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OZET

Bu ¢alismada toprak 6rnekleri Kirsehir ilinde bulunan lastik fabrikasi etrafindan,
Mersin ilindeki krom fabrikasi1 ve Mersin ili Kazanli ve Karaduvar rafineri
bolgesinden petrol ve petrol tiirevlerini igeren endiistriyel atiklar ile Kirlenmis
alanlardan almmustir. Toprak orneklerinden toplam 40 bakteri izole edilmistir.
Izolatlar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin yani sira molekiiler tam
yontemiyle tanimlanmistir. 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gore izolatlarin;
Bacillus, Diaphorobacter, Cupriavidus, Acinetobacter, Achromobacter, Massilia,

Staphylococcus ve Azospirillum cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

Izolatlarin antibiyotik direnglilikleri ve toplam antibiyotik direng yiizdesi
belirlenmistir. Toplam antibiyotik diren¢ yiizdesi en yiiksek % 82,5 Tetracycline ve
en diisiik % 15 Imipenem’e ait oldugu tespit edilmistir. Yine izolatlarin agir metal
direnglilikleri de belirlenmis ve en yiiksek agir metal direngliligi hem 5 mM hemde

20 mM lik mangan konsantrasyonlarinda gozlenmistir.

Ayrica izolatlarin biyosiirfektan iiretme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla
“Drop Collapse’” yontemi uygulanmis ve 29 izolatin biyosiirfektan sentezleme

0zelligine sahip oldugu belirlenmistir.



Sonug olarak bu ¢alismada; petrol ve petrol tlirevlerini iceren endiistriyel atiklarla
kirlenmig alanlardan poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalayabilen, agir metal ile
antibiyotiklere kars1 direng gosteren ve biyosiirfektan tiretebilen farkli bakteri tiirleri
elde edilmistir. Yukarida belirtilen Ozeliklere sahip tiirlerin biyoremediasyon
calismalarinda kullanilmasinin ekosistemin dengesinin diizenlenmesine katki

saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyosiirfektan, Biyoremediasyon, Antibiyotik Direnglilik, Agir
Metal Direnglilik
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ABSTRACT

In this study, the soil samples were taken from the contaminated areas with
industrial waste including petroleum and its derivatives from around the tire factory
in Kirsehir, chrome factory in Mersin and Kazanli, and Karaduvar refinery regions in
Mersin. A total of 40 bacteria were isolated from soil samples. The isolates were
identified with molecular diagnostic method as well as morphological, physiological
and biochemical tests. Based on the results of 16S rRNA sequence analysis, it was
found out that the isolates belonged to the Bacillus, Diaphorobacter, Cupriavidus,
Acinetobacter, Massilia, Staphyloccoccus and Azospirillum genera.

Antibiotic resistance and total antibiotic resistance percentage of the isolates
were determined. The percentage of total antibiotic resistance was determined as the
highest 82,5 % Tetracycline and the lowest 15% Imipenem. Again, heavy metal
resistances of isolates were determined and the highest heavy metal resistance was

observed in both 5 mM and 20 mM manganese concentrations.

Additionally, in order to determine biosurfactant production abilities of isolates,
“Drop Collapse’” method was applied and it was determined that 29 isolates have

biosurfactant producing ability.



As a result, in this study, different bacterial species degrading polyaromatic
hydrocarbon, resisting against antibiotics with heavy metals and producing
biosurfactant from the contaminated areas with industrial wastes including petroleum
and petroleum derivatives were acquired. It is thought that usage of species with
aforementioned features in bioremediation studies will contribute to the improvement

of the balance of ecosystem.
Key Words: Biosurfactant, Bioremediation, Antibiotic Resistance, Heavy Metal
Resistance
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1. GIRIS

Niifusun hizla artmasiyla birlikte gerceklesen Sanayi Devrimi sonunda
endiistriyel atiklarda biiyiik bir artis gdzlenmistir. insanlar giin gectikce gelismekte
olan endiistriyel alanlarda hammadde arayisi igine girmislerdir. Giiniimiizde dogal
kaynaklarin azalmasiyla yapay, sentetik, petrol ve petrol tiirevi olan ham maddeler
kullanilmaya baglanmistir. Kullanilan bu hammaddelerin ¢evreye verdigi zararlar
diisiiniilmeden iiretime gec¢ilmistir. Bu seri iretimler sonucunda cevre kirliligi;

ekosistemleri ve insan sagligini etkileyebilecek kadar biiyiik boyutlara ulagsmaistir.

Petrol ve petrol tiirevi olan hammaddelerin yapilarinda hidrokarbon olarak
nitelendirdigimiz bilesenler bulunmaktadir. Hidrokarbonlar yapilarinda C ve H
atomu bulunduran organik yapidaki kararli bilesiklerdir ve yapisinda ne kadar ¢ok
benzen halkasi igerirse ¢evre i¢in olusturdugu kirlilik tehdidi de o derece biiyiik
olmaktadir. Hidrokarbonun yapisinda bulunan ¢oklu benzen halkalar ise
hidrokarbonlarin parg¢alanmalarin1 zorlastirmaktadir. Cok sayida benzen halkasina
sahip olan hidrokarbonlara Polisiklik ~ Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

denilmektedir.

Poliaromatik hidrokarbonlar dogada kolaylikla pargcalanmayip bulastiklar
ekosistemi yok edebilecek giice sahip maddelerdir. Bu maddelerin bulundugu yerde
canlilik faaliyeti yavaslamakta hatta durmaktadir. Bu maddeler iki sekilde
temizlenebilir; ya bulunduklar1 ortamdan direk maddeyi toplama sayesinde ya da

biyolojik iyilestirme yontemleri sayesinde ortamdan uzaklastirilabilirler.

Bir yandan yeni endiistriyel isletmeler kurulurken bir yandan da var olanlarin
etkinligini devam ettirmeleri dogal kaynaklarimizin kirlenmesine sebep olmustur.
Endiistrinin hizli gelismesi sonucu ¢evreye birakilan atiklar icerisinde sadece
poliaromatik hidrokarbonlara rastlanilmamakta ayni zamanda agir metallere de
rastlanilmaktadir. Bu agir metaller endiistri kuruluslarinin atik sularindan dogaya

karigmaktadir.

Endiistri kuruluslarinda kullanilan agir metaller; genellikle bakir, ¢inko, kobalt,
kadmiyum, civa, kursun ve demir gibi metal iyonlaridir. Insanlar yiizyillar boyunca

agir metallerin etkilerini bilmeden birgok agir metal iceren malzemeler iiretmisler ve



sonug olarak bu agir metaller dogada birikmeye baslamistir. Bu atik maddeler giin
gectikce daha kompleks hale gelmekte ve dogadan temizlenmesi zorlasmaktadir.
Agir metallerin birikmesi sonucu canlilarda ¢esitli zehirlenmeler gézlenmis ve

bunlarin ¢evreden temizlenmesi ile ilgili caligmalar yogunluk kazanmistir.

Son yillarda bu kirletici unsurlar1 dogadan temizlemek amaciyla dogal yontemler
arastirilmaya baslanmistir. Bu c¢aligmalar sonucunda birgok biyolojik iyilestirme
yontemi bulunmus ve gelistirilmistir. Bunlara biyoremediasyon, fitoremediasyon ve

biyoliging gibi bir¢ok biyolojik iyilestirme yontemi drnek verilebilir.

Hidrokarbonlar bazi canlilar i¢in toksik etki gosterirken bazi canlilar i¢inse besin
maddesi olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar bu kirletici unsurlar1 karbon
kaynag1 olarak kullanmakta ve metabolizmalar1 i¢in gerekli olan enerjiyi bu
maddelerden saglamaktadirlar. Giiniimiizde yapilan biyolojik iyilestirme yontemleri
icerisinde mikroorganizmalarla yapilan ¢aligmalar giin gectikge 6nem kazanmakta ve
poliaromatik hidrokarbonlar1 en iyi derecede parcalayabilen yeni mikroorganizma
tiirleri arastirilmaktadir. Ozellikle dogal yasam alanlarindan izole edilerek
biyoremediasyon amaciyla kullanilmak iizere bu mikroorganizmalarla ilgili

calismalar son yillarda 6nem arz etmektedir.

Kirleticilerin toprakta birikmesi sadece oradaki canlilik faaliyetlerini etkilemekle
kalmayip besin zinciri yoluyla canlilarin ve insanlarin saglhigini da tehlikeye
sokmaktadir. Biyoremediasyon sayesinde kimyasal sivilarin, tehlikeli atiklarin ve
atik sularm aritilmasi ve temizlenmesi saglanmigtir. Artik glinlimiizde atik sularin

aritilmasinda mikroorganizmalar kullanilmaktadir.

Calismamizin  amaci; dogayr  kirleten  poliaromatik  hidrokarbonlari
parcalayabilme Ozelligine sahip bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi,
biyosiirfektan tiretme yeteneklerinin belirlenmesi ve antibiyotik ile agir metal
direngliliklerinin saptanmasidir. Bu ama¢ 1s18inda elde edilen izolatlarin

biyoremediasyon ¢aligmalarina katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.



1.1. Petrol ve Petrol Tiirevleri

Enerji, sanayi, ulastirma, endiistri, konut ve tarim alanlarinda yogun olarak
kullanilan petrol terimi Yunanca'da tas anlamina gelen “petra” ile yag anlamina
gelen “oleum” sozciiklerinden olusmustur. Petroliin yapist % 12 hidrojen, % 85
karbon, % 3'liik oksijen, azot ve siilfiir igeren organik bir hidrokarbondur. Petrol
biitan, propan, etan ve metan gibi ¢esitli hidrokarbonlarin karisgimindan meydana
gelmistir. Yanici Ozellige sahip olan petrol sivi halde genellikle koyu yesil, siyah
veya kahverengi renkte olup suda ¢oziinmeyen yapiskan bir sividir. Farkli petrol
tipleri kimyasal yapilar1 farkli olan hidrokarbonlar sayesinde meydana gelmektedir
(Onertiirk,1983; Faschchuk, 1991; Yalgin, 2008).

Kozmetik, plastik ve boya gibi birgok kimyasal iiriiniin hammaddesi olan petrol
ve petrol tlirevleri endiistride ve giinliik hayatta yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Jet yakiti, fuel oil, kursunsuz benzin, siiper benzin, normal benzin, sivilastirilmig
petrol gaz1 (LPG), nafta, solvent, gazyagi, motorin, kalorifer yakiti, asfalt, madeni
yag ve digerleri ham petroliin islenmesiyle elde edilmektedir. Bocek ilaglari ve
parfiim gibi ¢esitli ikincil triinler de ham petroliin aritimi sonucu olusmaktadir. Bu
riinlerden bazilart girdi veya destek iriin olarak petrokimya sanayisinde
kullanilmaktadir. Ham petroliin ilk damitma kalintis1 olan mazot 6nemli bir yakittir
ve ¢ogu durumda tagkOmiiriinlin yerini almistir. Etil, propilen, benzen, amonyak ve
metanol gibi temel petrokimya iirtinlerinin haricinde 4000" in {izerinde petrokimya
tirtinii bulunmaktadir (Acun, 1949; Sevil, 2003; Yalgin, 2008) .

Petrokimya sanayisi i¢in 6nemli bir hammadde kaynagi olan petrol ve petrol
tiirevlerinden giliniimiizde yapay lif, sentetik kaucuk, giibre, kozmetik {iriinleri,
filmler, plakalar, besin maddeleri, plastikler ve deterjan gibi 80.000 farkli {iriin elde
edilmektedir. Biiyiik bir 6neme sahip olan petrol ve petrol tiirevlerinden olugan her
lirlinlin ya da yan iirliniin kullanim alanlar1 giin gectik¢e artmaktadir. Petrol tiirevi
olan maddelerden parafin kagit tiretiminde kullanilirken, yaglar mekanik yaglamada
kullanilmaktadir. Yiiksek sicaklikta katran tortusunun yiikseltgenmesiyle elde edilen
bitim ya da asfalt, su gecirmez yol kaplamalarinin yapilmasinda yer alir

(Eckenfelder, 1989; Usiimezsoy ve Sen, 2003; Yalgin, 2008).



Poliaromatik  hidrokarbon (PAH) olarak adlandirilan karmasik  yapili
hidrokarbonlar petrol ve petrol tiirevlerinin yapisinda bulunmaktadir. Environmental
Protection Agengy- Cevre Koruma Kurulusu (EPA) tarafindan PAH'larin 16
adedinin Oncelikli kirletici oldugu belirlenmistir. Su ekosistemine bulasan bu
maddeler buradaki canlilarin viicutlarinda birikmekte ve kanserojenik/mutajenik
etkilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmatadir. PAH kirleticileri denizlerde
fitoplanktonlar ile baslayan besin zincirine girip besin zincirinde insana kadar

ulagmaktadir (Doganay, 1998; Yalgin, 2008).

Cevre kirliligini olusturmalar1 yoniinden diinya giindeminde 6ncelikli hale gelen
poliaromatik hidrokarbonlar genellikle petrol ve petrol tiirevlerinin ¢evreye
saliimlart sonucu bulagsmaktadir. Petrol rafineri atiklari, denizlerde petrol tasiyan
gemi kazalari, petrol dolum bosaltim istasyonlarindaki sizintilar, petrol tankerlerinin
devrilmesi ve fosil yakitlarin tamamen yanmadan atilmalar1 gibi olaylar sonucunda
cevremizde petrol kirliligi meydana gelmektedir. Sucul ve karasal ekosistemlerde
uzun siire kalabilen ¢evresel bilesikler petrol ve petrol tiirevlerini de kapsamaktadir

(Yalgin, 2008).
1.2. Hidrokarbonlar

Yapisinda sadece karbon ve hidrojen atomu iceren bilesiklere hidrokarbon denir.
Hidrokarbonlar alifatik ve aromatik hidrokarbonlar olmak iizere iki ana gruba

ayrilirlar.

Alifatik hidrokarbonlar; yapisal olarak diiz zincirli veya dallanmig, bag sayisina
gore ise doymus veya doymamis olarak simiflandirilmaktadir. Doymus
hidrokarbonlarin karbon atomlar1 aralarinda tekli hidrojen bagi bulunurken
doymamis hidrokarbonlarin karbon atomlar1 arasinda ise ikili veya iiclii hidrojen bagi

bulunur. Alifatik hidrokarbonlar alkanlar, alkenler ve alkinler diye ii¢ gruba ayrilir.

Aromatik hidrokarbonlar; yapilarinda bir veya daha fazla benzen halkasi igeren
bilesiklerdir. Aromatik hidrokarbonlar halka yapida olan hidrokarbonlardir. Benzen
halkas1 karbon atomlar1 arasinda sirasiyla bir tekli ve bir ¢ift bag iceren en basit

aromatik hidrokarbondur. Aromatik hidrokarbonlar monosiklik aromatik



hidrokarbonlar (MAH) ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) olarak iki gruba

ayrilirlar.
1.2.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Polisiklik Aromatik Hidrokarbon (PAH) lar, petrol ve petrol tiirevlerinde bulunan
fosil yakitlarin tam yanmamasi sonucu agiga cikan tehlikeli organik kirleticiler
listesinde yer almaktadir. Biyolojik dengeyi 6nemli ol¢iide etkileyen polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ¢evrede uzun siire kalmalari ve birikimleri sonucu dogal
cevrenin kirlenmesine ve ekolojik sistemin bozulmasina sebep olurlar (Telli-Karakog
ve ark., 2002; Li ve ark., 2006; Sprovieri ve ark., 2007). Petrol dokiilmesi, fosil
yakitlarin (evsel 1sinma, ulagim, endiistri vb. sirasinda) tamamen yanmadan atilmast,
kullanim esnasindaki hatalar ve ihmaller sonucunda cevreye bulasan, sucul ve
karasal ekosistemlerde uzun siire kalabilen PAH'larin ¢evrede tasimimlari ve
birikimleri sonucu ekolojik dengede yapmis olduklari tahribat son yillarda tiim
diinyanin ¢6ziim aradig1 sorunlarindan biri haline gelmistir ( Karakaya, 2003; Yunker
ve Macdonald, 2003; Martinez ve ark., 2004; Koseler, 2008).

(PAH) Polisiklik aromatik hidrokarbonlar genellikle poliaromatik hidrokarbonlar
olarak da bilinirler. Poliaromatik hidrokarbonlar iki veya daha fazla benzen
halkasindan olusan lipofilik ve hidrofobik 0zellige sahip organik bilesiklerdir
(Wcislo, 1998 ; Zhang ve ark., 2006; Wang ve ark., 2010; Alver ve ark., 2012;
Saygili, 2012; Kilig, 2015).

PAH'lar lipofilik yapilarindan dolayr yagdaki c¢oziiniirliikleri oldukg¢a fazladir.
Ancak hidrofobik yapida olduklarindan dolayr PAH'larin sudaki ¢oziintirliikleri
oldukga azdir. Bu 6zelliklerinden dolay1 hava ve suya kiyasla toprakta, sedimentlerde

ve yagli maddelerde daha ¢ok rastlanilmaktadir (Saygili, 2012).

Genis bir organik bilesik grubu olan poliaromatik hidrokarbonlar yapilarinda
dortten az benzen halkasi bulunduruyorsa hafif PAH, yapisinda dort veya dortten
daha fazla benzen halkasi bulunduruyorsa agir PAH olarak siniflandirilirlar (Danyi
ve ark., 2009; Alver ve ark., 2012; Kilig, 2015).



Agir PAH ‘larin sudaki ¢oziiniirliikleri ve buhar basinglar1 hafif PAH ‘lara gore
daha azdir. Poliaromatik hidrokarbonlarin yapisindaki benzen halka sayisi arttikca
¢Oziinlirliikleri ve buhar basinc1 azalirken toksik ve karsonejenik Ozellikleri
artmaktadir (Wenzl ve ark., 2006 ; Ferrarese ve ark., 2008; Alver ve ark., 2012;
Kilig, 2015).

Daha karmasik yapidaki bilesikler benzo-, dibenzo-, veya nafto- eklerini alarak
adlandirtlirken daha basit yapidaki PAH' lar ise ek almadan anthracene,
phenanthrene, pyrene, perylene gibi temel yapilarina gére adlandirilirlar (Bolanos ve
ark., 2010; Kalkan, 2012).

Cevre kirliligi bakimindan onemli bir smifi  olusturan poliaromatik
hidrokarbonlar kanserojen olma, mutasyona yol agma ve hiicreler i¢in zehirleyici
etkilere sahip olma gibi gesitli 6zellilerede sahiptirler (Kabadayi, 2003; Kalkan,
2012).

1775 de Londra da St. Bartholomew's Hospital da cerrah olarak ¢alisan Percivall
Pott PAH'larin kanser ile iliskisinin olup olmadigini baca temizleme is¢ilerinin
derilerindeki isten dolay:1 testis kanserine yakalandiklarimi gdzlemlemesi sonucu
ortaya ¢ikarmistir. Bu gozlem kanserin gevresel faktorlerle olustugunun ilk kanitidir.
Yaklasik 100 yil sonra Almanya ve Iskogya'da parafin endiistrisinde c¢alisan
insanlarda testis derisi kanseri Volkmann ve Bell tarafindan tespit ederek Pott'un
yapti§1 gdzlem dogrulanmustir (Luch ve Baird, 2005). Insanlar ve laboratuvar
hayvanlar1 lizerinde yapilan ¢aligmalarda benzo(a)pyrene igeren zengin PAH kaynagi
olarak; ozellikle yag, katran, is ve duman gibi Kimyasallar bulunmustur (Douben,
2003; Alver ve ark., 2012).

Ug aromatik halkaya sahip phenanthrene ve anthracene Uluslararast Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC- International Union of Pure and Applied
Chemistry) 'ne gore en basit yapili PAH lar olarak tanimlanmistir. Poliaromatik
hidrokarbon sinifina benzen gibi daha kii¢iik molekiiller girmemektedir. EPA
tarafindan hem c¢evresel kirlilik hemde insan saglig1 agisindan biiyiik 6nem tasiyan

16 adet PAH belirlenmistir (Saygili, 2012).



Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan temel kirleticiler olarak belirlenen 16
poliaromatik hidrokarbon; Naphthalene, Acenaphthene, Acenaphthylene, Fluorene,
Phenanthrene, Anthracene, Fluoranthene, Pyrene, Chrysene, Benzo(a)anthracene,
Benzo(b)fluoranthene,  Benzo(k)fluoranthene, Benzo(a)pyrene, Indeno(1,2,3-
c,d)pyrene, Benzo(g,h,i)perylene ve Dibenzo(a,h)anthracene'dir. Baslica temel
Kirletici olan PAH larin bulundugu artiklar canli ekosistemine zarar vermektedir
(Garcia, 1999). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve EPA nin énceliklendirdigi 16 PAH
tirtiniin molekiil sekilleri, yapisal formlari, baz1 fiziksel ve Kimyasal ozellikleri

Tablo 1.1. ve Tablol1.2. de verilmistir (Karakas ve Pekey, 2005; Kilig, 2015).



Tablo 1.1. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA)
Tarafindan Oncelikli Kirleticiler Listesine Alinan 16 Poliaromatik Hidrokarbon

Bilesenlerinin Yapisi ( Kilig, 2015)

PAH Molekiil Formiilii Halka Sayis1 Yapisi

Naphthalene C10H3 2
(NaP)

Acenaphthalene CioHs 3 i
o 9@

Acenaphthene Ci2Hio 3

= 40
Fluorene CuaHus . / .O
(FIn) —

Phenanthrene ,
CuHio 3 { N/
(Phe)

Anthracene
CuaH1o 3
(Ant)

Fluoranthene Ci4H10 4 0.0
(FD Q

Pyrene CieH1o 4
(Pyr) O‘C?]

Chrysene
(chn) CigHr2 5 OO‘




Tablo 1.2. Diinya Saglk Orgiiti (WHO) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA)
Tarafindan Oncelikli Kirleticiler Listesine Alinan 16 Poliaromatik Hidrokarbon

Bilesenlerinin Yapisi ( Kilig, 2015) (Devami)

PAH Molekiil Halka Sayis1 Yapisi
Formiilii
B th
enzo(a)anthracene CucHig 4 ‘
(oo L
Benzo(b)fluoranthene
CigH12 5

< 4040
Benzo(k)fluoranthene

zo(K)flu CaoHus 5 7\
(BKF) ‘O
Benzo(a)pyrene

(@)py CaoHis 5 “

o 0e
Indeno(1,2,3-
c,d)pyrene CaH12 6 “
sotg
Dibenzo(a,h)anthracene CopoHiy ‘
o) ; ‘“g
Benzo(g,h,i)perylene OO

. CH12 6
208




1.2.2. PAHlarn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

PAHlar yanmanin tam olarak ger¢eklesmemesi sonucunda genellikle tek bir
bilesik olarak degil yanma iirlinliniin kompleks bir karisimi olarak ortaya ¢ikarken
arastirma amagch saf bir bilesik olarak da iiretilebilirler. Saf bilesik halinde PAH lar
renksiz, beyaz, agik sari-yesil renkli, kat1 halde ve hafif hos bir kokuya sahiptirler.
Bilimsel ¢alismalarda kullanilmak iizere iiretilenler disinda PAH larin ¢ogunlugunun
bir kullanim alan1 bulunmamaktadir. Saglik alaninda, pestisit, boya veya plastik
yapiminda bazi1 PAH'lar kullanilmaktadir (ATSDR, 1995; Douben, 2003).
Poliaromatik hidrokarbonlar kiikiirt dioksitler ve siilfiirik asitle reaksiyona girerek
stilfiirik ve stilfonik asit formlarini, azot oksit ve nitrik asit ile tepkimeye girerek de
nitro tiirevlerini Olustururlar (WHO, 1998; Marce ve Borrull, 2000). Ozon ve
hidroksil radikalleriyle tepkimeye girmeye egilimlidirler (Douben, 2003; Alver ve
ark., 2012).

PAH'larin sudaki ¢oziiniirliikleri, CAS kodlari, bilesik formiilleri, molekiil
agirliklari, renkleri, erime noktalari, buharlasma noktalari, yogunluklari, Henry
sabiti, buhar basinglari, LogKow ve LogKoc® degerleri Tablo 1. 3.'de belirtilmistir.
Tabloda bulunan CAS numarasi, bilinen tiim kimyasal bilesikleri tanimlamak igin
Amerikan Kimya Dernegi'nin (American Chemical Society) bir alt bolimii olan
“Chemical Abstracts Service” (CAS), tarafindan verilmistir. Bilesigin sudan lipide
gecis potansiyelini LogKow gosterir. Bilesigin toprakta bulunan organik karbon
tizerine adsorblanma potansiyelini LogKoc3 gosterir. Denge durumunda bir bilesigin
sudaki ve havadaki derisimlerini agiklayan ve bu kimyasalin uguculuk potansiyeliyle

ilgili bilgi veren bir degere Henry Sabiti denir (Alver ve ark., 2012).
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1.2.3. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin (PAH) Kaynaklari

Kaynaklarina gore PAH'lar iki gruba ayrilir. Dogal kaynaklar; volkanik
patlamalar, orman ve c¢ayirlarin yanmasi gibi doga olaylari sonucu olusurken;
antropojenik kaynaklarda endiistride organik maddenin tam olarak yanma siirecini
tamamlamamasi, atiklarin yakilmasi, asfalt tiretimi, aliminyum {iretimi, 1s1 ve enerji
icin kullanilan komiir, petrol ve dogal gaz gibi yakitlarin yanmasi, sigara ve
arabalarin egzoz gazlarindan PAHlarin dogaya bulasmasini kapsamaktadir (WHO,
2000). Hava, su, toprak ve sedimentlerde genis alanlarda yayilmalarindan dolay1
canlilar igin toksik etki gdsteren bazi poliaromatik hidrokarbonlar EPA tarafindan
oncelikli kirleticiler listesine eklenmistir. Insan ve cevre saghig agisindan PAH larin

cevredeki analizleri ve izlenmesi gereklidir (Li ve ark., 2010; Kalkan, 2012).

PAH kaynaklar1 sabit ve hareketli kaynaklar seklinde de gruplandirilabilir.
Motorlu tagitlarin egzozlarindan ¢ikan gazlar hareketli kaynaklara 6rnek verilirken;
1sinma, ¢oplerin yanmasi, kok ve aliiminyum iiretimi, demir ve gelik {iretimi, petrol
prosesi, asfalt tiretimi ve kullanimi ise sabit kaynaklar olarak bilinmektedir
(Kordybach, 1999; Kalkan, 2012).

Farkl1 sektorlerde ve endiistriyel alanlarda degisik PAH emisyonlar1 ortaya
cikmaktadir. Yiiksek molekiil agirligina sahip PAH larin, kok firinlari, elektrik arkli
kalorifer ocaklar1 ve agir yakitlarin yakildigi tesislerde yiiksek derisimlerde oldugu
tespit edilmistir. Asenaftilen, asenaften ve antrasen ¢imento fabrikasi i¢in indikator
PAHlar olarak belirtilmistir. Endiistriyel atiklarin yanmasi sonucu olusan PAH lar
indeno(1,2,3-c,d)pyrene ve chrysene olarak belirtilmistir. Genellikle daha diisiik
molekiil agirhikli olan fluorene ve fluoranthene gibi molekiiller hareketli
kaynaklardan ¢ikan indikator PAH lardir (Yang ve ark., 1998; Kalkan, 2012).

Poliaromatik hidrokarbonlarin sucul ve karasal ortamlara taginmalari genellikle
atmosfer sayesinde gerceklesir. Gaz ve aeresol fazda olabilen poliaromatik
hidrokarbonlar uzak mesafelere tasinabilmeleri ve bozunmaya kars1 direngli olmalari
nedeniyle kentsel ve endiistriyel alanlarda genis kaynaklara sahip olmalarina ragmen

daha ¢ok kirsal ve uzak alanlarda daha yiiksek derisimlerde bulunurlar. PAH" lar
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kentsel ve endiistriyel alanlarda atmosfer sayesinde kiy1 alanlarina ve karasal yiizey

sularina kadar tasinmaktadir (Manoli ve Samara, 1999; Kalkan, 2012).

1.2.4. PAH'larin Cevre Uzerine Etkileri

Poliaromatik hidrokarbonlar ¢evreye hava ve su yoluyla dagilim gosterirler.
Volkanik patlamalar, otomobil egzozlari, orman yanginlari ve odun gibi organik
maddelerin yanmast sonucu ¢evreye hava yoluyla bulasirlar. Bir yandanda atiksu
aritma tesislerinden ve endistriyel atiksulardan yiizey sularina ulagsmaktadirlar.
Topragin PAH'larla kontaminasyonunun nedenlerinden biride tehlikeli atiklarin

bulundugu konteynirlarin dikkatsizce ¢cevreye birakilmasidir (ATSDR,1995).

Genelde atmosferde yogun olarak bulunan naphthalene, acenaphthene,
acenaphthalene, anthracene, fluorene ve phenanthrene gibi iki veya ii¢ halkaya sahip
olan PAH bilesikleri gaz halindeyken benzo(a)pyrene ve benzo(g,h,i)perylene gibi
bes ve daha fazla halkaya sahip PAH bilesikleri ise partikiil fazinda bulunmaktadir.
Ancak fluoranthene, pyrene, chrysene, benzo(a)anthracene gibi dort halkali PAH
bilesikleri ise her iki fazda da gozlenebilir (Ar1, 2008; Kalkan, 2012).

PAH larin 6zelliklerine baktigimizda genellikle sudaki ¢oziinirliikleri disiiktir.
Kiiciik partikiiller ya da gaz halinde bulunduklarindan dolayr uzak mesafelere
tasinmalar1 kolaydir. Bu sayede atmosferden kuru ve yas c¢okelme olaylariyla
topraga, su kiitlelerine ve bitkilerin tizerlerine diiserler. Atmosfere salindiktan sonra
PAH bilesikleri atmosferdeki partikiiler halde bulunan maddelerle birlesirler. Hava
sartlar1, partikiil ¢cap1 ve atmosferde bulunan maddelerle etkilesimleri poliaromatik
hidrokarbonlarin ~ farkli  yerlere tasinma  siiresini  etkiler.  Poliaromatik
hidrokarbonlarin atmosferdeki kiiciik partikiillere tutunmasi sonucunda atmosferde
bulunan ozon ve diger oksidanlar tarafindan fotodegredasyonunun siiresi daha biiyiik
bir partikiile tutunan PAH bilesigine gore daha uzun siirede ger¢eklesmektedir.
Mesela PAH bilesiginin tutundugu partikiiliin ¢ap1 1 pm’nin altinda oldugu zaman
fotodegredasyonunun stiresi birka¢ giin ile alt1 hafta arasinda degisirken daha biiyiik
bir partikiil oldugunda bu siire birkag giine diismektedir (Koseler, 2008; Kalkan,
2012).
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Yiizey sularinda bulunan poliaromatik hidrokarbonlardan bazilar1 atmosfere
buharlagirken bunlarin ¢ogu kati parcaciklara tutunarak nehir veya gollerin dibine
c¢Okmektedirler. Toprakta bulunan PAH larin biiylik ¢ogunlugu partikiillere tutunmus
haldedir. Toprakta bulunan PAH lardan bazilar1 atmosfere buharlasirken bazilarida
yeralt1 sularina karistiktan sonra akifere kadar giderler. Sucul ve karasal ekosistemde
yasayan hayvanlarin ve bitkilerin iizerinde bulunan PAH derisimlerinin toprakta ve
sudaki derisimlerinden ¢ok daha fazla oldugu bilinmektedir. Giines 15181 ve

atmosferdeki kimyasallar ile poliaromatik hidrokarbonlarin yapisi bozunuma

ugrayabilir (ATSDR, 1995; Kalkan, 2012).
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Sekil 1.1. PAHlarin ¢evredeki dagilimlan (Kalkan, 2012)
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Dogada bulunan PAH'lar hava, su ve toprak kirliligi sonucunda gidalarda da
gozlenmektedir. PAH'larin  bazilar1 yilizey sularindan havaya buharlasirken
cogunlukla g6l ve nehir diplerine ulasan PAH lar kat1 taneciklere tutunmus haldedir.
PAH'lar yagmur tanecikleriyle temas etmeden once atmosferde uzak diyarlara
gidebilmektedirler. Ancak yagmur taneciklerine temas eden PAH lar topraga ulasip

oradanda yeralt1 sularina karigmaktadir (Kabadayi, 2003; Kalkan, 2012).

Lehndorff ve Schwark (2002) Almanya nin Cologne Bolgesi'nde yerlesim
bolgesi, havaalani, park ve sehir kenar1 gibi birbirinden farkli 6zelliklere sahip 43
farkli yerden ornekler topladiklari ¢alismada ¢am yapraklarini pasif Grnekleyici
olarak kullanip bu ¢am yapraklarini analiz etmislerdir. Cam yapraklar1 {izerinde
bulunan PAH derisimleri 51-410 ng/g arasinda degistigi gézlenirken, phenanthrene,
fluoranthene ve pyrene'in baskin PAH bilesikleri oldugu bulunmustur. Sehir
merkezlerinde bulunan bitkiler sayesinde poliaromatik hidrokarbonlarin belirlenmesi

daha ekonomik ve pratik yontem olarak kullanilmistir (Lehndorff and Schwark,
2004; Kalkan, 2012).

Hayvanlar  iizerinde yapilan daha Onceki c¢alismalarda poliaromatik
hidrokarbonlarin karsinojenik ve mutajenik 6zellikerinin yanisira gesitli zehirleyici

etkilere sahip oldugu gozlenmistir (Castellano ve ark., 2003; Kalkan, 2012).

Atmosferden sucul ekosisteme gecen PAH larin deniz ekosisteminde yasayan
baliklar ve kabuklularin biinyesinde birikmesiyle besin zinciri araciliyla insanlara

kadar ulagtig1 gézlenmistir (Golomb, 1997; Kalkan, 2012).

1.3. Suirfektanlar

Kelime olarak siirfektan "ylizeyi saran" anlamina gelmektedir. Hidrofilik ve
hidrofobik gruplara sahip olan ve yiizey gerilimini diisiiren siirfektanlar farkli fazlar
arasindaki yiizeylerde ya da ylizeyler arasinda etkili olurlar. Suyu sevmeyen
gruplarinin  varligi nedeniyle her iki fazin yiizey oOzelliklerini degistirirerek
bulunduklar1 ortamin yiizey gerilimini ya da ylizeyler arasi gerilimi diisiiriirler (Desali

ve Banat, 1997; Nitschke, 2004; Yilmaz, 2008).
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Siirfektanlar dogal olarak ya da yapay olarak iiretilmekle birlikte dogal olarak
iretilen  biyosiirfektanlar mikroorganizmalar sayesinde elde edilmektedir.
Mikroorganizmalarin suda c¢oziinmeyen susbtratlarda gelismeleri goéz Oniinde
bulunduruldugunda genellikle aerob sartlarda siirfektan {iretebildikleri tespit
edilmistir (Uysal ve Tiirkman, 2004). Bitkisel ya da hayvansal yaglarin, petrol
tirevlerinin, yag asitlerinin ve alkollerin bir¢ok Kimyasal siiregten gegmesi sonucu
iiretilen stirfektanlara sentetik siirfektan denilmektedir. Mikrobiyal siirfektanlar

giingectikce onem kazanmakta ve sentetik siirfektanlarin yerini almaktadirlar (Singh
ve ark., 2006; Yilmaz, 2008).

1.3.1. Biyosiirfektanlar

Torulopsis magnoliae tarafindan hiicre disina sentezlenen glikolipitler olarak
bilinen biyosiirfektanlar ilk defa 1961°de Gorin ve arkadaslarinin tarafindan
bulunmustur (Gorin, ve ark., 1961; Celikdemir, 2012). Yapilan ¢alismada
mikroorganizmanin yanlis tanimlandigi fark edilerek mikroorganizmanin Torulopsis

apicola oldugu bildirilmistir (Tulloch ve Spencer,1968; Celikdemir, 2012).

Emiilsifikasyon yetenegine sahip olan, giiglii ve etkin ylizey aktivitesi sergileyen
ve sentezleri mikroorganizmalar tarafindan gergeklesen bilesenlere biyosiirfektanlar

denir (Banat ve ark., 2000; Celikdemir, 2012).

Biyostirfektanlar yaglari, karbonhidratlar1 ve hidrokarbonlar1 karbon kaynagi
olarak kullanan ve oksijenli solunum yapan mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir (Uysal ve Tiirkman, 2004; Yilmaz, 2008).

Yapay siirfektanlara oranla biyosiirfektanlarin sahip olduklar1 avantajlar asagida

belirtilmistir.

+ Biyolojik yolla pargalanabilirler.
+ Genel olarak diisiik zehirleyici etkiye sahiptirler.
+ Canli dokulara zarar vermediklerinden dolay1 kozmetik, gida ve ilaglarda

katkt maddesi olarak kullanilabilirler.
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+ Biyosiirfektan iiretimi i¢in mikroorganizmalara substrat olarak direk ham
madde verilebilir. Bu ham maddeler; karbonhidratlar, yaglar, hidrokarbonlar
veya bunlarin bilesimleri olabilir. Bu o6zelliklerinden dolay: iiretim daha
ekonomik olur.

+ Cevresel kirliliginin gideriminde; atiklarin detoksifikasyonunda, petrol ve
petrol tirevi ile kirletilmis topraklarin biyoremediasyonunda ve yag
atiklarinin kontroliinde etkili bir sekilde kullanilabilirler.

+ Biyosiirfektanlar kendilerine ait ozelliklerinden dolay1 spesifik etkiye
sahiptirler. Biyosiirfektanlar yapilarinda kompleks organik molekiillerden
olusan 6zel islevsel gruplar bulundururlar.

+ Kullanim alanlarinin gesitli olmasinin sebebi; asir1 sicaklik, pH ve tuzluluk

kosullarina toleranslarindan kaynaklanmaktadir (Kosaric, 2001; Kaya, 2008).

Ayni zamanda biyosiirfektanlar metallerle bag kurma egiliminde olduklarindan
dolay1 agir metallerle kontamine olmus toprak ve sularin aritilmasinda da
kullanilmaktadir. Biyoremediasyonla agir metal giderimi endiistriyel uygulanabilirlik

acisindan da son giinlerde ilgi gérmektedir (Rodrigues ve ark., 2006; Yilmaz, 2008).

1.3.2. Biyosiirfektanlarin Yapisi ve Fonksiyonlari

Amfipatik karaktere ve yiizey aktif ozelliklere sahip olan biyosiirfektanlar ¢cok
farkli yapisal 6zellik gosterdiklerinden dolay1 ¢cok sayida endiistriyel alanda ve ¢esitli
islemlerde kullanilirlar. Peptitler, katyonlar, anyonlar, aminoasitler ve polisakkarit
gruplar1 biyosiirfektanin hidrofilik grubunu olustururken; yag asitleri, doymus ve
doymamis yaglarda biyosiirfektanin  hidrofobik  kismini  olusturmaktadir.
Lipopeptitler, glikolipidler, fosfolipidler, lipoproteinler, polimerik ve partikiilli
olarak isimlendirilen biyosiirfektanlar hidrofilik ve hidrofobik gruplarinin igerdigi
yapilara gore smiflandirilmaktadir. Biyoslirfektan birimleri konsantrasyona baglh
olarak sivi ¢ozeltilerde farkli sekillerde bulunabilmektedir (Sekil 1.2.). Yine diisiik
konsantrasyonlarda tekli ya da lineer formda bulunurken yiiksek konsantrasyonlarda
ise misel ve silindirik formda bulunmaktadirlar (Lang ve Wagner, 1987; Desai ve
Desai, 1993; Yalgin, 2008).
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D E

Sekil 1.2. a. Tekli yapidaki biyosiirfektan, b. Misel yapidaki biyosiirfektan, c.
Silindirik yapidaki biyosiirfektan, d. Cift tabakali biyosiirfektan, e. Emiilsiyon
haldeki biyosiirfektan (Yalgin, 2008)

Mikroorganizmalarin substrata erisiminin kolaylagmasi ve mikrobiyal biiylimenin
hizlanmasinin nedeni; biyosiirfektanlarin ylizey gerilimini azaltma, diisiik kritik
misel konsantrasyonu, emdiilsiyonlar1 stabil etme ve kopiirmeyi diizenleme gibi
Ozelliklere sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (Cerniglia, 1981; Poeton ve ark.,
1999; Yalgin, 2008). Biyosiirfektanlarin yiizey gerilimini diisiirme o6zelliginden
dolay1 petrol gibi suda ¢oziinmeyen hidrofobik yapidaki substratlarin ¢oziiniirligii
artmakta ve ayrica biyodegradasyonun ger¢eklesmesini kolaylastirmaktadir (Neu ve

Marshall, 1990; Banat ve ark., 2000; Demirdégen,2012).

Dogadaki hidrokarbon kirliliginin temizlenmesinde kullanilan kimyasal
stirfektanlarin ortaya ¢ikardigl yan iirlinler ¢evreyi kirletebilmektedir. Buna karsilik
biyosiirfektan hem dogada biyolojik olarak pargalanabilirken hemde ¢evreyi kirleten
maddeleride  parcalar. Bu  ozelliklerinden dolay1r  biyosiirfektan  iireten
mikroorganizmalar poliaromatik hidrokarbonlarla kirletilmis alanlarin
biyodegradasyonunun hizlandirilmsinda 6nemli bir yere sahiptir (Rosenberg, 1999).
Ayni zamanda biyosiirfektanlar petrol-yag gideriminde de kullanilabilmektedirler
(Shulga ve ark., 1999). Biyosiirfektanlarin seramik, herbisid ve pestisid

formulasyonu, deterjan, saglik hizmetleri, kozmetik, seliiloz - kagit, komiir, tekstil,
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gida sanayisi ve maden isletmeciligi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (Banat ve
ark., 2000; Ron ve Rosenberg, 2001). Biyosiirfektan iireten birgok bakteri ve maya
tirleri karbon kaynagi olarak hidrokarbonlar1 kullandiklarinda yiizey gerilimini
degistirebilme oOzelligine sahip glikolipid, fosfolipid ve lipopeptid gibi ¢esitli
biyosiirfektanlari iretebilirler (Banat, 1995). Sentezlenen biyosiirfektanlar
hidrokarbonlar1 emiilsiye etmek ve parcalanan hidrokarbonlarin hiicre igine

tasinmasini kolaylastirmaktadir (Desai ve Banat, 1997; Yilmaz, 2008).
1.3.3. Biyosiirfektanlarin Simiflandirilmasi

Yiizey aktif bilesenleri olarak bilinen biyosiirfektanlar yapilarinda hidrofilik ve
hidrofobik gruplar icerirler. Biyosiirfektanlar sentetik siirfektanlardan farkli olarak
sentezlendikleri  mikroorganizmaya goére ve kimyasal yapilarina  gore

smiflandirilmaktadirlar (Desai ve Desai, 1993; Desai ve Banat, 1997; Yal¢in, 2008).

Yiizey aktif maddelerden olan biyosiirfektanlar mikrobiyal orjinlerine gore
fungal, maya ve bakteriyel siirfektanlar olmak {izere {ic gruba ayrilirlar. Bakteriler
tarafindan sentezlenen Bacillus ve Pseudomonas cinslerinden elde edilen trehaloz
lipidler, ramnolipidler, hidrofobik proteinler ve aminoasit iceren lipidler gibi ylizey
aktif maddelere bakteriyel biyosiirfektanlar denilmektedir. Torulopsis, Endomycopsis
ve Candida gibi maya cinslerinden elde edilen soforoz lipidler ve mannosileritritol
lipidler gibi maddelere de maya biyostirfektanlar1 denilmektedir. Bir yandan da
Shizonella'nin iirettigi mannosileritritol lipidler ve Ustilago genuslarindan elde
edilen ustilajik asit gibi maddelerede fungal biyosiirfektanlar denilmektedir (Desai ve
Desai, 1993).

Biyosiirfektanlar lipidler, lipopeptit/lipoproteinler, glikolipidler, partikiiller ve
polimerler olmak tizere kimyasal komposizyonlarina gore bes gruba ayrilirlar (Desai

ve Desai, 1993; Desai ve Banat, 1997; Yalgin, 2008).

Biyosiirfektan iireten mikroorganizmalar ve irettikleri biyosiirfektanlarin cesitleri

Tablo 1.4." de verilmistir (Kaya, 2008).
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Tablo 1.4. Mikrobiyal Siirfektanlarin Onemli Tipleri ve Mikrobiyal Kaynaklari
(Kaya, 2008)

Biyosiirfektan Mikroorganizma
1) Glikolipidler
Glikoz Lipidler Alcanivorax borkumensis, Alcanigenes sp.
Ramnolipidler Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp.
Trehalozlipidler Nocardia erythropolis, Mycobacterium sp.,
Arthrobacter sp.
Soforozlipidleri Torulopsis bombicola, T. apicola, T.
petrophilum
Hiicresel lipidler Ustilago zeae, U. maydis
2) Lipopeptidler ve lipoproteinler
Ornitin lipidler Myroides sp. SM1
Peptid-lipid Bacillus licheniformis
Serrawettin Serratia marcescens
Viskosin Pseudomonas fluorescens
Surfektin & Subtilisin | Bacillus subtilis
Gramisidinler Bacillus brevis
Polimiksinler Bacillus polymyxa
3) Yag asitleri, notral lipidler ve fosfolipidler
Yag asitleri Corinebacterium lepus
Notral lipidler Nocardia erythropolis
Fosfolipidler Thiobacillus thiooxidans
4) Polimerik siirfektanlar
Emiilsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Mannan-lipid-protein Candida tropicalis
Liposan Candida lipolytica

Pseudomonas nautica, P. fluorescens,
Karbohidrat — protein — lipid | Yarrowina lipolytica, Debaryomyes
polymorphus
Protein PA Pseudomonas aeruginosa
5) Partikiiler biyosiirfektanlar
Vesikiiller ve fimbria Acinetobacter calcoaceticus
Biitiin hiicre Cesitli bakteriler
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1.3.4. Biyosiirfektan Ureten Mikrooganizmalari izleme Yontemleri

Etkin biyosiirfektan iiretebilen mikroorganizmalar1 tespit edebilmek i¢in ¢ok
sayida yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontemlerde biyosiirfektanin yapisi ve
fonksiyonu temel alinirken bir yandan da hiicre disina salinan biyosiirfektanlarin
hiicre disindaki 6zgiil davranislarida gdz &niinde bulundurulmustur. Ornegin Drop
Collapse yontemi mineral yag iizerine siipernatant damlaciginin birakilmasi
sonucunda damlacigin davranisina gore sonuclanan kantitatif bir yontemdir. Du
Nouy Ring yontemi ise yiizey geriliminin degisimi géz Oniine alan bir yontemdir

(Bento ve ark., 2005; Tugrul ve Cansunar, 2005; Celikdemir, 2012).
1.3.4.1.Hemolitik Aktivite

Genellikle hemolitik aktivite testleri iki sekilde yapilmaktadir. Bunlardan
birincisi kanli1 agar besiyerine ekilen bakterilerin iniibasyon sonrasinda besiyerinde
olusturduklari zonlar sonucu gozlenmektedir. Kanli agar besiyerinde bakteri iiremesi
sonucu alyuvarlarin pargalanmasi ile olusan seffaf zonlar bakterilerin - hemolitik
aktiviteye sahip oldugunu gosterirken hemoglobin molekiillerinin pargalanmasi
sonucu olusan yesil zonlarda o-hemolik aktivite oldugunu gostermektedir

(Siegmund ve Wagner, 1991; Celikdemir, 2012).

Ikinci yéntem ise eritrosit siispansiyonunun 540 nm'de absorbansi okunmasi

stireti ile gergeklesen kantitatif bir yontemdir (Johnson ve Boese-Marrazzo, 1980).

Biyosiirfektan uretimininin tespitinde kullanilan hemolitik aktivite testinde ki
pozitif sonucun hiicrelerin sahip oldugu enzimlerden de kaynaklanabilecegi
diistintildiigli i¢in ikinci bir teste ihtiyag duyulmaktadir. Bundan dolay1 hemolitik
aktivite yoOnteminin biyoslirfektan {iretiminin tespitinde spesifik olmadig

anlasilmaktadir (Heyd ve ark., 2008; Celikdemir, 2012).

1.3.4.2. Setiltrimetilamonyum Bromid (CTAB) Agar Testi

Bu test metilen mavisi ile katyonik bir siirfektan olan setiltrimetilamonyum
bromid (CTAB) igeren agarli besiyerinde gergeklestirilmektedir. CTAB agar testi
ramnolipidler gibi anyonik siirfektan varligini saptamada kullanilir. Ortamda bulunan

katyonik biyosiirfektan olan CTAB anyonik bir biyosiirfektanla reaksiyona
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girdiginde metilen mavisinin rengini agarak seffaf zon olusmasina neden olur. Bu
sayede bakterinin anyonik bir siirfektan tirettigi kantitatif olarak belirlenir. Bu testde
0,2 g/L CTAB ve 0,005 ¢g/L oraninda metilen mavisi i¢eren besiyeri sayesinde gerek
ramnolipidler gerekse yeni anyonik biyosiirfektanlar1 hizli bir sekilde tespit edilir.
Ideal bir yontem olmasina ragmen smirli sayida bir gruba hizmet ettiginden dolay1
biyosiirfektanlarin hepsinin tespitinde kullanilamaz (Siegmund ve Wagner 1991;
Perfumo ve ark., 2006; Celikdemir, 2012).

1.3.4.3. Antron Yontemi

Bu yontem spektrofotometre Olglimiine dayanan kolorimetrik bir yontemdir.
Ramnoz ile isitilan giiglii bir asit olan antron (9,10-dihidro-9-oksoantrasen) un
reaksiyona girmesi sonucu renk olusumunun 625 nm'de spektrofotometre cihazinda
okunmasi sonucunda belirlenmektedir. Bu yontem standart olarak kullanilan
ramnolipidlerin ya da ramnozun farkli konsantasyonlar1 ile standart egri
olusturmasini esas alir (Helbert ve Brown, 1957; Hodge ve Hofreiter, 1962). Hem
ucuz olan bu yontem 20 mg/L miktarmin altindaki diisiik ramnolipid derisiminde

dahi etkilidir (Noordman, 2000; Celikdemir, 2012).

1.3.4.4. Drop-Collapse Yontemi

Drop Collapse yontemi hidrofobik bir sivi {izerine biyosiirfektan maddenin
birakilmasi sonucunda damlacigin yayilim yada stabil halde kalma davranigina gore
sonuglanan kantitatif bir yontemdir. Inkiibasyondan sonra sivi  kiiltiiriin
santrifiijlenmesi sonucu elde edilen biyosiirfektan igeren siipernatant mineral yag
tizerine damlatildifinda damlacik yayilma ozelligi gosterirken sadece besiyeri
damlatilan mineral yagda ise damlacik besiyerinin hidrofilik olmasindan dolay:
damlacik halinde kalmaktadir. Drop Collapse yonteminde negatif kontrol olarak
steril besiyeri ve su kullanilirken pozitif kontrol olarak Tween 80 ve sodyum dodesil
stilfat gibi yiizey aktif maddeler kullanilabilir. Bu yontem diger yontemlere gore
daha genis kapsamli ve genel amacglh oldugu i¢in tercih edilmektedir (Jain ve ark.,
1991; Celikdemir, 2012).
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1.4. Agir Metaller

Fiziksel 6zellik bakimimdan 5 g/cm® (r>5g/cm®) ten daha yiiksek yogunluga sahip
olan metallere agir metal denilmektedir (Sevgi, 2007). Cinko, molibden, krom,
demir, kursun, kadmiyum, bakir, nikel, kobalt, vanadyum, aliiminyum, arsenik, kalay
ve mangan gibi 60 dan fazla metal i¢eren gegis elementleri periyodik cetvelin en
genis grubunu olusturmaktadir. Genellikle bu agir metaller dogada kararli bilesikleri
olan silikat, oksit, karbonat ve siilfiir halinde veya silikatlar igerisine hapsedilmis
olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Metallerin yogunluk degerlerine bakilarak ekolojik
denge tizerinde olusturduklari etkiler tahmin edilmeye calisilsa bile, metallerin

biyolojik etkileri ile yogunluklar1 arasinda bir iliski bulunmadigi goriilmektedir

(Yiicel, 2010; Cay, 2014).

Agir metaller esansiyel ve nonesansiyel olmak iizere iki gruba ayrilir. Canlilar
yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek icin iz elementlere ihtiya¢ duyarlar. Bu iz
elementlerin igerisinde yer alan agir metallere esansiyel agir metaller denir.
Canlilarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirmeleri i¢in gerekli olmayan agir metallere
nonesansiyel agir metaller denilmektedir (Gohre ve Paszkowski, 2006; Sanchez-
Chardi ve ark., 2009; Cay 2014). Nikel (Ni), mangan (Mn), demir (Fe), bakir (Cu) ve
cinko (Zn) gibi esansiyel metaller canlilarin yasamsal faaliyetleri i¢in gerektigi gibi
canlilarda yiiksek konsantrasyonlar da bulunmasi sonucunda toksik etki
gostermektedirler (Demirezen ve Aksoy, 2004). Ayrica kursun (Pb), krom (Cr), civa
(Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi esansiyel olmayan agir metallerin canlilarda diisiik
miktarlarda bulunmasi bile toksik etki olusturabilmektedir ( Market, 1993; Altay,
2016).

1.4.1. Agr Metallerin Kaynaklari

Topraklarin ve kayaglarin dogal bilesenlerinden biri olan agir metaller topraklarin
bilesimlerine bagli olarak farkli miktarlarda ve gesitli yapilariyla topraklarda
bulunurlar. Dogadaki agir metallerin dogal dagilim desenlerinin son zamanlarda
Insanlar tarafindan degismeye basladigi gézlenmeye baslamistir (Baskaya ve Teksoy,
1997; Kocaer ve Baskaya, 2003; Ozdemir, 2008).
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Agir metallerin dogaya bulagsma siiregleri dogal kaynak ve antropojen kaynak
olmak tizere ikiye ayrilir. Volkanik patlamalar, erozyon, minerallerin hava ve riizgar
ile asinmas1 dogal kaynaklara 6rnek olarak verilebilirken evsel 1sinma sistemleri,
termik santraller, madencilik, giibreler, motorlu tasitlar, pestisitler, demir-gelik,
seker, ¢imento, petrokimya ve metal endiistrileri ise insan kaynakli yollar olarak
belirtilmektedir (Chehregani ve Malayeri, 2007; Sabiha-Javied ve ark., 2009). Agir
metallerin dogaya salinimlarinin temel nedeni genellikle insan kaynakli endiistriyel
atiklardan kaynaklanmaktadir. Temel endiistrilerden cevreye birakilan agir metal

tirleri Tablo 1.5. de genel olarak gosterilmistir (Cay, 2014) .

Tablo 1.5. Temel Endiistrilerden Cevreye Birakilan Metal Tiirleri (Cay, 2014)

Endiistri Tipi | Co |Cd |Cr |Cu |Pb | Ni [Sn |Zn |Fe | As | Al | Mn | Mo |V
Kagt = - + + + + - - - - - - - -
Petrokimya - + + |- + |- + |+ |- - - - + +
Klor-alkali = + + . + r + + + - - - - -
Giibre Sanayi | - + + |+ |+ |+ |- + |- - - + + +
Demir-gelik + + + |+ + |+ |+ |+ + |+ [+ |+ + -
Enerji Uretimi | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |- |- |+ + |+

Dogaya atilan agir metallerin yaymimlar1 dikkate alindiginda ¢ok cesitli
sektorlerden g¢esitli prosesler sonucunda biyosfere atilminin gerceklestigi
goriilmiistiir. Sekil 1.3.” de agir metallerin biyosfere farkli sektorlerden salinimlari

gosterilmistir ( Kahvecioglu ve ark., 2007).
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Sekil 1.3. Sematik olarak agir metallerin dogaya yayimimlari (Kahvecioglu ve ark.,

2007)

Agir metallerin 6nemli bir miktar1 atik sularda bulundugu gibi ayn1 zamanda
aritma camurlarindada bulunmaktadirlar. Coziinmiis agir metaller yiizey sulari ve
denizlere ulasarak buradanda igme sularina katilirlar ve tekrar mobilize olarak igme
sulartna buradan da besin zincirine katilirlar. Besin zincirine katilan agir metaller
kimyasal veya biyolojik yollarla biinyeden atilamaz ve akiimiile olurlar. Buna
ragmen canli organizmalarda her ne kadar taban, hava veya sularda rastlanilan
konsantrasyonlardan ¢ok daha yiiksek oranda agir metal konsantrasyon degerlerinde
olsa bile, cok az olarak hayvan ve insanlarda sagliginda risk olusturacak kadar

aklimiilasyon sinirina ulagilir ( Kahvecioglu ve ark., 2007).

1.4.2. Agr Metallerin Cevreye EtKisi

Birgok Agir metallerin ve metaloidlerin ¢ogu zehirli oldugu i¢in ¢ok kiigiik
derisimlerde bile zehirlenmelere sebep olabilmektedirler (Kara, 2005; Arora ve ark.,

2008). Agir metallerin etkileri canli orgnizmlarda ve toprakta kisa siirede
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gozlemlenemez. Bundan dolayr da agir metal birikimini siirekli olarak kontrol

etmemiz gerekmektedir ( Cay, 2014).

Antropojen etkinin dogadaki agir metal dagumina etkisinin biiyiik oldugu
gozlenmektedir (Facchinelli ve ark., 2001). Insan faktériiniin en biiyiik oldugu yerler
olarak ¢imento iiretimi, cam {iretimi, ev aletleri tiretimi, demir ¢elik sanayi, termik
santraller, ¢op ve atik camur yakma tesisleri, tekstil endiistrisi kuruluslari, rafineri ve
endiistriyel faaliyetler 6rnek verilebilir (Market, 1993). Ayrica atmosferdeki duman
ve partikiillerin kaynagini fosil yakitlar ve tasitlar olustururken topraktaki agir
metallerin kaynaklarinida atiklar, pestisidler ve giibreler olusturmaktadir (Demirezen
ve Aksoy, 2004; Altay, 2016).

Agir metallerin toprak {iizerindeki etkilerinin kolaylikla tespit edilememesinin
sebebi dogrudan topraga verilen agir metalin toprakta bulunan baska maddeler ile
tepkimeye girmesinden kaynaklanmaktadir. Farkli maddelerle tekimeye giren agir
metalin topraga etisini saptamakta zorlagmaktadir. Agir metal kirliligi suyun
kalitesini bozmada, yer alti sularma karisip mikroorganizmalara zarar vermede,
bitkilerin yapilarina girip besin zinciri yoluyla insana ulasmada 6nemi bir tehlike arz

etmektedir ( Cay, 2014).

Genellikle toprakta biriken agir metaller topragin kimyasal yapisint bozmakta ve
bu nedenle topragin verimliliginide diisiirmektedirler. Bir yandan da toprakta
bulunan canlilar i¢in toksit etki gosterebilmektedirler. Besin zinciri vasitasiyla
canlilara ulasan agir metaller canlilarda birikmekte ve belirli konsantrasyonlara

ulastiklarinda zehirli etkiler gosterebilmektedirler ( Cay, 2014).

Oksidatif stresin olugmasmin nedenlerinden biriside agir metallerin serbest
radikal formlarindan kaynaklanmaktadir (Mudipalli, 2008). Kararsiz yapida olan
serbest radikaller kararl bir hale gegebilmek igin canlinin hiicrelerine saldirmakta ve
zarar vermektedirler (Krystofova ve ark., 2009). Agir metale ¢ok fazla maruz kalma
sonucunda viicudunda fazlasiyla biriken serbest radikal formlar ileriki safhalarda
canlimin enzimlerindeki ve pigmentlerindeki temel elementlerin yerine gegerek bu

yapilarin canlilik fonksiyonlarini yerine getiremez hale getirmektedirler (Ali ve ark.,

26



2013; Cay, 2014). Membran fonksiyonlarin1 engellemeleri, niikleik asitlerine zarar
vermeleri ve enzimatik aktivitelerini inhibe etmelerinden dolay1r agir metaller
mikroorganizmalar i¢in toksik etki gostermektedirler (Gadd, 1992; Freedman, 1995).
Agir metaller O6nemli fonksiyonel gruplari bloke etmelerinden dolay1
mikroorganizmalar {izerinde inhibitor etkiye sahiptirler (Doelman ve ark., 1994;
Akkan, 2009).

Elektrik iretimi igin termik santrallerde oOgitiilmiis komiir kullanilmaktadir.
Yakma islemi sonucunda ortaya ¢ikan kiillerden bircogu baca tarafindan cekilen
gazlarla birlikte atmosfere verilmektedir. Bu kiil partikiillerinin yiizeyince genellikle
As, Cd ve Cu gibi agir metaller bulunmaktadir. Kullanilan kémiiriin ¢esidine gore
santrallerde c¢esitli atiklar meydana gelmekte ve farkli agir metaller dogaya

sacilmaktadir (Diilger, 2012).

Atmosferde bulunan agir metallerin yagmur gibi hava olaylar1 sonucu suya
gegebilecegide bilinen bir gergektir (Hornbuckle ve ark., 1993; Jeremiason ve ark.,
1994; Tasdemir, 1997; Akkan,2009).

1.4.3. Mikrobiyal Metal Diren¢ Mekanizmasi

Agir metallerin periyodik tabloda gecis elementlerinde bulunmasiin sebebi d
orbitallerinin gerekli sayida elektrona sahip olmamalarindan kaynaklanmaktadir.
Gegis elementi olan agir metallerin d orbitalleri agir metallerin farkli elementlerle
tepkimeye girmesini kolaylastirmaktadir. Bundan dolayr agir metaller birer iz
element olarak bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda Onemli rollere sahiptirler (Nies,

1999; Diilger, 2012).

Bruins ve ark., (2000)° e gore, mikroorganizmalar yasamsal faaliyetlerini
gerceklestirebilmeleri i¢in iz miktarda da olsa agir metale gereksinim duyarlar. Bu iz
elementler simifinda potasyum, kalsiyum, bakir, magnezyum, kobalt, nikel, krom,
¢inko, manganez, demir ve sodyum gibi bazi metaller yer almaktadir. Canlilarin
yasamsal faaliyetlerinde yer almayan metallere 6rnek olarak altin, civa, giimis,
kursun, kadmiyum ve aliiminyum verilebilir. Esansiyel metaller; biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemek, protein yapisini ve bakteri hiicre duvar yapisini stabilize

etmek, osmotik dengeyi korumak, gen ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekiilleri
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aktive etmek, elektron alicisi veya vericisi olarak enerji metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Demir, bakir ve nikel gibi esansiyal gecis metalleri redoks
tepkimelerinde rol alirken, magnezyum ve ¢inko gibi esansiyal metaller elektrostatik
giicleri sayesinde ¢esitli enzimleri ve DNA y1 stabilize etmektedirler. Demir, nikel,
magnezyum ve kobalt diizenleyicilik gorevi olan kompleks molekiillerin yapisinda
yer almaktadir (Diilger, 2012).

Makro elementlerden daha diisiik miktarda bulunmalarina ragmen mikro element
olan V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo ve W yasam i¢in zorunludur ve genellikle
inorganik iyonlar gibi yerel ¢evresinden alinirlar. Bu tip metallere esansiyel metaller
denilmistir. Bu metaller kofaktor gibi kullanildiklar1 i¢cin gereklidirler (Bruins ve ark.
2000). Enzim ve proteinlerde yapisal ve katalitik rol oynarlar ve biyolojik
molekiillerin stabilizasyonunu saglarlar. Ayrica elektron transferinde ve osmotik
denge saglanmasinda ve bakteriyal hiicrelerin enzimlerinin (yaklagik %30 ‘unda)
yapisal bir bileseni olarak kullanilirlar (Wackett ve ark. 2004). Biyolojik rolleri
bilinmeyen ¢ok sayida metal vardir. Bunlar genellikle agir metaller ya da toksik
metaller olarak isimlendirilir. Bilinen toksik metaller Al, Au, Ag, Bi, Cd, Cr, Hg, Sn,
Pb ve TI'dir (Torabi, 2013).

Metallere karsi diren¢ mekanizmalar1 prokaryotik hayatin baglamasi ile ortaya
cikmustir (Sevgi, 2007). Guzzo ve ark., (1999)" a gore toksik metallere kars1 direng
mekanizmalarinin gelistirilmesine yol acan etmen mikroorganizmalarin bulundugu
cevrede toksisiteye sebep olan metalin varligi ve bu metalin organizma tizerinde

yarattig1 stresdir (Giilcan, 2006; Diilger, 2012).

Bakteriyal stresin genel bir tanimini yapmak olduk¢a zordur yine de dis
faktorlerden kaynaklanan biiyiimenin yavaglamasina ya da 6liime neden olacak kadar
giiclii bir bi¢imde hiicresel fizyoloji ya da metabolizmada ortaya ¢ikan karisiklik
veya diizensizlik olarak tanimlanabilir. Bakteri stresi farkli sekillerde ortaya ¢ikabilir.
Bunlardan bazilarina (sicak soguk soku, asit, osmotik ve oksidatif stres gibi) karsi
bakterilerin olusturdugu yanitlar bilinir. Metaller ise mikrobiyal beslenmesinde temel
rol oynadig1 bilinmesede strese de neden olabilirler. Bakterilerde metal iyon stresi

gerekli metal iyonlarinin asir1 derecede bulunmasi ya da gerekenden az bulunmasi
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durumunda ve toksik metal iyonlarinin hiicrede bulunmasi durumunda ortaya g¢ikar

(Torabi, 2013).

Bu nedenle metal iyonlarinin igeri alinmasini taginmasini ve disar1 atilmasini
diizenleyen genlerin ifadesinin regiilasyonu temel hiicresel bir fonksiyondur.
Bakteriler temel ve toksik metallerin asir1 seviyelerini algilayabilir ve yanit olarak bu
seviyeleri normale c¢ekilmesini saglayabilirler. Bu durum metal iyonlarinin hiicrede
icindeki seviyelerinin degisimine yanit olarak iyonlarin igeri alinmasini ve digari
atilmasimi saglayan genlerin ifadesi ile kontrol edilir. Temel (Esansiyel) metaller
kromozomlarda kodlanmistir ve homeostasi sistemi bu iyonlarin hiicre icindeki
seviyelerine karar verir. Metal iyonlarina karsi direng saglayan sistemler igin
kodlanan genler genellikle plasmid ve transpozon gibi hareketli genetik elemanlarda
bulunur. Metal iyonlarina cevap veren regiilatorler sitoplazmada yerlesir. ki
komponent sensor regiilatorlerinin ve ekstra sitoplazmik duyarli sigma faktorlerinin
metal iyonlart ya da neden olduklari hasari tespit eden hiicresel sistemlerin bir
pargast oldugu hakkinda artan kanitlar bulunmaktadir. Bakteriler ¢esitli fiziksel
durumlarinda dalgalanmalara maruz birakildiklarinda buna siiratle cevap verirler ya
da yasam kabiliyetini kaybeder. Bu cevresel degisimler sicaklik degisimlerini,
anaerobik ¢evreden aerobik cevreye ge¢is, pH, iyonik giic, su aktivitesi, osmolarite,
kaynaklar i¢in rekabet, toksik kimyasallara ve metallere maruz kalmay1 igerebilir.
Cevresel stres ve bunlardan kaynaklanan hasralar ¢ok hizli bigimde algilanmalidir ki
bu durum metal iyonu atiminda metal iyonu hasrinin tamiri ig¢in gerekli olan
proteinlerin fonksiyonel olarak aktif olmalari durumunda miimkiindiir (Torabi,
2013).

Agir metallerin bakteri suslar1 igin MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)
degerleri gesitli dogal habitatlarda calisilmistir. Bu direngliligin bakteriler arasinda
yayillmasinda degisen ¢evre kosullarina uyumu kolaylastiran plazmidlerin etkisi ¢ok
onemlidir. Cesitli habitatlarda yapilan bir¢ok c¢alismada metal direnglilik genlerinin
konjugatif plazmidler (Sandaa ve ark., 1992; Davies, 1994; Doelman ve ark., 1994;
Arvanitidou ve ark., 1997) ve konjugatif transpozonlar (Scott, 1992; Saylers ve
Shoemaker, 1994) iizerinde kodlandig1 gosterilmektedir (Akkan, 2009).
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Yapilan caligmalarda mikroorganizmalardaki agir metal diren¢ mekanizmas ile
antibiyotik diren¢ mekanizmasi arasinda bir baglanti oldugu ortaya konmustur.
Ciinkii her iki mekanizmada da mikroorganizmalar arasinda konjugasyon ya da
transdiiksiyon  ile  genetik madde aktarimi = ger¢eklesmektedir.  Bazi
mikroorganizmalarda bu iki direnglilikte ayn1 plazmid kokenli olabilmektedir.
Bakterilerdeki metal direngliliginin ise antibiyotik kullanimindan daha 6nce ortaya
¢iktig1 bildirilmistir (Sevgi, 2007).

Mikroorganizmalarin gelistirdikleri metal direnglilik mekanizmalari; Gegirgenlik
bariyeri ile metallerin disarida tutulmasi, metallerin hiicreden disar1 dogru aktif
transportu, metalin proteine baglanmasi yolu ile hiicre i¢inde alikonmasi,
ekstraseliiler alikonma, metallerin daha az toksik formlara doniistiiriildiigii enzimatik
detoksifikasyon, metallerin etki ettigi hiicresel komponentlerin metal hassasiyetinin
azaltilmas1  gibi  mekanizmalar ile mikroorganizmalar metallere direng
gostermektedirler (Sevgi, 2007).

1.4.4. Agir Metal Cesitleri

1.4.4.1. Kobalt

Kobalt ismini kursun ve kalay madenlerinin iiretimi esnasinda ortaya ¢ikan,
erimeyen ve metalin kullanilmasimi engelleyen kati yapt nedeniyle maden ruhu,
seytan anlamina gelen “Kobold” kelimesinden almistir. Gegmisi M.O. 2000'li yillara
dayanan kobalt bilesikleri cam ve emayede mavi boya olarak kullanilirken 1742
yilinda Isveg'li bilim adam1 G. Brant tarafindan yeni bir metal olarak tanimlanmustir.
Tobern Bergman 1780 yilinda kobalt1 element olarak tanimlamistir (Habashi, 1997,
Ozdemir, 2008).

Askeri alanda ve endiistriyel uygulamalarda 6nemli bir yere sahip olan kobalt en
cok siliper alasim olarak jet motor tiirbinlerinde kullanilir. Ayrica kobalt elmas
takimlarinda ve kesici uglarda alasim elementi olarak, korozyondan korunma ve
mekanik ozelliklerin iyilestirilmesi amaciyla alasimlarda, yiiksek hiz c¢eliklerinde,

takim ¢eliklerinde ve malzemelere mekanik 6zellik kazandirmada kullanilir. Kobalt
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bilesikleri ise miirekkep ve verniklerde kurutma maddesi olarak ve boyalarda
pigment maddesi olarak kullanilirken petrol ve seramik endiistrisinde katalizor
gorevi gormektedir. Bununla birlikte ¢esitli kayit cihazlarinda, ¢esitli manyetik

malzemelerde ve pil elektrotlarinda kullaniimaktadir (Ozdemir, 2008).

Insanlar {izerinde kanserojen etkisi bilinmemesine ragmen kobalt ve kobalt
bilesikleri kanserojen bir madde gibi muamele goriirler. Kobalt igeren implant takilan
bolgelerde tlimor olusumuna da rastlanmis ve hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde,
kobalt siilfitin tek zincir DNA kiriklarina neden oldugu bulunmustur (Kawanishi, ve
ark., 1994). Ayrica kobalt indirekt olarak oksidatif stres olusturarak reaktif oksijen

tiirlerinin birikmesine neden olur (Freeman ve ark., 2005; Ozdemir, 2008).

Giinliik besin ihtiyacimizda ¢ok kiigiik bir yer teskil eden kobalt, kirmiz1 kan
hiicreleri {iretiminin ve sinir diizenlenmesinde kullanilan B12 vitaminin bilesenidir.
Kobalt viicutta yapi tasi olarak bulunur ve anemiyi engeller, ayrica B12 vitaminin;
yorgunluk, sindirim kolaylig1 ve kas problemlerinin giderilmesine faydasi vardir.
Yetersiz kobalt aliniminda pernisyoz (zararli) anemi ve sinirlerde bozukluk gibi pek
¢ok problemler ve semptomlar ortaya ¢ikar ancak yeterli B12 vitamini alinarak
etkiler ortadan kaldirilabilir (Kawanishi, ve ark., 1994; Ozdemir, 2008).

1.4.4.2. Civa

Cok eski caglardan beri insanligin bildigi bir metal olan civa oda sicakliginda sivi
durumda bulunan metallerden bir tanesidir. 14.06 g/cm® yogunlugu ile agir metaller
grubunun bir iiyesi olan civa periyodik cetvelin 2B grubunda bulunan bir gecis
elementidir. Yerkabugunda ortalama 0.08 ppm oraninda bulunan civa deniz suyunda
3 x 10” ppm civarinda bulunmaktadir. Dogal civa icerigi havada 0.005 — 0.06 ng/m3;
bitkilerde 0.001 — 0.3 pg/g (genelde < 0.01 pg/g) seviyelerindedir (Giiven, 2004).

Civa endiistride gerek metalik olarak gerekse organik ve inorganik civa
bilesikleri olarak termometrelerde, bazi metallerin {iretim proseslerinde, ilag
sanayiinde, dis tedavilerinde dolgu malzemesi olarak, laboratuvar uygulamalarinda,
boya sanayiinde ve kagit sanayiinde kullanilmaktadir. Ancak gilinlimiizde civa

kullanim1 gerek metalik formunun ve gerekse bilesiklerinin flora ve fauna i¢in ¢ok
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zehirli olmasindan dolayi azaltilmaktadir ve bazi endiistri kollarinda kullanimi
yasaklanmistir (Habashi, 1997; Bingham ve ark., 2001). Civa yiiksek buhar basinci
nedeni ile oda sicakliginda bile kismen buharlasabilen bir metaldir. Fosil yakitlarin
yanmasi, madencilik sektoriinde civa igeren kayaglarin kirilmasi, civa tretimi
esnasinda ve kati atik depo sahalarinin sizma, atik pillerin rastgele atilmasi, dis
hekimliginde kullanilan amalgam dolgular ve evde kullanilan civa iceren aletlerin
kirilmasi sonucunda igerdikleri civanin ortaliga yayilmasi civanin insan faaliyetleri
sonucunda havada ve suda ki oranlarinin yiikselmesine neden olmaktadir. Bir diger
onemli kirletici kaynak metilcivadir. Suya karisan civanin bakteriler ve organizmalar
tarafindan metilcivaya ¢evirilmesi ile meydana gelir. Planktonlar, onlar1 yiyen kiigiik
baliklar ve midyeler ve kiigiik baliklarla beslenen biiyiik baliklar ve deniz memelileri

ile besin zincirine karisir (Giiven, 2004).
1.4.4.3. Mangan

Mangan ilk olarak C.W. Schele ve ark. tarafindan fark edilmis ve 1774°te J.G.
Gohn tarafindan ilk kez bir serbest metal olarak izole edilmistir. ilk kez bulundugu
manyetik kayadan isimlendirilmistir. Yer kabugu iizerindeki en yaygim 12. elementtir
ve % 0.1%ini olusturur. Mangan serbest metal halinde bulunmaz ve 100 mineralden
daha fazlasiyla bilesik halinde bulunabilir. Buna ek olarak % 7-27 oraninda deniz
tabanindaki nodiillerde bulunur (Liu ve ark., 2005; Ozdemir 2008).

Mangan yogun bir sekilde; kuru hiicre pillerinde, fungusit olarak, camlarda,
seramiklerde, boyalarda, pigmentlerde, toprak ve gida katki maddelerinde ve tipta
yiizyillardir veya daha fazla bir siiredir yogun bir sekilde kullanilmistir. Manganin %
90 indan daha fazlasi demir ve ¢elik yapiminda ve demirsiliko mangan alagimlarinda
kullanilir. Diger kullanim alanlar1 ise korozyonu azaltmak i¢in bakir veya aliiminyum
alasimi seklinde, permanganat ile olan alasimlarinda ise kimyasal endiistrilerde

oksidasyon reaksiyonlarinda kullanilir (Gerber ve ark., 2002; Ozdemir, 2008).

Diger bir taraftan esansiyel bir element olan mangan antioksidant savunma

sisteminde 6nemli bir role sahiptir ve ayn1 zamanda kanser hiicrelerini modifiye eden
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stiperoksit dizmutazin'in (MnSOD) bir parcasini olusturur (Parker, ve ark., 1987; Liu
ve ark., 2005; Ozdemir, 2008).

Bakterilerde yiiksek dozdaki mangan DNA replikasyonunu ve onarimini
etkilemektedir. AMES testinde Ozellikle manganin sorumlu olmadigi goriilmesine
ragmen mikroorganizma ve memeli hiicrelerinde mangan DNA zararlarina ve
kromozom kirilmalarina neden olur. Yiiksek oranda mangan memelilerde verimliligi
etkiler ve embriyo ve fetiis ilizerinde toksik etkiye sahiptir (Domingo, 1994).
Mangandan kaynaklanan kanser iizerine olan bilgiler azdir. Fakat mevcut sonuglar
inorganik manganin karsinojenik olduguna isaret etmemistir (Gerber ve ark., 2002;
Ozdemir, 2008).

1.4.4.4.Cinko

Metalik ¢inko kompleks cevherlerden yapilan bakir bazli alasimlarin iiretiminde
ortaya ¢ikmasina ragmen, iiretimi hakkinda kesin bir bilgi mevcut degildir. M.O.
1000 yillarinda Cinlilerin ve 14. yiizyilda Hindistanlilarin metalik ¢inko trettikleri
ileri stirilmektedir. Avrupa da Lohyenns ilk kez Goslar'da bu metali bulmustur

(1617) ve muhtemelen ismini de vermistir (Ozdemir, 2008).

Cinko demir konstrilksiyon malzemelerininkine kiyasla daha elektronegatif
oldugundan ¢inko kaplamalar ¢elik yapilar i¢in ¢ok 1yi korozyondan korunma
saglarlar ve bu 6zellik en 6nemli kullanim alanini olusturur. Cinko beyazi veya Cin
beyaz1 olarak bilinen ¢inko oksit (ZnO), boya pigmenti olarak kullanilir. Ayrica
demir, bronz, cam, kagit yapimi, fungisitler, akii, ve kaucuk-lastik sanayinde
kullanilmaktadir. Tipta; dermal {iriinler, antiseptikler ve insiilin preparatlarinda da

kullanilir (Vural, 1993; Ozdemir, 2008).

Cinkonun ilk olarak 1869°da Raulin tarafindan Aspergillus niger’in biiylimesi
icin gerekli oldugu gosterilmistir (McCall ve ark., 2000). Mikroorganizmalari,
bitkileri ve hayvanlar1 iceren yasayan biitiin canlilarin biiylimesi gelismesi ve
farklilagsmasi igin esansiyel oldugu gosterilmistir (McCall ve ark., 2000; Choudhury
ve Srivastava, 2001; Ozdemir, 2008).
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Cinkonun gelisme, deri biitlinliigli ve fonksiyonu, yumurta olgunlasmasi,
bagisiklik giicii, yara iyilesmesi ve karbohidrat, yag, protein, niikleik asit sentezi ya
da degradasyon gibi sayisiz fonksiyonu rapor edilmistir. Alkol dehidrojenaz,
karbonik anhidraz ve karboksipeptidaz gibi 70 den fazla metaloenzim fonksiyonu
i¢in ko-enzim bileseni olarak gereklidir. Ayni zamanda DNA bagli proteinlerin temel
bilesenidir. tRNA sentetaz ¢inko bagimlidir. Cinko eksikligi apoptizisi etkin hale
getirmektedir. Fizyolojik miktarlardaki ¢inko Cd, Hg, Pb ve Sn gibi diger agir metal
iyonlarmin zehirleyici etkilerini azaltmaktadir (Glasfeld ve Schimmel, 1997;
Ozdemir, 2008).

Yiiksek ¢inko konsantrasyonlart bir¢ok Onemli fonksiyonlart etkileyen
inhibitordiir. Cinko bakteri ve mitokondrilerin elektron tasima sisteminin potensiyel
inhibitori olarak bilinir. Toksisitesi Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, ve Co gibi diger metallerle
Karsilastirildiginda nispeten daha diisik oldugu bulunmustur (Choudhury ve
Srivastava, 2001; Ozdemir, 2008).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Hidrokarbonla kirlenmis endiistriyel alanlarda Christova ve ark., (2004)
tarafindan yapilan ¢alismada bakteri izolasyonunda tek karbon kaynagi olarak % 2 n-
hekzadekan iceren mineral salt besiyeri kullanilmistir. Saflastirmadan sonra tek
koloniler 100 ml'lik erlenlerin igine zenginlestirici olarak %?2 n-hekzadekan ya da n-
parafin i¢eren 10 ml'lik besiyerlerine aktarilip inkiibe edilmislerdir. Yeni bir sus olan
Renibacterium salmoninarium 27BN VITEK sistemi, biyokimyasal ve fizyolojik
testler sonucunda tanimlanmis ve bu susun biyosiirfektan iiretme yeteneginde oldugu
da tespit edilmistir. Uretilen biyosiirfektanin Pseudomonas aeuroginosa susu igin
tipik olan RLL ve RRLL iki ramnolipiti iirettigi kromotografi ve kizil 6tesi spektro

analizleri sonucunda tespit edilmistir.

Mersin Rafineri bolgesinden petrolle kirlenmis alanlardan alinan toprak 6rnekleri
zenginlestirilmis M9 minimal besiyerinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda
Pseudomonas (ARP) cinsine ait 50 alt tiir izole edilmistir. Coral ve Karagdz (2005)
tarafindan yapilan bu ¢alismada MM9 agar besiyerinde en iyi gelisme gosteren
ARP26 ve ARP28 numarali suslar biyodegradasyon testleri igin seg¢ilmistir.
Phenantrene’in yedi giinliik inkiibasyonu sonucu ARP26 nolu susta %93, ARP28
nolu susta %98 oraninda bir pargalama oldugu gozlenmistir ARP26 ve ARP28 nolu
suglarda 26kb'lik phenanthrene degredasyonundan sorumlu bir plazmid

belirlenmistir.

Tugrul ve Cansuar (2005) tarafindan yapilan g¢alismada ‘‘Drop Collapse’’
yontemi kullanilarak mikroorganizmalarin  biyosiirfektan iiretme yetenekleri
belirlenmistir. Hizli bir yontem olan ‘‘Drop Collapse’ Pseudomonas aeruginosa ve
Bacillus subtilis™in biyosiirfektan {iretimlerini gostermek i¢in kullanilmistir. Toplam
biyosiirfektan 6l¢iimiinden 6nce “‘Drop Collapse’’ yontemi sivi kiiltiirde ramnolipit
varhigimi algilamak amaciyla kullanilmistir. Bu yontemde; mikroplate kuyucuklar
mineral yag ile kaplandiktan sonra eklenen silipernatantda biyosiirfektan bulunuyorsa
mineral yag c¢oziilerek silipernatantin kuyucukta yayildiginin gozlendigi ancak
slipernatant biyosiirfektan icermiyorsa mineral yagm c¢oziilmeyip siipernatantin

damlacik halinde kaldig: belirtilmistir. Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis

35



suslariin siipernatantlarinin yayilma hareketi gosterdigi ve bunun ise suslarin

biyosiirfektan tirettigi anlamina geldigi belirtilmistir.

Ucden fazla benzen halkasi igeren pyrene (Pyr) ve benzo[a]pyren (BaP) gibi
yiiksek molekiiler agirlikli poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalama yetenegindeki
bakterilerin izolasyonu Hunter ve ark., (2005) tarafindan arastirilmistir. PAH ile
kirletilmis topraklardan izole edilen Bacillus subtilis, yag asidi metil ester analizi ile
tanimlanmistir. Biyodegradasyon yetenegini degerlendirmek i¢in pyrene, 1-
aminopyrene ve 1-hidroksipyrene'in her birinin 33 pg/ml konsantrasyonunda
gelismesi incelenmistir. Pyrene yada benzo[a]pyrene’in 20 pg/ml'sinde 30 °C" de 4
giinlik inkiibasyonu sonucunda Bacillus subtilis'in  pyrene’i % 40 ve
benzo[a]pyrene'i %50 oraninda pargaladigi gozlenmistir. Bu c¢alisma Bacillus
subtilis’in poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalamasina iliskin ilk aragtirmadir.
Doniisiim sonucu olusan ara iirlinlerin ana bilesiklere gére daha toksik olup olmadigi
ve Bacillus subtilis’in pyrene ya da benzo[a]pyrene’i karbondioksit ve suya

mineralize etme 0zelligi olup olmadigi degerlendirilmistir.

Kuzey Dogu Hindistan'da Das ve Murkherjee (2007) tarafindan petrolle
kirletilmis topraklardan alinan 6rneklerle yapilan ¢calismada Bacillus subtilis DM-04,
Pseudomonas aeruginosa M ve Pseudomonas aeruginosa NM suslari izole edilmis
ve suslarin  ham petrol hidrokarbonlarin1  kullanabildikleri  belirtilmistir.
Pseudomonas aeruginosa M, Pseudomonas aeruginosa NM ve Bacillus subtilis
suslari ile kirletilmis toplam petrol hidrokarbonlarinda 120 giinliik inkiibasyon stiresi
sonunda kontrol topragina kiyasla bakterilerle muamele edilen toprakda toplam
petrol hidrokarbonlar1 seviyesinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Pseudomonas
suslarin besiyerindeki toplam petrol hidrokarbonlar1 pargalamada Bacillus subtilis
susundan daha etkili oldugunu belirlemisler ve izolatlarin biyosiirfektan iiretme
yeteneginin oldugunu da tespit etmislerdir. Sonug olarak Bacillus subtilis DM-04 ve
Pseudomonas aeruginosa M ve NM suslarinin dogal ortamda biyoremediasyonda

etkili oldugunu bildirmislerdir.

Termofilik yapidaki Geobacillus toebii sub sp. decanicus, Bacillus
thermantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus, ve Geobacillus thermoleovorans sub.

sp. stromboliensis bakterilerinin Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Nie karsi toleranslarini
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Olgmek ig¢in minimum inhibisyon konsantrasyonlari Olgiilmiistir. Minimum
inhibisyon  konsantrasyonlarinin  belirlenmesinde  kullanilan ~ tim  metal
konsantrasyonlart (mM) cinsinden ayarlanmistir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyonu sonuglart rapor
edilmistir. Ozdemir (2008) tarafindan yapilan bu calismanm sonuglarina gére;
bakterileri metal direngliligi bakimindan her bir metal ig¢in en direnglilikten en
duyarliliga dogru siraladiginda Bacillus thermoantarcticus icin;
Mn>Co>Cu>Ni>Zn>Cd, Anoxybacillus amylolyticus i¢in; Mn>Co>Zn>Ni>Cu>Cd,
Geobacillus thermoleovorans sub. sp. stromboliensis i¢in; Mn>Ni>Cu>Co>Zn>Cd
ve Geobacillus toebii sub. sp. decanicus igin; Mn>Ni>Cu>Zn>Co>Cd seklinde tespit

edilmistir.

Yilmaz (2008) yaptig1 calismada, siit fabrikasi atik sularindan bakteri izolasyonu
gerceklestirmistir. Izole ettigi bakteriler 5 farkli tiirde olup bunlardan sadece 3
izolatin biyosiirfektan iirettigini belirlemistir. Izolatlarin biyosiirfektan iiretme
yetenegine sahip oldugunu belirlemek i¢in ‘‘Drop Collapse’” yontemini kullanmustir.
Biyosiirfektan tireten mikroorganizmalar Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve
Burkholderia cepacia olarak tanimlanmiglardir. Bu suslardan elde ettigi
biyosiirfektanlar sirasiyla BS-1, BS-11 ve BS-I1I olarak kodlamistir. Bu izolatlardan
elde ettigi biyosiirfektanlar1 bitki patojeni olan Fusarim cinsine ait Fusarium
avenaceum ATCC 200466, Fusarium graminearum ATCC 15624, Fusarium
inflexum ATCC 32211 ve Fusarium heterosporium ATCC 15625 tiirleri tizerinde
antifungal etkilerini tespit etmede kullanmigtir. Sonu¢ olarak denenen biitiin
biyosiirfektanlarin funguslara kars1 antifungal etkiye sahip olduklar1 saptanmistir. En

bliyiik fungal etkiyi BS-III numarali biyostirfektan gostermistir.

Yalgin (2008) rafineri atik sularindan izole ettigi mikroorganizmalar ile yaptigi
calismada biyosiirfektan iiretimi ve hidrokarbon degradasyonunu arastirmustir. izole
ettigi suslar Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida ve Burkholderia cepacia olarak tanimlanmustir. *° Drop Collapse’” yontemi ile
bakteri izolatlarinda biyosiirfektan varligimi saptamis ve biitiin izolatlarin
biyosiirfektan iiretme yetenegi oldugunu tespit etmistir. Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia tarafindan
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tiretilen biyosiirfektan maddeler sirasi ile BS-1, BSIIl, BS-1ll ve BS-1V olarak
kodlanmistir. Biyosiirfektan tiretiminde hidrokarbon kaynagi olarak rafineri atik suyu
kullanilmistir. Biyosilirfektan iiretiminde optimum sartlarin ayarlanmasinda pH,
karbon kaynagi, azot kaynagi ve EDTA varliginin etkisi incelenmistir. Bakteri suslari
tarafindan {dretilen BS-I, BS-II, BS-1ll ve BS-1V biyosiirfektanlarinin yapis1 FTIR
analizi, protein, karbonhidrat ve lipid testleri ile ozellikleri ise yiizey gerilimi,
emiilsiyon testi, antimikrobiyal ve hemoliz aktivite testleri ile arastirilmustir.
Tanimlanan suslar rafineri atik suyu ile 10 giin 35 °Cde inkiibasyona birakilmistir ve
belirli zamanlarda alinan Orneklerde biyosiirfektan iiretimi ve hidrokarbon
parcalamasi arastirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda BS-1, BS Il, BS-111 ve BS-IV i¢in
sirast ile 712, 536, 448 ve 356 mg/L'lik tretim gozlenmistir. Rafineri atik su
iceriginde bulunan hidrokarbonlarin pargalanmasinda Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia tarafindan
%79.2, %54.0, %69.5 ve %40.2 oranlarinda pargalandigi belirlenmistir.

Tekirdag ilinde endiistriyel atikla kirlenmis Corlu deresinden ve Batman ilinde
petrolle kirlenmis topraklardan toplam 26 adet bakteri izole edilmistir. Kaya (2008)
yaptigr bu calismada bakteri suslarmmi 5 ve 42 °C de gelisme, oksidaz,
denitrifikasyon, jelatin hidrolizi, nigasta hidrolizi, pigmentasyon gibi testlere tabi
tuttuktan sonra suslarin protein profillerini ¢ikarip Suslar arasindaki benzerlikleri
incelemistir. Basal Mineral Salt Medium besiyeri kullanarak izolatlarin biyostirfektan
tiretme yeteneklerini belirlemistir. En yiiksek ramnolipit iireten P. aeruginosa 78 ve
99 suslarinin yani sira, 393 mg/mL ile en yiisek oranda ekzopolisakkarit (EPS) iireten
P. stutzeri T3 izolatlarimi g¢alismalarinda kullanmak tizere se¢mistir. Ramnolipit
tireten P. aeruginosa 78 ve P. aeruginosa 99 suslari kritik misel konsanrasyonunun
sirastyla 115 mg/L ve 130 mg/L oldugu belirlenmistir. Degisen pH ve sicaklik
kosullarinda ramnolipitlerin etkinliklerinin yiliksek oldugu belirlenmistir. Ramnolipid
tireten suslarin EPS {iretimlerininde yiliksek oldugu fakat EPS iiretimi en yiiksek olan
P. stutzeri T3 susunun ramnolipid veya benzeri bir yiizey aktif madde liretmedigi
tespit edilmistir. EPS'nin besiortam1 yiizey gerilimine etkisinin olmadigi

goriilmiistir.

38



Akkan (2009) evsel atik, fabrika atigi ve ticari gemi atiklar ile kirletilen
Iskendurun Kérfezi'nde belirledigi farkli bélgelerden aldigr su rneklerinden ile 356
Gram negatif bakteri izole etmistir. Bu izolatlarin tanimlanmasi sonucu 21 farkl tiir
belirlenmistir. Antibiyotik direnci en yliksek olan bakteriler 1 ve 3 numarali
bolgelere aittir. 1 numarali bolgede izolatlarin %94,9 unun, 3 numarali bolgedeki
izolatlarin %75,4 iniin ve 2 numarali bolgedeki izolatlarin % 37,1 inin CAD (Coklu
antibiyotik direnglilik) degeri 0,2 den yiiksek saptanmistir. Agir metal direncine
bakildiginda izolatlarin tamami kadmiyum ve bakira kars1 direngli ¢ikmustir. Ancak

izolatlarin en diisiik agir metal direnglilik oran1 kursun % 67,7 olarak saptanmustir.

Termofilik bir bakteri olan Acinetobacter calcoaceticus BUO3 susunu petrolle
Kirletilmis topraklardan izole etmisler ve karbon kaynagi olarak napthalene ya da
hexadecane igeren Bushnell Hass besiyeri kullanmislardir. izole edilen bakteriden
biyosiirfektan iiretimi gerceklestirilip iiretilen biyosiirfektanin yiizey gerilimi {izerine
etkisine bakilmis ve ham biyosiirfektan Du-Nouy Tensiometer cihaziyla 6l¢iilmiistiir.
Zhao ve Wong (2009) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglarina gore iretilen
biyosiirfektanin poliaromatik hidrokarbonlarin parcalamasini arttirma potansiyeline

sahip oldugu belirlenmistir.

Klankeo ve ark., (2009) tarafindan yapilan galismada ise tek enerji ve karbon
kaynagi olarak pyrene'i kullanabilme yetenegine sahip KOTLB ve RN402 kodlu 2
yeni bakteri susu topraktan izole edilmis ve suslarin sivi kiiltiirde 16 gilinliik
inkiibasyon siiresi sonucunda 100 mg/L pyrene’in % 99'unu pargaladigi
belirlenmistir. Pyrene disinda, her iki susunda 8 giin i¢inde phenantrene'nin 100
mg/L  “sini tamamen parcaladigini ve suslarin sirastyla 24 giin igerisinde
fluoranthene'in 100 mg/L ‘sini %99 ve % 55 oranminda parcaladigini tespit
etmiglerdir. 16S rRNA tanimlamalarina gore KOTLB kodlu sus Diaphorobacter sp.
olarak RN402 kodlu sus da Pseudoxanthomonas sp. olarak tanimlanmistir. PCR
caligmalar1 sonucunda her iki susda da diksigenaz (nidA) geninin varligi
saptanmustir. Bu ¢alismanin pyrene pargalayan Gram negatif bakterilerin nidA genini

tasidigini gosteren ilk arastirma oldugu bildirilmistir.
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Katar'in Umm-Saied sehrinde sanayi bolgelerinden alinan toprak 6rneklerinden
poliaromatik hidrokarbon parcalayabilme yetenegindeki bakteriler izole edilmistir.
Izolasyonda tek karbon ve enerji kaynagi olarak naphthalene, phenanthrene yada
anthracene nin zenginlestirme maddesi igeren besiyeri kullanilarak izolasyon
yapilmis ve bakteri izolatlar ¢esitli fenotipik, morfolojik ve molekiiler dzelliklerine
bakilarak tamimlanmistir. Izolatlar ortamda bulunan PAH bilesiklerinin
konsantrasyonlarma gére biiyiime gostermislerdir. Izolatlarin inkiibasyonlari
esnasinda biiylime ortamlarinin renginde gozle goriiliir degisikliklerin oldugu ve
bunun ise izolatlarin farkli metabolitler {iretmesinden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmistiir. Her bir izolatin test edilen ii¢ farkli poliaromatik hidrokarbonuda
pargalayabilecegi belirtilmistir. Izolatlar 16S rDNA gen sekansmna dayanan
tanilarina gére Pseudomonas geniculata ve Achromobacter xylosoxidans olarak
belirlenmiglerdir. Poliaromatik  hidrokarbon pargalayan bakterilerin  ¢esitli
popiilasyonlarinin poliaromatik hidrokarbonlarla kirletilmis toprak orneklerinde
barindigt ve toprakta bulunan bu mikroorganizmalarin bu alanlarin
biyoremediasyonu i¢in kullanilabilecegi Al-Thani ve ark., (2009) tarafindan

belirtilmistir.

Mersin Kazanli endiistri bolgesinden toprak Ornekleri alinarak 272 adet
Pseudomonas spp. ve 161 Bacillus spp. izole edilmistir. Toprak drneklerinde Cr, Cu,
Ni, Co, Cd ve Zn olmak iizere alt1 gesit agir metal tespit edilmistir. Izole edilen
bakterilerin %73,9'u Cr'a, %26's1 Ni'e, %18,4'li Zn'ya, %11,5'1 Cd'a, % 9,2°si Co'a
ve %73t Cu'a kars1 direngli bulunmuslardir. Sevgi ve ark., (2010) tarafindan
yapilan caligmada en yiiksek MTC oranlar1 (Maximum tolerable metal
concentrations); Cr i¢in 2mM, Ni i¢in 3mM ve Zn ile Cu i¢in SmM olarak
bulunmustur. Cu, Cr, Zn ve Ni'e kars1i diren¢ gosterme yeteneginde olan
Pseudomonas spp. izolatlarinda 1,8, 2,1 ve 28kb biiyiikliigiinde ortak plazmidler

belirlenmistir.

Kiice (2010) yaptig1 bu ¢alismada, petrol rafinerisinden ham petrolle kirlenmis
alanlardan aldig: toprak 6rneklerini 2.4-dinitrotoluen (2.4-DNT) ile zenginlestirilen
MM?9 besiyerinde inkiibe ettikten sonra 15 bakteri susu izole etmistir. 30 °C de 10

giinliik inkiibasyondan sonra en iyi lireme gdsteren izolat identifikasyonu yapilmak
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icin secilmistir. Idetifikasyon i¢in 16S rRNA/DGGE metodu kullanilmis ve bakteri
susu Arthrobacter chlorophenolicus olarak teshis edilmistir. Bakterinin molekiiler
tanis1 16S rRNA/DGGE metodu ile yapilmastir.

Adana, Batman ve Adiyaman nin petrol ile kirlenmis topraklarindan 33 adet
bakteri izole edilmistir. izole edilen bakteri suslarinin 6n tanimlamasi, taksonomik
siiflamasi, Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS), oksidaz ve %3 KOH testleri
yapilmistir. Ham petrollii besiyerinde en iyi lreme gosteren ve ham petrolii
parcalama yetenegi en yiiksek olan 6 bakteri susu sec¢ilmistir. Eraydin-Erdogan
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada bakterileri izolatlar1 Pseudomonas aeruginosa (2
sus), Pseudomonas putida biotype A (2 sus), Citrobacter amalonaticus-GC subgroup
A, Acinetobacter genomospecies olarak tanimlanmistir. Besiyerinde en iyi gelisme
gbsteren bu 6 bakteri susu kirletilmis topraga uygulanmis ve sonu¢ olarak 120
giinliik inkiibasyon sonrasinda toprakta % 56 oraninda petrol ayrigmasini saglandigi

bildirilmistir.

Kumar ve ark., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada bakteri suslar1 Hindistan in
Himachal Pradesh kentinde bes farkli benzin istasyonundan petrolle kirlenmis
topraklardan izole edilmistir. izole edilen bakterilerin anthracene parcalama
yeteneklerine bakilmis ve bu amagla % 0,5 pepton ve % 0,1 anthracene iceren
zenginlestirilmis Basal Salt Medium besiyeri kullanilmistir. Pepton miktart 0,25g ve
0,1g'dan 0,0 grama kadar diisiiriilmiistiir. Zenginlestirilmis besiyerinden 76 adet
bakteri izole edilerek 5 tanesinin anthracene direngli oldugu belirlenmistir.
Tanimlanan Pseudomonas sp. susunun anthracene parcalama kapasitesi % 74,8
olarak belirlenmis yine bu izolatin cefadroxil ve ampicilline kars1 direng gosterdigi

bildirilmistir.

Petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen Pseudomonas, Rhodococcus,
Micrococcus ve Bacillus genusundan 5 bakteri susu Mirdamadian ve ark., (2010)
tarafindan yapilan ¢alismada petrol ve bazi aromatik hidrokarbonlarin varliginda
bliylime yetenegi gosterdikleri icin secilmislerdir. Biiylime oranlart ve
biyodegradasyon yetenekleri hafif yag, ham petrol, anilin+katekol, toluen ve naftalin
ile zenginlestirilmis besiyerinde arastirilmistir. Sonug¢ olarak bu kiiltiirlerin ¢evrede

toksik olan farkli aromatik hidrokarbonlarin parcalamasin1 yapabildigi ortaya
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¢ikarilmigtir. Yine bu bakterilerin plazmit profilleri belirlenmis ve baz1 kiiltiirlerde

biyodegredasyon yapma yetenegi ile iliskili plazmidler oldugu tespit edilmistir.

Chile’de Valparaiso bolgesindeki kirli bir sahadan ham petrol ile kirletilmis
toprak Ornekleri alinarak hidrokarbon pargalayan bakteriler tek karbon kaynagi
olarak ham petrol ile zenginlestirilmis Bushnell Haas besiyeri kullanilarak izole
edilmistir. Bakteri izolatlar1 biyokimyasal ve molekiiler testler yardimiyla
tanimlanmiglardir. Mendez ve ark., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada izolatlar 16S
rRNA gen sekans analizlerine gore; Acinetobacter, Kocuria ve Pseudomonas
genusunun iyeleri olarak tanimlanmislardir. Toluen/Ksilen bozunma yolu catechol
2,3-dioxygenase enzimini kodlayan xylE genine sahip Acinetobacter, Kocuria ve
Pseudomonas genuslarinda saptanmustir.  Acinetobacter  radioresistens ve
Acinetobacter calcoaceticus suslarinin tek karbon kaynagi olarak n-hexadecane't
substrat olarak kullanirken Pseudomonas stutzeri susunun naphthalene'de biiyiime
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica civa, nikel, kursun, kadmiyum ve bakir
metallerine karsit bakteriyel tolerans analiz edilmistir. A. radioresistens ve A.
calcoaceticus suslarinin hidrokarbonla kirlenmis alanlarla sik¢a baglantis1 olan bakir
ve kadmiyum metallerine kars1t direng gosterdikleri bildirilmistir. Sonuclara gore
Acinetobacter izolatlarinin hidrokarbon pargalamada 6nemli suslar oldugu ve agir

metallere kars1 direng gosterdikleri belirlenmistir.

Ramos ve ark., (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada hidrokarbonla kirletilmis
alanlardan izole edilen bakterilerden biyosiirfektan tiretme kapasitesine sahip olanlar
tanimlanmigtir. izolatlarin biyosiirfektan iiretme kapasiteleri ‘Drop Collapse™’
yontemi ile belirlenmistir. Toplamda 324 adet bakteri susu test edilmis ve 17
tanesinin biyosiirfektan iirettigi tespit edilmistir. Biyosiirfektan {ireten 3 izolat
disinda digerlerinin Pseudomonas cinsine ait oldugu belirtilerek diger ii¢ izolatin
Acinetobacter, Bacillus ve Rhodococcus cinsine ait oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak; mikrobiyal biyosiirfektanlar arasindaki molekiiler yapr ¢esitliligi de goz
Online alindiginda biyosiirfektanlarin ¢6ziinebilir deterjan, biyoremediasyon veya

ticari amagla farkli uygulama alanlarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

42



Hindistanin Tamil Nadu'nun Chennai sehrinde petrolle kirlenmis farkl
alanlardan toprak oOrnekleri toplanmis ve bu 6rneklerden Flavobacterium spp. ve
Pseudomonas spp. izole edilmistir. Ayrica bakterilerin benzen, hekzan, naftalin ve
ksilen gibi aromatik hidrokarbonlar1 par¢alamada ki etkilerine, parcalama
esnasindaki optimum pH ve optimum iireme sicakliklar1 arastiritlmistir. Hemalatha ve
Veeraminakandan (2011) yaptiklart bu ¢alismada Flavobacterium spp. 2,
Pseudomonas spp. 1 & 2 igin optimum pH'1t 7 olarak tespit etmislerdir.
Flavobacterium spp. 1 & 2 ve Pseudomonas spp. 1 & 2 i¢in optimum sicaklik 40 °C

ile 45 °C olarak belirlemislerdir.

Escherichia fergusonii KLUO1 susu petrolle kirlenmis topraklardan izole
edilmistir. Sriram ve ark., (2011) tarafindan yapilan ¢alismada; tek karbon ve enerji
kaynagi olarak dizel yakit kullanip giiclii bir biyosiirfektan iiretebilen, agir metal
direncine sahip ve hidrokarbon pargalama 6zelligi olan bir tiir olarak tanimlanmig
buna ilaveten liretilen biyosiirfektanin lipopeptit karakterde oldugu tespit edilmistir.
Biyosiirfektanin minimum aktif dozu ve kritik misel konsantrasyonu sirasiyla 0,165
+ 0,08 png ve 36 mg/ L olarak bulunmus ve mitkemmel bir ¢6ziicii olmasina ragmen
ekstrem sicaklik, pH ve NaCl, CaCl,, ve MgCl, 'nin g¢esitli konsantrasyonlarinda
inanilmaz bir kararlilik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica bakterinin manganez, demir,
kursun, nikel, bakir ve ¢inkoya karsi direnclilik gdstermesinin yanisira ve bu susun
potansiyel ¢evre ve endiistri uygulamalari, genellikle hidrokarbon parcalama ve agir
metal biyoremediasyonunda biyosiirfektan {ireticilerinin yeni bir smifim1 ortaya

cikardig belirtilmistir.

Kullanilmis motor yagi ile kirletilmis topraklardan bes farkli bakteri izole edilmis
ve bu izolatlarin laboratuvar kosullarinda kullanilmis motor yagini pargalama
yetenekleri aragtirllmigtir. Khan ve Asthana (2011) tarafindan yapilan ¢alismada
izolatlar kullanilmis motor yagi ile zenginlestirilmis Mineral Salt Medium
besiyerinde tiretmis ve MJAL1101 izolatinin 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonucunda
% 27.37 ile en iyi parcalama yetenegine sahip oldugunu gézlemlemistir. Bergey's

Manuel e gore izolatin Bacillus megaterium olarak tanimlandig bildirilmistir.

Poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalayan JY3A kodlu bakteri izolatt Cin'in

Shandong eyaletinde Jinan Petrol Rafinerisinde kirletilmis topraklardan izole
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edilmistir. Bu izolat 16S rDNA sekans analizi, DNA-DNA iligkisi ve yag asidi
analizlerine ilaveten ¢esitli fizyolojik Ozellikleri incelenerek Bacillus vallismortis
olarak tanimlanmistir. Bu bakterinin Gram pozitif, hareketli, endosporlu, aerob,
oksidaz ve katalaz pozitif, hiicrelerin 0,8-1,0 pum genisliginde ve 2,0-2,5 pum
uzunlugunda, tek veya ¢ift bazende zincir halinde oldugu belirlenmistir. Ling ve ark.,
(2011) tarafindan yapilan ¢aligmaya gore; B. vallismortis JY3A susunun tek karbon
kaynag1 olarak naphthalene, phenanthrene, anthracene, pyrene, fluorene, benzene,
toluene, phenol, methanol, ethanol, Tween 80, cyclohexane ya da catechol'u
kullanabildigi bildirilmistir. Bakteri susu tek basina % 0,5 (w/w) Tween 80'de 15
giin boyunca 150 ppm baslangic konsantrasyonunda pyrenin % 90,5 ‘ini
ayristirabildigi belirtilmistir.

Eddouaouda ve ark., (2011) tarafindan yapilan c¢alismada biyosiirfektan iireten
Staphylococcus sp. 1E susu Cezayir de ham petrol ile kirletilmis topraklardan izole
edilmistir. Biyosiirfektan iiretimi yiizey gerilim 6l¢iimii kullanilarak oOl¢lilmiistiir.
Bakteri susu icin en iyi substrat olarak ham petrol belirlenmistir. Bu sus tarafindan
iiretilen biyosiirfektanin besiyeri yiizey gerilimini 30 dynes em™ asagiya c¢ekdigi
belirtilmis ve firetilen biyosiirfetanin Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis gibi patojen bakterilere karsi
antibakteriyel aktivitesi oldugu tespit edilmistir. Sudaki phenantrene'a biyosiirfektan
eklenmesi sonucunda phenantrene nin parcalanmaya basladigr gozlemlenmistir.
Sonu¢ olarak iretilen Dbiyosiirfektanin hidrokarbonla kirletilmis alanlarin

biyoremediasyonunda uygulanabilir 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir.

Eskisehir'de sanayi bolgesinden hidrokarbonlar ile kirlenmis alanlardan toprak
ornekleri toplanip 70 adet bakteri izole edilmistir. Bakteri suslarinin biyosiirfektan
tiretimi Drop Collapse yontemi ile belirlenmistir. Celikdemir (2012) tarafindan
yapilan bu ¢alismada izole edilen bakterilerden 33 tanesinin biyosiirfektan iiretebilme
yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. En iyi biyosiirfektan iireten 5 bakteri
susunu Mineral Salt Medium besiyerinde inkiibe ettikten sonra yiizey gerilimlerini
Olemiistiir ve 71,1 mN/m yiizey gerilimindeki saf su kontroliine gére 33,6 mN/m
olarak oOlgiilen yiizey gerilimi degeri ile DI kodlu izolat etkin firetici olarak

secilmistir. Etkin biyosiirfektan iireten sus i¢in optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir.
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Optimizasyon sonucu olarak optimum karbon kaynagi glikoz derisimi 20g/L, azot
kaynagi NH4Cl ve azot miktart 25 g/L,etkin C:N oram1 2:2,5 (w/w) olarak
belirlenmistir. 16S rRNA sekans sonuglarina gore biyosiirfektan iireten susun %99

benzerlikle Gordonia amicalis oldugu tespit edilmistir.

Can Termik Santral bolgesinde belirlenen 4 istasyondan 345 bakteri izolasyonu
gerceklestirilmistir.  Bu bakterilerin - Enterobacter, Pseudomonas ve Bacillus
genusuna ait oldugu belirlenmistir. Agir metal direncliligin 6l¢iilmesi i¢in MIC
yontemi kullanilmistir. Kullanilan yontemde ZnCl,, FeCls.6.H,0, Pb(NO3), ve
CuSO,4 metal ¢ozeltileri 8ug/ml- 8192 pg/ml araliginda degisen konsantrasyonlarda
besiyerine katilmistir. Agir metal direnglilik testinde direngli olan 37 tiiriin
tanimlamasi Vitek II ile gergeklestirilmistir. Tanimlamasi yapilan 37 susun plazmit
profilleri ¢ikarilmis ve 18 inde plazmid oldugu belirlenmistir. Agir metale en yiiksek
direnci gosteren 2 susun biyosorpsiyon ¢alismasi yapilmistir. Biyosorpsiyon igin
secilen suslar. (izolat 26) Bacillus mycoides ve (izolat 10) Enterobacter cloacea
complex'dir. Biyosorpsiyon c¢aligmasi ICP  cihazinda gergeklestirilmistir.
Biyosropsiyon calisgmasinda Fe, Zn, Pb ve Cu metalleri ¢aligilmistir. B. mycoides
(izolat 26) i¢in galismada kullanilan metaller arasinda biyosoprsiyon hizinin en
yiiksekten diisige dogru siralmasi Zn > Pb > Fe > Cu seklinde gozlenmistir. E.
cloacea complex (izolat 10) i¢in biyosorpsiyon hizinin en yiiksekten diisiige dogru
siralamast Pb > Zn > Fe > Cu oldugu Diilger (2012) tarafindan yapilan ¢alismada

tespit edilmistir.

Acenaphthene ve fluorene pargalayabilme yetenegindeki mikroorganizmalarin
izolasyonu i¢in Petkim Petrokimya Holding A.S atik su aritma iinitesinden 6rnekler
alimmistir. Toplanan Orneklerden izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve
biyoparcalama etkinliklerinin belirlenmesi Saygili (2012) tarafindan yapilan bu
calismada amaclanilmistir. izole edilen bakterilerin Arthrobacter protophormiae,
Arthrobacter sp. ve Acinetobacter sp. oldugu belirlenmis ve HPLC analizleri ile bu
bakterilerin biyoparcalama yetenekleri degerlendirilmistir. Tanimlanan bakteri
suslarinin fluorene'i biyoparcalama yetenegi A. protophormiae %34, Arthrobacter
sp. %72, ve Acinetobacter sp. icin ise %15 oraninda biyoparcalama yetenegi

gozlenmistir. Acenaphthene igin ise elde edilen sonuglar A. protophormiae %80,
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Arthrobacter sp. ise %71 oraninda biyoparcalama etkinligi gosterdigi tespit
edilmistir.

Demird6gen (2012) tarafindan yapilan ¢alismada yedi farkli tekstil fabrikasi atik
suyundan alinan orneklerden 33 farkli bakteri tiirii izole edilmistir. Izole edilen

(X3

bakterilerin  biyosiirfektan iiretme yetenegi Drop Collapse’ yoOntemi ile
belirlenerek 6 izolatin biyosiirfektan iiretebildigi tespit edilmistir. Biyosiirfektan
tireten mikroorganizmalar sirasiyla Sphingomonas paucimobilis, Citrobacter
frenduii, Pantoea ssp., Citrobacter frenduii, Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae, ve
Escherichia coli suslaridir. Uretilen biyosiirfektanlar BS-I, BS-11, BS-111, BS-1V, BS-
V ve BS-VI olarak kodlanmistir. Fenol siilfirik asit yontemiyle biyosiirfektan
miktarlar1 belirlenmistir. 10 giin boyunca izolatlar Mineral Salt Medium (MSM)
besiyerinde 35°C"de inkiibe edilmis ve her 24 saatte bir Sl¢iim yapilmistir. Suglarin
biyosiirfektan tiretim kapasiteleri BS-1 0,287g/L, BS-11 0,275 g/L, BS-I11 0,263 g/L,
BS-1V 0,261 g/L, BS-V 0,306 g/L ve BS-VI 0,585 g/L'dir. Inkiibasyon siireci
sonunda 0,585g/L elde edilen biyosiirfektan ile en iyi biyosiirfektan iireticisi olarak

Escherichia coli se¢ilmistir.

Karbon ve enerji kaynagi olarak naphthalene, phenanthrene ve pyrene kullanan
bakteri suslar1 iran'da kat1 atik depolama alanlarindan izole edilmislerdir. Bakteri
hiicre yogunlugu ODggo' de Olgiilerek gozlemlenmistir. Kafilzadeh ve Pour (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada ilk sonuglar; poliaromatik hidrokarbonlarin gideriminde
Pseudomonas sp. ve Corynebacterium sp. nin digerlerinden daha iyi oldugunu
gostermistir. Bu iki bakterinin PAH bilesiklerinin varliginda 3. ve 5. giin aralifinda
en yiiksek ODgoo degerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Corynebacterium sp. ve
Pseudomonas sp. tarafindan phenanthrene pargalama orani sirasiyla %915 ve
%83,2; pyrene parcalama orant ise %79,4 ve %68,2 olarak bulunmustur.
Inkiibasyonun 10. giiniinden sonra her iki sus tarafindan naphthalene’nin tamamen
tikketildigi belirtilmistir. Elde edilen sonuglara gore c¢alismada izole edilen
bakterilerin PAH ile kirletilmis bolgelerde mikrobiyal populasyonun arttirilmasinda

ve biyoremediasyon siirecinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Barauni petrol rafinerisinden toprak oOrnekleri alinip laboratuvar kosullarinda

BP10, NJ2 ve P2 olarak kodlanmis 3 ayr1 bakteri susu izole edilmistir. Singh ve ark.,
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(2013) tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen suslarin MSM besiyerinde pyrene’in
biyolojik pargalama yetenekleri arastirilmistir. 50ug/ml pyrene igceren MSM
besiyerinde 8 giinliik inkiibasyon sonucunda gelisen suslar arasinda NJ2 adli izolat
%60 pyrene parcalama orani ile en iyi pargalayici olarak belirlemisler ve onu % 44
parcalama orani ile BP10 takip etmistir. En diisiikk parcalama orani ise % 42 ile P2
adli izolat ile elde edilmistir. Pyrene parcalama esnasinda catechol 1,2 dioxygenase
(C120) enzim aktivitesi catechol 2,3 dioxygenase (C230) enzimi ile kiyaslandiginda
BP10'da 13 kat ve P2'de 17 kat arttirildg: bildirilmistir. Halbuki NJ2 susunda C230
enzim aktivitesi C120 den 1,3 kat daha fazla arttirilmistir. C120 enziminin BP10 ve
P2 suslar tarafindan pyrene pargalama esnasinda biiyiik bir rol oynadig: bildirilmis
ve NJ2 susunda C230 enzim aktivitesinin C120'den daha fazla biyopar¢alanmaya
katkida bulundugu tespit edilmistir.

Toplam petrol hidrokarbonlari, ugucu petrol hidrokarbonlari, toplam alkil
benzenler ve poliaromatik hidrokarbonlar ile Kirletilmis topraklardan ornekler
alinmig ve bakteriyal popiilasyonlarin uzun siireli etkisi belirlenmistir. Benedek ve
ark., (2013) tarafindan yapilan calismada toplam poliaromatik hidrokarbonlarin
miktarinin artmasi sonucunda hydrocarbonoclastic bakterilerin ¢esitliliginin arttig
gozlemlenilmistir. Bu bulgu o-, p-, y- Proteobakterler, Aktinobakterler,
Flavobacterler ve Bacil smiflarinin bulunmasiyla desteklenmistir. Ugucu petrol
hidrokarbonlari ve toplam alkil benzenlerinin yiiksek konsantrasyonlar1 Aktinobakter
izolatlarinin baskin olarak bulunmasinda etkili oldugu diistiniilmektedir. Sonug
olarak  poliaromatik  hidrokarbonlardan  etkilenen  topraklarda  bunlarin
konsantrasyonlariin bakteri tiirlerinin ¢esitliligi ile negatif bir korelasyon gosterdigi
belirtilmistir. Agir sekilde poliaromatik hidrokarbonlarla kirletilmis topraklarda -, y-

Proteobakterleri ve Aktinobakterleri temsil eden tiirlerin bulundugu bildirilmektedir.

Yanto ve Tachibana (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada ise; Pestalotiopsis sp.
susunun petrol hidrokarbonlarini biyolojik par¢alamada rol oynadig: tespit edilmistir.
Izole edilen 72 adet bakteri asfalt igeren zenginlestirilmis kat1 besiyerinde inkiibe
edilerek en aktif lireme gosteren izolat kullanilmak {izere secilmistir. Bu izolat gen
sekans analizi ve morfolojik Ozelliklerine gore Pestalotiopsis sp. NG007 olarak

tanimlanmistir. Bakteri susu s1vi besiyerinde pH 4,5 da ve tuzlu kosullarda pH 8,2 de
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30 giinliik inkiibasyon siireci sonunda % 48 — 96 arasinda petrol hidrokarbon
cesitlerinin hepsini parcalayabilme yetenegi gosterdigi bildirilmistir. Bakteri susu n-
decane, n-undecane, n-dodecane, n-tetradecane, n-pentadecane, n-hexadecane, n-
octadecane, n-nonadecane, n-cicosane ve pristane igeren alifatik hidrokarbon
karisiminin  biyodegradasyonu esnasinda 15 metabolitin ortaya c¢iktig1r tespit
edilmistir. Petrol hidrokarbonlarinin varliginda hem dioksijenaz hemde lignilolitik
enzim aktivitelerinin gozlendigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak; Pestalotiopsis sp.
NGO007 susunun petrolle kirletilmis alanlarin biyoremediasyonu i¢in potansiyel bir

kaynak oldugu bildirilmistir.

Dizel yakit ile kirletilmis topraklardan toprak ornekleri alinmis ve 50mg/L
pyrene iceren zenginlestirilmis Basal Salt Medium besiyeri kullanilarak bakteri
izolasyonu Valsala ve ark., (2014) tarafindan yapilmistir. izole edilen bakterinin 16S
rRNA gen sekans sonucuna gore Staphylococcus nepalensis oldugu belirlenmistir.
Pyrene'in parcalanmasinda pH, sicaklik ve temas siiresi gibi cesitli parametreler
optimize edilmistir. Pyrene’in  bozunma  hizim1  arttirmak i¢in  farkhi
konsantrasyonlarda glukoz ve sukroz gibi karbon kaynaklarini incelemislerdir. S.
nepalensis'in pH:8 ve 30 °C de bes giinliik inkiibasyonu sonucunda pyrene nin en iyi
parcalandig belirtilmistir. Bakterinin en 1yi iremesi ve verimli pyrene pargalamasi

ortama %4 glukoz ve % 2 siikroz eklenmesi sonucunda gozlenmistir.

Zafra ve ark., (2014) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise poliaromatik
hidrokarbonlar1 parcalayan mikrobiyal bir birligin 3, 4 ve 5 benzen halkasina sahip
poliaromatik hidrokarbonlar {izerindeki toleranslarina bakilmistir. Yaptiklari bu
arastirmada ham petrol ile kirletilmis topraklardan mantar ve bakteri tilirlerini izole
ederek bu izolatlarin morfolojik ve molekiiler tani sonucunda Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Scedosporium, Acremonium mantar genuslari
ve  Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus, Enterobacter,  Streptomyces,
Stenotrophomonas, Kocuria ve Delftia gibi bakteri genuslar1 oldugunu
saptamiglardir. Bakteri ve mantar izolatlarinin sirasiyla phenantrene, pyrene ve
benzo[a]pyrene gibi farkli molekiil agirliklara sahip poliaromatik hidrokarbon
konsantrasyonlarina karsi toleranslari aragtirtlmigtir. Bu izolatlarin 0-6000 mg/L ye

kadar poliaromatik hidrokarbon konsantrasyonlarindaki iireme yeteneklerine
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bakilmistir. Trichoderma asperellum H15, Aspergillus nomius H7, Aspergillus flavus
H6, Pseudomonas aeruginosa B7, Klebsiella sp. B10 ve Stenotrophomonas
maltophilia B14 izolatlarinin  poliaromatik  hidrokarbonlarn ~ 6000mg/L
konsantrasyonuna kadar dikkate deger yiikksek bir tolerans gdsterdigini
bildirmislerdir. Bu suslar poliaromatik hidrokarbonlar1 tek karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanmiglardir. Toplam 12 adet PAH toleransina sahip mantar ve bakteri susu
iceren mikrobiyal birligin 14 giinliik inkiibasyon sonucunda phenantrene'in % 87,76
sii1 pyrene’in % 48,18 ini ve benzo[a]pyrene‘in % 56,55 ini kirlenmis topraktan
temizledigi bildirilmistir. Sonug olarak biyoremediasyon i¢in yiiksek bir potansiyel
sunan mikrobiyal parcalama birliginin yiiksek molekiil agirligina sahip poliaromatik
hidrokarbonlar ile kirletilmis alanlarin temizlenmesinde yararli olabilecegi
belirtilmektedir. Bu calisma daha diisiik konsantrasyonlarin denendigi diger
calismalar ile Kkarsilastirildiginda  poliaromatik  hidrokarbonlarin  ekstrem
konsantrasyonlarina yiiksek tolerans gosteren bir mikrobiyal birlik olarak

degerlendirilen ilk ¢alisma oldugu bildirilmistir.

Hindistan'in Meerut bolgesinde petrol ile kirlenmis topraklardan petrol
hidrokarbonlarin1 pargalayabilen bakterilerin izolasyonu, karakterizasyonu ve
degerlendirilmesi Prakash ve ark., (2014) tarafindan arastirilmistir. Petrolle kirlenmis
toprakraklardan Bacillus sp. , Pseudomonas sp., ve Micrococcus sp. genuslarina ait
tirler oldugu biyokimyasal testler ve 16S rDNA sekans analizi sonuglarina goére
belirlenmistir. Bu izolatlarin benzen, dizel, toluen, anthracene ve naphthalene gibi
petrol hidrokarbonlarini parcalama yeteneginde olduklari tespit edilmistir. Secilen
suslarla birlikte bir bakteri birligi belirlenmis ve petrol hidrokarbonlarini parcalama
kapasitesi 6lciilmiistiir. izolatlar arasinda Pseudomonas sp. APHP9 digerlerine gore
daha iyi parcalama performansi géstermistir. Benzen ve toluenin en iyi pargalanmasi
bakteri birliginde g6zlenmistir. Sonug olarak; Bacillus sp. APHP6, Pseudomonas sp.
APHP9, Pseudomonas sp. APBP1, Micrococcus sp. APIO4 ve bakteriyal birlik
benzen konsantrasyonunda sirasiyla % 54.8, %60.2, %40.9, % 32.5 ve %66.2
parcalanma gozlenmis ve dizel konsantrasyonunda sirasiyla %61.2, %68.4, % 53.7,

%39.3 ve %75.5 gozlendigi bildirilmistir.
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Hidrokarbon parcalayan bakterilerin xylene, phenanthrene, naphthalene, biphenyl
ve anthracene gibi aromatik hidrokarbonlar1 parcalayabilme yeteneklerinin
belirlenmesi Mujahid ve ark., (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Karachi
bolgesinden petrol ile kirletilmis alanlardan alinan toprak 6rneklerinden izole edilen
bakteriler ile arastirilmistir. Petrol igeren zenginlestirilmis Bushnell Hass besiyeri
kullanilarak 12 bakteri izolati elde edilmis ve hepsinin hidrokarbonlari
parcalayabildikleri gozlenmistir. Ozellikle Pseudomonas sp. SA044iin test edilen
bes hidrokarbonuda parcalayabildigi belirtilmistir. Calismada elde edilen
Burkholderia sp., Ralstonia sp., Stenotrophomonas sp., Micrococcus sp. ve
Staphylococcus sp. suslarmin {i¢ yada daha fazla aromatik hidrokarbonu

pargalayabilme kapasitesinde olduklar1 saptanmustir.

Esedafe ve ark., (2015) tarafindan yapilan ¢alismada rafineri atik sularindaki
poliaromatik hidrokarbonlarin par¢alanmasi amag¢lanmistir. Kirlenmis toprak
ornekleri Warri rafineri ve petrokimya sirketinden alinmis ve bakteri izolatlarinin
Pseudomonas sp. SB, Achromobacter xylosoxidans SBI ve Pseudomonas SB3
oldugu tespit edilmistir. 360 saatlik inkiibasyon sonucunda rafineri atik suyundaki
poliaromatik hidrokarbonlarin bozunmasi1 % 97,90 ile en yiiksek pargalama orani
karisik bakteri kiiltiirinde gozlenerek bunu % 93 ile Pseudomonas sp. SB ve % 93,40
ile en diisik parcalama oran1 gozlenen A. xylosoxidan SBI'nin takip ettigi

bildirilmistir.

Hindistanin Assam bdlgesinde Sivasagar sehrinde Lakowa petrol sahasindan ham
petrol ile kirletilmis alanlardan toprak &rnekleri alinmistir. Izole edilen bakteri 16S
rDNA gen sekans analizine gore Pseudomonas aeruginosa KS3 olarak
tamimlanmistir. Ayn1 zamanda bu susun poliaromatik hidrokarbon pargalama
yetenegi arastirilmis ve biyosiirfektan liretimi ise besiyerinin yilizey geriliminin
azalmasma bakilarak Ol¢lilmistiir. Patowary ve ark., (2015) tarafindan yapilan
calismada sonug olarak yerli biyosiirfektan iireten bakteri susunun toplam petrol
hidrokarbonlarinin ~ parcalanmasinda biiyiik bir potansiyele sahip oldugu
belirtilmistir. Ayrica bakteri susunun poliaromatik hidrokarbonlar etkili bir sekilde
parcaladig1 kanitlanarak ham petrol 6rneginde mevcut olan baglica 16 PAH arasindan

8 tane poliaromatik hidrokarbonu tamamiyla pargalayabildigi belirlenmistir.
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Biyokimyasal ve FTIR analizi sonucunda iiretilen biyosiirfektanin dogada glikolipit

yapida oldugu tespit edilmistir.

Petrol ile kirletilmis topraklardan Gupta (2016) tarafindan MJAG1501,
MJAG1502, MJAG1503, MJAG1504 ve MJAG1505 olarak isimlendirilen 5 bakteri
susu izole edilmistir. Bes izolatin hepsinin petrol pargalama potansiyelleri 10 giin
stireyle %5 kullanilmig motor yag1 iceren Mineral Salt Medium besiyerinde inkiibe
edilirken biiyiimeleri ve protein profilleri ¢alisilarak degerlendirilmistir. MJAG1505
susu inkiibasyon siiresi boyunca en fazla biiyiimeyi gostermis yine MJAGI1505
susunu iceren erlende protein konsantrasyonu en yiiksek olarak tespit edilmistir.
Karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmis motor yagi denenmis ve MJAG1505
no’lu bakterinin kullanilmig motor yagini en iyi sekilde parcaladigi belirtilmistir. Bu

izolat Bergey's Manual e gore Bacillus megaterium olarak tanimlanmastir.

Wang ve ark., (2016) tarafindan yapilan g¢alismada yeni bir phenanthrene
parcalayan Massilia sp. WF1 susu poliaromatik hidrokarbonlar ile kirletilmis
topraklardan izole edilmistir. Bu izolatin pH 5,0-8,0 ve 20-35 OC sicaklik araliginda
ve 25-400 mg/L oraninda phenanthrene parcalama yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. Yine bu sus 28 °C’ de pH 6 ‘da optimum sartlarda 2 giinliik
inkiibasyon sonunda phenanthrene’'nin 100 mg/L’sini tamamen pargalayarak son
derece etkileyici bir phenanthrene pargalama kabiliyeti gdstermistir. Sonuglara gore
phenanthrene pargalamanin kullanilan laktik asit ile inhibe edildigi fakat karbon ve
hidrojen kaynagi olarak verilen glikoz, sitrik asit ve siiksinik asit tarafindan tesvik
edildigini gostermislerdir. Salisilik asit ve ftalik asitin Massilia sp WF1 tarafindan
kullanilmadigi ve phenanthrene pargalamasina belirgin bir etkisinin olmadigini
bildirmislerdir. Sadece iki metabolit 1-hidroksi-2-naftoik asit ve ftalik asit
phenanthrene pargalama siirecinde tanimlanmistir. Nicel olarak, phenanthrene nin
yaklagik % 27,7si 1-hidroksi-2-naftoik asite ¢evrildigi ve ayrica 1-hidroksi-2-naftoik
asitin % 30,3 i ftalik asite metabolize edildigini tespit etmislerdir. Ftalik asit
metabolik yolu bozulmus ve salisilik asit metabolik yolu ise Massilia sp. WF1

tarafindan phenantrene pargalama siirecinde goz ardi edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
Calismanin deneysel siirecinde asagida verilmis olan materyaller kullanilmistir.
3.1.1. Materyal Ornekleri

Toprak ornekleri 5-6 Subat 2015 tarihinde; Kirsehir ilindeki Lastik Fabrikasi,
Mersin ilindeki Krom Fabrikas1 ve Mersin Ili Kazanli ve Karaduvar mevkii Rafineri
bolgesinden alinmigtir. Bakteriler bu bolgelerdeki petrol ve petrol tiirevi endiistriyel

atiklarla kirlenmis alanlardan alinan toprak 6rneklerinden izole edilmistir

Tablo 3.1. Toprak Orneklerinin Alindig1 Bolgeler

Toprak Ornekleri Izolat Numaralar Alndiklar: Bélgeler

) YH 9-1, YH 9-2, YH 9-4,
9. Ornek YH 9-5, YH 9-6, YH 9-7,
YH 9-8, YH 9-9, YH 9-12

Atas Rafineri Eski Silo

YH 10-1, YH 10-2, YH 10-3,
10. Ornek YH 10-5, YH 10-6, YH 10-7, Atas Rafineri Eski Silo
YH 10-8, YH 10-11, YH 10-12

YH 11-1, YH 11-2, YH 11-3,

11. Ornek Krom Fabrikasi
YH 11-4, YH 11-5, YH 11-7
2 YH 12-1, YH 12-2, YH 12-3 )
12. Ornek ' ' ' Krom Fabrikasi
YH 12-4
. YH 13-1, YH 13-2, YH 13-3, . .
13. Ornek Lastik Fabrikasi
YH 13-4, YH 13-5, YH 13-6
15. Ornek YH 15-2, YH 15-3 Lastik Fabrikasi
.. YH 16-1, YH 16-4, YH 16-6, i :
16. Ornek Lastik Fabrikasi
YH 16-7
Ham Petrol

Izmir Aliaga Tiipras Petrol Rafineri'sinden temin edilmistir.
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3.1.2. Kullanilan Kontrol Susu

Bakterilere uygulanan deneylerde kontrol mikroorganizma olarak Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 no lu sus kullanilmustir.

3.1.3. Kullamlan Besiyerleri

3.1.3.1. Nutrient Agar

Bakterilerin izolasyonu ve bakterilerin +4 °C"de stoklanmas i¢in gerekli olan

yatik agar besiyeri hazirlamada kullanilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone 50
Meat ekstrakt 3,0
Agar-Agar 12,0

Calismada hazir besiyeri kullanilmistir. Besiyerinden 20 gram alinip 1 litre distile
suda ¢ozdiriildiikten sonra besiyeri otoklavda (Niive OT 40L) steril edilmis ve
aseptik sartlarda steril petrilere dokiiliip kontaminasyonunu kontrol etmek i¢in bir

gece 37 OC de etiivde (Niive EN 500) inkiibe edilmistir.
3.1.3.2. Nutrient Broth

Bakteri suslarinin aktiflestirilmesi amaciyla kullanilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone 5,0
Meat ekstrakt 3,0

Hazir besiyerinden 8 gram alinmip 1 litre distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra
hazirlanan besiyeri deney tiiplerine dagitilmistir. Besiyeri deney tiiplerinin igerisinde

steril edilmistir.
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3.1.3.3. Tryptic Soy Agar (TSA)

Bu besiyeri, tiremesi az olan bakteri suslarinin izolasyonu esnasinda daha iyi bir

tireme gozlenebilmesi i¢in kullanilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone from casein 15,0
Peptone from soymeal 5,0
Sodium chloride 5,0
Agar-Agar 15,0

Calismada hazir besiyeri kullanilmistir. Besiyerinden 40 gram alinip 1 litre distile
suda ¢oOzdiiriildiikten sonra besiyeri steril edilmistir. Bu besiyeri aseptik sartlarda
steril petrilere dokiiliip kontaminasyonu kontrol etmek icin bir gece 37 °C"de etiivde

inkiibe edilmistir.
3.1.3.4. Tryptic Soy Broth (TSB)

Bakteri suslarinin zenginlestirilmesi amaciyla ve ayn1 zamanda izolasyonda az

iireme gosteren suslarin daha iyi gelisebilmesi i¢in kullanilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone from casein 17,0
Peptone from soymeal 3,0

D (+) Glucose monohydrate 2,5
Sodium chloride 5,0
di-Potasyum hydrojen phosphate 2,5

Hazir besiyerinden 30 gram almip 1 litre distile suda ¢ozdiriildiikten sonra

hazirlanan besiyeri deney tiiplerine dagitilarak steril edilmistir.
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3.1.3.5. Ham Petrol i¢ceren Zenginlestirilmis Besiyeri

Toprak ornekleri zenginlestirilmis besiyerine eklenerek ham petrolii karbon

kaynag1 olarak kullanan bakterilerin izolasyonu gerceklestirilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
KNO3 1,0
MgSO, 0,2
NaCl 0,1
CaCl, 0,1
K2HPO4 1,0

Yukarda belirtilen igerik 1 litre distile su ile ¢oziilmiis ve bu besiyerine %1
oraninda Ham petrol:Triton-X-100 emiilsifér (1:1) ilave edilmistir. Besiyeri
otoklavlandiktan sonra ham petrol eklenmistir (Rojas ve ark., 1999, Eraydin-
Erdogan, 2010).

3.1.3.6. Mueller Hinton Agar

Agir metal ve antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
Infusion from meat 2,0
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5
Agar-Agar 13,0

Calismada; hazir besiyerinden 34 gram alinip 1 litre distile suda ¢ozdiiriildiikten
sonra besiyeri steril edilerek aseptik sartlarda steril petrilere dokiiliip

kontaminasyonunu kontrol etmek icin bir gece 37 °C"de etiivde inkiibe edilmistir.
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3.1.3.7. Mineral Salt Medium (MSM) Besiyeri

Biyosiirfektan varliginin saptanmasi amaciyla mikroorganizma iretimi igin
Zhang ve arkadaslari, tarafindan Onerilen Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri
kullanilmistir (Zhang ve Miller, 1992; Zhang ve Miller, 1994). Mineral Salt Medium
bilesenleri asagida verilmistir (Yalgin, 2008).

Maddeler Miktar (g/L)
NaNO3 4,0
NaCl 1,0
KCI 1,0
CaCl,.2H,0 0,1
KH,PO, 3,0
Na;NPO,412H,0 3,0
MgSO4 0,2
FeS0O,.7H,0 0,001
FeCl3.6H,0 0,008
ZnS04.7H,0 0,75
CoCl,.6H,0 0,08
CuS04.5H,0 0,075
MnS0O,4.H,0 0,5
H3BOs 0,15
Na;Mo00,4.2H,0 0,05

MSM besiyeri pH: 6.8 ( Hanna HI 2211) olarak ayarlanmis ve 121 °C de 30

dakika otoklavda steril edilerek kullanilmistir.
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3.1.3.8. Stok Besiyeri

Izole edilen bakteri kiiltiirlerinin saklanmas1 icin % 20 oraninda gliserol igeren
TSB (Tryptic Soy Broth) hazirlanmis ve 1,5 ml'lik agz1 kapakli ependorf tiiplerine
yaklasik 1.5 ml aktarilarak 121°C'de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.1.4. Kullamlan Boyalar

3.1.4.1.Kristal Viyole

Maddeler Miktar (g/L)
Kristal Viyole 2,0
Amonyum Oksalat 0,8

Etil Alkol (% 95) 20 ml
Distile Su 80 ml

2 g kristal viyole ve 20 ml % 95lik etil alkol igerisinde ¢ozduriilmiistiir. Diger
taraftan, 0,8 g amonyum oksalat 80 ml distile suda ¢ozdiiriilerek bu iki ¢ozelti
birbirine karistirilmistir (Temiz 2010).

3.1.4.2. Safranin

Maddeler Miktar (g/L)
Safranin 0,5

Etil Alkol (% 95) 10 mi
Distile Su 100 ml

Safranin etil alkolde eritilip distile suda ¢ozdiiriilmiistiir (Temiz 2010).
3.1.4.3. Etidyum Bromiir

DNA jel elektroforezi ¢aligmalarinda kullanilmistir.

57



Maddeler Miktar (g/L)

Etidyum bromiir 10,0
Distile Su 1000 ml

10 g etidyum bromiir 1000 ml steril distile su igerisinde manyetik karistirici

kullanarak iyice ¢cozdiiriilmiistiir.

3.1.5. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

3.1.5.1. Lugol Cézeltisi (Gram Iyot Cozeltisi)

Maddeler Miktar (/L
Iyot 5,0
Potasyum iyodit 10,0
Distile Su 100 ml

Potasyum 1iyodit 30 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra iyot c¢ozeltiye

eklenmis ve ¢ozelti hacmi 100 ml'ye tamamlanmistir (Temiz, 2010).

3.1.5.2. KOH Cézeltisi (%3 liik)

Maddeler Miktar (g/L)
KOH 3,0
Distile Su 100 ml

Madde distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

3.1.5.3. H,0, Céozeltisi (%3liik)

Maddeler Miktar (g/L
% 30" luk H,0, 10 mi
Distile Su 90 ml
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% 30’ luk konsantre hidrojen peroksit soliisyonundan 10 ml alinip 90 ml distile su

ilavesi ile % 3¢ seyreltilmistir.

3.1.5.4. Serum Fizyolojik

Maddeler Miktar (g/L)
NaCl 9,0
Distile Su 1000 ml

9 gram sodyum kloriir, 1000 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Erlenmayere

konularak otoklavda steril edildildikten sonra steril tiiplere dagitilmistir.
3.1.5.5. Gliserol
Bakteri kiiltiirleri i¢in stok besiyeri hazirlamada kullanilmistir.
3.1.5.6. Mineral Yag
DNA izolasyonu ve biyosiirfektan {iretiminin saptanmasinda kullanilmistir.

3.1.5.7. Tetrametil-p-fenilendiamin Cozeltisi (%61 lik)

Maddeler Miktar (/L)
Tetrametil-p-fenilendiamin 1,0
Distile Su 100 ml

Tetrametil-p-fenilendiamin 100 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.1.5.8. Etil Alkol ( %70°lik)

Maddeler Miktar (/L)
% 9611k Etil Alkol 73 ml
Distile su 27 ml

73 ml %96 lik etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

Genomik DNA calismalarinda kullanilmistir.
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3.1.5.9. STE (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 50 mM EDTA, pH: 8) Tamponu

Maddeler Miktar (g/L)
Tris 1,21
NaCl 1,75
EDTA 3,72

Karisim saf su igerisinde ¢oziilomiistiir. 1 N HCI ile pH's1 8 olana kadar titre
edilmigtir. Toplam hacim 200 ml'ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril

edilmistir.

3.1.5.10. %10 'luk Sodium Dodecyl Sulfate Cozeltisi ( % 10'luk SDS)

Maddeler Miktar (g/L
Sodium Dodecyl Sulfate 10,0 ¢
Distile su 100 mli

10 gram Sodium Dodecyl Sulfate 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Cozelti otoklavda steril edilmis ve agzi iyice kapatilarak, oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

3.1.5.11. 5M NaCl Cozeltisi

Maddeler Miktar (/L)
NaCl 29,22
Distile su 100 ml

29,22 g NaCl 100ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve otoklavda steril

edilmistir.
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3.1.5.12. %10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl

Cozeltisi
Maddeler Miktar (g/L)
NaCl 4,09
CTAB 10,0
Distile su 100 ml

80 ml saf su icerisinde once 4,09 g NaCl ¢ozilmistir. NaCl tamamen
¢oziindiikten sonra karisgima 10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmustir.
Toplam hacim 100 ml'ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.1.5.13. Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) Cozeltisi

Maddeler Miktar (g/L)
Fenol 25 ml
Kloroform 24 ml
[zoamilalkol 1ml

25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanarak -20

°Cde muhafaza edilmistir.

3.1.5.14. Kloroform: izoamilalkol (24: 1) Cozeltisi

Maddeler Miktar (/L)
Kloroform 24 ml
[zoamilalkol 1mil

24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir ve -20 °Cde

muhafaza edilmistir.
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3.1.5.15. TE (10mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 8 )Tamponu

Maddeler Miktar (g/L)
Tris-HCL 0,3
EDTA 0,093
Distile su 250 ml

0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf su igerisinde ¢oziilmis ve pH=8'e
ayarlanmigtir. Son hacim 250 ml ye tamamlanarak otoklavda steril edilmistir (Orhan
2013).

3.1.5.16. Agaroz Jel (0,6 k)
Plazmid DNA nin yiiriitiilmesi i¢in kullanilmustir.
3.1.5.17. Dimetil Siilfoksit (DMSO)

% 100°lik DMSO 2 ml'lik eppendorf tiiplere aktarilmistir ve kullanilincaya kadar -
20 °C*de muhafaza edilmistir.

3.1.5.18. 0,5XTBE Tamponu
100 ml 5XTBE nin hacmi steril distile su ile 1 L'ye tamamlanarak hazirlanmistir.
3.1.5.19. 6X Yiikleme Tamponu

100 ml i¢in % 100'liik gliserolden 40ml alinip, 0,1g bromfenol blue ile karistirildi ve
hacmi 1x TBE ile 100 ml'ye tamamland1. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4
°C*de muhafaza edildi.

3.1.6. Kullanilan Antibiyotikler

Izole edilen bakterilerin antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde
kullanilan antibiyotikler bioanalyse marka olup kisaltma isimleri, antibiyotik isimleri
ve gruplari, icerdikleri antimikrobiyal madde miktar1 ile etki ettigi mekanizmalar

Tablo 3.2 de belirtilmistir.
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Tablo 3.2. Kullanilan Antibiyotiklerin Gruplar1 ve Etki Mekanizmalar1 (Akkan,

2009)
Kisaltma S
. Antibiyotikler Grubu Etki Mekanizmast
Ismi
NA, 30 ug e lFeles At el DNA giraz (topoizomeraz Il) enzimi
inhibitoriidiir.
Bakteri duvarindaki penisilin
IPM, 10 ug Imipenem Karbapenem baglayan proteinlerden PBP- 1 ve
PBP- 2°ye baglamrlar. En genis
spektrumlu beta laktam
antibiyotiktirler.
Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe
CTX, 30 ug Cefotaxime Sefalosporin 3
eder.
GM, 10 ug Gentamicin Aminoglikozit Protein sentezini inibe eder.
Bakteri ribozomlarimin 508 alt
birimindeki 23S tRNA baglanarak,
E, 15 ug Erythromycin Makrolid ayni yere tRNA 'min baglanmasini ve
dolayisiyla peptid yan zincirin
uzamasmni onlerler.
30S alt birimine baglanarak
Tetracyclin Tetrasiklin . .
TE30 ng etracycline etrasikll tRNA nin baglanmasini ve peptid
zincirinin uzamasini o6nlerler.
CIP, 5 ug Ciprofloxacin Florokinolin DNA giraz enzimini inhibe ederler.
C,30 ug Chloramphenicol | Kloramfenikol 50S ribozomunu etkileyerek peptidil
transferaz etkinligini azaltirlar.
AM, 10 ug Ampicilin Aminopenisilin | Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe
eder.
F/M, 300 ug Nitrofurantoin Nitrofurantoin | Bakteride piruvattan asetilkoenzim

A olusmasina engel olurlar.
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3.1.7. Kullanilan Agir Metaller

Her bir agir metalin 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, konsantrasyonlar1 hazirlanip
0, 2 um c¢apinda steril filtre ile sterilizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Agir metal
direngliligi i¢in kullanilan metallerin molekiiler formiilleri su sekildedir (Tablo 3.3):

Tablo 3.3. Kullanilan Agir Metallerin Molekiiler Formiilleri

Kullanilan Agir Metal Tuzlar
COC|2 6H,0 MnC|2 2H,0

ZnS0O,4 7H,0 HgCl,

3.2. Metod

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Toprak oOrnekleri Kirsehir ilindeki Lastik Fabrikasi, Mersin ilindeki Krom
Fabrikas1 ve Mersin Ili Kazanli ve Karaduvar mevkii Rafineri bdlgesinden alinmustir.
Bakterilerin izolasyonu amaciyla; 10 gr toprak 6rnegi, 1 g KNOg3, 0,2 g MgSQOqy, 0,1 g
NaCl, 0,1 g CaCl,, 1 g K;HPO, igeren 1 L besiyerine % 1 oraninda ham petrol:
Triton-X-100 emiilsifor (1:1) ilave edilerek besiyeri hazirlanmistir. Toprak 6rnekleri
100 ml'lik besiyerleri igerisine konularak 3 giin boyunca 28 °C’de 180 dev/dak. da
calkalayic1 inkiibatorde (MAXQ 4450) inkiibasyona birakilmistir. Ucgiincii giin
sonunda bu besiyerinden 10 ml alinarak tekrar ayni bilesenleri igeren taze ortama
aktarilmistir. Bu islem iki kez daha tekrarlandiktan sonra (toplam 3 inkiibasyon ) en
son inkiibasyon orneklerinin 0,1 ml’si nutrient agarl petrilere ekilmis ve binokiiler
(Novex P-20) altinda degisik koloni yapist sergileyen bakteri izolatlar1 segilerek
izolasyon gergeklestirilmistir. Elde edilen izolatlar tanimlanmak ve daha sonraki
caligmalarda kullanilmak {izere stoga alinmistir (Rojas-Avelizapa ve ark., 1999;
Eraydin-Erdogan, 2010).
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Resim 3.1. Petrol dolum bosaltim silosunun ¢evresi ve alinan toprak ornekleri
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Resim 3.2. Ham petrol igeren steril besiyerleri

Resim 3.3. Toprak 6rnegi eklenmis ham petrol igeren besiyerleri
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Resim 3.4. Calkalayici inkiibator (180 rpm’de 28 °C de 72 saat inkiibasyon)

Resim 3.5. inkiibasyon sonras1 ham petrol igeren steril taze besiyerlerine aktarim
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Resim 3.7. Cizgi ekim ile izolasyon Resim 3.8. Saf kiiltiir eldesi
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3.2.2. Bakterilerin Muhafaza Edilmesi

Nutrient broth besiyerinde 18 saat aktiflestirilen bakteri kiiltiirleri daha sonra
Nutrient agar kati besiyerine inokiile edilerek 37°C'de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kat1 besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlerden birer koloni alinarak
%201k gliserol iceren TSB'li besiyerine aktarilmistir.

Stok tiipleri daha sonra - 80°C de (Niive DF 490) muhafaza edilmistir. izolatlar

alt1 ayda bir aktiflestirilmis ve tekrar muhafaza edilmistir.

3.2.3. lzole Edilen Bakterilerin Morfolojik Testleri

3.2.3.1. Kiiltiir Ozellikleri

Bakteriler gelisimlerine izin verecek besin ve mineral madde igerigine sahip kati
besiyerlerinde gelistirilirlerse kendilerine 6zgii koku, renk ve sekillerde gelisim
gosterirler. Bu gelisim 6geleri mikroorganizmalarin genetik kontrolii altinda kalitilir
ve tiire bagl olarak degisiklik gdsterir. Mikroskop olmaksizin ¢iplak gozle goriilen
gelisim  oOzellikleri mikroorganizmalarin  taninmasinin  ve tanilanmasinin  ilk
basamagini olusturmasi nedeniyle olduk¢a onemlidir (Hasenekoglu ve Yesilyurt,

2001; Bal, 2012) .

Bakteri izolatlarinin kiiltiirel 6zelliklerini incelemek ic¢in kat1 ortamlardaki saf
kiltirleri kullanilmistir. Katir  kiiltiir  6zelliklerinin  belirlenmesi ic¢in izolatlar
gelistikleri kati1 besiyerlerine 3-4 faz ¢izgi ekim seklinde ekilmis, inkiibasyona
birakilarak koloni meydana getirmeleri beklenmistir. Olusan koloniler, mikroskopla
incelenerek tistten goriintisleri, yiiksekligi, kenar sekilleri ve rengi tespit edilmistir (

Temiz, 2010; Baris, 2008; Orhan, 2013).
3.2.3.2.Gram Boyama

Gram boyama sayesinde bakterilerin hiicre duvarlarindaki farkligin ortaya
¢ikmasi saglanmistir. Gram boyama i¢in 18-24 saat boyunca Nutrient agarda gelisen
kiiltirlerden preparat hazirlanmistir (daha yash kiltiirlerden yanlis sonuglar
alinabilir; Gram pozitif bakteriler Gram negatifmis gibi degerlendirilebilir). Preparat

havada kurutulup fikse edildikten sonra kristal viyole ile kaplanmis ve 1 dakika
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bekletilmistir. Siire sonunda bol damitik su ile kristal viyole uzaklastirilmistir.
Yikanan preparat lugol (Gram iyot ¢ozeltisi) soliisyonu ile kaplanmis ve 1 dakika
muamele edilmistir (iyot mordant olarak gorev alir). Lugol akitilarak preparat bol su
ile yikanmustir. Preparatin tizeri % 96'lik etil alkol ile kaplanmig ve 10-15 saniye
boyunca alkolde boya giderimi saglanmistir. Preparat hemen damitik su ile
yikanmistir. Bu islemden sonra preparat safranin boyasi ile kaplanmis ve 30-45
saniye bekletilmistir. Siire sonunda bol damaitik su ile preparat yikanmistir. Boyama
islemi tamamlandiktan sonra preparat kurutma kagidiyla kurutulmustur. Isik
mikroskobunun immersiyon objektifinde preparat ilizerine sedir yagi damlatilarak
hiicreler incelenmistir. Mikroskobik inceleme sonunda mor renkte goriilen
mikroorganizmalar Gram pozitif olarak degerlendirilirken pembe renkte goriilenler

Gram negatif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2010).

3.2.3.3. % 3 'liikk KOH Testi

Gram boyama testini desteklemek amaciyla yapilan bu test Gram (-) bakterilerin
% 3 "lik KOH ile muamelesi sonucu, hiicre duvarmin parcalanmasi ile sitoplazma ve
DNA'nin aciga c¢ikmasi nedeniyle, bir viskoz yapinin olusmasi esasina dayanir

(Sezen, 2015).

Temiz bir lam tizerine 1 damla % 3’liik potasyum hidroksit ¢ozeltisi damlatilarak
tizerine Nutrient agar da gelistirilen 24 — 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze
dolusu konulmus ve bir cam ¢ubukla karigtirilmigtir. Siispansiyondan cam gubugu
¢ekince bir uzama séz konusu ise KOH pozitif, uzama s6z konusu degilse KOH
negatif olarak degerlendirilmistir. Uzama s6z konusu olan izolatlarin Gram (-)

oldugu kabul edilmistir (Bal, 2012; Saygili, 2012; Orhan, 2013; Hiindiir, 2015 ).
3.2.3.4.Hareketlilik Testi

Baz1 bakteriler, flagella ad1 verilen hiicre organelleri sayesinde aktif hareket
yetenegine sahiptirler. Bakterilerde hareket daha ¢ok flagella varliginin belirlenmesi

degil, hareketin gdsterilmesi seklinde ortaya konmaktadir (Ipek-Erbey, 2015).

Hareket muayenesi yar1 kat1 besiyeri ortaminda yapilmustir. Igerisinde % 0,4 —
0,5 agar bulunan dik nutrient agar besiyerine igne uglu 6ze ile dibe kadar diiz bir hat

boyunca ekim yapilmis ve 24-48 saat 32 °C'de inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonucunda, inokiilasyon hattindan saga ve sola dogru bir dallanma var
Ise veya agarin i¢ine dogru bir yayilma varsa mikroorganizma hareketli, besiyerinin

yiizeyinde ve inokiilasyon hatti boyunca iireme varsa, saga ve sola dogru bir

dallanma yoksa mikroorganizma hareketsiz olarak degerlendirilmistir (Celebi, 2012;

Orhan, 2013 ; Ogiitcii ve ark., 2014; Ipek-Erbey, 2015).

Resim 3.9. Hareketlilik testine gore (+) ve (-) sonug veren 6rnekler ve kontrol grubu

3.2.4. 1izole Edilen Bakterilerin Biyokimyasal Testleri

3.2.4.1. Katalaz Testi

Genellikle aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalarin sahip oldugu
katalaz enzimi, ortamdaki hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. Kat1 veya sivi
besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiirline H,0, ilave edildiginde, serbest oksijenin
gaz kabarciklar halinde gbzlenebilmesi, hidrojen peroksitin ayrigsmasini, dolayisiyla

ortamdaki bakteride katalaz enziminin varhigini gosterir (Temiz, 2010).

Yatik Nutrient Agar'da 30°C de 24 saat biiyiitiilmiis kiiltiirlerin tizerine %3 liik
Iml H,0, ¢ozeltisi damlatilarak gaz kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigina bakilmustir.
Gaz kabarciklarmin ¢ikist pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Gerhardt, 1981;
Tamer ve ark. 1989; Temiz, 1994; Saygili, 2012).
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3.2.4.2.0ksidaz Testi

Bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c¢ proteinine sahip olup
olmadiklar1 bu testle belirlenmistir. Sitokrom c proteini (oxidaz c¢), solunum olayinda
gorev almakta ve elektron transfer sisteminde, maddeleri birinden digerine indirgeme
reaksiyonuyla hiicresel enerji (ATP) olusumuna sebep olmaktadir. Test;
organizmanin sitokrom-C oksidaz enzimine sahip olmasi durumunda, bu enzimin
reaksiyona girmesi sonucu mavi renk olusturmasi esasina dayanir. Bakteride
sitokrom ¢ proteini varsa substratiyla reaksiyona girerek mavimsi mor bir renk
olusumuna neden olur. (Harley and Prescott, 2002; Adigiizel, 2006; Bal, 2012;
Sezen, 2015).

Bir par¢a filtre kagidi, Tetrametil-p-fenilendiamin-dikloriir'iin =~ %1 lik
soliisyonunun birka¢ damlasi ile 1slatilarak 24 saatlik Nutrient agar kiiltiiriinden bir
0ze dolusu organizma, bir 6ze ile alinarak filtre kagidinin {izerine yayilmistir. 10
saniye igerisinde mavi-menekse bir renk olusumu test i¢in pozitif bir sonug¢ olarak
degerlendirilmistir. Bu soliisyon kullanilacagi giin taze olarak hazirlanmistir

(Gerhardt, 1981; Tamer ve ark., 1989; Saygili, 2012).

3.2.5. izole Edilen Bakterilerin Molekiiler Testleri

3.2.5.1.Bakteri Hiicresinden Genomik DNAlarn izolasyonu

Arastirmada kullanilacak olan bakteri izolatlarindan DNA ekstraksiyonu,
Adigiizel 2006 tarafindan uyarlanan izolasyon metoduna gore asagida belirtildigi gibi
gergeklestirilmistir.

+ DNA's1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine 3 faz halinde ekilmis ve
petriler 28-32°C"ye ayarli inkiibatrde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir.

+ Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml'lik ependorflara 1000 ul STE (hiicre duvarini
pargalayarak hiicre iceriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak
igerisine 2-3 6ze dolusu bakteri kiiltiiri eklenmistir.

+ Tiplerin 2500 rpm'de vortekslenerek homojenize olmalari saglanmugtir,

%+ Vortekslenen tiipler 10 000 rpm'de 10 dk siireyle santrifiijlendikten sonra iist faz

mikropipetle alinarak atilmis ve peletin iizerine tekrar 1000 pl STE tamponu
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eklenerek, 10 dk 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu iglem iist faz berrak olana
kadar tekrar edilmistir.

Santrifiij sonrasi, olusan list faz atilarak pelletin {izerine 500 pul STE tamponu
eklendikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek suretiyle tamponun
pelletle iyice karigmasi saglanmistir.

Tiipler 75 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dk siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 15. dk’'da tiipler alinarak 4-5 kez alt iist edilerek tekrar inkiibe
edilmistir.

Su banyosundan ¢ikartilan tiiplere 50 ul %10°'luk SDS (proteinler arasindaki
distilfit baglarin1 pargalar) ve 7 pl proteinaz K (proteinleri parcalar) eklenmis ve
40 °C’ye ayarli su banyosunda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak
sekilde 5 M NaCl ve 0,1 hacim %10 luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA'yi
polisakkaritlerden ve ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) ilave edilmistir.
Tiipler 65 °C’ye ayarli su banyosunda 15 dk inkiibasyona birakilmistir.

Su banyosundan alinan tiiplere esit hacimde 25:24:1
fenol:kloroform:izoamilalkol ~ (genellikle, niikleik asitlerden proteinlerin
uzaklastirilmasinda kullanilir. Fenol proteinleri ¢ok iyi ayirir. Kloroform
proteinleri denatiire ederek, sivi ve organik fazlarin ayrigmasini saglar.
[zoamilalkol ise ekstraksiyon esnasinda meydana gelebilecek kopiirmeyi
engeller) eklenerek 15 dk oda sicakliginda calkalayiciyla ¢alkalanmigtir.

Tipler 16 000 rpm'de 15 dk santrifiijlendikten sonra olusan {ist faz yeni steril
ependorf tiiplere konulmustur. Her bir tiipe 0,1 hacim %10CTAB / 0.7 M NacCl
(ortamda bulunabilecek polisakkarit kalintilarin1 elimine etmede kullanilir) ilave
edilmistir.

65 °C’ye ayarli su banyosunda tiipler 15 dk bekletilmistir.

Tiiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol ilave edilmis ve tiipler 15 dk
oda sicakliginda, calkalayiciyla karistirilmistir.

Tiipler bir daha 16 000 rpm’'de 15 dk santrifiij edilmis, santrifiij sonras1 olusan
ist faz tekrar yeni steril bir ependorfa konulmustur.

Tiipler tizerine 0,6 hacim izopropanol (DNAy1 baglayarak, iplikcikler halinde

¢okmesini saglar) ilave edilmistir.
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+ Tiipler -20 °C de 1 gece siiresince bekletilmistir.

-

Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

+ Uzerine -20 °C’de bekletilen %70 lik etanolden (DNA'y1 yikamak amaciyla
kullanilir) 500-600 ul eklenmis ve 15 000 rpm de 15 dk siireyle santrifiijlendikten
sonra silipernatant kismi dikkatlice atilmistir.

+ Peletin iizerine tekrar %70°lik etanolden 500-600 ul ilave edilerek, 15 000 rpm
de 15 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant kism1 dikkatlice uzaklastirilarak tiipler
agz1 acik bir sekilde etil alkoliin ugmasi, DNA 'nin kuruyarak seffaf bir gériiniim
almas1 amaciyla 2-3 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

+ Kuruma islemi gergeklestikten sonra, DNA'lar 50-70 pl TE iginde oda
sicakliginda 30 dk bekletilerek, iyice ¢coziinmeleri saglanmis ve iizerlerine 2-3 pl
RNAse eklenmistir.

+ DNA'lar %0,6 ik agaroz jelinde yiiriitiilmiis ve jelde tek par¢a bant veren

ornekler + 4 °C’ye kaldirilarak sonraki calismalar igin saklanmistir (Orhan 2013).

3.2.5.2. Bakteri izolatlarinin 16S rDNA Bélgesinin PCR ile Amplifikasyonu

Test izolatlarindan elde edilen genomik DNA'lardan, bakteri sistematigi icin
onemli olan 16S rRNA boélgesi evrensel primerler (forward ve reverse primerler)
kullanilarak PCR yardimi ile ¢cogaltilmistir (Orhan 2013).

3.2.5.3. Reaksiyonun (Master mix in) Hazirlanmasi

PCR1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 3 pul 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI,
500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %0.01 jelatin pH: 8.3), 0.6 ul dNTP
(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10mM), 3 ul UNI 16S-L
(forward ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA), 3 ul 16S-R (reverse ATG
GTA CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA), 1.2 ul DMSO, 0.6 pl MgCly(50 uM),
0.3 uM / ml Tag DNA polimeraz ve 15.3 ul sdH20 ile 27 pl'lik reaksiyon karigimi
hazirlanmis ve karisima son olarak 3 pl template DNA (100 ng/ul) ilave edilerek son
hacim 30 pl'ye tamamlanmigtir. Master mix ve template DNA igeren ependorf
tiiplerin lizerine buharlagsmay1 engellemek i¢in 15 pl mineral yag eklenmistir (Orhan

2013).
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3.2.5.4. PCR Programi

PCR i¢in hazirlanan 6rnekler, 95 °C'de 2 dk 6n denatiirasyon, bunu takiben 36
dongii olacak sekilde 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 54 °C’de 1 dk baglanma ve 72
°C'de 2 dk uzama basamaklar1 ve son olarak 72 °C'de 5 dk uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina konuldu. Secilen

programda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildi (Orhan, 2013).
3.2.5.5. 16S rRNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi

1.50 gr agaroz tizerine 150 ml 0.5X TBE (%]1'lik agaroz jel) tamponu eklenerek
karisim mikrodalga firinda iyice ¢6ziiniinceye kadar kaynatilmigtir. 50 °C'ye kadar
sogutulan agaroz jele 0.8 pg/ml olacak miktarda ethidium bromiir eklenerek igerisine
tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. 30-35 dk beklenerek
jelin donmasi saglanmis, donan jelden taraklar dikkatlice g¢ikarilmis ve igerisinde
0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankinin i¢ine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk
cukura, 10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500
2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul yiiklenmistir. Diger
cukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2,5 pl 6X yiikleme tamponu, 10 pl PCR iiriinii
kanistirilarak yiiklenmistir. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak 6rnekler 2
saat ylritiilmistiir. Jel tizerinde bulunan ve ethidium bromiir ile boyanan DNA
bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmis ve bilgisayar ortaminda (DNR

Biolmaging Systems Software) analiz edilmistir (Orhan, 2013).
3.2.5.6. 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilerinin
analizi, Hollanda'da bulunan Macrogen firmasina gonderilerek yapilmistir. Elde
edilen 16S rDNA dizileri Gen Bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)
var olan diger bakteriyal dizilerle karsilastirilmistir (BLAST analizi). Karsilastirma
sonucu aralarindaki benzerlik oranlar1 tespit edilmis ve gen bankasi1 kabul numaralari

alinmistir (Orhan 2013).
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3.2.6. Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Antibakteriyal hassasiyet testi, agarda disk difiizyon testi ile 10 farkli antibiyotik
grubunu temsil eden antibiyotik diskler ile Mueller Hinton Agar kullanilarak

belirlenmistir.

Kullanilan antibiyotikler; Ampicilin (AM, 10 pg), Nalidixic acid (NA, 30 ug),
Chloramphenicol ( C, 30 pg), Tetracycline (TE, 30 ug), Nitrofurantoin (F/M, 300
pg), Gentamicin (GM, 10 pg), Imipenem (IPM, 10 pg), Ciprofloxacin (CIP, 5 pg),
Cefotaxime(CTX, 30 pg) ve Erythromycin (E, 15 pg) dir.

Antibakteriyal etkinin dogrulanmasi i¢in referans sus olarak Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 kullanilmistir (NCCLS, 1997; Akkan, 2009).

izolatlar Nutrient broth besiyerlerinde aktiflestirilerek 0,5 McFarland'a ayarlanip
Mueller Hinton Agara yayma ekim yoOntemiyle ekilmistir. Bakterilerin farkl
yapilarini etkiliyecek olan antibiyotik diskleri bir pens yardimiyla ekim yapilmis olan
besiyeri Tlzerine belirli araliklarla yerlestirilmistir. Ekim ve antibiyotiklerin
yerlestirilmesinden sonra petriler 24 saat 37 °C de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zon caplari Sl¢iilmiis

ve not edilmistir.
3.2.7. Agir Metal Direngclilik Diizeylerinin Belirlenmesi

Agir metal direngliliklerin belirlenmesinde well difiizyon yontemi kullanilmis ve
olusan  zon caplar1 Ol¢lilmiistiir (Nithya ve ark., 2011). Daha once diisiik
konsantrasyonlarla yapilan 6n denemeler sonucunda verimli sonu¢ alinamadigi i¢in
konsantrasyonlar 5mM, 10 mM, 15 mM ve 20 mM olarak belirlenmistir. Bu sayede
en yiksek dirence sahip mikroorganizmalar segilebilecektir. Metallerin sulu
cozeltileri besi ortamina eklenmeden once steril filtre ( PTFE 0, 2 um ¢apinda) ile
steril edildikten sonra besiyerine konulmustur. Kullanilan metallerin molekiil
formiilleri CoCl,.6H,0, 2ZnS0,.7H,O0, MnCl,.2H,O ve HgCl,  dir. Kontrol
mikroorganizma olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 standart susu
secilmistir. Denenen bakteri suslar1 kontrol mikroorganizmanin diren¢ degerlerinden

daha yiiksek bir ortamda iireme gosterirse direngli sayilmistir.
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Bakteri izolatlar1 asilanmis Mueller Hinton Agarli besiyerlerinde kuyucuk agmak
icin steril ici bos 6 mm agiz capma sahip kiiciik bir metal aparat kullanilmistir.
Oncelikle aparatin agiz kismi etil alkole daldirilmis ve daha sonra alevden gegirilerek
sterilize edilmistir. Daha sonra aparat dik vaziyette besiyerinin dibine kadar
daldirilmis ve kendi ekseni etrafinda hafifce saga ve sola dondiiriilmiistiir. Bu
hareketle agarli besiyeri halka seklinde kesilmistir. Aparat yine dik vaziyette
besiyerinden ¢ikarilmistir. Bu islem sonrasinda, kesilmis agarli besiyeri cogunlukla
aparatin igine gecer ve aparatla birlikte uzaklastirilir ve boylece de besiyeri i¢inde bir
kuyucuk acilmigtir. Kesilmis agarli besiyeri aparat igine gegmedigi taktirde, bu kesik
kisim etil alkol kullanilarak alevde sterilize edilmis bir pens yardimiyla besiyerinden

aseptik kosullarda uzaklastirilmistir (Temiz, 2010).

Besiyerinde yukarida anlatildigi sekilde hareket edilerek uygun araliklarla ve
belli sayida delikler agilmustir. Petri kutusundaki agarli besiyerinde, kontrol de dahil
olmak tizere 5 delik agilmustir. Ortadaki kontrol ve yanlarda ikiser paralel olmak
tizere 4 delik acilmistir. Deliklerin her ikisine ayn1 madde uygulanarak calismanin
ikiser paralel olarak ilerlemesi saglanmistir. Bir numarali besiyerine SmM ve 10 mM
agir metal soliisyonlar1 ve kontrol olarak ¢dziicii madde eklenmistir. Iki numarali
besiyerine 15mM ve 20mM agir metal soliisyonlari konulmus ve besiyerlerinin orta
kismma kontrol olarak c¢oziici madde eklenmistir. Agir metal soliisyonlarinin
eklenmesinden sonra besiyerleri 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonucunda olusan zonlar &l¢iiliip not edilmistir.
3.2.8. Biyosiirfektan Uretimi i¢in Ekim ve Kiiltiirasyon

Modifiye edilmis bir yontemle biyosiirfektan iiretimi i¢in ekim ve kiiltlirasyon
gerceklestirilmistir. Daha Onceden hazirlanan stok kiiltiirler Tryptic Soy Broth
besiyerine ekim yapilarak aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen suslar Mineral Salt
Medium besiyerine 1/20 (v/v) oranin1 saglayacak sekilde steril kosullarda ekim
yapulmistir. Inkiibasyon 35%C" de 10 gilin siire ile 150 rpm dongiisel ¢alkalama
hiznda g¢alkalamali inkiibatérde (Thermo MAXQ 4450) gergeklestirilmistir (Yalgin,
2008).
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3.2.9. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Varhginin Saptanmasi

Mikroorganizma kiiltiirlerinde biyosiirfektan {iretiminin belirlenmesi i¢in Bodour
ve Miller, 1998 de rapor ettigi "Drop Collapse" yontemi segilmistir. Bu yontem igin
96 kuyucuga (microwell plate) sahip bir platform kullanilmistir. Kiiltiirler 10000
rom'de 20 dakika siire ile santrifiijlenecektir (Micro CL 17). Santrifiijleme
sonrasinda siipernant Millipore Filtrasyon sistemi (PTFE 0,2 um) ile filtre edilmistir.
Elde edilen son filtrat biyosiirfektan varligi igin test sivisi, steril su ve ekim
yapilmamis besiyeri ise kontrol sivisi olarak kullanilmistir. Drop Collapse yontemi
icin ilk olarak kuyucuklar 7 pl mineral yag ile kaplanarak bir giin oda sicakliginda
bekletilmistir. Test ve kontrol sivilarindan alinan 25ul'lik 6rnekler 45°C'lik ag1 ile
kuyucuklara damlatilmistir. Yag ile kaplanmis kuyucuklarda damlalarin ¢okme,
yayllma ya da stabil kalma durumlarn go6zlenerek biyosiirfektan varligi

degerlendirilmistir (Yalg¢in, 2008).

Resim 3.10. Drop Collapse testine gore (+) ve (-) sonug veren ornekler ve kontrol

grubu
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakterilerin izolasyonu

Bu calismada Kirsehir ilindeki Lastik Fabrikasi'ndan alinan toprak drneklerinden
12 adet, Mersin Krom Fabrikasi'ndan alinan toprak 6rneklerinden 10 adet ve Mersin
ili Kazanli ve Karaduvar mevkiinde rafineri bolgesinden alinan toprak 6rneklerinden
18 adet bakteri izolat1 olmak iizere toplam 40 adet bakteri izole edilmistir. Alinan
toprak oOrneklerinden izole edilen bakterilerin TSA besiyerinde gelismelerinin

fotograflari Resim 4.1. - Resim 4.10. da gosterilmistir.

Izolat No: 9-5

Resim 4.1. a. Tanimlanmamustir (YH9-1)  b. Bacillus megaterium (YH9-2)

c. Diaphorobacter sp. (YH9-4) d. Diaphorobacter sp. (YH9-5)
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Izolat No: 9-7

Izolat No: 9-8 — Izolat No: 9-9

Resim 4.2. a. Cupriavidus sp. (YH 9-6) b. Tanimlanmamistir (YH 9-7)

c. Acinetobacter calcoaceticus (YH 9-8) d. Tanimlanmamistir (YH 9-9)
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%%

i:()[(lf No: 9-12 Izolat No: 10-1

Izolat No: 10-2 ———— Izolat No: 10-3

Resim 4.3. a. Bacillus megaterium (YH 9-12) b. Tanimlanmamistir (YH 10-1)

¢. Tanimlanmamustir (YH 10-2)  d. Tanimlanmamistir (YH 10-3)
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Izolat No: 10-6

Izolat No: 10-7 Izolat No: 10-8

Resim 4.4. a. Tammlanmamistir (YH 10-5)  b. Tanimlanmamustir (YH 10-6)

¢. Tanimlanmamustir (YH 10-7)  d. Tanimlanmamistir (YH 10-8)
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Izolat No: 10-11 Izolat No: 10-12

Izolat No: 11-2

Resim 4.5. a.Bacillus subtilis (YH 10-11) b.Acinetobacter calcoaceticus (YH 10-12)

c. Cupriavidus sp. (YH 11-1) d. Acinetobacter calcoaceticus (YH 11-2)
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Izolat No: 11-3 — Izolat No: 11-4

Izolat No: 11-5

Resim 4.6. a. Tanimlanmamistir (YH 11-3)  b. Tanimlanmamistir (YH 11-4)

¢. Tanmmmlanmamigtir (YH 11-5)  d. Tanimlanmamistir (YH 11-7)
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Izolat No: 12-1 - Izolat No: 12-2

Izolat No: 12- - Izolat No: 12-4

Resim 4.7. a. Tanimlanmamistir (YH 12-1) b. Tanimlanmamistir (YH 12-2)

¢. Tammmlanmamugtir (YH 12-3) d. Tanimlanmamistir (YH 12-4)
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Z D
Izolat No: 13-1 — Izolat No: 13-2

Izolat No: 13-3\‘*» —

Resim 4.8.
a. Achromobacter xylosoxidans (YH 13-1) b. Massilia alkalitolerans (YH 13-2)

c. Bacillus simplex (YH 13-3) d. Massilia alkalitolerans (YH 13-4)
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Izolat No: 13-6

Izolat No: 15-2
Resim 4.9. a. Bacillus simplex (YH 13-5) b. Tanimlanmamistir (YH 13-6)

c. Staphylococcus sp. (YH 15-2)  d. Azospirillum bracilense (YH 15-3)
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Izolat No: 16-1 = Izolat No: 16-4

Izolat No: 16

Resim 4.10. a.Massilia alkalitolerans(YH16-1) b. Azospirillum brasilense (YH16-4)

c. Azospirillum brasilense (YH 16-6) d. Azospirillum brasilense (YH 16-7)
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4.2. Tzole Edilen Bakterilerin Morfolojik Testleri

izole edilen bakterilerin koloni renkleri ve koloni sekilleri Tablo 4.1.°de
gosterilmistir. Bakteri izolatlarinin Tablo 4.1. “deki sonuglarina gore 25 adet S tip
koloni, 12 adet R tip koloni, 2 adet M tip koloni ve 1 adet L tip koloni

gbzlemlenmistir.

Tablo 4.1. izolatlarin Kiiltiir Ozellikleri

Izolat ) _ Izolat Koloni
Numarast Koloni Rengi | Koloni Sekli Numarast Koloni Rengi Sekii
YH9-1 Sar1 STip YH11-3 Beyaz R Tip
YH9-2 Kirli Beyaz R Tip YH11-4 Buzlu Beyaz R Tip
YH 9-4 Seffaf Pembe STip YH 11-5 Beyaz M Tip
YH 9-5 Seffaf Pembe S Tip YH 11-7 Beyaz R Tip
YH 9-6 Kirli Beyaz STip YH12-1 Krem Rengi R Tip
YH9-7 Kirli Beyaz STip YH12-2 Kirli Beyaz STip
YH 9-8 Beyaz STip YH 12-3 Beyaz S Tip
YH 9-9 Acik Sari L Tip YH12-4 Acik Sari STip
YH9-12 Bembeyaz R Tip YH13-1 Agik Pembe STip
YH 10-1 Beyaz R Tip YH 13-2 Hardal Saris1 R Tip
YH 10-2 Krem Rengi S Tip YH13-3 Krem Rengi R Tip
YH 10-3 Krem Rengi STip YH 13-4 Sar1 STip
YH 10-5 Yesil R Tip YH13-5 Krem Rengi R Tip
YH 10-6 Soluk Beyaz S Tip YH 13-6 Beyaz S Tip
YH 10-7 Agik Sari STip YH 15-2 Bembeyaz STip
YH 10-8 Beyaz R Tip YH 15-3 Pembe S Tip
YH10-11 Beyaz M Tip YH16-1 Sari S Tip
YH 10-12 Beyaz STip YH 16-4 Agik Pembe STip
YH 11-1 Kirli Beyaz S Tip YH 16-6 Pembe S Tip
YH11-2 Beyaz STip YH 16-7 Pembe STip
P. aeruginosa ATCC 27853 Yesil R Tip
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Tablo 4.2. ve Tablo 4.3. te goriilen veriler incelendiginde; izolatlarin 17 tanesinin
Gram pozitif ve 23 tanesinin ise Gram negatif oldugu tespit edilmistir. Gram negatif
bakterilerin Gram boyamalarin1 desteklemek i¢in yapilan %3'liik KOH testinde 23
adet pozitif ve 17 adet negatif sonug elde edilmistir. Yine izole edilen bakterilerin 24
tanesinin hareketli oldugu 16 tanesinin de hareketsiz oldugu belirlenmistir. P.
aeruginosa ATCC 27853 kontrol susu bu sonuglara dahil edilmemistir.

Tablo 4.2. izole Edilen Bakterilerin Gram Boyama, Morfoloji, %3 liik KOH ve
Hareketlilik Test Sonuglari

_ Gram (-) Basil

_ Gram (+) Basil 5 +
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (+) Kok . -
_ Gram (-) Kokobasil + -
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (+) Basil 2 +
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + o
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + ;
_ Gram (+) Basil - o
_ Gram (-) Kokobasil + -
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (-) Kokobasil + -
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Tablo 4.3. izole Edilen Bakterilerin Gram Boyama, Morfoloji %3’liikk KOH ve
Hareketlilik Test Sonuglar1 (Devami)

_ Gram (+) Basil

_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (-) Basil o -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (+) Basil - o
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (-) Basil + =
_ Gram (-) Basil + 5
_ Gram (+) Basil B -
ﬁ Gram (+) Basil - :
_ Gram (+) Basil - I
_ Gram (-) Kok + +
_ Gram (+) Kok B -
_ Gram (-) Basil 5 -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + o
_ Gram (-) Basil + +
- Gram (-) Basil + +
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Ayrica izolatlarin Gram boyama sonuglariin mikroskobik goriintiileri Resim 4.11 de

gosterilmistir.
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Resim 4.11. izole edilen bakterilerin Gram boyama gériintiileri (100x)
a. Massilia alkalitolerans (YH 16-1) b. Staphylococcus sp. (YH 15-2)
c. Bacillus megaterium (YH 9-2) d. Tanimlanmamistir (YH 10-5)

e. Acinetobacter calcoaceticus (YH 9-8) f. Tanimlanmamistir (YH 11-4)
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4.3. Tzole Edilen Bakterilerin Biyokimyasal Testleri

Izole edilen bakterilerin 2 tanesinin katalaz negatif ve 38 tanesinin ise hidrojen
peroksiti serbest oksijene ayristirarak gaz kabarciklari olusturup pozitif sonug verdigi
gozlenmistir. Oksidaz testinde 25 izolat p-amino dimetilanilin ayiracini oksidaz
enzim varliginda okside ederek mor-mavi renk olusturup pozitif sonug¢ verirken 15

izolatin negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

Tablo 4.4. Izolatlarin Katalaz ve Oksidaz Test Sonuglar

Izolat Tzolat
Numarasi Katalaz Oksidaz Numarasi Katalaz Oksidaz

YH 9-1 + + YH 11-3 + ¥
YH 9-2 + - YH 11-4 4 ¥
YH 9-4 + + YH 11-5 + )
YH9-5 + + YH 11-7 + -
YH 9-6 + + YH 12-1 + ¥
YH 9-7 + - YH 12-2 + ¥
YH9-8 + - YH 123 + -
YH 9-9 + - YH 12-4 + +
YH 9-12 + + YH 13-1 + +
YH 10-1 + - YH 13-2 + +
YH 10-2 - + YH 13-3 + _
YH 10-3 + + YH 13-4 + _
YH 10-5 + o YH 135 + N
YH 10-6 + + YH 13-6 + -
YH 10-7 + + YH 15-2 + -
YH 10-8 + + YH 15-3 + +
YH 10-11 =+ + YH 16-1 + +
YH 10-12 + - YH 16-4 - -
YH 11-1 + + YH 16-6 + +
YH 11-2 + - YH 16-7 + +
P. aeruginosa ATCC 27853 ar +
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4.4. izolatlarm 16S rRNA BLAST Sonuclar:

Kirsehir ilindeki Lastik Fabrikasi, Mersin ilindeki Krom Fabrikasi1 ve Mersin ili
Kazanli ve Karaduvar mevkii Rafineri bolgesinden elde edilen 40 izolatin 16S rDNA
genlerinin baz dizileri tespit edilmistir. Tir tayini ise Gen Bankasi'nin web
sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) niikleotid dizilerinin
kiyaslanarak ve benzerlik oranlar1 incelenerek yapilmistir. Karsilastirma sonucunda
elde edilen tanm1 sonucu, baz sayisit ve benzerlik oran1 Tablo 4.5. ve Tablo 4.6. da
verilmistir. Ayrica bu izolatlarin 16S rRNA gen bolgelerinin baz siralar1 da EK-1" de
verilmistir.

Tablo 4.5. Izolatlarin 16S rRNA BLAST Sonuglari

Kod Tan Baz Sayist Benzerlik % Genbank No
YH 9-1 Tanimlanmamistir
YH 9-2 Bacillus megaterium 1418 100 KY010267
YH 9-4 Diaphorobacter sp. 1344 100 KY010268
YH 9-5 Diaphorobacter sp. 1346 100 KY010269
YH 9-6 Cupriavidus sp. 1392 99 KY010270
YH 9-7 Tanimlanmamistir
YH 9-8 | Acinetobacter calcoaceticus 1396 99 KY010271
YH 9-9 Tanimlanmamistir
YH 9-12 Bacillus megaterium 1415 100 KY010272
YH 10-1 Tanimlanmamistir
YH 10-2 Tanimlanmamistir
YH 10-3 Tanimlanmamaistir
YH 10-5 Tanimlanmamuistir
YH 10-6 Tanimlanmamaistir
YH 10-7 Tanimlanmamuistir
YH 10-8 Tanimlanmamistir
YH 10-11 Bacillus subtilis 1429 100 KY010273
YH 10-12 | Acinetobacter calcoaceticus 1379 100 KY010274
YH 11-1 Cupriavidus sp. 1373 99 KY010275
YH 11-2 Tanimlanmamistir
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Tablo 4.6. izolatlarin 16S rRNA BLAST Sonuglar1 (Devami)

Kod Tani Baz Sayist Benzerlik % Genbank No
YH 11-3 Tanimlanmamistir
YH 11-4 Tanimlanmamistir
YH 11-5 Tanimlanmamistir
YH 11-7 Tanimlanmamistir
YH 12-1 Tanimlanmamistir
YH 12-2 Tanimlanmamistir
YH 12-3 Tanimlanmamistir
YH 12-4 Tanimlanmamaistir
YH 13-1 | Achromobacter xylosoxidans 1380 100 KY010276
YH 13-2 Massilia alkalitolerans 1382 99 KY010277
YH 13-3 Bacillus simplex 1399 100 KY010278
YH 13-4 Massilia alkalitolerans 1364 99 KY010279
YH 13-5 Bacillus simplex 1421 99 KY010280
YH 13-6 Tanimlanmamuistir
YH 15-2 Staphylococcus sp. 1422 100 KY010281
YH 15-3 Azospirillum brasilense 1303 99 KY010282
YH 16-1 Massilia alkalitolerans 1352 99 KY010283
YH 16-4 Azospirillum brasilense 1015 100 KY010284
YH 16-6 Azospirillum brasilense 1017 99 KY010285
YH 16-7 Azospirillum brasilense 1329 98 KY010286

4.5. izole Edilen Bakterilerin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri Disk diffiizyon yontemine
gore yapilmistir. YH13-5 izolatinin antibiyotik duyarlilik testine ait goriintiiler Resim
4.12. ve 4.13. de gosterilmektedir.
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Resim 4.12. izolat YH 13-5 “in antibiyotik diren¢ degerleri ( Nalidixic Acid,

Imipenem, Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin)

Resim 4.13. Izolat YH 13-5 “in antibiyotik diren¢ degerleri (Tetracycline,
Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin)
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izole edilen bakterilerin antibiyotiklere karsi gostermis olduklar1 direng goz
oniine almarak toplam direnc yiizdeleri hesaplanmistir. izolatlarin % 72,5 ‘inin
Nalidixic Acid (NA, 30pg)'e, % 15'inin Imipenem (IPM, 10 pg)'e, % 45'inin
Cefotaxime (CTX, 30 ug)'e, % 32,5 "inin Gentamicin (GM, 10 ug)'e, % 65 inin
Erythromycin (E, 15 pg)'e, % 82,5 “inin Tetracycline (TE, 30 ug)'e, % 60'mimn
Ciprofloxacin (CIP, 5 pg)'e, %52,5%inin Chloramphenicol ( C, 30 pg)'a, %70’inin
Ampicilin (AM, 10 pg)'e ve % 80'inin Nitrofurantoin (F/M, 300 pg)‘e direngli
oldugu gozlenmistir (Tablo 4.7.). Bu baglamda Tablo 4.7. incelendiginde en yiiksek
toplam diren¢ degeri % 82,5 olarak Tetracycline (TE, 30 pg)'inde gdzlenirken en
diisiik deger ise % 15 ile Imipenem (IPM, 10 pg)* de gozlenmistir.

Izole edilen bakterilerin antibiyotik direncleri CLSI 2015e gore belirlenmis ve
toplam yiizdelik direngleri Tablo 4.7." da gosterilmistir.

Tablo 4.7. izolatlarin Antibiyotik Direnglilik Degerleri

Izolatlarin Antibiyotik

Kullanilan Antibiyotikler . y . .
Diren¢ Deger Yiizdeleri (%)

Nalidixic Acid (NA, 30ug) % 72,5
Imipenem (IPM, 10 ug) % 15
Cefotaxime (CTX, 30 ug) % 45
Gentamicin (GM, 10 ug) % 32,5
Erythromycin (E, 15 ug) % 65
Tetracycline (TE, 30 ug) % 82,5
Ciprofloxacin (CIP, 5 ug) % 60

Chloramphenicol ( C, 30 ug) % 52,5
Ampicilin (AM, 10 ug) % 70
Nitrofurantoin (F/M, 300 ug) % 80
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Tablo. 4.8. Izolatlarinin Direng Gosterdikleri Antibiyotik Sayist

Antibiyotik
Sayisi (10)

Direngli
Bakteri

Sayisi

Antibiyotik sayisi ile bu antibiyotiklere direng gosteren izolat sayisi Tablo 4.8.°de
gosterilmistir. Tablodaki veriler incelendiginde higbir antibiyotige direng
gostermeyen 2 izolat bulunmaktadir. Ayrica izolatlardan; 1 tanesinin 1 antibiyotige,
2 tanesinin 2 antibiyotige, 2 tanesinin 3 antibiyotige, 2 tanesinin 4 antibiyotige, 6
tanesinin 5 antibiyotige, 9 tanesinin 6 antibiyotige, 8 tanesinin 7 antibiyotige, 2
tanesinin 8 antibiyotife, 5 tanesinin 9 antibiyotige ve 1 tanesinin de tiim

antibiyotiklere kars1 direngli oldugu gozlemlenmistir.

Elde edilen izolatlarin antibiyotik diren¢ sonuglar1 Tablo 4.9. ile Tablo 4.10. da
gosterilmistir.

Akkan (2009), ¢alismasinda Iskenderun Korfezi nde 3 farkli bolgeden 356 Gr (-)
bakteri izole etmis, en yiiksek antibiyotik direncin 1 ve 3 numarali bolgelere ait

oldugunu izolatlarin %94,9 unun Eritromisin’e direng gésterdigini belirtmistir.

Yine antibiyotik direngliligin belirlenmesi amaciyla yapilan baska bir ¢alismada
ise; arsenik direncli suslarin %60 oraninda sefoksitin, % 40 oraninda terimetoprim,
streptomisin ve nalidiksilik asite duyarli oldugu saptanmistir. Ayrica % 20 oraninda
Eritromisin, Kloramfenikol, Pensilin ve Tetrasiklin antibiyotiklerine direng tespit
edilirken Amoksisilin, Genatmisin, Kanamisin ve Netilmisin’e hicbir direng

gozlenmemistir.
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Tablo 4.9. Izolatlar Antibiyotik Direnglilik Sonuglart

Numune
Numarasi

Nalidixic Acid
(NA, 30 pug)

Imipenem
(IPM, 10 pg)

Cefotaxime
(CTX, 30 ug)

Gentamicin
(GM, 10 ug)

Erythromycin
(E, 15 pg)

YH 9-1

)

wn

=

)

YH 9-2

YH 9-4

YH 9-5

YH 9-6

YH 9-7

YH 9-8

YH 9-9

YH 9-12

YH 10-1

YH 10-2

YH 10-3

YH 10-5

YH 10-6

YH 10-7

YH 10-8

YH 10-11

YH 10-12

YH 11-1

YH 11-2

YH 11-3

YH 11-4

YH 11-5

YH 11-7

YH 12-1

YH 12-2

YH 12-3

YH 12-4

YH 13-1

YH 13-2

YH 13-3

YH 13-4

YH 13-5

YH 13-6

YH 15-2

YH 15-3

YH 16-1

YH 16-4

YH 16-6

YH 16-7

P. aeruginosa
ATCC 27853
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D D LOLOLOOLID O OLOONOIDTD VDD I VDVD D OVD DOV OODTOITOIODT OO OO DT OOV OV

O Luuuunmuunumunmumunmn u n JIn VI TuLuLnn O N DIV DT VLKV DI OBLDIOBLIOVLOLOOOnBLDONIZD OOV OV

D DI D LONVT D LOOLIONVLOLID DD |PDIILOLOOLID DT OVDT VDD DDV IOV D OV DOV
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Tablo 4.10. izolatlarin Antibiyotik Direnclilik Sonuglar1 (Devami)

Numune
Numarasi

Tetracycline
(TE, 30 ug)

Ciprofloxacin
(CIP, 5 pug)

Chloramphenicol
(C 30ug)

Ampicilin
(AM, 10 ug)

Nitrofurantoin
(F/M, 300 ug)

YH 9-1

)

R

(%]

)

YH 9-2

YH 9-4

YH 9-5

YH 9-6

YH 9-7

YH 9-8

YH 9-9

YH 9-12

YH 10-1

YH 10-2

YH 10-3

YH 10-5

YH 10-6

YH 10-7

YH 10-8

YH 10-11

YH 10-12

YH 11-1

YH 11-2

YH 11-3

YH 11-4

YH 11-5

YH 11-7

YH 12-1

YH 12-2

YH 12-3

YH 12-4

YH 13-1

YH 13-2

YH 13-3

YH 13-4

YH 13-5

YH 13-6

YH 15-2

YH 15-3

YH 16-1

YH 16-4

YH 16-6

YH 16-7

P. aeruginosa
ATCC 27853

D D LOLOOKHLDD D OOV DD |RPV DRI VDI VXDV NPV DDV XNVDV|NV D[V |V V|V NV PNV D[ =D
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D LVnLLInIDV DD OLOONDTD VDDV DRV DV PRV I WV XIVDXDXNV DDV NV DNV DDV XNV DNV XNV DNV DD
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Yaptigimiz ¢alismada ise en yiiksek antibiyotik direng oran1 Tetracycline'e karsi
g6zlenmis ve izolatlarin % 82,5 inin bu antibiyotige direngli oldugu tespit edilmistir.
Buna karsilik izolatlarin % 157inin ise Imipenem e kars1 direngli oldugu saptanmustir.
Ayrica 9 tane izolatin 6 farkli antibiyotige, 8 tane izolatin ise 7 farkli antibiyotige
direngli oldu gbézlemlenmistir. Bu baglamda elde ettigimiz sonuglar incelendiginde
izolatlarimizin ¢ogunun antibiyotiklere direngli oldugu ( Tablo 4.7. ve Tablo 4.8.) ve

benzer bulgulara daha once yapilan arastirmalarda da ulasildig1 goriilmektedir.

4.6.Bakterilerin Agir Metal Direncliligi

Izole edilen bakterilerin agir metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde
kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanilmigtir. Tiim agir metal
konsantrasyonlart ‘‘mM’’ cinsinden hesaplanmistir. Kontrol sus P. aeruginosa

ATCC 27853 susuna ait zon ¢aplar1 Tablo 4.11. de gosterilmistir.

Tablo 4. 11. P. aeruginosa ATCC 27853 Susuna Ait Zon Caplari (mm)

P. inosa ATCC 27853
aeruginosa 5mM 10mM | 15mM | 20mM
CoCl, 6H,0 12 13 14 16
ZnS0, 7H,0 i} 12 14 15
MnCl, 2H,0 - - - B
HgCl, 20 22 >3 i

Izole edilen bakterilerin kobalta karsi gosterdikleri direng oranlart (%)
incelendiginde; toplam izolatlarin %42,5'inin 5 mM'a, %15’inin 10 mMa,
%12,5'inin 15 mM'a ve %12,5%inin de 20 mMa direngli oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.1.).
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Kobalt Direngliligi (%)
100
90
80
B 70
R 60
£ 50
i 42,5
o 40 -
a 30 -
A 5 12,5 12,5
- I e .
0
5mM 10 mM 15 mM 20 mM
- Kobalt Konsantrasyonlari (mM)
M Direngli Izolat Sayisi (%)

Sekil 4.1. izolatlarin kobalt direng yiizdeleri

Tablo 4.12 deki veriler incelendiginde; kobaltin tiim konsantrasyonlarina direngli
toplam 5 adet izolat (YH 10-5, YH 10-7, YH 11-2, YH 13-1 ve YH 13-4 )
belirlenirken duyarli olan 23 adet izolat (YH 9-2, YH 9-6, YH 9-8, YH 9-9, YH 10-
1, YH 10-2, YH 10-3, YH 10-6, YH 10-12, YH 11-1, YH 11-3, YH 11-4, YH 11-5,
YH 11-7, YH 12-1, YH 12-4, YH 15-2, YH 15-3, YH 16-1, YH 16-4, YH 16-6 ve
YH 16-7) tespit edilmistir. Diger izolatlarin ise farkli konsantrasyonlara direnglilik

ve duyarhilik gosterdikleri gozlemlenmistir.
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Tablo 4. 12. izolatlarin Kobalt Direnglilikleri

CoCl, 6H,0 5mM 10mM 15mM 20mM
YH 9-1 R S S S
YH 9-2 S S S S
YH 9-4 R S S S
YH 9-5 R S S S
YH 9-6 S S S S
YH 9-7 R S S S
YH 9-8 S S S S
YH 9-9 S S S S
YH 9-12 S S S S
YH 10-1 S S S S
YH 10-2 S S S S
YH 10-3 S S S S
YH 10-5 R R R R
YH 10-6 S S S S
YH 10-7 R R R R
YH 10-8 R S S S
YH 10-11 R S S S
YH 10-12 S S S S
YH 11-1 S S S S
YH 11-2 R R R R
YH 11-3 S S S S
YH 11-4 S S S S
YH 11-5 S S S S
YH 11-7 S S S S
YH 12-1 S S S S
YH 12-2 R S S S
YH 12-3 R S S S
YH 12-4 S S S S
YH 13-1 R R R R
YH 13-2 R R S S
YH 13-3 R S S S
YH 13-4 R R R R
YH 13-5 R S S S
YH 13-6 R S S S
YH 15-2 S S S S
YH 15-3 S S S S
YH 16-1 S S S S
YH 16-4 S S S S
YH 16-6 S S S S
YH 16-7 S S S S
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Resim 4.15. izolat YH 9-9'un kobalt direncliligi ( 15 mM, 20 mM)
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Resim 4.16. izolat YH 10-5"inin kobalt direngliligi ( 5 mM, 10 mM)

Resim 4.17. izolat YH 10-5inin kobalt direncliligi ( 15 mM, 20 mM)
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Izolatlarin ¢inkoya kars1 gdsterdikleri direng oranlar1 (%) incelendiginde; toplam
izolatlarin %40 i 5 mM'a, %27,5inin 10 mM'a, %22,5%inin 15 mM'a ve %
20°sinin ise 20 mM - a direngli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.).

Cinko Direngliligi (%)

100
90
80
70
60

Direng Yiizdesi

27,5
. .22’5 .

50
10 mM 15 mM 20 mM

a0 | 40
30
20
10 -
0
5mM
Cinko Konsantrasyonlari (mM)

m Direngli izolat Sayisi (%)

Sekil 4.2. Izolatlarn ¢inko direng yiizdeleri

Izole edilen bakterilerin ¢inkoya karsi gosterdikleri direng Tablo 4.13.°de
incelendiginde; tiim konsantrasyonlara direngli toplam 8 adet izolat ( YH 9-6, YH
10-6, YH 10-7, YH 10-12, YH 11-2, YH 12-2, YH 12-3 ve YH 13-1) goriiliirken
yine tiim konsantrasyonlara duyarli olan 24 adet izolat (YH 9-1, YH 9-2, YH 9-4,
YH 9-5, YH 9-9, YH 9-12, YH 10-1, YH 10-2, YH 10-3, YH 10-8, YH 10-11, YH
11-3, YH 11-5, YH 11-7, YH 12-1, YH 12-4, YH 13-3, YH 13-4, YH 13-5, YH 15-
2, YH 15-3, YH 16-4, YH 16-6 ve YH 16-7) tespit edilmistir. Diger izolatlarin ise

farkli konsantrasyonlara direnclilik ve duyarlilik gosterdikleri gozlenmistir.
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Tablo 4.13. izolatlarin Cinko Direnglilikleri

ZnS0O4 7H,0

5mM

10mM

15mM

20mM

YH 9-1

YH 9-2

YH 9-4

YH 9-5

YH 9-6

YH 9-7

YH 9-8

YH 9-9

YH 9-12

YH 10-1

YH 10-2

YH 10-3

YH 10-5

YH 10-6

YH 10-7

YH 10-8

YH 10-11

YH 10-12

YH11-1

YH 11-2

YH 11-3

YH 11-4

YH 11-5

YH 11-7

YH 12-1

YH 12-2

YH 12-3

YH 12-4

YH 13-1

YH 13-2

YH 13-3

YH 13-4

YH 13-5

YH 13-6

YH 15-2

YH 15-3

YH 16-1

YH 16-4

YH 16-6

YH 16-7

VOO ONOLIOOVOONOO0NOOD0NDNDONIO0NIODO0DDND0NVAOD0D0NVDOHONDOBONIAIOADTDNDOBDNDON

VDONMAO OOV OO0V O D0ODNNDNDOONIO0NIOOONIOINDOOOONDOOBIONAODT0NVDOND0N

DOHBNInLunILnuununmOn 000NNV IONO0NAIOD0ND0OOONOBONNA0DT0NDOBN0N

NDNOLBVIONnLHunILnnnOnN 000V NNDNDOONIONITOONDIONDOONDOOBINOITONDBN0N
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Resim 4.19. izolat YH 10-3iin ¢inko direngliligi (15 mM, 20 mM)
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10 mM
5 mM Zon qu\

s

Zon qu

Resim 4.21. izolat YH 13-1"in ¢inko direngliligi (15 mM, 20 mM)
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Izolatlarin mangana kars1 gosterdikleri diren¢ oranlari incelendiginde; toplam
izolatlarin %82,57inin 5 mM a, %67,5"inin 10 mMa, %457inin 15 mM'a ve %

42,5'inin ise 20 mM a direngli oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.3.).

Mangan Direngliligi (%)
100
90
80 -
@ 70
R 60 -
=1
> 50 -
4
§ 40
8 30 -
20
10
0
10 mM 15 mM 20 mM
- Mangan Konsantrasyonlari (mM)
M Direngli Izolat Sayisi (%)

Sekil 4.3. izolatlarin mangan direng yiizdeleri

Izole edilen bakterilerin mangana karsi gosterdikleri direng Tablo 4.14.
incelendiginde; tiim konsantrasyonlara direnglilik gosteren toplam 17 adet izolat (YH
9-1, YH 9-2, YH 9-6, YH 9-9, YH 9-12, YH 10-1, YH 10-7, YH 10-8, YH 11-1, YH
11-3, YH 11-4, YH 11-7, YH 12-2, YH 13-1, YH 16-4, YH 16-6 ve YH 16-7)
bulunurken tiim konsantrasyonlara duyarli 7 adet izolat (YH 10-6, YH 10-11, YH
12-1, YH-12-4, YH-13-2, YH-13-4 ve YH-13-6) belirlenmistir.
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Tablo 4.14. izolatlarin Mangan Direnglilikleri

MnC|2 2H,0

5mM

10mM

15mM

20mM

YH 9-1

YH 9-2

YH 9-4

YH 9-5

YH 9-6

YH 9-7

YH 9-8

YH 9-9

YH 9-12

YH 10-1

YH 10-2

YH 10-3

YH 10-5

YH 10-6

YH 10-7

YH 10-8

YH 10-11

YH 10-12

YH 11-1

YH 11-2

YH 11-3

YH 11-4

YH 11-5

YH 11-7

YH 12-1

YH 12-2

YH 12-3

YH 12-4

YH 13-1

YH 13-2

YH 13-3

YH 13-4

YH 13-5

YH 13-6

YH 15-2

YH 15-3

YH 16-1

YH 16-4

YH 16-6

YH 16-7

AV 000 DONAODNAONAIO0NIOWNAOAOD0ADADO0ID0NIO®NAOADOD0A00AD0D00D0 000

A OO0V ITNVNAONAONIO0NIO00NAOADD0ADD00D00NVITONATONGVAOANON0ADADNAD0NAOD0OD0

DDA NODONDIOOBOINVIOONVONIO0NINIOO0NIONDONOIOONDOONAOD0DT0VONAONONOAD0

DO N NDDOBIOBIOOVOOVINIAOOONIONONIDONONDOVIO0N0DOND0NAO0DTDNVNAO0V0NIOA0
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5 mM
Zon Yok

Resim 4.23. izolat YH 13-5"in mangan direngliligi (15 mM, 20 mM)
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10 mM
Zon Yok

.

e

o

(%‘? 10 mM

5 mM Zon Yok
Zon Yok

"

Resim 4.24. izolat YH 10-7 nin mangan direngliligi (5 mM, 10 mM)

Resim 4.25. izolat YH 10-7 nin mangan direngliligi (15 mM, 20 mM)
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Izolatlarin civaya kars1 gosterdikleri direng oranlar1 (%) incelendiginde; toplam

izolatlarin %2,5"inin 5mM"a direngli oldugu saptanmustir (Sekil 4.4.).

Civa Direngliligi (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10
2,5
0 0 0 0

5mM 10 mM 15 mM 20 mM

. Civa Konsantrasyonlari (mM)
m Direngli Izolat Sayisi (%)

Direng Yiizdesi

Sekil 4.4. izolatlarin civa direng yiizdeleri

Izole edilen bakterilerin civaya Kkarsi gosterdikleri direng Tablo 4.15.
incelendiginde; tiim konsantrasyonlara direnclilik gosteren higbir izolata
rastlanilmamistir. Ancak izolat YH 10-12'nin ise 5mM' lik konsantrasyona
direnglilik gosterdigi tespit edilmistir. Diger konsantrasyonlar ig¢in izolatlarin

tiimiiniin duyarli oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.15. izolatlarm Civa Direncliligi

HgCl 5mM 10mM 15mM 20mM
YH 9-1 S S S S
YH 9-2 S S S S
YH 9-4 S S S S
YH 9-5 S S S S
YH 9-6 S S S S
YH 9-7 S S S S
YH 9-8 S S S S
YH 9-9 S S S S
YH 9-12 S S S S
YH 10-1 S S S S
YH 10-2 S S S S
YH 10-3 S S S S
YH 10-5 S S S S
YH 10-6 S S S S
YH 10-7 S S S S
YH 10-8 S S S S
YH 10-11 S S S S
YH 10-12 R S S S
YH 11-1 S S S S
YH 11-2 S S S S
YH 11-3 S S S S
YH 11-4 S S S S
YH 11-5 S S S S
YH 11-7 S S S S
YH 12-1 S S S S
YH 12-2 S S S S
YH 12-3 S S S S
YH 12-4 S S S S
YH13-1 S S S S
YH 13-2 S S S S
YH 13-3 S S S S
YH 13-4 S S S S
YH 13-5 S S S S
YH 13-6 S S S S
YH 15-2 S S S S
YH 15-3 S S S S
YH 16-1 S S S S
YH 16-4 S S S S
YH 16-6 S S S S

S S S S

YH 16-7
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Resim 4.27. izolat YH 12-4'{in civa direngliligi (15 mM, 20 mM)
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Resim 4.29. izolat YH 9-9'un civa direngliligi (15 mM, 20 mM)
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Endiistrinin ve madencilik aktivitelerinin gelismesiyle birlikte topraklardaki agir
metal kirliligi global bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kocaer, 2003; Sevgi,

2007).

Insanoglunun cesitli aktiviteleri sonucu agir metaller ¢evreye yayilmaktadir. Bu
yayildiklar1 ortamlarda ise yasamini slirdiiren cogu organizmalarin hayat dongiisiine
katilarak zararli veya faydali olabilmektedir. Agir metal bulasmis topraklarda
yasayan ve metal direncliligi bulunan populasyonun gelismesini; a- dikey gen
transferi (reproduction), b- yatay gen transferi (transpozonlar ve plazmid), c-
kendiliginden olusan mutantlar tizerindeki secici baskilar etkilemektedir. Bu etkilerin
sonuclarindan birisi ise metallere kars1 direncliligin olugsmasidir. Bakterilerin gelistigi
tim habitatlarda metaller bulundugu icin prokaryotlarin goriillmeye baslamasindan
sonra metallere kars1 direng mekanizmalar1 da hemen gelismistir (Ji ve Silver, 1995).
Genellikle metallere karsi gozlenen direnglilik ile antibiyotiklere karsi gosterilen
direnglilik mekanizmalarinin iligkili oldugu belirtilmektedir (Harnett ve Gyles, 1984;
McEntee ve ark., 1986). Her iki diren¢ geninin organizmalar arasinda transdiiksiyon
yada konjugasyon araciligiyla tasinabilecegi bildirilmekte olup bazen antibiyotik
direnglilik ile metal direngliligin aym1 plazmidden kaynaklanabilecegi

belirtilmektedir (Sevgi, 2007).

Cok sayidaki bakteri tiriinde; Hg™?, Ag®, AsO, ,As0,> Bi*®, BOs?, Cd*?, Co*,
CrO,2, Cu*, Ni™, Pb™, Sb™, TeOs?, TI', Zn*? ve bazi metallere kars1 direng
gosterme Ozelligi saptanmustir. Bakterilerdeki direnglilik mekanizmalar1 6zellikle
bazi ilaglara ve kimyasal maddelere kars1 gosterilen spesifik 6zelliklerdir ( Wiener ve
ark., 2003). Bu ozellikler ise genetik etkenlerle kontrol edilmekte ve bu direnglilik

etkenleri ise plazmid ve transpozonlar tizerinde bulunmaktadir ( Sevgi, 2007).

Agir metal ve antibiyotik diregliligin her ikisi bazen birlikte goriilebilmektedir.
Bu baglamda birka¢ klinik izolatta civa direngliligi ile antibiyotik direngliliginin
birlikte goriildiigi bildirilmektedir. Staphylococcus aureus (MRSA)'da metisilin
kodlu genlerin hem civa ve kadmiyuma hem de bazi antibiyotiklerin birkagina direng

gosterdigi bildirilmistir (Silver ve Phung, 1996).
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Bakterilerde goriilen bazi direnglilik mekanizmalarimin  metaller ve
antibiyotiklerle tetiklenerek antibiyotik direngliliklerinin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu bildirilmektedir. Bu baglamda hidrokarbonlarin bulastigi bélgelerden alinan
orneklerde kinolon direncinin tespit edildigi bildirilmistir (Alanso ve ark., 1999;
Deredjianin, 2011; Torabi, 2013).

Sevgi ve ark.( 2010) yaptiklart ¢alismada; Mersin Kazanli endiistri bolgesinden
272 adet Pseudomonas spp. ve 161 Bacillus spp. izole etmislerdir. izolatlardan
%73,9'u Cr'a, %26's1 Ni'e, %18,4'1 Zn'ya, %11,5'i Cd'a, % 9,2'si Co'a ve %7,3'i
Cua kars1 direngli bulunmuslardir. Ayrica en yiiksek MTC oranlarinin (Maximum
tolerable metal concentrations); Cr i¢cin 2mM, Ni i¢in 3mM ve Zn ile Cu i¢in SmM

oldugu bildirilmistir.

Farkli bir g¢alismada ise; Chile’de Valparaiso bdlgesinden ham petrol ile
kirletilmis alanlardan toprak ornekleri alinarak bakteri izolasyonu yapilmistir. 16S
rRNA gen sekans analizi sonucunda; Acinetobacter, Pseudomonas ve Kocuria
genuslarina ait tlrler tanimlanmis ve bunlardan Acinetobacter tiirlerinin agir

metallere kars1 direngli olduklar1 belirlenmistir (Mendez ve ark., 2010).

Bagka bir ¢alismada ise arastiricilar; petrolle kirlenmis topraklardan Escherichia
fergusonii KLUO1 izole etmislerdir. Yine bu susun manganez, demir, kursun, nikel,
bakir ve ¢inkoya karsi direnglilik gosterdigini de bildirmislerdir (Sriram ve ark.,
2011).

Diilger (2012), Can Termik Santral bolgesinden belirledigi 4 istasyondan 345
bakteri izolasyonu yapmis ve bu izolatlarin Enterobacter, Pseudomonas ve Bacillus
genuslarina ait oldugu belirlemistir. Agir metal direngliliklerinin belirlenmesinde
ZnCly, FeCl3.6.H,0, Pb(NO3), ve CuSO4 metal ¢ozeltilerinin 8ug/ml- 8192 ug/ml
araliginda degisen konsantrasyonlarda denemis ve 37 adet direncli tiir belirleyerek

plazmid profillerini ¢ikarmistir.
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Bizim arastirmamizda ise; elde edilen izolatlardan % 42,5 inin kobalta, %40 inin
¢inkoya, % 82,57inin mangana ve % 2,5 inin ise civanin 5 mM’lik konsantrasyonuna
direngli oldugu goézlenmistir. Ayrica agir metallerin 20 mM'lik konsantrasyonu
incelendiginde izolatlarin % 12,57inin kobalta, % 20sinin ¢inkoya, % 42,57inin
mangana direngli oldugu gozlenirken civanin bu konsantrasyonuna direngli higbir

izolatin olmadig tespit edilmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Yukarida bahsedilen caligmalarda da goriildiigli ilizere benzer habitatlarda
yapilmig  arastirmalarda bizim  bulgularimiza yakin  sonuglara ulasildigi

goriilmektedir.
4.7. izole Edilen Bakterilerde Biyosiirfektan Uretiminin Saptanmasi

Izolatlarin biyosiirfektan iiretme yeteneklerini belirlemek amaciyla yapilan
““Drop Collapse’” yontemine gore; elde edilen 40 izolattan 11 adetinin (YH-9-1, YH-
9-4, YH-9-6, YH-9-9, YH-10-6, YH-12-1, YH-12-3, YH-13-3, YH-13-4, YH-13-6
ve YH-15-2) biyosiirfektan tiretme yetenegine sahip olmadigi, diger 29 adet izolatin
ise biyosiirfektan tiretebildigi tespit edilmistir ( Tablo 4.16.).
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Tablo 4.16. izolatlarin Biyosiirfektan Uretebilme Yetenekleri

izolat Numarasi Sonug¢ izolat Numarasi Sonuc¢

YH 9-1 - YH 11-3 +
YH 9-2 + YH 11-4 +
YH 9-4 - YH 11-5 +
YH 9-5 + YH 11-7 +
YH 9-6 - YH 12-1 -
YH 9-7 + YH 12-2 +
YH 9-8 + YH 12-3 -
YH 9-9 - YH 12-4 +
YH 9-12 + YH 13-1 +
YH 10-1 + YH 13-2 +
YH 10-2 + YH 13-3 -
YH 10-3 + YH 13-4 -
YH 10-5 + YH 13-5 +
YH 10-6 - YH 13-6 -
YH 10-7 + YH 15-2 -
YH 10-8 + YH 15-3 +
YH 10-11 + YH 16-1 +
YH 10-12 + YH 16-4 +
YH 11-1 + YH 16-6 +
YH 11-2 + YH 16-7 +
P. aeruginosa ATCC 27853 s

Biyosiirfektanlar yiizey aktif maddelerdir ve uygulama alanlarinin gesitliliginden
dolay1 da biyoteknolojik 6nemi giin gectik¢e artmaktadir. Son yillarda tip, eczacilik,

tarim ve gida sektorii gibi cesitli alanlarda kullanilabilmektedir.

Bu ¢alisgmada Kirsehir ve Mersin illerinin endiistriyel atiklarla 6zellikle de petrol
ve petrol tiirevi hidrokarbonlar bakimindan zengin oldugu tahmin edilen topraklardan
ornekler alimmustir. Klasik mikrobiyolojik izolasyon yontemleri kullanilarak ve
makroskobik koloni morfolojileri incelenip birbirinden farkli olanlar segilerek 40
farkli bakteri izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin biyosiirfektan iiretme
yetenekleri pratik ve hizli bir metod olan ‘‘Drop-Collapse’” yontemi ile
belirlenmistir. Bu metod biyostirfektan varliginin belirlenmesinde kolay, ekonomik,

hizl1 sonug veren bir yontemdir. Yine bu yontemde mikrowell plate kullanilmakta ve
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buradaki kuyucuklar dairesel yapida oldugu i¢in damlaciklarin yagli yilizeyde
hareketleri engelenerek sonucta damlaciklarin sekli sabit kalir (Yalgin, 2008).

Bodour ve Miller (1998) biyosiirfektanlarin kantitatif tayini igin Drop Collapse
yonteminin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Yine Plaza ve ark., (2006) petrol
bulasmis topraklardan 16 tiir izole etmisler ve bu yontemle biyosiirfektan varligini

tespit etmislerdir.

Baska bir calismada ise; Christova ve ark., (2004) hidrokarbonla kirlenmis
endiistriyel atik su 6rneklerinden Renibacterium salmoninarium 27BN tiiriinii izole
ederek ve bu susun biyosiirfektan tiretme yeteneginde oldugunu tespit etmislerdir.
Yine iiretilen biyosiirfektanin Pseudomonas aeuroginosa susu i¢in tipik olan RLL ve

RRLL iki ramnolipiti tirettigini analizler sonucunda belirlemislerdir.

Yalgin (2008), rafineri atik sularindan P. aeruginosa, P. fluorescens, P.putida ve
Burkholderia cepacia tiirlerini izole etmistir. Biyosiirfektan varligimi belirlemek
amacityla ‘“ Drop Collapse’ yontemini kullanmis ve sonugta izolatlarin hepsinin

biyosiirfektan iiretme yeteneginde oldugunu tespit etmistir.

Yine benzer bir ¢alismada; Ramos ve ark., (2010) hidrokarbonla kirletilmis
alanlardan 324 adet bakteri izole etmisler ve izolatlardan 17 tanesinin ‘‘Drop

Collapse’” yontemine gore biyosiirfektan tirettigini tespit etmislerdir.

Celikdemir (2012), Eskisehir ilindeki sanayii bolgesinden hidrokarbonlar ile
kirlenmis topraklardan Ornekler toplayip 70 adet bakteri izole etmistir. Bakteri
suglarinin  biyosiirfektan {iretimini ‘‘Drop Collapse’” yontemi ile belirlemis ve
izolatlardan 33 tanesinin biyosiirfektan liretebilme yetenegine sahip oldugunu tespit

etmistir.

Hindistanin Assam bolgesinde Sivasagar sehrinde Lakowa petrol sahasindan ham
petrol ile kirletilmis topraklarindan izole edilen bakterinin 16S rDNA gen sekans
analizine gore P. aeruginosa KS3 susu oldugu bildirilmistir. KS3 susunun
biyosiirfektan iiretimi ise besiyerinin yiizey geriliminin azalmasina bakilarak

Ol¢iilmiistiir (Patowary ve ark., 2015).
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Yag ve hidrokarbon tiirevleri gibi suda c¢oziinmeyen bilesikleri igceren su ve
toprak habitatlarinda biyosiirfektan iireten mikroorganizma bulunabilme olasiliginin
yiiksek oldugu bildirilmektedir (Celikdemir, 2012). Bizim elde ettigimiz sonuglar ile
yukarida belirtilen caligmalar incelendiginde bu goriisii dogrular nitelikte oldugu

goriilmektedir.

Biyosiirfektanlarin metallerle kompleks yapilar olusturma egiliminde oldugu
buradan yola ¢ikilarak ozellikle agir metallerle kirlenmis topraklarin ve sularin
temizlenmesinde kullanilabicegi diisiiniilmektedir. Gliniimiizde ise agir metallerin
biyolojik iyilestirilmesinde (biyoremediasyon) mikroorganizmalarin kullanilmasi

endiistriyel alanda oldukga ilgi gormektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez calismasinda dogal alanlardan elde edilen mikroorganizmalarin
izolasyonu, tanilanmasi, agir metal ve antibiyotik direnglilikleri ile biyosiirfektan
iretme yeteneklerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla yapilan arastirma
sonucunda; biyosiirfektan tiretebilen, agir metal ve antibiyotiklerin bir¢oguna direng
gosterebilen 5 tane izolat tespit edilmistir ( YH 9-6, YH 10-7, YH 11-2, YH 12-2 ve
YH 13-1).

Yag ve hidrokarbon tiirevlerini igceren ve suda ¢Oziinmeyen bilesikleri bol
miktarda bulundurarak topraklarda biyosiirfektan iireten mikroorganizmalar1 elde
etmenin miimkiin oldugu diisiiniilmektedir. Bu mikroorganizmalar beslenmeleri icin
gerekli maddelerin olustugu durumlarda temel besin (C ve N vb.) ihtiyaglarini

ortamda bulunan organik maddelerden elde etmektedir.

Yine suda ¢oziinmeyen bilesenlerin hiicre i¢erisine alinmasi ancak molekiiliin su
icerisine  siispanse  edilmesiyle  gergeklestirebilmektedir. Bundan  dolay:
mikroorganizmalar ortama biyosiirfektan sentezlerler ve suda ¢ozlinmeyen
hidrofobik bilesikleri emiilsifiye edip hiicre igerisine alarak metabolize etmeleri
miimkiindiir. Bu amacla Kirsehir ve Mersin ilindeki PAH bakimindan zengin oldugu
diistiniilen topraklardan Ornekler alinmistir. Bu izolatlarin biyosiirfektan {iretme
yetenekleri pratik kolay, ekonomik ve ¢ok az miktarda 6rnekle galisilabilabildigi

belirtilen ““Drop Collapse’” yontemi ile tespit edilmistir.

Caligmamizda 40 izolattan 29'unun biyosiirfektan iiretme yetenegi tespit
edilmistir. Bu elde edilen bulgular 15181nda hidrokarbonlarca kirlenmis topraklarda
biyosiirfektan iireten mikroorganizmalara rastlanmasi olasiliginin fazla oldugu

gorisii de dogrulanmaktadir.

Sonug olarak; petrol ve petrol tiirevlerini bulunduran topraklardan izole edilen
bakteriler kullanilarak biyosiirfektan elde edilmesi bilimsel agidan 6nemli olmasinin

yani sira endistriyel olarak kullanilmasi1 bakimindan da olduk¢a énemlidir

21. yilizyllda sanayinin gelismesi sonucunda olusan endiistriyel kirliliklerin

bertaraf edilmesi amaciyla ekosistem koruma caligsmalari hizlanmistir. Bu baglamda
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petrol ve petrol tiirevinden olan atiklar bu kirliliklere neden olan ajanlardan birisidir.
PAHlarin gevreye yayilmasinda fabrika atiklari tanker sizintilari petrol kazalari gibi
etmenler 6nemli rol oynamaktadir. Yine Ozellikle PAH ve tiirevlerinden olusan
atiklar dogada kendi kendine parg¢alanmadiklari i¢in bulunduklar1 bolgelerde yasayan

canlilara ciddi anlamda zararlar vermektedir.

PAH ve tilirevlerini bulunduran endiistriyel atiklarla kirlenmis habitatlarda
cok farkli mikroorganizmalar bulunmaktadir. Literatiir arastirmast sonucunda;
PAH'larin mikroorganizmalar tarafindan parcgalanarak ¢evresel kirliligin yok

edilmesinde etkili olacag1 goriilmektedir.

Bu arastima 6zellikle PAH lardan kaynaklanan ¢evre kirliliginin giderilmesi
ve iyilestirilmesi i¢in pahali teknikler kullanilmasi yerine dogada hazir bulunan
mikroorganizmalar (biyolojik sistemler) kullanilarak bertaraf edilebileceginin

miimkiin oldugunu gostermektedir.

Metallerle kirlenmis topraklardan izole edilen bakterilerde agir metallere
kars1 tolerans goriilmesi ¢evrenin bunlarla kirlendigini gostermektedir. Bundan
dolay1 agir metallere direnci olan bakterilerin 6zellikle bu alanlarda biyopargalamada

kullanilacag: da diistiniilmektedir.

Calismamiz sonucunda elde edilen tiirlerin 6zellikle PAH atiklarinin ve agir
metal kirliligin yogun oldugu bolgelerde biyoremediasyon amaciyla tek veya karisik

kiltlir hazirlanarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Buna ilaveten mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen biyosiirfektanlarinda

biyoremediasyon da biiyiik bir 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK-1: YH9-2 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1418
Baz icerigi: 364 A 329C 432G 293 T
Gen Bankasi No: KY010267

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAG
AACACGTGGG
GATAGGATCT
TGGGCCCGCG
GCCGACCTGA
AGGCAGCAGT
TGATGAAGGC
TGCTCGTACC
GGTAATACGT
TTTCTTAAGT
AACTTGAGTG
TGGAGGAACA
GCGTGGGGAG
AGTGTTAGAG
GAGTACGGTC
CATGTGGTTT
CTCTAGAGAT
CAGCTCGTGT
TGCCAGCATT
GATGACGTCA
TACAAAGGGC
TTGTAGGCTG
CGCGGTGAAT
CACCCGAAGT

CGAACTGATT
CAACCTGCCT
TCTCCTTCAT
GTGCATTAGC
GAGGGTGATC
AGGGAATCTT
TTTCGGGTCG
TTGACGGTAC
AGGTGGCAAG
CTGATGTGAA
CAGAAGAGAA
CCAGTGGCGA
CAAACAGGAT
GGTTTCCGCC
GCAAGACTGA
AATTCGAAGC
AGAGCGTTCC
CGTGAGATGT
TAGTTGGGCA
AATCATCATG
TGCAAGACCG
CAACTCGCCT
ACGTTCCCGG
CGGTGGAGTA

AGAAGCTTGC
GTAAGACTGG
GGGAGATGAT
TAGTTGGTGA
GGCCACACTG
CCGCAATGGA
TAAAACTCTG
CTAACCAGAA
CGTTATCCGG
AGCCCACGGC
AAGCGGAATT
AGGCGGCTTT
TAGATACCCT
CTTTAGTGCT
AACTCAAAGG
AACGCGAAGA
CCTTCGGGGG
TGGGTTAAGT
CTCTAAGGTG
CCCCTTATGA
CGAGGTCAAG
ACATGAAGCT
GCCTTGTACA
ACCGTAAGGA

TTCTATGACG
GATAACTTCG
TGAAAGATGG
GGTAACGGCT
GGACTGAGAC
CGAAAGTCTG
TTGTTAGGGA
AGCCACGGCT
AATTATTGGG
TCAACCGTGG
CCACGTGTAG
TTGGTCTGTA
GGTAGTCCAC
GCAGCTAACG
AATTGACGGG
ACCTTACCAG
ACAGAGTGAC
CCCGCAACGA
ACTGCCGGTG
CCTGGGCTAC
CCAATCCCAT
GGAATCGCTA
CACCGCCCGT
GCTAGCCG

EK-2: YH9-4 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1344
Baz icerigi: 338 A 313C 429G 264 T
Gen Bankasi No: KY010268

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

GGATGCTGAC
TAACGAGGCG
CGGACCTCGC
ACCAAGCCGA
CGGCCCAGAC
TCCAGCCATG
GAAAAGCCTC
ACTACGTGCC
GTAAAGCGTG
ACTGCCTTTG
AGTGAAATGC
CTGACGCTCA
CCCTAAACGA
GAAGTTGACC
CCGCACAAGC
TTGACATGGC
TGCTGCATGG
CAACCCTTGC
GAGGAAGGTG
TACAATGGCT
TCGTAGTCCG
GGATCAGAAT
GGGAGCGGGT

GAGTGGCGAA
AAAGCTTTGC
GCGGACGGAG
CGATCTGTAG
TCCTACGGGA
CCGCGTGCAG
TTTCTAATAA
AGCAGCCGCG
CGCAGGCGGT
TGACTGCAAG
GTAGATATGC
TGCACGAAAG
TGTCAACTGG
GCCTGGGGAG
GGTGGATGAT
AGGAAGTTTC
CTGTCGTCAG
CATTAGTTGC
GGGATGACGT
GGTACAGAGG
GATCGCAGTC
GTCGCGGTGA
TCTGCCAGAA

CGGGTGAGTA
TAATACCGCA
CGGCCGATGG
CTGGTCTGAG
GGCAGCAGTG
GATGAAGGCC
AGAGGGGTCA
GTAATACGTA
TTTGTAAGAC
GCTGGAGTGC
GGAGGAACAC
CGTGGGGAGC
TTGTTGGGTC
TACGGCCGCA
GTGGTTTAAT
CAGAGATGGA
CTCGTGTCGT
TACGAAAGGG
CAAGTCCTCA
GTTGCCAACC
TGCAACTCGA
ATACGTTCCC
GTAG

149

ATACATCGGA
TACGATCTAC
CAGATTAGGT
AGGATGATCA
GGGAATTTTG
TTCGGGTTGT
TGACGGTACC
GGGTGCAAGC
AGAGGTGAAA
GGCAGAGGGG
CGATGGCGAA
AAACAGGATT
TTCACTGACT
AGGTTGAAAC
TCGATGCAAC
TTCGTGCCCG
GAGATGTTGG
CACTCTAATG
TGGCCCTTAT
CGCGAGGGGG
CTGCGTGAAG
GGGTCTTGTA

TTAGCGGCGG
GGAAACCGAA
TTTCGGCTAT
CACCAAGGCA
ACGGCCCAGA
ACGGAGCAAC
AGAACAAGTA
AACTACGTGC
CGTAAAGCGC
AGGGTCATTG
CGGTGAAATG
ACTGACGCTG
GCCGTAAACG
CATTAAGCAC
GGCCCGCACA
GTCTTGACAT
AGGTGGTGCA
GCGCAACCCT
ACAAACCGGA
ACACGTGCTA
AAAACCATTC
GTAATCGCGG
CACACCACGA

ACGTGCCCGA
GGATGAAAGC
AGTTGGTGGG
GCCACACTGG
GACAATGGGC
AAACTGCTTT
GTAAGAATAA
GTTAATCGGA
TCCCCGGGCT
GATGGAATTC
GGCAATCCCC
AGATACCCTG
CAGTAACGAA
TCAAAGGAAT
GCGAAAAACC
AAAGGGAACC
GTTAAGTCCC
GGACTGCCGG
AGGTGGGGCT
AGCTAATCCC
TCGGAATCGC
CACACCGCCC

ACGGGTGAGT
GCTAATACCG
CACTTACAGA
ACGATGCATA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGAG
CGAGAGTAAC
CAGCAGCCGC
GCGCAGGCGG
GAAACTGGGG
CGTAGAGATG
AGGCGCGAAA
ATGAGTGCTA
TCCGCCTGGG
AGCGGTGGAG
CCTCTGACAA
TGGTTGTCGT
TGATCTTAGT
GGAAGGTGGG
CAATGGATGG
TCAGTTCGGA
ATCAGCATGC
GAGTTTGTAA

TCGTGGGGGA
GGGGGATCTT
ATAAAAGCTT
GACTGAGACA
GAAAGCCTGA
TGTACGGAAC
GCACCGGCTA
ATTACTGGGC
CAACCTGGGA
CGCGTGTAGC
TGGGCCTGCA
GTAGTCCACG
GCTAACGCGT
TGACGGGGAC
TTACCCACCT
TGCACACAGG
GCAACGAGCG
TGACAAACCG
ACACACGTCA
ATAAAGCCAG
TAGTAATCGC
GTCACACCAT



EK-3: YH9-5 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1346
Baz icerigi: 338 A 313C 430G 265T
Gen Bankasi No: KY010269
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1081
1141
1201
1261
1321

GGATGCTGAC
TAACGAGGCG
CGGACCTCGC
ACCAAGCCGA
CGGCCCAGAC
TCCAGCCATG
GAAAAGCCTC
ACTACGTGCC
GTAAAGCGTG
ACTGCCTTTG
AGTGAAATGC
CTGACGCTCA
CCCTAAACGA
GAAGTTGACC
CCGCACAAGC
TTGACATGGC
TGCTGCATGG
CAACCCTTGC
GAGGAAGGTG
TACAATGGCT
TCGTAGTCCG
GGATCAGAAT
GGGAGCGGGT

GAGTGGCGAA
AAAGCTTTGC
GCGGACGGAG
CGATCTGTAG
TCCTACGGGA
CCGCGTGCAG
TTTCTAATAA
AGCAGCCGCG
CGCAGGCGGT
TGACTGCAAG
GTAGATATGC
TGCACGAAAG
TGTCAACTGG
GCCTGGGGAG
GGTGGATGAT
AGGAAGTTTC
CTGTCGTCAG
CATTAGTTGC
GGGATGACGT
GGTACAGAGG
GATCGCAGTC
GTCGCGGTGA
TCTGCCAGAA

CGGGTGAGTA
TAATACCGCA
CGGCCGATGG
CTGGTCTGAG
GGCAGCAGTG
GATGAAGGCC
AGAGGGGTCA
GTAATACGTA
TTTGTAAGAC
GCTGGAGTGC
GGAGGAACAC
CGTGGGGAGC
TTGTTGGGTC
TACGGCCGCA
GTGGTTTAAT
CAGAGATGGA
CTCGTGTCGT
TACGAAAGGG
CAAGTCCTCA
GTTGCCAACC
TGCAACTCGA
ATACGTTCCC
GTAGGT

ATACATCGGA
TACGATCTAC
CAGATTAGGT
AGGATGATCA
GGGAATTTTG
TTCGGGTTGT
TGACGGTACC
GGGTGCAAGC
AGAGGTGAAA
GGCAGAGGGG
CGATGGCGAA
AAACAGGATT
TTCACTGACT
AGGTTGAAAC
TCGATGCAAC
TTCGTGCCCG
GAGATGTTGG
CACTCTAATG
TGGCCCTTAT
CGCGAGGGGG
CTGCGTGAAG
GGGTCTTGTA

EK-4: YH9-6 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1392
Baz icerigi: 351 A 320C 450G 271 T
Gen Bankasi No: KY010270
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AGTCGAACGG
CGGAACGTGC
CTGAGGGTGA
TTAGCTAGTT
CGATCAGCCA
ATTTTGGACA
GGTTGTAAAG
GGTACCGGAA
GCGAGCGTTA
GTGAAATCCC
GAGGGGGGTA
GGCGAAGGCA
AGGATTAGAT
TTTCTTCAGT
TAAAACTCAA
TGCAACGCGA
GTGCCCGAAA
ATGTTGGGTT
TCTAGAGAGA
CCCTTATGGG
GAGGGGGAGC
CGTGAAGCTG
TCTTGTACAC
CCGCAAGGAG

CAGCGCGGGC
CCTGTCGTGG
AAGCGGGGGA
GGTGGGGTAA
CACTGGGACT
ATGGGGGCAA
CACTTTTGTC
GAATAAGCAC
ATCGGAATTA
CGAGCTCAAC
GAATTCCACG
GCCCCCTGGG
ACCCTGGTAG
AACGTAGCTA
AGGAATTGAC
AAAACCTTAC
GGGAAAGTGG
AAGTCCCGCA
CTGCCGGTGA
TAGGGCTTCA
TAATCCCAGA
GAATCGCTAG
ACCGCCCGTC
GG

TTCGGCCTGG
GGGATAACTA
CCGGTAACGG
AGGCCTACCA
GAGACACGGC
CCCTGATCCA
CGGAAAGAAA
CGGCTAACTA
CTGGGCGTAA
TTGGGAATGG
TGTAGCAGTG
ACGTCACTGA
TCCACGCCCT
ACGCGTGAAG
GGGGACCCGC
CTACCCTTGA
ACACAGGTGC
ACGAGCGCAA
CAAACCGGAG
CACGTCATAC
AAACGCATCG
TAATCGCGGA
ACACCATGGG

150

CGGCGAGTGG
GTCGAAAGAT
CCTCGCGCGA
AGGCGACGAT
CCAGACTCCT
GCAATGCCGC
TGGCTCTGGT
CGTGCCAGCA
AGCGTGCGCA
CGCTTGTGAC
AAATGCGTAG
CGCTCATGCA
AAACGATGTC
TTGACCGCCT
ACAAGCGGTG
CATGCCACTA
TGCATGGCTG
CCCTTGTCTC
GAAGGTGGGG
AATGGTGCGT
TAGTCCGGAT
TCAGCATGCC
AGTGGGTTTT

ACGTGCCCGA
GGATGAAAGC
AGTTGGTGGG
GCCACACTGG
GACAATGGGC
AAACTGCTTT
GTAAGAATAA
GTTAATCGGA
TCCCCGGGCT
GATGGAATTC
GGCAATCCCC
AGATACCCTG
CAGTAACGAA
TCAAAGGAAT
GCGAAAAACC
AAAGGGAACC
GTTAAGTCCC
GGACTGCCGG
AGGTGGGGCT
AGCTAATCCC
TCGGAATCGC
CACACCGCCC

CGAACGGGTG
TAGCTAATAC
TAGGAGCGGC
CAGTAGCTGG
ACGGGAGGCA
GTGTGTGAAG
TAATACCCGG
GCCGCGGTAA
GGCGGTTTGG
TGCCAGGCTA
AGATGTGGAG
CGAAAGCGTG
AACTAGTTGT
GGGGAGTACG
GATGATGTGG
ACGAAGCAGA
TCGTCAGCTC
TAGTTGCTAC
ATGACGTCAA
ACAGAGGGTT
CGTAGTCTGC
GCGGTGAATA
GCCAGAAGTA

TCGTGGGGGA
GGGGGATCTT
ATAAAAGCTT
GACTGAGACA
GAAAGCCTGA
TGTACGGAAC
GCACCGGCTA
ATTACTGGGC
CAACCTGGGA
CGCGTGTAGC
TGGGCCTGCA
GTAGTCCACG
GCTAACGCGT
TGACGGGGAC
TTACCCACCT
TGCACACAGG
GCAACGAGCG
TGACAAACCG
ACACACGTCA
ATAAAGCCAG
TAGTAATCGC
GTCACACCAT

AGTAATACAT
CGCATACGAC
CGATGTCTGA
TCTGAGAGGA
GCAGTGGGGA
AAGGCCTTCG
GGTCGATGAC
TACGTAGGGT
TAAGACAGGC
GAGTATGTCA
GAATACCGAT
GGGAGCAAAC
TGGGGATTCA
GTCGCAAGAT
ATTAATTCGA
GATGCATTAG
GTGTCGTGAG
GAAAGGGCAC
GTCCTCATGG
GCCAACCCGC
AACTCGACTA
CGTTCCCGGG
GTTAGCCTAA



EK-5: YH9-8 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1396
Baz icerigi: 361 A306 C 428 G301 T
Gen Bankasi No: KY010271
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GTCGAGCGGA
GGAATCTGCC
TACGGGAGAA
GCTAGTTGGT
TCCGCCACAC
TTGGACAATG
TGTAAAGCAC
TACTCGCAGA
AAGCGTTAAT
GAAATCCCCG
GGATGGTAGA
CGAAGGCAGC
GATTAGATAC
GGCTTTAGTG
AAAACTCAAA
GCAACGCGAA
GCCTTCGGGA
TGGGTTAAGT
AACTTTAAGG
TGGCCCTTAC
AGCGATAGGA
CTCCATGAAG
GGGCCTTGTA
TAACCGCAAG

GTGGTGGTGC
TATTAGTGGG
AGCAGGGGAT
GGGGTAAAGG
TGGGACTGAG
GGCGCAAGCC
TTTAAGCGAG
ATAAGCACCG
CGGATTTACT
AGCTTAACTT
ATTCCAGGTG
CATCTGGCCT
CCTGGTAGTC
GCGCAGCTAA
TGAATTGACG
GAACCTTACC
ACTTACATAC
CCCGCAACGA
ATACTGCCAG
GGCCAGGGCT
TGCTAATCTC
TCGGAATCGC
CACACCGCCC
GAGGAC

TTGCACTATC
GGACAACATT
CTTCGGACCT
CCTACCAAGG
ACACGGCcCcCA
TGATCCAGCC
GAGGAGGCTA
GCTAACTCTG
GGGCGTAAAG
GGGAATTGCA
TAGCGGTGAA
AACACTGACG
CATGCCGTAA
CGCGATAAGT
GGGGCCCGCA
TGGCCTTGAC
AGGTGCTGCA
GCGCAACCCT
TGACAAACTG
ACACACGTGC
AAAAAGCCGA
TAGTAATCGC
GTCACACCAT

ACTTAGCGGC
TCGAAAGGAA
TGCGCTAATA
CGACGATCTG
GACTCCTACG
ATGCCGCGTG
CTGAAGTTAA
TGCCAGCAGC
CGCGCGTAGG
TTCGATACTG
ATGCGTAGAG
CTGAGGTGCG
ACGATGTCTA
AGACCGCCTG
CAAGCGGTGG
ATAGTAAGAA
TGGCTGTCGT
TTTCCTTATT
GAGGAAGGCG
TACAATGGTC
TCGTAGTCCG
GGATCAGAAT
GGGAGTTTGT

EK-6: YH-9-12 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1415
Baz icerigi: 364 A 327 C 431G 293 T
Gen Bankasi No: KY010272
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TGCAGTCGAG
AACACGTGGG
GATAGGATCT
TGGGCCCGCG
GCCGACCTGA
AGGCAGCAGT
TGATGAAGGC
TGCTCGTACC
GGTAATACGT
TTTCTTAAGT
AACTTGAGTG
TGGAGGAACA
GCGTGGGGAG
AGTGTTAGAG
GAGTACGGTC
CATGTGGTTT
CTCTAGAGAT
CAGCTCGTGT
TGCCAGCATT
GATGACGTCA
TACAAAGGGC
TTGTAGGCTG
CGCGGTGAAT
CACCCGAAGT

CGAACTGATT
CAACCTGCCT
TCTCCTTCAT
GTGCATTAGC
GAGGGTGATC
AGGGAATCTT
TTTCGGGTCG
TTGACGGTAC
AGGTGGCAAG
CTGATGTGAA
CAGAAGAGAA
CCAGTGGCGA
CAAACAGGAT
GGTTTCCGCC
GCAAGACTGA
AATTCGAAGC
AGAGCGTTCC
CGTGAGATGT
TAGTTGGGCA
AATCATCATG
TGCAAGACCG
CAACTCGCCT
ACGTTCCCGG
CGGTGGAGTA

AGAAGCTTGC
GTAAGACTGG
GGGAGATGAT
TAGTTGGTGA
GGCCACACTG
CCGCAATGGA
TAAAACTCTG
CTAACCAGAA
CGTTATCCGG
AGCCCACGGC
AAGCGGAATT
AGGCGGCTTT
TAGATACCCT
CTTTAGTGCT
AACTCAAAGG
AACGCGAAGA
CCTTCGGGGG
TGGGTTAAGT
CTCTAAGGTG
CCCCTTATGA
CGAGGTCAAG
ACATGAAGCT
GCCTTGTACA
ACCGTAAGGA

151

TTCTATGACG
GATAACTTCG
TGAAAGATGG
GGTAACGGCT
GGACTGAGAC
CGAAAGTCTG
TTGTTAGGGA
AGCCACGGCT
AATTATTGGG
TCAACCGTGG
CCACGTGTAG
TTGGTCTGTA
GGTAGTCCAC
GCAGCTAACG
AATTGACGGG
ACCTTACCAG
ACAGAGTGAC
CCCGCAACGA
ACTGCCGGTG
CCTGGGCTAC
CCAATCCCAT
GGAATCGCTA
CACCGCCCGT
GCTAG

GGACGGGTGA
TGCTAATACC
GATGAGCCTA
TAGCGGGTCT
GGAGGCAGCA
TGTGAAGAAG
TACCTTCAGA
CGCGGTAATA
CGGCTAATTA
GTTAGCTAGA
ATCTGGAGGA
AAAGCATGGG
CTAGCCGTTG
GGGAGTACGG
AGCATGTGGT
CTTTCCAGAG
CAGCTCGTGT
TGCCAGCGAG
GGGACGACGT
GGTACAAAGG
GATTGGAGTC
GCCGCGGTGA
TGCACCAGAA

TTAGCGGCGG
GGAAACCGAA
TTTCGGCTAT
CACCAAGGCA
ACGGCCCAGA
ACGGAGCAAC
AGAACAAGTA
AACTACGTGC
CGTAAAGCGC
AGGGTCATTG
CGGTGAAATG
ACTGACGCTG
GCCGTAAACG
CATTAAGCAC
GGCCCGCACA
GTCTTGACAT
AGGTGGTGCA
GCGCAACCCT
ACAAACCGGA
ACACGTGCTA
AAAACCATTC
GTAATCGCGG
CACACCACGA

GTAATGCTTA
GCATACGTCC
AGTCGGATTA
GAGAGGATGA
GTGGGGAATA
GCCTTATGGT
TAGTGGACGT
CAGAGGGTGC
AGTCAAATGT
GTGTGGGAGA
ATACCGATGG
GAGCAAACAG
GGGCCTTTGA
TCGCAAGACT
TTAATTCGAT
ATGGATTGGT
CGTGAGATGT
TAATGTCGGG
CAAGTCATCA
GTTGCTACCT
TGCAACTCGA
ATACGTTCCC
GTAGGTAGTC

ACGGGTGAGT
GCTAATACCG
CACTTACAGA
ACGATGCATA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGAG
CGAGAGTAAC
CAGCAGCCGC
GCGCAGGCGG
GAAACTGGGG
CGTAGAGATG
AGGCGCGAAA
ATGAGTGCTA
TCCGCCTGGG
AGCGGTGGAG
CCTCTGACAA
TGGTTGTCGT
TGATCTTAGT
GGAAGGTGGG
CAATGGATGG
TCAGTTCGGA
ATCAGCATGC
GAGTTTGTAA



EK-7: YH10-11 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1429
Baz icerigi: 359 A 339C 448G 283 T
Gen Bankasi No: KY010273
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TGCAAGTCGA
ACACGTGGGT
ATGGTTGTTT
GGACCCGCGG
CCGACCTGAG
GGCAGCAGTA
GATGAAGGTT
GGGCGGTACC
GGTAATACGT
TTTCTTAAGT
AACTTGAGTG
TGGAGGAACA
GCGTGGGGAG
AGTGTTAGGG
GAGTACGGTC
CATGTGGTTT
TCCTAGAGAT
GCTCGTGTCG
CCAGCATTCA
TGACGTCAAA
CAAAGGGCAG
GCAGTCTGCA
CGGTGAATAC
CCCGAAGTCG

GCGGACAGAT
AACCTGCCTG
GAACCGCATG
CGCATTAGCT
AGGGTGATCG
GGGAATCTTC
TTCGGATCGT
TTGACGGTAC
AGGTGGCAAG
CTGATGTGAA
CAGAAGAGGA
CCAGTGGCGA
CGAACAGGAT
GGTTTCCGCC
GCAAGACTGA
AATTCGAAGC
AGGACGTCCC
TGAGATGTTG
GTTGGGCACT
TCATCATGCC
CGAAACCGCG
ACTCGACTGC
GTTCCCGGGC
GTGAGGTAAC

GGGAGCTTGC
TAAGACTGGG
GTTCAAACAT
AGTTGGTGAG
GCCACACTGG
CGCAATGGAC
AAAGCTCTGT
CTAACCAGAA
CGTTGTCCGG
AGCCCCCGGC
GAGTGGAATT
AGGCGACTCT
TAGATACCCT
CCTTAGTGCT
AACTCAAAGG
AACGCGAAGA
CTTCGGGGGC
GGTTAAGTCC
CTAAGGTGAC
CCTTATGACC
AGGTTAAGCC
GTGAAGCTGG
CTTGTACACA
CTTTAGGAGC

TCCCTGATGT
ATAACTCCGG
AAAAGGTGGC
GTAACGGCTC
GACTGAGACA
GAAAGTCTGA
TGTTAGGGAA
AGCCACGGCT
AATTATTGGG
TCAACCGGGG
CCACGTGTAG
CTGGTCTGTA
GGTAGTCCAC
GCAGCTAACG
AATTGACGGG
ACCTTACCAG
AGAGTGACAG
CGCAACGAGC
TGCCGGTGAC
TGGGCTACAC
AATCCCACAA
AATCGCTAGT
CCGCCCGTCA
CAGCCGCCGA

EK-8: YH10-12 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1379
Baz icerigi: 358 A 304 C 419G 298 T
Gen Bankasi No: KY010274
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GCTTGCTACC
GGGGACAACA
ATCTTCGGAC
GGCCTACCAA
AGACACGGCC
CCTGATCCAG
AGGAGGAGGC
CGGCTAACTC
CTGGGCGTAA
TTGGGAATTG
TGTAGCGGTG
CTAACACTGA
TCCATGCCGT
AACGCGATAA
CGGGGGCCCG
CCTGGCCTTG
ACAGGTGCTG
GAGCGCAACC
AGTGACAAAC
CTACACACGT
TCAAAAAGCC
GCTAGTAATC
CCGTCACACC

GATCTTAGCG
TTTCGAAAGG
CTTGCGCTAA
GGCGACGATC
CAGACTCCTA
CCATGCCGCG
TACTTTAGTT
TGTGCCAGCA
AGCGCGCGTA
CATTCGATAC
AAATGCGTAG
CGCTGAGGTG
AAACGATGTC
GTAGACCGCC
CACAAGCGGT
ACATAGTAAG
CATGGCTGTC
CTTTTCCTTA
TGGAGGAAGG
GCTACAATGG
GATCGTAGTC
GCGGATCAGA
ATGGGAGTTT

GCGGACGGGT
AATGCTAATA
TAGATGAGCC
TGTAGCGGGT
CGGGAGGCAG
TGTGTGAAGA
AATACCTAGA
GCCGCGGTAA
GGCGGCTAAT
TGGTTAGCTA
AGATCTGGAG
CGAAAGCATG
TACTAGCCGT
TGGGGAGTAC
GGAGCATGTG
AACTTTCCAG
GTCAGCTCGT
TTTGCCAGCG
CGGGGACGAC
TCGGTACAAA
CGGATTGGAG
ATGCCGCGGT
GTTGCACCAG

152

GAGTAATGCT
CCGCATACGT
TAAGTCGGAT
CTGAGAGGAT
CAGTGGGGAA
AGGCCTTATG
GATAGTGGAC
TACAGAGGGT
TAAGTCAAAT
GAGTGTGGGA
GAATACCGAT
GGGAGCAAAC
TGGGGCCTTT
GGTCGCAAGA
GTTTAATTCG
AGATGGATTG
GTCGTGAGAT
AGTAATGTCG
GTCAAGTCAT
GGGTTGCTAC
TCTGCAACTC
GAATACGTTC
AAGTAGCTAG

TAGCGGCGGA
GAAACCGGGG
TTCGGCTACC
ACCAAGGCAA
CGGCCCAGAC
CGGAGCAACG
GAACAAGTAC
AACTACGTGC
CGTAAAGGGC
AGGGTCATTG
CGGTGAAATG
ACTGACGCTG
GCCGTAAACG
CATTAAGCAC
GGCCCGCACA
GTCTTGACAT
GTGGTGCATG
GCAACCCTTG
AAACCGGAGG
ACGTGCTACA
ATCTGTTCTC
AATCGCGGAT
CACCACGAGA
AGTGACAGA

TAGGAATCTG
CCTACGGGAG
TAGCTAGTTG
GATCCGCCAC
TATTGGACAA
GTTGTAAAGC
GTTACTCGCA
GCAAGCGTTA
GTGAAATCCC
GAGGATGGTA
GGCGAAGGCA
AGGATTAGAT
GAGGCTTTAG
CTAAAACTCA
ATGCAACGCG
GTGCCTTCGG
GTTGGGTTAA
GGAACTTTAA
CATGGCCCTT
CTAGCGATAG
GACTCCATGA
CCGGGCCTTG
CCTAACTGCA

CGGGTGAGTA
CTAATACCGG
ACTTACAGAT
CGATGCGTAG
TCCTACGGGA
CCGCGTGAGT
CGTTCGAATA
CAGCAGCCGC
TCGCAGGCGG
GAAACTGGGG
CGTAGAGATG
AGGAGCGAAA
ATGAGTGCTA
TCCGCCTGGG
AGCGGTGGAG
CCTCTGACAA
GTTGTCGTCA
ATCTTAGTTG
AAGGTGGGGA
ATGGACAGAA
AGTTCGGATC
CAGCATGCCG
GTTTGTAACA

CCTATTAGTG
AAAGCAGGGG
GTGGGGTAAA
ACTGGGACTG
TGGGCGCAAG
ACTTTAAGCG
GAATAAGCAC
ATCGGATTTA
CGAGCTTAAC
GAATTCCAGG
GCCATCTGGC
ACCCTGGTAG
TGGCGCAGCT
AATGAATTGA
AAGAACCTTA
GAACTTACAT
GTCCCGCAAC
GGATACTGCC
ACGGCCAGGG
GATGCTAATC
AGTCGGAATC
TACACACCGC
AAGAGGGCG



EK-9: YH11-1 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Siras:
Baz Sayisi: 1373
Baz icerigi: 346 A 320C 439G 268 T
Gen Bankasi No: KY010275
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GCAGCGCGGG
CCCTGTCGTG
AAAGCGGGGG
GTGGGGTAAG
ACTGGGACTG
TGGGGGCAAC
ACTTTTGTCC
AATAAGCACC
TCGGAATTAC
GAGCTCAACT
AATTCCACGT
CCCCCTGGGA
CCCTGGTAGT
ACGTAGCTAA
GGAATTGACG
AAACCTTACC
GGAAAGTGGA
AGTCCCGCAA
TGCCGGTGAC
AGGGCTTCAC
AATCCCAGAA
AATCGCTAGT
CCGCCCGTCA

CTTCGGCCTG
GGGGATAACT
ACCGCAAGGC
AGCCTACCAA
AGACACGGCC
CCTGATCCAG
GGAAAGAAAT
GGCTAACTAC
TGGGCGTAAA
TGGGAATGGC
GTAGCACTGA
CGTCACTGAC
CCACGCCCTA
CGCGTGAAGT
GGGACCCGCA
TACCCTTGAC
CACAGGTGCT
CGAGCGCAAC
AAACCGGAGG
ACGTCATACA
AACGCATCGT
AATCGCGGAT
CACCATGGGA

GCGGCGAGTG
AGTCGAAAGA
CTCGCGCGAT
GGCGACGATA
CAGACTCCTA
CAATGCCGCG
GGCGCTGGTT
GTGCCAGCAG
GCGTGCGCAG
GCTCGTGACT
AATGCGTAGA
GCTCATGCAC
AACGATGTCA
TGACCGCCTG
CAAGCGGTGG
ATGCCACTAA
GCATGGCTGT
CCTTGTCTCT
AAGGTGGGGA
ATGGTGCGTA
AGTCCGGATC
CAGCATGCCG
GTGGGTTTTG

GCGAACGGGT
TTAGCTAATA
AGGAGCGGCC
AGTAGCTGGT
CGGGAGGCAG
TGTGTGAAGA
AATACCCGGC
CCGCGGTAAT
GCGGTTTGAT
GTCAGGCTAG
GATGTGGAGG
GAAAGCGTGG
ACTAGTTGTT
GGGAGTACGG
ATGATGTGGA
CGAAGCAGAG
CGTCAGCTCG
AGTTGCTACG
TGACGTCAAG
CAGAGGGTTG
GTAGTCTGCA
CGGTGAATAC
CCAGAAGTAG

EK-10: YH13-1 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Siras
Baz Sayisi: 1380
Baz icerigi: 350 A 326 C 438G 266 T
Gen Bankasi No: KY010276
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1021
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1261
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GCAGCACGGA
CCCAGTAGCG
AAAGCAGGGG
GTGGGGTAAC
ACTGGGACTG
TGGGGGAAAC
ACTTTTGGCA
AATAAGCACC
TCGGAATTAC
GAGCTTAACT
AATTCCGCGT
CCTCCTGGGA
CCCTGGTAGT
GCGCAGCTAA
GGAATTGACG
AAACCTTACC
GAACCGGAAC
GTCCCGCAAC
GCCGGTGACA
GGGCTTCACA
ATCCCAGAAA
ATCGCTAGTA
CGCCCGTCAC

CTTCGGTCTG
GGGGATAACT
ATCGCAAGAC
GGCTCACCAA
AGACACGGCC
CCTGATCCAG
GGAAAGAAAC
GGCTAACTAC
TGGGCGTAAA
TTGGAACTGC
GTAGCAGTGA
TAACACTGAC
CCACGCCCTA
CGCGTGAAGT
GGGACCCGCA
TACCCTTGAC
ACAGGTGCTG
GAGCGCAACC
AACCGGAGGA
CGTCATACAA
CCCGATCGTA
ATCGCGGATC
ACCATGGGAG

GTGGCGAGTG
ACGCGAAAGC
CTTGCACTAT
GGCGACGATC
CAGACTCCTA
CCATCCCGCG
GTCGCGGGTT
GTGCCAGCAG
GCGTGCGCAG
ATTTTTAACT
AATGCGTAGA
GCTCATGCAC
AACGATGTCA
TGACCGCCTG
CAAGCGGTGG
ATGTCTGGAA
CATGGCTGTC
CTTGTCATTA
AGGTGGGGAT
TGGTCGGGAC
GTCCGGATCG
AGCATGTCGC
TGGGTTTTAC

153

GCGAACGGGT
GTAGCTAATA
TGGAGCGGCC
CGTAGCTGGT
CGGGAGGCAG
TGTGCGATGA
AATACCTCGC
CCGCGGTAAT
GCGGTTCGGA
ACCGGGCTAG
TATGCGGAGG
GAAAGCGTGG
ACTAGCTGTT
GGGAGTACGG
ATGATGTGGA
TGCCGAAGAG
GTCAGCTCGT
GTTGCTACGA
GACGTCAAGT
AGAGGGTCGC
CAGTCTGCAA
GGTGAATACG
CAGAAGTAGT

GAGTAATACA
CCGCATACGA
GATGTCTGAT
CTGAGAGGAC
CAGTGGGGAA
AGGCCTTCGG
GTCGATGACG
ACGTAGGGTG
AAGACAGGCG
AGTATGTCAG
AATACCGATG
GGAGCAAACA
GGGGATTCAT
TCGCAAGATT
TTAATTCGAT
ATGCATTAGG
TGTCGTGAGA
CAAGGGCACT
TCCTCATGGC
CCAACCCGCG
ACTCGACTAC
GTTCCCGGGT
TTAGCCTAAC

GAGTAATGTA
CCGCATACGC
GATATCGGAT
TTGAGAGGAC
CAGTGGGGAA
AGGCCTTCGG
GAAACTGACG
ACGTAGGGTG
AAGAAAGATG
AGTGTGTCAG
AACACCGATG
GGAGCAAACA
GGGGCCTTCG
TCGCAAGATT
TTAATTCGAT
ATTTGGCAGT
GTCGTGAGAT
AAGGGCACTC
CCTCATGGCC
CAACCCGCGA
CTCGACTGCG
TTCCCGGGTC
TAGCCTAACC

TCGGAACGTG
CCTGAGGGTG
TAGCTAGTTG
GATCAGCCAC
TTTTGGACAA
GTTGTAAAGC
GTACCGGAAG
CGAGCGTTAA
TGAAATCCCC
AGGGGGGTAG
GCGAAGGCAG
GGATTAGATA
TTCTTCAGTA
AAAACTCAAA
GCAACGCGAA
TGCCCGAAAG
TGTTGGGTTA
CTAGAGAGAC
CCTTATGGGT
AGGGGGAGCT
GTGAAGCTGG
CTTGTACACA
CGC

TCGGAACGTG
CCTACGGGGG
TAGCTAGTTG
GACCAGCCAC
TTTTGGACAA
GTTGTAAAGC
GTACCTGCAG
CAAGCGTTAA
TGAAATCCCA
AGGGAGGTGG
GCGAAGGCAG
GGATTAGATA
GGCCTTGGTA
AAAACTCAAA
GCAACGCGAA
GCTCGCAAGA
GTTGGGTTAA
TAATGAGACT
CTTATGGGTA
GGGGGAGCCA
TGAAGTCGGA
TTGTACACAC
GCAAGGGGGG



EK-: YH13-2 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1382
Baz icerigi: 358 A 313C 434G 277 T
Gen Bankasi No: KY010277
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1081
1141
1201
1261
1321
1381

GCACGGGCTT
AGAAGTGGGG
GTGGGGGATC
GGGTAAAGGC
GGAACTGAGA
GCGCAAGCCT
TTTGTCAGGG
AAGCACCGGC
GAATTACTGG
CTCAACCTGG
TCCACGTGTA
CCTGGGTCAA
TGGTAGTCCA
CAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCTAC
CCTTCACACA
CCGCAACGAG
GGTGACAAAC
CTTCACACGT
CCAGAAAGTG
GCTAGTAATC
CCGTCACACC
TA

CGGCCTGGTG
GATAACGCAG
GCAAGACCTC
CTACCAAGGC
CACGGTCCAG
GATCCAGCAA
AAGAAACGGC
TAACTACGTG
GCGTAAAGCG
GAATTGCGTT
GCAGTGAAAT
GATTGACGCT
CGCCCTAAAC
GTGAAGTAGA
ACCCGCACAA
CCTTGACATG
GGTGCTGCAT
CGCAACCCTT
CGGAGGAAGG
CATACAATGG
TATCGTAGTC
GCGGATCAGC
ATGGGAGCGG

GCGAGTGGCG
CGAAAGTTGC
ATGCTTTTGG
GACGATCAGT
ACTCCTACGG
TGCCGCGTGA
TCCGGCTAAT
CCAGCAGCCG
TGCGCAGGCG
GGAGACTGCA
GCGTAGAGAT
CATGCACGAA
GATGTCTACT
CCGCCTGGGG
GCGGTGGATG
GAAGGAATCC
GGCTGTCGTC
GTCATTAGTT
TGGGGATGAC
TACATACAGA
CGGATTGTAG
ATGTCGCGGT
GTTTTACCAG

AACGGGTGAG
GCTAATACCG
AGCGGCCGAT
AGCTGGTCTG
GAGGCAGCAG
GTGAAGAAGG
ATCCGGGGCT
CGGTAATACG
GTTTTGTAAG
AGGCTTGAAT
GTGGAGGAAC
AGCGTGGGGA
AGTTGTCGGG
AGTACGGTCG
ATGTGGATTA
CGAAGAGATT
AGCTCGTGTC
GCTACGCAAG
GTCAAGTCCT
GGGCCGCCAA
TCTGCAACTC
GAATACGTTC
AAGTAGGTAG

EK-12: YH13-3 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1399
Baz icerigi: 355 A 330 C 431G 283 T
Gen Bankasi No: KY010278
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CAGTCGAGCG
GTGGGCAACC
GTTCTTTTCT
CCGCGGCGCA
CCTGAGAGGG
GCAGTAGGGA
AAGGCCTTCG
GTACCTTGAC
TACGTAGGTG
TAAGTCTGAT
GAGTGCAGAA
GAACACCAGT
GGGAGCAAAC
TAGAGGGTTT
CGGCCGCAAG
GGTTTAATTC
GAGATAGGGC
CGTGTCGTGA
GCATTCAGTT
CGTCAAATCA
AGGGCTGCAA
GGCTGCAACT
TGAATACGTT
GAAGTCGGTG

ATCGATGGGA
TGCCTATAAG
CGCATGAGAG
TTAGCTAGTT
TGATCGGCCA
ATCTTCCGCA
GGTCGTAAAG
GGTACCTAAC
GCAAGCGTTG
GTGAAAGCCC
GAGGAAAGTG
GGCGAAGGCG
AGGATTAGAT
CCGCCCTTTA
GCTGAAACTC
GAAGCAACGC
TTTCCCCTTC
GATGTTGGGT
GGGCACTCTA
TCATGCCCCT
ACCTGCGAAG
CGCCTGCATG
CCCGGGCCTT
AGGTAACCT

GCTTGCTCCC
ACTGGGATAA
AAGATGGAAA
GGTGAGGTAA
CACTGGGACT
ATGGACGAAA
TTCTGTTGTT
CAGAAAGCCA
TCCGGAATTA
ACGGCTCAAC
GAATTCCAAG
ACTTTCTGGT
ACCCTGGTAG
GTGCTGCAGC
AAAGGAATTG
GAAGAACCTT
GGGGGACAGA
TAAGTCCCGC
AGGTGACTGC
TATGACCTGG
GTAAGCGAAT
AAGCCGGAAT
GTACACACCG

154

TGAGATTAGC
CTTCGGGAAA
GACGGTTTAC
TGGCTCACCA
GAGACACGGC
GTCTGACGGA
AGGGAAGAAC
CGGCTAACTA
TTGGGCGTAA
CGTGGAGGGT
TGTAGCGGTG
CTGTAACTGA
TCCACGCCGT
TAACGCATTA
ACGGGGGCCC
ACCAGGTCTT
GTGACAGGTG
AACGAGCGCA
CGGTGACAAA
GCTACACACG
CCCATAAAGC
CGCTAGTAAT
CCCGTCACAC

TAATACATCG
CATACGTTCT
GTCTGATTAG
AGAGGACGAC
TGGGGAATTT
CCTTCGGGTT
AATGACGGTA
TAGGGTGCAA
TCTGACGTGA
CTGGCAGAGG
ACCGATGGCG
GCAAACAGGA
TTTTAATTAA
CAAGATTAAA
ATTCGATGCA
TGGGAGTGCC
GTGAGATGTT
AGCACTCTAA
CATGGCCCTT
CCCGCGAGGG
GACTACATGA
CCGGGTCTTG
CTTAACCGCA

GGCGGACGGG
CCGGAGCTAA
GCTGTCACTT
AGGCGACGAT
CCAGACTCCT
GCAACGCCGC
AAGTACCAGA
CGTGCCAGCA
AGCGCGCGCA
CATTGGAAAC
AAATGCGTAG
CACTGAGGCG
AAACGATGAG
AGCACTCCGC
GCACAAGCGG
GACATCCTCT
GTGCATGGTT
ACCCTTGATC
CCGGAGGAAG
TGCTACAATG
CATTCTCAGT
CGCGGATCAG
CACGAGAGTT

GAACGTACCC
ACGGAAGAAA
CTAGTTGGTG
CAGCCACACT
TGGACAATGG
GTAAAGCTCT
CCTGAAGAAT
GCGTTAATCG
AAGCCCCGGG
GGGGTAGAAT
AAGGCAGCCC
TTAGATACCC
CTTGGTAACG
ACTCAAAGGA
ACGCGAAAAA
CGAAAGGGAA
GGGTTAAGTC
TGAGACTGCC
ATGGGTAGGG
GGAGCTAATC
AGTTGGAATC
TACACACCGC
AGGAGGGCGC

TGAGTAACAC
TACCGGATAC
ATAGATGGGC
GCGTAGCCGA
ACGGGAGGCA
GTGAACGAAG
GTAACTGCTG
GCCGCGGTAA
GGTGGTTCCT
TGGGGAACTT
AGATTTGGAG
CGAAAGCGTG
TGCTAAGTGT
CTGGGGAGTA
TGGAGCATGT
GACAACCCTA
GTCGTCAGCT
TTAGTTGCCA
GTGGGGATGA
GATGGTACAA
TCGGATTGCA
CATGCCGCGG
TGTAACACCC



EK-13: YH13-4 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1364
Baz icerigi: 356 A 308 C 423G 277 T
Gen Bankasi No: KY010279
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CTTCGGCCTG
GGGGATAACG
ATCGCAAGAC
GGCCTACCAA
AGACACGGTC
CCTGATCCAG
GGGAAGAAAC
GGCTAACTAC
TGGGCGTAAA
TGGGAATTGC
GTAGCAGTGA
CAAGATTGAC
CCACGCCCTA
CGCGTGAAGT
GGGACCCGCA
TACCCTTGAC
ACAGGTGCTG
GAGCGCAACC
AACCGGAGGA
CGTCATACAA
GTGTATCGTA
ATCGCGGATC
ACCATGGGAG

GTGGCGAGTG
CAGCGAAAGT
CTCATGCTTT
GGCGACGATC
CAGACTCCTA
CAATGCCGCG
GGCTCCGGCT
GTGCCAGCAG
GCGTGCGCAG
GATGGAGACT
AATGCGTAGA
GCTCATGCAC
AACGATGTCT
AGACCGCCTG
CAAGCGGTGG
ATGGAAGGAA
CATGGCTGTC
CTTGTCATTA
AGGTGGGGAT
TGGTACATAC
GTCCGGATTG
AGCATGTCGC
CGGGTTTTAC

GCGAACGGGT
TGCGCTAATA
TGGAGCGGCC
AGTAGCTGGT
CGGGAGGCAG
TGAGTGAAGA
AATATCTGGA
CCGCGGTAAT
GCGGTTTTGT
GCAAGGCTTG
GATGTGGAGG
GAAAGCGTGG
ACTAGTTGTC
GGGAGTACGG
ATGATGTGGA
TCCTGGAGAG
GTCAGCTCGT
GTTGCTACGC
GACGTCAAGT
AGAGGGCCGC
TAGTCTGCAA
GGTGAATACG
CAGAAGTAGG

GAGTAATACA
CCGCATACGT
GATGTCTGAT
CTGAGAGGAC
CAGTGGGGAA
AGGCCTTCGG
GCTAATGACG
ACGTAGGGTG
AAGTCTGTCG
AATCTGGCAG
AACACCGATG
GGAGCAAACA
GGGTTTTAAT
TCGCAAGATT
TTAATTCGAT
ATCTGGGAGT
GTCGTGAGAT
AAGAGCACTC
CCTCATGGCC
CAACCCGCGA
CTCGACTACA
TTCCCGGGTC
TAGCTTAACC

EK-14: YH13-5 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Siras
Baz Sayisi: 1421
Baz icerigi: 362 A 336 C 437G 286 T
Gen Bankasi No: KY010280
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GCAGTCGAGC
ACGTGGGCAA
ACGTTCTTTT
GCCCGCGGCG
GACCTGAGAG
CAGCAGTAGG
AGAAGGCCTT
TGGTACCTTG
AATACGTAGG
CTTAAGTCTG
TTGAGTGCAG
AGGAACACCA
TGGGGAGCAA
GTTAGAGGGT
TACGGCCGCA
GTGGTTTAAT
TAGAGATAGG
CTCGTGTCGT
CAGCATTCAG
GACGTCAAAT
AAAGGGCTGC
CAGGCTGCAA
GGTGAATACG
CCGAAGTCGG

GAATCGATGG
CCTGCCTATA
CTCGCATGAG
CATTAGCTAG
GGTGATCGGC
GAATCTTCCG
CGGGTCGTAA
ACGGTACCTA
TGGCAAGCGT
ATGTGAAAGC
AAGAGGAAAG
GTGGCGAAGG
ACAGGATTAG
TTCCGCCCTT
AGGCTGAAAC
TCGAAGCAAC
GCTTTCCCCT
GAGATGTTGG
TTGGGCACTC
CATCATGCCC
AAACCTGCGA
CTCGCCTGCA
TTCCCGGGCC
TGAGGTAACC

GAGCTTGCTC
AGACTGGGAT
AGAAGATGGA
TTGGTGAGGT
CACACTGGGA
CAATGGACGA
AGTTCTGTTG
ACCAGAAAGC
TGTCCGGAAT
CCACGGCTCA
TGGAATTCCA
CGACTTTCTG
ATACCCTGGT
TAGTGCTGCA
TCAAAGGAAT
GCGAAGAACC
TCGGGGGACA
GTTAAGTCCC
TAAGGTGACT
CTTATGACCT
AGGTAAGCGA
TGAAGCCGGA
TTGTACACAC
TTCATGGAGC

155

CCTGAGATTA
AACTTCGGGA
AAGACGGTTT
AATGGCTCAC
CTGAGACACG
AAGTCTGACG
TTAGGGAAGA
CACGGCTAAC
TATTGGGCGT
ACCGTGGAGG
AGTGTAGCGG
GTCTGTAACT
AGTCCACGCC
GCTAACGCAT
TGACGGGGGC
TTACCAGGTC
GAGTGACAGG
GCAACGAGCG
GCCGGTGACA
GGGCTACACA
ATCCCATAAA
ATCGCTAGTA
CGCCCGTCAC
CAGCCGCATA

TCGGAACGTA
TCTACGGAAG
TAGCTAGTTG
GACCAGCCAC
TTTTGGACAA
GTTGTAAAGC
GTACCTGAAG
CAAGCGTTAA
TGAAAGCCCC
AGGGGGGTAG
GCGAAGGCAG
GGATTAGATA
TAACTTGGTA
AAAACTCAAA
GCAACGCGAA
GCCCGAAAGG
GTTGGGTTAA
TAATGAGACT
CTTATGGGTA
GGGGGAGCTA
TGAAGTTGGA
TTGTACACAC
GCAA

GCGGCGGACG
AACCGGAGCT
ACGCTGTCAC
CAAGGCGACG
GCCCAGACTC
GAGCAACGCC
ACAAGTACCA
TACGTGCCAG
AAAGCGCGCG
GTCATTGGAA
TGAAATGCGT
GACACTGAGG
GTAAACGATG
TAAGCACTCC
CCGCACAAGC
TTGACATCCT
TGGTGCATGG
CAACCCTTGA
AACCGGAGGA
CGTGCTACAA
GCCATTCTCA
ATCGCGGATC
ACCACGAGAG
A

CCCAGAAGTG
AAAGTGGGGG
GTAGGGTAAA
ACTGGAACTG
TGGGCGCAAG
TCTTTTGTCA
AATAAGCACC
TCGGAATTAC
GGGCTCAACC
AATTCCACGT
CCCCCTGGGT
CCCTGGTAGT
ACGCAGCTAA
GGAATTGACG
AAACCTTACC
GAACCTTCAC
GTCCCGCAAC
GCCGGTGACA
GGGCTTCACA
ATCCCAGAAA
ATCGCTAGTA
CGCCCGTCAC

GGTGAGTAAC
AATACCGGAT
TTATAGATGG
ATGCGTAGCC
CTACGGGAGG
GCGTGAACGA
GAGTAACTGC
CAGCCGCGGT
CAGGTGGTTC
ACTGGGGAAC
AGAGATTTGG
CGCGAAAGCG
AGTGCTAAGT
GCCTGGGGAG
GGTGGAGCAT
CTGACAACCC
TTGTCGTCAG
TCTTAGTTGC
AGGTGGGGAT
TGGATGGTAC
GTTCGGATTG
AGCATGCCGC
TTTGTAACAC



EK-15: YH15-2 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1422
Baz icerigi: 383 A 317C 411G 311T
Gen Bankasi No: KY010281
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TGCAGTCGAG
AACACGTGGA
GATAACATAT
GGATCCGCGC
CCGACCTGAG
GGCAGCAGTA
GATGAAGGTC
GTGCACATCT
GTAATACGTA
TTTTTAAGTC
ACTTGAGTGC
GGAGGAACAC
CGTGGGGATC
GTGTTAGGGG
AGTACGACCG
ATGTGGTTTA
TCTAGAGATA
AGCTCGTGTC
GCCATCATTA
ATGACGTCAA
ACAAAGGGCA
TGTAGTCTGC
ACGGTGAATA
ACCCGAAGCC

CGAACAGATA
TAACCTACCT
TGAACCGCAT
CGTATTAGCT
AGGGTGATCG
GGGAATCTTC
TTCGGATCGT
TGACGGTACC
GGTGGCAAGC
TGATGTGAAA
AGAAGAGGAA
CAGTGGCGAA
AAACAGGATT
GTTTCCGCCC
CAAGGTTGAA
ATTCGAAGCA
GAGTTTTCCC
GTGAGATGTT
AGTTGGGCAC
ATCATCATGC
GCTAAACCGC
AACTCGACTA
CGTTCCCGGG
GGTGGAGTAA

AGGAGCTTGC
ATAAGACTGG
GGTTCAATAG
AGTTGGTAAG
GCCACACTGG
CGCAATGGGC
AAAACTCTGT
TGATCAGAAA
GTTATCCGGA
GCCCACGGCT
AGTGGAATTC
GGCGACTTTC
AGATACCCTG
CTTAGTGCTG
ACTCAAAGGA
ACGCGAAGAA
CTTCGGGGGA
GGGTTAAGTC
TCTAAGTTGA
CCCTTATGAT
GAGGTCAAGC
CATGAAGCTG
TCTTGTACAC
CCATTTATGG

TCCTTTGACG
GATAACTTCG
TGAAAGGCGG
GTAACGGCTT
AACTGAGACA
GAAAGCCTGA
TATCAGGGAA
GCCACGGCTA
ATTATTGGGC
CAACCGTGGA
CATGTGTAGC
TGGTCTGTAA
GTAGTCCACG
CAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCAAA
CAAAGTGACA
CCGCAACGAG
CTGCCGGTGA
TTGGGCTACA
AAATCCCATA
GAATCGCTAG
ACCGCCCGTC
AGCTAGCCGT

EK-16: YH15-3 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Siras
Baz Sayisi: 1303
Baz icerigi: 300 A 320C 430G 253 T
Gen Bankasi No: KY010282
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TAGTGGCGCA
AAACGGACGC
GCGTCCGATT
TGAGAGGATG
AGTGGGGAAT
GGCCTTAGGG
CCCCGGCTAA
TTACTGGGCG
AACCTGGGAA
CAGTGTAGAG
GGACGGACAC
TAGTCCACGC
CTAACGCATT
GACGGGGGCC
TACCAACCCT
GGAACACAGG
GCAACGAGCG
GCCGGTGACA
GGGCTACACA
ATCCCCAAAA
TCGCTAGTAA
GCCCGTCACA

CGGGTGAGTA
TAACACCGGA
AGGTAGTTGG
ATCAGCCACA
ATTGGACAAT
TTGTAAAGCT
CTTCGTGCCA
TAAAGGGCGC
CTGCATTTGA
GTGAAATTCG
TGACGCTGAG
CGTAAACGAT
AAGCATTCCG
CGCACAAGCG
TGACATGTCC
TGCTGCATGG
CAACCCCTAC
AGCCGGAGGA
CGTGCTACAA
GCCGTCTCAG
TCGCGGATCA
CCATGGGAGT

ACACGTGGGA
TACGTCCTTC
TGGGGTAATG
CTGGGACTGA
GGGGGCAACC
CTTTCGCACG
GCAGCCGCGG
GTAGGCGGCC
TACTGTCGGG
TAGATATTGG
GCGCGAAAGC
GAATGCTAGA
CCTGGGGAGT
GTGGAGCATG
ACTACCGGCT
CTGTCGTCAG
CGCCAGTTGC
AGGCGGGGAT
TGGCGGTGAC
TTCGGATTGC
GCACGCCGCG
TGGCTTTACC

156

ACCTGCCTTT
GGGAGAAAGT
GCCCACCAAG
GACACGGCCC
CTGATCCAGC
CGACGATGAT
TAATACGAAG
CGATCAGTCA
CTTGAGTTCC
GAAGAACACC
GTGGGGAGCA
CGCTGGGGTG
ACGGCCGCAA
TGGTTTAATT
CGAGAGATCG
CTCGTGTCGT
CATCATTCAG
GACGTCAAGT
AGTGGGATGC
ACTCTGCAAC
GTGAATACGT
CGAAGGTGGT

TTAGCGGCGG
GGAAACCGGA
CTTTGCTGTC
ACCAAGGCAA
CGGTCCAGAC
CGGAGCAACG
GAACAAATGT
ACTACGTGCC
GTAAAGCGCG
GGGTCATTGG
GGTGAAATGC
CTGACGCTGA
CCGTAAACGA
ATTAAGCACT
ACCCGCACAA
TCTTGACATC
GGTGGTGCAT
CGCAACCCTT
CAAACCGGAG
CACGTGCTAC
AAGTTGTTCT
TAATCGTAGA
ACACCACGAG
CG

CGGTTCGGGA
TTACGCCGAG
CCGACGATCG
AGACTCCTAC
AATGCCGCGT
GACGGTAGCG
GGGGCGAGCG
GATGTGAAAG
GGAGAGGATG
GGTGGCGAAG
AACAGGATTA
CATGCACTTC
GGTTAAAACT
CGAAGCAACG
GGCTTTCAGT
GAGATGTTGG
TTGGGCACTC
CCTCATGGCC
GAAGTCGCAA
TCGGGTGCAT
TCCCGGGCCT
GCG

ACGGGTGAGT
GCTAATACCG
ACTTATAGAT
CGATACGTAG
TCCTACGGGA
CCGCGTGAGT
GTAAGTAACT
AGCAGCCGCG
CGTAGGCGGT
AAACTGGAAA
GCAGAGATAT
TGTGCGAAAG
TGAGTGCTAA
CCGCCTGGGG
GCGGTGGAGC
CTTTGACCGC
GGTTGTCGTC
AAGCTTAGTT
GAAGGTGGGG
AATGGACAAT
CAGTTCGGAT
TCAGCATGCT
AGTTTGTAAC

TAACGTCTGG
AGAGGGGCCC
GTAGCTGGTC
GGGAGGCAGC
GAGTGATGAA
TGAGAAGAAG
TTGTTCGGAA
CCCCGGGCTC
GTGGAATTCC
GCGGCCATCT
GATACCCTGG
GGTGTCGCCG
CAAAGGAATT
CGCAGAACCT
TCGGCTGGGT
GTTAAGTCCC
TGGTGGAACT
CTTATGGGTT
GATGGAGCCA
GAAGTTGGAA
TGTACACACC



EK-17: YH16-1 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1352
Baz icerigi: 348 A 307C 422G 275T
Gen Bankasi No: KY010283
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1081
1141
1201
1261
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CTTCGGCCTG
GGGGATAACG
ATCTCCGGAC
GGCCTACCAA
AGACACGGTC
CCTGATCCAG
GGGAAGAAAC
GGCTAACTAC
TGGGCGTAAA
TGGGAATTGC
GTAGCAGTGA
CAAGATTGAC
CCACGCCCTA
CGCGTGAAGT
GGGACCCGCA
TACCCTTGAC
ACAGGTGCTG
GAGCGCAACC
AACCGGAGGA
CGTCATACAA
GTGTATCGTA
ATCGCGGATC
ACCATGGGAG

GTGGCGAGTG
CAGCGAAAGT
CTCATGCTTT
GGCGACGATC
CAGACTCCTA
CAGTGCCGCG
GGCTCCGGCT
GTGCCAGCAG
GCGTGCGCAG
GATGGAGACT
AATGCGTAGA
GCTCATGCAC
AACGATGTCT
AGACCGCCTG
CAAGCGGTGG
ATGGAAGGAA
CATGGCTGTC
CTTGTCATTA
AGGTGGGGAT
TGGTACATAC
GTCCGGATTG
AGCATGTCGC
CGGGTTTTAC

GCGAACGGGT
TGCGCTAATA
TGGAGCGGCC
AGTAGCTGGT
CGGGAGGCAG
TGAGTGAAGA
AATATCTGGG
CCGCGGTAAT
GCGGTTTTGT
GCAAGGCTTG
TATGTGGAGG
GAAAGCGTGG
ACTAGTTGTC
GGGAGTACGG
ATGATGTGGA
TCCTGGAGAG
GTCAGCTCGT
GTTGCTACGC
GACGTCAAGT
AGAGGGCCGC
TAGTCTGCAA
GGTGAATACG
CAGAAGTAGG

GAGTAATACA
CCGCACACGT
GATGTCTGAT
CTGAGAGGAC
CAGTGGGGAA
AGGCCTTCGG
GCTAATGACG
ACGTAGGGTG
AAGTCTGTCG
AATCTGGCAG
AACACCGATG
GGAGCAAACA
GGGTTTTAAT
TCGCAAGATT
TTAATTCGAT
ATCTGGGAGT
GTCGTGAGAT
AAGAGCACTC
CCTCATGGCC
CAACCCGCGA
CTCGACTACA
TTCCCGGGTC
TA

EK-18: YH16-4 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1015
Baz icerigi: 234 A 249C 329G 203 T
Gen Bankasi No: KY010284
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CGTGAGTGAT
GCGTGAGAAG
GCGTTGTTCG
AAGCCCCGGG
ATGGTGGAAT
AAGGCGGCCA
TTAGATACCC
TTCGGTGTCG
ACTCAAAGGA
ACGCGCAGAA
AGTTCGGCTG
TGGGTTAAGT
CTCTGGTGGA
GCCCTTATGG
CAAGATGGAG
CATGAAGTTG
CCTTGTACAC

GAAGGCCTTA
AAGCCCCGGC
GAATTACTGG
CTCAACCTGG
TCCCAGTGTA
TCTGGACGGA
TGGTAGTCCA
CCGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCAAC
GATGGAACAC
CCCGCAACGA
ACTGCCGGTG
GTTGGGCTAC
CAAATCCCCA
GAATCGCTAG
ACCGCCCGTC

GGGTTGTAAA
TAACTTCGTG
GCGTAAAGGG
GAACTGCATT
GAGGTGAAAT
CACTGACGCT
CGCCGTAAAC
ATTAAGCATT
GCCCGCACAA
CCTTGACATG
AGGTGCTGCA
GCGCAACCCC
ACAAGCCGGA
ACACGTGCTA
AAAGCCGTCT
TAATCGCGGA
ACACCATGGG

157

GCTCTTTCGC
CCAGCAGCCG
CGCGTAGGCG
TGATACTGTC
TCGTAGATAT
GAGGCGCGAA
GATGAATGCT
CCGCCTGGGG
GCGGTGGAGC
TCCATTGCCG
TGGCTGTCGT
TACCGCCAGT
GGAAGGCGGG
CAATGGCGGT
CAGTTCGGAT
TCAGCACGCC
AGTTGGCTTT

TCGGAACGTA
TCTACGGAAG
TAGCTAGTTG
GACCAGCCAC
TTTTGGACAA
GTTGTAAAGC
GTACCTGAAG
CAAGCGTTAA
TGAAAGCCCC
AGGGGGGTAG
GCGAAGGCAG
GGATTAGATA
TAACTCGGTA
AAAACTCAAA
GCAACGCGAA
GCCCGAAAGG
GTTGGGTTAA
TAATGAGACT
CTTATGGGTA
GGGGGAGCTA
TGAAGTTGGA
TTGTACACAC

ACGCGACGAT
CGGTAATACG
GCCCGATCAG
GGGCTTGAGT
TGGGAAGAAC
AGCGTGGGGA
AGACGCTGGG
AGTACGGCCG
ATGTGGTTTA
GTCCGAGAGA
CAGCTCGTGT
TGCCATCATT
GATGACGTCA
GACAGTGGGA
TGCACTCTGC
GCGGTGAATA
ACCCGAAGGT

CCCAGAAGTG
AAAGTGGGGG
GTAGGGTAAA
ACTGGAACTG
TGGGCGCAAG
TCTTTTGTCA
AATAAGCACC
TCGGAATTAC
GGGCTCAACC
AATTCCACGT
CCCCCTGGGT
CCCTGGTAGT
ACGCAGCTAA
GGAATTGACG
AAACCTTACC
GAACCTTCAC
GTCCCGCAAC
GCCGGTGACA
GGGCTTCACA
ATCCCAGAAA
ATCGCTAGTA
CGCCCGTCAC

GATGACGGTA
AAGGGGGCGA
TCAGATGTGA
TCCGGAGAGG
ACCGGTGGCG
GCAAACAGGA
GTGCATGCAC
CAAGGTTAAA
ATTCGAAGCA
TTGGACCTTC
CGTGAGATGT
CAGTTGGGCA
AGTCCTCATG
CGCGAAGTCG
AACTCGGGTG
CGTTCCCGGG
GGTGC



EK-19: YH16-6 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1017
Baz icerigi: 233 A 248C 331G 205T
Gen Bankasi No: KY010285
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TGCCGCGTGA
CGGTAGCGTG
GGCGAGCGTT
AGTGAAAGCC
AGAGGATGGT
TGGCGAAGGC
CAGGATTAGA
TGCACTTCGG
TTAAAACTCA
AAGCAACGCG
CCTTCAGTTC
GATGTTGGGT
GGGCACTTTG
TCATGGCCCT
AGTCGCAAGA
GGGTGCATGA
CCGGGCCTTG

GTAATGAAGG
AGAAGAAGCC
GTTCGGAATT
CCGGGCTTAA
GGAATTCCCA
GGCCATCTGG
TACCCTGGTA
TGTCGCCGCT
AAGGAATTGA
CAGAACCTTA
GGCTGGATGG
TAAGTCCCGC
GTGGAACTGC
TATGGGTTGG
GGGAGCCAAT
AGTTGGAATC
TACACACCGC

CCTTAGGGTT
CCGGCTAACT
ACTGGGCGTA
CCTGGGAACG
GTGTAGAGGT
ACGGACACTG
GTCCACGCCG
AACGCATTAA
CGGGGGCCCG
CCCACCCTTG
AACACAGGTG
AACGAGCGCA
CGGTGACAAG
GCTACACACG
CCCCAAAAGC
GCTAGTAATC
CCGTCACACC

GTAAAGCTTT
TCGTGCCAGC
AAGGGCGCGT
GCTTTTGATA
GAAATTCGTA
ACGCTGAGGC
TAAACGATGA
GCATTCCGCC
CACCAGCGGT
ACATGTCCAT
CTGCATGGCC
ACCCCTACCG
CCGGAGGAAG
TGCTACAAAG
CGTCTCAGTT
GCGGATCAGC
ATGGGAGTTG

EK-20: YH16-7 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1329
Baz icerigi: 310 A 329C 429G 261 T
Gen Bankasi No: KY010286
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1021
1081
1141
1201
1261
1321

ATGCAAGTCG
TGCCTTTCGG
GGAAAGTTTA
CGCCAAGCCG
AGGGCCCAGA
ATCCACCAAT
CGATCATCAC
TACGAAGGGG
TTAGTCAGAA
GAGTTCCGGA
GAACACCGGT
GGGAGCAAAC
TGGGGTGCAT
GCCGCAAGGT
TTTAATTCGA
GAGATTGGAC
GTGTCGTGAG
CATTCAGTTG
GTCAAGTCCT
GGGATGCGAA
CTGCAACTCG
AATACGTTCC
AGGTGGTGC

AACGAAGGCT
TTCGGGATAA
CGCCGAGAGA
ACCATCGGTA
CTCCTACGGG
GCCACGTGAG
GGTCGCGTGA
GCGAGCGTTG
GTGAAAGCCC
GAGGATGGTG
GGCGAAGGCG
AGGATTAGAT
GCACTTCGGT
TAAAACTCAA
AGCAACGCGC
CTTCAGTTCG
ATGTTGGGTT
GGCACTCTGG
CATGGCCCTT
GTCGCAAGAT
GGTGCATGAA
CGGGCCTTGT

TCGGCCTTAG
CGTCTGGAAA
GGGGCCCGCG
GCTAGTCTGA
AGGCACCAGT
TGATGAAGGC
GAAGAAGCCC
TTCGGAATTA
CAGGCTTAAC
GAATTCCCAG
GCCATCTGGA
ACCCTGGTAG
GTCGCCGCTA
AGGAATTGAC
AGAACCTTAC
GCTGGATGGA
AAGTCCCGCA
TGGAACTGCC
ATGGGTTGGG
GGAGCCAATC
GTTGGAATCG
ACACACCGCC

158

TGGCGCACGG
CGGACGCTAA
TCCGATTACG
GAGGATGATC
GGGGAATATT
CTTAGGGTTG
CGGCTAACTT
CTGGGCGTAA
CTGGGAACGG
TGTAGAGGTG
CGGACACTGA
TCCACGCCGT
ACGCATTAAG
GGGGGCCCGC
CAACCCTTGA
ACACAGGTGC
ACGAGCGCAA
GGTGACAAGC
CTACACACGT
CCCAAAAGCC
CTAGTAATCG
CGTCACACCA

TTCGCACGCG
AGCCGCGGTA
AGGCGGCCTG
CTGGCAGGCT
GATATTGGGA
GCGAAAGCGT
ATGCTAGACG
TGGGGAGTAC
GGAGCATGTG
TGCCGGTCCG
GTCGTCAGCT
CCAGTTGCCA
GCGGGGATGA
GCGGTGACAG
CGGATTGCAC
ACGCCGCGGT
GCTTTACCCG

GTGAGTAACA
CACCGGATAC
TAGTTGGTGG
AGACACGCTG
GGACAATGGG
TAAAGCTCTT
CGTGCCAGCA
AGGGCGCGTA
CTTTTGATAC
AAATTCGTAG
CGCTGAGGCG
AAACGATGAA
CATTCCGCCT
ACAAGCGGTG
CATGTCCATT
TGCATGGCTG
CCCCTACCGC
CGGAGGAAGG
GCTACAATGG
GTCTCAGTTC
CGGATCAGCA
TGGGAGTTGG

ACGATGATGA
ATACGAAGGG
TTTAGTCAGA
TGAGTTCCGG
AGAACACCGG
GGGGAGCAAA
CTGGGGTGCA
GGCCGCAAGG
GTTTAATTCG
AGAGATTGGA
CGTGTCGTGA
TCATTCAGTT
CGTCAAGTCC
TGGGATGCGA
TCTGCAACTC
GAATACGTTC
AAGGTGG

CGTGGGAACC
GCCCTATGGG
GGTAATGGCC
AGACTGACAC
GGCAACCCTG
TCGCACGCGA
GCCGCGGTAA
TGCGGCCTGT
TGGCAGGCTT
ATATTGGGAA
CGAAAGCGTG
TGCTAGACGC
GGGGAGTACG
GAGCATGTGG
GCCGGTCCGA
TCGTCAGCTC
CAGTTGCCAT
CGGGGATGAC
CGGTGACAGT
GGATTGCACT
CGCCGCGGTG
CTTTACCCGA
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