KIRIKKALE UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIiYOLOJI ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

ENDUSTRIYEL ATIK SULARDAN iZOLE EDILEN CINKO ve MANGAN DIRENCLI

BAKTERILERIN TANIMLANMASI ve MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

SEVILAY AKBULUT

HAZIRAN 2012



Biyoloji Anabilim Dalinda Sevilay AKBULUT tarafindan hazirlanan
ENDUSTRIYEL ATIK SULARDAN iZOLE EDILEN CINKO ve MANGAN
DIRENCLI BAKTERILERIN TANIMLANMASI ve MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU adli Yiiksek Lisans Tezinin Anabilim Dali1 standartlarina

uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. ilhami TUZUN
Anabilim Dal1 Bagkani

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

getirdigini onaylarim.

Doc. Dr. Biilent ICGEN

Danigsman
Jiiri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Aysun ERGENE
Uye (Danisman) : Dog. Dr. Biilent I(CGEN
Uye : Dog. Dr. Sema TAN
...... [ooiid iinn.

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek

Lisans derecesini onaylamistir.

Doc. Dr. Erdem Kamil YILDIRIM

Fen Bilimleri Enstitisi Mudiri



Anneanneme



OZET

ENDUSTRIYEL ATIK SULARDAN iZOLE EDILEN CINKO ve MANGAN
DIRENCLI BAKTERILERIN TANIMLANMASI ve MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

AKBULUT, Sevilay
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dog. Dr. Biilent ICGEN

Haziran 2012, 86 Sayfa

Bu caligmanin amaci, endiistriyel atik sulara maruz kalan Kirikkale-Kizilirmak’tan
¢inko ve mangan direngli bakterilerin izole edilmesi, biyokimyasal ve genetiksel
olarak karakterizasyonudur. Minimal inhibitér konsantrasyonu (MiK) degeri 1000
mg/L olan mangan direnc¢li iki bakteri izole edilmis, morfolojik ve biyokimyasal
testlert sonucu Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus olarak
tanimlanmistir. Plazmit analizi ve eliminasyonu calismalari sonucunda her iki
bakterininde mangan direng genlerinin kromozomal DNA {izerinde oldugu tespit
edilmistir. Bu iki bakterinin aliiminyum, lityum, demir, kursun, nikel, stronsiyum
gibi  metallere, ceftazidime, piperacillin ve piperacillin/tazobactam gibi
antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosterdigi belirlenmistir. Dis membran ve total
protein analizleri sonucunda her iki protein tiiriiniin de metal direncinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan MIK degeri 825 mg/L olan ¢inko direngli baska bir
bakteri izole edilmis, morfolojik ve biyokimyasal testleri sonucu baska bir
Acinetobacter haemolyticus susu oldugu belirlenmistir. Cinko direngli bu susun da
aliminyum, lityum, baryum, nikel, stronsiyum, bakir, kalay gibi metallere,
gentamicin, pefloxacin ve trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere karsi coklu direng

gosterdigi tespit edilmistir. Plazmit profil analiz ¢alismalar1 sonucunda Acinetobacter



haemolyticus susunun ¢inko diren¢ genlerinin de diger iki izolatda oldugu gibi
kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir. Ayrica bu susta ¢inko
direncliliginde dis membran proteinleriyle beraber diger proteinlerin de etkili oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal direncliligi, ¢inko direngli bakteri, mangan direncli

bakteri, coklu metal direngliligi, coklu antibiyotik direncliligi



ABSTRACT

IDENTIFICATION and MOLECULAR CHARACTERIZATION of ZINC- and
MANGANESE- RESISTANT BACTERIA ISOLATED FROM INDUSTRIAL
EFFLUENTS

AKBULUT, Sevilay
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent ICGEN

June 2012, 86 Pages

The aim of this study to isolate and characterization zinc- and manganese- resistant
bacteria from Kirikkale-Kizilirmak exposed to industrial effluents. Two manganese
resistant bacteria with a minimal inhibitiory concentration (MIC) of 1000 mg/L were
isolated and identified as Serratia marcescens and Acinetobacter haemolyticus by
using morphological and biochemical tests. Both isolates were shown to be multi
metal-resistant to, aluminum, lithium, iron, lead, nickel, strontium and multi-drug
resistant to ceftazidime, piperacillin, piperacillin/tazobactam. Plasmid profile
analyses and curing experiments revealed that the manganese resistance ability of
these two bacteria was chromosome-encoded. Outer membrane and total protein
isolation results descriptively showed that not only membrane porins but also other
proteins were effective in manganese resistance. On the other hand, a zinc- resistant
bacteria with a MIC value of 825 mg/L was isolated and identified as Acinetobacter
haemolyticus by using morphological and biochemical tests. Zinc- resistant isolate
was shown to be resistant to some other heavy metals like aluminium, lithum,
barium, nickel, strontium, copper, tin and to some antibiotics like gentamicin,
pefloxacin, trimeth-sulfa. Plasmid profile analyses revealed that the zinc-resistant

ability of the isolate was also chromosome-encoded. Protein isolation results



descriptively showed that not only membrane porins but also other proteins were

effective in zinc resistance.

Key Words: Heavy metal resistance, zinc-resistant bacteria, manganese-resistant

bacteria, multi metal resistance, multi drug resistance
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1. GIRiS

Yeterli miktarda taze ve temiz igcme suyu kaynagi, tiim insanlar i¢in temel bir
ithtiyactir. Sucul ortamlarm toksik metal iyonlariyla kirlenmesi ¢ok ciddi bir ¢evre
problemi teskil etmektedir. Agwr metaller sucul ortamda biyolojik olarak
ayrisamadiklart i¢in diger Kkirleticilere gore daha Onemli sayilmaktadirlar. Agir
metallerin eser miktar1 enzimatik reaksiyonlarin kofaktorii olarak 6nemlidir. Ama
bunlarin yiiksek miktarlar1 canli organizmalar i¢in asir1 derecede toksik sonug verir
ve metabolik reaksiyonlar1 yavaslatabilir [1]. Agir metal kirliligi besin zinciri
araciligiyla birikmesi nedeniyle de saglik acisindan ve ekolojik yonden risk
olusturmaktadir. Cevreye bosaltilan agir metal atiklari; tarimsal, endiistriyel ve askeri
islemlerin sonucu olusur. Organik kirleticilerin aksine metal iyonlar1 kimyasal ya da
biyolojik islemlerle parcalanamaz [2]. Diger taraftan agir metaller, insan kaynakli
kirleticilerin temelini olusturan toksik elementlerdir. Bu agir metaller; kadmiyum,
krom, kobalt, mangan, civa, nikel, giimiis ve ¢inkoyu i¢inde bulundurur. Metalle
kontamine olmus ortamlarda bulunan mikroorganizmalar, agir metallerin toksik
konsantrasyonlarina uyum saglar ve bu metallere direngli hale gelir. Metallerin
gideriminde mikroorganizmalarin biyoteknolojik potansiyelinden dolay1 son yillarda
mikroorganizmalar araciliiyla metal giderimi onem kazanmistir [3]. COzlinmiis
toksik metallerin gideriminde kullanilan; ¢amur ayirma, kimyasal presipitasyon,
kimyasal oksidasyon ya da rediiksiyon, iyon degisimi ters ozmos, filtrasyon, aktif
komiir uygulanarak yapilan adsorpsiyon, elektrokimyasal aritim gibi teknikleri
barindiran geleneksel yontemler metal konsantrasyonu 100 mg/L’den daha diistik
oldugunda ¢ok etkili olmamaktadir [3]. Ayrica bu yontemler pahalidir ve spesifik
olmayan metal baglanma Ozellikleri her zaman uygulanabilir degildir. Bu yiizden
kirlenmis atiksulardan, madencilik ve endiistriyel atiklardan agir metallerin

gideriminde mikroorganizmalarin kullanimi umut verici olmaktadir [3.4].



1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Agir Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlar

Biitiin elementlerin ¢ok biiyiik bir kismi, onlarin oksitler ve hidroksitler gibi kararli
olan ve katyonik ozellikli formlarina gore karakterize edilirler. Agir metal tanimi
fiziksel dzellik agisindan yogunlugu 5 g/cm’’ten daha yiiksek olan metaller igin
kullanilir. Bu gruba; Pb, Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, Hg ve Zn olmak iizere 60’tan fazla
metal dahildir [5] .

Metaller canli organizmalardaki metabolik islevlerde hayati oneme sahiptir. Bu
metallerden Co, Cr, Ni, Fe, Mn ve Zn gibi bazilar1 canlilar i¢in mikro besin elementi
olarak rol oynar ve iz elementler olarak bilinirler. Redoks reaksiyonlari, elektrostatik
etkilesim araciligiyla molekiillerin stabilizasyonu, enzimatik reaksiyonlarin katalizi,
ozmotik dengenin diizenlenmesi gibi bir¢ok 6nemli islemde rol alirlar. Diger yandan
Cd, Pb, Hg gibi bazi1 metaller de organizmada biyolojik role sahip degillerdir ve
diisiik konsantrasyonda bile organizmalar i¢in zararhdirlar. Ornegin bu agir metaller
mikrobiyal komiinitelerin metabolik aktivitesini azaltabilir ve kalitatif ve kantitatif

yapilarmi etkileyebilir [6].

Her agir metal ayr1 bir toksisite veya fonksiyona sahiptir [6]. Ancak her iki grup
metal de fazla miktarda organizma icin toksik etkiye sahiptir. Bu metaller mikrobiyal
populasyonun biiyiime, morfoloji ve biyokimyasal aktivitelerini etkileyerek sonugta

o populasyonun biyokiitle ve cesitliligine zarar verir [7].

Periyodik tabloda (Sekil 1.1) bulunan elementlerin elektrokimyasal, katalitik ve
yapisal olmak {lizere ii¢ fonksiyonu vardir. Elementler, metabolik enerji kaynagi
olarak kullanildiklarinda, elektrokimyasal olarak rol oynarlar. Biitiin temel
elementler enzim aktivatorleri olarak davranirlar ve biyokimyasal tepkimeleri
ayarlamaya yardim ederler, iste o zaman katalitik olarak rol oynarlar. Protein ve
aminoasitler gibi maddelerin sentezinde pek cok element gereklidir. Bu ise
elementlerin yapisal fonksiyonudur ve element, son iiriiniin vazgecilmez bilesenidir

[5,8].



Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak smiflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin organizma
yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu metaller biyolojik
reaksiyonlara katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinler yoluyla almmalar:
zorunludur. Ornegin Cu hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bir
cok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazgecilmez pargasidir [9]. Buna karsin
yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi biyolojik yapiy1
etkileyerek saglik problemlerine yol acgabilmektedirler. Bu gruba en iyi Ornek

kiikiirtlii enzimlere baglanan Hg’dir [5,10].

Gup 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18
Peryod

1 |H He
2 |Li|Be B{C[N|O|F [Ne
4 | K|Ca|Sc|Ti |V |Cr|Mn|Fe 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

1 Onemli temel elementler, biitiin yagam tiirleri

|| Onemli katyonlar, biitiin yagam tiirleri

| Onemli anyonlar, biitiin yasam tiirleri

— Gerekli iz elementler, biitiin yasam tiirleri

1 Ozel kullanimlarda gerekli, baz1 yagam tiirleri

/1 Indirgenmis ve/veya metillenmis durumda transfer edilebilir, bazi mikroorganizmalar

— Etkisi bilinmeyen veya bilinmeyen biyolojik fonksiyonlara sahip elementler

— Biyolojik agidan 6nemli gegis elementleri

Sekil 1.1. Biyolojik agcidan 6nemli elementlerin periyodik tabloda gosterimi [5]



Agir metaller; hiicre membranlarina zarar verebilir, enzim spesifitesini degistirebilir,
hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar verebilir. Bu metallerin
toksisitesi esansiyel metallerin baglanma bolgelerinin yerini almalariyla ya da ligant
etkilesimleri aracilifiyla olur. Ayrica toksisite oksidatif fosforilasyon ve ozmotik
dengeyle karigan niikleik asit ve proteinlerin konformasyonel yapismnin degismesi

sonucu ortaya cikar [7,12].

Cinko (Zn), yer kabugundaki en yaygin elementlerden birisidir. Hava, su, toprak ve
tim besinlerde dolayis1 ile de besin zincirinin her kademesinde bulunur. Saf Zn,

mavi-beyazimsi parlak bir metaldir [13].

Mangan (Mn), kaya, toprak, g6l ve okyanus diplerine dagilmis olan bir¢ok tuz ve
mineral bilesiginin yapisinda bulunmaktadir. Saf Mn kirilgan ve giimiis renklidir.
Dogada saf olarak bulunmayan Mn; siilfiirler, oksitler, boratlar, fosfatlar, silikatlar,

karbonatlar gibi ylizden fazla mineralin bileseninden biridir [14].

1.1.1.1. Cinkonun Fonksiyonlar

Zn insanlar ve tiim bitki formlar1 ile hayvan yasamlar1 i¢in 6nemli ve yasamsal
elementlerden biridir. Yoklugu, saglik problemlerine neden oldugu gibi, fazlas1 da
akut toksisiteye neden olmaktadir [13]. Gelisme, deri biitlinliigii ve fonksiyonu,
yumurta olgunlagmasi, bagisiklik giicii, yara iyilesmesi ve karbonhidrat, yag, protein,
niikleik asit sentezi gibi cesitli metabolik prosesler icin gereklidir. Asir1 dozda
elementel Zn alindiginda, uyusukluk, kas fonksiyonlarinda diizensizlik ve yazmada

zorluk ¢ekme gibi semptomlar gozlenir [12].



1.1.1.2. Manganin Fonksiyonlan

Dogada bulunan Mn’nin biiyiik bir bolimii metamorfik ve tortul kayaglardan, kiigiik
bir boliimii volkanik kayac¢lardan kaynaklanir. Mn diger bir¢cok element ve bilesikle
farkli formlar olusturabilir. Yeryiiziinde bulunan belli basli Mn cevherleri; piroluzit
(MnQO3), hausmannit (Mn3;O4), manganit (Mn,OsH,0), mangan spat (MnCOs) ve
rodonit (MnSiO;)’tir. Yiikksek Mn konsantrasyonlari, Mn oksitleyen bakterilerin
aktivitesine ve askidaki taneciklerin iizerindeki adsorbsiyon hizina bagli olarak
degismektedir. Dogal sularda pH 7’nin iizerindeki pH’larda ¢oziinmiis Mn
formlarmm (Mn®") askidaki tanecikler iizerindeki adsorbsiyon hizinin oksidasyon
hizindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Askidaki kat1 maddeler ¢ogunlukla kil
ve sulu metal oksitler gibi inorganik kolloidler, organik kolloidal maddeler ve canli
mikroorganizmalar1 bulundurur. Yagmur sularinin hem diisiik pH, hem de anaerobik
sartlar nedeniyle ¢6zlinmiis Mn bilesikleri iceren topraklardan ge¢gmesi sonucu sizint1
yagmur sulart Mn’nin ¢0ziinmiis formlarini igerirler. Bu nedenle yeraltina sizan
yagmur sular1 ile beslenen yeralt1 suyu kaynaklar1 yiiksek miktarda Mn i¢cermektedir

[14].

Mn dongiisii her biri farkli Mn tiirlinii tiiketen iki tip bakteri igerir (Sekil 1.2).
Indirgeyen anaerobik bakteriler solunum sirasinda oksijen yerine kati formda
mangan dioksit (MnO,) tiiketirler ve ¢oziinmiis Mn (Mn") agiga cikar. Oksitleyici
bakteriler enerji saglamak i¢in ¢oziinmiis Mn tiiketirler, mangan oksit ortaya ¢ikar

[14].



Indirgeyen Mn™
Bakteriler Cizlinmils

Mnl); Oksitleyict

Katr (Coziinmeyen) i f _.,_.: Bakleriler

Sekil 1.2. Dogadaki Mn dongiisii [14]

Diisiik konsantrasyonlarda Mn ve Fe, siyah bal¢ik iireten Fe bakterilerinin
mikrobiyal biliylime ve birikimlerine yol acabilir. Mn varhg lifli yapidaki
mikroskobik organizmalarin (Crenothrix, Sphaerotilus, Leptothrix, Gallionella)

gelisimini hizlandirir.

Mn biyolojik olarak bir¢ok enzimin aktivitesi i¢in ¢ok gereklidir. Mn, sitozolde
karboksilaz fosfatazdan, golgide seker transferine, mitokondride Mn igeren

stiperoksit dismutaza kadar pekgok yerde gorevlidir [15].

Mn’nin fizyolojik fonksiyonu bazi enzimatik aktivitelerle ve metallotiyoneinlerle
yakindan iliskilidir. Ayrica Mn™*, gen ekspresyon siirelerini ve DNA yapisini
stabilize etme ozelliklerini igerir. Iskelet deformiteleri ve testis bozukluklary, Mn
eksikliginin bir sonucu olabilir [16]. Insan kanser hiicrelerinde Mangan siiperoksit
dismutaz (Mn-SOD) aktivitesinin diisiik olmasi1 ya da yoklugu tiimdr baskilayici

eylem gosterimine sebep olur [17].



1.1.2. Agir Metallerin Cevresel Etkileri

Antropojenik kaynaklar gibi dogal kaynaklar yiiziinden ¢evreye birakilan agir

metaller araciligiyla olusan agir metal kirliligi insan saglhigini 6nemli Glgiide tehdit

eder. Cd, Cu ve Zn de gevreye birakilan bu agir metaller arasinda yer alir [ 3].

Bir dogal ekosistemde siirekli, dengeli bir madde ve enerji dongiisii vardir.
Ekosistemi olusturan canli gruplar1 birbirine besin zinciri ile baghdirlar. Aldiklar
besinleri enerjiye doniistiiriip kullanir, bir kismmi da depolayip besin zincirinin bir
iist halkasindaki canliya aktarirlar. Canlilardan herhangi birinin kirleticiler ile zarar
gormesiyle, madde ve enerji dongiisiindeki bu zincirler kirilmakta, canlilar arasinda
varolan karsilikl etkilesim bozulmaktadir. Iste biitiin insanligin sorunlarindan biri ve
belki de en dnemlisi dogal ¢cevredeki dengenin yani organik ve inorganik cevre ile bu
cevrede yasayan organizmalar arasindaki uyumun bozulmaya baslamasidir.
Ekosistemde canlilar arasindaki dengeyi bozan bu kirleticileri organik ve inorganik

kirleticiler olarak siniflandirmak miimkiindiir [13].

Kirleticilerden organik kontaminantlarin aksine, inorganik kékenli olan agir metaller
konsantrasyon ya da toksisitelerini azaltan parcalanma islemine ugramazlar. Bazi
agir metaller sucul organizmalara direkt toksik olan ¢ogu deniz ve nehir organizmasi
tarafindan 6nemli seviyelerde birikirler. Bu birikim, hem sahil ortamindaki canlilar
iizerinde metallerin muhtemel zararli etkileri, hem de insan sagligi lizerindeki
potansiyel etkileri acisindan bir fikir verir. Giliniimiizde sahil bolgelerindeki
endiistrilesme faaliyetleri deniz ortamlarina 6zellikle de agir metal icerigi yiliksek
endiistriyel atik su desarjlarini arttrmaktadir. Endiistriyel atik sular ve maden suyu
drenajlar1 yiiksek oranda agir metal icerirler. Deniz ortamina antropojenik kaynakli
metal girisleri sonucu metallerin su ortamindaki konsantrasyonlar1 artmaktadir. Agir
metaller, diger kirleticilerin aksine parcalanmaya diren¢li olduklarindan deniz
ortamindaki ekosistem ic¢in tehdit olusturmaktadirlar [18]. Su ortamlarindaki agir
metal kirliligi son yillarda giderek artan bir 6neme sahip olmustur. Agwr metaller
toprak ve kayaclarin dogal bilesenleri olmalarina ragmen, dogal ve antropojenik
kaynaklardan siirekli salmimlar1 ¢evrede biyoakiimiilasyonlara sebep olmaktadir.

Tatht su, tuzlu su ve karasal ekosistemlerde besin zincirinin ilk basamagmdaki



birincil tireticiler olarak yer alan bitki ve diger organizmalar agir metalleri aldiklar:
besinlerden ekstrakte ederek biinyelerinde konsantre ederler. Bu olay metallerin
konsantrasyonlarinin ¢evresel agidan izin verilebilir seviyelerin iistiine ¢ikmasina

neden olur [19].

Metal toksisitesi ile ilgili iki mekanizma mevcuttur:

1. Enzimin aktif bolgesinde yararli olan metal, toksik metal ile yer degistirir.

2. Toksik metal molekiile baglanir ve metalik katyonun degigsmesi enzimin
aktivitesini degistirir.

Bazi1 agir metaller norofizyolojik etkiler yarattiklarindan daha toksiktirler. Bu etkiler
endokrinolojik ve teratojenik hastaliklar, mutajenik ve kanserojenik etkilerdir.
Metallerin toksik etkileri metalden metale organizma i¢inde degisiklik gdosterir.
Sonugta gerekli olsun ya da olmasin agir metallerin ¢cogu canli organizmalar igin

toksik etkiye sahiptir [20].

Cok genis yayilim alanina sahip Cd, en 6nemli toksik kirleticilerden biridir. Bitkiler,
hayvanlar ve insanlar i¢in zorunlu degildir ve bu canlilar iizerinde, diisiik
konsantrasyonda bile yliksek toksisiteye sahiptir. 10-30 yil gibi bir yar1 6mre sahiptir
ve viicutta birikimi bobrek, kemik gibi organlar1 etkiler ve kansere sebep olur [21].
Zn ve Cu disiik konsantrasyonlarda mikrobiyal biliylimeyi arttirirken, yiliksek
konsantrasyonlarda biiyiimeyi baskilar [6,22]. Cr, nefrotoksik ve karsinojenik etkiye
sahiptir [21,23]. Cu, karaciger tahribati, Wilson hastaligi, uykusuzluk gibi

problemlere neden olur .

1.1.2.1. Cinkonun Cevresel Etkileri

Zn dogal prosesler ile c¢evreye salinir, fakat c¢ogu durumda, madencilik
aktivitelerinden, celik tiretiminden, komiir ve atik yakma gibi islemler sonucu alict

ortamlara ulasir. Toprak, su, sediment ve havadaki toz partikiilleriyle birlesir.



Havadan ise yagmur ve kar ile yikanarak su ortamlarma gecer. igme suyu smir degeri

ise 5 mg/L’dir [13].

Zn, canlilarin beslenmesinde esas rol oynayan elementlerdendir. Yoklugu, saglik
problemlerine neden oldugu gibi, fazlasi da akut toksisiteye neden olmaktadir. Buhar
olarak solunmasi, bogaz kurulugu, 6ksiiriik, zayiflama, bas agrisi, titreme, ates, mide
bulantisi, kusma gibi etkilere sebep olmaktadir. ZnCl, buhari, soluk borusunun
mukus membraninda harabiyetlere sebep olmaktadir. Zn’nin ¢oziinebilir tuzlarinin
sindirim yolu ile alimi sonucunda ise, mide bulantisi, kusma ve miishil etki
gostermektedir. Zn buharinin yogun olarak solunmasi metal buhar atesi olarak
adlandirilan kisa siireli spesifik bir hastaliga neden olmaktadir. Zn’nin kisa bir siire
icerisinde yiiksek miktarda yenmesi ile mide kramplari, mide bulantis1 ve kusma
ortaya c¢ikmaktadir. Daha uzun siireler boyunca aliminda ise, anemi, pankreas
harabiyeti, HDL (yiiksek yogunluklu lipoprotein -iyi yonlii kollestrol) miktarinda
azalmalara neden olmaktadir. Deney farelerinde yapilan deneylerde de yiiksek Zn
konsantrasyonlarinin  kisirliga sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica deri

hastaliklarina da sebep olmustur. Insanlarda da cilt tahrislerine sebep olmaktadir

[13].

1.1.2.2. Manganin Cevresel Etkileri

Mn yeralt: sularinda hemen hemen her zaman, yiizeysel sularda ise yilin bazi
aylarinda yliksek konsantrasyonlarda bulunmasi sebebiyle igme ve kullanma sular1
bakimmdan problem olusturmaktadir. Olusan bu problemlerin giderilmesi Mn

giderim yontemlerinin etkin bir sekilde uygulanmasini gerektirmektedir [14].

Mn sularda yeralt1 suyu minerali olabilecegi gibi yeralt: kirlilik kaynagi olarak da
bulunabilir. Dogal sizint1 kaynaklarma bagli olarak yeralti1 sularindaki Mn miktar:
kaya ve minerallerin tipine gore degisir. Organik madde igerigi yiiksek olan kirlilik
kaynaklar1 (diizenli depolama sahalarinin sizint1 sulari, kompost, benzin gibi bazi

kimyasallar) topraktan yeralt1 suyuna gecen Mn miktarimi arttirir [24].



Mn, bitkiler ve hayvanlar i¢cin 6zel bir elementtir. Besinsel zararlari insan sagligi
acisindan tam olarak degerlendirilmemistir. Diinya Saglik Teskilat1 (WHO) giinliik
ortalama psikolojik gerekliliginin 3-5 mg oldugunu tahmin etmektedir. Cok fazla Mn
kiili ve tozunu solumak akcigerlerde tahrise, parkinsona, uykusuzluga, zihinsel
karisikliga, zayifliga, spastik hareketlere, felce, oksiiriige, bogaz kuruluguna, gogiis
sikigsmasma, hafif sirt agrilarina, kusmaya ve bitkinlige neden olmaktadir. Mn’nin

baz1 belirtileri tedaviyle azaltilabilir ancak beyne zarari siireklidir [14].

Mn’nin asir1 birikimi kalsiyum metabolizmasini engelleyebilir ve mitokondriyal
DNA’nin replikasyonu sirasinda hatalarin artmasina sebep olabilir. Mn insanlarda
onemli bir ndrotoksindir ve endiistride kullanimi manganizme neden olur. Mn’ye
asir1 seviyelerde maruz kalmak ruhsal bozukluklar ve motor becerilerinde azalmayla
karakterize edilen Parkinson hastaligi benzeri nérolojik bozukluklara sebebiyet verir.
Metal iyonlarmin birikimi ayrica Alzheimer hastaliinin patogenezi, prion aracil
ensefalopati, Amyotrofik lateral skleroz (motor noron hastalig1) ve yasa bagh diger

hastaliklarla iliskilidir [15,25].

1.1.3. Agir Metallerin Kullanildig1 Endiistri Dallar

Niifusun cogalmasi ve sanayinin hizla gelismesi kullanilan su ve olusan atik
miktarinda biiyiik bir artis meydana getirmistir. Uretim faaliyetlerinin gelismesi ile
meydana gelen atik sorunu baglangicta tabiatin 6ziimleme kapasitesi ile atiklarin
bertarafini1 saglamigsa da, alinan 6nlemlerin yetersizligi ile gliniimiizde ciddi ¢evre
problemleri ile karsilasiimaktadir. Endiistri sektoriiniin hizla ilerlemesi, olusan atik
miktar1 ve tiirliniin giderek artmasi toprak, su ve hava ortamlarinin kirlenmesine
sebep olmaktadir. Endiistriyel faaliyetler sonucunda olusan atik sularda bazen eser
miktarlarda bazen de yiiksek miktarlarda metaller bulunabilir. Bu metaller desarjin
yapildig1 noktadan itibaren akarsu, nehir, gol ve hali¢lerden deniz ve okyanuslara

kadar ulasabilir. [13].
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Genellikle maden atiklar1 yiiksek oranda metal (Cu, Zn, Fe, Mn, Ni, Pb ve Cd) igerir
[6]. Kiicik ya da biiyiik oOlcekli tekstil, deri, tabakhane, elektrokaplama,
galvanizleme, metalurji, boya endiistrileri ve diger metal isleme ve rafine ¢aligmalar1
aracilifiyla hatir1 sayilir miktarda toksik metal ¢evreye birakilir. Bu toksik iyonlar
yalniz insanlar i¢in degil, farkli yasam formlar1 i¢in de tehdit olusturmaktadir [26].
Cu genellikle elektrikli esya ve piring tiretiminde kullanilir [27]. Cd elektro kaplama,
renk maddeleri ve pillerin iiretimi gibi ¢esitli sanayi dallarinda kullanima sahiptir

[21].

Fe, Cu, Zn, Pb, Hg ve Cd gibi metaller, evsel atiklar, metal {iretimi yapan endiistriyel
tesislerden, deri fabrikalarindan, giibre fabrikalarindan, krom kaplama ve petrol
rafinerilerinden kaynaklanir. Antropojenik kaynaklardan en cok, aritilmamis maden
suyu drenajlari, eritme islemleri, ¢elik, ¢imento, plastik, boya, tekstil, elektro
kaplama tesislerinin ¢ikis sular1 ve yine yag tankerlerinden atiklarin desarji gibi

faaliyetler de alic1 ortamlar1 kirleten baslica kaynaklardir [13].
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Cizelge 1.1. Belirli endiistriyel atiklardaki agir metal dagilimi [28]

Sanayi Dallann | Ag | As |[Cd | Cr | Cu Fe |Hg | Mn |Ni | Pb |[Se | Ti|Zn
Genel Endiistri

- - - + + + | - + - + N
ve Madencilik
Elektrolitik

- - + + + - - - + | + - -]+
Metal Kaplama
Boya Uriinleri - - - + - - - - -+ | - T+ -
Giibre + o+ |+ |+ ]+
Insektisit

. - + - - + - + - - - - - -

Pestisit
Tabaklama - + - + - - - - - - - - -
Kagit Uriinleri - - - + + + + | + TR
Fotograf Sanayii | + - - + - - - - - - - | - -
Fiber - - - - + - - - - - - - +
Baski/Boya - - - + - - - - - + -] - -
Elektronik + - - - - - - - - - + | - -
Otomotiv

- - - + - - - - - - - - -
Sogutma Suyu
Boru Sanayii - - - - + - - - - + - | - -

(+) , pozitif; (-), negatif

1.1.3.1. Cinkonun Kullanim Alanlar

Zn, pillerde, pas Onlemede kaplama maddesi olarak, pek c¢ok -elektronik
komponentlerin kaplamasinda diger metaller ile bir arada kullanilmaktadir.
Endiistride de boya, kaucuk imalatinda, siis esyasi yapiminda ve yiyeceklerin
korunmasmda katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. Ozellikle de pillerde,
demiryolu yapiminda, matbaacilikta, otomotiv sektoriinde, boya astarlarinda, tekne
boyalarinda, siyaniir proseslerinde altinin ekstrakte edilmesinde, sabun {iretiminin
yag alma asamasinda, tutkal yapiminda, sulu sodyum bisiilfit yapiminda ve analitik

kimyada rejenerant olarak pek ¢ok alanda kullanilmaktadir [13].
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1.1.3.2. Manganin Kullanim Alanlan

Mn metalinin tretilmesinde yiiksek oranda Mn bilesikleri iceren kayalar

kullanilmaktadir.

* Mn ¢ogunlukla celik yapiminda sertligi, dayaniklilig1 arttirma fonksiyonunu yerine

getiren ferromangan bilesiginin yapiminda;
* Mangan dioksit, kibrit, kuru pil, havai figek, porselen yapiminda,

* Mangan kloriir, diger Mn bilesiklerinin iiretiminde baslangi¢ bilesigi olarak,
organik bilesiklerin klorlanmasi1 isleminde katalizOr olarak, 6zel iz elementleri

icerdigi i¢in hayvan besini olarak ;
» Mangan siilfat; cila, giibre, seramik yapiminda;

* Potasyum permanganat; metal temizleme, sepileme ve agartma proseslerinde
oksidant ve dezenfektan olarak, ¢igek ve meyvelerin tazeliginin korunmasinda

kullanilmaktadir.

Ayrica bazi iilkeler anti vuruntu katki maddesi olarak organomangan bilesigi olan
metil siklo pentadienil mangan trikarbonil (MMT)’1 kullanmaktadirlar. Benzinli arag
iireticileri bu maddenin benzindeki kursun miktarini azalttigii belirtmektedirler. Mn
iceren mineraller indirgenme sartlar1 altinda suyla reaksiyona girdiginde veya aktif

oldugunda konsantrasyonu 1 mg/L’den daha fazla olabilmektedir [14].
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1.1.4. Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.4.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Sulu ortamlardan geleneksel metodlarla metal giderimi; kimyasal ¢oktiirme, iyon
degisimi, filtrasyon, elekrokimyasal aritim, ters ozmos, membran teknolojileri, gibi

teknikleri igerir [21].

I- Ters Ozmos: Agwr metal iceren atiksularin; basing uygulanarak yar1 gegirgen
zardan gecirilerek filtrelenmesi islemi bu adi almaktadir. Bu metodun dezavantaji

pahali olmasidir.

2-Elektrodiyaliz: Elektrodiyalizde elektrik yiiklii membranlar kullanilir. Katyon veya
anyonlar se¢ici membran tarafindan reddedilirler. Bu reddedilen anyonlar
elektrodiyaliz hiicresinden desarj edilirler. Membrani tikayan metal hidroksitler, bu

metodun kullanilmasinda sorun olusturur.

3-Ultrafiltrasyon: Atik su belirli gozenek boyutundaki geg¢irgen zarin bir tarafinda
basing altinda bulunur. Go6zenek boyutundan kii¢iik tiim maddeler membrandan
gecer, biiyiik boyutlular kirli su tarafinda kalir. Bu metodun dezavantaji ise ¢ok fazla

miktarda ¢amur olusumudur.

4-lyon Degisimi: Iyon degistirici recineler iizerindeki elektrostatik kuvvetlerle
tutulan iyonlarin, ¢ozeltide bulunan metal iyonlariyla yer degistirmesine dayanir.

Yiiksek maliyet ve sadece belli iyonlarin giderilmesi sistemin dezavantajlarindandir.

5-Kimyasal Coktiirme: Atik sudaki metallerin kimyasal maddelerin yardimiyla
yumaklastirilarak ¢oktiiriilmesidir. En 6nemli dezavantaji toksik bilesenlerin oldugu

fazla miktarda ¢camur olusumudur.

6-Fotoremediasyon Toprak, sediment ve metal iceren suyun belirli bitkiler
kullanilarak temizlenmesi islemidir. Bu prosesin uzun siirmesi ve bitkinin yeniden

kullaniminin zor olmasi sistemin dezavantajlarmdandir [29].
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1.1.4.2. Biyolojik Metal Uzaklastirma Yontemleri

Metal isleyen endiistriler tarafindan c¢evreye agir metallerin bosaltilmasi ¢evre
iizerinde olumsuz etkiler olusturmaktadir. Geleneksel aritma yOntemleri ile sulu
ortamlardan metal giderimi ekonomik degildir ve fazla miktarda toksik kimyasal
camur Uretir. Mikrobiyal ya da bitki kokenli cansiz biyokiitle araciligiyla metallerin
sulu ortamdan giderimi yenilik¢i ve alternatif bir ¢6ziim olusturmaktadir. Endiistriyel
ortamda metallerin ve kimyasallar artan kullanimi, yiiksek seviyelerde toksik agir
metal igeren ve dogada parcalanamayan kirlilik olusumuna sebep olmaktadir. Buna
ek olarak madencilik islemleri de toksik sivi atik iiretimine sebep olur. Bu sebepler
yiiziinden ¢evre miihendisleri ve bilim adamlar1 atik su aritimi i¢in diisiik maliyetli

teknolojiler gelistirmek gibi zorlu bir gérevle karsi karsiya kalmig durumdalar [21].

Metal gideriminde yukarida bahsedilen geleneksel yontemler metal miktar1 1-100
mg/L araliginda oldugunda olduk¢a pahali ve yararsiz olabilmektedirler. Geleneksel
aritma yontemlerinin bir diger biliylik dezavantaj1 toksik kimyasal atik iiretirler ve bu
atikta giderimi pahali olan ve gevre dostu olmayan bir kirlilik olusturur. Bu nedenle,
diisiik maliyetli ve cevre dostu olarak ¢evreye zarar vermeyecek diizeyde toksik agir
metallerin uzaklastirilmasi biiyilk 6nem kazanmaktadir. Bu bilgilerin bir sonucu
olarak biyolojik materyaller ekonomik ve g¢evre dostu bir secenek olarak ortaya

cikmustir.

Biyoremediasyon, metabolik siire¢ler yardimiyla kontaminantlarin par¢alanmasi ya

da farkli forma doniistiiriilmesini saglayan bir islemdir [30].

Biyolojik materyaller, metallerle etkin bir bicimde etkilesebilirler. Metabolik olarak
oli  biyokiitle kendine has kimyasal kompozisyonuyla soliisyonlardan metal

iyonlarin1 ve metal kompleksini ayirir.

Sulu ortamlardan, biyomateryaller tarafindan metallerin ortamdan giderimi i¢in ¢ok
cesitli metal sorpsiyon yontemleri bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda kullanilan ¢esitli
biyosorbentler Sekil 1.3’te verilmistir. Metal sorpsiyonu i¢in materyal secerken (a)

fermentasyon endiistrisinin yan iirlinii olan mikroorganizmalar (b) dogada fazla
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oranda bulunup, kullanilabilen mikroorganizmalar (c¢) ucuz ortam kullanilarak

biyosorpsiyon amaciyla iiretilebilen bakteriler segilir [21].

BIYOSORBENTLER

Sekil 1.3. Biyokiitleden elde edilmis, metal iyonlarinin gideriminde test edilmis

adsorbanlar [31].

Hem 6lii hem de canli mikroorganizmalar metalleri tutma 6zelligine sahiptir. 1990’11
yillardan itibaren biyolojik kokenli maddelerle sulardaki agir metallerin
uzaklastirilmasina dayanan ¢alismalar baglamistir. Bakteri, mantar ve alglerin zehirli
metalleri birgok uzaklagtrma yollar1 tanimlanmistir [14]. Agir metaller, hiicre
duvarindaki seliiloz yap1 igine tutulabilirler ve takiben seliilloz yap1 i¢inde bulunan
baglanma bolgelerine biyosorbe olurlar. Cozeltideki metal iyonlari, hiicre
duvarindaki biyopolimerlerde bulunan kimyasal, fonksiyonel gruplarla tutulurlar.
Yiizeydeki bu baglanmalar amid, amid imidozol, hidroksil, karboksil, fosfat tiyoeter

ve diger fonksiyonel gruplarla gerceklesir [32].
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Bu uzaklastirma yolu, metabolik ¢evrimden bagimsiz, biyosorpsiyon veya pasif
aritim olarak bilinir. Ayrica hiicre zarindan gegerek, metabolik ¢evrim icine

katilabilir.

Diisiik derisimlerde bircok agir metal, mikrobiyal biiylime ve metabolizma igin
gereklidir. Fakat yliksek derisimler, canli hiicrelerde zehirli etki gosterir. Agir metal
alimimdaki, hiicre zarmdan igeri tasinimi igeren daha yavas hiicre i¢i giderim
basamagma aktif giderim veya biyoakiimiilasyon (biyobirikim) denir. Canli
hiicrelerle yapilan bir¢ok calisma, dnce hizli biyosorpsiyon basamagi, sonra daha
yavas metabolizmaya bagimli aktif giderim igeren iki fazli mekanizmanin
varligindan s6z etmektedir [32]. Genellikle, 6lii biyokiitlenin kullanim1 daha kolay ve
uygulanabilirdir. Ciinkii canli biyokiitle hiicreleri, genellikle besin ortaminin
eklenmesini gerektirirler ve bdylece biyolojik oksijen ihtiyaci (BOI) ve kimyasal
oksijen ihtiyact (KOI) artmaktadir. Ayrica, olii biyokiitle metal iyonlarmnin
zehirliliginden etkilenmez ve 6lii biyokiitlenin performansmni gelistirmek i¢in bir¢ok
fiziksel ve kimyasal islem uygulanabilir. Bunlarin yan1 sira, adsorbe edilen metaller
bircok fiziksel ve kimyasal yontemle biyokiitleden geri kazanilabilir ve bdylece

biyokiitle yeniden kullanilarak prosesekonomisi iyilestirilebilir [32,33].
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1.Biyosorpsiyon 5.immobilizasyon
Metal katyonlar1 negatif yiikli
bakteri hiicre yiizeyine
tutunur Fe

Cr+3

C d+2 CT(OH)3

2. Biyoakiimiilasyon
Metal iyonlart gesitli
proteinler
araciligryla hiicre
igine alimur.
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Sekil 1.4. Biyoremediasyon teknolojilerinde kullanilan mikrobiyal prosesler [30]

1.1.4.2.1. Agir Metal Biyosorpsiyonu Mekanizmalarn

Mikroorganizmanin yapisinin karmasikligi, hiicreler tarafindan metallerin tutulmasi
icin bir¢cok yol oldugunu gosterir (Sekil 1.4). Biyosorpsiyon mekanizmalari gesitlidir
ve anlasilmasi zordur. Bu mekanizmalar temel olarak iki farkli kritere gore
siniflandirilabilir. Bu simiflandirmanin birincisi hiicre metabolizmasina bagh olarak,

ikincisi ise ¢ozeltiden uzaklastirilan metalin bulundugu yere bagl olarak yapilir [34].

Hiicre metabolizmasina bagliligina gore biyosorpsiyon mekanizmalari ikiye ayrilir:

a. Metabolizmaya bagh

b. Metabolizmadan bagimsiz
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Metabolizmaya bagli biyosorpsiyonla, metabolizmadan bagimsiz biyosorpsiyon
arasindaki en Onemli fark, metabolizmaya bagli olan biyosorpsiyonun, belirli bir
reaksiyon siiresi gerektirmesi, hemen olmamasidir. Oysa metabolizmadan bagimsiz

biyosorpsiyon olduk¢a hizlidir ve tersinir olabilir.

Konuma gore; ¢oOzeltiden metalin  mikroorganizmanin  hangi  kisminda

uzaklastirildigma gore biyosorpsiyon mekanizmalar1 tige ayrilir:

a. Hiicre dis1 akiimiilasyon
b. Hiicre yiizeyi sorpsiyonu

c. Hiicre i¢i akiimiilasyon

1.1.4.2.1.1. Hiicre Dis1 Akiimiilasyon

Baz1 prokaryotik (bakteri, arke) ve Okaryotik (alg, kiif) mikroorganizmalar,
polisakkaritler, glukoprotein, lipopolisakkarit, ¢oziilebilir peptit gibi hiicre dis1
polimerik maddeler (EPS) iiretebilir veya salgilayabilirler. Bu maddeler, metal
iyonlarmi adsorplayabilen, onemli miktarda anyon fonksiyonel gruplar igerirler.
Zehirli metallere karst mikroorganizma, c¢okmeyi kolaylastirict  bilesikler
salgiladigindan bu mekanizma metabolizmaya bagimhidir. EPS ile metal
biyosorpsiyonu iizerine yapilan arastwrmalar, genellikle Bacillus megaterium,
Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa, siilfat indirgeyici bakteriler (SRB) ve
cyanobacteria  gibi  bakteriyel  organizmalar veya  aktif camur @ ile
gerceklestirilmektedir. Ancak, kiif ve alg ile EPS ¢alismalar1 smirhdir. Ozellikle kiif
ve maya ile yapilan ¢alismalarda, metal gideriminde EPS’nin rolii genellikle ithmal

edilmistir [35,36].
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1.1.4.2.1.2. Hiicre Yiizeyi Sorpsiyonu

Hiicre duvari, metal iyonlar1 ile etkilesen ilk hiicresel yapidir. Hiicre ylizeyine
biyosorpsiyon metabolizmadan bagimsiz, hizli ve tersinirdir. Hiicre duvari tarafindan
metal kazaniminin iki temel mekanizmasi vardir. Bunlar; hiicre duvar1 bilesimindeki
fosfat, siilfat, karboksil, amin ve fosfodiester gibi fonksiyonel gruplarla
stokiyometrik etkilesim ve adsorpsiyon veya inorganik ¢Okelme yolu ile
fizikokimyasal baglanmadir. Organizmalar tarafindan metal giderimini agiklamak
icin kompleks olusumu, iyon degisimi, adsorpsiyon, inorganik ¢okelme ve
oksidasyon ve/veya indirgenme gibi mekanizmalar incelenmektedir. Bu

mekanizmalarin ¢ogu biyosorpsiyon sirasinda bir arada gerceklesebilir [35, 37].

1.1.4.2.1.3. Hiicre I¢i Akiimiilasyon

Hiicre disindaki metal iyonu derisimi hiicre i¢indekinden daha yiliksek oldugunda,
metal iyonlar1 serbest diflizyon ile biyokiitlenin hiicre duvar1 ve membranini gegerek
hiicre igine girebilirler. Ayrica, hiicre duvar1 dogal bir kuvvetle (6rnegin, otoliz) veya
yapay bir kuvvetle (6rnegin, mekanik kuvvet veya alkali islemi) parcalandiginda da,
metal 1iyonlar1 hiicrenin igerisine girebilir. Bu ikinci islem metabolizmadan
bagimsizdir. Ancak, hiicre i¢i akiimiilasyon prosesi, canli hiicrelerde gergeklesen,
enerji ve metabolizmaya bagmmli ve olduk¢a yavas bir prosestir. Hiicre
membranindan tasman metal iyonlar1 hiicre i¢inde farkl tiirlere doniistiiriiliirler veya
cOkeltilirler. Farkli ¢aligmalar, hiicre i¢ine almman metallerin, hiicre i¢inde farkl
kisimlara yerlestigini ve mikroorganizmanm cinsi ile farklilikk gdsterdigini
belirtmektedir. Hiicre i¢i akiimiilasyonun ger¢ek mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir [35].
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1.1.5. Bakterilerin Metal Direnclilik Mekanizmalar

Metaller, mikroorganizmalar i¢cin enzimatik aktivitelerini inhibe etmeleri, membran
fonksiyonlarmi engellemeleri ve niikleik asitlerine zarar vermeleri nedenleriyle
toksiktir. Onemli fonksiyonel gruplarm bloke edilmesi, temel metal iyonlarmin
yerine gecmesi veya biyolojik molekiillerin  aktif konformasyonlarinin
modifikasyonuyla mikroorganizmalar {izerine inhibitdr etkisi yaparlar. Cevrede
cesitli formlardaki agir metaller mikrobiyal yogunluk ve aktivitelerde Onemli
modifikasyonlara neden olabilirler. Uzun siire agwr metallere maruz kalan
bakterilerde bu metallere kars1 ¢esitli direnglilik mekanizmalar1 gelismistir [38]. Bu
calismalar, cogunlukla, Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus sp. gibi 6nemli direnglilik gosteren Gram-negatif ve Gram-
pozitif aerobik bakterileri icermektedir. Toksik metallere karsi direng
mekanizmalarini gelistirilmesine yol agan etmen, mikroorganizmalarin bulundugu
cevrede, toksisiteye sebep olan metalin varligi ve bu metalin organizma iizerinde

yarattig1 strestir [6].

]

Helo) Dugsa dodfrs trangort ‘

Hibore igi we diga baglanma

He (11} Hassasiydin amltlmas P{w]
g 111

Hibcre zar

L

Sekil 1.5. Bakterilerde goriilen ¢esitli direng mekanizmalar1 [9]
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Mikroorganizmalarin gelistirdikleri metal direnglilik mekanizmalar1 Sekil 1.5°te

gosterildigi gibi;

1) Gegirgenlik bariyeri ile metallerin disarida tutulmasi,

2) Metallerin hiicreden disar1 dogru aktif transportu

3) Metalin proteine baglanmasi yolu ile hiicre i¢inde alikonmasi,

4) Ekstraseliiler alitkonma,

5) Metallerin daha az toksik formlara doniistiiriildiigii enzimatik detoksifikasyon,

6) Metallerin etki ettigi hiicresel komponentlerin metal hassasiyetinin azaltilmasidir

[5].

1.1.5.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre duvarinda veya hiicre zarinda metale kars1 bir gecirgenlik bariyeri olusturulup
metaller hiicre disinda tutulur. Bu sayede metale hassas hiicresel komponentler
korunmus olur. Buna en giizel érnek E.coli’de gorillen Cu®" direncidir. E.coli’de bir
membran kanal proteini olan porin proteinlerinin {iretimi degistirilerek Cu®'nin
hiicreye girisi engellenir [39]. Bu durum tek bir gen mutasyonu sonucu membranin

metal iyonlarma kars1 gec¢irgenligin azaltilmasi ile ger¢eklesmektedir [40].

Bagka bir ornek, dis membran veya zarf tarafindan spesifik olmayan metallerin
baglanmasidir. Bu ornekler baglayici yerlerin doygunlugu nedeniyle kisitli metal
koruma saglamaktadir. Tam olarak ispatlanamasa da Cu direnglili§inin baz1
sekillerinin periplazmik baglayicilik 6zelligi tizerine kurulu olduguna inanilmaktadir
[41]. Diger taraftan mikroorganizmalarm dis yiizeyini saran ekstraseliiler polisakkarit
tabakas1 da metal iyonlarin1 absorbe ederek hiicre icine girisini engellemektedir [42].
Bu ekzopolisakkarit tabakasmin metal iyonlarini baglayici gruplar1 vardir. Bu 6zellik

Klebsiella aerogones, Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde
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gsterilmistir. Diger baz1 bakterilerde goriildiigii tizere Cd*" direncliligi de boyledir.
Ekzopolisakkaritten olusan bir koruyucu tabaka Cd*" ¢dzeltilerinde K. aerogenes
tiirlerinin hassasiyetini diizenlemektedir [43]. K. aerogones’in ekstraseliiler kapsiilii
kapsiilsiz  formlara  benzedigi takdirde @ Cd’nin 1 nM’nin  girisini
engelleyebilmektedir. Ekzopolisakkarit tabaka tek basina Cd*" baglayiciliginda,
ekstraselliiler tabakas1 saglam bir mikroorganizma gibi verimli degildir. Bu koruyucu
tabaka, duyarli hiicresel bilesenler i¢in metal iyonlarmi tutarak alimi Onledigi

goriilmektedir [5].

1.1.5.2. Metallerin Hiicre Disina Dogru Aktif Transportu

Aktif transport ya da akis sistemleri metal direng sistemleri arasinda en yaygin olan
mekanizmalardandir. Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalarindan
uzaklastrmak i¢in aktif transport mekanizmasini kullanirlar. Bu mekanizma,
kromozomal ya da plazmit kodlu olabilir. Hiicre icin gerekli olmayan metaller
hiicreye normal besin tagima sistemleri ile alinir, fakat hemen disariya atilir. Bu
pompalama sistemleri ATPaz’a bagimli veya ATPaz’dan bagimsiz sistemler olabilir
[44]. Bakterilerdeki Cu As, Cd, direnglilikleri ¢ogunlukla bu tip direng
mekanizmalari ile olusur. Ornegin As direngliligi icin ars operonu aracilig1 ile E.coli
(Sekil 1.6) ve S.aureus’ta; Cd(III) direng kodu cad operonu araciligi ile S.aureus,
Bacillus sp., ve Listeria sp’de ya da Alcaligenes eutrophus’ta eze operonu
bulunmustur. Pb>" direnci zntd aracihgi ile E.coli’de ve cadA ise S.aureus‘ta
bulunmustur. Bu tip direnclilikte kromozomal, plazmit ya da transpozon kodlu bazi

genler rol oynamaktadir [5,40].
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Sekil 1.6. E. coli’ de arsenik’in hiicre disina aktif tagimimai [5]

1.1.5.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak Hiicre icinde Ailkonmasi

Hiicre i¢inde alikonma, metallerin birikmesinde sitoplazma i¢inde gerekli olan
hiicresel bilesenlerin etkilenmesini engellemektedir. Bu mekanizma ile genellikle
Zn*", Cd*", Cu*" metalleri alikonmaktadir (Sekil 1.7). Bu tip metal direngliligine 2

ornek verilebilir.
a) Synechococcus cinsinde metallothionein tiretimi,

b) Pseudomonas cinsinde sistein bakimindan zengin proteinlerin tiretimi [46].
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Sekil 1.7. Bakterilerde Zn direngliliginin mekanizmasi [5]

Prokaryotlarda metallothionein iiretimi yalnizca Syenochococcus tirlerinde goriiliir.
Bu tip metallothionein Okaryotlardaki metallothioneinlerde bulunanlardan daha az
sistein kalintilar1 igerir. SmtA4 'daki metallothioneindeki sistein kalintilari, cok zehirli
katyonlar i¢in bir azaltic1 gibi davranabilmektedir. Son zamanlarda sm¢B ’nin yapisi
belirlenmistir. SmtB proteini DNA’nin diger baglayici proteinlerine benzer motifli
déner sarmal yapili bir dimerdir. Yap1 analizi, proteinde dort Zn*" baglayic1 yer
gosterir [5,48]. Metallerin hiicre i¢inde alikonmasina iligkin diger bir 6rnek de
Pseudomonas putida’da goriilmektedir. Bu bakteri metallothioneinlere benzeyen 3
farkl1  sistein bakimindan zengin protein iretmektedir. Mycobacterium
scrofulaceum’da siyah bakir siilfat formunun ¢ékelmesinde alikoyma araciligi ile

hiicre i¢i birikimi de ispatlanmistir [5,41].
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1.1.5.4. Ekstraseliiler Alikonma

Bu tip metal direncliliginin 6nceden sadece bakterilerde oldugu diisiintilmiistiir fakat
daha sonralari maya ve funguslarda da bulunmustur [49]. Saccharomyces
cerevisiae’daki Ni** direncinin bu sekilde olustugu distiniilmektedir. Saccharomyces
cerevisiae fazla miktarda glutatyon iireterek Ni*™ absorbsiyonunu azaltabilmektedir.
Glutatyon agir metallere yiiksek oranda bir affinite ile baglanmaktadir. Yapilan
calismalar mayalarin metal agisindan zengin besi ortamlarina ekstraseliiler glutatyon
salgiladiklarm1 gostermektedir. Toksik metaller glutatyon ile birleserek hiicre
membranindan gecememektedir. Benzer bir mekanizmada Cu®" direnci gdsteren
mantarlarda goriilmektedir [50]. Bu funguslar metal-okzalat formunda okzalat
bilesiklerini salgilamaktadirlar. Mayalar gibi diger organizmalar ve Citrobacter sp.
tiirleri kalsiyum fosfatin ¢6ziinmeyen bilesik formlarina direng gostermektedirler
[51]. Maya formlar1 hidrojen siilfid {iretimi sirasinda ¢esitli kompleksler kullanirken
Citrobacter sp. fosfat kullanmaktadir. K. aerogenes’in bir tiirii siilfiir ¢ikararak simnirl
miktardaki metali igeri alirken, yakininda dis ¢oktiirme araciligi ile Cd*" iyonlarmi

etrafin1 gevreleyen ortamdan kaldirma yetenegini gostermektedir [42,52].

1.1.5.5. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh Fonksiyonlara

Doniistiiriilmesi

Tanimlanan bir¢ok bakteriyel agir metal diren¢ mekaizmasi i¢inde, Hg direncliligi en
1yi incelenmis olanidir. Hg genis bir yayilma alanina sahiptir ve diger agir metal
direngliliklerinden farklidir. Hg direngli mikroorganizmalarm izole edildikleri yerler
ile memelilerin florast hemen hemen aynidir. Hg direnclilik mekanizmast i¢in
yapilan ¢alismalarin cogu reaktif iyonik Hg”" formundan elementel ve daha az reaktif
Hg" formuna detoksifikasyona baghdir. Hg’ye direngli baz1 bakteriler Hg’ye genis
spektrumlu direngli esas bilesiklere sahiplerdir [5,53]. Detoksifikasyona ek olarak,
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Hg bilesiklerinin tutulmasi ve dimetillenmesi ile hiicresel ge¢irgenligin azalmasindan

dolay1 Hg iyonlarinin alimmin azaldig: belirtilmistir [54].

Mikroorganizmalarda enzimatik detoksifikasyonun en iyi 6rnegi Hg direncliligidir.
Bu direnglilik tipi hakkinda digerlerine nazaran daha fazla bilgi mevcuttur. Gerek

2+,

Gram pozitif gerekse Gram negatif bakterilerde Hg™ ’ye kars1 direnglilik
gosterilmistir [55]. Hg hiicre igerisinde enzimlerin ve proteinlerin yapilarinda
bulunan tiollere baglanarak inaktive olmalar1 sebebi ile toksik etki gdsterir. Bazi
bakterilerde Hg*" direngliligi ile ilgili genlerin yer aldig1 mer operonu bulunmaktadur.

2+,

Bu operon sadece Hg” ’nin detoksifikasyonundan degil ayn1 zamanda transferinden

ve direncin ayarlanmasindan da sorumludur [55,56].

Hg’nin bulunmadigi zamanlarda diizenleyici proteinler i¢in operon kodlari
transkripsiyon diizenlenmesini azaltir. Bu genler bir periplazmik baglayic1 proteinin
iretimini ve membran baglantili tasima proteinlerini de sifrelemektedirler.
Detoksifikasyon i¢in etrafin1 ¢evreleyen ortamdan periplazmik baglayict proteinler

ve tasima proteinleri aracihigi ile Hg*"*y1 sitoplazmaya tagimaktadirlar.

1.1.5.6. Hiicresel Komponentlerin Metale Olan Hassasiyetlerinin Azaltilmasi

Baz1 mikroorganizmalar toksik metallerin varliginda, hiicresel kompenentlerin
metale olan hassasiyetlerini degistirerek adaptasyon saglamaktadir [40]. Hiicreler bu
islemi ya mutasyonlar yolu ile belirli bazi proteinlerin hassasiyetlerini azaltarak ya da
metal inaktivasyonunda kullanilan bazi hiicresel bilesenlerin iiretimini arttirmak

sureti ile gergeklestirmektedir.

DNA tamir mekanizmalar1 plazmit ve kromozomal DNA ile smirli koruma
saglamaktadir. Bir de mikroorganizmanin iirettigi metal direncliligi olan bilesenler
ya da alternatif yollar, duyarli komponentlerden gegen bir 6zellik ile kendi kendini
koruyabilmektedir. Adaptasyon E. coli’de de bulunmustur. Adapte olmamis E. coli

Cd*" ye maruz kaldig1 zaman 6nemli DNA hasarlar1 olustugu bildirilmistir, ayrica

27



ayni1 organizmalarin alt kiiltiirlerinde diren¢ goriilmistir [51]. Cd*"ye maruz
birakilan organizmalarin biiyiime fazmin kisaldigi belirtilmistir. Uygun bir baglatict
olarak DNA tamir mekanizmasmin, gorevinin bir parcast olarak lag fazin
uzatilmasinda gorev aldig1 varsayilmaktadir. Dogal direng, toleransin temel bir
seviyede olmasina izin veren normal hiicresel islevlerden meydana gelebilmektedir

[5,40].

Glutatyon Ag'", Cu' ™", Cd*" ve Hg*" gibi metallerden korumast i¢in bir 6rnek teskil
etmektedir [56]. Glutatyon serbest radikalleri baglayarak Cu®" ve Fe*’den korumay1
saglayabilmektedir [40]. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde bulunan direng
yetenekleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir [39]. Cd*"nin varliginda protein

sentezi Gram negatif bakterilerde, Gram pozitiflerden ¢ok daha 1yidir.

Pseudomonas’in bir tirii, Gram pozitif bakterilerin (S. aureus, S. faecium ve
B.subtilis) protein sentezinin %50 azalma gosterdigi Cd*"’nin konsantrasyonlarinimn
5-30 katina kadar direnclilik gdstermektedir. Gram pozitif organizmalar E. coli ile

karsilastirildiklarinda 28-30 kez daha fazla Cu*™ baglayabilmektedir [5, 57].

En 1yi calisilan Zn diren¢ mekanizmasi bir Gram negatif toprak bakterisi olan
Ralstonia’ da ki Czc sistemidir. Czc sistemi, R. eutrophus CH34 susunda Cd, Zn ve
Co icin de direng saglar, hiicrelerden katyon/proton antiport transportunu
gerceklestirir. Plazmit czc operon ii¢ yapisal gen igerir; czcC, czeB ve czcA. Bu

genler karmasik bir katyon akis pompasi tiretirler [47].

Dizilerdeki dis membran faktorleriyle gosterdigi benzerliklerden dolayr CzcC’ nin
dis membran proteini oldugunu disiliniilmektedir. CzcB de membran flizyon
proteinleri ile homolog olan bdlgeleriyle, katyonlar arasinda huni gorevi goriip

periplazmik boslugu doldururlar boylece serbest katyonlarin salinimi 6nlenmis olur .
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Sekil 1.8. Czc transport sistemi [47]

Czc transport sistemi (Sekil 1.8) CDF proteini olan CzcA H' degisimiyle
yonlendirilen pompa gibi ¢alisir. CzcB, membran fiizyon proteini, i¢ ve dig membran
arasinda iliski kurarak iyonlarm ge¢isini kolaylastirir. CzcC bir dig membran proteini
olarak, dig membran iizerinden verimli bir tasinma gerceklesmesini saglar. CzcD bir

sensOr gorevi goriir [47].

Novick [58] tarafindan plazmit kodlu olmayan agir metal direnci bulunduran
Staphylococcus suslar1 tanimlanmistir. Yakin ge¢miste Xiong and Jayaswal [59]
Zn(Il) ve Co(Il)’a kars1 direncgli kromozomal kokenli determinantlar belirlediler.
Genomik kiitiiphane izolatindan elde edilen bu determinantlar zntAs,, ve zntRg,yr
olarak belirlendi ve CDF (cation difusion facilitator) protein ailesiyle ve ArsR
diizenleyici proteinleriyle 6nemli benzerlik gdostermistir. CDF protein ailesinin diger
iiyesi ZitB, E.coli’de bulunmaktadir ve indiiklenen Zn(Il) tasinmasina aracilik ettigi

diistiniilmektedir [59].

Yeni bir Zn(Il) tasima sistemi de Sa/monella enterica nin serotipi Typhimurium’da
identifiye edilmistir. ZntB, katyon tasiyicis1 CorA ailesinin homologudur ve siirpriz
bir sekilde Mg(II) alimi fonksiyonunu gergeklestiremez. Bu protein bunun yerine
enterik bakterilerde, Cd(Il) ve Zn(Il)’ye tolerans gosteren Zn(II) tasiyicisit olarak
gorev yapar [59].

Spesifik metal iyonlarmin bakteri hiicrelerinde sitozolde birikimi ATP baglayici

tasiyict kasetleri ve NRAMP tastyicilar1 araciliiyla olurken, bu metal iyonlarinin
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transportu (efflux) biiylik oranda CDFs (katyon difiizyonu kolaylastiricilar), P tipi
ATPaz lar ve iiclii RND (resistance-nodulation-cell division) tasiyicilart araciligiyla
gergeklesir. Bir ¢ift 6rnek verilecek olursa Cu(l) ya da Mn(Il) de metalinin sitozol
icine alimindan P tipi ATPazlar sorumlu tutulmustur. Lactobacillus plantarum’ daki
MntA buna 6rnek verilebilir. Sekil 1.9°da Mn ve Zn tasima sistemlerini 6rnekleyen

sistemler gosterilmektedir.

Yiiksek seviyelerdeki Zn’nin transportu P tipi ATPaz araciligiyla ya da CDF tasiyici
ailesinin bir iiyesi olan H" antiportu araciligiyla gerceklestirilir. CDF’nin en belirgin
karakterize edilen iiyesi FE.coli de tammmlanmis olan YiiP’dir. Bu proteinin
fonksiyonel homologlar1 E.coli de ZitB, Ralstonia metallidurans, S. pneumoniae ve

B. Subtilis te CzcD, T. thermophilus ve S. aureus ta CzrB’dir [60].

Hicre Dist i, man Zn

D1s Membran é

_.—._._‘;‘_

Zrmn Zo, hm

o LT A
L o — =

a--m--mc—-:-n-r Zm, PMnNn enzymes
Zrmn meaetalloprotsins

Sitozol

ee ABC tastyicilar M rorin ’ P tipi ATPaz

' CDF ‘ RND . NRAMP ﬁ Metallotiyonein

Sekil 1.9. Gram negatif bakterilere 6zgii metal homeostazi modeli [60]

Metal tastyicilarinin her bir yapisal smifi ¢esitli metalleri hiicre i¢ine ve digina tasima

kabiliyetine sahiptir, fakat bazilar1 daha secicidirler. Ornegin NRAMPs Mn ve Fe
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tastyicis1 olarak gorev yapmaktadir fakat ABC tasiyici proteinleri neredeyse tiim
gecis metallerini tasima kapasitesine sahip sekilde tanimlanmis ve karakterize

edilmistir .

ABC tasiyict sistemine ek olarak Mn (II)’nin bir diger hiicre i¢ine alinma sistemi de
NRAMP protein ailesinin liyesi olan MntH’dir. Son zamanlarda S. pneumoniae’ de

Mn (II)’de Mn akisini gerceklestiren MntE tanimlanmistir [60].

1.1.6. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci, Kirikkale il sinirlar1 i¢erisinden gecen ve sehrin endiistrilesmesi
sonucu cevresel atiklara maruz kalan Kizilirmak’tan Mn ve Zn metallerini tolere
eden suglarin izolasyonu, biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonudur.
Kizilirmak tizerinde belirlenen 12 bolgeden su oOrnekleri alinarak, Mn ve Zn
metallerini tolere eden suslar izole edilmistir. Suslarin her bir metal i¢in MIK
degerleri belirlenmis ve en yiiksek MIK degerine sahip olan suslar karakterizasyon
calismalarinda kullanilmak iizere se¢ilmistir. Bu suslar morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri dikkate almarak tanimlanmistir. Mn ve Zn direngli her bir sus i¢in ¢oklu
antibiyotik ve ¢oklu metall direnglilik profilleri belirlenmistir. Suslarin metal direng
mekanizmasini belirlemek amaciyla total protein, dig membran protein ve plazmit

DNA profilleri belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Besiyerleri
2.1.1.1. Nutrient Agar
Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmas1 i¢in kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et oziitii (5 g), maya oOziitii (1 g) ve agar (12 g)’dan
olusmaktadir.

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

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin biiyiime egrisi, plazmit izolasyonu, protein izolasyonu gibi
deneyler i¢in kullanilmistir. Nutrient broth besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitii (3 g)’ nden
olusmaktadir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121°C’de 1 Atm basingta
otoklavda steril edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler

Mn ve Zn direngli suslarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesinde Cizelge

2.1°de gosterilen antibiyotik diskler kullanilmistir.
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Cizelge 2.1. Antibiyotik diskler ve konsantrasyonlar1

Antibiyotikler Konsantrasyon
(ng/disk)
Amikacin (AK) 30
AmoxycillinCA (AMC) 2010
Ampicilin (AM) 10
Aztreonam (ATM) 30
Bacitracin (B) 10
Cefepime (FEP) 5
Ceftazidime (CAZ) 30
Ciprofloxacin (CIP)/ 5
Chloramphenicol (C) 30
Gentamicin (CN) 10
Erythromycin (E) 15
Imipenem (IPM) 10
Netilcimin (NET) 30
Oxacillin (OX) 1
Pefloxacin (PEF) 5
Penicillin (P) 10
Piperacilin (PRL) 100
Piperacilin/Tazobactam (TPZ) 100710
Rifampin (RA) 5
Sulbactam/CFP (CES) 7530
Tetracycline (TE) 30
Ticarcillin (TIC) 75
Ticarcillin/CA (TIM) 7510
Trimeth—sulfa (SXT) 25
Tobramycin (TOB) 10
Vancomycin (VA) 30

2.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullamlan Kimyasallar

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

2.1.3.2.1. Plazmit izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler

2.1.3.2.1.1. Soliisyon I (Glukoz/Tris/EDTA)

0.990 g glukoz, 0.394 g Tris, 0.372 g EDTA tartilarak 100 mL suyla (pH: 8)

tamamlanmustir.

2.1.3.2.1.2. Soliisyon II (NaOH/SDS)

5 N NaOH ¢ozeltisinden 4 mL, %10’luk SDS c¢o6zeltisinden de 10 mL alinarak

karistirilir. 86 mL distile su ile soliisyon 100 mL’ye tamamlanmaistir.

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

74 g K-asetat tartilir ve 28.75 mL glasiyal asetik asit ile ¢oziiliir. Soliisyonun son

hacmi 250 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir.

2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,O0 tartilarak 57.1 mL glasiyal asetik asit ile

¢oOziiliir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tampon tamamlanmustir.

2.1.3.2.2. Kromozomal DNA Izolasyonunda Kullamilan Tamponlar

2.1.3.2.2.1. Tris’/EDTA Tamponu (250 mL)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilip 250 mL distile suyla (pH: 8.0) tamamlanmstir.
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2.1.3.2.2.2. %10 SDS Tamponu (100 mL)

10 g SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.

2.1.3.2.2.3. Proteinaz K’nin Hazirlanmasi (10 mL)
0.0384 g CaCl,.2H,0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 puL, 1 M Tris-HCI (pH: 8.0) ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmis ve 100 mg

proteinaz K ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2.2.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

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

2.1.3.2.2.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)
4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda c¢oOzllmistir ve 10 g
Cetyltrimethylammonium (cetrimonium) bromide (CTAB) yavasca soliisyona

eklenerek 65°C’ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile

tamamlanmustir.

2.1.3.2.2.6. Kloroform/ izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform, 4 mL izoamil alkol ile karigtirilmistir.
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2.1.3.2.2.7. Kloroform/ izoamil Alkol/ Fenol Tamponu (100 mL)

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

hazirlanmstir.

2.1.3.2.2.8. izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL almarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmastir.

2.1.3.2.2.9. %70’lik Ethanol (100 mL)

30 mL steril su ile 70 ml %100’Lik ethanol karistirilarak hazirlanmastir.

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

8.47 g Tris-HCl tartilarak 50 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve pH: 8.0’e ayarlanmistir.

Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmaistir.

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

0.12 g Tris-HCl tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.
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2.1.3.2.3. Total Protein izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler

2.1.3.2.3.1. Fosfat Tamponu (KH,PO4K;HPOy,)

6.8 g KH,PO4ve 8.7 g KH,POy4 tartilip 1000’er mL distile suda c¢oziilmiistiir.
Hazirlanan iki ayr1 ¢6zelti pH: 7.0 olacak sekilde karistirilmistir.

2.1.3.2.4. Dis Membran Protein izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

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

0.1576 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢6ziilmiis ve HCI ile pH: 8.0’e ayarlanmustir.

Son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanmastir.

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 ¢6zilmiis ve 1.67 mL Triton X-100 eklenerek

HCl ile pH: 7.6’ya ayarlanmistir. Son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanmaistir.
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2.1.3.2.5. SDS-PAGE Stok Soliisyonlar ve Hazirlamsi

Cizelge 2.2. SDS-PAGE stok soliisyonlar1 hazirlanisi

Stok Hazirlamisi
Soliisyonlari
24.2 g Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, derisik HCI1
Tris-HCI, 2 M

ile pH: 8.8’e ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Tris-HCI, 1 M

12.1 g Tris tartilir, 50 mL distile suda ¢oziiliir, konsantre

HCl ile pH: 6.8’¢ ayarlanip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

SDS (%10)

10 g SDS tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Gliserol (%50)

50 ml %100°1iik gliserol alinip 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 Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

Cizelge 2.3. SDS-PAGE calisma soliisyonlar1

Calisma Soliisyonlari

Hazirlamisi

Soliisyon A %30 29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartilip distile su
akrilamid %0.8 ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢oziiliir.
bisakrilamid (100mL) Buzdolabinda saklanir.
2 M Tris-HCI (pH = 8.8) 75 mL, %10’lik SDS 4 mL,
Soliisyon B (4x) (100mL) distile su

21 mL. Buzdolabinda saklanir.

Soliisyon C (4x) (100mL)

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

46 mL. Buzdolabinda saklanir.

Amonyum persiilfat %10’luk (5 mL)

0.5 g amonyum persiilfat tartilip distile su ile 5 ml’ye

tamamlanir.

Elektroforez Tamponu

Tris (25 uM) 3 g, glisin (192 mM) 14.4 g, SDS (% 0.1)

(1L) 1 g tartilip distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH =8.3
1 M Tris-HCI (pH = 6.8) 0.6 mL, %50 Gliserol 5 mL,
OrmekTamponu (5x) %10 SDS 2 mL; 0.5 mL 2-merkaptoetanol, %1
(10 mL) Bromfenol mavisi 1 mL; 0.9

mL distile su. Buzdolabinda saklanir.
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2.1.3.2.6.1. Ayirici Jelin Bilesimi (%12’lik)

Cizelge 2.4. Ayirici jelin hazirlanmasi

Soliisyon A (Stok) 7.8 mL
Soliisyon B (Stok) 6 mL
Distile su 10.08 mL
Amonyum persiilfat 79.2 uL
TEMED 15.6 uL
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 mL
Distile su 4.67 mL
Amonyum persiilfat 27 uL
TEMED 6.6 uL
2.1.3.2.7. Coomassie Brillant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0.1 Coomassie Brillant Blue boyasi tartilarak, %12’lik glasiyal asetik asit

%350’1ik metanol ile karistirilarak ¢oziiliir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Cahsma Alam

Kizilirmak Nehri, 410 30" Kuzey, 360 05' Dogu koordinatlar1 arasindadir ve 1150
km’den uzun su yatagi, 75.000 km® drenaj alan1 ve yillik ortalama 184.2 m’/s debisi
ile Tiirkiye’'nin en uzun nehri olup Kizilirmak Deltasi’'n1 gegerek Karadeniz’e

ulasmaktadir [61].
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Sekil 2.1. Kizilirmak’in lokasyonu [62]

Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya acilan kapist olma, Makine Kimya
Endiistrisi ile Tipras Rafinerisi gibi biiylikk sanayi kuruluslarmi biinyesinde
barindrma ve Kizilrmak gibi Tiirkiye’nin en biliylik nehirlerinden birinin
glizergahinda yer almasidan dolay1 olduk¢a 6nemli illerden biridir. Kirikkale ili’nde
sanayi oldukc¢a gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi kuruluslar1

Kizilirmak Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir [25].
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Cizelge 2.6. Orneklerin alindig1 bdlgeler ve koordinatlari

Bolge No Bolge Ad1 Bolge Koordinatlar:
1 Kesikkoprii Baraji Girisi 39°23753,41”°K, 33°25° 18,44 D, 775m
2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma Bendi | 39° 22’ 50,98”°K, 33°24° 56,99 D, 819,5m
3 Erdemli Mabh. - Sarimusalli Mevkii 39°26° 54,60°K, 33°23° 25,53 D, 781m
4 Akkosan Merkez Mevkii 39°28’25,39°K, 33°24° 00,99 D, 801m
5 Egribiik - Akkosan Y. Mevkii 39°32°26,97°K, 33° 23’ 59,54 D, 760m
6 Bucakyazi - Sazbucagi Mevkii 39°33° 51,02°K, 33° 24’ 38,51 D, 750,5m
7 Sulubiik - Kiytbagt Mevkii 39°37° 04,85°K, 33°26” 11,19 D, 771m
8 Kapulukaya Baraji Girigi 39°39°42,39°K, 33°27’ 13,46 D, 766,5m
9 Kapulukaya Baraji Su Tutma Bendi 39°44° 08,62°°K, 33°28° 59,95 D, 741m
10 Asagiyazi Kum Ocagi Mevkii 39° 46 56,08°°K, 33°27° 42,27 D, 718,5m
11 Mezbahane - MKE Tesisleri Mevkii | 39° 50’ 00,92”’K, 33°28’ 07,85 D, 706,5m
12 Irmak Mevkii gf];zs‘]"““ak ISmn | 500 56 53257K, 33° 257 04,24 D, 699,5m

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen ve

Cizelge 2.6’da gosterilen 12 istasyondan Kasim 2009°da su 6rnekleri toplanmaistir.

2.2.3. Mangan ve Cinkoya Direncli Bakterilerin izolasyonu

Mn ve Zn agir metallerine direngli suslarin se¢imi i¢cin agir metal igeren ortam
kullanilmistir. 12 bélgeden alian su 6rneklerinden Mn ve Zn direncli suslar1 se¢gmek

icin literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda ayri1 ayr1t MnSO4 ve ZnSO47H,0 agir
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metallerini iceren NA ortamlar1 hazirlanmistir. Bu ortamlara her bolgeden alinan su
ornekleri seyreltme yapilarak ekilmistir. 37°C’de 48 s inkiibe edilen 6rneklerden

iireme olan Mn ve Zn direngli farkli koloniler secilerek saflagtirma islemi yapilmistir.

2.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Mn ve Zn direncli saf kiiltiirler 37°C’de 48 s inkiibe edilerek koloni morfolojisine, ve
hiicre morfolojisi 6zelliklerine bakilmistir. Suslarin koloni kenar yapisi, sekil, optik
ozellikler, akigkanlik ve pigmentasyon 6zellikleri incelenmistir. Hiicre morfolojileri
ise, gram boyamayla mikroskop (immersiyon yagiyla ve 100 biiyiitmeli objektifle)
altinda incelenerek gram reaksiyonu esnasinda hiicre sekilleri ve hiicrelerin

diizenlenmesi gozlemlenmistir.

2.2.5. Mangan ve Cinko Direncli Bakterilerin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Mn ve Zn agir metallerine direngli suslarm MIK degerleri, nutrient agar ortamma
giderek artan konsantrasyonlarda MnSO4 ve ZnSO47H,0O eklenerek saptanmistir.
37°C’de 48 s inkiibe edilmistir ve lireme olan petrilerdeki kiiltiirler daha yiiksek
konsantrasyondaki ayr1 ayr1 Mn ve Zn metalleri bulunan ortamlara ekilmistir. 48 s
sonunda iireme goriilmeyen suslarin son agwr metal konsantrasyonu MIK degeri

olarak saptanmustir.

2.2.6. izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Kirikkale-Kizilirmak’tan Mn ve Zn direngli suslar izole edilmistir. Bu suslarm MIK
degerleri belirlenmistir ve en yiiksek MIK degerine sahip direncli suslar segilmistir.
Secilen suslarin morfolojik 6zellikleri belirlenmistir ve API 20 kitleri kullanilarak

biyokimyasal testleri yapilmistir. Bu sonucglara gore suslar identifiye edilmistir

[63,64].
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2.2.7. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnc Profillerinin

Belirlenmesi

Kizilirmak’tan izole edilen suslarin Mn ve Zn agir metallerine direngli her bir susun,
bu c¢alisma icin secilen diger agir metallere direnglilikleri de tespit edilmistir.

Boylece suslarin coklu metal direng profilleri belirlenmistir.

Mn direngli suslarmn, c¢oklu metal direng profilini belirlemek icin degisik
konsantrasyonlarda Cd, Al, Li, Ba, Cr, Pb, Sr, Fe, Cu, Sn, Ag, Zn, Hg, Sb, agir
metallerini igeren NA besiyerleri hazirlanmistir. 37°C’de 48 s inkiibe edilmistir ve
iireme olan suslarin ortama eklenen metale karsi direncli, lireme olmayanlarm ise
duyarli oldugu tespit edilmistir. Zn direngli susta ise Mn direngli suslarda kullanilan
metod uygulanmistir.

Mn ve Zn direncli suslarin antibiyotik direng profilini belirlemek i¢cin bu metalleri
icermeyen NA besiyeri hazirlanmistir. Ekim yapilan besiyerine Cizelge 2.1°de
belirtilen antibiyotik diskleri uygulanmis 37°C 48 s inkiibe edilmistir. Disk etrafinda
zon goriilmesi o antibiyotige duyarli oldugu, zon goriilmemesi durumunda direngli

oldugu tespit edilmistir.

2.2.8. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MIK degerleri belirlenen Mn ve Zn metallerinin bulundugu NB ortaminda,
kiiltlirlerden 100 puL 6rnek alinarak, 100 mL NB icinde inokiile edilmistir. Bu islem
belirlenen konsantrasyonlarda Mn ve Zn metallerinin bulundugu NB ortamlar1 i¢in
de tekrarlanmustir. Kiiltiirler 37°C’de calkalamali olarak inkiibe edilmistir ve O.
saatten itibaren, ODgoo nm’de, her 2 saatte bir spektrofotometre ile 6lglim degerleri

almarak tireme egrisi ¢ikarilmistir.
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2.2.9. Plazmit izolasyonu

Saflastirilmis izolatlardaki plazmitlerin varlig1 alkali lizat metodunun modifiye hali
kullanilarak saptanmistir [65]. Plazmit izole edilecek bakterilerin, 100 mL’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda MnSO,4 ve
ZnS047H,0 metallerinin bulundugu NB besiyerlerine ekimleri yapilmistir. 37°C’de
24 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden 1.5 mL alinarak 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilmistir ve tekrar 1.5 mL kiltiir konularak islem
tekrarlanmistir. Pelletlerin tizerine 100 uL. GTE (glukoz/ tris/ EDTA) ilave edilmistir
ve vortekslenerek 5 dakika buzda bekletilmistir. 200 pL, 0.2 N NaOH/ %1 SDS
soliisyonun iizerine ilave edilerek c¢ok yavas karstirilmistr ve 5 dakika
bekletilmistir. 150 plL, 3M potasyum asetat ilave edilmistir ve karistirilarak 5 dakika
bekletilmistir. 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilen soliisyonun st kismi
toplama tiipline alinarak pellet kism1 atilmistir. %100’liik etanolden 900 pL tiiplere
konulmus ve -20°C’de 1 gece bekletilmistir. Gece sonunda beklemis olan soliisyon
13.100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant kismi atilmistir. Pellet
iizerine %70’lik etanolden 1 mL eklenerek 15 dakika 13.100 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminden sonra iist faz atilmistir ve pellet iizerine 20 pL su ve 5

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

2.2.10. Kromozomal DNA izolasyonu

Izole edilen Mn ve Zn direngli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting
ve Horn [66] tarafindan tanimlanan metoda goére elde edilmistir. 15 ml’lik kiiltiir
5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet
iizerine 5.7 ml TE tamponu eklenmistir ve karistirilmistir. Daha sonra 30 pL %10

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

Inkiibasyondan sonra 100 puL 5 M NaCl eklenerek karigtirilmistir. 800 pL
CTAB/NaCl tamponu karisim iizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe
edilmistir. Kloroform/ izoamil alkol soliisyonu ekleyerek 5 dakika 13000 rpm’de

santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni tiiplere almarak fenol/ kloroform/ izoamilalkol
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tamponu eklenmis ve tekrar 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet
iizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilarak pellet lizerine 5 mL %70’lik etanol eklenmis ve 10 dakika
santrifiij edilmistir. Etanol uzaklastirilmistir ve pellet kurutularak 200 pL TE

tamponu eklenmistir ve -20°C’de saklanmaistir.

2.2.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

%1.5’luk jel hazirlamak i¢in 1.5 g agaroz 100 mL 10x TAE tamponu ile ¢oziildiikten
sonra sitilarak eritilmistir. Cozelti yaklasik 40°C’ye kadar sogutulup, jel kutusuna
dokiilmiistiir ve iizerine jel taragi yerlestirilmistir. Jel tamamen polimerize olduktan
sonra tarak dikkatlice ayrilmistir. 20-25 pL’lik miktarlarda DNA 6rnekleri alindiktan
sonra mikropipet ile ornek cukurlarina yiiklenmistir. Separe edilen plazmitlerin
molekiiler agirliklarimi belirlemek amaci ile jeldeki ¢ukurlardan birine 3 plL marker
DNA (Sigma Lambda DNA Hind III ready to use solution) yiiklenmistir. Jel agaroz
aparatma yerlestirilmistir. Aparata jelin lizerini kaplayacak kadar yliriitme tamponu
konulmustur. 100 V/cm, voltaj wuygulanarak 1.5 saatte yiiriitme islemi
tamamlanmistir. Separasyon zamaninit sonlandirmak i¢in, yiikleme tamponunda

bulunan brom fenol mavisinin jelde katettigi mesafe bize yol gosterir.

2.2.12. DNA’nin Etidyum Bromid ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabina
konulmustur ve jel iizerine 0.5 ug/mL konsantrasyonda etidyum bromid boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlasi jeli 1 mM MgSO,
soliisyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri alinmistir. Jel daha sonra U.V.

transilliiminator tizerine konularak fotograflari ¢cekilmistir [67].
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2.2.13. Plazmit DNA’larin Molekiiler Agirhklarinin Belirlenmesi

Plazmit DNA’larin molekiiler agirliklarint  belirlemek amaciyla Lambda
DNA/HindIII marker referans alinmis, ve jel izerinde marker bantlarinin yiiridiagi
mesafe ve bantlarin molekiil agirliklar1 degerleri ile standart egri ¢izilmistir ve bu

metod ile bilinmeyen DNA bantlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.14. Plazmit Eliminasyonu (Plazmid Curing)

Izole edilen Mn direncli ve Zn direngli bakterilerin plazmit izolasyonu yapildiktan
sonra plazmit varhigi belirlenen suslarin yiiksek sicaklik kullanilarak plazmit
eliminasyon (curing) ¢alismalar1 yapilmistir [68]. Mn11 kodlu susun iireme sicakligi
37°dir. Plazmit eliminasyon ¢aligmalarinda NB besiyerine ekimi yapilan Mn direngli
sus icin en Yyiksek denenen sicaklik 43°C olup, bu sicaklikta iiremedigi
gbozlemlenmistir. 42°C denenmis ve bu sicaklikta iireme oldugu gézlemlenmis olup
Mn iceren ve icermeyen 2 farklt NA besiyeri hazirlanmis ve 42°C’de iireyen Mn

direngli sustan ekim yapilmig, 37°C’de 48 s inkiibe edilmistir.

2.2.15. Total Protein izolasyonu

Mn ve Zn metallerine direncli suslarin total proteinlerinin izolasyonu Kishore ve
arkadaslar1 [69] tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. 100 mL’lik metal
icermeyen NB besiyerine ve 100 mL’lik belirlenen konsantrasyonlarda MnSO,4 ve
ZnSO47H,0 metallerinin - bulundugu NB besiyerlerine ekimler yapilmistir.
Kiiltiirlerden besiyerlerini uzaklastirmak icin santrifiij yapilmistir. Elde edilen
pelletlerin {izerine 5 mL steril su eklenerek 2 kez yikama islemi gergeklestirilmistir.
Pelletler iizerine 2 mL fosfat tamponu eklenmis ve 10 dakika 50 devirde sonikasyon
islemi uygulanmigtir. 2000 rpm de 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan
temiz tliplere aktarilmistir. 75 pl 6rnek tizerine 75 pl 6rnek tamponu ilave edilmistir.

Elektroforez islemi oncesinde 6rnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilmistir.

47



2.2.16. Dis Membran Protein izolasyonu

D1s membran proteinleri Achtman ve arkadaslar1 [70] tarafindan tanimlanan metoda
gore elde edilmistir. Dis membran proteinleri izole edilecek bakteriler metal
icermeyen ve belirlenen konsantrasyonlarda, MnSO4 ve ZnSO,47H,0O’nun bulundugu
100 mL NB besiyerlerine ekilmistir. Kiiltiirler log fazimmin ortalarinda alinarak
santrifiij edilmistir ve besiyeri uzaklastirilmistir. 10 mL, 10 mM Tris-HCI pelletler
iizerine eklenerek sonikasyon (80 sn, %50 devir) islemi ile hiicreler parcalanmistur.
Pargalanan hiicreler 4°C’de 3000 rpm’de, 20 dakika, santrifiij yapilarak
uzaklastirilmis ve silipernatan temiz tiiplere alinarak 4°C’de 20.000 rpm, 60 dakika,
santrifiij edilmistir. Pelletler {izerine 150 pL distile su eklenerek -20°C’de 1 gece
bekletilmistir. -20°C’den alman Orneklere 200 pL Triton-X iceren soliisyon
eklenmistir ve 20 dk oda sicakliginda. bekletilmistir. Ornekler 20°C’de, 90 dakika,
2000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pelletler lizerine 50 upl tampon eklenmis ve
elektroforezden once 100°C’de 5 dakika bekletilmistir.

2.2.17. Dis Membran ve Total Protein Bantlarimin Molekiil Agirhklarimin

Belirlenmesi

D1s membran ve total protein bandlarmin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder referans almarak, her bir jel i¢in ayr1 ayr1
standart egri ¢izilmistir. Jel iizerindeki marker bantlarinin yliriidiigli mesafe ve
bantlarin bilinen molekiil agirlik degerleri ile standart egri olusturulmus ve

bilinmeyen protein bantlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

2.2.18. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi
D1s membran ve total protein Laemmli’ye [71] gore, %4 lik dengeleyici ve %12’°lik

ayirict jel kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde

(SDS-PAGE) yapilmistir.
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2.2.18.1. Ayirma Jelinin Hazirlanisi

16.7 mL Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1.5 M
Tris-HCI (pH 8.6), 500 ml %10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 mL %10’luk
SDS birbirine iyice karistirildiktan sonra 30 mL. TEMED (N, N, tetraetilen diamid)
ilave edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir.
Jelin st kismi distile su ile kaplanarak hava ile temasi onlenmis ve polimerize

olmasi i¢in bekletilmistir.

2.2.18.2. Dengeleyici Jelin Hazirlanisi

3.4 mL %30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13.6 mL distile su, 2.5 mL 1 M Tris-HCI
(pH 6.8), 200 mL %10’luk APS ve 200 mL %10’luk SDS birbiri ile 1yice
karistirildiktan sonra 20 mL TEMED ilave edilmistir. Bu karisim, polimerize olan
ayrma jelinin lizerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra aymrma jeli iizerine

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

2.2.18.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak c¢ikarilmis, kuyucuklar elektroforez yiiriitme tamponu
ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yiiriitme tamponu
ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve 30 mA’de yaklasik 150 V’ta
ortalama 1 saat yiirtitiilmiistiir.

2.2.18.4. SDS-PAGE Jellerinin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitleme ¢ozeltisi igerisinde bir

gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢dzeltisine alinmis ve

ortalama 1 giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’lik
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araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmistir [72].

Jellerin fotograflar1 karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla lizerinde ¢ekilmistir.

2.2.18.5. Protein Bantlarinin Yogunluk (Intensity) Olciimii

SDS-PAGE vyapildiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R boyali bantlar, jel
goriintiileme cihaz1 (Corestream Molecular Imaging Software Standart Edition)
kullanilarak proteinlerin goreceli miktarlarin1 belirlemek i¢in taranmistir. Protein
bantlarmin verdigi pik absorbans degerleri jel goriintileme cihazi iizerinde
kaydedilmistir. Her bir bant icin ii¢ farkli yerlerde tarama yapilmis, degerlerin
ortalamas1 alimmustir. Yatay konumdaki protein bantlar1 arasindaki mesafe iki bant
arasindaki tepe noktalarinin dik bir eksende birlestirilmesiyle jel gortintiilleme cihazi
ile belirlenmistir. Bu oranlarin giivenilirligi bagimsiz olarak programlanmig

bilgisayar analizi kullanilarak belirlenen grafik ile desteklenmistir [73].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Mangan ve Cinko Direncli Bakterilerin izolasyonu ve MiK Degerlerinin

Belirlenmesi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde belirlenen 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden Mn ve
Zn direncli suslar izole edilmistir. Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi Mn’ye direngli 9 ve
Zn’ye direngli 8 sus izole edilerek, MIK degerleri saptanmustir. Mn i¢in MIK degeri
1000 mg/L olan iki sus (Mnl1 ve Mnl12), Zn i¢in ise MiK degeri 825 mg/L olan bir

sus (Zn01) karakterizasyon caligmalarinda kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Cizelge 3.1. Mn ve Zn direngli suslarm izole edildigi bolgeler

izolasyon Bélgeleri ve Bakteri Ureme Durumlari

Agir metaller 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mn + + - - - + + + + + + |+

Zn + - - - - + + + + + + | +

(-), negatif; (+), pozitif

3.2. Bakterilerin identifikasyonu

Cizelge 3.2°de Mn ve Zn direncli suslarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

belirlenerek tanimlanmasi yapilmaistir.
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Cizelge 3.2. Mn ve Zn direncli suslarin biyokimyasal 6zellikleri

Mangan Direncli Sus Cinko Direncli Sus

B‘g.)‘;le‘l‘l‘;l‘(ylzjal Mnl1 Mn12 Zn01
Sekil Basil Basil Basil
Gram Reaksiyon (-) (-) ()
Akigkanlik Akiskan Akiskan Mukoid
Optik Ozellikler Opak Opak Saydam
Pigment Yok Yok Beyaz
DP300 (DP3) + - -
Ure (URE) -
Malonat (MLT) + - -
Inositol (INO) +
Arabinoz (ARA) -
Sitrat (CIT) +
Mannitol (MAN) + - -
J’_
J’_

Adonitol (ADO)

Glukoz (GLU) - -
Malonat (MAL) - + +
Ksiloz (XYL) - + +
Arjinin (ARG) - - -
Asetamin (ACE) - - -
TDA (TDA) - - -
Rafinoz (RAF) - - -
Hidrojen Siilfiir
(H:S)
Lizin Dekarboksilaz
(LYS)
Eskiilin (ESC) -
Polimiksin B (PXB) + - -
Sorbitol (SOR) +
ONPG (ONP) - - -
Ornitin (ORN) + - -
Plant indican (PLI) - - -
Laktoz % 10 (LAC) - + +
Siikroz (SUC) + - -
Ramnoz (RHA) - - -
Oksidaz (OXI) - - -

Serratia Acinetobacter Acinetobacter
marcescens haemolyticus haemolyticus

Tanimlanan Tiirler

(-), negatif; (+), pozitif

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi Mn direngli Mnl1 ile Mn12 kodlu suslarmn sirasiyla
Gram negatif basil olan Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus oldugu
belirlenmistir. Zn direngli Zn01 kodlu susun ise yine Gram negatif basil olan

Acinetobacter haemolyticus oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gére Mn’ye direngli
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her iki susun da sitrat pozitif oldugu tespit edilmistir. Zn direngli susun ise sitrat,

malonat, ksiloz ve laktoz pozitif oldugu belirlenmistir.

3.3. izole Edilen Bakterilerin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus suslar1 ile Zn
direngli Acinetobacter haemolyticus susunun ¢oklu metal ve antibiyotik direnglilik

profilleri belirlenmistir.

3.3.1. Mangan Direncli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus

Suslarinin Coklu Metal ve Antibiyotik Direnclilik Profilleri

Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus suslarinin Cizelge
3.3’te gosterildigi gibi Al, Li, Ba, Pb, Fe, Ag, Cu, Sn, Ni, Zn, Sb, Sr gibi metallere
karst c¢oklu direng gosterdigi, Hg, Cd, Cr, Co metallerine karsi ise kullanilan

konsantrasyonlarda duyarli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus

suslariin ¢oklu metal direnclilik profili

Kullnilan Konsantrasyon Direngclilik Profili
Metal Formu (mg/L) Serratia | Acinetobacter
marcescens | haemolyticus
Hg(NO;),H,O 195 S S
Pb(NOs), 1200 R R
ZnS0O47H,0 825 R R
FeCl; 450 R R
CuSO45H,0 450 R R
K(SbO)C4H,404 1400 R R
AgNO; 8 R R
Cd(NO;)2H,0 750 S S
SnCl,2H,0 160 R R
LiCl 5000 R R
AlC1;6H,0 300 R R
BaCl,2H,0 2700 R R
CrN;0q 1050 S S
Sr(NO;), 2000 R R
NiSO,7H,0 395 R R
Co(NO;)2H,0 750 S S

R, direngli; S, duyarlt

Cizelge 3.4’te gosterildigi gibi Serratia marcescens’in ceftazidime, piperacillin,
piperacillin/tazobactam gibi antibiyotiklere; Acinetobacter haemolyticusun ise
aztreonam, ceftazidime, gentamisin, oxacillin, piperacillin, piperacillin/tazobactam

ve trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.4. Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus

suslarinin antibiyotik direnglilik profili

Direnclilik Profili
Antibiyotikler

(ng/disk)

Serratia | Acinetobacter
marcescens | haemolyticus

Amikacin (30) S S
Amoxycillin/CA (20/10)
Ampicilin (10)
Aztreonam (30)
Bacitracin (10)
Cefepime (5)
Ceftazidime (30)
Ciprofloxacin (5)
Chloramphenicol (30)
Gentamicin (10)
Erythromycin (15)
Imipenem (10)
Netilcimin (30)
Oxacillin (1)
Pefloxacin (5)
Penicillin (10)
Piperacilin (100)
Piperacilin/Tazobactam (100/10)
Rifampin (5)
Sulbactam/CFP (7530)
Tetracycline (30)
Ticarcillin (75)
Ticarcillin/CA (7510)
Trimeth-sulfa(25)
Tobramycin (10)
Vancomycin (30)

R, direngli; S, duyarl

nlrnnnnnnn|B B nnrnunnnnnnnl@ @ nnnn
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3.3.2. Cinko Direncli Acinetobacter haemolyticus Susunun Coklu Metal ve
Antibiyotik Direnclilik Profili

Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun Cizelge 3.5’te gosterildigi gibi Mn,
Ag, Cu, Sn, Li, Al, Ba, Sr ve Ni gibi metallere kars1 coklu direng gosterdigi, Hg, Pb,
Fe, Co, Cd, Sb, Cr metallerine karsi ise kullanilan konsantrasyonlarda duyarl oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 3.5. Zn direncgli Acinetobacter haemolyticus susunun ¢oklu metal direnglilik

profili
Kullanilan Konsantrasyon Direnclilik
Metal Formu (mg/L) Profili
Hg(NO;),H,0 195 S
Pb(NOs), 1200 S
MnSO, 1000 R
Co(NOs), 6H,0 750 S
FeCl; 450 S
CuSO45H,0 450 R
K(SbO)C4H4O4 1400 S
AgNO; 8 R
Cd(NOs)2H,0 750 S
SnCl,2H,0 160 R
LiCl 5000 R
AlCL;6H,0 300 R
BaCl,2H,0 2700 R
CrN;0q 1050 S
Sr(NOs), 2000 R
NiSO47H,0 395 R

R, direngli; S, duyarl

Zn direncli Acinetobacter haemolyticus susunun Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi
gentamicin, pefloxacin, trimeth-sulfa gibi antibiyotiklere kars1 coklu direng

gosterdigi tespit edilmistir.

56



Cizelge 3.6. Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun antibiyotik direnglilik

profili

Antibiyotikler Direnclilik
(ng/disk) Profili

Amikacin (30)
Amoxycilli/CA (20/10)
Ampicilin (10)
Aztreonam (30)
Bacitracin (10)
Cefepime (5)
Ceftazidime (30)
Ciprofloxacin (5)
Chloramphenicol (30)
Gentamicin (10)
Erythromycin (15)
Imipenem (10)
Netilcimin (30)
Oxacillin (1)
Pefloxacin (5)
Penicillin (10)
Piperacilin (100)
Piperacilin/Tazobactam (100/10)
Rifampin (5)
Sulbactam/CFP (7530)
Tetracycline (30)
Ticarcillin (75)
Ticarcillin/CA (7510)
Trimeth sulfa(25)
Tobramycin (10)
Vancomycin (30)

R, direngli; S, duyarlt

3.4. Bakteri Ureme Egrileri

3.4.1. Mangan Direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus

Suslarinin Ureme Egrileri

Mn direncli Serratia marcescens susunun elde edilen tireme egrisi Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Bu susun Mn iceren ortamda yaklasik 12. saatten itibaren logaritmik
fazinda artis oldugu goriilmektedir. Mn varligt OD’de artisa neden olmustur. Bu

sonug bize Serratia marcescens susunun Mn’yi; metabolize ettigini gostermektedir.
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Sekil 3.1. Serratia marcescens susunun Mn iceren ( —*—) ve Mn icermeyen

( ) ortamdaki tireme egrisi

Mn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun elde edilen lireme egrisi Sekil
3.2°de gosterilmistir. Bu susun Mn igeren ortamda logaritmik faza yaklasik 12 saat
gec girdigi goriilmiistiir. Mn iceren ve igermeyen ortamdaki iireme grafigine
bakildiginda, metalli ortamin belirgin sekilde bakterinin iiremesini etkiledigi

goriilmektedir.

OD 600 (nm)
N N
,nN W

o
w
1

o

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66
zaman (saat)

Sekil 3.2. Acinetobacter haemolyticus susunun Mn igeren ( —*—) ve Mn igermeyen

( ) ortamdaki tireme egrisi
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3.4.2. Cinko Direncli Acinetobacter haemolyticus Susunun Ureme Egrisi

Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun elde edilen tireme egrisi Sekil 3.3’te
gosterilmistir. Bu susun Zn igeren ortamda yaklasik 24 saat sonra log fazina girdigi
goriilmektedir. Ayrica metal iceren ortamda, metal icermeyen ortama gore yaklasik

16 saat daha erken 6liim fazima ge¢mesi Zn’nin toksik etkisini gostermektedir.

OD 600 (nm)
= N w
(0] N (0] w (0]

[EEN
1

o
(9]
1

M

o

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

zaman (saat)

Sekil 3.3. Acinetobacter haemolyticus susunun; Zn igeren ( —*—) ve Zn igermeyen

( ) ortamdaki tireme egrisi

3.5. Bakterilerin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA Lokasyonu
Mn ve Zn direngli suslarin metal direngliligi ile bu suslarin plazmit icerikleri

arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla metal igeren ve icermeyen ortamlarda

iiretilen bakterilerde plazmit izolasyonu ve eliminasyonu ¢aligsmalar1 yapilmaistir.
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3.5.1. Mangan Direncli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus

Suslarinin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA Lokasyonu

Mn direngli Serratia marcescens susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA
lokasyonu belirlenmistir. Her bir jel i¢in ayr1 ayr1 elde edilen ve Sekil 3.4’de bir
ornegi gosterilen standart egri ile molekiiler agirligi bilinmeyen plazmit DNA’larin
molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Serratia marcescens’te Mn igeren ve icermeyen
her iki ortamda da sirasiyla 2.0, 2.8 ve 4.0 kb biiyiikliglinde kii¢iik molekiil agirlikl
3 adet plazmit varligi gosterilmistir (Sekil 3.5). Plazmit eliminasyonu c¢aligmalar1
sonrasinda Serratia marcescens susunun tiim plazmitleri elimine edilmistir. Plazmit
eliminasyonu yapilan susta metal ve antibiyotik direnclilik profillerinde bir degisiklik
olmadig1 goOrilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda metal ve antibiyotik direng

genlerinin kromozomal DNA {iizerinde oldugu tespit edilmistir.

23.1 kb —p
chr

9.4 kb —p
6.5 kb~

<4— 40kb  43kb —p
4— 2.8 kb

2.3kb —p

20kb

(a) (b)
Sekil 3.4. Serratia marcescens susunun plazmit DNA profili ve kromozomal DNA
lokasyonu

(a) 1; Mn igermeyen, 2; Mn igeren ortam,
(b) 1; plazmit DNA eliminasyonu dncesi, 2; plazmit DNA eliminasyonu sonrasi,

chr; kromozomal DNA, M; marker (Lambda DNA HindIII),
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Sekil 3.5. Plazmit DNA molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

Mn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun plazmit DNA profili ve
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.6’da gosterildigi gibi
Acinetobacter haemolyticus’ta Mn iceren ve icermeyen ortamda herhangi bir
plazmit varlig1 tespit edilememistir. Bundan dolay1 ¢oklu metal ve antibiyotik direng

genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.
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23.1kb

9.4 kb chr

6.5 kb

ARA

4.3 kb

2.0 kb

vy

2.3 kb

Sekil 3.6. Acinetobacter haemolyticus susunun plazmit DNA profili ve kromozomal

DNA lokasyonu
1; Mn igermeyen, 2; Mn iceren ortam, chr; kromozomal DNA, M; marker (Lambda DNA
HindIII)

3.5.2. Cinko Direncli Bakterilerin Plazmit DNA Profili ve Kromozomal DNA

Lokasyonu

Cinko direngli Acinetobacter haemolyticus susunun plazmit DNA profili ve
kromozomal DNA lokasyonu belirlenmistir. Sekil 3.7°de  gosterildigi gibi
Acinetobacter haemolyticus ta Zn igeren ve igermeyen ortamda herhangi bir plazmit
varlig1 tespit edilememistir. Bundan dolay1r c¢oklu metal ve antibiyotik direng

genlerinin bu susta da kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.
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4.3 kb
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2.0kb

Sekil 3.7. Acinetobacter haemolyticus susunun plazmit DNA profili ve kromozomal
DNA lokasyonu

1; Zn igermeyen, 2; Zn igeren ortam, chr; kromozomal DNA , M; marker (Lambda DNA
HindIII)

3.6. Bakterilerin Dis Membran ve Total Protein Profili

Mn ve Zn direngli suslarin metal iceren ve icermeyen ortamlardaki dig membran ve

total protein profilleri incelenmistir.

3.6.1 Mangan Direncli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus

Suslarimin Total ve Dis Membran Protein Profili

Mn direngli Serratia marcescens susunun dis membran ve total protein profilleri
belirlenmistir (Sekil 3.8). Sekil 3.9°da bir 6rnegi gosterildigi gibi her bir jel i¢in elde
edilen standart egri ile molekiiler agirliklar1 bilinmeyen protein bantlarinin molekiiler

agirlhiklar1 belirlenmistir. Total protein analizleri sonucunda Serratia marcescens
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susunun 115 ve 72 kDa biiytikliigiindeki bantlarin Mn igermeyen ortamda ekspresse
olmayip, sadece Mn igeren ortamda ekspresse oldugu tespit edilmistir. Dis membran
protein profilleri incelendiginde de Mn iceren ortamda; 62 kDa’luk bantta 3,42
kDa’luk bantta 1.8, 28 kDa’luk bantta 2.3 ve 25 kDa’luk bantta da 1.9 kat
ekspresyon artist oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar bu susun metal iceren ortamda

hem total hem de dis membran proteinlerinin metal direngliliginde etkin oldugunu

gostermektedir.
M 1 2 M 1 2
250kDa —»
| < 152kDa
250kDa  —p 130kDa  —p- <« 122kDa
. 100kDa —»
130kDa  _p
100kDa —»
-
—>

<« 115kD -
: 70 kDa —¥»
< 73kDa
70 kDa 55kDa —» j— 62kDa
55 kDa
. 4 40kDa <4— 42kDa
—»>
35kDa —» 1 35 kDa <4— 28kDa
<4 26kDa 25kDa —p
25kDa  —»
(a) (b)

Sekil 3.8. Mn direngli Serratia marcescens susunun total (a) ve dig membran (b)

protein profilleri

M; marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder), 1; Mn igermeyen 2; Mn igeren

ortam
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Sekil 3.9. Total ve dis membran protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi

Mn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun dis membran ve total protein
profilleri belirlenmistir (Sekil 3.10). Sekil 3.11°de bir 6rnegi gosterildigi gibi her bir
jel icin  elde edilen standart egri ile molekiiler agwlhklar1 bilinmeyen protein
bantlarinin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore total protein
analizi incelendiginde 263 ve 201 kDa’luk bantlar metal igermeyen ortamda eksprese
olmazken, metal iceren ortamda ekspresse olmuslardir. Ayrica 250 kDa’luk bandin
ekspresyonunda metal iceren ortamda 1.6 kat azalma oldugu belirlenmistir. Dis
membran proteinlerinin neredeyse tamamimin ekspresyonu metal iceren ortamda
bariz artis gostermistir. Bu sonuglar bu susunda metal direngliliginde hem total hem

de dis membran proteinlerinin aktif oldugunu gostermistir.
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250kDa —P> 250kDa  —p
201 kDa 157 kDa
130kDa  —p
130kDa —p 110 kDa
108 kDa 100kDa —» 84 kDa
100kDa —p 0 kDa
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70 kDa — 55kDa —® | _—
64 kDa ' 50 kDa
55kDa —P
27 kDa

45kDa 3kDa —p
25kDa —p l

—
(b)

(@)

Sekil 3.10. Mn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun total (a) ve dig

membran (b) protein profilleri
M; marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder), 1; Mn icermeyen 2; Mn

igeren ortam
3 -
2,5
o ‘\’\Q\’\‘
g
e 15
S
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Sekil 3.11. Total ve dig membran protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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3.6.2. Cinko Direncli Acinetobacter haemolyticus Susunun Total ve Dis

Membran Protein Profili

Zn direncli Acinetobacter haemolyticus susunun dis membran ve total protein
profilleri belirlenmistir (Sekil 3.12). Sekil 3.13’te bir 6rnegi gosterildigi gibi her bir
jel icin elde edilen standart egri ile molekiiler agirliklar1 bilinmeyen protein
bantlarmin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Total protein profilinde 201 kDa’luk
bandin metal igcermeyen ortamda eksprese olmazken, metal iceren ortamda ise
eksprese oldugu tespit edilmistir. Dig membran proteinlerinin ekspresyonunda ise
metal iceren ortamda 50 kDa’luk bantta 1.7 kat artis, 62 kDa’luk bantta ise 4.8 kat
azalis tespit edilmistir. Boylece total ve dis membran proteinlerinin bu susun Zn

direncliliginde etkin oldugu belirlenmistir.

M 1 b M 1 2
250kDa __,
<— 201kDa
130kDa —p 250kDa __y
| <4— 157kDa
130 kDa —p
. «— 108kDa
100 kDa —p N 100 kDa —» <« $4KDa
—> .
il 70 kDa ] <— 62kDa
70 kDa —p» 55kDa —» L. el
< 50 kDa
64 kDa
55kDa —p» 35kDa —p
45 kDa 25kDa —p| S <4— 27kDa

(a) (b)
Sekil 3.12 Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun total (a) ve dig membran
(b) protein profilleri
M; marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder), 1; Zn igermeyen 2; Zn iceren

ortam
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Sekil 3.13. Total ve dis membran protein molekiiler agirlik belirleme standart egrisi
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4. TARTISMA — SONUC

Kirikkale-Kizilirmak’ta endiistriyel atiklarin karisma olasiliginin bulundugu 12
istasyondan &rnek toplanmis, bu bdlgelerin dokuzundan MiK degeri 1000 mg/L Mn
direncli bakteriler 11. ve 12. bolgeden izole edilmislerdir. Morfolojik ve
biyokimyasal Ozellikleri belirlenen bu suslar sirasiyla Serratia marcescens ve
Acinetobacter haemolyticus olarak tanimlanmistir. MIK degeri 825 mg/L Zn direngli
olan ve 1. bodlgeden izole edilen diger bir susta morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri dikkate alinarak Acinetobacter haemolyticus olarak tanimlanmistir. Mn
ve Zn direngli bakterilerin c¢oklu-metal ve antibiyotik direnglilik profilleri de
incelenmistir. Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus
suslarinin Al, Li, Ba, Pb, Fe, Ag, Cu, Sn, Ni, Zn, Sb, Sr metallerine ¢oklu direng
gosterdigi tespit edilmistir. Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun ise Mn,
Ag, Cu, Sn, Li, Al, Ba, Sr ve Ni metallerine kars1 ¢oklu diren¢ gosterdigi
belirlenmistir. Mn direngli bakterilerden Serratia marcescens’in ceftazidime,
piperacillin, piperacillin/tazobactam antibiyotiklerine, Acinetobacter
haemolyticus un ise aztreonam, ceftazidime, gentamicin, oxacillin, piperacillin,
piperacillin/tazobactam ve trimeth-sulfa antibiyotiklerine karst ¢oklu direng
gosterdigi tespit edilmistir. Zn direncli Acinetobacter haemolyticus susunun ise
gentamicin, pefloxacin, trimeth-sulfa antibiyotiklerine karsi ¢oklu direng gosterdigi

belirlenmistir.

Serratia marcescens, Enterobacter familyasina ait Gram negatif, basil bir bakteridir.
ve dogada ozellikle sucul ortamlarda siklikla ireme gosterir. Serratia marcescens,

endokardit, septisemi, menenjit gibi bir¢cok rahatsizliga sebep olmaktadir [74].

Izole edilen diger bakteri Acinetobacter’ler ise dogada, toprak ve sularda yaygin
olarak bulunurlar. Firsat¢1 patojen Acinetobacter tiirleri hastane ortamina yerleserek,
hastanede yatan ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda Onemli hastane
enfeksiyonlarina neden olurlar. Ayrica yogun bakim {initelerinde yapilan
calismalarda Acinetobacter cinsi bakteriler, en sik etken Gr (-) basiller arasinda

ticlincii sirada ve % 18.2 oraninda saptanmustir [38].
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Bhadra ve arkadaslar1 [75] tarafindan yapilan calismada Torsa Nehri’nden elde
edilen 1zolatlardan Zn ve Ni direnci olanlarin; Pseudomonas, Acinetobacter,
Bacillus, Enterobacter, Serratia ve Moraxella cinslerine ait oldugunu
gostermislerdir. Tir diizeyinde yapilan c¢aligsmalar sonucu ise bu bakterilerin
Acinetobacter haemolyticus ve Serratia marcescens oldugunu belirtmislerdir. Bu
bulgular bizim bulgularimiza benzer niteliktedir. Cin Xiangtan’da Mn atiklarinin
bulundugu bdlgede Chenopodium album L. bitkisinin rizosferinden Mn’ye direngli
bakteriler izole edilmis ve Serratia marcescens olarak tanimlanmistir [76]. Zakaria
ve arkadaglar1 [77] tarafindan yapilan bagka bir caligmada ise agir metalle kontamine
olmus atiksulardan Acinetobacter haemolyticus susu izole etmis, As, Cd, Zn ve Cr
icin MIK degerlerini sirasiyla 700, 400, 200, 70 mg/L olarak bulmuslardir. Bu
calismalar ile karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda Zn icin elde edilen MIK
degerinin daha yiiksek oldugu dikkat c¢ekicidir. Bu durum izolasyonlarmn yapildigi
bolgelerdeki bakterilerin Zn tolere etme yeteneklerinin oldukga yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Piotrowska-Seget ve arkadaslar1 [ 78] maden atiklarmnin bol oldugu Polonya Katowice
bolgesinde 288 mg/L Zn ve 1233 mg/L Cu direnci olan Pseudomonas gladioli
susunu izole etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Cin’in Jiangsu eyaletinde Pb-Zn
madeni yakinlarindan ¢oklu metal direnci gosteren bir sus olan Cupriavidus
metallidurans izole edilmis ve bu susun Zn>", Cd*", Co*", Ni*, Cu®", Cr’", Hg*" ve
Pb*" metallerine kars: ¢oklu direng gosterdigi belrlenmistir. S6z konusu susun Cd*",
C02+, Cr3+, Ni2+, Cu2+, Mn*" metalleri icin MIK degerleri sirastyla 254, 582, 1000,
788, 874, 1000 mg/L olarak bulunmustur [79].

Choudharyi ve arkadaslar1 [80] tarafindan yapilan bir ¢alismada uranyum maden
atiklarindan, uranyum ve diger ¢esitli metallere kars1 direng gosteren bakteriler izole
edilmistir. Izole edilen bakterilerin Bacillus, Arthrobacter ve Serratia tiirlerini
icerdigi belirtilmistir. Serratia sp.’nin de ve Zn igin belirlenen MiK degerinin 72

mg/L olarak belirtilmistir.

Bir diger calismada endiistriyel kirli sularla sulanan tarim topraklarinda yiiksek
diizeyde Fe, Cr, Cu, Zn, Ni ve Cd agir metalleri analiz edilmis, bu topraklardan elde

edilen 40 bakteri izolatindan 17 tanesinin Enferobacteriaceae familyasina ait, 10
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tanesinin ise Pseudomonas sp. oldugu gosterilmistir [81]. MIK degerleri ise Cd icin

200, Zn ve Cu i¢in 400, Ni i¢in 800, Pb i¢in 1600 mg/L olarak belirlenmistir.

Cevre kirliligini artran ve ekolojik dengenin bozulmasinda onemli rol oynayan
endistri  kuruluglarmin  basinda, atiksularinda agwr metal igeren kuruluslar
gelmektedir. Ilgili endiistri kuruluslari, siiregleri geregi cesitli agir metalleri
kullanmakta ve atiklarinda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun,krom, arsenic ve
glimiis gibi metal iyonlarmi ihtiva etmektedir. Etkili bir aritim yapilmamasi
durumunda bu tiir atiklarin gol, nehir, deniz, okyanus gibi alic1 ortamlara desar;]
edilmesi,suda yasayan ve bu suyu kullanan canli sistemleri ve ¢evresi i¢in olduk¢a
toksik olmaktadir. Ayrica, aritim sistemlerinde higbir zaman parcalanamayan 'bu tiir
rekalsitrant maddeler, temel aritimda etkin olan; Ozellikle biyolojik aritim
siireclerinde 6nemli rolii bulunan mikroorganizmalar i¢in de ¢ok kii¢iik miktarlarinda
bile toksik etki yaptigi icin aritimin gergeklesmedigi goriilmektedir. Metal ihtiva
eden c¢evrelerdeki selektif baskilar, tiim toksik metallere karsi belli direng
mekanizmalarinin  ortaya ¢ikmasmi  saglamistir  [82]. Metal direnglilik
mekanizmalari, genellikle antibiyotik direng mekanizmalar: ile iliskilendirilmistir.
[83,84]. Bir antibiyotik maddeye karsi direngli hale gelen bir mikroorganizma
tiirtinde bu kemoterapotik maddeye yapica veya etki tarzi bakimindan yakin diger
antibiyotiklere kars1 da direng gelisebilir, bu duruma ¢apraz direng (cross resistance)
denir. Mikroorganizmanin yapist ve etkisi farkli bircok antibiyotik maddeye karsi
direngli hale gelmesi durumuna ise ¢ok ilaca direnglilik (multiple-drug resistance)
denir [85]. Bakteriler antibiyotiklere karsi dogal dirence sahip olabildikleri gibi,
kromozomal genlerde meydana gelen mutasyon veya kromozom dis1 (plazmid,
transpozon) genetic materyalin kazanilmasi sonucu da direng gelistirebilmektedirler.
Direng gelisiminde enzim iiretimi, baglanma noktalarinin modifikasyonu, membran
gecirgenliginin bozulmasi ve pompa mekanizmasi gibi ¢esitli mekanizmalar siklikla
bir arada rol oynamaktadir. Enzim {iretimine bagli diren¢ gelisimi beta-laktam,
aminoglikozid ve kloramfenikol grubu antibiyotiklere karsi direng gelisiminde rol
oynamaktadir. Baglanma noktalarinin modifikasyonu penisilin, kinolon, makrolid ve
tetrasiklin  grubuna karsi diren¢ gelisimine neden olmaktadir. Membran

gecirgenliginin bozulmasi sonucu beta-laktam, penisilin, kinolon grubuna karsi
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direng gelisebilmektedir. Pompa mekanizmasi ise karbapenem, kinolon, tetrasiklin ve

makrolidlere kars1 direngte onem kazanmistir.

Wright ve arkadaslar1 [86] yaptiklar1 caligmada As, Cu, Mn, Zn, Co ve Ag
metallerine karsi ¢oklu diren¢ gosteren suslarin ayni zamanda ciprofloxacin,
tetrasiklin, kloromfenikol ve B-lactam antibiyotiklerine de karsi da c¢oklu direng
gelistirdiklerini tespit etmislerdir. Bakterilerdeki metal ve antibiyotik direncliliginin
ortak direng mekanizmalari ile kazanildig1 da yapilan calismalarda belirtilmistir [86].

Bizim bulgularimizda bu ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

Ajithkumar ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada [87], Saku’da evsel atiksu
aritma tankindan izole edilen Serratia marcescens bakterisinin tetrasiklin,
eritromisin, polimiksin, linkomisin, benzilpenisilin antibiyotiklerine direngli;
kloromfenikol, gentamisin, kanamisin, streptomisin ve karbenisilin antibiyotiklerine
karst duyarli oldugu gorilmiistiir. Diger Enterobakterler ve Gram negatif
bakterilerden farkli olarak bu bakterinin spor olusturdugu goriilmiistiir ve Serratia
marcescens ten farkli olarak isimlendirilmesi gerektigi anlasilmigtir. 2003 yilinda

tanimlanan bu bakteriye Serratia marcescens subsp. sakuensis ad1 verilmistir.

Mn ve Zn direncliliginin plazmit ve kromozomal DNA ile iliskisini belirlemek amaci
ile Mn ile Zn direncli suslarin plazmit DNA profilleri belirlenmistir. Mn direngli
Serratia marcescens susunun Mn igeren ve igermeyen her iki ortamda da sirasiyla
2.0, 2.8 ve 4.0 kb boyutunda 3 tane kiiciik molekiiler agirlikli plazmit bulundurdugu
tespit edilmistir. Plazmit eliminasyonu ile tiim plazmitleri elimine edilen Serratia
marcescens susunun metal ve antibiyotik direnclilik profillerinde bir degisim
olmadig1 belirlenmistir. Diger taraftan Mn ve Zn direngli her iki Acinetobacter
haemolyticus susu ile yapilan c¢aligmalar sonucu herhangi bir plazmit varligi
gosterilememistir. Bu sonuclar dogrultusunda her ii¢ sus icinde Mn ve Zn direng

genlerinin kromozomal DNA iizerinde oldugu belirlenmistir.

Xiong ve arkadasglarmin [88] yaptig1 c¢alismada coklu metal direngliligi gosteren

Comamonas testosteroni S44 susunun yiiksek konsantrasyonda Zn™ (10mM)
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direngliligi gosterdigi tespit edilmistir. Zn>" direngliliginin yan1 sira Cd*", Ni**, Co™",
Pb*" direncliligi de gorillmiistiir. C. festosteroni’de bu direncin Co”", Cd**, Zn*"
RND tipi Co®"/ Cd*"/ Zn*" efflux pompasi tarafindan kromozomal DNA iizerinde
kodlandig1 tespit edilmistir.

Diger bir ¢calismada coklu metal direncliligi gdsteren (Cd**, Co*", Zn*", TI', Cu*",
Pb*", Ni*", Hg” ve CrO4%) Cupriavidus metallidurans CH34 (Ralstonia
metallidurans CH34) susunun bu direncten sorumlu olan iki megaplazmit icerdigi

tespit edilmistir [89].

Co, Zn, Cd, metallerine direngliligi arastirilan Alcaligenes eutrophus susunun iki
plazmit igerdigi tespit edilmistir. Bu plazmitlerden biri 163 kb agirligindaki Ni, Hg
ve Co direngliliginin bulundugu pMOL28 plazmiti, digerinin ise 238 kb agirligindaki
Zn, Cd, Hg ve Co direngliliginin bulundugu pMOL30 plazmiti oldugu tespit
edilmistir [90].

Ozer [91], Kizilirmak’daki agir metaller iizerine yaptig1 calismada MIK degeri 8
mg/L olan Ag’ye direngli Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae suslar ile
MIK degeri 2000 mg/L olan Sr’ye direncli Sphingomonas paucimobilis ve
Pseudomonas fluorescens suslarmi izole etmistir. Ayn1 zamanda c¢oklu metal
direnglilik profillerine bakilmistir. Ag direncli suslar Al, Li, Sn, Ni, Sr metallerine
direng gosterirken, Sr direngli suslar Al, Li, Ba, Ni metallerine diren¢ gdstermistir.
Ag direngli Pseudomonas putida susunun Ag direnclilik genlerinin plazmit DNA
iizerinde oldugu, Klebsiella pneumoniae susunun ise kromozomal DNA {izerinde
oldugunu tespit edilmistir. Sr direngli Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas.
fluorescens suglarmin ise metal direngliligi kromozomal DNA iizerinde oldugu tespit

edilmistir.

Calismamizda Mn direngli Serratia marcescens ve Acinetobacter haemolyticus
suslarinin  total ve dig membran protein profilleri belirlenmistir. Serratia
marcescens 'in total protein profili incelendiginde 115 ve 72 kDa biiyiikliigiindeki
bantlarin Mn igermeyen ortamda ekspresse olmayip, Mn igeren ortamda eksprese
oldugu gorilmiistiir. Serratia marcescens’in  dis membran protein profili
incelendiginde ise 42 ve 62 kDa’luk bantlarin ekspresyonunda farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Metal iceren ortamda 62 kDa’luk bantta 3.0, 42 kDa’luk bantta 1.8, 28
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kDa’luk bantta 2.3 ve 25 kDa’luk bantta ise 1.9 kat artis meydana geldigi
belirlenmistir. Bu susun metal iceren ortamda hem total hem de dis membran
proteinlerinin metal toleransinda etkin oldugunu gostermektedir..

Mn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun total protein analizi sonucunda 263
ve 201 kDa’luk bantlarin sadece metal igceren ortamda ekspresse olduklari
belirlenmistir. Ayrica metal iceren ortamda 250 kDa’luk bandin ekspresyonunda 1.6
kat azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Dig membran proteinlerinin metal
iceren ortamda daha etkin eksprese olduklar1 belirlenmistir. Bu sus i¢inde total ve dis
membran proteinlerinin metal direngliliginde etkin rol oynadigi gosterilmistir.

Zn direngli Acinetobacter haemolyticus susunun da dis membran ve total protein
profilleri incelenmistir. Total protein profilinde 201 kDa’luk bandin sadece metalli
ortamda  ekspresse oldugu belirlenmistir. Dig membran proteinlerinin
ekspresyonunda ise metal igeren ortamda metalsiz ortama gore 50 kDa’luk bantta 1.7
kat artis olmasina karsin, 62 kDa’luk bantta 4.8 kat azalma belirlenmistir. Bu
sonuglar 1s1g1nda total ve dis membran proteinlerinin her ikisinin birden bu sus i¢in

Zn direncinde etkin rol oynadigi tespit edilmistir.

Yapilan bir calismada Serratia marcescens’te molekiiler agirliklart sirasiyla 42, 40
ve 39 kDa olan 3 adet dis membran proteini izole edilmis ve Ompl, Omp2, Omp3
olarak adlandirilmistir [92]. Bu proteinlerden Ompl’in 6nemli oranda bakteriyel
dirence katkis1 olmasma ragmen bu porinden yoksun mutantlarda duyarliligin
azaldig1 goriilmiistiir. Bizim calismamizda metal igeren ortamda 42 kDa’luk dis
membran proteinin ekspresyonundaki artis bu calismanmn sonucuyla paralellik
gostermektedir. Omp 1, B laktam, aminoglikozit, tetrasiklin ve kloromfenikol gibi
kiigiik hidrofilik bilesiklerin hiicreye almmasma neden olan porin olarak
tanimlanmistir. Bu yiizden bu proteinin yoklugunda bu antibiyotiklere direng

saglanmaktadir [74].

Turali [93], Kirikkale-Kizilirmak’da bulunan Cu direngli Pseudomonas putida ve Cr
direngli Enterococcus faecalis suslariin total protein analiz calismalari ile Cr ve Cu
direngli suslarin metal varliginda total protein ekspresyonun arttigini tespit etmistir.

Ozer [91], yapmis oldugu calismada Ag’ye direncli Pseudomonas putida ve
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Klebsiella pneumoniae suslar1 ile Sr’ye direngli Sphingomonas paucimobilis ve
Pseudomonas fluorescens suslarinin total ve dis membran protein analizleri
yapilmistir. Metal varli§i Ag ve Sr’nin total ve dis membran proteinlerinin
ekspresyonunda bir artis gostermistir. Plazmit eliminasyon caligmalar1 yapilarak dis

membran ve total proteinlerinin ekspresyonlarinda bir azalis oldugu tespit edilmistir.

Aktan [94], Kizilrmak’dan izole ettigi kursun direngli Enterecoccus faecalis
susunun total protein analiz sonuglar1 kursun varliginda bazi proteinlerin

ekspresyonunun arttigini tespit etmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasi ile Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen mangan ve ¢inko

direngli suslar biyokimyasal ve genetiksel 6zellikleri bakimindan incelenmistir.
Biyokimyasal oOzellikler esas almarak mangan ve ¢inko direngli suslar
tanimlanmistir. Tanimlanan bu suslarmm ¢oklu metal ve antibiyotik direnglilik
profilleri belirlenmistir. Genetiksel karakterizasyon calismalarinda plazmit DNA,
kromozomal DNA, total ve dis membran protein profilleri belirlenerek, bu profillerin

metal direnglilik mekanizmasi ile iliskisi kurulmaya calisilmistir.

75



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

KAYNAKLAR

Omalu, 1., Eze, G., Olayemi, 1., Gbesi, S., Adeniran, L., Ayanwale, A.,
Mohammed, A., Chukwuemeka, V., Contamination of sachet water in Nigeria:
assessment and health impact. Online Journal of Health and Allied Sciences. 9

(4), 2010.

Deeb, B., Plasmid mediated tolerance and removal of heavy metals by
Enterobacter sp. American Journal of Biochemistry and Biotechnology. 5 (1):

47-53, 2009.

Keramati, P., Hoodaji, M., Tahmour, A., Multi-metal resistance study of
bacteria highly resistant to mercury isolated from dental clinic effluent. African

Journal of Microbiology Research. 5 (7): 831-837, 2011.

Iyer, A., Mody, K., Jha, B., Biosorption of heavy metals by a marine
bacterium. Marine Pollution Bulletin. 50, 340-343, 2005.

E. Sevgi, Agrr Metalle Kontamine Olmus Topraklardan Metal Iyonlarina
Direngli Bakterilerin Izolasyonu ve Bu Direngliligin Plazmitlerle Olan
[liskisinin Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi. Mersin Universitesi, Mersin,

2007.

Silver, S., Ji, G., Newer systems for bacterial resistances to toxic heavy metals.

Environmental Health Perspectives. 102, 107-113, 1993.

Rathnayake, V, N., Megharaj, M., Bolan, N., Naidu, R., Tolerance of heavy
metals by Gram positive soil bacteria. World Academy of Science, Engineering

and Technology. 53, 2009.

M. G. Giirbiiz, Bakir(II) ve Nikel(I) Iyonlarinin Entreomorpha prolifera’ya
Biyosorpsiyonunda Denge, Kinetik ve Termodinamik Parametrelerin

Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Mersin Universitesi, Mersin, 2006.

76



[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

Dopson, M., Austin, B. C., Koppineedi. P. R., Bond, P. L., Growth in sulfidic
mineral environments metal resistance mechanisms in acidophilic micro-

organisms. Microbiology. 149, 1959-1970, 2003.

Oh, S. E., Hassan, S. H. A., Joo, J. H., Biosorption of heavy metals by
lyophilized cells of Pseudomonas stutzeri. World Journal of Microbiology

Biotechnology. 25, 1771-1778, 2009.

Wackett, L. P., Dodge, A. G., Ellis L. B. M., Microbial genomics and the
periodic table. Applied and Environmental Microbiology. 70 (2): 647655,
2004.

A. Kaya., Agir Metallerin Sulu Cozeltilerden Polimer Membranlar ve Polimer
Adsorplayicilar Kullanilarak Ayrilmasi. Yiiksek Lisans Tezi. Afyonkarahisar
Kocatepe Universitesi, Afyon, 2007.

Z. S. Taylan., Phaeodactylum tricornutum ve Dunaliella tertiolecta Tarafindan
Metal Biyokullanimi, Biyobirikimi ve Toksisite Degerlendirmesi. Yiiksek

Lisans Tezi. Ondokuz May1s Universitesi, Samsun, 2005.

H. Ozgiin.,, Oksidasyon ve Filtrasyon Asamalarinda Sularda Mangan
Giderimini Etkileyen Bazi Faktorlerin Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi.

Istanbul Teknik Universitesi, Istanbul, 2007.

Jensen, L. T., Alemanji, M. A., Culotta, V. C., The Saccharomyces cerevisiae
high affinity phosphate transporter encoded by PHOS84 also functions in
manganese homeostasis. The Journal of Biological Chemistry. 278 (43):

42036-42040, 2003.

Plumlee, GS., Ziegler, TL., The medical geochemistry of dusts, soils and other
earth materials. Treatise on Geochemistry. 9, 263-310, 2003.

Kabata-Pendias, A., Mukherjee, A. B., Trace elements from soil to human.

193-208. Springer Berlin Heidelberg, New York, 2007.

77



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Torres, E., Cid, P., Herrero-J. Abalde., Removal of cadmium ions by the
marine diatom Phaeodactylum tricornutum bohlin accumulation and long-term

kinetics of uptake. Bioresource Technology. 63, 213-220. 1998.

Nellessen, J.E., Fletcher, J.S., Assessment of published literature on the uptake,
accumulation and translocation of heavy metals by vascular plants.

Chemosphere. 27, 1669-1680, 1983.

Tolun, L.G., Okay, O.S., Gaines, A.F., Tolay, M., Tiifek¢i, H., Kiratli, N., The
pollution status and the toxicity of surface sediments in Izmit Bay (Marmara

Sea), Turkey. Environmental International 26, 163-168, 2001.

Ahluwalia, S. S., Goyal, D., Microbial and plant derived biomass for removal

of heavy metals from wastewater. Bioresource Technology. 98 (12): 2243—
2257, 2007.

Ge, HW., Lian, MF., Wen, FZ., Yun, YF., Jian, FY., Ming, T. Isolation and
characterization of the heavy metal resistant bacteria CCNWRS33-2 isolated

from root nodule of Lespedeza cuneata in gold mine tailings in China. Journal

of Hazardous Materials. 162, 50-56, 2009.

Chen, HM., Zheng, CR., Zhou, DM., Tu, C., Gao, L., Changes in soil fertility
and extractable heavy metals in Dexing copper mine tailing pool after

revegetation. Acta Pedologica Sinica. 42, 29-36, 2005.

Doula, M. D., Removal of Mn*" ijons from drinking water by using
Clinoptilolite and a Clinoptilolite-Fe oxide system. Water Research. 40, 3167-
3176, 2006.

Y. Giindogan, Kizilirmak Nehri’ndeki (Kirikkale) Cladhophora’ da Agir Metal
Birikimi Uzerine Bir Calisma. Yiiksek Lisans Tezi. Gazi Universitesi, Ankara,

2005.

Malik, A., Metal bioremediation through growing cells. Environment

International 30, 261-278, 2004.

78



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

Volesky, B., Schiewer, S., Biosorption, metals. Encyclopedia of Bioprocess

Technology Fermentation, Biocatalysis and Bioseparation. 1, 433453, 2000.

Ramachandra, TV., Ahalya, N., Kanamadi, RD., Biosorption: Techniques and
Mechanisms, Rapor No: 110. 91s, 2006.

A. Ozvardarli, Cevre Biyoteknolojisi Uygulamalarinda Biyosorpsiyonun Yeri.

Yiiksek Lisans Tezi. Trakya Universitesi, Corlu, 2006.

Ramasamy, K., Banu, S. P., Bioremediation of metals: microbial processes and
techniques. Environmental Bioremediation Technologies. 173-187. Ed: by S.
H. Singh ve R. D. Tripathi. Springer Berlin Heidelberg, New York, 2007.

Mudhoo, A. Garg, V. K., Wang, S., Removal of heavy metals by biosorption.
Environmental Chemistry Letters. 10 (2): 109-117, 2012.

O. Akgelik, Agir Metallerin Saccharomyces cerevisiae Mikroorganizmasiyla
Biyosorpsiyonunun Ortam Kosullarma Bagli Olarak Incelenmesi. Yiiksek

Lisans Tezi. Gazi Universitesi, Ankara, 2008.

Abu Al-Rub, F. A., El-Naas, M. H., Ashour, 1., Al-Marzouqi, M., Biosorption
of copper on Chlorella vulgaris from single, binary and ternary metal aqueous

solutions. Process Biochemistry. 41, 457-464, 2006.

Veglio, F., Beolchini, F., Removal of metals by biosorption: a review .

Hydrometallurgy. 44 (3): 301-316, 1997.

P. Yilmazer, Sulu Ortamlardan Agir Metallerin Mikroorganizmalar Yoluyla

Giderimi. Yiiksek Lisans Tezi. Gazi Universitesi, Ankara, 2006.

Flemming, H. C., Wingender, J., Relevance of microbial extracellular

polymeric substances (EPSs). Water Science and. Technology. 43, 9-16, 2001.

79



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

Brady, D., Duncan, J. R., Binding of heavy metals by the cell walls of
Saccharomyces cerevisiae. Enzyme and Microbial Technology. 16, 633-638,

1994.

T. Akkan, Iskenderun Koérfezindeki Gr(-) Bakterilerin Antibiyotik ve Agir
Metal Direnglilik Diizeyleri ve Plazmit Profillerinin Saptanmasi. Yiiksek

Lisans Tezi. Cukurova Universitesi, Adana, 2009.

Rouch, D. A, Lee, B. T. D., Morby, A. P., Understanding cellular responses to
toxic agents: a model for mechanism choice in bacterial metal resistance.

Journal of. Industrial Microbiology and Biotechnology. 14, 132-141, 1995.

Ji, G., Silver, S., Bacterial resistance mechanism for heavy metals of
environmental concern. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology.

14, 61-168, 1995.

Mergeay, M., Towards an understanding of the genetics of bacterial resistance.

Trends in Biotechnology. 9, 17-24, 1991.

Scott, J. A., Palmer, S. J, Cadmium biosorption by bacterial
exopolysaccharide. Biotechnology. Letters. 10, 21-24, 1988.

Scott, J. A., Palmer, S. J., Sites of cadmium uptake in bacteria used for

biosorption. Applied and. Environmental. Microbiology. 33, 221-225, 1990.

Silver, S., Misra, T. K., Bacterial transformation of and resistances to heavy

metals. Basic Life Sciences. 28, 23-46, 1984.

Nies, D. H., Silver, S., Ion efflux systems involved in bacterial metal

resistances. Journal of Industrial Microbiology. 14, 186-199, 1990.

Archer, GL., Niemeyer, DM., Origin and evolution of DNA associated with
resistance to methicillin in staphylococci. Trends in Microbiology. 2, 343-347,

1994.

80



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

Choudhury, R., Srivastava, S., Zinc resistance mechanisms in bacteria. Current

Science. 81 (7):768-775, 2001.

Trevors, J. T., Stratton, G. W., Gadd, G. M., Cadmium transport, resistance and
toxicity in bacteria, algae, and fungi. Canadian Journal of Microbiology. 32,

447-464, 1986.

Joho, M., Inouhe, M., Tohoyama, H., Murayama, T. Nickel resistance in yeast
and other fungi. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology. 14, 64-
168, 1995.

Murphy, R. J., Leavy, J. F. Production of copper oxalate by some copper
tolerant fungi. Transactions of the British Mycological Society. 81, 165-168,
1983.

McEntee, J. D., Woodrow, J. R, Quirk, A. V., Investigation of cadmium
resistance in Alcaligenes sp. Applied and Environmental Microbiology. 51,

515-520, 1986.

Aiking, H., Kok, K., Heerikhuizen, H. V., Van’t, R. J., Adaption to cadmium
by Klebsiella aerogenes growing in continous culture proceeds mainly via

formation of cadmium sulfide. Applied and Environmental Microbiology. 44,

938-944, 1982.

Summers, A.O., Organization, expression, and evolution of genes for mercury

resistance. Annual Review of Microbiology. 40, 607-634, 1986.

Osborn, AM., Bruce, KD., Strike P., Ritchie DA., Distribution, diversity and
evolution of the bacterial mercury resistance (mer) operon. FEMS

Microbiology Reviews. 19, 239-262, 1997.

O’Halloran, T., Transition metals in control of gene expression. Science. 261,

715-725, 1993.

81



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

Ni’bhriain, N. N., Silver, S., Foster, T. J., Tn5 insertion mutation in the
mercuric ion resistance genes derived from plasmid R 100-1, Journal of

Bacteriology. 155, 690-703, 1983.

Beveridge, T. J., Fyfe, W. S. Metal fixation by bacterial cell walls. Canadian.
Journal of Earth Science. 22, 1893-1898, 1985.

Novick, R. P., Roth, C., Plasmid-linked resistance to in-organic salts in

Staphlococcus aureus. Journal of Bacteriology. 95, 1335-1342, 1968.

Blencowe, D. K., Morby, A. P., Zn(Il) metabolism in prokaryotes, FEMS
Microbiology Reviews. 27, 291-311, 2003.

Ma, Z., Jacobsen, F. E., Giedroc, D. P., Coordination chemistry of bacterial

metal transport and sensing. Chemical Reviews. 109, 4644-4681, 2009.

Yilmaz, M., http://www.cevreorman.gov.tr/sulak/sulakalan/kizilirmak.htm

(Erisim Tarihi: 04.03.2011)

http://www.turkcebilgi.com/ansiklopedi/k%C4%B12%C4%B11%C4%B 1rmak
nehri (Erisim Tarihi : 08.03.2012)

Chang, Y., Han, J., Chun, J., Lee, K.C., Rhee, M., Kim, Y., Bae, K.S.,
Comamonas koreensis sp. nov., a non-motilespecies from wetland in Woopo,
Korea. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 52,

377-381, 2002.

Behme, R., Shuttleworth, R., Mcnabb, A., Colby, W.D., Identification of
Staphylococci with a self-educating system using fatty acid analysis and

biochemical tests. Journal of Clinical Microbiology. 34 (12): 3075-3084, 1996.

Birnboim HC., Doly J., Arapid alkaline extraction procedure for screening

recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Research. 7, 1513-1523, 1979.

82



[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

Cutting, S.M., Horn, PB., Edited by: Harwood C, Cutting S. John Wileyand
Sons, Chichester, Genetic Analysis in Molecular Biological Methods for

Bacillus., 27-74, UK, 1990.

Manniatis, T., Fritsch, E. F., Sambrook, J., Molecular cloning a labarotory

manual. Cold Spring Harbour Laboratory. 545, 1982.

Salam, A., Aboserch, N. A., El-Salam, A., Ibrahim, S.A., Sa'eb, A.T.M.
Resistance plasmids of indigenous Pseudomonas in Egypt. Journal of Applied

Sciences Research. 3 (9): 873-878, 2007.

Kishore, L., Natarajan, K., Babu, L.R., Total soluble protein and membrane
lipopolysaccharide profiles in differentiating Rhizobium isolates. Microbios.

86, 143-156, 1996.

Achtman, N., Mercer, A., Kusecek, B., Pohl, A., Heuzenroeder, M., Aaronson,
W., Sutton, A. & Silver, R. P., Six widespread bacterial clones among

Escherichia coli k 1solates. Infection and Immunity. 39, 315-335, 1983.

Laemli, U.K., Cleavege of structural proteins during the assembly of the head

of bacteriophage T4. Nature. 227, 680-684, 1970.

Demiralp, H., Celik, S., Koksel H., Effects of oxidizing agents and defatting on
the electrophoretic patterns of flour proteins during dough mixing. European

Food Research Technology. 211, 322-325, 2000.

Mukhallad AM, Malcolm PS. The distribution of heavy-chain isoforms of
myosin in airways smooth muscle from adult and neonate humans.

Biochemical Journal. 260, 421-426, 1989.

Hejazi, A., Falkiner, F. R., Serratia marcescens. Journal of Medical

Microbiology. 46, 903-912, 1997.

Bhadra, B., Nanda, A. K., Chakraborty, R., Fluctuation in recoverable nickel

and zinc resistant copiotrophic bacteria explained by the varying zinc ion

83



[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

content of Torsa River in different months. Archieves of Microbiology. 188,

215-224, 2007.

Xue, S., Lei, J., Zhou, X., Ma, Y., He, Z., Biological characteristics of a
manganese resistant microorgnism. Water Resource and Environmental

Protection (ISWREP), International Symposium on. 4, 3013-3016, 2011.

Zakaria, Z., Zakaria, Z., Surif, S., Ahmad, W. A., Hexavalent chromium
reduction by Acinetobacter haemolyticus 1isolated from heavy-metal

contaminated wastewater. Journal of Hazardous Materials. 146, 30-38, 2007.

Jackson, VA., Paulse, AN., Odendaal, JP Khan, S., Khan, W., Identifcation of
metal-tolerant organisms isolated from the Plankenburg River, Western Cape,

South Africa. African Journals Online. 38 (1), 2011.

Zhao, X. Q., Wang, R., Lu, X., L1, J., Hu, H., Tolerance and biosorption of
heavy metals by Cupriavidus metallidurans strain XXKD isolated from a
subsurface laneway in the Qixiashan Pb-Zn Sulfide minery in Eastern China.

Geomicrobiology Journal. 29, 274-286, 2012.

Choudhary, S., Islam, E., Kazy, S. K., Sar, P., Uranium and other heavy metal
resistance and accumulation in bacteria isolated from uranium mine wastes.
Journal of Environmental Science and Health, Part A: Toxic/Hazardous

Substances and Environmental Engineering. 47, 622-637, 2012.

Ansari, M. 1., Malik, A., Biosorption of nickel and cadmium by metal resistant
bacterial isolates from agricultural soil irrigated with industrial wastewater.

Bioresource Technology. 98, 3149-3153, 2007.

Rouch, D. A., Lee, B. T. D., and Morby, A. P. Understanding cellular
responses to toxic agents: A model for mechanism choice in bacterial metal
resistance, Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology. 14, 132-141,
1995.

84



[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

Harnett, N. M., and Gyles, C. L., Resistance to drugs and heavy metals, colicin
production, and biochemical characteristics of selected bovine and porcine
Escherichia coli strains, Applied Environmental Microbiology. 48, 930-945,
1984.

McEntee, J. D., Woodrow, J. R, and Quirk, A. V., Investigation of cadmium
resistance in Alcaligenes sp., Applied Environmental Microbiology. 51, 515-

520, 1986.

Oztiirk, R., Antibiyotiklerin etki mekanizmalari, antimikrobik ilaglara karsi
direng gelismesi ve giiniimiizde diren¢ durumu. 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Stirekli Tip Egitimi Etkinlikleri. Pratikte Antibiyotik Kullanimi1 Sempozyumu,
27-51, 1997.

Austin, C. B., Wright, M. S., Stepanauskas, R., McArthur, J.V., Co-selection of
antibiotic and metal resistance. Trends in Microbiology. 14 (4): 176-182, 2006.

Ajithkumar, B., Ajithkumar, V. P, Iriye, R., Doi, Y., Sakai, T., Spore-forming
Serratia marcescens subsp. sakuensis subsp. nov., isolated from a domestic

wastewater treatment tank. International Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology. 53, 253-258, 2003.

Xiong, J., Li, D, Li, H., He, M., Miller, S.J., Yu, L., Rensing, C., Wang, G.,
Genome analysis and characterization of zinc efflux systems of a highly zinc-

resistant bacterium, Comamonas testosteroni S44. Research in Microbiology.

162, 671-679, 2011.

Hassan, S. H. A., Abskharon, R. N. N., Gad El-Rab, S. M. F., Shoreit, A. A. M.
Research paper isolation, characterization of heavy metal resistant strain of

Pseudomonas aeruginosa isolated from polluted sites in Assiut city, Egypt.

Journal of Basic Microbiology 48 (3): 168—176, 2008.

Mergeay, M., Nies, D., Schlegel, H. G., Gerits, J., Charles, P., Gijsegem, F. V.,
Alcaligenes eutrophus CH34 is a facultative chemolithotroph with plasmid-

85



[91]

[92]

[93]

[94]

bound resistance to heavy metals. Journal of Bacteriology. 162 (1): 328-334,
1985.

G. Ozer, Kirikkale-Kizilirmak’tan izole Edilen Giimiis ve Stronsiyum Direngli
Bakterilerin Biyokimyasal ve Molekiiler Karakterizasyonu. Yiksek Lisans

Tezi. Kirikkale Universitesi, Kirikkale, 2011.

Ruiz, N., Maier, R., Andersen, C., Benz, R., Vinas, M., Molecular and
functional characterisation of the Serratia marcescens outer membrane protein

Ompl. Biophysical Chemistry. 109, 215-227, 2004.

G. Tural,, Bakir ve Kroma Direncgli Bakterilerin Biyokimyasal ve Molekiiler

Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Kirikkale Universitesi, Kirikkale, 2012.

Y. Aktan, Kirikkale-Kizilirmak’tan izole Edilen Kursuna Direncli Cevre Izolat1
Olan Enterecoccus faecalis’in Biyokimyasal ve Molekiiler Karakterizasyonu.

Yiiksek Lisans Tezi, Kirikkale Universitesi, Kirikkale, 2012.

86



