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OZET

Bu aragtirmada, Mug Cukurbag Koyii'nden alinan gazh sondaj suyundan
bakteri izolasyonu gerceklestirildi. Bu bakterilerin tiir tayinleri yapildi. Ayni
zamanda, incelenen sudaki bakteri sayisi aragtirildi.

Su orneklerindeki bakteri sayisi, membran filtresi metoduna gore tespit
edildi. Ayrica alinan su Orneklerinden zenginlestirme Kkiiltiirii yapilmak ve
filtreden gecirilmek suretiyle elde edilen niimunelerin ekimleri neticesinde
olusan koloniler, stereo mikroskop altinda incelendi. Incelemeler sonucunda,
bes farkli izolat difer testlere tabii tutulmak lizere secildi. Segilen izolatlarin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, bazi genetiksel ve kemotaksonomik
ozellikleri incelendi.

Yapilan aragtirma sonucunda, gazli sondaj suyundaki bakteri sayisinin
124 bakteri/ml oldugu saptandi. Elde edilen izolatlar, 6zellikleri dikkate
alinarak, Bacillus, Bordetella ve Providencia cinsleri icine dahil edildiler.

Anahtar Kelimeler: Gazli Sondaj Suyu, Bacillus sp., Bordetella sp.,
Providencia sp.
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SUMMARY

Isolation and Molecular Characterisation of Bacteria in
Mus- Cukurbag's Gas Saturated Ground Water

In this study, bacteria isolation were carried out from Mus-Cukurbag's
gas saturated ground water, and then, species of isolates were tried to be
determined. Meanwhile, the number of bacteria in the samples from water
was determined.

The number of bacteria in the water samples was defined by the
membrane filtration method. In addition, the samples obtained by filtration
and the enrichment cultures from the gas saturated ground water were grown
on nufrient agar medium and the colonies were examined under stereo
microscope. Five different isolates were subjected to the further tests.
Morphological, physiological, biochemical, some genetically and
chemotaxonomical features of the isolates were examined.

As conclusion, the number of bacteria in the gas saturated ground water
was found as 124 bacteria/ml. According to the properties of isolates, they are
placed into genus Bacillus, Bordetella and Providencia.

Key Words: Gas Saturated Ground Water, Bacillus sp.,
Bordetella sp., Providencia sp.
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Giiniimiizde yasayan ve daha 6nce yasadig: bilinen tiirlerin belirli bir
sistem icinde ele alinip siniflandirilmasi uzun zamandir devam etmektedir.
Gerek dig goriiniigleri gerekse i¢ yapilari karsilastirilan canlilarin birgok
bakimdan benzer olugu bunlar1 gruplandirmayi miimkiin kilmugtir (1).

Mikroorganizmalarin kesfinden Once, dogadaki biitiin canli
yaratiklarin hayvan veya bitki orijinli oldugu ve bagka ara tiirlerin
olmayacag: diigiiniiliirdi. Mikroskobun kesfi ve bunun yardim ile
mikroorganizmalarin bulunmasi, meveut durumu tamamiyle degistirmig ve
gozle goriilmeyen bagka bir canlilar aleminin varlifini ortaya koymustur.
Bu mikroskobik canlilarin insan ve hayvanlarda hastalik olugturduklari
saptandiktan sonra nemleri daha da artmus, iizerlerinde yogun ¢aligmalar
yapilmigtir ve hala da yapilmaya devam etmektedir. Mikroorganizmalari
belli, gecerli ve devamli bir siniflandirmaya tabi tutma fikri ¢ok eskiden
baglamig olmasina ragmen, yeni mikroorganizmalarin bulunmasi ve bunlarin
degisik karakterlere sahip olmalari nedeniyle, yapilan sistematikler devamli
degismekte ve yerlerine giiniin kosullarina uygun olanlan hazirlanmakta ve
konulmaktadir (2).

Mikroorganizmalarin &zellikleri, onlarda yiiksek canlilarda
uygulandig1 gibi, filogenetik temele dayali olarak tam bir sekilde tiir,
cins, familya, takim, sinif, sube dizisine uygun bir siniflandirma yapabilmek
icin simirhidir. Bilindigi gibi yiiksek canlilarda bu tiir siniflandirmalar igin
fosillerden yararlanilir. Her ne kadar sinirli sayida mikroorganizma fosili
bulunabilmekte ise de bunlarin o6zelliklerinin incelenmesi yiiksek
canlilarinkine kiyasla oldukg¢a zordur (3). Ayrica mikroorganizmalarin
gozle goriilmemeleri ve kiigiik olmalari bunlarin bircok o©zelliginin
saptanamamasina yol agmaktadir. Bu durum da sistematigin gegerliligini ve
devamlihifini olumsuz yonde etkilemektedir. Mikrobiyolojik teknikler
ilerledikce, mikroorganizmalarin karakterlerinin biiyiik bir boliimii agikliga
kavugmakta ve sistematikteki yerleri de buna bagh olarak daha saglam ve
belirgin olmaktadir (2).

Onceleri bitki olarak ele alinan bakterilerin, giiniimiizde 6zel bir
hiicresel yapiya sahip oldudunun anlagilmasi, bakteri sistematigini ortaya
citkarmigtir. Mikrobiyolojik tekniklerin ¢ok gelismemis oldugu
donemlerde bakterilerin simiflandirilmalar: aralarindaki fenotipik



benzerliklere bakilarak yapilirdi. Bu metodlar, halen daha
kullaniimaktadir. Ancak bu 6zellikleri birbirine asir1 derecede benzeyen
organizmalarin ayrilmasinda ve bakterilerin filogenetik akrabaliklarinin
ortaya ¢ikariimasinda ¢ok bagarili olmamaktadir. Ortaya ¢ikan bu tip
problemlerin ¢oziimlenmesinde niikleik asitlerle yapilan c¢aligmalarin
kullanilmasina ilk olarak 25 sene 6nce baglanmugtir (4). Siniflandirma
caligmalarinda genomik iligkilerin kullanilmasi, yapilan tiir tayinlerinin
daha kesin olmasini saglanmaktadir.

Bilindigi gibi bakteriler havada, toprakta ve suda yasayabilen
mikroorganizmalardir. Giiniimiizde bakteri sistematigine yeni tiirler
kazandirmak amaciyla, bu ortamlardan bakteri izolasyonu
yapilmaktadir.

Bu caligmada, Mus'un Cukurbag Koyii'nden alinan su ornegi
incelenmigtir. Su, ategle muamele edildiginde yanici bir 6zellige sahiptir.
Suyun yanict olma 6zelligi icerisinde gaz veya petrol gibi bilesiklerin
varligint gostermektedir. Bu nedenle suyun difer bilinen ortamlardan
farklilik gostermesi bize burada yeni bakteri tiirlerinin, yeni bir bakteri
tiirii tespit edilmese bile yeni suglarin olabilecegini diisiindiirmiigtiir.
Yapilan aragtirmada, ¢aligma ortam olarak belirlenen suyun bakteri
izolasyonu yapilarak bunlarin teshis edilmesi, boylece literatiire yeni
tiirlerin kazandirilmast ve ekonomik Onemlerinin belirlenmesi
amaclanmigtir.

TC YUKSEKOGRETIM KURULY
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1.2. Mikroorganizmalarin Simflandirilmasi

Yapilarina bakilarak mikroorganizmalarin ii¢ biiyiik grupta
toplanmalar1 uygun bulunmaktadir. Birinci grupta, hiicre yapilan bitki ve
hayvan hiicrelerinin yapisina benzerlik gosteren mikroorganizmalar yer
almaktadir. Bunlara gercek ¢ekirdekli anlamina gelen okaryotik
mikroorganizmalar (Eucaryotae) adi verilir. Bu gruba algler,
protozoonlar ve mantarlar girmektedir. Mikroorganizmalarin ikinci
grubunda daha basit bir hiicre yapisina sahip olan mavi-yesil algler
(Cyanobacteria), bakteriler ve yapilar1 prokaryotlarla 6karyotlar arasinda
bir gecis yapisi gosteren arkebakteriler (Archaebacteria) bulunmaktadir.
Bu gruba prokaryotlar (Procaryotae) denir. Mikroorganizmalarin tigiincii
grubunu ise bir hiicre yapist gostermeyen ve tek baglarina metabolizma
aktiviteleri bulunmayan viriisler olugturmaktadir. Baglica mikroorganizma
gruplar1 Tablo 1'de goriilmektedir (3).

Tablo 1: Baglica mikroorganizma gruplan

Okaryotlar (Eucaryotae)
Algler (Algae)
Protozoonlar (Protozoa)
Mantarlar (Fungi)
Kiifler
Mayalar
Prokaryotlar (Procaryotae)
Arkebakteriler (Archaebacteria)
Siyanobakteriler (Cyanobacteria)
Bakteriler (Bacteria)
Spiroketler (Spirochaeta)
Obakteriler (Eubacteria)
Klamidiyalar (Chlamydia)
Riketsiyalar (Rickettsia)
Mikoplazmalar (Mycoplasma)
Viriisler ve Viroidler




1.3. Bakteriler Hakkinda Genel Bilgiler
1.3.1. Bakteri Hiicresinin Yapisi

Laboratuvarlarda arastirma amaciyla ¢ok sik kullanilan 1g1k
mikroskoplarinin (faz kontrast, ultraviole, vs.) ve 0zellikle de son
yillarda elektron mikroskobunun kegfedilmesi ile birlikte,
mikroorganizmalarin morfolojilerinin ve yapilarinin ayrintili incelenmesi
miimkiin olmugtur (2).

Bakteri hiicresi, prokaryotik hiicre yapisindadir. Bu gesit hiicreler,
temelde okaryotik hiicreye benzerlikler gostermekle beraber Snemli
ayriliklar1 da bulunmaktadir. Genellikle daha basit hiicre yapisi1 gosterirler
(3). Tipik bir prokaryot hiicresi, hiicre duvari, hiicre zari, ribozom ve
niiklear bolgeden ibarettir (5).

Hiicre zarinin diginda bulunan hiicre duvarn, hiicreye desteklik
saglayan ve onu koruyan, hiicrenin digindaki yapidir (6). Kalinlig1 bakteri
cins ve tiirlerine gore degismek iizere, genellikle, 10-25 nm arasinda bir
olciiye sahip olan hiicre duvari, sert ve ayni zamanda elastik bir yapi
karakterine sahiptir ve bu 6zelligi sayesinde, bakterilere sekil vermektedir.
Bakterilerin yasami i¢in onemli olan permeabilitenin veya ozmozisin
saglanmasinda ve devam ettirilmesinde, antijenik karakterlerinin ve viriilens
faktorlerinin olugturulmasinda ve ayrica gram pozitiflik ve gram
negatiflifin meydana gelmesinde, diger faktorlerin yani sira, hiicre
duvarinin rolii oldukg¢a fazladir (2).

Hiicre zari, hiicre duvarmin altinda, bundan ayri, daha ince ve
sitoplazmayi saran iki katmanl (fosfolipid bilayer) bir zardir. Kalinhif
bakteri tiirleri arasinda az ¢ok degismesine kargin yapis1 hemen hemen
benzerdir. Kalinlig1 5-10 nm kadar olan hiicre zan ile hiicre duvan
arasinda periplazmik bir bosluk bulunur. Hiicre zarinin, sitoplazmayi
sarmak ve korumak, secici gecirgenlik ve ozmotik bariyer saglamak, enerji
metabolizmasinda gorevli enzim reaksiyonlarimi temin etmek, DNA'nin
replikasyonunda gorev almak ve hiicre boliinmesinde ve sporulasyonda
septum olugsumuna yardimci olmak gibi ¢ok 6nemli gorevleri vardir (2).

Ribozomlar, bakteri sitoplazmasi ig¢inde, sayisi, yogunlugu ve
biiyiikliikleri tiirlere gore degisebilen olusumlardir. Yapisinda %40 protein
ve %60 riboniikleik asit (RNA) bulunan ribozomlarin ¢apr 10-20 nm
arasindadir. Hiicrenin total proteininin %40'in1 ve RNA'sinin %90'ini
olugtururlar (2). Hiicredeki ribozomlar, sadece elektron mikroskobu ile



goriilebilirler. Bir prokaryotik hiicrenin ihtiva ettigi ribozom sayis1 10.000
civarindadir. Bilindigi gibi, hiicresel protein sentezi ribozomlar iizerinde
gerceklesmektedir (5). Prokaryotik ribozomlar, biri kii¢iik (30S) ve digeri
biiyiik (50S) olmak iizere 70S karakteri gosterirler. Protein sentezi
sirasinda 70S ribozomlar mRNA iizerinde tespih gibi dizilerek poliribozom
(veya polisom) olugtururlar. Ribozomlar, bakteri i¢in liizumlu olan
proteinlerin ve enzimlerin sentez edildikleri iinitelerdir (2).

Prokaryotik ve okaryotik hiicreler arasindaki en 6nemli fark, niiklear
materyalin Okaryotik hiicrelerde bir zar yardimi ile sitoplazmadan aynlip,
niikleus adi verilen organellerde toplanmasidir. Aksine, prokaryotik
hiicrelerde niiklear materyal bir zarla sitoplazmadan ayrilmayip, sitoplazma
icinde daginik olarak bulunmaktadir. Yani prokaryotik hiicreler gercek bir
niikleusa sahip degillerdir. Prokaryotik hiicrelerde niikleusun
fonksiyonlarini sadece tek ve uzun bir deoksiribonukleik asit (DNA) zinciri
yerine getirmektedir. Niikleik asit molekiilii, bu hiicrelerde az veya c¢ok
serbest olarak bulunmaktadir. Bundan dolayidir ki, bu hiicrelerde bir
niikkleustan ziyade niiklear bolgeden bahsedilmektedir. Ancak bu
hiicrelerdeki niikleik asit molekiiliine de Okaryotik hiicrelerdekine benzer
olarak kromozom adi verilmektedir. Ayrica prokaryotik hiicreler bu
kromozom DNA'sina ilave olarak, plazmit olarak adlandirilan, kiiciik,
halka seklinde DNA'lara sahiptirler.

Hepsi olmamakla birlikte, pekcok prokaryotik mikroorganizma
hareket edebilme 6zelligine sahiptir. Prokaryotik hiicrelerin hareketliligi,
genellikle "flagella" adi verilen organeller yardimiyla olmaktadir. Herbir
flagella, sa¢ seklindeki tek bir protein tiipiinden ibarettir. Flagellalarin
rotasyonu su igerisinde burgu seklindedir. Bunlar, 151k mikroskobu ile
sadece 6zel boyamalar neticesinde goriilebilen, ¢ok kii¢iik yapilardir. Ancak
flagellalar elektron mikroskobu ile kolaylikla goriilebilirler (5).

Bakterilerin caplar1 0,1-5 um arasinda degigmektedir. Farkl:
tiplerdeki bakteri hiicre sekilleri bilinmektedir. Kiiresel veya yumurta
seklinde olan bakteriler kok, silindirik sekilli olanlar basil, kivrilan ve sik
sik spiral sekilli yapilar olusturan bakteriler ise spiral olarak
adlandirilmaktadir. Bir¢ok grup bakteride hiicreler biraraya gelerek
gruplar veya kiimeler olugtururlar ve bu gruplarin diizenlenmesi
organizmalarin siniflandirilmasinda kullanilan 6zelliklerden birini tegkil
etmektedirler. Ornegin koklar ve basiller biraraya gelerek uzun zincirler
olusturabilirler (5).



Bir grup bakteri, kargilagtigi uygun olmayan sartlarda hayatim devam
ettirebilmek i¢in endospor olarak adlandirilan, dayanikli, dinlenme formu
olan yapilar olusturmaktadir. Endosporlar, bakteri hiicresi igerisinde
meydana gelen, 1siya kargi oldukga direngli olan ve kaynama ile bile
kolaylikla 6lmeyen dayanikli yapilardir. Spor olugturabilen bakteriler
mevcut oldugunda, besinlerin ve diger kolaylikla bozulabilen iiriinlerin
1s1yla sterilizasyonu zordur. Aktif olarak biiyiiyen bakteriler spor
olusturmazlar, ancak iireme aglik veya diger bazi nedenler dolayisiyla
kesildiginde, spor olusumu baglatilabilir. Bakteri sporlari, normal hiicrelere
gore 1sitya oldugu kadar kurumaya, radyasyona ve ilaglara kargi da
direnglidirler. Sporlar inaktif halde, uykuda yillarca canli kalabilirler.
Bununla birlikte sporlar, birka¢ dakika i¢cinde normal bir hiicreye geri
doniigebilirler. Sporlarin normal bir hiicreye geri doniigiimii, germinasyon
(yeniden iireme) olarak adlandiriimaktadir. Germinasyon olay: yardimiyla
spordan yeni bir vejetatif hiicre meydana gelmektedir. Sporun
germinasyonu baglar baglamaz, sicakliga ve diger zararli ajanlara karg1 olan
direnglilik 6zelligi kaybolur (5).

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,
organizmanin tiiriine gore defigsmesine rafmen, genellikle glikoproteinleri
ve ¢ok fazla sayidaki farkli polisakkaritleri igcermektedir. Glikokaliksin
icerdigi polisakkaritler, polialkoller ve amino gekerlerden miitesekkildirler.
Organizmanin kimyasal tabiatina gore glikokaliks tabakasi kalin, ince, sert
veya esnek olabilir (5).

Glikokaliks tabakasi, bakterilerde bircok fonksiyonu yerine
getirmektedir. Bakterinin digindaki bu polisakkarit tabaka, patojenik
mikroorganizmalarin konaklarina tutunmasinda ©6nemli bir rol
oynamaktadir. Bilindigi gibi kapsiile sahip olmayan mikroorganizmalarin
patojenite meydana getirmek icin konak hiicreye girip hastalik olusturmalar:
zordur. Kapsiile sahip olmayan bdyle bir organizma, hiicredeki immiin
mekanizma tarafindan kolayca taninmakta ve ortadan kaldirilmaktadir.
Ayrica polisakkarit tabakasi bir miktar suyu da baglayabildiginden,
glikokaliks tabakasinin kurumaya diren¢ saglanmasinda 6nemli oldugu
bilinmektedir (5).



1.3.2. Bakterilerin Hiicre Duvar1 Varhgina ve Yapisina Géore
Siniflandiriimasi

1.3.2.1. Gram-negatif Obakteriler

Gram-negatif tipe ornek tegkil eden bakteriler dig membran, ig
membran ve ince bir peptidoglukan tabakasina sahiptirler (peptidoglukan
tabakalar1 muramik asit ihtiva eder, ancak bu muramik asit ¢ofu
organizmada olmakla beraber birka¢ organizmada duvarin bu kismi
kaybolmusgtur) (5). Bu bakteriler genellikle gram-negatif olarak
boyanirlar. Hiicre gekilleri kiiresel, oval, diiz veya egilmis basil, heliks
veya filament seklinde olabilir. Bazilarinin iizerinde bir ortii veya kapsiil
bulunur. Uremeleri genellikle devaml olarak béliinme ile veya bazi
gruplarda tomurcuklanma ile olur. Yiizme ve kayma seklinde hareketler
gozlenebildigi gibi, hareketsiz olanlar da vardir. Bu bdoliimde yer alan
bakteriler fototrofik olabildigi gibi, litotrofik veya heterotrofik de
olabilirler. Ayni zamanda bakteriler aerobik, anaerobik, fakiiltatif
anaerobik veya mikroaerofilik tiirler olabilirler. Tiirlerden bazilar:
zorunlu hiicre i¢i parazitleridir.

1.3.2.2. Gram-pozitif Obakteriler

Bu gruba giren organizmalar, gram-pozitif tipli, hiicre duvarina sahip
olan prokaryotik canlilardir. Gram reaksiyonlarinin genellikle pozitif
cikt181 gozlenmekle birlikte, bazen de negatif olarak c¢iktiklar
bilinmektedir. Hiicreler yuvarlak, ¢ubuk seklinde veya filamentler halinde
olabilirler. Comak ve filamentlerin dallanma géstermedigi durumlar
oldugu gibi, tersine gercek dallanma gosterenler de mevcuttur.
(Cogalmalarn genellikle ikiye boliinme geklinde olur. Bazilari dinlenme
formu olarak spor olugtururlar. Fotosentetik degillerdir ve genel olarak
kemosentetik heterotrofturlar. Aerobik, anaerobik, fakiiltatif anaerobik ve
mikroaerofilik tiirleri icermektedirler. Bu boliimiin iiyeleri sporla iireyen
ve iiremeyen tiirleri icermektedir.



1.3.2.3. Hiicre Duvarma Sahip Olmayan Obakteriler

Bu gruba giren bakteriler, hiicre duvarlari olmayan ve
peptidoglukanin 6n maddelerini sentezleyemeyen prokaryotik canlilardir.
Yiizeyleri hiicre zar1 adi verilen tek bir zarla gevrilidir. Hiicre gekilleri
cok degisken olup, cok biiyiik ve cok kiigiik boyutlarda olabilirler.
Dallanmig yapida olan ¢ikintili filament geklindeki formlari yaygindir.
Cogalmalar1 tomurcuklanma, par¢alanma veya ikiye béliinme ile olur.
Genellikle hareketsizdirler, ancak bazi tiirler kayma seklinde hareket
ederler. Dinlenme formlan (endosporlar) yoktur. Hiicreler, gram-negatif
olarak boyanirlar. Ribozomal RNA'nin G+C orant %43-48'dir.
DNA'larinin G+C orani oldukea diigiik olup %23-46'dir. Bu gruba dahil
olan mikoplazmalarin genom biiyiikliikleri diger prokaryotlardan ¢ok daha
kii¢iik olup 0,5-1,0x10° daltondur. Mikoplazmalar saprofitik, parazitik
veya patojenik olabilirler. Bunlar hayvanlarda ve bitkilerde biiyiik
problemlere sebep olurlar.

1.3.2.4. Arkebakteriler

Anaerobik sartlarda c¢ok tuzlu, hidrotermal veya jeotermal olarak
1isitilmug ¢evrelerde yasarlar. Bazi tiirleri, hayvanlann sindirim sisteminde
simbiyotik hayat siirer. Bunlar kemolitotrofik, organotrofik veya fakiiltatif
organotrofik olarak biiyiiyen fakiiltatif anaerop, anaerop veya aerobik
canlilardir.  Arkebakteriler, mezofilik veya termofilik olabilirler.
Bunlarin igindeki bazi tiirler 100°C'nin iizerindeki sicakliklarda bile
yagayabilirler.

Hiicre zan ¢ok degisik tiplerde olabildiginden, Gram boyama negatif
veya pozitif olarak sonuclanabilir. Gram-pozitif olan tiirler pseudomurein,
metanokondroidin ve heteropolisakkarit hiicre duvarlarina sahiptirler.
Gram-negatif hiicrelerin yiizeylerinde (gliko-) protein tabakalar
bulunmaktadir. Hiicreler yuvarlak, spiral, diiz veya g¢omak geklinde
olabilir. Tek ve ¢ok hiicreli filamentler veya bilegik filamentler halinde
bulunabilirler. Hiicrelerin gaplari 0,1-15 ym olabilir ve filamentlerin boyu
200 pm'ye kadar ¢ikabilir. Cogalmalari ikiye boliinme, tomurcuklanma,
pargalara ayrilma veya bilinmeyen mekanizmalarla olabilir.

Arkebakterilerin ihtiva ettikleri biiyiik gruplar sunlardir: Metanojenik
arkebakteriler, arkebakteriyal siilfat indirgeyiciler, tamamen halofilik
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arkebakteriler, hiicre duvari olmayan arkebakteriler ve tamamen termofilik
arkebakteriler.

1.3.3. Bakterilerin Yasayabildikleri Sicakhk Arahgina Gore
Gruplandirilmalan

Tabiatta mevcut olan biitiin bakteriler iireyebildikleri sicaklik
araligina goére ii¢ gruba aynlarak incelenmektedirler (7). Bu gruplar goyle
siralanmaktadirlar:

1.3.3.1. Sakrofiller

Bu gruba giren bakteriler -5 ile 20°C arasinda iireyebilen
bakterilerdir. Bunlarin en 6nemli ayirt edici ozellikleri 0 ile 5°C arasinda
iireyememeleridir (8). Toprak, su, deniz ve gollerde yagsayan bazi
mikroorganizmalar ile baliklarda ve sofuk kanli hayvanlarda hastahk
olugturan mikroorganizmalar bu gruba girerler. Soguk seven bazi
mikroorganizmalar ve mantarlar buzdolab: sicaklifinda (4°C'de) kolaylikla
lireyebilir ve gidalan bozabilirler (2).

1.3.3.2. Mezofiller

Mezofiller, 20-45°C arasinda iireyebilen bakterilerdir. Bunlarin en
onemli ayirt edici ozellikleri insan viicut sicakliginda (37°C) iireyebilme
yeteneklenidir (8). Bu nedenle, insan ve hayvanlarda hastalik olugturan
mikroorganizmalarin biiyiik bir kismi: bu gruba dahildirler (2).
Mezofillerin diger bir ozelligi ise, 45°C'nin iizerindeki sicakliklarda
lireyememeleridir. Mevcut olan tiim mezofilik bakteriler iki farklt grup
altinda incelenmektedirler: a) Ornek olarak bitki saprofitlerinin verildigi,
optimum iireme sicakliklari, 20-30°C arasinda degigen bakteriler bu gruba
girmektedirler, b) Sicak kanli hayvanlarin viicudunda yagayan ve optimum
iireme sicakliklar1 35-40°C arasindaki bakterilerdir.

1.3.3.3. Termofiller
Termofilik mikroorganizmalar hakkinda birka¢ tanim bulunmaktadir.

Bir tanima gore, 45-50°C'nin iizerinde iireyebilen bakteriler olarak
adlandirilirken (8), diger bir tanima gore ise yiiksek sicakliklarda
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lireyebilme yeteneginde olan bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar (9). Bu
tiir mikroorganizmalara, sicak su kaynaklarinda, giibrelerde ve tropikal
iilkelerde rastlamak miimkiindiir. Termofilik bakteriler ve sporlar,
pastdrizasyon sicaklifina dayaniklidirlar. Siitlerin pasterizasyonundan sonra
da 1s1iya dayanmkli bir¢ok mikroorganizma canhi kalir. Konserve gidalarin
sterilizasyonu bu nedenle 6nem kazanmaktadir (2).

Termofilik bakteriler iki gruba ayrilarak incelenmektedirler. Birinci
grupta, optimum iireme sicakligr 45-60°C arasinda olan, ancak 37°C'de de
iireyebilen fakiiltatif termofilik bakteriler, ikinci grupta ise optimum iireme
sicaklig1 60°C'nin iizerinde olan ve minimum iireme sicakligi 50°C civarinda
olan tamamen termofilik bakteriler bulunmaktadir.

1.4. Cahsma Alami1 Hakkinda Genel Bilgiler

Aragtirmaya konu olan gazh sondaj suyu, Mus'un merkezine bagl
Cukurbag Koyii'nden alinmigtir. Su, ategle muamele edildiginde yanici bir
ozellige sahiptir. Yanma olayr uzun siirmemekte, parlama geklinde
olmaktadir. Su, topraktan, fazla genis olmayan bir araliktan, kopiirerek
cikmaktadir. S6z konusu olan su hakkinda daha 6nce bilimsel bir aragtirma
yapilmamustir. Incelenen suyun bazi 6zellikleri Tablo 2'de verilmistir.
Sekil 1 ve 2'de ise suyun, ategle muamele edilmeden &nceki ve sonraki
goriintiisii verilmigtir.

Tablo 2: Incelenen suyun ozellikleri

Ogzellikler Katyonlar | Anyonlar
(ppm) (ppm)

Renksiz, Tortu Yok Cat+ 120 |Cl- 53

Gazli, Kokulu Mgt 180

pH 94

Nitrit Yok

Amonyak Agir1 Miktarda

Toplam Sertlik (ETDA ile) 30 FS®
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1.5. Kontrol Olarak Kullanilan Cinslerin Genel Ozellikleri
1.5.1. Bordetella Cinsi

Kiiciik kokkobasildir, 0.2-0.5 pm c¢apinda ve 0.5-2.0 um
uzunlugundadir. Gram negatiftir. IKki tiirii hareketsizdir. Bir tiirii flagella
ile hareket eder. Solunumlar1 aerobiktir. Optimum sicaklik 35-37°C'dir.
Bordet-Gengoe besiyeride koloniler diiz, piiriizsiiz, konveks, parlak ve
hemen hemen saydam olup belirli bir ¢izgisi olmayan bir hemoliz zonu
tarafindan etrafi cevrilidir. Metabolizmalari solunumla olmaktadir ve
hi¢bir zaman fermentatif degildir. Organik nitrojene (amino asit), organik
siilfiire (Ornedin, sistein) ve nikotinamide gereksinimi vardir. Glutamik
asit, prolin, alanin, aspartik asit ve serin, CO; ve amonyak iiretiminde
oksidatif olarak kullanilir. Memelilerde patojen ve parazittir. Solunum
yollarinin epitelial silialarinda yerlegir ve ¢ogalir. Bu cins icin DNA'daki
G+C oranm1 %66-70 mol'diir. Tip tiir, Bordetella pertussis 'tir (10).

1.5.2. Bacillus Cinsi

Hiicreler ¢ubuk gekillidir, diizdiir. Endospor olugturur. Endosporlar
zor sartlara karg1 cok direnglidir. Gram pozitiftir. Ancak iiremenin ilk
safhasinda gram pozitif veya gram negatif olabilir. Flagellaya sahiptir.
Baz: tiirlerde bu yapi dejenere olmustur. Aerobiktir veya fakiiltatif
anaeroptur. Oksijen bazi tiirlerde alternatif olarak, terminal elektron alicisi
olarak kullanilir. Koloni morfolojisi ve biiyiikliigii ¢cok degiskendir.
Pigment belirli besiyerinde iiretilebilir. Fizyolojik 6zellikleri bakimindan
cesitlilik gosterirler; psikrofilik veya termofilik, asidofilik veya alkalifilik
olabilirler; baz tiirler tuza toleranshidir, bazilar da kesinlikle tuza ihtiyag
gosterirler. Cogu tiirler katalaz iiretir. Oksidaz pozitif veya negatif
olabilir. Cogu tiirlerin hiicre duvarindaki peptidoglukan tabakasi dogru
¢apraz bagli meso-diaminopimelik asit tipine aittir. Fosfolipidler, yaygin
olarak, fosfatidilgliserol ve fosfatidiletanolaminden olugur. Cogu tiirler
dogada genis olarak dagilmigtir. B. antrachis, bir insan ve hayvan
patojenidir. B. thuringiensis, B. larvae, B. lentimorbus, B. popilliae ve B.
sphaericus'un belirli suglar bocek patojenidir. Diger tiirler firsat¢i patojen
olabilirler. Bu cins icin DNA'daki G+C oram %32-69 mol'diir. Tip tiir,
Bacillus subtilis'tir (11).
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1.5.3. Providencia Cinsi

Basildir, 0.6-0.8x1.5-2.5 pm uzunlugundadir. Gram negatiftir.
Peritris flagella ile hareket eder. Fakiiltatif anaeroptur.
Kemoorganotrofiktir. Hem solunum hem de fermentatif tip metabolizmaya
sahiptir. Optimum sicaklik 37°C'dir.

D-glukoz ve diger karbohidratlar asit iiretimiyle katabolize edilir.
Bazi suglar gaz iiretir. Oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol pozitif, metil
kirmuzis1 genellikle pozitif ve Voges-Proskauer negatiftir. Sitrat, bazi
tiirlerde kullanilir. Lisin ve ornitin dekarboksilaz ve arjinin dihidrolaz testi
negatiftir. Oksidatif olarak fenilalanin ve triptofan deamine edilir. HoS
iretilmez, iire hidroliz edilmez.

Insan patojenidir. Insan ishalli digkisindan, idrar yolu iltihabindan,
yaralardan ve yaniklardan izole edilir. Bu cins icin DNA'daki G+C orani
%39-42 mol'diir (12).

1.6. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Kriterler
1.6.1. Bakterilerin Cesitli Boyama ve Morfolojik Ozellikleri

Bakterilerin tiir tayinlerinde ilk olarak ortaya ¢ikarilmasi gereken
ozellik, hiicre seklidir. Hiicre geklinin ortaya ¢ikariimasi igin basit boyama
yapilir ve mikroskop altinda incelenerek hiicre sekli ortaya ¢ikanlir (13).

Bakteriyolojide kullanilan en Snemli ayirt edici boyamalardan birisi,
Dr. Christian Gram tarafindan ortaya ¢ikarilan ve adini bu bilim adamindan
alan, Gram boyamadir. Bu boyamanin sonucuna gore, bakteriler iki bilyiik
gruba ayrilmaktadir. Gram boyamasma goére bakteri hiicreleri gram
pozitif ve gram negatif olmak iizere ayrilmaktadir. Bu ozellik,
mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda kullanilan ¢ok 6nemli ve gerekli
olan bir ozelliktir (7). Gram pozitif olarak boyanan bakterilerin hiicre
duvarindaki peptidoglukan tabakasi kalinken, gram negatif olarak boyanan
bakterilerin peptidoglukan tabakasi ise daha incedir.

Anaerobik bakteri cinsleri olan Clostridium, Desulfotomaculum ve
aerobik cins olan Bacillus'a ait olan tiirler, aktif olan vejetatif hiicre
formlarinin yaninda, gevre 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
sporogenezis olayina maruz kalir ve endospor adi verilen yeni bir hiicre i¢i
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yap1 meydana gelir. Olugan bu hiicrenin etrafi su gecirmeyen bir tabakayla
cevrilidir. Eger ortam sgartlar1 uygun olmayan durumda uzun siire kalirsa
endospor i¢cinde bulundugu hiicreyi yikarak digan ¢ikar ve ortaya bagimsiz
bir spor ¢ikar. Digindaki kabugun kimyasal yapisindan dolay: sporlar, 1s1ya,
donmaya, radyasyona, susuzluga ve kimyasal maddelere karsi direnglidirler.
Ortam sartlar1 normale dondiigiinde, spor metabolik olarak aktif hale geri
doner ve germinasyon sirasinda dayaniklilik ozelligi de yavag yavag
kaybolur (7).

1.6.2. Bakterilerin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri
1.6.2.1. Bakterilerin Fiziksel Ihtiyaclar

Bakterilerin siniflandinlmasinda, biiyiidiikleri ve yasadiklari ortamin
pH'1, tuzlulugu, sicaklifi ve oksijen miktar1 gibi kriterler kullanilan
ozelliklerden bazilaridir.

Sicaklik, hiicresel enzimler iizerinde etkili olarak, kimyasal
reaksiyonlarin hizim1 etkilemektedir. Genellikle, biitiin hiicre tiplerinde
enzimatik aktivitelerin meydana geldigi optimum sicaklik 20-40°C
civarindadir. Diigiik sicakliklar, enzim aktivitesini yavaglatir ya da inhibe
eder, bu miinasebetle hiicre metabolizmasi da yavaglar ya da durur. Buna
bagl: olarak, hiicre biiyiimesi yavaglar veya inhibe olur. Yiiksek sicakliklar
pihtilagmaya sebep oldugundan, sicaga dayaniksiz olan enzimler,
doniisiimsiiz olarak denatiire olurlar. Buna kargin enzimlerin sicaklifa kargt
duyarlilik dereceleri farkli farklidir ve ¢ogunlukla gerekli olan enzimlerin
70°C'nin iizerinde bozulduklari bilinmektedir (13). Ancak, termofilik
bakteriler sicaga dayanikli enzimler iiretmeleri sebebiyle onemlidirler ve
bilinen baz1 Bacillus ve Clostridium tiirleri hem yiiksek hem de diigiik
sicakliklarda yasayabildiklerinden 6nemlidirler (14).

Hiicresel enzim aktivitesini etkileyen diger bir fiziksel etki de pH'dir.
Hiicrelerin genellikle yagayabildikleri optimum pH, noétral pH olan 7'dir.
Ortamdaki hidrojen iyonlarinin konsantrasyonunun artmasi, pH'nin 7'nin
altina yani asidik ydne ¢ekilmesine, hidrojen iyonlarinin
konsantrasyonlarinin azalmasi ise, pH'nin bazik yéne, yani pH'nin 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 etkilenmig olur (7).
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Cogu hiicrelerin hayatlarini devam ettirebilmeleri icin, gerekli olan
gaz atmosferik oksijendir. Bilindigi gibi oksijen, solunumun biyooksidatif
siireci icin gereklidir. Atmosferik oksijen, adenozin trifosfatin (ATP)
olusumunda ve enerjinin hiicresel aktiviteler i¢in kullanilabilecek gekle
doniigtiirilmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Mikroorganizmalar
atmosferik oksijen ihtiyaglarina gére aeroplar, mikroaerofiller, zorunlu
anaeroplar, aerotolerant anaeroplar ve fakiiltatif anaeroplar olarak
gruplandirilmaktadirlar. Oksijenin varlifinda solunum igin gerekli olan
enzimlerden yoksun olan anaerobik bakteriler anaerobik sartlarda solunum
olayim1 meydana getirmektedir (7).

1.6.2.2. Bakterilerin Biyokimyasal Aktiviteleri

Biyokimyasal katalizorler olarak bilinen enzimler, hem hiicre icinde
hem de hiicre digindaki olaylan katalizleyerek biyokimyasal aktiviteleri
yerine getirmektedir. Bu olaylar, iki sekilde incelenmektedir (7).

1.6.2.2.1. Ekstraseliiler Enzimler

Bu enzimler, hiicre digindaki substratlar iizerinde etkili olmaktadirlar.
Biiyiik molekiiler agirliga sahip olan maddeler hiicre zarindan gecemezler,
bundan dolay:, bu maddeler (polisakkaridler, lipidler, proteinler) daha
kiiciik molekiiler agirlifa sahip olan maddelere doniigmelidirler. Ancak, bu
durumda hiicre zarindan gegebilirler. Bu biiyitk molekiiler agirlia sahip
olan maddeleri parcalayan enzimler, hidrolitik enzimler olarak
adlandinlmaktadirlar. Boylece biiyiik molekiiler agirlikli maddeler daha
kiigiik maddelere doniistiiriilmiis olurlar. Hiicre diginda gorevyapan
enzimler nigastanin, lipidlerin, kazeinin ve jelatinin hidrolizinden sorumlu
olan enzimlerdir. Bu enzimler tarafindan hidrolize edilen biiyiik molekiiller,
hiicre icine alinabilirler (7).

1.6.2.2.2. intraseliiler Enzimler

Bu enzimler hiicre icerisinde faaliyet gosteren enzimlerdir ve hiicre
icin gerekli olan yeni protoplazmik ihtiyaclarin sentezinden sorumludurlar.
Bu enzimlerin difer gorevleri ise, hiicre igerisine asimile olan
materyallerden hiicresel enerji elde edilmesidir. Enzimler yardimi ile
meydana gelen degisim, hiicrenin yagamasi ve fonksiyonu igin gereklidir ve
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hiicresel metabolizmanin temelidir. Meydana gelen bu metabolik iglemler
sonucunda, metabolik iiriinler olugur ve bundan sonra gevreye verilir.
Olusan bu son iiriinlerin anlagilmasi, sadece 6zel enzim sistemlerinin
aydinlatilmas: i¢in degil, ayni zamanda mikroorganizmalarin
siniflandirilmasinda ve teshisinde de kullanilmaktadir (7).

1.6.3. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Genetiksel Ozellikler

Son yillarda, mikroorganizmalar arasinda benzerlik veya farkliliklar:
belirlerken, bunlarin oldukca yiizeysel ve degigsken olan benzerliklerinden
ziyade, genetik materyalleri, 6zellikle DNA'lar1 arasindaki homojenlik
durumlarina dayanan daha esash ve tutarli bir siniflandirma yapilmaktadir.
Bu tarz siniflandirma bakterilerin niikleik asit analizlerini gerektirmekte ve
bu iglem icin de iki onemli yontem kullamilmaktadir. Bunlardan biri,
DNA'lardaki baz siralarimin % olarak kompozisyonu ve digeri de
mikroorganizmalar arasinda DNA-DNA veya DNA-RNA hibridizasyon
oranlaridir (2).

Siniflandirma ¢aligmalarinda genomik iligkilerin kullanilmasi birgok
fayda saglamaktadir. Genomik akrabaliklara gore yapilan siniflandirmanin
sik sik veya radikal olarak meydana gelen degisikliliklere konu olmamasi,
daha giivenilir bir teghis olayinin genetik akrabaliklara dayali olan
organizma siniflandirmas: ardindan yapilmasi, yapilan tiir tayinlerinin daha
kesin olmasimi1 saglamaktadir. Ayrica, elde edilen bu verilere gore
organizmada meydana gelen degisiklikler ve akrabalar arasindaki iligkilerin
nasil oldugu da bu yolla daha iyi ortaya ¢ikariimaktadir.

Niikleik asitler, agagida agiklanan bazi 6zellikleri ile simiflandirma
caligmalarinda kullaniimaktadirlar.

1.6.3.1. DNA Baz Kompozisyonu

Bakteri DNA's1 (deoksiribonukleik asit), iki sarmal bicimde
poliniikleotid iplik¢iklerden olugmakta ve bunlarin yapisinda da piirin
(adenin (A), guanin (G)) ve pirimidin (timin (T), sitozin (C)) bazlari
bulunmaktadir. Bir iplik¢ik iizerindeki piirin bazlan,diger iplikcikteki
pirimidin bazlar ile kargilikli olarak hidrojen baglari ile birlegmiglerdir.
Adenin ile timin arasinda iki hidrojen bag olmasina kargin guanin ile sitozin
arasinda ii¢ hidrojen bagi vardir. Boylece DNA'da purin bazlari ile
pirimidin baz sayilar birbirlerine esit olmus olur (A=T ve G=C). Buna
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pirimidin baz sayilar1 birbirlerine egit olmug olur (A=T ve G=C). Buna
gore, tiirlere gore degigmek iizere, A+T ve G+C molar oranlan yiizdesi
sabit kalmig olur. Guanin ile sitozin arasinda ii¢ bagin olmasi bu baz ¢iftini
daha saglam yaptifindan genetik analizlerde G+C'nin yiizde (%) oran1 esas
alinir (2).

1.6.3.2. DNA'nin Denatiirasyonu ve Renatiirasyonu

Cift zincirli DNA belli sartlar altinda (yliksek stcaklik ve pH) denatiire
olmaktadir. Olusan bu tek zincirli molekiiller 1s1 diigiiriildiigiinde yeniden
birlesmekte (renatiirasyon) ve boylece renatiirasyon hizina bakilarak genom
biiyiikliigii ve ozellikleri hakkinda karara varilmaktadir (4).

1.6.3.3. Niikleik Asit Hibridizasyonu

Niikleik asit hibridizasyonu ile de bakteriler arasindaki genetik iligki
(yakinlik veya uzaklik) saptanabilir. Bir bakterinin DNA suspansiyonu
yavag yavag 1sitilirsa, bazlar arasindaki hidrojen baglari ¢oziiliir ve iki
poliniikleotid iplik¢igi birbirinden aynlir (DNA denatiirasyonu). Eger
soliisyon yavas yavag sofutulursa baglar kargilikli olarak tekrar kurulur ve
DNA orjinal ¢ift iplik¢ikli formuna kavugur (renatiirasyon). Bu durumdan
yararlanilarak DNA hibridizasyon testi yapilmaktadir (2).

1.6.3.4. 16S rRNA'nin Tiir Tayininde Kullanilmasi

Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamli aym: olan yani
degismeyen ve degisken olan bolgeler bulunmaktadir. Bakteri tiirlerinin
teshisinde bu degisken bolgeler kullanilmaktadir. Gray ve ark (18) 16S
rTRNA geninde 8 adet degismeyen ve 9 adet degigken bolgenin oldugunu
ortaya ¢ikardilar ve bu aragtiricilar bu &zellikleri kullanarak Kkiiltiir
edilmemig bakterilerin bile 16S rDNA'larini, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yardimiyla belli primerler kullanarak cogalttilar (16). PCR veya
diger bazi izolasyon yontemleri ile elde edilen 16S rDNA'min baz dizin
analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve
hibridizasyon o6zellikleri kullanilarak tiirler arasinda kargilagtirma
yapilmaktadir. Yapilan bir c¢aligmada, Stackebrant ve Goebel (17)
hibridizasyon g¢aligmalarinda ayni cinse ait olan tiirlerin arasinda 16S rRNA
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dizisi acisindan %97'den daha az benzerlik gosteren suslarin farkh tiirler
oldugunu ortaya koymuglardir (18).

1.6.3.5. Ekstrakromozomal Elementlerin Simiflandirmada
Kullanilmasi

Ekstrakromozomal elementler bakterilere ekstra o6zellikler veren
genetik elementlerdir. Bu elementler, bir bakteriden digerine herhangi bir
yolla (transformasyon, transdiiksiyon, konjugasyon) aktarildigindan bunlara
bagli olarak bir siniflandirmanin yapilmasi ¢ok giivenilir olmaz. Ancak bu
elementler iizerinde siniflandirmada sikg¢a kullanilan bazi biyokimyasal ve
fenotipik 6zellikleri kodlayan genler oldugundan tiir tayini yapilirken
bakterinin bdyle genetik elementlere sahip olup olmadifinin ortaya
citkarilmasi ¢ok onemlidir (4).

1.6.4. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Kemotaksonomik
Ozellikler

Daha az oranda spesifitesi olan ve bakterilerin kimyasal yapisint esas
alan bu smmiflama, bakterilerde ¢ok degisken olan yapisal 6zellikler nedeniyle
genetik siniflandirma kadar tutarli bulunmamaktadir. Bakterilerin kimyasal
yapilari her ne kadar genetik bir 6zellik gosterirse de, bunlarin yetigtigi
veya iiredigi besiyerinin kimyasal yapisi, osmotik basinci, pH, vs. gibi
cevresel kogullardan fazlaca etkilenmekte ve degigebilmektedir (2).

Bakteri tiir tayininde birgok kemotaksonomik metod kullaniimaktadir.
Bunlarin kullamilig amaclan géyledir: 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.

1.6.4.1. Lipid Kompozisyonu

Biitiin prokaryotlar arasinda iki biiyiik lipid grubu bulunmaktadir.
Arkebakteriler eter bagl lipidleri ihtiva ederken obakteriler ise ester bagh
acil lipidlere sahiptirler. Boylece eter bagh lipidler yardimiyla
arkebakteriler diger bakterilerden ayrilmaktadir.
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bulunmaktadirlar. Obakteriler ¢ok fazla sayida degisik lipid igeriklerine
sahiptirler ve lipid iceriklerinin siniflandirmada kullanimi giin gegtikce
artmaktadir (4).

Bakteri hiicrelerinin yag asidi kompozisyonlari, belli bakterilerin
siniflandiriimasinda fayda saglamaktadir ve bazi durumlarda belli taksonlan
karakterize edebilirler. Bununla birlikte, organizmalarin sahip olduklar
yag asidi kompozisyonlar: bir¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir. Bunlar
iireme ortaminin kompozisyonu, inkiibasyon sicakligi, kiiltiiriin yasi ve
ornegin analizinde kullanilan tekniklere gore degismektedir (4).

1.6.4.2. Total Protein Profili

Tiir tayininde genel kanaat, birbirleriyle iligkili olan organizmalarin
benzer veya aym tiir hiicresel proteinlere sahip olduklandir. Iki yonlii
elektroforetik ve izoelektrik nokta prosediirleri (19) hiicre ekstraktindan
yiizlerce proteini ayirabilme yetenegindedir. Boylece bir tiiriin suglari veya
farkli tiirler arasindaki suglar karsilagtinlir ve aralarindaki benzerlikler
ortaya ¢ikarilmig olur. Boyle bir karsilagtirma Roberts ve arkadaglar1 (20)
tarafindan RhAizobium suslarinin kargilagtirmasi i¢in yapilmustir.

Tek yonli poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) hiicresel
proteinlerin ayrilmasinda kullanilan diger bir yontemdir. Bu yontemle
ornekten otuza yakin bant elde edilebilir ve kargilagtirmasi yapilabilir. Cato
ve ark (21), 70 adet Clostridium tiiriiniin suglar arasinda suda ¢oziinebilir
proteinlerinin elektroforetik olarak kargilagtirilmasini baz alan bir arastirma
yapmuglar ve aragtirmanin sonucunda %80 DNA-DNA homolojisi gosteren
suglarin ayn1 protein bantlarina sahip olduklari goriilmiigtiir. Aralarinda
%70 DNA-DNA homolojisi olan suglarin protein bantlarinda ise ¢ok kiigiik
farkliliklarin oldugu ortaya ¢ikarilirken farkli tiirlerin ise birbirinden farkli
protein bantlarina sahip olduklan goriilmiistiir.

L W@Ksmxocm:’rm KUROLY
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1.6.4.3. Sitokrom Ozelligi

Sitokromlar, prokaryotik hiicrelerde c¢esitli redoks iglemlerinin
meydana geldigi 6zellesmis hemoproteinlerdir. Farkli bakteri tiirlerinin
sitokrom modellerinin karsilagtirilmasi spektrofotometrik yontemlerle
olmaktadir. Primer yapilarin kargilagtirmasinda ise kolaylikla
saflagtirilabilen sitokrom c'nin amino asit dizisi ve x-iginlan difraksiyonu
kullamilmaktadir (4).

1.6.4.4. Immiinolojik Ozellikler

Ozel tip proteinlerin amino asit dizilerinin veya bu proteinlerin amino
asit dizisini yansitan antijenik reaktiviteleri gibi 6zelliklerin kargilagtirilmasi
organizmalar arasindaki filogenetik iligkilerin ortaya c¢ikarilmasinda
kullanilmaktadir (4).

1.6.4.5. Enzim Karakterizasyonu

Siniflandirmada fonksiyonel veya yapisal enzimlerin
karakterizasyonunun kullanilmasi ¢ok onemli faydalar saglamaktadir. Bu
karakterizasyonda kullanilan enzimlere 6rnek olarak bakteri sitrat sentataz
veya suksinat thiokinaz enzimleri verilebilir. Bunlarin her ikisi de sitrik asit
dongiisiiniin enzimleridir ve bu olaylar biitiin canlilarda cereyan etmektedir.
Bu olay sirasinda farkli organizmalarin enzim 6zellikleri incelenerek boyle
caligmalar yapilmaktadir (4).

1.6.4.6. Fermentasyon Uriinlerinin Profili

Gaz-s1vi kromotografisi metodu, protein ve karbohidrat
metabolizmasi sonucunda olugan yag asitlerinin analizi igin kullamlmaktadir.
Protein ve karbohidrat metabolizmasi sonucunda son iiriin olarak olugan yag
asitlerinin analiz edilmesi anaerobik cinsler olan Clostridium, Bacteroides
ve Eubacterium'larin simiflandirilmasinda kullanilmaktadir (22).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyaller
2.1.1. Besiyerleri ve Kimyasallar

Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar gunlardir: nutrient
broth , nutrient agar, gelatine (Difco), bacteriological agar, tryptic soy
broth, brain heart infusion broth , tryptic soy agar, trypton water, peptone,
glucose, sodium chloride, potassium chloride, phenol red,
ethilenediaminetetraacetic acid (EDTA), sodium molybdate, sulfanilic acid,
diethyla-naphthylamine, p-dimethylaminobenzaldehyde, crystal violet,
ammonium oxalate, safranin, malachite green, tannic acid (Merck), yeast
extract, starch, glycerol, L-tyrosine, urea, tris base, sodium dodecyl
sulphate (SDS), potassium acetate, phenol:chloroform:isoamylalcohol,
phenol, acrylamide, bis-acrylamide, agarose, xylene cyanole FF, brom
phenol blue, coomassie brilliant blue-G 250, coomassie brilliant blue-R 250,
ethidium bromide, bovine serum albumin (BSA), guanidium thiocyanate,
sarcosyl, ammonium acetate, isoamylalcohol, pararosaniline acetate,
pararosaniline hydrochloride (Sigma), diammonium hydrogen phosphate,
trisodium citrate, methanol, acetone (Carlo Erba), belirtilen firmalardan
temin edilmistir. Kullanilan tuz bilesikleri %99 veya daha saftirlar.

2.1.2, Cahsmada Kullanilan Bakteri Tiirleri

Bacillus mycoides (DSM 299), Bordetella bronchiseptica (DSM
10303), Bacillus polymyxa (DSM 36), Providencia rustigianii (DSM 4541)
ve Bacillus circulans (DSM11) Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ)'den temin edildi. Bacillus mycoides,
¢alisma alanindan izole edilen 1 no'lu izolatin (MC1), Bordetella
bronchiseptica 2 no'lu izolatin (MC2), Bacillus polymyxa 3 no'lu izolatin
(MC3), Providencia rustigianii 4 no'lu izolatin (MC4), Bacillus circulans
ise 5 no'lu izolatin (MCS5) kontrol tiirleri olarak kullanildi.
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2.2. Metotlar
2.2.1. Besiyeri, Ayira¢c ve Boyalarin Hazirlanisi
2.2.1.1. Besiyerlerinin Hazirlanisi

Anaerobik agar: %2 triptikaz, %! glukoz, %0,5 sodyum kloriir,
%0,15 agar, %0,2 sodyum tiyoglukolat, %0,1 sodyum formaldehit
sulfoksilat 1000 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH's1 7,2'ye ayarlandi ve
otoklavlanarak steril edildi.

Fenilalanin agar: %0,3 maya ekstrakti, %0,2 DL-fenilalanin, %0,1
diamonyum hidrojen fosfat, %0,5 sodyum kloriir, %1,2 agar 1000 ml
deiyonize suda ¢oziildii, pH's1 7,3'e ayarland1 ve otoklavlanarak steril edildi.

Gliserol agar: 100 ml nutrient agar, %0,1 maya ekstrakt, 2 ml
gliserol kangtinlarak otoklavda steril edildi.

Indol iiretimi besiyeri: Indol iiretiminin test edilmesi igin %1'lik
tripton siv1 besiyeri veya %1'lik triptikaz sivi besiyeri kullanildi. Besiyeri
hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

Karbohidrat fermentasyonu besiyeri: Bu besiyerinin hazirlanmasi i¢in
ilk olarak temel besiyeri hazirlandi. %0,1 diamonyum hidrojen fosfat,
%0,02 potasyum kloriir, %0,02 magnezyumsiilfat, %0,02 maya ekstrakti,
%1,5 agar 1000 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH's1 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 oranindaki karbohidrat soliisyonlar: ise filtreden
gegirilmek suretiyle steril edildi. Daha sonra 50°C'ye kadar sogutulan steril
temel besiyerine %0,5 oraninda olacak sekilde karbohidrat soliisyonundan
ilave edildi, besiyerleri yatik olarak hazirland..

Lizozimli nutrient sivi besiyeri: Mililitresinde 10.000 iinite lizozim
ihtiva eden bir soliisyon hazirlandr ve 0,45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip
filtreden gegirilerek steril edildi. Daha sonra 1 ml'lik steril lizozim
soliisyonu 99 ml steril nutrient stvi besiyeri ile karigtirilarak besiyeri
hazirlandi.

Nigasta agar: %0,1'lik patates nigastas: solusyonu, 10 ml soguk
deiyonize suda ¢oziildii ve 100 ml nutrient agarla karigtirildi, otoklavlanarak
steril edildi.
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Nitrat siv1 besiyeri: %0,5 pepton, %0,3 beef extract, %0,1 potasyum
nitrat, 1000 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7,0'a ayarlanarak otoklavda
steril edildi.

Nutrient agar: %0,5 pepton, %0,3 beef ekstrakt, %1,5 agar 1000 ml
deiyonize suda ¢oziildii. Otoklavlanarak steril edildi. Caligmada, ayrica
ticari olarak satilan nutrient agar da kullanildi.

Nutrient siv1 besiyeri : %0,3 beef ekstrakt, %0,5 pepton 1000 ml
deiyonize suda ¢oziildii ve pH'si 6,8'e ayarlanarak kullanildi. Otoklavda
121°C'de 20 dak bekletilerek steril edildi. Ayrnica, ¢caligmada ticari olarak
satilan nutrient s1v1 besiyeri de kullanildi.

Nutrient jelatin: Ticari olarak satilan nutrient jelatinin %12'si 1000
ml deiyonize suda ¢oziildii, pH's1 7,0'a ayarlanarak kullanild:.

Sabouraud dextrose agar: %0,1 pepton, %4 dekstroz, %1,5 agar 1000
ml deiyonize suda ¢oziildii, pH's1 5,6'ya ayarlandi, otoklavlanarak steril
edildi.

Sabouraud dextrose sivi besiyeri : %1 pepton, %2 dekstroz, %1,5
agar 1000 ml deiyonize suda ¢o6ziildii, pH'st 5,6'ya ayarland: ve
otoklavlanarak steril edildi.

Sitrat ve propionat kullanim besiyerleri: %0,1 trisodyum sitrat 2H,O
(veya %0,2 sodyum propionat), %0,12 magnezyum siilfat 7H,O, %0,05
diamonyum hidrojen fosfat, %0,1 potasyum kloriir, 40 ml eser element
soliisyonu, %1,5 agar, 920 ml deiyonize su ve 20 ml %0,04'liik fenol red
soliisyonu karigtirildi, otoklavlanarak steril edilmeden 6nce pH's1 6,8'e
ayarlandi. Eser element soliisyonu goyle hazirlandi: %0,005
etilendiamintetraasetat, %0,02 demir siilfat 7H20, %0,001 cinko siilfat,
%0,0003 magnezyum kloriir 4H20, %0,003 borik asit, %0,002 kobalt
kloriir 6H20, %0,0001 bakir kloriir 2H20, %0,0002 nikel kloriir 6H20,
%0,0003 sodyum molipten 2H20, 1000 ml deiyonize suda ¢oziilerek
hazirlandi.

Tirozin agar: %0,5 L-tirozin, 10 ml deiyonize suda ¢oziiliip
otoklavlanarak steril edildikten sonra aseptik sartlar altinda 100 ml steril
nutrient agarla kangtirilarak petrilere dokiiliip kullanildi.

Ure hidrolizi besiyeri: %0,05 maya ekstrakti, %4.,6 potasyum fosfat
monobazik, %4,8 potasyum fosfat dibazik, %0,1 iire ve %0,0005 fenol red
karigimina 117 ml deiyonize su ilave edildi. pH's1 6,8'e ayarlandiktan sonra
0,45 pm gozenek bilyiikliiiine sahip steril filtreden gegirilmek suretiyle
steril edildi.
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Voges-Proskauer siv1 besiyeri: %0,7 g pepton,%0,5 glukoz, %0,5
sodyum kloriir, 1000 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH's1 6,5'¢ ayarlandi,
otoklavlanarak steril edildi.

2.2.1.2. Ayrraclar ve Boyalarin Hazirlams:

Aseton alkol: 250 ml %95'lik etanol ve 250 ml saf aseton
karigtirilarak hazirlandi.

Demir kloriir soliisyonu: Bu ayirag¢ fenilalanin deaminasyonunun
belirlenmesi amactyla kullanildi. Ayirag %10'luk demir kloriir ¢ozeltisinden
ibarettir.

Jelatin hidrolizi ayiraci: Sodyum siilfat ile doyurulmug 1 N siilfirik
asit ayirag olarak kullanildi.

Iyot ¢ozeltisi: %0,3 iyot, %0,6 potasyum iyodiir, 60 ml %5'lik
sodyum bikarbonat, 240 ml deiyonize su ile karigtirilarak hazirlandi.

Indol ayiraci: %0,5 p-dimetilaminobenzaldehit, 75 ml izoamilalkol ve
25 ml konsantirik hidroklorik asit karigtirilarak yapildi.

Liigol aymraci: %0,3 iyot, %0,7 potasyum iyodiir, 60 ml %5'lik
sodyumbikarbonat, 240 ml deiyonize su ile karigtirilarak hazirlandi.

Katalaz ayiraci: Ayirag olarak %10'luk hidrojen peroksit ¢ozeltisi
kullanildi.

Kristal viyole boyasi: Bu boya iki ayr: soliisyon halinde hazirlanip
ardindan ikisi birbirine kangtirildi. A) %1 kristal viyole, 10 ml etanol, 90
ml deiyonize su ile karigtirildi. B) %1 amonyum oksalat ve 400 ml saf su
karigtirildi. Bu her iki soliisyon hazirlandiktan sonra ikisi birbirine
kangtirilarak kullanildi.

Nitrit ayiraci: Bu ayira¢ ortamdaki nitratin nitrite indirgenip
indirgenmediginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanildi. Bu amagla iki ayn
ayira¢ kullanildi. Ayiraglardan birincisi 1IN HCI soliisyonudur. Kullanilan
diger ayirag ise su sekilde hazirlandi. A) %0,8 sulfonilik asit ve 5 N asetik
asit 1000 ml deiyonize suda ¢oziildii. B) 6 ml dimetila-naftolamin, 5 N
asetik asit 1000 ml deiyonize suda ¢oziilerek hazirland:.

Safranin: %0.,4 safranin O, 100 ml %95'lik etanol ve 500 ml saf su
karigtirilarak hazirlanda.

Spor boyast: %5 malasit yesili 100 ml saf suda ¢oziildii, siizge¢ kagidi
yardimiyla siiziilerek kullanildi.

Voges-Proskauer ayiraci: %40'ik NaOH ¢ozeltisinin 3 ml'sine 0,5-1
mg keratin ilave edilerek hazirlandi.
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2.2.2. Orneklerin Alinmas1 ve Arastirilan Suyun Kantitatif
Analizinin Yapilmasi

Aragtirmanin yapildig1 alandaki su ve ¢amurlu su ornekleri agzi
kapakl steril gigelere alindi. Alinan ornekler, 24 saat i¢inde laboratuvara
getirildi. Sudaki bakteri sayisini tespit etmek amaciyla 20 ml su 0.2 gm
gozenek biiyiikliifiine sahip steril filtrelerden gegirildi (13). Hazirlanan
filtreler nutrient agar iizerine alindi. Filtrelerden biri aerobik sartlarda
digeri "anaerobik jar"da 37°C'de inkiibe edildi. Bir gece sonra olugan
koloniler sayilarak, suyun mililitresindeki bakteri sayis1 bulundu.

2.2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Filtrasyon sonucunda nutrient agar lizerinde iireyen koloniler steryo
mikroskop altinda incelenerek birbirinden farkli olabilecek olan koloniler
tek koloniler halinde alinarak yeniden cizgi ekim yontemiyle ekildi ve saf
kiiltiirler hazirlandi. Koloni morfolojisi ve rengine gore birbirlerinden
farkl: olan izolatlar tespit edildi. Birbirinden morfolojik olarak farkl: olan
bu izolatlarin cegitli boyama ve ayirt edici diger 6zelliklerinin incelenmesine
gecildi.

2.2.4. Izolatlarin 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 amagcla, lam iizerine yayilan bakteri
kiiltiirleri havada kurutulduktan sonra alevden gegirilmek suretiyle tespit
edildiler. Tespit igleminden sonra lam iizerine kristal viyole boya soliisyonu
ilave edildi, 3-4 dak beklendikten sonra, saf su ile yikandi ve kuruduktan
sonra mikroskop altinda incelendi.

2.2.4.2. Gram Boyama
Gram boyama bakterinin hiicre duvarinin icerigi hakkinda bilgi veren

bir boyama tiiriidiir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre
duvarindaki peptidoglukon tabakast incedir. Gram pozitif olarak boyanan
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bakterilerde ise bu tabaka daha kalindir. Gram boyama gu gekilde yapild:
Geng (24 saatlikten az) bakteri Kkiiltiirlerinden bir miktar alinarak lam
lizerine yayildi. Havada kurumasi beklendikten sonra alevden gegirilerek
tespit edildi. 10 sn kristal viyole ile boyandiktan sonra 10 sn lugol ile
boyandi. Aseton-alkolle renk giderildikten sonra 10 sn safraninle boyand,
saf su ile ytkandiktan sonra havada kurutularak mikroskop altinda inceledi.
Mor renkli olarak boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe renkli olarak
boyanan bakterilerin ise gram negatif olduguna Karar verildi (13).

2.2.4.3. Spor Boyama

Endosporlar, baz: bakterilerin uygun olmayan hayat gartlarinda
olusturduklari, ¢ogu dis etkiye karg:i dayanikli olan yapilardir. izolatlarin
endospor olusturup olusturmadidi ve endosporun hiicre igerisindeki
pozisyonunun belirlenmesi amaciyle genellikle yagh kiiltiirler (48-72 saat)
kullamld:. Kiiltiirler lam iizerine yayildiktan ve havada kurutulduktan sonra
alevden gegirilerek tespit edildi. Ardindan kaynar su buhan iizerine alinan
lam iizerine malagit yesili ilave edildi ve 5 dak bdylece boyanmasi
beklendikten sonra, saf su ile yikandi. Uzerine safranin boyasi ilave edildi
ve 30-60 sn boyandiktan sonra saf su ile yikandi, havada kurutularak
mikroskop altinda incelendi (13).

2.2.4.4. Hareket testleri

Izolatlarin hareketli olup olmadiklarinin ortaya g¢ikarilmasi igin lam-
lamel arasi preparat teknigi kullanildi (13). Bu teknikle izolatlarin hareketli
olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in hazirlanan kiiltiirlerden bir 6ze
dolusu alind1 ve temiz bir lam iizerine konulup iizerine lamel kapatildi.
Yapilan bu preparat mikroskopta incelendi ve izolatlarin hareketli olup
olmadiklarina karar verildi.
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2.2.5. Izolatlarm Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.2.5.1. izolatlarin Ureme Sicakhiklarimin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin maksimum ve minimum iireme sicakliklarinin
belirlenmesi igin bakteriler nutrient agar slantlar iizerine ekildiler. 55°C ve
daha yiiksek sicakliklar igin 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 iireme
sicakliklar ortaya cikarildi (18).

Izolatlarin optimum iireme sicakliklarinin belirlenmesi amaciyle
nutrient siv1 besiyeri iginde yapilan gece Kkiiltiirlerinden ODgpo=0,1 nm
olacak sekilde yeniden nutrient sivi besiyeri 'a ekim yapildi. Hazirlanan
kiiltiirler 37°C'de belli bir siire sallayicida sallanarak iiretildiler. Yapilan bu
kiiltiirlerden saat bagi o6rnekler alinarak spektrofotometrede ODsg nm'de
absorbans degerleri olgiilerek bakterilerin optimum olarak iiredigi
sicakliklar ortaya cikarildi (7).

2.2.5.2. Izolatlarin Ureyebildigi pH Arahklarmin Belirlenmesi

[zolatlarin iireyebildigi pH araliginin belirlenmesi igin izolatlar
degisik pH degerlerine (5; 5,5; 6; 7; 8; 9; 9,5 ve 10) sahip nutrient sivi
besiyerine inokiile edildi ve optimum iireme sicakliklarinda ii¢ giin inkiibe
edildi. Inkiibasyon neticesinde iireme olup olmadigi spektrofotometrede
(ODgpp nm) olgiimler yapilarak ortaya c¢ikarildi. Boylece izolatlarin
maksimum ve minimum olarak iireyebildigi pH degerleri ortaya cikarilda.

[zolatlarin hangi pH degerinde optimum olarak irediginin ortaya
cikarilmasi igin izolatlarn iireyebildigi pH degerine sahip olan nutrient sivi
besiyerlerine ODggo=0,1 nm olacak gekilde gece Kkiiltiirlerinden agilama
yapildi ve saat basi spektrofotometrede Ol¢iimler yapilarak hangi pH
degerinde optimum olarak iiredigi ortaya c¢ikarildi (7). Ayrica bakterilerin
5,7 pH'l1 Soutbord Dextrose agar ve sivi besiyerinde iireme ozellikleri ve
aym zamanda pH's1 6'dan diigiik ve 7'den yiiksek olan Voges-Proskauer sivi
besiyerinde iireme 6zellikleri incelendi (18).
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2.2.5.3. Izolatlarin Sodyum Kloriir ihtiyaclarinin Belirlenmesi

izolatlanin sodyum kloriir ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla % 2; 5;
6; 7; 10; 11 ve 12 oraninda sodyum kloriir ihtiva eden nutrient sivi
besiyerleri hazirlandi. Bunun 4 ml'sine herbir izolattan ekim yapilarak, 7
ve 14 giin 37°C'de inkiibasyondan sonra hangi oranda tuz ihtiva eden
besiyerinde iireme olmug ise, o orandaki tuzda izolatlarin iireyebildigi
sonucuna varildi (18).

2.2.5.4. Izolatlarin Atmosferik Oksijen Ihtiyaclarimin
Belirlenmesi

Izolatlarin atmosferik oksijen ihtiyaclarimin belirlenmesi amaciyle
hazirlanan Brain Heart Infusion agar besiyeri deney tiiplerine dagitildi,
steril edildikten sonra 37°C'ye kadar sogutuldu, tiiplere herbir izolattan
ekim yapildi ve cevirilerek karigtirildiktan sonra hemen soguk suya
daldirilarak donmasi saglandi. Uygun sicaklikta bir gece inkiibe edildikten
sonra, tiip igerisinde iiredikleri bolgeye bakilarak, izolatlarin oksijen
ihtiyaclarn hakkinda karar verildi (7).

Ayrica izolatlarin aerobik olarak mi yoksa tamamen anaerobik
solunum yaparak mu yagadiklarinin ortaya g¢ikarilmasi i¢in deneylerde ozel
olarak hazirlanan anaerobik agar besiyeri kullanildi (18).

2.2.5.5. Nisasta Hidrolizi Testi

Izolatlarin nisagtay1 hidroliz edip etmediklerinin test edilmesi i¢in
hazirlanan nigasta agar petrilerine, izolatlar, ¢izgi halinde ekilerek 3 ve 7
giinliik uygun sicakliktaki etiivlerde inkiibe edildi. Daha sonra petrideki
bakterilerin iizerine %95'lik etanol ilave edildi. Olusan renge gore
izolatlarin nigastay1 hidroliz edip etmedikleri hakkinda karar verildi (18).
Bu test, ayira¢ olarak lugol kullanilarak da yapildi. Petriler iizerine lugol
ilave edildi ve koyu kahve rengin olugsumu nigastanin hidroliz oldugunu,
mavi rengin olugumu ise nigastanin hidroliz olmadigim gosterdi (13).
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2.2.5.6. Jelatin Hidrolizi Testi

Jelatinin izolatlar tarafindan hidroliz edilip edilmediginin ortaya
¢ikarilmasi amaciyla hazirlanan nutrient jelatin besiyeri, steril tiiplere
dokiildii. Izolatlardan herbiri, bu tiiplere ekildikten sonra, 37°C'de 3 giin
inkiibe edildi. Kiiltiirler, i¢lincii giiniin sonunda inkiibe edildikleri etiivden
alind:1 ve 20°C'ye ayarlanmig olan yeni bir etiive aktarildilar. Burada 4 saat
inkiibe edildikten sonra besiyerinin sivi veya kati oluguna gére testin pozitif
veya negatif olduguna karar verildi. 20°C'de besiyerinin sivi olmamasi
bakterinin jelatini pargaladigini gosterdi (18).

2.2.5.7. Karbohidrat Fermentasyonu Testi

Izolatlarin karbohidratlar1 fermente edip etmediklerinin ortaya
cikarilmas: amaciyla karbohidrat fermentasyon besiyerleri yapildi. Bu
besiyerlere izolat tarafindan kullamlip kullanilmadig: 6grenilmek istenen
glukoz ve pH indikatorii olarak da bir boya ilave edildi. Hazirlanan
karbohidrat fermentasyon besiyerine herbir izolat ekilerek 7 giin uygun
sicaklia ayarlanmug etiivde inkiibe edildi. Besiyerinde meydana gelen koyu
pembe renkten sar renge renk degisikligi, organizmalann, kullanilan gekeri
fermente ettigini, herhangi bir degigikligin olmamasi ise sekerin organizma
tarafindan karbohidrat kaynag: olarak kullanilmadigini gosterdi. Tiipteki
besiyerinde meydana gelen kabarmalar ve c¢atlamalar organizmanin
glukozdan gaz olugturdugunu gésterdi (18).

2.2.5.8. Hidrojen Siilfiir Uretim Testi

Izolatlarin hidrojen siilfiir iiretip iiretmediginin ortaya cikarilmasi igin
Triple-Sugar Iron agar besiyeri kullanildi. Herbir izolat, bu besiyerine
inokiile edildi ve 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda
tiipiin alt tarafinda bir kararmanin olup olmadigina bakilarak, organizmanin
hidrojen siilfiir iiretimi hakkinda karara varildi. Besiyerinin alt kisminda
koyu rengin olusumu hidrojen siilfiiriin iiretildigini gésterdi (7).
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2.2.5.9. Voges-Proskauer Testi

Voges-Proskauer sivi besiyeri hazirlandi ve bu besiyerinin 4 ml'sine
herbir izolattan ekim yapildiktan sonra, 37°C'de 3 giin inkiibe edildi.Daha
sonra Kkiiltiirlerin iizerine Voges-Proskauer ayiraci ilave edildi. Tamamen
karigtirilarak oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Sonugta kiiltiir yiizeyinde
kirmiz:i rengin olusup olugmadifina bakilarak testin sonucu hakkinda karar
verildi (18).

2.2.5.10. Sitrat ve Propionati Kullanim Testi

Izolatlarin sitrat veya propionat: kullanip kullanmadiiin ortaya
¢ikarilmasi amaciyla sitrat ve propionati kullanim besiyerleri hazirlanda.
Hazirlanan bu besiyerlere herbir izolat ekildi, 3 ve 7 giin 37°C'de inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra besiyerinde iireme ve renk degisikligi olup
olmadigina bakildi. Eger mavi renge bir doniig varsa organizmalarin sitrat
ve propionati karbon kaynag: olarak kullandiina karar verildi (18).

2.2.5.11. Nitrat1 Indirgeme Testi

Izolatlarin nitrati indirgeyip indirgemediginin ortaya ¢ikarilmas: igin
nitrat sivi besiyeri hazirlandi ve bu besiyerinin 4 ml'sine herbir izolattan
ekim yapildi. Kiiltiirler, 3 ve 7 giin 37C'de inkiibe edildi. Sonra
iizerlerine nitrit ayiraci ilave edilerek veya 1IN HCI emdirilmig kurutma
kagidina herbir izolatin kiiltiirlinden 1 damla damlatilarak olugan rengin
incelenmesi neticesinde testin sonucu ortaya ¢ikarildi. Her iki ayirag ilave
edildiginde de kahverengi renk olugumu goriildiigiinde testin pozitif
olduguna, aksi durumda ise negatif oldufuna karar verildi(18).

2.2.5.12. Katalaz Testi

izolatlarin katalaz enzimini olugturup olusturmadiginin ortaya
ctkarilmasi igin Tryptic Soy agar besiyeri hazirlandi. Izolatlar bu besiyerine
inokiile edildikten sonra 24-48 saat 37°C'ye ayarlanmig etiivde inkiibe
edildiler. Inkiibasyondan sonra iizerine %10'luk H,O, ¢ozeltisi ilave edildi
ve olugan gaz kabarciklarina gore testin pozitif olduguna, aksi durumda ise
negatif olduguna karar verildi(18).
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2.2.5.13. Oksidaz Testi

Oksidaz testi ¢izgi ekim metoduna (13) gore yapildi. Bu testin
yapilabilmesi amaciyla Tryptic Soy agar besiyeri hazirlandi. Izolatlar bu
besiyerine ekildi. Uygun sicaklikta 24-48 saat bekletildikten sonra iizerine
oksidaz testi ayiraci ilave edildi, olusan siyah renge gore testin pozitif
olduguna karar verildi.

2.2.5.14. Izolatlarin Antibiyotik Direncliliinin Belirlenmesi

Hazirlanan herbir izolatin gece Kkiiltiirlerinden 100'er ul alinarak
daha 6nce hazirlanmig olan nutrient agar petrilerine emdirildi. Daha sonra
her bir petri iizerine ampisilin, kanamisin, streptomisin, tetrasiklin ve
gentamisin ihtiva eden hazir disklerden ilave edilerek 37°C'de bir gece
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra disk etrafinda bir zon olusup
olusmamasina bakilarak izolatlarin bu antibiyotiklere direngli olup olmadig
ortaya c¢ikarildi.

2.2.5.15. izolatlarin Polisiklik Aromatik Hidrokarbon
(Fenantren) Parcalama Ozelliklerinin Belirlenmesi

Minerel Salt besiyeri (MSM, 23) ihtiva eden petrilere kiirdan
araciliftyla nokta inokiilasyonu yapildi. Uzerine aseton icerisinde ¢6ziinmiis
%1'lik fenantren soliisyonu piskiirtiildii ve 37°C'de 2 giin inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda nokta inokiilasyonlarin etrafinda seffaf bolge
olusumunu gorebilmek igin gézlem yapildi (24).

2.2.6. Izolatlarin Bazi Genetiksel Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.6.1. Genom DNA'larmm %G+C Iceriklerinin Belirlenmesi
2.2.6.1.1. Genom DNA'larimin izolasyon Metodu

Hiicreler 20-40 ml'lik uygun bir besiyeri icinde biiyiimenin ge¢ veya
durgun fazina kadar biiyiitiildii. Daha sonra hiicreler santrifiij edildi ve 5,0
ml'lik NaCl-EDTA tuz solusyonunda ¢6ziildii. Ardindan hiicrelere 5,0 ml

tuz solusyonu daha ilave edildikten sonra 0,5 ml %20 SDS, 2,5 ml 5 M
perklorat ve 0,15 ml proteinaz K eklenerek 60°C'de 1 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra 5 ml fenol kloroform ilave edildi ve 20 dak sallayicida
sallandi. Siispansiyon 17 000 g'de 10 dak santrifiij edildikten sonra iist faz
ikinci bir tiipe transfer edildi ve 2 hacim soguk %95'lik etanol eklenerek
kangtinldi. Karigim -20°C'de 1 saat bekletildi. Yukarida belirtildigi gibi
tekrar santrifiij edildi. Daha sonra etanol bogaltild: ve tiipler ters gevrilerek
kagit havlu iizerinde birkag dak bekletildi. Ardindan dikkatli bir sekilde
niikleik asit pelletine zarar vermeden 10 ml %80'lik etanol ilave edildi.
%80'lik etanoliin tiipiin yiizeyi ile temas etmesini saglayacak gekilde tiip
salland1 ve -20°C'de 0.5-1 saat bekletildi. Ilk islemde yapildigi gibi
santrifiij edildi. Ardindan etanol bogaltild1 ve tiipler kurumaya birakildi.
Niikleik asitler, 2 ml TE tamponu i¢inde ¢oziilerek iizerine 0,3 ml RNAz
karigimu ilave edildi, karigtirildi ve 37°C'de yarim saat inkiibe edildi. Daha
sonra 0,5 ml kloroform izopentanol ilave edilerek iki veya ii¢ kez vorteks
tizerinde karigtirild: ve 17 000 g'de 100 dak santrifiij edildi. Ust faz bir
bagka tiipe transfer edildikten sonra 3 M sodyum asetattan 0,2 ml ilave
edilerek kanstinildi. Iki hacim %95'lik etanol ilave edildi ve tekrar
karnigtirildi.  Tiip -20°C'de 1 saat bekletildikten sonra 17 000 g'de 10 dak
santrifiij edildi. Pellet yukarnida belirtildigi gibi %80 'lik etanol ile
yikanarak havada kurutuldu. Pelleti 1,0 ml TE'de ¢6zdiikten sonra solusyon
icindeki DNA'ya 1,0 ml TE-1,0 M NaCl ilave edildi (25).

2.2.6.1.2. % G+C Oraninin Belirlenmesi

%G+C igerekleri belirlenecek olan genom DNA'lan izole edildikten
sonra konsantrasyonlar1 20 pg/ml olacak sekilde 0.5x SSC ile sulandirildi.
Daha sonra sulandirilan bu DNA o6rnekleri bir diyaliz tiipii i¢inde
0.5xSSC'ye kargi 24 saat diyaliz edilerek temizlendi.

Temizlenen DNA o6rnekleri spektrofotometrenin quarz Kiivetine
konuldu ve 1s1 ayarli JENWAY 6105 U.V./ Vis. spektrofotometresinde ilk
olarak 25°C'de 260 nm'de absorbansi 6lgiildii. Daha sonra sicaklik 50°C'ye
cikarildi ve daha sonraki biitiin sicakliklarda 10 dak bekletilerek tam olarak
DNA 'zincirlerinin ayrilmasi saglandi. Absorbansta 6nemli bir derece artig
olan sicaklifa kadar spektrofotometrenin sicakligt 10'ar derece artirildi.
Absorbanstaki fazla artigin olmaya bagladig sicakliktan itibaren 1s1 1 veya 2
derece artirilarak DNA zincirlerinin tam olarak ayriimasi saglandi. DNA
zincirleri tam olarak ayrilmaya bagladigi andan itibaren absorbans sabit
kald1 ve bdylece DNA'nin tam olarak denatiire oldugu sicakiik bulundu.
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Elde edilen bu sicaklik degerlerine kargi olan absorbanslar AT/ A2s
formiilii kullanilarak 25°C'deki absorbans degerine bdliindii ve c¢ikan
sonuglar ile elde edildifi sicaklik degerleri arasinda bir grafik olugturuldu.
Bu grafigin orta noktasindaki deger Tm olarak adlandirildi. Daha sonra
asagidaki formiil kullanilarak bakterilerin Tm'e bagli olarak %G+C
icerikleri belirlendi (25).

GC= (Tm-69,3)x 2,44

2.2.6.2. Plazmit DNA'larinin izolasyonu

Izolatlarin plazmit igerikleri Voskuil ve Chambliss'in (26) gelistirdigi
metoda gore ortaya cikanldi. Herbir bakteriden 5-10 ml olarak hazirlanan
gece kiiltiirleri 10.000 rpm'de 5 dak santrifuj edildi. Siipernatant kism
atild1 ve ¢okelek 200 ml SET tamponunda (%25 sakkaroz, 50 mM EDTA,
50 mM Tris-HCl (pH 8,0)) vortekslenerek ¢oziildii. Kullanilan SET
tamponunun 1 ml'sine 5 mg lizozim ilave edildi. Daha sonra, karigim
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve 37°C'de 10 dak inkiibe edildi. Bunun
iizerine 350 ml 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 ml
sofuk 3 M K*+-5 M asetat soliisyonundan ilave edildi. Siispansiyon,
mikrosantrifiijiin en yiiksek hizinda, 5 dak santrifiij edildi. Siipernatant
kismi yeni bir mikrosantrifuj tiipiine aktarildi. Alinan bu sivi kisma, 650 ml
soguk fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) karisimindan ilave edildi ve 1
dak vortekslendi. Karigim daha sonra 5 dak mikrosantrifiijde santrifiij
edildi. Ust faz alindi ve buna 620 ml soguk kloroform:izoamilalkol
karigtmindan ilave edildi. Karisim 30 sn vortekslendikten sonra
mikrosantrifujde 3 dak santrifuj edildi. 550 pl'lik iist faz pipetorle alinip
yeni bir tiipe aktarildiktan sonra, buna esit miktarda soguk (-20°C)
izopropanol ilave edildi. Karigim ters diiz ¢evrilerek tamamen
kangtinldiktan sonra, 5 dak santrifiijlendi. Siipernatant kismu dokiildii ve
izopropanol agik havada ugurulduktan sonra ¢okelek kismi %70'lik etanol
ilave edilerek 2 dak santrifiijlendi, kalan etanol havada ugurulduktan sonra
50 ml deiyonize suda ¢oziildii.

Yapilan plazmit DNA's1 izolasyonu ¢aligmasi sonucunda, plazmit
DNA'larinin izole edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 0,5 mg/ml
etidyum bromiir iceren %0,7'lik agaroz jel hazirlandi. DNA soliisyonunun
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5 mi'si, 1 ml 10X elektroforez boyas:i ve 4 ml deiyonize su veya TE
tamponu ilavesi ile hazirlanan kanigim agaroz jel iizerinde olusturulan herbir
kuyucuga yiiklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment agirliklarn: belli
olan molekiiler agirlik standarti ile elektroforez edildi. Elektroforez
neticesinde, plazmit DNA'larinin var olup olmadiklar1 ve molekiiliir
agirliklan tespit edildi.

2.2.6.3. Plazmit Transformasyonu

E.coli JIM101 stok kiiltiiriinden bir 6ze yardimiyla tek bir koloni
alinip 2 ml LB sivi1 besiyerine ekim yapildi ve 37°C'de 200 rpm'de
calkalanan sulu calkalayicida 12-16 saat iiretildi. Hiicre kiiltiiriinden, 30 ml
LB'ye, ODgpo=0,1 nm olacak gekilde taze kiiltiir agiland1 ve ODgpo=0,45-
0,50 oluncaya kadar sulu sallayicida 200 rpm'de iiretildi. Istenen yoZunluga
ulagan hiicreler kompetant hiicre hazirlamak icin kullamldi. Ilk &nce, bu
hiicreler buz iizerinde 10 dak bekletildi ve 30 ml solusyon 2000 rpm'de 15
dak santrifiij edildi ve sivi kisim atildi. Pellete (¢okelek) 10 ml, 100
mM'luk soguk ve steril CaCl, ilave edilip, pellet nazikge sallanarak homojen
hale getirildi ve 30 dak buz iizerinde bekletildi. Daha sonra 2000 rpm'de
15 dak santrifiij edilip sivi kisim atildi ve tekrar pellet iizerine soguk ve
steril 100 mM CaCl,'den 2 ml ilave edildi (27). Elde edilen hiicreler taze
olarak kullanildi.

Transformasyondan once E.coli JM101 kompetant hiicreleri yukarida
anlatildif: bicimde hazirlandi. Transformasyon icin MC'ten izole edilen
plazmit DNA's1 kulanildi. Biri kontrol igin olmak lizere 3 tiip hazirlandi.
Kontrol tiipe sadece 200 ul kompetant hiicre, diger tiiplere ise 200 pl
kompetant hiicre ve plazmitten elde edilen 1'er ul plazmit DNA's1 konuldu.

Hazirlanan bu tiipler sirasiyla 4°C'de 30 dak ve 45°C'de 2 dak
bekletildi. Uzerlerine 0,8 ml LB sivi besiyeri ilave edilerek 30°C'de 1 saat
yavagca sallanarak, antibiyotige diren¢ kazanmalar: i¢in inkiibe edildi.
Kiiltiirler 50 pg/ml ampisilin ihtiva eden agar iizerine bagetle yayildi ve
petriler 37°C'de 24 saat inkiibasyona alinarak, plazmit ihtiva eden hiicrelerin
iiremeleri saglandi.

Inkiibasyon sonucu olusan kolonilerden bazilar kiirdanla alinarak
ampisilin ihtiva eden 2 ml LB s1v1 besiyerine ekildi ve bir gece biiyiimeye
birakild: ve bunlardan plazmit izolasyonlan gerceklestirildi.
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2.2.6.4. PCR Yontemiyle 16S rRNA Analizi

Elde edilen izolatlarin ve kontrol olarak kullanilan B. mycoides, B.
bronchiseptica, B. polymyxa, P. rustigianii ve B. circulans'in genomik
DNA'larinin izolasyonlar: 2.2.6.1.1'de agiklandig: gibi yapildi. izole edilen
DNA'larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak, 260 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

16S rRNA'y1 kodlayan DNA, saflagtirilan genomik DNA'dan
UNI16S-L (5'-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) sirasina sahip
"forward" primeri ile UNI16S- R (5'ATGGTACCGTGTGACGGGCGGT
GTGTA) sirasina sahip "revers" primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. Kullanilan forward primeri, E.coli 16S
rRNA geninin 11-26. pozisyonlarina gore diizenlenmigken, revers primeri
ise yine bu genin 1411-1393. pozisyonlarina gore diizenlenmistir (28).

PCR reaksiyonlarinin gartlar1 Beffa ve ark (29)'na goére olusturuldu:
12 ng kalip DNA, 5 ml 10XPCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH8,3 (oda
sicakliginda); 500 mM KCI; (solusyon otaklavlandi)), 1,5 mM MgClh, 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
kanigimu steril deiyonize su ile 50 ml'ye tamamlandi. Cogaltma iglemi 500
ml'lik tiiplerde Techne Progene Fuse 230U TZA Thermal Cycler'da
gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklari ve siireleri su sekilde ayarlandi: Ilk
denatiirasyon basamagi1 95°C'de 2 dak olarak gergeklestirildikten, sonra 36
dongii 94°C'de 1 dak (denatiirasyon i¢in), 56°C'de 1 dak (hibridizasyon igin)
ve 72°C'de 2 dak (uzatma igin) bekletilerek gergeklestirildi.

Elde edilen PCR iiriinleri %1,3'liikk agaroz jelde elektroforez edildi ve
etidyum bromiir boyast (0,5 mg/ml) ile boyandiktan sonra Polaroid DS34
Hoefer's photoman fotograf makinesi ile goriintiilendi.

2.2.6.5. 16S rDNA'nin Restiriksiyon Fragmenti Uzunlugu
Polimorfizmi (RFLP)

PCR iiriinleri, 2.2.6.3.'de acgiklandif1 gibi elde edildi. Daha sonra
bunlarin restriksiyon analizi i¢in 6 yg PCR iiriinii 2 ml 10X restriksiyon
enzim tamponu ve 10 iinite Hinfl restriksiyon enzimi karigtirildi ve 20
ml'lik son hacim icgerisinde, 37°C'de 2 saat kesildi.

Kesilen o©rnekler ve molekiiler agirhik standarti, %2,5'lik agaroz
jelde 10 V/cm'lik elektrik alaninda 70 dak elektroforez edildi, etidyum
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bromiir ile boyand:1 ve jel Polaroid DS34 Hoefer's photoman fotograf
makinesi ile goriintiilendi.

2.2.7. izolatlarin Total Hiicre Proteinlerinin Profilinin
Cikarilmasi

2.2.7.1. Total Hiicre Proteinlerinin izolasyonu

[zolatlarin ihtiva ettikleri proteinlerin profilini cikarmak igin, elde
edilen herbir izolattan ve kontrol olarak kullanilan tiirlerden 10 ml'lik gece
kiiltiirleri yapildi. Hiicreler, 14.000 rpm'de 15 dak santrifiij edildi.
Cokelek, 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) ve %10 sukrozdan olugan TS'de
¢oziiliip -194°C'de 1 dak bekletildikten sonra oda sicaklifina alindi ve bu
iglem iki kez tekrarlandi. Oda sicaklifinda ¢oziindiikten sonra hacminin
1/20'si kadar 10 mg/ml'lik lizozim ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 35 dak
buz iizerinde bekletildikten sonra, 30 dak 16.000xg'de santrifiij edildi.
Protein 6ziitiinii ihtiva eden sivi kisim, -20°C'de sakland..

2.2.7.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonu, Bradford metodu (30) 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. Ornekler 6l¢giim i¢in hazirlandiktan sonra iyice karstirildi ve
2 ile 60 dak arasinda degerleri okundu. Standart konsantrasyon egrisi,
farkli miktarda BSA iceren orneklerin Olgiilmesiyle elde edildi.
Konsantrasyonu bilinmeyen orneklerin konsantrasyonu, konsantrasyonu
bilinenlerin verdigi absorbans degerinin, standart egrisi iizerine
cakistirilmas: ile bulundu. Bulunan bu degerlerden faydalanilarak
orneklerdeki protein konsantrasyonlar hesaplandi.

2.2.7.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Miktarlan tayin edilmis olan B. mycoides, B. bronchiseptica, B.
polymyxa, P. rustigianii, B. circulans, 5 adet izolat (MC1, MC2, MC3,
MC4, MCS5) ile standart protein oziitlerinden uygun miktarlarda (50 mg)
alindi. Bu oziitlere egit miktarda 2X muamele tamponu (0.15 M Tris-HCI
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pH 6,8, %4 SDS, %20 Gliserol, %6 B-merkaptoetanol) ilave edildikten
sonra, Ornekler 65°C'de 90 sn bekletildi ve Laemmli (37) tarafindan
tamimlanan %12'lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE)
yiiklendi ve 0,75 mm kalinligindaki herbir jel i¢in 15 mA akim uygulanarak
ayirma islemi gerceklestirildi.

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra, jel CBB (%0,125 CBB 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 aktanldi. En iyi jeller
segilerek iki selofan yaprak arasina alindi ve 80°C'de 2 saat vakumlu jel
kurutucuda kurutularak, daimi olarak saklanabilecek hale getirildi.



3. BULGULAR

Bu ¢aligmada Mus'un Cukurbag Koyii'nden alinan gazli sondaj
suyundan bakteri izole edilerek, bunlarin tiir tayinleri yapilmaya calisildi.
Ayrica suyun mililitresindeki bakteri sayisi, membran filtresi yontemiyle
belirlendi.

Calisma ortamindan alinan su Orneklerinden bakteri izolasyonu,
zenginlestirme Kkiiltiirleri yapilarak ve membran filtresinden gegirilmek
suretiyle gerceklestirildi. Caligmada, izolatlarin tiir tayinlerinin yapilmasi
icin cesitli morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve
kemotaksonomik testler uygulandi.

3.1. Suyun Kantitatif Analizi

Sudaki toplam bakteri konsantrasyonu 20 ml suyun filtre edilmesi
sonucunda hazirlanan filtrelerde nutrient agar iizerinde olusturduklari
koloni sayis1 2480 olarak belirlendi. Buna gore, suyun mililitresindeki
bakteri sayisinin 124 bakteri/ml oldugu bulundu.

3.2. Izolatlarin Cesitli Boyama ve Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarin gesitli boyama ve morfolojik 6zellikleri Tablo 3'de
goriilmektedir. Kontrol olarak kullanilan tiirlerin boyama ve morfolojik
ozellikleri ise Tablo 4'de verilmistir. 1lk olarak yapilan basit boyamalar
neticesinde MC2'nin kok, MCI1, MC3, MC4 ve MC5'in ise basil
morfolojisine sahip, tek veya uzun zincirler olugturan basiller olduklari
goriildii. Izolatlarin hayatlarinin erken safhalarinda ve daha sonra yapilan
Gram boyamalar1 sonucunda, MC1, MC3 ve MC5'in gram pozitif, MC2 ve
MC4'iin gram negatif olarak boyandiklar tespit edildi.

Izolatlarin, endospor yapilarin1 meydana getirip getirmediginin ortaya
cikarilmasi amaciyla yapilan spor boyamalar neticesinde, MC1, MC3 ve
MC5'in endosporlara sahip olduklari, MC2 ve MC4'iin ise endosporlara
sahip olmadiklar1 gozlendi.

Yapilan hareket testi sonucunda, biitiin izolatlarin haraket edebilme
yetenegine sahip olduklar1 gézlendi.
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Tablo 3: Izolatlarin morfolojik ve iireme 6zellikleri.

Ozellikler MCi MC2 MC3 MC4 MC5__
Mortoloji Basil Kok Basil Basil Basil
Petrideki kolom1 | Krem,diizgiin| Turuncu, Krem, Krem,diizgiin| Krem,diizgiin
rengi ve goriiniigii| yuvarlak diizgiin,yuv. | dalgali yuvarlak yuvarlak
Izolatlarin O7 Fakiiltatif Aerobik Fakiiltatiff | Fakiiltatif Fakiiltatif
ihtiyaclan anaerobik anaerobik | anaerobik anaerobik
Gram Boyama + - + - +
Spor Boyama + - + - +
Hareket + + + + +
+=var, -=yok

Tablo 4: Kontrol tiirlerin morfolojik ve iireme o6zellikleri
Ozellikler B.m B.b B.p P.r B.c
Morfoloji Basil Kokkobasil Basil Basil Basil
Petrideki koloni | Krem, diizgiin Krem,diizgiin| Krem,diizgiinf Krem,diizgiin] Krem,diizgiin
rengi ve goriiniigii | yuvarlak yuvarlak yuvarlak yuvarlak yuvarlak
Izolatlarin O3 Fakiiltatif Aerobik Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif
ihtiyaclan anaerobik anaerobik anaerobik anaerobik
Gram Boyama + - + - +
Spor Boyama + - + - +
Hareket + + + + +

B.m; B. mycoides, B.b; B.bronchiseptica, B.p; B. polymyxa

P.r; P. rustigianii, B.c; B. circulans, +=var,-=yok

3.3. izolatlarm Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin ve kontrol olarak kullanilan tiirlerin fizyolojik ve
biyokimyasal o©zellikleri sirasiyla Tablo 5 ve 6'da goriilmektedir.
Mikroorganizmalarin iiremesi iizerinde etkili faktorlerden olan sicaklik,
pH, NaCl'ye kars1 tolerans ve atmosferik oksijen ihtiyaglar: gibi fiziksel
etkilerin aragtirilmasi1 amaciyla testler yapildi. Yapilan testler sonucunda
biitiin izolatlarin optimum olarak 37°C'de iireyebildigi ve minumum-

maksimum iireme sicakliklarinin 2040°C oldugu gozlenmigtir.

Tablo 5 ve 6'da da goriildiigii gibi, biitiin izolatlarin optimum olarak
pH 6-9 arasi olan besiyerlerde iireyebildigi tespit edilmigtir.
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Izolatlarin belli oranlarda sodyum kloriir igeren besiyerlerinde
iireyebilme 6zelliklerinin, yani sodyum kloriire kargi tolerans sinirinin
aragtirilmas: sonucunda MCl'in %5'e kadar sodyum kloriire tolerans
gosterdigi, MC2'nin %10, MC3'iin %8, MC4'lin %6 ve MC5'in %1'e kadar
sodyum kloriir igceren besiyerlerinde iireyebildikleri gézlendi.

Izolatlarin atmosferik oksijene olan ihtiyaclar incelendiginde,
MC2'nin sadece aerobik ortamda iireyebildigi, diger izolatlarin ise fakiiltatif
anaerop olduklari yani hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda
iireyebildikleri gozlendi.

Bakteri tiir tayininde kullanilan kriterlerden birisi de bazi organik
maddeleri hidroliz etme o6zellikleridir. Tablo 5 ve 6'da da goriildiigi gibi
yapilan testler sonucunda biitiin izolatlarin nigastayr hidroliz ettigi
gozlenmigtir. Yine yapilan testler sonucunda MC1 ve MC3'iin jelatini
hidroliz edebildikleri ancak MC2, MC4 ve MCS'in jelatini hidroliz
edemedikleri gbzlenmistir. Ure hidrolizi testi sonucunda ise MC3'iin iireyi
hidroliz edebildigi, buna kargin diger izolatlarin tireyi hidroliz edemedikleri
gozlenmistir.

Izolatlarin bazi enzim ve kimyasal maddeleri tretip iiretmedikleri
incelendi. Sonug olarak, MC1'in katalaz ve oksidaz enzimini iirettigi, MC2,
MC3, MC4 ve MC5'in ise katalaz enzimini iiretmelerine karsin oksidaz
enzimini iiretemedikleri gozlenmigtir. Ayrica biitiin izolatlarin HoS gazim
iiretmedikleri goézlendi.

Organizmalarin sitrat ve propionat1 kullamimlar1 ve nitrat1 indirgeme
ozellikleri, smiflandirmada kullamlan diger 6zelliklerden birkagidir. Tablo
5 ve 6'da da goriildiigii gibi yapilan incelemeler sonucunda, MC5'in sitrati
kullanmada degisken oldugu, diger izolatlarin ise sitrat1 kullanmadiklar:
gozlenmigtir. Yapilan testler sonucunda, yalnizca MC4'liin propionati
kullandigi, digerlerinin ise propionati kullanmadiklar ve biitiin izolatlarin
nitrat: indirgeme ozelligine sahip oldugu gézlenmisgtir.

Izolatlarin glukozu fermente etme ozellikleri de test edildi. Yapilan
deneyler sonucunda biitiin izolatlarin glukozu fermente ettikleri ancak gaz
olusturmadiklan tespit edilmisgtir.

Izolatlarin antibiyotik direngliligini belirlemek amaciyla yapilan
¢aligma sonucunda; MCl'in ampisiline karigi direngli, kanamisin
streptomisin, tetrasiklin ve gentamisin'e karg1 duyarh oldugu, MC2, MC3 ve
MCS5'in test edilen antibiyotiklerin hepsine karsi duyarli olduklari, MC4'iin
ise ampisilin ve streptomisine kars1 direngli, digerlerine karg1 duyarh
oldugu tespit edilmigtir (Tablo 7).
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Tablo 5: Izolatlarin ve kontrol tiirlerin fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri
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=
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Nitrat ind.
Katalaz testi
Indol testi
V.P. testi
| HpS iiretimi
%2 NaCl iir.
| %35 NaCl ir.
%6 NaCl iir.
%7 NaCl ur.
| %10 NaCl iir.
%11 NaCl iir.
%12 NaCl ir.
5°C ur.
10°Ciir.
30°Cliir.
| 40°Ciir.
50°C iir.
Jelatin hid.
Ure hid.
Sitrat kul.
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5,7 pHda iir.
Glukoz fer.
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Opt. pH. 6-8 6-8

E%. 151(°C) | 30-35|30-3730-37|30-37{30-37 | 30-37
Anaerobik iir.| + + -

Pseudomonas| - B - B - B
agarda iir.
-F%antren - B - B - B
pargalama &z.
Glukozdan - - - - - -
| gaz olugturma

Z; Zay1f bilyiime, B: Belirlenmedi, +=var, -=yok
B.m; B. mycoides, B.b; B. bronchiseptica, B.p; B. polymyxa
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Tablo 6: Izolatlarin ve kontrol tiirlerin fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri

Ozellikler

v
"

MC4

=
o

MCS

Nitrat ind.
Katalaz testi
Oksidaz testi
Indol testi
V.P. testi
H»S iiretimi
%2 NaCl iir.
%35 NaCl tr.
%6 Na(l iir.
%7 Na(l iir.
__% 10 Na(l iir.
| %11 NaCl iir.
| %12 NaCl iir.
5°Ciir.
10°Ciir.
30°Cliir.
 40°C ur.
50°C iir.
Jelatin hid.
Ure hid.
Nisasta hid.
Sitrat kul.
Propionat kul.
5,7 pH'da iir.
Glukoz fer.
Opt. pH
Opt. 151 (°C)
Anaerobik iir.
Pseudomonas
agarda iir.
'?:nantren
parcalama 6z.
Glukozdan
gaz olusturma

§£++WN+W||++Nll||NNNWW|||+N
g++|N+|||++|||n|||t+||||++

NG
W
~}

30-37{30-37

W]
w ool + |2 &+ [+ el ] N | ool e ol e e oo ¢ [+ [+ ]+

I+8§+++l+llll+lllllll++ll+l++

Z; Zayif biiyiime, B: Belirlenmedi, +=var, -=yok
P.r; P. rustigianii, B.c; B. circulans
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Tablo 7: Izolatlarin antibiyotiklere olan direnglilikleri

Antibiyotikler Izolatlar |
MC1{MC2 ] MC3 ]| MC4| MC5
Ampisilin D H H D H
Kanamisin H H H H H
Streptomisin | H H H D H
Tetrasiklin H H H H H
Gentamisin H H H H H

D; direncli, H; hassas

3.4. izolatlarin Bazi Genetiksel Ozellikleri

Yapilan %G+C igerigi analizi sonucunda, Tablo 8'de goriildiigii gibi,
elde edilen izolatlarin %G+C igerikleri 43.7 ve 70.0 (Tm) arasinda
degismektedir.

[zolatlarin Tm degerleri ve buna bagh olarak hesaplanan %G+C
degerleri su sekildedir: MC1'in Tm degeri 86 ve %G+C igerigi 43.7 (Tm)
(Sekil 3), MC2'nin Tm degeri 98 ve %G+C igerigi 70.0 (Tm) (Sekil 4),
MC3'inTm degeri 88 ve %G+C igerigi 45.6 (Tm) (Sekil 5), MC4'iinTm
degeri 89 ve %G+C igerigi 48.9 (Tm) (Sekil 6) ve MC5'in Tm degeri 97 ve

%G+C igerigi ise 67.5 (Tm) (Sekil 7)'dir.

Tablo 8: Izolatlarin ve kontrol tiirlerin %G+C igerikleri

Cahsmada Kullamilan Kontrol Tiirler ve Izolatlar
B.m |MC1| B.b {MC2| B.p | MC3| P.r |MC4| B.c | MC5
%GC|32-39 | 43 |[66-70| 70 |41-51| 45 |3942| 48 |[31-61| 67

B.m; B. mycoides , B.b; B. bronchiseptica, B.p; B. polymyxa

P.r; P. rustigianii, B.c; B. circulans
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Sicaklik

sekil 7: MC3'in Tm degeri

Elde edilen izolatlar, plazmit icerikleri, elde edilen plazmitlerin
restriksiyon analizleri ve 16S rRNA genlerinin restriksiyon fragmenti
uzunluk polimorfizmi (RFLP) agisindan incelendiler.

Sekil 8'de goriildiigii gibi plazmit DNA's1 izolasyonu sonucunda,
MC4'iin halka halinde yaklasik 4500 bp agirlifinda bir plazmide sahip
oldugu goriilmektedir. Diger izolatlarin ise hi¢cbir plazmide sahip
olmadiklar1 gézlenmistir.

6.5 kb =
43 kb -
23 kb

20 kb__—"

Sekil 8: MC4'ten saflagtirilan plazmit DNA'sinin %0,7'lik agaroz jeldeki
goriintiisii. 1; molekiiler agirlik standarti, 2; MC4'ten elde edilen
plazmit, 3; MC4'ten elde edilen plazmit (PstI ile kesilmis)
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EcoRI ve Psfl restriksiyon enzimleriyle yapilan restriksiyon
analizinde, MC4'ten elde edilen plazmidin bir bolgeden bu enzimler
yardimiyla kesildigi ve molekiiler agirhinin yaklagik 4500 bp oldugu
gozlenmigtir.

Izole edilen plazmit daha 6nceden hazirlanan E.coli'min JM101
susunun kompetent hiicresine aktarildi. Daha sonra kompetent hiicre ve
plazmit karigimi ampisilin iceren LB petrilerine emdirildi. Bir gecelik
inkiibasyon sonucunda petri iizerinde ampisiline direngli olan hiicrelerin
biiyiidiigii goriildii. Boylece pazmit E.coli JM101 suguna aktarild: ve bu
bakteride de replike olabildigi g6zlendi.

[zolatlarin 16S rRNA genlerinin, PCR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilen
16S rRNA genleri Sekil 9'da goriilmektedir. Yapilan PCR analizi sonucunda
E.coli 'nin evrensel primerleri ile arttirilan 16S rRNA geninin E. coli igin
yaklagik 1400 bp oldugu, elde edilen izolatlar ile yapilan sistematik ¢aligmasi
sonucunda bunlarla ayni tiir oldugu diigiiniilen B. mycoides, B.
bronchiseptica, B. polymyxa, P. rustigianii ve B. circulans bakterilerinin
hepsinin de yaklagik 1400 bp civarinda oldugu tespit edildi.

16.2kb
5.5 kb
3.6 kb
27 kb
25 kb
24 kb
1.9 kb
1.5 kb

13 kb/
1.1 kb

L1l IIIIIL/

\

P . H

Sekil 9: Izolatlardan saflagtiriian genom DNA'sindan PCR yontemiyle
cogaltilan 16S rRNA geninin %1,3'liikk agaroz jeldeki goriintiisii.
1; molekiiler agirlik standarti, 2; MC1, 3; MC2, 4; MC3, 5; MC4,
6; MC5
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Elde edilen 16SrRNA genlerinin Hinfl ile yapilan restriksiyon
analizinde Sekil 10'da da goriildiigii gibi %2.5'lik agaroz jelde MC2 yaklagik
600,350 ve 300 bp'lik 3 bant olustururken, MC3, MC4 ve MCS5 ise yaklagik
700,300 ve 350 bp'lik 3 bant olusturmaktadiriar. Hinfl ile yapilan
restriksiyon analizinde, B. bronchiseptica, B. polymyxa, P. rustigianii
bakterilerinin, eglestirildikleri izolatlarla ayn1 polimorfizme sahip olduklar,
B. circulansin ise eglestirildigi izolattan biraz daha farkli polimorfizme
sahip oldugu tespit edilmigtir.

123456728910

12 kb r 1
1.0 kb

900 bp 4 ( \
800 bp 7 ‘

700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

HERENE

A

Sekill0: izolatlardan ve kontrol tiirlerden PCR ile elde edilen 16S
rRNAgeninin Hinfl enzimi ile RFLP'sinin %2,5'lik agaroz jeldeki
goriintiisii. 1; molekiiler agirlik standarti, 2; MC2'nin 16S rRNA
geninin Hinfl ile kesilmig hali, 3; MC3'iin 16 S rRNA geninin
Hinfl ile kesilmis hali, 4; B. bronchiseptica'nin 16S rRNA
genininfHinfl ile kesilmig hali, 5; B. polymyxa'min 16S rRNA
geninin Hinfl ile kesilmig hali, 6; MC4'iin 16S rRNA geninin
Hinfl ile kesilmig hali, 7; MC5'in 16S rRNA geninin Hinfl ile
kesilmig hali, 8; P. rustigianii'nin 16S rRNA geninin Hinfl ile
kesilmig hali, 9; B. circulans'in 16S rRNA geninin  Hinfl ile
kesilmig hali, 10; 16 S rRNA geni
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3.5. izolatlarin Total Protein Profili

Elde edilen 5 izolattan ve standart olarak kullanilan tiirlerden izole
edilen ¢oziinebilir proteinler, her kuyuya 50 ug olacak sekilde %12'lik SDS-
PAGE jeline yiiklendi. Proteinlerin 15 mA'lik elektrik akiminda
yiiriitiilmesi sonucunda, Sekil 11 ve 12'de de goriildiigii gibi izolatlarn,
kontrol olarak kullanilan tiirlere benzer olduklan gozlendi.

--—66.000.

— T -=—45.000

e . = =.—36.000
W 1 =—29.000
o ~«—24.000

| e <—20.000

1
i
’
l
|

‘""'l

Sekil 11: MCI ve kontrol olarak kullanilan B. mycoides'ten
saflagtirilan ¢oziinebilir total hiicre proteinlerinin
%12'lik SDS-PAGE'den analizi. 1; MC1,
2; B. mycoides, 3; molekiiler agirlik standarti
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Jelde elde edilen bantlarin biribirlerine benzerliklerinin ortaya

cikarilmast amactyla agagida belirtilen yontem kullanilmigtir. Buna gore,
tiirler arasindaki gesitlilik (degiskenlik), benzerlik "S" olarak ifade edilerek:

S=2xNAB/ NaA+NB

formiiliine gore hesaplama yapildi. NaB, A ve B tiirlerindeki ortak
bantlarin toplamini, NA ve NB ise A ve B tiirlerindeki bantlarin herbirinin
ayn ayr1 olarak toplamini ifade etmektedir. Jeldeki bantlardan sadece giiglii
olanlar, net olarak goriiniinler var olarak sayildi. Benzerlik ol¢iisii, iki
tiirde ortak olan yani paylagilan bantlar olarak da ifade edilebilir (31).

Iki tiir arasindaki genetik farkhilik (D) ise;
D=1-S
formiiliine gore hesaplandi. Genetik farkliliklan belirlemek i¢in, incelenen
biitiin tiirler arasinda pairwise (giftler yoluyla) karsilagtirma yapan
bilgisayar programu kullamlarak ortak bantlarin analizi yapild:.

Genetik farklilik derecesi 0 (ayn:,0zdes)'dan 100 (incelenen biitiin
kriterlerde farkli)'e dogru belirlenir. Buna gore birbirine ¢ok benzeyen
veya birbirinin aym olan tiirler arasindaki genetik farklilik 0.00 iken, tiirler
arasindaki farkhilik arttikca bu deger 100'e dogru ilerlemektedir (31).

Sonug olarak, kontrol suglar ile izolatlar arasindaki genetik farklilik
degerleri sdyle belirlenmigtir: MC1 ile B. mycoides arasindaki genetik
farklhihik degeri 0,15 iken, MC2 ile B. bronchiseptica arasindaki 0,13, MC3
ile B. polymyxa arasindaki 0,12, MC4 ile P. rustigianii arasindaki 0,09 ve
MCS5 ile B. circulans arasindaki genetik farklilik degeri ise 0,18 olarak
bulunmugtur. Buna gore, izolatlar ile kontrol tiirler arasindaki
benzerliklerin yiizde olarak degerleri belirlenmigtir: MC1 ile B. mycoides
arasinda %85, MC2 ile B. bronchiseptica arasinda %87, MC3 ile B.
polymyxa arasinda %88, MC4 ile P. rustigianii arasinda %91 ve MCS ile
B. circulans arasinda ise %82 oraninda benzerlik tespit edilmistir.
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-4— 66.000

-«+— 45.000

--— 36.000

'-.— 29.000

l-— 24.000
-— 20.000

MC2, MC3, MC4 ve MC5'ten ve kontrol tiirlerden
saflagtinlan ¢oziinebilir total hiicre proteinlerinin %12'lik
SDS-PAGE'den analizi. 1; MC2, 2; B. bronchiseptica, 3;
MC3, 4; B. polymyxa, 5; MC4, 6; P. rustigianii, 7; MC5,

8; B. circulans, 9; molekiiler agirlik standarti



4. TARTISMA

Organizmalarin siniflandirilmasi i¢in, canlilann i¢ yapilarinin 6zelligi
de dahil olmak iizere bircok karakter g6z 6niinde bulundurulmaktadir.
Modern biyolojik sistematik, tiirler arasindaki dogal akrabalik iligkilerini
aciklamak icin cok gesitli yontemler kullanmaktadir. Son zamanlarda
gelistirilen genetik yontemler uygulanarak yapilan caligmalarla
mikroorganizma siniflandinlmasinda nemli agamalar kaydedilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, aragtirma alanindan izole edilen
bakterilerin Bacillus, Bordetella ve Providencia cinslerine ait olduklar:
tespit edilmistir.

Bacillus cinsi biiyiik bir grup olup, Gram-pozitif, aerobik, endospor
olusturan ¢ubuk sekilli bakterilerin heterojen bir grubunu i¢ine almaktadur.
Cins igerisinde biiyiik oranda fenotipik ¢esitlilik ortaya ¢ikarilmig olup, tiir
icerisinde veya tiirler arasinda 6nemli miktarda fenotipik farkliliklar ortaya
ctkarimugtir (11,18).

Bordetella cinsi, Gram-negatif, aerobik, endospor olusturmayan,
kiiciik kokkobasil gekilli bakterileri icermektedir. Memelilerde patojen ve
parazit oldugu bilinmektedir (10).

Providencia cinsi, Gram-negatif, fakiiltatif anaerobik, endospor
olugturmayan, ¢ubuk sekilli ve flagella ile hareket edebilen bakteri grubunu
icermektedir. Insanda patojen oldugu bilinmektedir (12).

Aragtirma alanindan izole edilen bakteriler 20-45°C arasindaki
sicakliklarda iireyebildiginden mezofilik bakteriler olarak adlandirilmigtir.

Elde edilen MC1, MC3 ve MC5'in endosporlu, fakiiltatif anaerobik,
Gram-pozitif, basil morfolojisine sahip ve hareketli olduklarindan Bacillus
cinsi icerisine dahil edilmistir. MC2, endosporsuz, aerobik, Gram negatif,
kok morfolojisine sahip ve hareketli olmasi nedeni ile Bordetella cinsi
icerisine, MC4 ise endosporsuz, fakiiltatif anaerobik, Gram negatif, basil
morfolojisine sahip ve de hareketli oldugundan Providencia cinsine dahil
edilmisgtir.

[zolatlarin biiyiime, morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri géz
Oniinde bulundurularak yapilan karsilagtirmalar sonucunda, MCl'in
Bacillus mycoides'e, MC2'nin Bordetella bronchiseptica'ya, MC3'iin
Bacillus polymyxa'ya, MC4'lin Providencia rustigianii'ye ve MCS5'in
Bacillus circulans'a benzer olabilecegi kanaatine variimugtir.
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neticesinde bu plazmide sahip olan izolatin ampisilin ve streptomisin
antibiyotiklerine karg1 direngli oldugu, MCl'in de yalnizca ampisiline karsi
direngli oldugu difer antibiyotiklere kars:1 ise duyarl: oldufu tespit
edilmigtir. Diger izolatlarin ise higbir antibiyotik direngliligine sahip
olmadiklan ortaya ¢ikarilmugtir.

Yapilan restriksiyon analizi sonucunda, MC4'ten elde edilen
plazmidin, birer tane Pst I ve Eco Rl restriksiyon enzimi kesme bolgesine
sahip oldugu goriildii. Bu plazmit, E.coli JM101 susuna aktarilmig ve bu
bakteride de replike olabildi§i gézlenmistir.

Elde edilen bakterilerin bazi biyokimyasal ve lireme ozellikleri
bakimindan farkli olduklar1 ve sahip olduklar1 ozelliklere gore Bacillus
Bordetella ve Providencia cinslerine ait olduklar1 gézlendi. Ancak sadece
biyokimyasal, iireme ve fizyolojik Ozelliklere dayanilarak yapilan
siniflandirmanin bazi karigikliklara neden oldugu ve bu yiizden de tam
siniflandirmanin yapilabilmesi icin sonuglarin bazi genetik, serolojik ve
kemotaksonomik bulgularla desteklenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (4).
Bu amagla, elde edilen izolatlarin icerdigi total proteinlerin profili ve 16S
rRNA'nin RFLP'leri incelendi. Yapilan SDS-PAGE jel elektroforezi
sonucunda elde edilen izolatlarin ve kontrol bakteri tiirlerinin protein
profilleri kargilagtirilarak aralarindaki benzerliklerin yiizde olarak
degerleri belirlenmigtir. Buna goére, MC1 ile B. mycoides arasinda %85,
MC2 ile B. bronchiseptica arasinda %87, MC3 ile B. polymyxa arasinda
%88, MC4 ile P. rustigianii arasinda %91 ve MCS5 ile B. circulans
arasinda %82 oraninda benzerlik tespit edilmistir.

Bilindigi gibi ayni tiiriin suglart DNA-DNA homolojisi agisindan
birbirlerine en az %70 oraninda benzemektedirler. Cato ve ark (21)
yaptiklan ¢aligmada, aralarinda %40 oraninda DNA-DNA homolojisi olan
aym Clostridium tiirii oldugu 6ne siiriilen suglarin protein profili agisindan
¢ok bariz farkliliklara sahip oldugunu ve bu yiizden de bunlarin farkh
tiirler olabilecegini Onerdiler. Cato ve ark tarafindan, 70 adet Clostridium
tiirliniin suglar1 arasinda suda ¢oziinebilir proteinlerinin elektroforetik
olarak kargilastiriimasimi esas alan bir aragtirma yapilmig ve aragtirmanin
sonucunda %80 DNA-DNA homolojisi gosteren suglarin aym protein
bantlarina sahip olduklan goériilmiigtiir (21). Aralarinda %70 DNA-DNA
homolojisi olan suglarin protein bantlarinda ise ¢ok kiigiik farkliliklarin
oldugu ortaya cikarilirken farkli tiirlerin ise birbirinden farkli protein
bantlarina sahip olduklari goriilmiigtiir (21). Elde edilen protein profili
sonuglan fizyolojik ve biyokimyasal sonuglar destekler niteliktedir.
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Bakteriler arasinda %G+C igerigi 25-75 oraninda degismektedir ve bu
deger tiir icerisinde genellikle sabittir. Ancak Cato ve ark %G+C igerigi
degerinin tiir icerisinde %14'e kadar degisebilecegini vurgulamaktadir.
Yapilan %G+C igerigi oOlgiimleri neticesinde elde edilen izolatlardan
MCl'in 43, MC2'in 70, MC3'in 45, MC4'iin 48 ve MC5'in 67 %G+C
iceriklerine sahip olduklan gozlenmistir. Elde edilen sonuglar ve kontrol
tiirlerin %G+C oranlari arasinda karsilagtirma yapildiginda aralarinda az
da olsa bir farkliligin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Ancak yukarida
da ifade edildigi gibi %G+C igerigi de tiir icerisinde %14 kadar
degigebildiginden elde ettifimiz sonuglarin literatiirler ile uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Bilindigi gibi makromolekiillerin filogenetik analizlerde kullanilmasi,
onemli bilgiler saglamaktadir. rRNA'larin 6zellikle de 16S rRNA'nin
akrabaliklann incelenmesinde onemli oldugu bilinmektedir. Ciinkii 16S
rRNA yapisinda biiyiik oranda bilgi icermekte olup, korunmug bir tabiati
ve evrensel bir dagilimu vardir (32). Ayrica Stackebrandt ve Goebel (17),
ayni cinse ait olan tiirlerin 16S rRNA genlerinin dizileri arasindaki
benzerligin %97'den daha fazla oldugunu onermektedirler. Beffa ve ark
(29) aym tiire ait olan suglarin ayn1 RFLP'yi gosterdigini 6nermektedirler.
Yapilan PCR analizi sonucunda E.coli'nin evrensel primerleri ile artirilan
16S rRNA geninin E. coli igin 1400 bp oldugu, elde edilen izolatlarin ve
bunlarin kontrol tiirlerinin de E.coli'ye benzer olarak 1400 bp uzunlugunda
oldugu tespit edildi. Yapilan 16S rRNA gen amplifikasyonu sonucunda elde
edilen 16S rRNA gen parcalar, Hinfl restriksiyon enzimi ile kesildi. Elde
edilen sonuglar incelendiginde, MC2'nin benzer oldugu B. bronchiseptica
ile, MC3'iin B. polymyxa ile ve MC4'iin ise P. rustigianii ile aymi
RFLP'ye sahip oldugu goriilmektedir. Yapilan 16S rRNA geninin RFLP'si
sonucunda, beklenmedigi halde MC5'in benzer oldugu B. circulans
tiirlinden biraz farkli RFLP gostermesi, Hinfl restriksiyon enzimi ile
kesme sonucunda, farklilif1 meydana getiren kesme bolgelerinin yukanda
sozii edilen degisken bolgelerde olabilecegini diigiindiirmiigtiir (17). Bu
nedenle, elde ettigimiz izolatin ad1 gegen tiiriin farkl: susu oldugu kanaatine
varilmigtir.  Ayrica daha once de belirtildigi gibi, ayni tiiriin suglari
arasinda 16S rRNA geninin niikleotid siras1 agisindan, %3'liik, yani 45
niikleotidlik bir farklilifin olabilecegi bilinmektedir ve bu farklilik
molekiiliin primer yapisinda olmayip molekiiliin bilyiik oranda degigikliZe
maruz kalabilen boliimlerinde olmaktadir. Onerilen bir fikre gore, bu
farkliliklar tiirler arasindaki filogenetik iligkiyi gostermekte olup, bu
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iligkilerin ortaya ¢ikarilmas: igin, sadece bu bolgelerin niikleotid dizilerinin
ortaya ¢ikarilmasmnin yeterli olabilecegi diigiiniilmektedir (17). Yapilan
Hinf1 RFLP'si sonucunda benzer olduklari B. bronchiseptica, B. polymyxa
ve P. rustigianii tiirlerine tam benzerlik gosteren MC2, MC3 ve MC4'iin ise
kesinlikle bu tiirlere ait oldugu diigiiniilmektedir. Ayrica bilinmeyen bir
nedenden dolay:r 16S rRNA geni PCR yardimiyla ¢ogaltilamayan B.
mycoides'in 16S rRNA geninin RFLP'sinin ¢ikarilamamasi nedeniyle,
kendisine benzedigi diigiiniilen MC1 ile kargilagtirma imkani
bulunamamuagtir.

Yapilan biitiin fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal, kemotaksonomik
ve genetiksel testler sonucunda elde edilen izolatlarin Bacillus mycoides,
Bordetella bronchiseptica, Bacillus polymyxa, Providencia rustigianii ve
Bacillus circulans tiirlerine ait suglar olduguna karar verilmigtir.



5. SONUCLAR

1) Sonug olarak bu ¢aligmada, Mus iline bagli Cukurbag Koyii'nden alinan
gazl1 sondaj suyundan bakteri izolasyonu yapildi.

2) Yapilan kantitatif sayim sonucunda, suyun mililitresindeki bakteri
sayisimn 124 oldugu goriildii.

3) Kantitatif sayim sonucunda, filtreden gecirilmek suretiyle ve
zenginlestirme kiiltiirleri yapilarak elde edilen bakterilerden, birbirlerinden
farkli olduklari gozlenen 5 izolat alinarak, difer testlere tabi tutuldu.
Yapilan morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal testler sonucunda
izolatlarin Bacillus, Bordetella ve Providencia cinslerine ait tiirler oldugu
ortaya g¢ikarildi.

4) Elde edilen izolatlarin, benzer olduklan diigiiniilen tiirlere gergekten ait
olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla, total protein profilleri ve 168
rRNA genlerinin RFLP'leri ¢ikanldi. Izolatlarin ve kontrol olarak
kullanilan tiirlerin total protein profillerinin ve 16S rRNA genlerinin Hinf1
ile yapilan RFLP'lerinin kargilagtirilmalart sonucunda, MC2, MC3 ve
MC4'iin sirasiyla Bordetella bronchiseptica, Bacillus polymyxa ve
Providencia rustigianii ile tam bir benzerlik gosterdigi, MC5'in ise benzer
oldugu diisiiniilen Bacillus circulans tiirinden biraz farkli bir restriksiyon
enzimi uzunluk polimorfizmine sahip oldugu gozlendi.

5) Yapilan biitiin fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal, kemotaksonomik ve
genetiksel testler sonucunda elde edilen izolatlardan MCl'in Bacillus
mycoides, MC2'nin Bordetella bronchiseptica, MC3'iin Bacillus polymyxa,
MC4'in Providencia rustigianii ve MC5'in ise Bacillus circulans tiirlerine
ait suglar olduguna karar verilmigtir.

6) Bu caligma sonucunda, hem Providencia rustigianii hem de E.coli 'de
replike olabilen, ampisilin ve streptomisine direngli olan bir plazmit elde
edilmigtir. Bu plazmit daha sonraki caligmalarda materyal olarak
kullanilabilecektir.



6. ONERILER

Aragtirma alanindan izole edilen bakterilerden iki tanesinin Bordetella
ve Providencia cinslerine ait olduklarn tespit edilmigtir. Bu cinslere ait
bakterilerin insanda ve memelilerde patojen ve parazit olmasi nedeniyle,
aragtirmada kullanilan suyun, insan ve hayvan sa3ligi agisindan zararli
oldugu sonucuna vanlmigtir. Bu nedenle suyun insan ve hayvanlar
tarafindan kullanilmamas: 6nerilmektedir.

Yapilan plazmit DNA's1 izolasyonlar1 sonucunda, MC4'te 4500 bp'lik
halka halinde bir plazmit bulundufundan bu plazmit iizerinde bazi
caligmalarin yapilmas: yararl: olacaktir. Bu amagla, elde edilen plazmidin
tagididr biyokimyasal ozelliklerin belirlenmesi, restriksiyon enzimi analizi
ile plazmit RFLP'sinin yapilmas: diigiiniilmektedir. Bdylece hem
Providencia rustigianii ve hem de E.coli 'de replike olabilen ampisilin ve
streptomisine direncli olan bu plazmidin, ileride bir vektér olarak
kullanilmas1 miimkiin olabilecektir.

Ayni zamanda, yapilan bu ¢aligmanin, sonuglari ve kullanilan metotlar
acisindan ileride yapilmasi diigiiniilen buna benzer ¢aligmalara 1gik tutacag:
kanaatindeyim.
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