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OZET

STRONSIYUMU TOLERE EDEN BAKTERILERIN 16S rDNA
SEKANSLAMASI ile TANIMLANMASI

KABATAS, Burak
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah, Yiiksek Lisans Tezi
Damsman: Doc. Dr. Biilent {CGEN
Haziran 2013, 123 sayfa

Giiniimiizde agr metal iceren endiistriyel atiklarm gelisi giizel ve kontrolsiiz olarak
cevreye salmmu Onemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Agr metaller endiistriyel
atlkk sularda bulunan canllar i¢cin yiikksek toksik etkiye sahip maddelerdir. Sanayi
kuruluglarmda bulunan atkk su artim tesislerinin yetersiz olmasi veya hi¢ olmamasi
sorunun en biiyikk kaynag olarak karsmiza c¢ikmaktadwr. Giiniimiizde geleneksel
yontemlerle yapilan atk su artimmm pahah olmast ve yetersiz kalmasi gibi
nedenlerden dolayr biyolojik yontemlerle yapilan atik su artmm tercih edilmektedir.
Bu artmda kullanlabilecek lokal izolatlarm elde edimesi, tammmlanmasi ve
molekiiler  karakterizasyonlarmm  yapimasi  biyoremediasyon  c¢algmalart  i¢in
olduk¢a onemlidir.

Bu cahsmann amaci, Kirkkale-Kizirmak’tan izole edilen stronsiyuma direngli
bakterilerimn  16S rDNA sekans analizi ile tanimlanmasidr. Bu amag
dogrultusunda minimal nhibitér konsantrasyon degeri 2000 mg/L olan stronsiyum
direngli iki sus izole edilmis, ve bu suslar biyokimyasal testler, 16S rDNA sekans ve
yag asidi analizleri kullamlarak Micrococcus luteus olarak tanmmlanmustr. Suslarmn
molekiiler  karakterizasyonu i¢in plazmit ve protein profilleri belirlenmistir.
Sr021 susu giimiis, kalay, lityum, aliiminyum ve baryum metallerine, Srl111 susu ise
kalay, lityum ve baryum metallermne ¢oklu diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Sr021
susunun  gentamicin, tobramicin, pefloxacin ve aztreonam antibiyotiklerine, Sr1l1l

susu ise piperacilin, gentamicin tobramicin, pefloxacin, aztreonam ve trimethoprim-



sulfamethoxazole antibiyotiklerme c¢oklu antibiyotk direngliligi gosterdigi tespit
edilmistir. Plazmit profil analizi ve plazmit eliminasyon ¢alsmalar1 sonucunda M.
luteus suslarmmn stronsiyum ve antbiyotik direng genlerinin  kromozomal DNA
tizerinde oldugu belirlenmistir. M. luteus i¢in yapilan total protein analizi sonucunda
stronsiyum direngliliginde total protemlerin etkili oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agr Metal Direngliligi, 16S rDNA, Stronsiyum,
Biyoremidasyon, Yag Asidi Metal Ester Analizi



ABSTRACT

IDENTIFICATION of STRONTIUM TOLERANT BACTERIA
by 16S rDNA SEQUENCING

KABATAS, Burak
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Bulent ICGEN
June 2013, 123 Pages

Today indiscriminate and uncontrolled discharge of metal-contaminated industrial
effluent in the environment has become an issue of major concern. Heavy metals are
the major toxicants found in industrial waste water. Waste waters containing heavy
metals are highly toxic for living systems. Industrial organizations without waste
water treatment facilities or insufficient treatment of waste waters by these
organizations are the main sources of environmental pollution problems. Due to their
expense and insufficiencies, traditional methods are not desirable for waste water
treatment when compared to biological methods. For the biological waste water
treatment the characterization of local isolates in order to use in bioremediation

studies is very important.

The purpose of this study, to identify strontium-resistant bacteria isolated from
Kiikkale-Kizlrmak by using 16S rDNA sequencing. Two strontum resistan
isolates with a minimum inhibitory concentration of 2000 mg/L were identified as
Micrococcus luteus by using biochemical tests, 16S rDNA sequencing and fatty
acid methy ester analysis. The isolates were further characterized for their plasmid
and protein profiles. Strain Sr021 silver, tin, lithium, aluminium, and barium metals,

the strain Sr111 tin, lithium, and barium metals have been identified in mulktiple



resistance. Sr021 strains, gentamicin, tobramycin, pefloxacin, and aztreonam, the
piperacilin antibiotics, the strains Srlll, gentamicin, tobramycin, pefloxacin,
aztreonam, and trimethoprim-sulfamethoxazole  antibiotics  multiple  antibiotic
resistance have been identified. Strontium and multi-resistant genes of M. luteus
strains were found to be located on chromosomal DNA. M. luteus resistivity of

strontium total protein analysis for total protein is shown to be effective.

Key Words: Heavy Metal Resistance, 16S rDNA, Strontium, Bioremidation, Fatty
Acid Methyl Ester Analysis
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1. GIRiS

Insan ve hayvan saghgmi tehdit eden en 6nemli tehlikelerin basmda cevre sorunlari
gelmekte ve bu sorunlar her gecen giin gittikge biiyliyen boyutlarda kargmmiza
cikmaktadr. Cevre kirliligi biitliin diinyada korkutucu boyutlara ulagmig, hem insan
hem de diger canllarm hayatmi tehdit etmeye baslamstr. Ozellkle de sucul
habitatlarm gittikge kirlenmesi ve tikenmesi ekonomik, ekolojik ve sosyolojik
bakimdan ciddi sorunlarm ortaya ¢ikmasma neden olmaktadw. Bunlar genel olarak;
besin maddesi Uretimnin azalmasi, sucul ekosistemlerde ekolojik  dengenin
bozulmasi, sosyal ve politik istikrarm sarsiimast ve hastalklarm artmasi olarak
sralanabilir [1-3]. Giinimiizde agr metal iceren endiistriyel atiklarm gelisi giizel ve
kontrolsiiz olarak c¢evreye salmmu Onemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Agr
metaller endiistriyel atk sularda bulunan Onemli toksik maddelerdir. Atk sularda
bulunan agr metaller canhlar i¢in yiksek toksik etkiye sahiptir [4]. Sanayi
kuruluglarmda bulunan atk su artim tesislerinin yetersiz olmasi veya hic olmamasi
sorunun en biiyik kaynag olarak karsmmza c¢ikmaktadwr. Sanayilesme ile birlikte agr
metal iceren komiirlerin yakiimaya baslanmasi ile endiistri bolgelerindeki agr metal
kirliligi asm1 boyutlara ulagmustr [5]. Insan aktiviteleri sonucu meydana gelen asir
miktardaki organik ve inorganik bilesikler her yil cevreye birakimaktadr. Bunlarm
bir kismu bilingli olarak bir takim diizenlemelerle, bir kismu ise kaza sonucuyla
cevreye verimektedir [4, 5]. Diinya Saghk Orgiiti'ne gore sularda kirletici etki
yapabilecek unsurlar; bakteriler, viriisler ve diger hastalk yapici canllar; organik
maddelerden meydana gelen kirlenme; yapay organk kimyasal maddeler; yaglar ve
benzeri maddeler; sentetk deterjanlar; zrai miicadele ilaglar; yapay ve dogal
tarmsal  glibreler; anorganik tuzlar; radyoaktivite; atkk 1s; endiistri atklaridr [6].
Sularda kirletici etki yapan unsurlar Cizelge 1.1°de verilmistir.



Kirleticiler

Dogal girdiler

Insan aktiviteleri sonucu
girdiler

Agir metaller

Nehirlerle tagman (kayalarin
erozyonu), volkanik aktiviteler ve
organik maddenin par¢alanmasi

Endiistriyel ve evsel
atiklar, ylizeysel sular

Hidrokarbonlar

Ham petrol ve dogal gaz s1zintilar,
nehirlerle tasmim, volkanlar, sudaki
bakteri ve diger organizma
faaliyetleri

Gemicilik ve sondaj
aktiviteleri, atmosferik
girdiler, evsel ve
endiistriyel atik sular,
yiizeysel sular

Nehirlerle tasinim, biyolojik aktivite,

Endiistriyel ve evsel

aktiviteler, atmosferik etkilesim

Nutrientler upwelling, dip sedimentleri desarjlar, zirai atiklar
. . Niikleer santraller,
Radyoak tif Nehlﬂerl? tagmim (radyoaktif . niikleer silah denemeleri,
element igeren kayalar), volkanik . .
elementler endiistriyel, tibbi ve evsel

desarjlar

Partikiil madde

Nehirle tagmim, biyolojik aktivite,
dip sedimentlerinin karigmu,
atmosfer, bulaniklik ve akintilar

Madencilik, sondaj
cahgmalari, evsel ve
endiistriyel desarj

Cizelge 1.1. Sularda Kirletici etki yapan unsurlar [7]

Atk sularda bulunan metaller kimyasal ¢oktirme, iyon degistirme, koagilasyon,
membran ile ayrma gbi yontemlerle artilabiimektedir [8, 9]. Ancak bu yOntemler
hem pahali hem de ikincil ¢evre sorunlarma yol agabilecek yontemlerdir. Bu nedenle
son vyillarda alternatif biyolojik artma yontemlermin aragtrimasi c¢abgmalart hiz
kazanmustir [10, 11].



1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Giiniimiizde sanayi ve teknolojinin gelismesi ile insanoglu daha 1yi yasam
kosullarma kavusmus ancak bu gelisimle birlikte daha onceden bilinmeyen yepyeni
sorunlar ortaya c¢ikmustr. Cevre sorunlari genis alan ve topluluklan etkilemesi
nedeniyle olduk¢ca Onemlidir. Cevre kirliligini arttran ve ekolojik dengenin
bozulmasmda O6nemli rol oynayan endiistri kuruluslarmn baginda, atk sularmda agr
metal iceren kuruluglar gelmektedir. Canhlarm yasamm zorlastracak, ekosistemin
dengesini bozacak ve kullanim amacma uygun olmayan sulara kirlenmis veya
kirletilmis su denilir. Etkili bir artim yapiimamasi durumunda bu tiir atiklarm gol,
nehir, deniz ve okyanus gibi alict ortamlara desarj edilmesi, suda yasayan ve bu suyu
kullanan canh sistemler ve gevresi igin Olduk¢a toksik olmaktadir [12].

1.1.2. Endiistriyel Kirlilik

Canh hayatmmn devamm saglamada temel unsur olan su, dogal kaynaklarm en
Oonemlilerinden birisidir. Suyun kalitesinin ve ortammnda dogal dengesinin bozulmasi
su kirliligi olarak kabul edimektedir. Bashca kullanim yerleri tarm ve endiistri
alanlaryla  evsel  gereksinimler olan suyun, potansiyel kullanmm  kalitesi
belirlemektedir. Evlerde kullanilan su, saghga zararh maddeleri, hastalk yapan
ajanlart ve agr metal gbi maddeleri igermemeli, tadi ve kokusu giizel olmal,
tesisatlar ve ev aletlerine zarar vermeyecek nitelikte olmahdmr. Endistri ve tarmsal

alanlarda da kullanilan suyun niteligi de amaca gore farkhliklar gostermektedir [13].

Gelisen medeniyet giniimiizde su kullanmum  artrmustr.  Artan  su  ihtiyact  su
kaynaklarmm smrsiz kullanmu ve atkk sularm problem olarak ortaya ¢ikmasma
neden olmustur. Birgok az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde atik sular temizleme
islemine tabi tutulmadan akarsulara bosaltimaktadr. Bu durum akarsularda kirliligin
boyutlarm:  kontrol edilemez seviyeye c¢ikardigi gibi akarsulardan yeterince
faydalanmay1 da smirlandirmaktadir [14].



Sularm biyolojik kirlenmesinde, yiiksek oranda kirletici olan ¢imento iiretim tesisleri,
demir celik sanayi tesisleri, termik santraller, cam {iretim tesisleri, ¢cop ve atkk camur
yakma tesisleri, mezbahane, mandwra, seker fabrikalari gbi gida sanayilerinin de
Oonemli yeri vardr [14]. Su kirliligine neden olan etmenler genel olarak evsel ve
endiistriyel kokenli atik sular seklinde smiflandirilabilirse de, su kirlenmesi ¢ok daha
karmasik bir karaktere sahiptir. Evsel kokenli atk sular; mutfak, banyo ve diger
temizk amagh kullamlan sular ile kanalizasyon sulari olustururlar. Kanalizasyon
atiksulann  icerisindeki  patojen mikroorganizmalarla  akarsular  biiyik oranda
Kirlenmektedir [15, 16]. Endistriyel aktiviteler sonucu olusan ve higbir ekonomik
degeri olmayan organik ve inorganik zehirli madde atklarmm meydana getirdigi su
kirliligine endistriyel kirlilik denimektedir [17].

1.1.3. Agir Metaller ve Toksik Etkileri

Agr metal tamm, fiziksel 6zellik acismdan yogunlugu 5 g/cm?”ten daha yiiksek olan
metaller i¢cin kullamlir. Bu gruba Pb, Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, Hg ve Zn olmak {izere
60’tan fazla metal dahidr. Bu elementler dogalari geregi yer kiirede genellikle
karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢inde
hapis olarak bulunurlar [5]. Agr metaller yerkabugunda dogal olarak bulunan,
bozulmayan ve yok edilemeyen bilesiklerdir. Toprak, su ve havada degisik oranlarda
bulunabilen agr metaller belrli konsantrasyonun iizerinde kirlilige yol a¢maktadr.
Bazen mikro besinler (Zn, Cu, Fe, Mn ve Ni) gibi gerekli olan ya da bazen cevresel
kirletici (Al, Pb, Hg, Cd wvs.) olan agr metallerin ¢evrede yaygm bir sekilde
birkmesi, tim canhlar icin boyutlar1 giderek artan bir tehlike olusturmaktadr [18,
19]. Agr metaller, endiistriyel faaliyetler sonrasmda olusan atik sularmda, ¢op sizinti
sularmda ve maden sahalarmdan yagmur nedeni ile sizan sularda bulunur. Bu sular
g0l, nehir, yeralti sulann gbi ahct ortamlara karsr ve sedimentlerde birikir.
Dolaysistyla  desarj noktasmdan  kilometrelerce uzakta bile kirliik —degerlerini
kaybetmeden korurlar. Metalik kirlilik, kimyasal ve biyolojik yOntemlerle
pargalanamamaktadir. Ancak metal bilesikleri bulunduklari ortamlarda diger metal

bilesiklerine doniisebilmektedirler. Bu doniisme esnasmda ise, bazen bir metalin



zehirli ya da suda ¢Oziinen bilesigi de ortaya c¢ikabilmektedir. Atk suda bulunan agr
metallerin 6nemli brr miktar1 artma ¢amurlarmda bulunurlar. Coziinmiis kisimlar ise
ylizey sulart ve denizlere ulasarak bu bolgelerde kalrlar. Buralardan agr metaller
tekrar mobilize olarak igme sularma ve besin zncirne ulasabilirler. Besin zincirine
ulasan agr metaller kimyasal veya biyolojik olarak biinyeden atilamazlar ve biinyede
birikirler [5, 20].

Agr metaller, dogal sularda eser miktarda bulunurken msan faaliyetleri sonucu
Ozellikle endiistriyel atkk sularm icme sularma karigmasi veya agr metalle kirlenmis
partikiillerin atmosfere oradan toprak ve suya gegmesiyle sulardaki konsantrasyonlar
artmaktadrr. Agr metaller beslenme znciri ile {ist seviyelere dogru birikirler [21,
22].

Metaller, mikroorganizmalar igin enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarmi ~ engellemeleri  ve nikleik asitlerine  zarar vermeleri nedeniyle
toksiktir. Bu metaller, Onemli fonksiyonel gruplarm bloke edilmesi, temel metal
iyonlarmm yerine ge¢mesi veya biyolojikk molekiillerin aktif konformasyonlarmnmn
modifikasyonuyla mikroorganizmalar {izerine inhibitor etki yaparlar. Cevrede cesith
formlardaki  agr  metaller —mikrobiyal yogunluk ve  aktivitelerde  Onemh

modifikasyonlara neden olabilirler [23, 24].

Insanlar agr metalleri su, hava ve yiyecek znciri yoluyla alrlar. Ozellikle toksik
organik atiklarm metallerle birleserek veya baska bilesiklere doniiserek daha toksik
hale ge¢meleri Onemli sorunlar yaratmaktadw. Metallerin toksik etkileri; kimyasaln
Ozellklerine, organizmaya giris yollarma, alict organizmann yas ve gelisim
durumuna, organizmaya giren miktarma, siiresine bagh olarak degismektedir. Metal
toksisitesi ile ilgii iki mekanizma mevcuttur. Birincisi, enzimin aktif bdlgesinde
yararh olan metal, toksikk metal ile yer degistirir. Ikincisi, toksik metal molekiile
baglanr ve metalk katyonun degismesi enzimin aktivitesini degistirir [25-27]. Agr
metaller, zhinsel, norolojikk ve hormonal faaliyetleri etkilemektedir; dolayisiyla insan
davranglart {izerinde olumsuz etki yaratr. Agr metallerin cahsmasm etkiledigi
sistemler, kan ve dolagim sistemi, toksin atma sistemleri, hormonal sistem, enerji

tiretim sistemleri, enzimler, mide, bagisikhk, sinir ve iiretim sistemleri ve bosaltim



sistemidir. Agr metaller ayrica, alerjik reaksiyonlara, genlerin degisime ugramasma,
zararh bakterilerin yam swra faydah bakterilerin de olimine ve doku hasarma neden
olur. Agr metallerin etkili oldugu sistemler ve zararlart Cizelge 1.2°de gOsterimistir

[20].

Cizelge 1.2. Agrr metallerin viicuttaki sistem ve organlar tizerindeki etkileri [20].

Agir
Metaller Sistem/Organ Agir Metal Etkisi
Hg Merkezi sinir Beyinde tahribat
Pb sistemi Norolojik fonksiyonlarin azalmasi
Cd Bobrek Glomerular tahribat
Hg, As Uretim sistemleri Cocuk diigiirme
Pb Kan dolasmu Kan hiicresi iiretimi azalmasi
Cd Hafif anemi (kan eksikligi)
As Anemi
Cd Solunum sistemi Anfizem
As Hiicre aralarindaki lifli bag dokunun artmasi
Hg Bronijit etkileri
Se Solunum yollan iltihab1
Zn Akut zehirlenmeleri
Cu
Hg, Cu Beyin Deformasyon
As Karaciger Siroz
Cd Akciger Kanser
As Cilt Kanser
Cd Iskelet Osteomolozi
Se Dislerde c¢liriime
Zn Adele, eklem agrilan
Cd, As Kromozom Kromozomal bozukluk

Degisik yollardan canh biinyesine alnan agr metaller her organ ve dokuda farkh
diizeyde birikirler. Canh biinyesinde c¢esith metabolik yollara katildiktan sonra viicut
disma atilabilen metallerden fizyolojk Oneme sahip olanlar depolanr. Eger bunlar

toksik metallerden biri ise, enzimlerin yapismi bozabilmektedir [28].

1.1.4. Stronsiyum’un Fonksiyonlan

Stronsiyum (Sr), periyodik tablonun ikinci grubunda yer alan toprak alkali bir
metaldir. Bu grup icerisinde kalsiyum ile baryum arasmda yer alr. Atom numarasi
38 ve atom agrh@ 87.62 akb’dir. ik olarak 1790 yinda Adair Crawford tarafindan



strontianit minerali kesfedilmistir. Isko¢ sehri olan Strontian’da kesfedildigi icin bu
adi almstr. 1798 yilinda ise Martin Heinrich Klaproth tarafindan Sr elementi
bulunmustur. Sr, yer kabugunda %0.04 ortalama konsantrasyon ile en ¢ok bulunan
elementler arasmda 15. srada bulunur. Sr giimiis beyazi rengindedir. Ancak oksith
yapmmn olusmasi ile rengi ¢ok c¢abuk sartya doner. Sr genelde magnezyum ve
kalsiyumdan daha reaktif ancak baryumdan daha az reaktifti. Sr yiiksek kimyasal
reaktiflik Ozelligine sahip oldugu icin birgcok element ile reaksiyon vermektedir.
Havada oksitlendigi i¢in kerosen i¢inde saklanmaldmr. Sr; su, oksijen, azot, flor ve
kikkiirt ile reaksiyona girerek ¢esitli bilesikler olusturur. Bu Dbilesiklerinde +2
degerlikli olup giicki bir indirgendir. Sr metali asitlerle kuvvetli reaksiyona girer ve
hidrojen ¢ikisma sebep olur. Nitrik asitle olan reaksiyonu ¢ok hizhdr ve azot oksitler
olusur. Seyreltik siilfiirik asitle olan reaksiyonu ¢oziinmeyen siilfatlarm olusumundan
dolay1 ¢ok yavastr. Stronsiyumun ¢Oziinebilir tuzlart asetat, kloriir, bromiir, iyodiir,
nitrat, nitrit, permanganat, siilfit, klorat, bromat, perklorattan olusur [29]. Deniz
suyunda ise %0.0008 konsantrasyon ile 10. swadadwr. Stronsiyumun dogada bulunan
ve ekonomik Oneme sahip olan mineralleri celestite (SrSOg4, stronsiyum siilfat) ve
strontianite (SrCOg, stronsiyum karbonat) dir. Agonite, calcite, anhydrite stronsiyum
iceren bashca minerallerdir [30, 31]. Genelde stronsiyum tiiketimi stronsiyum
karbonat seklinde olmaktadir [32].

1.1.5. Stronsiyum’un Cevresel Etkileri

Sr dogal cevrede toprakta bulunan bir elementtir. 0gr izotopu radyoaktif Gzellige
sahiptir ve canllar icin olduk¢a tehlikelidir. Khan ve arkadaslart [33], sanayi
kuruluglarmm ~ bulundugu  alanlardan  aldiklarn  su  Orneklerinde  stronsiyum
konsantrasyonunun  yikksek oldugunu gostermislerdir. Ozer ve arkadaslari [34],
stronsiyum iyonlarmm, bazi sanayi kuruluglarmm atiklarmm neden oldugu belirtmis
ve bu alanlarda, biiyilkk Olgekli sanayilesmenin olumsuz etkilerinin su kalitesinin
bozulmasmda belirgin olarak rol aldigi gostermislerdir. Insanlar sklikla stronsiyum
tozlarn ile kontamine olurlar. Bunun nedeni stronsiyumun solunum havasinda,
toprakta, icme suyu ve besin maddelerinde bulinmasidr. Hububat, sebze ve siit
tirtinlerinde  yilksek konsantrasyondadr [35]. Basghca alm yolu su ve yiyeceklerdir.



Stronsiyum kimyasal reaksiyonlar sonucunda c¢oziinmeyen formdan c¢oziinebilir hale
gecer. Cozinebilir form da ¢Ozinemez forma oranla insan saghgmi daha fazla tehdit
eder. Cozinebilir formdaki Sr igme suyunu kirletir. 05y e karsilasidiginda  bunun
%70-80’1 viicudu geger. Kemiklerde %?20-30’u depo edilirken %1 oram ise kan,
ekstraseliler sivi, yumusak doku ve kemik yiizeyinde toplanr. Stronsiyum
bulindugu ortamda kalabilir, dokuyu bozabilir veya atlabilir. Insan viicudu
stronsiyum  ve  kalsiyumu  birbirinden aywt edemeyebilir ve kalsiyum yerine
stronsiyjum absorbe  edilebili. Ayrica °°Sr; kalsijum ile  kimyasal benzerlik
gosterdiginden kemik ve diste toplanma Ozelligindedir. Stronsiyum’un stabil formlar
saghk problemi olusturmaz. Eger kontrolsiiz dozlarda uygulanrsa kemikte malignite
ve losemi gelisimne neden olabilir. Bu risk *°Sr ile artar. Stronsiyumun viicuttaki
orani idrar analizi ile saptanabilir [36, 37]. Sr iyonlari, hiicre duvarmdaki fonksiyonel
gruplara  (siilfidril, hidroksil, karboksil, amid, amin, karbonil, thioeter, fosfat
gruplar))  baglanmaktadwr. Hiicre duvarma baglanan katyon miktar1 arttik¢a
doygunluga ulasimaktadir ve hiicre duvarmda iyonlar ¢okmektedir [38].

1.1.6. Agir Metallerin Kullamldigi Endiistri Dallan

Atk sularda bulunabilecek agr metaller, organik bilesikler gibi biyolojik olarak
bozundurulamazlar. Baz agr metallerin  yaygmn kullanmlari  onlarm atk su
icerisinde istenmeyen derigimlerde olmasma yol agar. Cesith endiistrilerin atik
sularmda  biinyesinde yikksek miktarda bulunan bu agr metaller “Oncelikh
kirleticiler”  listelerinde yer almaktadr. Ozellikle kaplama, madencik ve metal
alasmu endistrileri atk ve atk sularmda agr metal konsantrasyonlar1 yiiksektir [39].
Cesitli endiistrilerde kullanilan ve atik sularmda rastlanlan metaller Cizelge 1.3°de

verilmistir.



Cizelge 1.3. Agr metallerin kullanildiklar1 ve atidiklar1 endiistriler [31]

Endiis tri As|[Be|Cd|Co|Cr|Cu|Fe[Hg| Mn| Mo | Ni|[Pb|Sb|Se|Sn| Ti|Tl|V

Metal v viv]iv]v v viv]v]|vy v
alagimi

Bateri ve v vl vV v
pil iiretimi

Seramik ve
cam v v v | v v v

uretimi

Kimya,
flac, v v v | v v v v ivi|v]|v v

Discilik

Kaplama v v | v v v v

Elektronik
cihaz 4 v v

iretimi

Giibre

Fosil yakit
yakimi

Madencilik

SIAVERNIEN
NAEBRIA
ASIRVERNE RN

Boya ve
pigment

Petrol
rafinasyonu

\
AN
\
\
AN
AN
AN

Makine vV

Plastik v
uretim

Kagit v v v v
uretimi

Tekstil v v | v

v kullanildigr yerler

1.1.6.1. Stronsiyum’un Kullamm Alanlan

Sr, niikleer giic testlerinde, renkli televizyon i¢in goriintii tliplerinin ve demir esash
miknatslarm  yapiminda, ¢inkonun saflastirilmasinda, elektrik endistrisinde, seker
fabrikalarmda kullaniimaktadwr. Nikleer pillerin ve fosforlu boyalarm yapmnda da
bu elementten faydalanimaktadr [40]. Deniz tagimaciig, hava istasyonlari, uzay
araglari, kontroli miktarlari g6z hastalklari ve kemik kanseri tedavisinde
kullanimaktadwr. Sr  titmatm Ozellikle refraktif indeksi yliksektir ve optk yayilmmu
elmastan fazladr ve bu yilizden optik uygulamalarda kullanlir [41]. Ayrica aleve




verdigi krmzi renk dolayisiyla havai fisekler ve sinyal maddeleri iiretiminde; cam,
boya, 1ila¢ sanayinde; c¢inko -elektrolizinde; kuru firm wve ugak motoru gibi
makinelerde kullanlan mil yataklarmn yaglayict olarak kullamimaktadwr. Diger bir
kullanim alani ise ferritlerdir. Ferritler seramik olarak otomotiv sanayinde, demir
cevheri  seperatorlerinde,  fotokopi  makinelerinde @ ve  6zel  alagimlarda

kullanilmaktadir [32].

1.1.7. Metallerin Uzaklastirllma Yontemleri

1.1.7.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Agr metal iceren atk sularm artmm, genelde isletmenin kapasitesine, atk su debisi
ve karakteristiklerine, prosese, aritma tesisine, kullanlan kimyasallara bagh olmakla
birlikte, temeli; kimyasal olarak metal iyonunun ¢Okebilen bir  sekline
dontigtiiriilmesi ~ ilkesine  dayanr [42]. Agr metallerin  sulu  ortamlardan
gideriimesinde kullamlan geleneksel yontemler; kimyasal c¢oktiirme, iyon degisimi,
aktif karbon ile adsorpsiyon, ters osmoz, filtrasyon ve membran teknolojileri
seklinde smralanabilir [43, 44]. Bu geleneksel metotlar ile ortamda bulunan metaller
tam olarak giderilemeyebilir. Bunun dismda bu tekniklerin; pahah ekipman ve takip
sistemleri gerektirmesi, fazla kimyasal ve enerji ihtiyacmmin olmasi, toksik camur ve
diger atk {rlinler olusturmast gbi dezavantajlari vardr [43, 45]. Atk su
biyoremediasyonunda kullandlan yontemler, avantaj ve dezavantajlar Cizelge 1.4°te
verilmistir.
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Cizelge 1.4. Su biyoremediasyonunda kullanilan yontemler [46, 47]

Yontem Avantaj Dezavantaj Uygulamalar
. . Yitksek deri§ im 1?“1 zor Agir metallerin
Cokeltme Basit, ekonomik ayrima, etkin degil, atik uzaklastirimasmda
camur olugmasi
Oksidasyon ve pH degisimin
Kisa siireli, verimli, yer alt1 sularmi Coziinmils metallerin
ivon degisimi saf atik metallerinin etkileyebilmesi, parcaciklara | giderimi vesulu
yomdegisImt oo doniisiimiiniin | duyarh olmasy, reginelerin cozeltideki
miimkiin olmas1 pahali olmasi, kii¢iik olgekli radyoaktiflerde
uygulama
Suyun i¢indeki
istenmeyen tiim
Ters 0Zmos Saf atik Pahal, yiiksek bas“mc;, . mineralleri S}ldan ayran
membran boyutu dnemli ve saf suve icme suyu
teminine yonelik olarak
kullanilmasmda
Mikrofiltrasyon r(x;](;fll:izlllglr;i hizla Ticari olarak bu maddelerden | Agir metallerin
uzaklagtmimas yararlanilamaz uzaklagtiriimasmda

Elektrodiyaliz

Yiiksek sicakhiga
dayanikhdir ve
yeniden
kullanilabilir.

Yiiksek metal
konsantrasyonlarti¢in
gecerli, spesifik kosullara
duyarl

Coziinmiis maddelerin
etkili bir sekilde
uzaklastirlmasmda

Atk sulardaki agr metallerin

kisimda incelenebilir.

1.1.7.1.1. Indirme-Cékeltme Yoéntemi

Bu yontemle yiiksek degerlikli metal, ¢okebilen bir sekline indirgendikten sonra,
notralize edilir, reaktifin asmist metali ¢okeltir. Coktirmede karistrma, yumaklagma
(flokiilasyon), koyulastrma ve siizme islemleri yapir. Bu yontem Ozellikle kromlu
atklarin artiminda kullanilir [48].

1.1.7.1.2. Yiikseltgeme-Cokeltme Yontemi

Bu yontemde indirgenmis metal, kararh, yikseltgenmis ve ¢oziinmeyen sekillerine
doniistliriiiir. Bu tiir bir atikk artma prosesinde, havalandirma, c¢okeltme, siizme
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uzaklastriimast icin  kullanllan bu yontemler dort




olmak tizere ardigik {ic basamak vardr. Kolayca yikseltgenmeyen metaller icin s6z
konusu prosese kimyasal yilikseltgeme basamagm da eklemek gerekir. Bu yontem

ozellikle Fe ve Mn igeren atklarin artiminda kullanilir [48].

1.1.7.1.3. Notralizasyon-Coktiirme Yontemi

cr’*, cu’*, zn?*, NP, Fe®*, cd** gibi agr metal iyonlar1 ortama kireg, soda ve/veya
sodyum hidroksit katilarak notralize edilir, hidroksitleri seklinde c¢oktiirlilerek atik
sudan uzaklastirilir [48].

1.1.7.1.4. lyon Degisimi

Bu siiregte, seyreltik c¢ozeltilerinden metal iyonlart degisim reginesi lizerine
elektrostatik kuvvetleri tarafindan tutulan iyonlar1 ile degistirilir. Dezavantajlar ise
yiiksek maliyet ve belli iyonlarin kismen kaldrilmasidir [48-51].

1.1.7.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Yontemleri

Atk metallerin artiimalart i¢cin  biyolojkk artma teknikleri en ¢ok bagvurulan
yontemlerdir. Basta swi atklarm aritimast i¢cin kullamlan biyolojik sistemler olmak
tizere kati atklarm kompost yapilarak yok edimesinde, komiirin ve diger fosil
yakitlarm i¢indeki kiikiirtin yakimadan Once azaltilarak hava kirlili§inin 6nlenmesi
gibi c¢evre kirlenmesini Onleyici birgok uygulamada mikroorganizmalardan c¢ok genis
oranda yararlamlmaktadir [48].

1.1.7.2.1. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, mikroorganizmalar kullanilarak zararlh maddeleri toksik olmayan
bilesiklere doniistiiren bir proses olup, kimyasal swilarm ve tehlikeli atiklarm
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arttilmas1 i¢in kullanilan imit verici tekniklerden biridir [52].

Bakteriler zararh atiklari, zararsiz yan iriinlere doniistiirdikkten sonra ya oOliirler ya da
sayllar1 normal popiilasyon diizeyine ulasr. Boylece ekolojik denge bozulmaz.
Ayrica,  toprakta  bulunan  mikroorganizmalarm  belirlenmesi  ile  toprak
rehabilitasyonu icin en uygun kompozisyon olusturulabilmektedir [52]. Baz
durumlarda  atiklar1 islemede kullanilan mikroorganizmalarm yan iriinleri yararh
tirlinler olduklar i¢cin geri kazamm saglayabilmektedir. Anaerobik aritma teknolojisi
buna Ornek olarak verilebilir. Atklarmda organkk madde yogunlugu fazla olan
fabrikalarda  uygulanan  bu teknolojide, uygun biyokimyasal parametrelerin
saglandig reaktorler kullanihr. Bu reaktorlere anaerobik kosullarda yasayan metan
bakterileri, organik atiklar1 pargalayarak kirliligi giderirken bir yandan da metan gaz
tiretirler.  Sonra olusan bu metandan elektrik {retilerek isletmeye ek bir enerji
kaynagn saglanr. Ozellikle gida, kagt vb. endiistriler bu ydntem icin ¢ok uygundur
[52].

Biyoremediasyonda rol oynayan  mikroorganizmalar  funguslar, mayalar ve
bakterilerdir [53, 54]. Bir mikroorganizmann canhigmi siirdiirebilmesi icin besine
ve enerjiye ihtiyact vardr. Dogada mikroorganizmalar toprakta ¢ok cesitli organik
maddeleri parcalayarak kendileri icin gerekli olan besin ve enerji kaynagm saglarlar.
Bu besin maddelermin basmda petrol ve tiirevi maddeler, pestisitler, solvent
maddeler vb. gelmektedir. Ayrica metilen, klorit ve kiikiirt gibi kimyasal maddeler
de besin ve enerji kaynag olarak kullanlmaktadr [52]. Biyoremediasyon olaynda
kontaminant maddeleri parcalayabilen ve onlar1 toksik olmayan yan iiriinlere
doniigtiiren  mikroorganizmalarm ~ biiylimeleri  tesvik  edilerek  mikroorganizmalarm
dogal olarak bu prosesinden yararlanilir. Yani biyoremediasyon uygulamasi atiklarm
dokiildiigii bolgeye besin aktarmm yapilarak, topragm bakteri kompozisyonuna gore,
dogal olarak toprakta bulunan bakterilerin etkin duruma gecirilmesi ya da topraga
yeni bakteriler aktariimasi seklinde olabilir. Mikroorganizmalar kontaminantlara
maruz kaldiginda artan bir yetenek ile bu maddeleri degrede etme yoOniinde bir
gelisme gosterirler.  Genellkle bu toksik maddeyi pargalayarak enerji elde eden
strainler On plana ¢ikmaktadir [52].
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Biyoremediasyonun avantajlart:

1. Biyoremediasyon ekolojik olarak giivenli dogal bir prosestir.

2. Kontaminantlarm bir besin kaynagi olarak mevcut olmasi durumunda var olan
mikroorganizmalar artmaktadirlar. Kontaminantlar azaldignda poplilasyon
kendiliginden azalmaktadir.

3. Biyolojik parcalanmadan c¢ikan atiklar genellikle karbondioksit, su, yag asitleri
gbi zararsiz Dbilesiklerdir. Orijinal pollutanttan daha toksik bir {irlin olusturma
olasilig1 cok azdr.

4. Biyoremediasyonda kontammantlar c¢evresel bir ortamdan bir diferine transfer
edimeden hedef kimyasal maddeler tamamen ortadan kaldmrilmaktadir.

5. Biyoremediasyon tehlikeli atklarm bertaraf edilmesi i¢in sikbkla kullanilan
teknolojilere gdre daha ucuzdur. Ornegin, biyoremediasyon ile bir bdlgenin
temizlenme maliyeti 45-50 milyon $ iken atklarm ortadan kaldmimasi i¢in bir firm
insa etme maliyeti 140 milyon $’a kadar ¢ikmaktadw. Ayrica atklarm tasmmasi da
pek tercih edilmez [52].

Biyoremediasyonun dejavantajlar1 ise:

1. Sahip oldugu baz smrlamalar biyoremediasyonun bir temizleme teknolojisi
olarak yaygm kullanimini engeller.

2. Biyoremediasyona baglamadan once c¢ok iyi bir arastrma yapimasi gerekmektedir
ve kompleks kontaminant karigmu ve bolgeler i¢in  uygun biyoremediasyon
teknolojisi  mithendisine  gerek  duyulmaktadw. Topraktan  mikroorganizmalarm
izolasyonu i¢in mikrobiyologlara, parcalanma yol izmin belirlenmesi icin ise
biyokimyacilara gerek duyulmaktadir,

3. Biyoremediasyonla yapilan temizleme islemi yakma veya topragmn kazlp atimasi
ile karsilastrildiginda uzun bir zaman almaktadir,

4. Bazi toksik yan iriinlerin olusumuna karsi dnceden tedbir almak gereklidir [52].

Yerinde (in situ) biyoremediasyon kirlenmis sahalarin az maliyetle temizlenmesinde,
kimyasal maddeleri pargalamak i¢cin dogal mikroorganizmalarm kullanldig {stiin
nitelikli bir metottur. Bu teknoloji, maliyetinin diisik olmasy, kirli topragm

kazimasm ve tagmmasm gerektirmeden yerinde aritim saglamasi agismdan daha
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caziptir [55]. Buna karsm yerinde biyoremediasyon bazi dezavantajlara sahiptir.
Diger wislah metotlartyla karsilastrildignda bu metot daha fazla zaman alabilir.
Kontrol edilemeyen c¢evresel sartlardaki degisikliklere direkt maruz kalmalan
nedeniyle mikrobiyal aktivitede mevsimsel azalmalar olabilir. Mikroorganizmalar
hiicre gelisimleri i¢in daha fazla enerji ve besinlere ihtiyag duyabilirler. Bu nedenle
mevcut atk maddeye ilave besin eklenebilir [56]. Yerinde yapimayan (ex situ)
biyoremediasyon kirli ortamm dogal ortamndan kazlarak almmasmi gerektirir.
Bunun amaci mikrobiyal parcalamayr kolaylagtrmaktr. Kirlenmis sahadan uzakta
gerceklestirilen ex situ  biyoremediasyon metotlar,, yerinde yapilan metotlara gore
daha hizhdr. Genis alana yayinis kirleticiler icin uygulanabilir fakat daha pahah bir
yontemdir [56].

Biyolojik artim yOntemleri biyosorpsiyon, biyoakiimiilasyon, biyodegredasyon ve
fitoremediasyon olmak iizere 4 grupra toplayabiliriz [49, 57, 58].

1.1.7.2.1.1. Biyosorpsiyon

Bir ¢ozeltiden mikrobiyal biyokiitle ile metalin geri kazanmu biyosorpsiyon olarak
adlandrilr [59]. Biyosorpsiyon kinetigi iki basamakta incelenir. Birinci basamak
mikroorganizma ile metal arasmda cok kisa siirede dengenin kuruldugu fiziksel
adsorpsiyon (pasif adsorbsiyon) veya iyon degisimidir. ikinci basamak ise metabolik

aktiviteye bagh olarak olusan kimyasal adsorbsiyondur.

Biyosorpsiyon ile metallerin ayriimasi hiicre duvari bilesenleri ve metal arasmdaki
etkilesimin sonucudur. Metal iyonlart hiicre yiizeyndeki negatif yiikli reaksiyon
alanlari ile kompleks yaparak adsorplanabilecekleri gibi baz mikroorganizmalar
hiicrelerinin -~ dis  zarlarmdan uzanan polimerler sentezleyerek ¢oOzeltiden metal
iyonlarmi1  baglayabilirler [60]. Ayrica hiicre duvarmdaki proteiler iyonlar1 baglamak
icin fonksiyonel gruplarmi ve peptid baglarmi da tercih edebilirler [61].
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1.1.7.2.1.2. Biyoakiimiilasyon

Biyoakiimiilasyon bir kimyasaln belirli bir zamanda canhdaki konsantrasyonunun
cevredeki konsantrasyonuna gore artisidr. Eger bir kimyasal bir organizma
tarafindan hizh bir sekilde almp hizh bir sekide depo ediliyorsa, metabolize olmasi
veya hiicreden atiimasi yavas ise, bu takdirde birikkim gerceklesmektedir. Bu nedenle
biyoakiimiilasyon son yillarda pestisitlerin ruhsatlandiriimasmda sk kullanilan ve
¢ok 6nemle tizerinde durulan bir kriter olmaya baslamistir [62, 63].

Biyoakiimiilasyon bir organizmann biiylimesi ve gelismesi igin normal ve gerekli
olan bir islemdir. Biyoakiimiilasyon bir kimyasaln ¢evreden organizma hiicresine
girmesi ile baglar. Genel olarak kimyasallar yiiksek konsantrasyonda bulunduklari bir
ortama dogru hareket etme egilimindedirler. Bununla beraber bircok 20 faktoriin
kimyasaln oOzelligne gore bu egilimi arttwrp azalttif bilinmektedir. Maddenin hiicre
icine girisi ne kadar hizh ve hiicrede belli yer veya dokulara baglanabiimesi ne kadar
yiksek ise biyoakiimilasyon potansiyeli o kadar yiiksektir. Sonu¢ olarak
biyoakiimiilasyon;  kimyasaln c¢evredeki  konsantrasyonuna, organizmaya — giris

miktarma, organizmanin onu hiicreden atma hizina baghdr [62, 63].

1.1.7.2.1.3. Biyodegredasyon

Biyodegredasyon dogal bir proses olmasma ragmen baz biyodegrede olabilen

organikk maddeler dogada pargalanmadan kalmaktadr. Bu durumun en &nemli nedeni

bir ¢ok ¢evresel kosulun proses tizerinde etkili olmasidr [52].

. Kimyasal madde konsantrasyonunun mikroorganizmaya toksik etki yapacak

diizeye erismesi uyum sorununa yol agar,

. Mikrobiyal cesitlilik biyodegredasyon i¢in elverissiz veya yetersiz olabilir,
. Cevresel kosullarin ¢ok asidik veya bazik olmasi,
. Besin igerigi yoniinden dengelenmemis maddelerin (petrol ve petrokimyasal

atiklar) degredasyonunda azot, fosfor, kiikiirt vb. iz elementlerin eksikhigi,

. Nem durumunun elverissiz olmasi,
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. Kimyasal atig1 enerji kaynag olarak kullanan mikroorganizmalar i¢in oksijen
ve amonyak gibi elektron akseptorlerinin eksikligi de nedenler arasmda yer

alr [52].

1.1.7.2.1.4. Fitoremediasyon

Son on yida popiilaritesi giderek artmakta olan fito-islah, toprak wslahma ait pasif bir
teknolojidir.  Fitoremediasyon ¢evredeki kirleticilerin  almmasmda ya da onlarm
zararsiz hale getiriimesinde yesil bitkilerin kullammu olarak tanmlanr [64]. Bitkiler
organik kirleticileri bozabilir, parcalayabilir yada metallerde oldugu gibi biinyesine
alarak stabilize edebilir [65]. Diger wslah teknolojileri ile karsilastirildignda oldukca
diisiik masrafh, estetik olarak memnun edicidir [66]. Bundan baska fitoremediasyon
cevresel acidan Onemli bir sikinti yaratmamasi sebebiyle avantajhdr. Ciinkii
uygulanan  yontem  toprak  matriksini  degistirmez.  BOylece  basarith  bir
fitoremediasyondan sonra toprak direkt olarak tarmsal amacglar icin kullanidabilir.
Toksik agr metaller ve organik Kkirleticilerin her ikisi de fitoremediasyonda hedef
alman kirleticilerdir [67].

1.1.8. Bakterilerde Metal Direnclilik M ekanizmalan

Yaklasik 4 milyar yil 6nce hiicresel yasammn basindan beri organizmalar 1s1, ozmotik
stres, radyasyon ve toksik maddeler gibi stres kosullartyla karsi karsiya kalmustir.
Yasayan sistemler evrimleri boyunca bu streslere karst 6zel tasima mekanizmalar,
metal baglayic1 proteinler gbi sistemlerden faydalanarak adapte olmuslardr [68].

Genelde tek wveya birgok antbiyotigin yiiksek konsantrasyonlarma kargt direng
olusumu; plazmit yapilar aracii@ ile meydana gelmektedir. Antibiyotiklere karsi
gelisen direnclilik, hiicre zan gegirgenliginin  degisimi, metabolk yol ve enzimlerin
degisim gOstermesi veya antbiyotiklerin etki edecekleri molekiilin  kaybolmasi
seklinde gelisebilmektedir [69]. Mikroorganizmalarda antibiyotik direnci  genetik
olarak ya kromozomal ya da plazmitlerinde kodlanr. Ozgiil direngler, bir lokasyonda
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ya da digerinde tipik tarzda genetik temellere sahiptir [70]. Bakterilerde
antibiyotiklere karsi direng, dogal ve kazamims (mutasyonel ve aktarilabilir) direng
olmak {izere iki sekilde mimkiindir [71]. Dogal direncin temelinde
mikroorganizmalarm metabolikk olarak maktif fazda bulunmasi veya antibiyotigin
etki mekanizmasma uygun hedef yapilarm bulunmamasi durumu vardw. Bu duruma
ornek olarak hiicre duvari olmayan Mycoplasmalar’m p-laktam antibiyotiklerine
olan direnci ve Mycobacterium tuberculosis’in kalsifiye odaklarda metabolizmasi
yavaglamis olarak uzun siire canl kalabiimesi ve bunun sonucunda antitiiberkiiloz
antibiyotiklere direngli olmasi verilebilir [72]. Kazanlmis direngte ise bakteri
populasyonunun antibiyotik ile ik temasa gelisinde, antibiyotikk bakteriler {izerinde
etkilidir ancak, temas siliresi boyunca veya yinelenen temaslar srasnda bakteri
populasyonunda ilacm antibakteriyel etkisme karsi diren¢ gelisir. Kazanilmus direng,
bakterinin kromozomlarmda olusan mutasyon sonucu veya bakterinin ortamdan ya
da diger bakterilerden, transdiiksiyon, transformasyon ve konjugasyon olaylarmdan
biri vasttasiyla, direng yapan gen paketini almast (yani R plazmidleri veya
transpozonlar araciligi ile olan direng) sonucu meydana gelir [72]. Cizelge 1.5°de

antibiyotikler, diren¢ mekanizmas1 ve direncin genetik temeli gosterilmistir.

Cizelge 1.5. Antibiyotik direng mekanizmasi [70]

. . e e Direncin Mikroorganizmanin Mevcut
Diren¢ Mekanizmas1 | Antibiyotik Ornek Genetik Temeli Oldugu Organizma
Gegirgenligin - Pseudomonas aeruginosa
asaltlmasy Penisilinler Kromozomal | ptci Bktert
Antibiyotik Penisilinler  —] Staphylococcusaureus
inaktivasyonu (drnegin }> Plazmit ve Enterik Bakteri
penisilaz; Kloromfenikol — Kromozomal Neisseria gonorrhoeae
metilaz,fosforilaz ve
diger modifiye eder) Aminoglikozitler Plazmit Staphylococcus aureus
Eritromisin,
Hedef bolgenin Rifamisin, Kromozomal Staphylococcusaureus
degistirilmesi Streptomisin, Enterik Bakteri
Norfloksasin
Direngli biyol;i;nyas.al Siilfoamidler Kromozomal Staphylococcqs aureus
yolun gelistirilmesi Enterik Bakteri
Tetrasiklinler Plazmit Staphylococcus aureus
Hiicrenin disma
pompalama Kloromfenikol, — Enterik Bakteri
Eritromisin _ _[~ Kromozomal Staphylococcus sp.

18



Agr metal direnci i¢in bes bilinen mekanizma vardr [73].
1) Gegirgenlik bariyeri ile metallerin disarida tutulmast,
I) Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif transportu (efflux),
I11) Metallerin proteine baglanmasi yolu ile hiicre i¢inde alkonmasi,
IV) Ekstraseliiller alkonma ve
V) Metallerin =~ daha  az  toksk  formlara  donistiirildigi = enzimatik
detoksifikasyon.

Mikroorganizmalarda bulunan metal direng sistemlerinin - sematik gOsterimi - Sekil
1.1°de verilmistir.

Sekil 1.1. Mikroorganizmalarda bulunan metal direng sistemlerinin sematik
gosterimi [73]
1.1.8.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Disarida Tutulmasi
Metal iyonlarmmn hiicre c¢eperi yiizeyine baglanmasmnda c¢eper yiizeyinde mevcut
bulunan bazi polisakkaritler ve proteinler ile yapilarmda bulunan karboksil, hidroksil,

fosfat ve amino gruplarinin etkin olduklar1 bilinmektedir [74, 75].

Hiicre duvarmda ya da hiicre zarmda metale karsi bir gegirgenlk bariyeri
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olusturularak metaller hiicre digmda tutulir. Boylece metale hassas hiicresel
komponentler korunmus olur. Buna en giizel 6mek E. coli’de Cu?* direncliligidir. E.
coli’lde bir membran kanal proteini olan Porin Proteinleri’nin iiretimi degistirilerek
Cu**’nin hiicreye girisi  engellenir [76]. Bu sklkla tek gen mutasyonu ile
aciklanmaktadr. Bu mutasyon sayesinde metal iyonlarma karsi zarm gegirgenligi
azalmaktadir [77, 78].

1.1.8.2. Metallerin Hiicreden Disan Dogru Aktif Transportu (Efflux)

Aktif transport ya da akig sistemleri metal direnglilik sistemleri arasmda en yaygmn
olan  mekanizmadr. = Mikroorganizmalar  toksik  metalleri  sitopldzmalarmdan
uzaklastrmak i¢in aktif transport mekanizmasm kullanrlar. Hiicre icin gerekli
olmayan metaller hiicreye normal besin transport sistemleri ile alnr, ancak hemen
disart atilir. Bu pompalama sistemleri ATPaz’a bagimh ya da ATPaz’dan bagmsiz

sistemler olabilir [51].

Canovas ve arkadaslar1 [79] yaptiklar1 ¢ahsmada, Pseudomonas putida KT2440
susunun glimiis, kadmiyum, ¢inko ve krom metallerme karsi atim sistemi ile direng
geligtirdiklerini  incelemislerdir. Kadmiyum ve ¢inko direnglilklerinin = ATPaz'm
katalizledigi atm mekanizmas1 ile  iliskii  oldugunu  gostermislerdir. Metal
iyonlarmmn hiicreden disar1 atlmu igin  proteinlerin  rolleri vardwr. Pseudomonas
putida KT2440 susunun krom atim sistemi i¢in ChrA proteini, giimiis ve bakr atm
sistemi i¢cin CusC, CusB, CusA proteinleri kadmiyum ve ¢inko ATPaz bagmh atim
sistemi icin de CadA2 proteinin sorumiu oldugunu gostermislerdir. E. coli’nin bakir

atim mekanizmas1 olan Cus sistemi Sekil 1.2°de gdsteriimektedir.
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Sekil 1.2. E. coli’de CopA bakir atim pompasi [80].

Mikroorganizmalarm yiiksek miktardaki toksik maddelerle basa cikabilmesi i¢in, pek
cok yol mevcuttur. Hiicre yiizeyi agr metalleri biriktrmekte veya hiicre duvarmm
dismda jel benzeri bir yap1 olan EPS, toksik maddelerin zararh etkilerini azaltan
kimyasal reaksiyonlar tarafindan veya smrlandiwimis diflizyon aracilig ile toksik
maddeleri engellemektedir. EPS, protein, karbonhidrat ve niikleik asit igerifine bagh
olarak bulundurdugu karboksil, fosforil wve siilfat gruplariyla metalleri baglayic
Ozellige sahiptir. Bu nedenle ortamda toksik metal artisma bagh olarak, buna direng
gostermek isteyen bakteri daha fazla EPS tretmektedir [81]. Kiig ve Doénmez [82]
yaptiklar1 c¢alsmada, P. aeruginosa, Micrococcus ve Ochrobactrum tiirlerinin,
ortamda Cr (VI) konsantrasyonunun artisma bagh olarak daha fazla EPS {rettiklerini
saptamiglardr. Aquino ve Stuckey [83] ise sisteme Cr (VI) verildikten sonra, EPS
miktarmda %30’a yakm, protein miktarmda %45°e yakm, karbonhidrat miktarmda
%300’e yakm, DNA miktarinda ise %50’ye yakmn artis oldugunu belirtmiglerdir.

1.1.8.3. Metallerin Proteine Baglanmas1 Yolu ile Hiicre icinde Ahkonmasi

Hiicre i¢i alkonma, metallerin birkiminde sitopldzma i¢cindeki gerekli olan hiicresel

bilesimlerin etkilenmesini engellemektedir. Genellikle Cd?*, Cu** ve Zn** metalleri
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bu vyolla biriktirilmektedir. Synehococcus’taki metallotiyonein ve Pseudomonas’in
sisteince  zengin protemleri de bu tip birkime Ornek olusturmaktadir.
Synechococus’ta Zn®* metalinin metallotiyoneine baglanma sistemi  Sekil 1.3’de
gosterilmistir.  Synehococcus direng sistemi SMtA ve smtB olmak {izere iki gen
icermektedir. SmtA proteini, Zn’* ve Cd?* gibi metalleri baglayabilen metallotiyenini
kodlamaktadr. SmtA, vyikksek konsantrasyondaki Zn** ve Cd** ve CuU** il
indiiklenmektedir ve smt B gen iirliniinden represe edimektedir [77].

SmtB  proteini, smtA  ekspresyonunu ve metallotiyonein iiretimini  Onleyen
transkripsiyonel represor olarak gorev yapmaktadwr. Sistemdeki metallotiyonein
hayvan  metallotiyoneininden daha fazla sistein icermektedir. SmtA
metallotiyoneindeki sistein amino asitleri toksik katyonlar1 tutan bir bariyer gibi
gorev yapmaktadwr. SmtB proteini DNA baglanma proteinlerine benzer bir motif
icermektedir. Proteinin  yapsal analizZleri dért tane Zn?* baglanma bdlgesinin
oldugunu gostermektedir. Mycobacterium scrofulaceum, siyah bakir siilfat ¢okelmesi

ile Cu**’nin hiicre iginde tutulmasim gerceklestirmektedir [77].
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Sekil 1.3. Synechococus’ta Zn?* metalinin metallotiyoneine baglanma sistemi [86]
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1.1.8.4. Ekstraseliiller Alikonma

Metallerin ~ hiicre dignda  tutulmasi,  bakterilerde, mayalarda ve funguslarda
gosterilmistir. Mayalarda N direngliligi bu yolla olmaktadwr. Saccharomyces
cerevisiae, biiyik miktarda glutatyonu bosaltarak N absorbsiyonunu azaltmaktadir.
Mayann tasidigt metilglioksal direng geni, metalin yogun oldugu ortamda
ekstraseliler metalglutatyon kompleksleri olusturma yetenegindedir. Direng, toksik
metalin bu komplekse baglanmasi ve hiicre zarmdan gecememesi ile olmaktadir.
Buna benzer bir mekanizma funguslarda Cu®* direncinde gorillmektedir. Bu fingus,
metaloksalat kompleksi olusturmak icin oksalat salgilamaktadrr. Citrobacter de Cd?*
direnci olusturmak i¢cin ¢ozimmeyen kadmiyum fosfat kompleksleri meydana
getirmektedir [77].

Metallerin dis zara veya kilif proteinlerine spesifik olmayan bir sekilde baglanmasi
da metalin gecirgen zardan igeri almmamasi ile sonuclanmaktadwr. Ayrica,
bakterilerin dogal olarak bulundurduklar1 ekstraseliler polisakkarit kisim metal
iyonlarm:1  biyolojik olarak tutmakta ve onlart hiicre bilesenleri ile etkilesiminden
korumaktadr. Bu polisakkarit kisim metal iyonlarmn tutunabilecegi bolgeler de
olusturabilmektedir  [77, 84]. Ekstraseliler olarak metal direnci gosteren
bakterilerden bazlari, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida, Arthrobacter
viscous’tur. Bu suslar, koruyucu ekzopolisakkarit kismu olmayan bakterilere gore iki
kat daha fazla metal direnci gdstermektedir. Deniz bakterisi Vibrio alginolyticus Cu?*
degisiminde Cu®** baglayan ekstraseliler proteinler sentezlemektedir. Buradaki
mekanizmada metal kelasyonu seklinde olmaktadw [77].

1.1.8.5. Metallerin Daha Az Toksik Formlara Doniistiiriildiigii Enzimatik
Detoksifikasyon

Metallerin daha az toksik forma donistiiriimesi genellikle hiicre i¢inde ve enzimatik
olarak gerceklesmektedir. Bu tip direng mekanizmasma gram-negatif ve gram-pozitif
bakterilerde rastlanmaktadr. Asagda bugiine kadar indirgenme mekanizmalar

belirlenmis  (AsO4)> ve Hg?* gibi metallerin mikroorganizmalarca daha az toksik
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forma doniistliriilmeleri agiklanmistur.

E. coli ve S. aureus’taki arsenat direnci direngli hiicreler tarafindan arsenatn
indirgenerek iceri almmasiyla ilgilidir. Arsenat yapisi bakmmdan fosfatla ((PO4)*)
oldukca yakmndan ilgilidir. Metalin toksiklig bir biyoelement olan fosfor
metabolizmas: ile karismasmmn sonucudur [79]. Arsenik iyonlarma bakteriyel direng
gosteren S. aereus’un plazmitlerinde kesfedilmisti. Arsenik direng plazmitleri
arsenit, arsenat ve antimon®"’a diren¢ gdstermektedir. Arsenk direnci, en ¢ok
Staphylococcal ve Rhodococcus plasmitlerinde yaygndr. Ayrica gram-negatif
bakterilerde de gOriimiistiir. Bagka bir toksik agwr metal olan civa ise biitiin agr
metaller arasmda en toksik olan olarak bilinmektedir. Civanm mikroorganizmalara
yararh bir fonksiyonu bulunmamaktadr. Yiiksek konsantrasyonda civa, biosidal etki
gosterirken, diisiik konsantrasyonda bulunmasi da mutajenik etki gostermektedir [85,
86].

Civaya direng gosteren bakterilerde mer operonu bulunmaktadr. Operon, hem
ng+’y1 detoksifikiye etmekte hem de tasmaktadr. Kendi kendmi diizenleyebilen
operon, Hg?" yoklugunda transkripsiyonu azaltan diizenleyici bir  protein
kodlamaktadr. Aym zamanda operondaki genler periplazmk baglanma protemleri
ve membrana bagh tasma proteinlermi de kodlamaktadwr. Periplazmik baglanma
proteinleri  Hg?*’y1  biriktiritken tasma proteinleri bunlart  detoksifikasyon icin
sitoplazmaya gotirmektedir [77]. Sekil 1.4’de bakterilerde civa iyonlarma Kkarsi

diren¢ saglayan enzimatik detoksifikasyon sistemi gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Bakterilerde civa iyonlarina karsi direng saglayan enzimatik
detoksifikasyon sistemi [87]

1.1.9. Bakteri Tammlanmasinda Kullamlan Yontemler

Mikroorganizmalarm  smiflandriimasmda  ve  tanmlanmasmda  kullandlan  klasik
tekniklerin smirh olmasmdan dolay, mikrobiyal ¢esitllk ve mikroorganizmalarn
ekosistemdeki roli ile ilgli bilglerimiz olduk¢a azdwr. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolay, morfolojik yapilarma gore smiflandrma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal Ozelliklere dayanan smiflandrmada karsilasilan en
bliyikk problem ise; mikroorganizmalarm birebir kendi dogal ortamlarmi yansitan
kiiltir ~ ortamlarmda  yetistirlememesidir. Bu nedenle mikrobiyal cesitliligi ve
mikroorganzimalarm ekosistemdeki roliinii daha 1yi anlayabimek i¢in, tamamlayici
mikrobiyolojik ~yaklagimlara ihtiyag vardr [88]. Mikrobiyal cesitliligi ve dagilmu
belirleme ¢alismalarmda, 16S rRNA gbi molekiler isaretlerin kullamimasi il
molekiiler mikrobiyal ekoloji olarak tammlanan yeni bir disiplin ortaya g¢ikmustr.
Termal su kaynaklari, sediement yapilar ve deniz suyu gibi farkh habitatlardan alman
numunelerde, molekiiler  tekniklerin  temelni  olugturan  yOntemlerle  yapilan
caligmalar sonucunda, mikrobiyal c¢esithligin bildigimizden ¢ok fazla oldugu ve
klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldig1 anlagimistir [89].
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1. Biyokimyasal YoOntemler: Saf kiiltiirlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve
biyokimyasal temellere dayanan geleneksel mikrobiyolojik teknikler —mikrobiyal
cesitllik ile ilgili genis bilgi vermektedir. Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarm
ekosistemdeki rolinii  alglamaya yonelk c¢ahymalarda tek basma yetersiz
kalmaktadwr. Ciinkii bu yontemlerin ¢cogu ya mikrobiyal aktiviteyi dolayh yollardan
Olcen yontemlerdir ya da ex situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu
kendi yasam ortamn dismda teshis edilmektedir. Ayrica, klasik yontemlerde saf
kiiltiir elde etme asamasmnda, mikroorganizmalarm yasam ortamlart tam olarak temsil
edilemedigi i¢in, ortamda istenmeyen baska tiirler olusabimektedir. Ekosistemdeki
bakteriyel cesitliligin fazlahgr g6z Oniinde bulunduruldugunda, klasik yontemlerle
tespit edilen prokaryotk tiirlerin sayisi oldukg¢a azdr ve bakteriyel cesitlilige ait
resmin tamamimu tespit etmek olduk¢a zordur. Simdiye kadar yaklagk 7000 bakteri
tirlii tespit ediimistir. Fakat molekiiler ve ekolojik tahminler bu saymmn kat kat fazla
oldugu goriisiindedir [90, 91]. Bununla birlikte, mikroorganizma c¢esitlilignin ve
dagimmm belirlenmesinde, molekiiler tekniklerin kullamimas1 kiiltiirden bagmsiz
ve genis aralkta mikroorganizma ftiirliniin tanimlanmasma olanak saglamaktadwr. Bu
nedenle son yillarda artma sistemlerinde hem artma verimini degerlendirmek hem
de mikroorganizma gruplarmdaki degisimi izleyebilmek icin molekiiler teknikler
kullanilmaya baglannustir [92].

2. Molekiiler Yontemler: Tim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir
gercektir ve bu genlerin baz dizilerinde tirden tire degisen kisimlar bulunur. 16S
rRNA molekiilii yasayan tiim canhlarda bulunmaktadr ve evrim siireci boyunca
korunmustur [93]. Bu 0zellik organizmalarm karsilastriimasma, hatta aym tiirdeki
farkhlasmalarm (strain) tespitine imkan vermektedir. Dahasi gen dizilimi ile ilave
istatistki  olarak ilgli verilerm elde edimesi miimkiin olabimektedir. Tiim
organizmalarda ¢ok miktarda bulunan ribozomlarm {iretiimesinden sorumiu 16S ve
23S rRNA genleri molekiiler teknikler kullandarak vyapilan arastrmalarda en ¢ok
tercih edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek ¢ok mikroorganizmann 16S rRNA
gennin dizi analizi bilgilerini iceren ve giinden giine genisleyen bir veri bankasmmn
bulunmast da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alanmm artmasm
saglamistir [94].
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Atiksu ya da kirletimis alanlarm artimasinda rol alan mikrobiyal gruplar1 belirleme
ile ilglli c¢ahgmalarda klonlama ve gen kiitliphanesi olusturma, denatiirleyici jel
elektroforezi (DGGE), floresan in situ hibridizasyon (FISH), ribosomal genlerarasi
bosluk analizi (RISA, ARISA), cogaltimis ribosomal DNA kesim analizi (ARDRA),
uctan kesilmis parca uzunlugu polimorfizmi  (T-RFLP) gbi birgok yontemler
kullanimaktadr  (Cizelge 1.6). Bu

uygulamadaki avantaj ve dezavantajlar1 ile birlikte ele almmaktadir [95].

derleme cahsmasmda bu  yoOntemler,

Cizelge 1.6. Mikrobiyal cesithiligi belirlemede kullanilan teknikler ve kiyaslamalar

[95]
Teknik Avantajlari Kisitlamalar1 Kullanim o6rnekleri

Kiltiirden bagmmsiz DNA ekstraksiyonu Aktif camurda
Cogaltilnug Genis bir arahiktaki ve PZR sapmalar mikrobiyal cesitliligin
ribozomal DNA mikroorganizmalar igin Sayisal degildir. belirlenmesi
kesim analizi uygun bir analiz yontemidir.

Kiiltiirden bagimsiz DNA ekstraksiyonu

Genis bir arahktaki ve PZR sapmalan

mikroorganizma lar Sayisal degildir. Farkh kagit endiistrisi
Ribozomal RNA i¢in uygun bir analiz Bakteriler arasmdaki atiksularinda bakteriyal
genlerarasi yontemidir. Bakteriler mesafe ve dizilemede cesitlilik ve komiinite
bosluk analizi arasmdaki mesafe ve onemli heterojenlik analizi

dizilemede onemli

heterojenlik

Kiiltirden bagimsiz DNA ekstraksiyonu

Genis bir arabiktaki ve PZR sapmalari Mikrobiyal
Denatiirleyici mikroorganizmalar Sayisal degildir. kominite
kademeli jel i¢in uygun bir analiz Kisa hedef kompozisyonu
elektroforezi yontemidir. rRNA gen dizilemelerinden Populasyon
(DGGE) dizilimi hetero-jenliginin dolay1 6zgiinliik sorun degisimi

kullanim olabilir

Kiiltiirden bagimsiz Seliiloz fabrikasi
Ucgtan kesilmi§ G@nis bir amhktaki N DNA ekstraksiyonu at_lksuy_unda
par¢a uzunlugu mikroorganizmalar igin mikrobiyal
polimorfizmi uygun bir analiz yonte-midir. ve PZR sapmalari komiinite
(t-RFLP) Hizli ve yari sayisal olmasi kompozisyonu

Sayisal. Kiiltiir Evsel atiksuyunda

edilemeyenleri de igeren bakteriyel komiinite
Floresan in situ mikrobiyal hiicrelerin Inaktif hiicreler tespit kompozisyonu Aktif
hibridizasyon dogrudan gorsel olarak ayut | edilemeyebilir. camurda mikrobiyal
(FISH) edilmesi komiinite yapismnmn

yerinde analizi
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Yukaridaki molekiller yontemlere ek olarak son yillarda mikroorganizmalarm
karboksilik gruplarm metilasyonu ile yag asitlerinin metil esterlerinin (FAME)
analizide bakteriyal identiflkkasyon amaciyla genis bir dlgiide kullanilmaktadir [96].

1.1.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Temel Prensipleri

PZR, bakteri, viriis, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalk etkenlerine ait hedef
nikleik asit zncirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer oligoniikleotitler
ve wsiya  dayankh polimeraz enzimleri (Taq) kullandarak in  vitro olarak
amplifkasyonunu  saglayan olduk¢a 0zgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir
tekniktir [97].

Bu yontem, c¢ift iplkli br DNA molekiiinde hedef dizilere iki oligoniikleotit
primerin baglanmasi ve uzamasi esasma dayanr [98]. Oligonikleotit primerler, kalp
DNA molekiilii yiiksek sicaklk derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikh
DNA molekiilleri iizermde kendilerine tamamlayici olan boélgelere baglanrrlar.
Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmas1 diisiik sicaklk derecelerinde
gerceklesit. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit organk bazn
bulundugu deoksiriboniikleotid trifosfat (dNTP) varhgmnda primerin 3" hidroksil
ucundan uzamasmi saglar. Boylece kalp DNA ipligne tamamlayict olan yeni DNA
molekiilii sentezlenmis olur. Bir PZR donglisi DNA’nin tek iplik¢ik haline gelmesi
(denatiirasyon), primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (clongasyon) olmak {izere
tic asamadan olusur [98]. Ardi ardma tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin
baglanmas1 ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA zncirlerinin sayis1 her dongiide
2 katma cikar. Sentezlenen DNA iiriiniiniin saptanmasi, kopyalar1 ¢ikarilan primerler
arasmda kalan beli baz ¢ifti biiyikhigiindeki bolgenin  jel Tlizerinde veya
amplifikasyon yapilan boélgeye uygun tamamlayici prob ile hibridizasyon sonrasi
belirlenmesi  ile  ger¢eklesmektedir [99]. Sekil 1.5°de PZR amplifikasyonunun
basamaklart gosterilmistir.
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Sekil 1.5. PZR amplifikasyonunun basamaklar1 [99]

PZR’nin temel bilesenleri, kalp olarak kullamlan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi, primerler, dNTP karigimi, tampon ve MgClp’dir [100].

Kalp DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunda genomik DNA, plazmit ve faj DNA,
cesitl genler ve hatta herhangi bir DNA parcasi kalp olarak kullanidabilir. Bu kalp
DNA molekiilleri amaca gore cDNA, genomik DNA, genom kitapliklart halinde ya
aragtrma laboratuvarlart ve kliniklerden ya da ticari olarak elde edilir. PZR’de kalp
olarak tek ya da ¢ift iplikli DNA’nn yam sra RNA da kullanilabilir [100].

Polimerazlar: Taq DNA polimeraz enzimleri, kalp iplige tamamlayici bir DNA ipligi
meydana getirmek {iizere, orijinal kalp iplikteki baz bilgisini kullanarak dort cesit
deoksiriboniikleozit trifosfattan uzun polniikleotit zincirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi baglatmak icin kalp molekiildeki tamamlayict diziye baglanan
kisa DNA pargalarma (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii 5' uctan 3' uca
dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil ucuna ortamdaki ANTP ile arasma
niikleotitler ~ eklenerek, fosfodiester baglar katalizler. Sicakh§a dayankh DNA
polimerazlardan PZR’de en yaygmn olarak kullanilani Thermus aquaticus izolatindan
elde edilen Taq DNA polimerazdir [100].
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Primerler: Gen c¢ogaltimasi dahil PZR’nin birgok uygulamasi icin kalp DNA’ya
tamamen tamamlayict olan primerlere gereksmim vardw. Genel olarak kullamlan
kalp ile yikksek oranda baglanma saglamak iizere primerler 20-30 niikleotit
uzunlugundadr. Oligoniikleotit primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya
da ticari olarak elde edilebilirler. Bu primerler genellikle olusumu bilinmeyen ¢esith
nokta mutasyonlarmm oldugu bdlgelere baglanma amaciyla secilir. Buna ragmen
PZR ve TEM’in farkh tipleri arasmda ayrm yapamaz [100, 101].

dNTP Karngm: Deoksiriboniikleozid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek
safikta ya tek tek ya da dortli karism halinde ticari olarak saglanr. Taq DNA
polimeraz diisiik dANTP konsantrasyonlarmda (10-100 pM) kalba uygun dogru
bazlar segmede daha basarih olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100 uM dNTP

konsantrasyonu ile gergeklestirilir [100].

Tamponlar ve MgChk: PZR’de kullanlan ¢esitli tamponlar arasmda en ¢ok
kullanllam Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan tamponlardir. Mg2+ iyonlari
dNTP’ler ile c¢ozinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarilar ve
cift iplkli DNA’nn Tm degerini 1 arttwwlar, ayrica primer/kalp etkilegimini
saglarlar.(Tm degeri: Cift iplkl nikklek asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin
yarisimin ortadan kalkmasma yol agan sicaklk derecesi) Bu nedenle MgCly’tin PZR

Ozgiilliigii ve tiriin verimi tizerinde ¢ok 6nemli bir etkisi vardir [100].

DNA Zincirinin Ac¢iimast (Denatiirasyon): Kalp DNA (template DNA), 92-95°C’de
1-2 dakika tutularak c¢ift sarmal yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden
ayrimaktadr. DNA zncirini ayrmak i¢in, bazi durumlarda 5-10 dakika On 1sitma
yapmak gerekebilir [102, 103].

Primerlerin ~ Ag¢lan DNA  Zincirlerimne ~ Yapismasi  (Annealing):  Reaksiyon
sicakhgmm, 37-65°C’ye  dusiiriilerek  oligoniikleotid primerlermin  acilan DNA
zincirlermin - kendi baz dizilerine karsiik gelen bolgeye yapismast islemidir. Bu
islem, Ttretilecek baz uzunluguna bagh olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir
[104].
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Primer Uzamasi (Primer Extension): DNA zncirleri iizerine yapisan primerlerin
DNA polimeraz enzimi vasttasiyla uzatimasidr. Taq DNA polimeraz 72°C
sicaklkta daha iyi calsti@i icin genel olarak tiim c¢ogaltma iglemleri bu sicaklkta
yapiimaktadr [105]. PZR sonucunda elde edilen iiriin, gogaltimasi hedeflenen DNA
pargast ile iki primerin toplam uzunlpu kadardr [103]. Uc basamaktan
(denaturation, annealing, primer extension) olusan islem, bir PZR devrini temsil
eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangictaki DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigl ¢ogaltiir. PZR sonucunda elde edilen
DNA pargaciklart agaroz veya poliakrilamit jellerde yiiriitiildikten sonra, etidyum
bromiir (EtBr) veya giimiis nitrat ile boyanarak gozlemlenir [103].

Denature DNA
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Sekil 1.6. PZR sicaklk degisim profili [106]

PZR yonteminde temel bilesenler; kalp DNA, kalp DNA’nn dizilerini tamamlayan
tek zincirli oligoniikleotidler (primerler), deoksiriboniikleotid trifosfat (dNTPler),
tampon, MgClL ve 1siya dayankh DNA polimerazdr. En ¢ok kullamlan DNA
polimeraz Thermus aquaticus adi verilen termofilk bakteriden izole edilir ki buna
Taq DNA polimeraz adi verilir [107].

PZR teknolojisinin gelismesiyle ¢ok farkh PZR uygulamalart da ortaya ¢ikmustr. Bu
nedenle, yeni PZR uygulamasmmn diizenli ve optimum bir sekilde ¢algmasi i¢in her
laboratuvarda yeniden ayarlanmasi gerekmektedir [92]. Eger PZR sartlar1 yeni PZR
uygulamast icin uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa baz problemlerle
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karsilagilabilmektedir [103-105]. Bu problemler;

e PZR’dan beklenen iirlin ya az alnir ya da hic alnmaz.

e Primerlerin yanhs baglanmasindan dolayr spesifik olmayan bantlar olusabilir.

e Primerler yanhs sekilde uzayabilir.

e Primer-dimer olusumu ortaya ¢ikabilir ve bu olusumlar ¢ogaltma islemini
yavaslatir.

e Yeni sentezlenen DNA dwzilerinde mutasyon veya istenilenden farkl diziler
ortaya ¢ikabilir.

PZR’m avantajlari;

o Teknigin ¢ok hizh aym zamanda da oldukga spesifik olusu en Onemli
ozellik lerindendir.

e Kan, serum, doku, hiicre gbi materyallerin yam sra olduk¢a eski zamanlara
ait olan kurutulmus Orneklerden (antropolojik cahsma) de niikleik asitler
ekstrakte edilebildiginden ve hedef DNA’nin ¢ok kiicik konsantrasyonlarmmn
bile bu is i¢in yeterli olabilmesi nedeniyle olduk¢a pratikk bir yontem olarak
kabul edilir.

e Toksin olusturan etkenlerin ve saptanmasi gii¢ olan toksinlerin, bakteri alt
tiplerinin, laboratuvar kosullarmda {retimeleri oldukga glic olan viruslarm
teshis edilebilmesini saglamaktadir.

e Direnglilige neden olan genin belirlenmesi ile antibakteriyel ilaclara direncli
olan bakterilerin saptanmasmda kullandir. Ornegin, Staphylococcus aureus’da
metisilin direng geni PZR ile tespit edilmistir.

e Adh tipta basta babalk tayini olmak iizere pek c¢ok alanda, popiilasyon
genetigi ve epidemiyolojik cahgmalarda giderek yaygmlagarak
kullanilmaktadir [105, 108].

Son olarak PZR, kaltsal hastalklarda tastyicmn ve hastann tamsmda, prenatal
tamda, klink Orneklerde patojen organizmalarm saptanmasinda, adli tipta,
onkogenesisin  arastrlmasinda, probe'larin  olusturulmasmda, klonlamada, gen
ekspresyon arastrmalarmda, DNA dizi analiznde, biiyilk miktarda DNA
Oorneklerinin  olusturulmasnda,  bilinmeyen  dizilerin  belirlenmesinde,  ge¢mis
DNA'min incelenmesi ve evrimin aydmlanmasnda, Restriksiyon Fragment Length
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Polimorfizm (RFLP) Analizinde, Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede,
mplantasyon ~ Oncesi  genetikk  testlerin  yapilmasi ve sonra  implantasyon
gerceklestirilmesi  ile  bebegin  normal dogmasmin saglanmasinda, DNA protein

interaksiyonunun arastirilmasinda (footprinting) kullanilabilir [109].

1.1.11. 16S rDNA Dizi Analizi

Prokaryotlarda rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak fiizere 3 gen bolgesi
bulunmaktadr. Bunlar ara bdlgelerle ayriimakta ve sekansta, hem genus hem tiir
seviyesinde uzunluk agismdan gesitlilik gostermektedir. 16S ve 23S rRNA bolgeleri
yikksek derecede korunmus dizileri iceren bdlgelerdir. Bu bolgelere 6zgli primerler
kullanlarak  PZR islemi gergeklestirilerek sekanslama islemi neticesinde sonuca
gidilebilir [110].

Sekans analizi, etken DNA’smn belili bir bolgesinin  niikleotid — dizilerinin
saptanmasinda gelistirilen bir tekniktir. DNA dizi analizi, bir ucu aym olan ve bir
nikkleotid farki ie uzunluklari degisen oligonikleotidleri ayrabilme teknigine
dayanr [111]. Bir oligoniikleotidi dizilemek i¢cn iki farkh yontem gelistirimistir.
Sanger ve arkadaglarmn [112] gelistirdikleri yontemde, DNA nikleotit dizisinin
belirlenmesi  icin  enzimatik teknikler ve sentezin  2,3-dideoksiniikleotidtrifosfatlar
(ddANTP) kullanilarak belli bazlarda sonlandirimasi prensibine dayanr. Buna kargilik
Maxam ve Gilbert [113] ise kimyasal bir yontem gelistirmislerdir. Bu teknikte
kullanlan kimyasal maddeler oldukca toksik maddelerdir. Ayrm giicii yikksek, fakat
uygulama kolayhgi olmayan ve degerlendirme asamasi son derece uzun bir
yontemdir. DNA dizi analizi ile birgok organizmann genlerinin  yapisit  ve

organizasyonu hakkmnda onemli bilgiler elde edilmistir [111].

DNA tiplendirme yontemleri, bakteriyel DNA’daki farkhlklarm ayrmu {stline
kurulmustur. Izolatlarm ayrmu icin  DNA sekanslamanmn kullanimas1 en ideal yol
olarak goOriilmesine ragmen, her izolatm tiim genomunun sekanslanmasi pratik
degildir. 16S rRNA sekanslarmmn veri bankalari olusturulmustur ve bu sekanslarm
kargilagtiriimas1 tanmmlanmasma olanak saglamaktadr. Ashnda 16S rRNA sekanslart
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bakterilerin taksonomik ¢algmalari i¢in olduk¢a kullamghdr. Bu sekanslara gore
evrimsel  agaclar  kurulmus  olup  bakteriyel ftiirlerin  filogenetik  iliskiler
belirlenmektedir [114].

PZR teknolojisi ile 16S rRNA genlernin direk sekansi bilinmeyen bir susun tek bir
basamak ile tanmlanmasmnda oldukca etkili bir yontemdir. Bununla beraber ¢ok net
olarak farkll olan baz tirlerm aym 16S rDNA sekansma sahip olmasi, dolayisiyla
veri tabannda yer alan baz sekanslarm giivenilirliginin - siipheli olmasi gibi baz
gicliikler de mevcuttur [115]. Ayrica 16S rDNA geni, antimikrobiyal ozelligi olan
cesit kimyasallara duyarhdr. Bu gende meydana gelen mutasyonlar, organizmanmn
bu kimyasallara duyarlligmi etkileyebilir ve antimkrobiyal ajanlara fenotipik direng,
16S rDNA gen dizilimi sayesinde fark edilir [116, 117]. Bununla birlikte bu
karakteristikler, 16S rDNA gen dizilimnin klinkk mikrobiyolojide kullamldig gibi
bakteriyel tammlamada ya da cins ve tir diizeyinde yakmn iligkilerin
kararlagtrimasnda  kullanimmnmn 6niine gegmez veya bunu etkiemez. Ancak bu
karakteristikler genetikk acidan daha uzak mesafeli iliskilerin ortaya ¢ikarimasmnda
daha biiyiik etkiye sahiptir [118].

1.1.12. Filogenetik Analiz

Organizmalarm evrimsel tarihi filogeni olarak adlandmilr. Filogenetik analiz farkh
tirler arasndaki iliskiyi ortaya koymak amactyla gergeklestirilir. Molekiiler
filogenetik cahsmalar, DNA ve proteinlerde olusan degisikliklerin  hizim ve
karakterini saptamaya ve bOylece genler ve organizmalarm evrimsel tarihini
aragtrmaya yoOneliktir. Filogenetik incelemelerde tiirler arasmdaki evrimsel iliskiyi
gostermede en uygun yaklasim elde edilen verilerin cesith akis semalart ve
istatistiksel analizlerle filogenetik agaca donistiiriilmesidir [119].

Bir filogenetk agag, dallanma olaylarmm modelini ve baz durumlarda zamanmi
tanmmlar. Tirlesme srasmi ve hangi taksonlarm yakm ya da uzak akraba olduklarm
kaydeder. Agag¢, baslica bir diiglim (node) ve dallardan (branch) olusur. Dallar,
tirlerin atasal popiilasyonlarmn zaman igerisindeki durumlarmi gosterir. Diiglimler
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ise bir tiiriin ki veya daha fazla tiirev popiilasyona ayrildigi noktaya karsik gelir
[120]. Agactaki Onciilii olmayan digim koktir. Kok ortak bir atayr temsil eder,
agacm herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agaclarda ise ortak ata gosteriimeden
sadece ftiirler arasi iligki on plana c¢ikarilr [121]. Filogenetik agacta her bir digiim
evrimsel stlirecte ayrilan taksonomik bir gruba karsiik gelir. Agagta dis dallar
taksonlar, i¢ dallar ve diigiimler ise taksonlar arasi iliskiyi yansitw. Birbiri ile yakmn
iligkili tiirler agacta birbirine komsu dallarda yer almalari ile aywt edilirler. Agac
dallarmm paterni topoloji olarak adlandmilr ve dal uzunlugu genellkle dalda
olusmus degisikliklerin sayismi belirler [121].

Filogenetik analizlerde ik adm incelenecek dizinin elde edimesidir. Daha sonra bu
diziler istenirse referans dizi denilen daha Once saptanmus ve iizerinde uzlasilarak
dogruluguna  karar verimis dizilerle karsilastirilabilir. Son yillarda molekiiler
filogeni alannda kaydedilen gelismeler neticesinde c¢esitl tiirlerden elde edilen
diziler GenBank, EMBL gibi 6zel veritabam sistemlerinde toplanarak kullanicilarm
hizmetine  sunulmustur [121]. Molekiller filogenetk analiz temel olarak ¢
basamakta gerceklestirilir. Bu basamaklar hizalama, yer degistirmenin saptanmasi ve

filogenetik agacm olusturulmasi seklinde sralanabilir.

1.1.12.1. Dizilerin Hizalanmasi

Nikleotid ya da aminoasit dizilermin ikii ya da coklu karsiastrilabilmesi icin bu
dizilerin alt alta aym hizada dizilmesi islemidir. Bunun i¢cin ¢ok cesitli yontemler
vardrr, kullanlacak yOntemin se¢imi dizilerin sayisma ve uzunluguna baghdir.
Hizalama elle veya gozle yapilabilir ancak dizi says1 ve uzunlugu arttikga elle
yapilan hizalama zaman alic1 ve hatalara acik hale geleceginden Clustral, TreeAlign
gibi bilgisayar programlar1 gelistirilmistir [121].

Hizalama swasmda eslesen ve eslesmeyen nikleotidler cesit isaretler ile
gosterilebilir.  Sikhkla  tercth edilen eslesen nikleotidlern yildiz (*) il
eslesmeyenlerin ise bosluk ile gosteriimesi seklindedir. Eksi (-) ile gosterilen boshuk

evrim siiresince bir ya da daha fazla diz karakterlermn msersiyon ya da
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delesyonlaridir. Bu bosluklarm dizideki insersiyonlart mu delesyonlart nu gosterdigi
bilinemeyeceginden  ndtral  bir  terim  olan  ‘indel’  (insersiyon-delesyon)
kullanilmaktadir [121].

1.1.12.2. Yer Degistirmenin Saptanmasi

Yer degistirmede yer alan yontemlerden bazlar1 ve genel 6zellikleri soyledir [121].
1. Jukes-Cantor: Yer degistirmelerin rastgele ortaya ¢kt ve mutasyon hizmmn tim
nikkleotidler i¢in esit olasilikta oldugu varsayilir.

2. Kimura 2-Parameter: Transisyonlarm, transversiyonlardan daha sk oldugu
varsaylr.

3. Tajima-Nei: Jukes-Cantor’a benzer. Transisyon/Transversiyon oranmmn tim
niikleotidlerde aym oldugunu varsayar.

4. Jin-Nei Gamma: Belli kurallara gore, niikleotid yer degisim oranmm bdlgeden
bolgeye farkl oldugunu varsayar.

5. Tamura: Sabit birr yer degstrme oramm varsayar. Transisyon Ve

transversiyondaki farkhliklar1 da dikkate alr.

1.1.12.3. Filogenetik Agacin Olusumu

Filogenetikk aga¢ olusturulurken genellikle lic yontem kullaniir. Bu yontemlerden
ikisi karakter temelli yOntemler olarak bir bashk altnda toplanabilen Maksimum
Parsimoni ve Maksimum Benzerlik yontemleridir. Digeri ise uzakhk yontemidir.
1.1.12.3.1. Farkhhklar1 En Aza indirme (Maximum Parsimony) Yontemi
Incelenen diziler ya da genetk uzaklklar ile uyumlu bir aga¢ elde etmek igin gerekli
en az mutasyonlarm saptanmasma dayanan bir yontemdir. Maksimum Parsimoni

(MP), minimum evrimsel metod (parsimoni=tutumluluk) olarak tanimlanabilir.
Evrimsel biyolojide tutumluluk demek, evrimsel siiregte neler olduguna iligkin
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sonuca varilirken, arastrmacmmn karmasik yerine basit acgiklamalar, bagka bir
deyisle ac¢iga c¢ikan evrimsel degismenin miktarm azaltan veri yorumlarm tercih
etmesi demektir. Parsimoniye gore tercih edilen agag, ac¢iga ¢ikmis olan evrimsel

degismenin toplam miktarini1 en aza indirgeyen agactir [120].

1.1.12.3.2. En Yiiksek Thtimal (Maximum Likelihood) Yontemi

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak ortaya konulmug
bir yontemdir [122]. Arastrmaciya sunulan biitlin bilginin daha etkili kullanmak ve
olas1 bircok aga¢ icerisinden en 1iyi agaci se¢mede istatistiksel testler kullanma
olanag yaratmak i¢in ortaya konmustur. Bu yontem, farkh tipteki niikleotit
degisikliginn ac¢iga ¢ikma olasiiklarmn tammlayan bir matematiksel formill ve dal
uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu beli DNA dizsi setini elde etme
olasihigr nedir sorusunu sormaktadwr. Bu yontem i¢in bir bilgisayar programi her
agac topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmast olasihgm
hesaplar. Eger aga¢c dogruysa her daln olusturulma olasiig toplami, gbzlenen
verinin olugturmasi olasihigini temsil eder [122].

1.1.12.3.3. Uzakhk (Distance) Yontemi

Genetik uzaklk yontemi filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her bir cift
arasmda degisikliklerin sayismi temel alr. Birbirlerine genetik uzakh@ en az olan
tirler birlestirilerek bir aga¢ olusturulur. Aralarmda az sayida niikleotid degisikligi
olan bu dizi ¢iftleri komsu (neighbours) olarak adlandmilr. Uzaklk metotlart ile
hizalanan diziler arasmndaki farkllklarm miktarma gore aga¢ olusturulur. Agacn
dallart boyunca ortaya c¢ikan degisiklik sayist diziler arasmdaki uzakhg gosterir
[121]. Tercih edilen agag, taksonlar arasmdaki mesafeyi en aza indirgeyen agagtir
[120]. Bu yontemler digerlerinden daha kolay ve hizh olup, ¢ok sayda dizi i¢in
kullanilabilir. Bunlar i¢inde en g¢ok kullandan ise Komsu Baglani Metodu
(Neighbour joining)’dur [121].
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Komsu Baglanti Metodu icerik olarak “cluster” analizle alakahdr. Ancak, dallar
boyunca molekiiler degisikliklerm esit olmayan oranlarn icin metot izin verrr.
Analizin her adimmda uzaklk matriksi, diiglimlerin her ¢ifti arasmda ayarlanan dal
uzunluklarmmn  net etkisine sahiptr. Bunun anlami; tim diger diiglimlerden
farkhhktr. Bu yontemde bir tane aga¢ olusturulur ve genis veri kiimelerinin analizi
yapilabilir. Fakat tim olas1 agag topolojileri degerlendirilemez [119].

1.1.13. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Bakteriyel lipid kompozisyonu ve taksonomik smiflandrma arasmdaki iliski
bakteriyel identifikasyon amaciyla genis bir Olgiide kullanilmaktadr [123].

Yag asidi metil esterlerindeki (FAME) farkhlklar aym zamanda genetiksel
akrabalklarm da dolayh bir gostergesi olup; bu profiller kullanilarak bakterilerin
tanlanmasma yonelik c¢ahsmalar 40 yih askm bir siiredir yiiriitiiimektedir [124-126].
Ancak, ik defa 1980°l yillarda MIDI firmas1 tarafindan ABD’de gelistirilerek
hizmete sunulan bilgisayar kontrollii bir gaz kromatografi sistemi yardmmu ile kiiltiire
almabilen her tlrli mikroorganizmanmn tamsmda kullanlabilen Mikrobiyal Tam
Sistemi [127] gelistirilmistir.

Yaglarm bakterilerde kapsiilde, hiicre zar1 ve zarh organellerin yapisinda yer aldigt
ve hiicre zarmmn selektivitesine etki ederek antibiyotiklerin aktivitesi tizerine etki
ettikleri bilinmektedir [128]. Yag asiti profillerine dayanan bakterial smiflandirmalar
niikleik asit homolojisine dayah smiflandrmalarla 1yi karsilastiriimis  durumdadir.
Lipid analizleri metodolojisindeki gelismeler birgok  bakteri igin  bu iligkiyi
saglamustir. Lipid ekstraksiyonlarmm gaz kromotografisi, hiicresel yag asitlerinin
belirlenmesi  i¢in  yaygm olarak uygulanmaktadr. Bu metod bakteriyal lipidlerin
hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna dayanr. Karboksilk gruplarm metilasyonu yag
asitlerinin metil esterlerini (FAME) {iretir ve bunlar gaz kromotografisi (GC) ile
analiz edilir. FAME analizleri halofilik bakteriler i¢in de uygulanmistir.

Gaz kromatografisi ugucu madde kargmlarmm analizi i¢cin kullanlan bir yontemdir.

38



Analiz edilecek madde uygun bir kolonda bulunan sabit faz arasmdan hareket eden
bir mert gaz yardmyla gegirilir. Analiz edilecek madde kolonun girisinde bulunan
enjektor kismm yardmuyla buhar halinde kolona verilir. Kolonda her bilesen sabit
fazdan mobil faza ve mobil fazdan sabit faza farkh hizlarda go¢ ederek devamh
tasmrlar ve boylece birbirlerinden ayrilarak farkh zamanlarda kolondan c¢ikarlar.
Kolonun sonuna konan uygun bir dedektorle tespit edilerek miktarlartyla orantih
olarak tespit edilirler. Gaz kromatografisinde kullamlan sabit faz kati ise gaz
kromatografisi, sabit faz sm1 ise gaz-svi kromatografisi s6z konusudur. Gaz
kromatografisinde kolon yiiksek sicaklkta tutularak ayrilacak maddeler gaz halinde
gecirildiginden kaynama noktast 500°C’ye kadar olan bilesikler ayriabilir. Ciinki
bugiin i¢in ancak bu sicakliga dayanabilecek sabit fazlar gelistirilmistir [123].

Gaz kromatografik islem basamaklarini soyle swralayabiliriz:
1. Ekstraksiyon: Swi veya kati ornek analiz edilecek bilesikleri ¢6zebilen bir ¢oziicii
ile ekstrakte edilir. Bu islem bir blenderda veya bir ayrma hunisinde gergeklestirilir.

2. Temizleme: Eksraksiyon sonucu ele gegen ekstraktta ilgilenilen bilesiklerin
dismda pek c¢ok bilesik bulunmaktadwr. Analizde girisimlerden korunmak icin bu
kirletici  bilesiklerm uzaklastriimas1 gerekmektedir. Bu islem i¢in pratikte kolon,
ince  tabaka  kromatografileri ve  ayrma  hunisinde  sivi-sivi partisyon

kromatografisinden yararlanilmaktadir.

3. Konsantrasyon: Temizlenmis ekstrakttaki ¢oziiciiniin  buharlastrilarak  6rnegin
konsantre ediimesi gerekir. Bunun i¢in vakumlu doéner buharlastiricidan yararlanilir.

4. Tirevlendirme: Temizlenmis ve konsantre edimis Omek icerisindeki baz
bilesenlerin analizi icin bilesik ¢esith kimyasal reaksiyonlar ile baska bir forma
dontistiiriiiir ve bdylece gaz kromatografisi dedektorii tarafindan duyarh hale gelmis
olur. Bu islem her gaz kromatografik analizde zorunlu degildir. Tirevlendirme
basamag bazen Onceki basamakla yer degistirebilir [129].
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e Sabunlagmave Ormekalma  GC Analizi: Veritahamnda

3 5 Bakierileri
Kiiltiirii metilasyon profillerin karsilaghrilmas: e

tamumlanmasi

Sekil 1.7. Gaz kromatografisinin iglem swras1 [127]

Gaz kromatografisinin avantajlarmi

Kisa siirede orneklerin ayrilmasi,
Oldukca kompleks karigimlari ayrabime ve c¢ok kiicik miktarlar tespit
edebilme yetenegine sahip olmasi,
Gaz kromatografisi dogru ve tekrarlanabilir analiz sonuglart vermesi olarak

sralayabiliriz.

Gaz Kromatografisinin Dezavantajlar1 ise

Gaz kromatografisinin en biylk dezavantaji numunelerin belli bir uguculuga
sahip olma zorunlulugudur.

Kompleks karisimlar i¢cin gaz kromatografisinde analizden once ekstraksiyon
ve tiirevlendirme gibi 6n islemler gerekebilir.

Kolon sicakhginda stabil olmayan maddeler i¢in uygun degildir. Yiksek
polariteli maddeler icin gaz kromatografisi uygun ayrma teknigi degildir.
Yiiksek molekiil agrliklt maddelerle ¢ahsilmamaktadir [130].

Vreeland ve arkadaslart [131] yaptklari ¢ahsmada, ¢ok eski tuz Kristalinden izole

edilen br “Permian” bakteri ile bu zolatlarm modern akrabalar arasmdaki iliskiyi

arastrmuslardir.  Yag asit profillerme gore bu organizmalart karsilastrdiklarmda bu

yaklagmmn tiir diizeyinde ayrim yapmadigi ancak test edilen Bacteria iiyeri

arasmdaki farkhliklar1 ortaya kKoyabildigi sonucuna varmuslardir.
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Sekil 1.8. Yag asidi metil ester analizi islem sras1 [127]

MIS sisteminin mikrobiyal tamda rutin c¢ahgmalar icin gerek zaman ag¢ismdan
gerekse de ekonomik olmast bakimmndan ¢ok wuygun tam yontemi oldugu
bilinmektedir. Son yillarda aym tiir bakterilerin farkh strainlerindeki yag asidi
farkliliklarmm ~ konuk¢u dizisne Duran ve arkadaglari [132] ve antibiyotik
duyarhigma Nischwitz ve arkadaslann [133] bagh olarak degistigini gGsteren
cabsmalar yapimaktadr. Bu sonuglar MIS sisteminde elde edien FAME
profillerinin  tantya ilave olarak  farkh amacglar i¢cin  de  kullanilabilecegini

gostermektedir.
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1.1.14. Cahsmanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirkkale i smirlarn igerisinden gegen Kizirmak’tan Sr a8
metaline karsi direngli suslarm  izolasyonu, identifkasyonu, biyokimyasal ve
molekiiler karakterizasyonudur. Kmlrmak iizerinde belirlenen 12 bdolgeden su
ormekleri almarak, Sr direncli suslar izole edilmistir. Suslarm her bir metal icin MIK
degerleri belilenmis ve MIK degeri en yilkksek olan suslar sonraki cahsmalarda
kullanilmak tizere secilmistir. Bu sugslar biyokimyasal testler, yag asidi ve 16S rDNA
sekans analizleri kullanlarak tanmlanmustr. Sr direngli her bir sus, antibiyotik ve
diger metallere karst c¢oklu direnclilikleri bakimmndan da test edimistir. Suglarm
metal direng mekanizmasm belirlemek amaciyla total protein, dig membran proteini
ve plazmit izolasyonu ¢absmalar1 yapimustr. Plazmit varhg gosterilen suslarda
plazmit eliminasyonu cahsmalart yapilarak antibiyotik, metal direngliligi ve bunlarm
plazmit ve kromozomal DNA ile iliskilendirilmesi kurulmaya cahsilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

Mikroorganizmalar i¢cin gerekli besin maddelerince yeterli ve zengin, bir¢cok
mikroorganizmalarm gelismesini  saglayan besiyeridir. izole edilen bakterilerin stok

kiiltiir  seklinde saklanmasi i¢in kullanmustir. Gerekli Olgeklerde hazrlanan besiyeri
121°C’de 1 Atm basingta otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir.

Bilesimi g/L
Pepton 50¢0/L
Et 6ziitli 3.0gL
Maya 0ziitii 1.0gL
Agar 12.0 gL

2.1.1.2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin {ireme egrisi, plazmit izolasyonu, dna izolasyonu, protein

izolasyonu gibi deneyler i¢cin kullanilmigtir.

Bilesimi g/L
Pepton 5.00/L
Et ozitii 3.0 gL

Gerekli Olgeklerde hazrlanan besiyeri 121°C’de 1 Atm basingta otoklavda steril
edildikten sonra kullanilmustir.
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2.1.2. Kullanllan Antibiyotik Diskler

Bakterilerin ~ antibiyotik  direngliik  diizeylerinin

antibiyotik disklerinin tamamn Merck ve Sigma marka olup isimleri ve igerdikleri

madde miktarlar1 Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Antibiyotik diskleri ve konsantrasyonlar1

belirlenmesinde

Antibiyotikler Konsantrasyon
(ng/disk) (ng/disk)
Ampicillin (AMP) 10
Amoxicillin-Clavulanic acid (AMC) 20/10
Oxacillin (OXA) 1
2 Penicillin (PEN) 10
§ Ticarcillin (TIC) 75
= Ticarcillin-Clavulanic acid (TIM) 75/10
Imipenem (IPM) 10
Piperacilin (PIP) 100
Piperacilin-Tazobactam (TZP) 100/10
[%2]
S Amikacin (AMK) 30
§, Gentamicin (GEN) 10
c
= Tobramicin (TOB) 10
[%2]
% Ciprofloxacin (CIP) 5
©
<
g Pefloxacin (PEF) 5
g Aztreonam (ATM) 30
o
g‘; Cefepime (FEP) 5
E;; Ceftazidime (CAZ) 30
3 Sulbactam-Cefoperazone (CFP) 75/30
Polypeptide Bacitracin (BAC) 10
Sulfonamides Trimethoprim-Sulfamethoxazo le o5
(SXT)
Polyketides Tetracycline (TET) 30
Rifamycins Rifampin (RIF) 5
Macrolides Erythromycin (ERY) 15
Glycopeptides Vancomycin (VAN) 30
Amphetamine Chloramphenicol (CHL) 30
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2.1.3. Kullamlan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullamlan Kimyasallar

Cahsma silirecinde kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarmdan temin

edilmistir.

2.1.3.2. Kullamlan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.1. Plazmit DNA izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler

Deneylerde kullamlan bakteri suslarmmn plazmit DNA izolasyonu yapilarak profilleri

belirlenmistir.

2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

Bilesimi gL
Glukoz 99¢
Tris 3.94¢
EDTA 3.72¢g

Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir. (pH 8.0)

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH c¢ozeltisinden 4 mL, %10’luk SDS c¢ozeltisimden de 10 mL almarak
kanstrilir. 86 mL distile su ile soliisyon 100 mL’ye tamamlanir.
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2.1.3.2.1.3. Soliisyon III (K-asetat/Glasiyal asetik asit)

74 gram K-asetat tartilr ve 28.75 mL glasiyal asetik asit ile ¢ozilir. Soliisyonun son
hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

Bilesimi gL

Tris 2429
Na,EDTA2H,0 37.2¢
Glasiyal Asetikasit 57.1 mL

Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmistir.

2.1.3.2.2. Kromozomal DNA Izolasyonunda Kullamlan Tamponlar

2.1.3.2.2.1. Tris/EDTA Tamponu (250 mL)

Bilesimi g/L
Tris 0.3¢g
EDTA 0.008 g

Toplam hacim 250 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir. (pH 8.0)

46



2.1.3.2.2.2. %10’luk SDS Tamponu (100 mL)

10 gram SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢Oziimiistiir.

2.1.3.2.2.3. Proteinaz-K’min Hazirlanmasi (10 mL)

0.0384 g CaClL2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 puL, 1 M Tris-HCI (pH 8.0) ile
¢Oziilmiistiir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su eklenmistir. Hazrlanan bu
cOzeltiden 10 mL almarak 100 mg proteinaz-K ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

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

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)

4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda c¢ozilmiistir ve 10 g CTAB yavasca
soliisyona eklenerek 65°C’ye kadar msitinustr. Son hacim 100 mL oluncaya kadar
distile su ile tamamlanmuistir.

2.1.3.2.2.6. Kloroform/ Izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol il Kkarstrlarak 100 mL tampon

hazrlanmustir.

2.1.3.2.2.7. Kloroform/ Izoamil Alkol/ Fenol Tamponu (100 mL)

48 mL kloroform, 2 mL izoamil alkol ve 50 mL fenol ile karstirilarak 100 mL
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tampon hazrlanmistir.

2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol ~alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA  izolasyonunda
kullanil mistir.

2.1.3.2.2.9. %70’lik Etil Alkol (100 mL)

70 mL %100’lik etil alkol ile 30 mL distile su karstirilarak hazirlanmugtir.

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

8.47 g Tris-HCI tartilarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde distile su ile

coziilmiistiir. (pH 8.0)

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

0.12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL distile suda ¢Oziilmiistiir.

2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullanllan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu (KH;PO4, KoHPO,)

6.8 g KHPO, ve 8.7 g KyHPO,4 tartlip 1000°er mL distile suda ¢Ozilmiistiir.
Hazirlanan iki ayn ¢ozelti pH 7.0 olacak sekilde belirli oranlarda karistirilmistir.
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2.1.3.2.4. Dis Membran Protein izolasyonunda Kullamlan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.4.1. Tris Buffer Soliisyonu (10 mM Tris-HCI, pH 8.0)

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢ozilir ve HCI1 ile pH 8.0’e ayarlanr. Son
hacim 100 mL olacak sekilde distile suile tamamlanmistir.

2.1.3.2.4.2. Deterjan Soliisyon (11.1 mM Tris-HCI, Triton X-100, pH 7.6)

1.75 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢6zilir ve 1.67 mL Triton X-100 eklenerek HCI
ile pH 7.6’ya ayarlanir. Son hacim 100 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanar.

2.1.3.2.5. SDS-PAGE Stok Soliisyonlan ve Hazirlams1

Cizelge 2.2. SDS-PAGE stok soliisyonlar1 hazrlanisi

Stok Soliisyonlar: Hazirlamis1
Tris-HCL. 2 M 24.2 g Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢6ziiliir, derisik HCI ile pH
! 8.8’¢ ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
Tris-HCL 1 M 12.1 g Tris tartihr, 50 mL distile suda ¢6ziiliir, konsantre HCI ile pH
' 6.8’e ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
SDS (%10) 10 g SDS tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
Gliserol (%50) 50 mL %100’lik gliserol alnip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Bromfenol mavisi (%1) 100 mg Bromfenol mavisi tartihp 10 mL distile su i¢inde ¢oziiliir.
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2.1.3.2.6. SDS-PAGE Cahsma Soliisyonlann ve Hazrlamsi

Cizelge 2.3. SDS PAGE calsma soliisyonlar1

Calisma Soliisyonlari

Hazirlamisi

Soliisyon A %30
akrilamid %00.8
bisakrilamid (100 mL)

29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilip distile su ile 100
ml’ye tamamlanarak ¢oziiliir. Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon B (4x) (100 mL)

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

Soliisyon C (4x) (100 mL)

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

Amonyum persiilfat %10’luk (5 mL)

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

Elektroforez Tamponu (1L)

Tris (25 M) 3 g, 14.4 g glisin (192 mM), 1 g SDS (%0.1) tartilip
distile suile 1 L’ye tamamlanir. pH 8.3

OrnekTamponu (5x) (10 mL)

1 M Tris-HCL (pH 6.8) 0.6 mL, %50 Gliserol 5 mL, %10 SDS 2 mL,
0.5 mL 2-merkaptoetanol, %21 Bromfenol mavisi 1 mL, 0.9 mL
distile su. Buzdolabinda saklanir.

2.1.3.2.6.1. Aymnci Jelin Bilesimi (%12’lik)

Cizelge 2.4. Ayrrict jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 7.8 mL

Soliisyon B (Stok) 6.0 mL

Distile su 10.08 mL

Amonyum persiilfat 79.2 uL

TEMED 15.6 uL

2.1.3.2.6.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (%4’liik)

Cizelge 2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 1.33 mL
Soliisyon C (Stok) 2.0 mL
Distile su 4.67 mL
Amonyum persiilfat 27.0 uL
TEMED 6.6 uL
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2.1.3.2.7. Coomassie Brilliant Blue Soliisyonunun Hazrlanmasi

%0.1 Coomassie Briliant Blue boya tartilarak, %12’lik glasiyal asetikk asit ve

%50’lik metanol ile karstirilarak ¢oziiliir.

2.1.3.2.8. Yag Asit Analizi Cahsma Soliisyonlan ve Hazrlamsi

2.1.3.2.8.1. Soliisyon I

45 g sodyum hidroksit, 150 mL metanol ve 150 mL distile su karstwilarak stok

soliisyon hazrlanmistir.

2.1.3.2.8.2. Soliisyon 11

325 mL 6.0 N hidroklorik asit ve 275 mL metil alkolle karstirilarak stok soliisyon

hazirlanmistir.

2.1.3.2.8.3. Soliisyon III

200 mL hekzan ve 200 mL metil tert-biitil eter karstrilarak stok soliisyon

hazrlanmustir.

2.1.3.2.8.4. Soliisyon IV

10.8 g sodyum hidroksit tartlarak 900 mL distile su i¢cinde eritilerek stok soliisyon

hazrlanmustir.
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2.1.3.3. PZR Amplifikasyonu icin Orneklerin Hazrlanmasi

16S rDNA oOmeklerini amplifiye etmek icin standart 16S rDNA gen sekansma
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler
kullanlacaktr.  Diziler =~ forward  primer: 5'-CCGAATTCGTCGACAACAGA
GTTTGATCCTGGCTCAG-3' Ve reverse primer: 5'-CCCG GGATCCAAGCTTAC
GGCTACCTTGTTACGACTT-3" primerleri kullamlacaktr. PZR amplifikasyonunda
toplam hacmi 100 pL PZR karigimu i¢cin 10 pL. kromozomal DNA ( 100 ng), 5 puL
16S Forward Primer ( 20 pmol), 5 uL 16S Reverse Primer ( 20 pmol), 4 uL. 5 mM 4
dNTP karsmi, 4 pL 50 mM MgCl, 10 uL 10x Taq Buffer (Tag DNA polimeraz
iceren), 61.5 uL steril distle su, 0.5 pL (2.5U) Taq DNA polimeraz karistirilp
santrifiijlenecektir. Thermal cycler da 30 dongii ile ¢ogaltilan Srnekler sekans analizi
yapilana kadar -20°C’de saklanacaktr [134].
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2.2. Yontem

2.2.1. Cahsma Alam

Calsma alami olarak Kirikkale sehrinden de gegen Tiirkiye’nin en biiylik nehri olan
Kuzlrmak Nehri se¢imistir. Kiwzlrmak, Tirkiye topraklarmdan dogarak yine
Tirkiye topraklarmdan denize dokiilen en uzun nehirdir. Admi akarsu yatagmm
tabannda bulunan, 3. zaman ortalarmda c¢okelmis krmuzi renkli kumlu-Killi tortudan
alr. Uzinlugu 1355 km.dir. Sekil 2.1°de gdsterildigi gibi nehir, i¢ Anadolw’nun en
dogusundaki Sivas ilinde Kmildag’'m giiney yamaclarmdan yaklasik 39.8° kuzey
38.8° dogu noktasmdan dogar, ik 6nce bati ve gliney batiya 38.7° kuzey 34.8° dogu
noktasma kadar akar, daha sonra yay seklinde bicimlenir. Ilkin batrya, daha sonra
kuzey dogudaki Tuz Goli'nii gecerek kuzey batiya akar. Daha sonra kuzey ve kuzey
doguya yonelir. Burada Delice Irmag ile 40.47° dogu 34.14° bati noktasmda birlesir.
Sonra zigzaglar cizerek kuzey batiya akar. 41.10° dogu 34.42° bati da Devrez Nehri
lle brlkte akar ve kuzey doguya dogru doner. Sonucta Karadeniz’e 41.72° kuzey
35.95° dogu noktasmda bosalr. Srasiyla Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehr,
Kirikkale, Ankara, Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gegerken ¢ok sayida dere ve
caymn sularmi toplayarak Bafra Burnu'ndan KaradeniZe ulasr (Sekil 2.1) [135].
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Sekil 2.1. Kizlirmak lokasyonu [135]
Kiuzlrmak Nehri Tirkiye’'nin en uzun akarsuyu oldugundan iikkemiz acismdan ¢ok

onemli bir su kaynagidr. Ozellikle gectigi illerde veya yakmn illerde hem igcme suyu,

hem sulama hem de enerji liretimi acgismdan hayati Oneme sahiptir. Giiniimiizde
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kuraklk ve kiiresel smma tehlikesinin gbzle goriilir derecede arttigr diisiiniilirse su

kaynaklarmm kullanimi, isletilmesi gibi konular 6n plana ¢iknustir [135].

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale

il smrlan igerisinde Kmzirmak Nehri {izerinde endstriyel kuruluslara

yakm olarak belirlenen ve Cizelge 2.6’da gosterilen 12 istasyondan 2009 yihinda su

ornekleri toplanmistir.

Cizelge 2.6. Orneklerin almdig1 bolgeler ve koordinatlart

Bolge

No Bolge Adi Bolge Koordinatl ar1

1 Kesikkoprii Baraji Girigi 39° 23° 53 417K, 33°25” 18,44”°D, 775m
2 Kesikkdprii Baraji Su Tutma Bendi 39° 22° 50,98”°K, 33° 24’ 56,99°D, 819.5m
3 Erdemli Mah. - Sarimusallli Mevkii 39° 26° 54,60”°K, 33° 23’ 25,53°D, 78Ilm
4 Akkosan Merkez Mevkii 39° 28’ 25,39”°K, 33° 24’ 00,99°D, 80lm
5 Egribiik - Akkosan Y. Mevkii 39° 32° 26,97”°K, 33° 23’ 59,54°D, 760m
6 Bucakyaz - Sazbucagi Mevkii 39° 33° 51,02”°K, 33° 24’ 38,51°’D, 750.5m
7 Sulubiik - Kiyibagi Mevkii 39° 37 04,85”°K, 33° 26’ 11,19”°D, 77Im
8 Kapulukaya Baraji Girisi 39° 39’ 42,39”°K, 33° 27° 13,46”’D, 766.5m
9 Kapulukaya Su Tutma Bendi 39° 44’ 08,62°K, 33° 28’ 59,95°D, 741lm
10 Asagiyazt Kum Ocag1 Mevkii 39° 46° 56,08 K, 33° 27’ 42,27°°D, 718.5m
11 Mezbahane- MKE Tesisleri Mevkii 39° 50’ 00,92°K, 33° 28’ 07,85°’D, 706.5m
12 Irmak Mevkii- Kizihrmak 11 Smir1 Cikis1 39° 56° 53,25”K, 33° 25’ 04,24°D, 699.5m
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Sekil 2.2. Kirikkale-Kizilrmak Nehri uydu fotografi (Google Earth)

2.2.3. Stronsiyum Direngli Bakterilerin izolasyonu

Stronsiyum agr metalini tolere eden suslarm secimi i¢in agr metal iceren ortam
kullannustr. 12 bolgeden alman su Orneklerinden Sr direngli suslart segmek igin
literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda ayri ayr1 StNO3 agr metalleri igeren nutrient
agar (NA) besiyeri ortamlari hazrlanmistr. Bu ortamlara her bdlgeden alman su
ornekleri seyreltme yapilarak ekimistir. 37°C’de 48 saat inkiibe edilen Orneklerden
ireme olan Srdirengli farkl koloniler secilerek saflastirma islemi yapilmustir.

2.2.4. Stronsiyum Direncli Bakterilerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon

(MIK) Degerlerinin Belirlenmesi

Sr agr metaline direngli suslarm MIK degerleri, nutrient agar ortamma giderek artan
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konsantrasyonlarda SrNO3 eklenerek saptanmustrr. 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve
tireme olan petrilerdeki kiiltiirler daha yiiksek konsantrasyondaki Sr metali bulunan
ortamlara ekilmistir. 48 saatlik siire sonunda {ireme goriilmeyen suslarm son agr
metal konsantrasyonu o suslarin MIK degeri olarak saptanmustir.

2.2.5. izole Edilen Bakterilerin Biyokimyasal Testler ile Tammlanmasi

Kirikkale ili smrlart igerisinden gecen Kiziirmak Nehri'nden Sr direngli suglar izole
edilmistir. Bu suslarm MIK degerleri belirlenmis ve en yiksek MIK degerine sahip
direncli suslar secilmistir. Secilen suslarm morfolojik ozellikleri belirlenmis ve API
20 kitleri kullanilarak biyokimyasal testleri yapimustir.

2.2.6. Izolatlann Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Sr direngh saf kiiltiirler 37°C°de 48 saat inkiibe edilerek koloni morfolojisi ve hiicre
morfolojisi  6zelliklerme bakilmustr. Suslarm  koloni morfolojisinde koloni  kenar
yapisy, sekil, optikk Ozellkler, akiskanhk/yapiskanlk ve pigmentasyon Ozellikleri
incelenmistir. Hiicre morfolojisinde ise gram boyamayla mikroskop (immersiyon
yagl ve x100 biyiitme ile) altmda incelenerek gram reaksiyonu esasinda hiicre

sekilleri ve hiicrelerin diizenlenmesi gdzlemlenmistir.

2.2.7. Bakterilerin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK  degerleri belilenen Sr metalinin - bulundugu nurient broth ortammnda,
kiiltiirlerden 100 pL 6rnek alnarak, 100 mL NB i¢cinde mokiile edilmistir. Bu islem
belirlenen  konsantrasyonlarda Sr metalinin - bulunmadigi NB ortamlar1 i¢in  de
tekrarlanmistr. Sr igeren kiiltlirler 37°C’de calkalamah olarak inkiibe edilmistir ve O.
saatten itibaren, ODgpp nm’de her 2 saatte bir spektrofotometre ile Olgiim degerleri

almarak tlreme egrisi ¢ikartilmistir.
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2.2.8. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen Sr direngli bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve Horn
tarafindan tammlanan metoda gore yapimustr [136]. 15 mL’lk kiiltir 5000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant atinustir. Pellet iizerine 5.7 pl TE tamponu
eklenmis ve karistrilmustr. Daha sonra 30 puL %10 SDS, 30 pL protenaz-K ve 30
uL RNAaz eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 100 pL
5 M NaCl eklenerek karstrimustr. 800 uL. CTAB/NaCl tamponu karigim {izerine
eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe edimistr. Aym hacimde
kloroform/izoamil ~ alkol soliisyonunu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de
santriftijlenmigtir. Stipernatant yeni tiiplere almarak esit hacimde
fenolkloroform/izoamil alkol tamponu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Pellet {izerine 0.6 hacim izopropanol eklenmis ve kargtwiip 10
dakika santrifijlenmistir. Stipernatant atilarak pellet iizerne 5 mL %70’k etanol
eklenmis ve 10 dakika 13.000 rpm’de santriflj edilmisti. Son olarak etanol
uzaklastrilnustr ve pellet lizerme 200 pL TE tamponu eklenmis ve -20°C’de
saklanmugtir.

Izolatlardan elde edilen genomik DNA'lar biitiinlikleri bakimmndan agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildikten sonra, safik kontrolleri ve miktar tayinleri
spektrofotometrede  yapimustr. Spektrofotometrede DNA'larm 260 nm ve 280
nm'deki absorbanslar1 hesaplanmis (OD2gg Ve ODzgp) ve bu degerler arasmdaki oran
kullanlarak DNA'nn safligt kontrol edilmisti. OD20/OD2go oranmm 1.6 ile 1.8
arasmda olmast DNA'nmn saf oldugunu, bu aralktan daha yukarida olmasi RNA
kontammasyonu oldugunu ve bu aralktan daha asagida olmasit da protein
kontaminasyonu oldugunu gostermektedir [137]. Saflik kontrolleri yapilan genomik
DNA'larm miktarlarmmn hesaplanmast i¢in OD2g0 degeri  kullamiis ve DNA
miktarlari;
DNA (ug/mL) = ODyg0 x Seyreltme oram x 50

formiilii ile hesaplanmustir [137].
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2.2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Amplifikasyonu

16S rRNA Oreklerini amplifiye etmek i¢in standart 16S rRNA gen sekansma
(GenBank) gore sentezlenmis olan ki evrensel oligoniikleotid primerler
kullanlanacaktr. Diziler (forward) F primer: 5-CCGAATTCGTCGACAACA
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' wve (reverse) R  primer: 5-CCCGGGAT
CCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3. PZR amplifikasyonunda toplam
hacmi 100 pL PZR kangmu icin 10 pL kromozomal DNA (100 ng), 5 puL 16S
Forward Primer (20 pmol), 5 uL 16S Reverse Primer (20 pmol), 4 uL. 5 mM 4 dNTP
karsmmi, 4 pl 50 mM MgCl,, 10 uL 10x Tag Buffer (Tag DNA polimeraz igeren),
61.5 pL steril distle su, 0.5 pL (2.5U) Taq DNA polimeraz Karstirilp
santrifiijlenecektir [134].

PZR protokoliiniin optimizasyonu i¢cin ¢esith denemeler yapimustr. Bu denemeler
sonucunda optimum protokol tespit edilmis olup tiim Ornekler spesifik primerler
kullanilarak  bu  protokole gére PZR reaksiyonlar1 gergeklestirimist. PZR
amplifkasyonunda Cizelge 2.7°de kullanlan DNA, F primer, R primer, dNTP,
MgClh, Tampon, Taq DNA Polimeraz ve PZRtoplam karisim  miktarlar
belirtilmistir. Son hacim su ile 50 yL’ye tamamlanmistir.

Cizelge 2.7. PZR amplifikasyonunda kullanilan miktarlar

Genomik DNA 1.86 uL
F Primer 0.50 uL
R Primer 0.50 pL
dNTP 2.00 uL
MgCl, 3.75 uL
Tampon 5.00 pL
Tag DNA pol. 0.75 pL
Su 35.64 uL
PZR toplam karigim 50.00 puL

Techne TC-Plus marka otomatik termocycler PZR  amplifikasyonu amaciyla
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kullanilmistr.  Dongiiler; 95°C°de 5 dakika On denatiirasyon, 30 dongi seklinde
94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 59°C’de 30 saniye baglanma basamag, 72°C’de 2
dakika uzama ve bu dongiileri takiben 72°C’de 10 dakikalk bir inkiibasyon siiresinin
tamamlanmasiyla gergeklestirilmistir [138].

Cizelge 2.8. PZR amplifikasyon kosullar1

Analiz Modu Sicakhk - Zaman Dongii
On denatiirasyon 95°C - 5 dakika 1 dongii
Amplifikasyon Denatiirasyon 94°C - 1 dakika 30 dongi
Primerlerin  baglanmasi 59°C - 30 saniye 30 dongii
Yeni iplik¢igin yazilim 72°C - 2 dakika 30 dongi
Sogutma 72°C - 10 dakika 1 dongii

2.2.10. PZR Uriinlerinin Saflastinlmasi

PZR drtnleri Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kiti ile saflagtwimustr.
Eppendorf tiiplerin icinde bulunan PZR {irlinlerinin {izerine 1:1'lik bir hacimde
Binding Buffer eklenmistir. lyice karstrip ¢dzeltinin rengi kontrol edilmistir. Sari
renk DNA baglayict i¢in optimum pH’1 gostermektedir. COzeltinin rengi turuncu ya
da mor olursa, 10 pL 3 M sodyum asetat (pH 5.2) cozeltisi ilave edimelidir.
Kargmmn rengi tekrar sartya donecektir. Karigim filtreli tiipe almp 1 dakika 12.500
rpm’de santriflijlenmistir. Daha sonra filtrelerin tam ortasma 700 puL Wash Buffer
konulmugtur. Tekrar 1 dakika 12.500 rpm’de santrifiijlenmistir. PZR f{irtinleri filtre
lizerinde tutulmustur. Altta toplanan svi dokiilip tekrar 12.500 rpm’de 1 dakika
santrifijlenmistir. Kolon filtresmin alt kismma steril eppendorf yerlestiriimis ve
tizerme 50 pL Eltion Buffer ilave edimisti. 1dakika 12.500 rpm’de
santrifijlenmistir. Kolon filtresi atimis ve saflastirilan PZR {iriinleri eppendorfta

toplanmistir.
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2.2.11. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

%0.7’lik agaroz jel hazrlamak icin 0.35 g agaroz tartihp 50 mL 1x TBE tamponu ile
coziildikten sonra mikrodalga firmda isitilarak eritimistir. Jel yatagma Onceden
tarak yerlestirilmis ve yatak su terazisi ile dengeye getirimistir. Cozelti yaklagik 45-
50°C’ye kadar sogutulmus ve jel yatagma dokiilmiistir. Jel tamamen polimerize
olduktan sonra tarak dikkatlice almmug, jel yatagi Orneklerin yiiriiyecegi, i¢inde
tampon c¢oOzeltinin  bulundugu elektroforez tankmna aparat yerlestirilmistir. Her bir
ormekten 6 pL almarak 2 pl 6X Orange Loading Dye ile boyanmustr. DNA
ornekleri mikropipet yardmuyla kuyucuklara yilklenmisti. Orneklerin - molekiiler
agrhklarmi  belirlemek amaciyla kuyucuklardan birine 3 pL  marker DNA
O'RangeRuler™ 100 bp DNA Ladder yiklenmistir. Aparata jelin iizerini kaplayacak
2

kadar yiiriitme tamponu eklenmisti. 80 V/ecm® voltaj ve 40 mA akmm uygulanarak
yaklagik 1 saatte yliriitme islemi tamamlanmistir.

2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromiir ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel yatagi almp boyama kabma konulmustur ve jel
tizerime 0.5 pg/mL konsantrasyonda etidyum bromiir boyama soliisyonu eklenerek 45
dakika boyanmustr. Boyann fazlasi, jeli 1 mM MgSO, solisyonu ile 15 dakika
muamele etmek suretiyle geri almmustr. Daha sonra U.V. transilliminatdr iizerine

konulan jelin fotograflar1 g¢ekilmistir [139].

2.2.13. DNA Sekans Analizi

Izole edilen Sr021 ve Srll1l suslarmm 16S rDNA gen sekanslari yapinustrr.
Saflastrimus  PZR  {iriinlerinn DNA sekans analizileri Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Arastrma ve Uygulama Merkezine (Ankara, Tirkiye) yaptrimstr. Gelen
niikleotid dizilerinin, ¢ift yonlii dizi analizi ille 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen
Bankas1 sonuglarma gore % benzerlikleri bulunmustur.
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2.2.14. Filogenetik Soy Agaclarmin Olusturulmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen Sr021 ve Srlll izolatlarmm nikleotid dizileri
kullanilarak filogenetikk analizler yapimustr. 16S rDNA gen sekanslart NCBI Gen
Bankas1 sonuglarma gore BLAST analizi kullanlarak dizilmis ve MEGA 5.1
Bootstrap Test of Phylogeny (neigboorjoining) yazilmu ile filogenetik agac
olusturulmustur [140].

2.2.15. Yag Asit Metil Ester (FAME) Analizi

Secilen Sr021 ve Srlll suslarmm yag asit analizleri icin gerekli olan tim
kimyasallar ve uygulama prosediirleri Sherlock tarafindan tarif edilen metoda gore
gerceklestiritmistir [127]. Ornekler nutrient agara dort bdlgeden olusan c¢izgi ekim
yapimis 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra {igiincii bdlgede
gelisen hiicrelerden steril cam tiiplere 6ze ile abmp 40 mg tartimustr. ik basamakta
saponifikasyonla hiicresel lipitlerin  pargalanip, yag asitlermn serbest kalmasi
saglanmistr. Bunun i¢cin 40 mg Ornek bulunan tiiplerin iizerine Soliisyon I’den 1 mL
lave edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmisti. 100°C’lik su banyosunda 5 dakika
tutulduktan sonra vortekslenmis ve daha sonra tekrar 100°C’lik su banyosunda 25
dakika tutulmustur. Ikinci basamakta yag asitlerin metilasyonu saglanmus, serbest
yag asitlerine ester baglarryla metil eklenmis ve yag asit metil esterler elde edilmistir.
Bunun i¢cinse 100°C’lik su banyosundan ¢ikarian tiiplere Soliisyon II’den 2 mL ilave
edimis ve 5-10 saniye vortekslenmis ve 80°C’lk su banyosunda 10 dakika
tutulmustur.  Uglincii  basamak olan saflastrma  basamagnda sogutulan tiiplerin
tizerime Soliisyon III’'den 1.25 mL ilave edimis ve 10 dakika karstiricida
calkalanmistr. Bu basamak sonunda tiiplerde altta asidik, Ustte organk s faz
olmak iizere iki faz gOzlenmisti. Tiplerdeki asidik faz pastdor pipeti ile
uzaklastmus, yag asit metil esterler asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde
toplanmis ve organik faz muhafaza ediimistir. Son basamakta ise tliplerin iizerine
Soliisyon IV’den 3 mL ilave edimis ve 5 dakika karistricida calkalanmustir. Boylece
serbest yag asit metil esterlerinin saf olarak elde edilmesi saglanmustr. Tiiplerde
gozlenen Tist faz pastdr pipeti ile 2 mL viellere almmustir.
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Orneklerin  yag asidi analizi gaz kromotografisi (Shimadzu GC-2010) ile
gerceklestirimistir.  Cizelge 2.9°da  gaz kromotografisinin = ¢aliyma  prensipleri
verimistir. ' Yag asitleri metil esterlermin kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri
miktarlar,, analiz edilen Orneklerin kromatogrammndaki pikleri, standarttaki biitiin

yag asitlerinin allkonma zamanlar1 tespit edilmistir.

Cizelge 2.9. Gaz kromatografisi genel ¢alisma prensibi

Enjeksiyon miktar 0.50 pL

Dedektor sicakligi 250°C

Enjeksiyon blogu sicakligi 250°C

Ayrilma orani 1:90

Tas1yic1 gaz Azot 0.5 mL/dakika

Sicaklik programli, 60°C’dan 200°C’a kadar dakikada 2°C

Kolon sicakhigi artacak sekilde

Sonlandirma 200°C’da 10 dakika bekletilerek analiz tamamlannustir.

2.2.16. Izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Coklu Antibiyotik Direnclilik

Profillerinin Belirlenmesi

Kuzlrmak’tan izole edilen Sr agr metaline direncli her bir susun, bu calisma icin
secilen diger agr metallere de direnglilikleri tespit edimistr. Boylece suslarm
metallere karsi ¢oklu direnglilik profilleri belirlenmistir.

Stronsiyuma direngli susun, c¢oklu metal direng profilini belirlemek icin degisik
konsantrasyonlarda Cd, Al, Li, Ba, Cr, Mn, Pb, Ni, Fe, Cu, Co, Sn, Ag, Zn, Hg ve Sb
agr metallerini iceren NA besiyerleri hazirlanmistir.  Ekim  yapilan  besiyerleri
37°C’de 48 saat inkiibe edilmisti. Ureme goriilen drneklerde suslarm ortama ekilen
metale karsi direngli, iireme goriilmeyen Orneklerde ise suslarm o metale karsi

duyarl oldugu tespit edilmistir.
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2.2.17. Plazmit DNA izolasyonu

Izole edilen Sr direncli bakterilerin plazmit DNA izolasyonu Binboim ve Doly
tarafindan tanmlanan metodun modifiye hali kullandlarak yapimistr [141]. Plazmit
DNA’st izole edilecek bakterilerin 100 mL’lik metal icermeyen NB besiyerine ve
100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda SrNO3 metalinin bulundugu NB besiyerine
ekimleri yapilmuistur.

Bakteriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen Kkiiltiirlerden 1.5 mL
almarak 12.500 rpm’de 15 dakika santriflij edilmistir. Siipernatant atiimis ve tekrar
1.5 mL Kkiitir konularak islem tekrarlanmug ve siipernatant atimustir. Pelletlerin
tizerine 100 pL Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA) ilave edilmistir. Tiiplerdeki karigim
once pipetaj yapimus, daha sonra homojen oluncaya kadar vortekslenmis ve 5 dakika
buzda bekletilmistir. Tiipler buz icerisinden cikartlp iizerlerme 200 pL Soliisyon II
(NaOH/SDS) ilave edilerek c¢ok vyavas sekilde alt iist edilip karstrimistr.
Karstirlan tiipler oda sicakhginda 5 dakika bekletimistir. 150 pL Soliisyon IIT (K-
asetat/Glasiyal asetik asit) ilave edimis ve tlipler yavasga birkag kez alt st
edildikten sonra 5 dakika oda sicakhgmnda bekletimistir. 13.000 rpm’de 15 dakika
santrifijlenmistir.  Stipernatant kismu yeni tiipe almp pellet atimstr. %100 kik
etanolden 900 pL tiiplere konulmus ve -20°C’de bir gece bekletimistr. Gece
sonunda bekletimis olan numune 13.100 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis ve
stipernatant kismu atimistr. Pellet lizerine %70’lik etanolden 1mL eklenerek 13.100
rpm’de 15 dakika santriftijlenmistir. Santriftij isleminden sonra slipernatant atinug
ve s kalmayacak sekilde vakum yapimustr. Pelletin lizerme 20 pL su, 5 pL
proteinaz-K ve 5 pL RNAaz konulmustur. Son olarak da 5 yL DNA Loading 6X
boya ilave edilmis ve elektroforez i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2.18. Agaroz Jelin Hazilanmas1 ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%0.7’lik agaroz jel hazrlamak i¢in 0.35 g agaroz tartihpp 50 mL 1x TBE tamponu ile
cozildikten sonra mikrodalga firmda isitilarak eritiimistir. Jel yatagma oOnceden
tarak yerlestirilmis ve yatak su terazisi ile dengeye getirimisti. Cozelti yaklagik 45-
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50°C’ye kadar sogutulmus ve jel yatagma dokiimiistiir. Jel tamamen polimerize
olduktan sonra tarak dikkatlice alnmus, jel yatagi Orneklerin yiirliyecegi, i¢inde
tampon c¢oOzeltinin  bulundugu elektroforez tankma aparat yerlestirilmistr. 20-25
pL’lk  miktarlarda DNA  Ornekleri  alndiktan sonra  mikropipet — yardimiyla
kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agrhklarmi belirlemek amaciyla
kuyucuklardan birine 3 pL marker DNA (Lambda DNA/Hind III) yiiklenmistir.
Aparata jelin iizerini kaplayacak kadar yiiriitme tamponu eklenmisti. 80 V/em?
voltaj ve 40 mA akim uygulanarak yaklasik 6 saatte yiiriitme islemi tamamlanmistir.

2.2.19. Plazmit DNA Molekiiler Agirhk Belirlenmesi

Plazmit DNA’larm molekiiler agmrliklarmi belirlemek amaciyla Lambda DNA
HindIll marker referans alnarak, her bir jel i¢in ayri ayr standart egri cizilmistir. Jel
tizerindeki marker bantlarmmn yiiriidiigii mesafe ve bantlarm bilinen molekiil agirhk
degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metot ile DNA bantlarmm molekiil

agrrliklart hesaplanmistir.

2.2.20. Plazmit Eliminasyonu

Izole edilen Sr direngli bakterilerin plazmit izolasyonu yapildiktan sonra plazmit
varh@ belirlenen suslarm yiiksek sicaklk kullanlarak plazmit elimmasyon (curing)
calismalart yapimistr [142]. Sr direngli suslarm optimum iireme sicakhgi 37°C’dir.
Plazmit eliminasyon c¢alsmalarmda NB besiyerine ekimi yapilan Sr direngli suslar
icin en yikksek denenen sicaklk 43°C olup, bu sicaklkta her iki bakterinin de
tremedigi  gozlemlenmistir. Her iki sus icin de 42°C denenmis ve bu sicakhkta
tireme oldugu gozlenmistir. Sr iceren ve icermeyen iki farkh NA besiyeri hazrlanmig
ve 42°C’de iireyen Sr direngli suslardan ekim yapims, 37°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir.
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2.2.21. Total Protein Izolasyonu

Sr metaline direngli suslarm total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve arkadaglart
[143] tarafindan tammlanan metoda gore yapimstr. 100 mL’lk metal igermeyen
NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda SrNOjz; metalinin
bulundugu NB  besiyerlerine  ekimler  yapimustr.  Kiiltiirlerden  besiyerlerini
uzaklastrmak icin santrifij yapimistr. Elde edilen pelletlerin iizerine 5 mL steril su
eklenerek 2 kez ykama islemi gerceklestirilmistir. Pelletler tizerine 2 mL fosfat
tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon islemi uygulanmstr. 2000
rpm’de 2 dakika santrifij isleminden sonra siipernatant temiz tliplere transfer
edimigtir. 75 pL Orek lizerine 75 pl. 6rnek tamponu ilave edilmistir. Elektroforez
islemi 6ncesinde 6rnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmustir.

2.2.22. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Total protein analizleri Laemli’ye [144] gore, %4’lik dengeleyici ve %12’°lk ayrict
jel kullanlarak sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-
PAGE) yapilmistir.

2.2.22.1. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19.8 mL distile su, 125 mL 1.5 M
Tris-HC1 (pH 8.6), 500 mL %10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 mL %10’luk
SDS birbirne iyice karstridiktan sonra 30 mL TEMED (N, N, tetraetilen diamid)
ilave edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel canu arasma hizh bir sekilde dokiimiistiir.
Jeln st kismu distile su ile kaplanarak hava ile temasi Onlenmis ve polimerize
olmasi i¢in bekletilmistir [144].
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2.2.22.2. Dengeleyici Jelin Hazarlanmasi

3.4 mL %30°luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13.6 mL distile su, 2.5 mL 1 M Tris-HCI
(pH 6.8), 200 mL %10’luk APS ve 200 mL %10’luk SDS birbiri ile iyice
kargtirildiktan sonra 20 mL. TEMED ilave edimisti. Bu karigim, polimerize olan
ayrma jelinin iizerindeki distile su uzaklastmidiktan sonra ayrma jeli iizerine
dokiilmiistiir. Tarak yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in bekletimistir [144].

2.2.23. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak c¢ikarihms, kuyucuklar elektroforez yiiriitme tamponu
ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yiirlitme tamponu
ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 30 mA’de yaklaskk 150 V’ta
ortalama 1 saat yiirtitilmiist{ir.

2.2.24. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitleme ¢ozeltisi igerisinde bir
gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama c¢ozeltisine almnus ve
ortalama 1 giin bekletilerek boyanmistr. Daha sonra jeller distile su ile 20 dakikalk
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyann ¢ikmasi saglanmustr [145].
SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyah bantlar jel
goriintileme cihaz (Gel Logic 2200 Pro Imaging System, USA) kullanidarak
karanlk odada skl beyaz tabla iizerinde jellerin fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2.25. Total Protein Bantlannmin Molekiil Agirhklarinin Belirlenmesi
Total protein bantlarmm molekiiler agrlklarm belirlemek amaciyla PageRuler™

Plus Prestained Protein Ladder, 250, 130, 100, 70 ve 55 kDa referans almarak, her
bir jel i¢cin ayr1 ayrn standart egri cizimistir. Jel iizerindeki marker bantlarmmn
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ylriidiigli mesafe ve bantlarm bilinen molekill agrlk degerleri ile standart egri
olusturulmustur. Bu metot ile bilinmeyen protein bantlarmm molekiil agrhklart
hesaplanmistir.

2.2.26. Protein Bantlannin Yogunluk (Intensity) Ol¢iimii

SDS-PAGE vyapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyal bantlar, jel
goriintileme cihaz (Gel Logic 2200 Pro Imaging System, USA) kullaniarak
proteinlerin  gdreceli miktarlarmn belirlemek icin  taranmugtr. Protein  bantlarmm
verdigi pik absorbans degerleri jel goriintileme cihazi tizerinde kaydedimistir. Her
bir bant i¢in Ui¢ farkh yerde tarama yapinus ve degerlerin ortalamasi almmustir.
Yatay konumdaki protein bantlar1 arasmdaki mesafe, iki bant arasmdaki tepe
noktalarmm dik bir eksende Dbirlestirilmesiyle jel  goriintileme  cihazinda
belirlenmistir. Bu oranlarm giivenilirlifi, bagmsiz olarak programlanmis Dbilgisayar
analizi kullanilarak belirlenen grafik ile desteklenmistir [146].
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3. ARASTIRMA BULGULAR

3.1. Stronsiyuma Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MiK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kiikkale i smrlarn icerisinden gegen Kiuzlrmak Nehri lizerinde 12 farkl bolge
belirlenmistir. Bu bdlgelerden alman su orneklerinden stronsiyuma direncli bakteriler
izole edilmistir. Cizelge 3.1’de belirtildigi gibi farkh bolgelerden stronsiyuma
direngli toplam 7 sus izole edilerek MIK degerleri saptanmustr. En yilkksek MIK
degeri SINO3 icin 2000 mg/L olan 2. ve 11. bdolgeden izole edilen suslar Sr021 ve
Sr111 kodlar1 verilerek ileri ¢calismalarda kullanilmak i¢in secilmistir.

Cizelge 3.1. Stronsiyum direngli suslarm bolgelere gore yayilimm

Ornek Alinan Bolgelere Gore Bakteri Ureme Durumlar

Agir
Metal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sr + + - - - - + + - + + +

(-); treme yok, (+); iireme var

3.2. Bakterilerin Biyokimyasal Tammlanmasi

Sr021 ve Srl1l1 suslarmmn biyokimyasal ve morfolojik testleri yapimis ve Cizelge
3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Stronsiyum direngli suslarm biyokimyasal 6zellikleri

Stronsiyum Direncli Suslar

Biyokimyasal Ozellikler Sro21 Sri111
Morfoloji Kok Kok
Gram Reaksiyon + +
Pigmentasyon Sar1 Sar1
Hareket - -
Katalaz + +
Oksidaz (OXI)
Ureaz (URE) - -
Arginin hidr (ARG) - -
Koagiilaz - -

Mannitol (MAN) - -
Sorbitol (SOR) - -
Maltoz (MLT) - -
Ksiloz (XYL) - -
Mannoz (MNE) + +

Sitrat (CIT) - -
Inositol (INO) - -
Adonitol (ADO) - -
Nitrat - -

Laktoz (LAC) - -
Gliserol Ferm. - -
Eskulin Hidrolizi (ESC) - -

B-galak ONPG (ONP) - -

Micrococcus Micrococcus
luteus luteus

Tammmlanan Tiirler

(-); negatif , (+); pozitif

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi stronsiyuma direngli gram poztif hiicre duvarmna
sahip, sar1 pigment olusturan, Kok seklindeki, katalaz, oksidaz pozitif ve koagiilaz
negatif olan suslar Micrococcus luteus olarak tanmlanmustr. Sekil 3.1 ve Sekil
3.2’de smrasiyla M. luteus’un gram boyama sonuglari ile pigment oOlusturmasi
gosterilmistir.
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Sekil 3.1. M. luteus gram boyama (x100) Sekil 3.2. M. luteus pigmentasyonu

Sekil 3.3’de Sr igermeyen ortamda iireyen M. luteus ve Sekil 3.4’de ise Sr iceren
ortamda tireyen M. luteus’un taramah elektron mikroskop goriintiileri verilmistir.

KTRIKKALE 2kl XZ@. 888 Thm ) K IR IKKAL E:

Sekil 3.3. M. luteus Sr icermeyen ortamdaki  Sekil 3.4. M. luteus Sr iceren ortamdaki
elektron mikroskop goriintiisii elektron mikroskop goriintiisii

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’den de anlagildigt gibi stronsiyum metali icermeyen ortamda
tremis olan M. luteus suslarmmn yiizeylerinin daha diizgiin oldugu ve boyutlarmm
(0.93 x 0.88 nm) stronsiyum metali igeren ortamda iiremis olan yiizeyleri daha
diizgin olmayan M. luteus’un boyutlarmdan (1.03 x 96 nm) farkhik gosterdigi
belirlenmistir.
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3.3. Bakterilerin Ureme Egrisi
3.3.1. Stronsiyum Direncli M. luteus Sr021 Susunun Ureme Egrisi

Sr direngli M. luteus Sr021 susunun metal igeren ve metal icermeyen ortamdaki

tireme egdrisi belirtilmis ve Sekil 3.5°de gosterilmistir.

ODggp um
-
5

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

zaman (saat)

Sekil 3.5. M. luteus Sr021 susunun =#=Sr icermeyen ve —®= Sr iceren ortamdaki

lireme egrisi

M. luteus Sr021 susu Sr iceren ortamda log fazma 2 saatte girerken, Sr igermeyen
ortamda 6 saatde girdigi tespit edilmisti. Sr igermeyen ortamda log fazma gec
girdigi halde OD’nin Sr igeren ortama gore en ylksek deger olan 2.25 seviyesinde
oldugu gozlemlenmistir. Bu durum Sr’un M. luteus Sr021 susunun i{iremesinde etkisi
oldugu seklinde degerlendirimistir. Sr021 susunun Sr icermeyen ortamda ikiye

katlanma siiresi 3 saat, Sr iceren ortamda ise ikiye katlanma siiresi 1.5 saat olarak

tespit edimistir.

3.3.2. Stronsiyum Direncli M. luteus Sr111 Susunun Ureme Egrisi

Sr direngli M. luteus Srl1l1l1 susunun metal igeren ve metal igermeyen ortamdaki

tireme egdrisi belirtilmis ve Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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ODgggum

] 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

zaman (saat)

Sekil 3.6. M. luteus Sr111 sugsunun =#= Sricermeyen ve == Sriceren

ortamdaki {lireme egrisi

M. luteus Srll11 susu Sr iceren ortamda log fazma 2 saatte girerken, Sr icermeyen
ortamda 8 saatde girdigi tespit edilmisti. Sr igermeyen ortamda log fazma geg
girdigi halde OD’nin Sr iceren ortama gore en yiksekdeger olan 1.9 seviyesinde
oldugu gozlemlenmistir. Bu durum Sr’un M. luteus Sr111 susunun {iremesinde etkisi
oldugu seklinde degerlendirimistir. Srlll susunun Sr icermeyen ortamda ikiye
katlanma siiresi 4.1 saat, Sr iceren ortamda ise ikiye katlanma siiresi 1.5 saat olarak

tespit edimistir.

3.4. Kromozomal DNA izolasyonu
Sr direngli M. luteus Sr021 ve M. luteus Srl1ll suslarmdan kromozomal DNA

izolasyonu yapimistir. Agaroz jelde yiriitilerek bantlar kontrol edilmis ve PZR
amplifikasyonu calsmalarinda bu suslara ait DNA’lar kalp olarak kullanilmistir.

72



kb M, A kb M, A

2313 — 2313 —

chr chr

94] —— 94] —

655 —— 655 —

(@) (b)

Sekil 3.7. Sr direngli M. luteus Sr021 (a) ve M. luteus Sr111 (b) suslarmin DNA

analizi
Mi: Lambda DNA-Hindlll Marker, chr; Kromozomal DNA

3.5. Stronsiyum Direncli M. luteus’un PZR Amplifikasyonu

PZR amplifkasyonunda oOrnekleri amplifiye etmek i¢in standart 16S rRNA gen
sekansma (GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler
kullanibmustr.  Genomik  DNA'nm  kisa  oligoniikleotid — primerler  kullanilarak
amplifikasyonu, amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarma karsi duyarhdir.
Hedef DNA'nin konsantrasyonu kullamlan DNA, F primer, R primer, dNTP, MgCl,
Taq buffer, Tag DNA Polimeraz, PZR Master Mix, DNA Kkalitesi ile "yapigsma-
annealing” sicakli@ gibi termalcycler parametreleri DNA amplifikasyonunu etkiler.
Buna gore; 95°C’de 5 dakika denatiirasyon, ardindan 30 dongii seklinde 94°C’de 1
dakika, 59°C’de 30 saniye yapisma-annealing, 72°C’de 2 dakika uzama ve bu
dongiileri takiben 72°C’de 10 dakikalk bir inkiibasyon ile sentezi tamamlanamayan

amplifikasyon driinlerinin  sentezi tamamlanmustr. Programm son asamasmda
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bekleme sicakhigi 4°C olarak tercih edilmistir. Uygulanan bu parametreler sonucunda
etkili bir amplifikasyon elde edimistir.

NI 34°C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C 64°C 65°C 66°C 67°C

Sekil 3.8. M. luteus i¢cin degisik sicakliklardaki PZR amplifikasyonu

M; Marker (DNA O'RangeRuler™ 100 bp DNA Ladder)

Uygulanan sicaklklar sonucunda 59°C en ugun sicaklk olarak belirlenmistir. MgClp
konsantrasyonun optimizasyonu belirlenen bu sicakhkta yapimstr. Sekil 3.9°da
uygulanan MgClL konsantrasyonlar1 gosterilmistir. Bu konsantrasyonlar en net bantm
2 uL ile 4 pl arasmda olacag goriilmistiir. Sonraki asamalarda ise konsantrasyonla
0.25 uL oynanarak MgCl optimizasyonu saglanmustir.

bl’ M 2L 225uL 250pL 2751 3l 325l 350pL 375l 4L
L 2uL 3pL 4pL  SpL

@ (b)

Sekil 3.9. M. luteus i¢in degisik MgClh konsantrasyonlarmdaki PZR optimizasyonu
M; Marker (DNA O'RangeRuler™ 100 bp DNA Ladder)
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Uygulanan islemler sonucunda spesifik olmayan baglanmalarm olmadigi 59°C’de
3.75 uL MgCl konsantrasyonunda en etkili amplifikasyon gerceklestirilmistir.

3.6. Stronsiyum Direncli Sr021 Susunun DNA Sekans Analizi

DNA sekans analizleri Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastrma ve Uygulama
Merkezi'nde (Ankara, Tirkiye) yaptrimustr. Elde edilen niikleotid dizilerinin ¢ift
yonli dizi analizi ile 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen Bankasi sonuglarma gore
% benzerlkleri bulunmus ve nikleotid dizileri Cizelge 3.3’de gosterildigi gibi

srralanmustir.

Cizelge 3.3. M. luteus Sr021 susunun sekans analiz sonuglar1

Susun 16S rDNA ile Tammmlama ve EMBL

Kodu % Homoloji Numarasi Niikleotid Baz Dizisi

GCCCAGCT TGCT GGGT GGAT T AGT GGCGAAC
GGGT GAGT AACACGT GAGT AACCT GCCCTTA
ACT CT GGGAT AAGCCTGGGAAACT GGGT CTA
AT ACCGGAT AGGAGCGCCCACCGCAT GGT GG
GT GT TGGAAAGATTTATCGGTTTTGGAT GGAC
TCGCGGCCT AT CAGCT TGTTGGT GAGGT AATG
, 0 GCT CACCAAGGCGACGACGGGT AGCCGGCCT
Micrococcus luteus (%99) . NR 037113 | 2 GAGGGT GACCGGCCACACT GGGACT GAGA
Micrococcusendophyticus (%99) | NR 044365 | cACGGCCCAGACT CCT ACGGGAGGCAGCAGT
Micrococcus antarcticus (%98) NR 025285 | GGGGAATAT T GCACAATGGGCGCAAGCCT GA
Micrococcus flavus (%97) NR 043881 | TGCAGCGACGCCGCGT GAGGGAT GACGGCCT
Arthrobacter ramosus (%96) NR 026193 | LCGCCT TCTAAACCTCTTTCAGT AGGGAAGAA

Sr021 GCGAAAGT GACGGT ACCT GCAGAAGAAGCAC

Arthrobacter pascens (%96) NR 026191 | cGGCTAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGT AAT
Arthrobacter nicotianae (%95) NR 026190 [ ACGT AGGGT GCGAGCGT TAT CCGGAATTATTG
Arthrobacter soli (%95) NR 044338 | GGCGT AAAGAGCT CGT AGGCGGT TTGTCGCG
Kocuria aegyptia (%94) NR 043511 | TCTGTCGT GAAAGTCCGGGGCT TAACCCCGGA

; JYPU T CT GCGGT GGGT ACGGGCAGACT AGAGT GCA
Rothia nasimurium (%93) NR 025310 | GT AGGGGAGACT GGAAT T CCT GGT GTAGCGG
TGGAAT GCGCAGAT ATCAGGAGGAACACCGA
T GGCGAAGGCAGGT CT CT GGGCT GT AACT GA
CGCT GAGGAGCGAAAGCAT GGGGAGCGAACA
GGAT T AGAT ACCCTGGT AGTCCATGCCGTAAA
CGT TGGGCACT AGGT GT GGGGACCAT T CCAC
GT TTCGCGCGCAGCT AACGCAT AAGTGCC

Sr direngli Sr021 susunun 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen bankasi sonuglari,
yapilan biyokimyasal testler ve pigmentasyon olusturmasi da dikkate almarak NR
037113 Gen Bank No’lu %99 homoloji orannda M. luteus DSM20030 bakterisi
oldugu belirlenmistir.
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3.7. Stronsiyum Direncli Sr111 Susunun DNA Sekans Analizi

DNA sekans analizleri Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastrma ve Uygulama
Merkezinde (Ankara, Tirkiye) yaptwimistr. Elde edilen niikleotid dizilerinin ¢ift
yonli dizi analizi ile 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen Bankasi sonuglarma gore
% benzerlkleri bulunmus ve nikleotid dizileri Cizelge 3.4’de gosterildigi gibi

srralanmustir.

Cizelge 3.4. M. luteus Sr111 susunun sekans analiz sonuglari

Susun 16S rDNA ile Tammmlama ve EMBL

Kodu % Homoloji Numarasi Niikleotid Baz Dizisi

TGT CCCCACACCT AGTGCCCAACGT TTACGG
CAT GGACT ACCAGGGT AT CTAATCCTGTTCG
CTCCCCAT GCTTTCGCTCCTCAGCGT CAGTTA
CAGCCCAGAGACCT GCCTTTCGCCATCGGT G
TTCCTCCTGATATCTGCGCAT TCCACCGCTAC

- 0 ACCAGGAAT T CCAGT CTCCCCTACTGCACTCT
M!Crococcus Iutgush(?%) %99 “E 8?126132 AGT CT GCCCGT ACCCACCGCAGAT CCGGGGT

icrococcus endophyticus (%99) T AAGCCCCGGACT T TCACGACAGACGCGACA
Micrococcus antarcticus (%98) NR 025285 AACCGCCTACGAGCT CTTTACGCCCAATAAT

Micrococcus lylae (%98) NR 026200 | TCCGGATAACGCT CGCACCCTACGTATTACC
Micrococcus flavus (%97 NR 043881 | GCGGCTGCTGGCACGT AGT TAGCCGGT GCTT

Sr111 Arthrobacter (%97) CTTCTGCAGGT ACCGTCACTTTCGCTTCTTCC
) CTACT GAAAGAGGT TTACAACCCGAAGGCCG
phenanthrenivorans(%96) NR 042469 | TCATCCCTCACGCGGCGT CGCTGCAT CAGGC
Citricoccus muralis(%96) NR 025488 | TTGCGCCCAT TGTGCAATATTCCCCACTGCTG

Arthrobacterarilaitensi s (%95) | NR 025611 ggggg?géggégg?ggggg?g g;gggégé
Curtobacteriumcitreum (%93) NR 026156 | CACCAACAAGCT GAT AGGCCGCGAGT CCATC
CAAAACCGAT AAATCTTTCCAACACCCACCA
TGCGGT GGGCGCT CCT AT CCGGT ATTAGACC
CAGT TTCCCAGGCT TATCCCAGAGTTAAGGG
CAGGT TACT CACGT GTTACTCACCCGTTCGCC
ACT AATCCACCCAGCAAGCT GGGCT CATC

Sr direngli Sr021 susunun 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen bankasi sonuglari,
yapilan biyokimyasal testler ve pigmentasyon olusturmasi da dikkate almarak NR
037113 Gen Bank No’lu %99 homoloji oranmda M. luteus DSM20030 bakterisi
oldugu belirlenmistir.

3.8. Filogenetik Soy Agaclarmin Olusturulmasi

16S rRNA gen sekanslarn NCBI Gen Bankasi sonuglarma gére BLAST analizi
kullanilarak  dizilmigtir [147]. Swralanan tim dizilerin MEGA 5 Bootstrap Test of
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343205881?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SGN8H43M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878146?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=SGN8H43M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SGN9YVUS013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198848?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=SGN8H43M01S

Phylogeny (neigboor-joining) yazilmu ile analiz edilmesi sonucunda Sekil 3.10°da
gosterilen filogenetik aga¢ olusturulmustur [148].

49 Micrococcus luteus DSM 20030 (NR 037113)
Micrococcus endophyticus  YIM 56238 (NR 044365)

Micrococcus antarcticus T2 (NR 025285)
Micrococcus flavus  LW4 (NR 043881)
1 ' Micrococcus lylae  DSM 20315 (NR 026200)

70 Citricoccus muralis  4-0 (NR 025488)

Arthrobacter soli  SYB2 (NR 044338)

ag _|:'thro bacter nicotianae DSM 20123 (NR 026190)
93 Arthrobacter arilaitensis Rell7 (NR 025611)

{Arﬂvobasxg agll!: PDLW 168 (J'NQS-‘&‘»S-&)
64 drthrobacter flavus R-43110 (FR691390)

99

25

37

Arthrobacter alkaliphilus LC6 (NR 041401)

Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 (NR 042469)
Arthrobacter aurescens GTb7 (JF703633)

100 (Arthrobacter ramosus DSM 20546 (NR 026193)

Arthrobacter pascens DSM 20545 (NR 026191)

77

48 Arthrobacter chlorophenolicus LB-Y (AB495170)
79 Arthrobacter globiformis  TY26ruD (HQ406736)
Arthrobacter castelli LMG 22283 (NR 042249)

El Arthrobacter citreus  SJ10 (GQ149484)
Curtobacterium citrewm DSM 20528 (NR 026156)
Rothia nasimurium CCUG 35957 (NR 023310)
73 Kocuria aegyptia YIM 70003 (NR 043511)

E‘ Kocuria rhizophila BNDS3 (HQ391424)

0.005

Sekil 3.10. Micrococcus luteus’un soy agact (0.005, niikleotidler arasmndaki fark)

Tiirler arasndaki genetk uzakli@ en az olan suslarn gostermek i¢in filogenetik agac
olusturulmustur. Evrimsel a¢idan korunmus niikleotid baz dizilerinin tiirler arasi
uzaklk-yakmhk analizlerinin  yapilabilmesi igin  uzakhk matriksi hesaplanmuistir.
Cizelge 3.5’de 16S rDNA dizi verileri kullamlarak gergeklestirilen distance matriks
verilmistir. Bu ¢izelge kapsammnda Micrococcus luteus’a en yakm birim 0.008 ile
Micrococcus endophyticus susu oldugu tespit edimisti. Bu deger iki susun
birbirlerine en yakin akraba olduklarmmn gostergesidir. Micrococcus luteus’a en uzak
birim ise 0.078 ile Kocuria rhizophila susudur. Bu deger ise iki susun birbirleri ile

akrabalk derecelerinin en uzak oldugunun gostergesidir.
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Cizelge 3.5. 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen taksonlarin dogrudan eslestirme degerleri (distance matrix)

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 9720121122 [ 23

Arthrobacter

nicotianae

Arthrobacter 0.028

romasus

Arthrobacter 0.033 | 0.020

chlorophenolicus

Rothia nasimurium P-060 [ 0.056 | 0.058

Arthrobacter 0.010 | 0.033 | 0.036 | 0.057

arilaitensis

Curtobacterium 0.073 | 0.071 | 0.077 | 0.079 | 0.072

citreum

Arthrobacter 0.063 | 0.058 | 0.059 | 0.071 | 0.060 | 0.085

castelli

Micrococcus luteus P-041 | 0.035 | 0.040 | 0.055 | 0.044 | 0.073 | 0.063

Kocuriaaegyptia  P-050 | 0.042 | 0.042 [ 0.049 | 0.053 [ 0.066 | 0.060 | 0.049

Micrococcus 0.044 | 0.046 | 0.048 | 0.064 | 0.045 | 0.081 | 0.062 | 0.017 | 0.055

antarcticus

Arthrobacter 0.044 [ 0.029 | 0.023 | 0.063 | 0.050 | 0.072 | 0.061 | 0.045 | 0.050 | 0.055

phenanthrenivorans

Micrococcus flavus |0:048 | 0.048 | 0.053 | 0.063 | 0.045 | 0.082 | 0.061 | 0.018 | 0.063 | 0.024 | 0.057

Citricoccus muralis |0036 [ 0.035 | 0.045 | 0.059 | 0.040 | 0.078 | 0.058 | 0.036 | 0.053 | 0.039 | 0.052 | 0.044

Arthrobacter soli 0.018 | 0.028 | 0.038 | 0.065 | 0.021 | 0.070 | 0.065 | 0.041 | 0.053 | 0.045 | 0.047 | 0.054 | 0.034

Arthrobacter 0.028 | 0.000 [ 0.020 | 0.056 | 0.033 | 0.071 | 0.058 | 0.035 | 0.042 | 0.046 | 0.029 | 0.048 | 0.035 | 0.028

pascens

Micrococcuslylae [0-047 | 0.041 [ 0.044 | 0.056 | 0.051 | 0.079 | 0.069 [ 0.017 | 0.054 [ 0.026 | 0.047 [ 0.032 | 0.042 | 0.048 | 0.041

Micrococcus 0043 | 0.041 | 0.044 | 0.061 | 0.046 | 0.076 | 0.067 | 0.008 | 0.053 | 0.016 | 0.051 | 0.021 | 0.039 | 0.044 | 0.041 | 0.020

endophyticus

Arthrobacter agilis [0-056 | 0.043 | 0.038 | 0.064 | 0.053 | 0.078 | 0.058 | 0.052 | 0.052 | 0.056 | 0.046 | 0.060 | 0.042 [ 0.051 [ 0.043 | 0.058 | 0.056
0.078 [ 0.074 | 0.070 | 0.069 | 0.081 | 0.094 | 0.080 | 0.078 | 0.056 | 0.084 | 0.079 | 0.091 | 0.074 | 0.080 | 0.074 | 0.083 | 0.081 | 0.078

Kocuriarhizophila
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Cizelge 3.5. (devam)

Arthrobacter 0.042 [ 0.017 [ 0.028 | 0.063 | 0.047 [ 0.067 | 0.059 | 0.045 | 0.049 [ 0.055 | 0.015 [ 0.055 [ 0.047 [ 0.041 [ 0.017 [ 0.049 [ 0.051 [ 0.049 | 0.079

aurescens

Arthrobacter flavus |0-050 | 0.033 | 0.029 | 0.068 | 0.047 | 0.074 | 0.064 | 0.053 | 0.055 | 0.057 | 0.032 | 0.061 | 0.049 | 0.045 [ 0.033 | 0.055 | 0.057 | 0.024 | 0.081 | 0.036

Arthrobacter 0.046 | 0.029 | 0.027 | 0.071 | 0.049 | 0.087 | 0.067 | 0.052 | 0.051 | 0.060 | 0.037 | 0.062 | 0.057 | 0.048 | 0.029 | 0.055 | 0.053 | 0.052 | 0.082 | 0.042 | 0.045

globiformis

Arthrobacter 0.083 | 0.067 | 0.065 | 0.084 | 0.088 | 0.095 | 0.072 | 0.072 | 0.069 | 0.082 [ 0.058 | 0.084 | 0.076 | 0.080 | 0.067 | 0.082 | 0.073 | 0.064 [ 0.094 | 0.053 | 0.069 [ 0.071
citreus

Arthrobacter 0.048 | 0.030 | 0.034 | 0.066 | 0.050 | 0.074 | 0.055 [ 0.056 | 0.055 | 0.063 | 0.039 | 0.065 [ 0.049 | 0.044 | 0.030 [ 0.056 | 0.060 | 0.038 [ 0.079 | 0.033 | 0.034 | 0.046 | 0.064
alkaliphilus
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3.9. Stronsiyum Direncli Susun Yag Asit Metil Ester Analizi

Sherlock [127] tarafindan tarif edilen metoda gore Sr direngli susun yag asit metil
ester analizi gerceklestirilmis ve yag asitleri metil esterlerimin kromatogramlari ve
toplam yag asitleri miktarlar, analiz edilen Ornegin kromatogrammdaki pikleri,
standarttaki biitin yag asitlerinin metil esterlerinin alkonma zamanlari Sekil 3.11 ve
Sekil 3.12°de verilmistir.

B3 ® )3
Lsiadoaadooad ool
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H

Sekil 3.11. Sr direngli susun FAME analiz sonucu dendogrami (Agilent 6890, USA,
cihaz ¢iktisi)
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Volume: DATA File: E135236.29A
Type: Samp Bottle: 3

Created: 5/23/2013 3:30:59 PM

Sample ID: Srl11

Samp Ctr: 4
Method: RTSBA6

ID Number: 8833

RT | Resp Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name | Percent | C C 2

0.6921 344916 | 0.004 e | 66743 weee | <UD T

__0.7002 | 9.673E+8 | 0.016 -~ | 6.7344 | SOLVENT PEAK -—= | < n rt
1.7075 335 | 0.008 1.027 | 12.7141 | 13:0 anteiso 1.33 | ECL deviates 0.000 Ref -0.002
1.9547 876 | 0.008 0.989 | 13.6282 | 14:0 iso 3.34 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.005
2.2479 3005 | 0.008 0.957 | 14.6317 | 15:0 iso 11.09 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.008
2.2756 18702 | 0.009 0.955 | 14.7241 | 15:0 anteiso 68.85 | ECL devates -0.001 | Ref -0.008
2.5556 1957 [ 0.009 0.935 | 15,6343 | 16:0 iso 7.05 | ECL deviates 0.001 | Refe -0.007
2.8437 628 | 0.008 0.920 | 16.5551 | 17:1 anteiso w9¢ 2.23 | ECL deviates 0.003 |
2.8995 1727 | 0.009 0.918 | 16.7326 | 17:0 anteiso 6.11 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.008

ECL Deviation: 0.001
Total Response: 27230 Total Named: 27230
Percent Named: 100.00% Total Amount: 25937
Profile Comment: Total response less than 50000.0. Concentrate and re-run.

Reference ECL Shift: 0.007  Number Reference Peaks: 6

Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.531 Brevibacillus-choshinensis
0.493 Paenibacillus-polymyxa (Bacillus)
0.366 Arthrobacter-ramosus
0.346 Arthrobacter-oxydans
0.326 Micrococcus-luteus-GC subgroup B

Sekil 3.12. Sr direngli susun FAME profili (Agilent 6890, USA, cihaz ¢iktisi)

Yapilan yag asit analizleri sonucunda Sr direngli susun yag asitlerinin iso (i) ve
anteiso (ai) formunda oldugu, %68.85 oraninda pentadekanoik asit (ai-Cis) Ve
%11.09 orannda pentadekanoik asit (i-Cis:o) icerdigi bulunmustur.

3.10. Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnglilik Profilleri

3.10.1. Stronsiyuma Direncli Suslarin Coklu Metal Direnclilik Profilleri

Stronsiyum direngli suslarm c¢oklu metal direnclilikleri Cizelge 3.6°da gOsterilmistir.
Sr021 susu Ag, Sn, Li, Al ve Ba metallerine, Sr111 susu ise Sn, Li ve Ba metallerine
kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir. Sr021 susunun Hg, Pb, Mn, Zn, Fe, Ni,
Sh, Cd, Cr, Co ve Cu metallerine, Sr111 susunun ise Hg, Pb, Mn, Zn, Fe, Ni, Sh, Ag,
Cd, Al, Cr, Co ve Cu metallerine kars1 kullandlan konsantrasyonlarda duyarh oldugu

belirlenmistir.

81



Cizelge 3.6. Stronsiyuma direngli suslarm g¢oklu metal direnglilik profilleri

Direngclilik Profili

Metal Formu Kons(ﬂ;c;'ﬁ')s yon Sr021 Srlil
Hg(NOs), H,0 195 S S
Pb(NOs), 1200 S S
MnSO, 1000 S S
ZnS0,4 7TH,0 825 S S
FeCl3 450 S S
NiSO, 6H,0 395 S S
K(ShO)C4H40s 1400 S S
AgNO; 8 R S
Cd(NO3) 4H,0 750 S S
SnCl, 7TH,0 160 R R
LiCl 5000 R R
AICl; 6H,0 300 R S
BaCl, 2H,0 2700 R R
CrN3;Og 9H,0 1100 S S
Co(NO3) 6H,0 750 S S
CuS0O, 5H,0 450 S S

(R); diregli, (S); duyarli

3.10.2. Stronsiyuma Direncli Suslarin Coklu Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Stronsiyum  direngli  suslarm ¢oklu antbiyotikk direncliikleri Cizelge 3.7°de
gosterilmistir.  Sr021  susunun  aminoglycosides antibiyotiklerinden gentamicin  ve
tobramicin’e,  quinolones  antibiyotiklerinden  pefloxacm’e  ve  cephalosporins
antibiyotiklerinden aztreonam’a, Srl111 susunun isc [ lactams antibiyotiklerinden
Piperacilin’e, aminoglycosides antibiyotiklerinden  Gentamicin ve  Tobramicin’e,

quinolones  antibiyotiklerinden  pefloxacin’e,  cephalosporins  antibiyotiklerinden
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aztreonam’a  ve sulfonamides antibiyotiklerinden  trimethoprim-Sulfamethoxazole’ye

coklu antibiyotik direnglilik gosterdigi belirtilmistir.

Cizelge 3.7. Stronsiyum direngli suslarm ¢oklu antibiyotik direnglilik profilleri

Direnclilik Profili

A”(t:fg’i}’d‘i’gl‘:)'er Sro21 | Sriil
Ampicillin (AMP) (10) S S
Amoxicillin-Clavulanic acid (AMC) (20/10) S S
Oxacillin (OXA) (1) S S
Penicillin (PEN) (10) S S
Ticarcillin (TIC) (75) S S
Ticarcillin-Clavulanic acid (TIM) (75/10) S S
Amikacin (AMK) (30) S S
Gentamicin (GEN) (10) R R
Tobramicin (TOB) (10) R R
Ciprofloxacin (CIP) (5) S S
Pefloxacin (PEF) (5) R R
Aztreonam (ATM) (30) R R
Cefepime (FEP) (5) S S
Ceftazidime (CAZ) (30) S S
Sulbactam-Cefoperazone (CFP) (75/30) S S
Bacitracin (BAC) (10) S S
Trimethoprim-Sulfamethoxazole (SXT) (25) S R
Tetracycline (TET) (30) S S
Rifampin (RIF) (5) S S
Erythromycin (ERY) (15) S S
Vancomycin (VAN) (30) S S
Chloramphenicol (CHL) (30) S S
Imipenem (IPM) (10) S S
Piperacilin (PIP) (100) S R
Piperacilin-Tazobactam (TZP) (100/10) S S

(R); direngli, (S); duyarl:
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3.11. Bakterilerin Plazmit DNA Analizi

Stronsiyum direngli Sr021 ve Srl111 suslarmn metal direngliligi ile plazmit profilleri
arasindaki iligkiyi ortaya c¢ikartmak amaciyla metal iceren ve metal igermeyen
ortamlarda {iretilen bakterilerden plazmit ve kromozomal DNA izolasyonu
yapimistir.

3.11.1. Stronsiyum Direncli M. luteus Sr021 Susunun Plazmit DNA Analizi

Stronsiyum  direngli M. luteus Sr021 susunun plazmit DNA profili ¢karlarak
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.13°de gosterildigi gibi M. luteus
Sr021 susunun Sr iceren ve icermeyen her iki ortamda da 32.28 kb boyutunda
plazmit varhg gozlenmistir. Plazmit eliminasyon c¢alsmalari sonrasmda 32.28 kb
boyutundaki plazmiti elimine edilmis olan M. luteus Sr021 susunun Sr igeren
ortamda {iredigi, gentamicin, tobramicin, pefloxacin ve aztreonam antibiyotiklerine
karsi direngliligini kaybettigi tespit edilmisti. Bu sonuglar dogrultusunda M. luteus
Sr021 susunda Sr  direng genlerinin  kromozomal DNA iizerinde oldugu

belirlenmistir.
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kb

134.21—

4032
32.28 —

16.86 —

14.08 — — chr

Sekil 3.13. M. luteus Sr021 susunun plazmit DNA analizi

M: Agrobacterium tumefaciens, A: Srigermeyen, B:Sr iceren ortam, C: Plazmit DNA eliminasyonu,

Agrobacterium tumafaciens molekiller agrhg bilinen plazmit marker olarak
kullanilarak her jel i¢in standart egri olusturulmus ve molekiiler agrh@ bilinmeyen

plazmit bantlarmin molekiiler agrliklar1 bu standart egri ilizerinden hesaplanmistir.

Sekil 3.14’de plazmit DNA molekiiler agrlklarm belirlenmesi icin ¢izilmis standart
egri gosterilmistir.

log (kDa)

uzakhk (mm)

Sekil 3.14. Plazmit DNA molekiiler agrlik belirleme standart egrisi
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3.11.2. Stronsiyum Direngli M. luteus Sr111 Susunun Plazmit DNA Profili

Stronsiyum  direngli M. luteus Srl1l1l susunun plazmit DNA profili ¢ikarlarak
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.15°de gosterildigi gibi M. luteus
Sr111 susunun Sr iceren ve icermeyen her iki ortamda da 32.28 kb boyutunda
plazmit varhgi gozlenmistir. Plazmit eliminasyon c¢ahsmalart sonrasmda 32.28 kb
boyutundaki plazmiti elimine edimis olan M. luteus Srlll susunun Sr iceren
ortamda iredigi, gentamicin, tobramicin, pefloxacin, aztreonam, trimethoprim-
sulfamethoxazole ve piperacilin  antibiyotiklerine karst direngliligini  kaybettigi de
tespit edimisti. Bu sonuglar dogrultusunda M. luteus Sr111 susunda Sr direng

genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.

kb

134.21—

4032
32.28 —

16.86 —

14.08 — E=gelin

Sekil 3.15. M. luteus Sr111 susunun plazmit DNA analizi

M; Agrobacterium tumefaciens, A; Srigermeyen B; Sriceren ortam, , C; Plazmit DNA eliminasyonu,

Agrobacterium tumafaciens molekiller agrh@ bilinen plazmit marker olarak
kullanilarak her jel i¢in standart egri olusturulmus ve molekiler agirh@ bilinmeyen
plazmit bantlarinin molekiiler agrlklar1 bu standart egri lizerinden hesaplanmistir.
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Sekil 3.16’da plazmit DNA molekiiler agrlklarm belirlenmesi i¢in ¢izilmis standart
egri gosterilmistir.

¥ 19563«+ 2479
R =097

log (kDa)

uzakhk (mm)

Sekil 3.16. Plazmit DNA molekiiler agrlik belirleme standart egrisi

3.12. Plazmit Eliminasyon Sonrasi1 Bakterilerin Pigmentasyon Yeteneklerinin

Belirlenmesi

Izole edilen Sr direngli bakteriler hem nutrient agar hem de nutrient broth
ortamlarma ekilip 37°C de inkiibasyona brrakimustr. Uremekte olan bakteriler, her
24 saatte bir ortam rengi ac¢ismdan takip edilmistir. Bakteriler 72 saat ve sonrasmda
hem nutrient agar hem de nutrient broth ortamlarmda ortamm rengini pembeye
cevirdikleri tespit edilmistir. (Sekil 3.18)

72 saat sonunda M. luteus’un ortammn rengini pembe yaptig goriilmistir. Ancak bu
renk degisimi yeteneginin kromozomal DNA mu yoksa plazmit DNA mu {izerinde
olduguna karar verilememisti. Micrococcus luteus’un plazmit DNA profilinden de
yardim alnarak 32.28 kb’lk bir adet DNA plazmiti icerdigi goriilmiistir. Daha
onceden plazmit DNA elemmnasyon yontemi ile bu plazmiti gideriimis Orneklerden
ekim yapimistr. 4 giin boyunca kiiltiir gozlenmis ancak herhangi bir renk degisimi
gézlenmemistir. Sonu¢ olarak ise M. luteus’un ortammn rengini degistirme

yeteneginin plazmit DNA iizerinde oldugu belirlenmistir. (Sekil 3.20).
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Sekil 3.17. Eliminasyon Oncesi Sekil 3.18. Eliminasyon Oncesi
(24 saat inkiibasyon) (72 saat inkiibasyon)

Sekil 3.19. Eliminasyon sonrasi Sekil 3.20. Eliminasyon sonrasi
(24 saat inkiibasyon) (72 saat inkiibasyon)

3.13. Bakterilerin Total Protein Analizleri

3.13.1. Stronsiyum Direngli M. luteus Sr021 Susunun Total Protein Analizi

Stronsiyum direngli M. luteus Sr021 susunun total protein profili belirlenmistir. Sekil
3.21’de gosterildigi gbi her bir jel icin ayri ayr1 olarak elde edilen standart egri ile
molekiiler  agrlklari  bilinmeyen  protein  bantlarmm  molekiiler  agirlklar
belirlenmistir.  Molekill agrhg 160 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
metalsiz ortama oranla %82, 123 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon

metalsiz ortama oranla %77, 116 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
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metalsiz ortama oranla %59, 107 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
metalsiz ortama oranla %57, 90 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
metalsiz ortama oranla %68, 63 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
metalsiz ortama oranla %62 ve molekiil agrhgi 56 kDa olan bantta metal ortamdaki

ekspresyon metalsiz ortama oranla % 79 azalmistir.

kDa M A B kD=

250 —

<+ 160
130 —> N
< 123

+— 116
G107

— 90

. — 67
<+— 63
+— 56

Sekil 3.21. M. luteus Sr021 susunun total protein analizi

M; Marker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder),

A; Sr igermeyen, B; Sr igeren ortam
PageRuler™ Plus  Prestained Protein Ladder molekiller agrhg bilinen protein
marker olarak kullanilarak her jel i¢in standart egri olusturulmus ve molekiiler
agrh@ bilinmeyen proteinlerin  molekiiler agrhklart bu standart egri iizerinden
hesaplanmustr.  Sekil 3.22’de total protein molekiiler agrlklarm belirlenmesi igin
cizilmis standart egri gosterilmistir.

Log(kDa)

uzakhk (mm)

Sekil 3.22. Total protein molekiiler agwlk belirfleme standart egrisi
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3.13.2. Stronsiyum Direngli M. luteus Sr111 Susunun Total Protein Analizi

Stronsiyum direncli M. luteus Srlll susunun total protein profili belirflenmistir. Sekil
3.23’de gosterildigi gibi her bir jel icin ayri ayr olarak elde edilen standart egri ile
molekiiler  agrlklari  bilinmeyen  protein  bantlarmm  molekiller  agrhklar
belirlenmistir. Molekil agrhgi 193 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
metalsiz ortama oranla %74 azalmstr. Molekil agrhgt 128 kDa olan bantta metalli
ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %71, molekiil agrhgi 100 kDa olan
bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %4 azalmstwr. Molekiil
agrhg 88 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla
%43, molekill agrlgt 74 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz
ortama oranla %34, molekill agrhgt 63 kDa olan bantta metalli ortamdaki
ekspresyon metalsiz ortama oranla %65 artmustr. Molekill agrhg 52 kDa olan
bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %22 azalmstr.

kDa M A B kDa
250 —>
<+ 193
<+— 164
130 ——»

142
128

100 —»
88

70 —> 74

2
~

55 —>

Sekil 3.23. M.luteus Sr111 susunun total protein profili

M; Marker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder),
A; Srigermeyen, B; Sr igeren ortam

PageRuler™ Plus  Prestained Protein Ladder molekiiler agrhg bilinen protein
marker olarak kullamlarak her jel i¢cin standart egri olusturulmus ve molekiiler
agrhgn  bilinmeyen proteinlerin - molekiiler agrhklari bu standart egri iizerinden
hesaplanmugtr.  Sekil 3.24’de total protein molekiiler agrhklarm belirlenmesi i¢in
cizilmis standart egri gosterilmistir.
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Sekil 3.24. Total protein molekiiler agwlk belirfleme standart egrisi
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4. TARTISMA-SONUC

Kirikkale-Kizlrmak — iizermde  belirlenmis olan 12 istasyondan toplanan su
orneklerinden 7 istasyonda Sr direngli bakteriler izole edimisti. Izole edilen
bakteriler igerisinden MIK degeri 2000 mg/L olan iki sus 2. ve 11. bdlgelerden izole
edimis Sr021 ve Srll1l kodlart verilerek sonraki ¢ahsmalarda kullambmistr. Soz
konusu her iki susda biyokimyasal testler, 16S rDNA sekans ve yag asidi analizleri
kullanilarak  Micrococcus luteus olarak  tanmlanmustr. Sr direngli Sr021  susu
Kesikkoprii Baraji su tutma bendinden izole edimistir. Kesikkdprii Baraji su tutma
bendinde Kumlrmak boyunca yerlesmis olan sanayi kuruluglarmin atk sulart bu
bolgede toplantyor olmasi olast bulasim kaynag olarak degerlendirimistir. Diger
taraftan Sr111 kodlu sus ise Mezbahane-Makina Kimya Enstitiisii (MKE) mevkiinden
izole edilmistir. M. luteus’un daha Once yapilan cahsmalarda hayvan derisinde ve
diskismda bol miktarda bulundugu belirtilmektedir [149]. S6z konusu lokasyonun
mezbahane alannda olmast bulasim kaynagmmn burada kesilen hayvanlarm
atiklarmdan oldugu disiiniilmektedir. Ayrica bu bolgede savunma sanayisinde etkin
roli olan MKE Tesisleri bulunmaktadr. Sr savunma sanayisinde kullamlan agr
metallerden biridir [32].

Biyoremediasyon calgmalarmda kontaminant maddeleri pargalayabilen ve onlar
toksik olmayan yan (irilinlere doniistiren mikroorganizmalarm biiylimeleri tesvik
edilerek  mikroorganizmalarm  dogal olarak  bu  prosesinden  yararlanir.
Mikroorganizmalar birgok kontammantlara maruz kaldiginda artan bir yetenek ile bu
maddeleri degrede etme yoninde bir gelisme gosterirler. Genellikle birden fazla
toksik maddeleri pargalayarak enerji elde eden suslar 6n plana ¢ikmaktadr [52]. Bu
suslarda c¢oklu antibiyotk ve c¢oklu metal direngliklerinin bir arada bulunmasi
biyoremediasyon ¢alismalarmda siklkla kargilasilan bir durum haline gelmistir. Bu
amacla Sr direngli bakterilerin ¢oklu antibiyotk ve diger agr metallere karsi
olabilecek ¢oklu direnglilik profilleri incelenmistir. Sr021 M. luteus susunun Ag, Sn,
Li, Al ve Ba metallerine, Sr111 M.luteus susu ise Sn, Li ve Ba metallerine ¢oklu
direng gbsterdigi tespit edilmistir. Antibiyotik direncliik profillerine bakildiginda ise

Sr021 M. luteus susunun gentamicin, tobramicin, pefloxacin ve aztreonam
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antibiyotiklerine, Srl111 M.luteus susu ise piperacilin, gentamicin tobramicin,
pefloxacin, aztreonam ve trimethoprim-sulfamethoxazole antibiyotiklerine ¢oklu
antibiyotik direnglilik gosterdigi tespit edimisti. Brendlyn ve arkadaslarmn [150]
yaptig1 bir cahsmada atk sulardan izole ettigi M. luteus icin Sr MIK degerini 50
mg/L oldugunu gbstermigleridir. Aym ¢alsmada Sr iyonlarmm M. luteus tarafindan
hiicre yiizeyine baglanmasi ve metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre i¢ine ahnarak
giderildigi gbsterimisti. Brown ve arkadaglart [151] yaptklarni bir ¢ahymada atik
sulardan Sr direncli Shewanella oneidensis susunu izole etmislerdir. Bu susun Sr i¢in
MIK degeri 720 mg/L oldugunu gdstermislerdir. Simon ve arkadaslari [152]
yaptiklar1 bir ¢alismada atk sudan Sr ve Mg direngli Saccharomyces cerevisiae
susunu izole etmislerdir. Bu susun Sr icin MIK degerinin 200 mg/L, Mg i¢in ise 400
mg/L oldugunu gostermislerdir. Tajer ve arkadaslart [153] yapmus olduklar bir
calsmada radyoaktif atik sulardan Sr direngli Bacillus sp. susunu izole etmislerdir.
Bu susun Sr icin MIK degerinin 100 mg/L oldugunu gostermislerdir. Jackson ve
arkadaslarmm  [154] vyapti@ bir ¢alsmada Plankenburg nehrindeki metal
konsantrasyonlarmi Al i¢in 11.56 mg/L, Ni i¢in 0.17 mg/L, Fe i¢cin 12.2 mg/L
oldugunu tespit etmislerdir. Olast metal direngliligine sahip mikroorganizmalar ise
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Delftia tsuruhatensis, Kocuria kristiane, Comamonas
testosteroni, Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus sp., Micrococcus sp.,
Sphingomonas sp. ve Microbacterium sp. olarak tanmlamiglardr. Bozanta ve
arkadaglar1 [155] yaptklart bir calismada radyoaktif atkk sulardan izole edilen M.
luteus icin MIK degerleri toryum igin 77 mg/L, uranyum igin 38.8 mg/L ve bakr igin
33.5 mg/L oldugunu goéstermislerdir. M. luteus’un toryum, uranyum ve bakir
metallerine  karst c¢oklu metal direncliik gosterdigi belirtmis ve radyoaktif atik
sulardaki agr metal gideriimesinde kullamlan mikroorganizmalarm ¢ok  yonli
giderime katkida bulunacagi belirtmislerdir. Altalhi [156] yapmus oldugu c¢alismada
toprakdan izole ettizi M. luteus susunun Zn icin MIK degeri 300 pg/mL, Cu igin 40
ug/mlL, Cd i¢in 25 pg/ml, Ni igin 300 pg/mL, Mn i¢cin 100 pg/mL, Pb i¢in 1000
pgmL oldugunu tespit etmisti. Lo ve arkadaslarmm [157] yapti@ bir cahsmada
metal iceren endiistriyel atk ve evsel atk sulardan 19 adet metal direncli ve direngli
olmayan bakteriler izole etmislerdir. Bes farkh metal icn (Cu, Ni, Zn, Pb ve Cr)
biyosorpsiyon kapasitesi incelenmis ve metal konsantrasyonlart 100 mg/L olarak

tespit edilmistir. Pseudomonas pseudoalcaligenes ve M. luteus suslarmn Cu ve Pb
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metallerimin - onemli miktarda giderilmesinde rolii oldugu tespit edilmistir. Aym
zamanda ise M. luteus susumun Cu, Ni, Zn, Pb ve Cr metallerine ¢oklu metal
direncliligi gosterdigini tespit etmiglerdir. Zaied ve arkadaslart [158] fabrikalarm
kirlettigi atik sulardan bakteri izolasyonu yapmuglardr. Biyokimyasal testler sonucu
tammlanan  M.luteus susunun ¢oklu antibiyotk direngliik profilleri incelenmis,
ampisilin,  ibiamox, haiconcil, nystatin ve amoksilin antibiyotklerine ¢oklu
direnglilik gosterdigini  belirlemislerdir. Ayrica  yapilan  biyoremediasyon
caligmalarmda M. [uteus’un Fe metalini %96, Sr metalini ise %48 orannda ortamdan
giderdigini gostermislerdir. Sathiyamurthy ve arkadaglann [159] atk sulardan ve
sedimentlerden izole ettikleri M. luteus susunun g¢oklu metal ve ¢oklu antibiyotik
direngliliklerini birlikte incelemiglerdir. M. luteus’un Cd, Zn, Fe ve Hg metallerine;
penisilin, ampisilin, kanamisin, streptomisin ve polimiksin antibiyotiklerine ¢oklu
direng gosterdigini belirtmislerdir. Maria ve arkadaglar1 [160] deniz suyundan izole
ettikleri bakterilerin ¢oklu metal ve c¢oklu antibiyotik direngliliklerini incelemislerdir.
Yapilan ¢algmalar dogrultusunda M. luteus susunun Cr, Cd, Zn ve Hg metallerine
ayrica kloramfenikol, ampisilin, streptomisin, tetrasikln ~ ve  kanamisin
antibiyotiklerme c¢oklu direng gosterdigni belirtmiglerdir. Dikbas ve arkadaslan
[161] Erzurum ili Oltu ilgesinde tath sulardan bakteri izolasyonu yapmuslar ve
biyokimyasal testler ile tanmmlamiglardwr. Yapilan biyokimyasal testler sonucunda
tammlanan M. luteus susunun penisilin oksasilin ve apramisine ¢oklu antibiyotik
direngliligi oldugunu gostermislerdir. Acar [162] yaptigi bir ¢alismada antimikrobiyal
aktivitenin  belirlenmesi igin 10 bakteri (Pseudomonas aeruginosa NRRL B-23,
Salmonella enteritidis RSKK 171, Escherichia coli ATCC 35218, Yersinia
enterocolitica RSKK 1501, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736, Proteus vulgaris
RSKK 96026, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus RSKK 863, Micrococcus luteus NRRL B-4375) ve bir maya
(Candida albicans) tirti kullannustr. Standart antibiyotikk disk olarak, nistatin,
ampisilin, penisilin, gentamisin, oksasilin ve tetrasiklin kullamimistr. Bu ¢aligma
sonucunda Micrococcus luteus susunun ampisilin, penisilin, oksasilin ve tetrasikline
¢oklu antbiyotkk direngliligi gosterdigi ve minimum direncliligin ise tetrasikline
oldugu belirtimistir. Bu c¢ahsmalardan elde edilen sonuglara ile bizim yaptigmiz
cahsma Kkarsilastrildignda elde ettiimiz sonu¢ M. luteus’un susunun Sr direncinin
¢ok daha fazla oldugu ve biyoremediasyon calsmalarmda kullaniabilirligi agisindan
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Oonemli bir potansiyel olusturabilecegi belirlenmistir. Ayrica M.luteus susunun f
lactam antibiyotiklerine daha ¢ok direng gosterdigi belirlenmistir. Aktan [163]
yaptigi ¢ahsmada Kwlirmak’tan izole ettigi E. faecalis’m Sr (2000 mg/L), Al (300
mg/L), Ba (2700 mg/L), Cr (1100 mg/L), Fe (450 mg/L), Li (5000 mg/L), Ni (395
mg/L), Sn (160 mg/L), Ag (8 mg/l) ve Zn (825 mg/lL) metallerine de direngh
oldugunu belirlemistir. Ayrica bu susun amikasin, aztreonam ve gentamisin
antibiyotiklerine kars1 da direngliik gosterdigini tespit etmistir. Orman [164] yaptid
caligmada lityum direngli S. aureus’un antbiyotikk ve diger agr metallere karsi ¢coklu
direnglilik profillerini incelemis ve S. aureus’un Sr (2000 mg/L), Sn (160 mg/L), Ni
(395 mg/L), Al (300 mg/L), Ag (8 mg/L), Ba (2700 mg/L) gibi metallere ve
ampicilin,  aztreonam  gentamicin, imipenem, oxacillin,  penicillin,  piperacilin,
trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosterdigini tespit etmistir. Kalay
direngli P. agglomerans susunun ise Sr (2000 mg/L), Pb (1200 mg/L), Sb (1400
mg/L), Ag (8 mg/L), Li (5000 mg/L), Al (300 mg/L), Ba (2700 mg/L) gibi metallere
ve Dbacitracin, oxacillin, trimeth-sulfa gbi antbiyotiklere karst ¢oklu direng
gosterdigini  tespit etmistir. Kochan [165] yaptig c¢ahsmada Ni direngli bakterinin
coklu antbiyotik ve diger agr metallere kars1 c¢oklu direngliik profilini
incelenmistir. Comamonas testosteroni susunun Sr (2000 mg/L), Al (300 mg/L), Li
(5000 mg/L), Ba (2700 mg/L), Ag (8 mg/L), Sn (160 mg/L) metallerine karsi ¢coklu
direng  gosterdigi  belirlemistir. ~ Antibiyotk  direng  profiline  bakildigmda ise
penicillin, ampicilin, sulbactam, oxacillin, vancomycin, gentamicin,  netilcimin,
pefloxacin, trimeth-sulfa antibiyotiklerine karst ¢oklu direng gosterdigi saptamistir.
Akbulut [166] yaptigi ¢ahsmada Mn ve Zn direngli bakterilerin ¢oklu metal ve
antibiyotik direnclilik profillerini incelemistir. Mn direngli Serratia marcescens ve
Acinetobacter haemolyticus suslarmm Sr (2000 mg/L), Al (300 mg/L), Li (5000
mg/L), Ba (2700 mg/L), Pb (1200 mg/L), Fe (450 mg/L), Ag (8 mg/L), Cu (450
mg/L), Sn (160 mg/L), Ni (395 mg/L), Zn (825 mg/L), Sb (1200 mg/L) metallerine
coklu direng gosterdigini tespit etmistir. Zn direngli A. haemolyticus susunun ise Sr
(2000 mg/L), Mn (1000 mg/L), Ag (8 mg/L), Cu (450 mg/L), Sn (160 mg/L), Li
(5000 mg/L), Al (300 mg/L), Ba (2700 mg/L) ve Ni (395 mg/L) metallerine karst
coklu direng gOsterdigini belirtmisti. Mn direngli bakterilerden S. marcescens’in
ceftazidime, piperacillin, piperacillin/tazobactam antibiyotiklerine, A.

haemolyticus’un ise aztreonam, ceftazidime, gentamicin, oxacillin, piperacillin,
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piperacillin/tazobactam ve  trimeth-sulfa  antibiyotkklerine  karst ¢oklu  direng
gosterdigini tespit etmistir. Zn direngli A. haemolyticus susunun ise gentamicin,
pefloxacin, trimeth sulfa antibiyotklerme karst ¢oklu direncliik gosterdigni
belirlemistir.  Serim  [167] yapti@i c¢ahsmada Kizilrmak’tan izole ettigi baryum
direngli Staphylococcus aureus susunun Sr (2000 mg/L), Li (5000 mg/L), Cr (1100
mg/L), Ag (8 mg/L) metallerine ve aztreonam, ceftazidim, gentamicin, trimeth-sulfa
ve tobramycin gbi antbiyotiklerine karsi ¢oklu direng gbsterdigini tespit etmis,
baryum direngli diger bir sus olan Stenotrophomonas rhizophila’nin Sr (2000 mg/L),
Al (300 mg/L), Li (5000 mg/L), Pb (1200 mg/L), Ag (8 mg/L), Sn (160 mg/L) ve Ni
(395 mg/L) metallerine ve ampicillin, aztreonam, cefepime, ceftazidime,
ciprofloxacin, gentamicin, erythromycin, imipenem, netilcimin, oxacillin, pefloxacin,
penicillin, piperacilin, piperacilin/tazobactam, ticarcillin, ticarcillin/CA, trimeth-sulfa
ve tobramycin gbi antbiyotiklere karsi ¢oklu direngliik gosterdigini belirlemistir.
Bu sonuglar ¢oklu metal ve coklu antibiyotik direncliliginin bu c¢ahsmada bulunan
suslarda  oldugu gibi bir arada bulundugunu gostermesi agismdan paralellik

gostermektedr.

Son yillarda Dbiyokimyasal yontemler yannda molekiiler yontemler bakteri
tanmmlanmasmda ~ kullamimaya  baslanmustr.  Tiim  bakterilerden 16S  rRNA
cogaltilmasm saglayan {niversal primer kullamlarak bu genin ¢ogaltimasi ve
sekanslanmasi filojenik c¢ahgmalarda standart yontem olarak yerini almstr. Son 25
yilda, rRNA’y1 kodlayan genlerin analizini igeren teknikler prokaryotik
taksonomisini tamamen degistrmistir. Bu cahsmalardan elde edilen sonuglar rRNA
genlerinin, protein sentezinin gerceklestifi ribozomdaki Onemli rollerinden dolayr
evrimsel agidan son derece korunmus oldugunu gostermektedir. Aym zamanda bu
korunmusluk, ribozomal proteinlerin primer yapismi da yanstmaktadr [168, 169].
Sr direngli suslar biyokimyasal olarak tammlandiktan sonra molekiiler olarak da
tanmlamak icin 16S rDNA sekans analizi yapimustr. Oncelikle suslardan DNA
izolasyonu yapimis ve 16S rDNA oOrneklerini amplifiye atmek i¢in standart 16S
rDNA gen sekansma (GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid
primer olan 27F ve 1492R kullanimistr. 16S rDNA sekans analizi ile tammlama
yapmak i¢in M. luteus’un total DNA izolasyonu ve purfikasyonu yapimis sonrasmda
ise evrensel primerler kullamlarak degisen sicaklk ve MgCl, konsantrasyonlarnda
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PZR optimizasyonu ger¢eklestiriimistir. PZR amplifikasyonunda 59°C 3.75 pL (50
mM)  MgCL  konsantrasyonunda  spesifik olmayan baglanmalarm  olmadigi
gosterilmistir. Optimum sartlar altmda yapilan PZR sonucu elde edilen bantlarm 16S
IDNA sekanslart belirlenmis ve 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen Bankasi
sonuglarma gore Sr direngli her iki susunda NR 037113 Gen Bank No’lu %99
homoloji orannda Micrococcus luteus DSM20030 bakterisi oldugu belirlenmistir.
Salem ve arkadaglarmm [170] vyapti;mn bir c¢ahsmada M. Iluteus'un PZR
amplifkasyonu  i¢in ki evrensel oligoniikleotid UP1-F/5" ve UPI1-R/5’
kullanmiglardr. PZR amplifikasyonu 56°C’de  gergeklestirmislerdir. Biyokimyasal
ozellikleri ve 16S rRNA (rDNA) geninin kismi dizi analizi temelinde %99 homoloji
orannda Micrococcus luteus DSM20030" oldugunu belirtmislerdir. D’Onofiio [171]
ve arkadaslan yaptiklart bir ¢alismada atik sulardan bakteri izolasyonu yapmuslar ve
izole edilen bakterilerin tammlanmasmda 27F ve 1492R primerleri kullanniglardir.
16S rDNA sekanslarmm NCBI gen bankasma gore sonuglarmda %99.5 homoloji
orannda M. luteus DSM 200307 bakterisi oldugunu belirtmislerdir. Wieser ve
arkadaglar1 [172] bataklkdan 9 adet bakteri izolasyonu yapmuslar, bu bakterilerin
tanmmlanmasmda  biyokimyasal ve 16S rDNA sekans analizni kullannuslardir.
Biyokimyasal testler ile M. luteus olarak tammlanan tiim suslar 16S rDNA sekans
analizine gore ise %98 M. luteus DSM20030", %98 M. antarticus AS 1.23727 ve
%97 M. lylae DSM 20315" olarak tanmlanmustr. Yapilan bu c¢ahsmalardan elde
edilen sonuglar ile bizim yaptigimz ¢ahsmadaki 16S rDNA sekans sonuglari
paralellik gostermektedir.

Izole edilen bakteriler ayrica yag asidi metil ester analizi kullanlarak da
tammlanmaya cabsiustr.  Izole edilen suslarm yag asitleri metil esterlerinin
dendogramlar1 ve toplam yag asitleri miktarlart tespit edilerek tammlanmuistr.
Yapilan yag asit analizleri sonucunda M. luteus’da srayla %68.85 orannda
pentadekanoik asit (ai-Cis:p), %11.09 orannda pentadekanoik asit (i-Cis.), %7.05
orannda palmitik asit (Cig0), %6.11 orannda heptadekanoik asit (Ci7:)
bulunmustur. Dastager ve arkadaslarmm [173] yapmis olduklann ¢ahsmada
Micrococcus sp. i¢in yag asidi metil ester analizi gahsmalari sonucunda i-Cis:, ai-
Cis:0, ai-C17:0 Ve I-C17:0 yag asitleri baskm formlari, kiigiik miktarlarda i-C16.9, C16:0, F
Ci1.0 3-OH ve i-Cis0 yag asitlerinin bulundugunu tespit etmiglerdir. Salem ve
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arkadaglarmm [170] yapmus oldugu cahsmada M. luteus i¢in yapilan yag asit metil
ester analizinde en ¢ok ai-Ciso (49.42%) ve i-Cis50 (32.63%) oldugunu
gostermislerdir. Wieser ve arkadaslari [172] yapmus olduklari ¢alismada M. luteus
DSM 200307 susu icin yapilan yag asidi metil ester analizinde %52.5 ai-Cys.0 %37.3
FCi5:0 oldugunu gostermislerdir. Sivasamy ve arkadasart [174] yapmus olduklart
calismada M. luteus i¢in yapilan yag asidi metil ester analizinde %351.50 orannda
palmitik asit (Ci6.0) oldugunu gostermiglerdir. M. luteus’un tanimlanmasmda i-Cis:o
ve ai-Ciso yag asitlerinin belirleyici etkide oldugu, bu c¢alsmalarda yag asit analizi
yaplan M. luteus icin ¢ikan degerlerinin ¢ahismamiz ile karsilastmildiginda paralellik
gosterip olduk¢a disik yiizdede oldugu dikkat ¢ekicidir. Ancak Vreeland ve
arkadaglar1 [131] yaptklari ¢aligmada, ¢ok eski tuz kristalinden izole edilen bakteri
le bu izolatlarm modern akrabalart arasmdaki iliskiyi arastunuslardwr. Yag asit
profillerine gore bu organizmalari Karsilastrdiklarmda bu yaklagimmn tiir (Species)
diizeyinde ayrm yapmadi@i ancak cins (genus) farkhlklar1 ortaya koyabildigi
sonucuna varmiglardr. Mk ve arkadaslarmm [175] yapmis oldugu cahsmada Dogu
Akdeniz bolgesinden bakteri izolasyonu yapmus ve bakterilerin tammlanmasi icin
geleneksel ve yag asidi analizi yontemini kullanmustr. Geleneksel yontemle 170
bakteri susu tespit edilmistir. Secilen 19 bakterilern yag asidi analizi yontemi ile
tanmmlanmasmda %37-76 arasmda degisen bir benzerlk endeksi tespit edimistir.
Suslarm yag asidi analizi ile cins diizeyinde tanmmlamanmn yaral olacagmi ancak tiir
belirlenmesinde bu yontemin bir yarar saglamayacagm belirtmislerdir. Bu sonuglar
bizim ¢ahymamizda buldugumuz FAME sonuclar1 destekler niteliktedir.

Plazmitlerin tasidigi genler, ¢ogunlukla transpozonlar ve msersiyon elementler gibi
hareketli genom bolgeleri ile iliskilidir. Bu sayede s6z konusu genlerin bolge spesifik
rekombinasyon aracihg ile yer degistirmesi miimkiin olmaktadwr. Baz durumlarda
transpozisyonel yapilar, plazmitlerle kromozomlar, virlisler ya da bagka plazmitler
arasinda da olusabilmektedir. Bu durumun en tipik Ornegi ilag direnglilik genlerinde
saptanmistr [176]. Antibiyotk direngliik adaptif bir mekanizma oldugu i¢in
direncliik ve wvirlilenslik genleri evrimlesmeleri acismdan biiyik oranda ortak
Ozellkler icermektedirler. Her iki 0Ozelligi kodlayan genler veya gen gruplar
kromozomal DNA ve plazmt DNA iizerinde bulunabilmektedir. Bu genlerin

genomda farkh DNA moekiilleri {izerinde bulunmasi, hareketli elementler ya da
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viriisler  tarafindan  tagsmmas1 ile  gerceklemektedir. Yapilarmda antimikrobiyal
direngliik genlerini tastyan ¢ok sayida transpozon ya da insersiyon elementi
tanmlanmugtr  [177].  Cabsmamizda Sr direngliligi ve antibiyotikk direncliliginin
plazmit DNA ve kromozomal DNA ile iliskismi belirlemek amaci ile Sr dirench
suslarm plazmit DNA profilleri belirflenmistir. Yapilan deneyler sonucunda her iki
susunda Sr iceren ve igermeyen ortamda da 32.28 kb boyutunda plazmit icerdigi
tespit edilmistir. Plazmit eliminasyon c¢algmalari sonrasmda 32.28 kb boyutundaki
plazmiti elimine edilmis olan M. luteus Sr021 susunun Sr iceren ortamda firedigi,
gentamicin, tobramicin, pefloxacin ve aztreonam antibiyotiklerine karsi direncliligini
kaybettigi belirlenmistir. Aym sekilde plazmit eliminasyon c¢algmalar1 sonrasmnda
32.28 kb boyutundaki plazmiti elimine edilmis olan M. luteus Srl1l1l1 susunun Sr
iceren  ortamda  {iredig,  gentamicin, tobramicin, pefloxacin, aztreonam,
trimethoprim-sulfamethoxazole ~ ve  piperacilin ~ antibiyotiklerine  kars1  direngliligini
kaybettigi de tespit edilmisti. Bu sonuglar dogrultusunda M. luteus suslarmm Sr
direng genlerinin plazmit ile iliskili olmadiy ve kromozomal DNA iizerinde oldugu
belirlenmistir. Liebl ve arkadaslarmm [178] yapti@i bir ¢ahsmada atk sulardan izole
edilen M. luteus susunun biyokimyasal ve molekiller karakterizasyonunu
yapmiglardr. Bu cahgmalar kapsammnda M. luteus susunun eritromisin - ve
linkomisine direngli oldugu belirtimistir. M. luteus susunda 4.2 kb’lk plazmit
eliminasyon c¢aligmalart sonucunda plazmidi giderilmis ve eritromisin  direngliliginin
de kaybedildigi belirtilmistr. Bu sonuglar dogrultusunda  eritromisin - direnglilik
geninin plazmit DNA iizerinde oldugu gosterimisti. Santo ve arkadaglart [179]
yapmis olduklari ¢ahsmada Cu direngli M. luteus susunun plazmit profillerini
incelemiglerdir. Yapilan plazmit eliminasyon c¢ahsmalart dogrultusunda 5.7 kb’lk
plazmiti giderilmis M.luteus susunun Cu iceren ortamda tredigini gostermislerdir.
Bu sonuglar dogrultusunda M. luteus susunun Cu direngliik geninin kromozomal
DNA fiizerinde oldugunu belirtmislerdir. Tavasaki ve arkadaslari [180] yaptklar1 bir
cahgmada antbiyotk direncliliginde plazmitin  roliinii tespit etmek icin su
ormeklerinden 20 antibiyotik kullanarak bakteri izolasyonu yapmis ve bunlarm g¢oklu
antibiyotige direncli olanlart se¢cmislerdir. Secilen bakterilerden gram negatif olanlar
Neisseria mucosa, N. sicca, Branhamella catarrhalis, Klebsiella ozaenae,
Citrobacter intermedius, Pseudomonas fluorescens ve Enterobacter aerogenes

olarak tespit edilmisti. Gram pozitif olanlarm ise Bacillus subtilis, B. megaterium ve
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Micrococcus luteus olarak tanmlamglardr. Bu  suslar  penicilin, ampisilin,
tetrasiklin, amoksisilin, kanamisin ve kloramfenikole karsi direncli  oldugunu
gostermislerdir.  karst direncli  oldugunu gostermislerdir. Yapilan plazmit DNA
caligmalar1 sonucunda molekiil agwrhg 2850-3170 bp arahgmda plazmit oldugu
belirtimistir. ~ Yapilan  plazmit  eliminasyon  ¢ahgmalari  sonucunda  penicilin,
ampisilin, tetrasiklin, amoksisilin, kanamisin ve kloramfenikole karsi direnglilifin
ortadan kalktiZii ve antbiyotik direnclilifinde plazmitn Onemli bir yeri oldugunu
gostermislerdir. Oladipo ve arkadaslart [181] izole ettikleri M. luteus susunun Cu,
Zn, Co, Ni metallerine ¢oklu metal direncliik gosterdiklerini belirtmiglerdir. Plazmit
eliminasyon c¢algmalari Sonrasmda 3258 pb’lk plazmidi giderilmis M. luteus
susunun Cu, Zn, Co ve Ni metallerine kars1 direncinde bir degisiklk olmadigm
gostermislerdir. Elde edilen bu bilgiler dogrultusunda c¢oklu direncliik genlerinin
kromozomal DNA iizerinde oldugunu gostermislerdir. Martin ve arkadaslari [182]
yapmis olduklar1 bir caligsmada Arjantin sulak alanlardan eritromisine direnghi M.
luteus susunu izole etmislerdir. Yapilan plazmit ¢ahsmalart sonucunda M. luteus’da
8.6 kb’lk pLMA1, 6.2 kb’lik pLMHS5 ve 4.5 kb’lik pLMV7 kodlar verilen 3 plazmit
oldugunu gostermislerdir. Plazmit eliminasyon caligmalar1 sonrasmda 8.6 kb’lk
pLMAI1 plazmiti elimine edimis ve M. luteus susunun eritromisin igeren ortamda
tremedigi gozlenmistir. Yapilan cahsmalar dogrultusunda pLMAI1 plazmiti iizerinde

eritromisin direnglilik geninin oldugunu gostermislerdir.

Endiistriyel atkk sularm en oOnemli kirleticilerinden olan agr metal iyonlar1 baz
mikroorganizmalar  tarafindan  bu  iyonlarca  kirletiimis  sulardan  kolaylikla
uzaklastirlmaktadr. Bu canhlar tarafindan gergeklestirilen agr metal giderimi, agir
metallere kars1 canh hiicrenin olusturdugu cesitli direng mekanizmalar1 ile miimkiin
olmaktadr. Bugiine kadar tammlanmig mikrobiyal direng mekanizmalari metalin
hiicre icine almmamasi, metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre i¢cinde tutulmasi,
metaln daha az toksik forma doniistiiriilmesi, metalin mikroorganizmadan aktif
olarak tagmmasi ve metalin hiicre dismda tutulmasi gibi sistemleri kapsamaktadr. Bu
direng sistemleri tamamen proteinlerle kontrol edilmektedir. Agr metal stresindeki
bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek icin baz proteinlerin - sentezini
arttrma ~ veya farkli  proteinler sentezleme yoluna  gidebilmektedir  [183].
Calsmamizda proteinlerin metal ekspresyonuna etkisini belirlemek i¢in Sr dirench
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M. luteus Sr021 susunun total protein profili incelenmistir Molekil agrhgr 160 kDa
olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %82, 123 kDa olan
bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %77, 116 kDa olan
bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %59, 107 kDa olan
bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %57, 90 kDa olan bantta
metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %68, 63 kDa olan bantta
metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %62 ve molekiil agwh@ 56
kDa olan bantta metal ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla % 79 azalmustir.
Sr direngli M. luteus Srll11 susunun total protein profili belirlenmisti. Molekiil
agrhgn 193 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla
%74 azalmistr. Molekil agrhg 128 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon
metalsiz ortama oranla %71, molekiil agirligt 100 kDa olan bantta metalli ortamdaki
ekspresyon metalsiz ortama oranla %4 azalmistr. Molekil agrhg 88 kDa olan
bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %43, molekiil agrhg 74
kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %34, molekiil
agrhg 63 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz ortama oranla %65
artmistr. Molekiil agrhg 52 kDa olan bantta metalli ortamdaki ekspresyon metalsiz
ortama oranla %22 azalmistr. Ozer ve arkadaslari [34] yapmus oldugu cahsmada
stronsiyuma direngli S. paucimobilis ve P. fluorescens suslarmm total ve dis
membran protein analizlerini yapmuslardr. Metal varligmda total ve dis membran
protemlermin  ekspresyonunda bir artis oldugunu gostermiglerdir. Romansu ve
arkadaslar1 [184] yapmus olduklari ¢alismada arsenik direngli M. luteus susunun total
protein profillermi belirlemiglerdir. Yapilan ¢ahsmalar sonucunda 85 kDa ve 79 kDa
agrhgndaki bantlarm metal ekspresyonunda etkisinn  oldugunu  gdstermislerdir.
Kung ve arkadaglarn [185] yaptklar1 bir ¢ahsmada izole ettikleri M.luteus’da w
proteinin oldugunu belirtmislerdir. W proteini Mg metalinin giderilmesine katkida
bulundugunu ve antimkrobiyal etkiye neden oldugunu belirtmislerdir. Auda ve
arkadaslar1 [186] yapmus olduklari ¢alismada Zn direngli M. luteus’un protein profili

mncelemis ve metal ekspresyonunda total proteinin etkili oldugunu gostermislerdir.
Yapilan bu tez cahsmasi ile Kiwrikkale i smirlart igerisinden gecen Kizihrmak’tan

stronsiyum  agr metaline karst direngli  suslarm  izolasyonu, identifikasyonu,

biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu incelenmistir. Biyokimyasal testler, yag
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asidi ve 16S rDNA sekans analizi esas almarak Sr direngli suslar tammlannustr. Sr
direngli her birr sus, antbiyotikk ve diger metallere karsi ¢oklu direncliik profilleri
belirlenmistir.  Genetiksel karakterizasyon ¢alsmalarmda suslarm metal direng
mekanizmasmi belirlemek amaciyla total protemn, dis membran proteini ve plazmit
izolasyonu cahsmalart yapimistr. Plazmit varh@ gosterilen suslarda  plazmit
eliminasyonu ¢ahsmalar1 yapilarak antibiyotik, metal direngliligi ve bunlarm plazmit
ve kromozomal DNA ile iligkisi kurulmaya cabsimistr. Ancak, stronsiyuma dirench
mikrobiyal sistemler ve stronsiyum iyonlarma karsi direng saglayan temel molekiiler
mekanizmalar hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadr. Bu bakimdan yapian bu
calismann literatirde bu konuda olan eksikligin - gideriimesine katki saglayacag
diigiiniilmektedir. ~ Ayrica elde edilen lokal suslarm Sr  biyoremediasyon
caligmalarinda etkin olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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