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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Burdur Gélii’nden Izole Edilen Mikroorganizmalarin Agir Metal ve Antibiyotik
Direngcliliginin Kiiltiirel ve Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi

Orhan YAVUZ

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc. Dr. Nermin SARIGUL
Kasim, 2017

Bu tez calismasinda Burdur Golii'nden izole edilen bakterilerin agir metaller
direncliligi kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle belirlenmistir. Burdur Goli’nden 5 farkl
noktadan toplanan su ve sediment drneklerinden agir metal analizi (bakir, ¢inko, kursun,
kadmiyum, arsenik ve civa) yaptirilmis ve bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir. Agir
metal direncli tespit edilen 39 izolat saflastirilmis ve calismaya dahil edilmistir. Calismaya
dahil edilen izolatlarda Gram boyama ve ekstraseliiler enzim iiretimleri (proteaz, lipaz,
amilaz, lireaz, jelatinaz ve katalaz), biyofilm olusturma kapasiteleri test edilmistir. Bakir,
¢inko, kursun, kadmiyum, arsenik ve cirvanin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari
belirlenmistir. Izolatlarin tamaminda agir metal direncinden sorumlu oldugu bilinen 15
farkli gen Polimeraz Zincir Reaksiyon yontemi ile taranmistir. Yiiksek derecede direncli
olan 7 izolat ve diisiikk derecede direng gosteren 5 izolat iizerinde Antibiyotik Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu testi yapilmistir. Yiiksek direngli bulunan 7 izolatin 16S rRNA
bolgesi kullanilarak molekiiler olarak tiir tanis1 gergeklestirilmistir.

Yapilan agir metal analizlerinde sediment 6rneklerinde en yiiksek 49,63 ng/g ¢inko
ve 27,15 pg/g bakir tespit edilmis diger 4 metal tespit edilememistir. Gram boyama
sonucunda 15 Gram pozitif 24 Gram negatif izolat oldugu belirlenmistir. 39 izolat iizerinde
yapilan enzim testleri sonucu 17 izolat tireaz, 15 izolat proteaz, 14 izolat lipaz, 8 izolat
amilaz ve 1 izolat jelatinaz enzimlerini tirettigi belirlenmistir. Biyofilm olusturma testi
sonucunda 18 izolatin biyofilm olusturabildigi gozlemlenmistir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonlari; bakir igin 8 mM, kadmiyum i¢in 4mM, kursun i¢in 16 mM, ¢inko igin
16 mM, arsenik i¢cin 16 mM ve civa i¢in 0,025 mM olarak tespit edilmistir. PZR ile taranan
15 farkli direng geninden 4 tanesi ¢alismamizda gozlemlenmistir. Bunlar bakir, kadmiyum
ve kadmiyum-ginko-kobalt direnglerini kodlayan genlerdir. Antibiyotik direnci agir metal
direncine benzer sonuglar gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Burdur golii, agir metal, antibiyotik, direnglilik

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans Tezi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan 0256-YL-15 proje numarasi ile desteklenmistir.

vii



SUMMARY

M. Sc. Thesis

Determination of Heavy Metal and Antibiotic Resistance of Microorganisms Isolated
from Burdur Lake by Cultural and Molecular Methods

Orhan YAVUZ

Mehmet Akif Ersoy University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asisst. Prof. Dr. Nermin SARIGUL
November, 2017

In this study heavy metal resistance of bacteria, isolated from Burdur Lake, were
investigated by cultural and molecular methods. Water and sediment samples for isolation
and heavy metal (copper, zinc, lead, cadmium, arsenic and mercury) detection were
collected from 5 sampling points. Heavy metal resistant 39 isolates were purified and
stocked for further analysis. Basic microbiological tests such as Gram staining,
extracellular enzyme tests (protease, lipase, amylase, urease, gelatinase and catalase) and
biofilm formation were performed. Minimum inhibition concentration of copper, zinc,
lead, cadmium, arsenic and mercury were detected. 15 different genes related with heavy
metal resistance were screened by PCR based methods. Antibiotic minimum inhibition
concentration were detected for 7 heavy metal resistant and 5 sensitive cultures. Resistant
cultures were identified by 16SrDNA sequences.

Zinc and copper were detected in sediment samples and the highest amount were
49.63 pg/g and 27.15 pg/g respectively. Lead, cadmium, arsenic and mercury were not
detected in any samples. 15 Gram positive, 24 Gram negative, 17 urease, 15 protease, 14
lipase, 8 amylase,1 gelatinase and 18 biofilm production positive strains observed.
Minimum inhibition concentrations of copper, zinc, lead, cadmium, arsenic and mercury
were studied in all cultures and detected 8 mM, 16 mM, 16 mM, 4 mM, 16 mM and 0,025
mM respectively. Copper, cadmium and cadmium-zinc-copper resistance genes were
observed by PCR.

Antibiotic resistance results show similarities with heavy metal resistance results.

Keywords: Burdur lake, heavy metal, antibiotic, resistance

This master degree thesis were financially supported by Mehmet Akif Ersoy University
Scientific Research Project Unit 0256-YL-15 numbered project.
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1. GIRIS

Metaller, biyolojik olarak mevcut konsantrasyonlar1 esas olarak jeolojik ve biyolojik
stireglere bagli olan ekosistemin temel bilesenleridir. Farkli agir metal tanimlar1 vardir ve
tanimlamalarin ¢cogunlugu elementlerin kiitle yogunluguna dayanmaktadir. Arastirmacilarin
bir kismi agir metal tammi igin 3.5 ile 7 g/cm® arasinda degisen esik yogunluk degeri
kullanmaktadir. Genel kabul, agir metallerin dzkiitlesinin 4.5 g/cm®den daha fazla olmasi
gerektigi yoniindedir. Agir metaller arasinda canli organizmalarin metabolik faaliyetleri igin
gerekli olan ve olmayanlar ya da etkisi heniiz bilinmeyen elementler bulunmaktadir.
Organizmalarda agir metallere genellikle mikrogram seviyelerinde ihtiya¢ duyulmaktadir.

Agir metal terimi, genellikle toksisite ile baglantili olsa da bu durum her zaman gecerli
degildir. Herhangi bir maddenin canli bir sistem iizerindeki etkisi hiicrelerde olan mevcut
konsantrasyonuna baglidir. Bazi agir metal iyonlar1 diisiik konsantrasyonlarda metabolik
faaliyetler icin gerekli iken yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir. Bununla birlikte gesitli
biyolojik, jeolojik ve antropojenik siirecler sonucunda metallerin gevreye salinmasi ve
yayilimi hiz kazanmistir. Madencilik faaliyetleri sonucunda, bu faaliyetlerin gergeklestigi
alanlarda, islenen agir metalin ¢evrede bulunan konsantrasyonunun arttigi saptanmistir. Bu
durum 6nemli gevre ve saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Karasal ortamlarin agir metal
kirliligi, ekosistemdeki metallerin kaliciligi ve tiim canli organizmalar i¢in tehditlerinden
dolay1 biiyiik endise kaynagidir (Lenart-Boron ve Boron, 2014).

Son zamanlarda yapilan caligmalar, ¢evrede bulunan agir metallerin organizmalar
tizerine etkilerininin belirlenmesi, hiicre yiizeyine metallerin tutunmasi ve hiicre igine
alinmasi, metal-mikroorganizma etkilesimlerinin ve metabolizmasinin belirlenmesi tizerinde
yogunlagsmaktadir. Hiicre tarafindan kullanilabilecek formdaki metallerin eksikligi durumunda
mikroorganizma davraniglarinin incelenmesi ise ilgi ¢ceken diger arastirma konularindandir
(Sobolev ve Begonia, 2008).

Agir metallerin bir kism1 organizmalar i¢cin mikronutrient olarak gereklidir; hiicrede
ozmotik basincin diizenlenmesinde, molekiillerin dort boyutlu yapisinin olusturulmasinda ve
bu yapiin korunmasinda ve enzimlerde kofaktor olarak rol oynarlar. Agir metallerin ytliksek
dozlar1 organizmalar i¢in toksiktir ve siirekli maruziyet organizmada olusan etkinin siddetini
arttirir. Toksisite ortamin pH degerine, ortamdaki besin kompoziyonuna ve ortam kosullarina

bagl olarak degismektedir. Ozellikle madencilik faaliyetlerinin gerceklestirildigi gevreler



uzun siire agir metal maruziyeti saglamasi yaninda diger ¢evresel kosullar nedeni ile de
toksisitenin artmasina neden olmaktadir (Ayangbenro ve Babalola, 2017).

Pal vd., (2015) tarafindan yapilan c¢alismada; deniz suyundaki agir metaller
konsantrasyonlarina bagli olarak dort sinifa ayrilmistir:

e Smuf L, 100 nM ve 1 uM konsantrasyon degerlerinde ve deniz suyunda yaygin
olarak bulunan agir metalleri igermektedir. Bunlar; demir, ¢inko ve
molibdendir.

e Smf II, 10-100 nM konsantrasyondaki agir metalleri i¢cermektedir. Nikel,
bakir, arsenik, vanadyum, mangan, kalay, uranyum bu gruptaki agir
metallerdir.

e Smif III, kobalt, seryum, giimiis, antimon gibi nadir elementleri igermektedir.

e Simuf IV, 1 nM’den daha az konsantrasyonda bulunan kadmiyum, krom,
volfram, galyum, zirkonyum, toryum, civa, kursun gibi agir metalleri
icermektedir.

Bilesiklerde iic ya da dort degerlikli katyonlar olarak bulunan ve c¢ok diisiik
¢oziiniirliige sahip olan kalay, seryum, galyum, zirkonyum ve toryumun biyolojik etkisi
olmadigi diisliniilmektedir. Demir, molibden ve mangan diisiik toksisiteye sahip biyolojik
olarak dnemli iz elemenlerdir. Cinko, nikel, bakir, vanadyum, kobalt, volfram ve krom toksik
fakat biolojik olarak orta derecede Onemli iz elementlerdir. Arsenik, giimiis, antimon,
kadmiyum, civa, kursun ve uranyum cok az faydali fonksiyonu bulunan toksik elementlerdir
(Pal vd., 2015).

Calisma alan1 olarak sectigimiz Burdur Golii yillarca sanayi ve sehirsel atiklara maruz
kalmig bir goldiir. Bu gol daha 6nce agir metal direngli mikroorganizmalar agisindan hig
incelenmemistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada Burdur Golii’nden izole edilen bakterilerin
agir metal direnglili§i ve antibiyotik duyarliliklar1 kiiltiirel ve molekiiler yontemler ile

incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Burdur Golii

Burdur Golii 37° 45° Kuzey ve 30° 13° Dogu koordinatlari arasinda Burdur ve Isparta
illeri sinirlart igerisinde konumlanmis bir goldiir. Yiizey alani 205 m? ve derinligi maksimum
60 m olan tuzlu bir géldiir. Goliin iyonik tipi Na-Mg-(CI)-SO4-HCO3 diir. G61 yagmur sulari,
sezonluk ve kalic1 akimtilar, dereler ve yer altt su kaynaklarindan beslenmektedir.
Giineybatida Bozgay ve Ulupmar doguda ise Bayindir, Biigdiiz, Kara Cer¢in ve Kegiborlu su
kaynaklarindan 6nemli olanlaridir. GOl ile ilgili olarak sicaklik mevsimsel olarak degismekle
beraber 6,3 - 24,9 °C, ¢dziinmiis oksijen 6,76 - 16,73 mg/L, oksijen doygunlugu %80 - %125,
elektriksel iletkenlik 9,6 - 31,4 puS/cm, tuzluluk 18,3 — 19,3 ppt, toplam ¢éziinmiis katt madde
27,04 — 34,3 mg/L, askida katt madde 8,42 — 18,65 mg/L, Klorofil-a 0,7 — 16,7 mg/m3,
Secchi diski goriiniirliigi 1,1 — 6,01 m, renk 12- 26 Fau, bulaniklik 1 — 7 pt/Co, kimyasal
Oksijen ihtiyac1 177 — 1227 mg/L, PO4P 0,021 — 0,463 mg/L ve NOsN 0,03 — 2,1 mg/L olarak
rapor edilmistir. Burdur Golii’'nde 17 fitoplankton ve 4 zooplankton taksonu tespit edilmistir.
Goldeki kirliligin artig1 ise g6liin en biiyiik sorunlari arasinda yer almaktadir (Turna vd.,
2005). Son yillarda kirlilikte ciddi oranlarda artis gdzlemlenmektedir; bolgesel arastirlar ise
goliin ozellikle Burdur merkez ve organize sanayiye yakin kisminda kirliligin daha yogun
oldugunu gostermektedir. Gole gelen kirletici kaynaklarin  baginda seker fabrikasi
gelmektedir. Atiklarinda yiiksek oranda nitrat ve fosfat vardir. Goli kirletici diger kaynaklar,
tarim arazilerinden donen sular ve Burdur kentinin atiklaridir. Bu atiklarin ayn1 zamanda agir
metal kirliliginin de baglica sebeplerinden oldugu bilinmektedir. Burdur ili atik su aritma
tesisi faaliyet gostermesiyle bu kirliligin oniline gecildigi diistiniilmektedir fakat yillarca bu

atiklarin golde yaptig1 kirlenme etkilerini gostermeye devam etmektedir.

2.2.  Agir Metal Kirlilik Kaynaklari

Dogal olarak olusan agir metaller, organizmalar tarafindan kolayca alinmasi miimkiin
olmayan ¢oziinmez formlarda bulunur. Bu agir metallerin toprakta adsorbsiyonu ¢ok
yiiksektir ve bu nedenle organizmalar tarafindan almimi zordur. insan faaliyetleri ile agiga
cikan agir metaller ile karsilagtirildiginda dogal olarak bulunan agir metaller ile toprak
arasindaki bagin enerjisi ¢ok yiiksektir. Agir metallerin aciga ¢iktigt dogal prosesler
goktaslari, erozyon, volkanik aktiviteler ve minerallerin asinmasidir (Ayangbenro ve

Babalola, 2017). Agir metal kaynaklar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.



AGIR METALLER

Antropojenik kaynaklar Dogal kaynaklar

1. As: pestisitler, ahsap koruyucular, 1. Mineral aginmast

iosolidl h iligi it :
biosolidler, cevher madenciligi ve ergitme 2. Erozyon ve volkanik

2. Cd: boyalar ve pigmentler, plastik aktiviteler
stabilize ediciler, metal kaplama, fosfat ..
giibreleri 3. Orman yanginlar1 ve biyojenik
i i . kaynaklar
3. Cr : deri tabaklama, ¢elik endiistrisi, kiil . .
. S 4. Vejetasyon ile yayilan
4. Cu: pestisitler, giibreler, biosolidler, partikiiller

cevher madenciligi ve ergitme

5. Hg: altin giimiis madenciligi, komiir
kullanimu, tibbi atiklar

6. Ni: Atik su, mutfak aletleri, cerrahi
cihazlar

7. Pb: yakitlar, atik piller, insektisit ve
herbisitler

Sekil 2.1. Agir metallerin dogaya yayilma kaynaklar1 (Dixit vd., 2015).

Agir metaller yerkabugunun tamaminda bulunan dogal elementler olmasina ragmen,
son yillarda niifus artisina bagl olarak artan ihtiyaci karsilamak nedeni ile gercgeklestirilen
madencilik ve eritme islemleri, endiistriyel faaliyetler, metal ve metal igeren bilesiklerin
yaygin olarak ev i¢i ve tarimsal kullanimi gibi faaliyetler nedeni ile ¢evreye artan oranlarda
yayilmistir ve organizmalar daha sik maruz kalmaktadir. Cevresel kirlenme, metal korozyonu,
atmosferik ¢okelme, erozyon neticesinde topraktan metal iyonlarinin ayrismasi ve siiziilmesi,
sedimentin re-siispansiyonu ve su kaynaklarindan topraga ve yeralti sularina metallerin
buharlastirilmas1 yoluyla olusabilir. Endiistriyel kaynaklar, rafinerilerde metal isleme, enerji
santrallerinde komiir yakma, petrol yakma, niikleer enerji santralleri ve yiiksek gerilim hatlari,
plastik, tekstil, mikroelektronik, ahsap koruma ve kagit isleme faaliyetlerini kapsamaktadir
(Tchounwou vd., 2012).



Kadmiyum yerkabugunda yaklasik 0,1 mg/kg ortalama konsantrasyonda bulunur.
Dogada kadmiyum bilesiklerinin en yiiksek seviyesi tortul kayaglarda goriilmektedir ve deniz
fosfatlar1 yaklagik 15 mg/kg kadmiyum igerir. Kadmiyumun baslica endiistriyel uygulamalari
alasimlarin, pigmentlerin ve pillerin lretimini igerir. Pillerde kadmiyum kullanimi son
yillarda 6nemli bir artis géstermis olmasina ragmen, ¢evresel kaygilara yanit olarak gelismis
tilkelerde ticari kullanimi azalmistir (Tchounwou vd., 2012). Kadmiyum kaplamalari,
ozellikle deniz ve havacilik gibi yiiksek stresli ortamlarda, kaplara ve diger tasitlara iyi bir
korozyon direnci kaplamasi saglar. Kadmiyumun diger kullanimi, pigmentler, polivinil kloriir
(PVC) i¢in stabilizatorler, alasimlar ve elektronik bilesikler olarak bulunmaktadir.
Kadmiyum, fosfat giibreleri, deterjanlar ve rafine edilmis petrol tirlinleri de dahil olmak tizere
birgok iiriinde saf olmayan bir madde olarak bulunur. Buna ¢k olarak, asit yagmurlar1 ve
sonucta toprak ve yiizey sularmin asitlenmesi ile kadmiyumun jeokimyasal hareketliligini
artttrmistir. Kadmiyum, ¢inkonun kaginilmaz bir yan {iriinii olarak {iiretilir ve bazen rafine
edilir (Wuana ve Okieimen 2011, Akhand vd. 2016).

Kadmiyum, klorirler, hidroksil, siilfhidriller ve tiol gruplar ile birlikte ¢oziiniir
kompleksler olusturur ve kadmiyumun biyolojik aktivitesi biiyiik 6lgide bu komplekslerin
varhigina baglidir (Vig vd. 2003).

Crva, viicuttaki dokularda ciddi hasarlara neden olan, yaygin bir ¢cevresel toksik bilesik
ve kirleticidir. Organizmalar, ¢evrede ¢esitli civa formlarina maruz kalmaktadirlar. Bunlar,
civa buhari (Hg0), inorganik (Hg**, Hg*?) ve organik civa bilesiklerini igerir (Tchounwou vd.,
2012).

Civa dongiisiinde atmosfere dogal olarak ve tekrar salinan civa emisyonlari ¢ok
onemli faktorlerdir. Dogaya civanin yayilmasinda; mineral kaynaklardan civanin
buharlastirilmasi, kontamine su ve karasal sistemlerden civanin uzaklastirilmas: (Hg,C'nin
Hg0'ya diisiiriilmesi yoluyla), volkanik emisyonlar ve orman yanginlar1 6nem kazanmaktadir.
Civanin antropojenik emisyon kaynaklar1 ¢ogunlukla; kat1 atik yakma (belediye ve tibbi
atiklar), komiir ve yag yakma, pirometalurjik siire¢ler (demir, kursun ve ¢inko) ve altin
tretimidir. Bu kaynaklar arasinda komiir yakma ve kati atik yakma toplam kiiresel
emisyonlarin yarisindan fazlasini olusturmaktadir (Wang vd., 2004).

Civa, ozellikle metil civa ve etil civa gibi ugucu alkile edilmis bilesikler seklinde veya
HgO elemental formda ve aymi zamanda, suda ¢6ziinebilen kompleks bilesikler halinde
bulunabilir. Civa, siilfiir ve klor igeren bilesiklerin yani sira organik bilesikler ve organik

maddeler iizerine giiglii bir affinite gosterir (Janowska vd., 2017).



Kursun, yerkabugunda az miktarda bulunan dogal olarak olusan mavimsi-gri bir
metaldir. Kursun ortamda dogal olarak bulunsa da, fosil yakitlarin kullanilmasi, madencilik ve
endiistriyel iiretimi gibi antropojenik faaliyetler yiliksek konsantrasyonlarinin salinmasina
katkida bulunur. Kursun birgok farkli endiistriyel, tarimsal ve evsel uygulamalarda, kursun-
asit piller, mithimmat, metal {iriinleri (lehim ve borular) iiretiminde ve X-isinlarindan
korunmak igin kullanilmaktadir. 2004 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde gesitli
endiistriyel uygulamalar igin tahmini olarak 1.52 milyon metrik ton kursun kullanilmistir. Bu
miktarin yaklasik % 83'linii kursun akii tiretimi, kalan kismin1 mithimmat (% 3.5), boya, cam,
pigment ve kimyasallar i¢in oksitler (% 2,6) ve kursun (% 1,7) iiretimi olusturmaktadir
(Tchounwou vd. 2012).

Endiistriyel alanlardaki toplam Pb konsantrasyonu 10000 mg/kg 'ye kadar
ulasabilirken, topraktaki ortalama deger 10 ila 100 mg/kg arasindadir. Buna ek olarak,
endiistriyel atik sularda Pb (Il) seviyesi, 200-250 mg/kg seviyesine ulasirken, kabul edilen
kalite standartlarina gore, 0,05-0,10 mg/kg seviyesinin asmamalidir (Jarostawiecka ve
Piotrowska-Seget, 2014).

Pb (1), Mn (I1) ve Zn (I1) gibi temel elementler gibi aktif tasima yoluyla bakteriyel
hiicrelere girer. Pb'nin biyolojik olarak o6nemi bilinmemektedir ve c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda toksiktir. Pb'nin toksisitesi biyolojik olarak hiicre i¢ine alinabilir formda
bulunup bulunmamasina baglidir (Jarostawiecka ve Piotrowska-Seget, 2014).

Cevrede bulunan 6nemli kirleticilerden olan kursun ve kadmiyum, hiicre zarlarina
zarar verebilen, enzimlerin Ozelligini degistiren ve DNA'ya hasar verici 06zellikte olup
insanlar, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar igin oldukga zehirlidir. Bu toksisite, kursun
ve kadmiyumun hiicrede yararli fonksiyonu olan metallerin yerine bilesiklere baglanmasi ile
gergeklesmektedir (Marzan vd., 2017).

Arsenik ¢evresel orneklerin neredeyse tiimiinde diisiik konsantrasyonlarda tespit edilen
bir elementtir. Arsenik’in baslica inorganik formlari, arsenit (+3 degerlikli formu) ve
arsenat’tir (+5 degerlikli formu). Arsenik’ in organik formlarindan olan metillenmis
bilesikler; monometilarsonik asit (MMA), dimetilarenzik asit (DMA) ve trimetilarsin oksit’tir
(Tchounwou vd., 2012).

Metaloid arsenik ¢evreye ve insanlara karst olduk¢a toksik oldugu ve madencilik ve
ilgili faaliyetlerden (cevher isleme vb.) gelen endiistriyel atik su akimlarinda bulunmasi
nedeniyle asil endise kaynagidir. Ahsap isleme endiistrisi ve ahsap yanmasi, karbon ve petrol
islemesi, rafineri ve yanma, jeotermal islemler, tarimsal kimya endiistrisi (6rnegin bdcek

ilacindaki yabanci maddeler) ve tarim atiksuyunun uygulamalari, atik su aritma ¢camuru ve
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belediye kat1 atik yakimi gibi faaliyetler dogaya metaloid arsenik saliniminin en Snemli
nedenleridir (Hayat vd., 2017). Cesitli endiistriler ve ¢evreye yaydigi agir metaller Cizelge

2.1°de ve agir metallerin insan sagligi iizerindeki etkileri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Agir metaller ve yayilimina sebep olan endiistriyel faaliyetler (Kahvecioglu vd.,

2003).
ENDUSTRI Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -
Petrokimya + + - + + - + +
Klor-Alkali + + - + + - + +
Uretimi
Giibre Sanayi + + + + + - + +
Demir-Celik + + + + + + + +
Sanayi
Enerji Uretimi  + + + + + + + +
(Termik)




Cizelge 2.2. Agir metallerin insan sagligi tizerinde etkileri (Dixit vd., 2015).

Agir Metal EPA Regulatory Toksik Etki
Limit (ppm)

Ag (Glimiis) 0,10 Deri veya diger viicut dokularinin maruz kalmaya dayali
gri veya mavi-gri renk almasi, solunum problemleri,
akciger ve solunum yollari iltihab1 ve karin agrist.

As (Arsenik) 0,01 Oksidatif fosforilasyon ve ATP sentezi gibi onemli
hiicresel islemleri etkiler

Ba (Baryum) 2,0 Kardiyak aritmi, solunum yetmezligi, mide-bagirsak
islev bozuklugu, kas segirmesi ve yiiksek kan basinci

Cd 5,0 Kanserojenik, mutajenik, endokrin bozucu, akciger

(Kadmiyum) hasar1 ve kirilgan kemikler, biyolojik sistemlerde
kalsiyum regiilasyonunu etkiler

Cr (Krom) 0,1 Sag ve kil kayb1

Cu (Bakar) 1,3 Beyin ve bobrek hasari, yiiksek seviyeler karaciger
sirozu ve kronik anemi, mide ve bagirsak tahrisi ile
sonuglanir

Hg (Civa) 2,0 Otoimmiin hastaliklar, depresyon, uyku hali, yorgunluk,
sa¢ dokiilmesi, insomnia, hafiza kaybi, huzursuzluk,
gorme bozuklugu, titreme, 6fke patlamasi, beyin hasari,
akciger ve bobrek yetmezligi.

Pb (Kursun) 15 Cocuklarda asir1 maruz kalma, bozulmus gelisim, zeka
geriligi, kisa siireli hafiza kaybi, Ogrenme ve
koordinasyon problemleri, kardiyovaskiiler hastalik
riskinde artis

Se (Selenyum) 50 300 pug/giin civarinda diyet maruziyeti, endokrin

sistemini etkilemektedir




2.3.  Agir Metal Direnci

Agir metaller ile ilgili olarak "direng" ve "tolerans"” terimleri siklikla literatiirde es
anlamli olarak kullanilmaktadir. Bir metal icin bakteriyel detoksifikasyonun spesifik bir
mekanizmasinin karakterize edilmesi miimkiin oldugunda "diren¢" teriminin kullanilmasi
onerilir. Dolayisiyla, tolerans terimi, bu siirecin mekanizmasinin arastirilmadigi her durumda,
bir metalin yiiksek konsantrasyonlarinda bir bakteri tiiriiniin gelisme kabiliyetine atifta
bulunmak i¢in daha uygun goéziikmektedir (Lima e Silva vd., 2012).

Bir¢ok mikroorganizma agir metalleri kullanarak detoksifikasyon ve solunum
mekanizmas1 gelistirmis ve buna diren¢ kazanmistir. Agir metal direngli bakterilerin
izolasyonu ve karakterizasyonu, metal birikimi kabiliyeti ve direnc¢ kapasitesi agisindan
onemlidir (Marzan vd., 2017).

Agir metallere karsi direng, Ozellikle Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia ve
Burkholderia gibi Gram negatif bakterilerde gozlenmistir. Pseudomonas tiirleri iyi
calisilmistir ve sadece agir metallere ve diger toksik maddelere karsi yiiksek direngleri
nedeniyle degil ayni zamanda basit beslenme gereksinimleri ve standart laboratuvar
ortaminda hizli biiylime 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir (Ceylan ve Ugur, 2012).

Agir metallerin mikroorganizmalar tizerindeki toksik etkileri, pH, selatlama ajanlarinin
konsantrasyonu, mikroorganizmanin genetik ozellikleri ve organik maddeler gibi birgok
faktore baghidir. Bu elementlerin ¢evrede bulunmasinin ekosistemler iizerindeki etkileri,
biyokiitle degisiklikleri, mikrobiyolojik ¢esitliliginin degisimi ve elementlerin dongiisiiniin
bozulmasi seklinde 6zetlenebilir (Lima e Silva vd., 2012).

Metal stresli kosullar altinda bakteriler agir metal iyonlariin alimini tolere edebilmek
icin modifikasyon mekanizmalar1 gelistirirler. Bu mekanizmalar arasinda, metal iyonlarinin
hiicre disina ¢ikisi, metal i¢indeki iyonlarin hiicre i¢ine birikimi ve kompleksasyonu ve agir
metal iyonlarinin daha az toksik forma indirgenmesi bulunmaktadir. Bakteriler agir metallerce
zengin ¢evrelere kromozomal, transpozon ve plazmid aracili direng sistemleri ile adapte
olmuslardir (Sevgi vd., 2010).

Agir metallerin ¢evreye girigi, mikrobiyal kommiinite yapisinda ve islevinde nemli
degisiklige neden olmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, antibiyotiklere direngli bazi
bakterilerin, ayn1 zamanda agir metallere de diren¢ gosterdigi belirlenmistir (Matyar vd.,
2008).

Glmiis, civa, kursun, aliiminyum, kadmiyum, altin ve arsenik gibi agir metaller

mikroorganizmalar igin potansiyel toksik agir metallerdir. Toksisite agir metallerin,



fonksiyonel ve hiicre i¢in ihtiya¢ duyulan metallerin yerine baglanmasi ile gergeklesir.
Yiiksek agir metal konsantrasyonlar: hiicre zarininin yapisal biitiinligiinii bozar, enzimatik
Ozgilliglini degistirir, hiicresel islevleri engeller ve DNA'ya hasar verir. Metal homeostazi,
bakterilerde ve Okaryotlarda iyi ¢alisilmistir ve P1B-tipi ATPazlar, ABC tasiyicilari, katyon
difiizyon kolaylastiricilar1 (CDF'ler) ve metalosaperonlar gibi metallere yanit olarak
diizenlenen tasiyicilarin farklilastirilmis kontrolii ile iliskilendirilmistir (Kowshik, 2013).
Mikroorganizmalar gelistirdikleri metal diren¢ sistemleri ile metallerce zengin
ortamlara uyum saglamislardir. Agir metal direnci mikroorganizmalarda genelde spesifik
olarak plazmid kodludur. Agir metal direnci ile ilgili ¢aligmalar 1970’li yillarda birkag
bakterinin agir metale direng gostermesi kesfedilerek baslamustir. 1k  calisilan
mikroorganizmalar genelde aerobik ve genel mikrobiyoloji laboratuvarlarinda calisilmaya
uygun olan; Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus sp.
turleridir (Nakahara vd., 1977; Marques vd., 1979; Harnett ve Gyles, 1984; Schwarz ve
Hobel, 1989; Belliveau vd. 1991; Wang ve Shen, 1995). Direngli tespit edilmis
mikroorganizmalardan bazilar1 Cizelge 2.3’de belirtilmistir. Agir metal direng ¢alismalarinda
ilk olarak civa veya organomerkuriyellere kars1 direng dikkat ¢ekmistir. Fakat diistiniilenin
aksine agir metal direncinin yasamin baslangici ile basladgi ve bugiine kadar gelistigi
savunulmaktadir (Ji ve Silver, 1995). Agir metal direng sistemleri ve antibiyotik direng
sistemleri arasinda paralel ilerleyen bir iliski oldugu bilinmektedir (Nakahara vd. 1977,
Harnett ve Gyles, 1984; McEntee vd. 1986; Schwarz ve Hobel, 1989; Belliveau vd. 1991).
Bazi durumlarda her iki direnci kodlayan genlerde ayni plazmid iizerinde tasmmaktadir
(Nakahara vd. 1977). Direng sistemleri bazi durumlarda sadece direng degil ayn1 zamanda
ortamda bulunan agir metallerin toplanmasi ve indirgenmesi seklinde calismaktadir. Bu tip
sistemler canlilar ve doga icin temizleyci gorev yapabilecegi igin lizerinde durulmas: gereken
bir konudur. Mikroorganizmalar agir metallere kars1 adaptasyon siirecinde farkli kromozomal
, transpozon ve plazmid kodlu sistemler gelistirmistir (Bruins vd., 2000). Direng sistemleri

Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Agir metal direngliligi tespit edilmis mikroorganizmalar ve izole edildikleri

Mikroorganizmanin
Tiiri

Pseudomonas
aureginosa

Bacillus sp.

Stenotrophomonas
meltophila
Methylobacterium
mesophilicum

Micrococcus luteus
Variovorax paradoxus
Bacillus arsenicus
Planococcus
maritimus

Staphylococcus

pasteuri

kaynaklar (Yavuz ve Sarigiil, 2016).

Direncg
Metaller
Cu, Hg

As

Zn

Cd

Pb

Ag

Co, Se, Hg , As, Cu,
Zn, Mg, Cd, Pb

Co, Se, Hg, As, Cu,
Zn, Mg, Cd, Pb

Co, Se, Hg, Mn, As,
Cu, Mg, Cd, Pb

Gosterdigi Izole Edildigi Yer

Atik su

Toprak

Toprak

Toprak

Toprak

Giimis

yakinlarindan

Sediment

Sediment

Sediment

11

madeni

Kaynak

Hassen vd. (1998)

Cavalca vd.
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Sekil 2.2. Bakteriler, 6karyotlar ve arkealarda metal direncinin genel mekanizmalari
(Kowshik, 2013).

Agir metal direng sistemleri genel olarak 6 baslikta incelenmektedir

2.3.1. Metalin Hiicre icine Alinmasinin Engellenmesi

Hiicre duvari veya zarindaki degisiklikler yoluyla gegirgenligi azaltarak veya bu
iyonlar1 eksopolisolisakkarit tabakayla baglayarak toksik metal iyonlarinin hiicre igine
alinmas1 engellenmektedir. Bu sistemin en 6nemli 6rnegi, membrandaki porin proteininin
degistirilmesi yoluyla E. coli B'de metal iyonlarinin hiicre i¢ine girisinin engellenmesidir
(Rouch vd., 1995). Bu sistem genellikle tek bir genetik mutasyonla olusur ve zarin metal
iyonlarina gegirgenligini azaltir (Ji ve Silver, 1995). Baska bir sistem, metal iyonlarinin hiicre
duvar1 veya zar tarafindan spesifik olarak baglanmasidir. Bu sekilde, metal baglanma
noktalar1 doygunluga erisene kadar korunmaktadir (Beveridge ve Murray, 1976; Hoyle ve
Beveridge, 1983). Bakterilerde, hiicre dis1 tabaka, canlilig: stirdiirmek i¢in gerekli olan metal
iyonlarini tutar ve depolanmasina katkida bulunur (Scott vd., 1988; Scott ve Palmer, 1990).
Kadmiyum iyonlarinin ekstraseliiler birikimi genellikle bu sistemle gergeklesir. Klebsiella
aerogenes’de bulunan hiicre dis1 kapsiil, kadmiyum iyonlariin hiicre i¢ine alimini engeller
(Mergeay, 1991). Pseudomonas sp. periplazmik baglant1 sistemindeki bakir iyonlarina karst,

copA, copB, copC ve copD'nin olusturdugu dort genden meydana gelen operon ile direng
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saglar. COPA ve copB, kismi bakir direnci saglarken, copC ve copD, tam bakir direncine
katkida bulunur (Silver ve Walderhaug, 1992; Silver ve Ji, 1994). Bu sistemler, metal
iyonlarinin hiicrenin i¢ine girmesini dnlemek i¢in olusabilecek konformasyonel degisiklikleri
gosterir. Bu sistem genelde disiik seviyelerde 0.01 ve 0.1 nM kadmiyuma maruz kalma
durumunda olusmaktadir (McEntee vd., 1986).

Ciwva igeren organik bilesiklerin par¢anmasini da iceren genis spektrumlu civa
direncini saglayan proteinleri (MerB, MerG) kodlayan genlerin dagilimi evrimsel olarak
MerA proteinini  kodlayan genlerin dagilimindan farklihk gosterir. merB genleri
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes ve Proteobacteria liyelerinde etspit edilmistir.
Fenilciva molekiiliin hiicresel gecirgenliginin azaltilmasinda etkili olan proteinleri kodlayan
merG geni ise sadeced, 5 farkli operonda saptanmistir. Bunlardan ¢ tanesi
pseudomonadlarda bulunurken iki tanesi topraktan izole edilen plazmitlerde belirlenmistir.
merG geni ya da bu genin homologunun bulunmadigi higbir operonda merB geni de
saptanmamigtir. Bu durum bu iki gen arasinda giiglii pozitid korelasyon bulundugunu

gostermektedir (Pearson R = 0.23, p = 0.01) (Boyd ve Barkay 2012).

2.3.2. Metal Iyonlarinin Hiicre Disina Tasinmasi

Aktif tasima ya da efflux sistemler metal diren¢ sistemleri i¢inde en sik rastlanan
sistemdir. Mikroorganizmalar hiicre i¢ine girmis olan toksik metal iyonlarini aktif tasima yolu
ile sitoplazma digina tasir. Bu sistemler kromozom veya plazmidler {izerinde kodlanmig
olabilir. Sistemde mikroorganizma i¢in gerekli olmayan metaller besin maddelerinderindeki
gibi hiicre igine alinir fakat hizli bir sekilde sitoplazma disina atilir (Silver ve Walderhaug,
1992). E. coli ve S. aureus’da plazmid kodlu ars operonu tarafindan As(V) ve As (III) direnci,
S. aureus, Bacillus sp. ve Listeria sp.’de cad operonu ve Alcaligenes eutrophus’da bulunan
czc operonu tarafindan saglanan kadmiyum direnci ve E. coli’de bulunan zntA operonu ve
S.aureus’da bulunan cadA direng sistemleri 6rnek olarak verilebilir (Silver ve Walderhaug,
1992; Nies,1992; Ji ve Silver, 1995; Rensing vd. 1998).

Toksisitenin olugmasi i¢in metallerin hiicrenin i¢ine girmesi gerekir. Mikroorganizma
membranda bulunan ve metallerin hiicre igine tasinmasini saglayan tasiyict proteinlerin
miktarin1 azaltip, hiicre i¢ine girmis toksik agir metallerin hiicre disina taginmasini saglayan
proteinlerin miktarimi ilgili genlerin regiilasyonu ile arttirabilir. Membrandaki bu tasiyici
proteinlerin toksik atik bosaltim pompasi olarak kullanilmasi mikroorganizmalardaki en

yaygin inorganik iyon direnci mekanizmalarindandir (Kowshik, 2013).
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Protein aileleri arasinda, ATP hidroliziyle yonlendirilen P-tipi ATPazlar, kimyasal
asimetrik iyon-proton degistirici olarak gorev yapan katyon difiizyon kolaylastirict aile
tastyicilart ve proton tarafindan yoOnlendirilen akisa aracilik eden tasiyicilarin direngli
nodiilasyon boliimii (RND) ailesi bulunur. Genellikle, metal direncli bakterilerde birden fazla
efflux proteini bulunur. czcCBA, bir CBA tasiyicilardir. Bu yapisal gen bolgesi direng-
nodiilasyon hiicre boliinme protein ailesinin dig zar faktorleri czcC, membran fiizyon proteini
czcB ve czCcA proteinini kodlar. Bu ihrag eden genlerin transkripsiyonel yanitlari, merR aile
regiilatorleri, arsR/smtB ailesi ve iki bilesenli sistemler de dahil olmak iizere farkli
diizenleyiciler tarafindan kontrol edilir (Eghomwanre vd. 2016).

RND protein ailesi ilk olarak agir metal direnci (Ralstonia metallidurans), nodiilasyon
(Mesorhizobium loti) ve hiicre boliinmesi (E. coli) ile iliskili bakteri transport proteinleri
grubu olarak tanimlanmistir. Bu protein ailesi yedi protein ailesini barindiran ve tiim
organizma ana gruplarinda bulunan biiyiik bir siiper-protein ailesine doniismiistiir. Bakteri ve
arkeada bu siiper ailenin iiyeleri, agir metallerin, hidrofobik bilesiklerin, amfibilerin,
nodiilasyon faktorlerinin proteinlerle tasmnmasina SecDF ile katilirlar. Okaryotlarm RND
stiper familyasina ait proteinler sterollerin tasinmasinda reseptor olarak gorev yaparlar. RND
siper familyasina dahil olan ve agir metal direnci ile iliskili olan membran tasima proteinleri
(HME-RND) Milton Saier fonksiyonel filogenetik siniflandirma sisteminde TC 2.A.6.1.1
numarasi ile kayithdir (Nies, 2003).

Sekil 2.3’de RND proteinlerinin hiicre fonksiyonu ve mekanizmasi gosterilmektedir.
Bu model, AcrB, TolC’nin yapisal 6zelliklerine ve yayinlanmis biyokimyasal verilere bagl
olarak olusturulmustur. RND proteini (kirmizi), Gi¢ alt birimden olusan, periplazmik substrat
baglama bolgesine sahip olan bir proteindir. MFP proteini yesil, OMF sar1 renkte
gosterilmektedir. RND proteinlerinin aktivitesi i¢in gerekli enerji, daha Once solunum
zincirinde olusan protonlar (siyah renkli noktalar) tarafindan saglanir. HME1 ve HME2
proteinleri (turuncu renkli, 2a) ise, periplazmik substrat baglama noktasinda bulunurlar ve iki
degerlikli agir metal iyonlarinin (mavi, mor, gri renkli daireler olarak gosterilmistir) gectigi

bir katyon kanal1 olarak gorev yaparlar.
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Sekil 2.3. RND proteinlerinin hiicre i¢i fonksiyonlari.

2.3.3. Metallerin Hiicre Ici Biriktirilmesi

Mikroorganizmanin sitoplazmasina giren agir metalleri biriktirerek hiicre bilesenlerini
toksik etkilerden koruyan bir sistemdir. Hiicrede depolanan metaller genellikle kadmiyum,
bakir ve ¢inkodur. Bu sistemin iki 6nemli 6rnegi dikkat ¢ekmektedir; Synechococcus sp. ve
Pseudomonas sp. Sistein zengin bir proteindir (Rouch vd., 1995; Silver ve Phung, 1996).
Synechococcus sp. Direng sistemi iki gruptan olusur: SmtA ve smtB. smtA kadmiyum, bakir
ve ¢inko baglayici metalotiyonin proteininin tiretiminden sorumludur (Silver vd., 1989;
Silver, 1992). Bu gen, kadmiyum, bakir ve ¢inko varliginda yiiksek seviyelerde indiiklenir ve
smtB tretimini bastirir. SMB bastirildiginda, smtA gibi davranir ve metalothionin {iretir
(Silver vd., 1989). Bugiine kadar sadece Synechococcus sp. Siyanobakteri tiirleri, prokaryotik
metallothionin {iretimini gostermistir (Silver vd., 1989). Bu tip sistein igeren metalotiyonin
tiretimi, ilk olarak bu tiirlerde hayvanlardan sonra gozlenmistir (Silver vd., 1989). Hiicre igi
birikimini gosteren diger organizma, kanalizasyondan izole edilen Pseudomonas putida tiirleri
(Trevors vd., 1986) 'dir. Bu mikroorganizma metalothionuna benzer {i¢ farkli diisiik molekiil
agirhikli sistein zengin protein {iretimi vardir. Mycobacterium scrofulaceum'da, bakir

iyonlarinin siyah bakir ¢okeltileri olarak ¢okeldigi gozlenmistir (Mergeay, 1991).
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Inorganik katyonlarin ve anyonlarm hiicre igi konsantrasyonlariin diizenlenmesi i¢in
temel islemler membran tagima sistemleridir. Belirli kosullar altinda metal iyonlar1 yiiksek
substrat 0zgiilliigli olan alim sistemleri ile biriktirilebilir. Bdylece, nikel bes protein alt
biriminden olusan g¢ok-bilesenli sistemin yiiksek afiniteli ABC-tipi iyon nakil prokaryotik
hiicreler tarafindan alinir; NikA-E (Margaryan vd., 2013).

2.3.4. Metallerin Hiicre Disinda Biriktirilmesi

Ekolojik ve pratik agidan biyosorpsiyon en Onemli siirectir. Bakterilerdeki
ekstraseliiler tabaka yapisindaki anyonik fonksiyonel gruplar ile Cd, Pb, Fe ve Zn gibi ¢ok
sayidaki katyonik metalleri immobilize eder. Bu biyoabsorbsiyon genellikle karbonhidratlar,
polisakkaritler ve bazen niikleik ve yag asitlerinden olusan mukoz ekstraseliiler tabakalarin
etkisi ile gergeklestirilir. Metal iyonlarinin hiicre yiizeyine baglanmasi ¢esitli mekanizmalar
ile gerceklestirilir. Bunlar; elektrostatik etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, kovalent
baglanma, redoks etkilesimleri ve ekstraseliiler c¢okeltme veya bu islemlerin bazi
kombinasyonlarini igeren ¢esitli mekanizmalardir. Aktivasyon halindeki fonksiyonel gruplar,
kitin i¢indeki asedamido gruplari, peptidoglikozitlerdeki amin gruplari, proteinlerdeki
stilthidral ve karboksil gruplari, fosfat, fosfodiester ve polisakkaritlerdeki hidroksil gruplar
biyosorpsiyon siirecinde yer alir. Bisorpsiyon prosesinde gérev alan fonksiyonel gruplardan
bazilari; kitinde asitamid gruplari, peptidoglikositlerdeki amin gruplari, proteinlerdeki
stilfidril ve karboksil gruplari, polisakkaritlerdeki fosfat, fosfodiester ve hidroksil gruplaridir.
Bakteriler, yiiksek yiizey hacim oranlari ve potansiyel olarak aktif kemosorpsiyon sahalarinin
genis olmasi nedeniyle mitkemmel biyosorbentlerdir (Banik vd., 2014).

Metal iyonlarinin hiicre dis1 birikimi, bazi1 kiif ve mayalarda da goriilen bir agir metal
diren¢ sistemidir (Joho vd., 1995). Maya i¢inde bir ¢esit Nikel (II) direncinin bu sisteme
dayandigi distiniilmektedir. Saccharomyces cerevisiae glutatyon yoluyla Nikelin
adsorpsiyonunu azaltir (Murata, 1985). Glutatyon agir metaller igin yiiksek afiniteye sahiptir.
Metalce zengin ortamdaki mayalarin, hiicre dis1 metallere baglanan glutatyondan sorumliu
olan metilglikokal direncgli geni tasidiklar1 gézlemlenmistir (Murata, 1985). Direng metalleri
hiicrenin digina baglanarak hiicrenin igine giremezler. Benzer bir mekanizma mantarlarda
Bakir (II) direncinde de gozlenmistir (Murphy ve Levy, 1983). Bu mantarlar, agir metallerle
oksalat kompleks olustururlar. Mayalar ve Citrobacter sp. gibi bazi diger organizmalar
kadmiyum fosfat gibi ¢6ziinmez komplekslere ve agir metallere karst direnglidir (McEntee
vd., 1986). Mayalar ve Citrobacter sp. direng igin siilfit ve fost tiretimini kullanirlar. K.

aerogenes kadmiyum (Il) iyonlarini, etrafina tasiyarak siilfit salinan susun ¢evresine g¢oker.
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Bu ulasim ¢okelti olusumu doymus hale gelene kadar devam eder (Aiking vd., 1985, Scott ve
Palmer, 1990).

Mikrobiyal agir metal remediasyonunun bir baska mekanizmasi sideroforlari
icermektedir. Sideroforlar demir alimimi kolaylastirmak i¢in bakteri, mantar ve bitkiler
tarafindan iretilen disik molekil agirhikli selatlama maddeleri (200-2000 Da)'dir.
Sideroforlar mikrooganizmalarin demir ihtiyaci derecesinin degisimine bagli oarak farkli
afiniteleri olan bir¢ok metali selatlayabilir. Demir disindaki metaller bakteriler tarafindan
siderofor iiretimini harekete geg¢irebilir, bu nedenle sideroforlar1 demir disindaki metallerin
homeostazinda ve 6zellikle agir metal toleransina neden olabilir. Sideroforlarin, demir diginda

aliminyum, galyum ve krom aliniminda da etkilidir (Banik vd. 2014).

2.3.5. Enzimatik Detoksifikasyon

Civa direng sistemi enzimatik detoksifikasyona sahip organizmalarda en ¢ok ¢alisiimis
olan ve en iyi bilinen direng sistemidir. Gram pozitif (S. aureus, Bacillus sp.) ve negatif (E.
coli, P. aeruginosa, Serratia marcescens ve Thiobacillus ferrooxidans) mikroorganizmalarda
belirlenmistir (Misra, 1992). Civa hiicre i¢ine alindiginda proteinlerde ve enzimlerde bulunan
tiol gruplaria baglanarak, proteinin aktivitesini engeller. Civa direnci bir grup geni igeren
mer operonu ile saglanmaktadir. Bu operon sadece civanin detoksifiye edilmesini degil ayni
zamanda taginma ve hiicresel diren¢ mekanizmalarini da diizenler (Misra, 1992; ji ve
Silver,1995). Direngten sorumlu proteinler civanin hiicre igine alinmasi ile sentezlenmeye
baglar. Ekstrasiiller civa baglayici proteinler, transport proteinleri sentezlenir. Sentezlenen
periplazmik proteinler civaya baglanarak hiicre igine alinmasini saglar, detoksifikasyon hiicre
icinde gergeklesir. Organomerkiiriyel liyaz ve civaiyon rediiktaz diren¢ genleri tarafindan
salgilanan ve civa direncinde onemli olan enzimlerdir (Weiss vd., 1997; Misra, 1992). Dar
spektrumlu civa direngli mikroorganizmalar sinirli organomerkiiriyel liyaz genlerine sahiptir
ve organik civa bilesiklerine ¢ok fazla diren¢ gdstermezler. Genis spektrumlu civa direngli
mikroorganizmalar ise her iki enzimi kodlayan genlere de sahiptirler ve organik ve inorganik
civa bilesiklerine karsi etkin dirence sahiptirler. Civa direncini saglayan mer operonu ¢ok
saylda mikroorganizmada plazmitlerde incelenmistir. Bu operonun bes-alt1 geni yaygin olarak
icerdigi saptanmigtir (Misra, 1992). Bu genler, merA (civa rediiktaz enzimi i¢in kodlar), merB
(organomerciilyal rediiktaz enzimi i¢in kodlar), merC (mer proteinleri kodlari), merD (mer
genlerinin diizgiin sekilde ekspresyonunu saglar), merR (aktivatér protein kodlari), merP
(tasima proteini kodlar, Tasiyan proteini kodlar). mer genleri Shigella flexneri’de Transposon

Tn21, S. marcescens’de plasmid pDU 1358 ve P. aeruginosa’da Transposon Tn501 gibi farkli
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bakterilerdeki farkli bolgelerde kodlanir. Bununla birlikte, gen ve farkli mer operonlarin
fonksiyonel yapilari arasindaki benzerlik %80'in {izerinde bulunmustur (Misra, 1992).

Arkea ve bakterilerdeki civa direnci, Hg (II) 'nin saptanmasi, diizenlenmesi, taginmasi
ve indirgenmesinde yer alan mer operon tarafindan saglanir. Archaea'da en iyi ¢alisilan civa
direnci operonlarindan biri termoasidofilik Sulfolobus solfataricus'un merRHAI operonudur.
Operon, Hg(Il) 'min yoklugunda operatorii baskilayan ve varliginda transkripsiyonu
gerceklestiren regiilator MerR proteini ile kontrolii edilmektedir. MerH, Hg(II) 'y1 baglayan
bir TRASH (tasinim, direng ve algilama) alanina sahip metalosaperondur. MerA Hg(II)’y1
ucucu civaya indirgeyen ve detoksifiye eden igin merkiirik rediiktazdir. Bazi mer operonlari
ilave mer genleri tasirlar. Bunlardan en dikkat gekicilerden biri merB’dir. Bu gen C-Hg
baglarin1 kopararak Hg(Il)’yi, Hg(0)’a indirgeyen organomerkiiriyel liyaz enzimini kodlar.
Bugiine kadar agiklanmig olan tiim haloarkaeal genomlar arasinda sadece Halobacterium sp.
NRC-1 ve Haloterrigena turkmenica’da civa direnci sirasiyla merA ve merB genleriyle
aciklanmistir (Kowshik, 2013).

2.3.6. Hiicre Hassasiyetinin Diisiiriilmesi

Uygun olmayan biiyiime kosullar altinda, tiim organizmalar stresin iistesinden gelmek
icin kendi biinyelerinde baz1 degisiklikler yaparlar. Cevrelerindeki agir metallerin varliginda
mikroorganizmalar bunlarin hiicre i¢ine alinmasini engelleyici ya da hiicre i¢inde toksik
olmayan forma doniismelerini saglayan transkripsiyonel diizenlemeler gerceklestirirler
(Rouch vd., 1995; Kowshik 2013). Bu degisiklikler mutasyonlar1 igerir, olusan mutasyonlar
hiicre bilesenlerinin duyarliligini azaltir, ancak temel fonksiyonlarmi etkilemez. DNA tamir
mekanizmasi, genomik DNA ve plasmidlerin korunmasiyla simirlidir. Mikroorganizmalar
genellikle metal direngli bilesenlerin hassas hiicre bilesenlerini sentezledigi ve korudugu
metabolik yolaklar gelistirir. Bu adaptasyon E. coli'de de gozlemlenmistir. Kadmiyuma maruz
birakilan bir E. coli'de daha yiiksek DNA hasar1 goriilirken, ayn1 E. coli yeniden
kiiltiirlendiginde kadmiyumun direnci tespit edilmistir (Mergeay, 1991). Mikroorganizmalarin
dogal yapilar1 ve fonksiyonlari, onlara temel diizeyde tolerans ve direng kazandirmaktadir
(Rouch vd., 1995). Ornegin glutatyon, giimiis(I), bakir (I, II), kadmiyum (II), civa (I) ve
demir (II) gibi baz1 metallere karsi koruma saglar (Ni'bhriain vd., 1995). Gram negatif ve
Gram pozitif mikroorganizmalarin bazi metal iyonlarini tolere etme kabiliyeti arasinda bir
fark vardir (Morozzi vd., 1986). Gram negatif bakteriler, kadmiyum (II) varliginda protein

sentezini Gram pozitif bakterilerden daha iyi korurlar. Ote yandan, Gram pozitif
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mikroorganizmalar, E. coli'ye gore 28-30 kat daha fazla bakir (II) baglayabilir (Beveridge ve
Fyfe, 1985).

2.4.  Agir Metal ve Antibiyotik Direnc Arasindaki iliski

Bir¢ok arastirmaci, metal maruziyetinin metallere direng saglamasinin yaninda bagka
toksik maddelere, 6zellikle antibiyotiklere kars1 da direng sagladigini belirtmistir. Bu nedenle
agir metal direncliligi toplumundaki antibiyotik direnci ¢alismalari i¢in de ¢ok dnemlidir (EI-
Sayed 2016).

1978 yil1 baslarinda yapilan bir ¢alismada, kanalizasyon atik alanindan izole edilen
Bacillus izolatlar1 ile kirlenmemis topraktan izole edilen Bacillus izolatlar1 ampisilin
direncliligi yoniinden karsilastirilmistir. Bu ¢aligmada agir metal yoniinden zengin alanlardan
izole edilen Bacillus izolatlarindaki ampisilin direngliliginin kirlenmemis alandan izole
edilenlerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Agir metallerin bu etkisinin spesifik oldugu
diisiiniilmektedir. Yiiksek civa konsantrasyonlari ise streptomisin direngli popiilasyonlarda
ters etkiye neden olmaktadir. Bu tip baglantiya bir baska ornek, tarimsal toprak / giibre
icindeki agir metallerin varlig1 ile antibiyotik direng¢ genleri arasinda giiglii bir korelasyon
oldugunu belirleyen ve Cin’de yapilan bir arastirmada bildirilmistir. Bu ¢alisamada ortamdaki
antibiyotiklerin varlig ile bunlara tekabiil eden antibiyotik direng genleri arasindaki baglanti
zayif bulunmustur. Ancak ortamda nispeten diisiik seviyelerde bakir, krom, nikel, kursun ve
demirin bulunmasinin toprak mikroorganizmalarindaki antibiyotik diren¢ genleriyle iligkili
oldugunu gosteren arastirmalar mevcuttur (Yu vd. 2017). Plazmid tabanli agir metal ve

antibiyotik direng genleri Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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MRG cluster e BRG-20YY

Sekil 2.4. 4582 plazmid dizisine dayanan antibiyotik diren¢ genleri (ARG'ler), metal direng
genleri (MRG'ler) ve biyosit direnci genleri (BRG'ler) birlikte goriilmesi. Bu ¢izgilerin
kalinligi, bu birlikteliklerin frekansi ile ilgilidir(Yu vd. 2017).

Antimikrobiyal ajanlarm yanlis kullanilmasi, direncin yayilmasinin arkasindaki biiyiik
bir itici gili¢ olarak kabul edilmesine ragmen, bu iliskinin dogas1 karmagiktir. Antibiyotik
direnci, bazen bir bakterinin genetik yapisinda meydana gelen degisikliklerle elde edilir ve bu
da genetik bir mutasyon ya da g¢evredeki bakteriler arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin
aktarilmasiyla ortaya ¢ikabilir (Eghomwanre vd., 2016).

Hem antibiyotik hem de biyosit/metaller i¢in diren¢ genleri fiziksel olarak ayni
plazmidde bulunuyorsa, metal/biyosid maruziyeti antibiyotik direncinin yatay gen transferini
(HGT) de tesvik edebilir. Giinlimiizde, ARG tasiyan konjugatif plasmidler, klinik ortamlarda
onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Cevresel mikrobiyolojik flora HGT yoluyla patojen
bakterilere mobilize olabilecek ¢esitli direng genleri tasirlar. Bu nedenle plazmid hareketliligi
ile es secilim potansiyelleri arasindaki iliskileri daha genis Olg¢ekte anlamak, potansiyel
riskleri belirleme kabiliyetimizi arttirmak i¢in degerli olacaktir (Pal vd., 2015).

Capraz direng, ayn1 mekanizmay1 kullanarak yapisal olarak birbirine benzemeyen
bilesiklerin hiicre disina atilmasim1 saglamasi ile gerceklesebilir. Ornegin, Listeria
monocytogenes'de c¢oklu ila¢ direnci (MDR) pompasi antibiyotiklere ek olarak metalleri de
hiicre disina atabilir. Pseudomonas aeruginosa'da karakterize edilen MexGHI-OpmD
pompast eger tasimada gorev alan bu pompanin tamamini igeren operona sahipse,
mikroorganizmanin vanadyum, tikarsilin ve klavulanik aside de direngli oldugu saptanmustir.
Bu ¢alisma MexGHI-OpmD pompasina sahip Pseudomonas aeruginosa susu ile bu MexGHI-

OpmD pompasi operonunu igermeyen mutant Pseudomonas aeruginosa susunun
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karsilastirilmasi ile gerceklestirilmistir. Benzer ¢alisma Burkholderia cepacia’da membrana
DsbA-DsbB disiilfid bag olusum sisteminin mutasyonu ile gergeklestirilmistir. Caligma
sonucunda bu sistemin varliginin metallerin hiicre digina atilmasinin yaninda g¢oklu ilag
direnci de sagladigi belirlenmistir (Pal vd., 2015). TetL proteini hem tetrasiklin hem de kobalt
direngliligini saglayabilir (Baker-Austin vd., 2006). ilgili diren¢ sistemi Sekil 2.5°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Metal ve antibiyotik direcini olusturan sistemlere 6rnekler.

2.5. Agir Metal Direncinin Tespit Edilmesi

Mikroorganizmalarda agir metal direncini tespit etmek icin kiiltiirel yontemler,
genomik dizi, PZR, DNA problari, protein elektroforezi ve Western blotlama yontemleri
kullanilmaktadir. Kiiltiirel yontemler c¢ogunlukla farkli metallerin biiylime kosullarinin
gbozlenmesi ve mikroorganizmalarin agir metal tuzlari iceren ortam ile izole edilmesiyle
gerceklestirilir. Bu deneylerde, her agir metal ayr1 ortamlarda karistirilarak test edilebilir veya
ayn1 metale birden fazla metal ekleyerek coklu diren¢ deneyleri ile yapilabilir. Kat1 veya sivi
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ortamlar is icin kullanilabilir. Agir metal direncinin belirlenmesine ilaveten, MIK (Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu) da belirlenmelidir. MiK; Mikroorganizmalarin geri doniisiimiinii
onleyen asgari agir metal konsantrasyonudur. MiK agir metal iceren kat1 veya sivi ortam
kullanilarak farkli oranlarda yapilabilir (Hassen vd., 1998). Agir metal direncini tespit etmek
icin kullanilan bir bagka yontem molekiiler yontemlerdir. Molekiiler yontemlerde agir metal
diren¢ genlerinin PZR tarafindan tespiti siklikla kullanilir. Buna ek olarak, DNA problari,
poliakrilamid jel elektroforezi ve Western blotlama gibi yontemlerde genomik sekanslar
kullanilir. PZR yontemine bakarsak, agir metal direnci saglayan genlere 6zgl primerler secer
ve PZR ile amplifikasyon ve gorsellestirme islemine devam ederiz. Hem kiiltiirel hem de
molekiiler yontemler ayni1 anda gerceklestirilebilir ve sonuglar direng varligi, sorumluluk
sahibi genin bu direngteki derecesi ve ifadesi olarak ifade edilebilir. Arastirmalar, su
ortamlarindan ve agir metal kirliligine maruz kalmis sedimanlardan ve atik sudan izole edilen
mikroorganizmalarin, krom, kobalt, ¢inko, kadmiyum, kursun, civa, bakir, arsenik,
magnezyum, manganez ve selenyum gibi metallere direngli oldugunu goéstermistir. Bacillus
thuringiensis, Streptococcus sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas cepacia, Providencia rettgeri, Proteus mirabilis, Aeromonas hydrophila,
Acinetobacter calcoaceticus, Citrobacter freundii, Klebsiella rhinoscleromatis, Bacillus
arsenicus, B. pumilis, B. indicus, B. clausii, Planacoccus maritimus, Staphylococcus pasturia,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis ve Staphylococcus sp. Birgok Gram negatif ve pozitif tiirde (Hassen vd., 1998; Filali
vd., 2000, Nithya vd., 2011) tespit edilmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu 0.02-400
mM/L arasindayd: (Hassen vd., 1998, Li ve Ramakrishna, 2011). MIK degerini belirlemek
i¢in kat1 ve s1vi ortam kullanilmig ve sonucun benzer oldugu gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda,
birgok tiirde ¢oklu agir metallere karsi direng bulunmustur (Filali vd., 2000). Baz1 agir metal
direng genleri Cizelge 2.4’de gosterilmistir. Agir metal direnci, sorumlu gen bdlgeleri
carpilarak ve goriintiilenerek belirlenebilir. Arsenik, arsA, arsB, arsC, arsB, arsR, CopA igin
COpA, copB, copY igin copZ pco, kadmiyum igin cadA, cadC direnci i¢in cadB, akor direnci
icin chrB, merR i¢in chrB i¢in merB, merB, merC, merD , merP, mer kobalt-¢inko-kadmiyum
¢oklu direnci i¢in czCA, czcB, czcC, czcD, nikel-kobalt-kadmiyum ¢oklu direng igin NCCA gen
bolgeleri amplifiye edildi ve uygun primerler kullanilarak tespit edilmistir (Rouch vd., 1995;
Bruins vd., 2000; Abou-Shanab vd., 2007; Roosa vd., 2014).
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Cizelge 2.4. Agir metal direncinden sorumlu bazi genler (Yavuz ve Sarigiil 2016).

AGIR METAL DIRENCi KODLAYAN GEN BULUNDUGU KONUM
Bakar CopA, copB, copC, copD Kromozomal veya Plazmid
Kursun pbrA, pbrD, pbrT Plazmid
Kadmiyum cadD, cadX Plazmid
Cinko CzrA, czrB, czrC NC
Civa merA, merB, merC, merD, merE, NC, Plazmid
merR
Arsenik arsD, arsR Plazmid
Kobalt-Cinko- czcA, czcB, czcC Kromozom NC
Kadmiyum
Nikel-Kobalt cnrA, rcnA, cnrT Plazmid NC
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Burdur Golii

Calisma alani olarak Burdur Goli secilmistir. Golden 6rnekleme yapilan 5 noktanin
koordinatlar1 tabloda verilmistir. Bu noktalardan g6l suyu ve sediment drnekleri alinmistir.

Ornekleme koordinatlar1 Cizelge 3.1°de ve noktalar1 Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklem Noktalarmin Koordinatlari.

Ornekleme Noktalar Koordinatlar:

1 37°44'13.82"K 30°14'32.14"D
2 37°41'32.93"K 30°11'15.20"D
3 37°40'25.65"K 30°4'18.20"D
4 37°44'6.46" K 30°6'51.76"D
5 37°46'37.54"K 30°10'54.95"D

Sekil 3.1. Ornekleme Noktalar1 Harita Uzerinde Isaretlenmistir(1, 2, 3, 4, 5).
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3.2.2. Kiiltiir Besiyerleri

3.2.2.1. 6mM Na;HAsO,iceren 0,5 X Nutrient Agar

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve saflastirilmasi igin kullanilmigtir.

Nutrient agar igerigi (1 L);

Et peptonu 2,50/L

Et ekstrakti 1,59/L
Agar-agar 12,0 /L
Na;HASO4 6 mM

Calismamiz kapsaminda dehidre Nutrient sivi besiyeri 0,5X konsantrasyonda
hazirlanip agar-agar eklenmistir. 121 °C’ de 15 dakika otoklavlandiktan sonra steril tek

kullanimlik Petri kutularina dokiilerek kullanilmistir (Chang vd., 2008).

3.2.2.2. Nutrient Broth ve %40 Giserol I¢eren Nutrient Broth

Saflagtirilmis suslarin gelistirilmesi ve canlandirilmasi amaci ile Nutrient sivi besiyeri
kullanilmistir.

Nutrient broth besiyeri igerigi (1 L);

Et peptonu 5,00/L

Et ekstrakti 3,0g/L

Mikroorganizmalarin stoklanmasi i¢in son konsantrasyonu %20 gliserol igerecek

sekilde eppendorf tiiplerine kiiltiirler aktarilarak -80 °C’de saklanmustir.

3.2.2.3. Mueller Hinton Agar |1

Agir metal ve antibiyotiklere kargt minimum inhibisyon konsantrasyonu testlerinde
kullanilmagtir.

Mueller Hinton Agar II besiyeri icerigi (1 L) ;

Sigir Eti Ekstrakti 2,0 g/L

Kazein Asit Hidrolizat1 17,5 g/L

Nisasta 1,5¢g/L

Agar 17,0 g/L

Mueller Hinton Broth II besiyerine %]1,7 oranimi saglayacak miktarda agar-agar

eklenerek 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir ve steril Petri kaplarina dokiilerek kullanilmistir.
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3.2.2.4. Lipaz Test Ortamm

Lipaz testi i¢in kullanilan Tw80 Agar igerigi;

Nutrient Broth 8 g/L

CaCl;H,0 0,50/l

Tween 80 10 mL/L

Agar-agar 15g/L

121 °C’ de 15 dakika otoklavlandiktan sonra steril Petri kaplarina dokiilerek
kullanilmastir.
3.2.2.5. Amilaz Test Ortami

Amilaz testi icin kullanilan Starch Agar ortaminin igerigi;

Beef Ekstrakti 3g/L

Cozunebilir nisasta 10 g/L

Agar-agar 15 g/L

pH 7,5 seviyesine ayarlandiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir ve steril Petri

kaplarina dokiilerek kullanilmistir.

3.2.2.6. Proteaz Test Ortam

Proteaz testi i¢in kullanilan Skim Milk Agar ortaminin igerigi;

Soliisyon A;
Nutrient Broth 8 g/L
Agar-agar 15 g/L

500 ml de 1 L degerlerine gore hazirlanir 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanr.

Soliisyon B;

Skim milk (yagsiz siit tozu) 10 g/L

500 ml de 1 L degerlerine gore hazirlanir 110 °C’ de 5 dakika otoklavlanmistir.
Otoklav sonucu 2 soliisyon aseptik sartlar altinda karistirilir ve steril Petri kaplarina

dokiilerek kullanilmastir.

26



3.2.2.7. Jelatinaz Test Ortami

Jelatinaz testi i¢in kullanilan Jelatinaz Agar ortaminin icerigi;

Jelatinaz Test Ortamu (1 L);

Pepton 50/L
Si1gir Ekstrakti 30/L
Jelatin 120 g/L

Homojen olarak karistirtlip 5’er ml test tiiplerine dagitilmistir. 121 °C” de 15 dakika

otoklavlandiktan sonra kullanilmistir.

3.2.2.8. Ureaz Testi Ortamm

Ureaz testi i¢in kullanilan Christensen’s Urea Agar ortaminin icerigi;

Pepton 1g/L
Dekstroz 1g/L
Sodyum Klorid 59/L
Potassium Phosphate Monobasic 2 g/L
Ure 20 g/L
Fenol Kirmizist 0,012 g/L

Bilesenler 100 ml de ¢6ziiliip 0,45 p filtre ile steril edilir.
IL ye gore tartilmis agar 900 ml suda ¢oziilmistir. 121 °C’ de 15 dakika
otoklavlanmigtir. Otoklav sonrasi 2 soliisyon karistirilarak deney tiiplerine yatik agar olarak

dokiiliip kullanilmustir.
3.2.3. Boyalar ve soliisyonlar

3.2.3.1. % 0,9 Sodyum Kloriir Soliisyonu

9 gr NaCl 500 ml saf suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlanir ve 121 °C’ de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra kullanilmistir.
3.2.3.2. Kristal Viyolet Soliisyonu

Kristal viyolet soliisyonu icerigi (100 mL i¢in);
Soliisyon A

Kristal viyolet (%90 boya igeren) 2 g

Etanol (%96 v/v) 20 mL
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Soliisyon B
Amonyum okzalat 0,89
Deiyonize su 80 mL

A ve B soliisyonlar1 ayr1 ayr1 hazirlanip karistirilip filtre edildikten sonra kullanilir.

3.2.3.3. Gram lIyodiir Soliisyonu

Gram iyodiir soliisyonu icerigi (300 mL i¢in);

Potasyum iyodiir 29

Iyot 19

Potasyum iyodiir ve iyot bir kap icerisinde iyice ezilir ve lizerine yavas yavas su

eklenerek 300 mL ye tamamlanir. Hazirlanan soliisyon amber renkli sisede muhafaza edilir.

3.2.3.4. Safranin Soliisyonu

Safranin sollisyonunun igerigi (110 mL i¢in);

Safranin O 0,25¢g
Etanol (%95 v/v) 10 mL
Deiyonize su 100 mL

Safranin O etanol igerisinde iyice ¢oziilerek lizerine su eklenir. Birkag¢ giin dinlenen

soliisyon filtre edilerek kullanilir.

3.2.3.5. %33 Asetik Asit Soliisyonu

%33 Asetik asit soliisyonu igerigi;

Asetik asit (Glacial, >%99,5 saflikta) 330 mL

Deiyonize su 670 mL

Asit bir kaba pipet ile alindiktan sonra {lizerine 1 L ye tamamlayacak kadar deiyonize

su eklenir. Hazirlanan soliisyon amber renkli sisede saklanir.

3.2.3.6. Agir Metal Stok Soliisyonlar:

MIK denemeleri i¢in ZnSO4, CdCl,, HgCly, CuSO4, Pb(NO3), ve NaAsO, metal
tuzlar1 kullamilmistir. HgCl, 0,1M diger metallerde 0,5 M olarak stok soliisyon hazirlanmis ve
0,45 lik filtre ile steril edilmistir. Metallerin molekiiler agirlig1 ve tartilan gramlar Cizelge

3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Agir metal tuzlarinin molekiiler agirliklari ve 50 mL i¢in tartilan gramlar;

Agir Metal Molekiiler Agirlig (g/Mol) Tartilan Gram (50 mL i¢in)
ZnSO4 287,56 7,17
CdCl, 183,32 4,58
HgCl, 271,50 1,35
CuSO, 159,61 3,99
Pb(NOs); 331,21 8,28
NaAsO, 129,91 3,24

Metaller yukarida verilen molekiiler agirlik degerlerine gore hesaplanarak tartilmig ve
steril ultra saf suda ¢oziilmistiir. Cozlinmis soliisyon 0,45 mikron filtre edilerek steril kaplara

alimmis ve bu kaplarda saklanmistir.

3.2.4. Molekiiler Yontemler I¢in Kullanilan Malzemeler.

Tag DNA Polymeraz: Thermo EP0402

dNTP’s: Thermo R0181

1X TAE Tamponu, Agaroz: SIGMA-ALDRICH A4718
Jel Boyast: BIOTIUM GelRed™

3.3. Aletler ve Cihazlar

Sogutmali inkiibatér: NUVE S120

Inkiibator: Memmert IN160

Calkalamali Inkiibator: IKA KS 4000

Sogutmali1 Santrifiij: BECKMAN COULTER Allegra X-22R

Uv/Goriiniir Alan Mikroplaka Spektrofotometresi: BioTek, Epoch

PZR cihazi (Thermal Cycler): AB Veriti

Elektroforez Cihazi: Owl™ EasyCast™ B2 Mini Gel Electrophoresis System

Jel Goruntuleme: Vilber Lourmat Tansilluminator
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3.4. Yontem

3.4.1. Orneklerin Toplanmasi ve Agir Metal Analizleri

Ornekler Burdur Gélii etrafinda yer alan 5 noktadan gdl suyu ve sediment olarak
almmustir. Ornekler steril 50 ml hacminde kaplara almmistir. Ayni giin igerisinde MAKU
Biyoloji Béliimiinde bulunan Mikrobiyoloji Laboratuvarina taginmistir.

Omek alinan noktalardan toplanan sediment drneklerinde bakir, kadmiyum, kursun,
cinko, civa ve arsenik miktar tayini MAKU Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir.

Agir metal analizleri indiiklenmis Cift Plazma Optik Emisyon Sistemi (ICP/OES)

cihazinda yapilmistir. Cizilen kalibrasyon grafiklerine gore drneklerin okumalar1 yapilmistir.

3.4.2. Mikroorganizmalarin Saflagtirilmasi ve Stoklanmasi

Yrd. Dog. Dr. Nermin SARIGUL’ iin “Burdur Géliinde zor kosullara dayanikli
mikroorganizmalarin arastirilmasi” projesi kapsaminda yapilan arazi ¢alismalarinda bu tez
icin 6rnekleme yapilmistir. Elde edilen suslarin bir kopyasi plazmidlerini kaybetmemesi igin -
20 °C’ de 6mM NaAsO; igeren besi ortamlarinda izole edilmis ve saklanmustir. Izolatlar saflik
kontrolii i¢in 6mM NaAsO; igeren 0,5X Nutrient Agar’ a ¢izgi plaka yontemi ile inokiile
edilmis ve 25 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan koloniler
tekrarlt cizimlerle sa suslart stoklanmis, karisik goriiniime sahip izolatlar cizilerek saf
koloniler elde edilene kadar ekimlere devam edilmis ve bu islemler sonunda tamamen
saflasan tiim suslar stoklanmistir.

Saflastirilan suslardan tek koloni alinip 6mM NaAsO; iceren 0,5X Nutrient Broth’a
inkiile edilmis ve 25 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizma biiyiimesi

gbzlemlenen kiiltiirler %20 gliserolde stok olarak saklanmistir.

3.4.3. Gram Boyama

Izolatlar 6mM NaAsO, igeren 0,5X Nutrient Agar’ a ¢izgi ekim ydntemi ile inokiile
edilmis ve 25 °C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Lam iizerine 25 uL %0,09 NaCl soliisyonu
damlatilir ve biiyiiyen kolonilerden alinarak lama yayilarak kurumaya birakilmistir. Lam
lizerindeki sivi tamamen kuruduktan sonra fiksasyon i¢in lamlar 5 defa alevden gegirilir.
Fiksasyon islemi tamamlandiktan sonra lamlar 1 dakika Kristal Viyolet Soliisyonunda
tutulmustur ve siire bitiminde bol su ile yikanip fazla boya uzaklagtirillmistir. Lamlar 1 dakika

Gram iyodiir soliisyonunda tutulmustur ve bol su ile yikanmistir. Yikama tamamlaninca 15
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saniye %70 Etanol ile muamele edilmis ve tekrar bol su ile yikanmistir. Son olarak karsit
boyama igin Safranin O soliisyonunda 30 saniye tutulmus ve bol su ile yikanmistir. Yikama
sonunda lamlar bir kurulama kagidi ile bastirmadan kurulanmistir.

Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda 100X biiylitme degerinde incelenmistir.

Koloni morfolojileri de fotograflanarak kaydedilmistir.
3.4.4. Ekstraselliiler Enzim Testleri

3.44.1. Katalaz Testi

Gram boyanma i¢in biiyiitiilen kiiltiirlerden bir 6ze ucu kadar alinarak bir bos bir Petri
kab1 {izerine koyulmus ve iizerine %3 H,0, (Hidrojen Per Oksit) damlatilmistir. Kabarcik

olusumu Katalaz testi i¢in pozitif sonug¢ kabul edilmistir.

3.4.4.2. Lipaz Testi

Lipaz testi icin Tween 80 Agar kullanilmistir. Aktiflestirilmis kiiltiirlerden Tween 80
Agar’a spotlama teknigi ile inokiilasyon yapilmistir ve 25°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda spotlanan mikroorganizma kiiltiirii etrafinda olusan beyaz ¢okelek

yapida goriiniim lipaz testi igin pozitif sonug kabul edilmistir (Sudagidan ve Aydin 2009).

3.4.4.3. Amilaz Testi

Amilaz testi i¢in Starch Agar hazirlanir. Aktiflestirilmis kiiltiirden Starch Agar iizerine
spotlama teknigi ile ekim yapilmis ve 25°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda Agar plakalar iizerine yiizeyi kaplayacak kadar iyodine Mordant Soliisyonu eklenmis
1 dakika kadar calkalayarak beklenmistir. Mikroorganizmanin biiyiidiigii alan etrafinda olugan

seffaf zon amilaz testi i¢in pozitif sonug kabul edilmistir (Sanchez-Porro vd. 2003).

3.4.4.4. Proteaz Testi

Proteaz testi i¢in Skim Milk Agar kullanilmistir. Aktif kiiltiirden Skim Milk Agar’a
iizerine spotlama teknigi ile ekim yapilmis ve 25°C° de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda mikroorganizma kiiltiirii etrafinda olusan seffaf zon proteaz pozitif

olarak degerlendirilmistir (Sudagidan ve Aydin 2009).

3.445. Jelatinaz Testi

Jelatin igeren besi ortami hazirlanir ve sivi ortamda aktiflestirilmis kiiltiirler ile

jelatinaz test tiipleri inokiile edilmistir. 25 °C’ de 48 saat inkiibasyon sonucu test tiipleri 1 saat
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buzdolabinda (+4 °C) tutulmustur. Buzdolabindan ¢ikarilan tiiplerde katilasma jelatinaz testi

i¢in negatif, s1v1 goriiniim ise pozitif sonug kabul edilmistir (Muhsin vd., 1997).

3.4.4.6. Ureaz Testi

Ureaz testi igin Christensen’s Urea Agar kullamlmustir. Aktif kiiltiirlerden
Christensen’s Urea Agar’a dze ile ¢izerek ekim yapilmis ve 25°C° de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda turuncu renkte olan ortam kirmiziya dénerse pozitif sonug

olarak kabul edilmistir (Christensen, 1946).

3.4.5. Biyofilm Testi

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma kapasiteleri 96 kuyucuklu mikro-plaka
(Corning Costar 3599 96 well cell culture plate) kullanilarak tespit edilmistir. 180 pL Nutrient
broth plakanin her bir kuyucuguna dagitilmistir. Kati besi ortaminda bir gece biiyiitiilen suslar
%0,9 NaCl igerisinde 0,5 McFarland degerinde siispansiyon hazirlanmistir. Bakteri
siispansiyonundan 20 pL plakadaki besiyeriler iizerine her bakteriden iki kontrollii olarak
inokiile edilmistir. Plaka 25°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucu 600
nm dalga boyunda spektrofotometrik Glglim alinmis mikroorganizma iiremesi kontrol
edilmistir. Mikroorganizma liremesi gerceklesmis ise plaka bosaltilmistir. Plaka 3 defa % 0,9
NaCl ile yikanmis ve kurumasi beklenmistir. Fiksasyon amac1 ile her bir kuyucuga 200 pL
methanol eklenmis 15 dakika oda 1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda methanol
bosaltilir ve plakanin kurumasi beklenir. Plaka kurudugunda 200 pL Kristal-Viyolet
soliisyonu eklenmis ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda boya
dokiilmiis, plaka ¢esme suyunda iyice yikanmis ve kurumaya birakilmistir. Plaka kuruduktan
sonra iizerine % 33 Asetik asit soliisyonu eklenmis ve giizelce karistirilmigtir. 590 nm dalga
boyunda okuma yapilmis ve absorbans degeri 0,5 den biiyiik olan 6rnekler pozitif sonug

olarak rapor edilmistir (Sudagidan ve Aydin 2009).

3.4.6. Agir Metal Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

MIK denemeleri igin Broth II besiyerine agar-agar eklenerek katilastirilmustir.
Hazirlanan besiyerine 16 mM olacak sekilde arsenik, bakir, ¢inko, civa, kadmiyum ve kursun
metallerini iceren stok soliisyonundan eklenmis iyice karigtirdiktan sonra besiyerinin yarisi
petri kaplarina 25 ml yani 4 mm kalinliginda olacak sekilde dokiilmiistiir. Kalan yarisina
dokiilen hacim kadar besiyeri eklenerek metal konsantrasyonu yariya diisiiriilmiis ve petri

kablarina dokiilmiistiir. Bu diliisyon islemi 0,125 mM konsantrasyonda besiyerine ulasana
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kadar tekrarlanmistir. Sonug olarak MIK testi i¢in kadmiyum, kursun, bakir, civa, ¢inko ve
arsenik igeren 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 ve 0.125 mM; civaigin ise 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.012,
0.006, 0.003 ve 0.001 mM agir metal igeren 2 cm kalinliginda Mueller Hinton Agar

kullanilmistir. Bakir i¢in hazirlanan besiyeri 6rnegi Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonda bakir igeren besiyeriler.

25 °C’ de 48 saat Nutrient Agar’da inkiibe edilen mikroorganizmalardan swap ile
alinip %0,09 NaCl iceren ortamda 0,5 McFarland olacak sekilde siispansiyon hazirlanir.
McFarland ayarlamasi yapildiktan sonra mikroorganizmalar tiim konsantrasyonlara swap ile
inokiile edilir. 25 °C’ de 48 saat inkiibasyon sonucunda mikroorganizma iiremesinin durdugu

konsantrasyon o mikroorganizma icin MiK degeri kabul edilir (Hassen vd. 1998).

3.4.7. Antibiyotik Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (A-MIiK) Testi

A-MIK testi igin ampisilin, gentamisin, penisillin, klindamisin, rifampisin,
sefpodoksim, oflaksasin, enrofloksasin ve vankomisin antibiyotikleri yiiksek diizeyde agir
metal direnci gosteren 7 sus ve diisiik diizeyde agir metal direnci gosteren 5 sus iizerinde
denenmistir.

Bunlardan, ampisilin, penisilin ve sefodoksin hiicre duvari yapisi iizerinde, gentamisin
ve klindamisin protein sentezi iizerinde, enrofloksasin, rifampisin ve ofloksasin niikleik asit
sentezi lizerinde etkilidir. Vankomisin ise hem hiicre duvar1t hem de niikleik asit yapist
iizerinde etkili bir antibiyotiktir. A-MIK denemeleri igin 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 ng/ml

antibiyotik iceren Mueller Hinton Agar kullanilmistir.
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Penisilin 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 U/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Aktif
kiiltiirlerden swap ile alinip %0,9 NaCl iceren ortamda 0,5 MacFarland olacak sekilde
slispansiyon hazirlanir ve swap ile agar ylizeyi tamamen kaplayacak sekilde inokiile edilir. 25
°C’ de 48 saat inkiibasyon sonucunda mikroorganizma iiremesinin durdugu konsantrasyon o

mikroorganizma igin A-MIK degeri kabul edilir (Hassen vd. 1998).

3.4.8. Agir Metal Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyon Yontemi ile

Belirlenmesi

PZR c¢alismalar1 igin bakterilerden DNA izolasyonu Thermo genomic DNA
ekstraksiyon kit ile iiretici firma prosediiriine gore gergeklestirilmistir. PZR calismalar1 AB
Veriti 96 well thermal cycler’ da gergeklestirilmistir.

Uretici firma talimatina gére PZR soliisyonu (50ul);

Kalip DNA S5ul
KCI PZR buffer 5ul
dNTP mix 5ul
MgClI2 3ul
F Primer 1l
R Primer 1 ul
Ultra Pure Deiyonize su 30 pl
Taq Polimeraz 15U

PZR reaksiyonu kosullart;

95°C 5 dk

95 °C 1 dk

45-60°C 1dk* 35 tekrar

72°C 1 dk

72°C 10 dk

*: Primerin uzunlugu ve yapisina gore sicaklik degeri degiskenlik gosterir.

PZR reaksiyonu sonrasi tiriinler %1,5 hazirlanan agaroz jelde 85V sabit akimda 1 saat
yiiriitiilmiis ve UV 1s1k altinda gériintiilenmistir. Istenilen boyutta bant olusturan drneklerin o
geni tasidigi raporlara kaydedilmistir. PZR deneylerinde kullanilan primerler Cizelge 3.3’de

gosterilmistir.
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Primerin
Adi

arsB

arsC

pcoR

pcoA

czcB

czcD

pbrT

CzCA

cadD

cadX

COpA

mco

merT

merA

merB

Cizelge 3.3. PZR deneylerinde kullanilan primerler;

Forward
(Tleri)

ATG GCAACC GAAAGG TTT AG

AAC AGT TGC CGC AGC ATTCT

CAG GTC GTT ACC TGC AGC AG

CGT CTC GAC GAACTTTCC TG

CTATTT CGA ACA AAC AAA AGG

CAG GTC ACT GAC ACG ACC AT

AGC GCG CCC AGG AGC GCA GCG
TCTT

TCG ACG GBG CCG TGG TSM TBG
TCGAGA A

TGC TAG AGC AAA GAC TAG GAA
AGA

TGC TTG TGATGT GAT CTG TGT

CAT GCT TTAGGC TTG GCA AT

TCCCTCCCCAAATACAGCTA

ATG TAC CTT AAC CAA AGA ATA

ATG ACT CAA AAT TCA TAT AAA

ATAC
ATG AAA AAT ATTTCAGAATTC TC

Reverse
(Geri)

GTT GGC ATGTTG TTC ATA AT

ATGCGC TCCAGC TCACGCTT

CTC TGA TCT CCA GGA CAT ATC

GGACTT CAC GAAACATTCCC

CTT CAG AAC AAA ACT GTT GG

CAT GCT GAT GAG ATT GAT GAT C

GGC TCG AAGCCGTCGAGRTA

GTV AWS GCC AKC GGV BGG AAC A

AGC CAT AAT CCA ACG ACC AA

TGATGT GAAGTT GAAGCAACAC

TCT TCT GGC ATG AGT TGT GC

GTTCCGTGGATATGGAATGG

TTATCT TGT CTC ATGTTT CCG

TGT TCC GGA AAT CCC GGG AAT

GAA
ATT AAATGT TAC AAC AGG ACC

35

Amplikon
boyutu
(Baz
Cifti)

100

100

640

1791

1520

398

448

232

460

213

662

699

387

698

652

Tm
(C)

55

55

57

55

50

53

55

57

54

55

52

54

50

55

50

Referans

Anderson ve
Cook, 2004

Anderson ve
Cook, 2004

Dell’ Amico
vd., 2008

Trajanovska
vd., 1997

Trajanovska
vd., 1997

Trajanovska
vd., 1997

Roosa vd.,
2014

Roosa vd.,
2014
Gomez-
Sanz  vd.,
2013
Gomez-
Sanz  vd.,
2013
Gomez-
Sanz  vd,
2013
Gomez-
Sanz  vd.,
2013

Soge  vd.,
2008

Soge  vd.,
2008

Soge vd.,
2008



3.4.9. Mikroorganizmalarin Molekiiler Diizeyde Tiir Tanisi

Direngli segilen 7 adet susun 16S rRNA gen bolgesi PZR ile c¢ogaltilmis ve
orneklerden ¢ift yonli DNA dizi analizi yaptirilmistir. Dizi analizi sonuglart “ApE” ve “Finch
TV” programlar1 kullanilarak diizeltilmis ve NCBI iizerinden Blast edilerek tiir tanilari
gergeklestirilmistir (Janda ve Abbott, 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Agir Metal Analizi Sonug¢lar

Yapilan analizler sonucu sediment orneklerinde sadece ¢inko ve bakir bulundugu
tespit edilmistir. Diger 4 metal ya hi¢ bulunamamis ya da dedeksiyon limitinin altinda

cikmistir. Agir metal analizi sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Agir metal analizi sonuglari.

Numune  Zn(ng/g) Pb(ng/g) Cd(ng/g) As(ng/g) Hgng/g) Cu(ng/g)

1 41,96 - - - - 22,37
2 28,51 - - - - 13,82
3 35,78 - - - - 15,13
4 49,63 - - - - 27,15
5 19,91 - - - - 7,25
K1 6,81 - - - - 6,49
K2 6,83 - - - - 6,77

- Tespit Edilemedi

Akbulut vd. (2008) Kizilirmak nehrinde yaptiklar: ¢calismada sediment 6rneklerinden
en yliksek 57 ug/g en diisikk 7,11 ug/g diizeyinde bakir elementi tespit etmislerdir. Ayni
calismada en yiiksek 170,6 ug/g diizeyinde ¢inko elementi tespit edilmistir. Yaptigimiz
caligmada kursun ve civa elementleri tespit edilemezken Akbulut vd. (2008) yaptigi
caligmada sirayla 27,9 ile 39,7 ug/g araliginda ve 4,1 ile 14,8 ug/g araliginda bu elementler
rapor edilmistir. He vd. (2016) yaptigi ¢alismada Chaohu goliinden toplanan sediment
orneklerinin agir metal analizleri yapilmistir. Bu calismaya gore ¢inko elementi en yiiksek
213,2 mg/kg ve bakir elementi en yiiksek 30.8 mg/kg diizeyinde rapor edilmistir. Ayni
caligmada kursun, kadmiyum ve civa sirasiyla en az 9.8 mg/kg, 1.78 mg/kg ve 0.03 mg/kg
diizeyinde tespit edilmistir. Bolgeye yakin bir g6l olan 1s1kli géliinde Giileii-Giir ve Tekin-
Ozan tarafindan yapilan bir ¢aligmada ¢inko elementi en yiiksek 24.4 mg/kg ve bakir elementi
en yiiksek 14.4 mg/kg olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica kursun ve kadmiyum
elementleri en diisiik konsantrasyonlarda tespit edilen elementlerdir. Calismamizda toplanan 7
adet sediment 6rnegi 6 adet standart (Zn, Pb, Cd, As, Hg ve Cu) tarafindan analiz edilmistir.
Deneyler sonucunda 7 adet sediment 6rneginin hepsinde Pb, Cd, As ve Hg elementlerine
rastlanmamigstir. Calismamizda elde ettigimiz ¢inko be bakir konsantrasyonlari yapilan

calismalar icinde sadece Giilcii-Giir ve Tekin-Ozan (2017) tarafindan yapilan ¢alismaya
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kiyasla yiiksek bulunmustur. Diger iki ¢alismaya (Akbulut vd. 2008; He vd. 2016) ait ¢inko
ve bakir konsantrasyonlari elde ettigimiz degerlerden yiiksektir. Burdur golii ile ayn1 bolgede
bulunan Isikl1 goliine kiyasla daha yiiksek buldugumuz ¢inko ve bakir miktarlart 6nem arz
etmektedir. Kursun, kadmiyum, arsenik ve civa elementlerinin tespit edilememesinin
orneklerin goliin kiy1 ve yiizey kismindan alinmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Daha
bliylik bir proje kapsaminda g6l tabani ve daha derin sedimentler arastirilabilir. Metaller

bulunmamasina ragmen mikroorganizmalarin bu metallere direng gostermesi dikkat ¢ekicidir.

4.2. Gram Boyama, Hiicre Morfolojisi ve Katalaz Testi Sonuclari

Izolasyon sonucu 15 Gram pozitif, 24 Gram negatif sus elde edilmistir. Sucul bir
ortamda Gram negatif organizma sayisinin daha fazla olmasi beklenen bir sonugtur. Bunun
yaninda hiicre morfolojisi olarak genelde kok ve basil mikroorganizmalarla karsilagilmistir.
Katalaz negatif hi¢bir susla karsilasilmamistir. Calismaya dahil edilen 39 izolata ait sonuglar

Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Gram boyama, hiicre morfolojisi ve katalaz testi sonuglari.

Sus Kodu Izolasyon yeri Gram Hiicre Morf. Katalaz

Asl 3. orneklem noktasi kaynak 2 + Kok +
As2A 3. 6rneklem noktasi kaynak 2 + Kok +
As3 3. orneklem noktasi kaynak 2 - Kok +
As4 1. drneklem noktasi kaynak 1 - Kok +
As5 1. drneklem noktas1 kaynak 1 + Kok +
Asb 1. drneklem noktasi kaynak 1 + Kok +
As6A 1. drneklem noktasi kaynak 1 - Kok +
As7 1. 6rneklem noktas1 kaynak 1 - Basil +
As8 1. drneklem noktas: sediment + Koko-Basil +
As9 1. drneklem noktas: sediment - Kok +
As10 1. 6rneklem noktasi sediment + Basil +
Asll 2. orneklem noktas1 sediment - Kii¢iik Koloni +
Asl2 2. 6rneklem noktast sediment - Basil +
Asl3 2. 6rneklem noktasi sediment + Basil Spor +
Asld 2. 6rneklem noktasi sediment - Basil +
Asl6 5. 6rneklem noktasi kaynak sedimenti - Kok +
Asl7 5. drneklem noktas1 kaynak sedimenti - Kiigiik Koloni +
Asl8 5. drneklem noktas1 kaynak sedimenti - Kok +
Asl9 2. érneklem noktast sediment + Basil +
As20 1. 6rneklem noktas: sediment + Basil +
As21 1. 6rneklem noktas: sediment + Kok +
As22 1. drneklem noktast sediment + Kok +
As23 3. drneklem noktasi sediment - Kiigiik Koloni +
As24 4. orneklem noktasi sediment - Basil +
As25 1. drneklem noktast sediment + Basil +
As26 3. orneklem noktas1 sediment + Kok +
As27 3. 6rneklem noktast sediment + Kok +
As28 2. 6rneklem noktast sediment - Basil +
As29 5. drneklem noktasi gol suyu + Basil +
As30 5. drneklem noktasi gol suyu - Kiigiik Koloni +
As31 3. Orneklem noktast sediment - Kok +
As32 3. Orneklem noktast sediment - Kok +
As33 5. Orneklem noktasi kaynak sedimenti - Bacil +
As34 3. orneklem noktas1 sediment + Kok +
As35 4. Orneklem noktasi gél suyu - Kok +
As36 3. orneklem noktasi 1. Kaynak sedimenti - Kok +
As37 3. orneklem noktasi 2. Kaynak sedimenti - Kiigiik Koloni +
As38 3. orneklem noktas1 3. Kaynak sedimenti - Kok +
As39 5. Orneklem noktast gol suyu - Basil +




4.3. Ekstraselliiler enzim testi sonuclari

Cizelge 4.3. Ekstraselliiler enzim testleri sonuclart.

Sus Kodu Lipaz Proteaz Amilaz Ureaz Jelatinaz

Asl - + + + -
As2A - + - + -

As3 + + - + -

As4 + + - + -

As5 - + - - -

Asb6 - + - - -
As6A - + - - -

As7 - - - + -

As8 - + - - -

As9 + - + + -
As10 + - + + -
Asll - - 4 - -
Asl2 + N B + i
Asl3 + + + - +
Asl4 + - + - -
Asl6 + + - - -
Asl7 + - - + -
Asl8 + - + + -
As19 = - = + -
As20 + E - + )
As21 - + - - .
As22 - + - - :
As23 + - - - -
As24 - - + + -
As25 + - - + }
As26 - + - + -
As27 - + - + -
As28 - - - - -
As29 - + + + -
As30 + - - - -
As31 + + - - -
As32 + + - + -
As33 - + - + -
As34 - + - + -
As35 + + - - -
As36 + + - - -
As37 - - - +- -
As38 + + - - -
As39 - + +/- +/- -
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Mikroorganizmalarin ekstraselliiler enzim tiretimleri test edilmistir. 17 sus {ireaz, 15
sus proteaz, 14 sus lipaz, 8 sus amilaz ve sadece 1 sus jelatinaz enzimlerini tiretmektedir.
Ekstraselliiler enzim testlerine ait sonuclar ¢izelge 4.3’de ve fotograflar Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4

ve 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.2. Amilaz pozitif bir deney fotografi.

41



Sekil 4.3. Proteaz pozitif bir deney fotografi.

Sekil 4.4. Jelatinaz pozitif bir deney fotografi.
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Sekil 4.5. Ureaz deneyi sonuglari.

Extraselliiler enzim iiretimleri incelendiginde dikkat ¢ekici olan iireaz salgilayan sus
sayisinin ¢ok olmasidir. Bu salgilanma g6liin kirli yapisindan dolayr mikroorganizmalarin
gelistirdigi bir adaptasyon olabilme ihtimali yiliksektir. Jelatinaz enzimi {ireten sus sayisinin az
olmas1 ise hayvansal bir protein olan jelatinin cevresel mikroorganizmalar tarafindan
taninmamasindan kaynaklandigi diisliniilmektedir. Bu enzimlerden proteinaz ve lipaz
endiistriyel olarak en 6nemli enzimlerdir. Ekstrem sartlarda yasayan mikroorganizmalarin bu
enzimi Uretiyor olmast o mikroorganizmalar1 endiistriyel {retim icin olumlu hale
getirmektedir. Bu suslarla yapilacak daha detayli enzim ¢aligmalar: ile bu suslar endiistriyel

uretime kazandirilabilirler.
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4.4. Biyofilm Testi Sonugclar:

Biyofilm testi sonuglar ¢izelge 4.4’de verilmistir. Biyofilm testine ait fotograf Sekil

4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.4. Biyofilm testi sonuglari.

Sus Kodu Biyofilm Sus kodu Biyofilm
Asl - As21 +
As2A - As22 +
As3 + As23 +
Asd + As24 -
As5 + As25 -
As6 + As26 -
ASBA - As27 -
As7 + As28 -
As8 - As29 +
As9 + As30 -
Asl10 - As3l +
Asll + As32 +
Asl?2 - As33 -
Asl3 - As34 +
Asl4 - As35 -
Asl6 - As36 -
Asl7 + As37 +
Asl8 - As38 +
Asl9 - As39 +
As20 -
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Sekil 4.6. Biyofilm testi yapilan mikroplakanin fotografi.

Sucul mikroorganizmlarin biyofilm olusturma kapasiteleri bilinen bir durumdur.
Biyofilm olusumu mikroorganizmalara yasadigi ortama sabitlenme ve korunma O&zelligi
saglamaktadir. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda yiliksek agir metal direncgli
buldugumuz 7 sustan 4’ i yer almaktadir. Biyofilm olusturmaninda agir metal ve
antibiyotiklere kars1 direncte etkili bir sistem oldugu sdylenebilir. Bunun yaninda biyofilm

olusturan patojen mikroorganizmalar diger canlilar i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.

4.5. Agir Metal MIK Testi Sonuglar

Agir metallere ait MIK testi sonuglar1 Cizelge 4.5 de, fotograflar1 Sekil 4.7 ve Sekil

4.8°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Agir Metal MIK testi sonuglari.

AGIR METAL MiK (mM)
Sus Kodu Cu Cd Pb Zn Hg As
Asl 2 0,125 4 1 0,012 16
As2A 2 0,125 8 1 0,012 8
As3 4 0,5 8 8 0,012 16
Asd 4 0,25 8 8 0,012 16
As5 4 0,5 8 4 0,012 8
As6 4 0,5 8 8 0,012 8
AsBA 2 0,125 8 4 0,025 8
As7* 8 0,5 16 16 0,012 16
As8 1 0,125 8 2 0,012 8
As9 4 0,25 8 8 0,006 16
As10 4 0,25 8 8 0,012 16
Asll 4 0,25 8 8 0,012 8
Asl2 2 0,125 8 0,5 0,012 8
As13* 4 1 16 8 0,025 16
Asl4 4 0,125 16 8 0,012 16
Asl6 4 0,25 8 8 0,012 16
Asl7 4 0,5 8 4 0,012 8
As18 2 0,125 8 4 0,006
As19 4 0,125 8 0,25 0,012 8
As20 4 0,25 8 4 0,012 16
As21 4 0,125 8 1 0,012 8
As22 4 0,125 8 1 0,012 8
As23* 4 4 16 8 0,012 16
As24 2 0,125 8 0,5 0,025 16
As25 4 0,125 8 4 0,012 16
As26 2 0,125 4 0,5 0,012 8
As27 2 0,125 4 0,5 0,012 8
As28 4 0,125 8 0,25 0,012 8
As29 2 0,125 8 1 0,012 8
As30* 4 0,5 16 2 0,012 2
As31 1 0,125 8 2 0,025 16
As32* 4 0,25 8 8 0,025 16
As33* 4 0,25 16 8 0,012 4
As34 2 0,125 8 2 0,025 16
As35 4 0,5 8 8 0,006 16
As36 4 0,5 8 8 0,025 16
As37* 4 4 16 8 0,025 16
As38 4 0,5 8 8 0,025 8
As39 2 0,125 8 2 0,025 8

*: Yiiksek direngli olarak belirlenen grup.
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Agir metallere direng gosteren suslar arasinda 7 sus digerlerine gore daha direngli

oldugu belirlenmistir. Bu 7 sus As7, As13, As23, As30, As32, As33 ve As 37 suslardir.

Sekil 4.7. Cinko i¢in yapilan MIK deneyi fotografi.
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Sekil 4.8. Kadmiyum i¢in yapilan MIK deneyi fotografi.
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Li ve Ramakrishna (2011) Torch géliinden izole ettigi bakterilere ait MIK testinde
bakir i¢cin 5SmM, Cinko i¢in 6mM, kursun i¢in 5 mM ve civa i¢in 0.4 mM degerlerini
belirlemislerdir. Matyar vd. (2008) Iskenderun Kérfezi'nde yaptigi calismada su
orneklerinden izole edilen 49 adet bakterinin %69.4’1i kadmiyuma, %36.7’s1 bakira ve %8,2
si kursuna direncgli olarak tespit edilmistir. Aym1 ¢alismada sediment orneklerinden izole
edilen 90 adet bakterinin %88.9°u kadmiyuma, %83.3’{i bakira ve %15.6’s1 kursuna direncli
olarak tespit edilmistir. Calismamizda yiizdelik dilim hesaplanmamis ve sadece metal
direncine gdre izolasyon gerceklestirimistir. Matyar vd. (2008) en fazla 3200 (pg/ml™)
degerinde metale kars1 diren¢ gozlemlemistir.  Calismamizda ise bakir igin 8 mM (1276
pg/ml), ¢inko i¢in 16 mM (4600 pg/ml), kursun i¢in 16 mM (5299 pg/ml), civa igin 0,025
mM (6 pg/ml), kadmiyum i¢in 4 mM (700 pg/ml) ve arsenik icin 16 mM (2078 pg/ml)
bulunmugtur. Calismamizda buldugumuz sonuglar i¢ sularda yapilan agir metal direng
caligmalar1 icinde daha yiliksek degerler vermistir. Fakat korfez calismasi ile kiyaslandigi
zaman kadmiyum ve bakira karsi bizim buldugumuz diren¢ degerlerine gore daha yiiksek
diren¢ degerleri bulunmustur. Kursuna karst diren¢ degerleri kiyaslandigt zaman
calisgmamizda daha yliksek agir metal degerlerine direng gosteren suslar tespit edilmistir.

Jayaprakashvel vd. (2017) ac1 sulardan izole ettigi Pseudomonas tiirlerinden yaptigi
calismada krom ve civa direnci tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada bulunan sonuglara gore
her iki metale kars1 en fazla 50 uM konsantrasyonda direng goézlemlenmistir. Calismamiz
kapsaminda civaya kars1 bulunan en yiiksek direng degeri 25 uM degerine tekabiil etmektedir.
Yine yapilan ¢alisma ile benzer sonuglar bulunmustur.

Zampieri vd. (2016) Brezilya Sao Paolo’da Araga korfezi’nden izole edilen bakteriler
ile yaptig1 ¢alismada kadmiyum i¢in 800 pg/ml, bakir igin 3200 pg/ml ve ¢inko i¢in 3200
ng/ml MIK testi sonuglar1 elde etmislerdir. Calismamz ile karsilastirildiginda kadmiyum ve
cinko i¢in ¢calismamiz verileri daha direncli suslar elde etti§imizi gostermektedir. Kadmiyum
i¢in yine korfez calismasinda daha yiiksek MIK testi elde edilmistir.

Cavalca vd. (2010) arsenikle kirlenmis topraklardan yaptiklari ¢alismada arsenige
karst en fazla As(IIl) 50 uM ve As(V) 200 uM MIK degeri tespit etmistir. Calismamiz 16
mM arsenik icin MIK sonucu bulunmustur. Bu calismada arsenigin farkli formlari
incelenmistir ve bu formlara karst direncin daha az oldugu goézlemlenmistir. Arsenik
caligmalarinda arsenit ya da arsenat olarak bulunan arsenik dikkate alinarak calisiimasi1 daha
uygun olacaktir. Calismada direngli mikroorganizmalar fito-remediasyon uygulamarinda
kullanilmistir. Ozellikle toprak kirliligine karsi arsenik direngli bakterilerin 6nemi bu

caligmada bir kez daha vurgulanmustir.
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Hassen vd. (1998) dogal ortamlardan (toprak siispansiyonlari, kanalizasyon ¢amuru,
atiksular ve komposto belediye kati atiklari) agir metal direnci ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada;
bakir i¢in 1,8 mM, kadmiyum igin 1,5 mM, ¢inko i¢in 1,5 mM, civa igin 0,1 mM MIK
sonuglar1 elde etmislerdir. Calismamiz ile kiyaslandigi zaman bakir, kadmiyum ve ¢inko i¢in
bu ¢alismada bulunan degerler diisiik iken civa i¢in yapilan ¢alisma bizim ¢alismamiza gore
daha yiiksek diren¢ degerleri bulunmustur.

Abou-Shanab vd. (2007) nikel zengin topraklardan izole ettigi bakteriler ile yaptigi
MIK ¢alismasinda; arsenik icin 20 mM, kadmiyum i¢in 10 mM, bakir i¢in 15 mM, civa igin
ImM, kursun i¢in 15 mM ve ¢inko icin 20 mM agir metal MiK sonuglar elde etmistir.
Calismamiz sonuglart ile kiyaslandiginda arsenik, kadmiyum, bakir, civa ve ¢inko igin
bulunan degerler toprakta yapilan ¢aligmaya gore daha diisiiktiir. Sadece kursun i¢in bulunan
diren¢ degeri yapilan caligmadan yiiksek ¢ikmistir. Ortamin nikel bakimindan zengin olmasi
calisgmamiza gore daha direngli suslar elde etmelerinin nedeni olabilir. Civa hari¢ diger
metallerde yiiksek ve diisiik degerler arasinda ¢ok fazla fark bulunmaz iken civada fark
neredeyse 20 kat fazladir. Genel olarak bakildiginda yine civa direncinin topraktan calisilan
orneklerde daha fazla oldugu belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Civanin sucul ortamlarda
karasal ortamlara gore daha az bulunmasi ve bakterilerin civa maruziyetinin daha disiik
olmasi bu durumun nedenlerinden biri olarak gosterilebilir.

1978 yilinda yapilan bir ¢alisma ise New York korfezinde Timoney vd. (1978)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada; civa icin 50 pg/ml, kadmiyum i¢in 84 pg/ml ve ¢inko i¢in
488 pg/ml MIK degerleri tespit edilmistir. Calismamiz ile kiyaslandigi zaman civa igin
calisgmamiza oranla daha yiiksek bir direng tespit edilirken kadmiyum ve ¢inko degerleri
caligmamiza oranla ¢ok diisiik kalmistir. Yaklasik 40 yi1l 6nce yapilan bu ¢alisma ile olan fark
sanayi ve endiistriyel faaliyetlerin artis1 ve kirlenmenin artis1 ile agiklanabilir. Zaman
icerisinde dogaya karisan agir metaller bakterilerin daha yiiksek direng sistemleri

gelistirmesine neden olmustur.

4.6.  Antibiyotik MiK Testi Sonuclari

Ampisilin, gentamisin, penisilin, klindamisin ve vankomisin i¢in yiiksek metal direngli
ve diisiik metal direncli gruplar icin antibiyotik MIK testi sonuglar1 Cizelge 4.6 ve 4.7°da

verilmistir.
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Cizelge 4.6. Ampisilin, gentamisin, penisilin, klindamisin ve vankomisin igin yiiksek metal

direncli izolatlara ait MiK sonuglar1 (ug/ml).

Sus Kodu Gram Ampisilin - Gentamisin  Penisilin  Klindamisin Vankomisin
Boyama
As7 - 32+ 2 40+ 32+ 64+
Asl3 + 32+ 1 40+ 32+ 1
As23 - 32+ 32+ 40+ 32+ 64+
As30 - 32+ 0,5 40+ 32+ 64+
As32 - 4 2 40 32+ 64+
As33 - 0,25 2 0,3 32+ 8
As37 - 32+ 32+ 40+ 32+ 64+

Cizelge 4.7. Ampisilin, gentamisin, penisilin, klindamisin ve vankomisin i¢in diisiik metal

direngli izolatlara ait MIK sonuglar1 (ug/ml).

Gram

Sus Kodu Ampisilin  Gentamisin  Penisilin  Klindamisin Vankomisin
Boyama
Asl + 0,25 0,25 0,3 2 0,25
As2A + 0,25 0,25 0,3 4 0,25
As26 + 0,25 0,25 0,3 4 0,25
As28 - 0,25 0,25 0,3 32+ 0,25
As39 - 0,25 0,25 0,3 8 0,25

Rifampisin, sefpodoksim, ofloksasin ve enrofloksasin i¢in yliksek metal direngli ve
diisik metal direncli gruplar icin antibiyotik MIK testi sonuclar1 Cizelge 4.8 ve 4.9°da

verilmistir.
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Cizelge 4.8. Rifampisin, sefpodoksim, ofloksasin ve enrofloksasin i¢in yiiksek metal direngli

izolatlara ait MiK sonuglar1 (ug/ml).

Sus Kodu Gram Rifampisin ~ Sefpodoksim  Ofloksasin  Enrofloksasin
Boyama
As7 - 1 32+ 0,25 0,25
Asl3 + 0,5 32+ 0,25 0,25
As23 - 32+ 32+ 0,25 0,25
As30 - 2 32+ 0,25 0,25
As32 - 0,5 32+ 0,25 0,25
As33 - 0,25 1 0,25 0,25
As37 - 32+ 32+ 0,25 0,25

Cizelge 4.9. Rifampisin, sefpodoksim, ofloksasin ve enrofloksasin i¢in diisiik metal direngli
izolatlara ait MiK sonuglar1 (ug/ml).

Sus Kodu Gram Rifampisin  Sefpodoksim  Ofloksasin  Enrofloksasin
Boyama
Asl + 0,25 8 0,25 0,25
As2A + 0,25 4 0,25 0,25
As26 + 0,25 4 0,25 0,25
As28 - 0,25 2 1 0,5
As39 - 0,25 4 0,5 0,25
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Sekil 4.9. Vankomisin i¢in yapilan A-MIK deneyi fotografi.

Antibiyotik direnci testi igin 7 adet yiiksek agir metal MIK degerlerine sahip izolat ve
5 adet diisiik agir metal MIK degerlerine sahip izolat secilmistir. Sonuglar agir metal MiK
sonuclarina paralel olarak yiiksek ve diisiik c¢ikmistir. Bunun sebebi olarak direng
mekanizmalarindaki benzerlik gosterilmektedir. Vankomisin MIK testine ait deney fotografi

Sekil 4.9°da verilmistir.
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Antibiyotik MIK testleri klinik patojenler i¢in kullanilan Clinical and Laboratory
Standarts Institute tarafindan 2017 yilinda yayinlanan “Performance Standarts for
Antimicrobial Susceptibility Testing” standardina gore degerlendirilmistir.

Ampisilin i¢in diren¢ noktas1 >32 pg/ml olarak belirlenmistir. Direngli grupta segilen
7 izolattan 5 tanesi (As7, Asl3, As23, As30 ve As37) ampisilin direngli olarak
gozlemlenmistir. Diisliik direncli grupta bulunan 5 izolatin tamami ampisilin duyarl tespit
edilmigtir. Hiicre duvari yapist iizerinde etkili olan ampisilin antibiyotigine karsi; yiiksek
direngli grubun direng gosterip diisiik direngli grubun tamaminin duyarli olmasi izolatlarin
hiicre duvar1 yapisi ile ilgili bir direng gelistirdiginin gostergesidir. Penisilin i¢in direng
noktasit >16 pg/ml olarak belirlenmistir. Direngli grupta secilen 7 izolattan 6 tanesi (As7,
As13, As23, As30, As32 ve As37) penisilin direngli olarak gézlemlenmistir. Diisiik direngli
grupta bulunan 5 izolatin tamami penisillin duyarli tespit edilmistir. Ampisilin sonuglarina
benzer olarak yine hiicre duvari iizerinde etkili olan penisillin antibiyotigine direng¢ gdsteren
izolatlarin hiicre duvari yapisi ile ilgili direng sistemi gelistirdiginin gdstergesi olarak kabul
edilmektedir. Sefpodoksim i¢in direng noktas1 >8 ug/ml olarak belirlenmistir. Direngli grupta
secilen 7 izolattan 6 tanesi (As7, Asl3, As23, As30, As32 ve As37) sefpodoksim direncli
olarak gozlemlenmistir. Diisiik direngli grupta bulunan 5 izolattan 1 tanesi (Asl) sefpodoksim
direncli olarak tespit edilmistir. Yine hiicre duvar1 yapisi iizerinde etkili bir antibiyotik olan
sefpodoksime kars1 yiiksek direngli grupta bulanan 6 izolat direng gostermistir. Diger hiicre
duvari yapisi tizerinde etkili antibiyotiklerin aksine bu defa diisiik direngli grupta bulunan Asl
izolat1 direng gdstermistir.

Gentamisin i¢in direng noktas1 >16 pg/ml olarak belirlenmistir. Direncli grupta segilen
7 izolattan 2 tanesi (As23 ve As37) ampisilin direngli olarak gozlemlenmistir. Diisiik direngli
grupta bulunan 5 izolatin tamamu gentamisin duyarli tespit edilmistir. Protein sentezi lizerinde
etkili olan gentamisin antibiyotigine kars1 direng gosteren iki izolatin protein sentezi ile ilgili
bir direng gelistirdiginin gostergesidir. Klindamisin ic¢in diren¢ noktast >4 pg/ml olarak
belirlenmistir. Direngli grupta secilen 7 izolatin tamami klindamisin direngli olarak
gozlemlenmistir. Diislik direngli grupta bulunan 5 izolattan 4 tanesi klindamisin direncli tespit
edilmigtir. Gentamisin sonuglarmin aksine yine protein sentezi iizerinde etkili olan
klindamisin antibiyotiginde bir izolat hari¢ ¢alisilan tiim izolatlar direng gostermistir. Burada
protein sentezi iizerinde iizerinde etkili iki farkli direng sisteminden s6z etmek miimkiindiir.

Rifampisin i¢in direng¢ noktas1 >4 pug/ml olarak belirlenmistir. Direngli grupta secilen 7
izolattan 2 tanesi (As23 ve As37) rifampisin direngli olarak gézlemlenmistir. Diisiik direngli

grupta bulunan 5 izolatin tamamu rifampisin duyarl: tespit edilmistir. Niikleik asit sentezini
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engelleyerek ¢alisan rifampisin antibiyotigine kars1 direng gosteren izolat sayisi diger gruplara
gore daha azdir. Ofloksasilin i¢in diren¢ noktast >8 pg/ml olarak belirlenmistir. Direngli ve
direngsiz gruplarda yapilan tiim testlerde direncli izolat tespit edilememistir. Hiicre duvari
yapisi tizerinde etkili olan ofloksasilin antibiyotigine karsi direng gdsteren bir izolat tespit
edilememistir. Enrofloaksasin CLSI 2017 standardinda yer almamaktadir. Yapilan MIK
testleri sonucu en diisiik doz olan 0,25 pg/ml tiim bakteriler i¢in MIK degeridir. Direngli ve
direngsiz grupta yer alan tiim izolatlar enroflosasin yoniinden duyarl tespit edilmistir. Yine
niikleik asit sentezi lizerinde etkili bir antibiyotige karsi direng gozlemlenmemistir.
Enrofloaksasin  veteriner saha uygulamalarinda iilkemizde en yaygin kullanilan
antibiyotiklerden biridir ve direncli izolatlar hayvan sagligi acisindan risk yaratmaktadir.

Vankomisin i¢in diren¢ noktast >32 pg/ml olarak belirlenmistir. Direngli grupta
secilen 7 susdan 5 tanesi (As7, As23, As30, As32 ve As37) vankomisin direngli olarak
gozlemlenmigtir. Diisiik direncli grupta bulunan 5 susun tamami vankomisin duyarl tespit
edilmistir. Vankomisin bilinen en etkili antibiyotiklerden biridir. Vankomisinin hem hiicre
duvar yapist hem de niikleik asit sentezinde etkili olan bir antibiyotiktir. Vankomisine direng
gosteren suslar toplum sagligi agisindan 6nem arz etmektedir.

Antibiyotik MIK testi sonuclar1 genel olarak ele alindig1 zaman daha ¢ok hiicre duvari
tabanli direng sistemleri gozlemlenmektedir. Birkag Ornekte protein sentezi tabanli direng
gosteren suslar var iken niikleik asit sentezi tabanli bir direng sistemi gosteren sus neredeyse
yoktur. Agir metallere ve antibiyotiklere kars1 gelistirilen sistemlerin benzer ve ortak oldugu
diistintiliirse metal ve kirlilige maruz kalan mikroorganizmalar hiicre duvari yapisi ve protein

sentezi mekanizmalarinda yaptiklar1 adaptasyonlar ile metallere direng gostermektedir.

4.7.  Tespit Edilen Agir Metal Diren¢ Genleri

Yapilan PZR ¢alismalar1 sonucunda agir metal direncinden sorumlu bazi genler tespit
edilmistir. Tespit edilen genler Cizelge 4.10’da verilmistir. Agir metal direng genlerine ait

agaroz jel fotograflari sekil 4.10 ve 4.11°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.10. Agir metal direnci tespit edilen izolatlar ve tespit edilen genler.

cadD COpA CzCA czcD

As 4 - + - +
As 5 - + - +
As 6 + + - +
As 6A + - - -
As 8 + + - +
As 9 + + + +
As 10 + + + +
As 11 + - + +
As 12 + - - -
As 18 + - + -
As 21 + - - -
As 23 - - + -
As 24 - + - -
As 30 - - - +
As 31 - + + -
As 32 - + + -
As 35 - + - -
As 36 - - - +
As 38 + - - +
As 39 + + - -
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Sekil 4.10. copA genine ait jel goriintiisii.
1.100 bp marker 2.As4 3.As5 4.As6 5.As8 6.As9 7.As10 8.As12 9.24 10.As30
11.As31 12.As32 13.As35 14.As39

"2 85678 9 1011 12 .13 14

Sekil 4.11. cadD genine ait jel goriintiisii.
1.100 bp marker 2. As21 3.As39 4.As23 5.As9 6.As10 7.As11 8.As38 9.As12 10.As35
11.As18 12.As6 13.As8 14.As6A
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Tespit edilen agir metal direng genleri kadmiyum (11/40), bakir (11/40) ve kadmiyum-
cinko-kobalt (czcA:7/40, czcD:10/40) coklu direncini kodlayan genlerdir. Diger direng
genlerininin tespit edilememesi tlire spesifik genler olmasindan kaynaklanmaktadir. Tespit
edilen bakir ve kadmiyum genleri baska bir ¢calismadan alinmis fakat plazmid kodlu genler
oldugu i¢in tespit edilebilmistir. Yine coklu direng saglayan czc genleride ayni sekilde
plazmid kodlu ve bir¢ok sus i¢in tespit edilebilen genlerdir. As9 ve AslO izolatlar1 4 adet

diren¢ geninin tamamini igermektedir. Bu durum ¢oklu dirence bir 6rnek teskil etmektedir.

4.8. Mikroorganizmalarin Molekiiler Diizeyde Tiir Tanisi

16 S rRNA bolgesinin DNA dizi analizleri BM Labosis firmasi araciligiyla Macrogen
firmasinda yaptirilmistir. Direngli olarak tespit edilen 7 sus igin tiir tanis1 yapilmistir. NCBI
tizerinden BLAST kullanilarak yapilan esleme sonucu tiir tanilarina ulasilmistir. Bulanan 16S
bolgeleri NCBI Nucleotid veri tabanina kaydedilmistir. Tiir tanilar1 ve NCBI kayit numaralart
Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Tiir tanis1 yapilan bakteriler ve NCBI kayit numaralari

Sus Kodu Bakteri Tiiri NCBI Kayit Numarasi
As7 Ochrobactrum anthropi KY741543
As 13 Bacillus cereus MF353930
As 23 Delftia tsuruhatensis MF353931
As 30 Pseudomonas sp. MF353932
As 32 Acinetobacter haemolyticus MF353934
As 33 Paenibacillus sp. MF353933
As 37 Delftia sp. MF353935

Agir metallere yiiksek direng gosteren 7 sus iizerinde 16S rRNA tabanh
gerceklestirdigimiz tiir tayininde ise Ochrobactrum anthropi, Bacillus cereus, Delftia
tsuruhatensis, Pseudomonas sp., Acinetobacter haemolyticus, Paenibacillus sp., Delftia sp.
tirleri tespit edilmistir. Bu tiirlerden o6zellikle Delfitia tiirleri dikkat ¢ekmektedir. Delfitia
tirleri agir metal indirgenme deneylerinde yogun olarak kullanilmaktadir. Patojen o6zellik
gosteren ve bitki koklerine yakin gelisen bu tiir toplum saglig1 a¢isindan 6nem arz etmektedir.
Bu suslar daha detayli arastirmalar ile biyoteknolojik 6nemi olan biyoremediasyon

caligmalarinda kullanilma potansiyeline sahiptir (Shigematsu vd., 2003). Diger dikkat ¢eken
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ve sucul ortamlarda beklenen tiirlerden olan Pseudomonas sp. tiiriidiir. Bu tiiriin patojen
suslar1 olmas1 ve antibiyotik direngli olmas1 halk saglig1 agisindan bir tehdit olusturmaktadir
(Van Peer vd., 1991). Yine ayni sekilde tespit ettigimiz Bacillus cereus tiiriide patojen olarak
bilinen bir sustur ve antibiyotik direngli olmas1 halk sagligi acisindan 6nem arz etmektedir
(Drobniewski, 1993). Tespit edilen tiirlerden Ochrabactrum anthropi toprakta bulunan firsatgi
ve nozokomial enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir sustur. Antibiyotik direngli olmasi
bolgede ciddi salgin enfeksiyonlara neden olabilir (Alnor vd., 1994). Acinetobacter
haemolyticus olarak tespit edilen suslar potansiyel patojen olarak adlandirilabilir. Agir metal
acisindan direngli ve agir metal indirgenmesi reaksiyonlarinda rol aldig: bilinir. Halk saglig
ve biyoteknolojik olarak 6nem arz etmektedir (Pei vd., 2009). Tespit edilen Paenibacillus tiirii
extraselliiler enzimleri ile tarim, biyoteknoloji ve medikal alanda 6nemlidir. Biyoteknolojik
onemlerinden dolayi lizerinde calisilip detayli incelemeler yapilmasi gereken bir sustur (Choi
vd., 2004). Rapor etmis oldugumuz tiirlerin tamami Burdur G6li’nde ilk defa rapor edilmis

turlerdir.
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5. SONUC

Burdur Golii alkali yapis1 nedeni ile canli yasami i¢in ekstrem bir ortamdir. Bunun
yaninda yillar boyu yapilan yanlis uygulamalar ve kirletici faaliyetler sonucu daha ekstrem bir
hal almigtir. Calismamiz kapsaminda izole ettigimiz bakterin agir metaller ve antibiyotiklere
gosterdigi direng dikkate deger derecede yiiksektir. Bu diren¢ ortamda agir metal
bulunmasinin bir sonucu olarak gosterilebilir. Fakat yaptigimiz analizlerde agir metaller
diisiik derecede tespit edilmis veya edilememistir. Bu yeni analiz yontemleri ve 6rnekleme
tekniklerinin gerektigini gostermektedir. Agir metal direnci bir¢cok calismada oldugu gibi
bizim ¢aligmamizda da antibiyotik direnci ile paralel sonu¢ vermistir. Bu durum halk ve
hayvan saglig1 agisindan bir tehdit olusturmaktadir. Bulunan direncli suslar igerisinde patojen
oldugu bilinen suslar tespit edilmistir. Hatta bu patojenite faktorlerine biyofilm olusumuda
dahil olacak olursa durum ¢ok ciddi bir hal almaktadir.

Calismamizda golden agir metalleri indirgeme 6zelligine sahip bakteri tiirleri izole
edilmistir. Bu tiirler bir¢ok iilkede agir metallere kars1 “Biyoremediasyon” uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Calismadan izole ettigimiz tiirler biyoteknolojik olarak dogay:1 temizleme
ihtimaline sahiptir. Bu suslar lizerinde daha detayli calismalar yaparak biyoteknolojik
Onemleri arastirilmalidir.

izole edilen bakterilerin iirettikleri enzimler icin daha detayl bir ¢alisma yapilmasi
durumunda  biyoteknolojik olarak degerli enzim kaynaklarinin elde edilecegi

diistiniilmektedir.
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3. Staphylococcus epidermidis strain P 3/2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence,
1441 bp linear DNA Accession: KM217571

4. Staphylococcus hominis strain P 2/1B 16S ribosomal RNA gene, partial sequence,
1435 bp linear DNA Accession: KM217570

5. Staphylococcus epidermidis strain P 1/1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence,
1437 bp linear DNA Accession: KM217569

6. Staphylococcus aureus strain IS 1/2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1431
bp linear DNA Accession: KM217568

7. Staphylococcus epidermidis strain GKY 4/1A 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence, 1438 bp linear DNA Accession: KM209365

8. Staphylococcus epidermidis strain C6/2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence,
1435 bp linear DNA Accession: KM209364
9. Staphylococcus aureus strain EGE-MRSA 50B Panton-Valentine leukocidin S

(lukPV-S) and Panton-Valentine leukocidin F (IlukPV-F) genes, complete cds, 1918 bp Linear
DNA Accession: KM588922

10. Staphylococcus epidermidis strain Y43B/2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
1,437 bp linear DNA Accession: KF923963.1

11. Staphylococcus sciuri strain Y43A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1,427
bp linear DNA Accession: KF923958.1

12. Staphylococcus sciuri strain Y43B/1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1,426
bp linear DNA Accession: KF803559.1

13. Staphylococcus sciuri strain Y29A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1,421
bp linear DNA Accession: KF803558.1
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Accession: KF773712.1
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bp linear DNA Accession: KF575166.1

16. Ochrobactrum anthropi strain As-7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1373
bp linear DNA Accession: KY741543

17. Bacillus cereus strain As-13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1444 bp
linear DNA Accession: MF353930

18. Delftia tsuruhatensis strain As-23 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1409 bp
linear DNA, Accession: MF353931

19. Pseudomonas sp. strain As-30 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1440 bp
linear DNA, Accession: MF353932
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20. Acinetobacter haemolyticus strain As-32 16S ribosomal RNA gene, partial sequence,
1417 bp linear DNA, Accession: MF353934

21. Paenibacillus sp. strain As-33 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1448 bp
linear DNA, Accession: MF353933

22. Delftia sp. strain As-37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, 1411 bp linear
DNA, Accession: MF353935
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