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OZET

Bu calgmada farkl toprak drneklerinden izole edilen emmwsoluturan Bacillus sp.
izolatlarinin &r metal toleranshfii ve antibiyotik direncinin belirlenmesi amaclagtm Agir
metallere olan toleranshlik dizeylerinin belirleesn icin CuS@6H,0, CdCEH,0, ZnCh, HgCl,,
MnCl,4H,0, NiCl,6H,0 ve Pb(NQ),, metal tuzlari kullaniingtir. Uremenin gérilmedi en digiik
agir metal konsantrasyonu, Minimainhibisyon Konsantrasyon (MIK) deri olarak kabul
edilmistir. Referans sy olarak B. subtilis NRRL B-209 sgu kullaniimstir. Referans suile
kiyaslandginda, farkl toprak orneklerinden izole edilen 16tun % 98.13'U kuyun, % 89.44'(
bakir, % 55.27'si nikel, % 50.93'U0 ¢inko, % 29.&admiyum ve % 4.34'0 civaga metaline
direncli olmasina rmen, izolatlarin timunin mangagiametaline referans ile ayni direnci
gosterdgi bulunmutur. izolatlarin antibiyotik direnci, agar disk diflizygrontemi kullanilarak
belirlenmitir. Tum izolatlarin %47.82'sinin sefotaksim’e, %21'nin amfisilin’e, %210.55’inin
tetrasiklin’e, %8.07'sinin klindamisin’e, %7.45'mi vankomisin’e, , %6.83'Unln rifamisim’e,
%4.96’sInIn streptomisin’e, %3.72'sinin eritromigin%2.48'inin kloronfenikol'e ve %0.62'sinin
imipenem’e direncli oldgu bulunmgtur. 161 izolattan kgun ve civaya yiksek toleranslilik
goOsteren 4’0, VITEK tanimlama testi ile THpumilus T62 B.subtilis T65 B.cereusve T113
Paenibacillus polymyxalarak identifiye edilmitir. Elde edilen verilere gore izole edilen endwsp
olusturan Bacillus sp. swlarinin &ir metal ve antibiyotik direnclii arasinda bir ikki

goOralmemitir.

Anahtar Kelimeler : Agir Metal, Antibiyotik,Bacillus sp.
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SUMMARY

The aim of this study was to determine the heavytamé&lerance and antibiotic
resistance of the endospore-formiBgcillus sp.strains isolated from different soil samples For
determining the tolerance of the isolated strambdavy metals, CuSeH,0, CdChH,0, ZnCh
HgCl, MnClI4H,0, NiClL,6H,O ve Pb(NQ), were used as the metal salts and the lowest metal
concentration that inhibites the growth of the ase$ was considered as the MIC vaBesubtilis
NRRL B209 was used as the reference strain. Aghpas compared with the reference strain, the
metal tolerance percentages of 161 isolates olatdnoen different soil samples were 98.13 % for
lead, 89.44 % for copper, 55.27 % nickel, 50.93i86,29.81 % cadmium, and 4.34 % mercury, all
isolates exhibited same tolerance as the referstna#n to manganese. Antibacterial resistance of
each isolate was determined by using the agar diffiasion method. The antibiotic resistance
percentages of the isolates were 47.82 % for cdfotg 21.11 % for ampicilline, 10.55 % for
tetracycline, 8.07 % for clindamycin, 7.45 % foneamycin, , 6.83 % riphamycin, 4.96 % for
streptomycin, 3.72 % for erythromycin, 2.48 % fdaramphenicol and 0.62 % for imipenem.
Four strains showing high tolerance to lead andcorgrfrom 161 isolates were identified as
B.pumilus T56, B.subtilis T62, B.cereusT65 ve Paenibacillus polymyxarl133 with VITEK
identification testing system. According to theuks obtained, there was no relation between the
heavy metal tolerance and antibiotic resistancethef endospore-formindacillus sp strains
isolated.

Keywords : Heavy Metal, AntibioticBacillus sp
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1.GIRIS
1.1.Bacillus Cinsi

Endospor olgturan Bacillaceae familyasi gram negatif anaerop bakterilerden
(Desulfotomaculuntinsi) gram pozitif aerop koklar&porosarcinacinsi) kadar uzanan ve farkl
Ozellikler gosteren, géli bakteri tirleri icermektedir.Bacillus ve Clostridiumbu familyanin temel

cinslerini olgturmaktadir [1].

Bacillus cinsi, gram pozitif olup vejetatif formlari diuzekarlari birbirine paralel, ucu
yuvarlak veya kit biten basillerdir. Tek tek veyaun zincirlerseklinde goraltrler. Cubuklar
yuvarlak veya kgeli uclara sahip olabilegegibi oldukca kiicuk (0.5-1.2um) veya nispeten iyt
(2.5-10um) olabilir. Cgu Bacillusturleri peritrik flagellaya sahiptirBacillustirlerinin hepsi isiya
karsi dayaniklidirlar ve aeropikartlarda spor Uretme yeteatiededirler. Endosporugekli ve spor
tastyan hlicrenin (sporangiumggkli Bacillus tiirlerinin karakteristik bir 6zeliidir. Basillus tirleri
genel olarak nonpatojen olmasinaskarBacillus anthracistirii patojenik bir yeterge sahiptir.
Genelde aerobiklerdir, fakat bazilari fakiltatiftl;, 2]. Basillus cinsinin fizyolojik 6zelliklergok
farklihk gosterir genellikle mezofilik cinsler @onlugu olustururken, zorunlu termofillik,
psikrofillik, asidofilik ve alkolofilik 6zelliklere sahip turlerde goérilmektedir. Baziskarn tuza
toleransli iken bazilarn tuz icin spesifik gereksilere sahiptir. Katalaz @go tur tarafindan

olusturulur. Oksidaz pozitif veya negatiftir [1].

Genellikle 35-37 °C'de ve pH 7 civarinda Ureme gfider. Butln tirler Nutrient agar,
Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kafgar gibi besiyerlerinde oldukca iyi Urerler.
Spor olyturduklari icin ¢evreden alinan 6rnekler yakta80 °C’'de 10 dakika isitilarak uygun
besiyerinde gedtirilebilir ve spor olgumu ile germinasyonu incelenebilir. Basiller kandaynai
olarak organik asitgseker ve alkol iceren, nitrojen kayhiaolarak da amonyum iceren sentetik

ortamlarda cok iyi gefirler [3, 4].
1.1.1 Bacillus hiicre morfolojisi ve koloni 6zellikleri

Basillus’lar bir ya da daha ¢ok sayida uzun ziecidlusturabilirler. Hicreler parasporal
cisimcikler veya protein kristalleri icerebilir. Anhlcredeki sporun bi¢imi ve sporongium’un
bulund@u yer Bacillus sp. turlerinde karekteristik 6zddli belirler. Endosporlari genellikle

silindirik, elipsoidal, oval veya yuvarlaekildedir. Sporlar, sporangium icinde merkezdekare



yakin, uca yakin, ucta ya da lateralde olagadllerde yer alirlar [5].

Basillus syglarinin yiizey kolonilerinin ortaya ¢ikmasi ¢evrefsddtorlerle yakindan ilgilidir
[1]. Besiyeri icergi, inkibasyon sicakli, nem, vs. gibi faktdrler yizey kolonilerinin glgiklik
gOstermesini gdar. Sadece kicuk koloniler gluran sglar dsinda, koloni boyutlari, petri
kaplarina konan besiyeri miktari ve besin faktdnier konsantrasyonuna kadar, agar gptaa

olusan kolonilerin sayisina da buyik ol¢tdeglodir [1].

Cogu Bacillusturi pigmentsizdir. Geneli beyaz veya krem rekklonilere sahiptir. Bazi
turlerinde sari, pembe, portakal rengi ve siyahklerde pigmentli kolonilere rastlanir.B.
mycoidedn kolonileri ise rizoidseklindedir ve besiyeri Uzerine yayilirlar [1]. Ték plakta saf
kultir kolonileri bazen yari saydamlik cok ya da beyazimsi veya krem renklidir. Bu,
kolonilerdeki sporulasyonun farkli derecelerinesliar. Smith ve arkaddarina goéreB. firmus
(pembe),B. licheniformis (kahverengimsi kirmizi)B. pumilus(agik sar1),B. pulvifaciens(soluk
saridan kirmiziya, turunyuB. sphaericugpembe) veB. subtilis(pembe, sari, turuncu, kahve)'te
bazi pigmentli varyantlar gozlengtir. B. subtilis sub. sp. aterrimugalnizca kullanilabilir
karbonhidrat varfiinda mavi-siyah bir pigment aiturur, seri tansferler sonucu 6zellik
kaybedilebilir [2].

Bircok Bacillus tirti levan ve dekstran karbonhidrat kapsilleringtic. ~ Ornein B.
circulanshir glukoz ve glukuronik asit ekstraselltler podéimolusturur. Bu yapilarin uretilmesi ve

kimyasal yapilari, taksonomilerinin belirlenmesirderhangi bir 5neme sahipglielir.
1.1.2 Hucre geperi ve zari

Bacillus genusu sglarinda baskin olan murein tipi diz glenms mezodiaminopimelik
asittir (mezo-DAP) bununla birlikte 34 bilinen tiriyalnizca 17 tip sw peptidoglukan bikgmi
bakimindan cagilmistir. Bacilludarin hiicre ¢eperi, hiicre ylizeyini tamamen Ortereyikatmani
parakristalinden okur. Bacillus tirlerinde hiicre ¢eperindeki peptidoglukana ek alabiyuk
miktarlarda anyonik polimer olan teikoikasit veyaktonik asit bulunur. Bu asitlerden hangisinin
ortamda bulunaga magnezyum ve fosfat seviyesineshdir. Eger ortamda fosfat yoksa teikoik

asit yerine tekironik asit sentezlenir.

Hicre zar yapisinda ise ucta metilghal2-17 karbona sahip iso ve antiisogyasitleri

baskindir. En sik gorilen gasitleri fosfolipitler, fosfatidiletanolamin ve statidilgliserolduir [1,6].



1.1.3. Spor yapisi ve okumu

Bacillus cinsinin bir 6zellgi de endospor okiurmasidir. Endosporlar, gamg@niari, UV
isinlari, sicaklik, kuraklik, oksidasyon ajanlarinarsk yapilari gergi canli kalirlar [7]. Sporun
sekli, sporangium icindeki pozisyonu taksonomik akatnemlidir. ilaveten elektron mikroskobu
ile incelendginde spor ylizeyinin durumu bazi turlerin 6zglblarak ortaya cikar. Bununla birlikte
B. megateriutun 10 syunda 3 ylzey orrig tanimlanmg ve belirli bir taksonomiye yerjirme

icin ylzey olgumunun yeterli bir kaynak olmagina karar verilmtir [1].

Sporlar zor boyanirlar ve refraktildirler. Spomsyan, besin kaynaklarinin (C, N, P)
kullanilamaz hale gelmesi ile §ar. Sporulasyon siresinde vejetatif hlcre yamiar cgu
kaybolur. Spor icinde gerekli bircok yeni yapli,zenler ve metabolitler okur. Sporulasyon
olusumunu belirleyen genler aktive olurken, vejetatifcte fonksiyonunu gayanlar inaktive
olurlar. Sporulasyon Bngicinda bakteri kromozomu uzun eksen boyuncebitizzgide yerlgir
ve spor i¢inde yer alacak bolimu hucrenin bir ucdogu yogunlsgir. Daha sonra sitoplazmik
membran cift tabaka ofturacaksekilde hiicre icerisine uzanarak 6n spor septumuogtusur.
Spor icinde kalacak kromozom parcasini tamamerr sardakteriyi asimetrik bigekilde bdler.
Peptidoglikan icermeyen bu bélmeye spor bélmesivadlir. Spor, spor zarfi ve kor olmak Uzere

iki boéliimden olgur.

On sporu cevreleyen iki katll membrandan spor zgéiisir. Spor hacminin yarisindan
fazlasini kapsayan spor zarfinin icgidabakalar sirasiylgunlardir: Germ hiicre membrani (i¢
membran): spor protoplazmasini (kor) cevirir, ygporun en icte bulunan bélimudir. Kromozom
ve protoplasti icermekte olup germ hicre membrengeévrilmigtir.  Blylk miktarda kalsiyum
dipikolinat icerir. Sporun isiya direnci suyunigaia ve kalsiyum dipikolinat icermesinegbalir.
Korteks, germ hiicre membraniningthda yer alan kalin konsantrik lameller yapidadorteksin
dis yuzeyi zayif bglarla balanmg peptidoglikan yapisinda olup germinasyon sirasiiitdilerek
vejetatif hiicrenin hlcre geperi sentezinde rol oyn@erminasyon sirasinda korteksin germ hiicre
membranina kogu olan i¢ yizeyi, icerdi gucli capraz bdarla sivi girs ¢ikisina engel olarak
spor protoplazmasinin ozmotik karagihi korur. Kilif; korteksin dginda yer alir ve disulfit
baglarindan olgmus keratine benzer bir protein yapisindadir. Kikftggen olmamasi sebebi ile
sporlari kimyasal maddelerin toksik etkilerindenro Ekzospor; gewek bir lipoprotein

yapisindadir. Bazi sporlarda bulunan ekzospatariiheniiz anlgllamamstir.



Bakteri sporlarinin vejetatif forma ddgrie sirecine germinasyon (cimlenme) denir. Bu sireg
aktivasyon, bglangic ve blyume safhasi olmak lizerg@m@ada tamamlanirAktivasyon safhas)
Bakteri sporlari besin maddelerinden zengin ortedalagitli etkenlerle (asit, I1sI, @anma, serbest
sulfit grubu iceren bilgkler) spor kabgu tahrip oldgunda germinasyonu atir. Baslangic
safhasi; germinasyona ayan spor ortaminda bulunan L-alanin, adenozimn gihinoasitler spor
otolizinlerini aktive ederler. Otolizinler peptidikan balarini bozarak kabuk yikimini gar.
Hidrolitik enzimlerle spora ait géli yapilar parcalanir ve vejetatif form icin g&raeyen kalsiyum
dipikolinat atilirken hicre icerisine su alinBiylime safhasi;protoplasti ile kalan spor biyosentez

periyoduna bgar ve bolinmesievlerini bglatarak ¢cgalir [6].
1.1.4. Ekoloji ve habitatlar

Bacillus tarlerinin ¢cgu, mesofilik sicakliklarda gekbilirler. B. stearotermophilusgibi
zorunlu termofilik tirler genellikle 60 °C’de gglli. B. coagulangibi ilmli termofiller ise 45- 50
°C’de geliir. B. larvaeve B. popiliaegibi daha mikulpesent bdcek patojenlerinin gii igin
ortama tiamin ilavesi gerekir ve genellikle 25- 30de gelsir. B. pasteuriiilave olarak % 0.5- 1
oraninda Ureye gereksinim duyarkdh, stearotermophiludesiyeri ortamin&kalsiyum ve demir

ilavesi gerektirir [1].

B. subtilisve pek cok dier tir, azot kayna olarak amonyak ya da aminoasitleri, karbon
kaynas olarak glukoz ya da géer basitsekerleri iceren basit tuz ortaminda gehbilirler. B. subtilis
¢cok sayida aminoasiti (arjinin, glutamin, glutamadparajin gibi) azot kaygaolarak kullanabilir.
Cogu Bacillustirt kolaylikla spor olgturmasina rgmen, etkin sporulasyon icin protokoller ve 6zel
ortamlar gereklidir. Sporulasyon logaritmik blyloeae sonra okan besin eksikgi (genellikle

karbon, azot, ya da fosfat) ile induklenebilir [8].

Havada kurutmaya, ger stres kgullarina kagl endosporlarin dayanikh olmalarindan ve kot
kosullarda uzun sireli yama devam edebilmelerinden dolayggaeropik spor okturucular her
yerde bulunur ve cok gili kaynaklardan izole edilebilirler [1]. Belli dbitatlarda ¢ok sayida
Bacillus turlerinin var olduklarina dair birgcok kayit vardiBununla birlikte, ¢gu Bacillus izolati
havada kurutulmg veya isitiimg 6rneklerden orjinlendi ve metabolik olarak inaktif olan
endosporlarindan dolayl, habitat yaktar yerinde olmayabilir. Bgica Bacillus turlerinin,
oncelikli habitatlarinin, zimogen bakteriyal flodarak digunildikleri yer olan toprakta olgu
kabul edilir. Kullanilabilir uygun bir substrat chigsunda, metabolik olarak aktif hale gelirler.



Bacillus tirleri bir seri biyopolimeri etkili birsekilde parcalagindan dolayi, karbon ve azotun
biyolojik déngtsinde énemli rol oynadiklarisdiintltir. Aeropik spor okiurucular topraktan, toz
ve diger yollarla hegeyi kontamine edebilirler. Bunun gibi ikincil ha&ilarda, polimerleri ve ger

kimyasal bilgikleri parcalamada 6nemli bir rol oynayabilirled.[1

Bacillus genusunun aeropik endospor gilran tiirleri neredeyse tim ghd habitatlardan ve
¢ogu diger kaynaklardan izole edilebilir. Tatli su, kidiéniz suyu, derin deniz sedimentleri, gidalar,
sut, farmosotik, vb. der habitatlar, bu organizmayi topraktangigha, tozdan, enfekteli bitki
materyalinden ve benzeri yollardan kazanabilmektedBu gibi habitatlar,Bacillus turlerinin
blyumesi icin uygunartlari ve uzun zaman canl kalabilen sporlari kahilecek elvesli ortami

sglar [1].
1.1.5. Basilluslarin 6nemi ve endustriyel kullanimi

Bacillus tirlerinin 1siya, gina ve dezenfektan maddelere direncli sporlarinin
ameliyathanelere, cerrahi malzemelere, kozmatiknlgéré ve vyiyeceklere bumasi buyik
sorunlara yol acmaktadir. Ameliyathane malzemeieristerilizasyonunun kontroliindeB.(
stearothermophilusve B. subtili§ basitrasin B. subtilis, B. licheniformjs polimiksin @B.
poyimyx3, gramisidin B. brevid gibi antibiyotiklerin UretimindeBacillustirleri kullaniimaktadir
Gramisidin S, tirosidin ve basitrasin gibi siklilegtidler ve iturin, basilomisin ve fengisin gibi
lipopeptidler karekteristik sekonder metabolitlelup bu gurup tarafindan sentez edilir. Bu
antibiyotikler funguslari, bakterileri ve insektalainhibe ederler.Bacillus turleri endustriyel
enzimlerin, saf biyokimyasallarin, antibiyotiklerininsektisitlerin ve heterolog proteinlerin

Uretiminde guvenli bisekilde kullanilan énemli bir kaynaktir [9, 10, 1112].

1.2.Bacillus Cinsi Tani Yontemleri

Bakterilerin identifikasyonunda morfolojik 6zellddden olan hiicrgekli, hiicre buylkIgu,
koloni morfolojisi, gram reaksiyonu, hareketlilikkndosporunsekli ve vyeri, pigmentasyon
Ozelliklerinden yararlanilir.  Mikroorganizmalarifizyolojik ve metabolik 6zellikleri igerisine
mikroorganizma enzimleri ve transport proteinlamigapi ve aktiviteleride girer. Bunun yaninda,
hlcre ceperi yapisi, enerji kaynaklari, fermantasyminleri, oksijen istekleri, ikincil metabolitler

metabolik inhibitérler ve antibiyotik duyarlilik élikleride 6nem tar.



Norris ve ark. [12],Bacillus cinsi tanisinda iki morfolojik karakterden bahsaterdir.
Bunlar sporangium icindeki parasporal cisimcik wb@un gengligidir. Bunun yaninda katalaz
Uretimi, Voges-Prokavur reaksiyonu, Voges-Prokaedr ‘si, anaerobik agarda ggtie, 50-65°C
‘de gelsme, % ’'7'lik NaCl‘de geljme, glikozdan asit ve gaz Uretimi, nitratin nitnieeliksiyonu,

nisasta hidrolizi ve kazein parcalanmasi ile tirlentdanmaya cagilir [6].
1.2.1. Biyokimyasal 6zelliklere dayali tani (VITEK)

Cevresel ya da ticari acidan 6nemli Basillus izatatin tayini icin givenli metodlar
gelistirmek kolay dgildir. Geleneksel yontemler morfolojik dzellikledayanir ve iki dalli anahtar
kullanilir, ancak bu blytk oranda yerini bilgisegatayali sistemlere birakgtir. Bunlardan bir
tanesi de VITEK'dir. VITEK aeropilsartlarda 31 klasik fenotipik testlerden ghm alternatif bir

sistemdir [8].

1.3. Agir Metaller
1.3.1. Asir metal tanimi

Agir metal metalik 6zellikler gosteren elementlerddusan, acik ve tam bir tanimlamasi
yapilmamg olan grupta bulunan elementlere verilen addiiziksel 6zellik agisindan goinlugu 5
g/cni“ten biyik olan (p>5g/ cf) metaller icin kullanilir. Bu gruba ksun, kadminyum, krom,
demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve cinko olmakeiig 60'tan fazla metal dahildir. Bu elementler
dogalar gergi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat s@lfir halinde stabil bikgk olarak
veya silikatlar icinde hapis olarak ve bakteriyécreye girebilenler katyon ve oksianyon (As, Cr,
U) olarak bulunurlar [13].

1.3.2. Bazi gir metallerin kullanildi g1 endlstri dallar

Agir metaller ve tuzlari ¢evresel kirleticilerin onkerbir kismini olgturmaktadir.  A&ir
metallerin ekolojik sistemde yayilimlari dikkatareliginda d@al cevrimlerden daha ¢ok insanin
neden oldgu etkilerden dolayi ¢cevreye daha c¢ok yayilmaktadtirekli ve kullanima ki olarak
kirlenmenin yani sira kazalar sonucu ga anetallerin ¢evreye yayilimi artmaktadir glAmetaller
Ozellikle sucul ortamlara hem gal kaynaklardan hem de evsel ve endistriyel atddacilgiyla
ulasmaktadir [14, 15,16].



Bugiin sanayide 40'dan fazla metal vesatan kullanildg bilinmektedir. Asir metaller
tarafindan meydana getirilen kirlilik insanghg@ini tehdit eder bir seviyeye glaistir [16]. Agir
metallerin ¢cevreye yayiliminda etken olan en énemdstriyel faaliyetler ¢cimonta Uretimi, demir
celik fabrikalari, termik santraller, cam uretingidp ve atik camur yakma tesisleridirnesin;
kursun dinya capinda ¢ok fazlgenip rafine edilen bir elementtir. Rafine edileursunun %40’
akimdulatér yapiminda kullaniimaktadir.  Kadminyummil yataklarinda sdrtinmeye lar

boyacilikta kugun ve bakirla akam yapiminda kullaniimaktadir [17].

Endustriyel kaynakli kirlenmeden dolayl veya t@pnajeolojik yapisinda bulunanga
metallerin su kaynaklarina geiitopraktaki &ir metallerin ¢oziinerek gadaki suyun hareketi ile
irmak, gol ve yeraltl sularina ylaasiyla gercekkgr. Bu 0Ozellik bakteriler gibi cok kisa Ureme
zamanlarina sahip organizmalar Uzerinde gugcli estkisahiptir. Dgal veya sentetik kimyasal
bilesiklerin, agir metallerin ve bazi organik bili&lerin yaygin tretimi ve kullanimi; g#li organik
bilesikleri parcalayabilme yetegeile agir metallere kan direnc iceren belirli genotipler igin secici

olarak bakteriyel cevreyi @éstirir [18].

Agir metaller, metabolik reaksiyonlari yalatir ve canli organizmalar icirsia derecede
zehir etkisi yapar. Dunyada, endustriyel gakye bgh olarak zehirli &r metaller ve boyar
maddelerle ¢evre kirlenmesi artmaktadir. Mikromigenalari kullanarak @r metallerin biyolojik
yolla giderilmesi (bioremediation) ve renk giderimgadece bilimsel yenilik acisindan gde
sanayideki potansiyel uygulangli acisindan da son yillarda biylk ilgi gérmeysldaistir.
Endustriyel atik sulardanga metallerin uzaklgtiriimasinda kullanilan ¢okeltme, ¢camur ayirma,
kimyasal oksidasyon, iyon @gimi, ters ozmos, elektro-kimyasal uygulama ve blagara gibi
klasik metotlar genelde ekonomikgieir. Bu islem icin mikroorganizmalarin kullaniimasiyla, ilk

olarak radyoaktif elementlerin sulu ortamdan gidiggi tespit edilmgtir [18].

Olu veya canli hiicrelerin metal alabilme kapasitekarsilastirildiginda, ¢gu kez ol
mikroorganizmalarin daha yilksek giderme kapasiesgahip oldgu gozlenmjtir.  Olii
mikroorganizmalarla yapilan gidermgeimine biyosorpsiyon adi verilir. Biyosorpsiyonngémi,
agir metal giderimi icin en uygun alternatiftir. Rigorpsiyon; biyolojik materyallerin, sulu
cozeltilerdeki atik maddeleri hiicre ylzeyi veyaécalarak gidermesidir. Bu biyolojik materyaller;

mantarlar, bakteriler ve algler gibi canlilardi®]1



1.3.3. A8ir metaller ve c¢evre kirlili gi

Son yillarda nifustaki hizl agtienerji ve besin yetersigli diizensiz kentkgne, insanlarin
asirt tiketim istgi ve ba donduricu hizla gelen teknolojik ilerlemeler, cevre kirlgi sorunun
onemini iyice hissettirir hale getirgtir. S0z konusu sorunlarin ¢ézimlenmesinde 6neoili
oynayan teknolojik gejmeler, insanfiin yararina bircok yeni ve alternatif Grlinler sukear

kicimsenmeyecek oranda ve nitel-nicel yénden okt atiklar olymaktadir.

Bu tir kati ve sivi atiklarin aritimlari mevcut kansiyonel aritim sirecleri ile yeterli
dizeyde yapilamamaktadir. Bunu yaninda etkilabinm ise, ilgili endistri kuruklarina oldukca
pahaliya mal olmaktadir. Bu nedenle, ginimuzdeokirendistri kurulglarinin énemli sorunu
olan bu tir atiklarin aritiminda; ekonomik yondenizy pratik uygulamalar da kolaylik@ayacak

aritim sureclerine yonelik gerbilimsel argtirmalar yapilmaktadir.

Cevre Kkirliligini artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda 6neml oynayan endustri
kuruluslarinin bainda atik sularindagar metal iceren kuruklar gelmektedir. ilgili endustri
kuruluglar, sirecleri ger@ cesitli agir metalleri kullanmakta ve atiklarinda civa, cinkabalt,

bakir, demir, kugun, krom, arsenik ve glinigibi metal iyonlarini icermektedir.

Etkili bir aritimin yapilmamasi durumunda bu tlikktrin gél, nehir, deniz, okyanus gibi
alici ortamlarda derj edilmesi, suda ve topraktagggan ve bu suyu kullanan canl sistemleri ve
cevresi icin oldukca toksik olmaktadir. Ayricaitemn sistemlerinde higcbir zaman parcalanamayan
bu tir rekalsitrant maddeler, temel aritimda et&lan; 6zellikle biyolojik artim sureclerinde
onemli roll bulunan mikroorganizmalar (aktif canul.) icinde ¢ok biyuk miktarlarda bile toksik
etki yaptgi icin aritimin gerceklgmedigi gorulmektedir.

Bu metaller icerisinde kgun, ¢inko, bakir, kobalt, kadminyum, krom, nikeisenik, civa
ve gumi gibi metal iyonlari, kalici etkilerinden dolayirdasistemleri ve ¢evre §agl yoninden

Onem taimakta olup belirli bir sinirignca da son derece toksik etki gostermektedir22(22].

Metal kirliligi iceren atik sulari; khca maden sietmeleri (kusun, ¢inko, demir, bakir,
gimdis, krom, altin ve uranyum eldesine yodnelik siregdenucunda), metal endustrileri (demir-
celik, bakir, cinko, krom vb.) ve gir metal kaplama, ksun, batarya, seramik, matbaacilik,
fotografcilik, tekstil, elektrik-elektronik, kimya, boyae otomativ endistrileri ofturmaktadir [23].



Bu karakterdeki atik sularin artiminda séa ile kullanilabilecek fiziksel-kimyasal
yontemler (presipitasyon, aktif karbon adsorbsiyotais ozmoz, iyon dgsimi vb.) bulunmakla
birlikte gerek aritim streclerinin zorluklar icerasiekomplike olgu, gerekse ekonomik acidan
pahali ve aritim verimLifiinin disik olmasi nedeniyle endistriyel uygulamalarda arzu
edilmektedir [23].

Biyolojik sireclerde metal aritimi, 06zellikle milbiyal hicrelerle yapilan metal
biyosorbsiyonu etkili ve alternatif bir teknolojilugturacak guctedir. Metallerle biyosorbsiyon
surecinin temelde iki hedefi vardir. Birincisi 1alt gim§ ve platin gibi ticari dgere sahip
paslanmaz metallerin geri kazanimini; ikincisi is@nli sistemleri ve cevresi igin ¢ok kiguk
derisimlerde bile son derece toksik olan civa, bakimite kursun, krom, kadminyum, nikel ve
¢inko gibi &ir metallerin kirli su ve topraklardan uzayisilmasidir [24]. Aritim sistemlerinde,
Ozellikle biyolojik aritim sireclerinde mikroorgamalarin kullaniimasi aritimin daha etkili ve

randimanli yapilmasini dagayacaktir.
1.3.4. Air metallerin 6nemi

Elementlerin elektrokimyasal, katalitik ve yapisalmak Uzere U¢ fonksiyonu vardir.
Elementler, metobolik enerji kaygaolarak kullanildiklarinda, elektrokimyasal olanak yaparlar.
Butun temel elementler enzim aktivatorleri olarakvidnirlar ve biyokimyasal tepkimeleri
ayarlamaya yardim ederler, bdylece katalitik olarak alirlar. Protein ve aminoasitler gibi

maddelerin, sentezinde pek ¢ok element gereklgiglement son Urinin vazgecilmez gakadir.

Metallerin indirgenmesini; 6énemli dik toksisiteli iz elementler (demir, molibden,
mangan), orta onemlilikteki toksik iz elementleiin{g, nikel, bakir, vanatyum, krom, cobalt,
tungsten) ve sinirh faydasi olan toksik elemen{gimis, kadminyum, civa, kgun, arsenik

stibium, uranyum) olmak Uizere 3 grupta inceleyebiliriz.

Agir metallerin biyolojik proseslere katilma derecile gore ygamsal ve ysamsal
olmayan olarak siniflandirilirlar. ¥amsal olarak tanimlananlarin organizma yapisindidi ber
konsantrasyon da bulunmalari gereklidir ve bu ntdbiyolojik reaksiyonlara katildiklarindan
dolayi diizenli olarak besinlerle alinmalari zorahiu Orngin, bakir hayvanlarda ve insanlarda
kirmizi kan hcrelerinin ve bircok oksidasyon vealiiesiyon prosesinin vazgecilmez parcasidir

[25]. Buna kagin ysamsal olmayan @r metaller ¢ok dfiik konsantrasyonlarda bile yapiyi
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etkileyerek sglik problemlerine yol acabilmektedir. Bu gruba isn 6rnek kikirtli enzimlere

baglanan civadir [26].

Bir metalin toksisitesi, makromolekul, metobolit éicre organelleriyle birlikte biyolojik
sistemlerdeki dinamik yam proseslerine zarar verme kapasitesingidia Bir agir metalin
yasamsal olup olmagh dikkate alinan organizmaya dagbeir. Ornein; nikel bitkiler agisindan
toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementarak bulunmaktadir. Bazi sistemlerdgira
metallerin etki mekanizmasi dgime bali olarak dgisir. Ornesin krom bata insan biinyesinde
olmak Uzere, canh organizmalardaki davganioksidasyon kademesine ve oksidasyon
kademesindeki kimyasal 6zelliklerine ve bulugdwrtamdaki fiziksel yapisina gladir. Bu tir
organizmalarda metalin deirni g6z 6ntne alinmalidir. Kalsiyum, kobalt, krotmakir, demir,
potasyum, magnezyum, sodyum, nikel ve ¢inko gibiafler ihtiya¢ duyulan besinler ol@u igin
gereklidir. Bunlarin dinda kalanlarin (gumil aliminyum, kadminyum, civa, ksun) herhangi bir

biyolojik fonksiyonu bulunmamaktadir.

Hucre icin en 6nemli metaller, enzimlerin yapiskadlarak énemli biyojik reaksiyonlarin
katalizlenmesinde rol alir. Bazilari protein yapas katilir, bazisi bakteri hiicre duvarinda yer
alarak ozmatik balansin korunmasinda gérev aliy PB. Demir, bakir ve nikel gibi metaller
redoks prosesinde goérev alir. Bunugimila magnezyum ve c¢inko gibileri siti enzimleri ve
DNA'yi stabilize eder. Demir, magnezyum, nikel kabalt cok ¢eitli fonksiyonlari olan kompleks
molekullere katilirlar. Sodyum ve potasyum, ingllider ozmotik basincin diizenlenmesinde gorev
alir [13].

Metallerin ylksek degimleri mikroorganizmalar ve ger organizmalara toksik etki yapar.
Toksisite gerekli metallerin kendi gal baglanma yerlerinin d@stirilmesi sonucu gercekdérilir.
Gerekli olmayan metaller tiol geyan gruplara ve oksijen bulunan bolgelere, gerelkdn metaller
yerine yiksek bir affinite ile @anirlar. NuUkleik asitlerin ve proteinlerin konfoasyonlarinin
bozulmasi sonucu hiicrede toksisite gorulur [27].

1.3.5. Asir metallerin hiicre icine alinimi

Katyonlarin ¢gu benzer buyiklikte olgw icin hiicreler genelde alim boyunca, fizyolojik
istekleri ile toksik metaller arasinda ayirim yamtaa  Metal katyonlarin ¢, hicre
membranlarindan iceriye 6zgul olmayan ve hizli kesmoatik alim sistemleri veya magnezyum

alim sistemleri aracgh ile tasinir. Bunlar spesifik olmayan gigicilarla olur. Bir toksik metalin
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ekstrasellller konsantrasyonu yuksek @lthdan dolayl o metal yiksek konsantrasyonlarda
biriktirilebilir. Bunun nedeni gir metalin toksisitesindendir [ 29, 30, 31,32].

Agir metallerin biyolojik molekillerle alimi bazsamalar icermektedir. Yapilan bilimsel
argtirmalar gir metallerin metal hdama verimliliginin ilk asama da ¢ok hizli bigekilde cereyan
etmekte oldgunu ve bu olayda metal iyonlarinin hiicre duvarkatemas eder etmez hemen ylizey
adsobsiyonu ile mikroorganizmalarin hiicre ylzeyibgslandgini goéstermektedir.  Yilzey
adsorbsiyonun fiziko-kimyasal bir olay olglu, bircok biyolojik molekullerin; 6rn@&@n hiicre duvari
bilesenleri olan polisakkaritlerin, proteinlerin ve lidérin sahip oldgu fonksiyonel gruplar ile
gerceklstigi belirtiimistir [22, 33]. Bu fonksiyonel gruplar amino, kartsilkk, silfidril, fosfat ve
thiol gruplari olup metalleri Bgama 6zellikleri farkh affinite ve 6zguliie sahiptir [22]. Her iki

Ozellik yardimiyla hicre ylzeyine glaolan metal tiirlerinin tayini yapilabilmektedir.

Yine metallerin hiicre ylzeyine aliminin, hiicre yiirdeki negatif yukli metal k@ayici
molekullere bglanarak gercekigigini belirten aratirmalarin varlgl yukaridaki yizey alim
mekanizmasinin dgulugunu kanitlamaktadir. Ber yandan hiicre duvari iggiriolan proteinler,
metalleri bglamak icin aktif bolgeler okturmakta ve metale kar affinitelerini artirmaktadir.
Yiuzey aliminda bazi mikroorganizmalar, ytzeylerindiksek molekiler @rlikli polifosfatlara

benzeyen gruplari ile metallerle kompleksstiwmarak metali b@layabilmektedirler [22, 33, 34].

Yuzey alinimini takiben ikinci metal plama gamasi gercekigirmektedir. Bu gama
yavg cereyan etmekte ve metaller hiicre membranininspan 6zellgine bal olarak
sitoplazmaya gecmektedirler. Sitoplazmadaki metaise ¢dziinmez formda (mikrodepositler)
seklinde tutulmaktadir. Bu K#anma sirecinde de polisakkaritlerin énemli rollidva Neticede
metaller; inter ve intrafibriller, parakristalin ky&ler, proteinler, RNA ve polifosfatlar, vakuoller
gibi formlarda ve hicre yapilarinda alimingramaktadir. Genelde hiicre duvarlarina metal
baglanmasi hizli ve yuksek verimlilik gosterirken héigin sitoplazmasindaki bolgelerde ¢cok yava
ve disuk verimliliktedir [33, 35].

Metallerin alinim slrecinde birgcok mikroorganizmanmetal bglayici proteinler
sentezledikleri rapor edilmektedir [36, 37]. Buntzin, &ir metallerin detoksifikasyon
mekanizmasi gegeyapildigl saptannstir. Yapilan ¢calmalar metal degimlerinin artsina paralel
olarak metal bglayici proteinlerin artgini gostermektedir. Metallerin her iki tip aliman8u 6zgul
distik molekuler girlikli proteinlerin énemi buyuktir. Ozellikle s&nce zengin, metal Bhayicl
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Ozellige sahip bu molekilergalikli proteinlere metallothioneinler (MTs) adi nlenekte ve &ir
metallerin detoksifikasyonunda yer almaktadirlarBéyle proteinlerin cgtli Okaryotik ve

prokaryotik canlilardan izolesi mumkundur [ 38, 89).

Metallerin sorbsiyon verimlifiinde, ortamda bulunan metal sigihe ve sayisina, bu
metallerin kendine has 6zelliklerinegbaolarak sinerjik ve antagonistik etki gértlmekiredDiger
bir dezgisle bir metal dger bir metalin birikim miktarini sinerjik ve ya agonistik sekilde
etkileyebilmektedir. (Orngn bazi alg turlerinde kadminyum ve ¢inkonun antistik etkisi ya da

metallerin membran transportunda nikel ve bakinerik etkisi gibi) [41, 42].
1.3.6. Asir metallerin toksik etki mekanizmasi

Metal katyonlar aminoasitlerin iginde bulunan —Skaglarini bglayarak enzimleri inhibe
eder. Bir dger ailimde, caitli metal katyonlarin toksisitesinin metasilfit zgnurlstindn Grind
oldugu sonucudur. Katyonik metal, fizyolojik iyonlardkilesime girerek toksisiteye etki yapabilir.
Cd'%-zZn*? veya C#& ile Ni*? ve Cd? ise Fé&? ile Zn"* de Md? ile inhibisyona girerek uygun
fizyolojik katyonun fonksiyonunu durdurabilirOksianyonlar, krom ve arsenat, stlfat ve fosfat ile
etkilesime girebilir [ 29, 30, 31, 32].

1.3.7. Mikrobiyal agir metal direnclilik mekanizmalari

Esansiyal ve esansiyal olmayan metallerin, ¢ceviieklaksantrasyonlarinin, toksik seviyeye
ulasmas! durumunda insan ve hayvagliga olumsuz yonde etkilenmektedir. Ayni zamandadkrc
mikroorganizmanin géli metallerin varlginda gelsimlerini devam ettirebildikleri de bilinmektedir
[43, 44]. Yapilan ardirmalarda bazi metallere direncli mikroorganizmakghis edilmitir. Bu
calismalar, ¢gunlukla, Staphylococcus spEscherichia coliPseudomonas aeruginosa Bacillus
sp. gibi 6nemli direnclilik gosteren Gram-negatif veath-pozitif aeropik bakterileri icermektedir.
Toksik metallere kar direng mekanizmalarinin  ggliriimesine yol acan etmen,
mikroorganizmalarin bulungu cevrede, toksisiteye sebep olan metalin garhe bu metalin

organizma Uzerine yarattistrestir [45]. Bu direng mekanizmalarinirggda plazmid kdkenlidir.

Metal direncliik mekanizmalari, genellikle antiloik direnc mekanizmalar ile
ili skilendirilmistir [46, 47]. Cunk{ her iki tip direncte organizlaaarasinda konjugasyon veya
transdiksiyon ile transfer gercefdeektedir. Bazi durumlarda, metal direngiilile antibiyotik
direncliligi ayni plazmid kokenli olabilmektedir. Metal dirgiti gi ise antibiyotik direnclilginden
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once rapor edilngtir [48]. Mikroorganizmalarda metal direnclilik k@nizmalari; gecirgen bariyer
sayesinde metallerin hlicresgha birakilmasi, aktif transport ile metalin mikrganizmadan
uzaklatiriimasi, intraselliler ayrim, metallerin enzinkatietoksifikasyon ile daha az toksik hale
getiriimesi ve hicresel hedeflerin metal duyaddrknin azaltiimasi seklinde olabilecgi
bildirilmistir [43, 49]. Daal diren¢ metaller veya hiicre membran datderinde dgisiklikler ile
etkilesimi  6nlemek icin, hicresel bienlerde mutasyonal formlar alabilirler [50].
Mikroorganizmalar bir veya birka¢c direnc mekanizmas bir kombinasyonuna sahip
olabilmektedirler. Bir metale kgr birden fazla direnc mekanizmasina sahip olan bir
mikroorganizmanin hangi mekanizmay se@ecelusacak ara Urtin ve ya son Urtinin toksisitesine
baglidir [51]. Normalde bugiin bilinenlerden daha #adiren¢ mekanizmasi olgu savunulmakta
fakat bu mekanizmalara sahip mikroorganizmalar heéndle edilmediinden ispatlanamagh ileri
surilmektedir [43]. Ayrica toksik metallere kardireng mekanizmalarinin alwrulmasinda
mikroorganizmalarda bulunan plazmid DNA’nin kromopmd DNA'dan daha etkili oldgu
belirtimektedir [49]. Gegirgen bariyer sayesindepetallerin hiicre dinda birakilmasi;
mikroorganizmanin hiicre duvarinda, membraninda wayhnda bir takim d#siklikler meydana
getiriimektedir ve bu mekanizma sayesinde mikronigaa metale duyarli olan dnemli hiicresel
komponentlerini korumaktadir. Orgie, E. coli ile yapilan bir cakmada bakterinin membran
kanal proteini olan porinlerinin sayisini azaltreketiyle gumg iyonlarinin hicre igine giginin

engellendgini bildirmistir [52].

Hicre icine metal konsantrasyonunu dizenlemek igima yol membran gama
mekanizmalariyla gerceldmektedir. Normakartlarda, gerekli olan ve olmayan metal iyonlarinin
her ikiside bir organizmanin icine spesifik olmayam sistemleri aracgl ile tasinabilir. Metal
iyonlari, ds membrana ve kapsulle non- spesifik olaragld@abilmektedir. Bu khdanma, dg
membranda yer alan-NH-SH, -OH, -S@H, -COOH ve PGH gruplari ile metal iyonlari arasindaki
spesifik olmayan etkilém ile gerceklemektedir [53]. Bakterilerin dgal olarak sahip olduklari
ekstrasellller polisakkarit tabaka, metal iyonlabiyosorblama yetemgne sahiptir ve bu sayede
bu iyonlarin hicre komponentleri ile etkilme girmesi 6nlenmektedir. BkEnma boélgesinin
doygunliga ulgmasindan dolayl metale kasinirli bir koruma sglamaktadir [54]. Ortamda metal
iyonlari fazla oldgu durumda gerekli olmayan metallerin, hiicre icihamasi spesifik iyon aki
(efflux) sistemler araci engellenir. Gerekli olan fosfatlarin alinimieamda, zehirli metal olan

arsenatin dari birakilmasi buna bir 6rnektir. Hicre, normakanizmalardan yiiz kat daha blyuk
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bir spesifite ile fosfat alirken, daha spesifik bistemin aracigi ile arsenati ayirt edebilir. Metal
iyonlarini b&layabilme 6zellsine sahip bakteriler&lebsiella aerogenesPseudomonas putitae

Arthrobacter viscosuérnek olarak verilebilir [55].

Yapilan bir cagmada, koruyucu ekzopolisakkarit tabakas! icekeihrobacter viscosusn
bu tabakaya sahip olmaya&mathrobacter globiformisswsuna gore daha fazla Cd(ll) glayabildigi
gOsterilmitir [56]. -40 °C'den -50 °C'ye kadar §otularak inaktive hale getirileRseudomonas
putidanin Cd (II), Cu (II), Pb (1) ve Zn (ll)'yi b&layabildigi gosterilmitir [58].

Tam olarak kanitlanamamakla birlikte, bazi bakiredglilik tiplerinin periplazmik
baglanmaya dayandi saniimaktadir. Cu (ll) direncldi operonda yer alan copA, copB, copC ve
copD olarak adlandirilan genler tarafindaglaamaktadir. Bu genlerden, copA ve copB kismi
direnclilik sazlarken copC ve copD genleri Cu (II)'ya katam direnclilik sglamaktadir. copA ve
copC proteinleri ic ve dimembran arasinda, copB proteinleri isg¢ mdembranda bulunmaktadir.
Bu proteinlerin lokalizasyonu, direncfiin ya periplazmik bglanmadan veya ekstraselltler

ayrimdan kaynaklangini desteklemektedir [51].

Metal direnclilik sistemlerinin buytk bir kismink@ transport veya tama sistemleriyle
metalin mikroorganizmadan uzakiamlmasi olgturmaktadir. Mikroorganizmalar toksik metalleri
sitoplazmalarindan uzakkrmak icin aktif transportu kullanirlar. Non-es@yal metaller normal
olarak besin tama sistemleri ile hiicre icine girmektedir. Fakeatl bir sekilde hiicre dina
tasinmaktadir. ATPaz @amh veya ATPaz baml olmayan bu tama sistemleri katyon veya
anyonlara kamn oldukca spesifiktir [59].

Bir metalin yukunin veya gerliginin oksidoreduksiyon aracg ile desisimi, dizenlenme
ve direng icin gereklidir. Bu, hiicresdylizeyinde elektron gama sistemleri ve indirgeyici enzim
sistemleri araciyi ile bagarilir. Bakterilerde metal iyonlarinin hareketayiarlamaya ve detoksifiye
etmeye izin vermeye yarar. Kromun [&rindirgenmesi buna bir érnektir. Bakteriler *€yi
aeropik ve anaeropikartlar altinda, elektron ¢ama sistemleri aracg ile sitokromlarda tutarak
indirgeyebilirler. Bu direng, plazmid veya kromaoaun her ikisinden birindgifrelenmekte ve

genelde fakultatif anaeroplarda bulunmaktadir.

Kromozomal ve plazmide dayali temel metal direflcldistemleri arasinda bazi farklar
vardir. Temel metal direnclilik sistemleri geneklemozom kdkenlidir ve plazmid sistemlerinden

daha komplekstir. @er organizmalara hizli biekilde tgindiklarindan ve gen Uzerinde kitiaa
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yukina azalttiklar icin iyon akimekanizmalarinin plazmidler Gzerindgitenalari ¢ok buylk bir

olasiliktir.

Bir hicre, hicresel bijenlere hassas korumali metal diren¢ sistemini leinethede
gelistirebilir. Metal giris sinirt veya hicresel bienlerin dgisimi hiicrelerin metallere duyarlgini
azaltir. Bir mikroorganizmada direncin boyutunukbi faktdr belirler. Bunlar; metal alimi icin
bazi mekanizmalar ve tipleri, her bir metalin nornmaetabolizmada oynagh rol ve metal
direncinin kontroliindeki plazmidler, kromozomlaryeetranspozonlar izerine yenheis genlerin

durumudur.

Dusuk konsantrasyomlarda bile toksik etki gosterennkiagum nonesansiyal bir metaldir.
Cd(ID‘nin enzimatik detoksifikasyon ile daha tokskadminyum formlari olgmaktadir. Bu
nedenle, Cd(ll) icin en édnemli direnclilik mekaniasm bu metali hicre icindensdri pompalayan
sistemdir [57]. K, Mg™, Zn'? Ni*?, PQ3, SQ? AsO®, AsO,, CO™ Ag' ve PB? iyonlarinin da
tasima sistemleri ile hiicreden uzagialdigi bildirilmektedir [59]. Intraselliler ayrimda; toksik
bazi metaller mikroorganizmalar tarafindan (Uretilesisteince zengin kicik proteinlere
(metalloprotein) bglanarak, stoplazmada biriktirilmektedir. Bu sayeileemli hicre bilgenleri
toksik metalin etkisinden korunmaktadir. Genediktd(ll), Cu (1) ve Zn (1) 'ye kan direnclilikte
bazi mikroorganizmalar bu yolu secmektedir [59].ra®- negatif ve Gram-pozitif bakterilerin
metal iyonlarini tolere etme yetenekleri arasirat@lfiiklar bulunmaktadir.  Yapilan bir ¢gtnada
B. thuringiensisin Hg, Cu, Cr ve Cd 'yePseudomonas aeruginddan daha az direncli olgu
tespit edilmgtir [60].

1.3.8. Plazmidler ve transpozonlar

Plazmidler ilk kez bakteri hiicrelerinde esas DNAlekdlinin dginda, stoplazmada ¢ok
daha kicuk ve sayilari gigken olabilen DNA molekiillerinin varliklarinin ortaycikmasi ile
bulunmuytur [61]. Plazmidler genel olarak; bakteri hiicrielde ve bazi 6karyotik hicrelerde

bagimsiz olarak var olan ve sirkiiler DNA molekili allrtanimlanmtir [62].

Plazmidler her zaman bir veya daha fazla sayidatgerar ve bu genler konak hicre
tarafindan gosterilen énemli bazi 6zelliklerdenusaudurlar.  Orngin kloromfenikol ya da
ampisilin gibi antibiyotiklerin toksik konsantragylarinda canli kalma yetegie bakterilerin sahip

oldugu plazmidler tarafindan ¢man antibiyotik direnclilik genlerine i§h bir durumdur [62].
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Batin plazmidler replikasyon orjini olarak gorev pgm en az bir DNA sekansina
sahiptirler. Boylece plazmidler hiicre icinde baki@omozomundan amsiz olarak replikasyon
yapabilmektedir. Bazi tip plazmidler, bakteri kmomomuna girerek kendini replike etme
yetengine sahiptirler. Bu tip plazmidlere integratif ptaidler veya epizomlar denir. Bdylece
DNA molekiilleri cok sayida hiicre bélinmeleri boyanstabil bicimde korunurlar fakat bazi

durumlarda b@amsiz hale gecebilirler [62].

Plazmidler: konjugatif plazmidler, konjugatif olmey plazmidler olmak Uzere iki gruba
ayrilirlar. Konjugatif plazmidler, bakteri hiicrel@rasinda meydana gelen konjugasyon olayi ile
karakterize edilirler. Bu tip plazmidler konjugasy olay! sirasinda bir hiicredenseli hiicreye
gecebilirler. Konjugasyon ve plazmid transferi kayatif plazmidler tGzerinde bulunan transfer ya
datra genleri olarak bilinen bir dizi gen tarafindan kah edilir. Bu genler konjugatif olmayan
plazmidlerde bulunmazlar. Ancak konjugatif olmayanplazmid bazi kgullarda, ger her ikiside

ayni hicre icinde bulunuyorsa, konjugatif bir pladie birlikte taginabilir.

Farkh caitteki bazi plazmidler, ayni hiicre icinde bulunatgl. Birden fazla farkh
konjugatif plazmid tek bir hicre icinde bulunabilirAslinda Escherichia colihticrelerinin bir
defada yedi farkli plazmidi icergi bilinmektedir. Farkli plazmidlerin ayni hicreinde birlikte
bulunabilmesi kompatibilite ya da uyma olarak ifade edilir. ger iki plazmid birbiriyle
uyusmuyorsa (inkompabilite), plazmidlerden biri hizlaykolur. Bu yuzden farkli plazmid tipleri
birlikte bulunup bulunmama 6zelliklerine goére farkyusmazlik gruplarini (inkompabilite gruplarr)
olusturmaktadir. Tek bir uymazlik grubundaki plazmidler genelliklesitt sekillerde birbiriyle
ili skilidir [62].

Dogal olusumlu plazmidler icin en kullagh siniflandirma, plazmid genleri tarafindan
kodlanan temel 6zelliklere dayanmaktadir. Bu tipflandirmaya gore plazmidler 5 grupta toplanir
[62]. Bunlar;

a) Fertilite ya da F plazmidler. Bu plazmidler sadece tra genlerirgitiar ve plazmidlerin
konjugal transferini gdamanin 6tesinde herhangi bir 6zgillyoktur (E.colide bulunan F plazmidi
gibi).

b) Direnclilik ya da R plazmidleri: Bu tip plazmidler bulundgu bakteriye, kloromfenikol,

ampisilin ve civa gibi bir ya da daha fazla antitesikyel ajana kar direnclilik kazandirir. R

plazmidleri klinik mikrobiyolojide ¢cok dnemlidir.
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c) Col plazmidleri: Col plazmidleri kolisinler adi verilen ve gr bakteriler tzerinde

oldiruci etki yapan proteinleri kodlamaktadir ((gineE.coli’de bulunan Col E1 plazmidi).

d) Parcalayici plazmidler Bu plazmidler toluen ve salisilik asit gibi siead olmayan

molekullerin metobolize edilmesi icin kullanilir (@egin: Pseudomonas putittiaki Tol plazmidi).

e) Virulans plazmidler: Bu tip plazmidler bulundgu bakteriye patojenite kazandirir
(Ornezin: Agrobacterium tumefacieliis sahip oldgu Ti plazmidleri dikotiledon bitkilerde timor

olusumuna neden olmaktadir).

Plazmidler genellikle bakteriler arasinda yaygin@ncak dier bazi organizmalarda da
plazmidler bulunmaktadir. En iyi bilinen dkaryofikazmidSaccharomyces cerevisaen pek ¢ok

swsunda bulunan 2 mikron plazmidleri’dir [62].

Transpozonlar; bir bakteri icinde kromozomla veyazmidle b&lanms olarak, kromozom
veya plazmid lzerinde ayni zamandashkedi olarak yer dgistirebilen, c¢gitli antibiyotiklere ve
ilaclara kagl direnclilikte 6nemli fonksiyonlari olan 6zel genltagiyan, DNA karakterlerinde cift
iplikli lineer genetik elementlerdir. Transpozonlantibiyotiklere diren¢ veya toksin Uretimiyle

ili skili genler gibi, genetikdaretleri taidiklarindan kolaylikla tanimlanabilirler [18].

Antibiyotik ve ggir metal direngliliklerinin ¢gunun kagilastiriimasi genellikle bir operonda
kimelenmg, birlikte transkripte olabilenglevsel olarak bgantili bircok genlerle yapilmaktadir.
Bunlar normalde metal Blma, taima, cikartma veya detoksifikasyon fonksiyonlarinin
belirlenmesinde oldtu gibi ¢ok kucguk bir dizenleyici gen igerirler. iékterize edilmi civa
direnclilik genlerinin cgu (genelde mer genleri olarak adlandirilirlar) phéed kokenlidir. Bununla
birlikte, homolog kromozomal genlerin @anlugu gram-pozitif olan bazi bakterilerde bulungtur.

Mer direnglilik genlerinin bir¢gu transpozonlar tizerinde de tespit ed§tin{18].

Genlerin yapisi, secici baskilar g@igigi zaman bu 6zelliklerin gelecekleri icin glgik
anlamlara sahip olabilmektedir. Secici baskininubomadgl durumlarda, 6nemli hicresel
fonksiyonlari yapan genlerin gigiklige usrams tirleri olan direnclilik 6zellikleri genomdan
kaybolmy olmazlar. Sadece plazmidler Uzerindeki direri¢lidbdlu olan genler daha kolay bir
sekilde kaybolabilmektedir [18].
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1.4. Antimikrobiyal Maddelerin Onemi

Mantar veya benzeri birgok mikroorganizma tarafmdéusturulan, mikroorganizmalar ve
diger bircok canlinin gelimi tUzerine etkisi olan ve hatta bunlarin éliumire gcan dgal veya

kimyevi maddelere ‘antibiyotik’ denir [63].

Antimikrobiyal maddeler, cok az ganlukta bile mikroorganizma geiimi Gzerinde etkili
olan, biyolojik kokenli, ikincil metobolitler olaka adlandirilirlar.  Bunlar, mikroorganizmanin
¢cogalmasini engelleyici ‘bakteriyostatik’ veya ‘fundagk’ olabildikleri gibi; mikroorganizmanin
6limine neden olan ‘bakterisit’ ve ‘fungisit’ gilmhaddelerde olabilirler. Mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen, diik molekuler &irlikl, organik dgal Grlinler olan antimikrobiyaller secici
toksisiteye sahiptirler. Bu ylzden cokstld konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zarar

verebilir, makroorganizmaya zarar veremezler [&}, 6

Antibiyotiklerin dlinyada yaygin kullanimindan dolay enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisindeki en 6nemli sorun, antibiyotiklere digk mikroorganizma enfoksiyonlarinin ortaya
cilkmasidir.  Yapilan c¢aimalarda, eski antibakteriyel ve antifungal ilacldersi, bircok ikili
antibiyotik direncli mikroorganizma, klinik olarakzole edilmg ve bunlarla tek yonli etkili
antibiyotiklerin micadelesinin kolay olmagdisonucuna varilngtir [65]. Genelde tek veya birgcok
antibiyotigin yuksek konsantrasyonlarina fadirenc olyumu; otonom olarak self replikasyonla ya
da plazmid olarak adlandirilan ekstra kromozomalADppilari aracilgl ile meydana gelmektedir
[66].

Antibiyotiklere kagl gelisen direnglilik, hiicre zari gecirgeginin degisimi, metobolik yol
ve enzimlerin dgisim gostermesi veya antibiyotiklerin etki edeceklemblekiliin kaybolmasi
seklinde gelgebilmektedir [67].

Gunumuizde bilinen 8000 antibiygin kayitlarda var oldgu belirtiimis ve buna her yil
yuzlercesinin eklengdi bilinmektedir. Buna rgmen yeni antibiyotiklerin arayive Kkefinin
beklenildigi belirtiimistir. Bu agidan bakilganda Basillus genusu antibiyotik Uretici kaynakrala

gosterilmitir [68].

Bacillus turlerinin biyolojik kontrol ajani olarakazip olmasinin sebepleri, toprakta bol
miktarda bulunmalari, g#li biyolojik aktif metabolitlerin Uretimi ve sabisicaklik direngli spor

formlarini olgturma yetenekleri olarak rapor ediktii [69].
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1.4.1. Antibiyotik direng gelisim mekanizmalari

Mikroorganizmalar kendilerini yok etmek igin kulldan antimikrobik maddelere karer
ya da gec kar koyma guct ile direng kazanmaktadir. i bu direng giiniimizde butin insgnli
tehdit edecek bir dizeyde, 6nemli bir sorundur. ni@ilizde sadece hastane kokenlgilde
toplumdan kazanilmgi kbkenlerde de direng dnemli oranlarda artmaktaursaciddi boyutlara
ulasmaktadir [70].

Bir antibiyotik maddeye kar direncli hale gelen bir mikroorganizma tirindey b
kemoterapotik maddeye yapica veya etki tarzi baldan yakin dier antibiyotiklere kan da
direnc gelgebilir, bu duruma capraz direng denir. Mikroorgamanin yapisi ve etkisi farkli birgok

antibiyotik maddeye kar direncli hale gelmesi durumuna ise c¢ok ilacartitidik denir [70].

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere k@rgosterdgi direnc dgal (intrinsik) ve kazanilngi

(genotip, kalitsal) direnc olmak lzere iki ana Inidie ele alinabilir [70].

Fenotipik (Dogal) direng; Genellikle ilaglarin etkili olabilmesi icin mikroganizmanin
aktif Greme doneminde olmasi gerekmektedir. Baktgporlari veya dormant haldeki
mikrobakteriler gibi metobolik olarak inaktif mikooganizmalar ilaclara fenotipik olarak direncli
gOrtlebilir, ama bunlardan afan yeni izolatlar ilaclara duyarhdir. Buna bengailde bakterilerin
hiicre duvarsiz kekilleri hiicre duvari sentezini bozarak etkili okamtibiyotiklerden etkilenmezler.
L sekilleri anasekle dénip hicre duvarini yeniden kazaninca armtsigre duyarli hale gelirler
[70].

Kalitsal (Kazanilmis) direng; Bakteri populasyonu antibiyotik madde ile ilk teraas
gectiginde ila¢c mikroorganizma Uzerinde etkilidir, andeknas siresinde veya tekrarlanan tedaviler
sirasinda mikroorganizma populasyonunda antimikrobhaddeye kar direng gekir.
Antibiyotiklere kagl olusan diren¢ esas bu yolla olmakta ve genetigigie sonunda seleksiyonla
direncli izolatlar ortaya ¢ikip yaylimaktadir. Gxik direng, kromozom, plazmid ve transpozonlar

sayesinde olur.

Kromozomal direng, kromozomda spontan mutasyonsntdisi sonucu ortaya cikar.
Spontan mutasyonlar, bakteri hiicresinin metabai& t@inleri ile bazi ¢evresel faktorler sonucu
olusur. Bunun sonucunda bakteri hiicresinde yapishliti&tar olusabilir ve hiicrelerin ilaca kar

gecirgenlgi azalabilir veya hicre igerisinde ilacin hedefindegisiklik olabilir.  Ortamda
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antibiyotik bulundgunda duyarli organizmalar baskilangcigin ilaca direncli olanlar yararina bir

secilim olwur [71].

Plazmidlere bgh direng ise, kromozomda pemsiz olarak ¢galan, kromozom g1 genetik
elementler olan plazmidler sayesinde olur. Plalnidntimikrobiklere ve @r metallere direng
genleri yaninda disik virlans faktorlerini de tayabilirler. Klinikte gorilen direncin ana
sorumlusu plazmide Iga direnctir. R-plazmidi denen diren¢ plazmidleit veya daha c¢ok sayida
antibiyotige kagl direnc genleri tamaktadir. Direnc plazmidleri ger duyarli bakterilere
transdiksiyon, transformasyon ve konjugasyon otagtta gecerek direng gen paketini aktarir ve

bdylece direncin yayillmasina neden olur [70].
1.5. Calsmanin Amaci

Toprak dgal kaynaklarimiz icinde canli hayatl i¢in en éneaféinlarindan bir tanesidir ve
agir metal gibi zararli unsurlarla kirletiimesi cdahin s&ligini ve ekolojik dengeyi olumsuz

etkilemektedir.

Cevredeki gir metallerin toksik etki seviyelerinin vagh bitiin canlilar icin olumsuz etki
olusturabilmektedir. Bir metalin toksisitesi, makroraklil, metabolit ve hucre organelleri ile
birlikte biyolojik sistemlerdeki ygam proseslerine zarar verme kapasitesinglidha  Agir
metallerin bu zararli etkilerinin ortadan kaldirdm icin kimyasal c¢oktirme, oksidasyon,
reduksiyon ve filtrasyon gibi fizikokimyasal yontéam kullaniimaktadir. Bu yontemlerin etkipli
yeterli olmadgi i¢cin ginimuzde @r metalleri uzaklgtirmak icin mikroorganizmalar kullanilarak
yapilan cakmalar giderek artmaktadir. Ote yandagirametallerin toksik etkisine kar
mikroorganizmalarin gostergioldugu direng mekanizmalari, antibiyotik direngdili ile de

bagdastiriimaktadir.

Bu ylzden catmamizda cgtli boélgelerden elde ettimiz toprak orneklerinden aerop
endosporlu Basil’lerin izolasyonu yapiknve elde edilen bu izolatlarin gt agir metallere ve

antibiyotiklere olan direnclilik diizeylerinin belenmesi hedef alinrgtir.
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2. MATERYAL-METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Biyolojik metaryaller

2.1.1.1. Bakteri izolatlari

Bu calsmada endospor djturan basiller'i izole etmek amaci ile siti toprak
orneklerinden 2008- 2010 yillarinda toplanan éraeekiullaniimgtir. Toprak ornekleri steril cam
kavonozlar icerisinde laboratuvara getirigtimi.  Laboratuvarimiza getirilen 6rnekler hemen

incelenmeye alinrgtir.

Metal toleranslilik testinde ve antibiyotik direitigl testlerinde pozitif kontrol igin,B.
subtilisNRRL B- 209 sgu kullaniimstir.

2.1.2. Kimyasal metaryaller

2.1.2.1. Air metal direnclilik testinde kullanilan agir metaller

Toleranslilik testinde kullanilarga metallerin tuzlari gagida verilmistir.
1 CuSQ5H,0
2 CdCkLHO
3 ZnCl,
4 HgCl,
5 MnCl4H,0
6 NiCl,6H,0

7 Pb(NG),
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2.1.2.2. Kullanilan antibiyotikler

Vankomisin (VA 30uQ)
Amfisilin (AMP 10uq)
Eritromisin (E 30uQ)
Sefotaksim (CTX 30ug)
Klindamisin (DA 10ugQ)
Imipenem [PM 10ug)
Rifamisin (RD 30uQ)
Streptomisin (S 25u9)
Kloromfenikol (C 30ug)
10 Tetrasiklin (TE 10uQ)

© 00 N o o B~ W N P

2.1.3. Besiyerleri

Besiyeri 1 Nutrient Agar (Fluka)

Et ekstrakt 10g
Yeast ekstrakt 20g
Pepton 509
Sodyum klortr 5.09
Agar 1509
Saf su 1000 mL

Endospor olgturan basillerin izolasyon, metal toleranshliktiarikrobiyal aktivite testinde
ve muhafazasinda kullanilgr.

Besiyeri 2 Nutrient Broth (Fluka)

Pepton 50¢
Et ekstrakt 3.0g
Saf su 1000 mL

Aerop endospor oliluran basillerin Uretilmesinde kullanilgtir.
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Besiyeri 3 Triptik Soy Agar (Fluka)

Kazein pepton 15.0¢9
Soya pepton 50¢g
Sodyum klortr 509
Agar 150¢g
Saf su 1000 mL

Aerop endospor okiuran basillerin identifikasyonunda kullaniktr.
2.1.4. Cozeltiler
Cozelti LFizyolojik Tuz Cozeltisi

NacCl 8549

Saf su 1000mL
Cozelti 2 Mc Farland Standardi

BaCh(% 1.175, 0.048 M) 0.5mL
H.SOi(% 1, 0.18 M) 99.5 mL

BaClL ve HSO, karstirildiginda elde edilen bulanik ¢ozelti spektrofotometee6@5 nm
dalga boyunda okutulmgtur. Bu dalga boyunda absorbansgele 0.08- 0.10 arghina denk
gelmistir. Bu deger 0.5 Mc Farland standardi olarak kabul editmi Standardin bulanikigi ile
bakteri sispansiyonlarinin bulanilgdiliciplak g6z ile kanlastirilarak ayarlanmgtir. 0.5 Mc
Farland standardi mL'de 1@akteri varlgini gdstermitir [72].

Cozelti 3.Lugol Cozeltisi
fyot 109
Potasyum iyodur 20g

Saf su 300.0 mL
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Bilesenler tartilarak distile suda c¢c6zilglyot ve potasyum iyodir'in cozilmesi icin 24
saat beklenngtir [73].

Cozelti 4.9%96’lik Etanol ¢ozeltisi gram boyamada kullangtm

Cozelti 5.%30'liIk H,O, ¢ozeltisi katalaz testinde kullanilgtir.

2.1.5. Boyalar

Boyal.Kristal Viyole

Cozelti A
Kristal(Jansiyen) viyole 209
Etil alkol(% 95) 20.0 mL
Cozelti B
Amonyum oksalat 08¢
Saf su 80.0 mL

Cozelti A ve B kagtinimis ve saf su ile 1: 10 oraninda sulandirgtmive filtre kazidindan
suzulmigtar [73].

Boya 2 Safranin Boyasi
Safranin (% 95 lik etanolde % 2.5'luk ¢6zeltiLO mL
Saf su 100 mL
Safranin saf su icerisinde iyice ¢ozulgtiir [73].
Boya 3.Malasit Yesili

Malasit yesili 509

Saf su 100.0 mL

Boya saf su icinde ¢ozulmive filtre kagzidin da stzilmgiar [73].
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2.2. Metod
2.2.1. Endospor olgturan Basillerin izolasyonu ve kultlri

10 gram toprak orrig aseptik birsekilde 90 mL steril distile su ile katirilarak homojen
duruma getirilmgtir. Homojen hale gelen érnekler 80 °C 'de 15-2&ila i1sitilimgtir. Daha sonra
ana ¢ozeltiden dilusyonlar yapighr. Ornekler Nutrient agar besiyeri tizerine 0.1 aktarilarak
yayma plaka yontemi ile ekim yapilgtir. Plaklar aerobik olarak 30 °C 'de 1-2 gin sileeénkibe

edilmistir. Inkiibasyon sonucunda geln tek koloniler yatik Nutrient Agar besiyerine akimistir.

izolasyon sonunda elde edilen izolatlarin +4 °Cydak agarda ve -20 °C 'de % 20'lik
gliserolli ependorf tlplerinde stok sturarak muhafazasi ganmstir.

2.2.1.1. Gram boyama

Temiz bir lamin ortasina bir 6ze dolusu su kongtmu Oze yardimi ile 24 saatlik
kiltirden bir miktar alinip su damlasi icine dagldsareketlerle yayilngtir. Bu sekilde hazirlanan
bakteriyal film 6nce havada kurutulgiwe daha sonra bakteriyal film lste kalagakilde lam iki
Uc kez alevden gecirilerek fikse ediktii. Preperat 6nce kristal viyole ile 1 dakika medeye
birakilmstir.  Strenin sonunda boya akitilarak suyla yikgiimi Daha sonra bakteriyal film
tabakasi Uzerine ligol ¢ozeltisi ilave edilerekakilla bekletildikten sonra, suyla yikargtmr. 1-2
saniye alkol ile muamele edilen preperatin alkdiyla uzaklstiriimistir. 30 saniye kadar
safraninle muamele edildikten sonra boya akitilasalyla yikanmgtir.  Kurumaya birakilan
preperat immersiyon ¥a damlatilarak immersiyon obijektifi yardimiyla ineamistir. Kristal

viyole boyasini tutup mor renkte goztiken basillear@® pozitif olarak kaydedilrgiir [74].

2.2.1.2. Katalaz aktivitesi

Temiz bir lamin ortasina bir 6ze dolusu su kongtmu Oze yardimi ile 24 saatlik
kultirden bir miktar alinip su damLasli ile stspaesi@mistir. Bunun Uzerine 1 6ze dolusu
kultirden alinip Uzerine % 30'luk.B;ilave edilip kargtirildiginda, hava kabarciklarin ¢gkitestin

pozitif oldugunu gostermstir [75].

2.2.1.3. Endospor boyama

Gram boyamas! pozitif ¢ikan izolatlar yatik Nuttiehgar ortamina ekim yapilgtir. 37

°C'de 72 saat inklube edilgtir. Daha sonra endospor boyama yapimi Temiz bir lamin
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ortasina kuicik bir su damlasi birakgme 6ze yardimiyla bir miktar 72 saatlik kiltirdemip su
damLasi icine dairesel hareketlerle yaygimni Bu sekilde hazirlanan bakteriyal film énce havada
kurutulmus ve daha sonra bakteriyal film Ustte kalagakilde lam iki (¢ kez alevden gegcirilerek
tespit edilmgtir. Preperat kaynar su banyosu duzeiiezerine yerlgtirilerek 5 dakika malgit yesili

ile muamele edilmtir. Preparat su ile yikandiktan sonra 30 sanafeasin ile muamele edilrtir.

Su ile tekrar yikanip havada kurutulduktan sonranérsiyon y#& yardimiyla immersiyon
objektifinde incelenmgtir. Uygulanan glem sonucu sporlar yi¢ renkli, vejetatif hicreler ise

pembe renkli olarak gorilngtiir [74].
2.2.2. Asir metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesi

Her bakteri izolati icin yedi farkh g@r metalin ayri ayri minimal inhibisyon
konsantrasyonlari, agar dilusyon metodu ile beliigtir [74, 75]. Cud? Cd? zZn", Hg? Mn™
Ni*? ve PB? agir metallerinin Nutrient agar igerisine 12,5 ug /riden 3200 ug /mL ‘e kadar iki
katli seri dilusyonlari hazirlanguir.  Bunun icin CuS¢bhH,O, CdChH,O, ZnCh, HgCl,
MnCI4H,0, NiClL,6H,O ve Pb(NQ), agir metallerinin tuzlari kullaniimgtir. Otoklavdan ¢ikan
besiyeri icerisine, hazirlanagia metal ¢ozeltileri filtreden gegcirilerek ilave igdistir. Steril petri
kaplarina yaklgtk olarak 15 mL cgtli konsantrasyonlarda hazirlanagiimmetal iceren Nutrient
Agar besiyeri dokulmgitr. Hazirlanan besiyerleri 2-3 giin oda sigakbla kurutulmsgtur. Metal
toleranslilgin belirlenmesinde elde edilen basil izolatlari it Broth‘da aktiflgtirilmi stir.  Aktif
bakteri siispansiyonu mL'de % @lacaksekilde steril fizyolojik su ilave edilerek Mc Farld 0,5
bulanikliligina gore ayarlanmgtir. Mc Farland’a gore ayarlangniest bakterilerinden 6ze yardimi
ile cizgi ekim yapilmgtir. Ekimi yapilan petriler 24-48 saat 37nkiibe edilmgtir. inkiibasyon
sonucunda uremenin gorilmgden disiik agir metal konsantrasyonu il (Minimal inhibisyon
Konsantrasyonu) @eri olarak kabul edilngtir.  Kontrol olarak B. subtilis NRRL B-209
bakterisinin ekimide yapilrgtir. Denenen bakteri izolatlari kontrol mikroorgamanin MK

deserinden daha yuksek bir konsatrasyonda treme gyimteal, direncli olarak kabul edilstir.
2.2.3. Antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi

Antibakteriyal hassasiyet testi, agar disk difizy@mtemi [76] kullanilarak belirlenrstir.
Antibiyotik direncliliginin belirlenmesinde toplam 10 farkl antibiyotiksk kullaniimstir.

Kullanilan antibiyotikler; Vankomisin (30 pg/diskimfisilin (10pg/disk) ,Eritromisin (30
ug/disk), Sefotaksim (30 pg/disk), Klindamisin (30g/disk)imipenem (10 pg/disk), Rifamisin
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(30 pg/disk), Streptomisin (25 pg/disk), Kloromfi&nl (30 pg/disk) ve Tetrasiklin (10ug/disk)
kullaniimigtir. Steril petri kaplarina yakjek olarak 25 mL Nutrient Agar besiyerinden dokulnviée
besiyerlerinin kurumasi icin 2-3 giin oda sicaékida bekletiimitir. Elde edilen basil izolatlari
Nutrient Broth‘da aktiflgtirilmistir. Aktif bakteri siispansiyonu mL 'de i@lacaksekilde steril
fizyolojik su ilave edilerek Mc Farland 0,5 bulahligina gore ayarlanmstir. Test bakterileri steril
ektvyon yardimi ile besiyerinin tim ylzeyine siUrigtiir. Daha sonra antibiyotik diskler
yerlestirilmistir.  Petriler 2 saat oda sicakinda bekletildikten sonra 24 saat 37 °C’de inkibe

edilmistir. inkibasyon stiresi sonunda diskin etrafindaasitinhibisyon zonunun capi 6lgulstir.
2.2.4. Coklu antibiyotik direnclilik diizeyinin belirlenmesi

Coklu antibiyotik diren¢ diizeyi (CAD) indeks ghkxleri @/b; a; izolatin direncli oldgu
antibiyotik sayisinip; izolata kagi denenen antibiyotik sayisini temsil etmektede) zolat icin
hesaplanmtir. Eger izolat insan ya da hayvan kaynakli antibiyoti&lesagsun miktarda maruz
kalmis ise, o zaman 0,2'den daha yiksek bir CAD indekgedeortaya ¢ikmaktadir. ger
antibiyotik cok nadir kullaniimgsa ya da hi¢ kullanilmagsa CAD indeks deeri 0,2'den kicik ya
da 0,2'ye it olarak gozlemlenmektedir [79].

2.2.5. Endospor olgturan Basillerin identifikasyonu

Identifikasyonu yapilacak olan izolatlara gram bogiaendospor okumu, katalaz testi gibi
Basillus cinsi tanimlamasinda kullanilan testlerggy’s Manual of Systematic Bacteriology, esas

alinarak yapilmtir[1].

2.2.5.1. Biyokimyasal 6zelliklere dayal identifikayon

Identifikasyon §lemi, biyokimyasal ozellikleri esas alan VITEK siste ait Bacillus
biyokimyasal karti (Biomeriux VITEK, Hazehvood, MOSA) ile yapiimgtir. Bu identifikasyonla
izolatlara ceitli biyokimyasal testler uygulanrmgtir. Bu testler, negatif kontrol, galaktoz, amitida
sorbitol, oleandomycin, trehaloz, sukroz, arabiriamlin, N-asetil D-glukozamin, sodyum asetat,
tetrazolyum kirmizisi, ksilol, riboz, amylopektiarabitol, tagatose, mannitol, maltoz, potasyum
thionat, polyamidohygro streptin, glukoz, rafindeehaloz, % 7 NacCl, nalidixic asit, Inositol,
salisin, platinose, mandelik asit, eskulin olmalerégz31 adetten ojmaktadir. identifikasyonu
yapilacak izolatlarin saf kilturlerini elde etmeakaciyla Triptik Soy Agar'a ekimleri yapilstir.

Bu plaklar 30°C 'de 24 saat inkiibe editii Saf kolonilerden 0,5 Mc Farland’a kdrk gelen
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yogunlukta hiicre siispansiyonu hazirlanip VITEK kanmlarinokilasyonu gganms ve inklbattre
yerlestiriimistir. 24 saat sonunda optik okuyucu sayesinde mls@nuclar VITEK bakteri veri

tabanindaki kayitlara gore glerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Calsmada 22 toprak orggenden izole edilen 161 adet aergdrtlarda endospor ajturan
Basillus izole edilmi ve bu izolatlarin @ir metal ve antibiyotik direnclilik diizeyleri bdinmistir.
Kursun ve civa g@ir metal direnclilik dizeyleri esas alinarak 4 Ieaktin identifikasyonu

yapilmstir.

3.1. Endospor Olyturan Basillerin izolasyonu

Calismada kullanilan toprak drnekleri aralarinda tarrazesi, beton sanayi, su aritma tesisi,
demir celik, azot, cam ve §dabrikasi’da olmak Uzere toplam 22 farkli yerdémraistir. Alinan
toprak orneklerinden 161 izolat elde edititi izolatlarin elde edilgi habitatlar esas alinarak
yapilan izolat kodlamasi ve habitatlar hakkindalgiler Cizelge 3.1 de verilngtir.

Elde edilen izolatlarin endospor e¢luran Basillusgrubuna dahil edilmesi icin aerob
sartlarda endospor ggumlari dgerlendirilmis ve endospor okturan izolatlarin gram reaksiyonlari
ve katalaz aktivitesine bakilgtir.  BUtln izolatlarin mikroskobik inceleme sonu@ram
reaksiyonlarinin pozitif oldgu ve endospor olturduklari géralmétir. Gr (+) ve katalaz (+) olan

endosporlu 161 izolat elde ediktir.
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Cizelge 3.1 Endospor olgturan Basillerinizolasyon yerleri ve izolat kodlari

Ornek | Toplandigi yer ve Tarih izolat kodu

No

1 Izmir, Ziraat ve Veterinerlik Argirma Enstitiisti, T1,7T2,T3,T4,T5,T6,T7,T8,T9,T10,T11

2008 -Eylul

2 Afyon, Tarim Arazisi, 2008-Ekim T12,T13,T14,T184,T17,T18,T19,T20
T21,T22,T23,T24,T25

3 Afyon, Toprak Mahsilleri, 2008-Ekim T26,7T27,T289,T30,T31,732,T33,T34

4 Kitahya, Ast@aBeton Sanayi, 2008-Aralik T35,T36,T37,T38

5 Kiitahya, Ac¢ik Arazi, 2008-Ekim T39,T40,T41,T4231444

6 Kitahya, Tarkmen Su Aritma Tesisi, 2009-Kasim 145,747

7 Kitahya, Frig Vadisi,2009-Kasim T48,T49,T50, TH2T

8 Kitahya Emet 2009-Ekim T53,T54,T55,T56,T57,T58,T60,T61,
T62,T63,T64,T65,T66,T67,T68,T69,T70
T71

9 Konya, Tuz Golu etrafi, 2009-Kasim T72,T73,T7HT7

10 Konya, Acik Arazi, 2009-Kasim T76,T77,T78,T790TB31,T82,T83

11 Kitahya, Emet Agik Arazi, 2009-Ekim T84,T85,TB®/,T88,T89,
T90,7T91,7T92,T93,T94,T95,T96,T97
,198,7T99,T100,T101,T102,T103

12 Kitahya, Enne Baraji, 2009-Kasim T104,T105,TID67

13 Balikesir, Erdek, 2009-Mart T108,T109,T110

14 Sivas, Divrgi Demir-Celik Fabrikasi, 2009-Kasim T111,T112,TINBI4,T115,T116,T117,
T118,T119,7T120,T121,T122,T123,T124
T125,T126,T127,T128,T129,T130,T131
T132,T133,T134,T135,T136

15 Kitahya, Azot Fabrikasi, 2009-Kasim T137,T13891

16 Gaziantep, Sanayi Boélgesi, 2009-Mart T140,T124217143,T144

17 Balikesir, Ayvalik Komili Y& Fabrikasi, 2009-Mayis|  T145

18 Elazg, Acik Arazi, 2009-Mart T146,T147

19 Newehir, Géreme, Acik Arazi, 2009-Kasim T148,T149

20 Kitahya, Cam Fabrikasi, 2009-Ekim T150,T151,TI523
T154,T155,T156,T157,T158

21 Rize, Hat-Pek Beton Sanayi, 2009-Haziran T1580T1

22 Rize,Insaat alani, 2009-Haziran T161

3.2. Endospor Olyturan Basillerin A gir Metal Direnclilik Duzeyleri

Calmamizda 22 farkl bdlgeden izole edilen endospbédkterilerin &r metal direnclilik

dizeyleri agar dilisyon metodu ile tespit edifini Tim bolgelerden izole edilen bakterilerigira

metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde refas sy olarak B. subtilis NRRL B-209 swu

kullaniimistir. B. subtilisNRRL B-209 referans sunun sahip oldgu minimum inhibisyon katsayi

degerleri Cizelge 3.2.’de verilrgiir.
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Cizelge 3.2B.subtilisNRRL B-209 'un Asir Metal Direnclilik Duzeyi (ug/mL)

Agir Metal M iK Degeri
Bakir 25
Kadminyum 12.5
Cinko 25
Kursun 12.5
Nikel 12.5
Civa 12.5
Mangan 1600

Agir metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde farkli agir metal tuzlar[CiF
(CuSQ5H,0), Cd? (CdCLH,0), Zn? (ZnClk), Hg? (HgCL), Mn*¥MnCl,4H,0), Ni*%(
NiCl,6H,0) ve PB*( Pb(NQ), ) ] kullaniimstir. izolatlarin &ir metal toleranshlik diizeylerinin
belirlenmesinde agar dilusyon metoduna gore gdgterd MiK degerleri Cizelge 3.3.de
verilmistir. Cizelgeye bakild@ginda kullanilan tim bu metaller icerisinde civarametaline kan
toleranslilgin az oldgu gorilmigtiir. Buna kagin izolatlarin kugun ve bakir gir metaline kag
toleranshliklarinin yiksek oldw tespit edilmitir. izolatlarin &ir metal toleranshhilarinin MIK

deserlerinin genel toplam igerisindeki sayisagdani ise Cizelge 3.4.’de verilrtir



Cizelge 3.3izolatlarin &r metallere kayn gosterdikleri MK degerleri (ug/mL)

Izolat Nikel Bakir Kadminyum| Cinko Kwun Mangan Civa
No

T1 <125 100 <125 <125 50 1600 <12.5
T2 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T3 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T4 <12.5 100 <125 <12.5 50 1600 <12.5
T5 <12.5 100 <125 <12.5 50 1600 <12.5
T6 <125 100 <125 <125 50 400 <12.5
T7 <125 <125 <125 <12.5 50 400 <12.5
T8 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T9 <125 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T10 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T11 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T12 <12.5 25 <125 <12.5 25 400 <12.5
T13 <12.5 25 <125 <12.5 25 1600 <12.5
T14 <125 25 <125 <125 25 1600 <12.5
T15 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T16 <12.5 25 <12.5 25 25 1600 <12.5
T17 <125 25 <12.5 25 25 1600 <12.5
T18 <12.5 25 <12.5 25 25 1600 <12.5
T19 <12.5 25 <12.5 25 25 1600 25
T20 <12.5 100 <12.5 25 25 25 <12.5
T21 <12.5 100 <12.5 25 25 25 <12.5
T22 <125 25 <12.5 25 25 1600 <12.5
T23 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T24 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T25 <125 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T26 <12.5 100 <125 <12.5 25 400 <12.5
T27 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <125
T28 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T29 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <12.5
T30 <125 100 <125 <125 25 1600 <12.5
T31 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <12.5
T32 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <12.5
T33 <125 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T34 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T35 100 1600 <12.5 25 100 400 <125
T36 100 800 <12.5 100 100 1600 <12.5
T37 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
T38 100 1600 <125 50 100 1600 <12.5
T39 100 1600 <12.5 50 100 1600 50
T40 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T41 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T42 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
T43 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
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Cizelge 3.3(Devam)

fzolat No | Nikel Bakir Kadminyum Cinko Kgun Mangan Civa
T44 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T45 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T46 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T47 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T48 100 1600 <125 25 100 1600 <12.5
T49 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T50 100 1600 <125 25 100 1600 <12.5
T51 50 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T52 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
T53 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T54 100 1600 <12.5 25 100 1600 <12.5
T55 100 1600 <125 25 100 1600 <12.5
T56 100 1600 25 200 200 1600 <12.5
T57 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T58 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T59 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T60 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T61 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T62 100 1600 25 100 100 1600 100
T63 100 1600 25 100 200 1600 50
T64 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T65 100 1600 25 100 200 1600 50
T66 100 3200 25 50 100 1600 <12.5
T67 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T68 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
T69 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T70 100 1600 25 200 100 1600 <12.5
T71 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T72 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T73 <12.5 25 <12.5 50 25 1600 <12.5
T74 <12.5 100 <125 25 25 1600 <12.5
T75 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T76 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T77 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T78 <12.5 100 <12.5 25 25 400 <12.5
T79 <12.5 100 <125 25 25 1600 <12.5
T80 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T81 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <12.5
T82 <12.5 100 <125 <125 25 1600 <12.5
T83 <12.5 100 <12.5 50 <12.5 1600 <12.5
T84 100 1600 25 200 100 1600 <12.5
T85 100 1600 25 200 100 1600 <12.5
T86 100 1600 25 200 100 400 <12.5
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Cizelge 3.3(Devam)

fzolat No | Nikel Bakir Kadminyum Cinko Kgun Mangan Civa
T87 100 1600 25 200 100 1600 <12.5
T88 25 1600 <125 50 100 1600 <12.5
T89 100 1600 25 200 100 1600 <12,5
T90 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T91 100 1600 25 100 100 1600 <125
T92 100 1600 25 100 100 1600 <12.5
T93 100 1600 <125 100 100 1600 <12.5
T94 25 1600 25 100 100 1600 <12.5
T95 100 1600 25 100 100 1600 50
T96 25 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T97 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T98 100 1600 <125 200 100 1600 <12.5
T99 25 1600 <12.5 200 100 1600 <12.5
T100 25 1600 <12.5 25 100 1600 <12.5
T101 25 1600 <125 50 100 1600 <12.5
T102 25 1600 <12.5 25 100 1600 <12.5
T103 100 1600 25 100 100 1600 | <125
T104 100 1600 25 100 100 1600 | <125
T105 100 1600 25 200 100 1600 | <125
T106 100 1600 25 200 100 1600 | <125
T107 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T108 <12.5 25 <12.5 25 25 1600 <12.5
T109 100 1600 <125 50 100 1600 <12.5
T110 <12.5 1600 25 <12.5 25 1600 <12.5
T111 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T112 100 1600 25 100 200 1600 | <125
T113 100 1600 25 50 100 1600 50
T114 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T115 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T116 100 1600 25 100 200 1600 | <125
T117 100 1600 25 200 50 1600 <12.5
T118 100 1600 25 100 50 1600 <12.5
T119 100 1600 <12.5 100 100 1600 <12.5
T120 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
T121 100 1600 100 25 100 1600 | <125
T122 100 1600 25 100 100 1600 | <125
T123 100 1600 <12,5 25 100 1600 <12.5
T124 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T125 100 3200 25 50 100 1600 | <125
T126 100 1600 25 50 100 1600 <12.5
T127 100 1600 <12.5 100 200 1600 <12.5
T128 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
T129 100 1600 <12.5 50 100 1600 <12.5
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Cizelge 3.3(Devam)

fzolat No | Nikel Bakir Kadminyum Cinko Kguin Mangan Civa
T130 100 1600 <12.5 50 100 1600 <125
T131 100 1600 25 50 100 1600 <125
T132 100 1600 25 50 100 1600 <125
T133 100 1600 25 50 100 1600 <125
T134 100 1600 25 50 100 1600 <125
T135 100 1600 <12.5 50 100 1600 <125
T136 100 800 <125 50 100 1600 <125
T137 100 1600 <12.5 50 100 1600 <125
T138 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <125
T139 <125 <12.5 <12.5 50 50 1600 <125
T140 <12.5 100 <125 <12.5 <12.5 1600 <125
T141 <125 <125 <125 25 50 1600 <125
T142 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <125
T143 <125 <12.5 <125 <12.5 50 400 <125
T144 <125 <125 <125 25 50 1600 <125
T145 <125 <125 <125 <12.5 50 400 <125
T146 <125 <12,5 <12.5 25 50 400 <125
T147 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <125
T148 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <125
T149 <125 100 <125 25 25 1600 <125
T150 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <125
T151 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <125
T152 <125 100 <125 25 25 400 <125
T153 <12.5 100 <125 <12.5 25 400 <125
T154 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <125
T155 <12.5 100 <12,5 25 25 1600 <125
T156 <12.5 100 <125 <12.5 25 400 <125
T157 <125 100 <125 <12.5 25 1600 <125
T158 <12.5 100 <125 <12.5 25 1600 <125
T159 <12.5 100 <12.5 25 <12.5 1600 <125
T160 <125 100 <125 25 25 1600 <125
T161 <12.5 100 <12.5 25 25 1600 <125
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1 nolu {zmir Ziraat ve Veteriner Agiirma Enstitiisil) érnekten elde edilen 11 izolagst t
edilen &r metallere kan gosterdikleri MK degerleri Cizelge 3.3'de verilngiir. Elde edilen
izolatlarin nikel, civa, kadminyum ve manganranetaline gosterdikleri MK degerlerinin referans
sus ile kiyaslandiinda yiiksek dgerde olmadii bulunmutur. izolatlarin bakir gir metaline kan
gosterdgi direng T7 izolati haric hepsinde i 100 pg/mL olarak bulunngtur. Kusun gir
metalinin MIK degeri ise 25 ve 50 ug/mL gerlerinde bulunmgtur. Bu boélgede sadece bakir ve

kursun gir metal sonuclari referansimiza gore yiiksek buligtum.
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2 nolu (Afyon Tarim arazisi) érnekten 14 izolat eelddilmitir. Elde edilen izolatlarin
nikel, kadminyum, cinko ve mangagiametaline gosterdikleri WK degerlerinin referans sa gore
daha dgiuk deserde oldgu bulunmuytur. izolatlarin bakir gir metaline kan gosterdikleri
toleranshlga bakildginda 6 izolatin (T15, T20, T21, T23, T24, T25J¥KMdegerinin 100 pg/mL
oldugu bulunmgtur. Tdm izolatlarin kwun gir metali ele alinddinda referans sa gore 2 kat
fazla toleranslilik gostergii tespit edilmitir. Civada ise sadece tek bir izolatin (T19) rafes syga
gore MK degeri (25 pg/mL ) yiksek bulunngtur.

3 nolu (Afyon Toprak Mahsdulleri ofisi) 6érnekten eleédilen 9 izolatin bakir (100 pg/mL)
ve kugun (25 pg/mL) gir metaline toleranslg referans sga gore yuksek oldiu tespit edilmgtir.

4 nolu (beton sanayi togts ornekten 4 izolat elde edilgtir. izolatlarin kadminyum,
mangan ve civa @r metallerine kan gosterdikleri direncligin MiK degerlerine bakildiinda
referans sgtan yiiksek olmagh belirlenmitir. izolatlarin nikel, bakir ve kguna goére NK
deserlerine bakildiinda ise referansa gore yiiksekgelgle oldgu bulunmugtur. izolatlardan
sadece T35'in ginko @r metaline kay toleranshigl referans syile ayni MK degerine sahip
olurken dger izolatlarin referansa gore ikl degeri yiksek bulunmgtur. izolatlarin nikel ve
kursuna kagi gosterdikleri toleranslilik derinin 100 pg/mL oldgu ve referans sa gore yuksek

oldugu gorilmitar.

5 nolu (Kutahya topia) 6rnekten 6 izolat elde edilgtir. izolatlarin hepsinin nikel (100
pg/mL), bakir (1600 pg/mL), ¢inko (50 ve 100 pg/mig kugun (100 pg/mL) gir metallerine
karsi MIK degerleri referans s@ gore yiiksek cikrgtiir.  Ozellikle bakirin MK degeri referans
swa gore cok yiksektir. Elde edilenskr arasinda sadece T39 'un civaya olan diregtl{b0
pa/mL) referans sgian yiksek cikmgtir.  Kadminyum &ir metaline kapn referans sgtan direncli

olan izolatlarin ise sadece T41 ve T44 @dgoruimigtir.

6 nolu (su aritim tesisi) 6rnekten 3 izolat eld@neigtir. Izolatlarin hepsinin nikel (100
pg/mL), bakir (1600 pg/mL), ginko (100 pg/mL) vergun (100 pg/mL) NIK degerleri referans
swa gore yilksek cikntir. Kadminyuma kan sadece T45'in NK degeri (25 pg/mL) referans
swa gore yuksek bulunngtur.

7 nolu (Frig vadisi) 6rnekten 5 izolat elde editni izolatlarin hepsinin nikel, bakir ve

kursuna kagi gosterdikleri MK degerleri referans s@ gore yiksek cikrgtir. T49, T51 ve T52
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izolatlarinin nikel, bakir ve kgun deerleri dsinda ayrica cinko @r metaline kagida referans

swtan daha fazla direng gosterdikleri tespit edjtmi

8 nolu (Kitahya Emet ilgesi) 6rnekten 19 izolateedatliimitir. izole edilen sglar’in bakira
karsi gosterdikleri MK degerleri referans sgian yiiksek ¢ikngtir. Ozellikle T66 izolatinin bakira
karsi goOsterdgi MIK degeri 3200 pg/mL dgerinde bulunmgtur.  Bitin dger izolatlarla
karsilastirdigimizda en yilksek MK degerinin T66 sguna ait oldgu gorulmigtiir. Nikel air
metaline kagi butln izolatlarin NIK 100 pg/mL sonucunu vergive referansa gore daha yuksek
bir toleranslilga sahip olduklari belirlenrgtir. Kursun gir metaline kapn 3 izolat (T56, T63 ve
T65)'In MIK degeri 200 pug/mL bulunurken gér izolatlarin MK degerinin 100 pg/mL oldgu
tespit edilmgtir. izolatlar ginkoya kaw farkli toleranslilik dgerleri gostermitir. Ozellikle T56 ve
T70, 200 pg/mL NIK degeri ile diger izolatlara gore ¢ok yiiksek bir toleranslilik gisnistir.
izolatlardan civaya kar 3 izolatin referans sa gore MK degeri yiiksek bulunmgtur. T62
izolatinin civaya kaw gosterdgi MiK degeri 100 pg/mL bulunmyur. Bulunan bu deer test
edilen dger izolatlar arasinda civaya kagosterilen en yiksek ger olarak tespit edilngfir. T63
ve T65 izolatlarinin ise civaya kar50 pg/mL’lik MiK degerine sahip olduklari bulunngtur.
Ozellikle T62 ve T65 izolatlar hem kwm hemde civaya karMIK degerleri yiiksek oldgundan

dolayi 6ne c¢ikan izolatlar arasinda bulusgtau

9 nolu (Konya Tuz Golu ¢evresindeki toprak) ornekdeizolat elde edilngtir. T72, T74 ve
T75 izolatlarinin bakir @r metaline kay gosterdikleri toleranslgin MiK degerine bakildginda
referansa gore yiiksek oklu gorulmigtir. Ozellikle dger metallerin MK degerlerinde referans

swa gore yuksek bir ger gbzlenmengtir.

10 nolu (Konya ili toprgi) 6rnekten 8 izolat elde edilgtir. T76 syu hari¢ tiim izolatlarda
bakir &ir metaline kag1 olan direnclilgin referans sgtan daha fazla oldiw, kugun gir metaline
olan direnclilgin ise T83 ve T76 sw hari¢ 6 izolatta referans gan daha yiksek olgu tespit
edilmigtir.  Ayrica T83 swgu bakir gir metaline kayi referans sgtan daha fazla direnclilik
gosterirken cinko @r metaline kagida referans stan daha fazla direnglilik gostergtir. Bu
bdlgeden izole edilen T76 guise hicbir &ir metale kan direnclilik gostermenstir.

11 nolu (Kutahya-Emet bdlgesinde ki birska araziden) 6rnekten 20 izolat elde ed§timi
Bakir ‘in butiin izolatlarda gostegliMiK degeri 1600 pg/mL dgerinde bulunmsgtur. Kursun gsir
metalinin bitiin izolatlarda ki KK degeri 100 pug/mL olup referans su gore yiiksek oldiu
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belirlenmitir. Kadminyum @ir metaline kayi T88, T93, T96,7T98, T99, T100, T101 ve T102
swslari haric, dger tim swglarin gosterdikleri direncin referansstan fazla oldgu tespit edilmitir.
Cinko &ir metalinde T100 ve T102 dari haricinde referans stian daha yiksek bir direnclilik
deseri saptanngtir. Civaya kagi sadece bir izolat T95 M 50 pg/mL d&eri gdstermtir.

12 nolu (Kitahya ili sinirlari icerisinde bulunamrie Baraji) 6rnekten 4 izolat elde
edilmigtir.  Referans sa gore nikel, bakir, cinko ve kum deerlerinin yliksek oldgu
bulunmutur. Ayrica T107 sgu hari¢ dger 3 izolatin nikel, bakir, ¢inko ve kum air metalleri
disinda kadminyum @r metaline kayida referans stan daha direncli olduklari tespit ediktir.

13 nolu (Balikesir Erdek) 6rnekten 3 izolat eldéredtir. Elde edilen izolatlardan nikel
agir metaline kan sadece T109 nolu sun MiK degeri 100 pg/mL olarak belirlengtir. Bakir air
metaline kagi sadece T109 ve T110garinin referans stan daha fazla direng gosterdikleri tespit
edilmis ve MiK degerlerinin 1600 pg/mL oldgu gérulmitar. T109 ssunun ayrica kyun agir
metaline kag1 da referansa gore yuksek toleranslilik gosgetdspit edilmgtir.

14 nolu (Sivas-Divigi Demir Celik Fabrikasi) 6rnekten 26 izolat eldalmdstir. Nikel,
bakir, kugun gir metaline kagyi butiin izolatlarin referans ga gore daha yiiksek M degerine
sahip oldgu saptannstir. BUtln izolatlarin nikel @r metalindeki MK degeri 100 pg/mL olarak
bulunmuytur. Bu deerin, referans sun MiK degerinden ylksek oldtu gorilmitir. Bakir gir
metalinin MIK degeri biitiin izolatlarda 1600 pg/mL gkrinde oldgu sadece bir izolatta ise 3200
ug/mL deerinde oldgu tespit edilmi ve bu MK degerlerinin referansa gore ¢ok yiiksek gidu
belirlenmitir.  Bu bolgeden elde edilen izolatlar arasindarkmyuma kagi en yuksek NK
degerini T121 izolati gostermive MiK degeri 100 pg/mL olarak belirlengtir. Bu bolgeden elde
edilen izolatlar arasinda referans ®le alindginda kusuna kasi toleranslilikta yuksek cikrgtir.
Kursuna kagi en yiuksek NIK degeri 200 pg/mL olup 3 izolatta (T112, T116 ve T1d1) MiK
degeri gorulmitar. Sadece T113 izolatl civaya kareferans sga gore yuksek toleranslilik
gostermtir (50pg/mL).

15 nolu (Kiitahya Azot Fabrikasi)drnekten 3 izollteeedilmitir. izolatlarin hepsinin
kursun &ir metaline kag referans sgtan daha direncli oldiu tespit edilmgtir. Bu izolatlardan
T139 'un kusun &ir metali dginda, ¢inko &ir metaline kay, yine T138 sgunun da kwun gir
metali dginda bakir gir metaline kagi referans sgtan daha direncli oldiu goérdlmigtar. T137
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swsu ise kugun gir metali ile birlikte nikel, bakir ve cinkogar metallerine kanda referans stan

daha direncli ciknatir.

16 nolu (Gaziantep sanayi bélgesi) 6rnekten 5 tzelide edilmgtir. Bakira kagl T140 ve
T142 izolatlari, kwguna kagi T140 izolati hari¢ 4 izolatin referanssaugore daha yuksek i
deserlerine sahip oldgu gorilmitar.

17 nolu (Balikesir ili Ayvalik ilcesindeki yafabrikasi)ornekten 1 izolat elde ediktii. Bu
izolat sadece kgun gir metaline (50 pg/mL) kar referans sgtan daha fazla direnclilik

gOstermgtir.

18 nolu (Elazg toprazl) 6rnekten 2 izolat elde edilgtir. T146 ve T147 sdarinin kugun
agir metaline kap referans sgtan daha fazla direncli olgu goralmigtir. Ayrica T147 sgunun

kursun dsinda bakir gir metaline kagida direnci referans stan yiiksek olarak tespit edilgtir.

19 nolu (Negehir Géreme bdlgesinden) drnekten izole edilen Ti&d8149 sglari, bakir

ve kugun gzir metallerine kan referans sgtan daha direncli ¢ikrgtir.

20 nolu (Kitahya Cam fabrikasinin topnadan) érnekten 9 izolat elde ediltii. Tim
izolatlar bakir ve kuytun gir metallerine kan referans sgtan daha fazla direnclilik gostergtir.

21 nolu (Rize ili Hat-Pek Beton sanayi )O0rnekteriz8lat elde edilmgtir. Bakir tim
izolatlarda referans sa gore direncli bulunmgur. Ayrica T160 ‘in bakir ginda kusun gir

metaline kagida direnci referans stan yiksek bulunmur.

22 nolu (Rize ili igaat alani) drnekten 1 izolat elde editimi Elde edilen izolatin bakir ve

kursun gir metallerine kan referans sgtan daha fazla direnclilik gostergtir.

TUm bdlgelerden izole edilen izolatlarin gadada kullanilan metallere kargdsterdikleri
direncliliklerin %’'lik dagihmlari iseSekil 3.1,Sekil 3.2,Sekil 3.3,Sekil 3.4,Sekil 3.5,Sekil 3.6. ve
Sekil 3.7'de gosterilmtir.
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Sekil 3.1. Tiim Bolgeizolatlarindaki Civa Direnclilik Yuizdeleri

Tim bdlgelerden izole edilen izolatlarin %4,34’Urnigferans sga gore ciya kar direng

gosterdikleri tespit edilngtir.

161 izolatin civaya kar gosterdikleri direng incelenginde

25ug/mL ‘ye toplam bakterilerin %0,62’sinin, 50 pd/ ‘ye %3,10’'unun ve 100 pg/mL ‘ye

%0,62’sinin direncli oldgu sonucuna varilngtir.
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Sekil 3.2. Tum Bolgeizolatlarindaki Bakir Direnclilik Yuizdeleri
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TUm bolgelerden izole edilen 161 izolatin %88,81in‘ referans sga goére bakir @r
mateline kag1 direnc gosterdikleri tespit edilgtir. 161 izolatin bakira kar gosterdikleri direnc
incelendginde 100 pug/mL ‘ye toplam bakterilerin %39,91'inBQO pg/mL ‘ye %1,24 ‘Gnin, 1600
pa/mL ‘ye %53,41'inin ve 3200 pg/mL ‘ye %1,24'Gndimencli oldigu tespit edilmitir.
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Sekil 3.3. Tum Bolgeizolatlarindaki Kugun Direnclilik Yizdeleri

TUm bolgelerden izole edilen 161 izolatin %97,5ihimeferans sga gore kugun &ir
mateline kag1 diren¢ gosterdikleri tespit edilgtir. 161 izolatin kuguna kagl gosterdikleri direnc
incelendginde 25 pg/mL ‘ye toplam bakterilerin %34,40'IniB0 pg/mL ‘ye %8,07’sinin, 100
pa/mL ‘ye %50,31’'inin ve 200 pg/mL ‘ye %3,72'sinirencli oldigu tespit edilmitir.
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Sekil 3.4. Tum Bolgeizolatlarindaki Nikel Direnclilik Yiizdeleri

Tdm boélgelerden izole edilen 161 izolatin %55,2isi referans sa gore nikel gir
mateline kag direnc gosterdikleri tespit edilgtir. 161 izolatin nikele kar gosterdikleri direnc
incelendginde 25 pg/mL ‘ye toplam bakterilerin %4,34'Un0r) fg/mL ‘ye %0,62'sinin ve 100
pa/mL ‘ye %50,31’inin direngli oldgu tespit edilmitir.
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Sekil 3.5. Tum Bolgeizolatlarindaki Cinko Direnglilik Yiizdeleri
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Tim bolgelerden izole edilen 161 izolatin %51,6Bli referans sa gore cinko @r
mateline kagi diren¢ gosterdikleri tespit edilgtir. 161 izolatin ¢inkoya kar gosterdikleri direnc
incelendginde 50 pg/mL ‘ye toplam bakterilerin %21,11'init00 pg/mL ‘ye %22,98'inin ve 200
pa/mL ‘ye %7,45'inin direncli oldgu tespit edilmitir.

29,19
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0,62
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Sekil 3.6. Tum Bolgeizolatlarindaki Kadminyum Direnclilik Yiizdeleri

TUm bolgelerden izole edilen 161 izolatin %29.8ihireferans sga gore kadminyumgr
mateline kag diren¢ gosterdikleri tespit edilgtir. 161 izolatin kadminyuma kargosterdikleri
direnc incelendiinde 25 pg/mL ‘ye toplam bakterilerin %29,19'unua £00 pg/mL ‘ye toplam
bakterilerin %0,62’sinin direncli oldiw tespit edilmtir.
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Sekil 3.7.Tuim Bolgeizolatlarindaki Mangan Direnclilik Yuzdeleri

Tam bolgelerden izole edilen 161 izolatin mangaasikgosterdgi direnclilik duzeyleri

incelendginde %83,22'sinin 1600 pg/mL ‘ye referanslauayni direnclilgi gosterdgi, 400 pg/mL
‘ve %12,42'sinin ve 25 pg/mL ‘ye % 1,24'Unln diréradugu tespit edilmitir.

Cizelge 3.4.Topraktan izole elden Basillerifgi@a metal tolaranshliklarinin % ‘lik dalimi

Agir metal n Agir metal konsantrasyonlarina (ug/mL) gore gendhtop Direngli
/toprak icerisindeki izolatlarin sayisal géimi izolatlar
12.5| 25| 50 100 200 400 800 16D0 3200 n %
Nikel 61 72 [7 |1 |82 |  |_ |_ |_ B 89 55.27
Kadmium 161 11347 | _ |1 | _ _ _ _ _ 48 29.81
Bakir 161] 7 10 |54 | _ | _ |2 |8 | 2 [144 89.44
Cinko 161 26 | 533337 | 12| _ | _ | _ _ 82 50.93
Kursun 161 3 [s8|13[ 81| 6 |[_ |_ |_ _ 158 98.13
Mangan 161 2l | _ 1 _1 20 _| 139 0 0.0
Civa 161 155(1 [5 [12 | _ | _ | _ | _ B 7 4.34
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Elde edilen izolatlarin, referansssugore &ir metallerinin yiizde toleranslilik gerlerine
bakildginda; %98.13 kyun, %89.44 bakir, %55.27 nikel, %50.93 cinko, %2%&dminyum ve
%4.34 civa gir metaline kap direncli oldigu bulunmygtur. Tam izolatlarin mangarge metaline
karsi herhangi bir dirence sahip olmgdgorilmdtir. Bu veriler g6z 6niine alirginda en yiksek

direncin kusun ve bakir gir metaline kag1, en diguk direncin ise civaya kgiroldugu bulunmgtur.
3.3.1zole Edilen Sularin Antibiyotik Direnglilik Diizeyleri

Cesitli toprak 6rneklerinden izole edilen toplam 164shin antibiyotik direnclilik dizeyleri
Cizelge 3.5.'de verilmtir. Bunun yaninda izole edilen basillerin, antiik sayisi ile bu

antibiyotiklere direng gdsteren bakterilerin sag&elge 3.6.’da verilmgtir.

Cizelgedeki veriler ele alinghinda izole edilen bakterilerin antibiyotiklere kadirenclilik
dizeyleri incelengiinde; toplam bakterilerin %47.82'sinin sefotaksim%21.11'nin amfisilin’e,
%10.55'inin tetrasiklin’e, %7.45’inin vankomisin’e%8.07'sinin klindamisin’e, %6.83'Unln
rifamisim’e, %4.96’sinin streptomisin’e, %3.72’'sinéritromisin’e, %2.48'inin kloronfenikol'e ve
%0.62'sinin imipenem’e direncli oldw tespit edilmitir. Elde edilen izolatlarin denenen
antibiyotiklere kagi en yuksek antibiyotik direnclilik dizeyini sef&m antibiyotgine kagl
gosterirken en diilk antibiyotik dizeyini ise imipenem antibiygitie kagl gosterdikleri

belirlenmistir.

Ayrica izole edilen basillerin %14.28'inin bir veygaha fazla antibiyaie kagi direncli
oldugu gorilirken %85.72’sinin ise kullanilan antibiyadérin cok nadir kullaniiny oldugu ya da
hi¢ kullanilmamg oldugu belirlenmitir. Coklu antibiyotik direnglilik dtizeylerini ifde eden CAD
degerleri bakimindan izolatlar incelergitide 0.2 dgerine sahip olanlar T8, T9, T10, T11, T17,
T19,T31, T46, T56, T59, T61, T67, T70, T73, 78527996, T101, T111, T114, T115, T125,
T138, T147 ve T148, 0.2 gerinden blyuk olanlar ise T20, T21, T22, T23, T240Q, T44, T47,
T54, T63, T65, T68, T71, T72, T74, T81, T90, T989TT100, T102, T110 ve T136 olarak tespit
edilmistir. Bu deser bize izolatin insan ya da hayvan kaynakli aptitiklere yggun miktarda

maruz kalmg oldugunu ortaya koymaktadir
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Cizelge 3.5.Bacillus syglarinin test edilen antibiyotiklere kargtsterdikleri inhibisyon zon caplari

(disk 6mm)

izolat | VA E C PM RD DA CTX AMP TE S

No

T1 18 23 20 40 25 22 7 28 28 25
T2 30 44 40 46 50 28 50 50 30 23
T3 20 32 30 50 28 30 40 28 30 20
T4 20 30 25 40 30 25 10 35 30 25
T5 20 12 23 46 25 22 25 30 25 25
T6 20 20 23 40 34 20 20 25 20 22
T7 17 30 22 40 24 21 8 32 26 26
T8 18 30 24 40 20 30 11 10 24 26
T9 20 40 20 50 25 15 20 25 40 25
T10 18 25 24 30 16 35 10 10 23 24
T11 15 33 25 20 20 30 7 8 22 25
T12 22 30 30 40 25 30 25 30 25 25
T13 20 26 20 40 25 20 7 30 25 25
T14 19 27 18 45 22 19 12 28 27 22
T15 20 23 19 40 23 28 18 25 17 19
T16 20 25 15 48 25 30 20 20 12 16
T17 18 30 28 30 20 36 10 10 25 25
T18 20 30 20 40 25 27 30 20 28 22
T19 20 10 22 40 20 15 10 22 20 17
T20 13 30 23 20 13 27 7 7 16 30
T21 10 25 20 23 13 30 9 7 7 27
T22 12 26 20 38 13 29 7 7 20 23
T23 26 36 7 50 13 22 32 16 7 30
T24 15 31 15 21 11 30 10 6 20 25
T25 17 30 15 40 18 30 15 20 25 27
T26 21 34 24 44 20 27 17 20 35 32
T27 15 20 28 30 22 28 32 30 20 19
T28 25 32 32 42 24 32 26 32 30 23
T29 21 34 34 42 23 30 32 30 34 24
T30 24 32 40 42 22 18 30 42 36 26
T31 20 7 30 40 20 20 21 7 25 26
T32 42 26 34 42 27 30 32 34 16 10
T33 20 26 16 40 20 22 11 32 28 28
T34 19 20 22 40 25 18 10 30 26 25
T35 20 28 22 42 22 18 7 32 26 26
T36 20 26 23 40 26 19 10 30 26 28
T37 30 28 25 40 24 16 10 30 26 25
T38 20 28 25 38 20 17 8 30 26 25
T39 20 28 18 36 23 21 7 30 26 24
T40 16 23 7 34 11 20 7 30 29 30
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Izolat | VA E C IPM RD DA CTX AMP | TE

No

T41 19 32 30 44 22 30 22 30 30 22
T42 20 32 25 40 26 30 25 30 30 28
T43 20 36 30 38 26 28 42 36 34 23
T44 13 30 26 40 18 31 7 7 22 23
T45 17 27 20 38 26 22 8 32 26 24
T46 15 25 25 30 18 27 12 14 25 20
T47 14 32 30 30 20 32 11 13 28 26
T48 22 30 30 50 26 32 30 26 10 20
T49 18 26 22 32 24 22 12 30 30 27
T50 20 26 30 40 24 26 22 25 25 25
T51 20 25 30 45 25 27 25 28 30 20
T52 24 30 30 7 40 30 30 36 12 20
T53 22 23 18 38 23 20 7 28 26 19
T54 16 19 21 34 14 33 11 7 19 20
T55 20 30 28 42 26 20 16 24 8 16
T56 17 21 21 38 20 23 12 8 23 19
T57 18 22 17 36 20 16 7 26 24 19
T58 21 30 32 43 30 26 32 34 17 15
T59 18 16 23 30 18 29 8 7 21 21
T60 21 26 18 33 25 25 9 30 30 18
T61 14 31 22 37 19 27 6 11 20 27
T62 20 29 32 42 30 28 33 30 32 17
T63 10 22 20 44 30 7 7 30 36 22
T64 19 22 22 36 28 19 7 30 28 21
T65 18 15 21 30 10 25 7 7 8 20
T66 20 30 26 38 28 26 22 30 24 18
T67 17 16 22 22 18 23 10 11 22 20
T68 20 10 26 32 20 14 16 26 13 18
T69 19 23 18 36 23 15 7 31 29 20
T70 16 17 26 34 18 27 10 11 20 21
T71 13 26 16 29 15 26 7 7 15 20
T72 8 15 20 33 24 7 7 7 22 20
T73 19 26 20 42 22 14 9 18 28 19
T74 14 32 20 30 12 33 8 7 12 20
T75 20 26 26 42 23 25 23 24 30 19
T76 20 30 30 40 20 25 25 20 18 15
T77 20 34 32 46 21 29 26 23 16 16
T78 23 32 34 44 30 34 42 34 14 22




Cizelge 3.5.(Devam)

fzolat | VA E C iPM RD DA CTX AMP | TE

No

T79 20 34 32 50 26 33 20 27 16 21
T80 23 38 32 50 30 30 20 32 16 22
T81 20 - 9 46 20 12 22 13 15 15
T82 20 27 20 45 20 15 20 15 17 17
T83 20 25 19 35 23 17 7 22 22 19
T84 19 24 18 36 21 19 7 27 26 19
T85 15 24 21 46 16 32 12 9 16 26
T86 21 23 19 36 21 17 7 26 24 19
T87 18 25 19 40 24 16 7 27 25 19
T88 20 25 25 40 24 20 10 25 26 20
T89 20 30 30 39 24 26 24 26 31 22
T90 17 16 17 38 20 18 10 7 13 20
T91 18 28 21 42 32 7 34 33 30 22
T92 20 23 20 37 22 20 7 31 24 7
T93 19 16 20 36 28 26 7 32 26 21
T94 18 21 18 33 20 17 7 21 23 19
T95 19 23 20 37 24 20 8 28 25 20
T96 20 23 17 35 22 22 7 26 25 7
T97 17 21 18 30 22 19 7 26 25 20
T98 18 16 25 36 13 22 8 7 9 18
T99 18 18 20 40 15 20 12 12 10 20
T100 19 10 16 50 25 11 22 20 13 20
T101 15 15 15 20 25 10 25 20 10 20
T102 16 16 10 18 28 8 32 10 9 19
T103 22 7 18 48 24 13 25 24 20 17
T104 18 20 18 36 22 21 6 30 25 21
T105 20 20 17 35 20 20 8 25 30 20
T106 20 22 15 37 24 19 7 27 24 17
T107 19 23 22 37 24 23 7 30 29 30
T108 18 30 30 42 22 27 24 30 22 22
T109 15 25 25 35 20 25 25 15 20 20
T110 12 26 20 30 14 30 6 8 20 22
T111 20 25 20 33 19 30 14 14 30 20
T112 20 25 20 35 20 30 22 17 35 20
T113 21 29 26 33 20 30 27 30 33 18
T114 20 24 24 34 20 32 12 8 32 21
T115 20 25 20 35 20 30 15 10 31 20
T116 22 23 20 40 19 25 20 20 30 19
T117 21 26 23 33 15 33 6 32 20 21
T118 24 25 20 35 20 36 25 35 35 17
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izolat | VA E C iPM RD DA CTX AMP | TE

"I\'li(l)19 25 25 20 40 25 30 26 30 17 22
T120 20 24 22 45 27 35 15 32 28 19
T121 20 26 25 40 30 30 30 30 20
T122 21 25 24 40 28 27 33 30 21
T123 20 28 26 44 25 30 32 30 16 17
T124 24 35 30 50 24 36 40 32 36 24
T125 26 40 30 60 20 32 10 6 40 30
T126 22 32 24 50 30 33 29 34 24 22
T127 20 22 20 46 22 30 30 30 20 14
T128 20 25 24 40 28 30 30 30 30 15
T129 21 28 27 45 25 30 28 32 20 20
T130 24 30 30 50 25 35 35 30 40 25
T131 26 34 26 50 20 35 30 35 25 30
T132 22 32 30 45 30 32 40 30 30 35
T133 20 25 30 40 20 32 22 30 28 30
T134 19 22 28 40 24 30 20 20 30 25
T135 20 24 26 42 22 33 16 18 29 22
T136 12 20 24 41 26 9 7 11 20 7
T137 20 32 29 40 25 30 10 27 30 20
T138 20 30 27 42 19 12 12 17 25 28
T139 20 29 31 41 25 23 29 24 29 11
T140 16 31 31 43 24 26 25 26 32 16
T141 22 33 26 42 30 30 32 40 30 30
T142 20 35 20 40 30 30 15 40 30 25
T143 23 32 16 44 30 31 12 40 30 21
T144 22 30 17 40 30 30 15 35 30 20
T145 19 35 28 45 25 27 19 30 28 25
T146 20 30 30 40 27 29 12 30 30 25
T147 20 32 29 40 25 30 10 27 6 20
T148 20 30 27 42 19 12 12 17 25 28
T149 20 29 31 41 25 23 29 24 29 11
T150 20 25 35 40 25 25 30 25 30 10
T151 19 30 30 42 25 20 40 28 25 15




Cizelge 3.5.(Devam)

izolat | VA E C iPM RD DA CTX | AMP | TE S
"FTSZ 20 28 28 45 22 25 32 30 25 20
T153 20 20 30 40 25 21 19 20 32 20
T154 19 32 25 40 21 19 21 29 34 15
T155 18 30 24 42 20 20 24 24 30 17
T156 20 29 30 45 20 25 25 40 27 19
T157 20 30 35 40 24 30 30 30 28 25
T158 19 32 35 43 22 27 20 28 28 30
T159 18 30 27 47 27 25 20 40 30 24
T160 22 25 30 50 20 25 19 31 30 20
T161 20 32 25 37 28 27 18 25 24 25
(-): Antibiyotik disk etrafinda inhibisyon zon capoktur, VA:Vankomisin (30ug), E: Eritromisin (3gy C:
Kloromfenikol (30ug),IPM: Imipenem (10ug), RD: Rifamisin (30 ug), DA: Klindaim(10ug), CTX:
Sefotaksim (30ug), AMP: Amfisilin (10ug), TE: Tesillin (10ug), S: Streptomisin (25 pg).

Cizelge 3.6.Basillus izolatlarinin antibiyotik direnclilik soglar

Antibiyotik n R OoDD D %R %0DD | %D
Vankomisin(VA:30ug), 161 11 35 115 7.45 21.73 70.80
Eritromisin  (E:30uQ), 161 6 11 144 3.72 6.83 88.87
Kloromfenikol (C:30ug) | 161 3 23 135 2.48 14.90 82.60
Imipenem (IPM:10ug), 161 1 1 159 0.62 0.62 98.75
Rifamisin (RD:30uQ) 161 11 11 139 6.83 6.83 86.33
Klindamisin (DA:10ug) 161 11 15 135 8.07 8.69 83.22
Sefotaksim(CTX:30u0) 161 77 10 74 47.82 6.21 45.96
Amfisilin (AMP:10u9) 161 33 7 121 21.11 4.96 73.91
Tetrasiklin (TE:10uQ), 161 18 11 132 10.55 8.69 80.74
Streptomisin (S:25 pg), 161 8 21 133 4.96 13.04 81.98

R; Direncli €14), ODD; Orta derece duyarl ( 15-18mm), D; Duyé&tL9mm)
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3.4. Azir Metaline Direncli Olan Basillerin identifikasyonu

Toprak orneklerinden izole edilen 161 izolat iceri® kusun ve civaya kar yuksek
toleranslilik gosteren izolatlar arasindan 4 izoldtlentifikasyonu yapilmtir. Ozellikle kusun ve
civaya kagl toleranshigl yiksek olan basillerin identifikasyonu yapiytm. Vitek otomatik
identifikasyon sistemi ile analiz edilen 4 izolaainaliz sonuclari Cizelge 3.7.'de veriltii. T56 B.

pumulis T62 izolatiB. subtilis T65 B. cereusve T113Paenibacillus. polymyxalarak identifiye
edilmistir.

Cizelge 3.7 Secilen 4 izolatin biyokimyasal 6zellikleri ve \VEK sistemi ile identifikasyonu

Yapllan testler

T62

T113

1.Negatif Kontrol

2.Galaktoz

3.Amigdalin

++ [

4.Sorbitol

+ 4|4

5.0leandomycin

6.Trehaloz

7.Sukroz

8.Arabinoz

9.Inulin

10.N-asetil D-glukozamin

11. Sodyum Asetat

12. Tetrazolyum Kirmizisi

13. Ksilol

14. Riboz

15. Amylopektin

16. Arabitol

17. Tagatose

18.Mannitol

19. Maltoz

20. Potasyum thionat

21. Polyamidohygro streptin

22. Glukoz

23. Rafinoz

24. Trehaloz

25.%7 NaCl

+ 4+ |+ T

+ 4|+ +

26. Nalidixic asit

27. Inositol

28. Salisin

+

29. Platinose

30. Mandelik asit

31. Eskulin

++|

+
+
+
+

+

4+ |4+t

os)

. pumilus

B.subtilis

P.polymyxa
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4. TARTISMA ve SONUC

Kayagclarin, organik atiklarin uzun bir sire¢ iginoiecok fiziksel, kimyasal ve biyolojik
olay ve etkenlerle pargalanip aynasi sonucu ortaya ¢ikan o bir varlik olan toprak, yerime
yeri, besin gereksinimi ve yam ortami olarak biyosferin en 6nemli unsurlarindaidir. Bunun
icin toprazin dolayli veya dolaysiz olarak kirlenmesi, camldgisindan son derece 6nemli sorunlari

da beraberinde getirmektedir.

Mikroorganizmalarin en Onemli yam alani toprak olnyur. Ancak gunumizde
endustriyel ve dier nedenlerden dolayi 6zellikle topraklardastdagsir metal olmak tzere birgok

kirlilik unsurlari ile kagl kariya gelinmstir.

Civa, kadminyum, bakir ve nikel gibi metallerin b&ar Uzerinde zarah -etkileri
bulunmaktadir. Bu tur endustriyel atiklari kimylag@dktiirme, oksidasyon-rediiksiyon ve filtrasyon
gibi ¢esitli fizikokimyasal yontemlerle ortamdan uzakimmak mumkindir. Fakat bu yontemler
oldukca pahali ve etkili olmayan yontemler olarabid edilmektedir. Bu nedenle fizikokimyasal
yontemlere alternatif olaralga metal iyonlarinin uzakiiriimasi amaciyla biosorpsiyon (biyolojik
baglama) ve bioakimilasyon (biyolojik biriktirme) gitliiyolojik metodlar gelitirilmistir. Bu
amagcla, @r metallerin mikroorganizmalar tarafindan absamptasina yonelik calmalar

yogunlagmistir [126].

Agir metaller, cgitli insan aktivitelerinin bir sonucu olarak cevrertamlarina
yayllmaktadir. Bu yayilmalar sonucunda bulunduktatamlarda ygayan bircok organizmanin

yasam dongustine yararl veya zararl bir etkilerdaiboiaktadirlar.

Mikroorganizmalar d@sen cevre kegullarina en iyi uyum gosteren canlilardir. Birgok
bakteriyel tirde; Hif, Ag’, AsO,, AsOy, Bi*?, BO;®, Cd? Co? CrQ% Cu? Ni*? PB3 Sb?
TeQs? TI', Zn'™ ve diger gir metallere kan direnclilik 6zelligi tespit edilmjtir. Agir metalle
kirlenmis ortamlarda, genelde bu gia metallerin digik konsantrasyonlarina kar
mikroorganizmalar ¢ok duyarlidir. Fakat ¢ok hilzir sekilde degisen habitat keullarina uyum
sgilarlar [81]. Bu direnglilik 6zelliklerinin hepsi enetik etkenlerle kontrol edilmektedir. Bu
direnclilik etkenleri, bu 0©zelliklerin molekiler getik tekniklerle analizlerini kolayaran

plazmidler ve transpozonlar tizerinde bulunmaktadir.
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Cervantes ve ark. [128] cevresel ve klinik kdkebfikterilerde toksik @r metallere
direnclilik bulund@gunu ve direncin genetik etkeninin siklikla plazreidlveya transpozonlar
Uzerinde lokalize oldgunu rapor etmgilerdir. Agir metallere direncli mikroorganizmalarin esasen

metal kargimli toprakta dgal olarak bulundgu distnulmektedir.

Toprakta yaayan mikroorganizmalarin bir kismi togra yapisi itibari ile ya da sonradan
endustriyel atiklar nedeniyle metalle kirletigndlabilirler bu nedenden dolay! ortamda bulunan
mikroorganizmalar bazi diren¢ mekanizmalari gieérek a&ir metal toksisitelerini belirli bir
konsantrasyona kadar bertaraf etme yatet@zanmglardir. Bu mekanizmalara bakifgnda
mikroorganizmalarin biyolojik tepkimelerle bazi rktbilesiklerini daha az toksik hale
getirebildikleri, metal iyonlarini  solisyondan ulmkran intraselliler polimerler
sentezleyebildikleri, hiicre ylzeylerinde metal igwmi tutabilen proteinler bulundurduklari, hiicre
ylzeylerinde metal iyonlarini ¢ézllemez metal kagRpleri halinde ¢oktirebilen mekanizmalara
sahip olduklari ve difuzyon mekanizmasini kullakamaetal bilesiklerini hiicre dina atabildikleri
bilinmektedir. Ancak bu tolere etme yetgneale belirli bir konsantrasyona kadar gecetiiii
surdurebilmektedir [82].

Mikroorganizmanin tolerans yetetiei kaybettgi dolayisiyla geliminin engellendii en
disiik metal konsantrasyonu “Minimalnhibisyon Konsantrasyonu” M olarak adlandirilir.
Tolerant mikroorganizmalarin ekolojik acgidan onelmbiytktir. CUnklu metal Kirliii bulunan
ortamlarda ancak metal tolerans yefgérman canlilar ygayabilmektedir. Bu sebepten dolayi bu
habitatlarda ekolojik madde déngtlerinin devamiamigmanin metal toleranslilik gticlinezhdir.
Aksi taktirde bdyle boélgelerdeki madde donguleridimmasi ile bélgedeki cankiin azalmasina ve
belkide durmasina neden olmasi kacginilmazdir. Bdenle, cgtli habitatlarda yer alan metal
tolerant organizmalar, bu ortamlardsamnin devami ve/veya bu ortamlarin islahi igin bugikm

arz etmektedir.

Mikroorganizmalarin ygaminda metallerin batltnleyici bir rolt vardir. Kiglum, kobalt,
bakir, krom, demir, potasyum, magnezyum, sodyukelntinko gibi bazi metaller esansiyeldir ve
besinsel rolleri vardir. Gungtaliminyum, kadminyum, altin, civa ve kun gibi metallerin ise
biyolojik rolleri yoktur ve esansiyel gédirler. Esansiyel metaller; biyokimyasal reaksijarin
katalizlenmesi, protein yapisinin ve bakteri hiidevar yapisinin stabilize edilmesi, osmotik
dengenin korunmasi, gen ekspresyonunun dizenlentigsimolekullerin aktive edilmesi gibi

elektron alicisi veya vericisi olarak enerji met@masinda dnemli rol oynamaktadirlar [83].
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Basillus cinsine ait mikroorganizmalari g#i habitatlardan elde etmemiz mumkindur.
Yapilan calgmalarda, Basilluslarin sucul cevrelerden [84], tpfiragindan [85], deniz alglerinden
[86], insektalarin ¢gtli kisimlarindan [87], baliklardan [88], hubuletin epifitik dokusu [89] gibi
¢ssitli yerlerden izole edildii bildirilmistir.  Aerobik spor olgturan Basillus cinsinin Gyelerinin
genellikle caitli 6zellikteki ve derinlikteki toprak érneklerireh ve bunun yaninda geik iklim
Ozelliklerine sahip topraklardan dazidikl olarak izole edildgi goriulmektedir. Roberts ve
arkadalari [91] yaptiklari cakmada ¢6l topraandan Basillus izole etrylerdir. Basilluslarin en
fazla bulundgu ortam toprak oldgundan dolayr ¢agmamizda kullanggmiz izolatlar topraktan
elde edilm§ ve izolasyon icin 22 farkl toprak orgieden toplam 161 izolat elde edilgtir (Cizelge
3.1). izole edilen endosporlu Basillus izolatlaringirametal toleranslilik ve antibiyotik direnclilik

dizeyleri belirlenmtir.

Basillus cinsinin en belli lza 6zelligi aerobiksartlarda spor okturmasi ve gram pozitif
cubuk sekilli mikroorganizmalar olmasidir. izolasyon esas olarak bu 06zellik dikkate alinarak
yapilmstir. Ancak son bilgilersiginda bu 6zelliklere sahipaenibacillusgibi yeni cins ayrimlari

yapilmaktadir [92].

Bacillusve Paenibacills tirleri cok rahat bigekilde en basit bir besiyerinde bile kolaylikla
gelisebilmektedir [92]. Cadmamizda topraktan izolasyon yapmak icin Nutrienarabesiyeri
kullanilmsstir.  Inkiibasyon sonunda farkli morfolojiye sahip olanokdler secilmg ve secilen bu

izolatlara gram boyama, endosporsolonu ve katalaz testleri uygulargir.

Bu calsmada Basillus izolatlarinin & metal ve bu metallerin 9 farkli konsantrasyonuna
kargi toleransliliklari belirlenmitir. Elde edilen izolatlarin @r metal toleranslhilik dizeylerini
belirlemek amaciyla agar dilusyon yontemi ile Miaiminhibisyon Konsantrasyonlari ()
yapilmstir (Cizelge 3.3.). Ozellikle kgun, civa ve kadminyum gibi toksisitesi yiiksek okr
metaller tercih edilmgtir. BUtln izolatlarin referans swlarak kullandgimiz B. subtilisNRRL B-
209 ile kiyaslamasi yapilgwe bu sgun gir metallere gostergi MiK degerinden daha yiiksek bir
MIK degeri gosteren izolatlar direncli veya toleranslirakadeserlendirilmisti. Referans swn
MIK degerinden dgiik olanlar ise toleransli olmayan (direncgsiz) izlalaolarak dgerlendirilmistir.
Rathnayake ve arkaglari (2009), Bacillus sp. yuksek oranda gar metal iceren ortamlarda
gelistigini belirtmistir [93]. Elde edilen izolatlar referans ssile kiyaslandginda % 98.13'lnln
kursun, % 89.44'Unun bakir, % 55.27'sinin nikel, % 5D#UN ¢inko, % 29.81’inin kadminyum,
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% 4.34'Unln civa metaline kardirencli oldigu, mangana olan direncfiin ise referans ile ayni

oldugu bulunmuytur.

Tarama calmasi sonucunda, cglan basil izolatlarinin referans ssile kiyaslandiinda
kursun’a kagl 6nemli bir toleransa sahip olg belirlenmitir. Kursun atmosfere metal veya
bilesik olarak yayildgindan ve her durumda toksik 6zellilsidigindan cevresel kirlilik yaratan en
onemli &ir metaldir. 161 izolattan 158 izolatin referangasgore kuguna kagl daha yiksek
konsantrasyondaki derlerde gelitikleri gorulmistir. izolatlarin kusun gir metaline kag,
referans sga gore gosterdikleri direng % 98.13gdeindedir (Cizelge 3.4.). Elde edilen izolatlarin
kursun'a kagi en yuksek NKK degeri 200 pug/mL olarak bulunngtur. Bu MK degerine sahip 6
izolat belirlenmgtir. Bu izolatlar T56, T63, T65, T112, T116 ve T1@larak bulunmgtur (Cizelge
3.3). Buizolatlardan T56, T63 ve T65 Kitahya sgondan izole edilmitir. Bu bélgede sanayiden
kaynaklanan herhangi bir kirlilik olmagli belirlenmitir. Agir metaller kayaclarin ve dolayisiyla
topraklarin d@al bilesenleridir ve topraklar bilesimlerine @ia olarak farkli oranlarda ve farkl
formlarda &ir metal icerirler [94]. Bu tip topraklara serpiatittopraklar denir. Bu bdlgeden elde
edilen izolatlarin gir metallere kan toleransliliklarinin yiksek olmasinin, bdlgeddkiprak
yapisinin serpentinli olmasindan kaynaklgndiUstinilmektedir. Kitahya bdlgesinde yapilan
calismada herhangi bir kirlilik etkeni olmamasing&maen, Enne baraj gblinde bulunan baliklardan
alinan drneklerdegar metal seviyesinin yiuksek olgu bulunmgtur. Bunun sebebinin ise jeolojik
yapinin yaninda, dinyadaki bor rezervlerinin 2#8'tibi buyik bir kisminin Turkiyede bulunmasi
ve bu rezervin buyik kismininda Kuitahyada @ldubildirilmistir.[95]. Bu durum bizim

calismamizla paralellik gostermektedir.

Maden yataklarinin jeolojik, mineralojik ve jeokiawsal 6zelliklerine b olarak icerisinde
bulunan mineral ve elementler riizgar, sular, vbkan& etkenlerle ¢cevreye gémaktadir. Bu
madenlerin gletiimesi ve metallerin Uretilmesi esnasinda kullm fiziksel yéntemler veya
metalurjik slemlerde kullanilan kimyasallar nedeniyle cevreskidkayaclar, sular, topraklar ve
bitkilerde &ir metal kirlilikleri ortaya ¢cikmaktadir. Kutahyah bazi bdlgelerinde gimikursun,
¢inko, arsenik ve antimon gibi metalik cevhentenin old@gu belirlenmgtir [96]. T112, T116 ve
T127 izolatlari ise Sivas Diviti Demir Celik Fabrikasi civarindan alinan toprakeéginden izole
edilmigtir.  Agir metallerin cevreye yayiniminda etken olan enndinendistriyel faaliyetler
arasinda demir ¢elik sanayisinin yer almasi, bgddén elde edilen izolatlarin kun’a direnglilik

gostermesinin metal icerikli madde Ureten bu fadméki toprakta metal toleransgiikazanmy
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olabilecekleri ile aciklanabilir. Camada elde edilen izolatlarin aligditoprak orneklerinde
kursun'a direncli izolatlarin elde edilmesi bu izolatla elde edildii bdlgeler farkli olsa bile
degisen cevre kgullarina uyumu kolaylgiran plazmitlerin bu metalle kan ne kadar etkin
oldugunun goéstergesidir. Gidli habitatlardan yapilan bircok cainada metal direnclilik genlerinin
konjugatif plazmitler [97] ve konjugatif transpoZan [98] Uzerinde kodlandini ve yayildgini

gOstermektedir.

Kim ve ark. [99] @&ir metalle kontamine olmutopraklardan elde ettikleacillus spp
swslari Gzerinde gir metal toleranslilik diizeylerini agarmislardir. Biyoremidasyon icin yapilan
bu calgmada &ir metallerin tekli ve ¢oklu calimi sonucu elde ettiklerBacillus spp.CPB4
swunun kusuna kagl yiksek bir direnclilik kapasitesi gostegdii bulmuslardir. 8 ayri metalle
yaptiklari calgmada Bacillus spp. CPB4swunun metallere kar gostermg oldugu direnclilik
duzeyleri Pb>Cd>Cu>Ni>Co>Mn>Cr>Zgeklinde tespit edilmtir. Elde edilen sonuclara gore
Kim ve arkadglari agir metal komplekslerinin % 90’dan fazlasinin hidterari ve hiicre zarindaki

¢ssitli kisimlarinda adsorplangini tespit etmilerdir.

Pek cok calkmada hiicrenin ylizey yapilarn tarafindan hizlicaaitextn adsorbe edildi ve
fiziko-kimyasal reaksiyonlarin bir sonucu olargkrametallerin bglandgi bulunmytur. Gram(+)
bakterinin hiicre duvarinda (-) negatif yikli alantmel metal bglama boélgeleridir. B.subtilisile
yapilan cajmalarda, hicre duvarindaki metal gtzgyici bolimler tanimlanngtir ve Bacillus
genusundaki metal Bema alanlari teikoik asit ve peptidoglukanin fogfauplar ve karboksilat

olarak organik gruplarin olgw kabul edilmgtir [100].

Direncli izolat sayisinin en yiksek ofgluikinci metal ise % 89.44 orani ile balalarak
saptanmgtir.  Elde edilen izolatlarin bakira karen yiksek NK degeri 3200 pg/mL olarak
bulunmytur. Bu MIK deerine sahip olan izolatlar T66 ve T125 olarak befimistir. T66 izolati
Kitahyanin Emet ilgesinden elde edigndiger izolat ise demir ¢elik fabrikasindan izole edstin.
Agir metallerin ¢evreye yayiniminda etken olan enndinendustriyel faaliyetler cimento uretimi,
demir celik sanayi, termik santraller, cam Uretigidp ve atik camur yakma tesisleridir. gBx
calismalardan elde edilen bilgilere gére tarim alani@amizole edilen mikroorganizmalarin bakir
direncliginin fazla ¢ikmasi fungusit olarak kullanilan ilagh bilgiminde bakir bulunmasindan

kaynaklanmaktadir [101]. Bizim ¢cgtnamizda da bu gwoultuda sonuc bulunngtur.
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Antonio ve ark. [102] yaptiklari camadaBacillus genusu ile kadminyum, cinko, kum
ve bakir iyonlari cajtimistir. Basillus izolatlari icerisindeB.cereusve B.subtilisicin en iyi metal
alim sonuclari elde edilgtir. B. Subtilis icin Cu>Zn>Kd>Pb toleransllik sonuclarini elde
etmiglerdir. Bizim calgmamizda ise Basil izolatlarinin timi Pb>Cu>Zn>Kdsmnu vermtir.
Test ettgimiz basil izolatlarinin en zararliga metallerden biri olan kgun ve bakir'a kan olan

direngliliklerinin bu calgsma ile benzerlik gostergii tespit edilmitir.

Hassen ve ark. [60Rseudomonas aeruginosa Bacillus thuringiensidizerinde gir metal
etkisini calsmiglardir. Calgsmalarinda bakirniiBacillus thuringiensigarafindan biyosorpsiyonunun

fazla oldgunu bildirmilerdir.

Mullen ve ark. [130] yaptiklari bir camada doért bakteri tirintumBacillus cereus, B.
subtilis, Escherichia colve Pseudomonas earogindean Ag®, Cd? Cu ve La® c¢ozeltilerinden
bu metalleri bertaraf etme yetgyi@ incelemsglerdir. B.cereu&a 1 mM konsantrasyonda en ¢ok
metal aliniminin bakwe kadminyumda oldtunu rapor etmglerdir. Ayni calsmadaB. Subtiliste
en ¢ok Ci¥ biyorsorplandiini bildirmisleridir.

Yilmaz (2003) gir metalle kirlenmj bélgeden izole efli Bacillus circulans EBlswunun
MIK duzeylerine goreg@r metal toleranshifi 6 farkli metalle argirmistir. Elde edilen gir metal
toleranshlik diizeyleri Mn> Zn> Ni> Cu> Kd=Geklinde tespit etngtir [103].

Direncli izolat sayisinin yiksek olgu Uc¢lnct metal ise % 55.27 orani ile nilkdhrak
saptanmytir. Elde edilen izolatlarin referansssile kiyaslandginda yarisinin direngli olduklar
ortaya cikmytir. izolatlarin nikele kan en yiiksek MIK dgeri 100 pg/mL olarak bulunngtur. Bu
MIK degerine sahip 81 izolat belirlengtir. Bu 81 izolatin bilyiuk gaunlugu Kitahyadan izole
edilmigtir. Dunyadasiddetli tektonik aktivitelere maruz kalghbircok bélge oldgu gibi Kitahya
bdlgeside tektonik aktiviteler ilgekillenmis bir bolge 6zelli tasimaktadir. Serpentin katmanlara
sahip yeryuzigekillerinin olduzu boélgeler nikel, kobalt, ve krom icermeleri iler&kterize edilirler
[104]. Yapilan cabmada Kitahya bolgesininde yetn bitkilerin yapraklarinda metal kirldinin

olmamasina kam nikel metalini yaprakta biriktirdi tespit edilmgtir [104].

Rajkumar (2008) yaptl calsmada serpentinli bir topraktan metallere diren8li
weihenstephanensigolasyonunu gerceldgrmis ve bu izolatin nikele, bakir ve cinkoya direncli

oldugunu bildirmistir. Bizim calsmamizda bu konuda paralellik géstermektedir [105]
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Sabina ve ark. (2004)yapticalsmadaBasillus spnin hiicre ici ve hiicre ¢ nikel &ir
metalini biriktirme kapasitesi agrilmistir. Topraktan izole edilen basil izolati ol&asillus SJ-
101 swunun hicre ici(% 45,4) ve hicres% 39,4) nikel birikim kapasitesinin olgdu tespit
edilmigtir.  Bununda hilcre duvarinda bulunan peptidoglukamekinin icerdii teikoik asit ve
teikronik asitler araci@y ile hicreye aliniminin gercektesi aciklanmgtir. Bagka bir calgmada

nikel azir metaline kay Basillus spsusu tarafindan toleranslilik gosterigiditespit edilmgtir [106].

Direncli izolat sayisinin yiksek olgu doérdiinci metal ise % 50.93 orani ile cirdtarak
saptanmgtir.  Elde edilen izolatlarin ¢inkoya karen yiksek NK degeri 200 pg/mL olarak
bulunmytur. Bu MIK degerine sahip 12 izolat belirlengtir. Bu izolatlar T56, T70, T84, T85,
T86, T87, T89, T98, T99, T105, T106 ve T117 olaedpit edilmgtir (Cizelge 3.1.).

Rathnayake ve ark. (2009) yaptiklari gadada, gir metalle kontamine olmamgitopraktan
Paenibacillus sp ve B. thuringiensis izole etmgler ve bu mikroorganizmalarin metal
toleransliliklarini cagmislardir. iki basilin kadminyum, bakir ve ¢inko’ ya katoleranshliklarina
bakildginda; Zn>Kd> Cu olarak saptangr [108].

Endustriyel atik sularla sulanan tarim alanindamterobacteriaceadfamilyasindan ve
Pseudomanascinsinden elde edilen izolatlarin maksimum ikM degerlerine bakildiinda
kadminyum 200 pg/mL, ¢inko ve bakir 400, nikel i@a0 kusun igin 1600 pg/mL bulunnytur
[107].

Direncli izolat sayisinin yuksek olgu beinci metal ise % 29.81 orani ile kadminyum
olarak saptanmgtir. Elde edilen izolatlarin kadminyum’a kaen yiksek NK degeri 100 pg/mL
olarak bulunmstur. Bu MK degerine sahip olan tek izolatin Sivas Dgirdemir gelik fabrikasinin
toprazindan izole edilen T121 kodlu izolat olglu belirlenmitir. Kadminyum dguk
konsantrasyonda bile toksik etkiye sahip olan Vimdme hichir biyolojik fonksiyonu olmayan bir
agir metaldir. Kadminyum icin en 6énemli direnclilikekanizmasi bu metali hiicre icindegad
pompalayan sistemdir [43]. Malik ve arkaldau (2002) endistriyel topraklardan izole gitti
bakteriyal strainlerin civa icin ©MK degerini 100 pg/mL oldgunu ve bakir, kadminyum, ¢inko,

nikel, kusun ve krom icin MK degerini 2400 pg/mL olarak bulngtur [107].

Kadminyum, bakir ve cinkoya kardirenclilikte genellikle mikroorganizmalar sistele
zengin bir protein sentezlemekte ve hiicre icinergitoksik metallere kar direng kazanmaktadir
[43].
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Calsmamizda elde edilen izolatlara bakgaida, kadminyum @r metalinden daha cok
cinkoya kagl toleranshlik oldgu saptanmtir. TUm izolatlarin ¢inkoya kar % 50.93,
kadminyuma kan ise % 29.81 oraninda direncli offlu g6zlenmgtir.  Rathnayake ve
arkadalarinin yaptiklari catmada Basillus izolatlarinin kadminyum ve cinkpranetallerine kan

bulduklari toleranslilik diizeyleri, bizim verilerinte ayni paralelfi tasimaktadir [93].

Direncli izolat sayisinin en gilk olduzu metal ise % 4.39 orani ile ciedarak saptanngtir.
Referans sta gore direngli olan izolatalarini degerleri 100 pg/mL olan 1 izolat elde edilirken,
MIK degeri 50 pg/mL, 5 izolat elde edilgtir. En yiiksek toleranslg gdsteren izolat T62 su
olup, Kutahya bélgesinden izole edilmi. Diger izolatlar ise T39, T63, T65, T95 ve T113 olarak
tespit edilmgtir (Cizelge 3.1).

Baz! bakteriler civa direnclii saglayan ve bir operon (mer operonu) tarafindan kaaan
gen setlerine sahiptir. Bu operon sadece civaypkddiye etmekle kalmayip, ayni zamanda civay
hiicre dgina tgimakta ve kendi kendini regile edebilmektedir [62}ler operonu, organik civa
liyaz ve civa rediktaz olmak Uzere iki enzim kodéktadir. Bacillus Escherichia Klebsiellg
Micrococcus PseudomonasSalmonella Sarcing Shigella Staphylococcusve Streptococcus

civaya kagl direnc gosteren cinsler olarak bilinmektedir [L10

Seralathan ve ark. (2005), antropojenik baskingw anetal ve antibiyotik direncli
bakterilerle sglanacgini disinmiy ve Glney Kore'deki Sunchan Bay bolgesindeki
sedimentlerden elde ettikleBacillus izolatlari Uzerinde @r metal toleranshfii ve antibiyotik
direncliligi calismislardir. Calsmalarinda MK konsantrasyonuna gore ¢inko, krom, mangan,
magnezyum, kobalt ve civaia metalleri ile agar dilisyon metodunu uygulalardir. 11 adet@r
metal direncli bakteri izole etmive bunlardan 4 ‘GnB.subtilis B.cereus, B. amyloliquefaciens
B. licheniformisolarak tespit etmlerdir. Bu Bacillus swlarindan B. licheniformidn plazmit
kaynakl civa’'ya kap direnclilik gosterdini tespit etmglerdir ve Bacillus genusuna ait bitin
swlarin  &@ir metalle kirlenmj ortamda heterofrotik organizma kolonisinin topkiarinda
endominant taxonomik grup olgu belirlenmitir [111].

Referans sta gore &ir metal sonuclari dgerlendirildiginde, tim izolatlarin mangargia
metaline kagi goOsterdgi toleranslilik dgeri referans sgan daha yiksek bir gerde olmadil
tespid edilmgtir. Referans sia gore kiyaslang@inda herhangi bir toleranslilik gdzlemlenmetini
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Izolatlarin mangana karen yiiksek NIK degeri 1600 pg/mL olarak bulunrgtur. Referans sun
MIK degeri (Cizelge 3.2.) verilngtir.

Kanan ve Lee, (2008) yapti calsmada sediment toptandan elde etfi Bacillus
izolatlarinin hepsinin manganeze gaytiksek toleranslifia sahip olurken, civaya kardaha az
direncli oldigu bulunmgtur ayni zamanda bu izolatlarin ampicilin, tetréisik kanamisin ve

streptomisine direncli oldiunu bulmylardir [111].

Rajkumar (2008) vyapti calsmada serpentinli bir topraktan izole giti B.
weihenstephanensizgolasyonunun antibiyotiklerden ampicilin, penisilkanamisin vestreptomisin
‘e direncli oldigunu bildirilmistir [105]. Desisen kaullara direnclilgin sa&Elanmasinda rol alan
patojenik Ozelliklerden sorumlu genler ile antibtikodirenclilik genlerinin, &ir metal direnclilik

genleri ile bglantili olabilec&i agiklanmgtir [81].

Yapilan aratirmada bazi metallere direcli olan mikroorganizanal arasinda,
Staphylococcussp. E. coli, Pseudomonas aeroginosze Bacillus sp. gibi énemli direnclilik
gOsteren mikroorganizmalar bulunmaktadir. Toksiktafiere kagi direng mekanizmalarinin
gelistiriimesine yol acan etmen, mikroorganizmalarinumausu cevrede, toksisiteye sebep olan

metalin varlgl ve bu metalin organizma lizerinde yagatstrestir [45].

Lina ve ark. (2009) yaptiklari cainada, B.sphaericussularindan elde ettikleri canli
biyokitleleri Gzerinde @r metal biyoakimulasyonunu atamiglardir. CalsmadaB.sphaericus
swlarinin canli biyokutlelerinin arsenik, civa, kobatlemir ve krom ‘a kar biyosorpsiyon ve
biyoakiimulasyonu tanimlangtardir. izolatlarin(canli hiicre biyokutlesinde) % 47 ve %r&ninda

kobalt, civa, demir ve arsenik igin en iyi toleraing gosterdikleri belirtilmgtir [112].

Yaptigimiz calsmada basillerin ayni bdlgeden izole edimblsalar dahi g@r metal
toleransliliklarinin birbirinden farkh oldiw tespit edilmjtir. Yapilan ¢cagmalara bakildiinda kati
ortamlardaki gir metal direncinin, sucul ¢evrelerden izole edilealatlara gbére daha az olglu

bulunmutur [111].

Calsmamizda elde eftimiz Basillus izolatlarinin antibiyotik direnclilikleri 10 farkl
antibiyotige kagl agar disk difizyon yontemi ile belirlengnie sonuclar Cizelge 3.5.’de verilgtir.
izole edilen basilleri en yiiksek antibiyotik direigiden en diize dgru siraladgimizda; %
47.82'si sefotaksim’e, % 21.11'i amfisilin’e, % B8!i tetrasiklin’e, 8.07’si klindamisin’e, % 7.45’i
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vankomisin'e, % 6.83'U rifamisim’e, % 4.96's| sttemisin’e, % 3.72'si eritromisin’e, % 2.48'i
kloronfenikol ve % 0.62 ’'si imipenem’e direncli aig bulunmugtur. Elde edilen izolatlarin

direnclilik ytzdeleri Cizelge 3.6’da verilstir.

Sefotaksim antibiyogji, sefalosporin grubu bir antibiyotik olup, baktehiicre duvar
sentezini inhibe eder. Imipenem antibigbise karbapenem grubunda bir antibiyotik olup, teak
duvarindaki penisilin bdayan proteinlerden PBP-1 ve PBP-2'yeslamarak etkisini gosterir, en
genk spektrumlu beta laktam antibiyotikleridir. Mikn@mnizmalarin antibiyotik direnclgi
kromozomal veya plazmitler araciliyla g&nir ve genel olarak; membran permabilitesinin
azaltilmasi, inaktif hale getirilmesi, antibiygiti disari atilmasi ve hlcredeki etki yerlerinin
desistirilmesi stratejisi direnclilik sglamaktadir [113].

Elde edilen izolatlarin denenen antibiyotiklere skagn yuksek antibiyotik direnclilik
dizeyini sefotaksim antibiy@ine kagl gosterdgi, en digik antibiyotik dizeyini ise imipenem
antibiyotigine gosterdii tespit edilmgtir. Calsmada elde edilen basillerin antibiyotik direnclilik
profillerinin distik olmasinin nedeni ise izolatlarin elde edildirtamlarda antibiyotikle kaasma
olasiliklarinin dgiuk olmasindan kaynaklanmaktadir. Evsel atiklarjmtaalanlari antibiyotik
direncliligi gosteren organizmalarin en 6énemli kaynaklarindami olusturmaktadir. Bakteriler
yeni antibiyotiklere direncli duruma geldikce, giigk ortam sartlarina kolayca uyum
sgzlayabilmektedir bu uyumun meydana gelmesinde plaaai verilen ekstrakromozomal DNA
yapilarinin taidiklar direnclilik informasyonu énemli rol oynaktadir [114, 115]. Insan ve
hayvanlar, R plazmitlerinin (direnclilik plazmitiein) en énemli rezarvuarini aitururlar [112].
Ozellikle gida hayvanlari gerek gida zinciri aragille gerekse hayvansal atiklar aragiile direng

genlerinin olgmasinda dnemli bir rezervuar kagma meydana getirmektedir [57].

Yapilan bir cagmadaB. stereatermophiluse B. subtilis bakterisinde kanamisin ya da
tetrasikline direncli genlerden birini kodlayan ptait DNA’lari varlig belirtilmistir [115]. Yapilan
bir bagka ¢calsmada tetrasiklin direngBasillus thrungiensisularinda bu fonksiyonla ilgili plazmit
DNA'lar tespit edilmi, plazmitlerinB. cereusve B. anthracisbakterilerine aktarimi ganmstir
[116].

BasilluslardanB. antrhcis ve B. cereusdisindaki izolatlar patojeniteye sahip gilelir.
Dolayisiyla basil grubundaki mikroorganizmalar iggogun antibiyotik kullanimi s6z konusu
degildir. Ancak cevrede bulunan antibiyotiklere kadirenc genleri tayan enterik bakteriler
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arasinda ve ozellikle gier gram pozitif bakterilere plazmit ve transpozordaaciliyla aktarim
direncin hizla yayllmasina neden olmaktadir.  Budemelen dolay! enterik bakterilerin
antibiyotiklere direnc¢ diizeyinin belirlenmesi kadggvrede bulunan ger bakterilerinde direng

dizeylerinin belirlenmesi 6nemstenaktadir.

Yilmaz (2003) yapgi calsmada &ir metal iceren topraktan elde gitiBacillus sp
izolatinin ampisilin, sefazolin, sefotaksim, medias piperacilin antibiyotiklerine kau direncli
oldugunu bulmgtur. Bu calsmada Bacillus sp izolatinin 6¢zellikle beta laktam grubu
antibiyotiklere direncli, aminoglikozid tlrevi olamgentamisin, amikasin ve tobramisin gibi

antibiyotiklere hassas ol@unu tespit etnstir [103].

Guven ve ark. (2008) yapila bir gahada topraktan izole edileB.cereussuwlarinin
antibiyotiklere direncliliklerini ve bu izolatlarihlicre proteinlerinin analizini caimiglardir. Elde
edilen B. cereus swlarinin  kanamisine duyarli, amfisilin ve sefotakeindirencli oldgu
bulunmutur [117].

B.cereus'ta tetrasikline direncli kiicik bir plazmibldugu rapor edilmgtir [118]. Yine
ayni calgmada topraktan izole edileB.cereussuslarinin amfisiline yiksek direng gosterdikleri,
B.subtilis swlarinin da streptomisine direngli olgiu tespit edilmitir. Bizim calsmamizda da
identifiye ettgimiz B.subtilissuisumuz (T62) streptomisine orta derecede duyarldiktermitir.

Ombui ve ark. yaptiklar bir Bka calsmadaB.cereusin amfiline direncli, streptomisine
duyarli, gentamisin’e de % 7 direngli oglinu belirtiimitir [119]. Bizim c¢alsmamizda da
identifiye ettgimiz B.cereusswsumuz (T65) amfisiline direncli streptomisine duyagikmistir.
Benzer sonuglarl veren bir gdir calgma ise yine topraktan izole edildB.cereussularinin
antibiyotik direncliliklerinin tespiti Uzerine yalmistir. Elde edilen sonuglara goig.cereus
swlarinin amfisilin ve sefotaksime direncli olduklaizolatlarin bir kisminin ise basitrisin ve

eritromisine de direnclilik gosterdikleri tespitikealistir [57].

Aslim ve ark. (2000) yapti calsmada topraktan izole ettiklefasillus izolatlarinin
antibiyotik direnclilik dizeyleri ardginimistir. Btin sglarin vankomisin’e duyarli oldiunu,
izolatlarin % 97’sinin ise kloromfenikole ve %93iim de tetrasikline duyarli olduklarini tespit
etmislerdir. Ayrica elde edilerBasillus izolatlarindanB.megaterium Y&uwunun gentamisin,
kloromfenikol, tetrasiklin ve vankomisine direngldugunu tespit etmierdir [120]. Calsmamizda

elde ettgimiz Basillusizolatlarinin %82.60'nin kloromfenikole duyarlildosterdgi ve %80.74'nlin
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tetrasikline duyarhlik gostergi tespit edilmitir. Yapilan bir baka calsmada yine topraktan izole
edilen Basillus swlarindan tanimlananB.brevis M6 swunun test edilen antibiyotiklerden
kloromfenikole kagl yiksek direng gostergli B.thuringiensis RSKK 38fusunun ise vankomisine
direncli oldigu fakat B. brevis M6 swunun vankomisin’e bu izolattan daha fazla direiiclil
gOsterdgi belirtilmistir [121].

Ayrica izolatlar CAD dgerleri 0,2'den blyuk olanlara bakifgnda T20, T21, T22, T23,
T24 izolatlarinin tarim arazisinden izolasyonu Ymap olup CAD deerlerinin 0.3, 0.4 ve 0.5
degerinde bulunmgtur ve izolatlardan T22 hari¢ ghrlerinin bakir metaline ve hepsinin kun
metaline toleransh oldiu bulunmgtur. Cizelge 3.4 bakil@inda Kitahya bélgesinden elde edilen
T40, T44, T47, T54, T63, T65, T68 ve T71 izolattlahepsinin CAD dgerinin 0.3 oldgu ve en
fazla 6 metale (nikel, bakir, kadminyum, cinko, skur ve civa) en az 3 metale (nikel, bakir ve
kursun) kag! toleransliliklarik gosterdikleri belirlengtir. T72, T74 ve T81 izolatlari Konya'dan
izole edilmis olup, CAD deerleri 0.4 'dir ve hepsinin sadece bakir veskarmetale toleransli
oldugu bulunmgtur. T90, T98, T99, T100, T102, T110 izolatlari &nbdlgesinden izole edilgi
CAD degerlerinin 0.3 ve 0.4 dgerinde oldgu ve 3 (nikel, bakir ve kgun) ila 5 (nikel, bakir,
kadminyum, c¢inko ve kyun) metale kan toleransli olduklari tespit edilgtir. T136 demir ¢elik
fabrikasindan izole edilrgtir, CAD degeri 0.4 ve 4 metale (nikel, bakir, ¢inko ve gam) kasl
toleranslilginin oldwgu belirlenmgtir.

Yapilan aratirmalarla &r metal direnci ile antibiyotik direnci arasindeki oldugu rapor
edilmistir [122]. Bhattacherjee ve arkagkar1(1988) ortamdaki mikroorganizmalarin metal sitnen
oldugu ortamlarda mutasyon ve seleksiyondan daha fézlggktorleri ile hizlica ortama adapte
olduklarini aciklamgtir.  Bu nedenden dolay! g#i agir metallere yuksek direng gorilmesine
karsin batin izolatlarin ggunlukla test edilen antibiyotiklere duyarl ofglu bulunmuytur. Bizim
calsmamizda da benzer bir sonu¢ bulugton  Ayni tirin farkli sglar, ayni &r metale kag
direnclilik gostermelerine gamen farkli antibiyotik direnclilikleri sergileyelmiektedir. Bizim
calsmamizda gir metal ve antibiyotik arasinda birskiden s6z etmek mimkiin gitgir. Ozellikle
CAD deserine bakildginda bu dgerin ¢ok digik olmasida bize bunu gostermektedir. Genel olarak
izolatlarimizin  g@r metal ve antibiyotik direnclilik sonuclarina keakmizda, &r metal
direncliliklerinin  ylksek oldgu gorularken, antibiyotik direncliliklerinin  diiik oldugu

gOralmdstar.
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Elde edilen izolatlarin 6zellikle ¢cok toksik olarurkun ve civaya kar gosterdikleri
toleranslilk g6z ©nlne alinginda 4 izolat biyokimyasal 6zelliklerine dayanaraentifiye
edilmigtir.  Biyokimyasal Ozelliklerin belirlenmesinde VIEEK identifikasyon sistemi kullanilrgi
ayni zamanda bu sisteme 8iacillus veritabani ile dgerlendiriime yapilmgtir. Deserlendirme
sonucuna gore T56 izolaB. pumilus, T62 B. subtilis T65 B. cereusve T113 Paenibacillus
polymyxaoldugu belirlenmitir. Tanimlanan 4 izolatin sukroz, potasyum thipmpalyamidohygro
streptin, glukoz, trehaloz, mandelik asit ve eskudionuclarinin pozitif oldiu gorilmektedir
(Cizelge 3.4). Otuz testted tanesinin ortak Ozellik gostermesi izolatlar arakrabalgl acikca

goOstermektedir.

T56, T62 ve T65 izolati Kiutahya'nin Emet ilgesindignle edilirken, dier izolat Sivas
Divrigi demir celik bolgesinden izole edilgiir. T113 sgu hari¢ dger ¢ izolat kugun &gir
metaline kagyit 200 pg/L toleranshlik gostergtir. T62 civaya kap 100 pg/L, T65 ve T113
izolatlari ise 50 ug/L dmrinde toleranslik gostergtir. Bu izolatlarin antibiyotik direnc
profillerine bakildginda T56'nin, sefotaksim ve ampisiline direncli wid, T62 ve T113 ‘Un ise
hicbir antibiyotge direncli olmadii, T65 izolatinin rifamisin, sefotaksim, ampisilre tetrasikline

karsi direncli oldigu bulunmgtur.

Yapilan bir cagmadaPaenibacillussp.‘nin bakir‘a kan ytksek bir duyarlihk géstergji,
yine baka bir calgmadaP. polymyxain bakira olan direncligi MIK (minimal inhibisyon
konsantrasyonu) 3.5 mM olarak belirtiktii [108].

Civa air metali kirlenmg g6l sedimentinden Basillus izolasyonu yapsgimve
identifikasyon sonucunda bu izolatlarBr cereus B. pumilis B. lentinorbusve B. sphaericus
oldugu tespit edilmgtir. Bltin izolatlarin en yiiksek toleranglilcivaya daha sonra krom ve nikel
e gosterdikleri belirlenngtir.  Civaya direncli bakteriler arasind®. pumilis izolatinin
kloromfenikol, B. cereusizolatinin ise kloromfenikol, kanamisin ve strapisine direncli oldgu
ortaya ¢ikmgtir. Elde edilen butun izolatlarin tetrasiklineyduli oldusu ortaya gikarilngtir [122].

Sonug olarak, cevredekigm metallerin toksik seviyelerinin vagh bitin canhlar igin
olumsuz etkiler olgturabilmektedir.  Cgtli mikroorganizmalar bu metallerin vaginda
kromozom, plazmid veya transpozonda kodlanmetal direnclilik mekanizmalari ara@iiile

basarili uyum mekanizmalarina sahiptirler. GuUnumuxndetal direnglilgi icin biyokimyasal ve
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biyokimyasal olmayan mekanizmalar tanimlagtmi Bu mekanizmalar kullanilarak ginimuizin

onemli bir cevresel sorunu haline gelegranetal kirliligine ¢ézimler Gretilmektedir.

Cevreden dgal bakteri sglarinin izolasyonu, metal Kirlginin bertarafi amaciyla
gelistirilecek olan yeni biyoteknolojik yakfamlar icin kullanilabilecek mikroorganizmalarin
sgzlanmasini mimkun hale getirmesi bakimindan énemli@isitli cevrelerden izole edilen ¢al
bakteri sglarinda yeni genetik 6zelliklerin (plazmid veya rtspozon) ortaya c¢ikarilmasigia
metalle kontamine olmucevrelerde bakteriler tarafindan ggtilen adaptasyon mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda yararli olacaktir [130]. Ayriedir metale direncli bakteri slarinin izole
edilerek koleksiyonlarinin hazirlanmasi, kirlilikglbleminin oldgu bolgelerde bu dgl sylarin
kullaniimasiyla etkin bicimde bertaraf edilmesisagdan gereklidir. Bu sebepten dolayi 6zellikle
de bakterilerde bulunanget metal direnclilik mekanizmalarinin agilBmasi, biyoremidasyon

teknolojileri agisindan oldukca 6nemlidir.

Metal direngliliginin genetik temellerinin agairiimasi ¢evresel uygulamalar igin énemli bir
bilgi birikimidir. ~ Genetik manipulasyon tekniklereki gelgmeler, kontamine c¢evrelerin
temizlenmesi icin stper akimulator bakterilerinbitkilerin gelistirilmesini mimkin kilmaktadir.
Ancak mikroorganizmalarin 6zellikle de bakterilenretal direnclilik mekanizmalari hakkinda hala
ogrenilmesi gereken pek ¢ok konu bulunmaktadir. 8o6musu noktalarin aydinlatiimasi yeni

cevresel remediasyon proseslerinin giglimesi icin bglangi¢ noktalari olacaktir [130].

Genelde yapilan ¢amalarda Basillus tirlerinin kgun &ir metaline olan direncligi bizim
calismamizda gorildgil kadar yiksek olmastir. Kirlilik yaratan en énemli @r metal olan
kursuna kagl direng gosteren bu izolatlaringia metallerin biyoremediasyonu icin ilging bir

alternatif sglayabilecgi dusiinelebilir.

Calismada elde edilen sonuclarin eko-toksikolojik gahlar icin kullanilabilecg gibi, agir
metal direnclilgi gobsteren bu izolatlarin molekiler dizeyde proteamalizlerinin de
yapilabilecgini soyleyebiliriz. 1zolatlarin bu gir metallerin stresine maruz kaldiklarinda verdikle
yanitin ve savunma mekanizmalarinda kullanilan gimtdrin aratiriimasi gercekligirilebilir.
Bunun dginda metal direncli bakterilerin molekuler agidaapyan farkli cajmalarla ¢coklu metal
stresine verdikleri yanitlarin turler arasigtzantisi aratirilabilir. Birden ¢ok &ir metal iyonunun,
mikroorganizmalara yammali ve/veya kismi yagmali biyosorbsiyonu Uzerine ¢cok az sayida
calisma yapilmgtir [125, 126, 127].
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Bu konuda ilerde vyapilmasi hedeflenen gahlar, csitli metallere direncli
mikroorganizmalar aracfi ile kirletilmis alanlarin biyoremedasyonunun (biyolojik igiieme)
sgglanmasi yoniindedir. On tarama niggldeki deneylerimiz sonucunda elde edilen bilgiler,
B.pumilus T56, B.subtilis T62, B.cereusT65 ve Paenibacillus polymyxal 133 sglarinin daha

detayli argtirmalarda kullanilabileggni gostermektedir.
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