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Özet: Bu çalışmada Na-tellurit bileşiğinin toprak bakterilerinden alkalifilik Bacillus spp. suşlarında inhibitör etkisi araştırıldı. 

Bakteriler, Na-tellurit bileşiğine karşı 1-180 μg/ml artan konsantrasyonlarda denendi. Na-tellurit bileşiğinin 1-60 μg/ml 

konsantrasyonlardaki denemesinde izolatların çoğunluğunun ürediği gözlendi. 70-180 μg/ml olarak denenen konsantras-

yonlarda ise hassasiyet profilinin arttığı saptandı. 180 μg/ml konsantrasyonlarda ise % 100 hassasiyet gözlendi. Ayrıca, 

izolatlar için MICs değeri 0.8 μg/ml olarak belirlendi. İzolatların Na-tellurit bileşiğine karşı plasmid kodlu dirençliliğinin 

saptanması için acridine orange (20 μg/ml) ve ethidium bromid (10
-5

 M) ile plasmid eliminasyonu yapıldı. İzolatlar’da 

Bacillus spp.’ye ait % 60.86 Na-tellurit bileşiğine hassasiyet, % 39.13 dirençlilik fenomeni ve % 21.10 oranında da plasmid 

kodlu Na-tellurit dirençliliği bulundu. Na-tellurit bileşiğine ve antibiyotiğe karşı dirençlilik genini taşıyan plasmidler (B. cereus 

T112-Na-Te
R
), Na-tellurit bileşiğine ve antibiyotiğe hassasiyet gösteren suşa (B. megaterium DSM 32-Na-Te

S
) protoplast 

transformasyonu yoluyla aktarıldı ve 10
8
 transformant elde edildi. Agaroz jel elektroforez seperasyonu sonucunda plasmidin 

22.514 bp moleküler ağırlığa sahip olduğu saptandı. 

Anahtar kelimeler: Alkalifilik Bacillus spp., Na-tellurite, Plasmid, Protoplast transformasyonu. 

Investigations upon the Likelihood of Transformation and Resistance of Na-Tellurite 

Originated Plasmide at the Soil Bacteria Isolated from Natural Environment 

Absrtact: In this study, the inhibitory effects of Na-tellurit compound at the Alkalophilic Bacillus spp. strains isolated from 

the soil bacteria were investigated. Bacteria were tested against the increasing concentrations of Na-tellurite at 1-180 

μg/ml. The isolates of Na-tellurite at the 1-60 μg/ml concentrations mostly showed resistance, but sensitivity was 

determined at 70-180 μg/ml. Complete (100 %) sensitivity was observed at 180 μg/ml. For Bacillus spp., the MICs of Na-

tellurit were found to be 0.8 μg. Plasmid elimination was made using acridine orange (20 μg/ml) and ethidium bromide (10
-5

 

M) for determination of the isolate resistance originated from plasmid against Na-tellurite. In the isolates of Bacillus spp, 

there were 60.86 % sensitivity, 39.13 % resistance phenomenon and 21.10 % ratio of resistance originated from plasmid 

against Na-tellurite. Plasmids of B. cereus T112-Na-Te
R
, carrying the resistance gene against the antibiotic and Na-tellurite, 

were transferred by protoplast transformation to B. megaterium DSM 32-Na-Te
S
 strain showing sensitivity against antibiotic 

and Na-tellurit. A number of 10
8 

transformants from the soil isolates were obtained by protoplast transformation. The 

seperation of plasmid was made by agarous gel electrophoresis and, finally it was determined that the plasmid had 22,514 

bp of molecular weight. 

Key words: Alkalophilic Bacillus spp., Na-tellurite, Plasmide, Protoplast transformation. 
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GİRİŞ

ünümüzde kimyasal maddeler ve beraberinde 

getirdiği olumsuz etkileri sağlığı tehdit edici 

boyutlara kadar ulaşmıştır. Toksik etkiye sahip olan 

kimyasal maddelerle ve çevre kirliliğinin daha üst 

boyutlara kadar ulaşması, ekolojik anlamda denge 

unsurunun ortadan kalkması ile birlikte birbirine 

zincirleme bağlı olan biyotik ve abiyotik faktörlerin 

bozulması anlamına gelmektedir. 

Tellurium bileşiğinin mikroorganizmaların ya-

şam periyodu için mutlak gerekli bir besin kaynağı 

olmadığı ancak kısmen de olsa, kimyevi atık 

maddelerin bulunduğu ortamlarda kirlilik oluşturdu-

ğu bilinmektedir. Nadirde olsa organizmalar için 

toksik bir etkiye sahip olduğu vurgulanmıştır (Berks 

ve ark., 1994; Taylor, 1996). Klinik bulgulara göre 

toksisitenin çok düşük konsantrasyonda bile 

meydana geldiği gözlenmiştir (Jobling ve Ritchie, 

1987). Tellurit ve bileşiklerine karşı gerek 

kromozomal, gerekse ekstra kromozomal dirençlili-

ğin moleküler mekanizması bilinmemektedir. Ancak 

Gram negatif bakterilerde Gram pozitif bakterilere 

göre tellurit dirençliliğinin daha sık olduğu gözlen-

miştir (Summers ve Jacoby, 1977; Lloyd-Jones ve 

ark., 1994; Suzina ve ark., 1995; Turner ve ark., 

1995). Yapılan bir çalışmada, Tellurium bileşiğinin 

elektrolitik indirgenme sonucu elde edildiğini ve 

Na2TeO3 + H2O Te + 2NaOH + O2 şeklinde 

formüle edildiğini vurgulamışlardır. Obligat aerobik 

fotosentetik bakteriler üzerinde yapılan bir çalışma-

da ise bakteri suşlarının tellurite direnç gösterdikle-

rini ve metalik tellurium kristallerini de biriktirdikleri 

gözlenmiştir (Yurkov ve ark.. 1996). Romero ve ark., 

(1998) yaptıkları bir çalışmada potansiyel olarak 

çevresel atıkların bulunduğu ortamlarda toksisite 

gösteren potasyum tellurit bileşiğine karşı direnç 

sağlanması, Pseudomonas sp. suşlarının genetik 

manipulasyonları sırasında plasmidlerin vektör 

olarak kullanımı için, selektif bir marker özelliğinde 

olan ve önemli bir görev yapan genlerin var 

olduğuna işaret etmişlerdir. Taylor (1999), yaptığı bir 

çalışmada E. coli suşları için Na-tellurit bileşiğinin 

yaklaşık MIC değerinin 1 μg/ml olduğunu belirtmiş-

tir. İzolatların tellurite dirençliliklerinin kaydedilerek 

daha yüksek konsantrasyonlardaki denemelerinin 

devam ettiğini vurgulamıştır. Mikroorganizmalarda 

tellurium bileşiğine karşı dirençli suşlar araştırılırken 

hem kromozomal DNA’ya hem de ekstra-

kromozomal DNA’ya bağlı dirençlilik geni taşıyan E. 

coli suşu tanımlamıştır. Bu olayda integral membran 

proteinlerinin de rol oynadığını gözlemişlerdir. 

Tellurit bileşiğinin bulunduğu ortamlarda, üreme 

davranışı gösteren bakteri hücrelerinde siyah 

renklenme gözükür. Bu hücre içi biriktirme olayı, 

metalik telluriumdeki telluritin indirgenmesinden 

kaynaklanmaktadır. Ancak mikroorganizmalarda bu 

şekilde meydana gelen biriktirme elektron mikros-

kobuyla tespit edilebilmektedir (Guzzo ve Dubow, 

2000). Endüstriyel suşların manipulasyonu, üremesi 

ve diğer türlerde farklı kaynaklardan gelen genetik 

materyalin belirlenmesi mikrobiyoloji teknolojisinin 

günümüzde ve gelecekte gelişmesi için çalışılması 

gereken konuların başında gelmektedir.  

Bu çalışmada rekombinant DNA teknolojileri 

arasında önemli yer tutan ve verim açısından ön 

planda olan transformasyon metoduyla yeni 

bakteriyel rekombinantların ve selektif marker 

özelliği taşıyan suşların üretimi amaçlanmaktadır. 
 

MATERYAL ve METOT 

Alkalifilik B. spp. suşlarının topraktan izolasyolarında 

ve saf kültür olarak seçilmiş suşların stok kültürleri-

nin hazırlanmasında, Nutrient agar, LB agar, N1 besi 

yeri ve Medium 1 agar kullanılmıştır (Anonymous, 

1978; Horikoshi ve Akiba, 1982; Gerhardt ve ark., 

1994). 

Sodyum tellurit dirençliliği gösteren B. spp. için 

bir dizi hareket, glukozdan gaz oluşumu, 

mannitolden gaz oluşumu, yüzey zarı oluşturma, 

uçucu indol oluşumu, voges-proskauer testi, 

simmons-sitrat testi, hemoliz testi, katalaz testi, 

lesitinin hidrolizi testi, ürenin hidrolizi, jelatinin 
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hidrolizi, nişastanın hidrolizi, kazeinin hidrolizi, bir 

dizi karakteristik testler uygulanmıştır (Jin ve ark., 

1990; Mc Faddin, 2000). Na-tellurit bileşiğinden 

öncelikle 25 mg/ml konsantrasyonda stok bir çözelti 

hazırlandı. Daha sonra 0.45 μm çaplı milipore 

filtreden geçirilerek steril edildi. Çalışmada Na-

tellurit bileşiği maksimum 180 μg/ml konsantras-

yonda kullanıldı ve sterilizasyondan sonra besi 

yerine eklendi. Çalışmada Na-tellurit bileşiğinin MICs 

değerinin araştırılması Turner ve ark., (1995)’ na 

göre yapıldı. Alkalifilik Bacillus spp. suşlarından 

plasmid izolasyonu alkali lizi yöntemi ve 

ekstrakromozomal DNA moleküllerinin seperasyonu 

Maniatis ve ark., (1982)’na
 

göre yapılmıştır. 

Çalışmada, protoplast transformasyonu metodu 

Sanders ve Nicholson (1987)’ a göre yapılmıştır. 

SONUÇ 

Topraktan İzole Edilen Alkalifilik Bacillus spp. 

Bakterilerine Ait Bulgular 

Doğal ortamlardan alınan toprak örneklerinden 

toplam 787 alkalifilik Bacillus spp. suşu izole 

edilmiştir. 479 adet bakteri suşunun Na-tellurit 

bileşiğine % 60.86 oranında hassas olduğu tespit 

edilmiştir. Toplam 308 bakteri suşunun ise uygula-

nan Na-tellurit bileşiğine % 39.13 oranında dirençli 

olduğu gözlenmiştir. İzolatlar arasında ise toplam 65 

suşun % 21.10 plasmid kodlu dirençlilik taşıdıkları 

test edilmiştir. 

Çalışmada plasmid kökenli dirençlilik geni taşı-

yan test suşlarına 178 µg/ml konsantrasyonda 

denenen Na-tellurit bileşiğinden 30 µl Watmann: 

1.6 mm çaplı kağıt disklere emdirilerek disk 

diffüzyon metodu uygulanmıştır. Uygulama 

sonucunda inhibisyon zonları gözlenmiştir (Şekil 1). 

Protoplast transformasyon tekniği kullanıla-

rak gerçekleştirilen transformasyon çalışmasında 

Na-tellurit bileşiğine plasmid kodlu dirençlilik geni 

taşıyan ve donör olarak seçilen Bacillus cereus T112 

bakterisi kullanılmıştır. 

Aynı şekilde Na-tellurit bileşiğine hassasi-

yet gösteren standart B. megaterium DSM 32 

suşu alıcı olarak kullanılmıştır. Transformasyondan 

sonra resipient olarak kullanılan Bacillus 

megaterium DSM 32 suşunun Ethidium bromid ile 

muamele edilmesiyle Na-tellurit bileşiğine hassasi-

yet göstermiştir. Bu durumda transformantlardaki 

Na-tellurit dirençliliğinin plasmid kodlu olduğunu 

göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Besi ortamında alkalifilik Bacillus cereus T112 ve 

Bacillus spp. suşlarının Na-tellurit bileşiğine bağlı olarak 

disk diffüzyon metodu ile gösterdiği inhibisyon zonları.  

Figure 1. Depending on the strains of Na-Tellurite 

compound shown by the method of disc diffusion 

inhibition zones alkalophilic Bacillus cereus and Bacillus 

spp in fattening T112. 

 

Şekil 2. Bacillus cereus T112 suşunun protoplast transfor-

masyon tekniğine göre gerçekleştirilmiş transformasyon 

bulguları. 

Figure 2. Protoplast transformation technique carried out 

according to the transformation of Bacillus cereus strain 

T112 findings. 

Elektroforez işleminde % 0.8'lik agaroz ve 5 

V/cm akım uygulanmıştır. Jelde örnek yükleme 

slotlarına 25 µl DNA sükroz karışımı konmuştur. 1 

numaralı sütunda EcoRI ve HindIII restriksiyon 
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enzimleriyle kesilmiş lamda DNA'sı bulunmaktadır. 

2 numaralı sütunda alıcı suş: Bacillus megaterium 

DSM 32, 3 numaralı sütunda ise verici suş: Bacillus 

cereus T112 bulunmaktadır. 

 

Şekil 3. Transformasyonda kullanılan verici ve 

transformant suşlara ait elektroforez bulguları. 

Figure 3. Donor and transformant strains used in the 

transformation of the electrophoresis results. 

Alkalifilik Bacillus spp. suşlarının Na-tellurit bileşiğine 

muamelesinde MICs değeri ve 0.8 μg/ml olarak 

belirlenmiştir. Yapılan transformasyon çalışması 

sonucunda bakteride 8x10
6
 transformant frekansı 

elde edilmiştir. 

TARTIŞMA 

Günümüzde kimyasal maddeler ve beraberinde 

getirdiği olumsuz etkiler canlı sağlığını tehdit edici 

boyutlara ulaşmıştır. Toksik etkili kimyasal madde-

lerle ve çevre kirliliğinin daha üst boyutlara kadar 

varmış olması, ekolojik anlamda denge unsurunun 

ortadan kalkması ile birlikte birbirine zincirleme 

bağlı olan biyotik ve abiyotik faktörlerin bozulması 

anlamına gelmektedir. 

Özellikle toprakta Gram (+) Bacillus cinsi bakte-

riler, toprağın doğal fauna grubunu oluşturması 

nedeniyle çevresel koşullardan en üst düzeyde 

etkilenen grup içerisine girmektedir. B. 

steirotermophilus, B. Subtilis ve B. cereus gibi 

bakteriler toprak bakterileri içerisinde sayılmaktadır 

(Robson ve Chambliss., 1984). Bacillus spp. 

suşlarının koloni yüzeylerinin görüntüsü genellikle 

çevresel faktörlerle değişir. Bu faktörler arasında en 

önemlileri kültürün bulunduğu besiyerinin bileşimi 

ve inkübasyon sıcaklığıdır. Çevresel faktörlerin 

değişmesi ile kültürün kendisinde de bir takım 

değişiklikler olur. Yalnızca küçük koloni formlarını 

suşların dışında koloni çapı, besi yeri ve içerisindeki 

agar konsantrasyonuna bağlı olarak değişir (Lennete 

ve ark., 1985). Alkalifilik Bacillus spp. suşlarının 

izolasyonunda mukoid, kuru hareketli olduğu 

gözlemiştir. Alınan toprak örneklerinin farklı 

yerlerden olması denemelerimizde alınan sonuçların 

farklı düzeylere çekmiştir. S. faecalis ve Enterococcus 

suşları arasında plasmid kodlu tellurit dirençliliği 

gözlenirken S. faecium türlerinde plasmid kodlu 

tellurit dirençliliği bulunamamıştır (Summers ve 

Jacoby, 1977).  

Çalışmamızda Bacillus türlerinin bir kısmının 

plasmid kodlu dirençlilik geni taşıdığı bir kısmının ise 

taşımadığı gözlenmiştir. Ayrıca plasmid çalışmaların-

da bakteri hücrelerinden yüksek saflıkta alkalin 

extraksiyon yöntemiyle plasmid DNA’sının izolasyo-

nu için bir prosedür geliştirmişlerdir (Marko ve ark., 

1981). Çalışmada Bacillus cereus T112 suşundan 

alkali lizi yöntemiyle plasmid extraksiyonu yapılmış-

tır. E. coli suşları için sodyum tellurit bileşiğinin 

yaklaşık olarak MIC 1 μg/ml olduğu belirlenmiştir. 

İzolatların tellurite dirençlilikleri kaydedilerek 

(Taylor, 1999) daha yüksek konsantrasyonlardaki 

denemeler devam etmektedir. Ancak tellurit 

dirençliliği ile ilgili çalışmalarda bir çok mikroorga-

nizmada dirençliliğin kromozomal DNA (Chiong ve 

ark., 1988; Chiong ve ark., 1988; Kinkle ve ark., 

1994; O’Gara ve ark., 1997) ya da plasmid üzerinde 

olduğu vurgulanmıştır.
 

Plasmid kodlu dirençlilik 

mikroorganizmalarda nadiren görülmektedir. 

Yaptığımız çalışmada izolatların MICs değeri Na-

tellurit bileşiği için 0.8 μg/ml olarak hesaplanmıştır. 

Toplam Bacillus sp. suşlarının (% 21.10) Na-tellurit 

bileşiğine plasmid kodlu direnç geni taşıdığı 

gözlenmiştir. Dirençli izolatlar arasında bir kısmının 

plasmid kodlu dirençliliğin yanı sıra diğerlerininde 

kromozomal dirençlilik paralelinde olduğu belirlen-

miştir. Dolayısıyla yapılan çalışma, literatür bilgileri 

ile paralellik göstermektedir. Çalışmamızda 1-180 

μg/ml arasındaki parametelerde Na-tellurit bileşiği-

nin kullanılması, literatüre göre birçok mikroorga-
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nizma türü için oldukça toksik bir etkinin olduğu 

belirtilirken çalışmada kullanılan Bacillus cereus 

T112 yerel suşunun genetik açıdan farklı özellik 

taşıyan bir yapıda olduğu düşünülmektedir.  

Bakterilere kromozomal ya da ekstra-

kromozomal DNA’nın verilmesi, farklı genetik özelliği 

olan genlerin diğer mikroorganizmalara kazandırıl-

ması, bu mikroorganizmaların kimyasal yapısının 

daha kolay incelenmesine aracılık eder. Osmotik 

stabilitenin varlığında lizozim yardımıyla hücre 

duvarının parçalanıp bakteri hücresinden ayrılmasıy-

la protoplast elde edilebilir. Bu teknik sadece birbiri 

ile ilişkili olan türler arasında vaki olmadığı için 

rekombinasyon gerçekleşir. Ancak bu teknik 

aralarında ilişki olmayan türlerde uygulanmakta 

endüstriyel suşların geliştirilmesinde ve üretilmesin-

de çok büyük imkan sağlamaktadır (Gökhale ve ark., 

1993). 

Çalışmada transformasyon verimini arttırmak 

için rejenerasyon besi ortamlarında transforme 

bakterilerin tekrar üremesine olanak sağlanmıştır. 

Ancak bunun için % 16 sorbitol veya % 20 sükroz 

çözeltisi kullanılmıştır. Bu şekilde transformant 

bakterilerin yeni rekombinasyonu meydana getirdiği 

gözlenmiştir. 

Tellurium bileşiğinin mikroorganizmaların ya-

şam periyodu için mutlak gerekli bir besin kaynağı 

olmadığı ancak relativ olarak kimyevi atık maddele-

rin bulunduğu ortamlarda kirlilik oluşturduğu 

bilinmektedir. Ekstrem olarak da organizmalar için 

toksik bir etkiye sahip olduğu vurgulanmıştır (Berks 

ve ark., 1994; Taylor, 1996). Klinik bulgulara göre 

toksisitenin çok düşük konsantrasyonda bile 

meydana geldiği gözlenmiştir (Jobling ve Ritchie., 

1987). 

Çalışmada Na-tellurit bileşiğinin konsantrasyo-

nu yükseldikçe mikroorganizma üzerinde inhibitör 

etki artmıştır. Dolayısıyla 180 μg/ml Na-tellurit 

kullanılması denenen test suşlarının tamamının 

çoğalma davranışı göstermediği gözlenmiştir. 

Yapılan çalışmada protoplast transformasyon 

metodunun kullanılmasının nedeni transformant 

veriminin diğer metotlara göre daha yüksek 

bulunmasına dayanmaktadır. Bu bağlamda, 

endüstriyel atıklarla veya toksisiteye sahip kimyasal 

maddelerle kirlenmiş çevrelerde Na-telluritin düşük 

konsantrasyonda bile bulunması mikroorganizmada 

akümülasyon olayını meydana getirmektedir. 

Mutant hale gelmiş canlılar arasında spontan olarak 

transformasyon oluşabileceği gibi toprak faunasının 

ekolojik dengenin bozulması ile birlikte insan 

sağlığını da tehdit edici bir unsur olacaktır. 

Sonuç olarak toprak bakterilerinin morfolojik, 

fizyolojik, kimyasal ve biyokimyasal testleri yapıldı-

ğında yabani tip yapılarının dışında beklenmeyen 

sonuçların oluştuğu ve mutajen etkiye maruz 

kaldıkları düşünülmektedir. Kimyasal maddelerin 

etkileri incelendiğinde artan dozlarda toprağın 

yapısında normal fauna olarak kabul edilen bakteri-

lerin yaşam frekansını düşürdükleri ve toprakta 

birikim oluşturdukları gibi canlıların bu bağlamda 

yaşam şansını minimuma çekmektedir. Metal 

bileşikleri ile yapılan çalışmalar doğada biyotik 

faktörler üzerine hangi düzeylerde etki ettiği 

yönünde bir ipucu verecektir. Çalışma, 

rekombinasyon çalışmaları alanında özellikle 

plasmid DNA yapılarının transfer edilerek resipient 

organizmalarda aktivite göstermelerini başarmış 

olması nedeniyle bu konuda yapılacak çalışmalar için 

verimli bir kaynak olması düşünülmektedir. Bu 

bağlamda yapılan çalışmalara bir basamak oluştura-

cağı kanısındayız. 
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