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ÖZET 
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Burdur Gölü’nden Ġzole Edilen Mikroorganizmaların Ağır Metal ve Antibiyotik 

Dirençliliğinin Kültürel ve Moleküler Yöntemlerle Belirlenmesi 

 

Orhan YAVUZ  

 

Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Yrd. Doç. Dr. Nermin SARIGÜL 

 

Kasım, 2017 

 

Bu tez çalıĢmasında Burdur Gölü’nden izole edilen bakterilerin ağır metaller 

dirençliliği kültürel ve moleküler yöntemlerle belirlenmiĢtir. Burdur Gölü’nden 5 farklı 

noktadan toplanan su ve sediment örneklerinden ağır metal analizi (bakır, çinko, kurĢun, 

kadmiyum, arsenik ve cıva) yaptırılmıĢ ve bakteri izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Ağır 

metal dirençli tespit edilen 39 izolat saflaĢtırılmıĢ ve çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. ÇalıĢmaya 

dahil edilen izolatlarda Gram boyama ve ekstraselüler enzim üretimleri (proteaz, lipaz, 

amilaz, üreaz, jelatinaz ve katalaz), biyofilm oluĢturma kapasiteleri test edilmiĢtir. Bakır, 

çinko, kurĢun, kadmiyum, arsenik ve cıvanın Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonları 

belirlenmiĢtir. Ġzolatların tamamında ağır metal direncinden sorumlu olduğu bilinen 15 

farklı gen Polimeraz Zincir Reaksiyon yöntemi ile taranmıĢtır. Yüksek derecede dirençli 

olan 7 izolat ve düĢük derecede direnç gösteren 5 izolat üzerinde Antibiyotik Minimum 

Ġnhibisyon Konsantrasyonu testi yapılmıĢtır. Yüksek dirençli bulunan 7 izolatın 16S rRNA 

bölgesi kullanılarak moleküler olarak tür tanısı gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Yapılan ağır metal analizlerinde sediment örneklerinde en yüksek 49,63 µg/g çinko 

ve 27,15 µg/g bakır tespit edilmiĢ diğer 4 metal tespit edilememiĢtir. Gram boyama 

sonucunda 15 Gram pozitif 24 Gram negatif izolat olduğu belirlenmiĢtir. 39 izolat üzerinde 

yapılan enzim testleri sonucu 17 izolat üreaz, 15 izolat proteaz, 14 izolat lipaz, 8 izolat 

amilaz ve 1 izolat jelatinaz enzimlerini ürettiği belirlenmiĢtir. Biyofilm oluĢturma testi 

sonucunda 18 izolatın biyofilm oluĢturabildiği gözlemlenmiĢtir. Minimum inhibisyon 

konsantrasyonları; bakır için 8 mM, kadmiyum için 4mM, kurĢun için 16 mM, çinko için 

16 mM, arsenik için 16 mM ve cıva için 0,025 mM olarak tespit edilmiĢtir. PZR ile taranan 

15 farklı direnç geninden 4 tanesi çalıĢmamızda gözlemlenmiĢtir. Bunlar bakır, kadmiyum 

ve kadmiyum-çinko-kobalt dirençlerini kodlayan genlerdir. Antibiyotik direnci ağır metal 

direncine benzer sonuçlar göstermiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: Burdur gölü, ağır metal, antibiyotik, dirençlilik 
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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 μg/g and 27.15 μg/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 
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1. GĠRĠġ 

Metaller, biyolojik olarak mevcut konsantrasyonları esas olarak jeolojik ve biyolojik 

süreçlere bağlı olan ekosistemin temel bileĢenleridir. Farklı ağır metal tanımları vardır ve 

tanımlamaların çoğunluğu elementlerin kütle yoğunluğuna dayanmaktadır. AraĢtırmacıların 

bir kısmı ağır metal tanımı için 3.5 ile 7 g/cm
3 

arasında değiĢen eĢik yoğunluk değeri 

kullanmaktadır. Genel kabul, ağır metallerin özkütlesinin 4.5 g/cm
3
’den daha fazla olması 

gerektiği yönündedir. Ağır metaller arasında canlı organizmaların metabolik faaliyetleri için 

gerekli olan ve olmayanlar ya da etkisi henüz bilinmeyen elementler bulunmaktadır. 

Organizmalarda ağır metallere genellikle mikrogram seviyelerinde ihtiyaç duyulmaktadır.   

Ağır metal terimi, genellikle toksisite ile bağlantılı olsa da bu durum her zaman geçerli 

değildir. Herhangi bir maddenin canlı bir sistem üzerindeki etkisi hücrelerde olan mevcut 

konsantrasyonuna bağlıdır. Bazı ağır metal iyonları düĢük konsantrasyonlarda metabolik 

faaliyetler için gerekli iken yüksek konsantrasyonlarda toksiktir. Bununla birlikte çeĢitli 

biyolojik, jeolojik ve antropojenik süreçler sonucunda metallerin çevreye salınması ve 

yayılımı hız kazanmıĢtır. Madencilik faaliyetleri sonucunda, bu faaliyetlerin gerçekleĢtiği 

alanlarda, iĢlenen ağır metalin çevrede bulunan konsantrasyonunun arttığı saptanmıĢtır. Bu 

durum önemli çevre ve sağlık sorunlarına neden olabilmektedir. Karasal ortamların ağır metal 

kirliliği, ekosistemdeki metallerin kalıcılığı ve tüm canlı organizmalar için tehditlerinden 

dolayı büyük endiĢe kaynağıdır (Lenart-Boroń ve Boroń, 2014). 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar, çevrede bulunan ağır metallerin organizmalar 

üzerine etkilerininin belirlenmesi, hücre yüzeyine metallerin tutunması ve hücre içine 

alınması, metal-mikroorganizma etkileĢimlerinin ve metabolizmasının belirlenmesi üzerinde 

yoğunlaĢmaktadır. Hücre tarafından kullanılabilecek formdaki metallerin eksikliği durumunda 

mikroorganizma davranıĢlarının incelenmesi ise ilgi çeken diğer araĢtırma konularındandır 

(Sobolev ve Begonia, 2008).  

Ağır metallerin bir kısmı organizmalar için mikronutrient olarak gereklidir; hücrede 

ozmotik basıncın düzenlenmesinde, moleküllerin dört boyutlu yapısının oluĢturulmasında ve 

bu yapının korunmasında ve enzimlerde kofaktör olarak rol oynarlar.  Ağır metallerin yüksek 

dozları organizmalar için toksiktir ve sürekli maruziyet organizmada oluĢan etkinin Ģiddetini 

arttırır. Toksisite ortamın pH değerine, ortamdaki besin kompoziyonuna ve ortam koĢullarına 

bağlı olarak değiĢmektedir. Özellikle madencilik faaliyetlerinin gerçekleĢtirildiği çevreler 
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uzun süre ağır metal maruziyeti sağlaması yanında diğer çevresel koĢullar nedeni ile de 

toksisitenin artmasına neden olmaktadır (Ayangbenro ve Babalola, 2017). 

Pal vd., (2015) tarafından yapılan çalıĢmada; deniz suyundaki ağır metaller 

konsantrasyonlarına bağlı olarak dört sınıfa ayrılmıĢtır:   

 Sınıf I, 100 nM ve 1 µM konsantrasyon değerlerinde ve deniz suyunda yaygın 

olarak bulunan ağır metalleri içermektedir. Bunlar; demir, çinko ve 

molibdendir.  

 Sınıf II, 10-100 nM konsantrasyondaki ağır metalleri içermektedir. Nikel, 

bakır, arsenik, vanadyum, mangan, kalay, uranyum bu gruptaki ağır 

metallerdir.  

 Sınıf III, kobalt, seryum, gümüĢ, antimon gibi nadir elementleri içermektedir.  

 Sınıf IV, 1 nM’den daha az konsantrasyonda bulunan kadmiyum, krom, 

volfram, galyum, zirkonyum, toryum, cıva, kurĢun gibi ağır metalleri 

içermektedir. 

BileĢiklerde üç ya da dört değerlikli katyonlar olarak bulunan ve çok düĢük 

çözünürlüğe sahip olan kalay, seryum, galyum, zirkonyum ve toryumun biyolojik etkisi 

olmadığı düĢünülmektedir. Demir, molibden ve mangan düĢük toksisiteye sahip biyolojik 

olarak önemli iz elemenlerdir.  Çinko, nikel, bakır, vanadyum, kobalt, volfram ve krom toksik 

fakat biolojik olarak orta derecede önemli iz elementlerdir. Arsenik, gümüĢ, antimon, 

kadmiyum, cıva, kurĢun ve uranyum çok az faydalı fonksiyonu bulunan toksik elementlerdir 

(Pal vd., 2015). 

ÇalıĢma alanı olarak seçtiğimiz Burdur Gölü yıllarca sanayi ve Ģehirsel atıklara maruz 

kalmıĢ bir göldür. Bu göl daha önce ağır metal dirençli mikroorganizmalar açısından hiç 

incelenmemiĢtir. YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada Burdur Gölü’nden izole edilen bakterilerin 

ağır metal dirençliliği ve antibiyotik duyarlılıkları kültürel ve moleküler yöntemler ile 

incelenecektir.   
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1.  Burdur Gölü 

Burdur Gölü 37
o
 45’ Kuzey ve 30

o
 13’ Doğu koordinatları arasında Burdur ve Isparta 

illeri sınırları içerisinde konumlanmıĢ bir göldür. Yüzey alanı 205 m
2
 ve derinliği maksimum 

60 m olan tuzlu bir göldür. Gölün iyonik tipi Na-Mg-(Cl)-SO4-HCO3 dür. Göl yağmur suları, 

sezonluk ve kalıcı akıntılar, dereler ve yer altı su kaynaklarından beslenmektedir. 

Güneybatıda Bozçay ve Ulupınar doğuda ise Bayındır, Büğdüz, Kara Çerçin ve Keçiborlu su 

kaynaklarından önemli olanlarıdır. Göl ile ilgili olarak sıcaklık mevsimsel olarak değiĢmekle 

beraber 6,3 - 24,9 
o
C, çözünmüĢ oksijen 6,76 - 16,73 mg/L, oksijen doygunluğu %80 - %125, 

elektriksel iletkenlik 9,6 - 31,4 µS/cm, tuzluluk 18,3 – 19,3 ppt, toplam çözünmüĢ katı madde 

27,04 – 34,3 mg/L, askıda katı madde 8,42 – 18,65 mg/L, Klorofil-a 0,7 – 16,7 mg/m3, 

Secchi diski görünürlüğü 1,1 – 6,01 m, renk 12- 26 Fau, bulanıklık 1 – 7 pt/Co, kimyasal 

oksijen ihtiyacı 177 – 1227 mg/L, PO4P 0,021 – 0,463 mg/L ve NO3N 0,03 – 2,1 mg/L olarak 

rapor edilmiĢtir. Burdur Gölü’nde 17 fitoplankton ve 4 zooplankton taksonu tespit edilmiĢtir. 

Göldeki kirliliğin artıĢı ise gölün en büyük sorunları arasında yer almaktadır (Turna vd., 

2005). Son yıllarda kirlilikte ciddi oranlarda artıĢ gözlemlenmektedir; bölgesel araĢtırlar ise 

gölün özellikle Burdur merkez ve organize sanayiye yakın kısmında kirliliğin daha yoğun 

olduğunu göstermektedir. Göle gelen kirletici kaynakların baĢında Ģeker fabrikası 

gelmektedir. Atıklarında yüksek oranda nitrat ve fosfat vardır. Gölü kirletici diğer kaynaklar, 

tarım arazilerinden dönen sular ve Burdur kentinin atıklarıdır. Bu atıkların aynı zamanda ağır 

metal kirliliğinin de baĢlıca sebeplerinden olduğu bilinmektedir. Burdur ili atık su arıtma 

tesisi faaliyet göstermesiyle bu kirliliğin önüne geçildiği düĢünülmektedir fakat yıllarca bu 

atıkların gölde yaptığı kirlenme etkilerini göstermeye devam etmektedir. 

2.2.  Ağır Metal Kirlilik Kaynakları 

Doğal olarak oluĢan ağır metaller, organizmalar tarafından kolayca alınması mümkün 

olmayan çözünmez formlarda bulunur. Bu ağır metallerin toprakta adsorbsiyonu çok 

yüksektir ve bu nedenle organizmalar tarafından alınımı zordur. Ġnsan faaliyetleri ile açığa 

çıkan ağır metaller ile karĢılaĢtırıldığında doğal olarak bulunan ağır metaller ile toprak 

arasındaki bağın enerjisi çok yüksektir. Ağır metallerin açığa çıktığı doğal prosesler 

göktaĢları, erozyon, volkanik aktiviteler ve minerallerin aĢınmasıdır (Ayangbenro ve 

Babalola, 2017). Ağır metal kaynakları ġekil 2.1’de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 2.1. Ağır metallerin doğaya yayılma kaynakları (Dixit vd., 2015). 

 

Ağır metaller yerkabuğunun tamamında bulunan doğal elementler olmasına rağmen, 

son yıllarda nüfus artıĢına bağlı olarak artan ihtiyacı karĢılamak nedeni ile gerçekleĢtirilen 

madencilik ve eritme iĢlemleri, endüstriyel faaliyetler, metal ve metal içeren bileĢiklerin 

yaygın olarak ev içi ve tarımsal kullanımı gibi faaliyetler nedeni ile çevreye artan oranlarda 

yayılmıĢtır ve organizmalar daha sık maruz kalmaktadır. Çevresel kirlenme, metal korozyonu, 

atmosferik çökelme, erozyon neticesinde topraktan metal iyonlarının ayrıĢması ve süzülmesi, 

sedimentin re-süspansiyonu ve su kaynaklarından toprağa ve yeraltı sularına metallerin 

buharlaĢtırılması yoluyla oluĢabilir. Endüstriyel kaynaklar, rafinerilerde metal iĢleme, enerji 

santrallerinde kömür yakma, petrol yakma, nükleer enerji santralleri ve yüksek gerilim hatları, 

plastik, tekstil, mikroelektronik, ahĢap koruma ve kağıt iĢleme faaliyetlerini kapsamaktadır 

(Tchounwou vd., 2012). 

 

 

AĞIR METALLER

Antropojenik kaynaklar

1. As: pestisitler, ahĢap koruyucular, 
biosolidler, cevher madenciliği ve ergitme

2. Cd: boyalar ve pigmentler, plastik 
stabilize ediciler,  metal kaplama, fosfat 
gübreleri

3. Cr : deri tabaklama, çelik endüstrisi, kül

4. Cu: pestisitler, gübreler, biosolidler, 
cevher madenciliği ve ergitme

5. Hg: altın gümüĢ madenciliği, kömür 
kullanımı, tıbbi atıklar

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

7. Pb:  yakıtlar, atık piller, insektisit ve 
herbisitler

Doğal kaynaklar

1. Mineral aĢınması

2. Erozyon ve volkanik 
aktiviteler

3. Orman yangınları ve biyojenik 
kaynaklar 

4. Vejetasyon ile yayılan 
partiküller
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Kadmiyum yerkabuğunda yaklaĢık 0,1 mg/kg ortalama konsantrasyonda bulunur. 

Doğada kadmiyum bileĢiklerinin en yüksek seviyesi tortul kayaçlarda görülmektedir ve deniz 

fosfatları yaklaĢık 15 mg/kg kadmiyum içerir. Kadmiyumun baĢlıca endüstriyel uygulamaları 

alaĢımların, pigmentlerin ve pillerin üretimini içerir. Pillerde kadmiyum kullanımı son 

yıllarda önemli bir artıĢ göstermiĢ olmasına rağmen, çevresel kaygılara yanıt olarak geliĢmiĢ 

ülkelerde ticari kullanımı azalmıĢtır (Tchounwou vd., 2012). Kadmiyum kaplamaları, 

özellikle deniz ve havacılık gibi yüksek stresli ortamlarda, kaplara ve diğer taĢıtlara iyi bir 

korozyon direnci kaplaması sağlar. Kadmiyumun diğer kullanımı, pigmentler, polivinil klorür 

(PVC) için stabilizatörler, alaĢımlar ve elektronik bileĢikler olarak bulunmaktadır. 

Kadmiyum, fosfat gübreleri, deterjanlar ve rafine edilmiĢ petrol ürünleri de dahil olmak üzere 

birçok üründe saf olmayan bir madde olarak bulunur. Buna ek olarak, asit yağmurları ve 

sonuçta toprak ve yüzey sularının asitlenmesi ile kadmiyumun jeokimyasal hareketliliğini 

arttırmıĢtır. Kadmiyum, çinkonun kaçınılmaz bir yan ürünü olarak üretilir ve bazen rafine 

edilir (Wuana ve Okieimen 2011, Akhand vd. 2016).  

Kadmiyum, klorürler, hidroksil, sülfhidriller ve tiol grupları ile birlikte çözünür 

kompleksler oluĢturur ve kadmiyumun biyolojik aktivitesi büyük ölçüde bu komplekslerin 

varlığına bağlıdır (Vig vd. 2003).  

Cıva, vücuttaki dokularda ciddi hasarlara neden olan, yaygın bir çevresel toksik bileĢik 

ve kirleticidir. Organizmalar, çevrede çeĢitli cıva formlarına maruz kalmaktadırlar. Bunlar, 

cıva buharı (Hg0), inorganik (Hg
+1

, Hg
+2

) ve organik cıva bileĢiklerini içerir (Tchounwou vd., 

2012). 

Cıva döngüsünde atmosfere doğal olarak ve tekrar salınan cıva emisyonları çok 

önemli faktörlerdir. Doğaya cıvanın yayılmasında; mineral kaynaklardan cıvanın 

buharlaĢtırılması, kontamine su ve karasal sistemlerden cıvanın uzaklaĢtırılması (Hg2C'nin 

Hg0'ya düĢürülmesi yoluyla), volkanik emisyonlar ve orman yangınları önem kazanmaktadır. 

Cıvanın antropojenik emisyon kaynakları çoğunlukla; katı atık yakma (belediye ve tıbbi 

atıklar), kömür ve yağ yakma, pirometalurjik süreçler (demir, kurĢun ve çinko) ve altın 

üretimidir. Bu kaynaklar arasında kömür yakma ve katı atık yakma toplam küresel 

emisyonların yarısından fazlasını oluĢturmaktadır (Wang vd., 2004). 

Cıva, özellikle metil cıva ve etil cıva gibi uçucu alkile edilmiĢ bileĢikler Ģeklinde veya 

Hg0 elemental formda ve aynı zamanda, suda çözünebilen kompleks bileĢikler halinde 

bulunabilir. Cıva, sülfür ve klor içeren bileĢiklerin yanı sıra organik bileĢikler ve organik 

maddeler üzerine güçlü bir affinite gösterir (Janowska vd., 2017). 
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KurĢun, yerkabuğunda az miktarda bulunan doğal olarak oluĢan mavimsi-gri bir 

metaldir. KurĢun ortamda doğal olarak bulunsa da, fosil yakıtların kullanılması, madencilik ve 

endüstriyel üretimi gibi antropojenik faaliyetler yüksek konsantrasyonlarının salınmasına 

katkıda bulunur. KurĢun birçok farklı endüstriyel, tarımsal ve evsel uygulamalarda, kurĢun-

asit piller, mühimmat, metal ürünleri (lehim ve borular) üretiminde ve X-ıĢınlarından 

korunmak için kullanılmaktadır. 2004 yılında Amerika BirleĢik Devletleri'nde çeĢitli 

endüstriyel uygulamalar için tahmini olarak 1.52 milyon metrik ton kurĢun kullanılmıĢtır. Bu 

miktarın yaklaĢık % 83'ünü kurĢun akü üretimi, kalan kısmını mühimmat (% 3.5), boya, cam, 

pigment ve kimyasallar için oksitler (% 2,6) ve kurĢun (% 1,7) üretimi oluĢturmaktadır 

(Tchounwou vd. 2012).  

Endüstriyel alanlardaki toplam Pb konsantrasyonu 10000 mg/kg 'ye kadar 

ulaĢabilirken, topraktaki ortalama değer 10 ila 100 mg/kg arasındadır. Buna ek olarak, 

endüstriyel atık sularda Pb (II) seviyesi, 200-250 mg/kg seviyesine ulaĢırken, kabul edilen 

kalite standartlarına göre, 0,05-0,10 mg/kg seviyesinin aĢmamalıdır (Jarosławiecka ve 

Piotrowska-Seget, 2014).  

Pb (II), Mn (II) ve Zn (II) gibi temel elementler gibi aktif taĢıma yoluyla bakteriyel 

hücrelere girer. Pb'nin biyolojik olarak önemi bilinmemektedir ve çok düĢük 

konsantrasyonlarda toksiktir. Pb'nin toksisitesi biyolojik olarak hücre içine alınabilir formda 

bulunup bulunmamasına bağlıdır (Jarosławiecka ve Piotrowska-Seget, 2014). 

Çevrede bulunan önemli kirleticilerden olan kurĢun ve kadmiyum, hücre zarlarına 

zarar verebilen, enzimlerin özelliğini değiĢtiren ve DNA'ya hasar verici özellikte olup 

insanlar, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar için oldukça zehirlidir. Bu toksisite, kurĢun 

ve kadmiyumun hücrede yararlı fonksiyonu olan metallerin yerine bileĢiklere bağlanması ile 

gerçekleĢmektedir (Marzan vd., 2017). 

Arsenik çevresel örneklerin neredeyse tümünde düĢük konsantrasyonlarda tespit edilen 

bir elementtir. Arsenik’in baĢlıca inorganik formları, arsenit (+3 değerlikli formu) ve 

arsenat’tır (+5 değerlikli formu). Arsenik’ in organik formlarından olan metillenmiĢ 

bileĢikler; monometilarsonik asit (MMA), dimetilarenzik asit (DMA) ve trimetilarsin oksit’tir 

(Tchounwou vd., 2012). 

Metaloid arsenik çevreye ve insanlara karĢı oldukça toksik olduğu ve madencilik ve 

ilgili faaliyetlerden (cevher iĢleme vb.) gelen endüstriyel atık su akımlarında bulunması 

nedeniyle asıl endiĢe kaynağıdır. AhĢap iĢleme endüstrisi ve ahĢap yanması, karbon ve petrol 

iĢlemesi, rafineri ve yanma, jeotermal iĢlemler, tarımsal kimya endüstrisi (örneğin böcek 

ilacındaki yabancı maddeler) ve tarım atıksuyunun uygulamaları, atık su arıtma çamuru ve 
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belediye katı atık yakımı gibi faaliyetler doğaya metaloid arsenik salınımının en önemli 

nedenleridir (Hayat vd., 2017). ÇeĢitli endüstriler ve çevreye yaydığı ağır metaller Çizelge 

2.1’de ve ağır metallerin insan sağlığı üzerindeki etkileri Çizelge 2.2’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.1. Ağır metaller ve yayılımına sebep olan endüstriyel faaliyetler (Kahvecioğlu vd., 

2003). 

ENDÜSTRĠ Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn 

Kağıt Endüstrisi - + + + + + - - 

Petrokimya + + - + + - + + 

Klor-Alkali 

Üretimi 

+ + - + + - + + 

Gübre Sanayi + + + + + - + + 

Demir-Çelik 

Sanayi 

+ + + + + + + + 

Enerji Üretimi 

(Termik) 

+ + + + + + + + 
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Çizelge 2.2. Ağır metallerin insan sağlığı üzerinde etkileri (Dixit vd., 2015). 

 

 

 

 

 

Ağır Metal EPA Regulatory 

Limit (ppm) 

Toksik Etki 

Ag (GümüĢ) 0,10 Deri veya diğer vücut dokularının maruz kalmaya dayalı 

gri veya mavi-gri renk alması, solunum problemleri, 

akciğer ve solunum yolları iltihabı ve karın ağrısı. 

As (Arsenik) 0,01 Oksidatif fosforilasyon ve ATP sentezi gibi önemli 

hücresel iĢlemleri etkiler 

Ba (Baryum) 2,0 Kardiyak aritmi, solunum yetmezliği, mide-bağırsak 

iĢlev bozukluğu, kas seğirmesi ve yüksek kan basıncı  

Cd 

(Kadmiyum) 

5,0 Kanserojenik, mutajenik, endokrin bozucu, akciğer 

hasarı ve kırılgan kemikler, biyolojik sistemlerde 

kalsiyum regülasyonunu etkiler 

Cr (Krom) 0,1 Saç ve kıl kaybı 

Cu (Bakır) 1,3 Beyin ve böbrek hasarı, yüksek seviyeler karaciğer 

sirozu ve kronik anemi, mide ve bağırsak tahriĢi ile 

sonuçlanır 

Hg (Cıva) 2,0 Otoimmün hastalıklar, depresyon, uyku hali, yorgunluk, 

saç dökülmesi, insomnia, hafıza kaybı, huzursuzluk, 

görme bozukluğu, titreme, öfke patlaması, beyin hasarı, 

akciğer ve böbrek yetmezliği. 

Pb (KurĢun) 15 Çocuklarda aĢırı maruz kalma, bozulmuĢ geliĢim, zekâ 

geriliği, kısa süreli hafıza kaybı, öğrenme ve 

koordinasyon problemleri, kardiyovasküler hastalık 

riskinde artıĢ 

Se (Selenyum) 50 300 μg/gün cıvarında diyet maruziyeti, endokrin 

sistemini etkilemektedir 
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2.3.  Ağır Metal Direnci 

Ağır metaller ile ilgili olarak "direnç" ve "tolerans" terimleri sıklıkla literatürde  eĢ 

anlamlı olarak kullanılmaktadır. Bir metal için bakteriyel detoksifikasyonun spesifik bir 

mekanizmasının karakterize edilmesi mümkün olduğunda "direnç" teriminin kullanılması 

önerilir. Dolayısıyla, tolerans terimi, bu sürecin mekanizmasının araĢtırılmadığı her durumda, 

bir metalin yüksek konsantrasyonlarında bir bakteri türünün geliĢme kabiliyetine atıfta 

bulunmak için daha uygun gözükmektedir (Lima e Silva vd., 2012). 

Birçok mikroorganizma ağır metalleri kullanarak detoksifikasyon ve solunum 

mekanizması geliĢtirmiĢ ve buna direnç kazanmıĢtır. Ağır metal dirençli bakterilerin 

izolasyonu ve karakterizasyonu, metal birikimi kabiliyeti ve direnç kapasitesi açısından 

önemlidir (Marzan vd., 2017). 

Ağır metallere karĢı direnç, özellikle Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia ve 

Burkholderia gibi Gram negatif bakterilerde gözlenmiĢtir. Pseudomonas türleri iyi 

çalıĢılmıĢtır ve sadece ağır metallere ve diğer toksik maddelere karĢı yüksek dirençleri 

nedeniyle değil aynı zamanda basit beslenme gereksinimleri ve standart laboratuvar 

ortamında hızlı büyüme özellikleri nedeniyle büyük ilgi görmektedir (Ceylan ve Ugur, 2012). 

Ağır metallerin mikroorganizmalar üzerindeki toksik etkileri, pH, Ģelatlama ajanlarının 

konsantrasyonu, mikroorganizmanın genetik özellikleri ve organik maddeler gibi birçok 

faktöre bağlıdır. Bu elementlerin çevrede bulunmasının ekosistemler üzerindeki etkileri, 

biyokütle değiĢiklikleri, mikrobiyolojik çeĢitliliğinin değiĢimi ve elementlerin döngüsünün 

bozulması Ģeklinde özetlenebilir (Lima e Silva vd., 2012). 

Metal stresli koĢullar altında bakteriler ağır metal iyonlarının alımını tolere edebilmek 

için modifikasyon mekanizmaları geliĢtirirler. Bu mekanizmalar arasında, metal iyonlarının 

hücre dıĢına çıkıĢı, metal içindeki iyonların hücre içine birikimi ve kompleksasyonu ve ağır 

metal iyonlarının daha az toksik forma indirgenmesi bulunmaktadır. Bakteriler ağır metallerce 

zengin çevrelere kromozomal, transpozon ve plazmid aracılı direnç sistemleri ile adapte 

olmuĢlardır (Sevgi vd., 2010). 

Ağır metallerin çevreye giriĢi, mikrobiyal kommünite yapısında ve iĢlevinde önemli 

değiĢikliğe neden olmaktadır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda, antibiyotiklere dirençli bazı 

bakterilerin, aynı zamanda ağır metallere de direnç gösterdiği belirlenmiĢtir (Matyar vd., 

2008). 

GümüĢ, cıva, kurĢun, alüminyum, kadmiyum, altın ve arsenik gibi ağır metaller 

mikroorganizmalar için potansiyel toksik ağır metallerdir. Toksisite ağır metallerin, 
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fonksiyonel ve hücre için ihtiyaç duyulan metallerin yerine bağlanması ile gerçekleĢir. 

Yüksek ağır metal konsantrasyonları  hücre zarınının yapısal bütünlüğünü bozar, enzimatik 

özgüllüğünü değiĢtirir, hücresel iĢlevleri engeller ve DNA'ya hasar verir. Metal homeostazi, 

bakterilerde ve ökaryotlarda iyi çalıĢılmıĢtır ve P1B-tipi ATPazlar, ABC taĢıyıcıları, katyon 

difüzyon kolaylaĢtırıcıları (CDF'ler) ve metaloĢaperonlar gibi metallere yanıt olarak 

düzenlenen taĢıyıcıların farklılaĢtırılmıĢ kontrolü ile iliĢkilendirilmiĢtir (Kowshik, 2013). 

Mikroorganizmalar geliĢtirdikleri metal direnç sistemleri ile metallerce zengin 

ortamlara uyum sağlamıĢlardır. Ağır metal direnci mikroorganizmalarda genelde spesifik 

olarak plazmid kodludur. Ağır metal direnci ile ilgili çalıĢmalar 1970’li yıllarda birkaç 

bakterinin ağır metale direnç göstermesi keĢfedilerek baĢlamıĢtır. Ġlk çalıĢılan 

mikroorganizmalar genelde aerobik ve genel mikrobiyoloji laboratuvarlarında çalıĢılmaya 

uygun olan; Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus sp. 

türleridir (Nakahara vd., 1977; Marques vd., 1979; Harnett ve Gyles, 1984; Schwarz ve 

Hobel, 1989; Belliveau vd. 1991; Wang ve Shen, 1995). Dirençli tespit edilmiĢ 

mikroorganizmalardan bazıları Çizelge 2.3’de belirtilmiĢtir. Ağır metal direnç çalıĢmalarında 

ilk olarak cıva veya organomerkuriyellere karĢı direnç dikkat çekmiĢtir. Fakat düĢünülenin 

aksine ağır metal direncinin yaĢamın baĢlangıcı ile baĢladğı ve bugüne kadar geliĢtiği 

savunulmaktadır (Ji ve Silver, 1995). Ağır metal direnç sistemleri ve antibiyotik direnç 

sistemleri arasında paralel ilerleyen bir iliĢki olduğu bilinmektedir (Nakahara vd. 1977; 

Harnett ve Gyles, 1984; McEntee vd. 1986; Schwarz ve Hobel, 1989; Belliveau vd. 1991). 

Bazı durumlarda her iki direnci kodlayan genlerde aynı plazmid üzerinde taĢınmaktadır 

(Nakahara vd. 1977). Direnç sistemleri bazı durumlarda sadece direnç değil aynı zamanda 

ortamda bulunan ağır metallerin toplanması ve indirgenmesi Ģeklinde çalıĢmaktadır. Bu tip 

sistemler canlılar ve doğa için temizleyci görev yapabileceği için üzerinde durulması gereken 

bir konudur. Mikroorganizmalar ağır metallere karĢı adaptasyon sürecinde farklı kromozomal 

, transpozon ve plazmid kodlu sistemler geliĢtirmiĢtir (Bruins vd., 2000). Direnç sistemleri 

ġekil 2.2’de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3. Ağır metal dirençliliği tespit edilmiĢ mikroorganizmalar ve izole edildikleri 

kaynaklar  (Yavuz ve Sarıgül, 2016). 

Mikroorganizmanın 

Türü 

Direnç Gösterdiği 

Metaller 

Ġzole Edildiği Yer Kaynak 

Pseudomonas 

aureginosa 

Cu, Hg Atık su Hassen vd. (1998) 

Bacillus sp. As Toprak Cavalca vd. 

(2010) 

Stenotrophomonas 

meltophila 

Zn Toprak Cavalca vd. 

(2010) 

Methylobacterium 

mesophilicum 

Cd Toprak Cavalca vd. 

(2010) 

Micrococcus luteus Pb Toprak Cavalca vd. 

(2010) 

Variovorax paradoxus Ag GümüĢ madeni 

yakınlarından 

Cavalca vd. 

(2010) 

Bacillus arsenicus Co, Se, Hg , As, Cu, 

Zn, Mg, Cd, Pb 

Sediment Nithya vd. 

(2011) 

Planococcus 

maritimus 

Co, Se, Hg, As, Cu, 

Zn, Mg, Cd, Pb 

Sediment Nithya vd. 

(2011) 

Staphylococcus 

pasteuri 

Co, Se, Hg, Mn, As, 

Cu, Mg, Cd, Pb 

Sediment Nithya vd. 

(2011) 
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ġekil 2.2. Bakteriler, ökaryotlar ve arkealarda metal direncinin genel mekanizmaları 

(Kowshik, 2013). 

 

Ağır metal direnç sistemleri genel olarak 6 baĢlıkta incelenmektedir 

2.3.1. Metalin Hücre Ġçine Alınmasının Engellenmesi  

Hücre duvarı veya zarındaki değiĢiklikler yoluyla geçirgenliği azaltarak veya bu 

iyonları eksopolisolisakkarit tabakayla bağlayarak toksik metal iyonlarının hücre içine 

alınması engellenmektedir. Bu sistemin en önemli örneği, membrandaki porin proteininin 

değiĢtirilmesi yoluyla E. coli B'de metal iyonlarının hücre içine giriĢinin engellenmesidir 

(Rouch vd., 1995). Bu sistem genellikle tek bir genetik mutasyonla oluĢur ve zarın metal 

iyonlarına geçirgenliğini azaltır (Ji ve Silver, 1995). BaĢka bir sistem, metal iyonlarının hücre 

duvarı veya zar tarafından spesifik olarak bağlanmasıdır. Bu Ģekilde, metal bağlanma 

noktaları doygunluğa eriĢene kadar korunmaktadır (Beveridge ve Murray, 1976; Hoyle ve 

Beveridge, 1983). Bakterilerde, hücre dıĢı tabaka, canlılığı sürdürmek için gerekli olan metal 

iyonlarını tutar ve depolanmasına katkıda bulunur (Scott vd., 1988; Scott ve Palmer, 1990). 

Kadmiyum iyonlarının ekstraselüler birikimi genellikle bu sistemle gerçekleĢir. Klebsiella 

aerogenes’de bulunan hücre dıĢı kapsül, kadmiyum iyonlarının hücre içine alımını engeller 

(Mergeay, 1991). Pseudomonas sp. periplazmik bağlantı sistemindeki bakır iyonlarına karĢı, 

copA, copB, copC ve copD'nin oluĢturduğu dört genden meydana gelen operon ile direnç 
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sağlar. copA ve copB, kısmi bakır direnci sağlarken, copC ve copD, tam bakır direncine 

katkıda bulunur (Silver ve Walderhaug, 1992; Silver ve Ji, 1994). Bu sistemler, metal 

iyonlarının hücrenin içine girmesini önlemek için oluĢabilecek konformasyonel değiĢiklikleri 

gösterir. Bu sistem genelde düĢük seviyelerde 0.01 ve 0.1 nM kadmiyuma maruz kalma 

durumunda oluĢmaktadır (McEntee vd., 1986). 

Cıva içeren organik bileĢiklerin parçanmasını da içeren geniĢ spektrumlu cıva 

direncini sağlayan proteinleri (MerB, MerG)  kodlayan genlerin dağılımı evrimsel olarak 

MerA proteinini kodlayan genlerin dağılımından farklılık gösterir. merB genleri 

Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes ve Proteobacteria üyelerinde etspit edilmiĢtir. 

Fenilcıva molekülün hücresel geçirgenliğinin azaltılmasında etkili olan proteinleri kodlayan 

merG geni ise sadeced, 5 farklı operonda saptanmıĢtır.  Bunlardan üç tanesi 

pseudomonadlarda bulunurken iki tanesi topraktan izole edilen plazmitlerde belirlenmiĢtir. 

merG geni ya da bu genin homoloğunun bulunmadığı hiçbir operonda merB geni de 

saptanmamıĢtır. Bu durum bu iki gen arasında güçlü pozitid korelasyon bulunduğunu 

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

2.3.2. Metal Ġyonlarının Hücre DıĢına TaĢınması  

Aktif taĢıma ya da efflux sistemler metal direnç sistemleri içinde en sık rastlanan 

sistemdir. Mikroorganizmalar hücre içine girmiĢ olan toksik metal iyonlarını aktif taĢıma yolu 

ile sitoplazma dıĢına taĢır. Bu sistemler kromozom veya plazmidler üzerinde kodlanmıĢ 

olabilir. Sistemde mikroorganizma için gerekli olmayan metaller besin maddelerinderindeki 

gibi hücre içine alınır fakat hızlı bir Ģekilde sitoplazma dıĢına atılır (Silver ve Walderhaug, 

1992). E. coli ve S. aureus’da plazmid kodlu ars operonu tarafından As(V) ve As (III) direnci, 

S. aureus, Bacillus sp. ve Listeria sp.’de cad operonu ve Alcaligenes eutrophus’da bulunan 

czc operonu tarafından sağlanan kadmiyum direnci ve E. coli’de bulunan zntA operonu ve 

S.aureus’da bulunan cadA direnç sistemleri örnek olarak verilebilir (Silver ve Walderhaug, 

1992; Nies,1992; Ji ve Silver, 1995; Rensing vd. 1998). 

Toksisitenin oluĢması için metallerin hücrenin içine girmesi gerekir. Mikroorganizma 

membranda bulunan ve metallerin hücre içine taĢınmasını sağlayan taĢıyıcı proteinlerin 

miktarını azaltıp, hücre içine girmiĢ toksik ağır metallerin hücre dıĢına taĢınmasını sağlayan 

proteinlerin miktarını ilgili genlerin regülasyonu ile arttırabilir.   Membrandaki bu taĢıyıcı 

proteinlerin toksik atık boĢaltım pompası olarak kullanılması mikroorganizmalardaki en 

yaygın inorganik iyon direnci mekanizmalarındandır (Kowshik, 2013). 
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Protein aileleri arasında, ATP hidroliziyle yönlendirilen P-tipi ATPazlar, kimyasal 

asimetrik iyon-proton değiĢtirici olarak görev yapan katyon difüzyon kolaylaĢtırıcı aile 

taĢıyıcıları ve proton tarafından yönlendirilen akıĢa aracılık eden taĢıyıcıların dirençli 

nodülasyon bölümü (RND) ailesi bulunur. Genellikle, metal dirençli bakterilerde birden fazla 

efflux proteini bulunur. czcCBA, bir CBA taĢıyıcılardır. Bu yapısal gen bölgesi direnç-

nodülasyon hücre bölünme protein ailesinin dıĢ zar faktörleri czcC, membran füzyon proteini 

czcB ve czcA proteinini kodlar. Bu ihraç eden genlerin transkripsiyonel yanıtları, merR aile 

regülatörleri, arsR/smtB ailesi ve iki bileĢenli sistemler de dahil olmak üzere farklı 

düzenleyiciler tarafından kontrol edilir (Eghomwanre vd. 2016). 

RND protein ailesi ilk olarak ağır metal direnci (Ralstonia metallidurans), nodülasyon 

(Mesorhizobium loti) ve hücre bölünmesi (E. coli) ile iliĢkili bakteri transport proteinleri 

grubu olarak tanımlanmıĢtır. Bu protein ailesi yedi protein ailesini barındıran ve tüm 

organizma ana gruplarında bulunan büyük bir süper-protein ailesine dönüĢmüĢtür. Bakteri ve 

arkeada bu süper ailenin üyeleri, ağır metallerin, hidrofobik bileĢiklerin, amfibilerin, 

nodülasyon faktörlerinin proteinlerle taĢınmasına SecDF ile katılırlar. Ökaryotların RND 

süper familyasına ait proteinler sterollerin taĢınmasında reseptör olarak görev yaparlar. RND 

süper familyasına dahil olan ve ağır metal direnci ile iliĢkili olan membran taĢıma proteinleri 

(HME-RND) Milton Saier fonksiyonel filogenetik sınıflandırma sisteminde TC 2.A.6.1.1 

numarası ile kayıtlıdır (Nies, 2003). 

ġekil 2.3’de RND proteinlerinin hücre fonksiyonu ve mekanizması gösterilmektedir. 

Bu model, AcrB, TolC’nin yapısal özelliklerine ve yayınlanmıĢ biyokimyasal verilere bağlı 

olarak oluĢturulmuĢtur.  RND proteini (kırmızı), üç alt birimden oluĢan, periplazmik substrat 

bağlama bölgesine sahip olan bir proteindir. MFP proteini yeĢil, OMF sarı renkte 

gösterilmektedir. RND proteinlerinin aktivitesi için gerekli enerji,  daha önce solunum 

zincirinde oluĢan protonlar (siyah renkli noktalar) tarafından sağlanır. HME1 ve HME2 

proteinleri  (turuncu renkli, 2a) ise, periplazmik substrat bağlama noktasında bulunurlar ve iki 

değerlikli ağır metal iyonlarının (mavi, mor, gri renkli daireler olarak gösterilmiĢtir) geçtiği 

bir katyon kanalı olarak görev yaparlar.   
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ġekil 2.3. RND proteinlerinin hücre içi fonksiyonları. 

 

2.3.3. Metallerin Hücre Ġçi Biriktirilmesi 

Mikroorganizmanın sitoplazmasına giren ağır metalleri biriktirerek hücre bileĢenlerini 

toksik etkilerden koruyan bir sistemdir. Hücrede depolanan metaller genellikle kadmiyum, 

bakır ve çinkodur. Bu sistemin iki önemli örneği dikkat çekmektedir; Synechococcus sp. ve 

Pseudomonas sp. Sistein zengin bir proteindir (Rouch vd., 1995; Silver ve Phung, 1996). 

Synechococcus sp. Direnç sistemi iki gruptan oluĢur: smtA ve smtB. smtA kadmiyum, bakır 

ve çinko bağlayıcı metalotiyonin proteininin üretiminden sorumludur (Silver vd., 1989; 

Silver, 1992). Bu gen, kadmiyum, bakır ve çinko varlığında yüksek seviyelerde indüklenir ve 

smtB üretimini bastırır. smtB bastırıldığında, smtA gibi davranır ve metalothionin üretir 

(Silver vd., 1989). Bugüne kadar sadece Synechococcus sp. Siyanobakteri türleri, prokaryotik 

metallothionin üretimini göstermiĢtir (Silver vd., 1989). Bu tip sistein içeren metalotiyonin 

üretimi, ilk olarak bu türlerde hayvanlardan sonra gözlenmiĢtir (Silver vd., 1989). Hücre içi 

birikimini gösteren diğer organizma, kanalizasyondan izole edilen Pseudomonas putida türleri 

(Trevors vd., 1986) 'dir. Bu mikroorganizma metalothionuna benzer üç farklı düĢük molekül 

ağırlıklı sistein zengin protein üretimi vardır. Mycobacterium scrofulaceum'da, bakır 

iyonlarının siyah bakır çökeltileri olarak çökeldiği gözlenmiĢtir (Mergeay, 1991). 
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Ġnorganik katyonların ve anyonların hücre içi konsantrasyonlarının düzenlenmesi için 

temel iĢlemler membran taĢıma sistemleridir. Belirli koĢullar altında metal iyonları yüksek 

substrat özgüllüğü olan alım sistemleri ile biriktirilebilir. Böylece, nikel beĢ protein alt 

biriminden oluĢan çok-bileĢenli sistemin yüksek afiniteli ABC-tipi iyon nakil prokaryotik 

hücreler tarafından alınır; NikA-E (Margaryan vd., 2013). 

2.3.4. Metallerin Hücre DıĢında Biriktirilmesi  

Ekolojik ve pratik açıdan biyosorpsiyon en önemli süreçtir. Bakterilerdeki 

ekstraselüler tabaka yapısındaki anyonik fonksiyonel gruplar ile Cd, Pb, Fe ve Zn gibi çok 

sayıdaki katyonik metalleri immobilize eder. Bu biyoabsorbsiyon genellikle karbonhidratlar, 

polisakkaritler ve bazen nükleik ve yağ asitlerinden oluĢan mukoz ekstraselüler tabakaların 

etkisi ile gerçekleĢtirilir. Metal iyonlarının hücre yüzeyine bağlanması çeĢitli mekanizmalar 

ile gerçekleĢtirilir. Bunlar; elektrostatik etkileĢimler, Van der Waals kuvvetleri, kovalent 

bağlanma, redoks etkileĢimleri ve ekstraselüler çökeltme veya bu iĢlemlerin bazı 

kombinasyonlarını içeren çeĢitli mekanizmalardır. Aktivasyon halindeki fonksiyonel gruplar, 

kitin içindeki asedamido grupları, peptidoglikozitlerdeki amin grupları, proteinlerdeki 

sülfhidral ve karboksil grupları, fosfat, fosfodiester ve polisakkaritlerdeki hidroksil grupları 

biyosorpsiyon sürecinde yer alır. Bisorpsiyon prosesinde görev alan fonksiyonel gruplardan 

bazıları; kitinde asitamid grupları, peptidoglikositlerdeki amin grupları, proteinlerdeki 

sülfidril ve karboksil grupları, polisakkaritlerdeki fosfat, fosfodiester ve hidroksil gruplarıdır. 

Bakteriler, yüksek yüzey hacim oranları ve potansiyel olarak aktif kemosorpsiyon sahalarının 

geniĢ olması nedeniyle mükemmel biyosorbentlerdir (Banik vd., 2014). 

Metal iyonlarının hücre dıĢı birikimi, bazı küf ve mayalarda da görülen bir ağır metal 

direnç sistemidir (Joho vd., 1995). Maya içinde bir çeĢit Nikel (II) direncinin bu sisteme 

dayandığı düĢünülmektedir. Saccharomyces cerevisiae glutatyon yoluyla Nikelin 

adsorpsiyonunu azaltır (Murata, 1985). Glutatyon ağır metaller için yüksek afiniteye sahiptir. 

Metalce zengin ortamdaki mayaların, hücre dıĢı metallere bağlanan glutatyondan sorumlu 

olan metilglikokal dirençli geni taĢıdıkları gözlemlenmiĢtir (Murata, 1985). Direnç metalleri 

hücrenin dıĢına bağlanarak hücrenin içine giremezler. Benzer bir mekanizma mantarlarda 

Bakır (II) direncinde de gözlenmiĢtir (Murphy ve Levy, 1983). Bu mantarlar, ağır metallerle 

oksalat kompleks oluĢtururlar. Mayalar ve Citrobacter sp. gibi bazı diğer organizmalar 

kadmiyum fosfat gibi çözünmez komplekslere ve ağır metallere karĢı dirençlidir (McEntee 

vd., 1986). Mayalar ve Citrobacter sp. direnç için sülfit ve fost üretimini kullanırlar. K. 

aerogenes kadmiyum (II) iyonlarını, etrafına taĢıyarak sülfit salınan suĢun çevresine çöker. 
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Bu ulaĢım çökelti oluĢumu doymuĢ hale gelene kadar devam eder (Aiking vd., 1985, Scott ve 

Palmer, 1990). 

Mikrobiyal ağır metal remediasyonunun bir baĢka mekanizması sideroforları 

içermektedir. Sideroforlar demir alımını kolaylaĢtırmak için bakteri, mantar ve bitkiler 

tarafından üretilen düĢük molekül ağırlıklı Ģelatlama maddeleri (200-2000 Da)'dir. 

Sideroforlar mikrooganizmaların demir ihtiyacı derecesinin değiĢimine bağlı oarak farklı 

afiniteleri olan birçok metali Ģelatlayabilir. Demir dıĢındaki metaller bakteriler tarafından 

siderofor üretimini harekete geçirebilir, bu nedenle sideroforları demir dıĢındaki metallerin 

homeostazında ve özellikle ağır metal toleransına neden olabilir. Sideroforların, demir dıĢında 

alüminyum, galyum ve krom alınımında da etkilidir (Banik vd. 2014). 

2.3.5. Enzimatik Detoksifikasyon  

Cıva direnç sistemi enzimatik detoksifikasyona sahip organizmalarda en çok çalıĢılmıĢ 

olan ve en iyi bilinen direnç sistemidir. Gram pozitif (S. aureus, Bacillus sp.) ve negatif (E. 

coli, P. aeruginosa, Serratia marcescens ve Thiobacillus ferrooxidans) mikroorganizmalarda 

belirlenmiĢtir (Misra, 1992). Cıva hücre içine alındığında proteinlerde ve enzimlerde bulunan 

tiol gruplarına bağlanarak, proteinin aktivitesini engeller.  Cıva direnci bir grup geni içeren 

mer operonu ile sağlanmaktadır. Bu operon sadece cıvanın detoksifiye edilmesini değil aynı 

zamanda taĢınma ve hücresel direnç mekanizmalarını da düzenler (Misra, 1992; ji ve 

Silver,1995). Dirençten sorumlu proteinler cıvanın hücre içine alınması ile sentezlenmeye 

baĢlar. Ekstrasüller cıva bağlayıcı proteinler, transport proteinleri sentezlenir. Sentezlenen 

periplazmik proteinler cıvaya bağlanarak hücre içine alınmasını sağlar, detoksifikasyon hücre 

içinde gerçekleĢir. Organomerküriyel liyaz ve civaiyon redüktaz direnç genleri tarafından 

salgılanan ve civa direncinde önemli olan enzimlerdir (Weiss vd., 1997; Misra, 1992). Dar 

spektrumlu cıva dirençli mikroorganizmalar sınırlı organomerküriyel liyaz genlerine sahiptir 

ve organik civa bileĢiklerine çok fazla direnç göstermezler. GeniĢ spektrumlu cıva dirençli 

mikroorganizmalar ise her iki enzimi kodlayan genlere de sahiptirler ve organik ve inorganik 

civa bileĢiklerine karĢı etkin dirence sahiptirler. Cıva direncini sağlayan mer operonu çok 

sayıda mikroorganizmada plazmitlerde incelenmiĢtir. Bu operonun beĢ-altı geni yaygın olarak 

içerdiği saptanmıĢtır (Misra, 1992). Bu genler, merA (cıva redüktaz enzimi için kodlar), merB 

(organomercülyal redüktaz enzimi için kodlar), merC (mer proteinleri kodları), merD (mer 

genlerinin düzgün Ģekilde ekspresyonunu sağlar), merR (aktivatör protein kodları), merP 

(taĢıma proteini kodlar, TaĢıyan proteini kodlar). mer genleri Shigella flexneri’de Transposon 

Tn21, S. marcescens’de plasmid pDU 1358 ve P. aeruginosa’da Transposon Tn501 gibi farklı 
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bakterilerdeki farklı bölgelerde kodlanır. Bununla birlikte, gen ve farklı mer operonların 

fonksiyonel yapıları arasındaki benzerlik %80'in üzerinde bulunmuĢtur (Misra, 1992).  

Arkea ve bakterilerdeki cıva direnci, Hg (II) 'nın saptanması, düzenlenmesi, taĢınması 

ve indirgenmesinde yer alan mer operon tarafından sağlanır. Archaea'da en iyi çalıĢılan cıva 

direnci operonlarından biri termoasidofilik Sulfolobus solfataricus'un merRHAI operonudur. 

Operon, Hg(II) 'nın yokluğunda operatörü baskılayan ve varlığında transkripsiyonu 

gerçekleĢtiren regülatör MerR proteini ile kontrolü edilmektedir. MerH, Hg(II) 'yı bağlayan 

bir TRASH (taĢınım, direnç ve algılama) alanına sahip metaloĢaperondur. MerA Hg(II)’yı 

uçucu cıvaya indirgeyen ve detoksifiye eden için merkürik redüktazdır. Bazı mer operonları 

ilave mer genleri taĢırlar. Bunlardan en dikkat çekicilerden biri merB’dir. Bu gen C-Hg 

bağlarını kopararak Hg(II)’yi, Hg(0)’a indirgeyen organomerküriyel liyaz enzimini kodlar.  

Bugüne kadar açıklanmıĢ olan tüm haloarkaeal genomlar arasında sadece Halobacterium sp. 

NRC-1 ve Haloterrigena turkmenica’da cıva direnci sırasıyla merA ve merB genleriyle 

açıklanmıĢtır (Kowshik, 2013). 

2.3.6. Hücre Hassasiyetinin DüĢürülmesi  

Uygun olmayan büyüme koĢulları altında, tüm organizmalar stresin üstesinden gelmek 

için kendi bünyelerinde bazı değiĢiklikler yaparlar. Çevrelerindeki ağır metallerin varlığında 

mikroorganizmalar bunların hücre içine alınmasını engelleyici ya da hücre içinde toksik 

olmayan forma dönüĢmelerini sağlayan transkripsiyonel düzenlemeler gerçekleĢtirirler 

(Rouch vd., 1995; Kowshik 2013). Bu değiĢiklikler mutasyonları içerir, oluĢan mutasyonlar 

hücre bileĢenlerinin duyarlılığını azaltır, ancak temel fonksiyonlarını etkilemez. DNA tamir 

mekanizması, genomik DNA ve plasmidlerin korunmasıyla sınırlıdır. Mikroorganizmalar 

genellikle metal dirençli bileĢenlerin hassas hücre bileĢenlerini sentezlediği ve koruduğu 

metabolik yolaklar geliĢtirir. Bu adaptasyon E. coli'de de gözlemlenmiĢtir. Kadmiyuma maruz 

bırakılan bir E. coli'de daha yüksek DNA hasarı görülürken, aynı E. coli yeniden 

kültürlendiğinde kadmiyumun direnci tespit edilmiĢtir (Mergeay, 1991). Mikroorganizmaların 

doğal yapıları ve fonksiyonları, onlara temel düzeyde tolerans ve direnç kazandırmaktadır 

(Rouch vd., 1995). Örneğin glutatyon, gümüĢ(I), bakır (I, II), kadmiyum (II), cıva (II) ve 

demir (II) gibi bazı metallere karĢı koruma sağlar (Ni'bhriain vd., 1995). Gram negatif ve 

Gram pozitif mikroorganizmaların bazı metal iyonlarını tolere etme kabiliyeti arasında bir 

fark vardır (Morozzi vd., 1986). Gram negatif bakteriler, kadmiyum (II) varlığında protein 

sentezini Gram pozitif bakterilerden daha iyi korurlar. Öte yandan, Gram pozitif 
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mikroorganizmalar, E. coli'ye göre 28-30 kat daha fazla bakır (II) bağlayabilir (Beveridge ve 

Fyfe, 1985). 

2.4.  Ağır Metal ve Antibiyotik Direnç Arasındaki ĠliĢki 

Birçok araĢtırmacı, metal maruziyetinin metallere direnç sağlamasının yanında baĢka 

toksik maddelere, özellikle antibiyotiklere karĢı da direnç sağladığını belirtmiĢtir. Bu nedenle 

ağır metal dirençliliği toplumundaki antibiyotik direnci çalıĢmaları için de çok önemlidir (El-

Sayed 2016). 

1978 yılı baĢlarında yapılan bir çalıĢmada, kanalizasyon atık alanından izole edilen 

Bacillus izolatları ile kirlenmemiĢ topraktan izole edilen Bacillus izolatları ampisilin 

dirençliliği yönünden karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmada ağır metal yönünden zengin alanlardan 

izole edilen Bacillus izolatlarındaki ampisilin dirençliliğinin kirlenmemiĢ alandan izole 

edilenlerden daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Ağır metallerin bu etkisinin spesifik olduğu 

düĢünülmektedir. Yüksek cıva konsantrasyonları ise streptomisin dirençli popülasyonlarda 

ters etkiye neden olmaktadır. Bu tip bağlantıya bir baĢka örnek, tarımsal toprak / gübre 

içindeki ağır metallerin varlığı ile antibiyotik direnç genleri arasında güçlü bir korelasyon 

olduğunu belirleyen ve Çin’de yapılan bir araĢtırmada bildirilmiĢtir. Bu çalıĢamada ortamdaki 

antibiyotiklerin varlığı ile bunlara tekabül eden antibiyotik direnç genleri arasındaki bağlantı 

zayıf bulunmuĢtur. Ancak ortamda nispeten düĢük seviyelerde bakır, krom, nikel, kurĢun ve 

demirin bulunmasının toprak mikroorganizmalarındaki antibiyotik direnç genleriyle iliĢkili 

olduğunu gösteren araĢtırmalar mevcuttur (Yu vd. 2017). Plazmid tabanlı ağır metal ve 

antibiyotik direnç genleri ġekil 2.4’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2.4. 4582 plazmid dizisine dayanan antibiyotik direnç genleri (ARG'ler), metal direnç 

genleri (MRG'ler) ve biyosit direnci genleri (BRG'ler) birlikte görülmesi. Bu çizgilerin 

kalınlığı, bu birlikteliklerin frekansı ile ilgilidir(Yu vd. 2017). 

 

Antimikrobiyal ajanların yanlıĢ kullanılması, direncin yayılmasının arkasındaki büyük 

bir itici güç olarak kabul edilmesine rağmen, bu iliĢkinin doğası karmaĢıktır. Antibiyotik 

direnci, bazen bir bakterinin genetik yapısında meydana gelen değiĢikliklerle elde edilir ve bu 

da genetik bir mutasyon ya da çevredeki bakteriler arasında antibiyotik direnç genlerinin 

aktarılmasıyla ortaya çıkabilir (Eghomwanre vd., 2016). 

Hem antibiyotik hem de biyosit/metaller için direnç genleri fiziksel olarak aynı 

plazmidde bulunuyorsa, metal/biyosid maruziyeti antibiyotik direncinin yatay gen transferini 

(HGT) de teĢvik edebilir. Günümüzde, ARG taĢıyan konjugatif plasmidler, klinik ortamlarda 

önemli bir sağlık sorunu haline gelmiĢtir. Çevresel mikrobiyolojik flora HGT yoluyla patojen 

bakterilere mobilize olabilecek çeĢitli direnç genleri taĢırlar. Bu nedenle plazmid hareketliliği 

ile eĢ seçilim potansiyelleri arasındaki iliĢkileri daha geniĢ ölçekte anlamak, potansiyel 

riskleri belirleme kabiliyetimizi arttırmak için değerli olacaktır (Pal vd., 2015). 

Çapraz direnç, aynı mekanizmayı kullanarak yapısal olarak birbirine benzemeyen 

bileĢiklerin hücre dıĢına atılmasını sağlaması ile gerçekleĢebilir. Örneğin, Listeria 

monocytogenes'de çoklu ilaç direnci (MDR) pompası antibiyotiklere ek olarak metalleri de 

hücre dıĢına atabilir. Pseudomonas aeruginosa'da karakterize edilen MexGHI-OpmD 

pompası eğer taĢımada görev alan bu pompanın tamamını içeren operona sahipse, 

mikroorganizmanın vanadyum, tikarsilin ve klavulanik aside de dirençli olduğu saptanmıĢtır. 

Bu çalıĢma MexGHI-OpmD pompasına sahip Pseudomonas aeruginosa suĢu ile bu MexGHI-

OpmD pompası operonunu içermeyen mutant Pseudomonas aeruginosa suĢunun 
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karĢılaĢtırılması ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Benzer çalıĢma Burkholderia cepacia'da membrana 

DsbA-DsbB disülfid bağ oluĢum sisteminin mutasyonu ile gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢma 

sonucunda bu sistemin varlığının metallerin hücre dıĢına atılmasının yanında çoklu ilaç 

direnci de sağladığı belirlenmiĢtir (Pal vd., 2015). TetL proteini hem tetrasiklin hem de kobalt 

dirençliliğini sağlayabilir (Baker-Austin vd., 2006). Ġlgili direnç sistemi ġekil 2.5’de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.5 Metal ve antibiyotik direcini oluĢturan sistemlere örnekler. 

 

2.5. Ağır Metal Direncinin Tespit Edilmesi 

Mikroorganizmalarda ağır metal direncini tespit etmek için kültürel yöntemler, 

genomik dizi, PZR, DNA probları, protein elektroforezi ve Western blotlama yöntemleri 

kullanılmaktadır. Kültürel yöntemler çoğunlukla farklı metallerin büyüme koĢullarının 

gözlenmesi ve mikroorganizmaların ağır metal tuzları içeren ortam ile izole edilmesiyle 

gerçekleĢtirilir. Bu deneylerde, her ağır metal ayrı ortamlarda karıĢtırılarak test edilebilir veya 

aynı metale birden fazla metal ekleyerek çoklu direnç deneyleri ile yapılabilir. Katı veya sıvı 
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ortamlar iĢ için kullanılabilir. Ağır metal direncinin belirlenmesine ilaveten, MĠK (Minimum 

Ġnhibisyon Konsantrasyonu) da belirlenmelidir. MĠK; Mikroorganizmaların geri dönüĢümünü 

önleyen asgari ağır metal konsantrasyonudur. MĠK ağır metal içeren katı veya sıvı ortam 

kullanılarak farklı oranlarda yapılabilir (Hassen vd., 1998). Ağır metal direncini tespit etmek 

için kullanılan bir baĢka yöntem moleküler yöntemlerdir. Moleküler yöntemlerde ağır metal 

direnç genlerinin PZR tarafından tespiti sıklıkla kullanılır. Buna ek olarak, DNA probları, 

poliakrilamid jel elektroforezi ve Western blotlama gibi yöntemlerde genomik sekanslar 

kullanılır. PZR yöntemine bakarsak, ağır metal direnci sağlayan genlere özgü primerler seçer 

ve PZR ile amplifikasyon ve görselleĢtirme iĢlemine devam ederiz. Hem kültürel hem de 

moleküler yöntemler aynı anda gerçekleĢtirilebilir ve sonuçlar direnç varlığı, sorumluluk 

sahibi genin bu dirençteki derecesi ve ifadesi olarak ifade edilebilir. AraĢtırmalar, su 

ortamlarından ve ağır metal kirliliğine maruz kalmıĢ sedimanlardan ve atık sudan izole edilen 

mikroorganizmaların, krom, kobalt, çinko, kadmiyum, kurĢun, cıva, bakır, arsenik, 

magnezyum, manganez ve selenyum gibi metallere dirençli olduğunu göstermiĢtir. 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. Birçok Gram negatif ve pozitif türde (Hassen vd., 1998; Filali 

vd., 2000, Nithya vd., 2011) tespit edilmiĢtir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu 0.02-400 

mM/L arasındaydı (Hassen vd., 1998, Li ve Ramakrishna, 2011). MĠK değerini belirlemek 

için katı ve sıvı ortam kullanılmıĢ ve sonucun benzer olduğu gözlemlenmiĢtir. Aynı zamanda, 

birçok türde çoklu ağır metallere karĢı direnç bulunmuĢtur (Filali vd., 2000). Bazı ağır metal 

direnç genleri Çizelge 2.4’de gösterilmiĢtir. Ağır metal direnci, sorumlu gen bölgeleri 

çarpılarak ve görüntülenerek belirlenebilir. Arsenik, arsA, arsB, arsC, arsB, arsR, copA için 

copA, copB, copY için copZ pco, kadmiyum için cadA, cadC direnci için cadB, akor direnci 

için chrB, merR için chrB için merB, merB, merC, merD , merP, mer kobalt-çinko-kadmiyum 

çoklu direnci için czcA, czcB, czcC, czcD, nikel-kobalt-kadmiyum çoklu direnç için nccA gen 

bölgeleri amplifiye edildi ve uygun primerler kullanılarak tespit edilmiĢtir (Rouch vd., 1995; 

Bruins vd., 2000; Abou-Shanab vd., 2007; Roosa vd., 2014). 
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Çizelge 2.4. Ağır metal direncinden sorumlu bazı genler (Yavuz ve Sarıgül 2016). 

AĞIR METAL DĠRENCĠ KODLAYAN GEN BULUNDUĞU KONUM 

Bakır copA, copB, copC, copD Kromozomal veya Plazmid 

KurĢun pbrA, pbrD, pbrT Plazmid 

Kadmiyum cadD, cadX Plazmid 

Çinko czrA, czrB, czrC NC 

Cıva merA, merB, merC, merD, merE, 

merR 

NC, Plazmid 

Arsenik arsD, arsR Plazmid 

Kobalt-Çinko-

Kadmiyum 

czcA, czcB, czcC  Kromozom NC 

Nikel-Kobalt cnrA, rcnA, cnrT Plazmid NC 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyaller 

3.1.1. Burdur Gölü 

ÇalıĢma alanı olarak Burdur Gölü seçilmiĢtir. Gölden örnekleme yapılan 5 noktanın 

koordinatları tabloda verilmiĢtir. Bu noktalardan göl suyu ve sediment örnekleri alınmıĢtır. 

Örnekleme koordinatları Çizelge 3.1’de ve noktaları ġekil 3.1’de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. Örneklem Noktalarının Koordinatları. 

Örnekleme Noktaları Koordinatları  

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 

 

 

ġekil 3.1. Örnekleme Noktaları Harita Üzerinde ĠĢaretlenmiĢtir(1, 2, 3, 4, 5). 
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3.2.2. Kültür Besiyerleri 

3.2.2.1. 6mM Na2HAsO4 içeren 0,5 X Nutrient Agar 

Mikroorganizmaların izolasyonu ve saflaĢtırılması için kullanılmıĢtır. 

Nutrient agar içeriği (1 L); 

Et peptonu 2,5 g/L 

Et ekstraktı 1,5 g/L 

Agar-agar  12,0 g/L 

Na2HAsO4         6 mM 

ÇalıĢmamız kapsamında dehidre Nutrient sıvı besiyeri 0,5X konsantrasyonda 

hazırlanıp agar-agar eklenmiĢtir. 121 
o
C’ de 15 dakika otoklavlandıktan sonra steril tek 

kullanımlık Petri kutularına dökülerek kullanılmıĢtır (Chang vd., 2008). 

3.2.2.2.  Nutrient Broth ve %40 Giserol Ġçeren Nutrient Broth 

SaflaĢtırılmıĢ suĢların geliĢtirilmesi ve canlandırılması amacı ile Nutrient sıvı besiyeri 

kullanılmıĢtır.    

Nutrient broth besiyeri içeriği (1 L); 

Et peptonu 5,0 g/L 

Et ekstraktı 3,0 g/L 

Mikroorganizmaların stoklanması için son konsantrasyonu %20 gliserol içerecek 

Ģekilde eppendorf tüplerine kültürler aktarılarak -80 
0
C’de saklanmıĢtır.   

3.2.2.3.  Mueller Hinton Agar II 

Ağır metal ve antibiyotiklere karĢı minimum inhibisyon konsantrasyonu testlerinde 

kullanılmıĢtır. 

Mueller Hinton Agar II besiyeri içeriği (1 L) ; 

Sığır Eti Ekstraktı  2,0 g/L 

Kazein Asit Hidrolizatı  17,5 g/L 

NiĢasta 1,5 g/L 

Agar  17,0 g/L 

Mueller Hinton Broth II besiyerine %1,7 oranını sağlayacak miktarda agar-agar 

eklenerek 121 
o
C’ de 15 dakika otoklavlanır ve steril Petri kaplarına dökülerek kullanılmıĢtır. 
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3.2.2.4.  Lipaz Test Ortamı 

Lipaz testi için kullanılan Tw80 Agar içeriği; 

Nutrient Broth  8 g/L 

CaCl2H2O  0,5 g/L 

Tween 80  10 mL/L 

Agar-agar 15 g/L 

121 
o
C’ de 15 dakika otoklavlandıktan sonra steril Petri kaplarına dökülerek 

kullanılmıĢtır. 

3.2.2.5.  Amilaz Test Ortamı 

Amilaz testi için kullanılan Starch Agar ortamının içeriği; 

Beef Ekstraktı 3 g/L 

Çözünebilir niĢasta 10 g/L 

Agar-agar 15 g/L 

pH 7,5 seviyesine ayarlandıktan sonra 121 
o
C’ de 15 dakika otoklavlanır ve steril Petri 

kaplarına dökülerek kullanılmıĢtır. 

3.2.2.6.  Proteaz Test Ortamı 

Proteaz testi için kullanılan Skim Milk Agar ortamının içeriği; 

Solüsyon A; 

Nutrient Broth  8 g/L 

Agar-agar 15 g/L 

500 ml de 1 L değerlerine göre hazırlanır 121 
o
C’ de 15 dakika otoklavlanır.  

Solüsyon B; 

Skim milk (yağsız süt tozu) 10 g/L 

500 ml de 1 L değerlerine göre hazırlanır 110 
o
C’ de 5 dakika otoklavlanmıĢtır.  

Otoklav sonucu 2 solüsyon aseptik Ģartlar altında karıĢtırılır ve steril Petri kaplarına 

dökülerek kullanılmıĢtır. 
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3.2.2.7.  Jelatinaz Test Ortamı 

Jelatinaz testi için kullanılan Jelatinaz Agar ortamının içeriği; 

Jelatinaz Test Ortamı (1 L); 

Pepton 5 g/L 

Sığır Ekstraktı 3 g/L 

Jelatin 120 g/L 

Homojen olarak karıĢtırılıp 5’er ml test tüplerine dağıtılmıĢtır. 121 
o
C’ de 15 dakika 

otoklavlandıktan sonra kullanılmıĢtır. 

3.2.2.8.  Üreaz Testi Ortamı 

Üreaz testi için kullanılan Christensen’s Urea Agar ortamının içeriği; 

Pepton  1 g/L 

Dekstroz  1 g/L 

Sodyum Klorid  5 g/L 

Potassium Phosphate Monobasic  2 g/L 

Üre  20 g/L 

Fenol Kırmızısı  0,012 g/L 

BileĢenler 100 ml de çözülüp 0,45 µ filtre ile steril edilir. 

1L ye göre tartılmıĢ agar 900 ml suda çözülmüĢtür. 121 
o
C’ de 15 dakika 

otoklavlanmıĢtır. Otoklav sonrası 2 solüsyon karıĢtırılarak deney tüplerine yatık agar olarak 

dökülüp kullanılmıĢtır. 

3.2.3. Boyalar ve solüsyonlar 

3.2.3.1.  % 0,9 Sodyum Klorür Solüsyonu 

9 gr NaCl 500 ml saf suda çözülerek 1 litreye tamamlanır ve 121 
o
C’ de 15 dakika 

otoklavlandıktan sonra kullanılmıĢtır. 

3.2.3.2.  Kristal Viyolet Solüsyonu 

Kristal viyolet solüsyonu içeriği (100 mL için); 

Solüsyon A 

Kristal viyolet (%90 boya içeren)   2 g 

Etanol (%96 v/v)   20 mL 
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Solüsyon B 

Amonyum okzalat  0,8 g 

Deiyonize su  80 mL 

A ve B solüsyonları ayrı ayrı hazırlanıp karıĢtırılıp filtre edildikten sonra kullanılır. 

3.2.3.3.  Gram Ġyodür Solüsyonu 

Gram iyodür solüsyonu içeriği (300 mL için); 

Potasyum iyodür   2g 

Ġyot   1 g 

Potasyum iyodür ve iyot bir kap içerisinde iyice ezilir ve üzerine yavaĢ yavaĢ su 

eklenerek 300 mL ye tamamlanır. Hazırlanan solüsyon amber renkli ĢiĢede muhafaza edilir. 

3.2.3.4.  Safranin Solüsyonu 

Safranin solüsyonunun içeriği (110 mL için); 

Safranin O   0,25 g 

Etanol (%95 v/v)  10 mL 

Deiyonize su  100 mL 

Safranin O etanol içerisinde iyice çözülerek üzerine su eklenir. Birkaç gün dinlenen 

solüsyon filtre edilerek kullanılır. 

3.2.3.5.  %33 Asetik Asit Solüsyonu 

%33 Asetik asit solüsyonu içeriği; 

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

Deiyonize su     670 mL 

Asit bir kaba pipet ile alındıktan sonra üzerine 1 L ye tamamlayacak kadar deiyonize 

su eklenir. Hazırlanan solüsyon amber renkli ĢiĢede saklanır. 

3.2.3.6.  Ağır Metal Stok Solüsyonları 

MĠK denemeleri için ZnSO4, CdCl2, HgCl2, CuSO4, Pb(NO3)2 ve NaAsO2 metal 

tuzları kullanılmıĢtır. HgCl2 0,1M diğer metallerde 0,5 M olarak stok solüsyon hazırlanmıĢ ve 

0,45 lik filtre ile steril edilmiĢtir. Metallerin moleküler ağırlığı ve tartılan gramlar Çizelge 

3.2’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. Ağır metal tuzlarının moleküler ağırlıkları ve 50 mL için tartılan gramlar; 

Ağır Metal  Moleküler Ağırlığı (g/Mol) Tartılan Gram (50 mL için) 

ZnSO4  287,56 7,17 

CdCl2  183,32 4,58 

HgCl2  271,50 1,35 

CuSO4  159,61 3,99 

Pb(NO3)2  331,21 8,28 

NaAsO2  129,91 3,24 

 

Metaller yukarıda verilen moleküler ağırlık değerlerine göre hesaplanarak tartılmıĢ ve 

steril ultra saf suda çözülmüĢtür. ÇözünmüĢ solüsyon 0,45 mikron filtre edilerek steril kaplara 

alınmıĢ ve bu kaplarda saklanmıĢtır. 

3.2.4. Moleküler Yöntemler Ġçin Kullanılan Malzemeler. 

Taq DNA Polymeraz: Thermo EP0402  

dNTP’s: Thermo R0181 

1X TAE Tamponu, Agaroz: SIGMA-ALDRICH A4718  

Jel Boyası: BĠOTĠUM GelRed™ 

3.3. Aletler ve Cihazlar 

Soğutmalı inkübatör: NÜVE S120 

Ġnkübatör: Memmert IN160 

Çalkalamalı Ġnkübatör: IKA KS 4000 

Soğutmalı Santrifüj: BECKMAN COULTER Allegra X-22R 

Uv/Görünür Alan Mikroplaka Spektrofotometresi: BioTek, Epoch 

PZR cihazı (Thermal Cycler): AB Veriti 

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

Jel Görüntüleme: Vilber Lourmat Tansilluminatör 
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3.4. Yöntem 

3.4.1. Örneklerin Toplanması ve Ağır Metal Analizleri 

Örnekler Burdur Gölü etrafında yer alan 5 noktadan göl suyu ve sediment olarak 

alınmıĢtır. Örnekler steril 50 ml hacminde kaplara alınmıĢtır. Aynı gün içerisinde MAKÜ 

Biyoloji Bölümünde bulunan Mikrobiyoloji Laboratuvarına taĢınmıĢtır.  

Örnek alınan noktalardan toplanan sediment örneklerinde bakır, kadmiyum, kurĢun, 

çinko, cıva ve arsenik miktar tayini MAKÜ Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve AraĢtırma 

Merkezi’nden hizmet alımı Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Ağır metal analizleri ĠndüklenmiĢ Çift Plazma Optik Emisyon Sistemi (ICP/OES) 

cihazında yapılmıĢtır. Çizilen kalibrasyon grafiklerine göre örneklerin okumaları yapılmıĢtır. 

3.4.2. Mikroorganizmaların SaflaĢtırılması ve Stoklanması 

Yrd. Doç. Dr. Nermin SARIGÜL’ ün ―Burdur Gölünde zor koĢullara dayanıklı 

mikroorganizmaların araĢtırılması‖ projesi kapsamında yapılan arazi çalıĢmalarında bu tez 

için örnekleme yapılmıĢtır. Elde edilen suĢların bir kopyası plazmidlerini kaybetmemesi için -

20 
o
C’ de 6mM NaAsO2 içeren besi ortamlarında izole edilmiĢ ve saklanmıĢtır. Ġzolatlar saflık 

kontrolü için 6mM NaAsO2 içeren 0,5X Nutrient Agar’ a çizgi plaka yöntemi ile inoküle 

edilmiĢ ve 25 
o
C’ de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda oluĢan koloniler 

tekrarlı çizimlerle sa suĢları stoklanmıĢ, karıĢık görünüme sahip izolatlar çizilerek saf 

koloniler elde edilene kadar ekimlere devam edilmiĢ ve bu iĢlemler sonunda tamamen 

saflaĢan tüm suĢlar stoklanmıĢtır. 

SaflaĢtırılan suĢlardan tek koloni alınıp 6mM NaAsO2 içeren 0,5X Nutrient Broth’a 

inküle edilmiĢ ve 25 
o
C’ de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Mikroorganizma büyümesi 

gözlemlenen kültürler %20 gliserolde stok olarak saklanmıĢtır.  

3.4.3. Gram Boyama  

Ġzolatlar 6mM NaAsO2 içeren 0,5X Nutrient Agar’ a çizgi ekim yöntemi ile inoküle 

edilmiĢ ve 25 
o
C’ de 48 saat inkübe edilmiĢtir. Lam üzerine 25 µL %0,09 NaCl solüsyonu 

damlatılır ve büyüyen kolonilerden alınarak lama yayılarak kurumaya bırakılmıĢtır. Lam 

üzerindeki sıvı tamamen kuruduktan sonra fiksasyon için lamlar 5 defa alevden geçirilir. 

Fiksasyon iĢlemi tamamlandıktan sonra lamlar 1 dakika Kristal Viyolet Solüsyonunda 

tutulmuĢtur ve süre bitiminde bol su ile yıkanıp fazla boya uzaklaĢtırılmıĢtır. Lamlar 1 dakika 

Gram iyodür solüsyonunda tutulmuĢtur ve bol su ile yıkanmıĢtır. Yıkama tamamlanınca 15 
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saniye %70 Etanol ile muamele edilmiĢ ve tekrar bol su ile yıkanmıĢtır. Son olarak karĢıt 

boyama için Safranin O solüsyonunda 30 saniye tutulmuĢ ve bol su ile yıkanmıĢtır. Yıkama 

sonunda lamlar bir kurulama kağıdı ile bastırmadan kurulanmıĢtır.  

Hazırlanan preparatlar mikroskop altında 100X büyütme değerinde incelenmiĢtir. 

Koloni morfolojileri de fotoğraflanarak kaydedilmiĢtir. 

3.4.4. Ekstrasellüler Enzim Testleri 

3.4.4.1. Katalaz Testi 

Gram boyanma için büyütülen kültürlerden bir öze ucu kadar alınarak bir boĢ bir Petri 

kabı üzerine koyulmuĢ ve üzerine %3 H2O2 (Hidrojen Per Oksit) damlatılmıĢtır. Kabarcık 

oluĢumu katalaz testi için pozitif sonuç kabul edilmiĢtir.   

3.4.4.2.  Lipaz Testi 

Lipaz testi için Tween 80 Agar kullanılmıĢtır. AktifleĢtirilmiĢ kültürlerden Tween 80 

Agar’a spotlama tekniği ile inokülasyon yapılmıĢtır ve 25
o
C’ de 48 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon süresi sonunda spotlanan mikroorganizma kültürü etrafında oluĢan beyaz çökelek 

yapıda görünüm lipaz testi için pozitif sonuç kabul edilmiĢtir (Sudagıdan ve Aydın 2009). 

3.4.4.3.  Amilaz Testi   

Amilaz testi için Starch Agar hazırlanır. AktifleĢtirilmiĢ kültürden Starch Agar üzerine 

spotlama tekniği ile ekim yapılmıĢ ve 25
o
C’ de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon 

sonunda Agar plakalar üzerine yüzeyi kaplayacak kadar Ġyodine Mordant Solüsyonu eklenmiĢ 

1 dakika kadar çalkalayarak beklenmiĢtir. Mikroorganizmanın büyüdüğü alan etrafında oluĢan 

Ģeffaf zon amilaz testi için pozitif sonuç kabul edilmiĢtir (Sánchez‐Porro vd. 2003). 

3.4.4.4.  Proteaz Testi  

Proteaz testi için Skim Milk Agar kullanılmıĢtır. Aktif kültürden Skim Milk Agar’a 

üzerine spotlama tekniği ile ekim yapılmıĢ ve 25
o
C’ de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda mikroorganizma kültürü etrafında oluĢan Ģeffaf zon proteaz pozitif 

olarak değerlendirilmiĢtir (Sudagıdan ve Aydın 2009). 

3.4.4.5.  Jelatinaz Testi 

Jelatin içeren besi ortamı hazırlanır ve sıvı ortamda aktifleĢtirilmiĢ kültürler ile 

jelatinaz test tüpleri inoküle edilmiĢtir. 25 
o
C’ de 48 saat inkübasyon sonucu test tüpleri 1 saat 
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buzdolabında (+4
 o

C) tutulmuĢtur. Buzdolabından çıkarılan tüplerde katılaĢma jelatinaz testi 

için negatif, sıvı görünüm ise pozitif sonuç kabul edilmiĢtir (Muhsin vd., 1997). 

3.4.4.6. Üreaz Testi  

Üreaz testi için Christensen’s Urea Agar kullanılmıĢtır. Aktif kültürlerden 

Christensen’s Urea Agar’a öze ile çizerek ekim yapılmıĢ ve 25
o
C’ de 48 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda turuncu renkte olan ortam kırmızıya dönerse pozitif sonuç 

olarak kabul edilmiĢtir (Christensen, 1946). 

3.4.5. Biyofilm Testi 

Mikroorganizmaların biyofilm oluĢturma kapasiteleri 96 kuyucuklu mikro-plaka 

(Corning Costar 3599 96 well cell culture plate) kullanılarak tespit edilmiĢtir. 180 µL Nutrient 

broth plakanın her bir kuyucuğuna dağıtılmıĢtır. Katı besi ortamında bir gece büyütülen suĢlar 

%0,9 NaCl içerisinde 0,5 McFarland değerinde süspansiyon hazırlanmıĢtır. Bakteri 

süspansiyonundan 20 µL plakadaki besiyeriler üzerine her bakteriden iki kontrollü olarak 

inoküle edilmiĢtir. Plaka 25
o
C’ de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonucu 600 

nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm alınmıĢ mikroorganizma üremesi kontrol 

edilmiĢtir. Mikroorganizma üremesi gerçekleĢmiĢ ise plaka boĢaltılmıĢtır. Plaka 3 defa % 0,9 

NaCl ile yıkanmıĢ ve kuruması beklenmiĢtir. Fiksasyon amacı ile her bir kuyucuğa 200 µL 

methanol eklenmiĢ 15 dakika oda ısında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda methanol 

boĢaltılır ve plakanın kuruması beklenir. Plaka kuruduğunda 200 µL Kristal-Viyolet 

solüsyonu eklenmiĢ ve 5 dakika oda ısısında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda boya 

dökülmüĢ, plaka çeĢme suyunda iyice yıkanmıĢ ve kurumaya bırakılmıĢtır. Plaka kuruduktan 

sonra üzerine % 33 Asetik asit solüsyonu eklenmiĢ ve güzelce karıĢtırılmıĢtır. 590 nm dalga 

boyunda okuma yapılmıĢ ve absorbans değeri 0,5 den büyük olan örnekler pozitif sonuç 

olarak rapor edilmiĢtir (Sudagıdan ve Aydın 2009).  

3.4.6. Ağır Metal Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonunun (MĠK) Belirlenmesi 

MĠK denemeleri için Broth II besiyerine agar-agar eklenerek katılaĢtırılmıĢtır. 

Hazırlanan besiyerine 16 mM olacak Ģekilde arsenik, bakır, çinko, cıva, kadmiyum ve kurĢun 

metallerini içeren stok solüsyonundan eklenmiĢ iyice karıĢtırdıktan sonra besiyerinin yarısı 

petri kaplarına 25 ml yani 4 mm kalınlığında olacak Ģekilde dökülmüĢtür. Kalan yarısına 

dökülen hacim kadar besiyeri eklenerek metal konsantrasyonu yarıya düĢürülmüĢ ve petri 

kablarına dökülmüĢtür. Bu dilüsyon iĢlemi 0,125 mM konsantrasyonda besiyerine ulaĢana 
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kadar tekrarlanmıĢtır. Sonuç olarak MĠK testi için kadmiyum, kurĢun, bakır, cıva, çinko ve 

arsenik içeren 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 ve 0.125 mM; cıva için ise 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.012, 

0.006, 0.003 ve 0.001 mM ağır metal içeren 2 cm kalınlığında Mueller Hinton Agar 

kullanılmıĢtır. Bakır için hazırlanan besiyeri örneği ġekil 3.2’de verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.2. Farklı konsantrasyonda bakır içeren besiyeriler. 

 

25 
o
C’ de 48 saat Nutrient Agar’da inkübe edilen mikroorganizmalardan swap ile 

alınıp %0,09 NaCl içeren ortamda 0,5 McFarland olacak Ģekilde süspansiyon hazırlanır. 

McFarland ayarlaması yapıldıktan sonra mikroorganizmalar tüm konsantrasyonlara swap ile 

inoküle edilir. 25 
o
C’ de 48 saat inkübasyon sonucunda mikroorganizma üremesinin durduğu 

konsantrasyon o mikroorganizma için MĠK değeri kabul edilir (Hassen vd. 1998). 

3.4.7. Antibiyotik Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonu (A-MĠK) Testi 

A-MĠK testi için ampisilin, gentamisin, penisillin, klindamisin, rifampisin, 

sefpodoksim, oflaksasin, enrofloksasin ve vankomisin antibiyotikleri yüksek düzeyde ağır 

metal direnci gösteren 7 suĢ ve düĢük düzeyde ağır metal direnci gösteren 5 suĢ üzerinde 

denenmiĢtir. 

Bunlardan, ampisilin, penisilin ve sefodoksin hücre duvarı yapısı üzerinde, gentamisin 

ve klindamisin protein sentezi üzerinde, enrofloksasin, rifampisin ve ofloksasin nükleik asit 

sentezi üzerinde etkilidir. Vankomisin ise hem hücre duvarı hem de nükleik asit yapısı 

üzerinde etkili bir antibiyotiktir. A-MĠK denemeleri için 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 µg/ml 

antibiyotik içeren Mueller Hinton Agar kullanılmıĢtır.  
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Penisilin 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 U/ml olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. Aktif 

kültürlerden swap ile alınıp %0,9 NaCl içeren ortamda 0,5 MacFarland olacak Ģekilde 

süspansiyon hazırlanır ve swap ile agar yüzeyi tamamen kaplayacak Ģekilde inoküle edilir. 25 

o
C’ de 48 saat inkübasyon sonucunda mikroorganizma üremesinin durduğu konsantrasyon o 

mikroorganizma için A-MĠK değeri kabul edilir (Hassen vd. 1998). 

3.4.8. Ağır Metal Direnç Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyon Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

PZR çalıĢmaları için bakterilerden DNA izolasyonu Thermo genomic DNA 

ekstraksiyon kit ile üretici firma prosedürüne göre gerçekleĢtirilmiĢtir. PZR çalıĢmaları AB 

Veriti 96 well thermal cycler’ da gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Üretici firma talimatına göre PZR solüsyonu (50µl); 

 Kalıp DNA        5 µl 

 KCl PZR buffer   5 µl 

 dNTP mix           5 µl 

 MgCl2                3 µl 

 F Primer              1 µl 

 R Primer              1 µl 

 Ultra Pure Deiyonize su  30 µl 

 Taq Polimeraz    1,5 U 

PZR reaksiyonu koĢulları;  

95 
o
C         5 dk    

 

95 
o
C         1 dk 

45-60 
o
C    1 dk *                35 tekrar 

72 
o
C         1 dk 

 

72 
o
C         10 dk      

*: Primerin uzunluğu ve yapısına göre sıcaklık değeri değiĢkenlik gösterir. 

PZR reaksiyonu sonrası ürünler %1,5 hazırlanan agaroz jelde 85V sabit akımda 1 saat 

yürütülmüĢ ve UV ıĢık altında görüntülenmiĢtir. Ġstenilen boyutta bant oluĢturan örneklerin o 

geni taĢıdığı raporlara kaydedilmiĢtir. PZR deneylerinde kullanılan primerler Çizelge 3.3’de 

gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.3. PZR deneylerinde kullanılan primerler; 

 

 

 

 

Primerin 

Adı 

Forward 

(Ġleri) 

Reverse 

(Geri) 

Amplikon 

boyutu 

(Baz 

Çifti) 

Tm 

(0C) 

Referans 

arsB ATG GCA ACC GAA AGG TTT AG GTT GGC ATG TTG TTC ATA AT 100 55 Anderson ve 

Cook, 2004 

arsC AAC AGT TGC CGC AGC ATT CT ATG CGC TCC AGC TCA CGC TT 100 55 Anderson ve 

Cook, 2004 

pcoR CAG GTC GTT ACC TGC AGC AG CTC TGA TCT CCA GGA CAT ATC 640 57 Dell’Amico 

vd., 2008 

pcoA CGT CTC GAC GAA CTT TCC TG GGA CTT CAC GAA ACA TTC CC 1791 55 Trajanovska 

vd., 1997 

czcB CTA TTT CGA ACA AAC AAA AGG CTT CAG AAC AAA ACT GTT GG 1520 50 Trajanovska 

vd., 1997 

czcD CAG GTC ACT GAC ACG ACC AT CAT GCT GAT GAG ATT GAT GAT C 398 53 Trajanovska 

vd., 1997 

pbrT AGC GCG CCC AGG AGC GCA GCG 

TCT T 

GGC TCG AAG CCG TCG AGR TA 448 55 Roosa vd., 

2014 

czcA TCG ACG GBG CCG TGG TSM TBG 

TCG AGA A 

GTV AWS GCC AKC GGV BGG AAC A 232 57 Roosa vd., 

2014 

cadD TGC TAG AGC AAA GAC TAG GAA 

AGA 

AGC CAT AAT CCA ACG ACC AA 460 54 Gómez-

Sanz vd., 

2013 

cadX TGC TTG TGA TGT GAT CTG TGT TGA TGT GAA GTT GAA GCA ACA C 213 55 Gómez-

Sanz vd., 

2013 

copA CAT GCT TTA GGC TTG GCA AT TCT TCT GGC ATG AGT TGT GC 662 52 Gómez-

Sanz vd., 

2013 

mco TCCCTCCCCAAATACAGCTA GTTCCGTGGATATGGAATGG 699 54 Gómez-

Sanz vd., 

2013 

merT ATG TAC CTT AAC CAA AGA ATA TTA TCT TGT CTC ATG TTT CCG 387 50 Soge vd., 

2008 

merA ATG ACT CAA AAT TCA TAT AAA 

ATA C 

TGT TCC GGA AAT CCC GGG AAT 

GAA 

698 55 Soge vd., 

2008 

merB ATG AAA AAT ATT TCA GAA TTC TC ATT AAA TGT TAC AAC AGG ACC 652 50 Soge vd., 

2008 
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3.4.9. Mikroorganizmaların Moleküler Düzeyde Tür Tanısı 

Dirençli seçilen 7 adet suĢun 16S rRNA gen bölgesi PZR ile çoğaltılmıĢ ve 

örneklerden çift yönlü DNA dizi analizi yaptırılmıĢtır. Dizi analizi sonuçları ―ApE‖ ve ―Finch 

TV‖ programları kullanılarak düzeltilmiĢ ve NCBI üzerinden Blast edilerek tür tanıları 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Janda ve Abbott, 2007). 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

4.1. Ağır Metal Analizi Sonuçları 

Yapılan analizler sonucu sediment örneklerinde sadece çinko ve bakır bulunduğu 

tespit edilmiĢtir. Diğer 4 metal ya hiç bulunamamıĢ ya da dedeksiyon limitinin altında 

çıkmıĢtır. Ağır metal analizi sonuçları Çizelge 4.1’de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Ağır metal analizi sonuçları. 

Numune Zn (µg/g) Pb (µg/g) Cd (µg/g) As (µg/g) Hg (µg/g) Cu (µg/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) Kızılırmak nehrinde yaptıkları çalıĢmada sediment örneklerinden 

en yüksek 57 ug/g en düĢük 7,11 ug/g düzeyinde bakır elementi tespit etmiĢlerdir. Aynı 

çalıĢmada en yüksek 170,6 ug/g düzeyinde çinko elementi tespit edilmiĢtir. Yaptığımız 

çalıĢmada kurĢun ve cıva elementleri tespit edilemezken Akbulut vd. (2008)  yaptığı 

çalıĢmada sırayla 27,9 ile 39,7 ug/g aralığında ve 4,1 ile 14,8 ug/g aralığında bu elementler 

rapor edilmiĢtir. He vd. (2016) yaptığı çalıĢmada Chaohu gölünden toplanan sediment 

örneklerinin ağır metal analizleri yapılmıĢtır. Bu çalıĢmaya göre çinko elementi en yüksek 

213,2 mg/kg ve bakır elementi en yüksek 30.8 mg/kg düzeyinde rapor edilmiĢtir. Aynı 

çalıĢmada kurĢun, kadmiyum ve cıva sırasıyla en az 9.8 mg/kg, 1.78 mg/kg ve 0.03 mg/kg 

düzeyinde tespit edilmiĢtir. Bölgeye yakın bir göl olan ıĢıklı gölünde Gülcü-Gür ve Tekin-

Özan tarafından yapılan bir çalıĢmada çinko elementi en yüksek 24.4 mg/kg ve bakır elementi 

en yüksek 14.4 mg/kg olarak tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmada ayrıca kurĢun ve kadmiyum 

elementleri en düĢük konsantrasyonlarda tespit edilen elementlerdir. ÇalıĢmamızda toplanan 7 

adet sediment örneği 6 adet standart (Zn, Pb, Cd, As, Hg ve Cu) tarafından analiz edilmiĢtir. 

Deneyler sonucunda 7 adet sediment örneğinin hepsinde Pb, Cd, As ve Hg elementlerine 

rastlanmamıĢtır. ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz çinko be bakır konsantrasyonları yapılan 

çalıĢmalar içinde sadece Gülcü-Gür ve Tekin-Özan (2017) tarafından yapılan çalıĢmaya 
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kıyasla yüksek bulunmuĢtur. Diğer iki çalıĢmaya (Akbulut vd. 2008; He vd. 2016) ait çinko 

ve bakır konsantrasyonları elde ettiğimiz değerlerden yüksektir. Burdur gölü ile aynı bölgede 

bulunan IĢıklı gölüne kıyasla daha yüksek bulduğumuz çinko ve bakır miktarları önem arz 

etmektedir. KurĢun, kadmiyum, arsenik ve cıva elementlerinin tespit edilememesinin 

örneklerin gölün kıyı ve yüzey kısmından alınmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir. Daha 

büyük bir proje kapsamında göl tabanı ve daha derin sedimentler araĢtırılabilir. Metaller 

bulunmamasına rağmen mikroorganizmaların bu metallere direnç göstermesi dikkat çekicidir. 

4.2. Gram Boyama, Hücre Morfolojisi ve Katalaz Testi Sonuçları  

Ġzolasyon sonucu 15 Gram pozitif, 24 Gram negatif suĢ elde edilmiĢtir. Sucul bir 

ortamda Gram negatif organizma sayısının daha fazla olması beklenen bir sonuçtur. Bunun 

yanında hücre morfolojisi olarak genelde kok ve basil mikroorganizmalarla karĢılaĢılmıĢtır. 

Katalaz negatif hiçbir suĢla karĢılaĢılmamıĢtır. ÇalıĢmaya dahil edilen 39 izolata ait sonuçlar 

Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2. Gram boyama, hücre morfolojisi ve katalaz testi sonuçları. 

 

 

SuĢ Kodu Ġzolasyon yeri Gram  Hücre Morf. Katalaz 

As1 3. örneklem noktası kaynak 2 + Kok + 

As2A 3. örneklem noktası kaynak 2 + Kok + 

As3 3. örneklem noktası kaynak 2 - Kok + 

As4 1. örneklem noktası kaynak 1 - Kok + 

As5 1. örneklem noktası kaynak 1 + Kok + 

As6 1. örneklem noktası kaynak 1 + Kok + 

As6A 1. örneklem noktası kaynak 1 - Kok + 

As7 1. örneklem noktası kaynak 1 - Basil + 

As8 1. örneklem noktası sediment + Koko-Basil + 

As9 1. örneklem noktası sediment - Kok + 

As10 1. örneklem noktası sediment + Basil + 

As11 2. örneklem noktası sediment - Küçük Koloni + 

As12 2. örneklem noktası sediment - Basil + 

As13 2. örneklem noktası sediment + Basil Spor + 

As14 2. örneklem noktası sediment - Basil + 

As16 5. örneklem noktası kaynak sedimenti - Kok + 

As17 5. örneklem noktası kaynak sedimenti - Küçük Koloni + 

As18 5. örneklem noktası kaynak sedimenti - Kok + 

As19 2. örneklem noktası sediment + Basil + 

As20 1. örneklem noktası sediment + Basil + 

As21 1. örneklem noktası sediment + Kok + 

As22 1. örneklem noktası sediment + Kok + 

As23 3. örneklem noktası sediment - Küçük Koloni + 

As24 4. örneklem noktası sediment - Basil + 

As25 1. örneklem noktası sediment + Basil + 

As26 3. örneklem noktası sediment + Kok + 

As27 3. örneklem noktası sediment + Kok + 

As28 2. örneklem noktası sediment - Basil + 

As29 5. örneklem noktası göl suyu + Basil + 

As30 5. örneklem noktası göl suyu - Küçük Koloni + 

As31 3. Örneklem noktası sediment - Kok + 

As32 3. Örneklem noktası sediment - Kok + 

As33 5. Örneklem noktası kaynak sedimenti - Bacil + 

As34 3. örneklem noktası sediment + Kok + 

As35 4. Örneklem noktası göl suyu - Kok + 

As36 3. örneklem noktası 1. Kaynak sedimenti - Kok + 

As37 3. örneklem noktası 2. Kaynak sedimenti - Küçük Koloni + 

As38 3. örneklem noktası 3. Kaynak sedimenti - Kok + 

As39 5. Örneklem noktası göl suyu - Basil + 
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4.3.  Ekstrasellüler enzim testi sonuçları 

Çizelge 4.3. Ekstrasellüler enzim testleri sonuçları. 

SuĢ Kodu Lipaz Proteaz Amilaz Üreaz Jelatinaz 

As1  -  +  +  +  - 

As2A  -  +  -  +  - 

As3  +  +  -  +  - 

As4  +  +  -  +  - 

As5  -  +  -  -  - 

As6  -  +  -  -  - 

As6A  -  +  -  -  - 

As7  -  -  -  +  - 

As8  -  +  -  -  - 

As9  +  -  +  +  - 

As10  +  -  +  +  - 

As11  -  -  -  -  - 

As12  +  -  -  +  - 

As13  +  +  +  -  + 

As14  +  -  +  -  - 

As16  +  +  -  -  - 

As17  +  -  -  +  - 

As18  +  -  +  +  - 

As19  -  -  -  +  - 

As20  +  -  -  +  - 

As21  -  +  -  -  - 

As22  -  +  -  -  - 

As23  +  -  -  -  - 

As24  -  -  +  +  - 

As25  +  -  -  +  - 

As26  -  +  -  +  - 

As27  -  +  -  +  - 

As28  -  -  -  -  - 

As29  -  +  +  +  - 

As30  +  -  -  -  - 

As31  +  +  -  -  - 

As32  +  +  -  +  - 

As33  -  +  -  +  - 

As34  -  +  -  +  - 

As35  +  +  -  -  - 

As36  +  +  -  -  - 

As37  -  -  -  +/-   - 

As38  +  +  -  -  - 

As39  -  +  +/-   +/-   - 
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Mikroorganizmaların ekstrasellüler enzim üretimleri test edilmiĢtir. 17 suĢ üreaz, 15 

suĢ proteaz, 14 suĢ lipaz, 8 suĢ amilaz ve sadece 1 suĢ jelatinaz enzimlerini üretmektedir. 

Ekstrasellüler enzim testlerine ait sonuçlar çizelge 4.3’de ve fotoğraflar ġekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 

ve 4.5’de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.1. Lipaz pozitif suĢa ait  fotoğraf. 

 

 

ġekil 4.2. Amilaz pozitif bir deney fotoğrafı. 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 

ġekil 4.3. Proteaz pozitif bir deney fotoğrafı. 

 

 

ġekil 4.4. Jelatinaz pozitif bir deney fotoğrafı. 
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ġekil 4.5. Üreaz deneyi sonuçları. 

 

Extrasellüler enzim üretimleri incelendiğinde dikkat çekici olan üreaz salgılayan suĢ 

sayısının çok olmasıdır. Bu salgılanma gölün kirli yapısından dolayı mikroorganizmaların 

geliĢtirdiği bir adaptasyon olabilme ihtimali yüksektir. Jelatinaz enzimi üreten suĢ sayısının az 

olması ise hayvansal bir protein olan jelatinin çevresel mikroorganizmalar tarafından 

tanınmamasından kaynaklandığı düĢünülmektedir. Bu enzimlerden proteinaz ve lipaz 

endüstriyel olarak en önemli enzimlerdir. Ekstrem Ģartlarda yaĢayan mikroorganizmaların bu 

enzimi üretiyor olması o mikroorganizmaları endüstriyel üretim için olumlu hale 

getirmektedir. Bu suĢlarla yapılacak daha detaylı enzim çalıĢmaları ile bu suĢlar endüstriyel 

üretime kazandırılabilirler. 
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4.4. Biyofilm Testi Sonuçları 

Biyofilm testi sonuçları çizelge 4.4’de verilmiĢtir. Biyofilm testine ait fotoğraf ġekil 

4.6’da verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.4. Biyofilm testi sonuçları. 

SuĢ Kodu Biyofilm SuĢ kodu  Biyofilm 

As1  - As21  + 

As2A  - As22  + 

As3  + As23  + 

As4  + As24  - 

As5  + As25  - 

As6  + As26  - 

As6A  - As27  - 

As7  + As28  - 

As8  - As29  + 

As9  + As30  - 

As10  - As31  + 

As11  + As32  + 

As12  - As33  - 

As13  - As34  + 

As14  - As35  - 

As16  - As36  - 

As17  + As37  + 

As18  - As38  + 

As19  - As39  + 

As20  -   
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ġekil 4.6. Biyofilm testi yapılan mikroplakanın fotoğrafı. 

 

Sucul mikroorganizmların biyofilm oluĢturma kapasiteleri bilinen bir durumdur. 

Biyofilm oluĢumu mikroorganizmalara yaĢadığı ortama sabitlenme ve korunma özelliği 

sağlamaktadır. Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar arasında yüksek ağır metal dirençli 

bulduğumuz 7 suĢtan 4’ ü yer almaktadır. Biyofilm oluĢturmanında ağır metal ve 

antibiyotiklere karĢı dirençte etkili bir sistem olduğu söylenebilir. Bunun yanında biyofilm 

oluĢturan patojen mikroorganizmalar diğer canlılar için önemli bir tehdit oluĢturmaktadır. 

4.5. Ağır Metal MĠK Testi Sonuçları 

Ağır metallere ait MĠK testi sonuçları Çizelge 4.5’ de, fotoğrafları ġekil 4.7 ve ġekil 

4.8’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.5. Ağır Metal MĠK testi sonuçları. 

  AĞIR METAL MĠK (mM) 

SuĢ Kodu Cu Cd Pb Zn Hg As 

As1 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 

As4 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 

As6A 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 

As11 4 0,25 8 8 0,012 8 

As12 2 0,125 8 0,5 0,012 8 

As13* 4 1 16 8 0,025 16 

As14 4 0,125 16 8 0,012 16 

As16 4 0,25 8 8 0,012 16 

As17 4 0,5 8 4 0,012 8 

As18 2 0,125 8 4 0,006 2 

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 

*: Yüksek dirençli olarak belirlenen grup. 
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Ağır metallere direnç gösteren suĢlar arasında 7 suĢ diğerlerine göre daha dirençli 

olduğu belirlenmiĢtir. Bu 7 suĢ As7, As13, As23, As30, As32, As33 ve As 37 suĢlarıdır. 

 

 

 

ġekil 4.7. Çinko için yapılan MĠK deneyi fotoğrafı. 
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ġekil 4.8. Kadmiyum için yapılan MĠK deneyi fotoğrafı. 
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Li ve Ramakrishna (2011) Torch gölünden izole ettiği bakterilere ait MĠK testinde 

bakır için 5mM, Çinko için 6mM, kurĢun için 5 mM ve cıva için 0.4 mM değerlerini 

belirlemiĢlerdir. Matyar vd. (2008) Ġskenderun Körfezi’nde yaptığı çalıĢmada su 

örneklerinden izole edilen 49 adet bakterinin %69.4’ü kadmiyuma, %36.7’si bakıra ve %8,2 

si kurĢuna dirençli olarak tespit edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada sediment örneklerinden izole 

edilen 90 adet bakterinin %88.9’u kadmiyuma, %83.3’ü bakıra ve %15.6’sı kurĢuna dirençli 

olarak tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda yüzdelik dilim hesaplanmamıĢ ve sadece metal 

direncine göre izolasyon gerçekleĢtirimiĢtir. Matyar vd. (2008) en fazla 3200 (µg/ml
-1

) 

değerinde metale karĢı direnç gözlemlemiĢtir.   ÇalıĢmamızda ise bakır için 8 mM (1276 

µg/ml), çinko için 16 mM (4600 µg/ml), kurĢun için 16 mM (5299 µg/ml), cıva için 0,025 

mM (6 µg/ml), kadmiyum için 4 mM (700 µg/ml) ve arsenik için 16 mM (2078 µg/ml) 

bulunmuĢtur. ÇalıĢmamızda bulduğumuz sonuçlar iç sularda yapılan ağır metal direnç 

çalıĢmaları içinde daha yüksek değerler vermiĢtir. Fakat körfez çalıĢması ile kıyaslandığı 

zaman kadmiyum ve bakıra karĢı bizim bulduğumuz direnç değerlerine göre daha yüksek 

direnç değerleri bulunmuĢtur. KurĢuna karĢı direnç değerleri kıyaslandığı zaman 

çalıĢmamızda daha yüksek ağır metal değerlerine direnç gösteren suĢlar tespit edilmiĢtir. 

 Jayaprakashvel vd. (2017) acı sulardan izole ettiği Pseudomonas türlerinden yaptığı 

çalıĢmada krom ve cıva direnci tespit edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmada bulunan sonuçlara göre 

her iki metale karĢı en fazla 50 µM konsantrasyonda direnç gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmamız 

kapsamında cıvaya karĢı bulunan en yüksek direnç değeri 25 µM değerine tekabül etmektedir. 

Yine yapılan çalıĢma ile benzer sonuçlar bulunmuĢtur.  

Zampieri vd. (2016) Brezilya Sao Paolo’da Araça körfezi’nden izole edilen bakteriler 

ile yaptığı çalıĢmada kadmiyum için 800 µg/ml, bakır için 3200 µg/ml ve çinko için 3200 

µg/ml MĠK testi sonuçları elde etmiĢlerdir. ÇalıĢmamız ile karĢılaĢtırıldığında kadmiyum ve 

çinko için çalıĢmamız verileri daha dirençli suĢlar elde ettiğimizi göstermektedir. Kadmiyum 

için yine körfez çalıĢmasında daha yüksek MĠK testi elde edilmiĢtir.  

Cavalca vd. (2010) arsenikle kirlenmiĢ topraklardan yaptıkları çalıĢmada arseniğe 

karĢı en fazla As(III) 50 µM ve As(V) 200 µM MĠK değeri tespit etmiĢtir. ÇalıĢmamız 16 

mM arsenik için MĠK sonucu bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada arseniğin farklı formları 

incelenmiĢtir ve bu formlara karĢı direncin daha az olduğu gözlemlenmiĢtir. Arsenik 

çalıĢmalarında arsenit ya da arsenat olarak bulunan arsenik dikkate alınarak çalıĢılması daha 

uygun olacaktır. ÇalıĢmada dirençli mikroorganizmalar fito-remediasyon uygulamarında 

kullanılmıĢtır. Özellikle toprak kirliliğine karĢı arsenik dirençli bakterilerin önemi bu 

çalıĢmada bir kez daha vurgulanmıĢtır.  
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Hassen vd. (1998) doğal ortamlardan (toprak süspansiyonları, kanalizasyon çamuru, 

atıksular ve komposto belediye katı atıkları) ağır metal direnci ile ilgili yaptıkları çalıĢmada; 

bakır için 1,8 mM, kadmiyum için 1,5 mM, çinko için 1,5 mM, cıva için 0,1 mM MĠK 

sonuçları elde etmiĢlerdir. ÇalıĢmamız ile kıyaslandığı zaman bakır, kadmiyum ve çinko için 

bu çalıĢmada bulunan değerler düĢük iken cıva için yapılan çalıĢma bizim çalıĢmamıza göre 

daha yüksek direnç değerleri bulunmuĢtur.  

Abou-Shanab vd. (2007) nikel zengin topraklardan izole ettiği bakteriler ile yaptığı 

MĠK çalıĢmasında; arsenik için 20 mM, kadmiyum için 10 mM, bakır için 15 mM, cıva için 

1mM, kurĢun için 15 mM ve çinko için 20 mM ağır metal MĠK sonuçları elde etmiĢtir.  

ÇalıĢmamız sonuçları ile kıyaslandığında arsenik, kadmiyum, bakır, cıva ve çinko için 

bulunan değerler toprakta yapılan çalıĢmaya göre daha düĢüktür. Sadece kurĢun için bulunan 

direnç değeri yapılan çalıĢmadan yüksek çıkmıĢtır. Ortamın nikel bakımından zengin olması 

çalıĢmamıza göre daha dirençli suĢlar elde etmelerinin nedeni olabilir. Cıva hariç diğer 

metallerde yüksek ve düĢük değerler arasında çok fazla fark bulunmaz iken cıvada fark 

neredeyse 20 kat fazladır. Genel olarak bakıldığında yine cıva direncinin topraktan çalıĢılan 

örneklerde daha fazla olduğu belirgin olarak ortaya çıkmaktadır. Cıvanın sucul ortamlarda 

karasal ortamlara göre daha az bulunması ve bakterilerin cıva maruziyetinin daha düĢük 

olması bu durumun nedenlerinden biri olarak gösterilebilir. 

1978 yılında yapılan bir çalıĢma ise New York körfezinde Timoney vd. (1978) 

tarafından yapılan bir çalıĢmada; cıva için 50 µg/ml, kadmiyum için 84 µg/ml ve çinko için 

488 µg/ml MĠK değerleri tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamız ile kıyaslandığı zaman cıva için 

çalıĢmamıza oranla daha yüksek bir direnç tespit edilirken kadmiyum ve çinko değerleri 

çalıĢmamıza oranla çok düĢük kalmıĢtır. YaklaĢık 40 yıl önce yapılan bu çalıĢma ile olan fark 

sanayi ve endüstriyel faaliyetlerin artıĢı ve kirlenmenin artıĢı ile açıklanabilir. Zaman 

içerisinde doğaya karıĢan ağır metaller bakterilerin daha yüksek direnç sistemleri 

geliĢtirmesine neden olmuĢtur. 

4.6.  Antibiyotik MĠK Testi Sonuçları 

Ampisilin, gentamisin, penisilin, klindamisin ve vankomisin için yüksek metal dirençli 

ve düĢük metal dirençli gruplar için antibiyotik MĠK testi sonuçları Çizelge 4.6 ve 4.7’da 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.6. Ampisilin, gentamisin, penisilin, klindamisin ve vankomisin için yüksek metal 

dirençli izolatlara ait MĠK sonuçları (µg/ml). 

SuĢ Kodu 
Gram 

Boyama 
Ampisilin Gentamisin Penisilin Klindamisin Vankomisin 

As7 - 32+ 2 40+ 32+ 64+ 

As13 + 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+ 

 

Çizelge 4.7. Ampisilin, gentamisin, penisilin, klindamisin ve vankomisin için düĢük metal 

dirençli izolatlara ait MĠK sonuçları (µg/ml). 

SuĢ Kodu 
Gram 

Boyama 
Ampisilin Gentamisin Penisilin Klindamisin Vankomisin 

As1 + 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 için yüksek metal dirençli ve 

düĢük metal dirençli gruplar için antibiyotik MĠK testi sonuçları Çizelge 4.8 ve 4.9’da 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.8. Rifampisin, sefpodoksim, ofloksasin ve enrofloksasin için yüksek metal dirençli 

izolatlara ait MĠK sonuçları (µg/ml). 

SuĢ Kodu 
Gram 

Boyama 
Rifampisin Sefpodoksim Ofloksasin Enrofloksasin 

As7 - 1 32+ 0,25 0,25 

As13 + 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 

 

Çizelge 4.9. Rifampisin, sefpodoksim, ofloksasin ve enrofloksasin için düĢük metal dirençli 

izolatlara ait MĠK sonuçları (µg/ml). 

SuĢ Kodu 
Gram 

Boyama 
Rifampisin Sefpodoksim Ofloksasin Enrofloksasin 

As1 + 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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ġekil 4.9. Vankomisin için yapılan A-MĠK deneyi fotoğrafı. 

 

Antibiyotik direnci testi için 7 adet yüksek ağır metal MĠK değerlerine sahip izolat ve 

5 adet düĢük ağır metal MĠK değerlerine sahip izolat seçilmiĢtir. Sonuçlar ağır metal MĠK 

sonuçlarına paralel olarak yüksek ve düĢük çıkmıĢtır. Bunun sebebi olarak direnç 

mekanizmalarındaki benzerlik gösterilmektedir. Vankomisin MĠK testine ait deney fotoğrafı 

ġekil 4.9’da verilmiĢtir. 
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Antibiyotik MĠK testleri klinik patojenler için kullanılan Clinical and Laboratory 

Standarts Institute tarafından 2017 yılında yayınlanan ―Performance Standarts for 

Antimicrobial Susceptibility Testing‖ standardına göre değerlendirilmiĢtir.  

Ampisilin için direnç noktası >32 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli grupta seçilen 

7 izolattan 5 tanesi (As7, As13, As23, As30 ve As37) ampisilin dirençli olarak 

gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli grupta bulunan 5 izolatın tamamı ampisilin duyarlı tespit 

edilmiĢtir. Hücre duvarı yapısı üzerinde etkili olan ampisilin antibiyotiğine karĢı; yüksek 

dirençli grubun direnç gösterip düĢük dirençli grubun tamamının duyarlı olması izolatların 

hücre duvarı yapısı ile ilgili bir direnç geliĢtirdiğinin göstergesidir. Penisilin için direnç 

noktası >16 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli grupta seçilen 7 izolattan 6 tanesi (As7, 

As13, As23, As30, As32 ve As37) penisilin dirençli olarak gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli 

grupta bulunan 5 izolatın tamamı penisillin duyarlı tespit edilmiĢtir. Ampisilin sonuçlarına 

benzer olarak yine hücre duvarı üzerinde etkili olan penisillin antibiyotiğine direnç gösteren 

izolatların hücre duvarı yapısı ile ilgili direnç sistemi geliĢtirdiğinin göstergesi olarak kabul 

edilmektedir. Sefpodoksim için direnç noktası >8 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli grupta 

seçilen 7 izolattan 6 tanesi (As7, As13, As23, As30, As32 ve As37) sefpodoksim dirençli 

olarak gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli grupta bulunan 5 izolattan 1 tanesi (As1) sefpodoksim 

dirençli olarak tespit edilmiĢtir. Yine hücre duvarı yapısı üzerinde etkili bir antibiyotik olan 

sefpodoksime karĢı yüksek dirençli grupta bulanan 6 izolat direnç göstermiĢtir. Diğer hücre 

duvarı yapısı üzerinde etkili antibiyotiklerin aksine bu defa düĢük dirençli grupta bulunan As1 

izolatı direnç göstermiĢtir. 

Gentamisin için direnç noktası >16 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli grupta seçilen 

7 izolattan 2 tanesi (As23 ve As37) ampisilin dirençli olarak gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli 

grupta bulunan 5 izolatın tamamı gentamisin duyarlı tespit edilmiĢtir. Protein sentezi üzerinde 

etkili olan gentamisin antibiyotiğine karĢı direnç gösteren iki izolatın protein sentezi ile ilgili 

bir direnç geliĢtirdiğinin göstergesidir. Klindamisin için direnç noktası >4 µg/ml olarak 

belirlenmiĢtir. Dirençli grupta seçilen 7 izolatın tamamı klindamisin dirençli olarak 

gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli grupta bulunan 5 izolattan 4 tanesi klindamisin dirençli tespit 

edilmiĢtir. Gentamisin sonuçlarının aksine yine protein sentezi üzerinde etkili olan 

klindamisin antibiyotiğinde bir izolat hariç çalıĢılan tüm izolatlar direnç göstermiĢtir. Burada 

protein sentezi üzerinde üzerinde etkili iki farklı direnç sisteminden söz etmek mümkündür.  

Rifampisin için direnç noktası >4 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli grupta seçilen 7 

izolattan 2 tanesi (As23 ve As37) rifampisin dirençli olarak gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli 

grupta bulunan 5 izolatın tamamı rifampisin duyarlı tespit edilmiĢtir. Nükleik asit sentezini 
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engelleyerek çalıĢan rifampisin antibiyotiğine karĢı direnç gösteren izolat sayısı diğer gruplara 

göre daha azdır. Ofloksasilin için direnç noktası >8 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli ve 

dirençsiz gruplarda yapılan tüm testlerde dirençli izolat tespit edilememiĢtir. Hücre duvarı 

yapısı üzerinde etkili olan ofloksasilin antibiyotiğine karĢı direnç gösteren bir izolat tespit 

edilememiĢtir. Enrofloaksasin CLSI 2017 standardında yer almamaktadır. Yapılan MĠK 

testleri sonucu en düĢük doz olan 0,25 µg/ml tüm bakteriler için MĠK değeridir. Dirençli ve 

dirençsiz grupta yer alan tüm izolatlar enroflosasin yönünden duyarlı tespit edilmiĢtir. Yine 

nükleik asit sentezi üzerinde etkili bir antibiyotiğe karĢı direnç gözlemlenmemiĢtir. 

Enrofloaksasin veteriner saha uygulamalarında ülkemizde en yaygın kullanılan 

antibiyotiklerden biridir ve dirençli izolatlar hayvan sağlığı açısından risk yaratmaktadır. 

Vankomisin için direnç noktası >32 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. Dirençli grupta 

seçilen 7 suĢdan 5 tanesi (As7, As23, As30, As32 ve As37) vankomisin dirençli olarak 

gözlemlenmiĢtir. DüĢük dirençli grupta bulunan 5 suĢun tamamı vankomisin duyarlı tespit 

edilmiĢtir. Vankomisin bilinen en etkili antibiyotiklerden biridir. Vankomisinin hem hücre 

duvarı yapısı hem de nükleik asit sentezinde etkili olan bir antibiyotiktir. Vankomisine direnç 

gösteren suĢlar toplum sağlığı açısından önem arz etmektedir. 

Antibiyotik MĠK testi sonuçları genel olarak ele alındığı zaman daha çok hücre duvarı 

tabanlı direnç sistemleri gözlemlenmektedir. Birkaç örnekte protein sentezi tabanlı direnç 

gösteren suĢlar var iken nükleik asit sentezi tabanlı bir direnç sistemi gösteren suĢ neredeyse 

yoktur. Ağır metallere ve antibiyotiklere karĢı geliĢtirilen sistemlerin benzer ve ortak olduğu 

düĢünülürse metal ve kirliliğe maruz kalan mikroorganizmalar hücre duvarı yapısı ve protein 

sentezi mekanizmalarında yaptıkları adaptasyonlar ile metallere direnç göstermektedir. 

4.7. Tespit Edilen Ağır Metal Direnç Genleri 

Yapılan PZR çalıĢmaları sonucunda ağır metal direncinden sorumlu bazı genler tespit 

edilmiĢtir. Tespit edilen genler Çizelge 4.10’da verilmiĢtir. Ağır metal direnç genlerine ait 

agaroz jel fotoğrafları Ģekil 4.10 ve 4.11’de belirtilmiĢtir. 
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Çizelge 4.10. Ağır 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  +  +  -  - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

ġekil 4.10. copA genine ait jel görüntüsü. 

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 

 

 

ġekil 4.11. cadD genine ait jel görüntüsü. 

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 ağır metal direnç genleri kadmiyum (11/40), bakır (11/40) ve kadmiyum-

çinko-kobalt (czcA:7/40, czcD:10/40) çoklu direncini kodlayan genlerdir. Diğer direnç 

genlerininin tespit edilememesi türe spesifik genler olmasından kaynaklanmaktadır. Tespit 

edilen bakır ve kadmiyum genleri baĢka bir çalıĢmadan alınmıĢ fakat plazmid kodlu genler 

olduğu için tespit edilebilmiĢtir. Yine çoklu direnç sağlayan czc genleride aynı Ģekilde 

plazmid kodlu ve birçok suĢ için tespit edilebilen genlerdir. As9 ve As10 izolatları 4 adet 

direnç geninin tamamını içermektedir. Bu durum çoklu dirence bir örnek teĢkil etmektedir. 

4.8. Mikroorganizmaların Moleküler Düzeyde Tür Tanısı 

16 S rRNA bölgesinin DNA dizi analizleri BM Labosis firması aracılığıyla Macrogen 

firmasında yaptırılmıĢtır. Dirençli olarak tespit edilen 7 suĢ için tür tanısı yapılmıĢtır. NCBI 

üzerinden BLAST kullanılarak yapılan eĢleme sonucu tür tanılarına ulaĢılmıĢtır. Bulanan 16S 

bölgeleri NCBĠ Nucleotid veri tabanına kaydedilmiĢtir. Tür tanıları ve NCBI kayıt numaraları 

Çizelge 4.11’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.11. Tür tanısı yapılan bakteriler ve NCBI kayıt numaraları 

SuĢ Kodu Bakteri Türü NCBI Kayıt Numarası 

As 7 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 

 

Ağır metallere yüksek direnç gösteren 7 suĢ üzerinde 16S rRNA tabanlı 

gerçekleĢtirdiğimiz tür tayininde ise Ochrobactrum anthropi, Bacillus cereus, Delftia 

tsuruhatensis, Pseudomonas sp., Acinetobacter haemolyticus, Paenibacillus sp., Delftia sp. 

türleri tespit edilmiĢtir. Bu türlerden özellikle Delfitia türleri dikkat çekmektedir. Delfitia 

türleri ağır metal indirgenme deneylerinde yoğun olarak kullanılmaktadır. Patojen özellik 

gösteren ve bitki köklerine yakın geliĢen bu tür toplum sağlığı açısından önem arz etmektedir. 

Bu suĢlar daha detaylı araĢtırmalar ile biyoteknolojik önemi olan biyoremediasyon 

çalıĢmalarında kullanılma potansiyeline sahiptir (Shigematsu vd., 2003). Diğer dikkat çeken 
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ve sucul ortamlarda beklenen türlerden olan Pseudomonas sp. türüdür. Bu türün patojen 

suĢları olması ve antibiyotik dirençli olması halk sağlığı açısından bir tehdit oluĢturmaktadır 

(Van Peer vd., 1991). Yine aynı Ģekilde tespit ettiğimiz Bacillus cereus türüde patojen olarak 

bilinen bir suĢtur ve antibiyotik dirençli olması halk sağlığı açısından önem arz etmektedir 

(Drobniewski, 1993). Tespit edilen türlerden Ochrabactrum anthropi toprakta bulunan fırsatçı 

ve nozokomial enfeksiyonlara neden olan önemli bir suĢtur. Antibiyotik dirençli olması 

bölgede ciddi salgın enfeksiyonlara neden olabilir (Alnor vd., 1994). Acinetobacter 

haemolyticus olarak tespit edilen suĢlar potansiyel patojen olarak adlandırılabilir. Ağır metal 

açısından dirençli ve ağır metal indirgenmesi reaksiyonlarında rol aldığı bilinir. Halk sağlığı 

ve biyoteknolojik olarak önem arz etmektedir (Pei vd., 2009). Tespit edilen Paenibacillus türü 

extrasellüler enzimleri ile tarım, biyoteknoloji ve medikal alanda önemlidir. Biyoteknolojik 

önemlerinden dolayı üzerinde çalıĢılıp detaylı incelemeler yapılması gereken bir suĢtur (Choi 

vd., 2004). Rapor etmiĢ olduğumuz türlerin tamamı Burdur Gölü’nde ilk defa rapor edilmiĢ 

türlerdir. 
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5. SONUÇ 

Burdur Gölü alkali yapısı nedeni ile canlı yaĢamı için ekstrem bir ortamdır. Bunun 

yanında yıllar boyu yapılan yanlıĢ uygulamalar ve kirletici faaliyetler sonucu daha ekstrem bir 

hal almıĢtır. ÇalıĢmamız kapsamında izole ettiğimiz bakterin ağır metaller ve antibiyotiklere 

gösterdiği direnç dikkate değer derecede yüksektir. Bu direnç ortamda ağır metal 

bulunmasının bir sonucu olarak gösterilebilir. Fakat yaptığımız analizlerde ağır metaller 

düĢük derecede tespit edilmiĢ veya edilememiĢtir. Bu yeni analiz yöntemleri ve örnekleme 

tekniklerinin gerektiğini göstermektedir. Ağır metal direnci birçok çalıĢmada olduğu gibi 

bizim çalıĢmamızda da antibiyotik direnci ile paralel sonuç vermiĢtir. Bu durum halk ve 

hayvan sağlığı açısından bir tehdit oluĢturmaktadır. Bulunan dirençli suĢlar içerisinde patojen 

olduğu bilinen suĢlar tespit edilmiĢtir. Hatta bu patojenite faktörlerine biyofilm oluĢumuda 

dahil olacak olursa durum çok ciddi bir hal almaktadır.  

ÇalıĢmamızda gölden ağır metalleri indirgeme özelliğine sahip bakteri türleri izole 

edilmiĢtir. Bu türler birçok ülkede ağır metallere karĢı ―Biyoremediasyon‖ uygulamalarında 

kullanılmaktadır. ÇalıĢmadan izole ettiğimiz türler biyoteknolojik olarak doğayı temizleme 

ihtimaline sahiptir. Bu suĢlar üzerinde daha detaylı çalıĢmalar yaparak biyoteknolojik 

önemleri araĢtırılmalıdır.  

Ġzole edilen bakterilerin ürettikleri enzimler için daha detaylı bir çalıĢma yapılması 

durumunda biyoteknolojik olarak değerli enzim kaynaklarının elde edileceği 

düĢünülmektedir.  
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