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OZET

GUMUSU TOLERE EDEN BAKTERILERIN 16S rDNA SEKANSLAMASI ile
TANIMLANMASI

KOC, Serkan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal, Yiksek Lisans Tez
Damsman: Doc. Dr. Biilent {CGEN

Haziran 2013, 147 Sayfa

Agr metallerden kaynaklanan cevresel kirlenme son yillarda Onemli bir problem
olusturmaktadr. Sucul ekosistem bagta olmak iizere tiim canhlarm saghgm tehdit
eden bu durumu bertaraf etmek amaciyla agr metal iyonlarmm su ortammdan
giderilebilmesi i¢cin ¢cok pahah ve ileri diizeyde kimyasal teknolojiye ihtiyag vardir.
Agr metale direngli bakterilerin  kullanildigi  biyoremediasyon ise daha ucuz bir
alternatif olusturmaktadwr. Bu cahgmann amaci, Kirikkale- Kizlirmak’tan izole
edilen giimiis direngli bakterilern 16S rDNA sekanslamasi ile tanmlanmasidr. Bu
amagla glimis i¢cin minimal inhibitdr konsantrasyonu 8 mg/L olan iki sus izole
edimis biyokimyasal testler, 16S rDNA sekans ve yag asidi analizleri kullanilarak
Pseudomonas plecoglossicida ve Raoultella planticola olarak tanmlanmstir. P.
plecoglossicida olarak tanmlanmis olan izolatm aliminyum, lityum, kalay, nikel ve
stronsiyum gibi agr metallere karst ¢oklu dirence sahip oldugu belirlenmistir. R.
planticola olarak tanmlanmis olan diger izolatm ise aliminyum, lityum, bakir, nikel,
stronsiyum, baryum, mangan, kursun, demir ve kalay gibi agr metallere karsi ¢oklu
dirence sahip oldugu belirlenmistir. P. plecoglossicida susunun  aztreonam,
pefloxacin, ticarcilin ve ticarcili/CA antibiyotiklerine, R. planticola susunun ise
amoxycilin/CA,  ampicillin,  aztreonam,  erythromycin,  imipenem,  oxacillin,

pefloxacin,  penicillin,  piperacilin,  piperacilin/tazobactam,  rifampisin, ticarcilin,



ticarciin/CA ve vancomycin antibiyotiklerme karst c¢oklu direng gosterdigi tespit
edimisti. Kromozomal DNA, plazmt DNA ve plazmit elimmnasyon c¢ahgmalari
sonucu her iki susun giimiis direng genlerinin kromozomal DNA {izerinde oldugu
gosterilmistr.  Her 1ki sus icin yapilan total ve dis membran protein analizleri
sonucunda Ozellikle dig membran protemlerinin giimiis direngliliginde etkin oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gimis Direngli Bakteri, Molekiiler Karakterizasyon, Agr
Metal Direngliligi, Biyoremediasyon, 16S rDNA Sekans,
Yag Asidi Analizi



ABSTRACT

IDENTIFICATION of SILVER-TOLERANT BACTERIA by 16S rDNA
SEQUENCING

KOC, Serkan
Kirikkale Universitiy
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Bulent ICGEN

June 2013, 147 Pages

Environmental pollution caused by toxic heavy metals has become a very important
issues in recent years. The removal of heavy metals especially from aquatic
environment needs some advanced chemical technologies which are very expensive.
On the other hand, bioremediation in which heavy metal-resistant bacteria used is
one of the cheapest alternative. The aim of this study is to isolate and identify silver
resistant bacteria from Kizlrmak-Kirikkale by using 16S rDNA sequencing. Two
silver-resistant bacteria with a minimal inhibitory concentration of 8 mg/L were
isolated and identified as Pseudomonas plecoglossicida and Raoultella planticola by
using biochemical tests, 16S rDNA sequencing and fatty acid methyl ester analysies.
Both of isolates were shown to be resistant to other heavy metals including
aluminum, lithium, tin, nickel and strontium. P. plecoglossicida strains, aztreonam,
pefloxacin, ticarcilin and ticarcili/CA antibiotics, the strains R. planticola,
amoxycillin/CA,  ampicillin,  aztreonam,  erythromycin,  imipenem,  oxacillin,
pefloxacin,  penicillin,  piperacilin,  piperacilin/tazobactam,  rifampisin, ticarcilin,
ticarcili/CA and vancomycin antibiotics multiple antibiotic resistance have been
identified. Chromosomal DNA, plasmid DNA and plasmid curing experiment
revealed that the tin resistant ability of the borh isolates was chromosome-encoded.



Total protein and outher membrane protein profiles revealed that only outher

membrane proteins were functional in silver resistant ability of the borh isolates.

Key Words: Silver-Resistant Bacteria, Molecular Characterization, Heavy Metal
Resistance, Bioremediation, 16S rDNA Sequencing, Fatty Acid
Analysis



TESEKKUR

Tez cahgmalarm boyunca sonuna kadar ilgi ve yardmlarm esirgemeyen, tecriibe ve
essiz bilgilerinden yararlandgim damsman hocam Dog. Dr. Biilent ICGEN’e

tesekkiir ederim.

Tez c¢ahsmalarim esnasmda benden yardmmlarmi esirgemeyen hocalarrm Saym Prof

Dr. Aysun ERGENE’ye Saym Dog. Dr. Sema TAN’a tesekkiir ederim.

Laboratuvar cabsmalarmda Kirikkale Universitesi Merkezi Arastrma Laboratuvari
cabsanlarmdan Ilhan COSAR’a, Bars KAHYAOGLU’na, Semih CERIiT’e, Ozgin
SAHIN’e, Mehmet GUVEN’e ve calsmalarm boyunca emedi gecen herkese

tesekkiir ederim.

Ayrica cahsmalarimda her tiirlii yardimmi esirgemeyen ve her konuda destek olan
can dostum, kardesim Burak KABATAS’ a tesekkiir ederim.

Bugiine kadar beni destekleyen, c¢alismalarim boyunca maddi ve manevi desteklerini
benden esirgemeyen babam Salh KOC, annem Mizeyyen KOC ve abim Volkan

KOC’a sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa

OZET ..ottt i
AB S T R A T . iii
TESEKKUR.........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii s v
ICINDEKILER DIZINT......ooooi vi
SEKILLER DIZINI.........ooiiiiiiiiiiiiii xii
CIZELGELER DIZINT. ... Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT....................o XV
Lo G RIS . o, 1
1.1. Literatiit Ozetleri.............oovuiiii e 2
.11, Cevre Kirhligi. .. ..o e e, 2
1.1.2. Su Kirliligi Kaynaklart.............coooiiiiiiiii e 2
1.1.3. Agr Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlart......................c.ooiiiiinan 5
1.1.3.1. Giimiislin Fonksiyonlart............c.ccooviiiiiiiiiiiiiii e 8

1.1.4. Agrr Metallerin Cevresel Etkileri....................ooo. 8

1.1.4.1. Gimiisiin Cevresel Etkileri..................oooiiiiiiii 9

1.1.5. Agr Metallerin Kullanildig1 Enduistri Dallart......................oo. 9

1.1.5.1. Gimiisiin Kullanim Alanlart....................oocoiiiiiiiiiinn.... 10

1.1.6. Metal Uzaklastrma Yontemleri...........oooevviiiiiiiiiiiiiiiiean.n. 11

1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklastrma Yontemleri.......................... 11

1.1.6.2. Biyolojik Metal Uzaklagtrma Yontemleri................c.oooeneee. 13

1.1.6.2.1. Biyoremediasyomn. .......oovriiiniiiiieiiie e eieeeaeenee 13

1.1.6.2.2. BIyOSOIPSIYOML. .. .vteettnttet eneeeteeteeeeee et et eeaeeeeeenns 15

1.1.6.2.3. Biyoakiimiilasyon..............oooiiiiiiiiiiiii e, 17

L1.6.2.4. BIYOLIIG. . .ottt et e 18

1.1.7. Bakterilerde Metal Direnglilik Mekanizmalart............................ 19

1.1.7.1. Gegirgenlik Bariyeri Ile Metallerin Hiicre Dismda Tutulmas.....21
1.1.7.2. Metallerin Hiicre Digma Dogru Aktif Transportu................... 21

1.1.7.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak Hiicre icinde Alkonmasi......23
1.1.7.4. Ekstraselliiller Ahkonma.............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 24

1.1.7.5. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh
Fonksiyonlara Donlistlirilmesi...........ooeveviiiiiiiiiininn, 25

Vi



1.1.7.6. Hiicresel Komponentlerin Metale Olan Hassasiyetlerinin

AZalIImAasT. ..o 27

1.1.8. Direngliligin Genetik OzeliKIeTi.................cccovveiieiiiiieeiinn, 28

LIS 1. Plazmit.......oooi e 28

L1.8.2. TranSPOZON. ...ttt e e 28

11,83, INte@ION. ..o 29

1.2. Mikrorganizmalarda Gen Transfer Metodlart.....................ooi 30

1.2.1. TransformasyO . .. ..ouueett ettt e e e 30

1.2.2. TranSdlKSIYOM. . ..ottt e et et veenes 31

1.2.3. KONJUZASYOML. . ..ttt et ettt e e aaaes 32

1.3. Bakteri identifikasyonunda KullamlanYontemler........................ceee.... 33

1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 36

1.5. Niikleotit Dizi ANQNZI..........o.oiuieii i 39

1.5.1. Sanger YOMteIMI. ....uveieteitt ettt et e et e e et e eeeeaeeaaeas 39

1.5.2.Maxam- Gilbert YO, . ......ouvvueinitineeie et ieeeeeeeaae 40

1.6. Filogenetik Analiz ve Filogenetik AZac...........coooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 41

1.6.1. Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Yontemler....................... 42

1.6.1.1. Karakter Temelli Yontemler..............c.ocooiiiiiiiiiiiiiiiiann, 42
1.6.1.1.1.Maksimum Tutumluluk (Maximum Parsimony)

D 031115 1 42

1.6.1.1.2. Maksimum Olasilik (Maximum Likelihood) Metodu ............... 43

1.6.1.1.3. Bayes MetodU.........ouuiiniiiiii i 43

1.6.1.2. Mesafe( Distance) Temelli Yontemler.............cooevviniiiiiiiiiiinnnne. 44

1.6.1.2.1. Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agrliksiz Cit Grup Metodu........44

1.6.1.2.2. Komsu Baglanti Metodu (Neighbour joining) ......................... 44

1.7. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi ..................oooiiiiinie 45

1.8. Calismanin AMACT .......oouuiiiiitit i e et 49

2. MATERYAL VE YONTEM............cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 50

2.1 Materyal. ..o e 50

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri...........ooviiiiiiiiiiiiii i 50

2. 1101 NUIENE AAT. .ottt e 50

Vii



2.1.1.2. Nutrient Broth. ..., 50

2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler.................ooooiiiiiii 51
2.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar...................cooooiiiiiiinn 52
2.1.3.1. Kullanilan Kimyasallar...............ccoooiiiiiiiiiiiiiiii e, 52
2.1.3.2. Kullantlan Tamponlar.............ooeviuiiiiiiiiiiiiiieieieeeaas 52
2.1.3.2.1. Plazmit Izolasyonunda Kullanilan Tamponlar....................... 52
2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA).......ccccvvvviiiiiiiiiiiiann... 52
2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)......coviiiiiiiiiiiiiiiee e, 52
2.1.3.2.1.3. Soliisyon III (K-asetat/Glasiyal asetik asit)..................... 53
2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50X TAE) Hazrlanmasi.............. 53
2.1.3.2.2. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullamilan Tamponlar.........53
2.1.3.2.2.1. Tris/ EDTA Tamponu (250 mL)..........cooviviiiiiiiiniinnnnn, 53
2.1.3.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 mL).........ccoevviiiiiiiineinininnn. 53
2.1.3.2.2.3. Proteinaz K’nn Hazirlanmas1 (10 mL).......................... 54
2.1.3.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)..........coooviiiiiiiiiniiiannnnn. 54
2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)..............coooviiiiinnn... 54
2.1.3.2.2.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL).................. 54
2.1.3.2.2.7 Kloroform/izoamil Alkol/Fenol Tamponu (100 mL)........... 54
2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 mL)..............cccvvviiniiniiniinannn, 55
2.1.3.2.2.9. %70’lk Etanol (100 mL)..........ouvuiiiiiiiiiiiiiiineieen 55
2.1.3.2.2.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 mL)........................es 55
2.1.3.2.2.11. Tris-HC1 Tamponu (1 M, 100 mL) ...........ccooeeieennnnnnn.. 55
2.1.3.2.3. Total Protein Izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler....... 55
2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu (KH2PO4, KoHPO4)..o.oviviiiiiiinn, 55
2.1.3.2.4. Dis Membran Protein izolasyonunda Kulllanilan Tampon
COZRHIIRT. ..., 56
2.1.3.2.4.1. Tris Buffer Soliisyon ( 10 mM Tris-HCL pH: 8.0)............. 56
2.1.3.2.4.2. Deterjan SOMISYON........couviiiiiiiiiitiiei e, 56
2.1.3.2.5. SDS-PAGE Stok Soliisyonlar1 ve Hazrrlanist........................ 56
2.1.3.2.6. SDS- PAGE Calsma Soliisyonlar1 ve Hazirlanist.................. 57
2.1.3.2.6.1. Ayrrict Jelin Bilesimi (%12°1K).....oooveeeiiiiiiiiee 57
2.1.3.2.6.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi (%4’NiK)..........ccoviiiniininnn. 58
2.1.3.2.7. Commassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi............ 58

viii



2.1.3.2.8. Hiicresel Yag Asitlerinin Analizinde Kullanilan Tampon ve

Cozeltiler. ... 58

2.1.3.2.8.1. Soliisyon I (Hiicre parcalayict).............ccoovvviiiiiinniann.n.. 58
2.1.3.2.8.2. Soliisyon II (Metillestirme)...........ccoovvviniiiiiiiiiiiiniannnn. 58
2.1.3.2.8.3. Soliisyon III (Saflagtrma)..............c.cooieiiiiiiiiiiiiiniinnn, 59
2.1.3.2.8.4. Soliisyon IV (Bazik Yikama)..............cccoovviiiiiiiiinninn..n 59
2.1.3.3. PZR Amplifikasyonu icin Orneklerin Hazrlanmast...................... 59
B 0] 117<) 1 60
2.2.1.Calisma AlanL ...... ..o 60
2.2.2. Orneklerin TOPIANMASL .........ouvieeiie e, 61
2.2.3. Giimiise Direncli Bakterilerin izolasyonu ...................cccovveeeeen... 62
2.2.4. Izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi............................ 63

2.2.5. Giimiise Direncli Bakterilerin MIK Degerlerinin Belirlenmesi.............63
2.2.6. Izole Edilen Bakterilerin Biyokimyasal Testler ile Tanmlanmast.........63

2.2.7. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi.............ccccc.oivueiiiiineiann... 63
2.2.8. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini..................... 64
2.2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Amplifikasyonu...............cccceeeen. 65
2.2.10. PZR Uriinlerinin Saflastrilmast. .. ..........oouveniniiiii i 66
2.2.11. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiritilmesi................cccovveeeerenn. 67
2.2.12. DNA’nn Etidyum Bromiir ile Boyanmasi..................ccccevveeeiannn... 67
2.2.13. DNA Sekans ANalizi...........c.coiiiiiiiiiiiiiiii e 67
2.2.14. Filogenetik Soy Agaglarmm Olusturulmast.................oooviviinen... 68
2.2.15. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi................cc...o...... 68
2.2.16. Izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnglilik
Profillerinin Belirlenmesi...........c..coviiiiiiiiiiiiiiii 69
2.2.17. Plazmit DNA 1Z0lasyonu...............ccuiuiimiiie i 70
2.2.18. TransformasyOM. .. ...uurieet it ettt et et eeenaas 71
2.2.19. Agaroz Jelin Hazrlanmas1 ve Orneklerin Jele Uygulanmast.............72
2.2.20. Plazmit DNA’nn Molekiiler Agrlhiginin Belirlenmesi..................... 72
2.2.21. Plazmit Eminasyonu...........cooeiviiiiiieiiiiie i, 72
2.2.22. Total Protein 1zolasyonu.................cooviiiiiiiiiiiiiiii i, 73
2.2.23. Dis Membran Protein Izolasyonu....................cccoceiiiiiiiiinin. ., 73



2.2.24. Dis Membran ve Total Protemnlerin Molekiiler Agrrliklarinin

Belirlenmesi. .....oouuie i, 74
2.2.25. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmast...............cooooiiiiii.n. 74
2.2.25.1. Ayrma Jelinin Hazrlanmast.................cooooiiiiiiiiiiiiiinn.. 74
2.2.25.2. Dengeleyici Jelin Hazrlanmast...............coooiiiiiiiiiiinnnn.. 75
2.2.25.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi............cooooiiiiiiiiiiiiiiiii, 75
2.2.25.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmast...............ccoevvuiiiiiinnnnn.. 75
2.2.25.5. Protein Bantlarmin Yogunluk (Intensity) Olglimii................... 76
3. ARASTIRMA BULGULARLI. ..., 75
3.1. Giimiis ve Direngli Bakterilerin izolasyonu ve MIK Degerlerinin
Belrlenmesi. .. ..ueeei e 77
3.2. Bakterilerin Tanmlanmast............oovveeriiirinieireineeneneeseenesesieneeeenns 17
3.3. Bakteri Ureme EGHileri............coouiiniiiiiiiieee i, 77
3.3.1. Giimiis Direncli P. plecoglossicida Susunun Ureme Egrisi..................80
3.3.2. Giimiis Direngli R. planticola Susunun Ureme Egrisi....................... 81
3.4. Giimiis Direncli Bakterilerden Kromozomal DNA Izolasyonu................... 82
3.5. Glimiis Direngli Bakterilerin PZR Amplifikasyon Optimizasyonu.............. 83
3.5.1. Gimiis Direngli Ag101 Susunun PZR Amplifikasyon
OPHMIZASYONU. ...ttt bbb 83
3.5.2. Gimiis Direngli Ag111 Susunun PZR Amplifikasyon
(0019100117710 03 10 A0S 84
3.6. Gimiis Direngli Bakterilerin 16S rDNA Dizisinin Belirlenmesi................ 86
3.6.1. Glimiis Direngli Ag101 Susuna ait 16S rDNA’nn Kismi Sekans Dizisi
Ve TUE TAYINL ..ttt et e e 86
3.6.2. Ag101 Susuna Ait 16S rDNA Baz Dizileri Kullanilarak Yapilan
Filogenetik Analiz..............cooiiiiiiiiiiii e, 88
3.6.3. Glimiis Direngli Agl11l Susuna ait 16S rDNA’nn Kismi Sekans Dizisi
Ve TUE TaAYINL .. uttt e 90
3.6.4. Agl1ll Susuna Ait 16S rDNA Baz Dizileri Kullanilarak Yapilan
Filogenetik ANaliz............cooiuiiiiiiiiiii e 92
3.7. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi.......................oocoie. 94



3.8. Izole Edilen Bakterilerin Metal ve Antibiyotik Direnglilik Profilleri............ 97
3.8.1. Izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnglilik

Profillerinin Belirlenmesi.............ooooiiiiiiiiiiiiiii 97

3.9. Gimiis Direngli Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnglilik
(0] 1157 97
3.10. Bakterilerin DNA ANalzi............cooviiiiiiiiiiii e, 100
3.10.1. Glimiis Direncli Bakterilerin DNA Analizi.....................cooiiiin, 100
100 0 I B ¥ 11T (00 117 ) {01 110 102
3.12. Bakterilerin Protein Profilleri............ccoooiiiiiiiniiiiii 104

3.12.1. Ag Direngli P. plecoglossicida Susunun Total ve Dis Membran Protein

Profilleri.. .. ..o e 104
3.12.2. Ag Direngli R. planticola Susunun Total ve Dis Membran Protein
Profillleri.. .. ..o e 107
4. TARTISMA-SONUC. . ..., 110
KAYNAKLAR ... 127

xi



SEKILLER DiziNi

EKIL Sayfa
1.1. Metaln su ortammda izledidi yol.............ccooiiiiiii 4
1.2. Biyolojik ac¢idan onemli elementlerin periyodik tabloda gosterimi.................. 7
1.3. Biyosorpsiyon mekanizmalart...............ccooiiiiiiiiiiiiii e 16
1.4. E. coli’de arsenik’in hiicre disma aktif tagmmu.....................ccoeevviiniinn.nn. 22
1.5. Synechococcusta SmtA ve smtB genleri ve ¢inkoya baglanmast................... 23
1.6. Bakterilerdeki civa direnglilifi ve MEr operonu................covevvviirieniennennn. 25
1.7. Gilimis diren¢ genleri, transkripsiyon mekanizmasi ve protein iretimi........... 26
1.8. TranSpozZon MULAZENCZI. . .. .euueeneteenet et et e et et e et eneeeeeenneeanneenans 29
1.9, INtEGrON YAPISL ... iueie it 30
1.10. Molekiiler tekniklerin uygulama diyagram................cooevviiiniiiiiineennnnn.. 34
LI.11. PZR asamalari............co.ooiiiiiiiiit i e e 36
1.12. PZR dongiileri sonucu teorik olarak olusan kopya sayist....................o.... 37
1.13. Sanger tarafindan gelistirilen niikleotit dizi analizi.........................c..c... 39
1.14. Maxam-Gibbert yontemiyle oligoniikleotit dizileme............................... 40
1.15. Bakteriyel yag asit analizi asamalart..................ooooiiiiii i 46
1.16 Bakteriyel yag asit elde edimesi asamalart....................cooviiiieeinnnn.. 47
2.1, Kumlirmak’m 1lokasyonu.............ccoooiiiiiiiiii e, 60
2.2. Orneklerin alndi1g1 bolgelerin uydu fotografi.............cooooviiiiiiiiiiii, 62

3.1. Gram boyama ile Agl01 (a) ve Aglll (b) suslarmm mikroskobik goriintiisii...79
3.2. Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun Ag icermeyen (a) ve igeren
(b) ortamlardaki elektron mikroskop gOrintisii.............oovvvvivniiiiiinen nnnn 79
3.3. Gimiis direngli R. planticola susunun Ag igermeyen (a) ve igeren (b)
ortamlardaki elektron mikroskop gOrlntlisti..........c.oovvvviviiiiiiiiiniiiinnnn. 80
3.4. Ag direngli P. plecoglossicida susunun; Ag icermeyen ve igceren ortamdaki
LRI 0S5 00 ST 1 01 ) 81

3.5. Ag direngli R. planticola sugsunun; Ag icermeyen ve igeren ortamdaki tireme

o2y U O 82
3.6. Glimiis direncli Agl0O1 (a) ve Agl11 (b) suslarinin DNA profilleri................ 82

3.7. Agl01 susu i¢in yapilan farkh annealing sicaklklarindaki PZR
AMPITIKASYOMUL ...t e 83

Xii



3.8. Agl01 susu i¢in yapilan farkh MgCI, konsantrasyonlarinda PZR

amMPHfIKASYONU. ... .o e 84
3.9. Agl11 susu i¢in yapilan farkh annealing sicaklklarindaki PZR

AaMPhfIKASYONU. ... e 85
3.10. Agl11 susu icin yapilan farklh MgCl, konsantrasyonlarinda PZR

AMPHfIKASYONU. ... .o e 85
3.11. Gimiis direngli P. plecoglossicida susuna ait neighbour - joining

dendrogrami ........c.iiieiii e 88
3.12. Gimiis direngli R. planticola susuna ait neighbour - joining dendrogramu.....92
3.13. Giimiis direncli Agl01 susunun FAME analiz sonucu dendogrami .............. 94
3.14. Gimiis direngli Ag101 susunun FAME profili.................oooiiiiiiiiin 95
3.15. Giimiis direncli Agl1ll susunun FAME analiz sonucu dendogrami .............. 96
3.16. Gimiis direngli Agl1l susunun FAME profili................ocoociiiiiiiinn 96
3.17. P. plecoglossicida susunun DNA analizi..................ccccoviiiiiiiiiiiiinn, 100
3.18. R. planticola susunun DNA analizi.................ccoovviiiiiiiniiiiiiiiiiane. 101
3.19. Plazmit DNA molekiiler agrlk belirleme standart egrisi........................ 102
3.20. Transformant DNA analizi..............cooiiiiiiiiiii e 103
3.21. Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun Ag igermeyen (1) ve igeren (2)

ortamlardaki total protem profili...............ccoooviiiiiiiiiii i, 105
3.22. Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun Ag icermeyen (1) ve igeren (2)

ortamlardaki membran protein profilleri......................, 106
3.23. Total protein ve dig membran protein molekiiler agrlk belirleme standart

0 106
3.24. Gimiis direngli R. planticola susunun Ag icermeyen (1) ve igeren (2)

ortamlardaki total proten profili...............ccccoviiiiiiiiiiii e, 107
3.25. Gimiis direngli R. planticola Ag giimiis icermeyen (1) ve igeren

(2) ortamlardaki membran protein profili...............ccooiiiiiiiiiiiiin. . 108
3.26. Total protein ve dig membran protein molekiiler agwlk belirleme standart

TSI, et 108

Xiii



CiZELGELER DiziNi

CIZELGE Sayfa
1.1. Metallerin toksisitelerine gore sinflandirdmast.....................c.ooiiinl. 6
1.2. Agr metallerin kullaniddigi bazi endiistriyel dallar........................o.. 10
1.3.  Su biyoremediasyonunda kullanilan yontemler........................ooiiin 12
1.4. Biyoremediasyonu etkileyen faktorler....................... 14
1.5. Metal uzaklagtrma yontemlerinin avantaj ve dezavantajlart........................ 18
1.6. Bakterilerdeki agr metal ve antibiyotik ortak direnclilk sistemleri............... 19
1.7. Antbiyotik direng meKanizmasl............c.eevueiiiiiiiiiii i 20
1.8. Mikrobiyal ¢esitliligi belirlemede kullanlan teknikler ve kiyaslamalar.......... 35
2.1. Antbiyotik diskleri ve konsantrasyonlart...................cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiin... 51
2.2. SDS-PAGE stok soliisyonlart hazrlanisi.................cooiiiiiiiiiiiiinn . 56
2.3. SDS PAGE c¢alisma SONISYONIart..........c.ovviiiiiiiiiiiii i, 57
2.4. Aymrict jelin hazirlanmast..............ooo i 57
2.5. Dengeleyici jelin hazirlanmast................coooiiiiiii i 58
2.6. Omeklerin alndig1 bélgeler ve koordinatlart......................oooceeieiiiin..., 61
2.7. PZR amplifikasyonunda kullandlan miktarlar....................... 65
2.8. PZR amplifikasyon kosullart...............coooiiiiiiiiiiiiiiii e 66
2.9. GC genel calisma Prensibi...........c.oovuiiiiiiiiiniiiiiiiiii i 69
3.1. Gimiis direngli suglarm bdlgelere gore yaylmi.................cooeviviiiinninn. 77
3.2. Glimiis direncli suslarm biyokimyasal Ozellikleri............................ooeeae. 78
3.3. Agl01 susunun 16S rDNA sekans analiz sonuglart.......................ooeeeee. 87

3.4. P. plecoglossicida susuna ait 16S rDNA dizi verileri kullanilarak
gerceklestirilen taksonlarin dogrudan eslestirme degerleri..............................89

3.5. Agl11 susunun 16S rDNA sekans analiz sonuglart......................ooeenen. 91

3.6. R. planticola Susuna ait 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen

taksonlarin dogrudan eslestirme degerleri................coociiiiii 93
3.7. Ag direngli suslarin ¢oklu metal direnglilik profili.....................coooiiin, 98
3.8. Ag direngli suslarin antibiyotik direnglilik profili.......................ooia 99

Xiv



SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

SIMGELER DiziNi

Pb Kursun

Ag Gumiis

Al Aliiminyum
Cd Kadmiyum

Cu Bakir

Co Kobalt

Cr Krom

Fe Demir

Hg Civa

Li Lityum

Mn Mangan

Ni Nikel

Sb Antimon

Sn Kalay

Sr Stronsiyum
Zn Cinko

As Arsenik

LiCl Lityum Kloriir
SnCl , Kalay Kloriir
CaCl , Kalsiyum Klortir



KISALTMALAR DiZiNi

SDS-PAGE Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
NA Nutrient Agar

NB Nutrient Broth

LB Lizojenik Broth

MIK Minimal Inhibitsr Konsantrasyonu
PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
FAME Fatty Acid Methyl Esther

rDNA Ribozomal Deoksiriboniikleik Asit
RNA Riboniikleik Asit

rRNA Ribozomal Ribonikleik Asit

TE Tris Edta

A Adenin

T Timin

G Guanin

C Sitozin

TBE Tris Base, Borik asit, EDTA
EDTA Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
ATCC American Type Culture Collection
FPC Fermentation Produced Chymosin
Kg Kilogram

L Litre

M Molar

ug Mikrogram

ml Mililitre

ul Mikrolitre



1. GIRIS

Insantk tarihi boyunca, toplumlar doga ile etkilesim halinde yasamuslardr. Gegen
stire¢ icerisinde, insanlar dogay1 tikenmez kaynak znciri olarak alglamus, hicbir
Onlem almadan yapilan ve isletilen sanayi isletmeleri tiim diinyaya yayinustr. Tarm
alanlarmmn ag¢ilmast ve yeni yerlesim birimleride dogayr olumsuz yonde etkilemistir.
Insan aktiviteleri sonucu meydana gelen asm1 miktardaki organk ve inorganik
bilesikler her yil cevreye brakimaktadr. Bunlarm bir kismu bilingli olarak bir takim
diizenlemelerle, bir kismu ise kaza sonucuyla cevreye verimektedir [1]. Agr
metallerin nehirlerde ve sulu ortamlarda birkmesi hem akuatk yasami olumsuz
yonde etkilemekte [2], hem de besin znciri icerisinde msan saghgmi tehdit
etmektedir. Ayrica bazlar, ¢evrede lipofil 6zellk kazanarak su, bitki ve hayvanlarda
birikip besin zinciri ile insanlara ulasmaktadir [3-4].

Atksularda mevcut agr metal iyonlar1 (bakwr, kursun, ¢inko, mangan, nikel, Civa,
kadmiyum, demir, krom, giimiis, altm, kobalt vs.) suda yasayan canllar iizerine
toksik etki yaparlar [5]. Cesith metaller baz organizmalarda canllim devam
ettirilmesi icin ¢ok az miktarlarda kullanisalar da yiiksek konsantrasyonlari hiicrede
zararh etkilere yol agmaktadwr [6]. Agr metallerin zehirleyici Ozelliklerinden dolayr
ekosistemi  kirletme etkileri nsan saghgm da tehlikeye sokmaktadwr. Bu nedenle
kirlilik kaynaklarmdan olusan atksular cevreye veriimeden Once arttilarak ¢esitli su
standartlarma gore izin verilen kirlilik degerlermin altma disiirtiimelidir. Agr
metallerin  giderilmesinde kullanilan klasik yontemler Ozellikle ekonomik ve pratik
olmamaktadr [7]. Bu amacla atksulardaki agr metal iyonlarmm ekonomik olarak
giderimi  ve kazanimmnda mikroorganizmalarm kullamimasi miimkiindiir. Yasayan
veya yasamayan mikroorganizmalar secici olarak atiksulardaki norganik iyonlar
biriktirme ve ayrmada yiiksek bir potansiyele sahiptir [7].



1.1. Literatiir Ozetleri
1.1.1. Cevre Kirliligi

Cevre; insan veya bagka bir canlmmn yasanu boyunca iliskilerini stirdiirdiigii dis
ortamdr. Hava, su ve toprak bu cevrenin fiziksel unsurlarmi, insan, hayvan, bitki ve
diger mikroorganizmalar ise biyolojik unsurlarm teskil etmektedir. Doganmn temel
fiziksel unsurlart olan, hava, su ve toprak iizerinde olumsuz etkilerin olugmasi ile
ortaya c¢ikan ve canh Ogelerin hayati aktivitelerini olumsuz yonde etkileyen cevre
sorunlarma "gevre kirliligi" adi verilmektedir [8].

Cevre unsurlarma gore cevre kirliligi 4 gruba ayrilir;

a) hava,

b) toprak,

C) su ve

d) ses kirliligi.

Bu dort unsurda g¢evre kirliligini olusturan ana sebeplerdir ve her biri ayri bir konu
bashg altnda incelenebilir. Fakat bu ¢ahsma dogrultusunda su kirliligne neden olan
etmenlerden agr metallerin mikroorganizmalar {izerine etkileri hakkmda detayl bir
arastrma yapimistir.

1.1.2. Su Kidiligi Kaynaklan

Su kirliliginin nedenlerini asagidaki gibi sralamak miimkiindiir;

a) Tarmsal faaliyetlerin neden oldugu kirlik: Her tiirlii tarimsal faaliyet sonucu
ortaya c¢ikan katt ve smi atklarm neden oldugu kirliliktir. Bunun yani swra erozyon,
tarm topragmm en verimli ve tarma uygun olan st kismmnmn siiriklenerek baz su
kaynaklarma yiZlmasma neden olur. Gollerin, limanlarm, baraj gollerinin, goletlerin
tabanlar1 tagman toprakla Ortiilir ve su kiitlelerinin kullanma Omiirleri kisalr [9].

b) Bitki besin maddelerinin olusturdugu kirlilk: Tarla tarmmnda verimin artmasi,
bitki besin maddelerimin kullannmma baghdr. Azot ve fosfordan olusan yapay
giibreler topraga karisip su kaynaklarmi kirletirler. Azot ve fosfor belli miktarlar



icinde tiim canhlar i¢cin yararh olan kimyasallardir. Ancak, yiiksek miktardaki azot,
zehirlenmeye neden olmakta ve toplu balk Oliimlerine yol agmaktadr [9].

¢) Hayvan atklarmm olusturdugu kirliik: Hayvanciik yapilan yerlerde hayvan
barmaklarmmn yagslarla ykanmasiyla oralardaki hayvan artklart yiizey sularma
karisilar. Ayrica tarlalara serilen giibrenin de yagslarla yiizey sularma karigmasi su
kaynaklarinin kirlenmesinde onemli bir etkendir [9].

d) Tarmsal miicadele ilaclarmdan kaynaklanan kirlik: Tarla ve bahge tarmmda
yetistirilen {irlinlerin niteliginn ve niceliginin artmasi, bu bitkilere zarar veren yaban
otlari, asalaklar ve boceklerin yok edimesi i¢cn kullanilan ilaglar yagslarla su
kaynaklarma karisirlar. Tarmsal miicadelede kullamlan kimyasal ilaglar kalci
Ozellige sahiptirler [9].

e) Sanayi faaliyetlermin neden oldugu kirlik: Sanaymin ¢evre sorunlarmm ortaya
cikismdaki agrhkh etkisi, su kirliliginde de kendmi gostermektedir. Cesith sanayi
faaliyetleri sonucunda olusan atk ve toksik agr metaller dogrudan su kirliligine yol
acarlar. Ozellikle petrol rafineri atklari, kagt, metal kaplama, deterjan, gida, plastik,
lac ve deri sanayi atklari ve atk sular1 agr metal bakimmndan basta gelen
kirleticilerdir [9].

Su kirliliginin en Onemli nedenleri; endiistriyel faaliyetler sonrasnda agia ¢ikan atik
sularm herhangi bir islemden gegirilmeden alict ortamlara verimesidir [9]. Bu atik
sularm icerdikleri cesith agr metaller, tuzlar, pestisitler ve deterjanlar, sularda
kimyasal ve fiziksel degisikliklere neden olur. Endistrilerin  ¢ikardig atiklar,
cevredeki tarmm arazlerini etkilemekte, ormanlar1 tahrip etmektedir, mevcut yeralt:
ve yeristii su kaynaklar kirlendiginden, bu kaynaklarm igme ve sulama amaciyla
kullanim olanaklar1 azalmaktadr [9]. Adedeji ve arkadaglarmm [10], yapmus
olduklart ¢aliymada alaro nehrindeki kirleticileri belirlemek i¢in ¢ahsimistr. Sonug
olarak endiistriyel ve ev atklardan kaynakh agr metallerin nehirde birikiminin
artmig oldugu tespit edilmistir.

Sularda agr metal birkimi, ¢ozimme seklinde olabilecegi gibi, ¢ozinmeden sularm
dibinde ¢okelme seklinde de olabilir. Bu sekilde bir kirlenme endiistriyel ve zrai
atiklardan meydana geldigi gibi herhangi bir yolla atmosfere verilen metal tiiri



maddelerden de meydana gelebilir. Atmosfere verilen metal tiirli maddeler sonunda

yeryiiziine donerler ve akarsular yolu ile su yataklarma siiriiklenirler [11].

Metal kirlenmesi, organik kirlenmeler gibi kimyasal ve Dbiyolojik yollarla
pargalanmazlar, bir metal bilesii baska bir metal bilesigine doniisiir. DOniisme ne
olursa olsun metal iyonu kaybolmaz (Sekil 1.1) [12].

Endiistriyel faaliyetler,
zirai atiklarm direkt desarjt ——— Inorganik kirlilik
Akarsu, nehir, g6l veya hali¢ Kimyasal pargalanma  Biyolojik par¢alanma
olmaz olmaz
Deniz Metal bilesigi baskabilesige
Diger su kiitleleri Su Sediment  Organizma

(sudaki birikim ¢6ziinme seklinde, — >
¢Okelme seklinde)

Sekil 1.1. Metalin su ortammnda izledigi yol [12]

Su ortamlar1 tek bagma su kiitlelerinden ibaret olmayip, biinyesinde bir ¢ok hayvan
ve bitki kokenli yiizen veya dipteki sediment tabakasmnda yasayan organizma
gruplart ihtiva etmektedir. Kirleticiler sadece suda ¢ozinmekle kalmayp, ortam
sartlirma gore organizmaya geg¢mekte, besin zncirinde birikmekte veya dibe
cokmektedirler. Dolaysiyla bir kirletici sadece suda degl, aym zamanda o su
ortammnda bulunan tiim canlblarm yapisma gecmektedir [12]. Su ortamlarmda agr
metal lic sekilde Olgiilebilir; suda, sedimentte ve canhda. Suda, sedimentte ve
organizmalarmndaki kirlilik seviyelernin belirlenmesiyle ve izlenmesiyle ilgili pek
cok cahsma yapimustr. Bu ii¢ bilesen ya kirletici seviyelermi izlemek ya da
kirleticilerin g¢evresel davranglarini tanmlamak i¢in kullanilmistr [12].



1.1.3. Agir Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlan

Agr metal, fiziksel Ozellk agismdan yogunlugu 5 g/cm3’den daha yiiksek olan
metalk Ozelik gosteren elementlerden olusan, acik ve tam bir tammlamasi
yapiimamis olan grupta bulunan elementlere verilen isimdir. Bu grubun i¢inde gecis
metalleri, baz yart metaller, lantanitler ve aktnitler bulunmakta ve kursun,
kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakwr, nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60’tan fazla
metal bulunmaktadwr. Bu elementler yerkiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve
stifiir olarak bulunmaktadir [13-14].

Birgok agr metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gecis
elementleridir. Bu d orbitalleri agr metal katyonlarma redoks tepkimelerine girebilen
veya giremeyen herhangi bir bilesik ile karmask yapt olusturmasmi saglamaktadir.
Bu nedenle, agr metaller birer iz element olarak birgok karmask biyokimyasal
reaksiyonda 6nemli rol oynamaktadr [15]. Omegin Ca®*, Co?", Cr**, cu”’, Fe’*, K,
Mg?*, Mn**, Na®, Ni#*, Mo** ve Zn** gbi metaller esansiyeldir ve vyiksek
konsantrasyonda toksiktirler. Enzimlerin kofaktér olarak ihtiyag duyduklart baz
metal  iyonlar1  sunlardir: 7nt  alkkol dehidrogenaz,  karbonik  anhidraz,
karboksipeptidaz, Co®* kobalamin (vitamin Bi,); Mn?* arjinaz, fosfotransferaz; Fe®*
sitokromlar, peroksidaz, katalaz, ferrodoksin; Cu®* tirozinaz, sitokrom oksidaz; Mo**
azot fiksasyonu, nitrat rediiksiyonu. Ayrica bu agr metaller besiyerlerine eklenmeleri
gerekmektedir. Bunlar, mikrobesin olarak redoks tepkimelerinde, molekiillerin
elektrostatik etkilesimlerini kararh tutmak ve ozmotk basmct kontrol etmek i¢in
enzimlerin bilesenleri seklinde kullanirlar. Fakat Ag®, Al', Au**, Cd*, Pb** ve Hg**
gbi agr metallerin biyolojik Onemleri ve besinsel degerleri yoktur. Canllar i¢cin
esansiyel olmayip eser miktarlar1 bile toksik etki gosterebilir [15]. Bu toksik metaller
Oonemli hiicresel bilesenlerle kovalent ve iyonik baglarla etkilesime girmektedirler.
Yiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitin metaller hiicre zar
hasarma yol agip, enzim spesifikligini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlari bozabilir
ve DNA’nin yapisma zarar verebimektedir. Bu nedenle metallerin biitiin canh
hiicrelerin metabolizmalarmmn dengede tutulmasmda c¢ok Onemli bir yer olusturdugu
acikca gorilmektedir [16].



Organizmalar iizerindeki etkilerine bagh olarak metaller, kritik olmayan, toksik ve
cok toksik olarak Cizelge 1.1°de siniflandrilmistir [17].

Cizelge 1.1. Metallerin toksisitelerine gore siniflandirilmas: [17]

Kritik Olmayan Toksik Cok Toksik
Na, C, K, P, Li Ti, Ga, Hf, La, Zr, Be, As, Co, Se,
Mg, Fe, Rb, Ca, S, Os, Rh, Nb, W Hg, Ni, Te, TI, Cu,
Sr, H, Cl, Al, O, Br, Si Ta, Ru, Re, Ba Pd, Pb, Zn, Ag, Sh,
Sn, Cd, Bi

Na; sodyum, C; karbon, K; potasyum, P; fosfor, Li; lityum, Mg; magnezyum, Fe; demir, Rb; rubidyum, Ca; kalsiyum, S;
kiikiirt, Sr; stronsiyum, H; hidrojen, CI; klor, Al; aliiminyum, O; oksijen, Br; brom, Si; silisyum, T1i; titanyum, Ga; galyum, Hf;
hafniyum, La; lantan, Zr; zirkonyum, Os; osmiyum, Rh; rodyum, Nb; niobyum, W; volfram, Ta; tal, Ru; rutenyum, Re; renyum,
Ba; baryum, Be; berilyum, As; arsenik, Co; kobalt, Se; selenyum, Hg; civa, Ni; nikel, Te; telliir, T1; talyum, Cu; bakir, Pd;
paladyum, Pb; kursun, Zn; ¢inko, Ag; giimiis, Sb; antimon, Sn; kalay, Cd, kadmiyum, Bi; bizmut

Metaller, mikroorganizmalar i¢cin enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarmi ~ engellemeleri ve nikleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle
toksiktir [18]. Onemli fonksiyonel gruplarm bloke edilmesi, temel metal iyonlarmm
yerine  gegmesi  veya  biyolojik  molekiillerin  aktif  konformasyonlarmmn
modifikasyonuyla mikroorganizmalar iizerine mhibitér etki yaparlar [18]. Cevrede
cesith  formlardaki agr metaller mikrobiyal yogunluk ve aktivitelerde Onemli
modifikasyonlara neden olabilirler [18]. Ornegin; yeterli konsantrasyonda Hg™ ve
CH3Hg" sadece yilksek organizmalar icin degil mikroorganizmalar icinde toksik
olabimektedir. Bununla birlikte, birka¢c bakteri biyolojikk olarak civanm toksik
formlarm toksik olmayan formlarma doniisimiinii saglayabilir. Civaya direncli gram
negatif bakterilerde civa rediktaz denen NADPH bagh bir enzim Hg**’y1 Hg”a

indirger. Bu reaksiyonda iretilen Hg’ ucucudur ama insanlara ve hayvanlara toksik
degildir [19].

Agr metal kirliliginin artmas1 ¢evre ve canllar i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir
[20]. Metallerin bazlar1 arsenik, bakwr, demir ve nikel gibi diisiik konsantrasyonlarda
vicut i¢in yararhdr fakat yilksek konsantrasyonlarda toksik etkilidir [20].
Aliiminyum, berityum, kadmiyum, kursun ve civa gbi diger metallern hicbir
biyolojik fonksiyonlar1 yoktur ve biiyiik Olclide bedensel fonksiyonlarmi bozan son
derece zehirli metallerdir [21]. Omnegin; arsenk metali oyuncak ve duvar
kagitlarmda renklendirici madde olarak, bocek ve fare zehiri olarak ayrica ahsaplart
termitlerden korumak i¢cin kullanir. Arsenigin toksisitesi, kiicik kan damarlarmnmn



gecirgenligini  arttrr  bagwsak mukozasmda nekroza neden olur ve mitokondriyal
enzim sistemi ile karisir. Arsenik zehirlenme etkisine, deri kanserlerine, karm

agrisina, istahsizlik ve kusmaya sebep olur [21].

Periyodik tabloda (Sekil 1.2) bulunan elementlerin elektrokimyasal, katalitk ve
yapisal olmak fiizere (¢ fonksiyonu vardr. Elementler, metabolik enerji kaynagi
olarak  kullanildiklarmda, elektrokimyasal olarak rol oynarlar. Biitin temel
elementler enzim aktivatorleri olarak davranrlar ve biyokimyasal tepkimeleri
ayarlamaya yardim ederler, iste 0 zaman Kkatalitik olarak rol oynarlar. Protein ve
aminoasitler gibi maddelerin  sentezinde pek ¢ok element gereklidir. Bu ise

elementlerin yapisal fonksiyonudur ve element, son firiinin vazgegimez bilesenidir
[22].

P 12345 67830 RIBUBIITE
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4 | K|Ca|Sc|Ti |V [Cr[Mn|Fe|Co|Ni|Cu|Zn|Ga|Ge|As|Se|Br [Kr
5 |Rb[Sr|Y [Zr [Nb[Mo|Tc |Ru|Rh|Pd|Ag|Cd| In [Sn(Sb|Te| | |Xe
6 |Cs|Ba|Lu|Hf[Ta|W |Re|Os Ir | Pt [Au|Hg| TI [Pb|Bi [Po|At |Rn

Baz canlilarda spesifik kullanim
EEE] Tom canblaricin nemli ve gereki Baz canhlarda indirgeyici veya tagiyica
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[ Bilinmeyen biyolojik fonksiyon
Tiim canhlar igin énemli anyonlar
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B T canbbir icisi gerekli iz elementier Biyolojik olarak dnemli gecis elementleni

Sekil 1.2. Biyolojik acidan 6nemli elementlerin periyodik tabloda gdsterimi [23].



1.1.3.1. Giimiisiin Fonksiyonlan

Giimiis iyonlar1 asm1 derecede toksik olan, mikroorganizmalarmn hiicre fizyolojisi ve
biyokimyasim  etkileyen br  metaldir.  Glimiiy iyonlar,  mikrobiyal hiicre
duvarlarindaki proteilerin, disiifid (S-S) ve siilfidril (-SH) gruplarma giiglii olarak
baglanmaktadirlar. Bu baglanma olay1 ile hiicrenin normal metabolik siireci
bozulmaktadr ve hiicre Olmektedir. Ayrica hiicre membranindaki  siilfidril
gruplartyla  giimiis kompleks bir yapr olusturarak enzim yapisi ile birlesmektedirler
ve dolayisiyla da transmembrandaki enerji iiretimine ve elektrolit transferine
katimaktadirlar. Bu durum R-S-S-R baglarmm olusumuna neden olarak solunum ve
elektron tasmmmi engellemektedir. Ayrica glimiis iyonlar, pilirin ve pirimidin
bazlarmdaki nitrojene bitisik olan hidrojen baglaryla yer degistirmektedirler. Bu
durum kararh yapidaki DNA’nn, helezon bir yapr almasm, DNA’nin

replikasyonunu ve sonraki hiicre bolinmelerini engellemektedir [24].

1.1.4. Agir Metallerin Cevresel Etkileri

Cabuk sanayilesme ve sehirlesme sonucunda toksik metal miktarmdaki artma
ekosistem i¢in potansiyel bir risk halne gelmisti. Madenciligin ve akmmla
kaplamann yer aldii pek c¢ok endiistride, uranyum, kadmiyum, kursun, civa ve bakir
gbi agr metaller yilkksek seviyede disartya veritmektedir. Bu iiretim prosesleri
sonucu olusan iglenmemis atklarm cevre lizerinde olumsuz etkileri vardr [25]. Agr
metaller endiistriyel atk sularmn igme sularma karismasi yoluyla veya agr
metallerle kirlenmis partikiillerin tozlasmasi yoluyla da hayvan ve insanlar {izerinde
etkin olmaktadmrlar [5].

Son zamanlarda agr metal kirliligi, sucul sistemlerde biiyiik bir ¢evresel sorun haline
gelmektedir. Besin  zmncirinde  agr metal iyonlart mobilize olabilir veya
tagsmabilmektedirler. Boylece agr metal kirliligi sucul alanlarda ve toprakta
goriilebilmektedir. Agr metallerin konsantrasyonlar, besin  zincirinin = bir  {ist
basamagnda artarak organizmalarda birkmektedir. Insanlar ve difer yasam
formlarmda, metallerin diisik konsantrasyonlar1 bile toksik etkiye neden olmaktadir



[26]. Ekolojik veya kamu saghgt acismdan agr metallerin toprakta, suda veya
tortularda olmas1 potansiyel olarak bir tehlikedir. Ornegin, ortamda bulmnan faza
miktarlardaki agr metal bilesenleri organizmalar tarafindan kullanlmamaktadr ve
Oldiirticii etkiye neden olmaktadr [21]. Krom, kursun, bakiwr, civa, giimis, ¢inko,
manganez, kadmiyum gbi katyonk metallerle kontamine olmus sistemlerdeki
canllar olumsuz yonde etkilenmektedir. Orek olarak, krom; insanlarda karsinojenik
ve alerjik etkiye sahipken, kursun, kan hiicrelerindeki boliinmeleri baskilamaktadrr,
mangan; hayvanlarda merkezi sinir sistemi bozukluklarma neden olmaktadr ve fazla
¢inko almu da lethal etki gostermektedir [15].

1.1.4.1. Giimiisiin Cevresel Etkileri

Giimiis iyonlar1 tiim canlilar icin toksik etkiye sahiptir. Insanlarda ve hayvanlarda
vicuda giimiis almu ile baz organlarda islev bozuklugu gorillebilmektedir Giimiis,
gozler ve derinin gri-mavi renk aldigi argyria hastahgma neden olmaktadwr. 0.4-1.0
mg/l.  arahgndaki konsantrasyonlar bobrekler, karaciger ve dalakta patolojik
degismelere sebep olmaktadr. Hayvanlar, sindirim yoluyla alnan glimiisiin yaklagik
%10 unu absorbe edebimektedir. Cesithi organlarda ozellikle karacifer ve dalakta,
metal seklinde giimiis saptanmaktadr. Insanlarda giimiis alndiktan 16 giin sonra,
alman giimiisin %50 den fazlas1 karacigerde saptanmustr. Bazi enzim sistemlerinde
ve biyolojik Onemi olan kimyasal gruplarda siilfidril komponent seklinde baglanarak,
proteinlerin  presipitasyonu ve baz enzimlerin inaktivasyonunda rol oynamaktadir
[28].

1.1.5. Agir Metallerin Kullamldig1 Endiistri Dallan

Agr metal iyonlar1 tasidiklari teknolojik Onem nedeniyle cesith endiistrilerde yaygm
olarak kullanimaktadir. Metal temizleme, metal isleme, elektronik kaplama, deri,
boya, tekstil, matbaacilk, elektrik-elektronik, seramik, cam, otomotiv ve

fotografciik gbi endistrilerden gelen atkk sular, kalci toksik etkiye sahip agr metal



iyonlarm:  Onemli miktarlarda  icermektedirler. Bu agr metaller, endiistriyel
faaliyetler sonucunda dogal konsantrasyonlarinin iizerinde g¢evreye yayilmaktadir

[29-31].

Cizelge 1.2. Agr metallerin kullanildig1 bazi endiistriyel dallar [24, 29-32].

Agir Metal Kullanildig1 Sanayi Dallart
Gilimiis Tip alaninda, fotografcilikta, taki yapiminda, maden endiistrisi
Kadmiyum Petrokimya, klor-alkali iiretimi, giibre sanayi, demir-gelik sanayi, enerji tiretimi
Krom Cimento, kagit, boya sanayinde
Bakir Agag ve metal igletmeciligi, ev aletleri yapim sanayi, maden kaplama
isletmeciligi
Demir Tekstil sanayi, maden endiistrisi
Civa Bazi metallerin {iretim prosesleri, kagit sanayi, madencilik
Nikel Madencilik, rafinasyon islemleri
Kursun Kozmetik, maden endiistrisi, kursunlu benzin {iretimi, seramik
Stronsiyum Savunma ile iligkili aktiviteler ve ¢esitli endiistriyel iglemlerde
Cinko Karigik endiistri sanayileri, tekstil sanayi

Cizelge 1.2°de goriildiigii gibi metal kirliligi iceren atiksularm baghca kaynaklar
arasinda; maden isletmeleri (kursun, ¢inko, demir, bakwr, gimis, krom, altm ve
uranyum {retimi), metal endiistrileri (demir-gelik, bakwr, ¢inko, krom vb.) ve diger
metal kaplama, kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilk, tekstil, elektrik
elektronik, kimya, boya ve otomotiv endiistrileri gelmektedir [8, 18, 24, 26].

1.1.5.1. Giimiisiin Kullanim Alanlan

Antimikrobiyal etkisinden dolay1 birgok tibbi uygulamalarda giimiis kullamimaktadir
[24]. Ornegin, discilerde kullandan amalgamlar, %35 giimils ve %50 civa
icermektedir. Glimiigiin  elektrokimyasal deneylerinde, glimiisiin potansiyel olarak
klorun alternatifi oldugu, icme sularmda da dezenfeksiyon uygulamalart i¢in
kullanild1g1 da gorilmektedir [24].
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[lk olarak Avrupa’da giimiis, onlarca yl boyunca etkili bir bigimde su
dezenfeksiyonunda ve ayrica su filtrelerindeki ve havuzlardaki mikroorganizmalarm
biiyiimesini Onlemek amaciyla da kullanimistr. Bu filtrelerde insan saghgmi tehdit
etmeyecek kadar diisiik oranda (1-50 ppb) giimiis kullamimaktadir [24]. Martinez ve
arkadaslan tarafindan yapilan ¢alsmada [24], 0.3 ppm CL 200 ppm Ag ve 1.2 ppm
Cu e kombine edilerek, sogutma  sistemlerindeki  mikroorganizmalarm
biiylimelerinin  kontrol edildigini gdstermislerdir. Ayrica gliniimiizdeki antiseptikler
glimils nitrat ve giimiis siilfidazin icermektedirler [24]. Ornegin; bir topikal kremde
%1.0 gimiis siifadazin  bulunmaktadr. Ag/Cu iyonizasyonu ise, sogutma
sistemlerinde bakterilerin biiyiimelerini kontrol edebiimek i¢in kullanilmaktadir.

1.1.6. Metal Uzaklastirma Yontemleri
1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Agr metal igeren atk sularm artmm, genelde isletmenin kapasitesine, atk su debisi
ve Kkarakteristiklerine, prosese, aritma tesisine, kullandan kimyasallara bagh olmakla
birlikte, temeli; kimyasal olarak metal iyonunun c¢okebilen bir bilesigi sekline
doniistiirtilmesi ilkesine dayanrr [33]. Kirlenmis toprak ve sularn cesith remediasyon
metotlar1 daha 6nce gosterilmistir (Cizelge 1.3) [34-35].
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Cizelge 1.3. Su biyoremediasyonunda kullanilan yontemler [34, 36]

atik camur olugmasi

Yontem Avantaj Dezavantaj Uygulamalar
Yiiksek derigim i¢in zor . .
Cokeltme Basit, ayrilma, Agllzlmettallh;ljm
ekonomik etkin degil, uzaklastiriimast

Kisa stireli

Oksidasyon ve pH
degisiminin yeralt1 sularmi

Coziinmiis metallerin

verimli, > . - o
ivon dedisimi Fatik metali . | etkileyebilmesi, giderimi vesulu
yon deglytmi satalih metain gefl parcaciklara duyarl olmasi, ¢ozeltideki
doniistimiiniin . . .
. reginelerin pahali olmasi, radyokaktifler
miimkiin olmasi ot .
kiigiik 6lgekli uygulama
Suyun i¢gindeki
istenmeyen tiim
Saf atik . Pahal, mineralleri sudan
Ters ozmos atatix (gep yliksek basing, aywran ve safsu ve
doniisiimigin) . . . ..
membran boyutu dnemli icme suyuteminine
yonelik olarak
kullanilan
CoOziinmiis S Agir metallerin
Mikrofiltrasyon | maddelerin hizla Ticari olarak bu maddelerden uzaklagtiriimas1
yararlanilamaz
uzaklastiriimas1

Yiiksek sicakhga

Yiiksek metal

Co6ziinmiis maddelerin

Elektrodiyaliz dayfmlkhdlr ve konsaptrasyonlam(;m etkili bir sekilde
yeniden gecerli, wraklastilmas:
kullanilabilir spesifik kosullara duyarh ?

Geleneksel yontemlerin ¢ok pahali olmalar, tamamen uzaklastrma yapmamalar,
seciciliklerinin diisiik olmasi, uygulamada fazla enerji harcamalari, pahah ekipmana
gereksinim duymalar, agr metal kirliliginin yiiksek derisimlerde olmasi durumunda
etkin olmalarn ve zehir etkisi olusturmalar1 gibi dezavantajlarni vardr [37]. Bu
yontemler, 6zellikle sulu gozeltilerdeki metal iyonu derisimi 1 - 100 mgL gibi
distk derisimlerde oldugunda etkisizdir ve aym zamanda islenmesi gereken ¢ok
biliyik miktarlarda c¢amur iretirler. Emisyon standartlarmm zamanla daraltiimasi

geleneksel yontemleri yetersiz kimustir [38].

Atk sulardaki agr metallerin uzaklastirimasi i¢cin  kullanilan bu yontemler dort
kisimda incelenebilir. Bunlar;

a) Indirgeme — cokeltme yontemi: Bu yontemle yiksek degerlikli metal, ¢okebilen
notralize

bir sekline indirgendikten sonra, edilir, reaktifin asmwis1 metali c¢okeltir.

12



Coktirmede karnstrma, yumaklagma (flokiilasyon), koyulagtrma ve siizme islemleri
yapilir. Bu yontem Ozellikle kromlu atklarin artiminda kullanilir [33].

b) Yikseltgeme — c¢okeltme yontemi: Bu yontemde indirgenmis metal, kararl,
yikkseltgenmis ve c¢oOziinmeyen sekillerine donistiiriilir. Bu tiir bir atk artma
prosesinde, havalandrma — c¢okeltme — siizme olmak {izere ardisik ii¢ basamak
vardrr. Kolayca yikseltgenmeyen metaller icin s6z konusu prosese kimyasal
yikseltgeme basamagm da eklemek gerekir. Bu yontem Ozellkle demir ve mangan
iceren atklarin artiminda kullanilir [33].

¢) Notralizasyon — ¢oktirme yontemi: Cr**, Cu®*, Zn**, Ni#*, Fe?*, Cd** gbi agr
metal iyonlar1 ortama kireg, soda veya sodyum hidroksit katilarak notralize edilir,
hidroksitleri seklinde ¢oktiiriilerek atik sudan uzaklastrilir [33].

d) Iyon degisimi: Bu yontem agr metal iyonlarmm, -elektrostatik kuvvet ile
fonksiyonel grup halinde kati yiizeyinde tutularak, ortamdaki farkh tiirdeki iyonlarla
degistirilmesi ikesine dayanr. Bu amagla iyon degistirici regineler kullanilir [33].

1.1.6.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.6.2.1. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon; canh organizmalar kullanarak toksik formdaki kirleticileri daha az
toksik veya toksikk olmayan bilesiklere donistirme yontemidir [40]. Biyolojik
yontemler giiniimiizde en ¢ok bagvurulan metal giderim yontemleridir [41].

Bu yontemin avantajlar; maliyetin diisiik olmasi, islem siiresinin kisa olmasi, temiz
ve kolay isletilebilir olmasidr. Dezavantaji ise, metal gideriminin diisiik olmasi,
filtrelerm  veya enjeksiyon kanallarmm mikroorganizmalarca tikanabilmesi,  diisiik
gecirgenli akiferlere (yer alti suyunu tutan ve ileten kayaglar) uygulanmasmmn zor
olmasi, uygulanan akiferlerde sadece fazla gecirgen tabakalarm temizlenebilmesi,
stirekli izlenme ve bakim gerektirmesi sayilabilir [37, 39].
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Biyoremediasyonla metal artmmu, Ozellkle mikropsal hiicrelerle yapilan metal
biyosorpsiyonu etkili ve alternatif bir teknoloji olusturacak giictedir. Metallerle
biyosorpsiyon siirecinin temelinde iki hedef vardwr. Birincisi altm, giimiis ve platin
gbi degere sahip paslanmaz metallerin geri kazanmmi; ikincisi ise canh sistemleri
ve cevresi i¢in ¢ok kiiciik derisimlerde bile son derece zehirli olan civa, bakr, demir,
kursun, krom, kadmiyum, nikel ve c¢inko gbi agr metallerin kirli sulardan
uzaklastrilmasidir [41].

Biyoremediasyon sistemi her kosulda aym verimliikte c¢ahsmamaktadw. Verimliligi
etkileyen faktorler Cizelge 1.4’de gOsterilmisti.  Biyoremediasyonu etkileyen
faktorler:  biyoremediasyon  islemi  aerobik,  heterotrof = mikroorganizmalarin
aktivitelerine dayahdr. Hizh degredasyon icin substrata Ozgii mikroplar elverish
cevresel faktorler icinde bulunmahdilar. Kirleticileri degrede etmek icin fizyolojik
ve metabolik yetenekleri olan mikroplar fungi ve bakterileri icerebilirler.
Biyoremediasyona direkt etki gosteren faktorler; enerji kaynaklar, elektron alcilari,
nutrientler, pH, sicaklik ve substrat inhibisyonu veya metabolitlerdir [42-43].

Cizelge 1.4. Biyoremediasyonu etkileyen faktorler [39]

Faktorler Onemleri

Kritik biyomas iiretimi, enzim indiiksiyonu, duyarh
Mikrobiyal mikrobiyal populasyonun zenginlesmesi ve toksik
metabolitlerin {iretimi

Cevresel Oncelikli substratlarmn tiikenimi ve ¢evresel kondisyonlarmn
inhibisyonu

Cok diisiik kontaminant konsantrasyonu, kimyasal yaps,

Substrat kontaminantlarm ¢dziinebilirligi ve toksisitesi

Elektron alicillarnin oksidasyon / rediiksiyon potansiyeli ve

Aerobik / anaerobik islem .
uygunlugu

Kirleticilerin fiziko-kimyasal | Esit sogurma, geri doniisiimsiizsogurma, Incorporation into
biyouygunlugu humic Matters

Oksijen diflizyonu, nutrient diflizyonu ve ¢oziinebilirligi, suda

Kiitle transfer smirlamasi oo ziinebilirlik

Suda yasayan pek ¢ok organizma ¢Oziinmils agr metalleri ve radyoaktif elementleri
blinyelerine  adsorplayabilmektedirler. ~ Mikroorganizmalarm  bu  ozelliklerinden

yararlanarak deniz suyu, endiistriyel ve atk sular ve radyoaktivite sonucu kirlenmis
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sularda yer alan zararh metal iyonlarmmn giderimesi miimkiin olmaktadr [44]. Bu
giderilmede bakteriler, mantarlar, algler ve mayalar kullamimaktadr. Bunlar

yapilarmda ve ylizeylerinde agr metal adsorplayabime yetenegi olan mikrobiyal
tirlerdir [45-46].

1.1.6.2.2. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon metodu endiistriyel atksulardan, toksik metallerin gideriminde ya da
cok degerli metallerin kazanimmda geleneksel metodlara karsi verimli ve ekonomik
bir alternatif olusturur [47]. Biyosorpsiyon isleminde, bakteri mantar, maya, yosun
gbi biyolojik kokenli dogal malzemeler kullamimaktadr. Bu biyosorbentler, metal
baglama oOzellikleri sayesinde agr metal iyonlarmn baglayarak c¢ozelti icindeki agr
metal iyonu konsantrasyonunun azalmasm saglarlar [48]. Biyosorpsiyon isleminde
Oli ya da canl olarak kullamlan mikroorganizmalarm dis yiizeylerine ligandlarla ya
da fonksiyonel gruplarla metal iyonlarinin adsorbe olmasi saglanr [47].

Adsorbsiyon, akiskan fazda ¢6ziinmiis haldeki belirli bilesenlerin bir kati adsorbent
yiizeyine tutunmasma dayanan ve faz yiizeyinde goriilen bir ayrma yontemidir. Kati
matriks ylizeyinde bulunan iyonlar, ¢ekim kuvvetlerince dengelenmistir. Ancak kati
yizeyindeki atomlarm  dengelenmemis  kuvvetleri, ¢Ozeltideki maddeler1 kati
yizeyine ¢ekerler ve ylizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde ¢ozeltideki
maddelerin  kat1 yiizeyine adsorpsiyonu gerceklesir. Kati yilizeyinde tutunma
isleminin  gerceklesebiimesi i¢in, ¢Oziinmiis maddenin ¢ozeltiden uzaklastiriimas,
¢Oziliclinin kat1 ylizeyden uzaklastrimasi ve ¢Oziinmiis maddenin yiizeye tutunmasi
gerekmektedir.  Yiizeye tutunan madde adsorblanan, yiizeyinde tutunmanmn
gerceklestigi madde ise adsorbent olarak adlandwilir [49].

Mikroorganizmalarm kompleksligi, hiicre tarafindan tutulan metaller i¢in pek ¢ok
yolun oldugunu gosterir. Biyosorpsiyon mekanizmalari bu yiizden farklidr. Bu
mekanizmalar asagidaki gibi farkh kriterlere ayrilabilir. Hiicre mekanizmasma bagh
olarak  biyosorpsiyon mekanizmasi metabolizmaya bagh ve metabolizmadan
bagimsiz olmak iizere ikiye ayrilr.
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Cozeltiden wuzaklastmlan metalin bulundugu yere gore biyosorpsiyon 3’e ayrilr
(Sekil 1.3);

1. hiicre dis1 birkim/presipitasyon
2. hiicre ylizeyinde sorpsiyon/presipitasyon
3. hiicre i¢i birikim [50]

Biyosorpsiyon Mekanizmast

Hiicre I¢i Birikim Hiicre Yilizeyinde Hiicre Dis1
Birikim/ Presipitasyon Birikim/ Presipitasyon
. // \\ . .
Hiicre Membrani Iyon Kompleks Fiziksel Presipitasyon
Icine Tagmim Degisimi Olusumu Adsorpsiyon

Sekil 1.3. Biyosorpsiyon mekanizmalar1 [50]

Tim mikroorganizmalarm hiicre yiizeyi, cesitli anyonik yapilar nedeniyle negatif
yike sahipti. Bu durum bakteriye metal katyon baglama yetenegi vermektedir.
Cesitli mikrobiyal tiirlerin uranyum, bakr ve kirli atklardaki diger metal iyonlarmm
biyosorpsiyonu i¢cin olduk¢a verimli olduklart goriimistir [1]. Biyosorpsiyon,
hiicresel ve poztif yiikli metal iyonlarmi yok etmemektedir. Hiicre yiizeyi
tizerindeki negatif iyonik gruplar ik olarak metalleri absorblar ve pozitif ile negatif
yikler birbirlerine tutunurlar. Bakteriler tiizerindeki polisakkarit tabaka veya diger
ekstraselliler yapilar (kapsiiller ve salgi tabakalari) genellikle bu baglanma i¢in
yardimc1 olmaktadirlar. Metal iyonlar, diy membrana ve kapsiile spesifik olmayan
bir sekilde baglanabilmektedirler. Bu baglanma, dis membranda yer alan -NH;, -SH,
-OH, -SO3zH, -COOH wve -PO3H guplart ile metal iyonlarn arasmdaki spesifik
olmayan etkilesim ile ger¢eklesmektedir [51, 53]. Bakterilerin dogal olarak sahip
olduklar1 ekstraselliler polisakkarit tabaka, metal iyonlarm biyosorblama yetenegine
sahiptr  ve bu sayede iyonlarm hiicre komponentleri ile etkilesime girmesi
Onlenmektedir. Baglanma boélgesinin doygunluga ulasmasmdan dolayr metalle karst
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smrlh bir koruma saglanmaktadr [39]. Metal iyonlarmi baglama Ozelligine sahip
bakterilere Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida ve Arthrobacter viscosus
ornek olarak verilebilir [52].

1.1.6.2.3. Biyoakiimiilasyon

Biyoakiimiilasyon, canh hiicreler tarafindan metalin hiicre disimda  biriktirilmesi
olarak  tanmlanr. Bu islemine aktif biyosorpsiyon da  denilebilmektedir.
Biyoakiimiilasyon, diisiik sicaklk ve enerji kaynaklarmm eksikligi gibi metabolik
mhibitérler tarafindan inhibe edilebilir yani hiicre metabolizmasma bagh bir olaydir
[54].

Biyoakiimiilasyon, bir organizma tarafindan belirli konsantrasyonlarda bulunan
maddelerin kayp oranlari fazla oldugunda gergeklesen bir islemdir. Agr metallere
maruz kalan mikrobiyal hiicrelerin membranndan gegcen metal iyonlari, hiicre
sitoplazmasindan iceri gegerek sitoplazma igerisinde tutulmaktadilar [53]. Birgok
alg, fungus ve bakteri tiirlerinin metal iyonlarmn absorbe ettikleri ya da biriktirdikleri
bilinmektedir. Escherichia coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringa,
Pseudomonas aeruginosa gibi bazi gram-negatif bakteri tiirlerinin biyoakiimiilasyon
yetenekleri, intraselliler olarak sentezlenen kadmiyum-baglayan protemlerin sentezi
lle anlagimstr [56]. Biyoakiimiilasyon, metabolk bagmh bir siirectir. Kirlilik veya
katyonlarm ortamda bulundugu durumlarda, hiicre i¢inde veya hiicre membram
lizerinde Dbirikebilmekte veya metabolk dongiiye katilabimektedir [55]. Tiim
mikroorganizmalarm hiicre yiizeyleri negatif yiikli cesith anyonik yapiya sahiptir ve
bakterilere metal katyonlarmm baglanmasma neden olmaktadr. Cesith mikrobiyal
tirler, bashca  Pseudomonas’lar, farkh  metallere karsi  oldukga  etkili

biyoakiimiilasyon gosterebilmektedir [57].
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1.1.6.2.4. Biyoli¢

Biyolic metodunda ekstrem ekosistemlerde (¢ok asidik pH ya da yiiksek oranda
metal konsantrasyonu iceren soliisyonlar gibi) c¢ogalabilen ve mineral siilfitlerin

oksidasyonundan  enerji  kazanabilen  mikroorganizmalar  kullanilir.  Metallerin
biyolojik olarak ¢6ziinmesinde bu yontem uzun zamandr kullamimaktadwr. Cd, Ni,
Zn, Co, Pb, Cu, Fe, Mn, ve Sb gbi bazt metallerin oksidasyonunda bu ydntemden
yararlamimistr.  Bu islemlerde en ¢ok kullamlan bakteriler ise Acidithiobacillus
ferrooxidans ve Acidithiobacillus thiooxidans’tr. Ayrica Acidianus infernus,
Metallosphaera sedula, Sulfobacillus thermosulfidooxidans gibi daha birgok bakteri
metal

stresiyle bas ederek cevreyi temizleme adma olaganiistii denilebilecek

kapasiteye sahiptir [47].

Cizelge 1.5. Metal uzaklastrma yOntemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 [58-59].

YONTEM DEZAVANTAJLARI AVANTAJLARI
- Cok pahali olmalar - Basit
- Tamamen uzaklagtirma - Baz1 geleneksel
yapamamalari yontemlerin ucuz olmasi
- Diisiik segici olmalart - Metali geri elde etme
- Uygulamada fazla enerji

Celeneksel harcamalar

Uzaklastirma | - Pahah ekipmana gereksinim

Yontemleri | duymalar
- Agir metal kirliliginin yiiksek
konsantrasyonda olmasi
durumunda etkin olmalari
- Toksik kirlilik yaratmalar
- Filtrelerin veya enjeksiyon - Diger yontemlerden daha
kanallarmmn ekonomik olmasi1
mikroorganizmalarca - Yiiksek verim
tikanabilmesi - Proses sonunda atik madde
- Diistik gegirgenli akiferlere liretmemesi

Biyolojik (yer alt1 suyunu tutanveileten | - Diger teknolojilerle
Uzaklagtrma | kayaclar) birlestirilebilmesi

Yontemleri | uygulanmasmm zor olmasi - Kimyasal veya biyolojik
- Uygulanan akiferlerde sadece | ¢amurun azaltilmasi
fazla gegirgen tabakalarin - flave niitrient gereksinimi
temizlenebilmesi, olmamas1
- Siirekli izlenme ve bakim
gerektirmesi
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1.1.7. Bakterilerde Metal Direnclilik M ekanizmalan

Insan aktiviteleri, madenlerin islenmesi ve ¢esiti endiistriyel Kirlilikler, metallerin
cevrede birikimine neden olmaktadwr. Mikroorganizmalarm bu cevrelere baz 6zel
direnc mekanizmalar1 ile adapte oldugu rapor edimistir [60]. Mikroorganizmalarm
metallere kars1 direnglilikleri, metal toksisitesine tolerans saglayan degisik direng
mekanizmalart sayesinde gelismektedir [60]. Yapilan arastrmalar ile antibiyotik
direnci ve agr metal direnci arasmda bir iliskiye isaret ediimektedir. Antibiyotik
direnci; bir mikroorganizma tiiriiniin bazi suslarinin antibiyotikten etkilenmemesi ya
da antibiyotige duyarh bir susun ¢esitli diren¢ mekanizmalarmdan biri ile direngli
hale donmesi olarak tamimlanr [61]. Onemli sayidaki raporlar, dogal gevredeki metal
kontaminasyonunun, antbiyotik  direnclilignin ~ yaylmasmu ~ ve  korunmasm
destekledigini  gostermektedir. Cizelge 1.6’da antibiyotik direngliligi genel, yapisal
ve fonksiyonel karakter olarak metal direngliligi ile ortak oOzelliklere sahip oldugu
gosterilmektedir [62].

Cizelge 1.6. Bakterilerdeki agr metal ve antibiyotik ortak direnglilik sistemleri [62]

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

As; arsenik, Cu; bakir, Mn; mangan, Zn; ¢inko, Co; kobalt, Ag, glimiis, Hg; civa, Ni; nikel, Cd; kadmiyum, CHL,
chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; A, coumermycin; RIF, rifampin; TET, tetracycline; TMP,trimethoprim

Genelde tek veya birgok antibiyotigin yilksek konsantrasyonlarina Kkarst direng

olusumu; plazmit yapilar aracihig ile meydana gelmektedir. Antibiyotiklere karsi
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gelisen direclilik, hiicre zar1 gecirgenliginin degisimi, metabolik yol ve enzimlerin
degisim gOstermesi veya antibiyotiklerin etki edecekleri molekiilin kaybolmasi
seklinde gelisebilmektedir [54]. Mikroorganizmalarda antibiyotik direnci  genetik
olarak ya kromozomal ya da direng plazmitlerinde kodlanr. Ozgiil direncler, bir
lokasyonda ya da digerinde tipik tarzda genetik temellere sahiptir (Cizelge 1.7) [19].

Cizelge 1.7. Antibiyotik direng mekanizmasi [19]

. . eve ser 2 Direncin Mekanizmamin Mevcut
Diren¢ Mekanizmasi Antibiyotik Ornek Genetik Temeli Oldugu Organizma
. - Pseudomonas aeruginosa,
Gegirgenligin azaltilmas1 Penisilinler Kromozomal Enterik Bakteriler
Antibivotik Penisilinler Plazmit ve Staphylococcusaureus,
akti nti |y0t'|' -, Kromozomal Enterik Bakteriler,
fhaktivasyonu (Orflegm . Neisseria gonorrhoeae
penisilinaz; metilaz, Kloromfenikol
asetilaz, fosforilaz ve 7 .
‘ . — Plazmit S.aureus
digerleri modifiye eder) Aminoglikozitler
Eritromisin,
Hedef bolgenin Rifamisin,
degistirilmesi Streptomisin Kromozomal S. aureus, .
gl L Enterik Bakteriler
Norfloksasin
Direngli biyokimyasal . . S.aureus,
yolun gelistirilmesi Siilfonamidler Kromozoml Enterik Bakteriler
Tetrasiklinler, Plazmit S.aureus

Hiicrenin disma
pompalama Kloromfenikol,

Eritromisin L_ Kromozomal Enterik Bakteriler,

Staphylococcus spp.

Mikroorganizmalar, toksik metal varhginda adaptasyon i¢in ¢esiti mekanizmalar

kazanmuglardir [63]. Bu adaptasyon mekanizmalarsi;

1. Gegirgenlik bariyeri ile metallerin hiicre disinda alikonmas1

2. Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif transportu

3. Metallerin proteinlere baglanarak hiicre i¢inde alkonma

4. Ektraselliller alkonma

5. Metallerin enzimatik detoksifikasyonla metallerin daha az zararh fonksiyonlara
donustiirilmesi

6. Hiicresel komponentlerin metale olan hassasiyetlerinin azaltilmas1
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1.1.7.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre duvarmda ya da hiicre zarmda metale karst bir gecirgenlik bariyeri
Olusturularak metaller hiicre dismda tutulur. Boylece metale hassas hiicresel
komponentler korunmus olur. Buna en giizel dmek E.coli’deki Cu?* direnchiligidir.
E.coli"de bir membran kanal proteini olan porin proteinlerinin iiretimi degistirilerek
Cu’"nin hiicreye girisi engellenir [1]. Bu tek bir gen mutasyonu sonucu membranm
metal iyonlarma Kkarsi permeabilitesinin azaltlmasi ile gergeklesmektedir. Diger bir
ornek, dis membran veya zarf tarafindan spesifik olmayan metallerin baglanmasidrr.
Bu Ornekler baglayici yerlerin  doygunlugu nedeniyle kisth metal koruma
saglamaktadr. Tamamen ispatlanamasa da Cu®* direnclliginin  bazi  bigimlerinin
periplazmik  baglayiciik ~ 6zelligi  lizerine  kurulu olduguna inanilmaktadr. Diger
taraftan mikroorganizmalarm dis yiizeyini kusatan ekstraseliler polisakkarit tabakasi
da metal iyonlarmi absorblayarak hiicre igine girisini engellemektedir. Bu
ekzopolisakkarit tabakasmm metal iyonlarmn baglayict gruplarnt vardr. Bu 6zellk
Klebsiella aerogones, Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde
gosterilmistir [64]. Staphylococcus aureus’un baz tiirlerinde, peniklinaz’m kodlarm
bulunduran plazmitler, hiicre membram degisimi araciig ile Cd®*  gecirgenligini
engellemede diger metaller kadar iyi direng olusturmada arag¢ olabimektedir. Bu
durum metal iyonlarmm girisini engellemek i¢in zardaki uyumsal degisimler olarak
gorillmektedir. Bu Cd?** un 0,01-0,1 nM seviyelerinde genelde diisik diizeyde direng
olarak goriiliir [64].

1.1.7.2. Metallerin Hiicre Dismna Dogru Aktif Transportu

Aktif transport ya da akis sistemleri metal direngliik sistemleri arasmda en yaygmn
olan mekanizmalardwr.  Mikroorganizmalar  toksik  metalleri  sitoplazmalarmdan
uzaklastrmak i¢in  aktif transport mekanizmasm kullanrlar. Bu mekanizma,
kromozomal ya da plazmit kodlu olabilir. Hiicre i¢in gerekli olmayan metaller
hiicreye normal besin transport sistemleri ile almr, ancak hemen disartya atir. Bu
pompalama sistemleri ATPaz’a bagimh yada ATPaz’dan bagmmsiz sistemler olabilir
[65]. Aktif pompa sistemleri her tir hiicrede (bakteri maya, kiiff insan)
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bulunabilmekte ve c¢esit substratlirdan ve c¢ogunlukla amfilik olan ilaglardan
hiicreleri korumaktadr. Aktif pompa sistemleri, gerek gram-negatif gerekse gram-
pozitif bakterilerde bulunabilen, antibiyotikler dahil toksik maddelerin hiicre disma
atilmasmi saglayan transport protemleridir. Tek bir substrata Ozgiil olabildikleri gibi
yapisal olarak birbirinden farkh maddeleri de substrat olarak kullanabilirler. Bu
durum ¢ogul antbiyotikk direncne ve yam sira substrat profilinin genisliine bagh
olarak baz boyalara, deterjanlara, dezenfektanlara karsi dirence neden olmaktadir.
Pompa sistemi protemnlerinin normalde bulunan operonun bir pargasi olabilecegi ve

diizenleyici bir genin kontrolii altnda ortaya ¢iktig1 distiniilmektedir [66].

Fosfat Oéoo*o Arsenat

g

Di1s membran

Arsenat o‘o Periplazmik
0%00‘0 $ bosluk
Pit ArsB ic mebran
ALSA B o
Regulasyon .‘. .
ArsR ArsC Sitoplazma
‘ ArsD G—S;S—G
t e O 2 G-SH
. 4‘5&‘ a A 2 c
— rE—

Sekil 1.4. E. coli’de arsenik’in hiicre disma aktif tagmim [67]

Bakterilerdeki arsenat, kadmiyum, bakr direnglilikleri ¢ogunlukla bu tip direnglilik
mekanizmalar1 ile gerceklesir. Ornegin arsenat direngliligi i¢in ars operonu aracihg
ile E. coli (Sekil 1.4) ve S.aureus’ta; Cd** diren¢ kodu cad operonu aracilig ile S.
aureus, Bacillus sp., ve Listeria sp’de veya Alcaligenes eutrophas’ta eze operonu
bulunmustur. Pb?* direnci zntA aracth@ ile E. coli'de ve cadA ise S.aureus ta
bulunmustur. Bu tip direnglilikte kromozomal, plazmit ya da transpozon kodlu baz
genler rol oynamaktadir [68].
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1.1.7.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak Hiicre Icinde Allkonmasi

Metal baglayan proteinlere metallotiyonin denir. Metallotiyoninler, kiigik molekiil
agrhkh, asidik pH’da metal baglama yetenekleri artabilen, enzimatik olmayan, hiicre
ici metal baglayic1 proteinlerdir [69].

Hiicre i¢i alkonma, metallerin birkiminde sitoplazma igindeki gerekli olan hiicresel
bilesimlerin etkilenmesini engellemektedir. Bu mekanizma ile genellikle Cd?*, Cu®*
ve Zn** metalleri alkonmaktadr . Bu tip metal direncliligine 2 Srnek bulunmaktadir.
Bunlar; Synechococcus cinsinde metallothionein iiretimi ve Pseudomonas cinsinde

sistein bakimmndan zengin proteinlerin iiretimi [70].

Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Bu mikroorganizmada
smtA ve smtB olmak iizere iki gen bulinmaktadr (Sekil 1.5) Bunlardan SmtA, Cd?*
ve Zn’*’ye baglanan bir metallothioneini kodlamaktadr. Bu gen yiksek diizeydeki
cd®*, zn** ve CU** konsantrasyonlarmda indiiklenmektedir. smtB geni de smtA
geninin repressOrii olan smtB  protemin iiretimesinden sorumludur. Bu repressor

protein metallothionein {iretimini transkripsiyon asamasmnda durdurmaktadw [71].

A.indiiksiyvon
SmtB-Zn?**

_?_L smtB () ¥+
(3= JZ\Q \/_bm

B.Delesyon I
YV
i | smta ]
A smtB T ———

Sekil 1.5. Synechococcus 'ta SmtA ve smtB genleri ve ¢inkoya baglanmasi [71]

Prokaryotlarda  metallothionein ~ {iretimi  sadece ~ Syenochococcus tiirlerinde
goriilmektedi.  Bu  tip  metallothionein  Okaryotlardaki ~ metallothioneinlerde
bulunanlardan daha az sistein kalntilar igermektedir. SmtA’daki metalothionindeki
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sistein kalntilar,, ¢ok zehirli katyonlar icin bir azaltict olarak davranabilmektedir.
Son zamanlarda SmtB’nin yapis1 belirlenmistr. SmtB  protemi DNA’nn  diger
baglayic1 proteinlerine benzer motifli doner sarmal yapih bir dimerdir. Yapi analizi
proteinde dort Zn** baglayict yer gostermektedir [72]. Metallerin hiicre iginde
alkonmasma iliskin diger bir 6rmek de Pseudomonas putida’da gorilmektedir. Bu
bakteri metallothioneinlere benzeyen 3 farkh sistein bakimmndan zengin protein
tretmektedir.  Mycobacterium  scrofulaceum’da  siyah bakr siilfat formunun
cokelmesinde alkoyma aracih@ ile hiicre i¢i birkimi de ispatlanmustr [73].
Metallothionein, metal kirliliginin oldugu bir ortamdan izole edilen Pseudomonas
putida da tespit edimistir ve Synechococcus smtA genleri ile yikksek derecede
homoloji gosterdigi saptanmistr. Pseudomonas’larda (Pseudomonas putida KT2440
ve Pseudomonas aeruginosa) ve Synechococus metallothioneinlerinin dizilimlerinde

bir veya iki sistein kalntilarinin metal baglamada rol aldiklar1 saptanmustir [74].

1.1.7.4. Ekstraselliiler Alikonma

Bu tip metal direngliliginin Onceleri sadece bakterilerde oldugu diisiiniimiisse de,
daha sonralar, maya ve funguslarda da bulnmustur. S. cerevisiae’deki NiZ*
direngliliginin  bu sekilde oldugu distiniimektedir. S. cerevisiae fazla miktarda
glutatyon iireterek Ni** absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Glutatyon agr metallere
cok yiksek bir affinite ile baglanmaktadwr. Yapilan arastrmalar mayalarm metalce
zengin besi ortamlarma ekstraseliler glutatyon salgladiklarm — gdstermektedir.
Toksik metaller glutatyon ile birleserek hiicre membranndan gegememektedir.
Benzer bir mekanizmada Cu?* direncli mantarlarda gorlimektedir [75]. Penninckx ve
Jaspers’m raporlarma gore, mikroorganizmalarda glutatyon gibi kiikiirt bakmmmndan
zengin bilesiklerin sentezi, agwr metallere karsi direng saglamaktadr [76]. Glutatyon,
L-sistein, L-glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden olusan ve agr metallere karsi
yiksek affinitesi olan bir tripeptittir [77].
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1.1.7.5. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh Fonksiyonlara

D oniis tiiriilmessi

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapismdaki —SH gruplarma baglanarak bu
molekiilleri maktive edebilmektedirler. Civa bu 0Ozelliginden dolayr toksik metal
olarak kabul edilmektedir. Bazi bakteri gruplari civayr enzimatik detoksifikasyon ile
daha az toksik hale getirmektedirler. Baz1 bakteriler Hg2+ direncliligi saglayan ve bir
operon (mer operonu) tarafindan kodlanan gen setlerine sahiptir. Bu operon; sadece
Ho?"yi detoksifiye etmekle kalmayp, aym zamanda civayr hiicre disma tasmakta ve
kendi kendini regile edebimektedir. Mer operonu, organik civa liyaz ve civa
redilktaz olmak tizere iki enzim kodlamaktadwr. Organik civa liyaz enzimi C-Hg
bagm kiwrarken, civa rediiktaz Hg2+’yi He’’a indirgemektedir [77-79].

Hg:-'*' Hg:-""
/_ Mer}vﬁ@- MerP q:,nﬂerr; \
Hg**
[_[_—_‘E] MerA
Hg::
H
+

Sekil 1.6. Bakterilerdeki civa direngliligi ve mer operonu [15]

Mer operonu tarafindan kodlanan transport proteinleri araciig ile metalk civa,

hiicre membramindan gegirilerek disar1 verilmektedir [77-79].

Yapilan c¢ahsmalarda ¢evresel ve klink kaynaklardan giimiis iyonlarma direncli
suslar izole edimistir. Izole edilen suslar Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas stutzeri ve Salmonella typhimurium’dur. Bu suslarm giimiise karsi
direncliliginin =~ plazmit ~ aracih  oldugu  gosterimistr  [56]. Gilimily  iyonlart
protemnlerdeki siilfidril gruplarma yliksek affinite ile baglanarak veya metal atm
mekanizmas1 ile giimiis iyonlar1 hiicre disma atilarak, bakterilerin giimiise karsi
direngliligi saglanmaktadwr. Ayrica yapilan c¢ahsmalarda, giimiis bulunan ortamda
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bakterilerdeki membran proteinlerinin ekspresyonu artarak direng gelistirildigi de
goriimuistir [18].

. OO o> >
D( sip (oS¢ sia | Csis @( sic | [ iRy sis ) | SilE)

Lipoprotein {Jl}\ 11}48 /\ ﬁ“ {\ m * 49? 1&?
n nt
P-tipi kar}'“ﬂ Czc benzeri \[embran fiizyon D15 membran Periplazmik
ATPaz kemiozmotik proteinleri proteinleri metal haglayan
antiporter \— —/ proteinler
Transkripsiyon
regilator
genleri

B

Outer membrane

SilB

ATP
ADP

Sekil 1.7. Giimiis direng genleri, transkripsiyon mekanizmasi ve protein {iretimi

[74]

Gimiis katyonlar1 icin bakterilerin gelistirmis oldugu direng mekanizmasmda rol
alan baz proteinler ve bu protemnleri kodlayan genler vardwr. Giimiis direngliliginde
SIE proteini 143 aminoasitten olusmaktadr ve hiicre membranindaki periplazmik
boslukta giimiis katyonlarmn baglama fonksiyonu vardr. SilR ve silS, yantlayict
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membran sensor protenleridir. SilB, dis membran proteinleridir ve ortamda giimiis
iyonlart  oldugunda membran gec¢irgenlifini azaltarak  katyonlarm hiicre i¢ine
girmesine engel olmaktadr. Bu genlerin bagka metal direnclilikleri i¢in homologlar
vardr. Omnegin; SilE proteini; bakr direncliligini saglayan PCOE proteini il
homologdur, silR ve silS ise; kadmiyum, kobalt ve c¢inko direngliligini saglayan
CzcR ve CzcS proteinleri ile homologdur (Sekil 1.7) [74].

1.1.7.6. Hiicresel Komponentlerin Metale Olan Hassasiyetlerinin Azaltilmasi

Bazz mikroorganizmalar toksik metallerin  varhginda, hiicresel kompenentlerin
metale olan hassasiyetlerini degistirerek adaptasyon saglamaktadwr. Hiicre bunu ya
mutasyonlar yolu ile belli bazi proteinlerin hassasiyetlerini azaltmak sureti ile ya da
metal inaktivasyonunda kullanlan belli baz hiicresel komponentlerin  {iretimini
arttrmak sureti ile gerceklestrmektedir [64]. DNA tamir mekanizmalar1 plazmit ve
genomk DNA ile smrh koruma saglamaktadr. Bir de mikroorganizmanm {irettigi
metal direnclilifi olan komponentler veya alternatif yollar, duyarh komponentlerden
gegen bir Ozellik ile kendi kendini koruyabilmektedir. Adaptasyon E. coli’de de
bulunmustur. Adapte olmamus E. coli Cd**a maruz kaldigmda Gnemli DNA hasarlar
olustugu  bildirimistir,  ayrica aym  organizmalarm alt  kiiltiirlerinde  direng
goriilmiistir [64].

Glutatyon organizmanm, Ag', Cd?*, Cu** ve Hg* gibi metallere karsi korunmasma
yardm etmektedir. Glutatyon serbest radikalleri baglayarak Cu®* ve Fe?"den
korunmayr saglayabilmektedir [68]. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde
bulman direncliik yetenekleri farkhlk gdstermektedir [68]. Cd*"’nin varhgmda
Gram negatif bakterilerdeki protein sentezii, Gram pozitif bakterilerdeki protein
sentezinden ¢ok daha iyidir. Pseudomonas’m bir tirii Gram pozitif bakterilerin (S.
aureus, S. faecium ve B. subtilis) protein sentezinin %50 azaldig Cd®"’nin
konsantrasyonlarmm 5-30 katma kadar direnglik gostermektedir. Gram pozitif
organizmalarm E. coli ile karsiastridklarmda 28-30 kez daha fazla Cu?*
baglayabildikleri tespit ediimistir [80].
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1.1.8. Direngliligin Genetik Ozellikleri

1.1.8.1. Plazmit

Plazmitler genel olarak; bakteri hiicrelerinde ve baz Okaryotik hiicrelerde bagimsiz
olarak var olan ve sirkiler DNA molekiilleri olarak tanmlanmstr [81]. Dogal
olusumli  plazmitler i¢cn en kullamgh smiflandrma, plazmit genleri tarafindan
kodlanan temel ozelliklere dayanmaktadw. Bu tip smiflandrmaya gore plazmitler 5
grup altnda toplanr. Bunlar; fertilite (F), direncliik (R), kolisin (Col), parcalayict ve
virlilens plazmitlerdir [81]. Plazmit stabilitesmin en yiiksek diizeyde etkilendigi
kosullar, bakterilerin gelisebildigi sicaklk degerleridir. Zira plazmitlerin hiicrelerden
elimmasyonu, kopya saylarmmn diisiiriilmesi ve replikasyonlarmmn bloke ediimesi
sureti ile gerceklestiriimektedir [82]. Kesikli {iretimlerde uzayan inkiibbasyon
stirclerinde, susun tiremesi sonucu ortamdaki besin maddelermin azalmasi ve
metabolitlerin birkkimi, basta pH ve toksik atk {iriinler olmak ftizere, degisik stres
kosullar1 yaratmaktadwr. Bakteriler bu stres kosullarma direngliik i¢in degisik yanit
mekanizmalart gelistirmistir.  Adaptif stres yantmm olusumu, biiylk oSlgiide genetik
esneklik ile iligkili oldugundan, bu o6zelligin gen kodu genellikle plazmitler iizerinde
kodlanmaktadr [82-83].

1.1.8.2. Transpozon

Transpozon (Tn) genlerine ek olarak diger genleri de tastyan genetik element tipidir.
[19]. Bakteriyel transpozonlar insersiyon dizi (IS) elementlerinden biyiktir ve
tranzpozisyonlartyla iligkili olmayan protein kodlayan genler igerirler. Tn elementleri
bakteriyel plazmitler {izerine ¢oklu ilag direnci yerlestirebildiklerinden halen o6zel ilgi
cekmektedirler. R faktdrleri admi alan bu plazmitler; agr metallere, antibiyotiklere
ve diger ilaglara es zamanh olarak direng olusturan birgok Tn elementleri
icerebilirler. Bu elementler plazmitlerden bakteriyel kromozomlara hareket edebilir
ve farkh bakteriyel suslar arasmda coklu ilag direncini yayabilirler [84].
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Bir transpozon elementinin insersiyon bolgesi eger bir genin icinde ise, transpozonun
eklenmesi mutasyon ile sonuglanacaktr. Dolayisiyla transpozonlar kromozom
boyunca kolayca mutasyon olusturabilirler. Sekil 1.8’de transpozon gen 2’nin
ortasma dogru hareket eder. Bu durum gen 2 transpozon tarafindan bozulur ve
mnaktive olur. Transpozon iizerindeki A geni her iki yerde de ifade edilecektir [19].

Gen A CGen 1 Gen 2 Gen 3

crmernenesanesane Bozulmus gen....ueuvrenns .
e e B
Genl Gen A Gen 3

Sekil 1.8. Transpozon mutagenezi [19]

1.1.8.3. integron

Integronlar  difer  kaynaklardan  gelen  genleri  yakalayp ifade  edebilen
transpozonlardir. Fakat diger transpozonlardan farkh olarak, mtegronlar rastgele
insersiyon yapmazlar ve insersiyon bolgesi konusunda oldukc¢a segicidirler. Bunlar
sklkla plazmitlere insersiyon yaparlar. Integronlar plazmitlerin, transpozonlarm
hatta bakteri kromozomlarmmn bir pargasma doniisebilirler. Bazi integronlar 5 farkl
gen kaseti icerebilirler. Bu tip kasetlerde 40’dan fazla farkh antibiyotik direng geni
ve baz1 patojenik bakterilerin viriilensi ile ilgili cesitli genler tanmlanmistir [19].

Integronlar konuma 06zgii gen kodlayan integraz (integrase) olarak bilinen
rekombinazlardan (recombinase) olusmustur, baglanma bolgesi (attl) ve bu bdlgenin
asagismdaki (downstream) genleri ifade eden promotor (P) bulundurur. Sekilde
kuaterner amonyum direng geni gac, silfonamid diren¢ geni sull ve fonksiyonu

bilinmeyen orf5 geni igeren Tipl integron gosterimisti. Genler integraz tarafindan
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yiriitilen konum-6zgii rekombinasyonla attl ile attC arasma girebilirler (Sekil 1.9).
Gen almmindan sonra rekombinasyon bdlgeleri yeniden olusur bu da yeni gen
kasetlermin birlesmesine olanak tanr. Bu yapr bakteri populasyonlart arasnda
antibiyotikk direng genlerinin transferi ile diizenlenmesine olanak tanr. Antibiyotik
genleri diger ekolojik avantaj saglayan genler ile aym {nitede kiimelenebilir.
Integronlar antibiyotkk direng kazanmmnda biiyikk role sahip olan modiiler yapiardir.
Benzer tipteki integron oOrnekleri insanlarda, hayvanlarda ve dogal habitatlarda da
bulunmustur, bu da gen alan (gen-recruiting) elementlerin  farkl ekosistemler
arasinda gecis yapabildigini gosterir [85].

< _nill % qac sull > orf5 >

ﬂ art]
/ 6 Gen Kaseti

Inteor'iz

gac A sull N orf5 >

attl anc

Sekil 1.9. integron yapisi [85]

1.2. Mikrorganizmalarda Gen Transfer Metodlan

1.2.1. Transformasyon

Bazi bakteri tiirleri ortamda bulunan verici hiicre tarafindan birakilms lineer, tek
iplkli, ¢plak DNA pargalarimn uygun Kkosullar altmda, hiicre igcine alabiime
yetenegine sahiptir. Bu genler homolog rekombinasyonla kromozomal DNA’ya
entegre olur [88]. Burada oOnemli olan alict hiicrenin Ozelligidir. Ahci hiicre,
gevresinde bulunan DNA pargalarii igine alabilmek i¢in hiicre duvarinda bazi
degisiklikler meydana getirmek zorundadwr. Hiicre bolinmesinin belli bir doneminde
yapillan bazi proteinler (kompetans faktorii) aracih@iyla hiicre  gecirgenligi
degistirilmekte; hiicre bu islem sonucu, belli biiyiiklikte olmasi kosuluyla, DNA
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parcalarim i¢ine alabiime ozelligine kavusmaktadr. Hiicre i¢ine alman DNA pargasi
rekombinasyon yoluyla hiicre kromozomuna katimakta, yeni genetik oOzellikler bu
yolla kazamimaktadr [87]. Ormnegin Streptococcus pneumoniae, mozaik PBP
genlerini bu yolla kazanr [86]. Diger bir baska O6rnek olarak ise; Griffith'in deneyi
gosterilebilir. Farelere, once virulent ve kapsiilli olan II-S susundan mutasyonla elde
edilen canh II-R susu (avirulent ve Kkapsiilsiiz) verilir. Bunun arkasmndan, 1s1 ile
Oldiirilmiis olan II-S susundan fazla miktarda swmga edilir (aslinda II-R susu
pneumonia olusturmadigi gibi, I[I-S 'de Oldiirtimiis oldugu i¢cin infeksiydz yetenegi
yoktur). Ancak, deneme sonunda Olen farelerden kati besi yerine yapilan ekimlerde,
tireyen koloniler arasnda, bazlarmm II-S karakterinde (kapstlli ve virulent)
olduklart goriilir. Bu durum, aymt in vitro deneyde oldugu gbi, II-R suslar, fare
vicudunda, II-S 'lere ait baz genetk materyalleri alms ve II-S karakterine

doniismiis ve fareleri Oldirmiistiir [84].

1.2.2. Transdiiksiyon

Genetik  bilginin - bir bakteriden digerine bakteriyofaj aracihigi ile tasnmasina
transdiiksiyon denir. Viruslar aracihigt ile konak hiicre genlerininin transferi iki

sekilde meydana gelir [84]. ikiye ayrilr;

Genel Transdikksiyon: Bu tip transdiksiyonda, fajlarin enfekte ettikleri konak
kromozomu iizerindeki genlerin  yaklasik olarak esit sansla ahci bakterilere
tasmabilmesi s6z konusudur. Faj bakteri hiicre duvarma tutunarak DNA’sim hiicre
icine brrakir. Bakteriyel DNA faj enzimlerince pargalanirken, faj DNA’s1 kopyalanrr,
faj kihf proteinleri de hiicresel enzimler aracih@iyla sentezlenir. Faj DNA’st ve kihf
proteinleri bir araya getirilerek yeni fajlar olusturulurken bakteriye ait DNA
parcaciklarndan bazilari faj DNA’s1 iginde yer alr. Hiicrenin pargalanmasi ile

ortama sahnan fajlar diger hiicreleri infekte eder [87].
Ozellesmis Transdilksiyon: Bakteriyofaj girdigi bakteri hiicresinin - kromozomunun

hep aym noktasina yapisip biitiinlestigi i¢in ayrihrken her zaman aym DNA parcasin
yeni girdigi bakteriye aktarr. Ozellesmis transdiiksiyon yapabilen fajlarin  en
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Oonemlisi, E. coli'nin A fajdr. Bu durumda transdikksiyon, gal (galaktoz) veya bio
(biotin) genleri ile sirlanmustr.  Transdiiksiyonun bu genlerle sinrh  kalmasinin
nedeni; A fajnn her zaman E. coli kromozomunda bu iki gen arasandaki att

"attachment” denilen yerden girmesidir [84-88].

1.2.3. Konjugasyon

Konjugasyon, hiicre-hiicre temas1 ile genetik bilginin bir bakteriden digerine
transferidir [84]. Konjugasyon konjugatif plazmidler, konjugatif transpozonlar gibi
cesitl genetik elemanlar aracihgiyla gergeklesmektedir [89]. Konjugatif plazmidlerin
prototipi F plazmididir. Verici hiicre F* hiicre olarak, alci hiicre ise F~ hiicre olarak
adlandirimaktadrr [88]. F plazmid {iizerindeki genetik bilgi seks pilusu sentezleme
yetenegi gibi bakteri hiicresinin  verici hiicre olmas1 icin gerekli faktorleri
saglamaktadr. Pilus, konjugasyon swrasmda iki hiicre arasinda temas kurar [90].
Konjugatif plazmidlerin  bir tipi olan R (direng) plazmidleri antbiyotik direng
genlerini ve plazmidin transferi i¢in gerekli genleri tasimaktadir [90].

Konjugasyonu kontrol eden genler plazmidin tra bolgesinde yer alr [88].
Relaksozom adi verilen bir niikleoprotein kompleksi plazmidin 6zel baz dizisine
sahip transfer orjininin (oriT) tek zincirinde bir kirk/gentik olusturur [91]. Centik,
donen halka "rolling circle" replikasyonunu baslatr ve donen halkamin lineer kolu
pilus i¢cinde kars1 tarafa dogru hareket eder. Diger iplik verici hiicrede kahr. Bu iki
iplk DNA replkasyonu i¢in kalp gorevi goriir. Transfer devam ederken verici ve

ahci hiicrede tamamlayict DNA iplikleri sentezlenir [88].

F plazmidi serbest ya da kromozoma entegre olabilir. Kromozoma entegre olmus F
plazmide sahip olan ve etkin bir genetik rekombinasyon gosteren bakteriyel suslar
Hfr  (yiksek sikhkta rekombinasyon vyapabilen) olarak adlandirihr. Plazmid,
kromozomun pargast oldugu icin Hfr suslarmda konjugasyon, konak hiicre

kromozomunun transferine yol agmaktadir [88, 90].
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1.3. Bakteri identifikasyonunda Kullanilan Yéntemler

Mikroorganizmalarm  smiflandirimasmda  ve  tanimlanmasmda  kullamlan  klasik
tekniklerin smirh olmasmdan dolay, mikrobiyal ¢esitllk ve mikroorganizmalarm
ekosistemdeki rolii ile ilgi bilglerimiz olduk¢a azdwr. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolay, morfolojik yapilarma gore smiflandrma yapmak zordur.
Metabolk ve biyokimyasal Ozellklere dayanan smiflandrmada karsiagilan en
biiyik problem ise; mikroorganizmalarm birebir kendi dogal ortamlarmi yansitan
kiiltiir ~ ortamlarmda  yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal cesithligi ve
mikroorganzimalarm ekosistemdeki rolinii daha 1iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayici
mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiyag vardr [92]. Mikrobiyal c¢esitliligi ve dagilinm
belirleme cahsmalarmda, 16S rRNA gbi molekiiler isaretlerin  kullamimasi ile
“molekiiler mikrobiyal ekoloji” olarak tammlanan yeni bir disiplin ortaya ¢ikmustir.
Termal su kaynaklar, sediement yapilar ve deniz suyu gbi farkh habitatlardan alnan
numunelerde, molekiiler tekniklerin temelini olusturan (16S rDNA pargalarmm
kopyalanmasi gibi) yontemlerle yapilan c¢ahsmalar sonucunda, mikrobiyal cesitliligin
bildigimizden ¢ok fazla oldugu ve klasik tammlama tekniklermin ne kadar yetersiz
kaldig anlagilmigtir [93].

1. Biyokimyasal Yontemler; Saf Kkiiltiirlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve
biyokimyasal temellere dayanan geleneksel mikrobiyolojik teknikler —mikrobiyal
cesitllik ile ilgili genis bilgi vermektedir. Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarmn
ekosistemdeki  rolinii  alglamaya yonelk cahsmalarda tek basma yetersiz
kalmaktadr. Ciinkii bu yontemlerin ¢ogu ya mikrobiyal aktiviteyi dolayh yollardan
Olgen yontemlerdir ya da ex-situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu
kendi yasam ortamn dismda teshis edimektedir. Ayrica, klasik yontemlerde saf
kiiltiir elde etme asamasmnda, mikroorganizmalarm yasam ortamlar1 tam olarak temsil
edilemedigi i¢in, ortamda istenmeyen baska tiirler olusabimektedir. Ekosistemdeki
bakteriyel c¢esitliligin fazlahgr g6z Oniinde bulunduruldugunda, klasik yoOntemlerle
tespit edilen prokaryotik tiirlerin sayis1 (Bakteri ve arkeler) olduk¢a azdr ve
bakteriyel gesitlilige ait resmin tamamm tespit etmek oldukca zordur. Simdiye kadar
yaklasik 7000 bakteri tiirii tespit edilmistir. Fakat molekiiler ve ekolojik tahminler bu
saymn kat kat fazla oldugu goriisiindedir [94-95]. Bununla birlikte, mikroorganizma
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cesitllignin -~ ve  dagihmmm  belirlenmesinde, molekiiler tekniklerin  kullamimasi
kiiltirden bagmsiz ve genis aralkta mikroorganizma tiiriiniin tanimlanmasma olanak
saglamaktadrr. Bu nedenle son yillarda artma sistemlerinde hem artma verimini
degerlendirmek hem de mikroorganizma gruplarmdaki degisimi izleyebilmek icin
molekdiler teknikler kullanilmaya baglanmistir [96].

2.Molekiiler Yontemler; Tim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilnen bir
gercektir ve bu genlerin baz dizilerinde tlirden tiire degisen kisimlar bulunur. 16S
rRNA molekiilii yasayan tiim canhlarda bulunmaktadr ve evrim siireci boyunca
korunmustur [97]. Bu o6zellk organizmalarm karsilastiriimasma, hatta aym tiirdeki
farkhlasmalarm (strain) tespitine imkan vermektedir. Dahasi gen dizilimi ile ilave
istatistiki  olarak ilgii veriermn elde edimesi miimkiin olabimektedir. Tiim
organizmalarda ¢ok miktarda bulunan ribozomlarm {retiimesinden sorumlu 16S ve
23S rRNA genleri molekiiler teknikler kullanlarak yapilan arastrmalarda en g¢ok
terch edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek ¢ok mikroorganizmann 16S rRNA
geninin dizi analizi bilgilerini iceren ve glinden giine genisleyen bir veri bankasmm
bulunmast da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alanmmn artmasm
saglanmustr [98]. 16S rRNA dizmi bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda diinyada
genis bir yelpazede uygulanan bir biyobelirleyicidir. Ayrica farkh 16S gen dizilimi
olan organizmalarm istatistiki olarak karsilastriimasma da olanak saglar. Molekiiler
tekniklerm kullamldi®i  yontemler c¢esith asamalardan olugmaktadr. Sekil 1.10
molekiiler tekniklerin uygulanmasmda kullanilan admmlar1 gostermektedir.

. Su Camur/Topralk Hiicre Fiksasyonu
Orneklerinin Almmmasy

O ligoniikleotid Problarla
Hibridizasyon

MNiikleilk Asit Ekstraksiyvonu

Klonlama I?ZR Enzimatilc MMilkkrolcopilc inceleme
Amplifikasyon Parcalama Sayim
iz Analiz Elektroforez Elektrofore=z FISsH
| |
DGGE T-RFLP
RISA/ARIS A ARDEA

Sekil 1.10. Molekiiler tekniklerin uygulama diyagrami [99].
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Atksu ya da kirletiimis alanlarm artidmasmnda rol alan mikrobiyal gruplar belirleme
le ilgli cahgmalarda klonlama ve gen kiitiiphanesi olusturma, denatiirleyici jel
elektroforezi (DGGE), floresan in situ hibridizasyon (FISH), ribosomal genlerarasi
bosluk analizi (RISA, ARISA), ¢ogaltilmus ribosomal DNA kesim analizi (ARDRA),
uctan kesilmis parca uzunlugu polimorfizmi (T-RFLP) gbi birgok yontemler
kullanimaktadr  (Cizelge 1.8). Bu
uygulamadaki avantaj ve dezavantajlar1 ile birlikte ele almmaktadir.

derleme c¢ahymasmda bu  yoOntemler,

Cizelge 1.8. Mikrobiyal cesitliligi belirlemede kullanilan teknikler ve kiyaslamalar

[99].
Teknik Avantajlart Kisitlamalar Kullanim
orekleri
Kiiltiirden bagimsiz Aktif gamurda
Cogaltilms Genis bir arahiktaki DNA ekstraksiyonu mikrobiyal
ribozomal DNA mikroorganizmalar igin | ve PZR sapmalan cesitliligin
kesim analizi uygun bir Sayisal degildir. belirlenmesi
analiz yontemidir.
Kiiltiirden bagmmsiz
Genis bir araliktaki DNA ekstraksiyonu Farkh kagit
mikroorganizmalar ve PZR sapmalari endiistrisi
Ribozomal RNA i¢in uygun bir analiz Sayisal degildir. atiksularinda
genlerarasi yontemidir. Bakteriler arasindaki bakteriyal
bosluk analizi Bakteriler arasmdaki mesafe ve dizilemede cesitlilik ve
mesafe ve 6nemli heterojenlik komiinite analizi

dizilemede Onemli
heterojenlik

Kiiltiirden bagimsiz

DNA ekstraksiyonu

Genis bir arahiktaki ve PZR sapmalar Mikrobiyal
Denatiirleyici mikroorganizmalar Sayisal degildir. kominite
kademeli jel icin uygun bir analiz Kisa hedef kompozisyonu
elektroforezi yontemidir. dizilemelerinden Populasyon
(DGGE) rRNA gen dizilimi dolay1 6zgiinlik sorun | degigimi

hetero-jenliginin olabilir

kullanim

Kiiltiirden bagimsiz

genis bir Seliiloz fabrikas1
Ucgtan kesilmis Araliktaki atiksuyunda
parca uzunlugu mikroorganizmalar igin [ DNA ekstraksiyonu mikrobiyal
polimorfizmi uygun bir analiz yonte- | ve PZR sapmalan komiinite
(t-RFLP) midir. kompozisyonu

Hizhi ve yari sayisal

olmas1

Evsel

Sayisal atiksuyunda

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

ayirt edilmesi mikrobiyal

komiinite yapismnin
yerinde analizi
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Yukaridaki molekiller yontemlere ek olarak son yillarda mikroorganizmalarm
karboksilik gruplarm metilasyonu ile yag asitlerinin metil esterlermin (FAME)
analizide bakteriyal identifikasyon amaciyla genis bir Olgiide kullanilmaktadir [114].

1.4.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitge
tiipte nikkleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltlmasi olarak tanimlanabilir. Polimeraz
zincir reaksiyonu ¢ift iplkli br DNA molekiiiinde hedef dizilere iki oligoniikleotit

primerin baglanmasi ve uzamasi esasma dayanr [107].

PCR : Polymerase Chain Reaction

OO VDD

] 1. Basamak: Denaturation

L ] L | anil L | 1 dakika 94 °C
5t M

| I J [LEBLE ] 3
> 3 | <0
LLLJ‘LUJ-LL_LLLL 5 = 45 saniye 54 °C
5 7
. 2. Basamak: Annealing
3 Ty 3° R 3
»
3% | | | | | | forward ve rewers primerier
il | | 5

S TIT e I T O  T g TTT TTTTT T 3
' ~ =, =l 5

3
|

i se ol == i s | | - Ve 2 dakika 72 °C
o o
~ ~ | 3. Basamak: Extention

s = oo | | T ~
> Ty T =" = T d
3" Uil 1 | | i1l | | I | | i sadece dNTF' ler

Sekil 1.11. PZR asamalar1 [102]

Oligoniikleotit ~primerler, kalp DNA molekiilii yiiksek sicaklk derecelerinde
denatire edildikten sonra, tek iplkli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine
tamamlayici olan bolgelerle baz eslesmesi yapar. Primerlerin  6zgiin olarak hedef
dizilere baglanmas1 diigik sicaklk derecelerinde gergeklesi. DNA polimeraz enzimi,
uygun tampon ve dort g¢esit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) varli@nda primerin
3’ hidroksil ucundan uzamasm saglar. Boylece kalp DNA ipligine tamamlayici olan
yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerin
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baglanmas1 ve uzama olarak adlandmilan ii¢ asamadan olusur. Bu ii¢ asamanm 25-30
tekrart ile bir tek DNA parcasmdan teorik olarak 68 milyar kopya elde
edilebimektedir (Sekil 1.11 ve 1.12). Art arda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin
baglanmast ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcalart iissel olarak artar
(Sekil 1.11). Bu iissel artism nedeni, bir dongli sonucu sentezlenen iirliniin, ardisik
dongiide diger primerler icin kahp gorevi yapmasidr. Bdylece her PZR dongiisii,
DNA molekiilii iizerinde istenilen bdlgenin iki katma ¢ikmasi ile sonuglanir [107].

4. déngi
s Cogaltiimak istenen parga —_— —

Aodengs T e » 35.déngii
tamplate DNA =<

36
4kopya Skopya 1Bkopya 32kopya 2 =68 milyarkopya

e 2} 7 ?

Sekil 1.12. PZR dongiileri sonucu teorik olarak olusan kopya sayis1 [102]

PZR’nin temel bilesenleri, kalp olarak kullamlan DNA molekiii DNA polimeraz
enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCly’dir [100].

Kalp DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunda genomik DNA, plazmit ve faj DNA,
cesith genler ve hatta herhangi br DNA parcast kalp olarak kullamlabilir. Bu kalp
DNA molekiilleri amaca gore cDNA, genomik DNA, genom kitapliklart halinde ya
aragtrma laboratuvarlart ve klniklerden 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 tamamlayict bir DNA ipligi
meydana getirmek {lizere, orijinal kalp iplikteki baz bilgisini kullanarak dort cesit
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deoksiriboniikleozit trifosfattan uzun polinikleotit zncirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in kalp molekiildeki tamamlayici diziye baglanan
kisa DNA parcalarma (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii 5’ugtan 3’uca
dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki ANTP il arasma
nikleotitler eklenerek, fosfodiester baglar katalizler. Sicaklga dayankh DNA
polimerazlardan PZR’de en yaygm olarak kullanlammn Thermus aquaticus izolatmdan
elde edilen Taq DNA polimerazdir [100].

Primerler: Gen c¢ogaltimas1 dahil PZR’nin birgok uygulamasi icin kalp DNA’ya
tamamen tamamlayict olan primerlere gereksmim vardw. Genel olarak kullamlan
kalp ile yikksek oranda baglanma saglamak tizere primerler 20-30 niikleotit
uzunlugundadr. Oligoniikleotit primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya
da ticari olarak elde edilebilirler. Bu primerler genellikle olusumu bilinmeyen cesitli
nokta mutasyonlarmmn oldugu bolgelere baglanma amaciyla secili. Buna ragmen
PZR, TEM ve SHV’nin farkh tipleri arasmda ayrm yapamaz [100-101].

dNTP Karngmi: Deoksiriboniikleozid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek
safikta ya tek tek ya da dortli karism halinde ticari olarak saglanr. Taq DNA
polimeraz diisik dNTP konsantrasyonlarmda (10-100uM) kalba uygun dogru
bazlar1 secmede daha basarih olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100uM dNTP
konsantrasyonu ile gergeklestirilir [100].

Tamponlar ve MgChL: PZR’de kullanlan ¢esiti tamponlar arasmda en ¢ok
kullanllam Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgli olan tamponlardir. Mg2+ iyonlari
dNTP’ler ile c¢ozinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve
cift iplkli DNA'nn Tm degernil arttrrlar, ayrica primer/kalp etkilesimini
saglarlar.(Tm degeri: Cift 1iplkli nikklek asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin
yarisimin ortadan kalkmasma yol agan sicaklk derecesi) Bu nedenle MgCly’tn PZR

Ozgilliigli ve iirlin verimi iizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardr [100].
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1.5. Niikleotit Dizi Analizi

DNA dizi analizi tekniklerimden en iyi bilineni Sanger ve arkadaslarmm enzimatik

yontemi (1977) ve Maxam ve Gilbert’in kimyasal parcalama yontemidir [103].

1.5.1. Sanger Yontemi

Sanger ve arkadaslari tarafindan gelistirilen ve DNA polimeraz enzimnin DNA
molekiilinii 5°-3 yoniinde sentezlenmesi esasma dayanan enzimatik bir yontemdir
[96]. Bu yonteme gore, tek iplikli DNA ve bunun i¢in yapilan radyoaktif (floresan
etiketl) primer (DNA ipligi de primer de cok sayidadr) ile her bir tiipe 4 cesit
niikleotit (ATP, GTP, CTP, TTP) ve her bir tip icin farkh bir dideoksiniikleotit
trifosfat  (Dideoksiniikleotit trifosfat bir niikleotite eklenirken, kendisine niikleotit
eklenemeyeceginden DNA sentezi herhangi bir ddNTP’nin girdigi yerde durur)
eklenerek reaksiyonun her bir nikleotitin bulundugu yerde durmasi saglani.
Radyoaktif isareth bu fragmetler, elektroforez kullamlarak otoradyografi ile
DNA’nn nikkleotit dizisi belirlenir (Sekil 1.13) [105].
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Sekil 1.13. Sanger tarafindan gelistirilen nikleotit dizi analizi [106].
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1.5.2. Maxam- Gilbert Yontemi

Bu yontem, DNA nikleotitlerinin bazi kimyasal maddeler ile reaksiyona girmesi ve
DNA zncirnin reaksiyon noktalarmda kirdlmast esasma dayanr. Bunun i¢in,
niikleotit dizilisi saptanacak olan DNA pargasi 5’ucundan radyoaktif fosfat (P*?) ile
isaretlenir; daha sonra bu DNA molekiilii uygun bir restriksiyon enzimiyle kesilerek
yalnizca bir ucunda isaret kalmasi saglanr. Bundan sonraki iglem; bir ucu isareth
milyarlarca DNA molekiiliniin dort deney tiipline ayrilmasi ve her birinde G, A, T ya
da C nikleotitlerini kwracak gerekli kimyasal reaksiyonun gerceklestirilmesidir.
Reaksiyon srasmda her DNA zncirinde bir ya da birka¢ nikleotit kirlr. Ucunda
isaret tasryan DNA pargalart dikkate alndigmda, bunlarm gittikce kisalan seriler
olusturdugu goriilir. Olusturulan  seriler poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak
uzuniuklarma gore Dbirbirlerinden ayrilirlar  ve  sonugta otoradyografi  yontemiyle
gozle goriilebilir duruma getirilirler. Bu sayede nikleotit dizisinin okunmasi
miimkiin olur (Sekil 1.14) [104]. Maxam Gibert ve Sanger yontemleri incelenirse,
ki yOntemin ana prensibi tam birbirinin tersine ¢alsmaktadr. Maxam-Gilbert
yonteminde, DNA ykimma ugratilarak dizi tespit edilirken, Sanger yonteminde DNA
polimeraz araciigi ile sentez yapilrken dizi tespit edilmektedir [105] .

rr/G kirilmasa C karilmasa

(Al cizili) ile (Al cizili) ile T

. iv o : C reaksiyonu
G reaksiyonu A reallslyonu l‘ea]lslyonu o

Fragment biuyuklugia
(bazlar)

Tim —
oligoniikleotit

ANBANANCOF TR

Sekil 1.14. Maxam-Gilbert yontemiyle oligoniikleotit dizileme [107].
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Nikleotit dizi analizi yontemi, beta-laktamaz saptamada altn standarttr. Bu
yontemle yeni enzimler belirlenebimekte, farkh enzim tipleri ve mutasyonlar
saptanabilmektedir. Yontem pahaldr ve uygulanabilmesi icin 6zel cihaz gerektirir
[108].

1.6. Filogenetik Analiz ve Filogenetik Agac

Filogeni kisaca; evrimsel akrabalk iligkisi olarak tanmlanabilir. Filogenetik analiz
ise; meveut olan karakterlerin degisik kriterler kullanilarak degerlendirilmesi sonucu
taksonlar arasmdaki akrabalk iligkilerinin ortaya c¢ikarimasiyla soy agaglarmm
olusturulmasidr  [109]. Filogenetikk aga¢ bir grubun evrimsel tarihinin grafiksel

Ozetidir.

Filogenetik agag¢; dallanma olaylarmm modelini, bazi durumlarda zamanm ve zaman
araligmi tanmmlar, tiirflesme swasmi kaydeder, hangi taksonlarm yakm ya da uzak
akraba olduklarin1 gosterir.

Filogenetkk bir agacta; dallar, tiirlerin atasal populasyonlarmm zaman igerisindeki
durumlarm gosterir. Diiglimler; bir populasyonun (taksonun) iki veya daha fazla
tirev populasyona ayridigi noktalara denir [110]. Dal uglan ise; soyu tikenmis veya
bugiin yasayan tiirleri ifade eder. Filogenetik agaclar kokli veya koksiiz olabilir.
Kokli Agaglar; inceleme altndaki soy hattim nereden koklendigni tanmladig i¢in
ayriima olaylarmm aciga ¢ikma srasm da ortaya koyarlar. [110]. Koksiiz agaglar
ise; kokli agaglarm tersine, tiirler arasmdaki iliskiyi ortaya koyar. Fakat, hangi
diigliim ya da dallarm tarihte Once veya sonra ag¢ifa c¢iktigma isaret etmez [111].
Agaclardaki dal uzunlugu genellikle dalda olusmus degisikliklerin  (basamaklarm)
sayismi belirler [112].
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1.6.1. Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullamlan Yéntemler

Giinlimiizde kullanilmakta olan yontemler temel olarak iki ana baghk altnda
incelenir:
Karakter temelli yontemler;

e Maksimum Tutumluluk (Maximum Parsimony)

e Maksimum Olasilik (Maximum Likelihood)

e Mr. Bayes

Mesafe temelli yontemler;
e Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agrliksiz Cift Grup Metodu (UPGMA)
e Komsu Baglanti Metodu(Neighbour-Joining)
e  Minimum Evrim Metodu

e En Az Kareler Metodu

1.6.1.1. Karakter Temelli Yontemler

Uzerinde ¢algilan taksonlar arasmdaki degisken, kaltsal ve biri digerinden bagmsiz
her bir Ozelik ya da karakter hangi taksonun hangisiyle yakm akraba oldugu
konusunda bize yardim eder. Bu karakterler; DNA dizisi gibi 6zellikler olabilir.
1.6.1.1.1. Maksimum Tutumluluk (Maximum Parsimony) Yontemi

Parsimoni metodu, olas1 birgok filogenetik agaglar arasmdan hangi dallanma
modelinin  evrimsel tarthi en dogru bigimde yansittigim tanmlamada bir yol

gostericidir.

Parsimoniye gore olmasi en muhtemel aga¢, ac¢iga ¢ikmus olan evrimsel degismenin

toplam miktarm en aza indirgeyen agactr [111]. Yani en az farkh olan birimler,
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birbirine ¢ok yakmn ve en ¢ok benzeyen birimlerdir. Bu nedenle; Parsimoni (MP),
Mimnimum Evrimsel Metod (parsimoni, tutumluluk) olarak tammlanabilir.

Maksimum parsimoni yonteminin dezavantajlari;

e Yiiksek seviye homoplasilerde yanlabilirler.
e incelenen diziler ya da genetik uzaklklar ile uyumlu bir agac elde etmek icin

gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir yontemdir.
e MP analizi ile en 1yi sonuglar dizi ¢iftleri arasmdaki benzerliklerin ¢ok giiglii

oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda ahnir.

1.6.1.1.2. Maksimum Olasihk (Maximum Likelihood) Metodu

En yiiksek ihtimal metodunda, tiim aga¢ topolojileri degerlendirilir. Neticede, yarisan
agac topolojilerinden en yiiksek ger¢eklesme olasiligi olan agac segilir.

Maximum likelihood yOnteminin avantajlari :

e Mevcut metodlarin iginde genelde en tutarh olamdir.

e Karakter ve oran analizlerinde kullanilabilirler.

o Sonmiis (hipotetik) atalarm sekanslarini tahmin etmede kullanilabilir.
e Nikleotid, ammoasit sekanslart ve diger data tiplerine uygulanabilir.

Biitin bu avantanjlarmmn yannda Maximum Likelhood metodu, basit ve sezgisel
olmayisi, parsimonide oldugu gibi yiiksek seviye homoplasilerde yanilabiimesi ve
parsimoni metoduna gore daha yavas olmasi gibi dez avatanjlara sahiptir [111].

1.6.1.1.3. Bayes Metodu

Bayes metodu, temelde maximum likelihood metoduna benzemektedir, ancak
sonraki (posterior) olasiikk kullanmm nedeniyle bu yOontemden ayriir. Mevcut
gozlemlere dayanarak gozlenmeyen bir durum hakkinda sonug c¢ikarma prensibine

dayanr. Bu metodta baz alman “Onceki olasiik” kavramu analiz 6ncesinde tiim olasi
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agac topolojileri icin gegerli olan olasiigt ifade eder. Bu metod giiniimiizde cok
yaygin olarak kullanilmaktadr [111].

1.6.1.2. Mesafe (Distance) Temelli Yontemler

Mesafe temelli yontemler; dizi hizlanmasi sonucu elde edilen evrimsel mesafelerle
bir veri matrisi olusturularak daha sonra matristeki mesafe skorlarma gore tiim
taksonlar icin bir filogenetik agac olusturma esasma dayanmaktadwr [113]. Agacn
dallar boyunca ortaya c¢ikan degisiklk sayis1 diziler arasmndaki uzakhg gosterir
[111]. Tercih edilen agaclar, taksonlar arasmdaki mesafeyi en aza indirgeyen
agaclardr [112].

Bu yontemde kullandlan algoritmalar, kiimelenme temeli veya en iyi durum
(optimum  durum) temelli algoritmalar olarak ikiye ayrilrlar. Mesafe temelli
yontemlerden bazlar; UPGMA ve Neighbour- joming yontemleridir.

1.6.1.2.1. Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agwrhksiz Cift Grup Metodu

Bir takson i¢in uzakbk matriksi gozden gecirilirken, en kiicik uzakhk matriksi baz
alnr. Hizh bir yontemdir ve genis data setlerini ¢abukca analiz edebilir fakat
karakter analizinde kullamlamazlar. Bir atann 1iki yavrusunun aym miktarda
degisime ugradigm (dallarm esit uzunlukta oldugunu) savunmasi gergekei degildir
[109].

1.6.1.2.2. Komsu Baglanti Metodu (Neighbour joining)

Bu metod icerik olarak “cluster” analizle alakahdr. Ancak, dallar boyunca molekiiler

degisikliklerin esit olmayan oranlar1 i¢in metot izin verir. Analizn her admmda

uzakhk matriksi, digiimlerin her ¢ifti arasmda ayarlanan dal uzunluklarmm net
etkisme sahiptir. Bunun anlamy tiim diger diiglimlerden farkhliktr. Bu yontemde bir
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tane agac olusturulur ve genis veri kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tim olasi

agac topolojileri degerlendirilemez [109].

1.7. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi

Bakteriyal lipid kompozisyonu ve taksonomik smiflandrma arasmdaki iliski
bakteriyal identifikasyon amaciyla genis bir Olgiide kullamimaktadwr. Yag asiti
profillerine  dayanan bakterial smiflandrmalar niikleik asit homolojisine dayah
smiflandrmalarla  1yi  karsilagtrimis  durumdadr.  Lipid analizleri metodolojisindeki
gelismeler bir ¢ok bakteri icin bu iliskiyi saglanmustr. Lipid ekstraksiyonlarmm gaz
kromotografisi,  hiicresel yag asitlerinin  belirlenmesi  igin  yaygm  olarak
uygulanmaktadr. Bu metod bakteriyal lipidlerin hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna
dayanr. Karboksilik gruplarm metilasyonu yag asitlerinin metil esterlerini (FAME)
tiretr ve bunlar gaz kromotografisi (GC) ile analiz edilir. Genetk olarak aym olan
mikroorganizmalarm hiicrelerindeki yag asitlerinin - sayisi, ¢esitllifi ve % olarak
miktarlar1 (yag asitleri profil) aymdr ve cevre sartlari aym oldugu siirece degismez.
Yag asitlerinn analizleri sonucunda farkh profillerin  olugsmast mikroorganizmalar
arasindaki genetikk akrabalklarm gOstergesidir [114, 115]. Kiiltlr ortammnda
cogalabilen mikroorganizmalarm gerek tanisi ve gerekse onlarm taksonomik
smiflarmmn  belirlenmesi i¢in yag asitleri profillerini  kullanmilabilecegi bir ¢ok bilimsel
calsma ile ispat edimisti. Ik defa 1985 yinda, ABD’de MIDI, inc. firmasi
tarafindan  mikroorganizmalar1 yag asitlerme gére tammlayan bir  sistem

gelistirilmistir. Bu sistem ii¢ ana par¢adan iarettir (Sekil 1.15);

1) Gaz kromotografisi,
2) Kromotografiyi besleyen gaz tanklar1 (hidrojen, azot ve hava),
3) Bilgisayar sistemi (Sherlock system software, library generation software, bakteri

ve funguslar i¢cin hazirlanmis paket kiitliphaneler).
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Bakteri  Saponifikasyon Ekstraksiyon GC Analizi Bakteri
Kiiltiiri Metilasyon identifikasyonu

Sekil 1.15. Bakteriyel yag asit analizi asamalar1 [117].

Her bir mikroorganizmadan saf olarak izole edilen yag asidi metil esterlerin profilleri
MIS cihaznda gaz kromotografisi belirlenmektedir. Test edilen gaz kromotografik
ciktilart (yag asitleri  profilleri) sistemin ~ veri  tabanmndaki  bilinen
mikroorganizmalarm  yag-asit profilleri ile karsiastrilarak  tanis1 - yapiimaktadir
[114]. Stoakes ve ark. [116]; Gaz-Swvi1 Kromotografisi ‘ni kullanarak, Microbial
Identification System (MIS) ile Stafilokoklarm identifkasyonu icin hiicresel yag
asitlerini  belirlemislerdir.  Identifikasyon icin yag asitleri analiz sonuglari ile
geleneksel  yontemlerle  gergeklestirilen  analiz sonuglarmn  karsilagtrnuglardir.
Analize aldiklar1 470 izolatn 430’unun analiz sonuglari her iki yontemle de uyumlu
bulunurken; 45 izolat yanhs identifiye edilmistir. 12 izolatm ise bu sistemde karsihd
bulunamamistr. S. hominis ve S. saprophyticus tirleri % 52.6 orannda yanlg
identifiye edilmis ve 78 izolat yeniden test edilmist. Sonug¢ olarak 73’{iniin
isimlendirilmesi ~ de8ismezken,  5’inin  isimlendirilmesinin ~ degistigi  bulmuslardir
[116].
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Sekil 1.16. Bakteriyel yag asit elde edilmesi asamalar [117].

Gaz kromatografik islem basamaklarini soyle sralayabiliriz:

1. Ekstraksiyon: Sv1 veya kati 6rnek analiz edilecek bilesikleri ¢ozebilen bir ¢oziicii
ile ekstrakte edilir. Bu islem bir blenderda veya bir ayrma hunisinde gergeklestirilir.

2. Temizleme: Eksraksiyon sonucu ele gecen 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  swi-sivi  partisyon

kromatografisinden yararlanilmaktadir.
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3. Konsantrasyon: Temizlenmis ekstrakttaki ¢Oziclinin buharlastirilarak  6rnegin
konsantre ediimesi gerekir. Bunun i¢in vakumlu doner buharlastiricidan yararlamlir.

4. Tirevlendirme: Temizlenmis ve konsantre edimis Ornek icerisindeki baz
bilesenlerin analizi i¢cin bilesik ¢esith kimyasal reaksiyonlar ile baska bir forma
doniistiiriiir ve boylece gaz kromatografisi dedektorli tarafindan duyarh hale gelmis
olur. Bu islem her gaz kromatografik analizde zorunlu degildir. Tiirevlendirme

basamag bazen Onceki basamakla yer degistirebilir [118].
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1.8. Cahismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale i smirlant icerisinden gegen Kizilrmak’tan glimis agr
metallerimi  tolere eden  suslarm  izolasyonu, biyokimyasal ve  molekiiler
karakterizasyonudur. Kwzlrmak {izerinde belirlenen 12 boélgeden su Ornekleri
toplanarak, giimiis metalini tolere eden suslar izole edilerek en yilkksek MIK degerine
sahip olan suglar ileri ¢ahymalarda kullandmak iizere secilmisti. Bu suslarm
biyokimyasal testler, yag asidi ve 16S rDNA sekans analizi kullanilarak
tammlanmugtr.  Ag direngli her bir sus i¢cin antbiyotk ve diger metallere
direnglilikleri bakmmdan da test ediimisti. Boylece suslarm antbiyotik ve ¢oklu
metal direngliik profilleri  belirlenmigtir.  Suslarm  metal direng mekanizmasm
belirlemek amaciyla total protein, dis membran protein ve plazmit izolasyonu
cahgmalart  yapimustr. Plazmit varh@ gosterilen suslarda plazmit eliminasyonu
(curing) c¢ahsmalar1 yapilarak antibiyotik, metal direngliligi ve bunlarm plazmit ve
kromozomal DNA ile iliskilendirilmesi kurulmaya c¢ahsilmistir.
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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 kullanmustr. Gerekli Glgeklerde hazrlanan besiyeri

121°C’de 1 Atm basingta otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir.

Bilesimi gL
Pepton 5.00/L
Et 6ziitii 3.0gL
Maya oziitii 1.0gL
Agar 12.0g/L

2.1.1.2. Nutrient Broth

Bilesimi g/l
Pepton 5.00/L
Et ziitii 3.0 gL

Izole edilen bakterilerin bilyiime egrisi (growth curve), plazmit izolasyonu, DNA

izolasyonu, protein izolasyonu gibi deneyler i¢in kullanilmustur.
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2.1.2. Kullanllan Antibiyotik Diskler

Antibiyotkk disklermn tamamu Merck ve Sigma marka olup isimleri ve igerdikleri
madde miktarlar1 Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Antibiyotik diskleri ve konsantrasyonlar1

Antibiyotikler Konsantrasyon
(ng/disk) (ng/disk)
Ampicillin (AMP) 10
Amoxicillin-Clavulanic acid (AMC) 20/10
Oxacillin (OXA) 1
= Penicillin (PEN) 10
= Ticarcillin (TIC) 75
o]
@ Ticarcillin-Clavulanic acid (TIM) 75/10
Imipenem (IPM) 10
Piperacilin (PIP) 100
Piperacilin-Tazobactam (TZP) 100/10
(%21
S Amikacin (AMK) 30
g
> ..
Tom Gentamicin (GEN) 10
<
E Tobramicin (TOB) 10
2]
% Ciprofloxacin (CIP) 5
E
= Pefloxacin (PEF) 5
o
g Aztreonam (ATM) 30
o
§ Cefepime (FEP) 5
2 Ceftazidime (CAZ) 30
8 Sulbactam-Cefoperazone (CFP) 75/30
Polypeptide Bacitracin (BAC) 10
Sulfonamides Trimethoprim-Sulfamethoxazole (SXT) 25
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. Kullanpllan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullamlan Kimyasallar

Cabsma stirecinde kullanlan 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 kullanilan bakteri suslarmmn plazmit DNA izolasyonu yapilarak profilleri

belirlenmistir.

2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

Bilesimi g/L
Glukoz 99¢
Tris 3.94¢
EDTA 3.72¢g

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

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH c¢ozeltisinden 4 mL, %10°’luk SDS ¢ozeltisinden de 10 mL alnarak
karistrilir. 86 mL distile su ile soliisyon 100 mL’ye tamamlanir.

52



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

74 gram K-asetat tartilr ve 28.75 mL glasiyal asetk asit ile ¢0ziiliir. Soliisyonun son
hacmi 250 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanr.

2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

Bilesimi gL

Tris 242 g
Na,EDTA2H,0 37.29
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/fEDTA 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)

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

10 gram SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢Oziimiistiir.
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2.1.3.2.2.3. Proteinaz-K’min Hazirlanmasi (10 mL)

0.0384 g CaCl,2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 uL, 1 M Tris-HCI (pH 8.0) ile
¢cOzlimiistiir. 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 ¢oziimiistiir.

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)

4.1 g NaCl tartlarak 90 mL distile suda c¢ozilmistir ve 10 g CTAB yavasga

soliisyona eklenerek 65°C’ye kadar wsitimustr. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmistir.

2.1.3.2.2.6. Kloroform/ izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol ile karstrlarak 100 mL tampon

hazirlanmustir.

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

48 mL kloroform, 2 mL izoamil alkkol ve 50 mL fenol ile karistrilarak 100 mL

tampon hazrlanmistir.
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2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA  izolasyonunda

kullanilmagtir.

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

70 mL %100’lik etil alkol ile 30 mL distile su karistirilarak hazirlanmustir.

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

coziilmiistir. (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 ¢Oziimiistiir.

2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler

2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu (KH2PO4, KoHPO,)

6.8 g KH,POs ve 8.7 g KyHPO,4 tartiip 1000°er mL distile suda ¢Oziimiistiir.
Hazirlanan iki ayn ¢ozelti pH 7.0 olacak sekilde belirli oranlarda karistrilmistr.
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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 tartlarak bir miktar suda ¢oziilir ve HCI ile pH 8.0’¢ ayarlanr. Son

hacim 100 mL olacak sekilde distile su ile 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 ¢oziilir 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 hazirlanisi

Stok Soliisyonlar: Hazirlamis1

Tris-HCI, 2 M 24.2 gram Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, derisik HCl ile pH
8.8’e ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Tris-HCI, 1 M 12.1 gram Tris tartihr, 50 mL distile suda ¢6ziiliir, konsantre HCl ile pH
6.8’¢ ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

SDS (%10) 10 gram SDS tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

i 0,
Gliserol (%50) 50 mL %100’lik gliserol alnip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Bromfenol mavisi (%1) 100 mg Bromfenol mavisi tartilip, 10 mL distile su iginde ¢oziiliir.
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2.1.3.2.6. SDS-PAGE Cahsma Soliisyonlann ve Hazrlamsi

Cizelge 2.3. SDS PAGE calsma soliisyonlar1

Calisma Soliis yonlar:

Hazirlamisi

Soliisyon A %30 akrilamid %0.8
bisakrilamid (100 mL)

29.2 gram akrilamid ve 0.8 gram bisakrilamid tartilip distile su ile

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

Soliisyon B (4x) (100 mL)

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

Soliisyon C (4x) (100 mL)

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

Amonyum persiilfat %10’luk (5 mL)

0.5 gram amonyum persiilfat tartilip distile su ile 5 mL’ye

tamamlanir.

Elektroforez Tamponu (1L)

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

1M Tris-HCL (pH 6.8) 0,6 mL, %50 Gliserol 5 mL, %10 SDS

OmekTamponu (5x) (10 mL) 2 mL; 0.5 mL 2-merkaptoetanol, %1 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 pL
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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 pL
TEMED 6.6uL

2.1.3.2.7. Coomassie Brilliant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0.1 Coomassie Brilliant Blue boya tartilarak, %12’lik glasiyal asetik asit ve

%50’lik metanol ile karistirilarak ¢oziiliir.

2.1.3.2.8. Yag Asit Analizi Calisma Soliisyonlann ve Hazirlamsi

2.1.3.2.8.1. Soliisyon I

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

soliisyon hazrlanmistir.

2.1.3.2.8.2. Soliisyon 11

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

hazirlanmistir.
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2.1.3.2.8.3. Soliisyon IIT

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

hazrlanmustir.

2.1.3.2.8.4. Soliisyon IV

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

hazrlanmustir.

2.1.3.3. PZR Amplifikasyonu icin Orneklerin Hazrlanmasi

16S rDNA Orneklerini amplifiye etmek icin standart 16S rDNA gen sekansma
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler

kullanilacaktir. Diziler forward primer: 5'-CCGAATTCGTCG
ACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve reverse primer: 5'-
CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGT TACGACTT-3' primerleri

kullanilacaktr. PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL PZR karismu igcn 10
pL kromozomal DNA (100 ng), 5 pL 16S Forward Primer (20 pmol), 5 pL 16S
Reverse Primer (20 pmol), 4 pL. 5 mM 4 dNTP karisim, 4 pL 50 mM MgClp, 10 pL
I0x Tag Buffer (Taq DNA polymerase igeren), 61.5 pL steril distile su, 0.5 pL (2.5U)
Tag DNA polymerase karstiriip santrifiijlenecektir. Thermal cycler da 30 dongii ile
cogaltilan Grnekler sekans analizi yapilana kadar -20°C’de saklanacaktr [133].
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2.2. Yontem

2.2.1. Cahsma Alam

Kwzhrmak, Tiirkiye topraklarmdan dogup ymne Tiirkiye topraklarmdan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Adm akarsu yatagnda bulunan, 3. zaman
ortalarmda ¢okelmis kwmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadr [119]. Baslca
kollar1 Delice, Devrez ve Gokmrmak’tr. Yagmur ve kar sulariyla beslenen nehrin
rejimi diizensizdir. Ortalama debisi 184 m’/sn olan nehrin 35 yillk gdzlem siiresince
ortalama akmu en az 184 mi/sn ve en ¢ok 1.673 m®/sn debiye ulastigi tespit
edimigtir. Kizlrmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kwrsehir, Kirikkale, Ankara,
Cankir,, Corum ve Samsun illerinden gegerken c¢ok sayida dere ve c¢aym sularm
toplayarak Bafra Burnu'ndan KaradeniZe ulasr (Sekil 2.1). Nehir {izerinde 12 6nemli
baraj vardir. Bunlar srasiyla; Imranlk, Yamula, Bayramhacih, Hirfanh, Kesikkopri,
Kapulukaya, Bugra, Obruk, Dutludere, Boyabat, Altmkaya ve Derbent’dir [120].
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Sekil 2.1. Kizlirmak’in lokasyonu [119]

Kirikkale ulasm bakmmmdan Tiirkiye'nn doguya agilan kapist olma, Makine Kimya
Endistrisi ile  Tiipras Rafinerisi gibi biiyllkk sanayi kuruluglarmi  biinyesinde
barmdrma ve Kmlrmak gbi Tirkiye'nm en biiylilk nehirlerinden birinin
glizergahmda yer almasmdan dolayr olduk¢a Onemli illerden biridir. Kirkkale ili'nde
sanayl olduk¢a gelismis bir durumdadr. Hemen hemen biitlin sanayi kuruluslart
Kiuzilirmak Nehri’nin g¢evresinde bulunmaktadr [121].
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2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kzlirmak iizerinde endistriyel kuruluslara yakm olarak belirlenen 12

bolgeden Eyliill 2009°da su 6rnekleri toplanmustir.

Cizelge 2.6. Orneklerin alndig1 bolgeler ve koordinatlari

Bolge
Bolge Adi Bolge Koordinatl ar1
Numarasi
1 Kesikkoprii Barajt 39° 23' 5341"K, 33°25' 18,44"D, 775 m
Kesikkdprii Baraji Su
2 39° 22' 50,98"K, 33°24' 56,99"D, 819,5 m
Tutma Bendi
Erdemli Mah. -
3 39° 26' 54,60"K, 33°23' 25,53"D, 781 m
Sarmusalli Mevkii
Akkosan Merkez
4 39° 28' 25,39 "K, 33° 24' 00,99"D, 801 m
Mevkii
Egribiik - Akkosan Y.
5 39° 32" 26,97"K, 33°23' 59,54"D, 760 m
Mevkii
Bucakyaz - Sazbucagi
6 39° 33' 51,02"K, 33°24' 38,51"D, 750,5 m
Mevkii
Sulubiik - Kiyibagi
7 39° 37" 04,85"K, 33°26' 11,19"D, 771 m
MevKkii
Kapulukaya Baraji
8 39° 39' 42,39"K, 33° 27" 13,46"D, 766,5 m
Girisi
Kapulukaya Baraji Su
9 39° 44' 08,62"K, 33°28' 59,95"D, 741 m
Tutma Bendi
Asagiyazt Kum Ocagi
10 39° 46' 56,08"K, 33°27' 42,27"D, 718,5 m
Mevkii
Mezbahane - MKE
11 39° 50" 00,92"K, 33° 28' 07,85"D, 706,5 m
Tesisleri Mevkii
Irmak Mevkii -
12 Kizihrmak 11 Smirt 39° 56' 53,25"K, 33° 25' 04,24"D, 699,5 m
Cikig1
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Sekil 2.2. Omeklerin alndig1 bolgelerin uydu fotografi (Google Earth)

2.2.3. Giimiise Direncli Bakterilerin Izolasyonu

Ag agr metallerine direncli bakterilerin se¢imi i¢in agr metal iceren ortam
kullamlmistr. 12 bolgeden alman su Orneklerinden Ag agr metaline direncli suslari
secmek icin literatiirde belirlenen konsantrasyonlarda ayri ayrt AgNO3 agr metali
iceren nutrient agar (NA) ortamlart hazrlanmistr. Bu ortamlarda her bdlgeden alman
su Ornekleri seyreltme yapilarak ekimistir. 30°C’de 48 saat inkibe edilen
orneklerden ireme olan Ag direncli koloniler secilerek saflagtirma islemi yapimustir.
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2.2.4. Izolatlann Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Ag direngli saf Kkiiltiirler 30°C’de 48 saat inkiibe edilerek koloni morfolojisine ve
hiicre morfoloji Ozelliklerine bakimustr. Suslarm koloni kenar yapisiy, sekil, optk
ozellikler, akiskan/yapiskanlk ve pigmentasyon Ozellikleri incelenmistir.  Hiicre
morfolojileri ise, gram boyamayla mikroskop altnda (immersiyon yagiyla ve x100
biiyiitmeli objektifle) incelenerek gram reaksiyonu esnasmda hiicre sekilleri ve

hiicrelerin diizenlenmesi gdzlemlenmistir.

2.2.5. Giimiise Direncli Bakterilerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

MIK) Degerlerinin Belirlenmesi

Ag agr metaline direncli suslarm MIK degerleri nutrient agar ortamma giderek
artan konsantrasyonlarda AgNOs eklenerek saptanmustr. 30°C’de 48 saat inkiibe
edimistir ve lireme olan petrilerdeki kiiltiirler daha yiiksek konsantrasyonlardaki ayri
ayrt Ag metali bulunan ortamlara ekimistr. 48 saat sonunda treme goriilmeyen
suslarn son agr metal konsatrasyonu MIK degeri olarak saptanmustr.

2.2.6. Izole Edilen Bakterilerin Biyokimyasal Testler ile Tanimlanmasi

Kirikkale-Kzrmak’tan Ag  direncli suslar izole edilmistr. Bu suslarm MIK
degerleri belirlenmistir ve en yilkksek MIK degerine sahip direngli suslar segilmistir.
Secilen suglarm  morfolojik  Gzellikleri belirlenmis, API 20 kitleri kullanilarak
biyokimyasal testleri yapimis ve bu sonuglara gore suslar tanmlanmistir [122-123].

2.2.7. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Ag metalinin buluindugu NB ortaminda, Kkiiltiirlerden 100
pL ormek almarak, 100 mL NB icinde mokiile edilmisti. Bu islem belirlenen
konsantrasyonlarda Ag metallerinin bulundugu NB ortamlar1 i¢n de tekrarlanmustir.
Kiiltirler 30°C’de calkalamah olarak inkiibe ediimis ve O.saatten itibaren, ODgoo

63



nm’de, her iki saate bir spektrofotometre ile Olglim degerleri alnarak {ireme egrisi

¢ikarilmustir.

2.2.8. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen Ag direncli bakterilerin koromozomal DNA izolasyonu Cutting ve Horn
tarafindan tammlanan metoda gore yapimustr [124]. 15 mL’lk kiltir 5000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant atimustw. Pellet lizerne 5.7 pL TE tampon
eklenmistir ve karigtwrimistr. Daha sonra 30 puL %10 SDS, 30 uL proteinaz-K ve 30
uL RNAaz eklenerek 1 saat 37°C’°de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 100 pL
5 M NaCl eklenerek karstrinustr. 800 uL. CTAB/NaCl tamponu karigim {izerine
eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe edimigt. Aym hacimde
kloroform/izoamil alkol soliisyonunu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifij
edilmigtir.  Siipernatant yeni tliplere almarak esit hacimde fenolklorofornvizoamil
alkol tamponu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifij ediimistir. Pellet iizerine
0.6 hacim izopropanol eklenmis ve karstrilp 10 dakika santriflj edimistir.
Stipernatant atilarak pellet iizerme 5 mL %70’lk etanol eklenmis ve 10 dakika
13.000 rpm’de santrifij edilmisti. Son olarak etanol uzaklastirimistr ve pellet
tizerine 200 pL TE tamponu eklenmis ve -20°C’de saklanmustir [124].

Izolatlardan elde edilen genomik DNA'lar biitiinfikleri 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 ODygp) ve bu degerler arasmdaki oran
kullanlarak DNA'nin safligt kontrol edilmisti. OD260/OD2go oranmmn 1.6 ve 1.8
arasinda olmast DNA'nin saf oldugunu, bu aralktan daha yukarida olmasi RNA
kontaminasyonu oldugunu ve bu aralktan daha asagida olmast da protein
kontammasyonu oldugunu gostermektedir [125]. Safhk kontrolleri yapilan genomik
DNA'larm miktarlarmm hesaplanmast icin OD2so degeri kullamimig ve DNA
miktarlari;

DNA (ug/mL)= ODyg0 x Seyreltme oram x 50 formiilii ile hesaplanmistir [125].
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2.2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Amplifikasyonu

16S rDNA Orneklerini amplifiye etmek i¢in standart 16S rDNA gen sekansma
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler
kullanilanacaktir. Diziler (forward) F primer: 5'-CCGAATTCGTCG
ACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve  (reverse) R primer: 5'-
CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGT TACGACTT-3. PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL PZR kargmu igin 10 pl. kromozomal
DNA (100 ng), 5 uL 16S Forward Primer (20 pmol), 5 uL 16S Reverse Primer (20
pmol), 4 uL 5 mM 4 dNTP karigim, 4 pL 50 mM MgCl,, 10 pL 10x Taq Buffer (Taq
DNA polymerase igeren), 61.5 pL steril distile su, 0.5 pL (2.5U) Tag DNA
polymerase karistrilp santrifiijlenecektir [125].

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 gergeklestirimisti. PZR
amplifkasyonunda Cizelge 2.7°de kullanlan DNA, F primer, R primer, dNTP,
MgClh, Taq buffer, Tag DNA Polymerase ve PZR Master Mix miktarlari
belirtimistir.  Son hacim  steril distile su (water nuclease-free) ie 50 pL’ye
tamamlanmistir.

Cizelge 2.7. PZR amplifikasyonunda kullanilan miktarlar

Genomik DNA 1.86 uL
F Primer 0.50 uL
R Primer 0.50 uL
dNTP 2.00 pL
MgCl, 3.75 uL
Tag tampon 5.00 uL
Taq DNA poly 0,75 pL
Su 35.64 uL
PZR toplam karigmm 50.00 pL
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Techne TC-Plus marka otomatik termocycler PZR  amplifikasyonu amaciyla
kullanibmugtir. Dongiiler; 95°C°de 5 dakika denatiirasyon, 30 dongii seklinde 94°C’de
1 dakika, 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 [126].

Cizelge 2.8. PZR amplifikasyon kosullar1

Analiz Modu Sicaklik - Zaman Dongii
On denatiirasyon 95°C - 5 dakika 1 dongii
Am plifikasyon Denatiirasyon 94°C - 1 dakika 30 dongii
Primerlerin baglanmas1 52-65°C - 30 saniye 30 dongii
Yeni iplik¢igin yazilmu 72°C - 2 dakika 30 dongii
Son yazihm 72°C - 10 dakika 1 dongii
Sogutma 72°C - 10 dakika 1 dongii

2.2.10. PZR Uriinlerinin Saflastinlmasi

PZR drinleri Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit ile saflagtirimustir.
Eppendorf tliplerin icinde bulunan PZR drlinlerinin {izerine 1:1'lik bir hacimde
Binding Buffer eklenmistir. lyice karistwilp ¢oziimiin rengini kontrol edilmistir. Sari
renk DNA baglayict i¢in optimum pH’t gostermektedir. Cozeltinin rengi turuncu ya
da mor olursa, 10 pL. 3 M sodyum asetat (pH 5.2) c¢ozeltisi ilave ediimelidir.
Kargmm rengi tekrar sartya donecektir. Karigim filtreli tiipe almp 1 dakika 12.500
rpm de santrifij edilmistir. Daha sonra filtrelerin tam ortasma 700 pl. Wash Buffer
konulmustur. Tekrardan 1 dakika 12.500 rpm de santriftij edimistir. PZR {iriinleri
filtre iizerinde tutulmustur. Altta toplanan svi dokiiliip tekrardan 12.500 rpm de 1
dakika santriftij edilmistir. Kolon filtresmin alt kismma steril eppendorf yerlestiriimis
ve lizerme 50 pL Elution Buffer ilave edilmisti. 1dakika 12.500 rpm de santrifij
edimigti.  Kolon filtresi atimis ve saflastrlan PZR  drlinleri  eppendorfta

toplanmistir.
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2.2.11. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

%0.7’lik agaroz jel hazrrlamak icin 0.35 g agaroz tartiip 50 mL 1x TBE tamponu ile
cozildikten sonra mikrodalga firmda sitilarak eritimistir. Jel yatagma Onceden
tarak yerlestirilmis ve yatak su terazsi ile dengeye getirilmistir. Cozelti yaklasik 45-
50°C’ye kadar sogutulmus ve jel yatagma dokiilmiistiir. Jel tamamen polimerize
olduktan sonra tarak dikkatlice alnmus, jel yatagi oOmneklerin yiirliyecegi igcinde
tampon ¢Ozeltinin bulundugu elektroforez tankma aparat yerlestirimisti.  Her bir
ormekten 6 pL almarak 2 pl 6X Orange Loading Dye ile boyanmustr. DNA
ornekleri mikropipet yardmuyla kuyucuklara yiiklenmisti. 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 eklenmistir. 80 V/em® voltaj ve 40 mA amper uygulanarak
yaklagik 1 saatte yiirlitme islemi tamamlanmistir.

2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromiir ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatmdan almp boyama kabma
konulmustur ve jel lizerme 0,5 pg/mL konsantrasyonda etidyum bromiir boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistr. Boyann fazlast 1 mM MgSO4 ile 15
dakika muamele edilerek geri almmustr. Jel daha sonra jel gorintileme cihazi (Gel
Logic 2200 Pro Imagmng System, USA) kullanlarak bantlarm goéreceli miktarlarm

belirlemek i¢in tarannustir.

2.2.13. DNA Sekans Analizi
Izole edilen AglO1 ve Aglll suslarmm 16S rDNA gen sekanslari yapilacaktrr.

Saflastrimus  PZR iiriinleri, DNA sekans analizi icin Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Aragtrma ve Uygulama Merkezine (Ankara, Tirkiye) gonderimistir.
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Gelen niikleotid dizilerinin, ¢ift yonli dizi analizi dle 16S rDNA sekanslarmm NCBI
Gen Bankasi sonuglarma gore % benzerlikleri bulunmustur.

2.2.14. Filogenetik Soy Agaclarinin Olusturulmasi

Izole edilen giimiis direngli bakterilerin 16S rDNA gen sekans dizileri Clustal
Multiple Alignment Program (ClustalW 2.0) kullanilarak dizinler olusturulmustur.
Filogenetik agaglar, Mega 5.1 programnda komsu baglantt (neighbour -joining)
metodu ile ¢izilmistir. [128-133]

2.2.15. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi

Secilen AglO01 ve Aglll suslarmmn tim yag asit analizleri i¢in gerekli olan tiim
kimyasallar ve uygulama prosediirleri Sherlock tarafindan tarif edilen metoda gore
gerceklestiriimistir [134]. Ornekler nutrient agara dort bolgeden olusan cizgi ekim
yapimis 37°C°de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra iigiincii bolgede
gelisen hiicrelerden steril cam tiiplere 6ze ile 40 mg tartdmustr. Ik basamakta
saponifikasyonla  hiicresel lipitlerin ~ pargalanip, yag asitlerinin serbest kalmasi
saglannustr. Bunun i¢cin 40 mg O6rnek bulunan tiiplerin tizerine Soliisyon I’den 1 mL
llave edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmisti. 100°C’lik su banyosunda 5 dakika
tutulduktan sonra tekrar vortekslenmis ve daha sonra tekrar 100°C’lik su banyosunda
25 dakika tutulmustur. Ikinci basamakta yag asitlerin metilasyonu saglanmus, serbest
yag asitlerine ester baglartyla metil eklenmis ve yag asit metil esterler elde edilmistir.
Bunun icinse 100°C’lik su banyosundan ¢ikarilan tiiplere Soliisyon II’den 2 mL ilave
edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmis ve 80°C’lik su banyosunda 10 dakika
tutulmustur.  Ugiincii  basamak olan saflasgtrma  basamagnda sogutulan tiiplerin
tizerine Solisyon III’den 1.25 mL ilave edimis ve 10 dakika Kkaristiricida
calkalanmistr. Bu basamak sonunda tiiplerde altta asidik, Ustte organik svi faz
olmak tizere iki faz gOzlenmistir. Tiplerdeki asidik faz pastér pipeti il
uzaklastrilnug, yag asit metil esterler asidik fazdan ayrisarak organk faz bdolgesinde
toplanmig ve organk faz muhafaza edimisti. Son basamakta ise tiiplerin {izerine
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Soliisyon IV’den 3 mL ilave edilmis ve 5 dakika karistiricida calkalanmustir. Boylece
serbest yag asit metil esterlermin saf olarak elde edilmesi saglannustr. Tiiplerde
gozlenen Tist faz pastor pipeti ile 2 mL viellere almmugtir.

Omeklerin  yag asidi analizi gaz kromotografisi (Shimadzu GC-2010) il
gergeklestiriimistr.  Gaz ~ kromotografisinin - ¢cahsma  prensipleri  verilmistir.  Yag
asitleri metil esterlerinin kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri miktarlari, analiz
edilen Ormeklerin  kromatogramindaki pikleri, standarttaki biitin yag asitlerinin
alkonma zamanlar1 teshis edilmistir.

Cizelge 2.9. GC genel calsma prensibi

Enjeksiyon miktari 0.50 uL
Dedektor sicakhgi 250°C

Enjeksiyon blogu sicakligi 250°C

Ayrilma orant 1:90

Tas1yic1 gaz azot 0.5 mL/dakika

Kolon (Firmn) sicakhigi Sicaklik programli, 60°C’dan 200°C’a kadar
dakikada 2°C artacak sekilde

Sonlandirma 200°C’da 10 dakika bekletilerek analiz

tamamlanmugtir

2.2.16. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik

Profillerinin Belirlenmesi

Kuzllrmak® tan izole edilen suslarm Ag agr metalne direngh her bir susun, bu
cahsma icin secilen diger agwr metallere direnglilikleri de tespit edimistir.

Boylece suslarm ¢oklu metal direnglilik profilleri belirlenmisti. Ag direngli susun,
coklu metal direngliik profilini belirlemek icin degisik konsantrasyonlarda Al Cd,
Ba, Li, Cr, Mn, Pb, Co, Fe, Cu, Sn, Ni, Zn, Hg, Sb, Sr agr metallerini iceren NA
besiyerleri hazrlanmistr. Ekim yapilan besiyerleri 30°C 48 saat inkiibe edilmistir.
Ureme gorillen suslarm ortama ekilen metale karsi direngli, iireme gdriimeyenlerin
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ise o metale karst duyarh oldugu tespit edimisti. Ag direngli susun antibiyotik
direnglilik profilini belirlemek icin Ag icermeyen NA besiyeri hazirlanmistr. Ekim
yapilan besiyerine Cizelge 2.1°de belirtilen antibiyotik diskleri uygulanmigs 30°C 48
saat inkiibe edilmistir. Disk etrafinda zon goriilmesi o antibiyotige duyarl oldugu,
zon gorlilmemesi durumunda direngli oldugu tespit edilmistir.

2.2.17. Plazmit DNA izolasyonu

Izole edilen Ag direngli bakterilerin plazmit izolasyonu Birnboim ve Doly tarafindan
tammlanan metoda gore yapimustr [135]. Plazmit izole edilecek bakterilerin 100
mL’lik metal icermeyen NB (Nutrient Broth) besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen
konsantrasyonlarda ~ AgNO3z  metalinin =~ bulundugu NB  Dbesiyerlerine  ekimler
yapimustir. 30°C’°de 20 saat kalay ve 37°C’de 24 saat lityum inkiibe edilmistir.
Inkiibe edilen Kkiiltirlerden 1.5 mL alnarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edimigtir.  Siipernatant  atdmustr  ve tekrar 1.5 mL kiiltiir konularak islem
tekrarlanmis  ve siipernatant atimustr. Pelletlerin  lizerme 100 pL  Soliisyon 1
(Glukoz/ Tris/ EDTA) ilave edilmistir. Tiiplerdeki karigim homojen oluncaya kadar
vortekslenir ve 5 dakika buzda bekletimistir. Tiipler buz icinden ¢ikarilp iizerlerine
200 pL Soliisyon II (NaOH/ SDS) ilave edilerek ¢ok yavas karstwimustr ve 5
dakika oda sicakhginda bekletimisti. 150 pl. Soliisyon III (K-asetat/Glasiyal asetik
asit) ilave edilmistir ve tiipleri birkag kez alt st ettikten sonra 5 dakika oda
sicakhginda bekletimistir. 13.000 rpm’de 15 dakika santriflj edilmistir. Siipernatant
kismu yeni tlipe almarak pellet atimstr. %100°lik etanolden 900 pL tiiplere
konulmus ve -20 °C’de bir gece bekletilmistir. Gece sonunda beklemis olan soliisyon
13.100 rpm’de 15 dakika santriftij edilmistir ve slipernatant kisnu atinustr. Pellet
tizerne %70’lik etanolden 1 mL eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifijj
edilmistir. Santriftj isleminden sonra iist faz atimstr ve pellet iizerme 20 plL su ve
5 UL boya ilave edilerek elektroforez iglemi icin hazrr hale getirilmistir.
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2.2.18. Transformasyon

Sambrook ve Russell tarafindan tanmlanan kalsiyum kloriir yontemi kullanlarak E.
coli (DHS5a) hiicreleri kompetan hale getirilmis ve transformasyon yapilmistr.
Yontemin basamaklar1 asagida verimistir. [136]. LB agarda 37°C’de 16-20 saat
inkiibe edilmis standart E. coli DH5o Kkiltirinden bir koloni almarak 1L’lk erlen
icindeki 100 mL LB sm besiyerine mokiile edilmistir. Kiiltiir calkalanarak 3 saat
37°C’de inkilbe edimisti. Ureme ODggo’de 1 absorbans olana kadar
spektrofotometrede olciilerek takip edilmistir. Ureme sonunda bakteri hiicreleri steril,
disposible 50 mL’lik polipropilen tiiplere aktarimistr. Kiiltiirler 10 dakika buz
tizerinde bekletilerek 0°C’ye sogumasi saglanmustr. Tipler 13.100 rpm’de 4°C’de
10 dakika santriflj edimistir. Santrifij sonunda besiyeri dokiilmiistiir. Tipler ters
pozisyonda kagt havlu {izerinde 1 dakika bekletilerek tiim  besiyerinin
uzaklastiriimast saglanmistr. Her bir pellet 30 ml soguk CaCl, soliisyonu ile nazikge
stispanse edimigtir. Hiicreler 13.100 rpm’de 4°C 10 dakika santriftij edilerek
toplanmustr. Santrifij sonunda siipernatant dokiimiis ve tilipler kagit havlu {izerinde
ters pozisyonda 1 dakika bekletilerek siipernatant artiklarmm uzaklastiriimasi
saglanmistr. 50 mL’lik kiiltiirlerden elde edilen pelletlerin her biri soguk 2 mL
CaCl, ile siispanse edimistir. Bu asamada elde edilen hiicreler direkt transformasyon
igin kullanimustr. Artan hiicreler daha sonra kullamimak iizere 200 mL’lik alikotlara
ayrilarak -70°C’de dondurularak saklanmustr. Transformasyona baglamadan &nce
kullanlacak mikropipet uglar1 ve tiipler -20°C’de bekletilerek sogutulmustur. CaClp
le muamele edimis hiicreler sogutulmus 17 x 100 mm °‘lik polipropilen tiiplere
aktarimistir. Hiicrelerin iizerine izole edilen plazmid DNA’lart (50 ng veya 10 pL)
eklenmistir. Tiipler nazikce calkalanarak hiicre ve DNA’nin karismasi saglannus ve
buz iizerinde 30 dakika inkilbe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler daha nceden
42°C’ye stilmis su banyosuna aktarimis ve 90 saniye bekletilerek 151 soku
uygulanmustrr. Inkiibasyon sonunda tiipler hizhica buz iizerine almnus ve 1-2 dakika
bekletimistir. Tiiplere 800 uL SOC besiyeri eklenmis ve 45 dakika 37°C’ye isitimis
su banyosunda inkiibe edilmistir. Transforme edilmis kompetan hiicrelerden uygun
miktarda (90 mm’lk plaklar igin 200 pL) alnarak 20 mM MgSO4 ve 100pg/mL
ampisilin iceren SOB agara ekimistir. Ekilen hiicreler besiyerinde absorbe olana
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kadar plaklar oda wisismda bekletimistir. Plaklar ters cevrilerek 37°C’de inkiibe
edimistir. 12-16 saat sonra transformant kolonileri goriiniir hale gelmistir.

2.2.19. Agaroz Jelin Hazrlanmas1 ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%0.7’lik hazrlanan agaroz jel soliisyonu, yaklask 45-50°C’ye sogutulduktan sonra
tarak yerlestirilmis jel kabma dokiilmiistir. Polimerize olan jelden tarak ¢ikarildiktan
sonra 20 pL plazmit DNA Omekleri 5 pL yikleme tamponu ile karistrig ve
mikropipet yardmm ile kuyucuklara yiklenmistir. Plazmit DNA’larmm molekiiler
agrliklarm hesaplamak amaciyla bir kuyucuga 3 uL marker DNA (Lambda DNA/
HindIIl) yiiklenmigtir. Aparata jelin ylizeyini kaplayacak sekilde yiirlitme tamponu
ilave edilmis ve 80 V/cm?® voltaj, 6 saatte vyiritme islemi tamamlanmustr.
Elektroforez yapildiktan sonra boyali bantlar jel goriintileme cihazi (Gel Logic 2200
Pro Imaging System, USA) kullamlarak bantlarm goreceli miktarlarmi belirlemek
icin tarannustir.

2.2.20. Plazmit DNA’nin Molekiiler Agirhgimn Belirlenmesi

Plazmit DNA’larm molekiller agrlklarmi belirlemek amaciyla Lambda DNA/
HindIll marker (23.1, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0 kb) referans alnarak her bir jel i¢in ayr
ayrt standart egri cizilmistir. Jel iizerindeki marker bantlarmm yiiridiigi mesafe ve
bantlarm bilinen molekiil agrlk degerleri ile standart egri olusturulmustur. Bu metod
ile biinmeyen DNA bantlarmin molekiil agrlhklar1 hesaplanmstir.

2.2.21. Plazmit Eliminasyonu

Izole edilen Ag direncli bakterilerin plazmit izolasyonu yapildiktan sonra plazmit
varh@ belirlenen suglarm yikksek sicaklk ve etidyum bromiir kullamlarak plazmit
eliminasyon ¢aligmalari yapimustr [137]. Plazmit tasidigi tespit edilen R. planticola

susunun optimum tlireme sicaklig 30°C’dir ve en yiiksek denenen sicakhk 41°C
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olup, bu sicaklkta iiremedigi gozlemlenmisti. Plazmit eliminasyon ¢aligmalarmda
NB besiyerine ekimi yapilan Ag direngli R. planticola susu i¢in en yiiksek denenen
sicaklk 41°C olup, bu sicaklkta liremedigi gozlemlenmistir. 40°C sicakhk ve 10 mL
NB besiyerine 10 pg/ul etidyum bromir ilave edilerek denenmis ve bu sicaklikta
tireme oldugu gozlemlenmis olup Ag iceren ve icermeyen 2 farkh NA besiyeri
hazirlannmus ve 40°C’de {ireyen Ag direngli sustan ekim yapimig, 30°C’de 48 saat
mkiibe edimistir.

2.2.22. Total Protein izolasyonu

Izole edilen Ag direngli bakterilerin total protein izolasyonu Kishore ve arkadaslari
tarafindan tanmlanan metoda gore yapimustr [138]. 100 mL’lik metal icermeyen
NB besiyerine ve 100 mL’lk belirlenen konsantrasyonlarda AgNO3z metalinin
bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapimustr. Besiyerinden uzaklasmak icin
santriflj yapimustr, siipernatant atimustr. Pellet tizerine 5 mL steril su eklenerek 2
kez ykama islemi yapimustr, siipernatant atimustr. Pellet {izerme 2 mL fosfat
tamponu eklenmistir ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon islemi uygulanmistr. 2000
rpm’de 2 dakika santriflij yapildiktan sonra siipernatant temiz tliplere alnmustr. 75
puL ornek iizerne 75 pL ornek tampon ilave edilmistir. Elektroforez islemi oncesinde
omekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmistir.

2.2.23. Dis Membran Protein izolasyonu

izole edilen Ag direncli bakterilerin dis membran izolasyonu Achtman ve arkadaslari
tarafindan tanmlanan metoda gore yapimustr [139]. 100 mL’lik metal icermeyen
NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda AgNOjz; metalinin
bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapimugtr. Besiyerinden uzaklagsmak i¢in
santriflij yapimustr, siipernatant atimustr. 10 mL, 10 mM Tris-HCI pelletler iizerine
eklenerek sonikasyon (80 sn, %50 devir) islemi ile hiicreler pargalanmustir.
Parcalanan  hiicreler 4°C’de 3000 rpm, 20 dakika santrifij yapilarak
uzaklagtmimustr. Siipernatant yeni tiiplere almarak 4°C’de, 20.000 rpm, 60 dakika
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santriftij yapimistr. Pelletler lizerine 150 L steril su eklenerek -20°C’de 1 gece
bekletimistir. -20°C’den alman orneklere 200 pL  Triton-X igeren soliisyon
eklenmistir ve 20 dakika bekletimistir. Ornekler 20°C’de 2000 rpm, 90 dakika
santriftij yapimustr siipernatant atimustr. Pelletler tizerine 50 pl 6rnek tamponu
eklenmistir ve elektroforezden once 100 °C’de 5 dakika bekletilmistir.

2.2.24. Dis Membran ve Total Proteinlerin Molekiiler Agirhklarnn

Belirlenmesi

Dis membran ve total protein bantlarmmn molekiiler agilklarm belirlemek amaciyla
Page Ruler Pestained Protein Ladder (250, 130, 100, 70, 55, 35, 25 kDa), marker
referans almarak her bir jel i¢in ayrt ayr standart egri ¢izilmistir. Jel tizerindeki
marker bantlarmm yliriidiigli mesafe ve bantlarm bilinen molekiil agrhk degerleri ile
standart egri olusturulmustur. Bu metod ile bilinmeyen protein bantlarmm molekiil
agrlhiklart hesaplanmistir.

2.2.25. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Dis membran, total protein analizleri Laemmli’ye gore, %@4’lik dengeleyici ve
%12’k aymrict  jel kullamlarak  sodyum dodesil siilfat poliakrilamid  jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yapilmistr [140].

2.2.25.1. Ayirma Jelinin Hazzrlanmasi

16,7 mL %30’luk Akrilamid/ Bis Akrilamid, 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1.5 M Tris-
HCI1 (pH 8.6), 500 mL %10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 mL %10’k SDS
birbirine 1yice karistridiktan sonra 30 mL TEMED (N, N, tetraetilen diamid) ilave
edilerek, 1 mm arahgma sahip iki jel camu arasma hizh bir sekilde dokiimiistiir. Jelin
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st kismu distile su ile kaplanarak hava ile temasi Onlenmis ve polimerize olmasi i¢in
bekletilmistir [140].

2.2.25.2. 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 %I10’luk APS ve 200 mL %10’luk SDS birbiri ile iyici
kargtrildiktan sonra 20 mL TEMED ilave edimisti. Bu karigim polimerize olan
ayrma jelnin lizerindeki distle su uzaklastrildiktan sonra ayrma jeli iizerine
dokiilmiigtiir. Tarak yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in bekletimistir [140].

2.2.25.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak c¢ikaribg, kuyucuklar elektroforez yiirlitme tamponu
lle ykandiktan sonra ykandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi
yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yikklenmis ve 30 mA’de
yaklagik 150 V’ta ortalama 1 saat yiiriitiilmiistiir [140].

2.2.25.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller tespitleme cozeltisi icerisinde 1 gece
bekletimistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama c¢ozeltisme almmus ve
ortalama 1 giin bekletilerek boyanmustr. Daha sonra jeller distile su ile 20 dakikalk
aralklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin c¢ikmasi saglanmustr [140].
Jellerin fotograflart SDS-PAGE yapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyah
bantlar jel goriintileme cihazz (Gel Logic 2200 Pro Imagng System, USA)
kullanillarak ~ proteinlerin  goreceli miktarlarmn  belirlemek icin  taranmus, karanhk
odada 151kl beyaz tabla iizerinde ¢ekilmistir [140].
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2.2.25.5. Protein Bantlanmn Yogunluk (Intensity) Olciimii

SDS-PAGE yapidiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyah bantlar jel
goriintlleme cihazz (Gel Logic 2200 Pro Imaging System, USA) kullamlarak
proteinlerin  goreceli miktarlarmn  belirlemek  icin  taranmugtr.  Protein  bantlarmin
verdigi pik absorbans degerleri jel goriintileme cihazi iizerinde kaydediimistir. Her
bir bant i¢in Uic farkh yerlerde tarama yapims, degerlerin ortalamasi ahnmustr.
Yatay konumdaki protein bantlarn arasmdaki mesafe iki bant arasmdaki tepe
noktalarmm dik bir eksende birlestirilmesiyle jel goriintileme cihazn ile
belirlenmistir. Bu oranlarm giivenilirigi bagmsiz olarak programlanmis bilgisayar
analizi kullanilarak belirlenen grafik ile desteklenmistir [142].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Giimiis ve Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MIK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kiikkale-Kizirmak  iizerinde belirlenen 12 boélgeden alman su Orneklerinden
Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi 4, 6, 10, 11 ve 12. bolgelerden giimiise direncli 5 sus
izole edilerek, MIK degerleri saptanmustr. MIK degeri AgNO3 icin 8 mg/L olan ve
10. ile 11. bolgelerden izole edilen iki sus AglO1 ve Aglll kodlar verilerek sonraki
cabsmalarda kullanilmak i¢cin sec¢ilmistir.

Cizelge 3.1. Gimiis direngli suslarin bolgelere gore yayilimi

Ornek Alinan Bolgeler ve Bakteri Ureme Durumlar:

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

(-), negatif; (+), pozitif

3.2. Bakterilerin Tammlanmasi

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi AglOl ve Aglll olarak adlandrilan suslarm
biyokimyasal Ozellikleri belirlenmigtir.  Suslarm  optk 6zelik bakmmndan Agl01
susunun saydam oldugu ve Aglll susunun ise opak goriinlime sahip oldugu
belirlenmistir. Agl01 ve Aglll suglarmin hiicre morfolojilerini belirflemek i¢in gram
boyama yapimis ve her iki susunda gram negatif oldugu belirlenmistir. Hiicre
sekilleri incelendiginde ise her iki susunda basil morfolojiye sahip oldugu tespit
edilmistir.
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Cizelge 3.2. Gimiis direngli suslarin biyokimyasal 6zellikleri

Suslar

Biyokimyasal Testler Agl01 Aglll

Morfoloji Basil Basil

Gram Reaksiyon - -

Akiskanlik Akiskan Mukoid

Optik Ozellikler Saydam Opak

Pigment - Beyaz

DP300 (DP3) + -

Ure (URE) -

Maltoz (MLT) -

Inositol (INO) -

Arabinoz (ARA)

Sitrat (CIT) +

Mannitol (MAN) -

Adonitol (ADO) -

Glukoz (GLU)

Malonat (MAL)

[+ [+ ]|+ +]|+]|+

Arjinin (ARG)

+
Ksiloz (XYL) +
+
+

Asetamin (ACE)

+

Rafinoz (RAF) -

Hidrojen Siilfiir (H,S) -

Eskiilin (ESC) -

+

Polimiksin B (PXB) +

Sorbitol (SOR) -

+|+]

ONPG (ONP) -

Ornitin (ORN) -

Plant indican (PLI) -

Laktoz %10 (LAC) -

Siikroz (SUC) -

+[+[+]+]

Ramnoz (RHA) -

Oksidaz (OXI) + -

Pseudomonas Raoultella

Tammlanan Tiirler | 0000 0ssicida planticola

(-), negatif; (+), pozitif
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Sekil 3.1. Gram boyama sonras1t Agl01 (a) ve Aglll (b) suslarinin mikroskobik
goriintiistt (x100)

AglO0l ve Aglll suslan yapilan biyokimyasal testler sonucu swrasiyla P.
plecoglossicida ve R. planticola olarak tanmlanmustr. Her iki susunda Gram negatif
(-), basil sekilli hiicreler oldugu ayrica sitrat, malonat ve ksiloz (+) oldugu tespit
edilmistir.

Sekil 3.2. Giimiis direngli P. plecoglossicida susunun Ag icermeyen (a) ve igeren (b)
ortamlardaki elektron mikroskop goriintlisti

Yapilan ¢ahgmalar sonucunda giimiis icermeyen ortamda {iremis olan P.
plecoglossicida susunun eninin uzunlugu ortalama 496 nm, boyunun uzunlugu ise
ortalama 1.67 pm oldugu belirlenmistir. Giimils iceren ortamda iiremis olan P.
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plecoglossicida susunun eninin uzunlugu ortalama 454 nm, boyunun uzunlugu ise
ortalama 1.69 um oldugu goriilmiistiir.

FEkU 15, B0 ks IR\I EKALE
& PO (

(b)

Sekil 3.3. Giimiis direngli R. planticola susunun Ag icermeyen (a) ve igeren (b)
ortamlardaki elektron mikroskop goriintiisii

Yapilan ¢ahgmalar sonucunda giimiis icermeyen ortamda iremis olan R. planticola
susunun eninin uzunlugu ortalama 475 nm, boyunun uzunligu ise ortalama 1.56 pm
oldugu belirlenmistir. Giimiis igeren ortamda iremis olan R. planticola susunun
eninin uzunlugu ortalama 473 nm, boyunun uzunlugu ise ortalama 1.52 pm oldugu
goriilmiistiir.

3.3. Bakteri Ureme Egrileri

3.3.1. Giimiis Direncli P. plecoglossicida Susunun Ureme Egrisi

Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun ireme egrisi Sekil 3.4 de gosterilmistir.
P. plecoglossicida susunun giimiis icermeyen ortamda igeren ortama gore daha
yiksek OD gostermistir. P. plecoglossicida susunun ikiye katlanma siiresi (doubling

time) glimiis icermeyen ortamda 1.6 saat, giimiis iceren ortamda ise 2.4 saat olarak
tespit edilmistir. Ayrica P. plecoglossicida susunun istel biiyiime hizi (exponential
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growth rate) giimiis icermeyen ortamda 0.42, giimiis iceren ortamda ise 0.28 olarak
bulunmustur [143].
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Sekil 3.4. Ag direngli P. plecoglossicida susunun (+) Ag icermeyen ve

( == ) iceren ortamdaki iireme egrileri

3.3.2. Giimiis Direncli R. planticola Susunun Ureme Egrisi

Gimiis direngli R. planticola susunun treme egrisi Sekil 3.5° de gosterilmistir. R.
planticola susunun ise gimiis icermeyen ortamda daha kisa bir gecikme faz
gecirdikten sonra logaritmik faza daha cabuk gectigi tespit edimisti. Her iki
ortamda da bakterinin OD’si paralellk gostermistir (Sekil 3.5). R. planticola susunun
ikiye katlanma siiresi (doubling time) giimiis igermeyen ortamda 1.9 saat, giimiis
iceren ortamda ise 3.0 saat olarak tespit edilmistir. Ayrica R. planticola susunun istel
biiyime hizi (exponential growth rate) giimis icermeyen ortamda 0.35, giimiis
iceren ortamda ise 0.22 olarak bulinmustur. [143].
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Sekil 3.5. Ag direngli R. planticola susunun (-.-) Ag icermeyen ve (+)

iceren ortamdaki tireme egrileri
3.4. Giimiis Direncli Bakterilerden Kromozomal DNA imlasyonu
Gimiis direngli Agl01 ve Aglll suslarmdan kromozomal DNA izolasyonu

yapimstr. Ardmdan agaroz jelde yiiriitilerek bantlar kontrol edimis ve PZR
amplifikasyon cahsmalarinda bu suslara ait DNA’lar kalp olarak kullanilmistur.

kb kb
23.1-=> 23.1-=>
9.4 94>
6.5->» 6.5
(@) (b)

Sekil 3.6 Giimiis direngli Agl01 (a) ve Agl11 (b) suslarmin DNA profilleri
M1; marker Lambda DNA/ HindllI
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3.5. Giimiis Direncli Bakterilerin PZR Amplifikasyon Optimizasyonu

Spesifik olmayan {iriinler olusturmadan, spesifik bir gen bdlgesini amplifiye etmek
optimal bir PZR reaksiyonuna baghdr. PZR'de kullanilan temel bilesenlerden primer
baglanma sicakhigi ve MgCly, konsantrasyonu optimize edilmistir.

3.5.1. Giimiis Direncli Ag101 Susunun PZR Amplifikasyon Optimizasyonu

Sicaklk: PZR  reaksiyon karismmm — optimizasyonu icin  farkh  annealing
sicaklklarmm optimizasyona olan etkisi arastrimistr (Sekil 3.7). Bu amagla AglO1
susunun DNA’s1 kalp olarak kullamimis ve 52-65°C arast 14 farkh baglanma
sicakh@ denenmistir. Bu swada diger reaksiyon bilesenleri sabit tutulmustur. Sonug
olarak Agl01 susu i¢in spesifik olmayan baglanmalarm minimum oldugu optimal
annealing sicakligi 63°C olarak tespit edimistir.

bp

M 52°C 53°C54°C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C 60°C61°C 62°C 63°C 64°C 65°C

1500 —=>

1000 —=>»

500 —=>»

Sekil 3.7. AglOl susu i¢in yapilan farkh annealing sicakhklarmdaki PZR

amplifikasyonu M; marker Fermentas O’RangeRuler 100 bp DNA Ladder
MgCl, Konsantrasyonu: AglO1 susu icin optimal baglanma sicaklig belirlendikten

sonra farkh MgCl, konsantrasyonlarmm optimizasyona olan etkisi arastrilmust
(Sekil 3.8). Bu amagla AglO1 susunun DNA’s1 kalp olarak kullandmis ve 4 farkh
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MgCl, konsantrasyonu denenmisti. Bu swrada diger reaksiyon bilesenleri sabit
tutulmustur. Sonug olarak Agl01 susu i¢in optimal olarak MgCI, konsantrasyonu 3
puL 50 mM olarak tespit edilmistir.

bp

M  3pL 325uL 35pL 375 L 4 L

1500 =>»
1000 ->»

500 =>»

Sekil 3.8. AglOl susu icin yapilan farkh MgCl, konsantrasyonlarmda PZR

amplifikasyonu M; marker Fermentas O’RangeRuler 100 bp DNA Ladder

3.5.2. Giimiis Direncli Ag111 Susunun PZR Amplifikasyon Optimizasyonu

Sicaklk: PZR  reaksiyon karismmm — optimizasyonu icin  farkh  annealing
sicakhklarmm optimizasyona olan etkisi arastwimistr (Sekil 3.9). Bu amagla Aglll
susunun DNA’s1 kalp olarak kullamimis ve 52-65°C arast 14 farkh baglanma
sicakh@ denenmistir. Bu swrada diger reaksiyon bilesenleri sabit tutulmustur. Sonug
olarak Agl11 susu i¢in optimal annealing sicakhgir 58°C olarak tespit edilmistir.
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S

M 52°C 53°C54°C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C 60°C61°C 62°C 63°C 64°C 65°C

1500 = B Y AN Ly Y oy B

1000 —=>

500 =

Sekil 3.9. Aglll susu i¢in yapilan farkh annealing sicakhklarmdaki PZR

amplifikasyonu M; marker Fermentas O’RangeRuler 100 bp DNA Ladder

MgCl, Konsantrasyonu: Aglll susu icin optimal baglanma sicakh@ belirlendikten
sonra farkh MgCl, konsantrasyonlarmm optimizasyona olan etkisi arastrinustic
(Sekil 3.10). Bu amagla AglO1 susunun DNA’s1 kalp olarak kullanmilmis ve 4 farkh
MgCl, konsantrasyonu denenmistir. Bu swrada diger reaksiyon bilesenleri sabit
tutulmustur.  Sonu¢  olarak  Aglll susu icin spesifik olmayan baglanmalarm
mmnimum oldugu optimal olarak MgCl, konsantrasyonu 4 pl. 50 mM olarak tespit

edilmistir.

bp
3ulL 325pL 35uL 375uL 4 L

1500 =>»
1000 ->»

500 =>»

Sekil 3.10. Aglll susu icin yapilan farkh MgCIl, konsantrasyonlarmda PZR

amplifikasyonu M; marker Fermentas O’RangeRuler 100 bp DNA Ladder
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3.6. Giimiis Direncli Bakterilerin 16S rDNA Dizisinin Belirlenmesi

3.6.1. Giimiis Direncli Ag101 Susuna ait 16S rDNA’min Kismi Sekans Dizisi ve
Tiir Tayini

Gilimiis direngli Agl01l susuna ait 16S rDNA dizsi iki farkh tiniversal primer (27F-
1492R) kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen niikkleotid sekanslari, National Center
Of Biotechnology Information’m web sayfasmdaki (http//www.ncbinlm.nih.gov)
Blast programu dogrultusunda NCBI genbank, EMBL ve Ribosomal Database
Project (RDP)’de yaymlanan kayith sekanslar ile karsilastirilmustir.

16S rDNA sekanslarmm NCBI gen bankasi sonuglarma gore Agl0l susunun %99
orannda P. plecoglossicida strain FPC951 (NR 024662) ile homoloji gosterdigi
saptanmugstir.
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Cizelge 3.3. Agl01 susunun 16S rDNA sekans analiz sonuglari

izolat

Tamimlanan Tiir

EMBL /Gen
Bank No

Niikleotid Dizisi

Ag101

Pseudomonas plecoglossicida %99

Pseudomonas monteilii
Pseudomonas mosselii
Pseudomonas japonica
Pseudomonas asplenii
Pseudomonas flavescens
Pseudomonas moorei
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas azotoformans

%99

%99

%98

%98

%98

%97

%97

%96

%96

NR_024662.1
NR_024910.1
NR_024924.1
NR_040992.1
NR_040802.1
NR_025947.1
NR_042542.1
NR_041715.1
NR_043420.1

NR_037092.1

AGACTAGCTACTTCTGGT GCAACCC
ACT CCCAT GGT GT GCCGGGCGGT GT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCAC
CGCGACATTCTGATTCGCGATTACT
AGCGAT TCCGACT TCACGCAGTCGA
GTTGCAGACT GCGAT CCGGACTACG
ATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCAC
CTCGCGGCT TGGCAACCCTCTGTAC
CGACCATTGT AGCACGT GTGTAGCC
CAGGCCGT AAGGGCCATGATGACTT
GACGT CATCCCCACCT TCCT CCGGT
TTGTCACCGGCAGT CTCCTTAGAGT
GCCCACCATAACGT GCTGGT AACTA
AGGACAAGGGT TGCGCT CGT TACGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCT GACGACAGCCAT GCAGCAC
CTGT GT CAGAGTTCCCGAAGGCACC
AATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGC
ATGT CAAGGCCT GGT AAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCT T GT GCGGGCCCCCGT
CAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGC
GGCCGT ACT CCCCAGGCGGT CAACT
TAATGCGT TAGCTGCGCCACT AAAA
TCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTG
ACAT CGT TTACGGCGT GGACT ACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCT CCCC
ACGCTTTCGCACCT CAGT GTCAGTA
TCAGT CCAGGT GGT CGCCT TCGCCA
CTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCA
TTTCACCGCT ACACAGGAAATTCCA
CCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTG
CCAGTTTTGGATGCAGT T CCCAGGT
TGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAAC
TTAACAAACCACCTACGCGCGCTTT
ACGCCCAGT AATTCCGATTAACGCT
TGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACAGAGT TAGCCGGTGCTTA
TTCTGTCGGT AACGT CAAAACAGCA
AGGTATTAGCTTACTGCCCTTCCTC
CCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCG
AAGACCT TCTTCACACACGCGGCAT
GGCT GGAT CAGGCTTTCGCCCATTG
TCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCC
CGT AGGAGT CTGGACCGT GTCTCAG
TTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTC
AGACCAGT TACGGATCGTCGCCTTG
GT GAGCCAT T ACCCCACCAACTAGC
TAATCCGACCT AGGCT CATCTGATA
GCGCAAGGCCCGAAGGT CCCCTGCT
TTCTCCCGTAGGACGT ATGCGGT AT
TAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCC
CCCACT ACCAGGCAGATTCCTAGGC
ATTACTCACCCGT CCGCCGCT GAAT
CAAGGAGCAAGCTCCCGTCATCC
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219856843?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857336?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200305?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200115?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846356?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202256?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201028?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=87&RID=SGNMJABU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=90&RID=SGNMJABU013

3.6.2. Ag101 Susuna Ait 16S rDNA Baz Dizileri Kullamlarak Yapilan
Filogenetik Analiz

Yapilan analizde, komsu baglanti kriter olarak almmustr. Olusan agag, 144
basamaklk (step) bir uzunluga sahiptir. (Sekil 3.11). Yapilan ¢alismada, 10 taksonun
her birine ait 1530 karakterden 1355 karakter sabit, 115 karakter degisken ve 60
karakter filogeni agismdan bilgi verici (informatif) dir [130-133].

71  Pseudomonas plecoglossicida FPCI51(NR 024662)
7| L Pseudomonas monteilii CIP 104383 (NR. 024910)
Pseudomonas mosselii CIP 105259 (NR 024924)
Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 (NR 041715)
8 Pseudomonas flavescens B62 (NR 025947)
Pseudomonas japonica TAM 15071 (NR 040992)
Pseudomonas asplenii ATCC 23833 (NR 040802)
Pseudomonas moorei RW10 (NR 042542)

50

4]

92

Pseudomonas fluorescens TAM 12022 (NR 043420)
Pseudomonas azotoformans KS 0034 (NR 037092)

100

0.005

Sekil 3.11. Gimiis direngli P. plecoglossicida susuna ait neighbour - joining
dendrogrami (0.005, niikleotidler arasmdaki farklilik)
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Niimerik analizlerin gerceklestirilebilmesi i¢in tiirler arasi uzaklk/yakmhk matriksimin hesaplanmasi1 gereklidir. Bu amagla tiirler arasi uzaklk
matriksi hesaplannustir. Iki tiir arasmdaki uzaklk matriks degeri ne kadar kiigiikse, tiirler birbirine o kadar yakmdir [130-131].

Cizelge 3.4. P. plecoglossicida susuna ait 16S rDNA dizi verileri kullanilarak ger¢eklestirilen taksonlarin dogrudan eslestirme degerleri
(distance matrix)

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pseudomonas -
mosselii
Pseudomonas 0.005 -
plecoglossicida
Pseudomonas 0.005 0.001 -
monteilii
Pseudomonas 0.016 0.013 0.014 -
japonica
Pseudomonas 0.025 0.024 0.024 0.028 -
stutzeri
Pseudomonas 0.018 0.017 0.017 0.024 0.029 -
moorei
Pseudomonas 0.024 0.019 0.020 0.029 0.029 0.027 -
flavescens
Pseudomonas 0.016 0.013 0.013 0.014 0.028 0.019 0.029 -
asplenii
Pseudomonas 0.038 0.035 0.035 0.039 0.050 0.028 0.048 0.029 -
fluorescens
Pseudomonas 0.030 0.029 0.028 0.033 0.044 0.022 0041 0.030 0.013 -
azotoformans
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P. plecoglossicida 16S rDNA bolgesine gore siralanan dizierin MEGA 5.1
programmnda uzaklk matriksine dayah olarak komsu baglanti agaci (Neighbour
Jomning Trees) olusturulmustur (Sekil 3.11). Evrimsel agidan korunmus niikleotid baz
dizilerinin ~ tlirler arast uzakhk-yakmhk analizlermin yapilabilmesi i¢in  uzakhk
matriksi hesaplanmustr (Cizelge 3.4). 16S rDNA i¢in elde edilen dendograma ve
uzaklk matriks verilerine gore genetik olarak P. plecoglossicida, P. monteilii ile
yakmn tir (uzaklk matriksi, 0.001) oldugu bulmmustur. P. plecoglossicida susunun
P. fluorescens (uzaklk matriksi, 0.035) ve P. azotoformans (uzaklk matriksi, 0.029)
ile uzak ftiirler oldugu tespit edilmistir.

3.6.3. Giimiis Direncli Ag111 Susuna ait 16S rDNA’min Kismi Sekans Dizisi
ve Tiir Tayini

Giimiis direngli Aglll susuna ait 16S rDNA dizsi ki farkh tiniversal primer (27F-
1492R) kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen niikleotid sekanslari, National Center
Of Biotechnology Information’'m web sayfasmdaki (http//www.ncbinlm.nih.gov)
Blast programu dogrultusunda NCBI genbank, EMBL ve Ribosomal Database
Project (RDP)’de yaymlanan kayith sekanslar ile karsiastrilmistir.

16S rDNA sekanslarmm NCBI gen bankasi sonuglarma gore Aglll susunun %99
orannda R. planticola strain ATCC 33531 ie (NR 024996) homoloji gosterdigi
saptanmustir.
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Cizelge 3.5. Agl11 susunun 16S rDNA sekans analiz sonuglar

izolat

Tammmlanan Tiir

EMBL / Gen
Bank No

Niikleotid Dizisi

Aglll

Raoultella planticola
Raoultella ornithinolytica
Kluyvera cryocrescens
Klebsiella pneumoniae
Serratia nematodiphila
Enterobacter kobei
Cronobacter dublinensis
Serratia odorifera
Edwardsiella ictaluri

Pectobacterium cacticida

%99

%99

%99

%98

%98

%98

%97

%97

%96

%96

NR_024996.1
NR_044799.1
NR_028803.1
NR_041750.1
NR_044385.1
NR_028993.1
NR_044058.1
NR_037110.1
NR_024769.1

NR_037102.1

AGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACT
CCCAT GGT GT GACGGGCGGT GTGTAC
AAGGCCCGGGAACGT ATTCACCGT AG
CATTCTGATCTACGATTACTAGCGATT
CCGACT TCAT GGAGT CGAGT TGCAGA
CTCCAATCCGGACTACGACATACTTT
AT GAGGT CCGCT TGCT CT CGCGAGGT
CGCTTCTCTTTGT ATATGCCATTGT AG
CACGT GT GT AGCCCT ACT CGT AAGGG
CCATGATGACTTGACGT CATCCCCAC
CTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCT
CCTTTGAGT TCCCGGCCGAACCGCTG
GCAACAAAGGAT AAGGGT TGCGCT CG
TTGCGGGACT TAACCCAACATTTCAC
AACACGAGCT GACGACAGCCAT GCAG
CACCTGT CT CAGAGT TCCCGAAGGCA
CCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTG
GAT GT CAAGAGT AGGT AAGGTTCTTC
GCGT TGCAT CGAATTAAACCACATGC
TCCACCGCT T GT GCGGGCCCCCGT CA
ATTCATTTGAGTTTTAACCTT GCGGCC
GT ACT CCCCAGGCGGT CGACTTAACG
CGT TAGCT CCGGAAGCCACT CCTCAA
GGGAACAACCT CCAAGT CGACAT CGT
TTACAGCGT GGACTACCAGGTATCTA
ATCCTGTTTGCT CCCCACGCTTTCGCA
CTGAGCGT CAGTCTTTGT CCAGAGGG
CCGCCTTCGCCACCGAGT ATTCCTCCA
GATCTCTACGCATTTCACCGCT ACACC
TGGAATTCT ACCCCCCTCTACAAGAC
TCAAGCTTGCCAGTTT CAAAT GCAGT
TCCCAGGT TGAGCCCGGGGATTTCAC
ATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGT G
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTA
ACGCT TGCACCCT CCGT AT TACCGCG
GCT GCT GGCACGGAGT TAGCCGGT GC
TTCTTCTGCGAGT AACGT CAATCGCC
AAGGT TATTAACCTTAACGCCTTCCTC
CTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGA
AGGCCTTCTTCATACACGCGGCAT GG
CTGCAT CAGGCT TGCGCCCATTGT GC
AATATTCCCCACTGCT GCCTCCCGT AG
GAGT CT GGACCGT GTCTCAGT TCCAG
TGTGGCT GGT CAT CCT CT CAGACCAG
CT AGGGAT CGT CGCCT AGGT GAGCCA
TTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATC
TGGGCACAT CT GAT GGCAT GAGGCCC
GAAGGT CCCCCACTTTGGTCT TGCGA
CGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCC
AGTAGT T AT CCCCCT CCAT CAGGCAG
TTTCCCAGACATTACTCACCCGT CCGC
CGCT CGT CACCCGAGAGCAAGCTCTC
TGTGCTA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206207?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343205898?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343205682?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975246?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857141?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=SGNBT184013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975238?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=SGNBT184013

3.6.4. Aglll Susuna Ait 16S rDNA Baz Dizileri Kullamlarak Yapilan
Filogenetik Analiz

Yapilan analizde, komsu baglanti kriter olarak almmustr. Olusan agag, 225
basamaklk (step) bir uzunluga sahiptir. (Sekil 3.12). Yapilan cahsmada, 10 taksonun
her birine ait 1538 karakterden 1312 karakter sabit, 149 karakter degisken ve 77
karakter filogeni agismdan bilgi verici (informatif) dir. [130-131-132-133].

79— Raoultella planticola ATCC 33531 (NR 024996)
Raoultella ornithinolytica CIP 103 364 (NR 044799)
L] R Kluyvera cryocrescens 12993 (NR 028803)
L Klzbsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC11296 (NR 041750)
59 Enterobacter kobei CIP 105566 (NR 028993)
Cronobacter dublingnsis subsp. lausanensis E515 (NR 044058)
2] Serratia odorifera PADG 1073 (NR 037110)
%0 Serratia nematodiphila DZ05035BS1 (NR 044385)
Edwardsiella ictaluri JCM1630 (NR. 024769)
Pectobacterium cacticida 1-12 (NR 037102)

0.005

Sekil 3.12. Giimiis direngli R. planticola susuna ait neighbour - joining dendrogranu
(0.005, niikleotidler arasmndaki farkhlik)
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Niimerik analizlerin gerceklestirilebilmesi i¢in tiirler arasi uzaklk/yakmhk matriksimin hesaplanmasi1 gereklidir. Bu amagla tiirler arasi uzaklk
matriksi hesaplannustir. Iki tiir arasmdaki uzaklk matriks degeri ne kadar kiigiikse, tiirler birbirine o kadar yakmdir [130-131].

Cizelge 3.6. R. planticola Susuna ait 16S rDNA dizi verileri kullamlarak gergeklestirilen taksonlarm dogrudan eslestirme degerleri (distance

matrix)

Turler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Raoultella -
planticola
Raoultella 0.007 -
ornithinolytica
Kluyvera 0.013 0.013 -
cryocrescens
Klebsiella 0.015 0.019 0.015 -
pneumoniae
Cronobacter 0.029 0.035 0.038 0.036 -
dublinensis
Edwardsiella 0.042 0.049 0.047 0.043 0.045 -
ictaluri
Serratia 0.036 0.041 0.039 0.039 0.045 0.056 -
odorifera
Enterobacter 0.020 0.023 0.020 0.017 0.035 0.042 0.045 -
kobei
Serratia 0.020 0.026 0.028 0.026 0.033 0.043 0.020 0.026 -
nematodiphila
Pectobacterium 0.047 0.047 0.047 0.042 0.056 0.052 0.047 0.046 0.046 -
cacticida
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R. planticola 16S rDNA bolgesine gore sralanan dizilerimn MEGA 5.1 programmda
uzakhk matriksine dayah olarak komsu baglanti agaci (Neighbour Joming Trees)
olusturulmustur  (Sekil 3.13). Evrimsel agidan korunmus nikleotid baz dizlerinin
tirler arast uzaklk-yakmbk analizlerinin  yapilabilmesi i¢cin  uzaklk  matriksi
hesaplanmistr  (Cizelge 3.6). 16S rDNA i¢in elde edilen dendograma ve uzaklk
matriks verilerine gore genetik olarak R. planticola, R. ornithinolytica ile yakm tiir
(uzaklk matriksi, 0.007) oldugu bulunmustur. R. planticola susunun P. cacticida
(uzaklk matriksi, 0.047) ve E. ictaluri (uzaklk matriksi, 0.042) ile uzak tiirler

oldugu tespit edilmistir.

3.7. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi

Kirikkale-Kizirmak’tan izole edilen Ag direnghi AglO01 ve Aglll kodlu suslar i¢in
yag asiti analizi yapimustr. Hiicresel yag asiti profilleri, MIS (Microbial
Identification System)’n icerdiZi TSBA Kkiitliphanesi veri tabanma gore analiz
edilmistir.

Gimiis direngli Agl01 susunun icerdigi yag asitlerinin iso (i) ve anteiso (ai)
formlarnda oldugu, %58.11 orannda pentadekanoik asit (ai-Cis.p), %19.78 oraninda
heptadekanoik asit (ai-C17:) icerdigi belirlenmistir.

FOT A (E13523 S29AD3 8838 D}
= ] 3
1 <

2,240

b 2670

] :
”2s —:'
3 \ H
%3 .

o, 1 is 2 2% 3

b 3207
IS
b 3,004

Sekil 3.13. Giimiis direngi Agl01 susunun FAME analiz sonucu dendogranu
(Agilent 6890 USA, cihaz ¢iktis1)
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E135236.29A [8836] Agl0 Page |

Volume: DATA File: E135236.29A
Type: Samp Bottle: 6

Created: 5/23/2013 3:56:46 PM

Sample ID: Agl0

Samp Ctr: 7 ID Number: 8836

Method: RTSBA6

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Comment] Comment2

0.6925 | 307858 | 0.004 - | 6.6905 e | <minrt

0.7005 | 9.663E+8 | 0.016 --=- | 6.7500 { SOLVENT PEAK --- | <min 1t

12,2480 1471 0.009| 0.957 | 14.6323 | 15:0 iso 3.94 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
2.2758 21737 0.009] 0.955 | 14.7249 | 15:0 anteiso 58.11 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
2.6697 4231 0.010| 0928 16.0010 | 16:0 1.10 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
2.8687 1960 | 0.009| 0.919] 16.6352 | 17:0 iso 5.04 | ECL deviates -0.002 Reference -0.010
2.8991 7696 | 0.009 | 0.918 | 16.7321 | 17:0 anteiso 19.78 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
3.2969 917] 0010 | 0.907 [ 18.0018 | 18:0 2.33 | ECL deviates 0.002 Reference -0.007
3.4920 676 | 0.009| 0.904 | 18.6382 | 19:0 iso 1.71 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
3.5226 22151 0010 0.903 | 18.7379 | 19:0 anteiso 5.60 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
3.9036 9491 0.010 | 0.899 | 19.9996 | 20:0 2.39 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008

ECL Deviation: 0.001 Reference ECL Shift: 0.008
Total Response: 1831887 Total Named: 338464
Percent Named: 18.48% Total Amount: 319280

Profile Comment: Column Overload: A peak's response is greater than 400000.0. Dilute and re-run.

Number Reference Peaks: 9

*** Library match not attempted

Sekil 3.14. Giimiis direngli Ag101 susunun FAME profili (Agilent 6890 USA, cihaz
ciktisi)

Gilimiis direngli Aglll susunun yag asiti analizi yapimistr. Analize gore en cok
rastlanilan yag asidinin %26.76 orannda palmitik asit (Ci6:0) oldugu saptanmustur.
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Sekil 3.15. Giimiis direncli Aglll susunun FAME analiz sonucu dendogrami

(Agilent 6890 USA, cihaz c¢iktist)

E135236.29A [8842] Agll

Volume: DATA File: E135236.29A
Type: Samp Bottle: 12
Created: 5/23/2013 4:48:36 PM

Sample ID: Agll

Samp Ctr: 13
Method: RTSBA6

ID Number: 8842

RT | R Ar/Ht| RFact ECL | Peak Name Percent | C t1 Ci t2
0.6924 320931 | 0.004 e 6847 --== | <min rt
0.7006 | 9.564E+8 | 0.016 e .7455 | SOLVENT PEAK ---- [ <min rt
1,528 1261 | 0.009 1.064 | 11.9999 | 12:0 6.51 | ECL de 0.000 Reference 0.000
2.060: 1989 | 0.008 0.976 | 14.0006 | 14:0 9.42 | ECL de 0.001 Refi -0.001
2.2146 636 | 0.009 0.960 | 14.5157 | unknown 14.502 ---- | ECL deviates 0.000
2.3602 1011 | 0.009 0.948 | 15.0013 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
2.5205 2510 0.009 0.937 | 15.5167 | Sum In Feature 2 11.41 | ECL deviates 0.001 14:0 30H/16:1 iso I
2.6199 4389 | 0.009 0.931 | 15.8362 | Sum In Feature 3 19.83 | ECL deviates -0.004 16:1 w7c/16:1 wée
2.670 5940 | 0.008 0.92 5.9990 | 16:0 26.76 | ECL deviates -0.001 Refi -0.004
2.957 1156 | 0.010 0.916 | 16.9124 | 17:0 cyclo 5.14 | ECL deviates -0.003
.984 71| 0.009 0.915 | 17.000 7:0 2.54 | ECL deviates 0.001 Ref -0.004
.2481 4173 | 0.010 0.908 | 17.8422 | Sum In Feature 8 18.39 | ECL deviates -0.005 18:1 w7c¢
.4409 536 | 0.013 ---- | 18.4652 aven
———— 2510 - e ---- | Summed Feature 2 11.41 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
Ll I - —emn aeen ---- | 16:1 is0 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso [
4389 o o ---- | Summed Feature 3 19.83 | 16:1 w7¢/16:1 wée 16:1 wée/16:1 wic
4173 - f— - | S d Feature 8 18.39 [ 18:1 w7¢ 18:1 wée

ECL Deviation: 0.002
Total Response: 22525
Percent Named: 97.62%

Reference ECL Shift: 0.003
Total Named: 21989
Total Amount: 22176

Number Reference Peaks: 4

Profile Comment: Total response less than 50000.0. Concentrate and re-run.

Matches:

Library Sim Index Entry Name

RTSBAG6 6.00 0.568 Kluyvera-ascorbata-GC subgroup A
0.527 Photorhabdus-luminescens-luminescens (Xenorhabdus)
0.522 Kluyvera-cryocrescens-GC subgroup B
0.491 Escherichia-coli-GC subgroup C (DNA homology with Shigella)
0.477 Kluyvera-cryocrescens-GC subgroup A
0.439 Klebsiella-pneumoniae-pneumoniae-GC subgroup A
0.401 Enterobacter-cloacae
0.397 Escherichia-fergusonii-GC subgroup A
0.388 Escherichia-coli-GC subgroup D (DNA homology with Shigella)
0.370 Salmonella-typhimurium-GC subgroup B

Page 1

Sekil 3.16. Gimiis direngli Agl1l susunun FAME profili (Agilent 6890 USA, cihaz

ciktisi)
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3.8. izole Edilen Bakterilerin Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Izole edilen giimiis direngli P. plecoglossicida ve R. planticola suslarmm metal ve
antibiyotik direnclilik profilleri belirlenmistir.

3.8.1. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik

Profillerinin Belidlenmesi

Kwzhrmak’ tan izole edilen suslarm Ag agr metalne direngli her bir susun, bu
cahyma icin secilen diger agr metallere direnglilikleri de tespit edimistir.

Boylece suslarm ¢oklu metal direnglilik profilleri belirlenmistir. Ag direngli susun,
coklu metal direngliik profilini belirlemek i¢n degisik konsantrasyonlarda Al Cd,
Ba, Li, Cr, Mn, Pb, Co, Fe, Cu, Sn, Ni, Zn, Hg, Sb, Sr agr metallerini iceren NA
besiyerleri hazirlanmustr. Ekim yapilan besiyerleri 30°C 48 saat inkiibe edilmistir.
Ureme gorillen suslarm ortama ekilen metale karsi direncli, iireme goriilmeyenlerin
ise o metale karst duyarh oldugu tespit edimisti. Ag direngli susun antibiyotik
direngliik profilini belirlemek icin Ag icermeyen NA besiyeri hazrlanmstr. Ekim
yapilan besiyerine Cizelge 2.1°de belirtilen antibiyotik diskleri uygulanmus 30°C 48
saat inkiibe edilmistir. Disk etrafinda zon goriilmesi o antibiyotige duyarl oldugu,
zon goriilmemesi durumunda direncgli oldugu tespit edilmistir.

3.9. Giimiis Direncgli Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnglilik
Profilleri

Ag direngli P. plecoglossicida susunun Cizelge 3.7°ta gosterildigi gibi Ag, Al Li
Sn, Ni ve Sr metallerne ¢oklu direng gosterdigi tespit ediimistir. Hg, Pb, Mn, Zn, Fe,
Sb, Cd, Sn, Ba, Cr ve Co metallerine karsi ise kullanilan konsantrasyonlarda duyarh
oldugu belirlenmistir. Ag direngli R. planticola susunun ise, Cizelge 3.7’ta
gosterildigi gibi Ag, Pb, Cu, Mn, Fe, Ni, Sn, Li, Al, Ba ve Sr metallere ¢oklu direng
gosterdigi tespit edilmisti. Hg, Zn, Sb, Cd, Cr ve Co metallerine karsi ise kullanilan
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konsantrasyonlarda duyarl oldugu belirlenmistir. Ayrica her iki susunda Ag, Al Li
Sn, Ni ve Sr metallerine karsi ortak direng gosterdikleri tespit ediimistir.

Cizelge 3.7. Ag direngli suslarin ¢oklu metal direnglilik profili

Direnglilik Profili
Metal Formu | MO eaon | locsiciaa | planicola
AgNO3 8 R R
Hg(NO3),H,0O 195 S S
Pb(NO3), 1200 S R
MnSO, 1000 S R
ZnS047H,0 825 S S
FeCl; 450 S R
NiSO4 6H,0 395 R R
K(ShO)C4H40¢ 1400 S S
CuSO,45H,0 450 S R
Cd(NO3)4H,0 750 S S
SnCl,7H,0 160 R R
LiCl 5000 R R
AICl36H,0 300 R R
BaCl,2H,0 2700 S R
CrN30g9H,0 1100 S S
Sr(NOs);, 2000 R R
Co(NO3)6H,0 750 S S

R, direngli, S, duyarl

Ag direngli P. plecoglossicida susunun Cizelge 3.8’de gosterildigi gibi aztreonam,
pefloxacin, ticarcilin ve ticarcilin/CA antibiyotiklerine karst ¢oklu direng gosterdigi
tespit edilmisti. Ag direngli R. planticola susunun ise Cizelge 3.10°de gosterildigi
gibi amoxycilin/CA, ampicillin, aztreonam, erythromycin, imipenem, oxacillin,
pefloxacin,  penicillin,  piperacilin,  piperacilin/tazobactam,  rifampisin, ticarcilin,
ticarciin/CA ve vancomycin antibiyotiklerine karst coklu direng gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica her iki susunda aztreonam, pefloxacin, ticarcilin ve ticarcili/CA
antibiyotiklerine karsi ortak direng gosterdikleri tespit edilmistir.
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Cizelge 3.8. Ag direncli suglarin antibiyotik direnglilik profili

Direnclilik Profili

Antibiyotikler (ng/disk) Pseudomonas Raoultella

plecoglossicida planticola

Amikacin (AMK) (30) S

Amoxycillin/CA (AMC) (20/10) S R
Ampicillin (AMP) (10) S R
Aztreonam (ATM) (30) S R
Bacitracin (BAC) (10) S S
Cefepime (FEP) (5) S S
Ceftazidime (CAZ) (30) S S
Ciprofloxacin (CIP) (5) S S
Chloramphenicol (CHL) (30) S S
Gentamicin (GEN) (10) S S
Erythromycin (ERY) (15) S R
Imipenem (IPM) (10) S R
Netilcimin (NAL) (30) S S
Oxacillin (OXA) (1) S R
Pefloxacin (PEF) (5) R R
Penicillin (PEN) (10) S R
Piperacilin (PIP) (100) S R
Piperacilin/Tazobactam (TZP) (100/10) S R
Rifampisin (RIF) (5) S R
Sulbactam/CFP (CFP) (75/30) S S
Tetracycline (TET) (30) S S
Ticarcillin (TIC) (75) R R
Ticarcillin/CA (TIM) (75/10) R R
Trimeth-sulfa (SXT) (25) S S
Tobramycin (TOB) (10) S S
Vancomycin (VAN) (30) R R

R, direncli, S, duyarl
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3.10. Bakterilerin DNA Analizi

Gimiis direngli suslarm metal direnclilifi ile plazmit profilleri arasmdaki iliskiyi
ortaya ¢ikarmak amaciyla metal iceren ve igermeyen ortamlarda iretilen
bakterilerden plazmt DNA izolasyonu ve plazmit eliminasyon ¢alismalar

yapimistir.

3.10.1. Giimiis Direncli Bakterilerin DNA Analizi

Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun plazmit DNA profili ¢ikarimis
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.17°de gosterildigi gibi P.
plecoglossicida susunun giimiis iceren ve igermeyen her iki ortamda da plazmit
varligi gosterilememisti.  Bu sonuglar dogrultusunda P. plecoglossicida susunda
giimiis direng genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.

kb M1l 1 2

23.1->» <~ chr

9.4->
6.5->

Sekil 3.17. P. plecoglossicida susunun DNA analizi
M1; marker Lambda DNA/ HindIll, 1; Ag igermeyen, 2; igeren ortam, chr; kromozomal
DNA

Gimiis direngli R. planticola susunun plazmit DNA profili ¢kartimis ve
kromozomal DNA lokasyonu belrlenmisti. Sekil 3.18’de gosteridigi gibi R.
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planticola susunun giimiis iceren ve igermeyen ortamda 127.5 kb boyutunda biiyiik
molekiiler agrhkta bir plazmit tespit edimistir. Plazmit eliminasyonu ¢aligmalart
sonrasmda 127.5 kb boyutundaki plazmiti elimine edilmis olan R. planticola susunun
gimiis  direncliligmi  korudugu, ancak erythromycin, rifampin ve vancomycin
direncini  kaybettigi tespit edimisti. Bu sonuglar dogrultusunda giimiis direng
genlerinin - kromozomal DNA iizerinde oldugu; erythromycin, rifampin = ve
vancomycin antibiyotiklerine karsi olan diren¢ genlerinin ise plazmit DNA {izerinde

oldugu belirlenmistir.

<€-127.5

N €94
€65

Sekil 3.18. R. planticola susunun DNA analizi
M1; marker Agrobacterium tumefaciens, 1; giimiis icermeyen, 2; igeren ortam, 3;
plazmit eliminasyon sonrasi, chr; kromozomal DNA, M2; marker Lambda DNA/
HindIll
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25 y=-2,6308x+2,6219
R*=0,9811

log (kb)

Q 0,2 0.4 06 0.8 1

uzaklik (mm)

Sekil 3.19. Plazmit DNA molekiiler agrlik belirleme standart egrisi

Agrobacterium tumefaciens susunun molekiller agwrhg bilinen plazmitleri marker
olarak kullanlarak her jel i¢in standart egri olusturulmus ve molekiiler agrhg
bilinmeyen  plazmitlerin  molekiller — agwrlhklari bu  standart egri  lizerinden
hesaplanmigtr (Sekil 3.19).

3.11. Transformasyon

Giimiis direncli Aglll kodlu R. planticola susunun 127.5 kb boyutunda biiyik
molekiiler agrhkta bir plazmite sahip oldugu tespit edimistir. Yapilan plazmit
elimnasyonu  cahsmalart  sonrasmda  erythromycin, rifampin ve  vancomycin
antibiyotiklerme karst olan direng genlermin ise plazmt DNA {izerinde oldugu
belirlenmistir. Bunun {izerine ortaya ¢ikan sonucu desteklemek amaciyla plazmit
DNA aktarmm (transformasyon) calsmasi yapimustr. Bu amaca yonelik olarak
herhangi bir plazmiti bulunmayan kompetant bakteri E. coli DH-5a susu alici olarak

kullanilmastir.

Transformasyon oOncesinde E. coli DH-5a susunun erythromycin, rifampin ve
vancomycin antibiyotiklerme karst duyarh ve kanamisin direngli oldugu tespit
edilmistir. Kalsiyum kloriir yontemi kullanilarak E. coli DH-50 hiicreleri kompetan
hale  getirlmis  ve  transformasyon  yapimustr. ~ Transformasyon  deneyi
gerceklestirildikten sonra E. coli hiicreleri vancomycin igeren selektif besiyerine

ekimigti. Daha sonra iireyen bakterilerden tek koloni se¢cimi yapimis ve
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erythromycin, rifampin, vancomycin antibiyotik diskleri ile antbiyogram islemi
gerceklestiriimistir.  Antibiyogram  sonuglarma  gore  erythromyci, rifampin = ve
vancomycin antibiyotiklerine karst daha onceden duyarh oldugu tespit edilen E. coli
DH-5a susunun transformasyon sonrasi bu antibiyotiklere karst direng kazandigt
tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan sonucu molekiiler yontemler ile desteklemek amaciyla
transformant E. coli DH-5a susundan plazmit DNA izolasyonu yapimis ve agaroz
jel elektroforezine tabi tutulmustur. Elektroforez sonucunda transformant E. coli DH-
Sa susunun tek bir plazmit DNA’ ya sahip oldugu ve boyutunun 127.5 kb oldugu
tespit edimistir. Buradanda plazmit profilinin basarih bir sekilde transforme edildigi
anlasilmigtir (Sekil 3.20).

kb M1 1 2 3 4 M2 kb

215 =

chr =3
13.6

Sekil 3.20. Transformant DNA analizi
M1; marker; Lambda DNA/ Hindlll, 1; R. planticola, 2; E. coli DH-5a susunun plazmit
DNA profili, 3; Transformant E. coli DH-5a susunun plazmit DNA profili, chr;
kromozomal DNA

Transformasyon deneyi gerceklestirildikten sonra E. coli hiicreleri vancomycin

iceren selektif besiyerine ekilmis ve toplam 25 koloni sayilmustir.

Transformant koloni olusturan birimler (colony forming units (CFU)):
Koloni sayist x Seyreltme oram x Transformasyonda kullamlan hiicre hacmi / Secici

besiyerlerine ekilen hiicre hacmi
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25 x 10000 x 100/50 = 5.0 x 10°
Transformasyon  verimliligi ~ (Transformation  efficiency):  Transformant  koloni
olusturan birimler (CFU) / plazmit DNA miktar1 (DNA miktarr; 0.5 pl (1pg/ul)

5.0 x 10°/0.5 = 1.0 x 10° CFU/ug

olarak belirlenmistir.

3.12. Bakterilerin Protein Profilleri

Gilimiis direngli suslarm metal igeren ve igermeyen ortamlardaki dis membran ve

total protein profilleri incelenmistir.

3.12.1. Ag Direncli P. plecoglossicida Susunun Total ve Dis Membran Protein
Profilleri

Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun total ve dis membran protein profilleri
belirlenmistir. Total protein analizi sonucu P. plecoglossicida susunun giimiis igeren
ortamda 65.7, 57.6 ve 49.8 kDa boyutundaki proteinlerinin ekspresyonlarmda
swrastyla %41, %5 ve %2 artis oldugu belirlenmistir (Sekil 3.21). Bu sonuglar
dogrultusunda giimiis direncliliginde ozellkle 65.7 kDa agrhgindaki proteinlerin
etkin rol oynadig1 belirlenmistir

104



250 -
€2033
1
30> <1235
100
it € 93.5
| <657
<576
Sy €493

Sekil 3.21. Giimiis direngli P. plecoglossicida susunun Ag icermeyen (1) ve iceren
(2) ortamlardaki total protein profili

M; marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Dis membran protein analizi sonucunda P. plecoglossicida susunun giimiis igeren
ortamda 66.9, 54.8, 48.6, 39.0, 36.7 ve 28.3 kDa boyutundaki proteinlerin
ekspresyonlarmda swrastyla %77.0, %49.6, 9%132.0, %125.7, %139.0 ve %39.4 artis
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.22). Bu sonuglar dogrultusunda giimiis direngliliginde
ozellkle 48.6, 39.0, ve 36.7 kDa agrhgmdaki dis membran proteinlerinin etkin
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.22. Gimiis direngli P. plecoglossicida susunun Ag icermeyen (1) ve igeren
(2) ortamlardaki membran protein profili

M; marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

3 y=-0,8915x+2,5311
R*=0,9794
2,5 -

2 \.\‘\
1.5

o5

log (kDa)

a 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7

uzakhk (mm)

Sekil 3.23. Total protein ve dis membran protein molekiiler agilik belirleme standart
egrisi

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder molekiiler agrhg bilinen protein
marker olarak kullamlarak her jel icin standart egri olusturulmus ve molekiiler

agrhgn  bilinmeyen proteinlerin molekiiler agrhklari bu standart egri {izerinden
hesaplanmistrr (Sekil 3.23).
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3.12.2. Ag Direncli R. planticola Susunun Total ve Dis Membran Protein
Profilleri

Gimiis direngli R. planticola susunun total ve dis membran protein profilleri
belirlenmigtir. Total protein analizi sonucu R. planticola susunun giimiis iceren
ortamda 181.4, 159.8, 113.7, 66.3, 61.4, 49.9, 41.6 ve 36.6 kDa boyutundaki
proteinlerinin ekspresyonlarmda swrastyla %20, %40, %35, %59, %60, %59, %58 ve
%4 azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 3.24). Bu sonuclar dogrultusunda glimiis
direncliliginde ozellkle 66.3, 61.4, 49.9, 41.6 kDa agrhgndaki protemlerin etkin rol
oynadig1 belirlenmistir.

kDa M 1 2 kDa

250 ,

o <1814

130 <> . €159.8
<1137

100=>»

70 =3 . Py
€499
€465
€416

o - -

= -

Sekil 3.24. Gimiis direngli R. planticola susunun Ag icermeyen (1) ve igeren (2)
ortamlardaki total protein profili

M; marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Dis membran protein analizi sonucunda R. planticola susunun giimiis igeren ortamda
61.4, 499, ve 36.6 kDa boyutundaki protemnlerin ekspresyonlarmda siwrasiyla %60,
%10, ve %4 kat azalma oldugu belirlenmistr (Sekil 3.25). Bu sonuglar
dogrultusunda giimiis direngliliginde oOzellikle 61.4 kDa agrhgndaki dis membran

proteminin etkin oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.25. Giimiis direngli R. planticola susunun Ag icermeyen (1) ve igeren (2)

ortamlardaki membran protein profili

M; marker PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
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Sekil 3.26. Total protein ve dig membran protein molekiiler agrlk belirleme standart

egrisi
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PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder molekiiler agrlg bilinen protein
marker olarak kullamlarak her jel icin standart egri olusturulmus ve molekiiler
agrh@ bilinmeyen proteinlerin  molekiiler agrhklart bu standart egri iizerinden
hesaplanmistr (Sekil 3.26).
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4. TARTISMA-SONUC

Kirkkkale-Kiuzlrmak iizerinde belirlenen 12 bolgeden alnan su Orneklerinden 4, 6,
10, 11 ve 12. bolgelerden giimiise direngli 5 sus izole edilerek, MIK degerleri
saptanmistr. MIK degeri AgNO3 icin 8 mg/L olan ve 10. ile 11. bolgelerden izole
edilen iki sus, AglOl ve Aglll kodlar1 verilerek sonraki ¢ahsmalarda kullanimak
lizere secilmistir. Segilen suslar biyokimyasal testler, 16S rDNA sekans ve yag asidi
analizleri  kullanlarak  swasiyla  Pseudomonas plecoglossicida ve Raoultella
planticola olarak tanmlanmistr. Gilimiis direngli bu iki sus, Asagiyazz Kum Ocagi
Mevkiinin ~ bulundugu 10. bolgeden ve Mezbahane-Kirikkale-Makine Kimya
Fabrikalarmm yakm oldugu 11. bolgeden izole edilmislerdir. Kum ocagnda aktif
olarak kum c¢ikartma faaliyetleri gergeklestirimektedir. Bunun sonucunda toprakta
bulunan metal cevherlerinin insan aktiviteleriyle yeryiizime c¢ikmasma, igme ve yer
altt sularma karigmasma zemin hazirlamakta, olusan doga olaylar1 yardmiyla da bu
cevherler Kmlrmak sularma tagsmmaktadwr. Ayrica Kirkkale-Kiziirmak — hatti
boyunca yerlesmis olan sanayi kuruluglarmin atiklari nehir suyuna karigmaktadwr. Bu
nedenlerden dolayt1 Kwmhrmak hati  boyunca birken agr metallere karsi
mikroorganizmalarm direng  gelistirmesi  gerceklesmektedir. Basta glimiis olmak
lizere bircok agr metale karsi direncli olan AglO1 susu Asagiyazz Kum Ocad
Mevkiinden izole edilmisti. Aglll kodlu sus ise Mezbahane - Makina ve Kimya
Endiistrisi (MKE) tesisleri mevkinden izole edilmistir. Bu sus Raoultella (Klebsiella)
olarak  tanmlanmistr. Bu  susun  hayvanlarda  patojeniteye  sebep  olan
mikroorganizmalardan biri olmasi Mezbahanede kesilen hayvanlarm atklarmm nehir
sularma karigmis olma ihtimalini giliglendirmektedir. Gilimiigiin  6zellkle savunma
sanayinde kaplama malzemesi olarak kullamimasi da bu agidan bakildiginda kayda
degerdir. Biitlin bu unsurlar dikkate alndiginda s6z konusu bélgede giimiis direngh
mikroorganizmalarm  gelismesi  ka¢miimaz  olacaktr. Bu durumu  destekleyen
cahgmalar literatirde olduk¢a yaygndr. Oftitoloju ve arkadaslarmn yaptig
caligmada [144], Thames nehrinden su Ornekleri almarak AgNOjz direngli suslar
izole etmislerdir. Nutrient agar besiyerine 0.16 mg/L’den baglayarak artan
konsantrasyonlarda AgNOj; ecklenerek en yikksek direnci gosteren 3  susu
se¢miglerdir. Bu suslar Shewanella oneidensis, Pseudomonas sp. ve Bacillus sp.’dir.
Birgok raporda, maden isletmelerinin  bulundugu kirli alanlardan, fotograf film
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tiretim veya isleme ile ilgli alanlardan ve endiistriyel su dagtim sistemlerinden
glimiis direngli bakterilerin izole edildigi gOsterimistir. Bazi glimiis direngli bakteri
tirleri de cesithi cevrelerden izole edilmis ve giimiis toksisitesi direncli bakteri se¢imi
icin belirleyici olmustur [24]. Gilimiis direngli bakteriler Salmonella suglar, K.
pneumoniae, E. coli R1 ve P. stutzeri bakterileridir [144-146]. Chopra [147], AgNOs3
icin yaplan MIK degeri belileme cabsmalarmda, S. aureus (100 sus) ve
Pseudomonas sp. (100 sus) icin MIK degerinin, 8-80 mg/L arahgmda oldugunu
belirlemistir. Yapilan gahsmalarda P. aeruginosa, Bacillus cepacia, B. multivorans,
B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria ve B. anthia
gbi bakterilerin giimiis iyonlarma kars1 direnglilikleri tespit edilmistir. Ayrica bu
bakterilerin MIK degerleri 1 ve 10 pg/mL arahgnda belirlenmistir [148]. Percival
ve arkadaslar1 [149], hastane atklarmn karstigi sulardan E. coli, Enterobacter
cloacae, P. stutzeri, A. baumannii, S. typhimurium ve K. pneumoniae suslarm izole
etmisler ve bu bakterilerin giimiise karst direng gdsterdiklerini bildirmislerdir. Izole
edilen bu bakterilerin MIK degerlerinin 1 pg/mL oldugunu tespit etmislerdir. Haefeli
ve arkadaslar1 [150], giimiis madeninden giimiis direngli P. Stutzeri izole etmisler ve
bu sus icin MIK degerini 0.8 mg/L olarak belirlemislerdir. Ozer [62], yapmus oldugu
cahymada Kwmhrmak’tan su Ornekleri alarak giimiis direncli bakteriler izole etmis ve
yapilan MIK degeri belirleme ¢alsmalarmda ise, MIK degeri, 8 mg/L olarak tespit

etmistir. Bu suglarm ise K. pneumoniae ve P. putida olarak tanimlamustir.

Bizim calymamizda da yapilan biyokimyasal testler sonucu giimis direncl
bakteriler P. plecoglossicida ve R. planticola olarak tanmlanmistr. Her iki susun da
Gram negatif (-), basil sekilli hiicreler oldugu tespit edimistir. P. plecoglossicida
susunun {ire, maltoz, ositol, arabmoz, mannitol, adonitol, glukoz, rafinoz, hidrojen
stilfir, eskiilin, sorbitol, ornitin, laktoz, siikkroz, ramnoz (-); sitrat, malonat, ksiloz,
arjinin, asetamin, oksidaz (+) oldugu gbzlenmistir. R. planticola susunun ise arjinin,
asetamin, hidrojen siilfir, ornitin, oksidaz (-); iire, maltoz, inositol, arabinoz, sitrat,
mannitol, adonitol, glukoz, malonat, ksiloz, rafinoz, eskiilin, sorbitol, laktoz, siikroz,

ramnoz (+) oldugu tespit edimistir.
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Nishimori ve arkadaslarmm [151], yaptklart ¢alismada yiizey sularmdan aldiklart su
orneklerinden elde ettikleri susu tanmmlamak igin biyokimyasal testler ve 16S rDNA
sekans analizi kullanmglardr. 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen bankasi
sonuglarma gdre bu susun %100 orannda P. plecoglossicida FPC 9517 ile homoloji
gosterdigini tespit etmislerdir. Cevre izolatt olan P. plecoglossicida susunun ayrica
biyokimyasal Ozelliklerini de karakterize etmislerdir. Buna gore arabinoz, mannitol,
sikroz, ramnoz (-); malonat, ksiloz, arjinin, asetamin, oksidaz (+) oldugunu
belirtmiglerdir. Song ve arkadaglarmm [152], yaptklar1 c¢ahsmada Ulsan ve
Choengju sanayi bolgesi ve piring celtk fabrikasi atkk sularmdan izole ettikleri
suslar1 P. plecoglossicida olarak tanmlamislardr. Bu susun iire, arabinoz, mannitol,
adonitol, glukoz, siikkroz, ramnoz, oksidaz (-); ksiloz, oksidaz, sitrat, malonat (+),
olarak tespit etmislerdir. Bu c¢ahsmalardan elde edilen biyokimyasal veriler ile bizim
elde ettigimiz biyokimyasal veriler paralellik gostermektedir.

Raoultella, Enterobacteriaceae familyasma ait Gram (-) basil morfolojiye sahip
Klebsiella sp ile yakin bir cinstir. R. planticola ilk olarak K. planticola ismiyle 1981
yihinda tanmlanmustr. Genel olarak toprak ve su ortaminda yasayan bir c¢evre izolati
olmasma ragmen klinik izolatlar1 da bulunmaktadr [153]. Bagley ve arkadaslarmm
[154], vyaptklann cahsmada yiizey sularmdan aldiklart Orneklerden 1zole ettikleri
suslart biyokimyasal testler ile K. planticola olarak tammlanmislardir. Tanmladiklari
K. planticola susunun Gram negatif (-) basil morfolojiye sahip oldugunu; indol,
arjinin, ornitin (-); sitrat, adonitol, sorbitol, laktoz, ramnoz (+) oldugunu tespit
etmislerdir. Sugimori ve arkadaslarmmn [155], yaptiklar1 ¢alismada kontamine atk
sulardan izole ettikleri susu biyokimyasal ve molekiiler metodlar ile R. planticola
olarak tammlamslardr. R. planticola’nm indol, arjinin, ornitin, oksidaz (-);iire,
inositol, arabinoz, mannitol, glukoz, sorbitol, siikkroz, ramnoz (+) gibi biyokimyasal
karaktere sahip oldugunu belirlemislerdir ki; bu calgmalardan elde edilen
biyokimyasal bulgular ile bizim elde ettiimiz biyokimyasal bulgular paralellik

gostermektedir.

Gilimiis direncli suslar biyokimyasal olarak tanmlandiktan sonra molekiiler olarakta
tammlamak i¢in 16S rDNA gen sekans analizi yapimustr. Bunun icin Oncelikle
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suslardan DNA izolasyonu yapimis ve 16S rDNA oOrneklerini amplifiye etmek icin
standart 16S rDNA gen sckansma (GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel
oligoniikleotid primer olan 27F-1492R kullanilmigtur.

Son yillarda Dbiyokimyasal yontemler yaninda ~molekiiler yontemler bakteri
tanmlanmasmda  kullamlmaya  baglanmustr.  Tiim  bakterilerden 16S  rRNA
cogaltlmasm saglayan {iniversal primer kullanilarak bu genin c¢ogaltiimasi ve
sekanslanmas1 filojenik cahsmalarda standart yontem olarak yerini almistr. Son 25
yilda, rRNA’yt kodlayan genlerin analizini iceren teknikler prokaryotik
taksonomisini tamamen degistirmistir. Bu c¢ahsmalardan elde edilen sonuglar rRNA
genlerinin, protein sentezinin  gerceklestifi ribozomdaki Onemli rollerinden dolayr
evrimsel agidan son derece korunmus oldugunu gostermektedir. Aymt zamanda bu
korunmusluk, ribozomal proteinlerin primer yapism da yanstmaktadr [156-157].
rRNA’lar organizmalarm ¢evresindeki degismelerden etkilenmeyen ve canllar
arasinda evrensel olarak dagilma gosteren molekiillerdir. Ayrica, rRNA’lar Onemli
Olciide genetik bilgi iceren ve prokaryotikk diinyada filogenetik iliskilerin ortaya
konmasmda temel molekiiller olarak segilmisti. Ustelik bu ydntemde kiiltiire
edilemeyen tiirlerin  belirlenmesi de miimkiin olmaktadr. Bu nedenden dolay:
oldukca etkili bir yontemdir ve son zamanlarda daha sik kullaniddig goriilmektedir
[158].

16S rDNA ile sekans analizi ile tanmlama yapmak i¢in ik Once giimiis direngh
Agl01 kodlu susun total DNA izolasyonu ve piirifikasyonu yapimis sonrasmda
tiniversal primerler kullamlarak degisen sicakhk ve MQCI, konsantrasyonlarmda
PZR optimizasyonu ger¢eklestirimistir.  AglO1 susu igin  optimum annealing
derecesi 63°C ve MgCl, konsantrasyonu 3 pL (50 mM) olarak tespit edilmistir.
Optimum sartlar altmda yapilan PZR sonucu elde edilen bantlarm 16S rDNA
sekanslar1 belirlenmis ve bu sekans NCBI Gen bankasi sonuglar ile karsilastirilarak
Agl0l susunun %99 orannda P. plecoglossicida strain FPC951 (NR_024662) ile
homoloji  gosterdigi  saptanmustr.  Nishimori ve arkadaslarmm [151], yaptklar
caligmada ylizey sularmdan aldiklar1 su Omneklerinden sus izole etmislerdir. Bu susu
tammlamak icin 20F-1500R primeri kullanarak PZR amplifikasyonu yapmuslar ve
16S rDNA sekans analizi gerceklestirmiglerdir. 16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen
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bankasi sonuglarma gdre bu susun %100 oranmda P. plecoglossicida FPC 9517 ile
homoloji gbsterdigini tespit etmiglerdir. Song ve arkadaslarmn [152], yaptiklar
calymada Ulsan ve Choengju sanayi bolgesi ve piring ¢eltik fabrikasi atik sularmdan
suslar izole etmislerdir. Bu suslart tanmlamak i¢in 27F-1492R primeri Kullanarak
PZR amplifikasyonu yapmuslar ve 16S rDNA sekans analizini gerceklestirmislerdir.
16S rDNA sekanslarmm NCBI Gen bankasi sonuglarma gore bu suslar; iki sus %98
ve %99 orannda P. plecoglossicida. {ic sus % 99 oraninda Xanthobacter flavus, %
99 orannda Comamonas testosteroni, Ralstonia eutropha, Bosea vestrisii, Alpha
proteobacterium, Ancyclobacter sp ve % 98 orannda Burkholderiales olmak {izere
11 sus tanmlanmustr. Bu sonuglar bizim 16S rDNA sekans analizi sonuclarmiz ile
paralellik gostermektedir.

16S rDNA ile sekans analizi ile tanmlama yapmak i¢in ik Once glimiis direngh
Aglll kodlu susun total DNA izolasyonu ve piirifikasyonu yapimis sonrasmda
tiniversal primerler kullamlarak degisen sicakhk ve MQCI, konsantrasyonlarmda
PZR optimizasyonu gergeklestirimisti.  Aglll susu i¢cin  optimum annealing
derecesi 58°C ve MgCl, konsantrasyonu 4 pL (50 mM) olarak tespit edilmistir.
Optimum sartlar altmda yaplan PZR sonucu elde edien bantlarm 16S rDNA
sekanslar1 belirlenmis ve bu sekans NCBI Gen bankasi sonuglart ile karsilastirilarak
Aglll susunun %99 orannda R. planticola strain ATCC 33531 ile (NR_024996)
homoloji  gosterdigi saptanmustr. Takahashi ve arkadaslarn [159] yaptiklarn
cahsmada, sudan izole ettikleri suslar1 27F-1492R primerlerini  kullanarak PZR
amplifikasyonu yapmis ve 16S rDNA sekans analizi kullanarak tanmlamis R.
planticola, Enterobacter aerogenes, Enterobacter amnigenus, Morganella morganii,
Photobacterium damselae, Photobacterium phosphoreum tiirleri olduklarmi tespit
etmiglerdir. Pramod ve arkadaslart [160] yaptklar1 c¢ahsmada, batakliktan izole
ettikleri kadmiyum direncli susu tammlamada PZR amplifkasyonu ve 16S rRNA
sekans analizi yapmuglardir. Bu amagla 16S rRNA gen bolgesine yonelik fD1 ve rP1
primerlerini kullanmiglardir. 16S rRNA sekanslarmm NCBI Gen bankasi sonuglarma
gore bu susun %100 orannda R. planticola (X93215) ile homoloji gosterdigini tespit
etmiglerdir. Bu c¢ahsmalar isignda elde edilen veriler bizim elde ettigimiz 16S rDNA

sekans analiz verileri ile uyusmaktadir.
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P. plecoglossicida 16S rDNA bolgesine gore siralanan dizierin MEGA 5.1
programmda uzakhk matriksine dayah olarak komsu baglantt agaci (neighbour
joining trees) olusturulmustur. Evrimsel agidan korunmus niikleotid baz dizilerinin
tirler aras1 uzaklk-yakmhk analizlerimin  yapilabilmesi i¢in  uzaklk  matriksi
hesaplanmustr. 16S rDNA i¢in elde edilen dendograma ve uzakhk matriks verilerine
gore genetik olarak P. plecoglossicida, P. monteilii ile yakm tiir (uzaklk matriksi,
0.001) oldugu bulnmustur. P. plecoglossicida susunun P. fluorescens (uzaklhk
matriksi, 0.035) ve P. azotoformans (uzaklk matriksi, 0.029) ile uzak tiirler oldugu
tespit edilmistir. Uzaklk matriksi, tiirler arasmdaki genetk uzaklk degeridir. Iki tiir
arasmdaki uzakhk matriks degeri ne kadar kiigiikse, tiirler birbirine genetik olarak o
kadar yakmndr [130-131]. Elde edilen bulgular dogrultusunda  P.plecoglossicida
susunun; P. monteilii ile en yakm tiir, P. fluorescens ve P. azotoformans ile en uzak
tirler oldugu tespit edilmistr ve soyagacit olusturularak elde edilen sonuglar
desteklenmigtir. Jha ve arkadaslart [161] yaptklart cahsmada P.plecoglossicida
susunun filogenetik analizini gergeklestirmisler ve P.plecoglossicida’ya en yakm tiir
olarak P. monteilii ve en uzak tir olarak P. fluorescens olarak bulmuslardr. Bu

sonuclar ile bizim tespit ettifimiz filogenetik veriler paralellik gostermektedir..

R. planticola 16S rDNA bolgesine gore sralanan dizilerim MEGA 5.1 programmda
uzaklk matriksme dayah olarak komsu baglanti agaci (neighbour joining trees)
olusturulmustur. Evrimsel a¢idan korunmus niikleotid baz dizilerinin tiirler arasi
uzaklk-yakmlk analizlerinin yapilabilmesi i¢in uzaklk matriksi hesaplanmustr. 16S
rDNA icin elde edilen dendograma ve uzakhk matriks verilerine gore genetik olarak
R. planticola, R. ornithinolytica ile yakm tir (uzakhk matriksi, 0.007) oldugu
bulunmustur. R. planticola susunun Pectobacterium cacticida (uzakhk matriksi,
0.047) ve Edwardsiella ictaluri (uzaklk matriksi, 0.042) ile uzak tiirler oldugu tespit
edilmisti. Uzaklk matriksi tiirler arasmdaki genetk uzakhk degeridir. 1ki tiir
arasndaki uzakbk matriks degeri ne kadar kiigiikse, tiirler birbirine genetik olarak o
kadar yakmdr [130-131]. Elde edilen bulgular dogrultusunda R. planticola susunun;
R. ornithinolytica ile en yakm tiir, P. cacticida ve E. ictaluri ile en uzak tiirler oldugu
tespit edilmistr ve soyagaci olusturularak elde edilen sonuglar desteklenmistir.
Drancourt ve arkadaglari [162] yaptiklart ¢alismada K. planticola susunun filogenetik
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analizini gerceklestirmigler ve K. planticola’ya en yakm tiir olarak K. ornithinolytica
ve en uzak tir olarak P. chrysanthemi olarak bulmuglardr. Bu sonuglar ile bizim
tespit ettifimiz filogenetik veriler paralellik gostermektedir.

Kirikkale-Kizlirmak’tan izole edilen Ag direngli AglO1 ve Aglll kodlu suslar1 yag
asidi analizi kullanarakta tammlanmaya cahsimustr. Hiicresel yag asiti  profilleri,
MIS (Microbial Identification System)’n igerdigi TSBA Kkiitiiphanesi veri tabanma
gore analiz edimisti. Gilimiis direngh Ag101 susunun icerdigi yag asitleri
incelendiginde en ¢ok %58.11 pentadekanoik asit (ai-Cis:), %19.78 heptadekanoik
asit (ai-C17.0), %5.60 nonadekanoik asit (ai-C19:0), % 5.04 heptadekanoik asit (i-C17:0)
olarak saptanmis ve kitiiphanede karsiigi tespit edilememisti. Haack ve
arkadaslarmm [163], vyaptklari c¢ahsmada Pseudomonas sp susunun yag asiti
analizini yapmiglardr. Bu analize gbre susun igerdigi yag asiti profili laurik asit
(C12:0), laurik asit (Ci2:0 2-on), laurik asit (Ci2:0 3-on), miristik asit (Ci4:0),
pentadekanoik asit (-Cisy), palmitik asit (Cieo), palmitoleik asit (C16:1),
heptadekanoik asit (i-Ci7.0), oleik asit (Cis:1) olarak bulmuslardr. En ¢ok rastlanilan
yag asidi palmitoleik asit (Cis:1) olup, ortalama degeri %36.6 olarak saptanmistr. Bu
sonuglar, bizim FAME bulgularmiz ile paralelik gostermemektedir. Stoakes Ve
arkadaglarmm [116], bilgisayar destekli mikrobiyal identifikasyon sistemi (MIS)
kullanarak gaz-sv1 kromotografisi ile bakterilerin yag asitlerini belirlemiglerdir. Bu
yontemle elde edillen sonuglar geleneksel yontemle elde edilen sonuglarla
karsilagtrimistr. 470 izolattan 413’1 her iki yontemle uyumlu iken 45 izolat yanhs
identifiye edilmis, 12 izolatm ise bu sistemde karsihigi bulanamanmustr. 78 izolat
yeniden test edilerek aym sonuclar bulunurken bes izolatm sonuglarmm degistiSini
rapor etmislerdir.

Gilimiis direncli Aglll susunun yag asiti analizi yapimustr. Giimis dirench Aglll
susunun yag asiti analizi yapimistir. Analize gbre en ¢ok rastlanan yag asidi palmitik
asit (Cip0) olup, ortalama degeri %?26.76 olarak saptanmustr. Stewart ve
arkadaslarmm [165], yaptiklar1 ¢alismada K. pneumoniae susunun yag asiti analizini
yapmislardr. Bu analize gore susun igerdigi yag asiti profilini laurik asit (Ci2:),
miristik asit (C14:0), pentadekanoik asit (Cis:0), palmitik asit (Cie:0), palmitoleik asit
(C16:1), heptadekanoik asit (C17:0), nonadekanoik asit (Ci19:0) olarak bulmuslardir. En
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¢ok rastlanlan yag asidi palmitik asit (Cie:0) olup, ortalama degeri %30.6 olarak
saptanmistr. Bu bulgular bizimm FAME bulgularmiz ile paralelik gostermektedir.
Vreelad ve arkadaglarmm [164], yaptiklart ¢ahsmada, ¢ok eski tuz kristalinden izole
edilen br “Permian” bakteri ile bu wzolatlarm modern akrabalari arasindaki iliskiyi
arastrmiglardir.  Yag asit profillerine gore bu organizmalar karsilastrdiklarmda bu
yaklagimm tiir (species) diizeyinde ayrim yapamadidl, ancak cins (genus) diizeyinde
farkhihiklar1 ortaya koyabildigi sonucuna varmuglardir.

Insan aktiviteleri madenlerin islenmesi ve ¢esitli endiistriyel kirlilikler, metallerin
cevrede birikimne neden olmaktadwr. Mikroorganizmalarm bu cevrelere baz 6zel
direng mekanizmalart ile adapte oldugu yapilan c¢ahsmalarda rapor edimistir [60].
Mikroorganizmalarm metallere karst  direnclilikleri metal toksisitesine tolerans
saglayan degisik diren¢ mekanizmalart sayesinde gelismektedir [60]. Yapilan
arastrmalar ile antibiyotik direnci ve agr metal direnci arasmda bir iligkiye isaret
edilmektedir.  Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tiiriiniin  baz1  suslarnn
antibiyotikten etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarh bir susun gesitl direng
mekanizmalarmdan biri ile direngli hale gelmesi olarak tanmlanr [61]. Onemli
sayidaki  raporlar, dogal c¢evredeki metal kontammasyonunun, antibiyotik
direngliliginin  yayilmasim ve korunmasmi destekledigini gostermektedir[62]. Bu
nedenlerden dolayr giimiis direngli bakterilerin difer agr metallere ve antibiyotiklere
kars1 direnglilik profilleri de incelenmistir. R. planticola, P. plecoglossicida’ya gore
daha cok sayida agr metal ve antibiyotige diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. P.
plecoglossicida ve R. planticola suslarmm Ag, Al Li, Sn, Ni ve Sr metallerine karsi
ise ortak direng gosterdikleri saptanmustr. Ayrica her iki susunda aztreonam,
pefloxacin, ticarciin ve ticarcilin/CA  antibiyotiklerne  karsi  ortak  direng
gosterdikleri tespit edilmistir.

Aboserech ve arkadaslar1 [166], Pseudomonas suslarinda ¢oklu metal ve antibiyotik
direnglik profillerini ¢ikarmuslardr. Gilimiise direngli olan suslarm, bakir, nikel,
demir, civa, ¢inko, kadmiyum ve kursun metallerine de ortak direng gosterdiklerini
saptamuglardr.  Ayrica giimiis direngli Pseudomonas suslarmm, chloramphenicol,
kanamycin, tetracyclne ve ampicillin antibiyotiklerine de ortak direng gosterdikleri
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saptanmustr. Bizim ¢ahsmamizda Pseudomonas susunun ile kanamycin ve nikele
kars1 ortak direnglilik gostermesi bu ¢ahsmalarla uyumludur.

Zolgharnein ve arkadaslari [167], Basra korfezinden izole ettikleri P. putida
suslarmmn  kadmiyum, bakr, kursun ve ¢inko metallerine direngli olduklarmi
belirtmislerdir. Leedjarv ve arkadaslari [56], P. putida KT2440 susunda ¢oklu metal
direnci lizerinde cahsmalar yapmuslardir. P. putida KT2440 susunu ayri ayn ¢inko,
kadmiyum, kursun, kobalt ve nikel metallerin bulundugu ortamda inkiibe etmisler. P.
putida KT2440 susunun en ¢ok direnci ¢inkoya ve en az direnci de kadmiyum
metaline karst gosterdigi saptanmustr. Singh ve arkadaslart [168], endiistriyel
kirllign etkin oldugu Hindistan'm Paonta Sahib H. P. bolgesinde agr metallere
direngli sekiz Pseudomonas susunu izole etmiglerdi. Bu suslarm antibiyotik
duyarhik  testleri yapimistr ve izole edilen suslarm  direnglik  profilleri
belirlenmistir. En  fazla direngliligin  tetracycline antibiyotigne oldugu, en az
direncliligin -~ de  meropenem,  bacitracin, amikacin  antibiyotiklerine  oldugu
belirlenmistir. Baska bir ¢alsmada, Li ve arkadaglari [169], giimis direngli E. coli
116, 496 ve Bl suslarminda antbiyotik direncliik diizeylermi mncelemislerdir. Bu
suglarm  cephaloridine,  cephalothin,  cefepime,  cefpirom,  tetracycline  ve
chloramphenicol antibiyotiklerne karsi direnglilikleri gosterimistir. Bu 3 susun en
fazla  direngliligi cephalothin  antibiyotigine  gosterdigi belirtimistr. ~ Morfolojik,
kiiltirel ve biyokimyasal Ozelliklerine dayanlarak identifiye edilen K. pneumoniae
tirlernin ~ ampicillin, ~ streptomycin,  gentamicin,  ofloksasin,  tetracycline  ve
chloramphenicole farkli derecelerde direng gosterdikleri gosterimistr [167]. Yapilan
diger bir cahsmada ise, Rajbanshi [63] ve arkadaslari, krom metaline direng gosteren
K. pneumoniae susunun antibiyotik direngliligi de incelenmisti. Bu susun,
gentamycin, cotrimoxazole antibiyotiklerme duyarlhg, tetracycline, ciprofloxacin,
chloramphenicol, ampicillin antibiyotiklerme karsi da direnglilikleri tespit edilmistir.
Bu c¢aligmalar ¢oklu antibiyotik direnci ile ¢oklu agr metal direnci arasmda bir iligki
oldugunu acgik¢a ortaya koymaktadwr. Wright ve arkadaslann [170] yaptiklan
cahgmada As, Cu, Mn, Zn, Co ve Ag metallerine direng gelistiren suslarm ayn
zamanda Cip, Tet, Chlor ve B-lactams antibiyotklerine de diren¢ gelistirdiklerini
tespit etmislerdir. Bakterilerdeki metal ve antbiyotkk direngliliginin ortak direng
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mekanizmalart e kazanildig da yapilan c¢ahsmalarda Dbelirtimistir [170]. Bizim
calismamizda elde edilen sonuglar bu bulgular1 destekler niteliktedir.

Ozer [62], yapmus oldugu cabsmada giimiis direngli ve stronsiyum direnchi
bakterilerin diger agr metallere karsi direngliik profillerini incelemis ve glimiis
direngli K. pneumoniae, P. putida’ya gore daha fazla agr metale ve antibiyotige
direng gosterdigini tespit etmistir. P. putida ve K. pneumoniae suslarmn Al Li, Sn,
Ni, Sr metallerine ve aztreonam, pefloxacin, ticarcilin ve ticarcillin/CA
antibiyotiklerine ~ ortak  direng  gosterdiklerini  saptanmustr.  Aktan  [171],
Kuzilrmak’tan izole ettigi E. faecalis’in Ag, Al Ba, Cr, Fe, Li Ni, Sn, Sr ve Zn
metallerine de direngli oldugunu belirlemistir. Ayrica bu susun amikasin, aztreonam
ve gentamisin antibiyotiklerine karst da direncliik gosterdigini tespit etmistir. Turah
[172], Kuzlrmak’tan izole ettizi Cu direngli P. putida'nin Al, Li, Ag, Ni, Zn
metallerine karsi direngli  oldugunu belirlemistir.  Antibiyotiklerden ise aztreonam,
gentamisin, bacitrasin, eritromisin, sefalotin, pefloksasin, ticarsillin ve vankomisine
direncli oldugunu belirlemisti. Orman [173], yaptiZ1 cahsmada lityum direncl S.
aureus’un antibiyotk ve diger agr metallere karst c¢oklu direncliik profillerini
incelemis ve S. aureus’un Ag, Sn, Ni, Al Ba, Sr gibi metallere ve ampicilin,
aztreonam gentamicin, imipenem, oxacillin, penicillin, piperacilin, trimeth-sulfa gibi
antibiyotiklere karst coklu direng gosterdigini tespit etmigti. Kalay direngli P.
agglomerans susunun ise Pb, Sb, Ag, Li, AL Ba, Sr gbi metallere ve bacitracin,
oxacillin, trimeth-sulfa gbi antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosterdigini tespit
etmistir. Akbulut [174], Mn ve Zn direngli bakterilerin ¢oklu-metal ve antibiyotik
direngliliklerini  incelemisti. Mn direngli S. marcescens ve A. haemolyticus
suslarmm Al Li Ba, Pb, Fe, Ag, Cu, Sn, Ni, Zn, Sb, Sr metallerine ¢oklu direng
gosterdigi tespit etmistir. Zn direngli A. haemolyticus susunun ise Mn, Ag, Cu, Sn,
Li, Al, Ba, Sr ve Ni metallerine karsi ¢oklu direng gosterdigi belirtmistir. Mn direngh
bakterilerden S.  marcescens’in  ceftazidime, piperacillin, piperacillintazobactam
antibiyotiklerine, A.  haemolyticus’un ise aztreonam, ceftazidime, gentamicin,
oxacillin, piperacillin, piperacillin/tazobactam ve trimeth-sulfa antibiyotiklerine karsi
coklu direng gOsterdigini tespit etmistir. Zn direngli Acinetobacter haemolyticus
susunun ise gentamicin, pefloxacin, trimeth sulfa antibiyotiklerine karsi ¢oklu direng
gosterdigini  belirflemistir.  Ozer [175], stronsiyjum direncli suslarm ¢oklu metal
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direncliik  profiline bakildignda S. paucimobilis’in  metal direnglilignin  P.
fluorescens’e gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Antibiyotk direnglilik profili
incelendiginde ise, P. fluorescens’m daha fazla antibiyotige direng gosterdigi
goriilmiistir. S. paucimobilis ve P. fluorescens suslarmmn Al Li, Ba, Ni metallerine
ve aztreonam, pefloxacin, tobramycin ve gentamicin antibiyotiklerine ortak direng
gosterdiklerini saptanustr. Serim [176], baryum direncli S. aureus susunun ise Li,
Cr, Ag, Sr metallerine ve aztreonam, ceftazidime, gentamicin, trimeth-sulfa ve
tobramycin gbi antbiyotiklere karsi ¢oklu direng gosterdigi tespit etmis, baryum
direngli diger bir sus olan Stenotrophomonas rhizophila’'nin Al, Li, Pb, Ag, Sn, Ni ve
Sr  metallerine  ve ampicillin, aztreonam, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin,
gentamicin, erythromycin, imipenem, netilcimin, oxacillin, pefloxacin, penicillin,
piperacilin,  piperacilin/tazobactam, ticarcillin, ticarcillin/CA,  trimeth-sulfa  ve
tobramycin gibi antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosterdigini belirlemistir. Koghan
[177] Nikel direngli bakterinin antibiyotik ve diger agr metallere karsi g¢oklu
direngliik profili de incelenmistir. C. testosteroni susunun Al Li Ba, Ag, Sn, Sr
metallerine karsi coklu direng gosterdigi belirlemistir. Antibiyotik direng profiline
bakildiginda ise penicillin, ampicilin, sulbactam, oxacilln, vancomycin, gentamicin,
netilcimin, pefloxacin, trimeth-sulfa antibiyotiklerine kars1 ¢oklu direng gosterdigi
saptamustr. Ayrica kobalt direngli bakterinin antibiyotik ve diger agr metallere karsi
coklu direngliik profillerini incelemistir. Staphylococcus warneri susunun Cd, Al
Li, Ba, Mn, Pb, Ag, Sn, Ni, Zn metallerine ve ciprofloxacin, gentamicin, netilcimin,
pefloxacin, trimethsulfa gibi antbiyotiklerme karst c¢oklu direng gosterdigmi
saptamistir.

Antibiyotk ve metal direng genlernin genellikle plazmit veya transpozonlarda ve
aynmt genetikk elemanlarda birlikte bulunmalari nedeniyle Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler arasmda antibiyotkk direnciyle birlikte agr metal direncinin de
yatay gecisinin @ miimkiin oldugu bilinmektedir. Dolaysiyla, antibiyotikler direncli
bakterilerin Ozellkle hastane ortamlarmda seleksiyona ugramalar, agr metallere
direncli suslarm da seleksiyonla baskm hale gelmesi ya da tersi anlamm
tasmaktadr.  Antibiyotiklere direng saglayan beta-laktamazlar, aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler vb. gbi molekiilleri kodlayan genler kromozomda,

plazmitlerde veya transpozonlarda bulunur. Kromozomda bulunanlar da ortamda
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antibiyotlk bulundugu icin olusmamuslardr; ya intrensik olarak esasen mevcutturlar
(bazen antbiyotik bu genlerin ekspresyonunu indikler), ya bu genleri tasiyan bir
bakteriden transformasyon, transdilksiyon veya konjugasyonla ya da plazmit veya
transpozondaki genlerin kromozoma mtegrasyonu ile kazamlr. Plazmitler ve
transpozonlar gibi genetikk elementler veya bunlardaki direng determinantlart (beta-
laktamaz  enzimlerinin, aminoglikozidleri modifiye eden enzimlerin vb. genleri)
antbiyotk bulundugu icin olugsmazlar. Bu genetkk elementler esasen dogada
bulunmaktadr. Bunlar1 antibiyotik iireten mikroorganizmalarla aym ortamda
yasamak durumunda olan bakterilere dogann bagisladiyi bir savunma aract gibi
disiinebiliriz. Duyarh bir bakteri bu genetik elementleri ancak bir genetik olayla
kazanabilmektedir. Enterik  bakterilerin rezervuart olan  kanalizasyon sularmm,
artlmaksizm sucul ortamlara katimi, R- plazmidlerinin genis alanlara yayilmasma
neden  olmaktadr [178].  Mikroorganizmalarm  biyodegredatif — 6zelliklerinin
kaynagmmn kromozomal DNA, plazmid DNA veya transpozonlar iizerinde tasman
genler oldugu rapor edilmistir [180]. Yapilan bir ¢alismada Pseudomonas suslarmm
biyodegradasyon ozelliklerinin plazmid DNA kaynakh oldugu belirtimistir [180].
Transpozonlar, kromozomal DNA-plazmid DNA veya plazmid DNA-plazmid DNA
arasmda degisebilen gen pargalaridr. Bakterilere biyodegradatif 6zelligin yam sra
antbiyotikk direngligi gibi bazi avantajlar da saglamaktadr [181]. Agr metal
direncliligi ile ilgli genlerin plazmit DNA {izerinde mi yoksa kromozomal DNA
tizerinde mi oldugunu belirlemek amaciyla giimiis direngli suslarm plazmit DNA

profilleri belirlenmistir.

Yapian DNA izolasyon c¢alismalart sonucunda, P. plecoglossicida’nin giimiis igeren
ve icermeyen her iki ortamda da herhangi bir plazmit varhg tespit edilememistir. Bu
nedenle bu susun giimiis direngliik genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu
belirlenmistir. Sevgi [50] en yiiksek MIK degerine sahip bakterilerden Pseudomonas
sp.ve Bacillus sp. arasmdan sectigi 36 adet bakteride plazmit DNA varh@m
arastrmak icin bu suslardan plazmit DNA izolasyonu yapmis, bu suslardan sadece
sekizinde biiyiiklikleri 2.1 ve 1.8 kb olan 2 adet, bir susta da 28 kb, 2.1 kb ve 1.8 kb
bliylikliigiinde tlic adet plazmit tespit etmistir. Plazmit iceren bu suslarm Ni, Zn, Cu
ve Cr agr metallerine karsi belirli bir dirence sahip oldugu belirtimistir. Ancak diger
metallere  direngli suslarda bu ve buna benzer biyiikliklerde plazmitlere

121



rasthtnmanmis  olmasy, metal direnglilk informasyonunun plazmid kodlu olmadid
iZlenimini  vermektedir, dolaywsiyla  direngliligin  kromozomal kdkenli  oldugu
sOylenebilir. Bu sonug, metal kontammasyonuna uzun yillar maruz kalms bolgenin
bakteri populasyonu i¢in beklenen bir durumdur. Ciinkii plazmit kodlu direnclilik bu
tip adaptasyonlarda genetik bilglyi transfer etme bicimlerinden tercih edilendir. Uzun
stirelil maruziyetler, s6z konusu genetik bilgilern daha kalci oldugu kromozoma
tasmmasi i¢in yeter zamam saglamaktadwr. Yapti@miz ¢ahgmada P. plecoglossicida
susunun Ag igeren ortamda plazmit bulunmamasi uzun siireli bu metale maruz
kalmasi sonucunda diren¢ genlerinin kromozoma tagmmus olabilecegini destekler
niteliktedir. Turah [172] Kirikkale-Kiuzlirmak’da bulunan bakr direngli P. putida
susunun Cu igeren ortamda plazmit bulundurmadigm tespit etmis ve bu nedenle Cu
direnclilik genlerinin kromozomal DNA {izerinde oldugunu bulmustur.

R. planticola’nn giimiis igeren ve icermeyen her iki ortamda yaklasik olarak 127.5
kb agrhgnda bir plazmit icerdigi tespit edilmistir. Plazmit eliminasyonu ile plazmiti
elimine edilen R. planticola’nn  Ag direncini  kaybetmedigi ve erythromycin,
rifampin, vancomycin antibiyotiklerine kars1 duyarlh hale geldigi belirlenmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, giimiis direng genlerinin  kromozomal DNA {izerinde
oldugu;  erythromycin, rifampin ve vancomycin antibiyotiklerine karst olan direng
genlerinin  ise  plazmit DNA lizerinde bulundugu belirlenmisti. Kromozomal
DNA’ya transpozonlar araciig ile giimiis direngliik genlerinin entegre oldugu daha
once yapilan c¢alsmalarda da degisik aragtrmacilar tarafindan gosterimisti. Bu
nedenle bizim ¢ahsmamizn sonucunda bu olasiik agwhk kazanmustr. Yapilan
calhsmalarda da K. pneumoniae susunun giimis direngliliginin - kromozomlar
tizerindeki genler ile iliskii oldugunu belirtmiglerdir [182]. Giimiis direnglilik
genlerini  kodlayan, plazmitler izerindeki SIICBA gen bolgesi homologlarmm, K.
pneumoniae’deki kromozomal DNA {izerinde bulundugunu tespit etmislerdir [182].
Gupta ve arkadaglarnn [100], gimiis direngliliginin iligkili oldugu pMGI101 plazmiti
tizerindeki sil genlerinin, E. coli K-12 ve O157:H7 suslarmdaki kromozomal DNA
tizerindeki agr genleri ile homolog olduklarmi gostermislerdir. Yapilan ¢ahsmalarda
klink alanlardan ve ¢evresel kaynaklardan izole edilen K. pneumoniae suslarmm
giimiis direncliliginin plazmit ie baglantth oldugu gosterimistir [170]. Diger bir
cahymada ise, Lok wve arkadaglari [183], glimiis miktarmn adm adm arttrarak
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giimiise en ¢ok direnc gdsteren bakteriyi izole etmislerdir. Izole edilen bu bakteriyi
E. coli olarak tanmlamuslardr ve gimiis direngliliginin kokeninin kromozomal DNA
le baglantist  oldugunu  gostermiglerdir. Gram negatif bakterilerdeki — giimiig
direngliliginin  genellikle plazmit aracih oldugu yapilan c¢ahsmalarda gOriimiistir.
Enerjiye bagmh atim mekanizmasi ile glimiis iyonlarmm atimasmdan sorumlu
genlerin plazmit iizerinde oldugu belirtilmistir [24].

Gimiis direngli Aglll kodlu R. planticola susunun 127.5 kb boyutunda biiyik
molekiiler agrlkta bir plazmite sahip oldugu tespit edilmisti. Yapilan plazmit
elimnasyonu  ¢ahsmalart  sonrasmda  erythromycin, rifampin ve  vancomycin
antibiyotiklerine karst olan direng genlerinin ise plazmt DNA iizerinde oldugu
belirlenmistir. Bunun {izerine ortaya ¢ikan sonucu desteklemek amaciyla plazmit
DNA aktarmmu (transformasyon) c¢aligmasi yapimustr. Bu amaca yonelikk olarak
herhangi bir plazmiti bulunmayan kompetant bakteri E.coli DH-50 susu alici olarak
kullanihigtr.  Transformasyon sonrasit antibiyogram sonuglarma gore erythromycin,
rifimpin ve vancomycin antibiyotiklerine karst daha Onceden duyarh oldugu tespit
edilen E. coli DH-50 susunun transformasyon sonrasi bu antibiyotiklere karsi direng
kazandigi tespit edimisti. Daha sonra transformasyon verimliligi hesaplanmis ve
10° CFU/ug transformant elde edildigi tespit edilmisti. Yapilan calsmalarda E.coli
hiicrelerinin normal sartlarda 10°-10% CFU/ug hiicre olusturabildikleri bulunmustur
[184].

Metal direng yollarmda stres kosuluna yanmt nitelifinde sentezi artan baz proteinler
anahtar roli oynamaktadr. Agr metal stresindeki bir mikroorganizma bu strese
adapte olabilmek ve dayanmkhik saglamak i¢in baz protenlerin sentezini arttrma
yoluna gidebimektedir. Bu proteinler hem hiicre i¢inde sentezlenen sitozol
proteinlerini  hem de zar proteinleriyle birlikte hiicre digt  bilesenlerini  de
icerebilmektedir [173]. Bu g¢ahsmada da gimiis direngli P. plecoglossicida susunun
total protein ve dis membran protein profilleri belirlenmistir. Total protein analizi
sonucunda bu susun giimiis igeren ortamda 65.7, 57.6 ve 49.8 kDa boyutundaki
proteinlerinin  ekspresyonlarmda  swasiyla %41, %5 ve %2 artis  oldugu
belirlenmistir. Dis membran protein analizi sonucunda ise 66.9, 54.8, 48.6, 39.0, 36.7
ve 28.3 kDa boyutundaki proteinlerin ekspresyonlarmda swasiyla %77.0, %49.6,
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%132.0, %125.7, %139.0 ve %39.4 artis oldugu belirlenmistir. Bu bulgular 1s1ginda
P. plecoglossicida susunun giimiis direngliliginde daha ¢ok dis membran
proteinlerinin aktif oldugu disiiniimektedir. Canovas ve arkadaslart [74] P. putida
KT2440 susunun krom atm mekanizmasi i¢in ChrA proteini, giimiis ve bakr atim
sistemi icin de CusC, CusB, CusA protemlerinin rolleri oldugunu belirtmislerdir.
Yapilan c¢ahsmalarda P. putida da metal direngliik mekanizmasi arastmilmistr ve
metallerin  proteinlere baglanarak hiicre icinde alkonmasiyla agr metallere karsi
direnglilik gelistirdigini gOsterimistir. P. putida’nn metallothioneinlere benzeyen, 3
farkl sistein bakimindan zengin protein irettigi tespit edilmistir [56]. P. putida
06909 susunda ik olarak ATPaz’'m sorumlu oldugu CadA sistemi kesfedilmistir.
CadA sisteminin gen irilinleri hiicre i¢indeki agr metallere baglanarak bakterinin
direng gelistirmesini saglamaktadr. Bu sistem P. putida 06909 susunun, kadmiyum
ve ¢inkoya karsi direng kazanmasmi saglamstr. Aym sistem P. fluorescens ATCC
13525 ve P. putida’da karakterize edilmistir [57]. Enterecoccus hirae bakterisinde
Cu(ll) dwrengliliginden sorumlu cop operonunun bulindugu bildirimistr.  Bu
operonun genleri Cu(Il)’nin hiicre i¢inden hiicre disma salmmasmda gorev alan
proteinleri kodlamaktadir [180]. Bazi Pseudomonas suslarmda da benzer bir operon
bulundugu bildirilmistir [185].

Gimiis direngli R. planticola susunun ise total protein ve dis membran protein
profilleri belirlenmistir. Total protein analizi sonucunda bu susun giimis iceren
ortamda giimiis iceren ortamda 181.4, 159.8, 113.7, 66.3, 61.4, 49.9, 41.6 ve 36.6
kDa boyutundaki proteinlerinin ekspresyonlarmda swasiyla %20, %40, %35, %59,
%60, %59, %58 ve %4 azalma oldugu belirlenmistir. Dig membran protein analizi
sonucunda ise glimiis iceren ortamda 61.4, 49.9, ve 36.6 kDa boyutundaki
protemlerin ekspresyonlarmda srasiyla %60, %10, ve %4 kat azalma oldugu
belirlenmistir. Bakterilerin metal varhgmnda kendini korumaya almak icin s6z konusu
metal baglayan proteinlerinin ekspresyonunu azalttigi diistiniilmektedir. Otitoloju ve
arkadaslar1 [144], K. pneumoniae, Shewanella oneidensis, Pseudomonas sp. ve
Bacillus sp. suglarmn gimiis direngli olduklarmi belirlemislerdir. Gilimiis igeren
ortamda 45.2 kDa boyutundaki TolC dis membran proteinin ekspresyonunu
arttrdigmi  gostermislerdir. Bar ve arkadaslart [186] yaptiklari ¢alismada agr metale

maruz Kkalmis nehirden izole ettikleri Co?* ve Pb?* direncli K. pneumoniae susunu
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tanmmlamuglardr. Daha sonra hiicresel proteinleri incelemigler ve metal igeren
ortamda, icermeyen ortama oranla dis membran protemnlerinde ekspresyonunda
azalma oldugu sonucuna ulagsmislardr. Choudhury ve arkadaglarn [187] yaptiklari
caliymada, Hindistan’'nin Sundarbans kiy1 bolgesinden aldiklar1 su Orneklerinden
¢oklu antbiyotik ve agr metal direngli K. pneumoniae susu izole etmislerdir. Bu
susun Ag”*, Cd**, Co**, Ni*, Pb®*, Cu?*, zZn** gibi metallere ve erythromycin,
ampicillin, furazolidone, penicilin gibi antibiyotiklere kars1 direncli oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrca K. pneumoniae susunun Cd** iceren ortamda protein profilini
incelemisler ve 14 kDa boyutundaki dis membran proteinin Cd?* iceren ortamda,
icermeyen ortama oranla ekspresyonunda azalma oldugunu ve dolayisiyla metal
direncliliginde dis membran protemnlerinin etkili oldugunu tespit etmislerdir. Turah
[172], Kirikkale-Kzlrmak’tan izole ettigi bakr direngli P. putida ve krom direncli
E. faecalis suslarmn total protein analiz ¢alismalari sonucunda krom ve bakir
direngli suslarm metal varhgmnda total protein ekspresyonlarmmn arttigmi tespit
etmistr. Ozer [62], Kuzlrmak’tan izole ettizi giimiise direncli P. putida ve K.
pneumoniae suslar1 ile stronsiyuma direngli S. paucimobilis ve P. fluorescens
suslarmm total ve dig membran protein analizleri sonucunda metal varligmm giimiis

ve stronsiyumun total ve dis membran proteinlerinin ekspresyonununu arttigm tespit
etmistir.

Bu tezin amaci, Kirkkale i smrlar icerisinden gegen Kizhrmak’tan giimiis agw
metalini tolere eden bakterilerin izolasyonu, biyokimyasal, 16S rDNA sekanslamasi,
yag asiti analizi tanmlanmasi ve molekiller karakterizasyonudur. Kizilirmak
tizerinde belirlenen 12 bolgeden su oOrnekleri toplanarak, giimiis metalini tolere eden
suslar izole edilerek en yiksek MIK degerine sahip olan suslar ileri ¢ahsmalarda
kullaniimak {izere seg¢ilmistir. Bu suslar biyokimyasal testler, yag asidi ve 16S rDNA
sekans analizi kullanilarak P. plecoglossicida ve R. planticola olarak tanmlanmustir.
Ag direngli her bir sus, antibiyotik ve diger metallere direnglilikleri bakimmndan da
test edimistir. Boylece suslarm antibiyotik ve ¢oklu metal direngliik profilleri
belirlenmistir.  Suslarm  metal direng mekanizmasm  belirlemek amaciyla  total
protein, dis membran proten ve plazmit izolasyonu cahsmalar1 yapimustr. Plazmit
varhgr gosterilen suslarda plazmit elimnasyonu (curing) c¢ahsmalart yapilarak
antibiyotik, metal direnglilifi ve bunlarm plazmit ve kromozomal DNA ile
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iligkilendiritmesi  gerceklestirimistir. Calgmalar sonucunda tammlanan lokal suslarmn
olast biyoremediasyon c¢algmalarmda kullanilmak {izere potansiyel olusturabilecegi
diigiiniilmek ted ir.
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