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Agir metal kirliligi, gelisen sanayi faaliyetleri ile beraber giinimizin en énemli gevre sorunlarindan biri haline gel-
mistir. Agir metal kirliligi 6zellikle sucul ortamlarda birikime neden olmaktadir. Sucul ortamlarda yasayan ve bu sucul
ortamlarla iliskili tim canhlarin yasam dongusi agir metal kirliliginden olumsuz yonde etkilenmektedir. Canlilar ge-
listirdikleri agir metal direng sistemleri ile agir metallerin toksik etkilerinden korunabilirler. Agir metal direng sistemle-
ri mikroorganizmalarda yaygin olarak goézlenmektedir. Bu literatlr galismasinda agir metaller ve agir metal direngli
mikroorganizmalarin direng sistemleri anlatiimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sucul ortamlar, agir metal direng sistemleri, mikroorganizmalar

Heavy Metal Pollution and Heavy Metal Resistant Microorganisms in the Soil
and Aquatic Environments

ABSTRACT

Because of increasing industrial activity, heavy metal pollution is todays one of the most important environmental
problem. Heavy metal pollution is causes an accumulation especially in aquatic environments. Heavy metal pollu-
tion is negative affect on the life cycle of the organisms that living in aquatic environment and related to aquatic en-
vironment. Organisms can prevent heavy metals toxic effect due to their heavy metal resistance systems. Heavy
metal resistance system has been observed extensively in microorganisms. in this review, it has been explained
heavy metals and heavy metal systems of heavy metal resistant microorganisms.

Keywords: Aguatic environments, heavy metal resistance systems, microorganisms

GIRIS tedir. Agir metaller yogunlugu 5 g/cm® den yogun olan

ve canllar Uzerinde toksik etki gdsteren metallerdir
GUnimulz yasaminin ayrilmaz bir pargasi olan sanayi (Lars Jarup, 2003). Periyodik tabloda var olan 90 ele-
ve madencilik faaliyetleri agir metal kirliliginin geldigi ment; 21 metal olmayan, 16 hafif metal ve 53 agir me-

noktanin en blylk etkenlerinden birisi olarak gérilmek- tal olarak ayrilmaktadir. Bakir, ¢inko, kobalt, arsenik,
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civa, kadmiyum, krom ve kursun gibi metaller dahil ol-
mak Uzere 60’a yakin metal agir metal olarak kabul
edilmektedir (Kahvecioglu ve ark., 2003). Agir metaller
insanlar tarafindan yaklasik 5000 yildan bu yana farkl
amaclarla kullaniimaktadir. Metal ve agir metallerin
kullanimi ilk olarak yapi materyali, cam ve seramik ya-
pimi ve tasima borulari olarak baslamistir. Fakat sanayi
devrimiyle beraber bu metallerin kullanimi eskiye oran-
la ciddi bir artis gostererek yiksek miktarda agir meta-
lin dogal kaynaklara karismasina neden olmustur. GU-
nimizde devam etmekte olan farkli maden-sanayi faa-
liyetleri ve sehirsel atiklar ¢cevreye agdir metal yayilimi-
nin devam etmesine neden olmaktadir.

Cevreye yayilan agir metaller yiizeysel su akintilari,
yeraltl su kaynaklari ve asit yagmurlari ile deniz ve
goller gibi sucul ortamlara tasinip buralarda birikim
gOsterirler. Agir metaller ilk olarak sedimentte birikir ve
sedimentin adsorbsiyon kapasitesinin asilmasiyla su-
larda birikime devam ederler. Bu yayilim az gelismis
ulkelerde artmaya devam etmekte iken daha gelismis
Ulkelerde son yuzyil icinde agir metal yayiliminda
azalma goézlenmistir. Bu metaller igerisinde 6zellikle
kursun, kadmiyum civa ve arsenik insanlar Uzerinde
olumsuz etki gdsteren en 6nemli metallerdir (Lars
Jarup, 2003). AJir metallere maruz kalmanin toksik
zehirlenmeler, bobrek yetmezligi, akciger problemleri,
stres, uykusuzluk ve bas agrisi gibi sinir sistemi rahat-
sizliklari, karin agrisi, gastrointestinal sistem rahatsiz-
liklari gibi sindirim sistemi rahatsizlari, teratojeni ve
uzun vadede mutasyonlar ve kansere sebep oldugu
bilinmektedir. AJir metaller insanlar igin oldugu gibi
diger bitki, hayvan ve mikroorganizmalar Gzerinde de
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Agir metal kirliligi
mikroorganizmalarin hicre duvari, nikleik asit, protein
yapisi ve yagsamsal sistemleri Uzerinde olumsuz etkile-
re neden olarak yasam slreglerini olumsuz yénde etki-
lemektedir. Agir metal kirliliine maruz kalan bdlgeler-
de yasayan mikroorganizmalar 6lim, biyogesitliligin
bozulmasi ve tiriin tamamen ortadan yok olmasi gibi
tehditlerle karsi karsiyadir. Fakat agir metal Kirliligi
karsisinda bazi mikroorganizmalar gelistirdikleri farkh
sistemler ile bu metallerin olumsuz etkilerinden ko-
runmaktadir. Agir metal direng genleri kromozom ya
da plazmidler Uzerinde bulunabilir. Mikroorganizmalar
agir metallere kargi direnci temel hlicre bilesenlerinde
yaptiklari yapisal degisiklikler veya sentezledikleri yeni
hicre bilesenleri ile sadlarlar. Yapilmis c¢alismalarda
agir metal kirliligine maruz kalmig ortamlarda direngli
farkl tdrlerin varligi rapor edilmistir (Filali ve ark.,
2000; Li ve Ramakrishna, 2011; Roosa ve ark., 2014).
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AGIR METAL KIiRLILIGI KAYNAKLARI
Agir Metallerin Kullanim Tarihgesi

Agir metaller tarihin basindan bu yana farkli amaglarla
islenmis ve kullaniimigtir. Bu amaglarin basinda ma-
dencilik, demir-celik sanayi, cam ve seramik sanayi,
kagit endustrisi, petrokimya sanayi, enerji Uretimi ve
gubre dretimi gibi glinimuazin énemli endustriyel faali-
yetleri gelmektedir. Bu endustriyel faaliyetlerin kontrol-
stz devami ve bunun yaninda imha edilmek yerine do-
Jaya atilan sehirsel atiklar agir metal kirliligini hizla ar-
tan hale getirmistir. Agir metallerin toksik etkilerinin bi-
linmemesi nedeniyle eski ¢aglarda ¢cok yaygin kullanil-
mistir. Antik Roma da yillanmis saraplarin tatlandiril-
masi i¢in kursun asetat kullaniimis ve bunun sonucun-
da ortalama bir Romali giinde en az 1 gram kursun
tiketmistir. Yine Romalilar civayi yeni dodan ve ¢ocuk-
larda dis agrisi tedavisinde ve ilerleyen donemlerde
(MS 1300-1800) frengi tedavisinde kullanmislardir.
Claude Monet 1800’lerin ortalarinda yaptigi ¢alismalar-
da sikga kadmiyum pigmentleri kullanmaktaydi fakat
1900’lere kadar metalin az bulunur olmasi sanatgilari
metaller ile ¢alisma konusunda sinirlamigtir. Uzun bir
suredir metallerin ¢evre ve doda Uzerindeki olumsuz
etkilerinin bilinmesine ragmen metallerin yayilimi bazi
bélgelerde artis gostermeye devam etmektedir. Civanin
Latin Amerika’'nin birgok bdlgesinde hala altin madenci-
liginde kullaniimasi, arsenigin yaygin kullanilan bir ke-
reste koruyucusu olmasi ve bunun yaninda tetraetil
kursun’un hala petrol Urlinlerinde katki maddesi olarak
kullanimi agir metal kullanimi konusunda dnemli érnek-
ler arasinda yer almaktadir. 19. ylzyilin ortalarindan bu
yana agir metal kullanimi ve ¢evreye yayilimi artig gos-
termektedir. 20. YUzyilin sonlarinda agir metallerin ¢cev-
re tarafindan emisyonunda gelismis Ulkelerde disls
gézlenmektedir. ingiltere’de 1990 ve 2000 yillari ara-
sinda agir metal emisyonu % 50 den fazla azalma gos-
termistir.

Giniimiizde Agir Metallerin Kullanimi ve Cevreye
Yayilimi

Agir metaller cevreye farklh kaynaklardan yayilirlar
(Tablo 1). Kadmiyum, dogada maden olarak bakir, kur-
sun ve ¢inko ile beraber bulanan bir elementtir. Kadmi-
yum PVC drinlerinin stabilizasyonu ,renk pigmenti,
cesitli alasimlarin yapisinda ve giinimizde yaygin ola-
rak sarj edilebilir nikel-kadmiyum pillerde kullaniimakta-
dir. Metalik kadmiyum ise anti-korozyon ajani olarak
kullaniimaktadir (cadmiation). Kadmiyum Kkirliliginin en
onemli etkeni olarak fosfat gibreleri olarak kabul edil-
mektedir. Avrupa Ulkelerinde fosfat gubrelerinin kulla-
niminda 1990’lar boyunca ydénetimler tarafindan getiri-
len kisitlamalarla azalma gézlenmistir. Avrupa Ulkele-
rindeki bu azalmaya ragmen dinya genelinde kadmi-
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yum kirlenmesinde ciddi bir artis gézlenmektedir. Kad-
miyum iceren urlnler genelde geri doénustarilebilir
Urunler olmasina ragmen bu artis engellenememekte-
dir. Bu artis ise etkisini toprak, su gibi alanlarda gos-
termekte ve tiketilen sebze ve meyvelerle insana geg-
mektedir.

Civa; ilk olarak bir civa bilesigi olan zincifre tarih 6éncesi
doénemlerde magara resimlerinde kirmizi renk maddesi
olarak kullaniimistir. Bunun yaninda Antik Yunan da ise
metalik civa cilt parlatici bir kozmetik olarak kullaniimis-
tir. Tipta ilk olarak frengi tedavisinde kullaniimistir ve
gunUimizde hala amalgam olarak bilinen civa bilesigi
bazi ulkelerde dis dolgusu olarak kullaniimaya devam
edilmektedir. Ginimuizde metalik civa termometreler,
barometreler ve kan basincini 6lgen cihazlarda kulla-
nilmaktadir. Civaya en ¢ok maruz kalan grup ise dis
tedavisinden sorumlu personeldir. Civanin bu alanlarda
kullanimi sonucu evsel ve tibbi olarak dodaya yayilimi
s6z konusudur.

Kursun; Eski dénemlerde kursun yiyeceklerin pisirildigi
ve saklandigi kaplarda kullanilirdi hatta yilllanmis sa-
raplarin tatlandiriimasina kadar kullanilirdi. Son yuzyil-
da ¢evremizdeki kursun Kirliliginin %50 sinden fazlasi-
nin temel sebebi petrol Urinleridir. Son 50 yil da gelis-
mis Ulkelerde kursunsuz benzin kullanimi ile kursun
saliniminda ciddi bir azalma gézlenmektedir. inorganik
kursun kirliliginin kaynagi ise madencilik ve kazi faali-
yetleridir. Digerlerine gore daha dusik bir kurgun Kirlilik
etmeni ise metal kaynak ¢alismalari ve cam sanayidir.
Hava kaynakli kurgun buradan toprak ve suya gecgerek
toprak ve sucul ortamlara da karismaktadir.

Arsenik; Arsenik yaygin olarak metalloid, kayalarin igi,
hava, toprak ve su da bulunur. Birgok Ulkede igme suyu
olarak kullanilan yuzey sular inorganik arsenik icer-
mektedir (Cin, Sili ve Banglades). Fakat organik arsenik
(Ornegin; Arsenobetain) baliklarin viicutlarinda depo
edilir ve bu baliklarin tiketimiyle insana gecer. Demir
olmayan metallerin dékimu ve fosil yakitlardan enerji
uretimi islemleri hava, toprak ve sudaki arsenik kirliligi-
nin en 6nemli iki nedenidir. D6kim faaliyetleri ise insan
kaynaklh kirliligin en énemli sebebi olarak kabul edil-
mektedir. Diger kirlilik kaynaklari ise fabrikalar, arsenik
iceren pestisitler ve kereste koruyucularidir.
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Tablo 1. Agir metaller ve yayilimina sebep olan en-
dustriyel faaliyetler (Kahvecioglu ve ark., 2003).

Endiistriyel Agir Metaller

Faaliyet

Alani cd|cr| cu | Hg | Po | Ni | sn| zn
Ka_glt Endist- + . . N N ]
risi

Petrokimya + + - + + - + +
I§Ior-_AI_kaIi + + . . . .
Uretimi

Gubre Sanayi | + + + + + - + +
Demir-_QeIik + . . . . N . .
Sanayi

Enerji Uretimi

(Termik) R + + + + + +
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AGIR METAL DIiRENCI

Mikroorganizmalar direng sistemleri gelistirerek agir
metallerin yogdun oldugu ortamlarda yasamaya adapte
olmuslardir. Mikroorganizmalar ¢ogunlukla plazmid
kodlu spesifik sistemlerle agir metallere direng goster-
mektedirler. Agir metal direnci ile ilgili arastirmalar
1970’li yillarin baginda birka¢g mikroorganizmanin agir
metal direnci gdsterdiginin tespit edilmesiyle baslamig-
tir. Bu mikroorganizmalar genelde aerobik grupta yer
alan Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa ve Bacillus sp. turleridir (Nakahara ve
ark., 1977; Marques ve ark., 1979; Harnett ve Gyles,
1984; Schwarz ve Hobel, 1989; Belliveau ve ark. 1991;
Wang ve Shen, 1995). ilk olarak rastlanan direng civa
ve organomerkuriyellere karsidir. Agir metal direng sis-
temlerinin prokaryotik yagsamin baslangicindan hemen
sonra gelistigi ve neredeyse tim bakterilerde bulundu-
gu rapor edilmigstir (Ji ve Silver, 1995). Agir metal diren-
ci gosterdigi rapor edilen bazi mikroorganizmalar Tablo
2 de belirtiimistir. Agir metal direnci genelde antibiyotik
direnci ile iligkilidir (Nakahara ve ark. 1977; Harnett ve
Gyles, 1984; McEntee ve ark. 1986; Schwarz ve Hobel,
1989; Belliveau ve ark. 1991). Bazi durumlarda belirli
antibiyotik ve adir metal direnci ayni plazmid Uzerinde
bulunur (Nakahara ve ark. 1977). Bazi mikroorganiz-
malar adaptasyonun 6tesinde ortamdaki agir metal kirli-
ligine karsi ortami temizleyici organizmalar olarak gérev
yapmaktadirlar. Bu sebepten dolayi agir metal direnci
ve agir metal direngli mikroorganizmalar ¢evre igin gok
onemlidir. Mikroorganizmalarin bu metallere farkli kro-
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mozomal , transpozon, plazmid kodlu sistemler ile
adapte oldugu gézlenmistir (Bruins ve ark.,2000).

Tablo 2. Agir metal direngli tespit edilmis bazi mikroor-
ganizma tirleri

Direng f -
Mikroorganizma Gosterdigi [z_ole Edildi- Arastirmaci
gi Yer
Metaller
Pseudomonas Hassen ve
aureginosa Cu, Hg Atik su ark., 1998
Bacillus sp. As Toprak
Stenotrqphomonas 7n Toprak
meltophila
i Cavalca ve
Methylopactenum cd Toprak ok
mesophilicum 3
- 2010
Micrococcus lu- Pb Toprak
teus
Voriovorax — para- Gimds = ma-
P Ag deni yakinla-
doxus
rindan
Co, Se, Hg
’ . , As, Cu, .
Bacillus arsenicus zn, Mg, Sediment
Cd, Pb
Co, Se, .
Planococcus mari- | Hg, As, . Nithya ve
) Sediment ark.,
timus Cu, Zn, 2011
Mg, Cd, Pb
Co, Se,
Staphylococcus Hg, Mn, .
Pasteuri As, Cu, Sediment
Mg, Cd, Pb
Pseudomonos sp. Cu Nehir
Chihomvu
Lysinibacillus sp. Cu Nehir ve ark.,
2015
Escherichia coli Cu Nehir

Agir metal direng sistemleri genel olarak 6 sinifa ayrila-
bilir. Bunlara asagidaki basliklar altinda deginilmistir.

Metalin Hiicre icine Alinmasinin Engellenmesi

Hucre duvari veya membranda yapilan yapisal degisik-
liklerle gecirgenligi azaltarak veya ekzopolisakkarit ta-
baka tarafindan bu iyonlari baglayarak toksik metal
iyonlarinin hiicre igine aliniminin engellenmesiyle ger-
ceklesir. Bu sistemin en énemli 6rnegi E. Coli B de
membranda bulunan porin proteininde yapilan degisik-
lik ile metal iyonlarinin hiicre disinda tutulmasidir (Ro-
uch ve ark.,1995). Bu sistem genelde tek bir genin mu-
tasyonu ile meydana gelir ve membranin metal iyonla-
rina karsi gegirgenligini azaltir (Ji ve Silver, 1995). Bir
diger sistem ise metal iyonlarinin hiicre duvari veya
membran tarafindan spesifik olmadan baglanmasidir.
Bu sekilde metal baglanma noktalari doygunluga ula-
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sincaya kadar korunma saglanmaktadir (Beveridge ve
Murray, 1976; Hoyle ve Beveridge, 1983). Bakterilerde
ekstrasellllar tabakanin dogal olarak canhligin devami
icin gereken metal iyonlarini degrede etme ve saklama
kapasitesi vardir (Scott ve ark. 1988; Scott ve Palmer,
1990). Kadmiyum iyonlarinin hiicre disinda tutulmasi
genelde bu sistemle gergeklesir. Klebsiella aerogenes
de bulunan ekstraselliler kapsul 1 nM den blylk olan
kadmiyum iyonlarinin hucre igine alinmasini engeller
(Mergeay, 1991). Pseudomonas sp. de bulunan bakir
iyonlarinin periplazmik baglanmasi sisteminde ise di-
renci saglayan operon copA, copB, copC ve copD ol-
mak Uzere dort genden meydana gelir. Bunlardan copA
ve copB kismi bakir direnci saglarken copC ve copD
nin katilmasi ile tam bir bakir direnci saglanmis olur
(Silver ve Walderhaug, 1992; Silver ve Ji, 1994). Bu
sistemler bize metal iyonlarinin hiicre igine girisini en-
gellemek icin olusan konformasyonel degisiklikleri gos-
termektedir. Bu sistemler genelde dusuk seviyede (0.01
mM ve 0.1 mM) kadmiyum direncinde karsimiza ¢ik-
maktadir (McEntee ve ark. 1986).

Metal iyonlarinin Hiicre Digina Taginmasi

Aktif tagima ya da efflux sistemler metal direng sistem-
leri icinde en yaygin olan kategoridir. Mikroorganizma-
lar hiicre icine girmis olan toksik metal iyonlarini aktif
tasima yolu ile sitoplazma disina tasir. Bu sistem kro-
mozomal veya plazmid tarafindan kodlanmis olabilir.
Bu sistemde mikroorganizma igin gerekli olmayan me-
tal iyonlari besin maddelerinde oldugu gibi hucre igine
alinir fakat hizli bir sekilde sitoplazma digina tasinir
(Silver ve Walderhaug, 1992). Bu sistemin en 6nemli
Ornekleri E. coli ve S. aureus da plazmid kodlu ars ope-
ronu tarafindan As(V) ve As (lll) direnci, S. aureus, Ba-
cillus sp. ve Listeria sp. da cad operonu ve Alcaligenes
eutrophus da bulunan czc operonu tarafindan saglanan
kadmiyum direnci ve E. coli de bulunan ZntA operonu
ve S. aureus da bulunan cadA direng sistemleridir (Sil-
ver ve Walderhaug, 1992; Nies,1992; Ji ve Silver,
1995; Rensing ve ark. 1998).

Metallerin Hiicre igi Biriktiriimesi

Mikroorganizma sitoplazmasina giren agir metallerin
sitoplazma igerisinde biriktirilerek hicre bilesenlerini
toksik etkilerden korumaya yonelik bir sistemdir. Hicre
icerisinde biriktirilen metaller genelde kadmiyum, bakir
ve ginkodur. Bu sistemin iki dnemli 6rnegi 6ne ¢cikmak-
tadir; Synechococcus sp.’”de metalothionin Uretimi ve
Pseudomonas sp.'de sisteince zengin proteinlerdir
(Rouch ve ark. 1995; Silver ve Phung, 1996). Synecho-
coccus sp. deki direng sistemi smtA ve smtB olmak
Uzere iki genden olusur. SmtA kadmiyum, bakir ve ¢in-
ko baglayan metallothionin proteinin uUretiminden so-
rumludur (Silver ve ark. 1989; Silver, 1992). Bu gen
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yuksek duzeyde kadmiyum, bakir ve ¢inko varliginda
induklenir ve smtB Uretimini baskilar. SmtB baskilandi-
g1 zaman smtA gibi davranip metalothionin Uretimini
saglar (Silver ve ark., 1989). Bugline kadar sadece Sy-
nechococcus sp. ve Cyanobacteria suslari metallothio-
nin Uretimi géstermistir (Silver ve ark.1989). Bu tip sis-
teince zengin metallothionin Uretimi hayvanlardan son-
ra ilk defa bu tirlerde goériimustur (Silver ve ark.1989).
Hucre ici birikim gdsteren diger organizma ise kanali-
zasyondan izole edile Pseudomonas putida ttraddr. Bu
mikroorganizma metalothionin’ e benzer Gg farkli disik
molekuler agirlikli sisteince zengin protein Uretimi var-
dir (Trevors ve ark. 1986). Mycobacterium scrofula-
ceum da ise bakir iyonlarinin siyah bakir ¢ékeltileri sek-
linde biriktirildigi gézlenmistir (Mergeay, 1991).

Metallerin Hiicre Disinda Biriktiriimesi

Metal iyonlarinin hiicre digi birikimi bazi kif ve maya-
larda gdrulen bir agir metal direng sistemidir (Joho ve
ark., 1995). Ni (Il) direncinin mayalarda gérulen bir tipi-
nin bu sistem temelli oldugu distnulmektedir. Saccha-
romyces cerevisiae Ni adsorbsiyonunu glutatyon yar-
dimiyla dusUrmektedir. Glutatyon agir metallere kargi
ylksek afinite gostermektedir. Metal zengin ortamlarda
bulunan mayalarin hiicre disi metal baglayan glutatyon
dan sorumlu methylglyoxal diren¢ genini tasidigi goz-
lenmistir (Murata ,K. 1985). Diren¢ sonucu metaller
hicre disinda baglanarak hiicre igine giremezler. Ben-
zer bir mekanizma yine mantarlardaki Cu (1) direncinde
g6zlenmistir (Murphy ve Levy, 1983). Bu mantarlar agir
metaller ile kompleks olusturan oxalate salgilamaktadir-
lar. Maya ve Citrobacter sp. gibi diger bazi organizma-
lar ise kadmiyum fosfat gibi ¢dziinmez kompleksler ile
agir metallere direng saglanmaktadirlar (McEntee ve
ark., 1986). Mayalarin bu direng igin sulfit Gretimini kul-
landig1 gozlenirken Citrobacter sp. de ise fosfat kulla-
nildigr goéralmuagstir (Nies, 1999). Klebsiella aerogenes
S45 susu cevresindeki Cd(Il) iyonlarini salgiladigi silfit
ile presipite ederek kendi etrafinda tasimaktadir. Bu
tasima presipitat olusumu doygunluga ulasana kadar
devam etmektedir (Aiking ve ark., 1982).

Enzimatik Detoksifikasyon

Civa direnci enzimatik detoksifikasyonun mikroorga-
nizmalardaki model drnegidir. Bu diren¢ sisteminden
daha iyi bilinen bir diren¢ sistemi henliz bulunmamak-
tadir. Hem gram pozitif (S. aureus, Bacillus sp.) hem de
gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas aerugi-
nosa, Serratia marcescens ve Thiobacillus ferrooxi-
dans) mikroorganizmalarda civa direnci gozlenmistir
(Misra, 1992). Civa hicre igine girdigi zaman thiol grup-
larina baglanarak proteinleri ve enzimleri inaktive ede-
rek toksik etki gésteren bir metaldir. Bazi bakteriler civa
direncinden sorumlu bir grup geni iceren civa direng
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operonuna (mer) sahiptir. Bu operon sadece civa de-
toksifikasyonu yapmaz bunun yaninda civanin tasin-
masi ve hiicrenin civaya direncini de dizenler (Misra,
1992; Ji ve Silver,1995). Direng genleri hem hiicre disi
baglanma proteinlerini hem de membrandan tasinmasi
icin gerekli proteinlerin sentezlenmesini saglar. Perip-
lazmik baglayici proteinler hlicrenin etrafindaki civayi
baglar ve bu civa molekilleri membrandan tasima pro-
teinleri ile hiicre igine tasinarak detoksifiye edilirler.

Civa direng genleri, organomerkuriyal liyaz ve civa iyon
rediktaz olarak iki 6nemli enzimi kodlarlar. Mikroorga-
nizmalari sahip olduklari civa diren¢ genleri ve enzimle-
rine gore genis ve dar spektrumlu olmak Uzere iki ana
gruba ayirabiliriz. Dar spektrumlu olanlar sadece sinirli
sayida organomerkdiriyal liyaz genlerini icermektedir,
bu nedenle az sayida organomerkdriyal bilesige karsi
direng gosterirler. Genis spektrumlu civa direncine sa-
hip olan mikroorganizmalar ise her iki enzimi de kodla-
yan genlere sahip oldudu igin ¢ok sayida organomerk-
riyel bilesige direng gosterirler (Weiss ve ark., 1997;
Misra, 1992).

mer operonu bazi mikroorganizmalarin plazmidlerinde
calisiimig ve yaygin olarak 5 veya 6 gen icerdigi goz-
lenmistir (Misra, 1992). Bu genler; merA (civa rediktaz)
, merB (organomercurial rediiktaz enzimini), merC (ta-
sima proteinini), merD (mer genlerinin ekspresyonunu
diizenleyici), merR (aktivator proteini), merP (tasima
proteini) ve merT (tasima proteini) dir. mer genleri Shi-
gella flexneri de transpozon Tn2l1, S. marcescens de
plazmid pDU 1358 ve P. aeruginosa da transpozon
Tn501 de oldugu gibi farkl bakterilerde farkl bélgeler-
de kodlanmistir. Fakat farkli mikroorganizmalarin mer
operonlarinin gen ve fonksiyonel yapilari arasindaki
benzerlik %80’ in lizerinde bulunmustur (Misra, 1992).

Hiicre Hassasiyetinin Dugilirilmesi

Bazi mikroorganizmalar yogun agir metal iceren ortam-
larda temel hlcre bilesenlerinde degisiklige giderek
dogal bir koruma saglarlar (Rouch ve ark., 1995). Bu
degisiklikler mutasyonlarla gerceklesmektedir, hucre
bilesenlerinin duyarliligi dusuriltrken temel islevierinde
degisiklik olmamaktadir. DNA tamir mekanizmalari ge-
nomik DNA ve plazmidlerin tamiri ve korunmasini sag-
lar. Mikroorganizmalar agir metallerden korunmak igin
genelde metal direngli bilesenler sentezlerler ya da
hassas hucre bilesenlerinin en az zarar gérecedi meta-
bolizma vyollari gelistirirler. Bu adaptasyon E. coli de
g6zlenmistir. Kadmiyuma maruz kalan ve adapte ola-
mamis bir E. coli de yiiksek derecede DNA hasari goz-
lenir fakat daha sonra E. coli tekrar kadmiyuma maruz
birakilarak kultire edildigi zaman kadmiyuma karsi bir
direng gdsterdigi gézlemlenmistir (Mergeay, 1991).
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Mikroorganizmalarin dogal yapilari ve fonksiyonlari
onlara belirli dizeyde bir tolerans ve diren¢ kazandir-
maktadir (Rouch ve ark., 1995). Ornek olarak glutatyon
Ag(l), Cu(lI), Cd(l), Hg(ll), Cu(ll) ve Fe(ll) gibi bazi
metallere karsi koruma saglamaktadir (Ni'bhriain ve
ark. 1983; Rouch ve ark. 1995). Gram negatif ve Gram
pozitif mikroorganizmalarin bazi metal iyonlarina tole-
rans gosterme kabiliyeti arasinda farkhliklar vardir (Mo-
rozzi ve ark. 1986). Gram negatif bakteriler Gram pozitif
bakterilere gére Cd (Il) varliginda protein sentezini da-
ha iyi surdurebilmektedirler. Diger taraftan Gram pozitif
mikroorganizmalar E. coli ile karsilastirildiginda 28 — 30
kat daha fazla Cu(ll) baglayabilirler (Beveridge ve Fyfe,
1985).

AGIR METAL DIRENCININ TESPIT EDILMESI

Mikroorganizmalarda agir metal direnci tespitinde kilti-
rel yéntemler, genom sekansi, polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR), DNA problari, protein elektroforezi ve
Western blotlama gibi yéntemler kullaniimaktadir. Kiil-
turel ydntemler daha ¢ok agir metal tuzlarini igeren or-
tamlarla mikroorganizma izolasyonu ve farkli metallerle
blylume kosullarinin gézlemlenmesi amaci ile kullanil-
maktadir. Bu c¢alismalarda her bir agir metal ayri ayri
ortamlara karistirilarak test edilebildigi gibi birden ¢ok
metali ayni anda ortama ilave ederek ¢oklu direng de-
nemeleride yapilabilir. Kati veya sivi besi ortamlari ¢a-
lismalarda kullanilabilmektedir. Agir metal direncinin
belirlenmesinin yaninda Minimum Inhibisyon Konsant-
rasyonunu (MIK) belirlenmesi de gerekmektedir. MiK
tayini farkli oranlarda agir metal igceren kati veya sivi
besiyerileri kullanilarak yapilabilir (Hassen ve ark.,
1998).

Agir metal direncini tespit etmek icin kullanilan bir diger
yontem ise ise molekuler ydntemlerdir. Molekuler yén-
temlerde yaygin olarak PZR ile agir metal direng genle-
rinin varliginin taranmasi kullanilir. Bunun yaninda ge-
nom sekansi, DNA problari, poliakrilamid jel elektrofo-
rezi ve Western blotlama gibi yontemleride kullaniimak-
tadir. PZR metoduna bakacak olursak agir metal diren-
ci saglayan genlere spesifik primerlerin secilmesi ve
PZR ile gogaltilip gérintilenmesi seklinde ilerler. Kaltu-
rel ve molekiler ydntemlerin ayni anda yuratilmesi ile
direng varligi, derecesi ve bu direngten sorumlu genin
ifade edilmesi seklinde sonuglar elde edilebilmektedir.
Yapilmis calismalarda agir metal kirliligine maruz kal-
mis sucul ortamlar ve sedimentleri ve atik sulardan izo-
le edilen mikroorganizmalarin krom, kobalt, ¢inko,
kadmiyum, kursun, civa, bakir, arsenik, magnezyum,
mangan ve selenyum gibi metallere karsi direngliligi
tespit edilmistir. Escherichia coli, Bacillus thuringiensis,
Streptococcus sp., Staphylococcus aureus, Pseudo-
monas aeruginosa, Pseudomonas paucimobilis, Pseu-
domonas cepacia, Providencia rettgeri, Proteus mirabi-
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lis, Aeromonas hydrophila, Acinetobacter calcoaceti-
cus, Citrobacter freundii, Klebsiella rhinoscleromatis,
Bacillus arsenicus, B. pumilis, B. indicus, B. clausii,
Planacoccus maritimus, Staphylococcus pasteuri, Pse-
udomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve Staphylo-
coccus sp. gibi Gram negatif ve pozitif birgok tirde agir
metal direnci tespit edilmistir (Hassen ve ark.,1998,
Filali ve ark., 2000, Nithya ve ark., 2011). Minimum in-
hibisyon konsantrasyonunun ise 0,02 — 400 mM/L ara-
sinda oldugu gdézlenmistir (Hassen ve ark., 1998, Li ve
Ramakrishna, 2011). Calisilan mikroorganizmalarda
aynl anda birden ¢ok agir metal kargi diren¢ oldugu
tespit edilmistir (Filali ve ark., 2000). Agir metal direnci-
nin belirlenmesinde ¢esitli gen bdlgelerinin varligi ya da
yoklugunun tespitinden de yararlaniimaktadir. Arsenik
direncinin belirlenmesinde; arsA, arsB, arsC, arsD,
arsR, bakir icin; copA, copB, copY, copZ pcoA kursun
icin; pbrT, kadmiyum igin; cadA, cadB, cadC korm igin;
chrA, chrB, civa igin; merA, merB, merC, merD, merR,
merP, merT kobalt-ginko-kadmiyum c¢oklu direnci igin;
czcA, czcB, czcC, czeD , nikel-kobalt-kadmiyum ¢oklu
direnci igin; nccA gen bdlgeleri bunlara uygun primerler
kullanilarak gogaltiimis ve goérintilenmistir (Roosa ve
ark., 2014; Abou-Shanab ve ark., 2007; Rouch ve ark.,
1995; Bruins ve ark., 2000). Agir metal direncinden
sorumlu bazi gen bdlgeleri NCBI gen bankasindan
arastirilarak Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Agir metal direncinden sorumlu bazi genler
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/)

Agir Metal Drrenci Kodlayan | g\ 1undugu Konum
Bakir copA, copB, copC, | Kromozomal veya
copD Plazmid
Kursun pbrA, pbrD, pbrT Plazmid
Kadmiyum cadD, cadX Plazmid
Cinko czrA, czrB, czrC NC
Civa merA, merB, MerC, |\ plazmid
merD, merE, merR
Arsenik arsD, arsR Plazmid
Kobalt-Cinko-
Kadmiyum CzcA, czcB, czcC Kromozom NC
Nikel-Kobalt cnrA, rcnA, cnrT Plazmid NC
SONUGLAR

Bakterilerdeki agir metal direngliligi, mikrobiyologlarin
uzun suredir ilgisini gekmektedir. Agir metaller cevreye
endustriyel ve zirai uygulamalar sonucu yayillmaktadir
ve sucul ve karasal sistemlerde birikmektedir. Agir me-
tallerce kirletiimis cevrelerden izole edilen bakteriler
agir metallerin toksik etkilerine karsi gesitli mekanizma-
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lar kullanarak direng kazanmislardir. Karasal ve sucul
cevrelerden agir metallerin uzaklastiriimasinda biyolojik
metotlar oldukca etkilidir. Biyolojik kutle igerisinde
kompleks formda bulunan agir metaller biyomadencilik,
biyoremediasyon ve atikk su aritim tesislerinde farkl
sekillerde degerlendiriimektedir.

Agir metal direngliligini kodlayan genler ayni zamanda
antibiyotik direngliliginde de etkilidir. Bu nedenle bu
mikroorganizmalar sadece biyoremediasyon, biyoma-
dencilik gibi uygulamalar i¢in degil saglik sektérinde de
6nem kazanmaktadir. Antibiyotiklerin kesfinden énceki
dénemlerde yuzyillarca agir metaller hastaliklarin teda-
visinde ila¢ olarak kullaniimigtir. Bu nedenle patojen
mikroorganizmalarda da agir metal direncliligi gelismis-
tir. Ozellikle plasmid transferi ile bu plasmidler (izerinde
bulunan direng genleri tir igi ve tlrler arasinda tasina-
bilir ve patojenitenin artmasina neden olabilir.

Agir metal direngliligi mekanizmalarinin tam olarak an-
lagiimasi ile kirletiimis cevrelerin etkin olarak temizlen-
mesi, cevre dostu teknolojiler kullanilarak dislk cevher
icerikli madenlerden yuksek kalitede Uriin elde edilmesi
ve patojen mikroorganizmalara karsi etkin yeni ilaglar
gelistiriimesi saglanabilir.

KAYNAKLAR

Abou-Shanab, R. A. I., Van Berkum, P., Angle, J. S. (2007).
Heavy metal resistance and genotypic analysis of metal
resistance genes in gram-positive and gram-negative bac-
teria present in Ni-rich serpentine soil and in the rhizosp-
here of Alyssum murale. Chemosphere, 68(2): 360-367.

Aiking, H., Kok, K., Heerikhuizen, H. V., Van't, R. J. (1982).
Adaption to cadmium by Klebsiella aerogenes growing in
continous culture proceeds mainly via formation of cad-
mium sulfide. Appl. Environ. Microbiol. 44, 938-944.

Belliveau, B. H., Staradub, M. E., Trevor, J. T. (1991). Occur-
rence of antibiotic and metal resistance and plasmids in
Bacillus strains isolated from marine sediment. Can. J.
Microbiol. 37(5): 513-520.

Beveridge, T. J., Fyfe, W. S. (1985). Metal "xation by bacterial
cell walls. Can. J. Earth Sci. 22, 1893-1898.

Beveridge, T. J., Murray, G. E. (1976). Uptake and retention
of metals by cell walls of Bacillus subtilis. J. Bacteriol.
127, 1502-1518.

Bruins, M. R., Kapil, S., Oehme, F. W. (2000). Microbial resis-
tance to metals in the environment. Ecotoxicology and
environmental safety, 45(3): 198-207.

Chihomvu, P., Stegmann, P., & Pillay, M. (2015). Characteri-
zation and Structure Prediction of Partial Length Protein
Sequences of pcoA, pcoR and chrB Genes from Heavy
Metal Resistant Bacteria from the Klip River, South Afri-
ca. International Journal of Molecular Sciences, 16(4):
7352-7374.

Filali, B. K., Taoufik, J., Zeroual, Y., Dzairi, F. Z., Talbi, M.,
Blaghen, M. (2000). Waste water bacterial isolates resis-
tant to heavy metals and antibiotics. Current microbio-
logy, 41(3): 151-156.

50

MAKU FEBED 7(1): 44-51 (2016)

Harnett, N. M., Gyles, C. L. (1984). Resistance to drugs and
heavy metals, colicin production, and biochemical charac-
teristics of selected bovine and porcine Escherichia coli
strains. Appl. Environ. Microbiol. 48, 930-945.

Hassen, A., Saidi, N., Cherif, M., Boudabous, A. (1998). Re-
sistance of environmental bacteria to heavy me-
tals. Bioresource Technology, 64(1): 7-15.

Hoyle, B., Beveridge, T. S. (1983). Binding of metallic ions to
the outer membrane of Escherichia coli. Appl. Environ.
Microbiol. 46, 749}752.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Erisim Tarihi: 03. 12. 2015)

Ji, G., Silver, S. (1995). Bacterial resistance mechanism for
heavy metals of environmental concern, J.Ind.Microbiol
14, 61-75.

Joho, M., Inouhe, M., Tohoyama, H., Murayama, T. (1995).
Nickel resistance in yeast and other fungi. J. Ind. Micro-
biol. 14, 164-168.

Kahvecioglu, O., Kartal, G., Giiven, A., Timur, S. (2003). Me-
tallerin gevresel etkileri-1, Metaluriji Dergisi, 136, 47-53
Lars Jarup (2003), Hazards of metal contamination, British

medical bulletin, vol 68:167-182.

Li, K., Ramakrishna, W. (2011). Effect of multiple metal resis-
tant bacteria from contaminated lake sediments on metal
accumulation and plant growth, Journal of Hazardous Ma-
terials 189, 531-539

Marques, A. M., Congregado, F., Simon-Pajol, D. M. (1979).
Antibiotic and heavy metal resistance of Pseudomonas
aeruginosa isolated form soils. J. Appl. Bacteriol. 47, 347-
350.

McEntee, J. D., Woodrow, J. R., Quirk, A. V. (1986). Investi-
gation of cadmium resistance in an Alcaligenes
sp. Applied and environmental microbiology, 51(3): 515-
520.

Mergeay, M. (1991). Towards an understanding of the gene-
tics of bacterial metal resistance. Trends Biotechnol. 9,
17-24.

Misra, T.K. (1992), Bacterial resistance to inorganic mercury
salts and organomercurials, Plasmid 27, 4-16.

Morozzi, G., Ceni, G., Scardazza, F., Pitzurra, M. (1986).
Cadmium uptake by growing of gram-positive and gram-
negative bacteria. Microbios. 48, 27-35.

Murata, K.(1985). Phenotypic character of the methylglycoxal
resistance gene in saccharomyces cerevisae : expres-
sion in Escherichia coli and application to breeding wild-
type yeast strains, App.Environment Microbiol, 50, 1200-
1207

Murphy, R. J., Levy, J. F. (1983). Production of copper oxala-
te by some copper tolerant fungi. Br. Mycol. Soc. 81, 165-
168.

Nakahara, H., Ishikawa, T., Yasunaga, S., Kondo, I., Kozu-
kue, H., Silver, S. (1977). Linkage of mercury, cadmium,
and arsenate and drug resistance in clinical isolates of
Pseudomonas aeruginosa. Appl. Environ. Microbiol. 33,
975-976.

Ni'bhriain, N. N., Silver, S., Foster, T. J. (1983). Tn5 insertion
mutation in the mercuric ion resistance genes derived
from plasmid R100-1. J. Bacteriol. 155, 690-703.

Nies, D. H. (1992). Resistance to cadmium, cobalt, zinc, and
nickel in microbes., Plasmid 27, 17-28.

Nies, D. H. (1999). Microbial heavy-metal resistance. Applied
microbiology and biotechnology, 51(6): 730-750.

Nithya, C., Gnanalakshmi, B., Karutha Pandian, S.K. (2011).
Assessment and charecterization of heavy metal resis-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141113611000249
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141113611000249

Toprak ve Sucul Ortamlardaki Agir Metal Kirliligi ve Agir Metal Direncli Mikroorganizmalar

tance in palk bay sediment bacteria, Marine environmen-
tal research 71, 283-294

Rensing, C., Sun, Y., Mitra, B., Rosen, B. P. (1998). Pb(Il)
translocating p-type ATPases. J. Biol. Chem. 273, 32614-
32617.

Roosa, S., Wattiez, R., Prygiel, E., Lesven, L., Billon, G., Gil-
lan, D. C. (2014). Bacterial metal resistance genes and
metal bioavailability in contaminated sedi-
ments. Environmental Pollution, 189, 143-151.

Rouch, D. A., Lee, B. T. D., Morby, A. P. (1995). Understan-
ding cellular responses to toxic agents: A model for mec-
hanism choice in bacterial metal resistance. J. Ind. Micro-
biol. 14, 132-141.

Schwarz, S. T., Hobel, H. (1989). Plasmid and resistance to
antimicrobial agents and heavy metals in Staphylococcus
hyicus from pigs and cattle. J. <et. Med. 36, 669-673.

Scott, J. A., Palmer, S. J. (1990). Sites of cadmium uptake in
bacteria used for biosorption. Appl. Environ. Microbiol. 33,
221-225.

Scott, J. A., Sage, G. K., Palmer, S. J. (1988). Metal immobi-
lization by microbial capsular coatings. Biorecovery 1, 51-
58.

Silver, S. (1992). Plasmid-determined metal resistance mec-
hanisms: Range and overview. Plasmid 27, 1-3.

Silver, S., Ji, G. (1994). Newer systems for bacterial resistan-
ce's to toxic heavy metals. Environ. Health Perspect. 102,
107-113.

Silver, S., Nucifors, G., Chu, L., Misra, T. K. (1989). Bacterial
resistance ATPases: Primary pumps for exporting toxic
cations and anions. Trends Biochem. Sci. 14, 76-80.

Silver, S., Phung, L. T. (1996). Bacterial heavy metal resis-
tance: new surprises. Annu. Rev. Microbiol. 50, 753-789.

Silver, S., Walderhaug, M. (1992), Gene regulation and cho-
romosome-determined inorganic ion transport in bacteria,
Microbiol Rev. 56:195-228

Trevors, J. T., Stratton, G. W., Gadd, G. M. (1986). Cadmium
transport, resistance, and toxicity in bacteria, algae, and
fungi. Can. J. Microbiol. 32, 447-464.

Wang, Y. T., Shen, H. (1995). Bacterial reduction of hexava-
lent chromium. J. Ind. Microbiol. 14, 159-163.

Weiss, A., Murphy, S., Silver, S. (1977). Mercury and orga-
nomercurial resistance determined by plasmids in Staphy-
lococcus aureus. J. Bacteriol. 132, 197-208.

51



