil 1.3’de goriildiigi gibi porinler, ¢ift katmanli lipit membranlar arasinda
molekiillerin taginmasina izin veren, protein formunda ve hidrofilik ¢oziiciiler icin
gecirgenligi az olan kanallardir. Porinler, membranlarda birden cok fonksiyonu
saglamaktadir. Porinler, diger hiicrelere yapismasi i¢in potansiyel hedefler olarak
hareket edebilirler ve gram negatif bakterilerin yiizeyine baglanabilmektedirler
[58]. Leonhauser ve arkadaslarinin [59] yaptiklar1 calismada, Hg(Il) agir metaline
direncli oldugu bilinen Pseudomonas putida suslarmin yiiksek konsantrasyonda
Hg(I) agir metaline maruz birakildiginda, bakterilerin toplam hiicresel
proteomunda ¢ok az bir de8isim belirlenirken, 6zellikle hiicre zarina ait tasiyici
proteinlerde  degisiklik  gozlenmemistir. Bu  calismaya  gore, yiiksek

konsantrasyonda agir metal iceren ortamda katyon akisini saglayan tasiyici
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proteinlerin yapimi 45 kez daha fazla olurken, bir dis zar proteini olan porinin

sentezinin 106 kat azaldig1 tespit edilmistir.

LPS, gram negatif bakterilerin dis membranlarinda koruyucu olarak bulunan
molekiillerdir. LPS molekiilleri, lipit A, tekrarlanmayan oligosakkarit (cekirdek) ve
uzun bir polisakkatit (O-antijen) yapisina sahiptir. Bu uzun polisakkarit yapisi hiicre
dis1 ile baglantilidir. LPS, iki form olarak bulunmaktadir. Molekiil agirlig1 yiiksek
olan forma S tipi LPS, diisiik molekiil agirligindaki forma da R tipi LPS’dir. S tipi
LPS’de lipit A, cekirdek ve O-antijen varken, R tipi LPS’de O-antijen yoktur. Bu
farlhiliktan dolayr R tipi LPS’ye sahip bakteriler patojen degildirler [60]. Hiicre
yiizeyinde anyonik yiiklii ve notr pH’a sahip olan LPS yapilari, karboksil ve fosforil
gibi fonksiyonel gruplara sahiptir. Bu gruplar dis membran yiizeyinde metal
baglama alanlar1 olusturarak, metal iyonlarini tutmaktadirlar [61]. Gram (-) bakteri
olan Burkholderia’de kadmiyum metalinin bulundugu bir ortamda LPS saliminin arttig

belirlenmistir ve biyoremediasyon icin uygun bir mikroorganizma oldugu bildirmistir

[62].

Bazi bakir direnglilik tiplerinin periplazmik baglanmaya dayandig1 goriilmektedir.
Cu(II) direngliligi operonda yer alan copA, copB, copC ve copD olarak adlandirilan
genler tarafindan saglanmaktadir. Bu genlerden, copA ve copB kismi direnglilik
saglarken copC ve copD genleri Cu(Il)’ye kars1 tam direnglilik saglamaktadir. copA
ve copC genlerinin kodladig proteinler i¢ ve dis membran arasinda, copB genin
kodladig1 proteinler ise dis membranda bulunmaktadir. Bu proteinlerin
lokalizasyonu, direncliligin ya periplazmik baglanmadan veya ekstraselliiler

ayrimdan kaynaklandigini desteklemektedir [63].

Bir¢ok bakteri, antibiyotik varliginda hayatta kalmak icin, yapilarinda degisiklikler
meydana getirmektedirler. Bu degisiklikler, porinlerin diizenlenmesi veya
antibakteriyel baskinin gelismesi olabilmektedir. Porinler, diren¢ mekanizmalarinda
onemli rol oynamaktadirlar. Bazi raporlarda, Acinetobacter baumannii’de
antimikrobiyal direnclilikle baglantili olarak bazi dis membran proteinlerinin

ekpresyonunun azaldig gosterilmistir [58].
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Bakteriyel adaptasyonda dis membran gecirgenliginin azaltilmasi, yaygin olarak
artan bir problemdir ve metal atim mekanizmasi ile birlikte, antibiyotiklere karsi
direncliligin saglanmasinda ve yayilmasinda onemlidir. Bu onemli kesif, hayatta
kalma faaliyetlerinde, yeni antibiyotik bilesenlerine kars1 farkli bakteriyel suslarin
kullanilmasinda, cesitli direnglilik temellerinin korunmasinda ve son zamanlarda
ortamda bulunan degisik kimyasallarin (kuvvetli inhibitorler gibi) tanimlanmasinda,

diren¢ mekanizmalarini veya antibiyotik aktivitesini kolaylastirmaktadir [64].

1.1.5.2. Metallerin Hiicreden Disar1 Dogru Aktif Tasmim

Aktif transport ya da akis sistemleri metal direnclilik sistemleri arasinda en yaygin
olan mekanizmalardir. Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalarindan
uzaklastirmak icin aktif transport mekanizmasini kullanirlar. Bu mekanizma,
kromozomal ya da plazmit iizerinde olabilmektedir. Hiicre i¢in gerekli olmayan
metaller hiicreye normal besin transport sistemleri ile alinir, ancak hemen disariya
atilmaktadir. Bu pompalama sistemleri ATPaz’a bagimli ya da ATPaz’dan

bagimsiz sistemler olabilmektedir [65].

Gram negatif bakterilerde, dis membran sinirlarindan hiicrelere giren agir metal
iyonlar1 ve antibiyotikler, atim pompalarim aktiflestirmektedirler ve farkl yapidaki
antimikrobiyalleri bakteriden disar1 atmaktadirlar. Atim1 gerceklestiren tasiyicilar
canli hiicrelerde eksprese olur ve hiicreleri toksik etkili organik kimyasallardan
korumaktadir. Bakterilerdeki ¢oklu metal direngliligi, cogu kez asir1 eksprese olan
bu tasiyicilarla iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Antimikrobiyaller hiicreden disari
citkmak amaciyla gecirgenligi diisiik olan dis membranlardan tekrar iceri
girmektedirler ve bu nedenle atim pompalart diisiik gecirgenligi olan dis

membranlarla sinerjik bir sekilde calismaktadirlar [58].
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Sekil 1.4. Bakteriyel hiicre duvarindan ATP bagimli ve bagimsiz metal atilimi [66]

(A) Birincil Tasima. ATPaz katalizledigi metal katyonlarmin veya oksianyonlarin
hiicre digina atilma islemidir. Kimyasal enerji kullanilarak metal iyonlar: hiicre disina
taginmaktadir.

(B) ikincil Tasima. Uniporter veya antiporterler, metal katyonlarim veya oksianyonlart
elektroforetik katalizleme ile hiicre disina atmaktadir. Elektrokimyasal gradient
farkliligindan yararlanilarak metal iyonlar1 hiicre digina tasinmaktadir.
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Sekil 1.5. Bakteriyel hiicre duvarinda Czc modeli [67]

Sekil 1.5°de goriildiigii gibi bakteriler, Cd, Zn ve Co metallerine direng icin atim
sistemini gelistirilmislerdir. I¢ membranda CzcA, dis membranda CzcC ve
membran fiizyon proteinleri CzcB bulunmaktadir. Elektrokimyasal gradient farki
olusturularak Cd2+, 7Zn>* ve Co** metal iyonlarinin hiicre disina atilim mekanizmasi

ile mikrobiyal direnglilik olugturmaktadir.

Canovas ve arkadaslar [14] yaptiklar1 ¢calismada, Pseudomonas putida KT2440
susunun giimiis, kadmiyum, cinko ve krom metallerine kars1 atim sistemi ile direng
gelistirdiklerini incelemislerdir. Kadmiyum ve c¢inko direncliliklerinin ATPaz’in
katalizledigi attm mekanizmasi1 ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Metal
iyonlarinin hiicreden disar1 atilimi icin proteinlerin rolleri vardir. Pseudomonas
putida KT2440 susunun krom atim sistemi i¢cin ChrA proteini, giimiis ve bakir atim
sistemi i¢in CusC, CusB, CusA proteinleri, kadmiyum ve ¢inko ATPaz bagiml

atim sistemi icin de CadA2 proteinin sorumlu oldugunu gostermislerdir.
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1.1.5.3. Metallerin Proteine Baglanmasi ile Hiicre icinde Tutulmasi

Metaller ve metalloidler, oldukc¢a toksiktirler ve prokaryotlar bu toksik bilesiklere
kars1 direng¢ mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Birka¢ arastirmaci bakterilerde
metallothionein varligim1 ortaya koymuslardir [46]. Bakteriyel sistemlerde
metallothionein (metal baglayan proteinler) iiretimi ile c¢inko, kadmiyum, nikel,
kobalt, civa ve arsenik gibi agir metallerin toksisitesine karsi diren¢ saglanmaktadir.
Metallothioneinler siilfidril iceren, sistein bakimindan zengin, metallere karsi
yiiksek affinitesi olan ve boylece bakterileri metallerin toksisitesinden koruyan
proteinlerdir. Metal 1iyonlar1 sistein  kalintilarindaki  siilfidril  baglarina

baglanmaktadirlar [68].

Metalloprotein direng sistemini kodlayan genler, bazi durumlarda kromozomal veya
R-faktor gibi ekstrakromozomal elementler iizerinde bulunabilmektedir. Bu R-
faktor biiylik plazmitlerdir ve genellikle birden fazla metale karsi direnglilik
kazandirabilmektedirler [46]. Prokaryotik metallothionein iiretimi bir mavi-yesil
bakteri olan Cyanobacterler olan Synechococcus da detayl olarak calisilmistir ve
Zn** ve Cd** metal iyonlarna karsi metalloproteinler bu bakteriye direnc
kazandirmislardir [46]. Gercekte metallothionein, bakteriyel diinyada olagandisi bir
tiretimdir. Bu tip direnglilik genellikle plazmit baglantilidir ve dolayisiyla hiicreden
hiicreye direnclilik aktarimi kolaydir. Pseudomonas putida, E. coli ve Ralstonia
metallidurans bakterilerinde Cd2+‘yi baglayan proteinlerin eksprese olduklari

goriilmiistiir [46].
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B. DELESYON

Sekil 1.6. Synechococus’ta Zn** metalinin metallothioneine baglanma sistemi [67]

smtA (metallothionein) ve smtB (regiilator) genlerinin transkripsiyonu sonucunda
metallothionein iiretimi ve metal baglanma mekanizmasi Sekil 1.6’da gosterildigi
gibidir [66]. Metallothionein, metal kirliliginin oldugu bir ortamdan izole edilen
Pseudomonas putida da tespit edilmistir ve Synechococcus smtA genleri ile yiiksek
derecede homoloji gosterdigi saptanmustir. Synechococcus da, metallothionein {i¢
boyutlu yapisi1 ile tammmlanmistir ve sistein kalintilari metal selasyonunda
gosterilmistir. Pseudomonas’larda (Pseudomonas putida KT2440 ve Pseudomonas
aeruginosa) ve Synechococus metallothioneinlerinin dizilimlerinde bir veya iki

sistein kalintilarinin metal baglamada rol aldiklar1 saptanmustir [14].
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1.1.5.4. Ektraselliller Alikonma

Penninckx ve Jaspers’in raporlarina gore, mikroorganizmalarda glutatyon gibi
kiikiirt bakimindan zengin bilesiklerin sentezi, agir metallere karsi direnc
saglamaktadir  [67]. Glutatyon, L-sistein, L-glutamik asit ve glisin
aminoasitlerinden olusan ve agir metallere kars1 yiiksek affinitesi olan bir

tripeptittir [69].

Agir metal katyonlari, glutatyona baglanarak bis-glutatyonu olusturmaktadirlar. Bu
kompleks molekiiller, oksijen ile etkilesime girerek bis-glutatyon (GS-SG)
kompleksini meydana getirmektedirler. Oksitlenmis bis- glutatyon, NAPH bagimli
reaksiyonlarda tekrar indirgenmektedir ve serbest kalan metal katyonlar1 diger iki
glutatyon molekiillerine baglanarak, biiyiik oksidatif stres yaratilmasina neden
olmaktadir. Sonug¢ olarak, agir metal oksianyonlari, metabolizmada agir metal ile
baglantis1 olmayan yapilarla baglanti kurabilmektedir (krom, siilfat ile; arsenik,
fosfat ile) ve agir metal oksianyonlar1 indirgenerek serbest radikallerin
iiretilmesinde rol oynamaktadir. Ayrica glutatyon, Ag'*, Cu**, Cd** ve Hg** gibi

metallerden hiicrenin korumasi icin bir ornek teskil etmektedir [16].

1.1.5.5. Metallerin Enzimatik Detoksifikasyonu

Bazi agir metaller iz element olarak bulunmaktadirlar (¢inko, bakir gibi).
Bakterilerin biiylimesi icin gerekli olan bu metaller, yiiksek konsantrasyonlar da
toksik oldugu bilinmektedir. Bu yiizden bakteriler, agir metallere kars1 enzimatik

detoksifikasyon mekanizmasini gelistirmislerdir [70].

Agir metal diren¢c mekanizmalari, enzimlerle de baglantilidirlar. Agir metal
direncliligi, civa, antimoni, nikel, kadmiyum, arsenat, kobalt, ¢cinko, kursun, tellurit,
bakir, krom ve giimiis gibi metallere karst kazanilmistir. Detoksifikasyon
mekanizmasi, genellikle agir metallerin enzimatik olarak indirgenmesidir. Bu

diren¢ mekanizmasim1 kodlayan genler bazen plazmitler iizerindeyken bazen de
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kromozomal DNA {izerinde olabilmektedir [71]. Bu mekanizma ile E. coli, arsenat,

arsenik ve antimona kars1 ¢coklu diren¢ gosterebilmektedir [71].

Gram negatif bakterilerde bulunan 2 mer operonu, toksik civa iyonlarina karsi
diren¢ saglamaktadir. Mer operon sistemindeki, merA genleri civa rediiktaz
enzimini, merB ise organomerkiiriyalliyaz enzimini kodlamaktadir. merT genleri
hiicre membranindan civa iyonlarinin tasinmasindan ve merR genleri ise
transkripsiyonda regiilator proteinlerin iiretilmesinden sorumludur. merC, merT ve
merP genleri mer tasima genleridir. merT ve merC gen iiriinleri sitoplazmik zar
proteinleridir. Ancak merP gen lirlinleri ise periplazmik proteinlerdir. merP,
peripazmik boslukta tiyol proteinlerini iceren koruma saglarken, sitoplazmik zar

2+

bolgelerinde Hg ’nin cokeltilerini toplayan bir gorev yapmaktadir. merT
sitoplazmay1 benzer sekilde koruyabilmektedir. Bu genler operonun bir pargas: gibi
enzim kodlu genlerle iligkili bir rol oynayabilmektedir. Mer sistemindeki genler
kromozomal DNA {izerinde kodlu olabildigi gibi plazmit kodlu da olabilmektedir

[48, 67].
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Sekil 1.7. Bakterilerde civa iyonlarina karsi diren¢ saglayan enzimatik

detoksifikasyon sistemi [48]
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Ars operonu, arsenat iyonlarma kars1 direng saglayan ArsC enziminin iiretiminden
sorumludur. Arsenat rediiktaz enzimi ise, ¢ok toksik olan arsenit iyonlarim1 daha az
toksik olan arsenata indirgemektedir [48]. Ars operonu, arsR, arsD, arsA, arsB ve
arsC genlerinden olusmaktadir. Yapilan calismalarda Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus aureus ve E. coli bakterilerinin civa direngliligi incelenmistir. E.
coli de civa direncliligini saglayan ars operonunun kromozomal DNA iizerinde
oldugu, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus aureus bakterilerindeki ars

operonunun ise pSX267, PI258 plazmitlerinin iizerinde oldugu goriilmiistiir [67].

Mikroorganizmalar bu diren¢ mekanizmalarindan sadece birini kullanabildigi gibi
birka¢ mekanizmay1 da birlikte kullanabilmektedir. Bir metale karsi birden fazla
direng mekanizmasina sahip olan bir mikroorganizmanin hangi mekanizmay1
sececegi, olusacak ara iiriin veya son iiriiniin toksisitesine bagldir. Ornegin;
Cd(II)’nin enzimatik detoksifikasyon 1ile daha toksik kadmiyum formlar
olusmaktadir. Bu nedenle, Cd(Il) i¢in en 6nemli direnglilik mekanizmas1 bu metali

hiicre icinden disar1 pompalayan sistemdir [5].

Toksik metal iyonlari icin spesifik direng sistemleri bakteriyel plazmitler iizerindeki
genler tarafindan kodlandig1 tanimlanmustir. Ag®, AsO,’, AsO,”, Cd**, Co**, CrO4*
, Cu®*, Hg™*, Ni**, Sb>*, TeO5” ve Zn”* toksik metallerine kars1 direnclilik genleri

plazmit iizerinde kodlandiklart rapor edilmistir [72].

Plazmit kodlayan genler, dogal mikrobiyal topluluklarin adaptasyonunda, yer
degistirebilen (hareketli) DNA’nin bir havuzunu temsil etmektedir. Plazmit aracili
adaptasyon Orneginde, kirli deniz ve tath su ekosistemlerinde mikrobiyal
populasyonlar kirlilik stresi periyotlari boyunca katabolik plazmitlerinin siklig1 2 —
10 kat arttig1 rapor edilmistir. Yapilan ¢calismalarda, deniz sedimentlerinde, hali¢ ve

pelajik ekosistemlerde bakteriyel plazmitlere rastlanildigi da belirtilmistir [73].
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Toksik metallerin hiicre disina atilimi en ¢ok bilinen diren¢ mekanizmasidir. Bu
mekanizma kromozomal DNA veya plazmit baglantili olabilmektedir. Gram pozitif
bakterilerde kadmiyum ile bakir direncliligi ve gram negatif bakterilerdeki arsenik
direnclili§i ATPaz bagimhi atim mekanizmas: ile saglanmaktadir ve bu
mekanizmalarin plazmit ile baglantist rapor edilmistir. Alcaligenes’lerde, divalent
katyon atim sistemi ile gram pozitif ve gram negatiflerdeki arsenik atim sistemi ise

kromozomal DNA baglantili oldugu belirtilmistir [67].

Kromozomal ve plazmite dayali temel metal direnglilik sistemleri arasinda bazi
farklar vardir. Temel metal direnclilik sistemleri genelde kromozomal DNA
kokenlidir ve plazmit sistemlerinden daha komplekstir. Plazmitler, diger
organizmalara hizli bir sekilde tasindiklari i¢in ve gen iizerindeki tasima yiikiinii
azalttiklar1 icin diren¢ genlerinin plazmitler iizerinde tasinmalari ¢ok biiyiik bir
olasiliktir. Bir bakteri, hiicresel bilesenlerini metal toksisitesinden korumak igin,
metal diren¢ sistemini bir denemede gelistirebilmektedirler. Hiicreye metal giris
sinir1 veya hiicresel bilesenlerin degisimi, hiicrelerin metallere duyarliligini
azaltmaktadir. Bir mikroorganizmada direncin boyutunu birkag faktor
belirlemektedir. Bunlar; metal alimi i¢in bazi mekanizmalar ve tipleri, her bir
metalin normal metabolizmada oynadigi rol ve metal direncinin kontroliindeki
plazmitler, kromozomlar veya transpozonlar {izerinde yerlesmis genlerin

durumudur [7].

Yapilan calismalarda cevresel ve klinik kaynaklardan giimiis iyonlarina direngli
suslar izole edilmistir. Izole edilen suslar Acinetobacter baumannii, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas stutzeri ve Salmonella typhimurium’dur. Bu suglarin giimiise karsi

direncliliginin plazmit aracili oldugu gosterilmistir [56].

Gilimiis iyonlar1 proteinlerdeki siilfidril gruplarina yiiksek affinite ile baglanarak
veya metal attm mekanizmasi ile giimiis iyonlar1 hiicre disina atilarak, bakterilerin
giimiise kars1 direngliligi saglanmaktadir. Ayrica yapilan caligmalarda, giimiis
bulunan ortamda bakterilerdeki membran proteinlerinin ekspresyonu artarak direnc

gelistirildigi de goriilmiistiir [18].
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Sekil 1.8. Giimiis diren¢ genleri, transkripsiyon mekanizmasi ve protein iiretimi

[74]

Gilimiis katyonlar icin bakterilerin gelistirmis oldugu diren¢ mekanizmasinda rol
alan bazi proteinler ve bu proteinleri kodlayan genler vardir. Giimiis direngliliginde
silE proteini 143 aminoasitten olugsmaktadir ve hiicre membranindaki periplazmik
boslukta giimiis katyonlarin1 baglama fonksiyonu vardir. SilR ve silS, yanitlayici
membran sensOr protenleridir. SilB, dis membran proteinleridir ve ortamda giimiis
iyonlar1 oldugunda membran gegirgenligini azaltarak katyonlarin hiicre icine
girmesine engel olmaktadir. Bu genlerin bagka metal direnglilikleri icin

homologlar1 vardir. Ornegin; SilE proteini; bakir direngliligini saglayan PcoE
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proteini ile homologdur, silR ve silS ise; kadmiyum, kobalt ve ¢inko direngliligini

saglayan CzcR ve CzcS proteinleri ile homologdur [74].

Mao ve arkadaglar1 [75], kirliligin bulundugu Pingdingshan bolgesinden izole
ettikleri Pseudomonas alcaligenes susunun Sr(I) iyonlarin1 absorblama
yeteneklerini incelemislerdir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Sr(II) iyonlar
iceren soliisyonlar hazirlanmislardir. Pseudomonas alcaligenes susunun 4.0 ve 9.0
g/l arasinda Sr(I) iyonlarin1 absorbladiklarin1 rapor etmislerdir. Bir bagka
calismada ise ayn1 bolgeden izole edilen Pseudomonas fluorescens susunun Sr(II)
iyonlarint  absorbladigr  bildirilmistir. ~ Sr(II)  iyonlarinin,  Pseudomonas
fluorescens’in hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplar olan —OH gruplari, karboksil

gruplar1 ve —CHj3 gruplarina baglandigini gostermislerdir [19].

Raja ve Selvam [76], yag fabrikas1 atik sularindan izole ettikleri Pseudomonas
aeruginosa’nin kadmiyum, krom, nikel ve kursun metallerine karsi ¢oklu direng
profilini belirlemisleridir. Transformasyon ve plazmit curing deneyleri sonucunda,
nikel ve ampicillin diren¢ geninin plazmit DNA tarafindan kodlandigi, kadmiyum
diren¢ geninin, krom ve kursun diren¢ genleri ile birlikte kromozomal DNA
izerinde oldugu anlasilmistir. Bu nedenle Pseudomonas aeruginosa’min plazmit
aracili nikel ve ampicillin antibiyotik diren¢ genlerinin diger suslara transfer
edilerek metal direngli populasyonlarin gelismesinde, agir metallerle kontamine
olmus toprak ve endiistriyel atik sularin biyoremediasyonunda onemli bir izolat

oldugu belirlenmistir.

1.1.6. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlart igerisinden gecen Kizilirmak’tan glimiis (Ag)
ve stronsiyum (Sr) agir metallerine direngli suslarin izolasyonu, biyokimyasal ve
molekiiler karakterizasyonudur. Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bolgeden su
ornekleri alinarak, Ag ve Sr metallerine direncli suslar izole edilmistir. Suslarin her
bir metal i¢in MIK (Minimal inhibitér konsantrasyonu) degerleri belirlenmis ve en

yiikksek MIK degerine sahip olan suslar ileri calismalarda kullamlmak iizere
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secilmistir. Bu suslarin morfolojik ve biyokimyasal Ozellikleri dikkate alinarak
tanimlanmistir. Ag ve Sr direngli her bir sus, antibiyotik ve diger metallere
direnclilikleri bakimindan da test edilmistir. Boylece suslarin antibiyotik ve ¢oklu
metal direnclilik profilleri belirlenmistir. Suslarin metal diren¢ mekanizmasini
belirlemek amaciyla total protein, dis membran protein ve plazmit izolasyonu
calismalar1 yapilmistir. Plazmit varliglr gosterilen suslarda plazmit eliminasyonu
(curing) calismalar1 yapilarak antibiyotik, metal direncliligi ve bunlarin plazmit ve

kromozomal DNA ile iligkilendirilmesi kurulmaya ¢aligilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Kullamlan Besiyerleri
2.1.1.1. Nutrient Agar

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmas1 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 once 121°C’de 1 Atm basingta
otoklavda steril edildi.

2.1.1.2. Nutrient Broth

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

g)’nden olusmaktadir.

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

otoklavda steril edildi.
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2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler

Ag ve Sr direncli suglarin plazmit eliminasyon (curing) deneylerinde Cizelge 2.1°de

gosterilen antibiyotik diskler kullanilmastir.

Cizelge 2.1. Antibiyotik diskler ve konsantrasyonlari

Konsantrasyon
Antibiyotikler (ug/mi)
Gentamicin (G) 10
Rifampin (RA) 5
Erythromycin (E) 15
Penicilin (P) 10
Ampicillin (AM) 10
Chloramphenicol (C) 30
Tetracycline (TE) 30
Amoxycillin (AMC) 30
Cefoperazone/ Sulbactam (CES) 105
Oxacillin (OX) 1
Vancomycin (VA) 30
Bacitracin (B) 10

2.1.3. Kullanmilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.
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2.1.3.2. Kullamlan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.1. Plazmit Izolasyonunda Kullanmilan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0,990 gram glukoz, 0,394 gram Tris, 0,372 gram EDTA tartilarak 100 ml suyla

(pH: 8) tamamlanir.

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

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

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

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

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

hacimi 250 ml olacak sekilde steril su ile tamamlanir.

2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 gram Tris, 37,2 gram Na,EDTA.2H,0 tartilarak 57,1 ml glasiyal asetik asit ile

¢oziiliir. Son hacim 1000 ml olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanir.
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2.1.3.2.2. Kromozomal DNA Izolasyonunda Kullamilan Tamponlar

2.1.3.2.2.1. Tris/EDTA Tamponu (250 ml)

0,3 gram Tris ve 0,008 gram EDTA tartilip 250 ml steril suyla (pH: 8,0)

tamamlanir.

2.1.3.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 ml)

10 gram SDS tartilarak 100 ml steril suda ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.3. Proteinaz K’nin Hazirlanmasi (10 ml)

0,0384 CaCl,.2H,0 tartilarak, 5 ml gliserol ve 100 pul, 1 M Tris-HCI (pH: 8,0) ile
¢Oziilmiistir. Son hacim 10 ml oluncaya kadar steril su ile tamamlanmistir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak 100 mg proteinaz K ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 ml)

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

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 ml)
4,1 gram NaCl tartilarak 90 ml steril suda ¢oziilmiistiir ve 10 gram CTAB yavasc¢a

soliisyona eklenerek 65°C’ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 ml oluncaya kadar

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

96 ml kloroform, 4 ml izoamil alkol ile karistirilmastir.

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

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

hazirlanmastir.

2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 ml)

Izopropanol alkolden 100 ml alinarak plazmit izolasyonunda kullanilmustir.

2.1.3.2.2.9. %70’lik ethanol (100 ml)

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

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

8,47 gram Tris-HCI tartilarak 50 ml steril suda coziilmiistir ve pH: 8,0’e

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

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

0,12 gram Tris-HCI tartilarak 100 ml steril suda ¢oziilmiistiir.
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2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullamilan Tampon Cozeltiler

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

6,8 gram KH,PO,4 ve 8,7 gram K,HPO, tartilip 1000’er ml distile suda ¢oziiliir.

Hazirlanan iki ayr ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak pH: 7,0’ ye ayarlanir.

2.1.3.2.4. Dis Membram Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

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

0,1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziiliir ve HCl ile pH: 8,0’e ayarlanir. Son

hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

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

1,75 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢oziiliir ve 1,67 ml Triton X-100 eklenerek

HCl ile pH: 7,6’ya ayarlanir. Son hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.
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2.1.3.2.5. Lipopolisakkarit izolasyonunda Kullamlan Tampon Céozeltiler

2.1.3.2.5.1. PBS soliisyonu

8,47 g NaCl, 0,3 g NaH,PO,4 ve 1,065 g Na,HPO, tartilir ve 1000 ml distile suyla

¢oziilir.

2.1.3.2.6. SDS PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.2. SDS PAGE stok soliisyonlar1 hazirlanisi

Stok Soliisyonlar1 Hazirlamis1

24,2 gram Tris tartilir, 50 ml distile suda ¢oziiliir, derisik HCI1

Tris-HCI, 2 M

ile pH: 8,8’e ayarlanip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

12,1 gram Tris tartilir, 50 ml distile suda ¢6ziiliir, konsantre
Tris-HCI, 1 M

HCl ile pH: 6,8’e ayarlanip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
10 gram SDS tartilip distile su ile 100 ml’ye
SDS (%10)
tamamlanir.
50 ml %100°1iik gliserol alinip distile su ile 100 m1’ye

Gliserol (%50)

tamamlanir.

100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 ml distile su i¢inde
Bromfenol mavisi (%1)
¢Oziiliir.
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2.1.3.2.7. SDS-PAGE Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanis

Cizelge 2.3. SDS PAGE calisma soliisyonlari

Calisma Soliisyonlar1

Hazirlamis1

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

29,2 gram akrilamid ve 0,8 gram bisakrilamid tartilip distile su
ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢oziiliir.

Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon B (4x) (100ml)

2 M Tris-HCI (pH = 8,8) 75 ml, %10’lik SDS 4 ml, distile su
21 ml. Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon C (4x) (100ml)

1 M Tris-HCI (pH = 6,8) 50 ml, %10’l1ik SDS 4 ml, distile su
46 ml. Buzdolabinda saklanir.

Amonyum persiilfat

%10’Iuk (5 ml)

0,5 gram amonyum persiilfat tartilip distile su ile 5 ml’ye

tamamlanir.

Elektroforez Tamponu

Tris (25 pM) 3 gram, glisin (192 mM) 14,4 gram, SDS (% 0,1)

(1L) 1 gram tartilip distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH =8,3
. 1 M Tris-HCL (pH = 6,8) 0,6 ml, %50 Gliserol 5 ml, %10 SDS
OrnekTamponu (5x)
(10m) 2 ml; 0,5 ml 2-merkaptoetanol, %1 Bromfenol mavisi 1 ml; 0,9
m

ml distile su. Buzdolabinda saklanir.

2.1.3.2.7.1. Ayiric1 Jelin Bilesimi (% 12’lik)

Cizelge 2.4. 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
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2.1.3.2.7.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (% 4’liik)

Cizelge 2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

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

9%0.1 Commassie Brillant Blue boya tartilarak, %12’lik glasiyal asetik asit ve

%50’1ik metanol ile karistirtlarak ¢oziiliir.

2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Kizilirmak Nehri, 410 30" Kuzey, 360 05' Dogu koordinatlar1 arasindadir ve 1150
km’den uzun su yatagi, 75.000 km?” drenaj alan1 ve yillik ortalama 184,2 m*/s debisi
ile Tirkiye’nin en uzun nehri olup Kizilirmak Deltasi’m1 gecerek Karadeniz’e

ulagmaktadir [77].

.......

Sekil 2.1. Kizilirmak’in Lokasyonu
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Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya acilan kapist olma, Makine
Kimya Endiistrisi ile Tiipras Rafinerisi gibi biiyiik sanayi kuruluslarin1 biinyesinde
barindirma ve Kizilirmak gibi Tiirkiye’nin en biiyiikk nehirlerinden birinin
giizergahinda yer almasindan dolayr olduk¢a onemli illerden biridir. Kirikkale
ili'nde sanayi oldukca gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi

kuruluslart Kizilirmak Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir [78].

Cizelge 2.6. Orneklerin alindig1 bolgeler ve koordinatlari

Bolge
Bolge Ad1 Bolge Koordinatlar:
Numarasi
) . 029-04-413 E, 049-34-799 N, 787 m 1, 36535725 E,
1 Kesikkoprii Barajt
359627 N
) Kesikkoprii Baraji Su 029-04-078 E, 049-36-668 N, 743 m 1, 36536086 E,
Tutma Bendi 4361301 N
3 Erdemli Mah. — 028-99-271 E, 049-40-651 N, 736 m 1, 36533459 E,
Sarimusalli Mevkii 4366292 N
4 Akkosan Merkez 028-98-818 E, 049-44-154 N, 732 m 1, 36534293 E,
Mevkii 4369376 N
5 Egribiik — Akkosan 028-95-604 E, 049-51-726 N, 721 m 1, 36534232 E,
Y. Mevkii 4376815 N
p Bucakyazi — 028-95-750 E, 049-54-635 N, 717 m 1, 36535362 E,
Sazbucag1 Mevkii 4979196 N
- Sulubiik — Kiyibagi 028- 95-224 E, 049-61-767 N, 721 m 1, 36537396 E,
Mevkii 4385336 N
g Kapulukaya Baraji 028-94- 621 E, 049- 67-384 N, 717 m 1, 36538842 E,
Girisi 4390239 N
9 Kapulukaya Baraj1 Su 028-93-959 E, 049-76-268 N, 709 m 1, 36541376 E,
Tutma Bendi 4397890 N
10 Asagiyazi Kum Ocagi 028-89-508 E, 049-81-299 N, 677 m 1, 36539417 E,
Mevkii 4403641 N
1 Mezbahane — MKE 028-94-621 E, 049-87-349 N, 665 m 1, 36539895 E,
Tesisleri Mevkii 4409369 N
Irmak Mevkii — 028-77-731 E, 049-98-600 N, 656 m 1, 36535629 E,
12 Kizilirmak 1 Simir 4422195 N
Cikis1
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2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen 12

bolgeden Eyliil 2009’da su ornekleri toplanmaistir.

2.2.3. Ag ve Sr’ye Direncli Bakterilerin izolasyonu

Ag ve Sr agir metallerine direngli suslarin se¢imi i¢in agir metal igeren ortam
kullanilmagtir. 12 bolgeden alinan su orneklerinden Ag ve Sr direncli suslar1 se¢mek
icin literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda ayr1 ayri AgNOs ve SrCl, agir
metalleri iceren nutrient agar (NA) ortamlari hazirlanmistir. Bu ortamlara her
bolgeden alinan su drnekleri seyreltme yapilarak ekilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibe
edilen orneklerden iireme olan Ag ve Sr direngli farkli koloniler secilerek

saflagtirma islemi yapilmistir.

2.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

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

ve hiicrelerin diizenlenmesi gozlemlenmistir.

2.2.5. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Ag ve Sr agir metallerine direncli suslarin MIK degerleri, nutrient agar ortamina
giderek artan konsantrasyonlarda AgNOs ve SrCl, eklenerek saptanmistir. 37°C’de

48 saat inkiibe edilmistir ve iireme olan petrilerdeki kiiltiirler daha yiiksek

konsantrasyondaki ayr1 ayr1 Ag ve Sr metalleri bulunan ortamlara ekilmistir. 48 saat
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siire sonunda iireme goriilmeyen suslarin son agir metal konsantrasyonu MIK

degeri olarak saptanmistir.

2.2.6. izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Ag ve Sr direncli suslar izole edilmistir. Bu suslarin MiK
degerleri belirlenmistir ve en yiiksek MIK degerine sahip direncli suslar secilmistir.
Secilen suslarin morfolojik 6zellikleri belirlenmis ve API 20 NE kitleri kullanilarak
biyokimyasal testleri yapilmistir. Bu sonuclara gore suslar identifiye edilmistir [79,

80].

2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direncliligi

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

Boylece suslarin metallere karsi coklu direng profilleri belirlenmistir.

Ag direncli suslarin, literatiirde belirtilen konsantrasyonda Cd, Al, Li, Ba, Cr, Mn,
Pb, Co, Fe, Cu, Sn, Ni, Zn, Hg, Sb, Sr agir metallerine direnglilikleri tespit
edilmigtir. Nutrient agarli ortama belirlenen konsantrasyonlarda ayri ayri agir
metaller eklenmistir ve izole edilen Ag direngli suslarin ekimi yapilmistir. 37°C’de
48 saat inkiibe edilmistir ve iireme olan suslarin ortama eklenen metale karsi
direngli, iireme olmayanlarin ise duyarli oldugu tespit edilmistir. Sr direngli

suslarda ise Ag direncli suslarda kullanilan metod uygulanmustir.

2.2.8. Bakteri Biiyiime Egrilerinin Belirlenmesi
MIK degerleri belirlenen Ag ve Sr metallerinin bulundugu NB ortaminda,

kiiltiirlerden 100 pl 6rnek alinarak, 100 ml NB i¢inde inokiile edilmistir. Bu islem

belirlenen konsantrasyonlarda Ag ve Sr metallerinin bulundugu NB ortamlar icin
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de tekrarlanmuigtir. Kiiltiirler 37°C’de ¢alkalamali olarak inkiibe edilmistir ve 0.
saatten itibaren, OD 600 nm’de, her 2 saatte bir spektrofotometre ile Ol¢iim

degerleri alinarak iireme egrisi ¢ikarilmistir.

2.2.9. Plazmit izolasyonu

Saflastirilmis izolatlardaki plazmitlerin varligi alkali lizat metodunun modifiye hali
kullanilarak saptanmustir [81]. Plazmit izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda AgNO;3 ve
SrCl, metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmistir. 37°C’de 24
saat inkiibe edilen kiiltiirlerden 1.5 ml alinarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilmistir ve tekrar 1,5 ml Kkiiltir konularak islem
tekrarlanmistir. Pelletlerin tizerine 100 pul GTE (glukoz/ tris/ EDTA) ilave edilmistir
ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmistir. 200 pl, 0,2 N NaOH/ %1 SDS
soliisyonun iizerine ilave edilerek c¢ok yavas kanstrilmistir ve 5 dakika
bekletilmistir. 150 pl, 3M potasyum asetat ilave edilmistir ve karistirilarak 5 dakika
bekletilmistir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilen soliisyonun {iist kismi
toplama tiipiine alinarak pellet kism1 atilmistir. %100’liik etanolden 900 pl tiiplere
konulmus ve -20°C’de 1 gece bekletilmistir. Gece sonunda beklemis olan soliisyon
13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant kismi atilmistir. Pellet
tizerine %70’lik etanolden 1 ml eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminden sonra iist faz atilmistir ve pellet iizerine 20 pl su ve

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

2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

Izole edilen Ag ve Sr direncli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting
ve Horn [82] tarafindan tanimlanan metoda gore elde edilmistir. 15 ml’lik kiiltiir
5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet
izerine 5,7 ml TE tamponu eklenmistir ve karistirllmistir. Daha sonra 30 uLL %10

SDS, 30 uL proteinaz K ve RNAaz eklenerek 60 dakika 37°C inkiibe edilmistir.

46



Inkiibasyondan sonra 100 puL. 5 M NaCl eklenerek Kkaristirilmistir. 800 uL
CTAB/NaCl tamponu karigim iizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe
edilmistir. Kloroform/ izoamil alkol soliisyonu ekleyerek 5 dakika 13000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni tiiplere alinarak fenol/ kloroform/ izoamil
alkol tamponu eklenmis ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet
tizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmis ve kanstiriip 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilarak pellet iizerine 5 ml %70’lik etanol eklenmis ve 10
dakika santrifiij edilmistir. Etanol uzaklastirilmistir ve pellet kurutularak 200 uLL TE

tamponu eklenmistir ve -20°C’de saklanmustir.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmas1 ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%1,5’1uk jel hazirlamak i¢in 1,5 g agaroz 100 ml 10x TAE tamponu ile ¢oziildiikten
sonra 1sitilarak eritilmistir. Cozelti yaklagik 40°C’ye kadar sogutulup, jel kutusuna
dokiilmiistiir ve iizerine jel tarag yerlestirilmistir. Jel tamamen polimerize olduktan
sonra tarak dikkatlice ayrilmistir. 20-25 pL’lik miktarlarda DNA  Ornekleri
alindiktan sonra mikropipet ile Ornek cukurlarina yliklenmistir. Separe edilen
plazmitlerin molekiiler agirliklarim1 belirlemek amaci ile jeldeki cukurlardan birine
3 uL marker DNA (Sigma Lambda DNA Ecor I + Hind III ready to use solution)
yiiklenmistir. Jel agaroz aparatina yerlestirilmistir. Aparata jelin iizerini kaplayacak
kadar yiiriitme tamponu konulmustur. 100 V/cm? voltaj uygulanarak 1,5 saatte
yiiriitme islemi tamamlanmistir. Separasyon zamanini sonlandirmak igin, yiikleme

tamponunda bulunan brom fenol mavisinin jelde katettigi mesafe bize yol gosterir.

2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabina
konulmustur ve jel ilizerine 0.5 pg/ml konsantrasyonda etidyum bromid boyama
solisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlast jeli 1 mM MgSO4
solisyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri alinmistir. Jel daha sonra

U.V. transilliiminator {izerine konularak fotograflar ¢ekilmistir [83].
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2.12.13. Plazmit DNA Molekiiler Agirhik Belirlenmesi

Plazmit DNA’larin  molekiiler agirliklarin1  belirlemek amaciyla Lambda
DNA/EcoRI+HindIII marker referans alinarak, her bir jel i¢in ayr1 ayr1 standart egri
cizilmistir. Jel tizerindeki marker bandlarinin yiiriidiigii mesafe ve bandlarin bilinen
molekiil agirlik degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen

DNA bandlarinin molekiil agirliklart hesaplanmaistir.

2.2.14. Plazmit Eliminasyonu (Plazmit Curing)

Izole edilen Ag direncli ve Sr direncli bakterilerin plazmit izolasyonu yapildiktan
sonra plazmit varligi belirlenen suslarin yiiksek sicaklik kullanilarak plazmit

eliminasyon (curing) ¢alismalart yapilmistir [84].

2.2.15. Total Protein Izolasyonu

Ag ve Sr metallerine direngli suslarin total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve
arkadaslar1 [85] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. 100 ml’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda AgNO;3 ve
SrCl, metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapilmistir. Kiiltiirlerden
besiyerlerini uzaklastirmak i¢in santrifiij yapilmistir. Elde edilen pelletlerin iizerine
5 ml steril su eklenerek 2 kez yika islemi gerceklestirilmistir. Pelletler {izerine 2 ml
fosfat tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devir de sonikasyon islemi
uygulanmistir. 2000 rpm de 2 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant temiz
tiiplere transfer edilmistir. 75ul ornek iizerine 75ul 6rnek tamponu ilave edilmistir.

Elektroforez islemi 6ncesinde 6rnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmustir.
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2.2.16. D1s Membran Protein izolasyonu

D1s membran proteinleri Achtman ve arkadaslar1 [86] tarafindan tanimlanan metoda
gore elde edilmistir. D1 membran proteinleri izole edilecek bakterilerin, 100 ml’lik
metal icermeyen NB besiyerine ve 100 ml’lik belirlenen konsantrasyonlarda
AgNO;3; ve SrCl, metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmigtir.
Kiiltirler log fazinin ortalarinda alinarak santrifiij edilmistir ve besiyeri
uzaklastirilmistir. 10 ml, 10 mM Tris-HCI pelletler iizerine eklenerek sonikasyon
(80 sn, %50 devir) islemi ile hiicreler parcalanmistir. Parcalanan hiicreler 3000
rpm’de, 20 dakika, 4°C’de santrifiij yapilarak uzaklagtirilmistir. Siipernatant temiz
tiiplere alinarak 20.000 rpm, 60 dakika, 4°C’de santrifiij yapilmistir. Pelletler
tizerine 150 pl steril su eklenerek -20°C’de 1 gece bekletilmistir. -20°C’den alinan
orneklere 200 pl Triton-X igeren soliisyon eklenmistir ve 20°C de bekletilmistir.
Ornekler 20°C’de, 90 dakika, 2000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Pelletler iizerine 50
ul ornek tamponu eklenmistir ve elektroforezden once 100°C’de 5 dakika

bekletilmistir.

2.2.17. Dis Membran ve Total Protein Bandlar1 Molekiil Agirhklarimin

Belirlenmesi

Dis membran ve total protein bandlarinin molekiiler agirliklarini belirlemek
amaciyla Protein Weight Marker MW-SDS-70 referans alinarak, her bir jel icin ayr1
ayr1 standart egri ¢izilmistir. Jel {izerindeki marker bandlarinin yiiriidiigii mesafe ve
bandlarin bilinen molekiil agirlik degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu

metod ile bilinmeyen protein bandlarinin molekiil agirliklart hesaplanmustir.

2.2.18. Bakterilerin Lipopolisakkarit Analizi
Izole edilen Ag ve Sr direngli bakterilerden LPS izolasyonu Achtman ve arkadaslart

[86] tarafindan tanimlanan metoda gore elde edilmistir. Ag ve Sr direngli

bakterilerden LPS izole edilmesi i¢in, 100 mI’lik metal icermeyen NB besiyerlerine
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ve ayrt ayrt 8 mg/LL AgNO; ve 2000 mg/L SrCl, bulunan 100 ml’lik NB
besiyerlerine ekimler yapilmistir. Kiiltiirler log fazinin ortalarinda alinarak santrifiij
edilmistir ve besiyeri uzaklastirllmigtir. Pelletler iizerine 1 ml fosfat tamponu
eklenerek, 60°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. 1nk1'ibasyon sonrasinda Ornekler
santrifiij yapilmistir ve siipernatant temiz tiiplere alinmistir. 50 pLL 6rnek iizerine 50
uL Ornek tamponu eklenmistir ve 100°C’de 10 dakika bekletilmistir. Alinan
orneklere 40 pL proteinaz K ilave edilerek 60°C’de 60 dakika bekletilmistir ve

elektroforez yapilmasi i¢in 6rnekler hazir duruma getirilmistir.

2.2.19. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Di1s membran, total protein ve LPS analizleri Laemmli’ye [87] gore, %4’likk
dengeleyici ve %12’lik ayirict jel kullanilarak sodyum dodesil sulfat poliakrilamid
jel elektroforezinde (SDS-PAGE) yapilmistir.

2.2.19.1. Ayirma Jelinin Hazirlams1

16,7 ml Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’1luk), 19,8 ml distile su, 12,5 ml 1,5 M Tris-
HCI (pH 8,6), 500 ml %10’luk APS (amonyum persulfat), S00 ml %10’luk SDS
birbirine iyice karistirildiktan sonra 30 ml TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave
edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin
ist kismu distile su ile kaplanarak hava ile temasi 6nlenmis ve polimerize olmasi

icin bekletilmistir.

2.2.19.2. Dengeleyici Jelin Hazirlams:
3.4 ml %30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13,6 ml distile su, 2,5 ml 1 M Tris-HCI

(pH 6,8), 200 ml %10’luk APS ve 200 ml %10’luk SDS birbiri ile iyice

karistirildiktan sonra 20 ml TEMED ilave edilmistir. Bu karisim, polimerize olan
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ayirma jelinin {izerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli lizerine

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

2.2.19.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak cikarilmis, kuyucuklar -elektroforez yiiriitme
tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yiiriitme
tamponu ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 30 mA’de

yaklasik 150 V’ta ortalama 1 saat yiiriitiilmiistiir.

2.2.19.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitleme cozeltisi icerisinde bir
gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama cozeltisine alinmig
ve ortalama 1 giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lik
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmistir [88].

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

3.1. Giimiis ve Stronsiyuma Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MIK

Degerlerinin Belirlenmesi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bolgeden alinan su orneklerinden
giimiis ve stronsiyuma direngli suslar izole edilmistir. Cizelge 3.1°de belirtildigi
gibi giimiise direngli 5 sus ve stronsiyuma direngli 7 sus izole edilerek, MIK
degerleri saptanmustir. En yiiksek MIK degeri AgNOs icin 8 mg/L, SrCl, igin ise
2000 mg/L olarak belirlenmistir. 8 mg/L giimiis konsantrasyonunda 10. ve 11.
bolgelerden izole edilen iki susun diren¢ gosterdigi belirlenmis ve bu suslara
sirastyla Agl0 ve Agll kodu verilmistir. Stronsiyuma ise 2000 mg/L
konsantrasyonunda 2. ve 11. bolgelerden izole edilen iki susun diren¢ gosterdigi

tespit edilmis ve bu suslara da sirasiyla Sr02 ve Sr11 kodu verilmistir.

Cizelge 3.1. Giimiis ve stronsiyum direngli suslarin bolgelere gore yayilimi

Ornek Alinan Bolgeler ve Bakteri Ureme Durumlar:

Agir
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
metaller
AgNO; - - - + - + - - - + + +
StCl, + + - - - - + + - + + +

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

3.2. Bakterilerin Identifikasyonu
Cizelge 3.2°’de gosterildigi gibi giimiis direncli Agl0 ve Agll kodlu suslar ile

stronsiyum direncli Sr02 ve Srll kodlu suslarin morfolojik ve biyokimyasal

ozellikleri belirlenerek teshis edilmistir.
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Cizelge 3.2. Giimiis ve stronsiyum  direncli suslarinin biyokimyasal

ozellikleri
Giimiis Direncli Suslar Stronsiyum Direncli Suslar
Biyokimyasal
Oellikler Agl0 Agll Sr02 Sr11
Sekil Basil Basil Basil Basil
Gram Reaksiyon ) ©) ) ©
Alaskanlik Akigkan Mukoid Yapiskan Yapiskan
Optik Ozellikler Saydam Opak Opak Opak
Pigment Yok Beyaz Sar1 Yesilimsi sart
DP300 (DP3) + - - +
Ure (URE) - - - _
Malonat(MLT) - + + -
Inositol (INO) - + - -
Arabinoz(ARA) - + - -
Glukoz (OFG) + + + +
Sitrat (CIT) + + - -
Mannitol(MAN) - + + -
Adonitol (ADO) - + - -
Glukoz (GLU) - + - R
Malonat(MAL) - + - -
Ksiloz(XYL) + + + +
Arjinin (ARG) + - - +
Asetamin(ACE) - - - -
TDA (TDA) - - - R
Rafinoz (RAF) - + - -
Hidrojen Siilfiir (H>S) - - - -
Lizin Dekarboksilaz
(LYS) ’ ¥ ’ )
Eskiilin (ESC) - + - R
Polimiksin B (PXB) + - - -
Sorbitol (SOR) - + - -
ONPG (ONP) - + - R
Ornitin(ORN) - - - R
Plant indican (PLI) - + + -
Laktoz %10 (LAC) - + + -
Siikroz (SUC) - + + -
Ramnoz(RHA) - + - -
Oksidaz (OXI) + - - +
Tanmlanan Tiirler Pseudomonas Klebsiella Sphingomonas Pseudomonas
putida pneumoniae paucimobilis fluorescens

(-); negatif, (+); pozitif
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Glimiis ve stronsiyum direngli suslarin  biyokimyasal testleri esas alinarak
tamimlama yapilmistir. Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi giimiis direncli AglO ile
Agl1 kodlu suslar sirasiyla Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae olarak
tanimlanmiglardir. Stronsiyum direngli Sr02 ile Sr11 kodlu suslar ise Sphingomonas

paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens olarak tanimlanmistir.

3.3. izole Edilen Bakterilerin Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Izole edilen giimiis direngli Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suslari
ile stronsiyum direngli Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas fluorescens
suslarinin metal ve antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir. Bu suslarin

direnclilik sonuclar Cizelge 3.3’de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Glimiis direngli ve stronsiyum direncli suglarin metal direnglilik ve

antibiyotik direnclilik profilleri

Metal Direnclilik Antibiyotik Direnclilik
Sus Ada
Profili Profili

S

% Pseudomonas putida Ag, Al, Li, Sn, Ni, Sr ATM, PEF, TIC, CA
é” &
5 4 Ag, Al, Li, Ba, Mn, Pb, ATM, IPM, PEF, PRL,

o Klebsiella pneumoniae

Aa Fe, Cu, Sn, Ni, Sr TZP, TIC, CA

= Al, Li, Ba, Mn, Pb, Ag,
£ % Sphingomonas paucimobilis ATM, CN, PEF, TOB
S 2 Cu, Sn, Ni, Sr
s g ATM, CN, PEF, PRL,
=3 & Pseudomonas fluorescens Al, Li, Ba, Fe, Ni, Sr

a TOB, SXT

Al: Aliminyum, Ba: Baryum, Cu: Bakir, Fe: Demir, Li: Lityum Mn: Mangan, Ni: Nikel, Sn: Kalay,
Pb: Kursun, Sr: Stronsiyum; ATM: Aztreonam, PEF: Pefloxacin, CA: Ticarcillin/CA, IPM:
Imipenem, PRL: Piperacillin, TZP: Piperacillin/Tazobactam, TIC: Ticarcillin

Gilimiis direngli suslarin ¢oklu metal ve antibiyotik direnclilik profillerine
bakildiginda, Klebsiella pneumoniae susunun Pseudomonas putida’ya gore daha

fazla agir metale ve antibiyotige diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Cizelge 4.3’de

54



belirtildigi gibi Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suslarinin Al, Li,
Sn, Ni, Sr metallerine ve ATM, PEF, TIC, CA antibiyotiklerine ortak direng
gosterdikleri de saptanmistir. Stronsiyum direncli suslarin  ¢oklu metal ve
antibiyotik direnglilik profillerine bakildiginda Sphingomonas paucimobilis’in daha
fazla metale diren¢ gosterdigi, Pseudomonas fluorescens’in ise daha fazla
antibiyotik direncliligi gosterdigi belirlenmistir. Cizelge 3.3’de belirtildigi gibi
Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens suslarinin Al, Li, Ba, Ni
metallerine ve ATM, CN, PEF, TOB antibiyotiklerine ortak diren¢ gosterdikleri

saptanmistir.

3.4. Bakteri Biiyiime Egrileri

3.4.1. Giimiis Direncli Bakterilerin Biiyiime Egrileri

Izole edilen suslardan giimiis direngli Pseudomonas putida ve Klebsiella
pneumoniae suglarinin biiyiime egrileri Sekil 3.1°de verilmistir. Her iki susun da

giimiis icermeyen ortamda log fazina erken gectigi ve giimiis iceren ortamda ise 12

saatlik bir gecikme faz1 gosterdigi belirlenmistir.

ODgan

=
=

0.1

o:s. T T R e e T 0 4 B 1216 20 M4 1832 36 40 M4 4§ &2

zaman(s) zaman(s)

(a) (b)
Sekil 3.1. Pseudomonas putida (a) ve Klebsiella pneumoniae (b) suslarinin
=#= giimiis icermeyen ortamdaki ve —®—; giimiis iceren ortamdaki

biiylime egrileri
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3.4.2. Stronsiyum Direncli Bakterilerin Biiyiime Egrileri

Izole edilen suslardan stronsiyum direncli Sphingomonas paucimobilis ve
Pseudomonas fluorescens suslariin biiyiime egrileri Sekil 3.2°de verilmistir. Bu
suslarin  stronsiyum igeren ve icermeyen ortamda gecikme fazinin oldugu
belirlenmistir. Stronsiyum igeren ortamdaki suslarin logaritmik tireme fazinin daha

uzun oldugu gozlemlenmistir.

5 3
45
.4 » p—— 25 g & 8 @& 3
218 ' g 2 g
g3 ¥
g S s 7
ol c 4
15 1 ’
! 05
05 s
0 Fump=l 04
004 8§ 2620242823 4H04488% 004 8 2 52 4282% 404485
ZAman(s) Zaman(s)
(a) (b)

Sekil 3.2. Sphingomonas paucimobilis (a) ve Pseudomonas fluorescens (b)
suslarinin =% ; stronsiyum i¢ermeyen ortam ve =& stronsiyum

iceren ortamdaki biiylime egrileri

3.5. Bakterilerin Plazmit ve Kromozomal DNA Analizleri
Gilimiis ve stronsiyum direngli suslarin metal direngliligi ile plazmit profilleri

arasindaki iliskiyi ortaya ¢cikarmak amaciyla metal iceren ve icermeyen ortamlarda

tiretilen bakterilerden plazmit izolasyonu ve eliminasyonu ¢aligmalar yapilmugtir.
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3.5.1. Giimiis Direncli Bakterilerin Plazmit ve Kromozomal DNA Analizleri

Gilimiis direncli Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suslarinin plazmit
DNA ve kromozomal DNA profilleri ¢ikarilmistir. Sekil 3.7°de her bir jel icin ayri
ayr1 elde edilen standart egri ile molekiiler agirligr bilinmeyen plazmit DNA’larin
molekiiler agirliklart belirlenmistir. Sekil 3.3 a’da gosterildigi gibi, Pseudomonas
putida da giimiis iceren ve icermeyen ortamda 21 kb boyutunda plazmitler tespit
edilmistir. Plazmit eliminasyonu yapilarak metal ve antibiyotik direncliliginin
plazmit DNA ile iligkisi arastinlmistir.  Plazmit eliminasyonu sonrasinda
Pseudomonas putida’nin glimiis iceren ortamda iireyemedigi, rifampin, penicilin,
oxacillin, vancomycin ve basitracin antibiyotiklerine karsi direncliligini kaybettigi
belirlenmistir. Sekil 3.3 c¢’de Pseudomonas putida susunun kromozomal DNA

lokasyonu gosterilmistir.

M 1 2 M1 12 M1 12

Bk Krun;}c:?:mal
515kh —» : N2
T —
190 kh——>
159 kb
(a) (b) ()

Sekil 3.3. Pseudomonas putida susunun plazmit DNA profili (a), plazmit

eliminasyonu (b) ve kromozomal DNA lokasyonu (c)

(a) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA (giimiis icermeyen
ortam), 2; plazmit DNA (gilimiis iceren ortam)

(b) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA, 2; plazmit
eliminasyonu

(c) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIII), 1; plazmit DNA, 2; kromozomal
DNA
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Glimiis direngli diger bir sus olan Klebsiella pneumoniae’nin plazmit profil analizi
ve kromozomal DNA izolasyonu yapilmistir. Sekil 3.4 a’da belirtildigi gibi
Klebsiella pneumoniae’de glimiis iceren ve icermeyen ortamda plazmit tespit
edilememistir. Sekil 3.4 b’de Klebsiella pneumoniae’nin kromozomal DNA

lokasyonu gosterilmistir.

LT |

[T

M 1

L

(&)

2123kh —
515kh — @
427 kh—>
2.02 kb
190kb—
159 kh—®

. Eromozomal
DNA

(a) (b)

Sekil 3.4. Klebsiella pneumoniae susunun plazmit (a) ve kromozomal DNA (b)

lokasyonu

(a) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA (giimii§ icermeyen
ortam), 2; plazmit DNA (giimiis igeren ortam)
(b) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA, 2; kromozomal DNA

3.5.2. Stronsiyum Direncli Bakterilerin Plazmit ve Kromozomal DNA

Analizleri

Stronsiyuma direncli Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens
suslarinin plazmit DNA ve kromozomal DNA profilleri ¢cikarilmistir. Sekil 3.7 de
her bir jel i¢in ayr1 ayr1 elde edilen standart egri ile molekiiler agirliklar: bilinmeyen
plazmit DNA’larin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Sekil 3.5 a’da gosterildigi

gibi Sphingomonas paucimobilis stronsiyum iceren ortamda 21 ve 27 kb
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boyutlarinda iki plazmit bulundurmasina ragmen stronsiyum icermeyen ortamda ise

herhangi bir plazmit varlig1 gosterilememistir.

Plazmit eliminasyon calismalar1 sonucunda, Sphingomonas paucimobilis’in
stronsiyum igeren ortamda tiredigi ve antibiyotik direnclilik profilinde ise herhangi
bir degisim olmadig goriilmiistiir. Sekil 3.5 b’de Sphingomonas paucimobilis

susunun kromozomal DNA lokasyonu gosterilmistir.

«— 2738k
L +— 1738 kb
2123 kh ———»
2123 kh— " Kromozomal

515kh —  » DNA

427k —— 515kh —
e 427 ——>
1.90 kb——
202kh—
1.90 kh——
159 kb —»

159 kh —»

(@) (b)

Sekil 3.5. Sphingomonas paucimobilis susunun plazmit (a) ve kromozomal DNA
(b) lokasyonu

(a) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIll), 1; plazmit DNA  (stronsiyum
icermeyen ortam) izolasyonu, 2; plazmit DNA (stronsiyum igceren ortam)
(b) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA, 2; kromozomal DNA

Sekil 3.6 a’da gosterildigi gibi stronsiyum direncli diger bir sus olan Pseudomonas
fluorescens’in stronsiyum igeren ve icermeyen her iki ortamda da 21 kb boyutunda
plazmit tespit edilmistir. Sekil 3.6 b’de, plazmit eliminasyonu Oncesi ve sonrasi
plazmit DNA profilleri gosterilmistir. Plazmit eliminasyonundan sonra
Pseudomonas fluorescens’in stronsiyumlu ortamda tiredigi, gentamicin, rifampin,
erythromycin, penicilin, ampicillin, chloramphenicol, amoxycillin,
cefoperazome/sulbactam, oxacillin, vancomycin ve bacitracin antibiyotiklerine
kars1 direncliligini kaybettigi de tespit edilmistir. Sekil 3.6 c’de Pseudomonas

fluorescens sugunun kromozomal DNA lokasyonu gosterilmistir.
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M1

(=3

M112 M1 1

Lk —p Kromozomal
1123 K D — £15kb E— DNA
*;'*lssi‘ki — s ANk — 47—
AN — 5likh —» i-gﬁﬁ—r
11Tk —* 3 *
102kh—p 159 kb ’
L3 kh—F
Lk —* llglg}lli)—h
S0kh—F
(a) (b) (©)

Sekil 3.6. Pseudomonas fluorecens susunun plazmit DNA profili (a), plazmit
eliminasyonu (b) ve kromozomal DNA (c) lokasyonu

(a) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA (stronsiyum iceren
ortam), 2; plazmit DNA (stronsiyumlu ortam)

(b) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIll), 1; plazmit DNA, 2; plazmit
eliminasyonu

(c) M; Marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIIl), 1; plazmit DNA, 2; kromozomal
DNA

Sekil 3.7°de ornegi gosterildigi gibi Lambda DNA/EcoRI+HindIIl markera gore her
bir jel icin ayr1 ayr1 elde edilen standart egriden plazmit DNA’larin molekiil

agirliklart belirlenmistir.

1.4 ~
1.2 4
e 1]
E 08
i 3
= 0.8
q oo
= -
0.2 - *
a 20 40 [aZi]
log{ k b}

Sekil 3.7. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

60



3.6. Bakterilerin Di1s Membran ve Total Protein Analizi

Gilimiis ve stronsiyum direngli suslarin metal iceren ve icermeyen ortamlardaki dis

membran ve total protein profilleri incelenmistir.

3.6.1 Giimiis Direncli Bakterilerin Dis Membran ve Total Protein Analizi

Glimiis direngli Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suslarinin dis
membran ve total protein profilleri cikarilmistir. Sekil 3.12°de bir Ornegi
gosterildigi gibi her bir jel i¢in ayr1 ayr elde edilen standart egri ile molekiiler
agirliklart bilinmeyen protein bandlarinin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir.
Pseudomonas putida susunun dis membran ve total protein profilleri Sekil 3.8’de
gosterilmistir. Glimiis iceren ortamda 38,3, 21,4, 15,9 kDa boyutlarindaki dig
membran proteinlerinin ve 38,3, 21,4, 15,9, 12,8, 9,3 kDa boyutlarindaki total
proteinlerin ekspresyonun arttigi tespit edilmistir. Plazmit eliminasyon sonrasinda
s0z konusu bu dis membran ve total proteinlerin ekspresyonlarinda azalma oldugu

da goriilmiistiir.

M 1 i 3 M 1 2 3
-] 10 Fip—
& la—
= — =
iy 4510 — 353D
ITALDs 3531 AT4ma—F
HiDa —*
| = 11 41Da |
154 1Da L _ 154 e —— 114 D=
Sher A «— 1551
+— 11 5LkDa
+—5 3L
i
(@) (b)

Sekil 3.8. Pseudomonas putida’nin dis membran (a) ve total protein (b) profilleri

(a) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Pseudomonas putida’nin
giimiis icermeyen ortamdaki dis membran protein profili, 2; Pseudomonas putida’nin
giimiis iceren ortamdaki dig membran protein profili, 3; Pseudomonas putida’nin
plazmit eliminasyonundan sonraki dig membran protein profili

(b) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Pseudomonas putida’nin
giimiis icermeyen ortamdaki total protein profili, 2; Pseudomonas putida’nin giimiis
iceren ortamdaki total protein profili, 3; Pseudomonas putida’nin plazmit
eliminasyonundan sonraki total protein profili
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Klebsiella pneumoniae’nin dis membran ve total protein analizleri Sekil 3.9’da
gosterilmistir. Bu susun dis membran protein profilleri incelendiginde 37,4, 22 ve
10,5 kDa boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonunda artis oldugu tespit edilmistir.
Glimiis iceren ortamda yapilan total protein analizinde ise 37,4 ve 10,5 kDa

boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonun artig1 belirlenmistir.

M 1

(&

M 1 2
SO 51D —
45EDa —* 45 1Da i
& = — -
7 — 3TN
T4 —* A— 14 s 374 Da —* i
Ak B e oo
154 EDa —+ 184 ta
L — 105D
P Ao
] ¥
(a) (b)

Sekil 3.9. Klebsiella pneumoniae’'nin dig membran (a) ve total protein (b) profilleri

(a) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Klebsiella pneumoniae’nin
glimiis icermeyen ortamdaki dis membran protein profili, 2; Klebsiella pneumoniae’ nin
gilimiis iceren ortamdaki dig membran protein profili

(b) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Klebsiella pneumoniae’nin
giimiis icermeyen ortamdaki total protein profili, 2; Klebsiella pneumoniae’nin giimiis
iceren ortamdaki total protein profili

3.6.2 Stronsiyum Direncli Bakterilerin Dis Membran ve Total Protein Analizi

Stronsiyum diren¢li Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens
suslarinin dig membran ve total protein profilleri belirlenmistir. Sekil 3.12°de bir
ornegi gosterildigi gibi her bir jel i¢in ayr1 ayri elde edilen standart egri ile
molekiiler agirliklar1  bilinmeyen protein bandlarinin  molekiiler agirliklar

belirlenmistir.
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Sphingomonas paucimobilis susunun dis membran ve total protein profilleri Sekil
3.10’da gosterilmistir. Stronsiyum iceren ortamda 28,4, 20,6 ve 10,5 kDa
boyutlarindaki dis membran proteinlerinin ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir.
Stronsiyum igeren ortamda total protein analizinde ise 22, 20,6, ve 14,3 kDa

boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonun artigi tespit edilmistir.

M i 2 M 1 2
66klDa —+ g 5510 -
45i0a — 45iDs —+ &
S1A M — FFy Y pa—
- \ H +— 15410 -—
41Da —» (. MEDa —s @ L S
| — LfiDa — 15D
—
154 Da —* ' ' — 15410a ﬁjE" : — 143 1Da
a | < Y
(a) (b)

Sekil 3.10. Sphingomonas paucimobilis’in dis membran (a) ve total protein (b)

profilleri

(a) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Sphingomonas
paucimobilis’in stronsiyum icermeyen ortamdaki dis membran protein profili, 2;

Sphingomonas paucimobilis’in stronsiyum igeren ortamdaki dis membran protein
profili

(b) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Sphingomonas
paucimobilis’in  stronsiyum icermeyen ortamdaki total protein profili, 2;
Sphingomonas paucimobilis’in stronsiyum iceren ortamdaki total protein profili

Diger bir stronsiyum direncli sus olan Pseudomonas fluorescens susunun dis
membran ve total protein analizleri Sekil 3.11°de gosterilmistir. Bu susun dig
membran protein profilleri incelendiginde 45, 32,5, 14,1 ve 2,7 kDa boyutlarindaki
proteinlerin ekspresyonunda artis oldugu tespit edilmistir. Stronsiyum igeren
ortamda yapilan total protein analizinde ise 66, 45, 32,5 ve 20,8 kDa boyutlarindaki
proteinlerin  stronsiyum iceren ortamda ekspresyonunda artma oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica plazmit eliminasyonu sonrasinda soz konusu bu dig

membran ve total proteinlerin ekspresyonunda ciddi azalmanin oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.11. Pseudomonas fluorescens’in dis membran (a) ve total protein (b)

profilleri

(a) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Pseudomonas
fluorescens’in stronsiyum icermeyen ortamdaki dig membran protein profili, 2;
Pseudomonas fluorescens’in stronsiyum iceren ortamdaki dig membran protein
profili, 3; Pseudomonas fluorescens’in plazmit eliminasyonundan sonraki dis
membran protein profili

(b) M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Pseudomonas
fluorescens’in  stronsiyum icermeyen ortamdaki total protein profili, 2;
Pseudomonas fluorescens’in stronsiyum iceren ortamdaki total protein profili, 3;
Pseudomonas fluorescens’in plazmit eliminasyonundan sonraki total protein profili

Sekil 3.12°de bir 6rnegi gosterildigi gibi protein marker referans alinarak her bir jel

icin ayr1 ayr elde edilen standart egriden molekiiler agirliklar1 bilinmeyen protein

bandlarinin molekiil agirliklart belirlenmistir.

a O ~
o O o
I I |

uzaklik (mm)
N
o

= NN W
o o o o
I I I

2 3 4 5
log (kDa)

Sekil 3.12. Total ve dis membran protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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3.7. Bakterilerin Lipopolisakkarit (LPS) ve Ekzopolisakkarit (EPS) Profilleri
Patojen olarak bilinen Klebsiella pneumoniae ve Sphingomonas paucimobilis
suslarinin metal iceren ve icermeyen her iki ortamda da LPS ve EPS profilleri
incelenmistir.

3.7.1. Giimiis Direncli Klebsiella pneumoniae’nin LPS Profili

Klebsiella pneumoniae susunun giimiis iceren ve icermeyen ortamdaki LPS

profilleri Sekil 3.13’de gosterilmistir. Klebsiella pneumoniae’nin giimiis iceren ve

icermeyen her iki ortamda R tipi LPS’ye sahip oldugu belirlenmistir.

M 1

G kDs ——p
48 kDa B ®

MTkDy —— ——

HkDy ——p

184kDs — —

Sekil 3.13. Klebsiella pneumoniae nin LPS profili

M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Klebsiella pneumoniae nin
giimiis icermeyen ortamdaki LPS profili, 2; Klebsiella pneumoniae’nin giimiis iceren
ortamdaki LPS profili
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3.7.2. Stronsiyum Direncli Sphingomonas paucimobilis’nin EPS Profili

Sphingomonas paucimobilis sugunun stronsiyum igeren ve icermeyen ortamda EPS
profilleri Sekil 3.14’de gosterilmistir. Sphingomonas paucimobilis’nin stronsiyum

iceren ve icermeyen her iki ortamda EPS’ye sahip oldugu belirlenmistir.

LR

A 1
HkDy ——p
kD
MTkDy —p
HkDy ——b

1B4kDy ——p

Sekil 3.14. Sphingomonas paucimobilis’in EPS profili

M; Marker (Protein Weight Marker MW-SDS-70), 1; Sphingomonas paucimobilis’in
stronsiyum icermeyen ortamdaki EPS profili, 2; Sphingomonas paucimobilis’in
stronsiyum iceren ortamdaki EPS profili
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(a) (b)
Sekil 3.15. Sphingomonas paucimobilis’in EPS iiretimi

(a) Sphingomonas paucimobilis’in stronsiyum igermeyen ortamdaki EPS iiretiminin
mikroskobik goriintiisti (40x),
(b) Sphingomonas paucimobilis’in stronsiyum igeren ortamdaki EPS iiretiminin
mikroskobik goriintiisii (40x)

Sphingomonas paucimobilis susunun stronsiyum iceren ve icermeyen ortamdaki

EPS iiretimi Sekil 3.15°de gosterilmistir.
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4. TARTISMA-SONUC

Kizilirmak {izerindeki giimiise direncli suslar 10 ve 11. bolge olarak
numaralandirilan yerlerden izole edilmistir. Bu suslar i¢in maksimum MiK degeri 8
mg/L olarak belirlenmistir. Morfolojik 6zellikleri ve biyokimyasal ozellikleri esas
alimarak suslar sirasiyla Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae olarak
tanimlanmiglardir. Ayrica 2 ve 11. bolge olarak numaralndirilan yerlerden de
stronsiyuma direncli suslar izole edilmis ve maksimum MIK degeri 2000 mg/L
olarak belirlenmistir. Stronsiyum diren¢li suslar morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri esas alinarak sirasiyla Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas
fluorescens olarak tanimlanmislardir. Giimiis direncli suslar, Kirikkale-Kapulukaya
Hidroelektrik Santralinin bulundugu 10. boélgeden ve Kirikkale-Makine Kimya
Fabrikalarinin yakin oldugu 11. bdlgeden izole edilmislerdir. Stronsiyum direngli
suslar ise Kirikkale-Kesikkoprii Hidroelektrik Santralinin bulundugu 2. bolgeden ve
Kirikkale-Makine Kimya Fabrikalarinin yakin oldugu 11. bolgeden izole

edilmislerdir.

Otitoloju ve arkadaslarinin yaptigi calismada [89], Thames nehrinden su 6rnekleri
alarak AgNOs; direngli suslar izole etmislerdir. Nutrient agar besiyerine 10
mM’dan baglayarak artan konsantrasyonlarda AgNOs; eklenerek en yiiksek direnci
gosteren 3 susu secmislerdir. Bu suslar Shewanella oneidensis, Pseudomonas sp. ve

Bacillus sp.’dir.

Bir¢ok raporda, maden isletmelerinin bulundugu kirli alanlardan, fotograf film
tiretim veya isleme ile ilgili alanlardan ve endiistriyel su dagitim sistemlerinden
giimiis direngli bakterilerin izole edildigi gosterilmistir. Baz1 giimiis direngli bakteri
tiirleri de cesitli cevrelerden izole edilmistir ve giimiis toksisitesi direngli bakteri
secimi icin belirleyici olmustur. Giimiis direngli bakteriler Salmonella suslari,
Klebsiella pneumoniae, E. coli R1 ve Pseudomonas stutzeri bakterileridir [89].
AgNOs icin yapilan MIK degeri belirleme calismalarinda ise, Staphylococcus
aureus (100 sus) ve Pseudomonas sp. (100 sus) icin MIK degeri, 8 ile 80 mg/L
araliginda hesaplanmistir [90]. Yapilan calismalarda Pseudomonas aeruginosa,

Bacillus cepacia, Bacillus multivorans, Bacillus cenocepacia, Bacillus stabilis,

68



Bacillus vietnamiensis, Bacillus dolosa, Bacillus ambifaria ve Bacillus anthia gibi
bakterilerin giimiis iyonlarina kars1 direnglilikleri tespit edilmistir. Ayrica bu
bakterilerin MIK degerleri 1 ve 10 pug/ml araliginda belirlenmistir [91]. Percivala ve
arkadaslart [92], E. coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas stutzeri,
Acinetobacter baumannii, Salmonella typhimurium ve Klebsiella pneumoniae

bakterilerinin giimiise kars1 diren¢ gosterdiklerini bildirmislerdir.

Anderson ve arkadaslar1 [93] yaptiklar1 ¢alismada, Pseudomonas fluorescens’in
stronsiyum iyonlarina karsi direng gelistirdigini gostermislerdir. Bu direncliligi ise
stronsiyum iyonlarinin kristal seklinde ekstraselliller ¢okelmesi sonucunda
olustugunu belirtmislerdir. Valentine ve arkadaslarinin [94] yaptig1 calismada ise,
metal kontaminasyonunun oldugu Washington Hanford bolgesinden izole edilen B.
simplex ZAN-044 susu ile B. subtilis ve E. coli suslarinin stronsiyuma kars1 direng

gelistirdiklerini gostermislerdir.

Gilimiis direngli ve stronsiyum direngli bakterilerin diger agir metallere karsi
direnclilik profilleri de incelenmistir. Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
putida’ya gore daha fazla agir metale ve antibiyotige direng goOsterdigi tespit
edilmistir. Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suglarinin Al, Li, Sn, Ni,
Sr metallerine ve ATM, PEF, TIC, CA antibiyotiklerine ortak diren¢ gosterdikleri
de saptanmustir. Stronsiyum direngli suslarin ¢oklu metal direnclilik profiline
bakildiginda Sphingomonas paucimobilis’in metal direncliliginin Pseudomonas
fluorescens’e gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Antibiyotik direnglilik profili
incelendiginde ise, Pseudomonas fluorescens’in daha fazla antibiyotige direng
gosterdigi goriilmistiir. Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens
suslarinin Al, Li, Ba, Ni metallerine ve ATM, CN, PEF, TOB antibiyotiklerine

ortak direng¢ gosterdikleri saptanmistir.

Abosereh ve arkadaslar1 [95], Pseudomonas suslarinda ¢oklu metal ve antibiyotik
direnclilik profillerini ¢ikarmiglardir. Giimiise direncli olan suslarin, bakir, nikel,
demir, civa, ¢inko, kadmiyum ve kursun metallerine de ortak diren¢ gosterdiklerini
saptamislardir. Ayrica giimiis direncli Pseudomonas suslarinin, chloramphenicol,

kanamycin, tetracycline ve ampicillin antibiyotiklerine de ortak direng¢ gosterdikleri
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saptanmistir. Zolgharnein ve arkadaslari [24], Basra korfezinden izole ettikleri
Pseudomonas putida suslarinin kadmiyum, bakir, kursun ve cinko metallerine
direngli olduklarim1 belirtmislerdir. Leedjarv ve arkadaslar1 [42], Pseudomonas
putida KT2440 susunda ¢oklu metal direnci iizerinde caligmalar yapmislardir.
Pseudomonas putida KT2440 susunu ayrt ayr ¢inko, kadmiyum, kursun, kobalt ve
nikel metallerin bulundugu ortamda inkiibe etmisler. Pseudomonas putida KT2440
susunun en ¢ok direnci ¢inkoya ve en az direnci de kadmiyum metaline karsi
gosterdigi saptanmistir. Singh ve arkadaglar1 [96], endiistriyel kirliligin etkin oldugu
Hindistan’in Paonta Sahib H. P. bolgesinde agir metallere direngli sekiz
Pseudomonas susunu izole etmislerdir. Bu suslarin antibiyotik duyarlilik testleri
yapilmistir ve izole edilen suslarin direnclilik profilleri belirlenmistir. En fazla
direncliligin tetracycline antibiyotigine oldugu, en az direngliligin de meropenem,
bacitracin, amikacin antibiyotiklerine oldugu belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada,
Li ve arkadaslart [56], giimiis direncli E. coli 116, 496 ve B1 suslarininda
antibiyotik direnclilik diizeylerini incelemislerdir. Bu suslarin cephaloridine,
cephalothin, cefepime, cefpirom, tetracycline ve chloramphenicol antibiyotiklerine
karst direnclilikleri gosterilmistir. Bu 3 susun en fazla direngliligi cephalothin
antibiyotigine gosterdigi belirtilmistir. Morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal
ozelliklerine dayanilarak identifiye edilen Klebsiella pneumoniae tiirlerinin
ampicillin, streptomycin, gentamicin, ofloksasin, tetracycline ve chloramphenicole
farkli derecelerde direng gosterdikleri gosterilmistir [73]. Yapilan diger bir
calismada ise, Rajbanshi [51] ve arkadaslari, krom metaline diren¢ gosteren
Klebsiella pneumoniae susunun antibiyotik direncliligi de incelenmistir. Bu susun,
gentamycin, cotrimoxazole antibiyotiklerine duyarliligi, tetracycline, ciprofloxacin,
chloramphenicol, ampicillin antibiyotiklerine kars1 da direnclilikleri tespit

edilmistir.

Xie ve arkadaslar1 [98], metal kontaminasyonun oldugu ortamdan izole ettikleri
Sphingomonas paucimobilis susunun, bakira direncli oldugunu gostermislerdir.
Ayrica bu susun en fazla direnci de kadmiyum metaline kars1 gosterdigini tespit
etmislerdir. Sphingomonas paucimobilis’in kadmiyum metaline karst yiiksek
adsorblama kapasitesinin oldugunu ve metal kontaminasyonu olan kirli sulardan

kadmiyumu %84 oraninda uzaklastirdigini belirlemiglerdir. Moreira ve
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arkadaslarinin [98] yaptiklar1 calismada i¢cme suyu aritma tesislerinden izole
ettikleri Sphingomonas suslarinda antibiyotik direnglilik profillerini incelemislerdir.
Sphingomonas  iiyelerinin beta-laktam antibiyotiklerine, ciproflaxacin ve
cotrimoxazol’e karsi direngliliginin fazla oldugunu gostermislerdir. Thavasi ve
arkadaslarinin [99] yaptiklar1 ¢calismada ise, denizden izole ettikleri Pseudomonas
fluorescens suslarinin antibiyotik direngliliklerini incelemislerdir. En fazla
direnglilik peniciline, en az direncglilik ise cephataxime ve nalidixic acid
antibiyotiklerine karst oldugunu gostermislerdir. Dogal cevredeki metal
kontaminasyonunun, antibiyotik direncliliginin yayilmasim1 ve korunmasini
destekledigini gostermektedir [55]. Wright ve arkadaslart [55] yaptiklar1 ¢alismada
As, Cu, Mn, Zn, Co ve Ag metallerine diren¢ gelistiren suslarin ayn1 zamanda Cip,
Tet, Chlor ve B-lactams antibiyotiklerine de diren¢ gelistirdiklerini tespit
etmiglerdir. Bakterilerdeki metal ve antibiyotik direncliliginin ortak direng

mekanizmalar ile kazanildig1 da yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [55].

Yapilan c¢alismalar, uzun vadeli ve kisa vadeli agir metal stresine maruz
kalindiginda yiiksek sicaklik, pH veya kimyasal kirlilik gibi etkenlerde, suda
yasayan bakteri populasyonlarinin tiir cesitliliginde ve plazmit insidansinda
farkliliklar goriilmektedir. Baz1 mikrobiyal suslar direng icin genetik belirleyicilere
sahiptir. Bakterilerde bu belirleyiciler siklikla plazmitlerin iizerinde bulunur. Zehirli
kimyasal atiklarin oldugu bolgede izole edilen bakteriler temiz sulardan izole edilen
bakterilere gore daha siklikla plazmit DNA igerirler ve antibiyotik direncliligi
gosterirler. Yapilan c¢alismalarda, endiistriyel olarak kirli nehirlerde yasayan
Pseudomonas’da plazmit insidanst (%18) kirlilik olmayan bolgede yasayan

Pseudomonas plazmit insidansina (%7) gore daha yiiksek oldugu bulunmustur [18].

Agir metal direncliliginin plazmit veya kromozomal DNA aracili olup olmadiginin
tespiti i¢in giimiis direncli suslar ile stronsiyum direncli suglarin plazmit DNA
profilleri belirlenmistir. Yapilan deneylerde, Pseudomonas putida’nin giimiis iceren
ve igermeyen ortamda plazmit bulundurdugu gozlemlenmistir. Her iki ortamda
retilen Pseudomonas putida’dan izole edilen plazmitlerin 21 kb boyutunda
olduklar tespit edilmistir. Bu susa plazmit eliminasyonu caligmalar1 yapilmstir.

Plazmit eliminasyon sonrasinda Pseudomonas putida’nin giimiis iceren ortamda
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tireyemedigi, rifampin, penicilin, oxacillin, vancomycin ve basitracin
antibiyotiklerine kars1 direngliligini  kaybettigi belirlenmistir. Bu  bulgular
degerlendirildiginde Pseudomonas putida susunun giimiis ve antibiyotik direnglilik
genlerinin ayni plazmit (21 kb) iizerinde oldugu diisiiniilmektedir. Abosereh ve
arkadaslar1  [95], Pseudomonas suslarinda giimiis direnclilik  profillerini
incelemislerdir. Bu direncliligin diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli plazmitler ile
baglantili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Pseudomonas suslarinda ¢inko, demir,
civa, kobalt, nikel gibi metaller ile antibiyotiklere direngliligin de plazmitler ile
iligkili oldugunu saptamislardir. Diger bir calismada, giimiis direngliliginin
kodlandigi 180 kb boyutundaki pMG101 plazmitinin civa, telliirit gibi metallerin ve
bazi antibiyotik direnclilik genlerinin de bu plazmit iizerinde oldugu tespit

edilmistir [89].

Giimiis direnci gosteren Klebsiella pneumoniae’de ise glimils iceren ve icermeyen
her iki ortamda plazmit varlifi gosterilememistir. Bu nedenle bu susun giimiis
direnclilik genlerinin kromozomal DNA {izerinde oldugu diisiiniilmektedir.
Kromozomal DNA’ya transpozonlar araciligi ile giimiis direnglilik genlerinin
entegre oldugu daha once yapilan ¢alismalarda da degisik arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir. Bu nedenle bizim c¢alismamizi dogrular niteliktedir. Yapilan
calismalarda Klebsiella pneumoniae susunun giimiis direncliliginin kromozomlar
tizerindeki genler ile iligkili oldugunu belirtmislerdir [100]. Giimiis direnclilik
genlerini kodlayan, plazmitler iizerindeki silCBA gen bolgesi homologlarinin,
Klebsiella pneumoniae’deki kromozomal DNA iizerinde tespit etmislerdir [100].
Gupta ve arkadaglar1 [100], giimiis direngliliginin iligkili oldugu pMG101 plazmiti
tizerindeki sil genlerinin, E. coli K-12 ve O157:H7 suslarindaki kromozomal DNA
tizerindeki agr genleri ile homolog olduklarini gostermislerdir. Yapilan
calismalarda klinik alanlardan ve c¢evresel kaynaklardan izole edilen Klebsiella
pneumoniae suglarinin  giimiis  direngliliginin plazmit ile baglantili oldugu
gosterilmistir [56]. Diger bir calismada ise, Lok ve arkadaslar1 [101], glimiis
miktarim1 adim adim arttirarak giimiise en ¢ok diren¢g gosteren bakteriyi izole
etmislerdir. Izole edilen bu bakteriyi E. coli olarak tanimlamislardir ve giimiis
direngliliginin kokeninin kromozomal DNA ile baglantisi oldugunu gostermislerdir.

Gram negatif bakterilerdeki giimiis direncliliginin genellikle plazmit aracili oldugu
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yapilan ¢aligmalarda goriilmiistiir. Enerjiye bagimli atim mekanizmasi ile giimiis
iyonlarinin atilmasindan sorumlu genlerin plazmit lizerinde oldugu belirtilmistir

[18].

Stronsiyum diren¢li Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens
suslarinin da plazmit profilleri belirlenmistir. Sphingomonas paucimobilis’in
stronsiyum icermeyen ortamda plazmit tespit edilmezken, stronsiyum iceren
ortamda 21 ve 27 kb boyutunda iki plazmit icerdigi belirlenmistir. Plazmit
eliminasyonu sonucunda, Sphingomonas paucimobilis susunun stronsiyum igeren
ortamda {iiredigi ve antibiyotik direngliligini kaybetmedigi goriilmiistiir. Bu
bulgular degerlendirildiginde, Sphingomonas paucimobilis susunun stronsiyum
direncgliliginin 21 ve 27 kb boyutunda olan plazmitler ile iligkili olmadig
diistiniilmektedir. Sphingomonas paucimobilis’in stronsiyum iceren ortamda
plazmitlerin ekspresyonunun arttig1 fakat stronsiyum direngliligi iizerinde etkisi
olmadigr belirlenmistir. Yapilan literatiir calismalarinda, Dressler ve arkadaslar
[102], cevresel kaynaklardan izole ettikleri Sphingomonas paucimobilis susunun
agir metal direncliliginin kokenini incelemislerdir. Bakir, ¢inko, kobalt ve nikel
metallerine kars1 diren¢ gosterdigi belirlenmistir. Sphingomonas paucimobilis
susunun metal direngliliginin 210 ve 40 kb boyutundaki plazmitler ile iliskili

oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular bizim bulgularimizla uyusmamaktadir.

Diger bir stronsiyum direngli sus olan Pseudomonas fluorescens de ise stronsiyum
iceren ve icermeyen ortamda 21 kb boyutunda plazmit icerdigi gosterilmistir.
Plazmit eliminasyonu sonrasinda bu susun stronsiyumlu ortamda iiredigi,
gentamicin, rifampin, erythromycin, penicilin, ampicillin, chloramphenicol,
amoxycillin, cefoperazome/sulbactam, oxacillin, vancomycin ve bacitracin
antibiyotiklerine kars1 direncliligini kaybettigi de tespit edilmistir. Bu bulgular
degerlendirildiginde, stronsiyum direncliliginin kromozomal DNA ile iliskili
oldugu ve antibiyotik direncliliginin ise plazmit DNA ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan bir calismada Pseudomonas fluorescens 13 ve 16
suslarinin metal ve antibiyotik direnglilikleri belirlenmistir. Bu suslarin, bakir,
kursun, nikel, c¢inko, demir ve giimiis metalleri ile chloramphenicol, kanamycin,

tetracycline ve ampicillin antibiyotiklerine ortak direng gosterdikleri belirlenmistir.
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Bu direnglilik genlerinin de diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli plazmitler iizerinde
kodlandigini tespit etmislerdir [95]. Wasi ve arkadaslari [103], metal kirliliginin
oldugu bolgeden izole ettigi Pseudomonas fluorescens susunun metal direngliligini
incelemislerdir. Pseudomonas fluorescens’in kadmiyum, krom, nikel, bakir, kursun
metallerine direngli oldugunu ve bu direnglilik genlerinin 43,6 kb boyutundaki
plazmit {izerinde oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bir calismada, Pseudomonas

fluorescens susunun antibiyotik duyarlilik testleri yapilmistir.

Ortamdaki agir metal konsantrasyonu arttikca bakterilerin farkli direng
sistemleriyle metallere karst tolerans gelistirdikleri goriilmiistiir. Ornegin,
Desulfovibrio sp., Alcaligenes sp. ve E. coli gibi bakteriler agir metal direncliligini
enzimatik transformasyonla, prespitasyon mekanizmalar1 ve metallothioneinlere
baglanarak saglamaktadirlar [104]. Metal diren¢ yollarinda stres kosuluna yanit
nitelifinde sentezi artan bazi proteinler anahtar rolii oynamaktadir. Agir metal
stresindeki bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak
icin bazi proteinlerin sentezini arttirma yoluna gidebilmektedir. Bu proteinler hem
hiicre i¢inde sentezlenen sitozol proteinlerini hem de zar proteinleriyle birlikte

hiicre dis1 bilesenlerini de icerebilmektedir [105, 106].

Glimiis direncli Pseudomonas putida ile Klebsiella pneumoniae ve stronsiyum
direncli Sphingomonas paucimobilis ile Pseudomonas fluorescens suslarinin metal
iceren ve icermeyen ortamlarda diy membran ve total protein profilleri
belirlenmistir. Pseudomonas putida susunun giimiis iceren ortamda 38,3, 21,4 ve
15,9 kDa boyutlarinda dis membran proteinlerinin ekspresyonunu arttirdig
belirlenmistir. Pseudomonas putida’nin total protein profili incelendiginde ise 38,3,
21,4, 15,9, 12,8 ve 9,3 kDa boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonunu arttigi
goriilmiistiir. Bu bulgular degerlendirildiginde Pseudomonas putida da glimiis
direngliliginin hem dis membran hem de total proteinlerin ekspresyonunu arttirarak
diren¢ gelistirdigi distiniilmektedir. Ayrica plazmit eliminasyon sonrasindaki
analizlerde dis membran ve total proteinlerin sentezinde plazmitlerin etken oldugu
da diistiniilmektedir. Canovas ve arkadaslar1 [14] Pseudomonas putida KT2440
susunun krom atim mekanizmasi icin ChrA proteini, giimiis ve bakir atim sistemi

icin de CusC, CusB, CusA proteinlerinin rolleri oldugunu belirtmislerdir. Yapilan
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calismalarda Pseudomonas putida da metal direnclilik mekanizmasi arastirilmistir
ve metallerin proteinlere baglanarak hiicre i¢inde alikonmasiyla agir metallere kars:
direnclilik gelistirdigini gosterilmistir. Pseudomnas putida’nin metallothioneinlere
benzeyen, 3 farkli sistein bakimindan zengin protein iirettigi tespit edilmistir [43].
Pseudomonas putida 06909 susunda ilk olarak ATPaz in sorumlu oldugu CadA
sistemi kesfedilmistir. CadA sisteminin gen iriinleri hiicre i¢indeki agir metallere
baglanarak bakterinin direng gelistirmesini saglamaktadir. Bu sistem Pseudomonas
putida 06909 susunun, kadmiyum ve c¢inkoya karsi diren¢ kazanmasini saglamstir.
Aym sistem Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 ve Pseudomonas putida’da
karakterize edilmistir [42]. Enterecoccus hirae bakterisinde Cu(Il) direngliliginden
sorumlu cop operonunun bulundugu bildirilmistir. Bu operonun genleri Cu(II)’nin
hiicre i¢inden hiicre disina salinmasinda gorev alan proteinleri kodlamaktadir [5].

Bazi Pseudomonas suslarinda da benzer bir operon bulundugu bildirilmistir [62].

Klebsiella pneumoniae’nin protein profilleri incelendiginde 37,4, 22 ve 10,5 kDa
boyutlarindaki dis membran proteinlerinin ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir.
Total protein profilleri incelendiginde ise 37,4 ve 10,5 boyutlarindaki proteinlerin
ekspresyonunda da artis oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, Klebsiella pneumoniae
susunun dis membran protein ekspresyonunu belirgin olarak arttirarak, hiicre disina
giimiis iyonlarin1 atmasiyla direng gelistirdigini diisiindiirmektedir. Otitoloju ve
arkadaslar1 [89], Shewanella oneidensis, Pseudomonas sp. ve Bacillus sp. suslarinin
giimiis direncli olduklarini belirlemislerdir. Giimiis iceren ortamda 45,2 kDa
boyutundaki TolC dis membran proteinin ekspresyonunu arttirdigini
gostermiglerdir. Farkli mikroorganizmalarda isleyis bakimindan farkliliklar gosterse
de en iyi karakterize edilmis Cd(II) direngliligi saglayan tasima sistemi S.
aureus’daki, plazmit tarafindan kodlanan, cad sistemi (cadA, cadB, cadC) ve A.
eutropus’daki czc (czcA, czcB, czcC, czcD) sistemidir. Her iki operonun gen
tiriinleri; hiicre i¢indeki Cd(I)’yi kendine baglayip yine operon tarafindan kodlanan
kanal proteinine tasinmakta ve operonun diger gen iiriinleri aracilig ile de hiicre

disina salinmaktadir [4, 103].
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Stronsiyum diren¢li Sphingomonas paucimobilis ve Pseudomonas fluorescens
suslarinda stronsiyum igeren ve icermeyen ortamlarda dis membran ve total protein
profilleri incelenmistir. Sphingomonas paucimobilis susunun stronsiyum igeren
ortamda 28,4, 20,6 ve 18,4 kDa boyutlarinda dis membran proteinlerinin
ekspresyonunu arttirdig1 belirlenmistir. Sphingomonas paucimobilis’in total protein
profili incelendiginde 22, 20,6, 14,3 ve 12,2 kDa boyutlarindaki proteinlerin
ekspresyonunu arttig1 goriilmiistiir. Bu bulgular degerlendirildiginde Sphingomonas
paucimobilis’in stronsiyum direngliliginde her iki proteinin de aktif rol aldig

diisiiniilmektedir.

Pseudomonas fluorescens’in protein profilleri incelendiginde ise 45, 32,5, ve 2,7
kDa boyutlarinda dis membran proteinlerinin  ekspresyonunu  arttirdigi
belirlenmistir. Total protein profili incelendiginde 66, 45, 32,5 ve 20,8 kDa
boyutlarindaki proteinlerin ekspresyonunda artis oldugu belirlenmistir. Ayrica
plazmit eliminasyonu sonrasindaki dis membran ve total proteinlerin
ekspresyonunda azalma tespit edilmistir. Bu bulgulardan Pseudomonas fluorescens
susunun metal direncliliginde dis membran proteinlerinin etkin rol aldigi
diistiniilmektedir. Sharma ve arkadaslar [105], Pseudomonas fluorescens’in agir
metal stresine karst gosterdigi diren¢ mekanizmasinda proteinlerin roliinii
proteomik bir yaklasimla agiklamiglardir. Calismada bakteri cesitli agir metallere
maruz birakildiginda farkli olarak sentezlenen proteinleri 2D jel elektroforezi ile
belirlenmis ve tanimlanmistir. Bakteri Pb(Il) ve Cu(Il)’ye maruz birakilinca spo VG
ile enolaz proteinlerinin sentezinin arttig1 goriilmiistiir. Mikroorganizma Co(II) agir
metaline maruz kaldiginda ise varsayillan proteinin sentezinin azaldig,
ksilotransferaz, ORF 18 faj fi KZ, OMP H1 ve translasyonel uzama faktor (EF-Tu)
gibi proteinlerin ise yalnizca bu metale maruz kalindiginda sentezlendigi
goriilmiistiir. Arastiricilar biitiin bu sonuclar 15181 altinda, bakterinin ortamda agir
metaller varken calismada tanimlanan proteinler araciligi ile bakterinin agir metal
stresine karsi bir savunma mekanizmasi gelistirdigini gostermislerdir. Literatiirde
Sphingomonas paucimobilis’in metal direngliliginin protein ekspresyonu iizerindeki

etkisi ile ilgili benzer bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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Patojen olarak bilinen giimiis direncli Klebsiella pneumoniae ile stronsiyum direngli
Sphingomonas paucimobilis suslarinda, metal iceren ve icermeyen ortamlardaki
LPS ve EPS profilleri incelenmistir. Klebsiella pneumoniae susunun R tipi LPS
icerdigi gosterilmistir. Klebsiella pneumoniae’nin metal iceren ve icermeyen her iki

metal direngliligi ile LPS profili arasinda direkt bir iliski kurulamamastir.

Kawahara ve arkadaslar1 [106], Sphingomonas paucimobilis susunun gram negatif
bakterilerde ©nemli bir komponent olarak bulunan LPS’den yoksun oldugunu
belirtmislerdir. Dig membranda LPS yerine gecen uzun zincirli aminoalkol olan

sfingozin yapilarinin oldugunu gostermis ve bu yapiy: analiz etmislerdir.

Sphingomonas paucimobilis susunun EPS profilinde ve 1s1k mikroskobu altindaki
gorlintiisiinde ise stronsiyum iceren ve icermeyen her iki ortamda da EPS
tiretiminin oldugu gosterilmistir. Bu bulgular degerlendirildiginde Sphingomonas
paucimobilis’in metal direnglilik ile EPS profili arasinda direkt bir iligki
kurulamamistir. White ve arkadaslari [107], Sphingomonas paucimibilis susunun da
ekzopolisakkarit yapisini analiz etmislerdir. Bu polisakkarit yapilarinin endiistriyel
uygulamalarda kullanildigin1 ve Sphingomonas paucimobilis’den iiretilen ksantan
zamkinin ila¢c ve gida endiistrisinde kivam arttirict olarak kullanildigim

belirtmislerdir.

Yapilan bu tez calismasi ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen giimiis ve
stronsiyum direncli suslar biyokimyasal ve genetiksel Ozellikleri bakimindan
incelenmistir. Biyokimyasal ozellikler esas alinarak giimiis ve stronsiyum direncli
suslar tanimlanmistir. Tanimlanan bu suslarin metal ve antibiyotik direnglilik
profilleri belirlenmis, metal bulunan ve bulunmayan ortamlarda biiyiime egrileri
cikarilmistir. Genetiksel karakterizasyon caligmalarinda plazmit DNA, kromozomal
DNA ve protein profilleri belirlenerek, bu profillerin metal direnglilik mekanizmasi
ile iliskisi kurulmaya calisilmistir. Calismalar sonucunda tamimlanan suslarin
biyoremediasyon c¢alismalarinda kullanilmak icin bir potansiyel olusturabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu suslarin biyoremediasyon yeteneklerinin net olarak
belirlenebilmesi icin laboratuvar olgceginde yapilacak olan biyoreaktor ¢alismalari

ile desteklenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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