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OZET

Bu aragtirmada, Ayder (Rize) kaplicasindan alinan su ve ¢amurlu su
orneklerinden termofilik bakteri izolasyonlar1 gerceklestirilerek bunlarin tiir
tayinleri yapilmaya ¢alisildi. Aym zamanda. kaplica suyundaki bakteri sayisi
aragtirildi.

Kaplicanin ilk ¢iktig1 yerden alinan su Orneklerindeki bakteri sayisi
membran filtresi metoduna gore tespit edildi. Ayrica, alinan su ve ¢camuriu
su orneklerinden zenginlestirme kiiltliri yapilmak ve filtreden gecirilmck
suretiyle elde edilen numunelerin ekimleri neticesinde olugan koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelendi. Incelemeler sonucunda, bes farkia
izolat diger testlere tabi tutulmak iizere secildi. Segilen izolatlarin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve baz: genetiksel ve kemotaksonomik
Ozellikleri incelendi.

Yapilan aragtirma sonucunda, kaplica suyundaki termofilik bakteri
sayisimin 13 bakteri/ml oldugu ortaya cikarildi. Elde edilen izolatlarin
hepsi Gram degisken, aerobik, hareketli ve spor olusturabilen bakteriler
oldugundan Bacillus cinsi i¢ine dahil edildiler. Izolatlar bazi &zellikleri
bakimindan literatiirlerde mevcut olan tiirlerden farkliliklar tegkil
ettiklerinden bunlarin su ana kadar tanimlanmig bakteri tiirlerinden
olmadiklan tesbit edildi. Ancak tam tiir tayinlerinin gerceklestirilebilmesi
i¢in, elde edilen izolatlarin 16S rRNA genlerinin dizin analizlerinin yapilmasi
ve DNA'larindaki %G+C iceriginin belirlenmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ayder Kaplicasi, Termofilik Bakteri, Bacillus sp.
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SUMMARY

THE THERMOPHILIC BACTERIA ISOLATION AND
DETERMINATION FROM AYDER HOT SPRING

In this study, from mud and water of Ayder (Rize) hot spring,
thermophilic bacteria isolation were carried out, and then, species of isolates
were tried tobe determined. Meanwhile, the number of thermophilic bacteria
in the samples from hot spring was determined.

The number of bacteria in the main hot spring samgles of the thermal
was defined by the membran filtration method. In addition, the samples
obtained by filtration and the enrichment cultures from the hot spring's water
and mud were grown on nutrient agar medium and the colonies were
examined under binocular microscope. Five different isolates were subjected
to the further tests. Morphological, physiological, biochemical, some
genetical and chemotaxonomical features of the isolates were examined.

As conclusion, the number of Bacteria in the hot spring was found as 13
bacteria/ml. Since all isolates are Gram variable, aerobic, motile and spore
forming bacteria, they are placed into genus Bacillus. Isolates have distinct
features from the present species in the references. For the exact
determination of the species, the results should be supported by the 16S rRNA
gene sequence and %G+C content.

Key words: Ayder Hot Spring, Thermophilic Bacterium, Bacillus sp.
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1. GENEL BILGILER
1.1. Girig

Ekstrem c¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar, digerlerinin
biiyiiyemedigi veya minimum biiylime gosterdikleri sartlarda biiyiime
kapasitesine sahip olduklarindan, ¢evre faktorleri ile mikrobiyal hayat
arasindaki iligkilerin aragtiriimasinda nemli bir potansiyel olustururiar.

Diinya niifusu artigina ve sanayi ve endiistri gelisimine bagl olarak,
cevre giderek kirlenmekte ve diinyadaki dogal sartlar ekstrem sartlara
dogru kaymaktadir. Dolayisiyla, insanlik, son yillarda ekstrem
durumlardaki hayat sartlarinin aragtiriimas: yolunda yogun caligmalara
girmektedir.

Bakteriler, havada, toprakta, suda bulunabilen ¢omak, filament, kiire
veya disk seklinde olan mikroorganizmalardir. Bunlar yasayabildikleri ve
ireyebildikleri sicaklik aralifina gore iic gruba ayrilarak incelenirler:
Yasama sicaklifn 0-20°C arasinda degigen bakteriler sakrofilik bakteriler,
20-45°C arasinda deigenler mezofilik bakteriler ve genelde 45°C'nin
lizerinde yasayabilen bakteriler ise termofilik bakteriler olarak
adlandinlmaktadirlar (1).

Dort biiyiik bakteri grubundan birisi olan yiiksek sicaklik ve tuz
sartlarinda yasayabilen Archaeobacterium'lar genellikle siilfati
indirgeyebilen termofilik bakterilerdir. Ancak tabiatta var olan termofilik
bakteriler sadece bu grupla sinirh degildir. Aym zamanda tabiatta diger
gruplar icinde de birgok sayida kesin olarak tiir tayinleri yapilmg termofilik
bakteri tiirleri mevcuttur. Bunlar, birbirlerinden farkli olan birgok degisik
cins icinde yer almaktadirlar (2).

Giiniimiizde ekstrem gartlarda yagayan ozellikle termofilik
organizmalar genetik miihendislidi ve biyoteknoloji agisindan Snemlidirler

(3). Termofilik organizmalar kullamilarak bazi yakit ve kimyasallarin
Uretiminin miimkiin olmas: (4), fermentasyon yapabilen bu organizmalar
kullamlarak genetik diizenlemelerin yapilabilmesi (5), termofil enzimlerin
potansiyel olarak endiistride kullanilmalari (6) bu organizmalarin
biyoteknoloji ve genetik miihendisligi agisindan 6nemini olugturmaktadir.
Ayrnica, biyoteknoloji acisindan termofilik organizmalarin en Snemli
Ozellikleri, biyokimyasal reaksiyonlart normal organizmalarin
katalizlediginden ¢ok daha yiiksek sicaklhiklarda katalizleyebilen enzimleri



iretmeleridir. Buna ilave olarak, termofilik mikroorganizmalardan elde
edilen enzimler, normal sicakliklarda diger enzimlere goére daha
dayaniklidirlar. Bu yiizden, bunlardan elde edilen iiriinler de daha uzun
Omiirliidiirler (6). Termofilik organizmalardan elde edilen enzimler
yardimi ile molekiiler biyoloji ve biyoteknolojide ihtiya¢ duyulan bir¢ok
reaksiyon, kolay bir sekilde yapilir hale gelmigtir. Brock (7) tarafindan
Yellow Stone'da (ABD) kesfedilen, termofilik bir organizma olan Thermus
aquaticus, molekiiler biyolojide yeni bir ¢cagin agilmasina neden olmustur.
Bu organizmadan elde edilen Tag DNA polimeraz enzimi yardimiyla
molekiiler biyolojide ¢ok dnemli olan polimeraz zincir reaksiyonlari (PCR)
yiiksek sicakliklarda kolayca yapilir hale gelmigtir. Bu iglemin sonucunda
ilgt duyulan DNA fragmentleri kolayca ¢ogaltilabilmektedir.

Tiirkiye kaplicalarinda bulunan termofilik mikroorganizmalarin
izolasyonu ve tiir tayinlerinin yapilmasi hakkindaki caligmalar heniiz ¢ok
yeni olup yeterli degildir.

Bu c¢aligmada, yukarida belirtilen sebeplerden dolay1, Dogu Karadeniz
Bolgesi'nin tek sicak su kaynagi olan Ayder Kaplicasinin termofilik bakteri
florasinin belirlenmesine calisildi. Bu amacla kaplicadan alinan su ve
camurlu su Orneklerinden termofilik mikroorganizmalarin izolasyonlar:
yapilarak bunlann teshis edilmeleri ve ilerdeki ¢aligmalarda endiistriyel
potansiyellerinin ortaya ¢tkarilmas: amaglanmaktadir. Kaplica suyu
lizerinde yapilan bu ¢aligma ile kaplicanin termofilik bakteri florasinin
ortaya ¢ikarilmasi da miimkiin olmustur. Arastirmada, aym zamanda,
sudaki termofilik bakteri sayisi tesbit edilerek bakteri populasyonunun
hangi boyutlarda oldugu tespit edilmistir.



1.2. Bakteriler Hakkinda Genel Bilgiler

1.2.1. Bakteri Hiicresinin Yapisi

Prokaryotik canli hiicrelerinin ince yapilari, elektron ve sk
mikroskobu ¢aligmalar: ile aydinlatilmigtir. Tipik bir prokaryot hiicresi,
hiicre duvan, hiicre zari, ribozom ve niiklear bolgeden ibarettir (8).

Hiicre zarimn diginda bulunan hiicre duvarn, hiicreye destek saglayan
ve onu koruyan bir yapidir. Prokaryotik canhilar hiicre duvarlarinin
durumuna ve diger bazi 6zelliklerine gére dort biiylik guruba ayrilarak
incelenirler (2). Bunlar; Gram-negatif Eubakteriler, hiicre duvarina sahip
olan Gram-pozitif Eubakteriler, hiicre duvarina sahip oimayan Eubakteriler,
Archaeobacterium'lardir.

Hiicre zar, hiicreyi digaridan gelebilecek olan herhangi bir etkiye
kars1 koruyucu vazife géren bir yapidir. Ribozomlar, protein ve riboniikleik
asit molekiiliinden olusan kiiciik partikiillerdir. Hiicredeki ribozomlar,
sadece elektron mikroskobu ile goriilebilirler. Bir prokaryotik hiicrenin
ihtiva ettigi ribozom sayis1 10.000 civarindadir. Bilindigi gibi ribozomlar,
translasyonun (protein sentezi) meydana geldigi bolimlerden birisidir ve
hiicresel protein sentezi ribozomlar iizerinde gerceklesmektedir.

Prokaryotik ve okaryotik hiicreler arasindaki en dnemli fark, niiklear
materyalin 6karyotik hiicrelerde bir zar yardim ile sitoplazmadan ayrlip,
niikleus adi verilen organellerde toplanmasidir. Aksine, prokaryotik
hiicrelerde niiklear materyal bir zarla sitoplazmadan ayriimayip, sitoplazma
icinde dagimk olarak bulunmaktadir. Yani prokaryotik hiicreler gergek bir
nukleusa sahip degillerdir. Prokaryotik hilicrelerde niikleusun
fonksiyonlarimi sadece tek ve uzun bir deoksiribonukleik asit (DNA) zinciri
yerine getirmektedir. Niikleik asit molekiilii, bu hiicrelerde az veya ¢ok
serbest olarak bulunmaktadir. Bundan dolayidir ki, bu hiicrelerde bir
niikleustan ziyade nuklear bdlgeden bahsedilmektedir. Ancak bu
hiicreterdeki nukleik asit molekiiliine de Gkaryotik hiicrelerdekine benzer
olarak kromozom adi verilmektedir. Ayrica prokaryotik hiicreler bu
kromozom DNA'sina ilave olarak plazmid olarak adlandinlan, kiigiik, halka
seklinde DNA'lara sahiptirler.

Hepsi olmamakla birlikte, pek¢cok prokaryotik mikroorganizma
hareket edebilme Ozelligine sahiptir. Prokaryotik hiicrelerin hareketliligi,
genellikle flagella adi verilen organeller yardimiyla olmaktadir. Herbir
flagella sa¢ geklindeki tek bir protein tiipiinden ibarettir. Flagellalarin



rotasyonu su igerisinde burgu geklindedir. Bunlar, 1stk mikroskobu ile
sadece &zel boyamalar neticesinde goriilebilen, ¢ok kiigiik yapilardir. Ancak
flagellalar elektron mikroskobu ile kolaylikia goriilebilirler (8).

Bakterilerin caplar1 0,1-5 pum arasinda degismektedir. Farkl:
tiplerdeki bakteri hiicre gekilleri bilinmektedir. Kiiresel veya yumurta
seklinde olan bakteriler kok, silindirik gekilli olanlar basil, kivrilan ve sik
sik spiral sekilli yapilar olugturan bakteriler ise spiral olarak
adlandiriimaktadir (8). )

Birgok grup bakteride hiicreler biraraya gelerek gruplar veya
kiimeler olustururlar ve bu gruplarin diizenlenmesi organizmalarin
siniflandirilmasinda kullanilan 6zelliklerden birini tegkil etmektedirler.
Ornegin koklar ve basiller biraraya gelerek uzun zincirler olusturabilirier
(8).

Bir grup bakteri, kargilagtig1 uygun olmayan sartlarda hayatim devam
ettirebilmek i¢in endospor olarak adlandirilan, dayanikli, dinlenme formu
olan yapilar olusturmaktadir. Endosporlar, bakteri hiicresi igerisinde
meydana gelen, 1siya karst oldukca direncgli olan ve kaynama ile bile
kolaylikla 6lmeyen dayanikli yapilardir. Spor olugturabilen bakteriler
mevcut oldugunda, besinlerin ve diger kolayhkla bozulabilen iiriinlerin
isiyla sterilizasyonu zordur. Aktif olarak biiyiiyen bakteriler spor
olugturmazlar, ancak biiyiime ac¢lik veya diger bazi durumlardan dolay:
spor olusumu baslatilabilir. Bakteri sporlari, normal hiicrelere gore isiya
oldugu kadar kurumaya, radyasyona ve ilaglara karsi da direnglidirler.
Sporlar inaktif halde, uykuda yillarca canli kalabilirler. Bununla birlikte
sporlar, birkag dakika i¢inde normal bir hiicreye geri doniigebilirler.
Sporlarin normal bir hiicreye geri déniigiimii, germinasyon (yeniden iireme)
olarak adlandirlmaktadir. Germinasyon olay: yardimiyla spordan yeni bir
vejetatif hiicre meydana gelmektedir. Sporun germinasyonu baglar baglamaz,
1s1ya ve diger zararh ajanlara kars: olan direnglilik 6zelligi kaybolur (8).

Cogu prokaryotik hiicreler yiizeylerinde siimiiksii veya sakiz gibi
yapigkan maddeler meydana getirirler. Bu yapigkan maddeler, ekstrasellular
polisakkaritten olugmaktadir. Meydana gelen bu yapilara "kapsiil" veya
"yapigkan tabaka" denilmesine ragmen, daha genel bir terim olarak bunlara
"glikokaliks" adi verilmektedir. Genel olarak glikokaliks, hiicrenin diginda
bulunan, polisakkarit ihtiva eden bir yapi olarak bilinmektedir. Glikokaliks,
organizmamn tiiriine gore degi§mesiné ragmen, genellikle glikoproteinleri
ve ¢ok fazla sayidaki farkli polisakkaritleri icermektedir. Glikokaliksin
igerdigi polisakkaritler, polialkoller vé amino gekerlerden miitegekkildirler.



Organizmanin kimyasal tabiatina gore, glikokaliks tabakasi kalin, ince, sert
veya esnek olabilir (8).

Glikokaliks tabakasi, bakterilerde birgcok fonksiyonu yerine
getirmektedir. Bakterinin digindaki bu polisakkarit tabaka, patojenik
mikroorganizmalarin konaklarina tutunmasinda &nemli bir rol
oynamaktadir. Bilindigi gibi kapsiile sahip olmayan mikroorganizmalarin
patojenite meydana getirmek icin konak hiicreye girip hastalik olusturmalar:
zordur. Kapsiile sahip olmayan boyle bir organizma, hiicredeki immiin
mekanizma tarafindan kolayca taninmakta ve ortadan kaldiriimaktadir.
Ayrica polisakkarit tabakasi bir miktar suyu da baglayabildiginden,
glikokaliks tabakasinin kurumaya diren¢ saglanmasinda Snemli oldugu
bilinmektedir (8).

1.2.2. Bakterilerin Hiicre Duvar1 Varhgma ve Yapisina
Gére Simiflandirilmasi

a) Gram-Negatif Eubakteriler
Gram-negatif tipe Ornek tegkil eden bakteriler dig membran, i¢

membran ve ince bir peptidoglukan tabakasina sahiptirler (peptidoglukan
tabakalar muramik asid ihtiva eder, ancak muramik asid cogu organizmada
mevcut olmakla beraber birka¢ organizmada duvarin bu kismu
kaybolmustur) (8). Bu bakteriler genellikle Gram-negatif olarak
boyanirlar. Hiicre gekilleri kiiresel, oval, diiz veya egilmig basil, heliks veya
filament seklinde olabilir. Bazilarimmin iizerinde bir ortii veya kapsiil
bulunur. Uremeleri genellikle devamli olarak boliinme ile veya baz
gruplarda tomurcuklanma ile olur. Yiizme ve kayma seklinde hareketler
gozlenebildigi gibi, hareketsiz olanlar da vardir. Bu boliimde yer alan
bakteriler fototrofik veya fototrofikte olmayabilirler (litotrofik ve
hetetrofik). Ayni zamanda bakteriler aerobik, anaerobik, fakiiltatif
anaerobik veya mikroaerofilik tiirler olabilirler. Tiirlerden bazilar
zorunlu hiicre i¢i parazitleridir.

b) Hiicre Duvanna Sahip Olan Gram-Pozitif Eubakteriler

Bu gruba giren organizmalar, Gram-pozitif tipli hiicre duvarina sahip
olan prokaryotik canlilardir. Gram reaksiyonlar1 genellikle pozitif, bazen
de negatif olabilir. Hiicreler yuvarlak, ¢ubuk seklinde veya flamentler
halinde olabilirler. Comak ve filamentlerin dallanma gdéstermedigi
durumlar oldugu gibi, tersine gercek dallanma gosterenler de mevcuttur.
Uremeleri genellikle ikiye béliinme geklinde olur. Bazilan dinlenme formu



olarak spor olugtururlar. Fotosentetik olmayip, genel olarak kemosentetik
heteretrofturlar. Aerobik, anaerobik, fakiiltatif anaerobik ve
mikroaerofilik tiirleri icermektedirler. Bu bdliimiin liyeleri sporla iireyen
ve liremeyen tiirleri igermektedir.

¢) Hiicre Duvarina Sahip Olmayan Eubakteriler

Bu gruba giren bakteriler, hiicre duvarlari olmayan ve
peptidoglukanin 6n maddelerini sentezleyemeyen prokaryotik canlilardir.
Yiizeyleri hiicre zar1 adi verilen tek bir zarla cevrilidir. Hiicre sekilleri ¢ok
degisken olup, cok biiyiik ve ¢ok kii¢ciik boyutlarda olabilirler. Dallanmig
yapida olan ¢ikintili filament geklindeki formlan yaygindir. Uremeleri
tomurcuklanma, pargalanma veya ikiye bdoliinme ile olur. Genellikle
hareketsizdirler, ancak bazi tiirler kayma geklinde hareket ederler.
Endospor olusturmazlar. Hiicreler, Gram-negatif olarak boyanirlar.
Ribozomal RNA'nin G+C orami %43-48'dir. DNA'larinin G+C oram
oldukga diisiik olup %23-46'dir. Bu gruba dahil olan Mycoplazmalann
genom biiyiikliikleri diger prokaryotlardan ¢ok daha kiiciik olup 0,5
1,0x10° daltondur. Mycoplazmalar saprofitik, parazitik veya patojenik
olabilirler. Bunlarin meydana getirdigi patojenler hayvan, bitki ve doku
kiiltiirlerinde biiyiik problemlere sebep olurlar.

d) Archaeobacteria

Anaerobik sartlarda ¢ok tuzlu, hidrotermal veya jeotermal olarak
isitilmug cevrelerde yasarlar. Bazi tiirleri, hayvanlarin sindirim sisteminde
simbiyotik hayat siirer. Bunlar kemolitotropik, organotropik veya fakiiltatif
organotropik olarak biiyiiyen fakiiltatif anaerob, anaerob veya aerobik
canlilardir. Archaeobacterium'lar mezofilik veya termofilik olabilirler.
Bunlarin icindeki bazi tiirler 100°C'nin iizerindeki sicakliklarda bile
yasayabilirler.

Hiicre zan ¢ok degigik tiplerde olabildiginden, Gram boyama negatif
veya pozitif olabilirler. Gram-pozitif olan tiirler pseudomurein,
metanokondroidin ve heteropolisakkarit hiicre duvarlarina sahiptirler.
Gram-negatif hiicrelerin yiizeylerinde (gliko-) protein tabakalar
bulunmaktadir. Hiicreler yuvarlak, spiral, diiz veya ¢omak seklinde
olabilir. Tek ve ¢ok hiicreli filamentler veya bilegik filamentler halinde
bulunabilirler. Hiicrelerin ¢aplar1 0,1-15 pm olabilir ve filamentlerin
boyu 200 mm'ye kadar cikabilir.  Uremeleri ikiye bdoliinme,
tomurcuklanma, pargalara ayrilma veya bilinmeyen mekanizmalarla
olabilir.




Archaeobacterium'larin ihtiva ettikleri biiyiik gruplar sunlardir:
Metanojenik archaeobacterium'lar, archaeobacterium'lar siilfat
indirgeyiciler, tamamen halofilik archaeobacterium'lar, hiicre duvari
olmayan archaeobacterium'lar ve tamamen termofilik olan S§°
metabolizmasina sahip olan archaeobacterium'lardur.

1.2.3. Bakterilerin Yasayabildikleri Sicakhk Araligina Gére
Gruplandirilmalari ‘

Tabiatta mevcut olan biitiin bakteriler yagadiklar1 sicaklik araligina
gore li¢ gruba aymnlarak incelenmektedirler (1). Bu gruplar 3dyle
siralanmaktadirlar:

a) Sakrofiller: -5 ile 20°C arasinda yagayan bakteriler sakrofiller
grubuna girmektedir. Bunlarin en 6nemli ayirt edici 6zellikleri 0 ile 5°C
arasinda biiyiiyebilmeleridir.

b) Mezofiller: 20-45°C arasinda yagayan bakteriler bu gruba
girmektedirler. Ayirt edici en onemli 6zellikleri insan viicut sicakliginda
(37°C) biiyiiyebilme ozellikleridir. Diger bir ozellikleri 45°C'nin iizerindeki
sicakliklarda yasayabilmeleridir. Mevcut olan tiim mezofilik bakteriler iki
grup altinda incelenmektedirler.

1) Ornek olarak bitki saprofitlerinin verildigi optimum yasama
sicakliklari, 20-30°C arasinda degisen bakteriler bu gruba girmektedirler.

2) Sicak kanli hayvanlarin viicudunda yagayan ve optimum iireme
sicakliklar1 35-40°C arasindaki bakterilerdir.

¢) Termofiller: Termofilik organizmalar hakkinda birka¢ tanim
bulunmaktadir. Bir tamima gore 45-50°C'nin iizerinde yasayabilen bakteriler
olarak adlandirilirken (5), diger bir tamima gore ise yiiksek sicakliklarda
yasama yeteneginde olan bakteriler olarak tanimlanmaktadir (3). Ancak
yaptlan bu tamima gére, yasayabildikleri sicaklik derecesi organizmamn
icinde bulundugu gruba gore degismektedir. Termofilik bakteriler iki gruba
ayrilarak incelenmektedir.

1) Fakiiltatif Termofilik Bakteriler: Optimum yagama sicaklig 45-
60°C arasinda olan, ancak 37°C'de de iireyebilen termofilik bakterilerdir.

2) Tamamen Termofilik Bakteriler: Optimum yagama sicaklifi
60°C'nin iizerinde ve minimum yagama sicaklifi 50°C civarinda olan
termofilik bakteriler bu gruba girmektedirler.

Yukarida da tanimlandifii gibi termofilik organizmalar yiiksek
sicakliklarda yagama 6zelliginde olan canlilardir (3). Yasayabildigi sicaklik




derecesi organizmanin i¢inde bulundugu gruba gore degismektedir. Asagida
verilen tabloya bakildiginda sadece sinirli sayrdaki organizmalarin yiiksek
sicakliklarda yagsadigi goriilmektedir (9). Ancak, Tablo 1'deki her bir grup
acisindan en yiiksek sicakliklarda yagayan organizmalarin, o gruplar icin
termofilik olduklan soylenilebilir. Yani omurgalilarda 37°C'de yagayan
tiirler, mantarlarda ise 60°C civarinda yagayan tiirler termofilik olarak
adlandirilmaktadir. Cyanobakterilerde ise bu smrin 70°C oldugu
kaydedilmigtir (9). |

Termofilik bakteri tanimlamalarini karigtiran diger bir durum da,
endospor olusturmalar1 dolayisiyla ¢ok degisik sicaklik araliklarinda
yasadiklan sicakliktan cok daha degisik sicakliklara tolerans gdsterebilen
bakterilerin varligidir. Ancak siniflandirmada 6nemli olan populasyonun
aktif olarak yagadig: sicakhik aralifidir.

Tablo 1. Organizmalarin Maksimum Biiyiime Sicakliklar

Grup Maksimum.
Sicaklik (°C)

Hayvanlar

Balik ve diger karasal omurgalilar |38

Bocekler 45-50

Ostracodlar 49-50
Bitkiler

Damarl1 bitkiler 45
__Karayosunlan 50
Okaryotik Mikroorganizmalar

Protozoalar 56

Algler 55-60

Mantarlar 60-62
Prokaryotik Mikroorganizmalar

Cyanobacteriler (Mavi-yesil algler) |70-73

Fotosentetik bakteriler 70-73

Kemolitotrofik bakteriler >100

Heterotrofik bakteriler >100

1.3. Calisma Alam1 Hakkinda Genel Bilgiler

Aragtirmaya konu olan Ayder Kaplicasi, Ayder Yaylas: sinirlan
icindedir. Ayder Yaylas: Rize ilinin Camlihemsin ilgesinin giiney batisinda,
ilce merkezine 18 km uzaklikta yer almaktadir. Ayder Kaplicasi, Dogu



Karadeniz Bolgesinin tek kaplica kaynagidir. Ikiylizaltmis metre derinlikten
ctkarilan 57°C'lik suyun eriyik mineral degeri diigiiktiir. Ancak radyoaktif
bilesime sahiptir. Kiikiirt icermesi tedavi etkisini arttirmaktadir. Kaplica,
mide-iilser yaralari, cilt hastaliklari, deri yaralari, kesikler, allerjiler vb.
hastaliklar i¢in faydalidir. Ayrica sinir sisteminin uyarilmas: ve romatizmal
hastaliklarda da fayda saglamaktadir (13).

T.C. Saglik ve Sosyal Yardim Bakanligi Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Bagkanhg Cevre Saghg: Midiirliigii tarafindan verilen maden suyu
analiz raporuna gore Kaplica suyunun dzellikleri soyledir (14):

Tablo 2: Ayder Kaplicas: Suyunun Ozeltikleri

Morfolojik Ozellikler Katyonlar (mg/lt) Anyonlar (mg/1t)
Renk ve Tortu Renksiz, Tortu var | Na+ 49,263 |SO4 56,400
Tat ve Koku Gazli, Kokusuz Cat++ 4,008 Cl- 7,200
pH 9,64 Mg++ 2433 |HCOs;- 73,200
Nitrit Yok Fe3+ A3+ 1,226 NOs3- 0,710
Amonyak Yok H>SO4 20,800
Toplam Sertlik 2,0

(ETDAIle)

Karbondioksit 0,273 mg/1t

(CO2)

1.4. Termofilik Bakterilerin Genel Ozellikleri
1.4.1. Termofilik Bakterilerin Cesitliligi

Yukarida da agiklandigh gibi organizmalar yasayabildikleri sicaklik
aralifina gore sakrofiller, mezofiller ve termofiller olmak iizere
gruplandiriimaktadiriar. Termofilik organizmalar 55°C'den daha yiiksek
sicakliklarda yagayabilen organizmalardir (9). Birkag¢ protozoa tiirii
50°C'nin iizerindeki sicakliklarda yagayabilmesine ragmen, cok hiicreli
hayvanlarin 55°C'den yiiksek sicakliklarda yasayamadig: bilinmektedir.
Bundan dolayi, 50°C ve iizerindeki sicakliklarda sadece
mikroorganizmalarin baz: tiirlerinin yasayabildigii goriilmektedir. Okaryotik
organizmalar i¢in maksimum biiyiime sicakligi 60°C civarindadir 9.
Okaryotik organizmalarin yiiksek sicakliklarda yagayamamalarinin
nedeninin niiklear membran sistemlerinin 1s1ya dayamkh bir gekilde ingaa
edilmemis olmasinin oldugu diistiniitmektedir. Fox ve arkadaglan (3) ile
Woese ve Wolfe (11) yaptiklan detayl:i 16S ribozomal RNA analizleri ile
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diinya lizerinde var olan biitiin termofilik tiirlerin filogenetik analizlerini
ortaya koydular. Yapilan bu analizler neticesinde ii¢ biiyiik farklr grup
ortaya cikarildi. Bunlar; archaeobacterium'lar, eubakteriler ve
Okaryotlardir. Bu caligmada termofilik bakteriler 55°C ve iizerindeki
sicakliklarda biiyliyebilen organizmalar olarak tamimlandi ve bunlarin hem
archaeobacterium'lar hem de eubakteriler icerisinde yer aldiklan
vurgulandi.

Ancak biitiin prokaryotik organizrnalarin da 60°C'nin iizerindeki
sicakliklarda yasayamadig: bilinmektedir. Yayinlanan cinslerden birkacgi ve
hatta bu cinsler i¢indeki bazi tiirlerin yiiksek sicakliklarda biiyilyebildigi
goriilmektedir. Tamamen termofilik veya biiyiik oranda termofilik olan S°
metabolizmasina sahip bakteri grubu, tamamen termofilik olan cinsleri
icertrken, diger bazi cinslere ait tiirlerin de termofilik 6zellik gosterdikleri
bilinmektedir. Bunlar; Thermolephilum, Thermomicrobium, Thermus,
Desulfatomaculum, Chromatium, Chloroflexus, Heliothrix, Pleurocapsa,
Oscillatoria, Spirulina,Thermothrix, Sulfobacillus, Isosphaera,Thermonema,
Clostridium, Bacillus, Desulfatomaculum, Thermoanaerobacter,
Streptoalloteichus, Thermonospora, Thermoactinocys, Methanobacterium,
Methanothermus, Methanococcus, Thermoplazma, Pseudocardina,
Actinomadura, Acetogenium, Acetomicrobium, Acetothermus,
Fervidobacterium, Thermobacteroides, Thermosipho, Thermotoga,
Thermodesulfobacterium, Desulfurella, Sulfidobacillus, Acetogenium,
Rutrobacter, Sphaerobacter, Microbispora, Methanohalobium cinslerine ait
tirlerdir (2). Boylece belli prokaryot tiirleri yiiksek .sicakliklarda
yasayabilmektedirler. Fotosentetik prokaryotlarin yagayabildigi en yiiksek
sicaklik araligi 70-73°C'dir. Diinyanin bircok bélgesinde 70°C'lik
sicakliklarda fotosentetik organizmalar bulunmamaktadir (9).

Fotosentetik organizmalar 73°C'nin iizerindeki sicakliklarda
yagayamamalarina karsin, inorganik enerji kaynag: olarak elemental siilfit,
elemental kiikiirt ve ferrik haldeki demiri kullanan ototrofik organizmalar
bu sicaklifin iizerindeki sicakliklarda yasayabilirler. Buna ilaveten,
kemolitotrofik ve heterotrofik bakteriler kaynar veya ona yakin sicakliktaki
sularda kolaylikla yasayabilirler. Kaynar sularda yasayan bakteri sayisi
hayret verici bir gekilde yiiksektir. Bunlar; kiikiirt bakterileri, hidrojeni
oksitleyen bakteriler, elementel kiikiirtii kullanan bakteriler, tamamen
anaerobik olan heterotroflar ve aerobik heterotroflardir. Ad: gecen bu
bakterilerden bazilari hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda
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yasayabilirler. Ayni zamanda bu bakteriler sadece termofilik bakteriler
olmayip asidofilik 6zellik de gostermektedirler.

Tarsey ve Brock (10) ve Brock (9) tarafindan termofilik
mikroorganizmalar hakkinda, bunlarin &zelliklerinin bir 6zetini yansitan
derlemeler yapilmigtir. Bu caligmalar incelendiginde bir¢ok sayida
termofilik bakteri tiiriiniin oldugu goériilmektedir. Yayinlanan bu termofilik
tiirlerden en yiiksek sicakliklarda yagayan organizmalarin hepsinin de
archeaobakterler grubuna ait olduklar1 goriilmektedir.

Tablo 2'de de goriildiigii gibi son yillarda bircok sayida ve ilgi ¢ekici
termofilik bakteri tiirii tanimlanmgtir.
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Tablo 3: Son Yillarda Ortaya Cikarnlan Termofilik Bakteri Tiirlert

Archaeobacteria

Aerobik, asidofil, ototrof

Sulfolobus acidocaldarius (tip sugu)

Sulfolobus brierleyi

Sulfolobus solfataricus

Bu tiirler 70-90°C arasinda biiyiirler (optimum, 75-85°C); Aerobik,
asidofil, ototrof,
pH1-4; enerji kaynag: olarak S° ve organik bilesikleri kullanmirlar; elektron
tutucusu olarak O» veya Fe3+'yi kullanirlar.

Thermoproteales

Thermoproteus tenax

Desulfurococcus mobilis

Desulfuroccccus mucosus

Thermophilum pendens

Thermococcus celer

70-85°C'de biiyiirler (optimum, 85°C); anaerobik; acidofilik ve
notrofilik olabilirler; enerji kaynag: olarak organik bilegikleri kullanirlar;
elektron tutucu olarak S°'yi kullanirlar.

Methanothermaceae

Methanothermus fervidus

70-95°C arasinda iirer (optimum, 85°C); anaerobiktir; Hy ve CO,'yi
kullanir.

Methanococcales

Methanococcus jannaschii

60-90°C arasinda iirer (optimum, 85°C); anaerobiktir; H, ve CO,'yi
kullanir.

Pyrodictum

Pyrodictum brockii

Pyrodictum occultum
85-110°C arasinda iirerler (optimum, 105°C); anaerobiktirler; H, ve S°'i
kullanirlar; ototrofturlar.

Diger termofiller- Hepsi anaerobtur.

Clostridium thermohydrosulfuricum- Optimum olarak 65°C'de iirer ve
etanol iiretir.

Clostridium thermosulfurogenes- Optimum olarak 60°C'de iirer;
pektini fermente eder; S;0s'den S° meydana getirir.

Thermoanaerobacter ethanolicus- Optimum olarak 65°C'de iirer ve
etanol iiretir.

Thermoanaerobium brockii- Optimum olarak 65°C'de iirer ve etanol
iiretir.

Thermobacteroides acetoethylicus- Optimum olarak 65°C'de iirer.

Thermodesulfobacterium commune- Optimum olarak 70°C'de iirer.
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1.4.2. Termofilik Mikroorganizmalarin Habitatlar:

Diinya iizerindeki tabii jeotermal habitatlar yapisal olarak aktif
zonlarla iligkilidirler. Bu alanlar yerin i¢ bolgelerinde magmatik maddeleri
ihtiva eden sedimentlere sahiptirler. Bunlar diinya yiizeyi ile iligkilidirler ve
diinya icin 1s1 kayna§ olarak ig goriirler. Deniz sulan veya yeralti sularn
yeryiiziine 1sinarak ¢ikarlar ancak litotrofik basing yiiziinden kaynamazlar.
Yeryiiziire sicak halde ¢ikan bu sular gectigi alanlardaki bazi mineralleri
¢Ozerek mineral maddelerce zengin duruma gelirler. Bu sularin ¢ogu
hidrojen, kiikiirt, karbondioksit, diigiik molekiiler agirliktaki organik karbon
bilegikleri, metan, amonyak ve eser elementlerce ¢ok zengin olduklan
bilinmektedir. Bu sulardaki klor ve bikarbonat iyonlann geneliikle baskin
olan anyonlardir. Termal sularin tam kompozisyonlan, suyun yeryiiziine
cikmasi smrasinda icinden gegtigi kayalara ve suyun sicakliina gore
degismektedir.

Jeotermal kaynaklarin tabii yerlesiminden dolayi, termal habitatlar
genellikle dar alanlarda toplanmuglardir ve bu alanlar termal havzalar olarak
adlandinlmaktadir. Yer altindaki termal kaynagin su miktar: diigiik oldugu
durumda, yer yiiziine sicak sudan ziyade bir piiskiirme (buhar) olarak c¢ikar.
Boyle piiskiirme ile olusan termal kaynaklar volkan olarak
adlandinimaktadir. Diinyanin cesitli bolgelerine yayilmig durumda birgok
volkan bilinmektedir.

Jeotermal habitatlarin diger bir tipi derin deniz diplerindeki jeotermal
alanlardir. Bunlarin orijinleri de notral olarak kaynayan kaplica
sularininkine benzerdir. Ancak, bu alanlarda yeralt1 suyunun kaynagi, tatl
sudan ziyade deniz suyudur. Bu yiizden deniz dibi habitatlan gesitli
minerallerce ¢ok zengindir (3).

Termofilik bakterilere yukanda sayilan biitiin bu jeotermal alanlarda
rastlamilmaktadir. Bu alanlara 6rnek olarak notral pH'l1 kaplicalar, kiikiirtge
zengin asidik kaplicalar ve derin deniz dipleri verilebilir. Kiikiirtce zengin
olan alanlarda en ¢ok rastlanan bakteriler archaeobacterium'lardan olan
Sulfolobus'lar olmasina ragmen bu alanlarda diger archaeobacterium'lara de
rastlanmaktadir. Notral pH'ln kaplica kaynaklarinda, Pyrodictium'a (12)
benzer organizmalar baskin olarak bulunmaktadir. Buna kargin, termofilik
metanojen bakteriler, drnegin Methanococcus jannaschii (3) gibi tiirler derin
deniz dibi alanlarindan izole edilmistir.
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1.4.3. Termofilligin Molekiiler Temelleri

Termofilik organizmalarin makromolekiiler yapilarinin kalitimsal
olarak, 1siya dayanikl: gekilde meydana geldigi bilinmektedir.
Makromolekiiler isiya dayaniklilifin temellerinin makromolekiillerdeki
kiiciik degisikliklerle meydana geldigi ortaya ¢ikarilmistir. Hidrofobik
etkilesimlerdeki, hidrojen, kiikiirt-kiikiirt ve iyonik baglardaki kiigiik
degismeler 1stya kars: direncliligin meydana gelmesi igin yeterlidir. Yapilan
bir caligmada (15), bir gendeki tek bir niikleotidin degigsmesinin, meydana
geldigi proteindeki tek bir aminoasitin degismesine neden oldugu ve boylece
bakterinin 1siya karsi olan direngliliginin 10°C kadar artmasina neden
oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. Burada s6zii edilen enzim, kanamisin
nukleotidiltransferaz'dir. Termofilik bir bakterinin transfer RNA'sinin, bir
bazindaki tek bir atomun degigsmesi yiiziinden 1siya karg: diren¢ ozelligi
kazandig:1 kaydedilmigtir (16). Yapilan bu c¢aligmada, Thermus
thermophilus'un tRNA'sindaki timin-55 pozisyonundaki oksijen atomu
yerine bir kiikiirt atomu sokulmustur.

1.4.4. Termofilik Organizmalarin Biyoteknolojide
Kullanim

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji agisindan bazi biiyiik faydalar
saglamaktadir (3). Termofillerin biyoteknolojide kullanildig: bazi alanlar
sunlardir: Termofilik organizmalar kullamilarak bazi yakit ve kimyasallarin
liretiminin miimkiin olmasi, fermentasyon yapabilen bu organizmalar
kullanilarak genetik manipulasyonlarin yapilabilmesi, termofil enzimlerin
potansiyel olarak endiistride kullanilmalari. Biyoteknoloji acisindan
termofilik organizmalarin en 6nemli 6zellikleri, biyokimyasal reaksiyonlari
normal organizmalardakinden ¢ok daha yiiksek sicakliklarda katalizleyebilen
enzimleri iiretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen
enzimler, normal sicakliklarda diger enzimlere gore daha dayaniklidirlar ve
bu yiizden bunlardan elde edilen iiriinler daha uzun Smiirliidiirler (3).

Endiistride enzimlerin kullanildigi metodlar, iglemlerin yiiksek
sicakliklarda meydana getirilirilmesi durumunda bazi farkli avantajlar
saglar. Isinin artirilmasiyla, difiizyon hizinda ve gaz olmayan cogu
bilegiklerin ¢Oziiniirliiklerinde bir artis meydana gelir. Ayrica isinn
yiikselmesi, suyun yiizey gerilimini ve viskozitesini (siirtiinmesini) azaltir.
Boylece enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar iizerine bazi pozitif etkiler
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meydana getirilmig olur. Cok miktarda madde kullanilarak gerceklestirilen
reaksiyonlar, genellikle difiizyon etkisi yiiziinden olumsuz olarak
etkilenmektedir. Termofil organizmalardan elde edilecek bir enzim ile boyle
biiyiik reaksiyonlar yapilacak olursa, bu enzimler difiizyonu
artirdiklarindan, reaksiyonlarin daha hizli olmasi miimkiindiir. Buna ilave
olarak, islem sirasinda meydana gelebilecek olan mikrobiyal kontaminasyon,
e8er reaksiyon yiiksek sicaklikta yapilirsa daha az miktarda meydana
gelecektir, ¢iinkii biyolojik dongiide ¢iiriimeye neden olan bakterilerin ¢cogu
mezofiliktirler (3).

Yiiksek sicakliklarda meydana getirilen mikrobiyal fermentasyonlar,
bazi potansiyel avantajlara sahiptirler. Metabolik aktiviteler sonucunda 1s1
meydana gelmesi ve bu ylizden fermentorlerin sogutulma gereksinimi, genis
olcekli iglemlerde ciddi problemlere neden olur. Termofilik fermentérler
genis Olgekli bir sofutmaya gerek duymadifindan, olayda bir enerji
tasarrufu s6z konusudur. Endiistriyel iglemlerin ¢cogunun potansiyel kazanci
etanoliin iiretilmesidir. Termofilik etanol iiretimi siirecinde iic avantaj
bulunmaktadir: 1) Yiiksek 1s1, etanoliin daha verimli bir bicimde
distilasyonuna neden olur. 2) Sogutma ihtiyac: ya azaltilir ya da tamamen
ortadan kaldirilir. 3} Bazi termofilik bakteriler, polisakkaritlerin direkt
olarak etanole fermentasyonunu meydana getirirken, mayalar (bunlar ticari
olarak alkol iireten organizmalardir) polisakkarit polimerlerinin hidrolizini
yapamazlar. Weimer (4) Clostridyum thermocellum'la etanol
fermentasyonunu, Beguin ve Millet (5) bu organizmanin endiistride
kullanimini incelemigtir.

Termofilik bakterilerin atik maddelerin yok edilmesinde, potansiyel
olarak kullanilmasi, Zinder (17) tarafindan c¢aligilmigtir. Termofilik
organizmalar kullanilarak, anaerobik olarak atik yok edilmesi iglemi gu
avantajlan saglamaktadir: 1) Reaksiyon hiz1 artar ve reaksiyon siiresi azalir.
2) Aukta bulunabilecek olan patojenik mikroorganizmalar yok edilir. 3)
Siirtiinme az olacagindan, atiklarin karigmasi i¢in daha az enerji kullanilir.
4) Elde edilen ¢Gpler sudan daha kolay aritilir. Yine aymi arastirici,
termofilik yikim igleminin bazi belli bagh dezavantajlarini da agiklamigtir.
Bu dezavantajlar; 1sitma igin yiiksek enerjinin gerekliligi ve iglemin kararli
olarak uzun zaman siirdiiriilmesinin zorlugudur. Bilindigi gibi atik yok
edilmesinde bu olay ¢ok Onemlidir. iglemin son bir dezavantaji ise
termofilik yikim igleminden ¢ikan sivinin kalitesinin kotii olmasidir, ancak
bunun sebebi hala aciklanamamugtir.
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1.5. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Kriterler

1.5.1. Bakterilerin Cesitli Boyama ve Morfolojik
Ozellikleri

Bakterilerin tiir tayinlerinde ilk olarak ortaya c¢ikarilmasi gereken
Ozellik, hiicre seklidir. Hiicre geklinin ortaya ¢ikarilmas: i¢in basit boyama
yapilir ve mikroskop altinda incelenerek hiicre sekli ortaya ¢tkarilir (18).

Bakteriyolojide kullanilan en 6nemli ayirt edici boyamalardan birisi,
Dr. Christian Gram tarafindan ortaya ¢ikarilan ve adimi bu bilim adamindan
alan, Gram boyamadir. Bu boyamanin sonucuna gore, bakteriler iki gruba
ayrilmaktadir. Gram boyamasina gore bakteri hiicreleri Gram-pozitif ve
Gram-negatif olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Ayrica Gram boyama
yoniinden degisken Ozellik gosteren ve hiicre duvarina sahip olmamalari
dolayis: ile Gram reaksiyonu vermeyen mikroorganizmalarin varligi da
bilinmektedir. Bu 0Ozellik, mikroorganizmalarin siniflandiriimasinda
kullanilan ¢ok dnemli ve gerekli olan bir 6zelliktir (1). Gram-pozitif olarak
boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglukan tabakas: kalinken,
Gram-negatif olarak boyanan bakterilerin peptidoglukan tabakas: ise daha
incedir.

Anaerobik bakteri cinsleri olan Clostridium ve Desulfotomaculum ve
aerobik cins olan Bacillus'a ait olan tiirler, aktif olan vejetatif hiicre
formlarinin yaninda, ¢evre sartlarina ¢ok dayanikli, metabolik olarak
inaktif olan ve spor olarak adlandirilan hiicre gekline sahiptir. Cevresel
sartlar bakterinin yagamasi i¢in uygun olmayan hale geldiginde, hiicre
sporogenesis olayina maruz kalir ve endospor ad1 verilen yeni bir hiicre igi
yap1 meydana gelir. Olugan bu hiicrenin etrafi1 su gecirmeyen bir tabakayla
cevrilidir. Eger ortam sartlar1 uygun olmayan durumda uzun stire kalirsa
endospor icinde bulundugu hiicreyi yikarak digan ¢ikar ve ortaya bagimsiz
bir spor ¢ikar. Disindaki kabugun kimyasal yapisindan dolay: sporlar, isiya,
donmaya, radyasyona, susuzluga ve kimyasal maddelere karsit direnglidirler.
Ortam sartlar1 normale dondiigiinde, spor metabolik olarak aktif hale geri
doner ve germinasyon sirasinda dayaniklilik 6zelligi de yavag yavag
kaybolur (1).
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1.5.2. Bakterilerin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri
1.5.2.1. Bakterilerin Fiziksel Ihtiyaclar

Bakterilerin siniflandiriimasinda, yasadiklari ortamun pH', tuzlulugu,
sicaklift ve oksijen miktari gibi kriterler kullanilan Ozelliklerden
bazilaridir.

Sicaklik, hiicresel enzimler iizerinde etkili olarak, kiriyasal
reaksiyonlarin hizini etkilemektedir. Genellikle, biitiin hiicre tiplerinde
enzimatik aktivitelerin meydana geldigi optimum sicaklik 20-49°C
civar:ndadir. Diigik sicakliklar, enzim aktivitesini yavaglatir ya ca inhibe
eder, bu miinasebetle hiicre metabolizmas1 yavaslar veya durur. Buna bagli
olarak, hiicre biiylimesi yavaslar ya da inhibe olur. Yiiksek sicakliklar
pihtilagmaya sebep oldugundan, isiya dayaniksiz olan enzimler, doniisiimsiiz
olarak denatiire olurlar. Buna kargin enzimlerin 1siya kargi duyarlilik
dereceleri farkli farklidir ve gogunlukla gerekli olan enzimlerin 70°C'nin
iizerinde bozunduklarn bilinmektedir (18). Ancak, termofilik bakteriler i1siya
dayanikli enzimler liretmeleri sebebiyle 6nemlidirler ve bilinen bazi Bacillus
ve Clostridium tiirleri hem yiiksek hem de diigiik sicakliklarda
yasayabildiklerinden 6nemlidirler (19).

Hiicresel enzim aktivitesini etkileyen diger bir fiziksel etki de pH'dur.
Hiicrelerin genellikle yagayabildikleri optimum pH, nétral pH olan 7'dir.
Ortamdaki hidrojen iyonlarinin konsantrasyonunun artmasi, pH'nin 7'nin
altina yani asidik yone c¢ekilmesine, hidrojen iyonlarinin
konsantrasyonlarinin azalmasi, ise pH'nin bazik y6ne, yani pH'mn 7'nin
iizerine ¢ikmasina neden olur. pH'da meydana gelen artig ve diigiiglerin her
ikisi de, hiicredeki kimyasal reaksiyonlarin hizlarinin diigmesine neden olur.
Bunun sebebi, bu durumda hiicresel enzimlerin bozulmasidir. Bu yiizden,
biiyiime hiz1 ve hayat etkilenmis olur (1).

Cogu hiicrelerin hayatlarini devam ettirebilmeleri icin, gerekli olan
gaz atmosferik oksijendir. Bilindigi gibi oksijen solunumun biyooksidatif
siireci igin gereklidir. Atmosferik oksijen, adenozin trifosfatin (ATP)
olusumunda ve enerjinin hiicresel aktiviteler igin kullanilabilecek sekle
doniigtiiriilmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Mikroorganizmalar
atmosferik oksijen ihtiyaglarina gore aeroblar, mikroaerofiller, tamamen
anaeroblar, aerotolerant anaeroblar ve fakiiltatif anaeroblar olarak
gruplandiriimaktadirlar. Oksijenin varlifinda solunum igin gerekli olan
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enzimlerden yoksun olan anaerobik bakteriler anaerobik sartlarda solunum
olayint meydana getirmektedir (1).

1.5.2.2. Bakterilerin Biyokimyasal Aktiviteleri

Biyokimyasal katalizorler olarak bilinen enzimler, hem hiicre i¢inde
hem de hiicre digindaki olaylar: katalizleyerek biyokimyasal aktiviteleri
meydana getirmektedir. Bu olaylar, genel olarak iki sekilde incelenmektedir
(D).

a) Ekstraseliilar Enzimler: Bu enzimler, hiicre digindaki substratlar
izerine etkili olmaktadirlar. Bilyiik molekiiler agirlia sahip olan maddeler
hiicre zarindan gegcemezler, bundan dolay:, bu maddeler (polisakkaridler,
lipidler, proteinler) daha kiiciik molekiiler agirlifa sahip olan maddelere
doniigmelidirler. Ancak, bu durumda hiicre zarindan gecgebilirler. Bu biiyiik
molekiiler agirliga sahip olan maddeleri parcalayan enzimler, hidrolitik
enzimler olarak adlandiriimaktadirlar. Béylece biiyiik molekiiler agirliklz -
maddeler daha kiiciik maddelere doniistiiriilmiis olurlar. Hiicre diginda
gdrev yapan enzimler nisastanin, lipidlerin, kazeinin ve jelatinin
hidrolizinden sorumlu olan enzimlerdir. Bu enzimler tarafindan hidrolize
edilen biiyiik molekiiller, hiicre i¢ine alinabilirler (1).

Nigasta, yiiksek molekiiler agirliga sahip olan, glukoz molekiillerinin
glikozidik baglarla baglanmasiyla meydana gelen dallanmig yapida bir
polimerdir. Bu makromolekiiliin parcalanmas: igin, ekstraseliiler bir enzim
olan amilaz gerekmektedir. Enzim, bu molekiilii daha kisa yapida olan ve
dekstrin olarak adlandirilan polisakkaritlere doniistiiriir. Meydana gelen bu
molekiillerde daha sonra maltoz molekiillerine ¢evrilir. Maltaz enzimi ile
katalizlenen bu disakkaritlerin en son hidrolizleri sonucunda diigiik
molekiiler agirlikli, suda ¢oziinebilen glukoz molekiilleri meydana gelir.
Boylece, molekiiller hiicre igine transfer edilebilecek duruma gelmis olur.
Glukoz monomerleri, glikoliz metabolizmasinda enerji kaynagi olarak
kullanilirlar. Mikroorganizmalarin nigastay: hidroliz edip etmedikleri
nigasta hidroliz testi ile ortaya ¢ikariimaktadir (1).

Kazein siitte bulunan proteinlerin baglicasidir. Hiicre tarafindan
asimile edilmeden once, bu makromolekiiliin peptonlara, polipeptidlere,
dipeptidlere ve en sonunda da hiicrenin yapisina girebilecek olan amino
asitlere ¢evrilmesi gerekmektedir. Proteazlar tarafindan katalizlenen bu
olay peptonizasyon veya proteoliz olarak adlandiriimaktadir. Bu enzimin
olaydaki fonksiyonu, molekiile su molekiillerini katarak peptid baglarini
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yikmasidir. Reaksiyonlar sonucunda olusan kii¢iik molekiiler agirlikli amino
asitler, hiicredeki fonksiyonel ve yapisal protein sentezinde kullanilmak
izere, hiicre zari vasitas: ile hiicre icine alinmaktadir. Organizmalarin
kazeini hidroliz edip etmedikleri, kazein hidrolizi testi ile ortaya
cikarilmaktadir (1).

Jelatin zorunlu amino asitlerden biri olan triptofani icermeyen, bu
yiizdende eksik protein olarak adlandirilan bir makromolekiildiir. Eksik bir
protein olmasi dolayisiyla, hiicre i¢in besleyici degeri tartigilir olmasina
ragmen, bakteri tiirlerinin karakterizasyonunda ¢ok Onemli olan bir
makromolekiildiir. Jelatin, insan ve diger hayvanlardaki bag dokusu ve
tendonlarin biiyiik bileseni, kollajenin hidrolizi sonucu meydana gelmis olan
bir proteindir. 25°C'nin altindaki sicakliklarda jelatin kati olmasina kargin,
25°C'nin tizerindeki sicakliklarda ise sividir. Mikroorganizmalar, bu
proteini, jelatinaz adi verilen bir enzim yardimiyla amino asitlere kadar
pargalar. Bu pargalanma bir kez meydana geldikten sonra, +4°C'de bile kat1
hale donme Gzelligi geri kazamilmaz (1). Jelatinin bakteriler tarafindan
hidroliz edilip edilmedigi, jelatin hidroliz testi ile ortaya c¢ikarilmaktadir
(20).

b) Intraseliilar Enzimler Bu enzimler hiicre igerisinde faaliyet
gosteren enzimlerdir ve hiicre igin gerekli olan yeni protoplazmik
ihtiyaglarin sentezinden sorumludurlar. Bu enzimlerin diger gérevleri ise,
hiicre igerisine asimile olan materyallerden hiicresel enerji elde edilmesidir.

Enzimler yardim ile meydana gelen degisim, hiicrenin yasamasi ve
fonksiyonu i¢in gereklidir ve hiicresel metabolizmanin temelidir. Meydana
gelen bu metabolik islemler sonucunda, metabolik iiriinler olugur ve bundan
sonra ¢evreye verilir. Olugan bu son iriinlerin anlagiimasi, sadece 6zel
enzim sistemlerinin aydinlatilmasi i¢in degil, ayn: zamanda
mikroorganizmalarin siniflandirniimasinda ve teghisinde de kullanilmaktadir
().

Cogu mikroorganizmalar, kendileri igin gerekli olan enerjiyi,
karbohidratlar gibi substratlarin biyooksidasyonunu gergeklestiren enzimler
yardimiyla elde ederler. Organizmalarin karbohidratlar1 kullanimu sahip
olduklan enzim sistemlerine gore degismektedir. Baz1 organizmalar, glukoz
gibi gekerleri anaerobik olarak fermente ederken, digerleri ise aerobik veya
fakiiltatif anaerobik olarak fermente etmektedirler. Bazi organizmalar da,
glukozu fermente edebilecekleri enzim sistemlerinden yoksun olabilirler.
Karbohidrat fermentasyonu sonucunda, organik asitler (laktik, formik veya
asetik asit), bunun yaninda hidrojen ve karbondioksit gibi gazlar meydana
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getirirler (1). Karbohidrat fermentasyonu testleri ile, meydana gelen bu son
iiriinler kullanmlarak, bir organizmanin herhangi bir karbohidrat: fermente
edip etmedigi anlasihir (20).

Triptofan, bazi bakterilerin enzimatik reaksiyonlarn i¢in, oksidasyona
ugramasi1 gerekli bir amino asittir. Triptofanin metabolik iiriinlere
¢evrimine triptofanaz adi verilen bir enzim aracilik etmektedir. Triptofanin
sonugta indol iiretilecek gekilde hidrolize edilebilme kabiliyeti tiim
organizmalar i¢in karakteristik olan bir 6zellik degildir ancak biyokimyasal
bir igaret olarak is gﬁrmek;edir. Indol testi yapilarak, organizmalarin
triptofan1 oksidasyona ugratip ugratmadiklar ortaya cikarilmaktadir (20).

Voges-Proskauer testi yardimiyla, bazi organizmalarin glukoz
metabolizmasi sonucunda olusan organik asitlerden, asetilmetilkarbinol gibi
notral son dlriinleri veya asidik olmayan son iiriinleri iiretebilme
kaabiliyetleri ortaya c¢ikarilir (20). Kullanilan ayiraglar yardimiyla
ortamdaki bu molekiiller tayin edilerek, organizma bu 6zellik agisindan test
edilmig olur.

Baz1 mikroorganizmalar, fermente edebilecekleri glukoz veya laktoz
mevcut olmadiginda, enerji elde etmek icin, karbon kaynagi olarak sitrat
veya propionat: kullanmaktadir. Bu 6zellik, hiicrede sitratin taginimindan
sorumlu olan, sitrat permeaz enzimi aracilif: ile olmaktadir. Sitrat, Krebs
dongiisiiniin en dnemli ara maddesidir ve aktif asetilli oksaloasetik asitin
kondenzasyonundan iiretilmektedir. Sitrata etki eden enzim, sitraz enzimidir
ve reaksiyon sonucunda oksaloasetik asit ve asetat meydana gelir. Bu iiriinler
daha sonra enzimatik olarak piriivik asit ve karbondioksite gevrilir.
Meydana gelen bu reaksiyon sirasinda ortam alkaliye c¢evrilir ve olugan
karbondioksit alkali bir iirtindiir. Degisen pH nedeniyle ortamdaki
indikatoriin rengi degisir (1). Mikroorganizmalarin sitrat ve propionati
kullamip kullanmadiklar, sitrat ve propionati kullanim testleri ile ortaya
cikarilir (20).

Mikroorganizmalarin hidrojen siilfiiri (H>S) iiretip iiretmedikleri,
bakteri sistematiginde kullanilan kriterlerden biridir. Organizmalar, H,S'ii
iki yolla tiretmektedirler (18):

a) HoS gazi, pepton ihtiva eden besiyerlerinin bir bilegeni olan sistein
amino asitindeki, organik kiikiirtiin indirgenmesi sonucunda meydana
gelebilir. Olay sirasinda, peptonlar enzimler tarafindan amino asitlere
doniigtiiriiliirler. Bu amino asitler igerisinde, kiikiirt ihtiva eden, sistein de
bulunmaktadir. Bu amino asit, eger ortamda sistein desiilfiiraz enzimi
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mevcutsa, kiikiirt atomunu kaybeder ve bu atom daha sonra, ortamdaki
sudan bir hidrojen kazanarak, H,S gazim olusturur.

b) HaS gazi, tiosiilfat (5,0527), siilfat (SO42-) veya siilfit (SO32-) gibi
inorganik kiikiirt bilesiklerinin indirgenmesi ile meydana gelebilir. Olayin
meydana gelebilmesi icin deneylerde sodyum tiosiilfat iceren besiyerler
kullanilmaktadir. Kiikiirt atomlari, inorganik bilegiklerin oksidasyonu
sirasinda hidrojen tutucusu olarak i gormektedir. Yapilan inkiibasyonlar
neticesinde besiyerinde meydana gelen kararmalar, H,S iiretimini
gostermektedir (1). Baz: aerobik ve fakiiltatif anaerobik
mikroorganizmalarin nitrat: indirgemesi molekiiler oksijen olmadifinda
yani anaerobik sartlar altinda meydana gelir. Bu organizmalarda anaerobik
solunum, bir oksidatif siirectir ve boylece hiicre nitrat (NOs-) veya siilfat
(8O472) gibi substratlar1 oksijen saglamak maksadiyla kullanirlar. Buradan
elde edilen oksijen enerji olusumu esnasinda hidrojen tutucu olarak ig goriir
ve olay nitrat rediiktaz adi verilen bir enzim tarafindan katalizlenir.
Bakterilerin nitrat1 nitrit veya amonyaga indirgeyip indirgemedigi, nitrat
indirgeme testi ile ortaya c¢ikarilmaktadir (20).

Aerobik solunum esnasinda mikroorganizmalar hidrojen peroksit veya
bazi durumlarda da agir1 derecede toksik olan siiper oksitleri meydana
getirmektedirler. Eger bu iiriinler enzimatik olarak ortadan kaldirilmazlarsa
organizmanin Oliimiine neden olurlar. Bu maddeler aeroblar, fakiiltatif
anaeroblar ve mikroaerofiller tarafindan solunum yolunda meydana
gelirler. Bu solunum yolunda oksijen son elektron tutucusudur ve olay
karbohidratlarin enerji eldesi i¢in kullanimlari sirasinda cereyan eder.
Katalaz veya peroksidaz adi verilen enzimleri iiretebilen organizmalar, bu
enzimler yardimiyla hidrojen peroksiti ortadan kaldirirlar. Organizmalarin
katalaz enzimini liretip iretmedikleri, katalaz testi ile ortaya ¢ikarilir (20).

Oksidaz enzimi, aerobik solunum sirasinda elektron taginiminin
diizenlenmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Sitokrom oksidaz, molekiiliir
oksijenle (Oz) indirgenmis olan sitokromun oksidasyonunu katalizler. Bazi
fakiiltatif ve mikroaerofilik organizmalar kadar aerobik bakteriler de
oksidaz aktivitesi gostermektedirler. Bakterilerin oksidaz enzimi iiretip
iretmedikleri, oksidaz testi ile ortaya ¢ikariimaktadir (1).
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1.5.3. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Genetiksel
Ozellikler

Onceleri bakterilerin siniflandiriimalar1 aralarindaki fenotipik
benzerliklere bakilarak yapilirdi. Bu metodlar, halen daha cok bagariyla
kullamilmasina ragmen, bu o6zellikler birbirine agiri derecede benzeyen
organizmalarin ayrilmasinda ve bakterilerin filogenetik akrabaliklarimin
ortaya ¢ikarilmasinda ¢ok basarili olmayabilirler. Ortaya c¢ikan bu tip
problemlerin ¢6ziimlenmesinde niikleik asitlerle yapilan caligmalarin
kullamimasi, ilk olarak 20 sene Once baglandi (21) ve bundan sonra da teghis
caligmalarinda ¢ok o©nemli metodlar haline geldiler. Siniflandirma
caligmalarinda genomik iligkilerin kullanilmasi bir¢ok faydalar saglar:

a) Yapilan tiir tayinlerinin daha kesin olmasi,

b) Genomik akrabaliklara gore yapilan siniflandirmanin sik sik veya
radikal olarak meydana gelen degisikliliklere konu olmamasi,

c¢) Daha giivenilir bir teghis olaymin genetik akrabaliklara dayali olan
organizma smiflandirmasi ardindan yapilmasi,

d) Elde edilen bu verilere bakilarak organizmada meydana gelen
degisiklikler ve akrabalar arasindaki iligkilerin nasil oldugu bu yolla daha
iyi ortaya ¢ikarlabilir.

Niikleik asitler agagida aciklanan bazi 6zellikleri ile siniflandirma
caligmalarinda kullanéilmaktadirlar.

1.5.3.1. DNA Baz Kompozisyonu

Deoksiribonukleik asitlerin (DNA) simiflandirmada kullanilan
Ozelliklerinden biri i¢erisindeki guanin (G) ve sitozin (C) oramidir (%G+C).
Bakteriler arasinda %G+C igerigi 25-75 arasinda degigsmektedir ve bu deger
tiir igerisinde sabittir. Bununla birlikte, benzer %G+C oranina sahip olan iki
organizmamn her zaman birbirleriyle ¢ok yakin olmast gibi bir durum s6z
konusu degildir. S6zii edilen bu durum, elde edilen %G+C oram degeri
bakterinin niikleik asitindeki nukleotidlerin diizenlenmesi ile iligkili olmadig1
gergeginden dolayr dogrudur. %G+C igerigi onceleri DNA'min asitle
hidroliz edilip, nukleotidlerin kagit kromotografisi ile ayrihip ve tek tek
bazlarin hesaplanarak ayrilmasi yontemine gore yapilirdi. Ancak bugiin bu
metodlar pek kullanilmamaktadirlar. Bugiin kullanilmakta olan metodlar
termal denatiirasyon, buoyant yogunluk ve HPLC kromotografisidir (21).
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1.5.3.2. DNA'nin Denatiirasyonu ve Renatiirasyonu

Cift zincirli DNA belli gartlar altinda (yiiksek sicaklik, yiiksek pH)
denatiire olmaktadir. Olusan bu tek zincirli molekiiller 1s1 diigiiriildiigiinde
yeniden birlegsmekte (renatiirasyon) ve bdylece renatiirasyon hizina
bakilarak genom biiyiikliiii ve ozellikleri hakkinda karara varilmaktadir
(21).

1.5.3.3. DNA-RNA Hibridizasyonu

DNA'min tek bir zinciri RNA sentezi i¢in kalip olarak
kullamildigindan, RNA sadece bu zincirin tamamlayicisidir. RNA tek
zincirli oldugundan, RNA molekiilleri diger bir RNA molekiilii ile
birlesemezler. Bununla birlikte RNA molekiilleri denatiire edilmis DNA
molekiilleri ile kanigtirilirsa, RNA molekiilii tamamlayicisi olan DNA zinciri
ile birlesecektir. Bu ozelliklere bakilarak bakteri tiirleri hakkinda yorum
yapilabilmektedir. Ancak tiir tayini i¢in yapilan hibridizasyon igleminde
kullanilan bu genler tiire spesifik olan genlere ait olan DNA molekiilleri
olmalidir (21).

1.5.3.4. 16S rDNA ve 16S rRNA'min Tiir Tayininde
Kullanilmasi ‘

Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamli aym olan yani
degigmeyen ve degisken olan bolgeler bulunmaktadir. Bakteri tiirlerinin
teshisinde bu degigken bolgeler kullanlmaktadir. Gray ve arkadaglan (22)
16S rRNA geninde 8 adet degigsmeyen ve 9 adet degigsken bolgenin oldugunu
ortaya ¢ikardilar ve bu aragtiricilar bu &6zellikleri kullanarak Kkiiltiir
edilmemig bakterilerin bile 16S rDNA'larim1 polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yardimiyla belli primerler kullanarak artirdilar (23). PCR veya diger
bazi izolasyon y6ntemleri ile elde edilen 16S rDNA'min baz dizin analizi,
restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve hibridizasyon
ozellikleri kullanilarak tiirler arasinda kargilagtirma yapilmaktadir. Yapilan
bir ¢aligmada, Stackebracdt ve Goebel (24) hibridizasyon ¢aligmalarinda
ayni cinse ait olan tiirlerin arasinda 16S rRNA dizisi acisindan %97'den
daha az benzerlik gosteren suglarin farkli tiirler oldugunu ortaya
koymuslardir (20).
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1.5.3.5. Ekstrakromozomal Elementlerin Siniflandirmada
Kullaniimasi

Ekstrakromozomal elementler (plazmid) bakterilere ekstra 6zellikler
veren genetik elementlerdir. Bu elementler, bir bakteriden digerine
herhangi bir yolla (transformasyon, transdiiksiyon, konjugasyon)
aktanildigindan bunlara bagli olarak bir siniflandirmanin yapilmas: ¢ok
giivenilir olmaz. Ancak bu elementler iizerinde siniflandirmada sikca
kullanilan bazi biyokimyasal ve fenotipik ©zellikleri kodlayan genler
oldugundan tiir tayini yapilirken bakterinin boyle genetik elementlere sahip
olup olmadigmin crtaya ¢ikarilmasi ¢cok Snemlidir (21).

1.5.4. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Kemotaksonomik
OzeHikler

Bakteri tiir tayininde birgok kemotaksonomik metod kullanilmaktadir.
Bunlarin kullanilis amaglan gdyledir: Hiicre duvari kompozisyonunun
belirlenmesi, lipid kompozisyonunun belirlenmesi, izoprenoid kinonlarin
analizi, sitokrom kompozisyonunun belirlenmesi, gesitli proteinlerin amino
asit dizilerinin belirlenmesi, protein profilinin ortaya ¢ikarilmasi, enzim
karakterizasyonu ve fermentasyon iiriin profilinin belirlenmesi.

1.5.4.1. Lipid Kompozisyonu

Gram-negatif, Gram-pozitif ve cyanobakterileri igine alan bircok
prokaryotlarin hiicre duvarlarimin karakteristik polimeri peptidoglukandir.
Peptidoglukan tabakasi mycoplazmalarda ve archaeobacterium'larda
bulunmamaktadir. Bu tabaka, Gram-pozitif bakterilerde kalinken Gram-
negatif bakterilerde ise daha incedir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre
duvarlarinin kompozisyonlari, caligmalarda kullamilan 6nemli metodlardan
biridir. Bu analiz, hiicre duvarinin saflagtiritip analiz edilmesine dayamir.
Cummins ve Harris (25) hiicre duvarinin amino asit kompozisyonunun cins
seviyesindeki siniflandirmada &nemli bir rol oynadigini ve geker
kompozisyonunun ise tiirlerin ayirt edilmesinde onemli oldugunu ortaya
koydular.

izoprenoid kinonlar birgok bakterinin sitoplazmik membraninda
yerlesmig olan terpenoid lipidlerin bir sinifidir. Bunlar, elektron
tagimimunda, oksidatif fosforilasyonda ve muhtemelen aktif transportda da
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rol oynamaktadirlar. Bunlarin bakteri siniflandirmasindaki rolleri Jeffries
ve arkadaglan (26) ve Yamada ve arkadaglar (27) tarafindan agiklanmugtir.
Simdiye kadar yapilan prokaryot caligmalarinda, bunlarda {i¢c ana tip ortaya
cikartlmigtir: Ubikinonlar, menakinonlar ve dimetilmenakinonlardir.
Cyanobakteriler, ne ubikinonlar1 ne de menakinonlar ihtiva eder. Bununla
birlikte, bunlar flokinonlar ve plastokinonlan ihtiva etmektedirler. Ancak
bu kinonlar genellikle bitkilerde bulunurlar ve bakterilerde goriilmezler.
Simciye kadar c¢aligilan biitiin Mycoplazma'lar sadece menakinonlara
sahiptirler. Archaeobacterium'lara ait olan bocek patojeni ve anaerobik bir
tiir olan Methanobacterium thermoautotrophicum'da isoprenoid kinonlar
bulunmamaktadir. Ancak bu tip kinonlara tamamen anaerobik olan
eubakterilerde rastlanmaktadir.

Biitiin prokaryotlar arasinda iki biiyiik lipid grubu bulunmaktadir.
Archaebakteriler eter bagli lipidleri ihtiva ederken eubakteriler ise ester
bagli acil lipidlere sahiptirler. Boylece eter bagli lipidler yardimiyla
Archaebakteriler diger bakterilerden ayrniimaktadir.

Lipidler, biitiin eubacterilerin stoplazmik membraninda
bulunmaktadirlar. Gram-negatif bakteriler ve kesin olarak Gram-pozitif
olan Corynobacterium ve Mycobacterium  da hiicre duvarinda
bulunmaktadirlar. Eubacteriler ¢ok fazla sayida degisik lipid iceriklerine
sahiptirler ve lipid igeriklerinin siniflandirmada kullanimu giin gectikce
artmaktadir (21).

Bakteri hiicrelerinin yag asidi kompozisyonlari, belli bakterilerin
siniflandiriimasinda fayda saglamaktadir ve bazi durumlarda belli taksonlan
karakterize edebilirler. Bununla birlikte, organizmalarin sahip olduklan yag
asidi kompozisyonlar bir¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir. Bunlar;
biiyiime ortamimin kompozisyonu, inkiibasyon sicakligi, kiiltiiriin yagt ve
ornegin analizinde kullamlan tekniklere gére degismektedir (21).

1.5.4.2. Total Protein Profili

Tiir tayininde genel kanaat, birbirleriyle iligkili olan organizmalarin
benzer veya aym tiir hiicresel proteinlere sahip olduklandir. Iki yénlii
elektroforetik ve izoelektrik nokta prosediirleri (28) hiicre ekstraktindan
yiizlerce proteini ayirabilme yetenegindedir. Yapilan fingerprintlerin
kargilagtirilmasi ile bir tiiriin suglar1 veya farkli tiirler arasindaki suglar
kargilagtirilirlar ve bdylece aralarindaki benzerlikler ortaya ¢ikarilmug olur.
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Boyle bir karsilagtirma Roberts ve arkadaslar1 (29) tarafindan Rhizobium
suslarimin kargilastirmasi igin yapimgtir.

Tek yonlii poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) hiicresel
proteinlerin ayrilmasinda kullanilan diger bir yontemdir. Bu yontemle
Ornekten otuza yakin bant elde edilebilir ve kargilagtirmast yapilabilir. Cato
ve arkadaglan (30), 70 adet Clostridium tiiriiniin suglar1 arasinda suda
¢oziinebilir proteinlerinin elektroforetik olarak karsilagtirilmasini baz alan
bir aragtirma yapmuglar ve aragtirmanin sonucunda %80 DNA-DNA
homolojisi goésteren suglarin ayni protein bantlarina sahip olduklan
goriilmiistiir. Aralarinda %70 DNA-DNA homolojisi olan suglarin protein
bantlarinda ise cok kii¢iik farkliliklarin oldugu ortaya ¢ikarilirken farkli
tiirlerin ise birbirinden farkli protein bantlarina sahip olduklar:
goriilmiistiir.

1.5.4.3. Sitokrom Ozelligi

Sitokromlar, prokaryotik hiicrede cesitli redoks iglemlerinin meydana
geldigi 6zellesmis hemoproteinlerdir. Bunlar, yapilarindaki hem prostetik
gruplarina gore a, b, ¢ ve d olmak tizere dort biiyiik gruba ayrilarak
incelenirler. Sitokromlarin bakteri siniflandirmasinda ve
karakterizasyonunda kullaniminda, iki temel metod bulunmaktadir. Bunlar
model ve yapiya gore uygulanan metodlardir. Farkli bakteri tiirlerinin
sitokrom modellerinin kargilagtirmas: spektrofotometrik ydntemlerle
olmaktadir. Primer yapilarin Kkarsilagtirmasinda ise kolaylikla
saflagtirilabilen sitokrom c'nin amino asit dizisi ve x-iginlar1 difraksiyonu
kullamlmaktadir (21).

1.5.4.4. immiinolojik Ozellikler

Ozel tip proteinlerin amino asit dizilerinin veya bu proteinlerin amino
asit dizisini yansitan antijenik reaktiviteleri gibi ©zelliklerin
kargilagtirilmasi, organizmalar arasindaki filogenetik iligkilerin ortaya
¢ikarilmasinda kullamilmaktadir. Herhangi bir 6zel grubun (sitokrom c,
siiperoksit dismutaz, ferrodoksin veya diger enzimler) proteinlerinin
kargilagtiriimas: sonucunda, aralarmndaki farklarin gok veya az oluguna gore
bu organizmalarin filogenetik olarak birbirlerine yakin veya uzak olduklar
gozlenilir (21).
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1.5.4.5. Enzim Karakterizasyonu

Siniflandirmada fonksiyonel veya yapisal enzimlerin
karakterizasyonunun kullanilmasi ¢ok 6nemli faydalar saglamaktadir. Bu
karakterizasyonda kullanilan enzimlere Grnek olarak bakteri sitrat sentataz
veya suksinat thiokinaz enzimleri verilebilir. Bunlarin her ikisi de sitrik asit-
dongiisiiniin enzimleridir ve bu olaylar biitiin canlilarda cereyan
etmekiedirler. Bu olay sirasinda farkli organizmalarin enzim o6zellikleri -
incelenerek bdyle ¢aligmalar yapilmaktadir (21).

1.5.4.6. Fermentasyon Uriinlerinin Profili

Gaz-sivi kromotografisi metodu, protein ve karbohidrat
metabolizmas! sonucunda olugan yag asitlerinin analizi i¢in kullamilmaktadir.
Protein ve karbohidrat metabolizmasi sonucunda son tiriin olarak olusan yag
asitlerinin analiz edilmesi anaerobik cinsler olan Clostridium, Bacteroides ve
Eubacterium'larin siniflandiriimasinda kullamilmaktadir (31).



2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Besiyeri ve Kimyasallar

Nutrient Broth, Nutrient Agar, Gelatin (Difco), Bacteriolojik agar,
Tripton Soya Broth, Brain Heart Infizyon Broth, Tryptic Soy Agar, Tripton
Water, Pepton, glukoz, sodyum kloriir, potasyum kloriir, fenol red, etilen
diamintetraasetik asit (EDTA), sodyum molipten, sulfonilic asit, diketil a-
naftolamin, p-dimetil amino benzaldehit, kristal viyole, amonyum oksalat,
safranin, malagit yesili ve tannic asid Merck'den, yeast extract, nigasta,
gliserol, L-tirozin, iire, Tris bazi, sodyum dodesil siilfat (SDS), potasyum
asetat, fenol:kloroform:izoamilalkol, fenol, akrilamid, bis-akrilamid,
agaroz, ksilen syanol FF, brom fenol blue, coomassie brilliant blue-G 250,
coomassie brilliant blue-R 250, etidium bromiir, bovin serum albumin
(BSA), guanidium thiocyanata, sarkosyl, amonyum asetat, izoamil alkol,
pararosaline asetat ve pararosaline hidroklorid Sigma'dan, diamonyum
hidrojen fosfat, trisodyum sitrat, metanol ve aseton Carlo Erba'dan satin
alinmigtir. Kullanilan tuz bilesikleri %99 ya da daha saftirlar.

2.2, Metod
2.2.1. Besiyeri, Ayirac ve Boyalarin Hazirlamsi

(Caligmada kullanilan besiyeri ve ayiraglarin hazirlanmasinda,
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology Vol 2'den (21) ve diger
laboratuvar klavuzlarindan (1, 18) faydalamldi.

2.2.1.1. Besiyerlerinin Hazirlanis:i

Anaerobik Agar: 20 g trypticase, 10 g glukoz, 5 g sodyum kloriir,
15 g agar, 2 g sodyum thioglycolate, 1 g sodyum formaldehit sulfoksilat
bir litre deiyonize suda (ddH,O) c¢oziildi, pH"1 7,2'ye ayarland:i ve
otoklavlanarak steril edildi.

Fenilalanin agar: 3 g yeast extract, 2 g DL-fenilalanin, 1 g
disodyum hidrojen fosfat, 5 g sodyum kloriir, 12 g agar 1000 ml
ddH,O'da ¢oziildii, pH't 7,3'e ayarlandi ve otoklavlanarak steril edildi.
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Gliserol Agar: 100 ml nutrient agar, 1g yeast extract, 2 ml gliserol
karigtinlarak otoklavda steril edildi.

Indol Uretimi Besiyeri: Indol iiretiminin test edilmesi icin %1'lik
Tryptone Broth veya %1'lik Tripticase Broth kullanildi. Besiyeri
hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

Karbohidrat Fermentasyonu Besiveri: Bu besiyerinin hazirlanmasi
icin ilk olarak temel besiyeri hazirlandi. 1 g diamonyum hidrojen fosfat,
0,2 g potasyum kioriir, 0,2 g magnezyum siilfat, 0,2 g yeast extract, 15 g
agar 1000 ml ddH,0'da ¢oziildii, pH'1 7,0'a ayarlanmadan 6nce %0,04
(w/v) oraninda hazirlanan bromcresol purple solusyonundan 15 ml ilave
edildi, otoklavlanarak steril edildi.

Fermentasyon Ozelliklerine bakilacak olan gekerler ise goyle
hazirlandi: Oncelikle herbir besiyerinin hazirlanacag: test tiipleri
otoklavla steril edildi, %10 oranmindaki karbohidrat soliisyonlar1 ise
filtreden gecirilmek suretiyle steril edildi. Daha sonra 50°C'ye kadar
sogutulan steril temel besiyerine %0,5 oraninda olacak sekilde
karbohidrat soliisyonundan ilave edildi, besiyerleri slant (egik) olarak
kullanildildi. '

Lizozimli Nutrient Broth: Mililitresinde 10.000 iinite lizozim ihtiva
eden bir soliisyon hazirlandi ve 0,45 um gozenek biiyiikliigiine sahip
filtreden gecirilmek suretiyle steril edildi. Daha sonra 1ml'lik steril
lizozim soliisyonu 99 ml steril nutrient brothla kanstirilarak besiyeri
hazirlanmug oldu.

Nisasta Agar: 1 g patates nisastasi, 10 ml sofuk ddH,O'da ¢oziildii
ve 100 ml nutrient agarla kanstirildi, otoklavlanarak steril edildi.

Nitrat Broth: 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat,
1000 ml ddH,0'da ¢oziildii, pH 7,0'a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Nutrient Agar: 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml
ddH,0O'da ¢oziildii. Otoklavlanarak steril edildi. Caligmada, ayrica ticari
olarak satilan nutrient agar da kullanildi.

Nutrient Broth: 3 g beef extract, 5 g pepton 1000 ml deiyonize
suda (ddH,0) ¢oziildii ve pH'1 6,8'e ayarlanarak kullanildi. Otoklavda
121°C 'de 20 dakika bekletilerek steril edildi. Ayrca, ¢alismada ticari
olarak satilan nutrient broth da kullanildi.

Nutrient Jelatin: Ticari olarak satilan nutrient jelatinden 120 g 1000
ml ddH,O'da ¢oziildii, pH'1 7,0'a ayarlandi ve boéylece kullanildi.
Ayrnca, %0,4 oraninda gelatin ihtiva eden nutrient agar besiyeri de aym
amag icin kullanildi.
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Sabouraud Dextroz Agar: 10 g pepton, 40 g dekstroz, 15 g agar
1000 ml ddH,O'da ¢oziildii, pH't 5,6'ya ayarlandi, otoklavda steril
edilerek kullamldi.

Sabouraud Dextroz Broth: 10 g pepton, 20 g dekstroz, 15 g agar
1000 ml ddH,0'da ¢oziildii, pH"1 5,6'ya ayarland1 ve otoklavlanarak
steril edildi.

Sitrat ve Propionat Kullanim Besiverleri: 1g trisodyum sitrat 2H>O
(veya 2g sodyum propionat), 1,2 g magnezyum sulfat.7H,O, 0,5 g
diamonyum hidrojen fosfat, 1 g potasyum kloriir, 40 ml eser element
soliisyonu, 15 g agar, 920 ml ddH>O ve 20 ml %0,04'liik fenol red
soliisyonu kangtirildi, otoklavlanarak steril edilmeden once pH'1 6,8'e
ayarlandi. Eser element soliisyonu goyle hazirlandi: 50 mg
etilendiamintetraasetat, 200 mg FeSO4.7H,O, 10 mg ZnSO4, 3 mg
MnCl,.4H;0, 30 mg Hs;BO3, 20 mg CoClL.6H,0, 1 mg CuCl,.2H>0, 2
mg NiCl.6H,0, 3 mg NaMoO4.2H,O, 1000 ml ddH,O'da ¢éziilerek
hazirlandi.

Tirozin Agar: 0,5 g L-tirozin, 10 ml ddH;O'da ¢oziiliip
otoklavlanarak steril edildikten sonra aseptik sartlar altinda 100 ml steril
nutrient agarla kangtirilarak petrilere dokiiliip kullamldi.

Ure Hidrolizi Besiveri: 0,1 g yeast extract, 9,1 g potasyum fosfat
monobazik, 9,5 g potasyum fosfat dibazik, 0,2 g tire ve 0,001 g fenol red
karigimina 117 ml ddH20 ilave edildi. pH'1 6,8'¢ ayarlandiktan sonra
0,45 wm gézenek biiyiikliigiine sahip steril filtreden gegirilmek suretiyle
steril edildi.

Voges-Proskover Broth: 7 g pepton, 5 g glukoz, 5 g sodyum
kloriir, 1000 ml ddH,O'da ¢oziildii, pH't 6,5'e ayarlandi, otoklavlanarak
steril edildi.

2.2.1.2. Ayiraclar ve Boyalarmn Hazirlanist

Aseton Alkol: 250 ml %95'lik etanol ve 250 ml saf aseton
karnigtirilarak hazirlandi.

Demir Kloriir Soliisyonu: Bu ayira¢ fenilalanin deaminasyonunun
belirlenmesi amaciyla kullanildi. Ayira¢ %10'luk demir kloriir (FeCh)
cOzeltisinden ibarettir.

Jelatin Hidrolizi Ayiraci: Sodyum siilfat (Na;SOy) ile doyurulmug 1
N H,S04, aywrag olarak kullanildi.
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Flagella Boyvasi: Flagellalarin boyanmasi icin gerekli olan boya li¢
farkli soliisyondan olugsmaktadir. A) 0,9 g pararosaline asetat ve 0,3 g
pararosaline hidroklorid, 100 ml %95'lik etil alkolde c¢oziildii.
Soliisyonun tam karigmasi i¢in bir gece oda sicakliinda saklandi. B) 3 g
tannik asit, 100 ml dH,O'da ¢o6ziilerek hazirlandi. C) 1,5 g sodyum
kloriir (NaCl) 100 ml dH,O'da ¢oziilerek hazirlandi. Sonugta hazirlanan
biitiin bu soliisyonlar birbirine karigtinlarak flagella boyasi hazirlanmig
oldu. Kangim iki saat +4°C'de bekletildikten sonra kullanilds.

Iyot Cozeltisi: 1 g iyot, 2 g potasyum iyodiir, 60 ml %5'lik sodyum
bikarbonat (NaHCQ:s), 240 ml distile H,O ile kangtirilarak hazirlandi.
Indol Ayiract 5 g p-dimetilaminobenzaldehit, 75 ml izoamilalkol
ve 25 ml konsantirik hidroklorik asit (HCl) karnstirilarak yapildi.

Liigol Ayiracr Liigol soliisyonu mikroorganizmanin nigastayi
hidroliz edip etmediginin belirlenmesi amaciyla kullanilir. 1g iyot, 2 g
potasyum iyodiir (KI), 60 ml %5'lik sodyum bikarbonat (NaHCOQOs3), 240
ml distile H,O ile karigtirilarak hazirlandi.

Katalaz Aviracr: Ayirag olarak %10'luk hidrojen peroksit (H>O»)
cozeltisi kullaruldi.

Kristal Viyole Bovasi: Bu boya, iki ayr soliisyon halinde hazirlanip
ardindan ikisi birbirine karigtirildi. A) 1 g kristal viyole,10 ml etanol, 90
ml distile su ile kanstirildi. B) 4 g amonyum oksalat ve 400 ml dH>O
karigtirildi. Bu her iki soliisyon hazirlandiktan sonra ikisi birbirine
karigtirilarak kullaniidi.

Nitrit Ayiract Bu ayira¢ ortamdaki nitratin nitrite indirgenip
indirgenmediginin ortaya ¢ikariimas: i¢in kullanildi. Bu amagla iki ayn
ayira¢ kullanildi. Ayiraglardan birincisi 1IN hidroklorik asid
soliisyonudur. Kullanilan diger ayirag ise su gekilde hazirlandi. A) 8 g

Sulfonilik asit, 5 N asetik asit 1000 ml distile suda ¢6ziildii. B) 6 ml
dimetil a-naftolamin, 5 N asetik asit 1000 ml distile suda ¢oziilerek
hazirlandi.

Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml %95'lik etanol ve 500 ml dHO
kangtirilarak hazirlandi.

Spor Boyast: 5 g malagit yesili 100 ml dH,O'da ¢éziildii, siizgeg
kagidi yardimyla siiziilerek kullanildi.

Voges-Proskauer Aviractr %40'lhik sodyum hidroksit (NaOH)

¢Ozeltisinin 3 mililitresine 0,5-1 mg keratin ilave edilerek hazirlandi.




32

2.2.2. Orneklerin Alilnmas1 ve Kaplica Suyunun Kantitatif
Analizinin Yapilmasi

Aragtirmanin yapildig1 kaplica alanindaki su ve ¢amuriu su Srnekleri
steril, agz1 kapakli giselere alindi. Alinan numuneler, 3-4 saat iginde
laboratuvara getirildi. Sudaki bakteri sayisim tesbit etmek amaciyla 20 ml
su, 0.2 um gdzenek biiyiikliigiine sahip steril filtrelerden gegirildi (18).
Hazirlanan filtreler nutrient agar iizerine alindi. Filtrelerden biri normal
aerobik sartlar altinda 55°C'de bir gece inkiibe edilirken, digeri ise yine
55°C'de "anaerobik jar"da inkiibe edildi. Bir gece sonra olugan koloniler
sayilarak, suyun mililitresindeki bakteri sayist bulundu.

2.2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Filtrasyon sonucunda nutrient agar iizerinde iireyen koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelenerek birbirinden farkli olabilecek olan
koloniler tek koloniler, halinde alinarak yeniden ¢izgi ekim yontemiyle
ekildi ve saf kiiltiirler hazirlandi. Koloni morfolojisi ve rengine gore
birbirlerinden farkli olan izolatlar tespit edildi. Birbirinden morfolojik
olarak farkli olan bu izolatlarin ¢esitli boyama ve ayirt edici diger
ozelliklerinin incelenmesine gegildi.

2.2.4. 1lizolatlarin Cesitli Boyama ve Morfolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Basit Boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre gekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk
olarak basit boyamalar yapildi. Bu amagla, lam iizerine yayilan bakteri
kiiltiirferi agik havada kurutulduktan sonra alevden gegirilmek suretiyle
tespit edildiler. Tespit isleminden sonra lam iizerine kristal viyole boya
soliisyonu ilave edildi, 3-4 dakika beklendikten sonra, dH,O ile yikandi ve
kuruduktan sonra mikroskop altinda incelendi.

2.2.4.2. Gram Boyama

Gram boyama su gekilde yapildi: Geng¢ (24 saatlikten az) bakteri
kiiltlirlerinden bir miktar alinarak lam iizerine yayildi. Ac¢ik havada
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kurumas: beklendikten sonra alevden gegirilerek tespit edildi. 10 saniye
kristal viyole ile muamele edildikten sonra lugolle yikand: ve 10 saniye
lugolle muamele edildi. Aseton-alkolle renk giderildikten sonra 10 saniye
safraninle muamele edildi, dH,O ile yikandiktan sonra ag¢ik havada
kurutularak mikroskop altinda incelemeye alindi ve mor renkli olarak
boyanan bakterilerin Gram-pozitif, pembe renkli olarak boyanan
bakterilerin ise Gram-negatif olduguna karar verildi (18).

2.2.4.3. Spor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olugturmadigi ve endosporun hiicre
icerisindeki pozisyonunun belirlenmesi amaciyle genellikle yagh kiiltiirler
(48-72 saat) kullanildi. Kiiltiirler lam iizerine yayildiktan ve a¢ik havada
kurutulduktan sonra alevden gegirilerek tespit edildi. Ardindan kaynar su
buhari iizerine alinan lam izerine malasit yesili ilave edildi ve 5 dakika
bdylece boyanmasi beklendikten sonra, dH,O ile yikand:i. Uzerine safranin
boyasi ilave edildi ve 30-60 saniye boyandiktan sonra dH>O ile yikandi, agik
havada kurutularak mikroskop altinda incelendi. Boyama sonucunda yesil
olarak boyanan boliimler spor yapilarini gostermektedir (18).

2.2.4.4. Kapsiil Boyama

Izolatlarin kapsiil yapisina sahip olup olmadiklarinin ortaya
cikarilmasi i¢in oncelikle herbir izolattan 24-48 saatlik kiiltiirler yapildi.
Yaptlan bu kiiltiirlerden bir 6ze yardimiyla temiz bir lam iizerine yayma
preperat hazirlandi. A¢ik havada kurumas: beklendikten sonra iizerine
kristal viyole boyasi ilave edildi ve 5-7 dakika beklendi. Daha sonra boya
%20'lik CuSOy4 ile yikandi. Ag¢ik havada kurumas: beklendikten sonra
mikroskop altinda incelendi ve bakteri hiicresi etrafindaki seffaf olarak
parlayan kisimlarnn kapsiil yapilan oldugu kabiil edildi (1).

2.2.4.5. Flagella Boyama

Flagella pek ¢ok bakteride bulunan ve hareketi saglayan yapilardir.
Bir bakterinin flagellaya sahip olup olmadigmi ve sahipse bakteri etrafinda
dagiliginin nasil oldugunu belirlemek i¢in, Leifson Flagella Boyama yontemi
(18) kullanildi. Bu amagla Brain Heart Broth besiyerinde 18-20 saat
biiyiitillen bakteri kiiltiirlerinin 4 mililitresine 0,250 ml formaldehit ilave
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edildi. 15 dakika oda sicaklifinda bekletildikten sonra iizerine 1,5 ml dH,0
ilave edildi, karnistinld: ve 3 dakika santrifiij edildi. 3000xrpm'de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra olugan siipernatant kisim atildi ve geride kalan
pellet yeniden dH,O'da ¢éziildii. Tekrar 3 dakika aym gekilde sanrifiij
edildikten sonra iistteki sivi kisim yeniden atildi ve altta kalan ¢okelek
dH-O'da ¢oziildii. Elde edilen bakteri siispansiyonu temiz bir lam iizerine
yayild1 ve acgik havada kurutuldu. Yayma preperat kuruduktan sonra,
iizerine flagella boyas: (soliisyon A+B+C) ilave edildi ve alkol uguncaya
kadar beklendikten sonra, boya dH,O ile yikandi. Ag¢ik havada kurumas:
beklendikien sonra, hemen mikroskop altinda incelemeye alindi ve bakteri
etrafinda bulunan iplik¢ik gekildeki yapilarin flagellalar oldugu kabul edildi
(18).

2.2.4.6. Hareket testleri

Izolatlarin hareketli olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmas: i¢in "Lam
lamel aras1 preperat” teknigi kullaldi (18). Bu teknikle izolatlarin hareketli
olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in hazirlanan kiiltiirlerden bir 6ze
dolusu alind:1 ve temiz bir lam iizerine konulup iizerine lamel kapatildi.
Yapilan bu preparat, mikroskopta incelendi ve izolatlarin hareketli olup
olmadiklarina karar verildi.

2.2.5. Izolatlarm Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.2.5.1. Izolatlarin Biiyiime Sicakhklarmin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin maksimum ve minimum biiyiime sicakliklarinin
belirlenmesi igin bakteriler nutrient agar slantlar1 iizerine ekildiler. 55°C ve
daha yiiksek sicakliklar i¢in 3 giin, 30-50°C arasindaki sicakliklar icin 5 giin,
20-25 °C arasindaki sicakliklar icin 14 giin ve 20°C'nin altindaki sicakliklar
icin ise 21 giin etiivde inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiyiime
sicakliklan ortaya ¢ikanldi (20).

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyle
nutrient broth iginde yapilan gece kiiltiirlerinden, ODgpo=0,1 olacak sekilde
yeniden nutrient broth'a ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 45, 50, 55, 60,
ve 65°C'de belli bir siire sallayicida sallanarak biiyiitiildiiler. Yapilan bu
kiiltiirlerden bir saat arayla ornekler alinarak spektrofotometrede ODggo'de
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absorbans degerleri olgiilerek, bakterilerin optimum olarak biytidigi
sicakliklar ortaya ¢ikarildi (1).

2.2.5.2. 1izolatlarin Biiyiiyebildigi pH Arahklarinin
Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildigi pH aralifinin belirlenmesi igin, izolatlar
degisik pH degerlerine (5; 5,5; 6; 7; 8; 9; 9,5 ve 10) sahip nutrient broth'a
inokiile edildi ve optimum biiyiime sicakliklarinda ii¢ giin inkiibe edildi.
Inkiibasyon neticesinde iireme olup olmadig: spektrofotometrede (ODgoo'de)
olgiimler yapilarak ortaya cikarildi. Boylece izolatlarin maksimum ve
minimum olarak bityiiyebildigi pH degerleri ortaya ¢ikanldi.

Izolatlarin hangi pH degerinde optimum olarak biiyiidiiZiiniin ortaya
cikarilmasi igin izolatlarin biiyiiyebildigi pH degerine sahip olan nutrient
broth besiyerlerine ODgpo=0,1 olacak gekilde gece Kkiiltiirlerinden agilama
yapildi ve saat basgi spektrofotometrede Olgiimler yapilarak, hangi pH
degerinde optimum olarak biiytidiigii ortaya ¢ikanldi (1).

Ayrica bakterilerin 5,7 pH'1 Sabouraud Dekstroz Agar ve Broth'ta
iireme Ozelligine ve ayni zamanda pH's1 6'dan diigiik ve 7'den yiiksek olan
Voges-Proskover Broht besiyerindeki biiyiime 6zellikleri incelendi (20).

2.2.5.3. [zolatlarm NaCl ihtiyaclarmin Belirlenmesi

[zolatlarin NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla % 2; 2.5; 3; 5; 7
ve 10 oraninda NaCl ihtiva eden nutrient broth besiyerleri hazirlandi.
Bunun 4 mililitresine herbir izolattan ekim yapildi. 7 ve 14 giin 55°C'de
etiivde inkiibasyondan sonra, hangi oranda tuz ihtiva eden besiyerde lireme
olmus ise, o orandaki tuzda izolatlann iireyebildigi sonucuna vanld: (20).

2.2.5.4. lIzolatlarin Lizozimde Biiyiime Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Izolatlarin lizozimde biiyiiyiip bilyiimediginin belirlenmesi amaciyla,
10 png/ml oraminda (10.000 iinite) lizozim ihtiva eden nutrient broth besiyeri
hazirlandi. Bu besiyerine, herbir izolattan ekim yapildi. Yedi ve ondort giin
55°C'de inkiibasyondan sonra iiremenin olup olmadigina bakildi (20).
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2.2.5.5. izolatlarin Atmosferik Oksijen Ihtiyaclarimin
Belirlenmesi

Izolatlarin atmosferik oksijen ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyle
hazirlanan Brain Heart Infuzyon Agar besiyeri deney tiiplerine dagitildi,
steril edildikten sonra 50°C'ye kadar sogutuldu, tiiplere herbir izolattan
ekim yapildi ve gevirilerek karigtirildiktan hemen sonra soguk suya
daldinlarak donmasi saglandi. Uygun sicaklikta bir gece inkiibe edildikten
sonra, tiip icerisinde iiredikleri bdlgeye bakilarak, izolatlarin oksijen
ihtiyaclar1 hakkinda karar verildi (1).

Ayrica izolatlarin aerobik olarak mu yoksa tamamen anaerobik
solunum yaparak mu yasadiklarinin ortaya c¢ikarilmas: icin deneylerde 6zel
olarak hazirlanan anaerobik agar besiyeri kullamild: (20).

2.2.5.6. Nigasta Hidrolizi Testi

Nigasta, glukoz monomerlerinin glikozidik baglarla birbirlerine
baglanarak olusturdugu yiiksek molekiiler agirliga sahip bir molekiildiir. Bu
molekiilin yikimindan sorumlu olan enzim, "amilaz"'dir. Izolatlarn
nisagtay1 hidroliz edip etmediklerinin test edilmesi i¢in hazirlanan nigasta
agar petrilerine, izolatlar, ¢izgi halinde ekildiler. U¢ ve 7 giinliik uygun
sicakliktaki etiivlerde inkiibasyondan sonra petrideki bakterilerin iizerine
%95'lik etanol ilave edildi. Beyaz rengin olusmasi durumunda testin pozitif
olduguna, bir renk degisikligi olamamasi durumunda ise negatif olduguna
karar verildi (20). Ayrica, bu test ariyag olarak liigol kullamilarak da
yapild1. Petriler iizerine lugol ilave edildi ve koyu kahve rengin olusumu
nigastanin hidroliz oldugunu, mavi rengin olusumu ise nigastanin hidroliz
olmadigim gosterdi (18).

2.2.5.7. Jelatin Hidrolizi Testi

Izolatlardan herbiri, nutrient jelatin besiyerine ekildikten sonra,
55°C'de 3 giin inkiibe edildi. Inkiibe edilen tiipler, iigiincii giiniin sonunda
inkiibe edildikleri etiivden alindilar ve 20°C'ye ayarlanmus olan yeni bir
etiive aktarildilar. Burada 4 saat inkiibe edildikten sonra besiyerinin sivi
yada kat1 oluguna gore testin pozitif veya negatif olduguna karar verildi.
20°C'de besiyerinin sivi olmamasi, bakterinin jelatini pargaladigini
gostermektedir (20).



37

2.2.5.8. Karbohidrat Fermentasyonu Testleri

Hazirlanan karbohidrat fermentasyon besiyerine herbir izolat ekildi.
Yedi giin 55°C sicakliga ayarlanmig etiivde inkiibe edildikten sonra,
besiyerinde meydana gelen koyu pembe renkten san renge renk degisikligi
organizmalarin kullanilan sekeri fermente ettidini, herhangi bir degisikligin
olmamas: ise sekerin organizma tarafindan karbohidrat kaynagi olarak
kullanilmadigim1 gostermektedir. Ayrica tiip i¢indeki besiyerinde meydana
gelen kabarmalar ve c¢atlamalar organizmanin bu gekerden gaz
olusturdugunu gostermekteydi (20).

2.2.5.9. Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretim Testi

Izolatlarin HS iiretip iiretmediSinin ortaya cikarilmas: icin Triple
Sugar Iron agar besiyeri kullamildi. Herbir izolat, bu besiyerine inokiile
edildi ve 55°C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda tiiptin alt
tarafinda bir kararmanin olup olmadigina bakilarak, organizmanin HS
iiretimi hakkinda karara varildi. Besiyerinin alt kisminda koyu rengin
olusumu, H,S'in iiretildigini gostermektedir (1).

2.2.5.10. Voges-Proskauer Testi

Bu testin gergeklestiriimesi amaciyla Voges-Proskauer broth besiyeri
hazirlandi. Bu besiyerinin 4 mililitresine herbir izolattan ekim yapildiktan
sonra, 55°C'de 3 giin etiivde inkiibe edildi. U¢ giinden sonra kiiltiirlerin
lizerine Voges-Proskauer ayiraci ilave edildi. Tamamen kangtirildiktan
sonra oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Sonugta kiiltiir yiizeyinde kirmuzi
rengin olusumu testin pozitif oldufunu, rengin olugmamas: ise negatif
oldufunu gostermektedir (20).

2.2.5.11. Sitrat ve Propionati Kullanim Testi

Mikroorganizmalar ortamda fermente edebilecekleri glukoz veya
laktozu bulamadiklarinda gerekli olan enerjiyi saglamak i¢in ortamda
bulunan sitrat veya propionati kullanmaktadirlar. Izolatlarin bu molekiilleri
kullanip kullanmadiginin ortaya ¢ikarilmasi amactyla sitrat ve propionati
kullanim besiyerleri hazirlandi. Hazirlanan bu besiyerlere herbir izolat
ekildi, 55°C'de inkiibe edildi, 3 ve 7 giin sonra yapilan incelemeler
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sonucunda besiyerinde iireme ve renk degisikligi olup olmadigina bakilarak,
eger mavi renge bir doniis varsa organizmalarin sitrat ve propionat: karbon
kaynag1 olarak kullandigina karar verildi (20).

2.2.5.12. Nitrat1 Indirgeme Testi

Izolatlarin nitrats indirgeyip indirgemedig8inin ortaya ¢ikarilmasi igin
nitrat broth besiyeri hazirlandi ve bu besiyerinin 4 mililitresine herbir
izolattan ekim yapildi. Ug ve 7 giin 55°C'de inkiibasyondan sonra kiiltiirler
iizerine nitrit ayiraci ilave edilerek veya IN HCl emdirilmig kurutma
kagidina herbir izolatin kiiltiiriinden 1 damla damlatilarak olusan rengin
incelenmesi neticesinde testin sonucu ortaya gikarildi. Her iki aywrag ilave
edildiginde de kahverengi renk olugunu goriiliirse testin pozitif oldugu aksi
durumda ise negatif olduguna karar verildi (20).

2.2.5.13. Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz enzimini olusturup olusturmadiginin ortaya
cikaritmasi i¢in Triptik Soy Agar besiyeri hazirlandi. Izolatlar bu
besiyerine inokiile edildikten sonra, 24-48 saat 55°C'ye ayarlanmug etiivde
inkiibe edildiler. inkiibasyondan sonra, iizerine %10'luk H-O» ¢ozeltisi ilave
edildi ve olugan gaz kabarciklarina gore testin pozitif olduguna karar verilir
(20).

2.2.5.14. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, Cizgi Ekim Metoduna (18) goére yapildi. Bu testin
yapilabilmesi amaciyla Triptik Soy Agar besiyeri hazirlandi. Izolatlar bu
besiyerine ekildi. Uygun sicaklikta 24-48 saat bekletildikten sonra iizerine
oksidaz testi ayraci ilave edildi, olugan siyah renge gore testin pozitif
olduguna karar verildi.
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2.2.6. Izolatlarin Bazi Genetiksel Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.2.6.1. Plazmid DNA'larmin Izolasyonu

Izolatlarin plazmid igerikleri, Voskuil ve Chambliss'in (32)
gelistirdii metoda gore ortaya ¢ikanldi. Herbir bakteriden 5-10 ml olarak
hazirlanan gece kiiltiirleri (12-16 saat) 10.000 rpm'de 5 dakika santrifuj
edildi. Siipernatant kismu atildi ve ¢okelek 200 ul SET tamponunda (%25
sakkaroz, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)) vortekslenerek
coziildii. Kullanilan SET tamponunun 1ml'sine 5 mg lizozim ilave edildi.
Daha sonra, karigim mikrosantrifuj tiipiine aktarildi ve 37°C'de 10 dakika
inkiibe edildi. Bunun iizerine 350 ul yeni hazirlanmig sodyum hidroksit-
sodyum dodesil siilfat soliisyonundan (0,2 N NaOH, %1 SDS) ilave edildi.
Siispansiyon geffaf bir durum alincaya kadar ters diiz ¢evrildi ve bu geffaf
siispansiyona 350 ul soguk 3 M K+ - 5 M asetat soliisyonundan ilave edildi.
Siispansiyon, 13.000 rpm'de, 5 dakika santrifuj edildi. Siipernatant kismi
yeni bir mikrosantrifuj tiipiine aktarildi ve alinan bu sivi kisma, 650 ul
soguk fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) karigimindan ilave edildi. Bir
dakika vortekslenerek karnigtirildi. Karigim daha sonra 5 dakika
mikrosantrifujde santrifuj edildi. Ust faz ahndi ve buna 620 pl soguk
kloroform:izoamilalkol karigimindan ilave edildi. Otuz saniye
vortekslenerek karigtirildiktan, sonra karigim mikrosantrifujde 3 dakika
santrifuj edildi. 550 ul'lik iist faz pipettrle alinip yeni bir tiipe aktarildiktan
sonra, buna egit miktarda soguk (-20°C) izopropanol ilave edildi. Karigim
ters diiz gevrilerek tamamen karigtirildiktan sonra, 5 dakika santrifiijlendi.
Siipernatant kismu dokiildii ve izopropanol acik havada ugurulduktan sonra
cokelek kismu %70'lik etanol ilave edilerek 2 dakika santrifiijlendi, kalan
etanol acik havada ugurulduktan sonra 50 ul ddH,O'da ¢oziildii.

Yapilan plazmid DNA's1 izolasyonu g¢aligmasi sonucunda, plazmid
DNA'larinin izole edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmasi igin, 0,5 pug/ml
etidium bromiir iceren %0,7'lik agaroz jel hazirlandi. 5 ul DNA soliisyonu,
1 ul 10X yiiriitme boyasi ve 4 ul ddH,O veya TE tamponu ilavesi ile
hazirlanan karisim agaroz jel iizerinde olusturulan herbir kuyucuga
yiiklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment biiyiikliigii belli olan bir
sahit DNA ile yiiriitiildiiler. Yiiriitme neticesinde, plazmid DNA'larinin var
olup olmadiklar1 ve molekiiliir agirliklar tesbit edildi.
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2.2.6.2. Genomik DNA'min izolasyonu

Elde edilen 5 izolat ve B. flavothermus (DSM 2641) susu %0.,4
oraninda yeast extract ihtiva eden Tripton Soya Broth'ta bir gece 55°C'de
inkiibe edilerek iiretildi.

Genomik DNA izolasyonu, Pitcher ve arkadaglarinin (33) gelistirdigi
metoda gdre yapildi. Elde edilen sivi kiiltiirler, éiremelerinin exponansiyel
fazinda 1.000 xg'de 15 dakika santrifiijlenerek c¢oktiiriildii. Daha sonra,
iistteki sivi kisim dokiildii ve pellet kismu saklandi. Elde edilen bu pellet
kismu, 100 pul 50 mg/ml oraninda lizozim igeren TE tamponunda (10 mM
Tris-HCl; 1 mmol EDTA, pH 8) coziildi. Hiicreler, 0,5 ml 5 mol/lt
guanidium thiocyanata, 100 mmol/lt EDTA ve %0,5 v/v sarkosyl (GES
ayiraci) ile parcalandi. Hiicre siispansiyonu daha sonra iyice vortekslenerek
karistirildi. Tiipler, hiicrelerin tamaminin patlamas: i¢cin 5-10 dakika buz
iizerine alindilar. Daha sonra iizerlerine 0,5 ml sofuk 7,5 mol/lt amonyum
asetat ilave edildi, karigtinldi ve 10 dakika daha buz iizerine birakildi. Daha
sonra iizerine 0,5 ml kloroform:2-pentanol (24:1) ilave edildi, karigtirildi.
Fazlar tamamen karigtirildi ve eldeki siispansiyon bir Pastér pipeti
yardimiyla 1,5 ml'lik Eppendorf tiipiine aktarildi. 16.000 xg'de 20 dakika
santrifuj edildi. Ust faz bagka bir tiipe aktarildi. Uzerine 0,54 ml soguk 2-
propanol ilave edidi. Tiipler, 1 dakika ters-diiz gevrilerek soliisyonlar
karistirildiktan sonra 6.500 xg'de 20 saniye santrifuj edilerek c¢oktiiriildii.
Pellet 500 ml %70'ik etanolle yikand1 ve agik havada kurutuldu. Elde edilen
DNA pelleti, 50-100 wul steril ddH,O'da ¢oziilerek -20°C'de saklandi.

2.2.6.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemiyle
16S rRNA Analizi

Elde edilen izolatlarin ve kontrol olarak kullamilan B. flavothermus,
B. stherothermophilus ile E. coli B susunun genomik DNA'larinin
izolasyonlan 2.2.6.2'de agiklandig: gibi yapildi. Izole edilen DNA'larin
konsantrasyonlan spektrofotometrik olarak, 260 nm dalga boyunda &l¢iildii.

16S rRNA'y:1 kodlayan DNA, saflagtirilan genomik DNA'dan
UNI16S-L (5'-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) sirasina sahip
forward primeri ile UNI16S- R (S'ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGT
GTA) sirasina sahip revers primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.
Kullanilan forward primeri, E. coli 16S rRNA geninin 11-26'inci
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pozisyonlarina gore diizenlenmigken, revers primeri ise yine bu genin 1411-
1393'iincii pozisyonlarina gore dilzenlenmigtir (34).

PCR reaksiyonlarinin gartlari, Beffa ve arkadaglarina (35) gore
olusturuldu: 12 ng kalip DNA, 5 ul 10XPCR tamponu (100 mM Tris-HCI,
pH 8,3 (oda sicaklifinda); 500 mM steril KCI), 1,5 mM MgCl, 1 iinite Tag
DNA polimeraz, 0,25 mM forward primeri, 0,25 mM revers primeri, 170
mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karigim steril
ddH-O ile 50 pi'ye tamamiandi. Cogaltma iglemi 500 pl'lik tiiplerde, Techne
Progene Fuse 230U TZA termal cycler'da gerceklestirildi. Reaksiyon
sicakliklan ve siireleri su sekilde ayarlandi: Ilk denatiirasyon basamag:
95°C'de 2 dakika olarak gerceklestirildikten, sonra 36 dongii 94°C'de 1
dakika (denatiirasyon i¢in), 56°C'de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C'de
2 dakika (polimerizasyon igin) bekletilerek gerceklestirildi.

Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl'si %1,3'liik agaroz jelde yiiriitiildi
ve etidium bromiir boyasi (0,5 ug/ml) ile boyandiktan sonra Polaroid DS34
Hoefer's photoman fotograf makinesi ile goriintiilendi.

2.2.6.4. 16S rDNA'min Restriksiyon Fragmenti Uzunlugu
Polimorfizmi (RFLP)

2.2.6.3.'de aciklandig1 gibi elde edilen PCR iiriinlerinin restriksiyon
analizi i¢in 6 ug PCR iiriinii 2 ul 10X restriksiyon enzim tamponu ve 10
iinite Hinfl restriksiyon enzimi kangtirildi ve 20 ul'lik son hacim igerisinde,
37°C'de 2 saat kesildi.

Kesilen  omekler ve gahit  DNA'lar, %2,5'lik agaroz  jelde
10V/cm'lik elektrik alaninda 70 dakika yiiriitiildii, etidium bromiir ile
boyandi ve goriintiilendi.

2.2.7. Izolatlarin Total Hiicre Proteinlerinin Profilinin
Cikarilmasi

2.2.7.1. Total Hiicre Proteinlerinin Izolasyonu

Izolatlarin ihtiva ettikleri proteinlerin profilini ¢ikarmak i¢in, elde
edilen herbir izolattan ve tiir tayinleri yapimig olan diger iki sahit
bakteriden 10 mililitrelik gece kiiltiirleri yapildi. Hiicreler, 14.000 rpm'de
15 dakika santrifiij edildi. Cokelek, 50 mM Tris-HCl (pH 74) ve %10
sakkaroz'dan olugan TS tamponunda ¢oziildii. Sivi azot (-194°C) kazaninda 1
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dakika bekletildikten sonra oda sicaklifina alindi ve bu iglem iki kez
tekrarlandi. Oda sicaklifinda ¢o6ziindiikten sonra, hacminin 1/20'si kadar 10
mg/ml'lik lizozim ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 35 dakika buz iizerinde
bekletildikten sonra, 30 dakika, 16.000 xg'de santrifiij edildi. Protein
Oziitiinii ihtiva eden sivi kisim, steril bir tiipe alinarak -20°C'de saklandi.

2.2.7.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonu, Bradford metodu (36) ile tayin edildi.
Protein konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda
alinan degerlere gore hesaplandi. Once, spektrofotometre, Coomassie
Brilliant Blue-G250 (CBB-250) ve 0,15 M'lik NaCl'den olusan ¢ozelti (kor)
ile sifirlandi. Numuneler 6l¢iim i¢in hazirlandiktan sonra, iyice karigtiriidi
ve 2 ile 60 dakika arasinda degerleri okundu. Standart konsantrasyon egrisi,
farkli miktarda BSA iceren niimunelerin o6l¢iilmesiyle elde edildi.
Konsantrasyonu bilinmeyen niimunelerin konsantrasyonu, konsantrasyonu
bilinenlerin verdigi absorbans degerinin, standart egrisi tlizerine
cakigtirilmasi ile bulundu. Bulunan bu degerlerden faydalanilarak
niimunelerdeki protein konsantrasyonlan hesaplandi.

2.2.7.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Miktarlan tayin edilmis olan B. flavothermus (DSM2641), 5 izolat (1,
2, 3, 4, 5) ile gahit protein Oziitlerinden uygun miktarlarda (50 ug) alindi.
Bu oziitlere esit miktarda 2X muamele tamponu (0.15 M Tris-HCl pH 6.8,
%4 SDS, %20 Gliserol, %6 P-merkaptoetanol) ilave edildikten sonra,
niimuneler 65°C'de 90 saniye bekletildi ve Laemmli (37) tarafindan
tamimlanan %12'lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE)
yiiklendi ve 0.75 mm kalinlidindaki herbir jel i¢in 15 mA akim uygulanarak
ayirma iglemi gerceklestirildi.

Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra, jel coomassie brilliant blue
(%0,125 Coomassie Brilliant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit)
boyasi ile 2-4 saat boyandi. Yikama-I (%50 Metanol, %10 Asetik asit )
soliisyonunda 1 saat bekletildikten sonra Yikama-II (%7 asetik asit, %5
metanol) soliisyonuna aktarildi. Jeller iki selofan yaprak arasina alindi ve
80°C'de 2 saat vakumlu jel kurutucuda kurutularak, daimi olarak
saklanabilecek hale getirildi. '



3. BULGULAR

Bu caligmada, Ayder Yaylas1 Kaplicasi'ndan termofilik bakteri izole
edilerek bunlarin tiir tayinleri yapilmaya caligildi. Ayrica kaplica suyunun
mililitresindeki bakteri sayis1, membran filtresi yontemiyle belirlendi.

Kaplicadan alinan su ve ¢camurlu su 6rneklerinden bakteri izolasyonu
zenginlestirme Kkiilttirleri yapilarak ve membran filtresinden gegirilmek
suretiyle gerceklestirildi. Caligmada, izolatlarm tiir tayinlerinin yapilmasi
icin ¢esitli morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve
kemotaksonomik testler uygulandi.

3.1. Kaplica Suyunun Kantitatif Analizi

Kaphica suyundaki toplam bakteri konsantrasyonu tayini ii¢ tekrarli
olarak yapildi. Bu amagla, 20 ml suyun filtre edilmesi sonucunda hazirlanan
filtrelerde nutrient agar iizerinde olugturduklan koloni sayisi 258 olarak
belirlendi. Buna gore, suyun mililitresindeki termofilik bakteri sayisimin 13
bakteri/mt oldugu bulundu.

3.2. izolatlarm Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarin gesitli boyama ve morfolojik Gzellikleri Tablo 4'de
gosterilmigtir. 11k olarak yapilan basit boyamalar neticesinde biitiin
izolatlarin basil morfolojisine sahip, tek veya uzun zincirler olusturan
basiller olduklar1 goriildii. Sekil 1'de de goriildiigii gibi izolatlarin hepsinin
Gram boyamalar1 sonucunda, hayatlarinin erken safhalarinda (3-4 saat)
Gram-pozitif, daha sonra ise Gram-negatif olarak boyandiklar tesbit edildi.
Izolatlarin endospor yapilarini meydana getirip getirmediginin ortaya
¢ikarilmasi amaciyla yapilan spor boyamalar neticesinde, Sekil 2'de de
goriildiigii gibi biitiin izolatlarin endosporlara sahip olduklar gdézlendi.
Ancak yapilan incelemeler sonucunda 1, 2, 4 ve 5 numarali izolatlarin ¢ok
cabuk (6-7 saat) spor olugturdugu, 3 numarali izolatin ise ancak iki giin
inkiibasyondan sonra endospor yapilarini meydana getirdigi goriildii. Ayni
boyama neticesinde izolatlarin hepsinin terminal sporlara sahip oldugu, 1 ve
3 nolu izolatlarin ise buna ilave olarak santral (merkezi) sporlara da sahip
oldugu gézlendi. Yapilan kapsiil boyama neticesinde Sekil 3'de de gériildiigii
gibi izolatlardan 1 ve 2 numarali olanlarinin kapsiil yapisina sahip olduklar,
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Sekil 1. Ayder Kaplicasindan elde edilen 5 [zolatin Gram Boyamalar.
Rakamlar izolat Numaralarimi Gostermektedir. Biiyiitme: 3
Numaral: izolat 10x100, Digerleri 10x125.
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Sekil 2. Ayder Kaplicasindan Elde Edilen 5 izolatn Spor Boyamalar.
Rakamlar Izolat Numaralarim Gostermektedir. Bilyiitme:10x125.
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Sekil 3. Ayder Kaplicasindan Elde Edilen 5 {zolatin Kapsiil Boyamalar:.
Rakamlar izolat Numaralanim1 Gostermektedir. Biiyiitme: Bir, 2
ve 4 Numaral: Izolatlar 10x125, Digerleri 10x100.
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Sekil 4. Ayder Kaplicasindan Elde Edilen 5 Izolatin Flagella
Boyamalari. Rakamlar Izolat Numaralarint Gostermektedir.
Biiyiitme: 10x125
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3,4 ve 5 numarali izolatlarin ise boyle bir yapiya sahip olmadikiar
goriildii. © Biitliin  izolatlarin  hareket testi  sonucunda hareket
edebilme ozelligine sahip oldugu goriildiigiinden, bunlarin flagellaya sahip
olup olmadiklar1 ve eger sahip iseler hangi tip flagellaya sahip olduklan
aragtinldi. Sekil 4 'de goriildiigii gibi flagella boyamas: sonucunda sadece 4
nolu izolatin flagellaya sahip olmadifi, 1, 2 ve 3 numarali izolatlarin
peritrokus tipli flagellaya sahip oldufu, 5 numarali izolatin ise polar tipli
flagellaya szhip oldugu goriildii.

3.3. Izolatlarm Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

[zolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo 5'de
goriilmektedir. Mikroorganizmalarin biiyiimesi iizerine etkili faktSrierden
olan sicaklik, pH, NaCl'ye kars: tolerans ve atmosferik oksijen ihtiyaclari
gibi fiziksel etkilerin aragtinlmas: amaciyla testler yapildi. Yapilan testler
sonucunda 1 numarali izolatin optimum olarak 60°C'de iireyebildigi ve
minimum-maksimum iireme sicakliklarimn ise 30-71°C oldugu gézlenirken
2 numarali izolatin ise optimum iireme sicaklifinin 50°C ve minimum
maksimum iireme sicakliklarinin ise 30-72°C oldugu goriildii. Ucve 5
numarali izolatlarin optimum iireme sicaklik araliklari 50-55°C ve
minimum-maksimum iireme sicakliklan ise 30-71°C'dir. DSrt numarali
izolat ise, optimum olarak 50°C'de iirerken minimum ve maksimum olarak
30-71°C'de iireyebilmektedir.

Tablo 5'de de goriildiigii gibi, 3, 4 ve 5 numarals izolatlar optimum
olarak pH 5-8 arasi olan besiyerlerde iireyebilirken, 1 numarali izolat pH 6-
8 arasi1 pH'li besiyerinde ve 2 numarali izolat ise 5,5-8 arasi pH'1
besiyerinde optimum olarak iireyebilmektedir.

Izolatlarin belli oranlarda NaCl igeren besiyerlerinde iireyebilme
Ozelliklerinin, yani NaCl'ye kars: tolerans sinirinin arastiriimasi sonucunda
1 ve 2 nolu izolatlarin %2'ye kadar NaCl'e tolerans gosterdigi, 3, 4 ve 5
numarali izolatlarin ise %2,5'e kadar NaCl igeren besiyerlerinde
iireyebildikleri gozlendi.

[zolatlarin 10 mg/ml lizozim ihtiva eden besiyerindeki iireme 6zelligi
incelendi ve sonugta 1 ve 2 numaral izolatlarin bu besiyerinde iireyemedigi,
3, 4 ve 5 numaral1 izolatlann ise iireyebildigi gozlendi.

Izolatlarin atmosferik oksijene olan ihtiyaclari incelendiginde,
hepsinin sadece aerobik ortamda iireyebildifi, anaerobik gartlarda ise
ireyemedikleri gézlendi.
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Tablo 5: Ayder Kaplicasindan Elde Edilen Izolatlarin Biyokimyasal
Ozellikleri

Izolat No B.flavothermus 1
Nitrat ind. +(AB)
Katalaz test.
Oksidaz test.
Indol
V.P. Testi
| HoS iiretimi

% INaCl biiy.
%2NaCl biiy.
%2,5NaCl biiy.
%3NaCl biiy.
Lizozimde biiy.
28°C biiy.
- 137°C biiy.

71°C biiy.
72°C biiy.
Nisasta hid.
Jelatin hid.

Ure hidrolizi
Sitrat kul.
Propionat kul.
5,7 pH'da biiy.
pH>7 MVRP
broth'ta biiy.
pH<6 MVRP
broth'ta biiy.
Glukoz fer.
Arabinoz fer.
Ksiloz fer.
Mannitol fer.
Maltoz fer.
Sorbitol fer.
Ramnoz fer.
Sakkaroz fer.
‘Optimum pH 5-8
Optimumisi(°C) | 60,AB 65 60 50 [50-55 50 [50-55
Anaerobik biiy + - - - - -
Glukozdan gaz - - - - - -
olugturma
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W: Zayif bilyiime; ND: Belirlenmedi; AB: Anaerobik Biiylime
Rakamlar Izolat Numaralarini Gostermektedir.
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Bakteri tiir tayininde kullanilan kriterlerden birisi de bazi organik
maddeleri hidroliz etme 6zellikleridir. Tablo 5'de de goriildiigii gibi yapilan
testler sonucunda 1 ve 2 numarali izolatlarin her ikisinin de nisastayi
hidroliz ettigi, ancak jelatini ve iireyi hidroliz etmedigi gozlendi. Ug, 4 ve 5
numaral: izolatlarin ise, nigastay:r ve jelatini hidroliz ettikleri, iireyi ise
hidroliz etmedikleri gozlendi.

[zolatlarin bazi enzim ve kimyasal maddeleri iiretip iiretmedikleri
incelendi. Burada da goriildiigii gibi, 1 ve 2 numarali izolatlarin her ikisinin
de katalaz ve oksidaz enzimini iirettikleri, ancak H»S gazini iiretmedikleri
gozlendi. Aym sekilde 3, 4 ve 5 numarali izolatlarin her iiciiniinde katalaz
ve oksidaz enzimlerini iirettikleri ve H»S gazini ise iiretmedikleri ortaya
cikarildi.

Bakterilerin simiflandiriimasinda kullanilan biyokimyasal
ozelliklerinden bir digeri, glukoz metabolizmasi neticesinde asetil
metilkarbinol gibi asidik olmayan veya nétral son iiriinleri iiretebilme
kabiliyetleridir. Yapilan incelemeler sonucunda biitiin izolatlarin bu 6zellik
acisindan negatif olduklan gozlendi.

Organizmalarn sitrat ve propionati kullanimlar ve nitrat1 indirgeme
Ozellikleri siniflandirmada kullanilan diger 6zelliklerden birkagidir. Tablo
5'de de goriildiigi gibi yapilan incelemeler sonucunda, izolatlarin
hi¢birisinin sitrat veya propionati kullanmadiklari, 1, 2, 3 ve 5 numarah
izolatlarin nitrat1 indirgeyebildigi ancak 4 numarali izolatin ise nitrati
indirgeme ozelligine sahip olmadig1 g6zlendi.

Bakterilerin karbohidratlar1 fermente etme Ozellikleri test edildi.
Yapilan deneyler sonucunda 1 ve 2 numarali izolatlarin herikisinin de
glukozu, mannitolu, maltozu ve sakkarozu fermente ettikleri, arabinoz,
ksiloz, sorbitol ve ramnozu fermente etmedikleri tesbit edildi. Ug ve 5
numaral1 izolatlar glukozu, ksilozu, mannitolii, maltozu ve sakkarozu
fermente ederken, arabinoz, sorbitol ve rhamnozu fermente
etmemektedirler. Dort numarali izolat ise glukoz, arabinoz, ksiloz,
mannitol, maltoz ve sakkarozu fermente ederken, sadece sorbitol ve
rhamnozu fermente edememektedir.
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3.4. izolatlarin Baz1i Genetiksel Ozellikleri

Elde edilen izolatlar, plazmid igerikleri, elde edilen plazmidlerin
restriksiyon analizleri ve 16S rRNA genlerinin restriksiyon fragmenti
uzunluk polimorfizmi (RFLP) a¢isindan incelendiler.

Sekil 5'de goriildiigii gibi plazmid DNA's1 izolasyonu sonucunda 1, 2
ve 3 numarali izolatlarin 16 kb agirlidinda birer adet lineer plazmide
benzeyen genomik DNA parcalarini ihtiva ettigi gozlenirken, 3 ve 5
numarali izolatlarin ise halka halinde 5,6 kb agirliginda birer plazmide sahip
olduklar: goriilmektedir. Bir, 2 ve 3 nolu izolatlardan plazmid izolasyonu
yontemi ile izole edilen lineer DNA parcalarimin plazmid olmayip genom
DNA pargalan oldugu Sekil 6'da goriildiigii gibi Sau3A restriksiyon enzimi
ile kesildiginde homojen olmayan DNA pargalari olugturmalar ile ortaya
¢ikarildi. Ayrica izole edilen plazmidler ve plazmid DNA's1 izolasyonuyla
elde edilen genomik DNA parcalar1 Pstl, Kpnl, Ndel, Sacl, BamHI, AlwNI
gibi restriksiyon enzimleri ile ayri ayri muamele edilerek restriksiyon
haritalar1 ¢ikanlmaya caligildi.  Sekil 7'de de goriildiigii gibi yapilan
analizler sonucunda 1, 2 ve 4 numaral1 izolatlardan elde edilen linear genom
DNA's1 pargalari, bu enzimlerden higbirisi ile kesilmezlerken, 3 ve 5
numarah izolatlardan elde edilen halka halindeki plazmidler ise Sekil 7'de
goriildiigii gibi Pstl enzimi ile kesilmektedir ve her iki plazmidin de Psd ile
tekbir noktadan kesilmesi sonucunda 5600 bp civarinda bir bant olusturdugu
tespit edildi. Aym sekilde Sekil 8'de goriildiigii gibi her iki plazmidin Sau3A
endoniikleaz enzimi ile kesilmesi sonucunda ise yaklagik olarak 1600, 1300,
750, 550 ve 400 bp uzunlugunda bantlarin olustugu gozlendi.

Izolatlarin 16S rRNA genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasiyla elde edilen
16S tRNA genlert Sekil 9'da goriilmektedir, Yapilan PCR analizi sonucunda
E. coli'nin evrensel primerleri ile arttirilan 16S rRNA geninin E. coli igin
1400 bp oldugu, elde edilen 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali izolatlar ile B.
flavothermus ve B. sterothermophilus'ta da bu uzunlugun 1400 bp civarinda
oldugu tespit edildi. Elde edilen 16S rRNA genlerinin Hinfl endoniikleaz
enzimi ile yapilan restriksiyon analizleri sonucunda Sekil 10 A ve B'de
gorildiigii gibi 1, 2, 3 ve 5 numarali izolatlar, olugan 1000 bp, 280 bp, 70
bp, 50 bp'lik fragmentler agisindan birbirlerine benzemektedirler. Beg
numaral1 izolat diger ii¢ izolattan sadece 30 bp'lik bir fragmente sahip

. olmamas1 yoniiyle ayrilmaktadir. D6rt numarali izolat ise difer dort
izolattan farkl1 bir restriksiyon polimorfizm gostermekte olup 1000 bp, 280
bp, 230 bp, 70 bp, 50 bp ve 30 bp'lik fragmentlere sahip oldugu
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goriilmektedir. Ayni1 zamanda, izolatlarin bazi 6zellikleri bakimindan benzer
olduklan B. flavothermus'un 1000 bp, 330 bp, 230 bp, 70 bp ve 50 bp'lik
fragmentleri meydana getirmesi yoniiyle izolatlardan bariz bir gsekilde farkl:
oldugu goriildii. Aym zamanda, yine izolatlarin bir Bacillus cinsi iiyesi olan
B. stearothermophilus'tan farkli bir polimorfizm gosterdikleri goriildii.

K 1P 2P 3P 4P 5P 1G 2G 3G 4G 5G

<-162C0 bp

<5540 bp
<-3410 bp

<-2470 bp

Sekil 5. Ayder Kaplicasindan Izole Edilen Izolatlardan Saflastirilan
Genomik ve Plazmid DNA'larmin %0,7'lik Agaroz Jeldeki
Goriintiisi. K: Kontrol Olarak Kullamilan Eco RI-BamHI-HindIll
ile Kesilmig A DNA'stm gostermektedir. Rakamlar Izolatlari; P:
Izolatlardan Elde Edilen Plazmid DNA'larini, G: Izolatlardan Elde
Edilen Genomik DNA'lar1 Gostermektedir,
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IA 1B IC 2A 2B 2C 4A 4B 4C K

 <-16200 bp

Sekil 6. Ayder Kaplicasindan Saflastinilan Izolatlardan Plazmid
Izolasyonu Y 6ntemi ile Elde Edilen Lineer DNA
Pargalarinin Genom DNA's1 Par¢asi Oldugunun %0,7'lik
Agaroz Jelde Gosterilmesi. Rakamlar Izolat Numaralarim
Gostermektedir. A: Izolattan Saflagtirilan Genom DNA's1
Parcasinin Sau3A ile Kesilmesi, B: Izolattan Saflagtirilan Genom
DNA's1 Pargasi, C: Izolattan Saflastirilan Genom DNA'si,
K: Kontrol Olarak Kullanilan Eco RI-BamHI-
Hindll ile Kesilmis | DNA'sin1 Géstermektedir.

S J— ) M 3 5

<~-16200 bp

<-5540 bp
<-3410 bp

<-2700 bp
<-2410 bp

<-1320 bp

s Hel
Sekil 7. Ayder Kaplicasindan Elde Edilen Izolatlardan Saflagtirilan
Plazmid ve Genom DNA's1 Par¢alarinin Pstfl ve Kpnl Enzimi ile
Kesilmesinin % 0.8'lik Agaroz Jeldeki Gériintiisii. Rakamlar,
Kesilmemis Kontrol DNA 'larini, Restriksiyon Enzimleri
Uygulanan Enzimleri Gostermektedir. MA ise Eco RI-BamHI-
Hindlll Ile Kesilmig A DNA'sim1 Gostermektedir.
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o3 g
K PstI SausBA K Pstl Sau3A MA

5 o

<-16200 bp

{ <-1570 bp

<930 bp

Sekil 8. Ayder Kaplicasindan izole Edilen 3 ve 5 Numarali
Izolatlardan Saflagtinlan Plazmid DNA'larmin Pstl ve
Sau3A ile Kesilmis Hallerinin %0,7'lik Agaroz Jelde
Goriiniigii. Rakamlar Plazmidlerin Saflagtirildigi
Izolat Numaralarim, K, Kesilmemis Kontrol Plazmid
DNA'an, Restriksiyon Enzimlerileri Test I¢gin Kullamlan
Restriksiyon Enzimlerini, MA, Eco RI-BamHI-Hindlll lle
Kesilmig A DNA'sin1 gostermektedir.



56

MA1 2 3 4 5 Bf BsEc

<-2323 bp
<-1929 bp

<-1371
<-1264 gg

<-702 bp

Sekil 9. Ayder Kaplicasindan Elde Edilen 5 izolat ve Kontrol Olarak Test
Edilen B. flavothermus, B. stearothermophilus ve E. coli
Tiirlerinden Saflastirilan Genom DNA'sindan PCR Y&ntemiyle
Cogaltilan 16S rDNA Geninin %1.3'liikk Agaroz Jeldeki
Goriintiisii. MA: BstEll ile Kesilen A Faj Sahit DNA'sini,
Rakamlar: izolat Numaralarim, Bf: Bacillus flavothermus, Bs:
Bacillus stearothermophilus ve Ec: Escherichia coli 168
rDNA'sin1 Gostermektedir.
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<=517 bp
<-344 bp
<-298 bp
<-221 bp

<-1632 kb

<-517 kb
<-504 kb

<-396 kb
<-344 kb
<-298 kb

<221 kb
<220 kb

<-154 kb

<-75 kb

Fa : . A

Sekil 10. Ayder Kaplicasindan Elde Edilen 5 Izolattan ve B. flavothermus
~ ile B. stearothermophilus Tiirlerinden PCR Aracihi ile Elde

Edilen 168 rDNA Geninin Hinfl Enzimi ile RFLP'sinin %2,5'lik
Agaroz Jeldeki Goriintiisii. A) DNA Orneklerinin Kisa Siire
Yiiriitiilmesi, B) DNA Omeklerinin Uzun Siire Y iiriitiilmesi.
Rakamlar Izolat Numaralarimi, Bf: B. flavothermus, Bs: B.
stherothermophilus ve P Ise pBR322'nin Hinfl ile Kesilmig
Durumlarimi Gostermektedir.
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3.5. Izolatlarin Total Protein Profili

Elde edilen 5 izolattan ve standart olarak kullamlan B. flavothermus
(DSM2641)'den izole edilen ¢o6ziinebilir proteinler, her kuyuya 50 ug
olacak sekilde %12 SDS-PAGE jeline yiiklendi. 15 mA'lik elektrik akiminda
proteinlerin yiiriitiilmesi sonucunda Sekil 11'de de goriildiigii gibi izolatlarin
bazi Ozellikleri bakimindan benzer olduklari, B. flavothermus'tan farkli
protein bantlarina sahip olduklari goriildii. Jelde elde edilen bantlarin
birbirlerine benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmas: amaciyla her izolattaki diger
izolata benzer olan bantlar sayildi ve izolatin gériilen tiim bant sayisma
orani bulunarak aralarindaki benzerlikler ortaya ¢ikarildi. Yapilan inceleme
sonucunda 1 numarali izolatin B. flavothermus'a % 46 oraninda, 2 numarali
izolatin % 47 oraninda, 3 numarali izolatin % 36 oraninda, 4 numaral:
izolatin % 41 oraninda ve 5 numarali izolatin ise % 36 oraninda benzedigi
goriildii. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri bakimindan
birbirine ¢ok benzeyen 1 ve 2 numarali izolatlarin protein profilleri ise
birbirlerine % 66 oraninda benzemektedir. Bircok 6zellikleri bakimindan
birbirlerine ¢ok benzeyen 3 ve 5 numarali izolatlar protein bantlar:
acisindan da birbirlerine cok benzemekte olup aralarindaki benzerlik orani
%96'dir. Fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri bakimindan diger
izolatlardan bazi farklara sahip olan 4 numarali izolat, protein profili
acisindan ilk bakista engok 2 ‘numarali izolatin protein profiline
benzemektedir ve aralarindaki benzerligin oram % 43'diir.
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<-36.000
<-29.000

<-24.000

Ayder Kaplicasindan Izole Edilen Izolatlardan ve B.
Sflavothermus'tan Saflagtinlan Coziinebilir Total Hiicre
Proteinlerinin %12'lik SDS-PAGE'de Analizi. Ik 6 Hatta 50 ug
Protein Oziitii, Sonraki 3 Hatta Ise 25 ug Protein Oziitii Vardr.
Bf: B. flavothermus'u, Rakamlar: Izolat Numaralarini, MA:
Moilekiiler Agirlig1 Bilinen Sahit Proteinleri GOstermektedir.
Yiiksek Molekiiler Agirliga Sahip Protein Bantlarinin
Aralarindaki Farkliliklarin Daha lyi Bir Sekilde Ortaya
Cikanlmasi Amaciyla 1, 4 ve 5 Numarali Izolatlar Ikinci Defa
Denenmigtir.



4. TARTISMA

Son zamanlarda, termofilik cevrelerin ekolojileri ve evrimleri,
uygulamal: ve genel mikrobiyoloji kadar ilgi ¢ekmektedir. Bilinen biitiin
termofilik tiirler arasinda, termofilik Bacillus sp. ve Clostridium sp.
tiirleri, spor olugturabilmeleri sebebiyle cok genis sicaklik araliinda,
yiiksek sicakliklarda yasayabilmeleri ve 1s1ya dayanikli enzimler
iiretmelerinden dolayi ilgi ¢cekmektedirler (38, 39, 40.41).

Aragtirma alanindan izole edilen bakterilerin hepsinin Bacillus cinsine
ait oldugu ortaya g¢ikarilmigtir. Literatiirler incelendiginde, sadece birkac
termofilik Bacillus tiiriiniin sicak su kaplicalarindan izole edildigi
goriilmektedir. Bunlar; B. flavothermus (42), B. caldotenax (43), B.
caldovelox (43), B. acidocaldarius (44), B. thermocatenulatus (45), B.
tusciae (46) ve B. caldolyticus'tur (47). Bunlarin disindaki Bacillus tiirleri
ise mezofilik ortamlardan ve diger habitatlardan izole edilmiglerdir (19).

Bacillus cinsi biiylik bir grup olup, Gram-pozitif, aerobik, endospor
olusturan cubuk sekilli bakterilerin heterojen bir grubunu i¢ine almaktadir.
Cins icerisinde biiyiik oranda fenotipik ¢esitlilik ortaya cikanimis olup, tiir
icerisinde veya tiirler arasinda 6nemli miktarda fenotipik farkliliklar ortaya
ctkarilmistir (20, 48, 49. 50, 51, 52). Arasgtirma alanindan izole edilen
bakteriler, hem yiiksek hemde diisiik sicakliklarda iireyebildiginden,
fakiiltatif termofilik bakteriler olarak adlandirilmaktadirlar. Elde edilen
izolatlardan hepsi endosporlu, aerobik, Gram-degigsken, basil morfolojisine
sahip ve hareketli olduklarindan Bacillus cinsi i¢ine sokulmugtur. Genelde
Bacillus cinsine ait olan tiirler Gram-pozitif olarak boyanmasina ramen,
bu cins i¢inde Gram-negatif boyanan ve Gram-degisken olan tiirlerin
mevcut oldugu bilinmektedir (20). Izolatlardan 1, 2, 4 ve 5 numarall
olanlar ¢ok ¢abuk bir sekilde sporlanirken 3 numarali izolat ise daha gec
sporlanmasi ile digerlerinden farklilik arzetmektedir. Ancak sporlanma
ozelliginin Bacillus tiirlerinde ¢ok cabuk kaybolabildigi bilinmektedir (20).
Bu olay, belki de sporlanma ile ilgili olan operonlarin (Bacillus subtilis'de
en azindan 50 operon vardir) mutasyon ve regiilasyonlara konu olmasi
sebebiyle olabilir. Bu 6zellige bakildiginda, 3 numarali izolatta béyle bir
mutasyon veya regulasyonun olabilecegi disiiniilmektedir, ciinkii diger
Ozellikleri bakimindan ¢ok benzedigi 5 numarali izolattan, sadece ge¢
sporlanmasi, flagella yapisi ve daha hizli biiyiimesi 6zelligi ile
ayrilmaktadir.
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Elde edilen izolatlar, baz1 biyokimyasal ve iireme Ozellikleri agisindan
mevcut olan Bacillus tiirlerinden farklilik arzetmektedirler (20).
Izolatlardan d6rdii 28-71°C arasinda biiyiiyebilirken sadece bir tanesi (2
nolu izolat) 28-72°C arasinda biiyimektedir. Yapilan literatiir
aragtirmalanina gore bu sicaklik aralifinda yasayan tek termofilik Bacillus
tiirliniin, Bacillus flavothermus oldugu g6rﬁlmii§tiir (20, 42). Ancak
izolatlardan sadece iki tanesi (1 ve 2 nolu izolatlar) koloni rengi itibariyle
(acik sar1 ve san) bu tiire benzemektedir. Bu her iki izolat da Tablo 4 ve
5'de gosterilen bazi ozellikleri agisindan Bacillus flavothermus'tan farklilik
arzettiginden, bu izolatlarin bu tiire ait olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi
ancak diger metodlar (genetiksel ve kemotaksonomik) yardimiyla
miimkiindiir. Bir ve 2 nolu izolatlar biitiin biyokimyasal ozellikleri
bakimindan birbirine benzemesine ragmen, birbirlerinden, 2 nolu izolatin
daha acik san renkli olusu ve 72°C'de biiytiyebilmesi 6zelligi ile ayrilirlar.
Bu ¢zelliklere bakilarak bu her iki izolatin aym: tiiriin farkli suglari oldugu
diisiiniilmektedir. Elde edilen diger 3 izolat (3, 4 ve 5) renk itibariyle
birbirine benzemektedirler. Ancak, 4 nolu izolat, bazt biyokimyasal ve
fizyolojik ozellikleri ile digerlerinden farklidir. U¢ ve 5 nolu izolatlar
biitlin biyokimyasal 6zellikleri bakimindan birbirlerine benzemelerine
ragmen 3 nolu izolat ¢abuk iireyebilme 6zellidi, ge¢ sporlanmasi, flagella
yapist ve koloni morfolojisi agisindan 5 nolu izolattan farklilik
arzetmektedir. ‘

Yapilan plazmid izolasyonu denemeleri sonucunda 3 ve 5 nolu
izolatlardan elde edilen halka halindeki plazmidlerin restriksiyon analizleri
yapildi. Ancak 1, 2 ve 4 numarali izolatlardan elde edilen lineer plazmid
gibi goriinen yapilarin, genomik DNA pargalar oldugu, %0,7'lik agaroz
jelde ayni miktarda lineer plazmid oldugu sanilan DNA ve genomik
DNA'nin yanyana yiiriitiilerek ve lineer plazmid zannedilen yapinin Sau3A
enzimiyle homojen olmayan parcgalara ayrilmasiyla, plazmid olmadigina
karar verildi.

. Elde edilen bakterilerin baz1 biyokimyasal ve biiyiime 6zellikleri
bakimindan birbirlerine gore farkliliklar gosterdigi ve bazi &zellikler
bakimindan mevcut olan Bacillus tiirlerinden ayrildiklar:1 tesbit edildi.
Ancak, sadece biyokimyasal, biiyiime ve fizyolojik 6zelliklere dayanilarak
yapilan siniflandirmanin bazi karnsikliklara neden oldugu ve bu yiizden de
tam siniflandirmanin yapilabilmesi i¢in sonuclarin bazi genetik, serolojik ve
kemotaksonomik bulgularla desteklenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (21).
Bu amagcla, elde edilen izolatlarin icerdigi total proteinlerin profili ve 16S
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rRNA'min RFLP'leri incelendi. Yapilan SDS-PAGE jel elektroforezi
sonucunda izolatlarin protein profillert incelendifinde elde edilen
izolatlarin baz: 6zellikleri acisindan benzer olduklar fakiiltatif termofilik
bir bakteri olan B. flavothermus'a sirasiyle %46, %47, %36, %41 ve %36
oranlarinda benzedigi goriildii. Ayrica biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri agisindan birbirine benzer izolatlar olan 1 ve 2 numarali
izolatlarin birbirlerine %66 oraninda benzedidi ancak 3 ve 5 numarali
izolatlarin ise birbirlerine %96 oraminda benzedikleri gozlendi. Digerlerine
gore bazi bariz farklara sahip olan 4 numarali izolat ise ilk bakigta protein
profili agisindan benzer gibi goriindiigii 2 numarali izolata, %43 oraninda
benzemektedir. Elde edilen bu sonuglar literatiirlerle kargilagtinldiginda
hepsinin B. flavothermus'tan farkl: tiirler oldugu digiiniilmektedir. Aym
zamanda kendi aralarinda da Onemli oranlarda farkliliklar oldugundan,
sadece 3 ve 5 numarali izolatlarin aym tiiriin farkli suslart olabilecegi,
digerlerinden 1 ve 2 numaral: izolatlarin ise farkl: tiirler oldugu, 4
numarali izolatin ise farkli bir tiir oldugu diisiiniilmektedir. Bilindigi gibi
aym tiirtin suglar1 DNA-DNA homolojisi acisindan birbirlerine en az %70
oraninda benzemektedirler. Cato ve arkadaslan (30) yaptiklan1 ¢aligmada,
aralarinda %40 oraninda DNA-DNA homolojisi olan, ayni Clostridium
tiirii oldugu ©ne siiriilen suglarin, protein profili agisindan ¢ok bariz
farkliliklara sahip oldugunu ve bu yiizden de bunlarin farkli tiirler
olabilécegini Onerdiler. Cato ve arkadaglan tarafindan, 70 adet Clostridium
tiirtiniin suglarr arasinda suda ¢oziinebilir proteinlerinin elektroforetik
olarak kargilagtiriimasini esas alan bir arastirma yapilmug ve aragtirmanin
sonucunda %80 DNA-DNA homolojisi gdsteren suglarin, ayni protein
bantlarina sahip olduklan goriilmiigtiir (30). Aralarinda %70 DNA-DNA
homolojisi olan suglarin protein bantlarinda ise ¢ok Kkiigiik farkliliklarin
oldugu ortaya ¢ikarilirken, farkl: tiirlerin ise birbirinden farkli protein
bantlarina sahip olduklan goriilmiigtiir (30). Elde edilen protein profili
sonuclan fizyolojik ve biyokimyasal sonuglan destekler niteliktedir.
Bilindigi gibi makromolekiillerin filogenetik analizlerde kullanilmasi
Onemli bilgiler saglamaktadir. rRNA'larin 6zellikle de 16S rRNA'nin
akrabahiklarin incelenmesinde Snemli oldugu bilinmektedir. Ciinkii 16S
rRNA yapisinda biiyiik oranda bilgi icermekte olup, korunmus bir tabiat
ve evrensel bir dagilimi vardir (53). Ayrica Stackebrandt ve Goebel (24),
ayni cinse ait olan tiirlerin 16S rRNA genlerinin dizileri arasindaki
benzerligin %97'den daha az oldugunu Onermektedirler. Beffa ve
arkadaglar1 (35) aym tiire ait olan suglarin, aym1 RFLP'yi gésterdigini
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Onermektedirler. Yapilan PCR analizi sonucunda E. coli'nin evrensel
primerleri ile artirilan 16S rRNA geninin, E. coli icin 1400 bp oldugu, elde
edilen 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali izolatlar ve B. flavothermus igin E. coli'ye
benzer olarak 1400 bp uzunlugunda oldugu goriilmektedir. Yapilan 16S
rRNA gen amplifikasyonu sonucunda elde edilen 16S rRNA gen parcalar,
Hinf 1 restriksiyon enzimi ile kesildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde
izolatlardan 4 numarali olaninin difer hepsinden kesinlikle farkli oldugu, 1,
2 ve 3 numaral izolatlann olugan fragmentler agisindan birbirine benzedigi
ve 5 numarali izolatin ise diger ii¢ izolattan sadece 30 bp'lik bir fragment
bakimindan farkli oldugu goriildii. Ayrica izolatlarin bazi 6zellikleri
acisindan benzer olduklar1 B. flavothermus ve B. stherothermophilus'tan
farkli olduklan1 goézlendi. Bir ve 2 numarali, 3 ve 5 numaral: izolatlar,
fizyolojik ve biyokimyasal Gzellikleri agisindan birbirine biiyiik oranda
benzemektedir. Diger 6zelliklere bakildifinda RFLP sonuglarinin daha
degisik olacagi beklenmekteydi. Yani 1 ve 2 numaralarin birbirine
benzemesi beklenirken 3 ve 5 numaralt izolatlarin RFLP'lerinin
birbirlerine benzemesi beklenmekteydi. Ancak yukarida da bahsedildigi
gibi, ayni tiiriin suslar1 arasinda 16S rRNA geninin niikleotid sirasi
acisindan, %3'lik, yani 45 niikleotidlik bir farkliligin olabilecegi
bilinmektedir ve bu farklilik molekiiliin primer yapisinda olmayip
molekiiliin biiylik oranda degisiklige maruz kalabilen béliimlerinde
olmaktadir. Onerilen bir fikre gore (24), bu farkliliklar suglar arasindaki
filogenetik iligskiyi gostermekte olup, bu iligkilerin ortaya ¢ikarilmasi icin,
sadece bu bolgelerin niikleotid dizilerinin ortaya ¢ikarilmasimin yeterli
olabilecegi diigiiniilmektedir. Yapilan 16S rRNA geninin, RFLP'si
sonucunda beklenmedigi halde, 1, 2 ve 3 nolu izolatlarin birbirlerine
benzemesi ve 5 numaral izolatin ise 3 numarali izolattan farkli olmasi
Hinfl ile kesme sonucunda farkhlifi meydana getiren 30 bp'lik fragmentin
Hinfl bolgesindeki bdyle bir bdlgede olabilecegi ve diger ozellikleri
bakimindan birbirine ¢ok benzeyen izolatlarin birbirlerinin suglar
olabilecegi fikrini diigiindiirmektedir. Elde edilen protein profili sonuglarn
ile karsilastirildiginda, olugsan protein bantlart agisindan birbirine %96
oraninda benzeyen 3 ve 5 numarali izolatlarin aym tiiriin farkli suslari
oldugu diisliniilmektedir. Ancak protein profili agisindan birbirine %66
oraninda benzeyen 1 ve 2 numarali izolatlarin aymu tiiriin farkl: suglar1 m
yoksa farkl tiirler mi olduklan yapilacak detayli 16S rRNA dizin analizi
sonucunda ortaya e¢ikarilacaktir. Dort numarali izolat ise hem baz
fizyolojik ve biyokimyasal, hem protein profili ve hem de 16S rRNA
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RFLP'si acisindan digerlerinden bariz bir sekilde farkli oldugundan, bu
izolatin farkls bir tiir oldugu diigiiniilmektedir.

Mevcut sonuglar ve literatiir bilgileri kargilastirildifinda, elde edilen
izolatlarin B. flavothermus ve B. sterothermophilus'tan farkli olduklan, bu
yilizden de bunlarin Bacillus cinsine ait literatiirlerde mevcut olmayan yeni
tiirler olduklar: diigiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, izolatlarin kendi
aralarinda gostermis olduklar: farkliliklar ytiziinden ya 3 farkl: tiir ya da
ayni tiiriin farkl1 suglar1 olduklan diigiiniilmektedir.

Caligmanin yapildig: alan halkin kaplica olarak faydalandig: bir sicak
su kaynag1 oldugundan izole edilen bakterilerin herhangi bir patojeniteye
sahip olup olmadiklarinin tespit edilmesi olduk¢a Onemlidir. Patojenite
meydana getiren bakteriler genel olarak kapsiil yapilarim1 meydana

getirmektedir (8). Yapilan kapsiil boyamalar neticesinde 1 ve 2 numarali
izolatlarin kapsiile sahip olduklari, 3, 4 ve 5 numarali izolatlarin ise bdyle
bir yapiya sahip olmadiklar1 goriildiigiinden 1 ve 2 nolu izolatlarin
patojeniteye sebep olabilecegi, 3, 4 ve 5 nolu izolatlarin ise olmayabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak kapsiil yapisina sahip olan bakterilerin patojen,
digerlerinin ise patojen olmadiginin kesin olarak séylenmesi miimkiin
olmadigindan, elde edilen izolatlarin herhangi bir patojeniteye sahip olup
olmadiklar:, kesin tiir tayinleri yapildiktan sonra, yapilacak olan "biyo-
assay" denemeleriyle ortaya ¢ikanlabilecektir.



5. SONUCLAR

1) Sonug olarak bu calismada, Ayder Kaplicasinin termofilik bakteri
floras1 belirlendi.

2) Yapilan kantitatif sayim sonucunda kaplica suyunun mililitresindeki
termofilik bakteri sayisinin 13/mi oldugu goriildii.

3) Kantitatif sayim sonucunda, filtreden gecirilmek suretiyle ve
zenginlegtirme kiiltiirleri yapilarak elde edilen bakterilerden, birbirlerinden
farkl: olduklari gézlenen 5 izolat alinarak, diger testlere tabi tutuldu.
Y apilan morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal testler sonucunda
izolatlarin Bacillus cinsine ait tiirler oldugu ortaya ¢ikanldi.

4) Yapilan literatiir aragtirmalarinda, Bacillus flavothermus'un elde
edilen izolatlarla ayni sicaklik aralifinda yagayan ve bazi ozellikleri
bakimindan bu izolatlara benzeyen Bacillus tiirii oldugu ortaya cikarildi.
Izolatlarin gercekten bu Bacillus tiirii olup olmadifinin ortaya ¢ikariimasi
amaciyla, total protein profilleri ve 16S rRNA genlerinin RFLP'leri
cikanldi. Izolatlarin ve Bacillus flavothermus'un total protein profilinin ve
16S rRNA genlerinin Hinfl ile yapilan RFLP'lerinin karstlastiriimalar:
sonucunda, izolatlarin B. flavothermus'tan farkli oldugu, ayrica kendi
aralarinda da 6nemli oranlarda farkliliklar gosterdikleri gozlendi.

5) Yapilan biitiin testlerin sonuglar incelendiginde, 3 ve 5 numarali
izolatlarm aymi tiiriin farkhi suslari olduguna karar verilirken 1 ve 2
numarali izolatlarin ya aym tiiriin farkli suglann veya birbirinden farkl: iki
tiir olabilecegi diigiiniilmektedir. Diger taraftan, 4 numarali izolatin ise,
kesinlikle diger dort izolattan farkli olduguna karar verildi. Yukarida da
bahsedildigi gibi, yapilan literatiir aragtirmalarinda, izolatlarla ayni veya
cok yakin Ozelliklere sahip Bacillus tiirleri goriilmedifinden elde edilen
izolatlarin ya ii¢ farkli yeni tiir veya aym tiiriin farkl: suslari oldugu
diigiiniilmektedir. Elde edilen izolatlarin kesin tiir tayinlerinin yapilabilmesi
igin 16S rRNA genlerinin dizin analizinin yapilmasi digiiniilmektedir.
Ancak bu takdirde kesin tiir tayinleri yapilmig olabilecektir.



6. ONERILER

Arastirma sonucunda, Ayder Kaplicasinda diisiik sayiya bile olsa
termofilik bakterilerin bulunmug olmasi ve elde edilen bu bakterilerden iki
tanesinin kapsiil yapilarina sahip olmalar1 sebebiyle, halk saglifi agisindan
bu bakterilerin herhangi bir patojeniteye sahip olup olmadiginin
aragtirilmasimi gerektirmektedir.

Kaplicadan izole edilen bakterilerin diinya literatiirii icin yeni Hirler
oldugu diisiiniildiigiinden, bunlarin ihtiva ettikleri 1s1iya dayamkli enzimlerin
incelenmesi gerekmektedir. Istya dayanmikli olan bu enzimlerin endiistriyel
amacli kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Yapilan plazmid DNA's1 izolasyonlar1 sonucunda, iki izolatta 5600
bp'lik halka halinde plazmidler bulundugundan, bu plazmidler lizerinde baz
caligmalarin yapilmasinin faydali olacagi kanaatindeyim. Bu amacla, elde
edilen plazmidlerin tagidiklar1 biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi,
restriksiyon enzimi analizleri ile plazmid RFLP'lerinin yapilmasi
diigtiniilmektedir. Boylece, termofilik Bacillus tiirlerinde ¢ogalabilen bu
plazmidin, ileride bir vektor olarak kullamilmasi miimkiin olabilecektir.

Aym zamanda, yapilan bu caligmanin, sonuglar1 ve kullanilan
metodlar agisindan ileride yapilmasi diisiiniilen buna benzer ¢aligmalara 11k
tutacag kanaatindeyim.



7. KAYNAKLAR

1. Cappuccino, J.G. ve Sherman, N., Microbiology: a Laboratory
Manual, Third Edition, Rockland Community College, Suffern, New

York, 1992.

2. Holt, J.G., Krieg, N.R, Sneath, P.H., Staley, J.T. ve Williams, S.T.,
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, Ninth Edition, Williams
and Wilkins, Baltimore, 1994.

3. Brock, T.D., Thermophiles: General, Molecular and Applied
Microbiology. Brock, T.D., JohnWiley and Sons, New York, 1986.

4. Weimer, J.P., Thermophiles: General. Molecular and Applied
Microbiology, Brock, T.D., JohnWiley and Sons, New York, 1986.

5. Beguin, P. ve Millet, J., Thermophiles: General, Molecular and
Applied Microbiology, Brock, T.D., New York, 1986.

6. Thomas, K.N. ve Kenealy, W.F., Thermophiles: General

Molecular and Applied Microbiology, Brock, T.D., JohnWiley and Sons,
New York, 1986.

7. Brock, T.D. ve Freeze, H., Thermus aquaticus gen. n. and sp. n. ,
A Nonspulating Extreme Thermophile, J. Bacteriol. 98 (1969) 289-97.

8. Brock, T.D. ve Madigan, M.T., Biology of Microorganisms,
Prentice Hall, New Jersey, 1988.

9. Brock, T.D., Life at High Temperatures, Science, 230 (1985) 132-

138.

10. Tansey, M.R. ve Brock, T.D., Microbial Life in Extreme
Environments, Academic Press, New York, 1978.

11. Woese, C.R., Archaebacteria, Wolfe, R.S., Academic Press, New
York, 1985.

12. Brock, T.D., Brock, M.L., Bott, T.L. ve Edward, M.R.,

Microbial Life at 90°C: The Sulfur Bacteria of Boulder Spring, J.
Bacteriol., 170 (1971) 303-314.

13. ANONIM, Rize ili Turizm Envanteri, Rize, 1994.



68

14. ANONIM, Maden Suyu Apaliz Raporu, T.C. Saglik ve Sosyal
Yardim Bakanligi, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanligi, Cevre
Sagli1 Miidiirliigii, Ankara, 1986.

15. Matsumura, M., Katakura, Y., Imanaka, T. ve Aiba, S.,
Enzymatic and Nucleotide Sequence Studies of a Kanamycin-Inactivating
Enzyme Encoded by a Plasmid from Thermophilic Bacilli in Comparison
with That Encoded by Plasmid pUB110, J. Bacteriol., 160 (1984) 413-420.

16. Watanabe, K., Oshima, T. ve Nishimura, S., CD Spectra of 5-
methyl-2-thiouridine in tRNA-met-F from an Extreme Thermophile,
Nucleic Acids. Res, 3 (1976) 1703-1713.

17. Zinder, S.H., Thermophiles: General, Molecular and Applied
Microbiology, Brock, T.D., JohnWiley and Sons, New York, 1986.

18. Benson, H.J., Microbiological Applications. a Laboratory Manual
in_General Microbiology, Fourth Edition, Wm C. Brown Publishers.
Dubuque, Iowa, 1985.

19. Canganella, F. ve Trovatelli, L.D., Ecological and Physiological
Studies on Thermophilic Bacilli from Sulfataric Hot Springs of Central
Italy, J. Basic Microbiol, 35 (1995) 9-19.

20. Sneath, A.P., Bergey's Manual of Systematic Bacteriology,
Volume 2, Sneath, A.P., Mair, N.S., Sharpe, M.S. ve Holt, J.G., Williams
and Wilkins, Baltimore, 1986.

21. Johnson, J.L., Bergey's Manual of Systematic Bacteriology,
Volume 2, Sneath, A.P., Mair, N.S., Sharpe, M.S. ve Holt, J.G., Williams
and Wilkins, Baltimore, 1986.

22. Gray, M.W., Sankoff, D. ve Cedergren, R.J., On the Evulutionary
Descent of Organisms and Organelles: A Global Phylogeny Based on a
Highly Conserved Structural Core in Small Subunit Ribosomal RNA,
Nucleic Acids Res., 12 (1984) 5837-5852.

23. Relman, D.A., Schmidt, T.M., MacDermott, R.P. ve Falkow, S.,
Identification of The Uncultured Bacillus of Whipple's Disease, N. Engl. J.
Med., 327 (1992) 293-301.

24. Stackebrant, E. ve Goebel, B.M., Taxonomic Note: A Place for
DNA-DNA Reassociation and 16S rRNA Sequence Analysis in the Present
Species Definition in Bacteriology, Int. J. Syst. Bacteriol., 44 (1994) 846-
849.




69

25. Cammins, C.S. ve Harris, H., The Chemical Composition of the
Cell Wall in Some Gram-Positive Bacteria and Its Possible Value as a
Taxonomic Character, J. Gen. Microbiol., 14 (1956) 583-600.

26. Jeffries, L., Cawthorne, M.A., Harris, M., Cook, B. ve Diplock,
A.T., Menaquinone Deterrmnatlon in the Taxonomy of Micrococcaceae, J.
Gen. Microbiol., 54 (1969) 365-380.

27. Yamada, Y., Inouye, G., Tahara, Y. ve Kondo, K., The
Menaquinone System in the Classification of Aerobic Gram-Positive Cocci

in the Genera Micrococcus, Staphylococcus, Planococcus and Sporasarcina,
J. Gen. Appl. Microbiol., 22 (1976) 227-236.

28. O'Farrel, P., High Resolution Two-Dimensional Electrophoresis
of Proteins, J. Biol. Chem., 250 (1975) 4007-4021.

29. Roberts, G.P., Leps, W.T., Silver, L.E. ve Brill, W.J., Use of
Two-Dimensional Electrophoresis to Identify and Classify Rhizobium
strains, Appl. Environ. Microbiol., 39 (1980) 414-422.

30. Cato, E.P., Hash, D.E., Holdeman, L.V. {fe Moore, W.E.C.,
Electroforetic Study of Clostridium Specsies, J. Clin. Microbiol. 15
(1982) 688-702.

31. Holdeman, L.V. ve Cato, E.P., Anaerobic Laboratory Manual,
Moore, W. E. C., Fouth Edition, Blacksburg, 1977.

32. Voskuil, M.I. ve Chambbiss, G.H., Rapid Isolation and Sequencing
of Purified Plasmid DNA from Bacillus subtilis, Applied and Envronmental
Microbiology, 59 (1993) 1138-1142.

33. Pitcher, D.G., Saunders, N.A. ve Owen, R.J., Rapid Extraction of
Bacterial Genomic DNA with Guanidium Thiocyanate, Lett. Appl.
Microbiol, 8 (1989) 151-156.

34. Brosius, J., Palmer, M.L., Kennedy, P.J. ve Noller, H.F.,
Complete Nucleotid Sequense of a 16S Ribosomal RNA Gene from
Escherichia coli, Proc. Natl. Acad. Sci., 75 (1978) 4801-4805.

35. Beffa, T., Blanc, M., Lyon, P.F., Vogt, G., Marchiani, M.,
Fischer, J.L. ve Aragno, M., Isolation of Thermus Strains from Hot
Composts (60 to 80°C), Appl. Environ. Microbiol., 62 (1996) 1723-1727.



70

36. Marion, M., A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye
Binding, Anal. Biochem., 72 (1976) 248-254.

37. Maniatis, T., Fritsch, E.F. ve Sambrook, J., Molecular Cloning,
Cold Spring Harbor, New York, (1982).

38. Ljungdahl, L.G., Physiology of Thermophilic Bacteria, Adv.
Microbiol. Physiol., 19 (1979) 149-156.

39. Sonnleitner, A., Biotechnology of Thermophilic Bacteria, Growth
Products and Application, Adv. Biochem. Eng. Biotech., 28 (1983) 69-138.

40. Sharp, R.J., Riley, P.W. ve White, D., Heterotrophic

Thermophilic Bacilli. In: Thermophilic Bacteria, Kristjansson, J.K., CRC
Press, Boca Raton, 1991.

41. Cangenella, F. ve Wiegel, J., The Clostridia and Biotechnology,
Woods, D.R, Butterworth Press, Stoneham, MA, 1993.

42. Heinen,W., Lauwers, A.M. ve Mulders, J.W.M., Bacillus
flavothermus, A Newly Isolated Facuitative Thermophile, Antonie van
Leeuwenhoek, 48 (1982) 265-268.

43. Heinen, W.J. ve Heinen, W., Characteristics and Properties of a
Caldoactive Bacterium Producing Extracellular Enzymes and Two Related
Strains, Arch. Microbiol, 82 (1972) 1-7.

44. Darland, G. ve Brock, T.D., Bacillus acidocaldarius sp., nov. An
Acidophilic Thermophilic spore-forming Bacterium, J. Gen. Microbiol, 67
(1971) 9-15.

45. Heinen, W., Growth Conditions and Temperature Dependent
Substrade Spesfity of Two Extremly Thermophilic Bacteria, Arch.
Microbiol, 76 (1971) 2-8.

46. Golovacheva, R.S., Egora, L.A. ve Loginoya, 1.G., Ecology and
Systematics of Aerobic Obligate Thermophilic Bacteria Isolated from
Thermal Localities on Mount Yangou-Tau and Kunashir Isle of the Kuril
Chain, Microbiology, 34 (1965) 693-670.

47. Bonjour, F. ve Aragno, M., Bacillus tusciae, A New Species of
Thermoacidophilic, Facultatively Chemolithoautotrophic, Hydrogen
Oxidizing Spore Former from a Geothermal Area, Arch. Microbiol, 199
(1984) 397-401.




71

48. Claus, D. ve Fatz, D., Bacillus, En. C.R. Harwood, Plenum Press,
New York, 1989.

49. Gordon, R.E., The Aerobic Endospore Forming Bacteria -
Classification and Idendification, Berkeley, C.W. ve Goodfellow, M.,
Academic Press, London, 1981.

50. Gordon, R.E., Haynes, W.C. ve Pang, C.H.-N., The Genus
Bacillus, Washinton D.C., 1973.

51. Priest, F.G., Goodfellow, M. ve Tood, C., The Aerobic
Endospore Forming Bacteria - Classification and Idendification, Berkeley,
C.W. ve Goodfellow, M., Academic Press, London, 1981.

52. Priest, F.G., Goodfellow, M. ve Tood, C., A Numerical
Classification of the Genus Bacillus, J. Gen. Microbiol, 143 (1988) 1847-
1882.

53. Lane, D.J., Pace, B., Olsen, G.J., Stahl, D.A., Sogin, M.L. ve
Pace, N.R., Rapid Determination of 16S Ribosomal RNA Sequences for
Phylogenetics Analysis, Proc. Natl. Acad. Sci, 82 (1985) 6955-6959.




8. OZGECMIS

1972 yilinda Siirmene'de dogdu. Ilk ve orta 6grenimini Arakli'da Lise
Ggrenimini Samsun'da tamamladiktan sonra 1989-1990 &gretim yilinda
K.T.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde Lisans &grenimine
bagladi. 1993 yilinda bu bédliimden biyolog iinvan: ile mezun oldu. Aym yil
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine
basladi ve su anda Biyoloji Anabilim Dalinda Aragtirma Gorevlisi olarak
caligmaktadir.



