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In this study thermophillic bacteria were isolated from Gazhgol,
Gecek, Hiidai, Saricakaya, Gediz, Eynal and Kizildere hot springs and
grew optimally 60°C and 75 °C. These isolates were identified according
to nutritional charecteristics, total protein profiles, cellular fatty acid
profiles, % G+C ratio and sequence of 16S rDNA gene. Their enzyme
activities were also investigated.

We showed according to 16s rDNA sequence results that our two
new Gr(-) isolates belonging to Thermu and Meiothermus genus. Furter
bacterial diversity were determinated of seven different hot springs.

We determinated to Geobacillus and Thermus genus but no

members of Archaea were detected in these hot springs.
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1. GIRIS

Gezegenimiz lizerindeki mikrobiyal hayat, yiiksek yapili organizmalarin
varolmasindan  yaklastk olarak 3-3,7 milyon yil once olugmustur
Mikroorganizmalar biyosferin yaygin ve oOnemli bir kismimi olusturmasina
ragmen, besin iiretiminde kullanilanlar ve hastalik yapanlarin disinda biiyiik bir
cogunlugu tanmimlanamamistir. Mikrobiyal hayat yalnizca bizim gordiiglimiiz
hava, toprak, ve gollerde degil, yeryiiziinde, kutuplardaki buzullarin arasindan,
kaynayan yanardag bacalarina, tuz gollerinden sodali sulara ve yiiksek asit
ortamlara kadar yayilmis durumdadir. Su sicakliginin kaynama noktasina ulastigi
degerlerde bile mikrobiyial yasam varligini siirdiirmektedir. Atmis bes derecenin
tizerinde yalnizca prokaryotik yasam formlart bulunmaktadir. Ancak, daha yiiksek
sicakliklarda sadece Bacteria ve Archaea varligini siirdiirebilmektedir. Bu da
bizim bu sicak g¢evreleri ve burada bulunan yasam cesitliligini merak etmemizi
saglamistir (Madigan ve ark., 2000).

Yakin zaman 6nce derin deniz termalleri gibi farkli anaerobik habitatalarin
bulunmasi, biyoteknolojik potansiyele sahip anaerobik mikroorganizmalarin
izolasyonunu miimkiin kilmistir (Johonson 1999). Modern molekiiler yontemler
kesfedildiginde, mikroorganizmalarin arastirilmasi daha da ilerlemistir. 1990’da
Wosse, Kandler ve Wheelies (Wosse ve ark., 1990) canlilar1 Bakteria, Archaea ve
Eucarya olarak ii¢ domaine ayirmayr Onermislerdir. Bu ayirimi viicut,
biyokimyasal, filogenetik, ve genomik yapilarina bakarak yapmislardir (Sekil
1.1). 1977°de yapilan bir ¢calismada da Archaebacteria farkli bir hayat formu
olarak kabul edilmis ve canlilar alemi, 16S rRNA dizilisleri basta olmak iizere,
hiicre duvari, lipitler, RNA polimeraz ve protein sentezi Ozelliklerine gore ii¢
onemli gruba ayrilmistir (Gupta 1998). Canlilar Bacteria, Archaea ve Eukarya
olarak smiflandirilmistir (Madigan ve ark., 2000). Yapilan filogenetik incelemeler
sonucu Archaea’lar ile Eukaryotlar’in atalarmin yakin akraba olduklar1 Archaea
ve Bacteria’nin ise prokaryotlara dahil olmasina ragmen, filogenetik olarak

birbirinden farkli oldugu bildirilmistir (Gupta 1998).
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Sekil 1.1 Filogenetik soy agac1 (Wosse ve ark., 1990).

Diinyamiz’da solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, sicak su kaynaklari
gibi ¢esitli jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonlar1 yapilmaktadir
(Gillian ve ark. 2001). Yapilan pek ¢ok ¢aligmada, sicakligin mikroorganizmalarin
fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri {izerindeki en 6nemli faktdrlerden biri oldugu,
yiiksek sicakligin farkli mikroorganizmalar tarafindan farkli derecelerde tolere
edildigi, pek cok okaryotik canlnin kisa bir siire bile olsa 50°C sicakliga
dayanamazken, buna karsin bir grup mikroorganizmanin daha yiiksek

sicakliklarda yasayabildigi bildirilmigtir (Williams ve ark. 1995).

Yapilan aragtirmalarda termofillerin yiiksek sicaklikta biiyliyen
organizmalar oldugu, giines ile, jeotermal olarak, yada biyolojik olarak 1sitilmig
cevrelerin tipik iiyeleri olarak. ii¢ farkli sicaklik araliginda rasgele yayildiklari,
(termofiller 35-70°C, ekstrem termofiller 55-85°C, hipertermofiller 75-113°C)
saptanmistir. Endonezya sicak sularmin termofilik bakteriyal komiinitesinin
incelenmesi lizerine yapilan bir calismada da sicakligit 82 ve 90°C, pH’2 olan,
Domas ve Cibuni alanlar1 incelenmis, Proteobacteria, Bacillus ve Flavobacterium
tiyelerini iceren bir mikrobiyal komiinitenin var oldugu bildirilmistir (Gillian ve
ark. 2001).




Thermus cinsi iiyelerinin ise karasal sicak su kaynaklarindan yaygin olarak
izole edilen ekstrem termofilik, aerobik bakteriler oldugu, biitiin suslarin 55°C’nin
tizerindeki sicakliklarda nétr ve alkali pH seviyelerinde, zorunlu heteretrof olarak
gelisirken, nadiren miksotrofik olarak gelisen suslarin da bulundugu, bazi
Thermus tiirlerinin ise, O, yerine NOs, Fe(Ill) ve S® {i elektron alicis1 olarak
kullanarak anaerobik sartlar altinda yasayabildikleri tespit edilmistir (Williams ve
Da Costa., 1994). Derin deniz g¢ukurlarinin bulundugu cevrelerde ise obligat
anaerobik pek ¢ok tlir bulunmasina ragmen son zamanlarda bu alanlarda yasayan
fakiiltatif aerobik tilirlere de rastlanmis, diger taraftan pek ¢ok zorunlu aerobik
bakteri Orta Atlantik smir1 ve Guaymas havzasinda bulunan derin deniz
hidrotermal ¢ukurlarindan izole edilmis, bu sonuglara bakilarak termofilik, obligat
yada fakiiltatif aerobik populasyonlarin, hidrotermal c¢ukurlarin oksidatif
mikrohabitatlarinda yer aldiklar1 bildirilmistir (Sako ve ark., 2003).

Taiwan da yapilan bir ¢alismada da, optimum 55-60°C’de gelisen, acrobik,
thermofilik, spor olusturmayan, kirmizi pigment olusturan, heterotrofik, oldukca
uzun boya sahip ve flamentli iki yeni bakteri izole edilmis, yapilan 16S rRNA
analizleri, DNA-DNA hibridizasyonu, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, yag
asidi dizilislerine gore bu suslarin, Meiothermus taiwanensis sp. nov. sus WR-30

ve sus WR-220 olarak isimlendirildigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2002).

Cin de yapilan bagka bir ¢calismada ise, gram negatif, termofilik, optimum
55°C’de gelisen ancak 40°C’nin altinda ve 70°C’nin iizerinde zor gelisen,
sakkaroz ve maltozu kullanamayan, jelatin ve nisastay1 hidroliz edemeyen, pembe
pigmentli bakteriler izole edilmis, 16S rRNA analizleri, DNA-DNA
hibridizasyonu yapilmis, bu yeni sus, Meiothermus rosaceus sp. nov. olarak

adlandirilmistir (Chen ve ark., 2002).

Sar1 pigmentli, 55-60°C’de optimum gelisme gosteren, Meiothermus
timidus sp. nov., ise orta Portekiz ve Azores den izole edilmis, 16S rRNA
analizlerine gore bu susun Meiothermus’larin yeni bir iiyesi oldugu goriilmiis,
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, yag asidi dizilisleri yapilmis, bu susun
Meiothermus timidus olarak isimlendirilmesi 6nerilmistir (Pires ve ark., 2005).

Ekstrem termofiller icinde yiiksek sicaklikta yasayanlar termostabil

biyokatalizérlerinden dolay1 ¢ok ilgi c¢ekmektedir. Bir ¢ok ekstremofil



mikroorganizma, Archaea grubu i¢inde yer almaktadir. Bunlarin bir alt grubunun
ise optimum 75°C’de yasayan ekstrem termofiller oldugu bildirilmistir (Madigan

ve ark., 2000).

Ulkemiz sicak su kaynaklar1 bakimindan oldukca zengindir, ancak, yapilan
literatiir arastirmalarinda, bu alanlarda yayilim gosteren mikroorganizmalarla ile

ilgili daha 6nce yapilmis genis bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Bulundugumuz bolge iilkemizdeki termal kaynaklar bakimindan oldukga
zengin olmasina ragmen, bu kaynaklarin mikrobiyal 6zellikleri ve biyoteknolojik
oneme sahip termofilik mikroorganizma profilleri agisindan herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Bizim caligma alani olarak sec¢tigimiz kaynaklar, Afyon ili sinirlar
icinde bulunan, Omerli ve Gecek (98°C), Gazlhigol (74°C), Hiidai (71°C), Kiitahya
ili sinirlar1 i¢inde bulunan Eynal-Simav (163°C), Gediz (78°C), Eskischir ili sirlar:
icinde bulunan Saricakaya (56°C), Denizli ili smirlar1 iginde bulunan Kizildere
(212°C) dir. Calismamuzda kaynaklarin secimi yapilirken Eskisehir iline
yakinliklar1 ve Iller Bankasinm, Jeotermal Kaynakli Belediyeler birliginin
verilerine dayanarak, 2001 yilinda, yaymnlamis oldugu sicaklik degerleri baz

alimmugtir.

Calismamizda oOzetlenmis bilgiler 1s18inda, bolgemizde yaygin olarak
bulunan termal kaynaklardan alinan su Orneklerinden termofilik bakterilerin
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmaya caligilarak, bolgemizdeki sicak su
kaynaklarinda bu mikroorganizmalarin varliginin tespiti ile izolasyon ve

identifikasyon yontemlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.2. Termal Cevreler

Termofil mikroorganizmalar optimum 45°C’de, hipertermofiller optimum
80°C’de biiyiimektedirler. Bu yiiksek sicaklik dogada smirli alanlarda bulunur.
Ornegin giines enerjisi ile 1sman topraklar giin ortasinda yaklasik 50°C’ye hatta
bazen 70°C’ye ulasabilmektedir. Kompostlar ve silolarda sicaklik 50-65°C’ye
ulagmaktadir. Bunun yaninda son derece yiiksek 1siya sahip volkanik alanlar da

dogada yer almaktadir (Baross ve Deming 1995).



Pek cok sicak kaynak kaynama noktasina yakin sicakliklara sahiptir.
Ayrica bazi termal c¢ukurlardan ise 150-500°C civarinda buhar figkirir. Deniz
dibindeki hidrotermal ¢ukurlar 350°C yada daha yiiksek sicakliklara sahiptir.
Diinya iizerindeki sicak su kaynaklar1 Bati1 Amerika, Orta Afrika, Yeni Zellanda,
Izlanda, Japonya, Italya, Endonezya, Orta Amerika, Orta Afrika gibi iilkelerin
bulundugu genis bir alanda bulunur. Bunlarin yaninda Yellow Stone Ulusal parki
oldukga farkl: sicak su kaynagini bir arada bulunduran biiyiik bir alandir. Bu sicak
sular ¢esitli kimyasal bilesiklere ve cesitli pH degerlerine sahip olmakla birlikte
kemoorganotrof mikroorganizmalar i¢in yeterli diizeyde besin maddesine sahiptir
(Madigan ve ark., 2000; Brock, 1986).

Jeotermal kaynaklar agisindan olduk¢a zengin olan iilkemizde resmi
kayitlara alinng 140 adet jeotermal saha bulunmaktadir. iller bankasinin 2001
yilinda yaymlamis oldugu listeye gore iilkemizdeki jeotermal kaynaklar ve
kuyubas1 sicakliklar1 ¢izelge 1.1 de verilmistir. Bu cizelgeye sicakligr kirk

derecenin altinda olan kaynaklar yazilmamustir.

1.2.1. Sicak sulardaki termofiller

1.2.1.1. Termofilik basiller

Thermofilik basilller genellikle sicak su kaynaklari, solfatarlar ve
jeotermal olarak 1sinmig topraklardan izole edilirler. Thermofil olmalarina ragmen
mezofil ¢evrelerde de bulunabilirler. Bu ¢evrelerin yani sira topraktan, giibreden,
lagim aritma sistemlerinden, nehir ve gollerden, hava kontaminantlarindan, ve
konservelerden de izole edilebilirler (Kristjansson ve Stetter, 1991).

Kuzey Irlanda’da, Eyjafjordur bolgesindeki deniz tabaninda bulunan
biiylik deniz dibi sicak su konik kaynaklarinin kesfedilmesi ve tanimlanmasi
lizerine yapilan bir caligmada 72°C’de pH’1 10 olan su incelemis, bu termal
kaynakta Gr(+) bakteriler, Archaea ve Desulfurococcus mobilis lyeleri izole

edilmistir (Marteinson ve ark. 2001).



Cizelge 1.1 Tiirkiyedeki 134 adet jeotermal sahanin isimleri ve kuyubasgi sicakliklari
Jeotermal °C | Jeotermal °C | Jeotermal °C | Jeotermal e
kaynak kaynak kaynak kaynak
Afyon Aksaray Bingol Canakkale
Omer-Gecek 98 | Ziga 53 | Kos 47 | Tuzla 174
Arapderesi 75 | Aydin Hscikoy 62 | Kestenbul 75
Heybeli 79 | Germencik 232 | Harur 52 | Hidirlar 81
Gazligol 74 | Camkdy 90 | Hozavit 48 | Kumilicasi 69
Hiidai 71 | Salavath 171 | Bitlis Ozancik 65
Agn Aydin sehir igi 103 | Nemrut 66 | Kirkgecit 52
Diyadin 71 | Gumiigkoy 41 | Ilicakoy 44 | Kara 48
Amasya Davutlar 65 | Bolu Can 46
Hamamozii 42 | Ortakel 50 | Merkez 44 | Kigiikgetmi 41
Gozlek 40 | Bahkesir Sariot 43 | Cankin
Ankara Gonen 82 | Kesenozii 73 | Cavundur 54
Kizilcahamam 86 | Hisaralan 100 | Efteni 42 | Denizli
Haymana 45 | Hisarkoy 93 | Bursa Kizildere 212
Seyhamami 43 | Pamukgu 60 | Cekirge 47 | Tekkehamami 100
Dutluca 51 | Kepekler 60 | Kayarca 83 | Golemezli 55
Ayas-¢oban 50 | Havran 60 | Armutlu 75 | Karahayit 56
Erzurum Dagilicast 64 | Kemalpasa 51 | Kamarayenice 56
Pasinler 43 | Giire 58 | Oylat 40 | Diyarbakir
Kigihazman 56 | Kizilkoy 51 | Orhaneli 68 | Cermik 51
Meman 45 | Yildiz 47 | Kiitahya Elaz1g
Eskisehir Samidag 62 | Eynal 163 | Kolan 42
Sakarilica 56 | Kahramanmaras Nasa 52 | Mardin
Merkez 45 | Siileymanl 43 | Citgol 97 | Germilab 61
izmir Kayseri Gediz 78 | Mugla
Balgova 124 | Tekgoz 40 | Yoncalt 42 | Sultaniye 41
Seferhisar 153 | Bayramhaci 40 | Kizishin 44 | Nevsehir
Doganbey 64 | Kirsehir Emet 47 | Kozakh 93
Dikil Kaynarca 130 | Terme 56 | Yenicekoy 49 | Acigdl(tahmini) 200
Bademli 70 | Meahmutlu 70 | Dereli 41 | Yozgat
Cesme 61 | Karakut 55 | Samrik 46 | Kohne 78
Sifne 57 | Bulamagh 44 | Muratdagi 42 | Cavlak 46
Nebir 57 | Konya Hamakdy 51 | Sarikaya 45
Pasa 43 | llgin 42 | Manisa Yerkoy 47
Aliaga 58 | Sivas Salihli 98 | Karadikmen 40
Bayindir 45 | Sicak¢ermik 56 | Urganl 83 | Karamagra 68
Tokat Akcaagil 43 | Sart 54 | Sakarya
Sulusaray 54 | Samsun Saraycik 51 | Kuzuluk 84
Resadiye 48 | Havza 54 | Mentese 63 | Rize
Van Siirt Sehitler-Kula 55 | Ayder 55
Hasanabdal 90 | Histagermigi 67 | Nigde Urfa
Zereni 55 | Ordu Narkoy 63 | Banaz 61
Fatsa 49 | Ciftehan 53 | Esme 40

(Iller Bankas1 2001)




Bu izolatlara 16S rRNA analizi uygulamis, izole edilen 45 izolatin 41’inin
Aquifecales ordosuna, 10 tanesinin Korarchaeota’ya ait dizilim gosterdigi,
izolatlarin  fizyolojik Ozelliklerinin tamamiyla kaynak suyu habitatinin
indikatorleri oldugu saptamis ve karasal mikroorganizmalarin yeraltindan
tagindig fikrinin miimkiin oldugunu bildirmislerdir (Marteinson ve ark. 2001).

Yellowstone Ulusal Parkinda yapilan bir c¢alismada Sarah ve
arkadaslarinin (2002) bildirdiklerine gore sicakhigi 35-60°C pH 7-9 olan 5 farkh
sicak su kaynagindan alinan orneklerde yeni klorofilli siilfiirsiiz bakteri tiirleri
izole edilmis ve baz1 alanlarin tiire spesifik oldugu gosterilmistir (Boomer ve ark.
2002).

Beldiiz ve arkadaglarinin (2003) yaptig1 bir ¢alismada ise Archaea ve
Eubacteria tiirlerinin diinyamizin ilk dénemlerinden bu yana varoldugu ve pek
cok farkli cinsi igerdigi bildirilmig, Tirkiye’nin kuzey-dogu bolgesi sicak
sularinda bulunan termofilik Bacillus flavothermus tirleri karakterizasyonu
yapilmaya calisilmistir (Beldiiz ve ark. 2003).

Yine Portekiz’in kuzeyinde bulunan Vizela ve i¢ bolgesinde yer alan
Alcafachea’dan alinan sicak su kaynaklarindan turuncu-kirmizi pigmentli
Thermus silvanus sp.nov. ve sar1 pigmentli 7. chliarophilus sp. nov. izole edilmis,
T. silvanus 55°C, T. chliarophilus, 50°C’de optimum biiyiime gostermis, her iki
tiir de katalaz negatif 6zellikte olup, biyokimyasal 6zellikleri, yag asidi diziligleri
ve 16S rRNA dizilislerinin 7. ruber ve diger formlardan farkli oldugu
bildirilmistir (Tenreiro ve ark., 1995).

Chung ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir galismada ise, izlanda jeotermal
kaynaklarindan yiiksek seviyede 3-hidroksi yag asidi igeren, kirmizi-turuncu
pigmentli, 55°C ‘de optimum biiyiime gdsteren Meiothermus cerbereus sp. nov.,
izole edilmis, bu izolatin, biiylimek i¢in sivi besi ortaminda, sistein, tiosulfat,
tioglikolat ihtiyaci incelenmis, diger Meiothermus tiirlerine benzemedigi tespit

edilmistir (Chung ve ark., 1997).



1.2.1.2. Termofilik gram pozitif basiller

Karakteristik Ozellikleri

Genellikle jeotermal alanlarda yayilma gosteren mikroorganizmalarin
biiyiik kism1 H, Fe, S bilesiklerini indirgeyerek yasamini siirdiiren litotroflardir
(Hugenholtz ve ark., 1998). Organik atiklarin aerobik sartlarda pargalanmasi ile
isinmig  (65-80°C) kompostlar i¢inde ise Bacillus ve Thermus tirlerine
rastlanmigtir (Baker ve ark., 2001).

Dogal habitatlar1 tercihen, termofillik ¢evreler, sicak kaynaklar, solfatarlar
ve jeotermal 1sinmig sularda bulunan, Bacillus’lar endospor olusturmalari, gubuk
seklinde ve aerobik olmalari ile pek ¢ok Eubacteria cinsinden ayrilmaktadirlar
(Beldiiz ve ark. 2003).

flk termofilik Bacillus’un 1888’de Miquel tarafindan 70°C de, Paris Seine
nehrinden izole edildigi bildirilmis, sonraki 30-40 yil i¢inde toprak, lagim ve
besinlerden yaklasik 60°C’de yasayabilen basiller izole edilmis, gegen 20 yil
icinde ¢ok sayida yeni termofillik basil tiirli tanimlanmustir (Sarp ve ark. 1991).

Bacillus stearothermophilus orijinal susu ise 1920’de Donk tarafindan
tanmimlanmustir. Ik tanimlanan bu sus kaybolmasia ragmen Gordon ve Smith bu
susu daha sonra yaptiklar1 ¢calismalarda bu susu, obligat termofilik suslara referans
olarak kabul etmisler ve B. stearothermophilus 'un en dnemli 6zellikleri arasinda
37-70°C’de biiyiime, nisastayr hidroliz edebilme, %3 NaCl toleransi gdsterme,
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan pek ¢ok karakteristik 6zellik arastirmasindan
sonra da, B. stearothermophilus un, Bergeys Manuel sekizinci baskisinda yerini

aldig bildirilmigtir (Sharp ve ark., 1991).

Siiflandirma

Bacillus thermoglucosidasius

Bu mikroorganizmanin tanimlanmasi tip sus, B. stearothermofillus‘a gore

yapilmis, B. stearothermophilus’ dan daha dar bir gelisme sicakligina sahip



oldugu (42-69°C) ancak, nisasta besi ortaminda optimum gelismenin 72°C’ye
cikt1g1, maksimum boliinme siiresinin havalandirmali ortamda 61-63°C’de 21-29
dakikada pepton-yest extract besi ortaminda oldugu, % G+C oraninin 45-46
oldugu tip sus B. stearothermophilus’a % 31 DNA homolojisi gosterdigi
bildirilmistir (Cizelge 1.2.) (Suzuki ve ark. 1983).

Bacillus pallidus ve Bacillus thermocloaceae

Termofilik aerobiktir, 50-60°C’de yasamakta, kanalizasyon bal¢igina
karismis bira ve maya atiklarinda yaygin olarak bulunmaktadir. % 7 NaCl

tolerans1 gostermektedir (Cizelge 1.2. ) (Markossia ve ark. 2000).

Bacillus thertmoleovarans

[k olarak, nehir agz1 camurundan izole edilmis olan bu tiir, bal¢ik icinde
minimum tuz konsantrasyonunda, 60°C’de n-heptodekan kullanilarak gelistirilmis
ve tammlanmistir. % G+C oran1 52-58 olan, termofilik mikroorganizma
Thermoleophillum ile DNA/DNA homolojisi gostermeyen bu tiiriin, B.
stearothermofillus’ ile % 56-61 homoloji gosterdigi bildirilmistir (Markosian ve

ark., 2000).

Bacillus caldotenax, Bacillus caldovelox, Bacillus caldoliyticus

86°C sicaklik ve pH 8,2 de izole edilen bu bakteriler Gr(-), sporsuz
termofillerle beraber bulunur, 70-75°C’ de optimum biiyilyiip, 80°C’de sadece
piriivat1 kullanabilirler ve Brain Heart Infusion ilavesi yapilmazsa bazal besi
ortaminda biiylime gosteremezler. Bu ti¢ tiir de farkli sicakliklarda, farkli hiicre
duvari, farkli membran yapilar1 ve farkli spor olusumu ile ayrilabilir, son derece
termofilik olduklarindan diisiik sicaklikta aktif olmadiklar1 bildirilmektedir (Sharp
ve ark., 1991).
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Bacillus caustophilus

Pastorize siitten izole edilen bu tiiriin, toplu igne basi biiyiikliigiinde
koloniler olusturdugu 37°C’de 2-3 haftada biiyiiyebildigi, optimum 60-65°C,
maksimum 75°C’de yasadigi saptanmus, B. caldotenax, B. caldoliyticus’a yakin

akraba oldugu bildirilmistir (Nazina ve ark., 2001).

Bacillus thermocatenulatus

Termal kaynaklardan izole edilen bu tiir, sarimsi koloniler olusturan
anaerobik bakteridir. G+C oran1 % 69 dur ve bu oran termofiller i¢inde simdiye

kadar tanimlanmis en yiiksek orandir (Nazina ve ark., 2001; Sharp ve ark., 1991).

Bacillus thermodenitrificans

B stearothermofillus’dan morfolojik ve fizyolojik olarak fark gosteren bu
tir ilk once Denitrobacterium thermophilum olarak tanimlanmis, daha sonra

yeniden adlandirildig: bildirilmistir (Takao ve ark., 2002).

Bacillus thermoruber

Gr(+), hareketli tek yada koloniler olusturan bu bakteri, terminal yada
subterminal oval sporlar ve kat1 besi yerinde kirmizi, yuvarlak, diizgiin kenarli,
miisilajlt koloniler olusturur, sicaklik limiti 580C’dir, G+C oram1 % 57 olarak

saptanmistir (Kristjonsson ve Stetter 1991).
Bacillus flavothermus
Kirli sar1 koloniler olusturan bu bakteri B. coagulansa benzer gibi goriiniir,

30-70°C’de gelisebilir, kompleks besi ortaminda anaerobik biiyiir ve G+C oran1 %
61°dir (Beldiiz ve ark., 2003).
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Cizelge 1.2 Gr(+) Termofilik Basillerin Biyokimyasl Ozellikleri +:Pozitif , -: Negatif, W: zayif

ireme

B. stearothermophilus
B. thermocloaceae

B. thermoleovarans
B.caldotenax
B.caldovelox

B. caldoliyticus
B.caustophilus
B.thermocatenulatus
B.thermodenitrificans
B. thermoruber
B.flavothermus

\B.thermoglucosidasius
B.pallidus

+
+
|

+
+

Hareket
°C min. 45 37-45 34 30
°C opt. 50  61-63 60-65 55  55-65 55-70 45-48 65
°C max 76 67-69 70 70 70 78  70-72 58 70
%3 NaCl + - + + + - - - + + -
%35 NaCl - - + w - - + -
%7 NaCl - - + -
%10 NaCl - - + - -
PH 7,3- 8,0- 8-9 6,2- 5,5-
8,7 9,0 7,5 9,0
MR - w w - - -
Acetoin - - -
Katalaz - + +
Oksidaz - + +
indol -
Nisasta +
Kazein w
Jelatin +
Tribitryn + - +
Aesculin - + d - - -
Ure +
Sitrat - +/- - + + +
NO;-NO, + + - - + + + +
NO;N, - - - - - - - -
H,S + - - -
Na NO3 - - - - - -
Biiy.
Anaerob. + - - w
Biiy.
Asit Urt.
Glikoz +
Fruktoz +
Sakkaroz +
+
+

N
[\S]
w
[}
w
2
W
N
w
vy

+ o+
+
+
+
.
+ o+
:
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+

o+
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+
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+
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T X
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'
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+ - +a
+ - +a
+ - +a
d - +a
Trehaloz - - +a -
Rhamnoz - - - +a - - - -
Laktoz - - - - - - - -
Cellobioz
Galaktoz w - - - +a - - - -
Arabinoz - - - - - - - - - - +
Mannoz +
Riboz - - +a + +
Ksiloz -
Dekstrin +
Gliserol +
Salisin -
Adonitol -
Mannitol -
Dulsitol - - - - - - - -
Erithritol -
Glikojen + - - - + -
Sorbitol - + - - - - - - +
Rafinoz
Nisasta + - - + w - +
Inositol - - - - - - +
inulin -

(Sharp ve ark., 1991)
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Bacillus coagulans ve Bacillus smithi

B. coagulans siit ve karbonhidrath besinlerden izole edilip, PH 4,5’de ve
65°C’de gelisme gosterebilir, G+C oran1 % 41-55dir. B. smithi peynirden izole
edilmistir, 25-60°C’de pH 5,7°de biiyiir, % 3NaCl de gelismedigi saptanmustir
(Cizelge 1.2 ) (Sharp ve ark., 1991).

Bacillus ascidocaldarius

Asit topraklar, havuzlar ve jeotermal kaynaklardan izole edilebilen bu tiir,
45-70°C’de pH 2-6 araliginda gelisir, terminal yada subterminal spor olusturur.
G+C oran1 % 62,2 olarak saptanmistir (Kristjonsson ve Stetter 1991).

Bacillus acidoterrestris ve Bacillus cycloheptanicus

% G+C oran1 B. acidoterrestris i¢in 51-53 B. cycloheptanicus igin 54-
57°dir. Karbon kaynaklarmi kullanimi, tuzluluk tolerans1 ve pH araligim B.
ascidocaldarius’ a benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Kristjonsson ve Stetter

1991).

Beslenme ve Biiyiime

Heteretrofik, termofilik Bacillus tiirlerinin hepsinin nutrient agar ve tripton
soya agar lizerinde heterotrofik olarak biiytlidiikleri bildirilmektedir. Bacillus
tirlerinin biiyiime gereksininmleri tizerine yapilan bir g¢alismada, Bacillus
stearothermophillus kullanilmis ve karbon kaynagi olarak glikoz yada sakkaroz’a
ihtiya¢ duydugu, tiamin, biotin, nikotinik asit, arjinin, histidin ve izoldsinin ise
biliylimeyi arttirdig1 bildirilmistir. Atmis sekiz termofilik basil {izerinde yapilan
calismada da termofilik basillerin vitamin ve kofaktorlere ihtiya¢ gosterdigi
saptanmustir. B. coagulans’'m 26 susu lizerinde yapilan bir ¢calismada metionin ve
glutamik asit i¢in oksotrofik oldugu tespit edilmistir (Sneath 1984; Kristjonsson
ve Stetter 1991).
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Termofilik Bacillus tiirlerinin karbonhidrat, seker, alkol, organik asitler,
polisakkaritler, protein ve protein hidrolizatlarini ve lipitleri biiylimek i¢in kaynak
olarak kullandiklar1 saptanmis, izole edilen suslarin alkoller, metanol, ethanol,
ksilol, fenol, ve kresol’li hidrolize ettikleri ve bunun smiflandirmada kullanildigi

bildirilmistir (Sharp ve ark., 1991; Edvards 1990).

Cizelge 1.3. Gr(+) Basiller igin Yag Asidi Ozellikleri

g ¥ g %~ S
z E 3 @ S = § 2 < =
§ 3 § = I I 3 2 - g 8
£ § 3 %3 & 7§ & & , % % %4
5 K 5 S S 2 S ¥ % 3
§ § s 5 g g 3 3 £ % £ §3
T 0T 0§ 3 § % & ¢ o5 2 g% %%
3 3 s = 3 3 R~ R
< S S 3 3 3 3 £ S 5§ F s
§ & & & & & & & & 998 90o& T3
10:0 2,7
al3:0 5,1
i14:0 04 1,0 1,3 01 0,5 0,2
14:0 18 14 06 15 06 0,2
i15:0 33,6 22,6 255 39,8 29,8 27,0 22,0 22,0 380 190 130 543
als:0 18 13 06 64 20 1,0 1,0 1,6 304 120 0,6
15:0 23 21 1,3 05 30 20 1,0 6,0 30 06
i16:0 95 21,6 318 62 31,0 260 370 104 20 80 61,0 23
16:0 1,0 11,2 3,0 92 30 30 50 11,6 20 13,0 60 35
i17:0 26,6 185 21,0 7,1 21,0 27,0 22,0 303 10,0 42,0 11,0 328
al7:0 73 46 3,1 133 70 11,0 80 16,6 10,2 1,0 08
17:0 29 13 23 20 1,0 1,0 08 1,0 02
i18.0 02 09 13 1,0 2,0 1,0
18:1 13 12 07
18:0 13 34 22 0,5 0,3
UN.St.C16 6,6 1,7 3,0
Diger 0,2 08 1,0 20 10 56 52 42

Toplam 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
(Nazina ve ark., 2001)
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Gr (+) Termofilik basillerde enzimler

Termofilik basiller proteinlerinin sicakliga direngli olmasi nedeni ile pek
cok calismada model olarak kullanilmislardir. Millitzer B. subtilis ve zorunlu
termofil olan bir Bacillus tan izole edilen malat dehidrojenaz enziminin termal
stabilligini arastirmistir. Termofillerden izole edilen enzim 65°C’de 120 dakika
stabil kalirken, B. subtilis enzimi hizla bozulmaya ugramistir.

Bir baska calismada da B. stearothermofillus ve B. cereus’dan izole edilen
11 enzim karsilastirilmig, enzimlerin 9 tanesinin B. cereus enzimlerinden daha
stabil oldugu buna ragmen, piruvat kinaz, glutamat, oxaloasetat transaminaz’in
mezofiller ile benzer sonuglar gosterdigi bildirilmistir (Kristjonsson ve Stetter
1991).

Enzimler normalde termal sartlara direngli degildir, mikroorganizma
bliyiirken membran, kofaktorler yada hiicre biitiinii tarafindan olusturulan sartlarla
stabilize olabilir. Bu konuda yapilmis bir ¢alismada B. stearothermophillus tan
izole edilen alkalin fosfataz enziminin hiicreden ayrildiginda sabit kalamadigi, bu
stabilligi hiicre memrani enzimlerinin verdigi, baska bir arastirma da glutamin
sentetaz enziminin substrat ve metal iyonlarina baglanmasi ile dayaniklilik

kazandig bildirilmistir (Sharp et. all., 1992; Collacine ve Crichton 1997).
Gr (+) Termofilik basillerdeki bakteriyofajlar

Termofilleri enfekte edebilen bakteriyofajlarin varlig1 ilk olarak 1926’da
Koser tarafindan tanimlanmistir. Kompost, toprak, bal¢ik ve ¢iirlimiis samandan
izole edilen 24 farkli bakteriyofaj tanimlanmis bu fajlarin genis bir konukgu
grubunu enfekte edebildigi bildirilmistir. JSO13 ve JS026 gibi bazi fajlarin ise
konukgusuna 6zel oldugu bildirilmis, fajlarm ¢ogunun 50 °C’de 4-5 saat stabil
kaldig1 gozlenirken, 70 °C’de 2 saatten sonra yasayabilme yeteneklerini 6nemli

Olciide kaybettikleri saptanmugtir (Kristjonsson ve Stetter 1991).
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Gr (+) Termofilik basillerde bakteriosinler

Termofilik basillerin de bakteriosin lrettikleri bildirilmistir. Molekiiler
agirhigr 13.500, yarilanma 6mrii 75°C’de 80 dakika optimum pH 7.0 olan
bakteriosin 93 Sharp ve arkadaslar tarafindan tanimlanmigtir. Bakteriosin 93’iin
termofillerde ¢ok aktif olmasina karsin mezofillerde etkili olmadig1 bildirilmistir

(Sharp et. all., 1991).
1.2.1.3. Termofilik gram negatif basiller

Da Costa ve Rainey’in bildirdigine gore, Thermaceae familyasi i¢inde yer
olan bu iki cinsin {iyelerine ait biitiin suslarin Gr(-) cubuk seklinde flamentli,
hareketsiz, endospor olusturmayan, pek cogunun sar1 yada kirmizi pigment
olusturdugu, bazi suslarin ise seffaf oldugu, zorunlu aerobik olmalarina ragmen
bazi suslarin nitrat ve nitriti elektron alicis1 olarak kullanarak anaerobik biiyiime
gosterdikleri, tiimiiniin oksidaz pozitif oldugu, 50-70°C’de optimum biiyiime
gosterdikleri, menaquinon 8 in dominant oldugu, Thermus ve Meiothermus olarak

iki cinse ayrildigi bildirilmistir (Da Costa ve Rainey 2001).
Inkiibasyon Sartlar

Yapilan aragtirmalardan elde edilen sonuglara gore, 7. aqugqticus YT-1
optimum 70°C, maksimum 79°C, minimum 40°C’de gelisme gosterir ve pek ¢ok
sus da 7. aquaticus gibi gelisir. T. filiformis, optimum 73°C, maksimum 80°C,
minimum 37°C’de, T thermophillus, optimum 65-72°C, maksimum 85°C,
minimum 470C’de, Meiothermus ruber, optimum 600C, maksimum 700C,
minimum 35-40°C’de, M. cerberus optimum 55°C’de M. cliaphilus optimum

50°C’de, M. silvanus optimum 55°C°de gelisir (Williams ve Da Costa 1994;).
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1.2.1.4. Thermus cinsi
Karekteristik ozellikleri

Thermus cinsi bakteriler pek ¢cok dogal ve yapay kaynakta bulunabilirler.
Ik izole edilen Thermus aquaticus Ulusal Yellow Stone Parkindan nétr ve alkali
sicak sulardan izole edilmis, daha sonra yapilan calismalarda ise, Yellow Stone
Parki ve diger karasal sularin yani sira deniz dibindeki termal ¢ukurlardan da izole
edildikleri bildirilmigtir (Williams and Da Costa 1994).

Williams ve Sharp’in bildirdigine gore ise, Thermus cinsine ait bakteriler
gram negatif, heterotrofik, hareketsiz, ¢ubuk seklinde, ¢ogu zorunlu aerobik, pH
6,0-10,5 araliginda, optimum nétr pH’da, ve 55-80°C araliginda, optimum
70°C’de gelisen, diisik konsantrasyonlu organik materyallerin bulundugu
ortamlarda biiyliyebilen bakterilerdir. % 0,1 tripton, % 2,5-3 yeast extract ve
diisiik mineral tuzlarinin bulundugu besi ortamlar1 gelismeleri i¢in yeterlidir. Bu
grup bakteriler i¢in 6zel bir zenginlestirme ortam1 yoktur, uygun mineral tuzlarimni
iceren minimal organik ortamlarda gelisebilirler. Thermus suslar1 secici olarak
besi ortami1 162 de ve Thermus besi ortaminda, ¢alkalamali ortamda gelisirler. {1k
yapilan c¢aligmalarda Japon bilim adamlart bu bakterileri Flavobacterium
thermophillum grubuna dahil etmisler daha sonraki ¢alismalar sonucunda ise

Thermus ismi verilmisdir (Williams ve Sharp 1995).
Siniflandirma

Thermus aquaticus

Cubuk seklinde 0.5-0.8um c¢apli, kisa flamentli, 70°C’de 48 saat
inkiibasyon sonucunda 1 mm c¢apinda parlak sari1 koloniler olusturan, kazein,
jelatin ve nisastay1 hidroliz edebilen, laktoz ve melibiozu kullanamayan, nitrat ve
nitrit indirgemesi yapamayan 7. aquaticus tiiriiniin tamaminda, 3-OH yag asidi
bulundugu, % G+C oraninin 60-64 arasinda oldugu bildirilmistir (Cizelge 1.4, 1.5,
1.6) (Da Costa ve ark., 2001).
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Thermus brockianus

Cubuk seklinde, kisa flamentlere sahip, soluk sar1 koloniler olusturan,
kazeini hidrolize edemeyen bu tiirlin yalnizca birkagimin nisasta ve jelatini
kullanabildigi nitrat ve nitrit indirgenmesi yapabildigi, laktoz, trehaloz ve
melibiozu karbon kaynagi olarak kullandig1 (Cizelge 1.4, 1.5, 1.6), 3-OH yag
asidi bulundurmadig1 ve % G+C oraninin 63 oldugu bildirilmistir (Williams ve

ark., 1995).
Thermus filiformis

Parlak sar1 koloniler olusturan 7. filiformis, sabit flamentli ¢cubuk seklinde
yapiya sahipir, tip susu Wai33 yiiksek oranda anteiso ve anteiso 3-OH yag asidi
igerirken, diger suslarda anteiso 3-OH yag asidinin diisiik oranda, 3-OH yag
asidinin hi¢ olmadigi, % G+C oraninin ise 65 oldugu bildirilmistir (Georganta ve

ark., 1993; Da Costa ve ark., 2001).
Thermus oshimai

Cubuk seklindeki hiicreler kisa flamentlere sahiptir. Soluk sar1 yada
renksiz koloniler olusturan 7. oshimai kazein ve fibrini indirgeyebilir, sakkaroz,
maltoz, laktoz ve trehalozu karbon kaynagi olarak kullanir, o ve B-galaktozidaz

enzimlerine sahiptir, % G+C orani1 63 tiir ( Da Costa ve ark., 2001).
Thermus scodoductus

Flamentli hiicrelere sahip olan 7. scodoductus, 0,5x1,5um boyutlarinda,
65-70°C’de biiyiiyebilir ve renk olusturmaz, ancak yasl kiiltiirler koyu renkte
pigment olusturur. % G+C oran1 65°dir (Cizelge 1.4, 1.5, 1.6) (Chung ve ark.,
2000; Da Costa ve ark., 2001).
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Cizelgel 4 Thermus cinsine ait yag asidi analizleri
Y .
S 2 3 =
S S 0§ YT. oS53 35 %o o8
Sd ® §E 5% E§F 8% 53 f8
~ = ~ E T NN KR K ¥ R & & T
14:0 iso 0,9 - - 1,6 0,9 0,5 - 0,8
15:0 iso 17,6 50,7 10,8 33,5 4,1 37,7 15,8 32,4
15:0 anteiso 1,9 2,9 1,7 3,1 18,9 3.8 16,1 4,7
15:0 - 1,3 1,9 0,6 - 3,7 1,1 -
16:0 iso 13,0 1,0 9,6 12,1 8,4 3,1 3,8 5,8
16:0 16,3 9,0 11,9 9,2 3,5 2,7 8,0 8,0
UN® - - 2,9 - 2,5 -
15:0is0 3-OH 3,2 - - - 0,6 - - -
15:0 anteiso 3- - - 1,1 - - -
OH 27,0 31,1 51,0 34,1 6,6 36,1 25,3 41,9
17:0 iso 2,7 1,9 6,2 3.3 36,7 3,7 25,8 57
17:0 anteiso - - 3,1 - - 2,1 1,2 -
17:0 2,4 - - - 0,9 - - -
16:0is0 3-OH 2,5 - - - - - - -
16:0 3-OH 0,6 - 1,4 0,5 0,9 - - -
18:0 iso 0.9 - - - - - - -
18:0 7,6 - - - 2,4 - - -
17:0is0 3-OH 0,7 - - - 8,8 - - -
(Chung ve ark., 2000).

Thermus thermophilus

Kisa flamentlere sahip ¢ubuk sekilli hiicreler, Thermus besi yerinde parlak

sar1 koloniler olustururlar. Biitiin suslar % 3 NaCl iceren Thermus besi ortaminda

ve 80-82°C sicaklikta biiyiime gosterebilir. Bu tiir, i¢inde halotolorant suslar da

barindirir, % G+C oraninin ise % 65 oldugu bildirilmisdir (Da Costa ve ark.,

2001).
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Cizelge:1.5 Thermus ve akraba tiirlerin karekteristikleri (Opt: Optimum, Mak: Maksimum,
Min: Minimum, +: Pozitif sonug, -: Negatif sonug, ND: Veri yok)

Ornitin Biiyiime sicakligi °C

Tiir ve tip Sus % G+C Menaquinon

Peptidoglukan Opt. Mak. Min.
T.aquaticus YTI 67 + + 70 79 40
ATCC 25106 65
DSM 625 64
T.ruber BKMBI258 66 + + 60 70 37
(Meiothermus Ruber)
NCIMB 11269 62
DSM 1279 61
T.thermophillus HBS + + 73 85 40
DSM625 64
ATCC2762 69
NCIMB 11244 62
T filiformis Wai
33AI ATCC 43280 65 ND * 73 80 37
T.brockianus Ys-36
NCIMB 60 + + 70 ND ND
RhodoThermus — marinus 64
ATCC43812 65 ND ND 70 77 54
DSM 4252

(Williams ve Da Costa 1994).

1.2.1.5. Meiothermus cinsinin

Karakteristik Ozellikleri

Meiothermus ruber orijinal susu 1984°te termal kaynaklardan alinan sicak
su Orneklerinden, potato-yest-extract-pepton besi ortaminda, 1986 yilinda yapilan
baska bir ¢alismada ise, maya fabrikasindan alinan atik su 6rneklerinden iiretilmis,
diger Meiothermus izolatlari ise Thermus besi ortaminda gelistirilerek
izolasyonlar1 yapilmistir. Meiothermus tiirleri Thermus besi ortaminda ve Dgreyse
besi yeri 162 kat1 besi ortam1 {izerinde kolayca biiyliyebilmektedir. M. ruber, sivi
Thermus besi ortami iizerinde 60°C’de 2-3 giin 6n zenginlestirmeden sonra, kat:
besi ortaminda kirmizi pembe koloniler olusturur. Meiothermus cinsinin ilk susu
Loginova ve Egorova tarafindan Kamckhatka Peninsula’dan 1975 yilinda izole
edilmis ve Thermus ruber olarak isimlendirilmis fakat, bu tiir Approved List of
Bacteria Names icinde yer almamustir. Isim daha sonra 1984 yilinda orijinal

olarak yayinlanmig ve Thermus cinsi i¢ine dahil edilmistir.
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Thermus cinsinin biyokimyasal 6zellikleri (+: Pozitif, -: Negatif, ND: Veri yok )

= = 2 - 8 © 3

2 S S~ S <= S =2
Karekteristikler S § &E\E § N "§ G § R

§ o 5.9 S8 % S om iz s g

SR SR P =85 <38 <»F < §:E
Pigmentasyon Koyu Agcik sar1 Koyu Aciksart  Renksiz  Sar Sar1

sar1 sarl
Koloni 6z. Kompak  Yaygm Kompak  Kompak  Kompak ND ND
Opt. Sicaklik 70 70 70 70 65-70
80°C’de Biiylime - - - - - - -
%]1NaCl + ND - - - +
%3NaCl - - - - - - -
NO; anaer bily. - + - + + ND ND
Oksidaz + + + + + ND ND
Katalaz + + + + + ND ND
DNaz + ND - - ND ND ND
a-galaktozidaz + + + + ND - +
B-galaktozidaz - + + + ND + +
Elastin + ND - + ND + -
Fibrin + ND - + ND + +
Kazein + - - + ND + +
Jelatin + - + + - + +
Nisasta + - - - - + +
Arbutin - + + + ND + +
Eskulin - + + + ND + W
D-Glikoz + + + + + + +
D-Fruktoz + + + + + + +
L-Rahamnoz ND - - ND ND ND
L-Arabinoz - ND - - ND ND ND
D-Ksiloz - - - - - - -
D-Galaktoz + + + ND - +
D-Mannoz + ND - + ND ND ND
D-Sellobioz + - - - ND - +
Laktoz + + + + ND - -
Sakkaroz + + + + ND - -
D-Trehaloz + + + + ND - -
D-Melibioz + + + + ND - -
D-Rafinoz + + + + ND - -
Dekstrin ND - - ND ND ND
Salisin - ND + + ND ND ND
D-mannitol ND + + ND ND ND
D-sorbitol - ND - - ND ND ND
myo-inositol - ND - - ND - -
Gliserol - ND - - + - -
Pirtivat + + + + + ND ND
Asetat + ND + + - ND ND
Sitrat - ND - - ND - w
Laktat - ND - - ND ND ND
Malat + ND + + ND - +
Siiksinat + ND + + - ND ND
Arjinin + ND + + ND - +
Pirolin + + + + + ND ND
Ornitin + ND + + ND ND ND
Serin + ND - - ND - +
Asetamid - ND - - ND ND ND
%GC 64 63 65 63 65
(Da Costa ve ark., 2001).

Bu grubun diger iiyelerinin izolasyonundan sonra, diisiik sicaklikta

tiremeleri, DNA-DNA homolojileri ve 2-OH yag asidi seviyeleri dikkate alinarak

1996 yilinda Nobre ve arkadasglarinin calismalar1 ile Meiothermus olarak
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isimlendirilmeleri teklif edilmistir. Yapilan ¢alismalarda, M. ruber, M. silvanus,
M. cerberus, M. cliarophilus tiirlerinin temel biyokimyasal ve fizyolojik
karakteristiklerine gore kolayca ayrilabildikleri bildirilmistir (Saharp ve
Williams., 1988; Ferreira ve ark., 1999; Da Costa ve ark., 2001).

Siniflandirma

Meiothermus ruber

Uzunluklar1 degisken olan hiicrelerin ¢aplari 0,5-0,8 um dir. Koloniler, 1-2
mm ¢apinda ve koyu kirmizi yada pembe renklidir. Bu tiir katalaz pozitif 6zelligi,
yiiksek biiyiime sicakligi ve yag asidi dizilisi ile bu cinsin diger tiirlerinden ayrilir,
siiksinat, malat ve myo-inositol’ii kullanir, % G+C orani ise, 61-66 olarak

bildirilmistir (Chen ve ark., 2002; Da Costa ve ark., 2001).

Meiothermus cerberus

Bu tiir iiyeleri kirmizi-turuncu renkli koloniler olusturur, katalaz negatif,
sistein, tiosulfat ve tioglikonat gibi bilesikleri indirgeyen, Thermus besi ortami
yada besi yeri 162’°de lireme gosterir, pirlivat, glutamat ve pirolini kullanabilirler,
3-OH yag asitlerinin orani, 2-OH yag asitlerinden daha yiiksektir, % G+C oranin
60,9 oldugu bildirilmistir (Cizelge 1.7., 1.8.) ( Chung ve ark., 1997; Da Costa ve
ark., 2001).

Meiothermus chliarophilus

Hiicre ve koloni 6zellikleri diger tiirlerdeki gibi olan bu tiir, parlak sari

koloni olusturan, katalaz negatif, diisiik sicakliktaki sularda iireme gosterir, 69,9

% G+C oranina sahiptir ( Tenreiro ve ark., 1995; Da Costa ve ark., 2001).
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Meiothermus silvanus

izlanda ve Portekiz sicak sularindan izole edilen bu tiir, yaklasik 55°C’de
gelisen, kirmizi koloni olusturan, katalaz ve a-glikosidaz negatiftir, pirolini
hidroliz edemez ve 2-OH anteiso yag asidi oran1 diger tiirlerdekinden daha
fazladir. Bu tiirtin glikolipitleri uzun zincirli 1-2 diol ve gliserolipidlerin
karisimindan olusur, % G+C oraninin ise 63,6 oldugu bildirilmistir (Cizelge 1.7.,
1.8.) (Tenreiro ve ark., 1995; Da Costa ve ark., 2001).

Meiothermus rosaceus

Chen ve arkadaglarimin yaptiklart bir ¢aligmada ise pembemsi kirmizi
pigment olusturan Gr(-) 40-70°C’de iireme gosteren, genis hiicresel 6zellik
gosteren, sakkaroz ve maltozu kullanamayan, nisasta ve jelatini hidroliz
edemeyen, % G+C oran1 66,4 olan M. rosaceus’un Yuan China sicak su
kaynaklarinda izole edildigi ve yeni tiir olarak onerildigi bildirilmistir (Chen ve

ark., 2002).

Meiothermus taiwanensis

Taiwan sicak su kaynaklarinda izole edilen bu tiiriin, aerobik spor
olusturmayan, kirmizi pigment olusturan. 40-70°C’de gelisme gosteren
heterotrofik uzun flamentli, farkli genisliklere sahip oldugu tespit edilmis ve yeni

tiir olarak onerildigi bildirilmistir (Cizelge 1.7., 1.8.) (Chen ve ark., 2002).
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Cizelge 1.7 Meiothermus tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (+: Pozitf, -: Negatif, ND: Veri
yok)

<] 2]

:Z i 48 =£:22& =28 =
Biiyiikliik(uboy/genislik) 0,5-0,8x5-10 0.5-0,8x3-6 0.5-0,8 0,5-0,8 0.5-0,8 ND
Koloni rengi Pmb-Krm. A. Krm. Trn-Krm.  San Krm.-Trn Sar1
Spct. da absorbsiyon 446,482,520 452,474,496 ND ND ND ND
Koloni biiyiikliigii(mm) 2-4 ND 0,5-1,2 0,8-1,2 1-2 ND
Yuvarlak ug + + ND ND ND ND
Halka goriiniim + ND ND ND ND ND
Kahverengi goriiniim + ND ND ND ND ND
Jelatin hidrolizi - + + + + ND
Nisasta hidrolizi - - - + - +
Fibrin hidrolizi ND + - + + ND
Elastin hidrolizi ND + + + + +
Casein hidrolizi ND + + + + +
Nitrat indirgenmesi - - + + - +
Katalaz + + - - - +
Oksidaz + + + + + +
DNaz ND + + + + ND
A-galaktozidaz ND + - + + ND
B-galaktozidaz ND + + + + ND
Min.pH 4.5 ND 5 5 5 ND
Opt.pH 8.5 ND 8 8 7.5 8.3
Max.pH 10 ND 10 10 10.5 ND
Min.°C 40 35-40 40 40 35 ND
Opt.°C 55 60 55 50 55 55-60
Max. °C 70 70 65 60 60 ND
Sakkaroz - + - + + +
Maltoz - + + + +
Asetat + - - - ND +
Mannitol + + - + - +
Sorbitol + + + + - +
Sitrat - - - - -
Piriivat ND - + + + +
% G+C 66,4 61 63,6 69,9 60,9 65,1

(Saharp ve Williams., 1988; Ferreira ve ark., 1999; Da Costa ve ark.,
2001)
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Cizelge 1.8 Meiothermus cinsinine ait bazi tiirlerin yag asidi analizleri

2 5 £3 =3 £ 3 -
13:0 Iso 0,6 0,8 1,5 1.4 0,7 1,3
14:Iso 0,7 0,7 1,7 2,7 0,7 ND
14:0 0,6 0,3 0,7 - - -
13:0 Iso 30H 0,4 0,8 - - 1,1 0,5
15:1 Iso ®9¢ 2,7 - - 3,8 0,3 -
15:0 Iso 33,0 25,6 42,1 34,6 384 46,5
15:0 Anteiso 5,5 26,5 8,1 11,1 2,9 3,0
15:0 1,8 0,4 2,1 1,6 2,0 0,5
16:1 Alcohol 0,8 - - 1,9 - -
16:0 Iso 2,9 1,5 2,5 4,0 2,6 0,8
15:0 Iso 20H 0,7 0,9 0,5 - 0,7 1,1
16:0 7,6 6,4 9,1 45 6,1 6,4
UN 1,1 2,5 0,7 - 0,4 -
15:0 Iso 30H - - 1,0 - - 2,5
17:1 Iso ®9¢ 6,6 - - 4.8 1,1 -
17:1 Anteiso ®9c 1,0 - - - - -
17:0 Iso 13,3 10,0 16,4 5,8 17,4 27,6
17:0 Anteiso 3,7 6,4 2,7 2,5 24 1,8
17:1 o8¢ 0,8 - - - - -
17:1 w6c 0,8 1,3 0,7 - 0,3 -
17:0 0,8 0,3 1,2 - 1,7 0,3
16:0 20H 0,6 0,5 0,4 - 1,0 -
17:0 Iso 20H 7,8 9,6 7,3 33 12,0 6,9
17:0 Anteiso 20H 0,4 3,0 0,6 - 0,2 -
17:0 Iso 30H 1,1 - - 47 - 0,8
19:0 Iso - 2,6 - - - -
19:0 Anteiso - 1,6 - - - -
17:0 Anteiso 30H 0,6 - - 1,4 - -
18:0 Iso diol - 1,6 - - 4,5 1,6

(Pires ve ark., 2005; Ferreira ve ark., 1999; Chung ve ark., 1997).

Meiothermus timidus

Sar1 pigment olusturan, 55-60°C’deki sicakliklarda ve pH 8.3 de optimum

gelisme gosteren, katalaz ve oksidaz pozitif olan, ramnoz, ribitol ve gliserolii

karbon kaynag1 olarak kullanamayan M. timidus, Pires ve arkadaglari tarafindan
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Portekiz ve Azores sularindan izole edilmis, Meiothermus cinsi i¢inde yeni tiir

olarak yer almasi onerilmistir (Pires ve ark., 2005).

Thermus’larin Habitatlari

Prokaryotlar’da farkli iist sicaklik limitleri vardir. Fotosentezde bu limit
75°C civarindadir. Yiiksek sicakliklarda tiir ¢esitliligi sinirhidir. Yeryiiziinde sicak
alanlar daha ¢ok sicak su kaynaklar tarafindan olusturulur. Sicak su kaynaklari
ise iki u¢ noktada pH degerlerine sahip olabilir. Bunlar pH 2-4 ve pH 8-10
arasinda olanlardir. Notr pH da olan sicak su kaynaklar1 ¢ok yaygin degildir.
Dogal termal ¢evrelerde sicaklik 30-100°C, pH 1-11 arasinda farkli degerlerde
degisebilir (Barros ve Deming 1995).

Thermus cinsinin birincil yayilma alanlar1 oncelikle termal cevrelerdir.
Termal c¢evrelerin kimyasal yapist ile ilgili yapilmis detayli c¢aligmalar
bulunmamaktadir. Thermus cinsine ait tiirlerin dagiliminda kimyasal yapinin yani
sira 15181n da etkisi vardir. Su sicaklifinin canlilarin dagilimi tlizerindeki etkisi
hakkinda bilgiler olmasina ragmen, kimyasal elementlerin biyolojik cevre
tizerindeki etkisi hakkinda yapilmis caligmalar sinirlidir. Nitrojen, fosfor, organik
karbon, ¢oziinmiis gazlar, siilfit miktar1 canlilar iizerinde 6nemli etkiye sahiptir.
Ayrica bazen kaynak i¢i ve disindaki konsantrasyonlar da degismektedir. Ornegin
kaynak i¢indeki miktar ylizeyle karsilastirilirsa, pH diisiik, siilfit yiiksek oranlarda
bulunabilir. Sicak su kaynaklarinin kimyasal yapisinin Thermus larin fenotipleri
tizerinde de etkili oldugu bildirilmektedir (Alfredson ve Kristjansson 1995).

Denizin 2000 metre derininde bulunan termal kaynaklardan alinan su
ornekleri ile yapilmis bir ¢alismada, izole edilen Thermus thermophillus Gy1211
susunun optimum 75 °C, pH 8,0, % 2 NaCl’de gelistigi, bu sus ile % 74 DNA-
DNA homolojisi gosteren T.thermophillus HB-8’in ise bu sartlar altinda zayif
biiyiime gosterdigi saptanmistir (Marteinson ve ark.,1999).

Izlanda’da siilfitce zengin nétral sicak sularda yapilmis bir arastirmada da
thermofilik, fakiiltataif, miksotrofik siilfiir oksitleyen bakteri Thermus scotoductus
izolasyon ve identifikasyonu yapilmis, izole edilen yeni /7-7254 susunun elektron

vericisi olarak elementel siilfiir ve tiosulfati, elektron alicis1 olarak ta oksijen ve
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nitratt kullandig1, karbon kaynag1 olarak ta asetat ve diger organik bilesiklerden
yararlandig1 ve yeni susun 7.scofoductus’a % 84 DNA:DNA homolojisi gosterdigi
bildirilmistir (Skirnisdottir ve ark., 2001).

Thermus’larin Besin Kaynaklari

Gegmisten giiniimiize kadar yapilan arastirmalardan tespit edildigine gore,
Thermus tiirleri zorunlu heteretroftur, biiylimeleri i¢in organik besin kaynaklarina
ihtiya¢ duyarlar. Bu canlilar 70-75°C deki termal kaynaklarda ¢ok yaygin olarak
bulunurlar (Beffa ve ark. 1996).

Alg ve bakterilerin kaynak yiizeyinde olusturdugu tabakanin ¢iiriimesi ile
Thermus i¢in organik besin maddeleri ortaya ¢ikar. Bu ortii izolatér gorevi
yaptigindan diisiik hava sicakliklarinda da biliylime imkan1 saglar. Ayrica sicak su
kaynaginda serbest ve bir yere bagli olarak yasayan heteretroflarin 6lmesi ve
clirimeleri sonucunda acia c¢ikan organik substratlar da Thermus tarafindan
kullanilir. Yine sicak su kaynaklarinda 73-75°C’de gelisen ve fotosentez yapan
kemoototroflar da besin kaynag teskil ederler. Sicak su kaynaklarinin etrafinda
bulunan topraktan ve bitki ortiisiinden kaynaga akan besin maddeleri de Thermus
icin besin kaynagi olabilir. Bu tiir ortamlarda agiga ¢ikan besin maddelerinin
Thermus’larin  gelisebilmesini  ve yayilmasimmi etkiledigi  bildirilmektedir
(Alfredson ve Kristjonsson 1995).

Ayrica jeotermal olarak 1sinan tesislerden, evsel ve endiistriyel olarak
1sinmis sulardan da Thermus izolasyonu yapilmistir (Beffa ve ark., 1996).

Thermus tiirlerinin beslenme sekilleri iizerine yapilmis kapsaml
arastirmalar yoktur. Ancak ¢ok sinirlt besin  maddeleri ile biiylime
gosterebilmeleri onlarin oligotrof olduklarin1 gostermektedir. Thermus tiirlerinin
pH ve sicaklik ihtiyaglar1 oldukca degiskendir. pH 5.1-10.5 arasinda degisirken,
sicak toleranslari 30-90°C’ler arasinda degisim gosterir. Thermus tiirleri
cogunlukla obligat aerobiktir, ancak ¢oziinmiis oksijenin diisiik oldugu sulardan
da izolasyon yapilmistir, diger taraftan, nitrat ve nitrit indirgeyen tiirlerin Yeni
Zellanda ve Yellowstone parkindan izole edildigi bildirilmistir (Hugenholtz ve

ark., 1998).
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Ayrica, diisiik ve yiiksek siilfit igeren ¢evrelerden Thermus izolasyonu
yapilmistir. Thermus tiirleri lizerinde yapilan tuzluluk toleransi arastirmalarina
gbre ise noétral, alkali ve diisiik tuz konsantrasyonuna sahip alanlarda yaygin
bliylime gozlendigi, maksimum tuz toleransinin % 6 oldugu bildirilmistir.
Rhodothermus marinus s1g deniz suyundan izole edilmis olmasina karsin,
T.aquaticus YT1’in tuz oram1 % 0,5 olsa bile inhibe oldugu, pek cok susun % 1
‘de biiyliyemedigi, baz1 halotolerant suslarin ise % 3-5 oraninda biiyiiyebildikleri

saptanmistir (Alfredson ve Kristjonsson 1995).

Thermus’larin Enzimleri

Mikroorganizmalar yasamlarin1 siirdlirebilmek i¢in ¢evresel sartlara
adaptasyonlarin1 saglayan c¢esitli enzimlere sahiplerdir. Sicak su kaynaklari
tizerinde gelisen termofiller ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu
calismalarin ¢ogu yiliksek sicaklifa direng gosteren termofil enzimlerin
aragtirilmasi iizerinedir. Son yillarda bakteriyal kaynaklardan 2400’iin iizerinde
endoniikleaz enzimi identifiye edilmis, bu enzimlerin 220’sinin farkli 6zellik
gosterdigi ve bu enzimlerin 6zellikle Thermus ve Bacillus sterarothermophillus
tiirlerinden izole edildigi bildirilmistir (Welch ve Williams., 1995).

Yiiksek sicakliklara adapte olmus 7hermus tiirlerinin sahip oldugu
enzimlerde, mezofillerin enzimlerine gore sicakliga daha dayaniklidir. Bilinen
enzimler icerisinde en yaygin olam1 7. aquaticus dan izole edilen Taqg DNA
Polimerazdir (Madigan ve ark., 2000). Thermal dayanikliliga sahip enzimler ise
sunlardir; Laktat dehidrojenaz, Malat dehidrojenaz, Izositrat dehidrojenaz, 3-
izopropanol dehidrojenaz, Ferrodoksin, GALP dehidrojenaz, L-alanin
dehidrojenaz, NADH dehidrojenaz, NADH oksidaz, Katalaz, Superoksit
dismutaz, Sitokromlar, tRNA metil transferaz, RNA polimeraz, DNA polimeraz,
Proteaz, Amilaz, Glikozidaz, Pullulanaz, Alkalin fosfotaz, Riboniikleaz,
Asparginaz, Inorganik fosfotaz, ATPaz, DNA endonukleaz, Anthranilat sentetaz,
Enolaz, Fumaraz, Tripton sentetaz, D-Ksiloz isomeraz, Aminoagcilsentetaz, CoA
sentetaz, DNA ligaz (Da Costa 1995; Duffield ve Cossar 1995; Colacino ve
Crichton 1997).
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Enzimler iizerine yapilmis cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Thermal
kaynaklardan izole edilen Thermus cinsine ait 152 restriksiyon endonukleaz
enzimi varligi aragtirilmig, 27 izolatta Taql izosizomerin varlig1 ve bunlarda 6 adet
susta bulunan enzimin ise farkli oldugu saptanmistir (Welch ve ark., 1998). Diger
bir calismada da farkli Thermus tiirlerinden izole edilen iki farkli Tagl
endonukleaz, FE.coli igine klonlanmus, saflastirilmis ve oOzelliklerini belirleme
calismalar1 yapilmistir. izole edilen #sp321'in sicaga daha direngli oldugu,

90°C’de aktivitesini siirdiirdiigii bildirilmistir (Cao ve ark., 1998).

Thermus’larin Plazmitleri

Thermus’larda plazmit yapilar ilk olarak 1978’de tanimlanmustir. Sekiz
sus tlizerinde c¢aligma yapilmis bunlardan dort tanesinde plazmid DNA
bulunmustur. 11 restriksiyon enzimi kullanilarak p771 plazmiti haritasi
yapilmistir. Daha sonra yapilan benzer ¢alismalar ile de 7. flavus da pTF62, T.
thermophillus da pVV§8 plazmiti izole edilmistir. Ayrica 7. aquaticus dan yapilan
izolasyonda da dort plazmit bulundugu saptanmigtir (Raven 1991).

Thermus’larin Bakteriyofajlar

Ik olarak 1975°de Thermus tiirlerini enfekte eden bakteriyofajlarm
oldugunu bildirmis, yapilan farkli bir ¢calismalarda da iki tabakali agar plaklari
tizerinde 7. thermophillus HBS8 iizerinde cesitli bakteriyofajlar izole edilmistir.
izole edilen fajlarin Thermus cinsine ait, Japonya orjinli besfarkli tiirii daha
enfekte ettigi ancak, Japonya orjinli olmayan 7. aquaticus YT1 susunun bu

enfeksiyona direng gosterdigi bildirilmistir (Raven 1991).
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1.2.1.6. Diger termofilik basiller
Thermomicrobium

Zorunlu aerobik, Gr(-) ve heteretroftur. Absorbans piki 494 nm olan
kirmiz1 karatenoit pigmenti olusturmaktadir. ik olarak % 0,1 yeast extract, % 0,1
tripto igeren Allen’s salts besi ortami plaklari izerinde 70°C’de 5 giin inkiibasyon
ile izole edilmistir. 45-80°C ve pH 7,5-8,7 arasinda gelismektedir. Optimum
bilyiimenin 70-75°C ve pH 8,2-8,5 arasinda oldugu bildirilmistir (Cizelge 1.9.) (
Perry 1992).

Thermoleophillum

Mineral salt besi ortaminda 60°C’de pH 6,5-7,5°de 1 haftada biiyiime
gosteren Gr(-) gubuklardir. Koloniler kiigiik yar1 seffaf yada beyazdir. 45-70°C ler
arasinda biiylime gostermektedir. 50 pg/ml Chlortetracyclin, 50 upg/ml
streptomicin, 5 pg/ml canamicin, 5 pg/ml eritromicin, Spg/ml neomicin, 10 pg/ml
cloramphenicol, 10 pg/ml penicilin, 1 pupg/ml novabiocine hassasiyet

gostermektedir. Biitiin suglarin tek tiir icinde yer aldig1 bildirilmistir (Cizelge 1.9.)
( Perry 1992; Alfredson ve Kristjonsson 1995).

Rhodothermus

Gr(-) c¢ubuk seklinde flamentsiz ve hareketsiz bakterilerdir. Kirmizi
karetenoit igerirler. % 2 NaCl katilmis, % 0,25 yest extrakt ve % 0,25 tripton
iceren besi ortami 162 de, optimum 65°C ve pH 7,0 da gelismekte, 54-77°C ve %
0,5-6 NaCl degerlerine tolorans gostermektedir. 5 pg/ml kanamisin, 30 pg/ml
eritromisin, 15 pg/ml neomisin, 30 pg/ml cloramfenikol, 5 pg/ml penisilin G, 10
IU ampisilin, 10 pg/ml tetrasiklin, 15 pg/ml polymiksine hassasiyet gosterdigi
saptanmistir (Cizelge 1.9.) (Alfredson ve Kristjonsson 1995).
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Sacchorococcus

Gr (+) boyanabilen, 50-100 hiicrenin bir arada bulundugu bakterilerdir.
Seker fabrikalarindan izole edildikleri, 70 °C’de pH 6,5 de 16-24 saat siiren
inkiibasyon sonunda gelisme gosterdikleri bildirilmistir (Cizelge 1.10.) (Alfredson
ve Kristjonsson 1995).

Acidothermus

Gram reaksiyonlar1 degisebilen 0,4-0,5 um capli, 2-5 um uzunlugunda
ince ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan bakterilerdir. Flamentlere sahiptirler. pH
5,2’de, i¢ine % 0,05 yeast-extrakt, % 0,05 D-sellobioz, ve % 0,5 seliilozik substrat
ilave edilmis, diisiik fosfat iceren tuzlu besi ortaminda 50-65°C’de 1-2 haftada
gelismekte, oksidaz pozitif, katalaz negatif reaksiyon vermektedirler (Cizelge

1.10.) (Alfredson ve Kristjonsson 1995).

Cizelge 1.9 Diger Termofilik Basillerin Biyokimyasal Ozellikleri

Karakter Thermomicrobium Thermoleophillum Rhodothermus
Hiicre formu Pleomorfik gubuk 1,3- Kisa gubuk Cubuk
1,8x3-6 pm 0,4x 0,7-1,5um 0,5x 2-2,5um
Biiyiime sekli Tek yada ¢ift hiicre Tek hiicre Tek yada ¢ift hiicre
Optimum °C 70-75°C 60°C 65°C
Biiyiime aralig 45-80°C 45-70°C 54-77°C
Hiicre duvari Protein alt iinitesi Peptidoglukan i¢inde ornitin ND
G+C %64 %69-70 %64,5
Optimum pH 8,02-8,5 7,0 7,0
Karbon kaynaklari
Glikoz - - +
Laktoz ND - +
Sakkaroz + - +
Maltoz ND - +
Glutamat + - +
Pruvat ND - +
Asetat - - +
Gliserol + - -
Mannitol - - ND
n-Alkanez C12-30 ND + ND
Jelatin hidrolizi ND ND -
Katalaz ND + +
Oksidaz ND ND +
Nitrattan Nitrit ND ND -

(Alfredson ve Kristjonsson 1995).
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Scodothermus

Gr(-) 1,5um uzunlugunda, 0,5 um genisliginde bakterilerdir. % 0,25 yeast
extrakt ve % 0,25 tripton ilave edilmis besi ortamu 162 de 72°C’de 2 giinde
gelisirler.

Optimum pH 7,5 olmasina ragmen, pH 6-8 arasinda da gelisme gosterirler.
Sicaklig1 70-80°C olabilen jeotermal kaynaklardan izole edilebilirler. Bityiimek
i¢in vitamin ve biiylime faktorlerine ihtiya¢c duymazlar. Anaerobik yada ¢ok diisiik
oksijen konsantrasyonlarinda gelistikleri bildirilmistir (Alfredson ve Kristjonsson

1995)

Cizelge:1.10 Diger Termofilik Basillerin Biyokimyasal Ozellikleri

Sacharrococcus Acidothermus Scodothermus
Karakter
Hiicre formu Kok Basil Basil

1-2 um 0,4x 0,2-5pum 0,5x -1,5um

Bitytime sekli Diizensiz y1gnlar Tek hiicre Tek yada ¢ift hiicre
Optimum °C 68-70°C 50-60°C 60°C
Bityiime aralig1 50-78°C 37-70°C 42-73°C
Hiicre duvart Peptidoglikan-DAP Peptidoglikan-DAP ND
G+C % %47,8 %60,7 %65,5
Optimum pH ND 5,0 7,5
Maltoz + + +
Pirolin ND ND +
Glutamat ND - +
Asetat ND ND +
Piruvat - - -
Sakkaroz + - +
Glikoz + - -
Lactoz -(degisken) ND -
Ksiloz + ND ND
Mannitol + + ND
Seluloz ND + ND
Pirolin ND ND +
Glutamat ND ND +
Nitrat ND ND -
Jelatin hidrolizi - + -
Katalaz + - +
Oksidaz + + +
Lipaz + ND ND
Nitrattan Nitrit - - +
Antibiyotik direnci Polimixin B Penicilin G Polimixin B

(Jacob and Alfredsson 1995)

1.2.2. Sicak sulardaki hipertermofiller

Pek c¢ok sicak kaynak suyun kaynama noktasina yakin degerdedir.

Kaynama noktasindaki sicak sularda hiperthermofillerin ¢esitli tiirlerine
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rastlanmaktadir.  Bu = mikroorganizmalarin ~ biliyiimeleri  birkag  giin
zenginlestirildikten sonra gozlenebilmis ve biiyliyen prokaryot kolonileri
mikroskobik olarak incelenmigtir. Yapilan ekolojik c¢alismalarda sicak
kaynaklarda bulunan mikroorganizmalarin ¢ok hizli biiyiidiigii, bir saatten daha
kisa bir siirede boliindiikleri kaydedilmistir. Bu prokaryotlarin ¢ogu kiiltiiriiniin
cesitli morfolojik ve fizyolojik Ozellikte oldugu saptanmistir. Ribozomal RNA
dizilimleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda cesitli bakteri ve 6zellikle Archaea y1
icine alan hipertermofiller arasinda biiyiik evrimsel ¢esitlilik oldugu gosterilmistir.
Bu hipertermofillerin bazilarmimn ise 100°C’nin iistiinde optimum biiyiime
gosterdikleri, bundan dolayr da laboratuvarda kaynama noktasina ulasan

sicaklikta, basing altinda biiyiitiilebildikleri bildirilmistir ( Brock 1986).

Archaea’lar yiiksek tuz, yiiksek sicaklik, diisitk pH ve anoksik ortamlar
gibi  ekstrem c¢evre sartlarina adapte olabilmis mikroorganizmalardir. Bu
Ozelliklerinden dolayidir ki, yasam ilk defa ortaya c¢iktiginda Diinya iizerinde

Archaealar dan bir grup varoldugu diisiiniilmektedir (Madigan ve ark., 2000).

Filogenetik olarak Archaea ¢ biiyilk gruba ayrilmaktadir. Bunlar
Crenarchaeota, Euryarchaeota ve Korarchaeota dir. Korarchaeota evrimsel
olarak dallanma gostermez. Crenarchaeota iiyelerinin bilinen tiimii son derece
sicak ortamlarda yasayan hipertermofil tiirleri igerir. Pek c¢ok hipertermofil
kemolitotrofik ototroftur. Bu tiirlerin yasadiklar1 ortamlar fotosenteze uygun
olmadigindan bu mikroorganizmalar zorlu c¢evresel sartlarin tek primer
ireticileridir (Brock, 1986).

Hipertermofillerin sogukta yasayan akrabalari buzlu kutup bolgesi
sularindan izole edilmistir. Euryarchaeota ise Archaea nmin fizyolojik ¢esitlilikteki
gruplarint  kapsar. Bunlar1 ¢ogu Crenarchaeota’lar gibi  hipertermofil
kemolitotrofik ototroftur ve metan1 metabolizmalarinda kullanirlar.

Archaea aleminin filogenetik farki, son derece termofilik dogaya sahip
mikroorganizmalar olmalaridir. Bu canlilar sicak seven prokaryotlar1 temsil
ederler. Hipertermofillerin bazilarinin suyun kaynama noktasindan daha yiiksek
sicakliklarda gelistigi bildirilmektedir ( Madigan ve ark., 2000).

Bir ¢ok hipertermofilik Archaea, jeotermal 1sinmis topraklardan ya da

elementel siilfit iceren sulardan izole edilmistir. Bunlardan bir ¢ok tiiriin siilfiirii
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cesitli yollarla metabolize ettigi gosterilmistir. Hipertermofillerin bir ¢cogu zorunlu
anaeroptur. Enerji liretim mekenizmalar1 kemoorganotrofik yada kemolitotrofiktir.
Thermococcus ve Thermoproteus organik bilesikleri oksitler ve S’1 elektron alicisi
olarak kullanir. Pek c¢ok hipertermofilik Archaea kemolitotrofik olarak
biiyiiyebilmekte ve H, yi enerji kaynagi olarak kullanmaktadir. Ornegin
Pyrodictium 'un, 110°C’nin tizerindeki sicakliklarda H, ve S eklenmis mineral tuz
ortaminda anaerobik olarak gelistigi bildirilmistir (Brock 1979).

Hipertermofilik Archaea diger prokaryotlarin gelisemedigi c¢ok yliksek
sicakliklarda gelisebilmektedir. Eucaryotlar ve Eubacteriler ile karsilastirildiginda,
Archaea zarlarimin, Eucaryotlar ve Eubacterilere benzemekle beraber, kimyasal
olarak tek katmanl olduklar1 goriilmektedir. Bu zarlarda lipitlerin birbirinin i¢ine
dogru isaret eden hidrofobik kisimlar1 kovalent baghdir. Tek katmanli lipitten
olusan zarlar hipertermofilikler arasinda olduk¢a yaygindir. Ayrica yag asitlerince
zayif, eter baglariyla gliserole bagli hidrokarbon yarimlari bakimindan zengindir.

Hiicre duvari incelemeleri yapilan Archaea’lardan Methanobacterium
tiirlerinin pseudopeptidoglukan olarak adlandirilan peptidoglukan benzeri bir
yapiya sahip olduklari, bu yapinin aminoasitlerinin digerlerinden farkli olarak L
formunda oldugu ve igerdigi amino sekerler arasinda (3,1-3 baglari bulunmadigi
saptanmistir (Madigan ve ark., 2000).

Son on yildir ekstrem sicaklik, basing, pH ve iyonik ortamlarda gelisebilen
ekstrem mikroorganizmalar arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Ekstrem
termofiler sira dis1 durumlarda gelistigi icin ¢esitli modifikasyonlar gerektiren

kiiltiir metotlarinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemli olmustur.

Sulfolobales

Solfatar alanlar ve yiiksek asitlige sahip sularda bulunurlar. Diistik iyonik
degerlere sahip, i¢ine siilfir karistirilmis ve pH’s1 3’e ayarlanmig ¢esitli besi
ortamlarinda biiyiirler. Inkiibasyon sicakhig1 tiire gore degismekte, ortam asitligi,
organik substratlarin varligi ve sicaklik artisi segici Ozellik gdstermektedir

(Cizelge 1.11) (Madigan ve ark. 2000).
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Thermoprotales

Bu grup bakterilerin sicakligi 100°C ve daha yiiksek volkanik biotoplarda
bulundugu, flamentli ¢ubuklar seklinde olan hiicrelerin uzunluklarinin degisen
oldugu, i¢ine siilfiir ilave edilmis, diisiik tuz konsantrasyonlu besi ortaminda,
H,/CO; (80:20 v/v ) anaerobik gaz ortaminda, bir haftada biiylime gosterdikleri
bildirilmektedir (Cizelge 1.11) (Huber ve Stetter 1994).

Archaeglobales

Bu grup icinde yer alan bakteriler sulfat indirgeyen mikroorganizmaladir,
deniz altindaki anaerobik hidrotermal alanlarindan izole edilir, biiyiimek i¢in
yiiksek sicaklik ve tuza ihtiyag duyarlar. 85°C’de sulfat ve tiosulfat iceren deniz
suyunda, 6n zenginlestirme yapildiktan sonra, anaerobik sartlar altinda N,/CO,
yada H,/CO; (80:20), 3 bar basing altinda, 7OOC’de, pH 6,9 da, 80 rpm’de, 8
giinde 1-2 mm ¢apl1 yesil-siyah koloniler olustururlar (Stetter 1994).

Thermococcales

Thermococcaceae adinda bir tek familya, Thermococcus ve Pyrococcus
olarak iki cinse sahip bu ordonun {iiyeleri, deniz solfatar alanlar1 ve alkali
jeotermal kaynaklardan izole edilmistir. Bu ordonun heniiz isimlendirilmemis
ticlincii bir cinsi daha oldugu diistintilmektedir. Bilinen biitiin tiirler termofilik ve
anaerobiktir. Biliytimeleri i¢in 85-1 10°C sicaklik, N,/CO, yada H,/CO, anaerobik
ortam, tripton, maya ekstrakti, glikojen, ve elementel siilfiire ihtiya¢ duyduklar

saptanmistir (Cizelge 1.11) (Zilling 1994).
Desulfurococcales
Desulfurococcales ordosu tiyelerinin bilinen pek ¢ok Archaea gibi deniz

altindaki volkanik habitatlarda yasadiklar1 bildirilmektedir. Bu canlilar ortalama

100 °C’de gelisirler ancak, Pyrolobus optimum 106°C’de gelisme gostermektedir.
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Pyrodictium tiyeleri elemental siilfiir ilave edilmis ortamlarda diizensiz diskler
halinde gelisirken, Pyrolobus fumari 113°C gelisme sicakhigi ile bilinen en
termofilik tiirdiir ve 121°C otoklav sicakhgma 1 saat dayanabilmektedir.
Pyrolobus™un  ototrof oldugundan yanardag bacalari, hidrotermal kaynaklarin
¢ikis alanlarinda biiyiime gosterdigi bildirilmistir (Madigan ve ark. 2000).
Japonya’da sicak kaynaklardan izole edilmis bir archaea olan
Thermococcus sp. lizerinde yapilmis bir calismada, besin, ilagc ve kozmetik
endiistrisinde  kullanilan ~ cyclomaltodekstrin ~ gulukanotransferaz  iiretimi

gergeklestirilmistir (Tachibana ve ark. 1999).

Cizelge:1.11.  Hipertermofilik Basillerin Karakteristik Ozellikleri

0, DNA

. . o Sicakhik Optm
Cins Morfoloji }htlyac gl-(')-l(';/o Min. Mak. Ort. pH
Sulfolobales
Sulfolobus Loblu kok Ae 37 55 75 87 2-3
Acidianus Kok Fac 31 60 88 95 2
Metallosphere Kok Ae 45 50 75 80 2
Thermoprotales
Stygiolobus Loblu kok An 38 57 80 89 3
Thermoproteus Basil An 56 60 88 96 6
Thermophillum Basil An 57 70 88 95 5,5
Pyrobaculum Basil Fac 46 74 100 102 6
Desulfurococcales
Desulfurococcus Kok An 51 70 85 95 6
Staphylothermus Kok-kiimesi An 35 65 92 98 6-7
Pyrodictium Flamentli disk An 62 82 105 110 6
Pyrolobus Kok Fac 53 90 106 113 55
Thermodiscus Kok An 49 75 90 98 5,5
Igneococus Kok-diizensiz An - 65 90 103 5
Hyperthermus Kok-diizensiz An 56 75 102 108 7
Archaeglobales
Archaeglobus Kok An 46 64 83 95 7
Ferroglobus Kok-diizensiz An 43 65 85 95 7
Thermococcales
Thermococcus Kok An 37-57 70 88 98 6-7
Pyrococcus Kok An 38 70 100 106 6-8

(Martins ve ark. 1996).

Termofilik ve hipertermofilik Archaea’nin 12 farkl tiirii ile yapilan bir
calismada da, optimum biiyiime sartlarinda organik solutlerin birikimi arastirilmis,
Pyrobaculum aerophilum, Thermoproteus tenax, Thermoplasma acidophilum ve
Sulfolobales ordosunun iiyelerinin trehaloz iirettigi saptanmustir. P. furious di-
myo-inositol-1,1°(3,3)-fosfat ve B-mannosilgliserat, MethanoThermus fervidus,

cyclic-2,3-difosfogliserat ve - mannosilgliserat birikimi yaparken Pirodictium
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occultum da yalniz di-myo inositol-1,1’(3,3”)-fosfat birikimi oldugu bildirilmistir
(Martins ve ark., 1996).

Hipertermofiller ile yapilan bir baska calismada da elektron donoérii olarak
hidrojen, akseptor olarak ise Fe(Ill)-sitrat bulunan besi yerinde Pirodictium
islandicum biyltilmistir. P. islandicum hiicre sayis1 artarken Fe(Ill) azaldigi
bulunmustur. P. islandicumun hiicre siispansiyonunda elektron dondrii olarak
hidrojen kullanilmasimnin yaninda U(v1), Tc(vu), Cr(vi), Co(i1) ve Mn(1v)
metallerini de indirgedigi goriilmiistiir. Bu metallerin indirgenmesi hiicrelerin ve
hidrojenin varligina baglidir. Arsenat ve selenat metalloitleri ise indirgenmemistir,
U(w1), ekstraselliiler ,eriyemez , mineral uranite indirgenmistir. Tc(111) insoluble,
Tc(v1)’e indirgenmis, Cr(vi), daha az toksik ve daha az ¢oziinebilen Cr(i1)’e
indirgenmistir (Kashefi ve Lovley 2000).

Archaea grubu mikroorganizmalar son derece ekstrem sartlara uyum
saglamis canlilardir. Hipertermofiller olarak adlandirilan bu mikroorganizmalarin
pek cogu suyun kaynama noktasi sicakligindan daha yiiksek sicakliklarda gelisir.
Gilinlimiizde hipertermofiller ve bunlardan izole edilen enzimler, yiiksek 1silarda
bozulmaya ugramadiklarindan dolayr endiistride pek ¢ok reaksiyonun
gerceklesmesinde, atik metallerin toksisitesinin azaltilmasinda, biyolojik metal
Oziitlemesinde v.b kullanilmaktadir (Tachibana ve ark., 1999; Martins ve ark.,
1996 ;Kashefi ve Lovley 2000). Sonu¢ olarak biyolojik indirgenme ile
hidrotermal alanlarda metallerin g¢esitlenmesine katkida bulunuldugu ve
hipertermofilik mikroorganizmalar yada onlarin enzimlerinden toksik metallerin
indirgenmesi ve metaller ile kontamine olmus sularin yeniden kullanilabilir hale
gelmesinde yararlanilabilecegi bildirilmistir (Kashefi ve Lovley 1999). Janson ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise Floresan in situ hibridizasyon teknigi
(FISH) ile 16S ve23S rRNA-hedef proplar kullanilarak archaeal 16S rDNA klon
primerlerinden yararlanilmis ve boya endiistrisinin anaerobik aritma tanklarinda
bulunan ve atik suyun yeniden temizlenmesinde faaliyet gosteren mikrobiyal
populasyonun karekterizasyonu yapilmistir (Janson ve ark. 2001). Yapilan baska
bir calismada ise, 100°C’de optimum biiyiime gdsteren zorunlu anaerop archaea
tiirlinliin Pyrobaculum cinsine ait yeni bir tiir oldugu bildirilmistir (Huber ve ark.,

1987).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Orneklerin alinmasi ve laboratuvara tasinmasi

Afyon (Gazhigdl, Gecek, Omerli), Kiitahya (Gediz, Simav), Denizli
(Kizilsu), Eskisehir (Saricakaya) kaplicalarindan su Ornekleri alinarak pH
araliklar1 ve sicaklig olgiillip termos igine konulmus, 3-5 saat i¢inde, laboratuvar
ortamina taginmistir.
2.1.2. Kullanilan besi ortamlari ve kimyasal ayiraglar
2.1.2.1. Besi ortamlan
Thermus ve Meiothermus cinsleri i¢in kullanilan besi yeri

Thermus besi yeri (M 74)

Ramley ve Hixon (1970) tarafindan hazirlanan Thermus Besi yeri

Trypton(Difco ) 30g
Yeast Extract (Difco yada Oxoid) 1.0g
Castenholz 10x basal salt solusyonu 100 ml
Distile su 1000 ml

pH 7,5-7,8’e NaOH ile ayarlanir

Kati besiyeri icin % 2,3-3 oraninda agar katilmistir.

131°C de 30 dakika otoklavlanir.

% 0,015sodyumazid ve % 0,01 lizozim katilmistir (Williams ve Milton 1994).
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Castenholz 10x basal salt solusyonu

Nitrilloasetikasit(NTA) 1.00 g
CaS04.7H,0 0.60 g
MgS04.7H,0 1.00 g
NacCl 0.08 g
KNO; 1.03g
NaNO; 6.89 ¢
Na,HPO4 1.11g
FeCl; (0.28g/1) 10 ml
Nitsch’ trace element solution 10 ml

990 ml su ilave edilmistir 4°C de saklanmustir (Williams ve Milton 1994).

Nitsch’trace element solution

H;BO; 0.5 mg
CoCl, 6H,0 0.046 mg
CuS04.5H,0 0.01g
MnSO4.H,0O 025¢g
Na;Mo004.2H,0 0.025 mg
H,S04 0.5 ml
ZnS04.7H,0 0.5 mg
Distile su 990 ml

(Williams ve Milton 1994).

Bacillus Cinsinin izolsyonu i¢in kullanilan besi yerleri

Nutrient broth
Beef Ekstrakt 5¢
Pepton 30g

Distile su 1000 ml
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Formiile gore hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,0’a ayarlanmis, tiiplere dagitilip
121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra +4 °C de saklanmustir (Tamer ve

ark., 1989).

Nutrient agar

Beef Ekstrakt 50¢g
Pepton 30¢g
Agar I5g
Distile su 1000 ml

Formiile gore hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,0’a ayarlanmus 121°C’de 15 dakika

sterilize edildikten sonra kullanilmigtir (Tamer ve ark., 1989).
Archaea izolsyonu icin kullanilan besi yerleri
Sulfolobus besi yeri

11t distile su

(NH4)2SO4 130 g
KH,PO4 028 ¢g
MgS04.7H,0O 025¢g
CaCl.,2H,0 0.07¢g
FeCl;.6H,O 0.02¢g
MnCl,.4H,0 (10mg/ml) 180 pl
Na;B407.10H,0(10mg/ml) 450 ul
ZnS04.7H,0(10mg/ml) 22 ul
CuCl,.H,O(10mg/ml) Sul
Na;Mo004.2H,0(10mg/ml) 3ul
V0S04.5H,0(10mg/ml) 3ul
Co0S04.7H,0 (10mg/ml) 1 ul
Yeast extract (Bacto Difco) 020 g

pH: 9,6 (Segerer ve Steter 1994).



Sulfolobus solfataricus besi yeri

Distile su

KH,PO4

(NH4)2SO4

MgS04.7H20
CaCl,.2H,0
MnCl,.4H,0
Na,B407.10H,O

ZnS0O4 TH20
CuCl,.2H,0

Na;MoO,. 2H,0
VoSo04.5H,0O

CoSO4 7H20. yada CoCl,
pH 9,6 (Segerer ve Steter. 1994/a)

Pyrobaculum besi yeri (M:88)

11t distile su

(NH4),SO4

KH,PO,

MgS04.7H,0

CaCl.,2H,0

FeCl;.6H,O

MnCl,.4H,0 (10mg/ml)
Na,;B407.10H,0(10mg/ml)
ZnS04.7TH,O(10mg/ml)
CuCl.H,O(10mg/ml)
Na;Mo004.2H,0(10mg/ml)
V0S04.5H,0(10mg/ml)
CoS04.7H,0 (10mg/ml)

Resazurin

11
0.50 g
130 g
350¢g
025¢g
05¢g
450 ¢
022¢g
0.05¢g
0.03 mg
0.03¢g
0.1g

130 g
028 ¢
025¢g
0.07¢g
0.02¢g
180 ul
450 pl
22 ul
Sul
3ul
3ul

1 ul
1.0 mg/I
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Pepton
Yeast ekstrakt
Na28203.5H20
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0.5 g/l
0.2 g/l
2.0 g/1

Tiim mineraller suda ¢oziiliip 8N NaOH ile pH 6,0-7,7 a ayarlanmistir. 30
dakika N, altinda tutulmus, pepton, yeast ekstrakt ve sodyum sulfid ilave edilmis,
tekrar ¢oziinmils N, altinda pH ayarlamas1 yapilmis, 10 N H,SO4 kullanilmistir.
Besi ortamu otoklavlanmamis 90°C de 3 giin her giin birer saat olmak iizere

bekletilerek sterilizasyonu yapilmistir (Huber ve Steter 1994).

Pyrococcus besi yeri (M:182)

NaCl 13.85¢
MgS04.7H2 35¢
KCl1 0325¢g
Na,Br 0.05¢g
H;BO; 0.015¢
SrCl 6H20 7.5 mg
(NH4)2SO4 10.0 mg
Citrik asit 5.0 mg
KI 0.05 mg
CaCl.,2H,0O 1.0 mg
KH,PO4 3H20 0.5 mg
NiCl, 6H,O 2 mg
Iz element solusyonu 10 ml
Resazurin 1.0 mg/1
Pepton 5¢/1
Yeast ekstrakt 1 g/l
Na,S,03.5H,0 0.5¢g/1
Siilfiir 30 g/l
Distile su 11

(Zillig, 1994).



Pyrococcus izolasyonu icin kullanilan iz element soliisyonu

Nitrilloasetikasit(NTA)
MgS04.7H20
Mn SO4 2H20

NaCl

Fe SO47H20

CoSOq4

CaCl.,2H,0

Zn SOq4

Cu SO, 2H,0
KAI (SO4 ),

H;BO;

NazMOO4.2H20.

NiCl,6H,O

Distile su

(Zillig, 1994).

Acidianus brierleyi besi yeri (M:150)

(NH,),S0,

KH,P0O43H20
MgS0,.7H20

KCl
Ca(NO3 )2

Yeast extract

Sulfur

Distile su

pH 9,6 (Segerer ve Steter 1994).

1.5g/1
3g
05¢g
1.0g
0.1g
0.1g
0.1g
0.1g
0.01g
0lg
00l g
0.01g
0.025¢g
1000 ml

3.00 mg
050¢g
350 ¢g
0325¢g
14 mg
020¢g
10.00 g
11
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Acidianus infernus besi yeri (M:358)

1 I distile su
(NH4),SO4
KH,PO4
MgS04.7H,0
CaCl.,2H,0
FeCl3.6H,0O
MnCl,.4H,0O
Na,B407.10H,0O
ZnS04.7H,0
CuClL.H,0O
Na,Mo04.2H,0
VoSo04.5H,0O
CaS04.7H,0

Yeast extract (Bacto Difco)

Sulfur

pH 9,6 (Segerer ve Steter 1994/b).

130 g

028 ¢

025¢g

0.07¢g

0.02¢g

180 ul (10 mg/ml)
450 pl (10 mg/ml)
22 ul (10 mg/ml)
Sul (10 mg/ml)

3 ul (10 mg/ml)

3 ul (10 mg/ml)

1 pul (10 mg/ml)
020¢g

1.0g

Karbonhidrat kullanimu testleri icin kullanilan besi yerleri

Laktoz broth

Pepton
Laktoz

Et ekstresi
Fenol red

Distile su

25¢g
25¢g
15¢g
0012 g
500 ml

43

Formiile gore hazirlanan besiyerinin pH’1 6,9’a ayarlanmus, tiiplere 10 ml aktarilip

iclerine durham tiipli atildiktan sonra 121°C de 15 dakika sterilize edilmistir

(Tamer ve ark., 1989).
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Karbonhidrat fermentasyon ortamlari

Karbonhidrat fermantasyon deneylerinde glukoz, sukroz, mannoz,
rahamnoz, galaktoz, ksiloz, laktoz, arabinoz, mannitol, sorbitol, inositol, rafinoz
kullanilmigtir. Karbonhidrat solusyonlart son konsantrasyonu % 5 olacak sekilde
ilave edilmistir. Ortam olarak Gr(+) i¢in, Nutrient Broth, Gr(-) i¢in Besi ortami 74
agar kullanilmistir. Seker c¢ozeltileri filtreden gecilerek sterilize edilmistir. Gr(+)
icin Fenol red (% 0,01) indikatdr olarak kullanilmig, Gr(-) de plak kiiltiir izerinde
tireme olup olmadigina bakilmistir (Sharp ve Williams., 1988; Tamer ve ark.,

1989).

MR-VP broth,

Tamponlanmis pepton 70¢g
Glukoz 50¢g
KLoHPO4 50¢g
Distile su 1000 ml

Tiiplere dagitilan besiyeri 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra +4°C’de

saklanmistir (Tamer ve ark., 1989).

Tripton broth

Tripton 3,0 g/l
NaCl 0,3 g/l
Distile su 1000 ml

(Tamer ve ark., 1989).

Nitrat broth

Nutrient Broth 8¢g
KNO; Sg
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TSI agar (Triple sugar iron agar

Beef Ekstrakt 3 gr.
Yeast Ekstrakt 3 gr.
Pepton 15 gr.
Proteaz pepton 5 gr.
Laktoz 10 gr.
Sakkaroz 10 gr.
Dekstroz 1 gr.
FeSO,4 0.2 gr.
NaCl S5 gr.
Sodyum Tiyosiilfat 0.3 gr.
Agar 12 gr.
Fenol red 0.024 gr.
Distile su 1000 ml.

fyice ¢oziindiiriildiikten sonra pH 7.4+0.2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15

dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Ure hidrolizi testi

Pepton lg
NaCl 5¢g
Glikoz lg
KH,PO4 2g
%0,2 Fenol Red 6 ml
Agar 20g
Distile su 11

Besiyeri 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra petri kaplarina aktarilip
+4°C’de saklanmustir (Tamer ve ark., 1989).
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2.1.2.2. Kimyasal ayiraclar
Metil kirmizis1 indikator cozeltisi
0,1 gr metil kirmizis1 250 ml etanolde (% 95°lik) ¢oziiliip, tizerine 250

ml distile su ilave edilerek iyice karistirilmistir. Daha sonra filtre kagidindan

siiziilerek kullanilmistir.
KOH cozeltisi (% 40°hk)
40 gr KOH, 75 ml distile suda ¢oziilerek ¢ozelti oda sicakliginda bir siire

bekletilmistir. Daha sonra 0,3 g kreatin ilave edilerek iyice ¢dziindiikten sonra,

distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir (Tamer ve ark., 1989).

a-Naftol ve sulfanilik asit ¢cozeltisi

5 gr a-naftol, 100 ml etanolde ( % 95’lik ) ¢oziilerek hazirlanmistir.
8 gr sulfanilik asit SN 100ml asetik asit veya 294 ml galsiyel asetik asit i¢cinde

¢oziilerek hazirlanmstir.
Kovaks c¢ozeltisi
5 gr para-dimetil amino benzaldehit 75 ml butil alkolde ¢dziilerek su
banyosunda hafifge 1sitilmistir. Tamamen ¢oziildiikten sonra 25 ml HCI (% 37°lik)
dikkatlice ilave edilerek karistirilmistir.
Iyodiir (Lugol) cozeltisi
1 g iyot ve 2 g KI havanda iyice karistirilarak toz haline getirilmis ve

lizerine yavas yavas 300 ml distile su ilave edilerek iyice karistirilmistir (Tamer

ve ark., 1989).
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Safranin boyasi

0,25 g safranin 10 ml ethanolde (% 95’lik) coziilerek, distile su ile 100
ml’ye tamamlanmig ve iyice karistirilarak filtre kagidindan siiziilmiistiir (Tamer

ve ark., 1989).

Kristal viyole boyasi

20 ml etanolde (% 95°1ik) 2 g Krital viyole ¢oziilmiis ve 80 ml distile suda
0,8 g amonyum oksalat coziilerek, bu ¢ozelti alkolde ¢6ziilmiis olan kristal

viyole’ye ilave edilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Liziz buffer

Solusyon 1: % 25 sukroz, 10 mM Tris 10 mM EDTA pH 7.5
Salusyon 2: 3 mM NaOH, 0.1 M EDTA2Na, % 4 SDS
Solusyon 3 :% 4’ii yiiksek alkol olan alkol kloroform karigimi.

3 M Sodyum asetat, pH 6.0 (Kelvin ve ark., 1993).

Tris-asetat (TAE) tampon pH 8.0 5X/litre

Trizma Base 242 ¢
Glasiyel asetik asit 57.1 ml
EDTA pH 8.0 (0.5 M) 100 ml

(Olgun ve Topal., 1999).

Tris-Borat (TBE) tampon pH 8.0 5X/litre

Trizma Base 5S4 ¢
Borik asit 275¢g
EDTA pH 8.0 (0.5 M) 20 ml

(Olgun ve Topal., 1999).
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Loading tampon (Bromo phenol blue)

Ure 4 M
EDTA 0.025M
Sukroz % 60
Bromophenol blue % 0.025
Ksilen % 0.025

(Olgun ve Topal., 1999).

TE tamponu (pH 8.0)

Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA pH 8.0 1 mM
Etidyum bromid 10 mg/ml

(Olgun ve Topal., 1999).
Soliisyon I

50 mM glikoz, 25 mM Tris HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0. Otoklavda steril
edilip +4°C’de saklamr (Olgun ve Topal., 1999).

Soliisyon II
0,2 N NaOH, % 1 SDS (Taze olarak hazirlanir) (Olgun ve Topal., 1999).
Soliisyon 111

60 ml 5 M potasyum asetat (KAc), 11.5 ml galasiyel asetik asit, 28.5 ml

H,0. Etanol:% 100 (absolii) RNaz: 10 mg/ml stok
(Olgun ve Topal., 1999).
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% 1 lik agaroz jel

Kullanilacak jelin biiyiikliigline gore tartilan agaroz TAE tampon
icerisinde kaynatma yoluyla ¢6zdiiriilerek, elde tutulabilecek sicakliga (50-55 °C)
distiigiinde 0.5 pg/ml etidyumbromiir ilave edilmistir. DNA fragmenti alinarak
tizerine Bromophenol blue (BB) ilave edilmistir (genellikle 1/6 hacimde). BB ve
DNA nin tamamiyla karigsmasi saglanmis ve 10 saniye mikrosantrifiije konup
stvinin tiip dibine toplanmasi saglanmistir. Mikropipet yardimiyla tiim sivi jele
dikkatlice yliklenilmistir. 5 volt/cm olacak sekilde akim gegirilmistir. Siirenin
sonunda jel transilluminator iizerine almmarak UV 1s181 altinda fragmentlerin

analizi yapilmistir (Olgun ve Topal., 1999).

Yag asidi analizi soliisyonlari

Ayrrag I (Saponifikasyon ayiraci)

Sodyum Hidroksit (ACS) 45 ¢
Metanol (HPLC saflikta) 150 ml
Deionize distile su 150 ml

Ayrrag IT (Metilasyon ayiraci)

6.00 N Hidroklorik Asit 325 ml
Metanol (HPLC saflikta) 275 ml
Ayrrag I1I (Ekstraksiyon ayiraci )
Heksan (HPLC saflikta) 200ml
Metil tert-butyl eter (HPLC saflikta) 200ml
Ayirac VI (Yikama)

Sodyum Hidroksit (ACS) 10.8 g
Deionize distile su 900ml

NaCl: 40 g ACS NaCl 100ml deionize suda ¢oziilmiis, yeterli ¢okelme

olmayan durumlarda damlatilmistir (Ferreira ve ark., 1999).
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Comassie brillant blue (Bradford Yontemi )

25 mg Commassie brilant blue G-250, 125 ml % 95 etanolde
¢oOziindiiriiliip, 25 ml % 85 H3;PO4 eklendikten sonra 250 ml’ye tamamlanmis,

Whatman No.1 filtreden siiziilmiistiir (Olgun ve Topal., 1999).

0,1X Saline sitrat (SSC) ve sezyum klorid

10 Molar NaCl, 0,015 Molar Salin sitrata ilave edilmistir.
1 ml DNA i¢in 1mg sezyum klorid ilave edilmistir.

2.1.2.3. Kullanilan primer dizileri

Archaea SSUTRNA

ASF (3-21) 5° -TCCGGTTGATCCTGCCGG -3°

ASR (UN) (1423-1402) 5°-ACGGNWACCTTGTTACGAGTT -3’
ASF21 5"TCCGGTTGATCCYGCCGG-3’

R (UN) 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’

ASF1 (20) 5’- TCYGKTTGATCCYGSCRGAG-3’

R1492 (UN) 5°- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3¢

Bacteria SSU rRNA

BSF8 (20) 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3

BSR1541 (20) 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’

BSF8 (19) 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

BSR1510 (19) 5°- GGTTACCTTGTTACGACTT -3’

Bacteria (B.flavothermus) SSU rRNA

UN-F (11-26 E.coli); 5’- ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’
UN-R (1411-1393 E.coli); 5>~ ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTTGTA-3’
(Beldiiz ve ark., 2003; Mcinerney ve ark.,1995).
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2.1.2.4. Standart olarak kullanilan bakteriler

B. stearothermophilus NRRL-B 1102

(Ankara Universitesi, Prof. Dr. Kadir Halkman’dan saglanmistir)
B.flavothermus DSM 2641

(Karadeniz Teknik Universitesi, Prof. Dr. A. Osman Beldiiz’den saglanmistir)
T. thermophilus HBS

T. Thermophilus HB27

T. thermophilus 1B21

T. brockianus Ys30

T. brockianus Ys34

T. brockianus Ys38

T. antraknikiani 12462

T. filiformis Tok22

T.filiformis Wai

T. aquaticus Ys48

T. aquaticus Ysq

T oshimai CB-I

T.oshimai SPS8

T. igniferrae 12460

T.ruber

(Londra Universitesi, Prof.Dr. Tony Willias’dan saglanmistir)

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin analize hazirlanmasi

Ornekler termos icine konularak 1 saat iginde, labaratuvar ortamina
tasinmistir. Orneklerin bir grubu Thermus tiirlerinin izolasyonu igin, 250 ml lik
erlenler i¢ine Oonceden aktarilip steril edilmig 100 ml lik besi ortamina ekilerek,
250 rpm calkalamali etlivde, ikinci grubu ise, icinde 75ml besi yeri bulunan 100

ml lik vidali kapakli duran siseleri i¢ine konularak, 60 ve 75 °C sicakliklarda
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aerobik olarak inkiibasyona birakilmis, {liclincli grup ise, anaerobik sartlarin
olusturuldugu [CO,-H, (80:20, v/v)], anaerobik jar iginde 80°C’de inkiibe
edilmistir.

Onceden hazirlanip steril edilmis olan Sulfolobus Besi yeri, Sulfolobus
solfataricus besi yeri, Acidianus brierleyi besi yeri, Acidianus infernus besi yeri,
Thermus besi yeri, Pyrobaculum besi yeri, Pyrococcus besi yeri, Nurtient Brot
ortamlarina, 90 ml ye 10 ml 6rnek olacak sekilde su 6rnegi aktarilarak, gelisme
gosteren diliisyonlar se¢ilmis ve gram boyama yapilarak mikroorganizma gelisip

gelismedigi tespit edilmistir.

2.2.2. Mikroskobik inceleme

Gram boyama yapilarak mikroorganizmalarin Gr. reaksiyonlar1 saptanmis
ve milimetrik lam yardimi ile mikroorganizma boyutlar1 Olciilerek fotograflari

cekilmistir.

2.2.3. Biyokimyasal testlerin uygulanmasi

Gram boyama

Gram boyama ile bakterilerin Gram reaksiyonu incelenmistir. Besi ortami
74 ve Nutrient Brotda gelistirilmis 24 saatlik kiiltire Gram boyama iglemi,
yapilmistir. Kat1 besiyerindeki kiiltiirden 6ze ile yaklasik bir toplu igne basi
biiytlikliigiinde bir kisim alinarak, lam iizerine konulmus bir damla su icerisinde
seyreltilip ylizeye 6ze ile yayilmis, lam havada kurutulmus, sonra bek alevinden 3
kez gecirilerek fiksasyon yapilmis ve sogutulmustur. Preparat ilk once kristal
violet ile boyanarak 1 dakika beklenmis ve fazla boya akitilmistir. Daha sonra
iyot-liigol cozeltisi ile boyanarak 1 dakika beklemeye birakilmis, fazla boya
akitilarak, alkol ile 6 saniye muamele edilmis, distile su ile alkol yikanarak
uzaklagtirilmig, preparat safranin ile boyanarak 30 sn bekletilmis, fazla boya
distile su ile yikandiktan sonra preperat, havada kendi halinde kurumaya

birakilmistir. Preparata immersiyon yagi damlatildiktan sonra 100’liik objektifle
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incelenmistir. Mor renkli olan bakteriler Gram (+), pembe renkli olan bakteriler

ise Gram (—) olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Katalaz testi

Besi ortam1 74 ve Nutrient Brot da gelistirilmis 24 saatlik kiiltiire 70 ve 60
°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bu aktif kiiltiirler tizerine % 3 hidrojen
peroksit (H,O,) damlatilarak gaz kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigr gozlenmistir.
Gaz kabarcigr goriilen kiiltlirler i¢in test pozitif, gaz kabarcigi goriilmeyen

kiiltiirler i¢in ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

% 1, % 2 ve % 3 NaCl toleransi

Besi ortami1 74 ve Nutrient Brotda gelistirilmis 24 saatlik kiiltiire % 1, % 2
ve % 3 oranlarinda NaCl ayr1 ayr1 olmak iizere ilave edilmis, iyice
¢oziindiiriildiikten sonra 10 ml olacak sekilde tiiplere paylastirilmis ve 121 °C’ de
15 dakika otoklavlandiktan sonra 24 saatlik aktif kiiltiirler besiyerlerine ekilmistir.
Ardindan anaerobik kosullarda 70 ve 60 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda bulanikhigin goriildiigii tiiplerde test
pozitif, bulaniklik olmayan tiiplerde ise test negatif olarak degerlendirilmistir

(Tamer ve ark., 1989).

28,37, 50, 65, 75, 80°C’de gelisme

Thermus besi ortami1 ve Nutrient Brot igeren tiiplere inokule edilmis
kiltiirler 28,37, 50, 65, 75, 80°C’deki sicakliklarda aerobik kosullarda 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bulaniklik goriilen tiiplerde
tiremenin oldugu kabul edilmis ve test pozitif, tiremenin goriilmedigi tiiplerde ise

test negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).
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pH 4,5,6,7,8’de gelisme

Besi ortam1 74 ve Nutrient Brot iceren tiiplere inokiile edilmis kiiltiirler
aerobik kosullarda 70 ve 60 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda bulanikligin gériildiigii tiiplerde test pozitif, bulaniklik

olmayan tiiplerde ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

H,S iiretimi

Yatik TSI besiyeri yiizeyine ve dikine daldirma seklinde ekim yapilmustir.
Biitiin tiipler acrobik kosullarda 70 ve 60 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde bir siyahlasma gériilen tiipler o organizma

icin test pozitif kabul edilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Voges-proskauer testi

Besi ortam1 74 ve Nutrient Brotda gelistirilmis 24 saatlik Gr(-) ve Gr(+)
kiiltiirlerden, MR-VP broth iceren tiiplere ekilerek, aerobik kosullarda 70 ve 60
0C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler iizerine
0.5 ml. a-naftol ¢ozeltisinden ve daha sonra 0.5 ml. % 40’lik KOH ¢ozeltisinden
ilave edilerek calkalanmig, 5-10 dakika sonra kirmizi renge dogru bir pembelesme

goriilen tlipler pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Karbonhidrat fermentasyon testleri

Karbonhidrat fermentasyon testleri arabinoz, ksiloz, glikoz, mannitol,
galaktoz, sorbitol, sukroz, maltoz, fruktoz, laktoz gibi karbonhidrat kaynaklari
kullanilmustir.

Testi yapilacak seker Gr(+) basiller i¢in, kat1 besiyerine % 5 oraninda ilave
edilerek, 110 °C’de 15 dakika otoklavlanarak, Gr(-) basiller igin ise 0,2 pm por
capl filitre kullanilarak steril edilmistir. Hazirlanan besiyerine aktif kiiltiirlerden

% 1 oraninda asilandiktan sonra, aerobik kosullarda 48 saat siire ile inkiibasyona
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birakilmistir. Sonugta besiyerinde iireme olup olmadigina bakilmais, tireme goriilen

test pozitif olarak degerlendirilmistir (Sharp ve Williams 1988).

indol iiretimi

Tripton broth’lu tiipler’e daha once besi ortami1 74 ve nutrient brot da
gelistirilmis 24 saatlik kiiltiirlerden ekim yapilmis, bir tip de kontrol olarak
inokiile yapilmadan birakilmustir. Tiipler 70 ve 60°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra tiiplere birkag damla kovaks c¢ozeltisinden damlatilmis ve hafifce
calkalanmistir. Kovaks ¢ozeltisi ile besiyerinin temasi neticesinde kirmizi bir renk
olusumu, indol iiretimi i¢in pozitif bir sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer ve

ark., 1989).

Sitrat kullanim testi

Besi ortam1 74 ve nutrient broth’da gelistirilmis 24 saatlik kiiltlirlerden
Simon Sitrat agara ekim yapilmis 24 saat 70 ve 60°C’de inkiibe edilmistir. Mavi
renk olusumu gozlenen tiipler pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Tamer ve

ark., 1989).

Ure hidrolizi testi

Besi ortam1 74 ve nutrient broth da gelistirilmis 24 saatlik kiiltiirlerden iire
agara ekim yapilmus, 1-7 giin 70 ve 60°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ortamin
baziklesmesi sonucu goriilen kirmizi renk olusumu pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).
Nitrat rediiksiyonu testi
Besi ortami 74 ve Nutrient broth da gelistirilmis 24 saatlik kiiltiirlerden

nitrat brota ekim yapilmis 48 saat 70 ve 60°C’de inkiibasyona birakilnustir. Daha

sonra kiiltiirler tizerine 3 damla siilfanilik asit ve 2 damla o-naftol damlatilmig
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pembe-kirmizi renk olusumu pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Tamer ve

ark., 1989).

VITEC testi

Gr(+) bakterilere uygulanacak testte bakteriler nutrient agara ekim
yapilms, 60°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiip i¢ine 1.8 ml VITEC soliisyonu
doldurulmus, igine steril 6ze ile plak besi ortaminda iireyen kiiltiirden
aktarilmigtir. Aktarilan hiicre miktar1 kolorimetre lizerinde kirmiz1 bolgeye sinir
alinarak ayarlanmis, siispansiyon GPI kartina doldurulmus, 15 saat sonunda

sonuglar degerlendirilmistir.

API-ZYM Kkiti ile enzim i¢eriklerinin saptanmasi

Thermus agar besi ortaminda 24 saat 70°C’de ve nutrient agarda 24 saat
60°C’de gelistirilen kiiltiirlerden alinarak 2 ml hacimdeki distile suda sulandirilan
orneklerin yogunlugu 5-6 McFarland’a gore ayarlanmistir.

Inkiibasyon kutusunun peteklerine 5 ml distile su dagitilmis, bant iizerinde
bulunan her kiipiil i¢ine 2 damla (65ul) 6rnek inokiile edilmis, Gr(-) bakteriler i¢in
70°C’de Gr(+) bakteriler i¢in 60°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda her kiipiile 1 damla ZYM A ve 1 damla ZYM B reaktifi damlatilmig, 5

dakika beklenmis, renk olusumu pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

2.2.4. Molekiiler testler

SDS-PAGE analizi

SDS-PAGE protein analizi i¢in, 250 ml lik erlenlerde Besi ortam1 74 ve
nutrient brot iginde 24 saat inkiibe edilen kiiltiirler, +4” °C” de 12000 rpm de 10 dk
santrifiij edilmis, elde edilen peletler {izerine 5 mg lizozim ilave edlip 5 dk
beklenmis, 4 ml tris sitrat ilave edilip 10-15 dk yavas¢a karistirilmistir. Daha

sonra temiz bir siseye aktarilan kiiltiir icinde buz bulunan bir kap i¢ine konularak
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sonikasyona tabi tutulmustur. Parcalanmis hiicrelerden olusan sivi ependorf
tiiplerine aktarilip 15000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis, siipernetant temiz bir
tipe aktarilmistir.  Elde edilen protein ekstrelerinin  miktar tayini
spektrofotometrede yapilmistir. Ornekler 10-200k Da Fermentas #SMO0661
marker ile birlikte % 12 lik SDS-Poliakrilamid jele yiliklenmistir. Sistem gii¢
kaynagina baglanmis 6nce diisiik (80 volt) sonra yiiksek (120 volt) akimda protein
yiiriitme islemi tamamlanmustir.

Bant olusumu tamamlandiktan sonra jel Coomassie boyama teknigi ile
boyanarak gdriilen bantlarin protein agirliklart UVBand Map programi ile
saptanmis, degerlendirmeleri yapilmistir (Ertan ve Arda, 1999; Sambrook ve ark.,

1989).

izolatlardan DNA ekstraksiyonu

2 litre erlenmayer i¢ine 500 ml besi ortami aktarilip, igine 50 ml s1v1 kiiltiir
asilanmig, 70°C’de 24 saat ¢alkalamali etiivde havalandirma yapilarak tiretilmis,
kiiltiirtin tamamu +5 °C’de santrifiijlenmistir.

1- Santrifiijlenen hiicreler iizerine 20 ml. Solusyon-1 ilave edilmis, iyice
karistirilip, daha sonra solusyon-2 ilave edilmis, calkalanmig, 30 ml solusyon-3
ilave edilmis 5 dakika beklenmis, 10 ml 3M sodyum asetat ilave edilmis, 25 %
sakkaroz, 10 mM tris, 10 mM EDTA pH 7.5 ilave edilmis, +5 derecede 15 dakika
7000 rpm de santrifiijlenmistir.

2-Ust tabaka Pastor pipeti ile alinip, iki hacim etanol konularak, DNA cam
cubuga sardirilarak alinmis, TE icinde yeniden ¢oziilmiistiir.

3- Esit hacim kloroform ve yiiksek alkol ilave edilip aymi sartlarda
santrifiijlenerek, list tabaka Pastor pipeti ile alinmis, temiz tiipe akyarilarak, 2
hacim soguk izopropanol eklenmis DNA ¢oktiiriilmiis, cam cubuga sarilarak

alinmis ve tris i¢inde yeniden ¢oziilerek + 4 derecede saklanmugtir.
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Arazi 6rneklerinden DNA extraksiyonu

Orneklerin toplanmasi.

200 ml su ornegi 5000xg de 4°C de 20 dk santrifiijlenerek, ¢okelti
istiindeki sivi kisim atilmigtir. Pelet {izerine 100 ml kar soguklugunda STE
dokiiliip siispanse edilmis, 5000xg de 4°C 20 dk sanrifiijlenmis. Pelet {izerine 5 ml
(10mM) Tris-HCl pH7,6 ilave edilmis, 5 dk vortekslenmis, 6rnek Whatman

filtreden vakum ile siizilmiistiir (Hugenholtz ve ark., 1998).

DNA ekstraksiyonu

Filtrata 8 mg ml™” lizozim karistirilmis, 30°C de 50 ml santrifijj tiipiinde 1
saat bekletilmis, esit hacimde liziz buffer ilave edilmis, 30 dk 55 °C de inkiibe
edilmistir. Daha sonra iki hacim etanol eklenmis (DNA ¢okeltilmistir) ve santrifiij
edilmis, 20 dk 5000xg de 4°C’de sanrifiijlenmis, pelet elde edilmistir. Pelet
kurutulmus, daha sonra 0,5 ml steril su ile siispanse edilmis, fenol-kloroform ile
proteinler ayristirilip etanol ile ¢oktiiriilmiistiir (Bacer ve ark., 2001; Hugenholtz

ve ark., 1998).

Fenol-Kloroform ekstraksionu

Pelet iizerine 0,5 ml fenol-kloroform (1:1) ilave edilmis, fenol tris ile
dengelenmistir. Kloroform/izoamilalkol (24:1) oraninda bu ikisi 1:1 oraninda
karistirilmis, yatay karistiricida 5 dk ¢alkalanarak karistirilmigtir. 2 dk 14000 rpm
de santrifiijlenilmistir. Agi1z1 genis plastik pipet ile iist tabaka alinmis, yeni 1,5 ml

lik tlipe transfer edilmistir (Baker ve ark., 2001; Hugenholtz ve ark., 1998).

DNA nin izopropanol ile ¢okeltilmesi

Elde edilen miktarin 0,6 hacmi miktarinda izo-propanol ilave edilerek tiip

karistirilmistir. 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra, 10 dak 14000 rpm de
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santrifiij yapilmistir stipernetant ¢ope atilmistir. Tiipler hassas¢a kurutma kagidi
tizerine ters ¢evrilerek alkol uzaklastirilmistir (Bacer ve ark., 2001; Hugenholtz ve

ark., 1998).

DNA min etanol ile cokeltilmesi

Cokelti tizerine 200 pl 0,3M NaOH (NaOAC) ¢okelti soliisyon haline
getirilmistir. 100 pl etanol ilave edilmis, 20°C de 30dk yada gece boyunca inkiibe
edilmistir. 10 dk 14000 rpm de santrifiijlenilmis, siipernetant atilmistir Tiip ters
cevrilip kurutma kagidi iizerinde kurutulmustur Alkol uzaklastirilincaya kadar
beklenilmistir. 15-30 pl TE solustonu tiip i¢ine konularak soliisyon pipet ile

yavage¢a karigtirllmigtir (Bacer ve ark., 2001; Hugenholtz ve ark., 1998).

DNA’nin saflik derecesinin ve miktarinin saptanmasi

DNA’nin miktar ve safligi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarinda elde edilen Optik Yogunluk (kisaca OD olarak kullanilmistir)
degerlerinden hesaplanmustir. Cift iplikli (¢1) DNA i¢in 1 OD 50 pg/ml’e, tek
iplikli (ti) DNA veya RNA i¢in 40 ug/ml’e ve oligoniikleotidler i¢in 20 pg/ml’e
karsilik gelmektedir.

Buna gore ¢iDNA miktar1 pg/ml = 260 nm’deki OD x seyreltme orani x
50 pg/ml tiDNA

RNA miktar1 pg/ml = 260 nm’deki OD x seyreltme oram1 x 40 ug/ml
DNA miktar1 pg/ml = 260 nm’deki OD x seyreltme orani x 20 pug/ml formiilii ile
hesaplanmistir (Olgun ve Topal., 1999).

DNA jel elektroforezi

Agaroz jel konsantrasyonu % 0,8-% 1,5 arasinda degistirilerek jelin ag
acikligiin (por) boyutu ayarlanmistir. DNA ve PZR iirliniiniin jelde yiirlimesinin

optimum olmas1 saglanmustir.
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DNA’nin jelde goriinlir hale gelmesi etidyum bromitin DNA baglar1
arasina baglanarak 300 ve 360 nm.de 15181 absorblamasi sonucu floresans etki

gostermesi ile saglanmistir (Olgun ve Topal, 1999).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile DNA nin cogaltilmasi

PZR toplam reaksiyon hacmi: 25 pl olacak sekilde asagidaki bilesenler
sirastyla PZR tiipiine konulmustur.
Distile su: 16,5 pl
PZR reaksiyon tamponu: 2,5 ul
MgCl,. 1,5 ul
dNTP: 1,5 pl
Primer BSFS: 0,5 ul
Primer BSR1541: 0,5 pl
DNA: 1 ul
Taq DNA polimeraz: 1 unit/ pl
PZR tiipline konan bilesenlerin iyice karistirilmasi amaciyla 10 sn 1000 rpm de
santrifiij de dondiirtilmiistiir.
PZR Sartlar:
Dongti sayisi: 30
On ayirma: 95°C 5 dk.,
Cift sarmali ayirma: 95 °C 1 dk.,
Primer Oturmast: 55 °C 1dk. ,
Primer Uzamas1:72 °C 2 dk ,
sartlar1 altinda PZR {irtinleri % 1,5’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir

(Beldiiz ve ark., 2003; Welch ve ark., 1998).
Agaroz jelden PZR iiriiniiniin saflastirilmasi
1500 bp PZR iiriinii %1,5’lik agaroz jel kuyucuklarma ytklenilmistir,

Uriin varhig1 tespit edildikten sonra Bio Rad ‘Quantum Prep Freze ‘N Sequeeze

DNA Gel Extraction Spin Columns’ ile saflagtirmasi yapilmistir.
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DNA dizi analizi icin PZR iiriiniiniin cogaltilmasi

DTCS Standart kit ile reaksiyon karistminin hazirlanmasi

100 reaksiyonluk karigim hazirlanmig, her bir seans i¢in 96 pl lik hacimlerde

Ependorf tiiplerine konulmustur.

10X sequnce buffer 200.0 pl
dNTP mix 100.0 pl
ddUTP 200.0 pl
ddGTP 200.0 pl
ddCTP 200.0 pl
ddATP 200.0 pl
DNA Polimeraz 100.0 pl
Toplam: 1200.0 pl

DTCS Standart kit ile dizi analizi reaksiyonunun hazirlanmasi

dH,0O (Toplam hacmi 20 pl ye tamamlamak i¢in kullanilmistir.) X pl
Kalip DNA 0,5-0,6 pl
Standart Reaksiyon Karigimi (Mix) 12.0 ul
Toplam 20 pl

PZR sartlan

96°C de 20 sn

50°C de 20 sn

60 °C de 4dk.

30 dongii +4 °C de bekleme
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DNA dizi analizi

DNA dizi analizi Beckman Couler Ceq 8000 Genetik Analiz Sistemi
cihazinda cihazin kullanma sartlarina gore her bir kuyucuga 40 pl iiriin konularak,

Lfr a programinda, 20 sn ejeksiyon zamani ile yapilmustir.
Yag asidi analizi

Gr(+) kiiltiirler 60°C’de 24 saat, Gr(-) kiiltiirler 70°C’de 24 saat de, pembe
renk olusturan 101 numarali Gr(-) sus 60°C’de 24 saat Thermus Agar lizerinde
gelistirildikten sonra yag asidi analizi i¢in hazirlanmistir. Hazirlanan ve 40 g
olarak tartilan her bir kiiltiir, saponifikasyon, metilasyon ve ektraksiyon
basamaklarindan sonra, yag asitleri elde edilmis, ayni sartlar altinda analizleri
laboratuvarimizda yapilan standart suslar ile kiyaslanarak identifikasyon
caligmalar1 tamamlanmistir (Nazina ve ark., 2001; Markosian ve ark., 2000;

Ferrreira ve ark., 1999).
Yag asitlerinin eldesi

Her bir sus 40 pg olarak steril cam tiipler i¢ine steril 6ze ve hassas terazi
kullanilarak tartilmistir. Saponifikasyon: 1ml Ayirag I den aktarilip, 5-10 defa
vortekste karigtirilarak, 5 dakika 100°C’de beklenmis, 5-10 defa vortekslenmis,
100°C’de 25 dakika beklenilmis ve hemen sogutulmustur.

Metilasyon: 2 ml aywra¢ II ilave edilmistir, 5-10 defa vortekslenilmistir,
80°C’de 10 dakika beklenilmistir, hemen sogutulmustur.

Ekstraksiyon: 1.25 ml aywrag III ilave edilmistir 10 dakika yatay
karistiricida karistirilmustir, alt faz uzaklastirilmastir.

Yikama: 3 ml aywa¢ IV ilave edilmistir, 5 dakika yatay karigtiricida
karigtirilmistir, tist fazin 2/3’0 gaz kromatografisi analizi i¢in kullanilan siselere
elde edilen yag asitleri aktarilmistir.

[zolasyon basamaklarindan sonra elde edilen yag asitleri +4 derecede

saklanmistir.
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Yag asidi analizleri, Sherlock Microbial Identification System ile cihaz

sartlarina gore yapilmistir.

Plazmid izolasyonu

250 ml erlen icine konulan 100 ml besiyerine tek koloniden ekim
yapilmis, 225 devir/dk da bir gece iiremeye birakilmistir. Ureyen kiiltiirden 5 ml
almip 5000 rpm de 4°C’de 10 da santrifiijlenilmistir. Siipernetant atilmustir.
Cokelti tizerine 1ml TE konularak stispanse edilmistir. 10000 rpm de 4 °C’de 5dk
santrifiijlenilmistir. Siipernetant atilmistir. Cokelti iizerine 100 pl soliisyon I
eklenilmistir. Vortekste karistirilarak siispansiyon haline getirilmistir. 5 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Uzerine 200 pl soliisyon II eklenilmistir. Karistirilmis
ve 10 dk buzda bekletilmistir. 150 pl soguk soliisyon III eklenilmistir,
karigtirilmistir ve 10 dk buzda bekletilmistir. 10000 rpm de 4 °C’de 5 dk
santrifiijlenilmistir. Siipernetant temiz tiipe alinarak 2 hacim etanol eklenilmistir 5
dk oda 1sisinda beklenilmistir. 15000 rpm de 4°C’de 20 dk santrifiijlenilmis,
siipernetant atilmistir. Cokelti kuruyuncaya kadar oda 1sisinda bekletilmistir.
Cokelti tizerine RNaz iceren 50 ul TE eklenip silispansiyon haline getirilmistir.

Jele yiiklenmeden 6nce 4°C’de saklanmigtir (Olgun 1999).

Erime noktasi (Tm) degerinin tespiti ile % G+C oraninin tespit edilmesi

DNA 0,1X standart salin sitrat i¢inde ¢oziilmiis, her 100 ml 6rnek i¢in, 5
mg RNaz ile 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. RNaz ve ortamda bulunabilecek az
miktardaki DNaz, 80°C’de 10 dk 1sitilarak inaktive edilmistir. Daha sonra 1/10
oraninda % 2’lik deoxcycholat ile 37°C 1 saat muamele edilmis ve 1gece 4°C’de
bekletilmistir. DNA saflastirilmasi i¢in 45,000 X g ‘de 40 saat sezyum klorid
saflagtirilmast yapilmistir (1mgSezyum klorid/1Iml DNA ig¢in, 0.2 mg/ml etidyum
bromid). Olusan DNA tabakasi 0.1X SSC bulunan temiz bir tiipe alinmis, butan-
2-o0l ile etidyum bromiir uzaklastirilmistir. DNA dializ edildikten sonra, termal
spektrofotometre ~ kullanilarak  elde edilen  verilerden olusturulan

absorbans/sicaklik grafiginden erime noktasi saptanmis, erime noktast degerlerine
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gore baz dizilimindeki % G+C orani (2.08 X Tm-106.4) belirlenmistir (Oven ve
Lapage 1972).

Ribo tiplendirme

Ornek soliisyonundan 200 ul alinarak epedorf tiipiine aktarilmistir.
Thermus besi ortaminda 70°C’de 24 saat gelistirilen kiiltiirlerden soliisyon igine
alinarak bes defa karistirilmus, tiiplerin kapaklar1 kapatilmistir. Ornek tiipleri
dikkatlice rak igine yerlestirilmis, tiipten alinan 30 pl 6rnek cihazin kuyucklarina
aktarilmistir. Ornekler 25 saniye 1sitilmis, {izerine 5 ul ayirag A ve 5 pl ayira¢c B
ilave edilmis ve daha sonra Ribo Printer sistemi i¢ne yerlestirilerek, analiz

yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Termofilik Basillerin Morfolojik Ozelliklerine Gére Tanimlanmasi

Afyon 1li, Gazligdl, Gecek, Omerli ve Hiidai, Kiitahya ili Eynal ve Gediz,
Eskisehir li Saricakaya kaplicalaridan her bir kaynaktan dorder defa ve Denizli
Ili, Kizildere kaplicasindan bir defa alman su drnekleri besi yeri 74 ve nutrient
broth Sulfolobus besi yeri ,Sulfolobus solfataricus besi yeri, Acidianus brierleyi
besi yeri , Acidianus infernus besi yeri, Pyrobaculum besi yeri, Pyrococcus besi
yeri, i¢inde, 28°C, 37°C, 55°C, 65°C, 70°C, 75°C ve 80°C sicakliklarda, acrobik ve
anaerobik olarak inkiibasyona tabi tutulmus, gelisme gozlenen aerobik kiiltiirlere
gram boyama yapilmistir. Yapilan mikroskobik incelemede 75°C ve altindaki
sicakliklarda inkiibe edilen kiiltiirlerde Gr(+), 75°C’nin tizeri sicakliklarda inkiibe

edilen kiiltiirlerde Gr(-) basillerin ¢ok yogun tiredikleri gézlenmistir.

Yine, Sulfolobus besi yeri ,Sulfolobus solfataricus besi yeri, Acidianus
brierleyi besi yeri , Acidianus infernus besi yeri, Pyrobaculum besi yeri,
Pyrococcus besi ortamlarina inokiile edilen su 6rnekleri hem anaerobik jar i¢inde
hem de 30 dakika siire ile CO, ve N, gaz1 verilerek bekletildikten sonra, 80°C’de
inkiibasyona birakilmis ve 1., 2., 3., 5., 7., gilin inkiibasyon sonucunda Gr boyama
ile incelenmis ancak, hicbir kiiltiirde gelisme olmadigi goézlenmistir. Ayni su
ornekleri 80°C’de 5 giin siire ile besi yeri 88’de inkiibe edildiginde Eynal
kaplicasindan alinan su Orneginde Gr(-) basillerin gelistigi gozlenmistir. Bu
kiiltiirler kontrol susu olarak kullandigimiz Pyrobaculum islandicum ile
morfolojik olarak ¢ok yakin benzerlik gdstermis ancak, sivi kiiltiirden plak
ortamina ekim yapilarak saf koloniler izole edilememistir. Archaea’ya ait tiirlerin
izolasyonu i¢in yapilan c¢alismalarin tiimiinde her bir kaynaktan farkl
mevsimlerde dorder o6rnek alinmig ancak, hi¢ birinden bakteri izolasyonu

yapilamamigtir.

65 ve 75°C’de treme gozlenen sivi kiiltiirlerden alinan ornekler, plak
kiiltiirlere ¢izgi ekim yapilarak tek koloniler elde edilmistir. inceleme igin segilen

kolonilerden, sekizi Gazligél, yedisi Gecek, on besi Omerli, on yedisi Hiidai, altis1
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Gediz, dordii Kizildere, besi Eynal, ikisi Saricakaya kaplicalarindan saglanmus,

saflagtirilan suslar gram reaksiyonlarina gore pozitif ve negatif olarak ayrilmistir.
Izolatlardan 57 adeti Gr(+), 6 adeti Gr(-) ozellik gostermistir.

Izolatlarimizin plak kiiltiir iizerindeki koloni 6zellikleri incelenmis 57 adet Gr(+)

susta dokuz, alt1 adet Gr(-) susta alt1 farkli koloni sekli saptanmustir.

izole edilen suslarin koloni 6zellikleri

Gr(-) ozellik gosteren suslar besi ortami 74 plaklar lizerinde gelistirilmis,
101 numarali susun 1-1,5 mm ¢apli, turuncu pembe koloni, 331 ve 333 numarali
suslar 2-3 mm c¢apli, agik sar1 koloni, 335, 385 suslarinin 2 mm ¢apli koyu sar1
koloni, 337 numarali susun ise 2-3 mm ¢apli sar1 turuncu koloni olusturdugu
tespit edilmistir. 101 nolu sus hari¢ diger suslarda g¢alkalanmadan da iireme
gbozlenmistir. 331, 333, 337, 385 numarali suslar 70-75°C’de 225 rpm
calkalamada 24 saatte optimum gelisme gostermistir. 385 numarali sus maksimum
83°C’de gelisme gostermistir. Gazligdl den izole edilen 101 susu optimum 60°C’
de 225 rpm calkalamada 24 saatte gelisme gostermis, 70°C’de ¢ok zayif iireme
gbzlenmistir. izolatlardan bazilarinin mikroskobik sekilleri Sekil 3.1-3.24 de
verilmigtir.

Gr(+) suslar ise farkli ozellik gosterenler seg¢ilmis koloni Ozellikleri
incelenmis, buna gore, Gg04 ve Gd12 ve Ggl8‘in i¢ ice gecmis ii¢ halka ve
etrafinda seffaf zon olusturan krem rengi 1,5-2,5 mm ¢apli koloni olusturduklari,
Ggl3, Gg03, E02, E04, E06, GdO1, HOS suslarinin i¢ ice gegmis iki halka ve
beyaz zon bulunan 2-2,5 mm capli koloni, Gg07, HO8, H18, H12, HO7, HO09,
Gc02 suslarinin beyaz, i¢ ice gecmis iic halkadan olusmus, seffaf zon bulunan
koloni, HO1, HO2, HO3, HO4, suslarinin, i¢ ice gecmis iki halka seklinde goriinen
beyaz zon bulunduran koloni, H16, 003, Gd07, Gd13 suslarmin sarimsi krem
renginde 1-1,5mm ¢apinda koloni, GcO1 ve Ge21 suslarinin ortast beyaz kenari
cok ince seffaf zonlu koloni, Ge03 ve Ge22 suslart 0,5-1mm ¢apli siit kesigi gibi
goriinen koloni, H20, H21, H22, S01, S02, suslarinin, sari-krem renginde zonsuz
koloni, E09 susunun kiiciik, 0,5-Imm seffaf zonsuz koloni, 005, 04, 002

susunun mat zonsuz 1-1,5 mm ¢apl koloni, 006, 008, O10 susunun siit kesigi
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gibi goriinen 5-6 mm capl i¢ ice gecmis lic halka seklinde goriinen koloniler,
K01, K41, K42, K43 suslarinin beyaz, ii¢ halkali, seffaf zonlu koloniler, Gd53,

(Gd58 suglarinin sarimsi krem renginde zonsuz koloniler olusturdugu gozlenmistir.

3.2. Biyokimyasal Test Sonuclarina Gore Termofil Bakterilerin

Tanimlanmasi

Nutrient broth ve Besi yeri 74 i¢inde lireme gosteren Gr(-) ve Gr(+) suslara
biyokimyasal testler uygulanmus, farkli suslara ayrilmaya g¢aligilmistir. Sonuglar
Gr(+) suslar i¢in ¢izelge 3.1, 3.2., 3.4.,3.5., 3.6., Gr(-) suslar i¢in ¢izelge 3.7°de

verilmistir.

Test edilen suslarin hepsinde indol negatif oldugu saptanmistir. Metil
kirmizist testinde ise 006, O10, HO1, HO3, H14, H16, H18, Gd53, Gd58, Gd11,
K41, E02, E06, E09, E10 suslar1 negatif, H21 susu degisken, diger suslar ise
pozitif sonug vermistir. Voges-Proskauer testi sonucunda K41 susu degisken diger
suslar negatif reaksiyon gostermistir. Izolatlara uygulanan sitrat testleri sonucunda
Gazligél’den izole edilen Gg03, Ggl3, Gecek kaplicasi drneklerinden GceOl,
Gc02, Ge03, Ge2l, Ge22, Ge24, Omerli kaplicasindan izole edilen, 002, 004,
010, Hiidai kaplicasindan izole edilen H21, H22, Gediz kaplicasindan izole edilen
Gd02, Gd10, Gd11,Gd12, Kizildere kaplicasindan izole edilen KO1, Eynal ve
Saricakaya kaplicalarindan izole edilen 6rneklerin tiimiinde, pozitif sonug elde
edilmig, Gg07 ve K41 suslar ise degisken sonuglar gostermislerdir (Cizelge 3.1,
3.2., 3.4.3.5., 3.6.). Nitrat testinde ise 14 sus pozitif sonuc¢ verirken, Gd58
degisken, Gg03, Gg07, Ggl8, Gc02, Omerli’den izole edilen Srneklerin tiimii,
Hiidai kaplicasindan izole edilen HO1, HO02, HO7, HO8, H09, H12, H14, HI16,
H18, H22, H26, Gd02, Gd10, Gd11, Gd12, K01, K41, K43, E06, E09 suslar1 ve

Saricakaya’dan izole edilen 6rneklerin tlimiinde negatif sonug alinmistir.

Izolatlarda Gg07, Gc02, 004, Gd10, K01, K41 suslarmin H,S olusturdugu

gbzlenirken, diger 41 susun negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

Izole edilen 57 susun iire kullanimi arastirilmis, Gazhigol Gg12, 006, O08,
012, 013, 014, HO1, H02, HO3, H09, H12, H16, H22, H20, Omerli’den izole
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edilen Gd10, Gd11, Gd52, Gd53, K43, E06, SO1 suslarinda iire kullanimi

olmadig1 saptanmistir.

Nutrient broth ortamindan izole edilen 57 Gr(+) susdan higbirisi 28°C’de
lireme gostermemis, 37°C’de yapilan inkiibasyon sonucunda ise Gg04, Ggl2,
Ggl3,Ggl8, Gg25, HO1, HO7, H16, H20, Gd02, Gd53, Gd58, suslar1 yogun, HO3,
HO04, H09, K42, SO01 suslarinda zayif tireme oldugu saptanmustir. 55°C ve 65°C’de
yapilan inkiibasyonlarda biitiin suslarin iiredigi 70°C’de E09, 002, 004 ve H22
hari¢ diger suslarin tiredigi, 75°C’de Gg04, Gg18, Ge24, Gd12, suslarinin yogun,
Gce01, Ge21, 008, HO1, HO2, HO3, HO4, HO5, HO7, HO8, H12, H14, H16, H21
suslarinin zayif {iredigi tespit edilmistir. Gr(+) suslarin higbirisi 80°C’de lireme

gostermemistir (Cizelge 3.1- 3.2- 3.3-3.4.).

Izole edilen 57 susun optimum pH ve sicaklik degerleri 55 ve 65°C

arasinda degismis olup, sonuglar cizelge 3.1 de verilmistir.

izolatlara uygulanan farkli pH’larda gelisme testleri sonucunda biitiin
suglar pH 6 ve pH 7°de iireme gosterirken, Gecek kaplicasindan izole edilen Gec22
ve Hiidai Kaplicasindan izole edilen HO5 ve H26, suslar1 pH 4’den pH 8’e kadar
olan farkli pH araliklarinda tireme gostermis, Ge22, HO2, HO3, HO4, HO5, HO7,
H12, HO8, H26,Gd53, Gd58, K42 suslar1 pH 4 de iireme gosterirken, 57 izolattan
39’unda pH8’de iireme oldugu gbézlenmistir (Cizelge 3.2- 3.3-3.4-3.5.).

Izole edilen suslara yapilan NaCl’de biiyiime testleri sonucunda elli yedi

izolatin tamami1 % 3 tuz iceren ortamda gelismemistir.

Izolatlara uygulanan farkli karbonhidrat kaynaklarini kullanimi testleri
sonucunda ise, Gazligdl den izoledilen suslardan higbirinin ksiloz, mannitol,
sorbitol, ve arabinozu kullanmadigi, ancak, maltoz, fruktoz, ve glikozu hepsinin
kullandig1, sakkarozu ise yalnizca Gg04’iin kullanmadigi, Gg07, Ggl2, Ggl3
sugslarinin  degisken sonug¢ verdigi, digerlerinin pozitif sonu¢ gosterdigi
saptanmistir. Gecek’den izole edilen yedi adet izolatin tamaminin, glukoz ve
fruktoz pozitif, mannitol ve sorbitol negatif, Gc22, Gc24, Gc25 suslarinin ise
sorbitol ve arabinoz i¢in degisken sonuc verdigi saptanmustir. Omerli’den izole
edilen on adet izolattan tamamu glikoz, maltoz, fruktoz pozitif, 002, 004, O35
ksiloz pozitif, 005 ve O08 degisken, digerleri negatif sonug gdstermistir. O14
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susu sorbitol pozitif diger biitlin suslarda negatif sonu¢ saptanmistir. Hiidai’den
izole edilen on yedi adet izolattan tamami glikoz pozitif, ksiloz negatif, sekizi
sakkaroz tlicli mannitol, besi sorbitol, biri arabinoz, on li¢li maltoz, pozitif sonug
gostermis, alt1 adet susun fruktozu kullanamadigi saptanmistir. HO1, HO2, H16
suslar1 mannitol testlerine degisken sonug gdsterirken HO1 ve H16 suslar1 sorbitol
H14 susunun da fruktozu zayif olarak kullandig1 tespit edilmistir. Gediz
kaplicasindan izole edilen alt1 adet susun tamaminda glikoz, maltoz ve fruktoz,
dordiinde sakkaroz, ligiinde mannitol, ikisinde sorbitol, pozitif sonu¢ saptanmis,
Gd02, ksiloz ve sakkaroza degisken sonu¢ vermis diger sekerlerin kullaniminda
tiim suslarda negatif sonug¢ saptanmistir. Kizildere den alinan su 6rneginden dort
adet sus izole edilmistir. Bu suslardan tamami glikoz ve maltoz, {igii sakkaroz,
ikisi sorbitol pozitif, KO1 fruktoz ve arabinozu, K42 fruktozu kullanma testlerine
degisken sonu¢ gostermistir. Eynal’dan izole edilen bes adet izolattan tamami
glikoz, mannitol, maltoz ve fruktozu kulanmis, E10 ksiloz pozitif, E02’de ise
ksiloz ve sakkaroz pozitif sonu¢ saptanmis, diger suslarada ksiloz, ve sakkaroz
negatif olarak tespit edilmis, sorbitol ve arabinoz kullanimi1 hi¢ olmamustir.
Saricakaya’dan izole edilen iki adet sus glikoz ve fruktoz pozitif, S02’de maltoz
pozitif sonug¢ saptanmis, diger suslarin tamaminda negatif test sonucu saptanmistir

(Cizelge 3.1.,3.2.,3.3.,3.4.,,3.5.,3.6,).

Gr(+) basillerin tamaminda anaerobik biiyiime olmus ancak, Archaea
izolasyonu i¢in kullanilan spesifik besi ortamlarinda, anaerobik jar i¢inde yapilan

inkiibasyonlarda ise biiylime gozlenmemistir.

Seliilaz aktivitesi incelenen suslardan, Gc0l, Gc02, Gec21, 004, O10,
Gd10, K43 orneklerinde pozitif aktivite saptanirken, 50 drnekte seliilaz aktivitesi

gbzlenmemistir (Cizelge 3.1.,3.2.,3.3.,3.5.,3.6).
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Cizelge 3.1. Gram pozitif suslarin biyokimyasal test sonuglari. +: %90 yada daha fazla sus
pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonu¢ d: %11-89 pozitif sonug, Z: zayif
iireme.izole edilen suslar, izolasyon yerine gore kodlanmustir. Gazhigoél Gg,

Gecek Ge, Omerli O, Hiidai H, Eynal E, Gediz Gd, Saricakaya S, Kizildere K

2 I 5 2 =° T = =z 3 g
o0 o0 o0 o0 =] o0 o0 [3) [3) [3)
& & &} &} Qo Qo o &) &) &)
Hiicre Boyutu 2- 2- Sum  2- 3.
4pm 3pm ) ) ) ) 3um  2um
Gr boyama + + + + + + + + + +
indol - - - - - - - - -
MR + + + + + + + + +
VP - - - - - - - - - -
Sitrat + - - + + - + + +
Nitrat - + - + - - + - + -
Katalaz + + - - + + + + + +
H2S iiretimi - - + - - - - - + -
Ure + o+ o+ - + o+ o+ o+ o+ o+
28°C - - - - - - - - - -
37°C - + - + + - + - - -
55°C + + + + + + + + + +
65°C + + + + + + + + + +
70°C + + + + + + + + + +
75°C - + - Z - - + Z - -
80°C - - - - - - - - - -
pH 4 - - - - - - - - - -
pH-5 - V4 - z - - z - - -
pH-6 + + + + + + + + + +
pH-7 + + + + + + + + + +
pH-8 + + + + + + + + + +
NaCl-%1 - + + + - - + + + +
NaCl-%?2 + + + - + + + + + +
NaCl-%3 - - - - - - - - -
Glikozdan gaz - + - - - - + + - +
Glikoz + + + + + + + + + +
Ksiloz - - - - - - d -
Sakkaroz - d d d + + + - -
Mannitol - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - - - - -
Arabinoz - - - - - - - - - -
Maltoz + + + + + + + + + +
Fruktoz + + + + + + + + + +
Opt. pH 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Opt. sicakhik 55- 60- 55- 60 55- 55- 60- 55- 50- 55-
60 65 60 60 60 65 60 60 60
Anaerobik by. + + + + + + + + + +
Seliilaz akt. - - - - - - - + + -
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Cizelge 3.2. Gram pozitif suslarin biyokimyasal test sonuglari. +: %90 yada daha fazla sus
pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonug¢ d: %11-89 pozitif sonug, Z: zayif
iireme.izole edilen suslar, izolasyon yerine gore kodlanmustir. Gazhigdl Gg,

Gecek Ge, Omerli O, Hiidai H, Eynal E, Gediz Gd, Saricakaya S, Kizildere K

Ge21
Gc22
Gc24
Gc25
002
004
005
006
008
010

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Gr boyama
indol
MR
VP
Sitrat

Nitrat - - -
Katalaz
H,S iiretimi
Ure

28°C -
37°C -
55°C +
65°C +
+

z

+ 0+
' +
+ 0+
+ 0+
+ v+
+ 0+
' +
! '
' +
+ 0o

+
+
+
4+
+
+
1
1
+

1
1
1
4+
1
+ 4+ o+
+ 1
[
[
+

+ 4+ +
+ + + 4+
+ +
+ +

+ + +

70°C

75°C

80°C -

PH-4 -

PH-5 -

PH-6 +

PH-7 +

PH-8 +
+
+

ll-l}-+++l
++++-:I:
++++N:|l

e
+ + 4+ + 0 + + 4+

NaCl-%1
NaCl-%?2
NaCl-%3
Glikozdan gaz
Glikoz
Ksiloz - -
Sakkaroz + - + + - - - -
Mannitol - d - - d - + -
Sorbitol - -
Arabinoz - -
Maltoz + -
Fruktoz + + + + + + + + + +
Opt. pH 78 7-8 78 7-8 78 78 78 78 78 78
Opt. sicaklik 55- 55- 60- 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55-
60 60 65 60 60 60 60 60 60 60

Anaerobik by. + + + + + + + + + +
Seliilaz akt. + - - - - + - - - +

N+ o+ o+ + o
+ + 4+ + + N

+ + 4+ + + N

+ + 4+ + 4

1

+ +
1

+ 4+

+ 4+

+ + 4
+ 4+

+ +

(=T |
T+

a4+ 4+
1

+

+ &
+ &

1

1

1

1

1

1
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Cizelge 3.3. Gram pozitif suslarin biyokimyasal test sonuglari. +: %90 yada daha fazla sus
pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonug¢ d: %11-89 pozitif sonug, Z: zayif
iireme.izole edilen suslar, izolasyon yerine gore kodlanmistir. Gazligél Gg,

Gecek Ge, Omerli O, Hiidai H, Eynal E, Gediz Gd, Saricakaya S, Kizildere K

2 2 0= T 0z g 2 T 2905
o ) =) =) = o = = = =
Gr boyama + + + + + + + + + T
indol - - - - - - - - - -
MR + + + + - + - + + +
VP - - - - - - - - - -
Sitrat - - - - - - - - - -
Nitrat - - - - - - + + + -
Katalaz + - + + + + + + + +
H2S iiretimi - - - - - - - - - -
Ure - - - + - - . + z z
28°C - - - - - - - - - -
37°C - - - - + - z z - +
55°C + + + + + z z + + +
65°C + + + + + + + + + +
70°C + + + + + + + + + +
75°C z - - - z z z z z z
80°C - - - - - - - - - -
PH-4 - - - - - + + + + +
PH-5 - - - - - + + + + +
PH-6 + + + + + + + + + +
PH-7 + + + + + + + + + +
PH-8 + z z z - - - - + -
NaCl-%1 + - - - + + + + + +
NaCl-%?2 + z z z - - + + + +
NaCl-%3 - - - - - - -
Glikozdan gaz + - - - - - - - - -
Glikoz + + + + + + + + - +
Ksiloz + - - - - - - - - -
Sakkaroz - - - - + + - + + -
Mannitol + - + + d d - - - -
Sorbitol - - - + z - + + - -
Arabinoz - - - - - - - - - -
Maltoz + + + + - + + + + +
Fruktoz + - + + + + + + - -
Opt. pH 7-8 7 7 7 6-7 67 67 6-7 6-7 6-7
Opt. sicakhk 60- 60 60 60 60- 60- 60- 60- 60- 60-
65 65 65 65 65 65 65
Anaerobik by. + + + + + + + + + +

Seliilaz akt. - - - - - - - - - -
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Cizelge 3.4. Gram pozitif suslarin biyokimyasal test sonuglari. +: %90 yada daha fazla sus
pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonug¢ d: %11-89 pozitif sonug, Z: zayif
iireme. Izole edilen suslar, izolasyon yerine gore kodlanmustir. Gazligél Gg,

Gecek Ge, Omerli O, Hiidai H, Eynal E, Gediz Gd, Saricakaya S, Kizildere K

HO08
H09
H12
H14
H16
H18
H20
H21
H22
H24

6-7um 2. 5um 4 um
Gr boyama + + + + + + + + + +
indol - - - - - - -
MR + + + - - - +
VP - - - - - - -
Sitrat - - -
Nitrat
Katalaz
H,S iiretimi
Ure + - - + -
28°C
37°C
55°C
65°C
70°C
75°C
80°C
PH-4
PH-5
PH-6
PH-7
PH-8
NaCl-%1
NaCl-%?2
NaCl-%3
Glikozdan gaz
Glikoz +
Ksiloz - - -
Sakkaroz - - -
Mannitol - - -
Sorbitol - - -
Arabinoz - - - - -
Maltoz - + + + -
Fruktoz - - - z +
Opt. pH 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7 7 7 7-8 7-8
Opt. sicakhk 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55-
60 60 60 60 60 65 65 65 65
Anaerobik by. + + + + + + + + + +
Seliilaz akt. - - - - - - - -

+

[« PR ]
+

+
+

+

+ 1
+ 1
+ 1
+ o+
+ 4+ +
4o
+ +

+
1
+
1
1

N+ + +
N + + NN
N o+ + +
N+ + +
+ + +
N+ + +
1

A

+ 4+ + +
+ 4+ +
+ 4+ + +

++ + + + + o
1

+ + + N
[ + N

N o+ o+ o+ o

++ ++ + A+ o

+ +
+ +
+ +

+
+
+
+
+
+

+ 1 4+
4+ 1
1 1
1 1
1 4+

+ +
1
+
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Cizelge 3.5. Gram Negatif Suslarin Biyokimyasal test sonuglar1. +: %90 yada daha fazla sus
pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonu¢ d: %11-89 pozitif sonug, Z: zayif
iireme. Izole edilen suslar, izolasyon yerine gore kodlanmistir. Gazligél Gg,

Gecek Ge, Omerli O, Hiidai H, Eynal E, Gediz Gd, Saricakaya S, Kizildere K

e &8 = =2 8 € = z 7z g
= 3§ &8 &8 & & & ® ¢ ¢
2-3pm 5 pum 3-2um
Gr boyama + + + + + + + + + +
indol - - - - - - - - - -
MR + + d + - - - + _ +
\% - - - - - - - - d -
Sitrat - + + + - - + + d -
Nitrat - - - - + d - - - +
Katalaz + + + + + + + + + +
H2S iiretimi - - + - - - - + + -
Ure + z - + - - - + + +
28°C - - - - - - - - - -
37°C - + - - + + - - - z
55°C z + + + + + + + + +
65°C + + + + + + + + + +
70°C + + + + + + + + + +
75°C - - - + - - - - - -
80°C - - - - - - - - - -
PH-4 + - - - + + - - - +
PH-5 + - - - + + - - - +
PH-6 + + + + + + + + + +
PH-7 + + + + + + + + + +
PH-8 z + + + + + + + + -
NaCl-%]1 + + + + + + + + + +
NaCl-%?2 - + + Z - - - + + +
NaCl-%3 - - - - - - - - - -
Glikozdan gaz - - - - - - - - -
Glikoz + + + + + + + + + +
Ksiloz - d - - - - - - -
Sakkaroz + d + + + + - - + +
Mannitol + - - + - + + - - -
Arabinoz - - - - - - - - - -
Sorbitol - - - - + + _ d + +
Maltoz + + + + + + + + + +
Fruktoz + + + + + + + d + d
Opt. pH 67 78 78 78 68 68 78 78 78 68

Opt. sicakhik 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55- 55-  55-
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
Anaerobik by. + + + + + + + + + +
Seliilaz akt. - - + - - - - - - -
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Cizelge 3.6. Gram pozitif suslarin biyokimyasal test sonuglari. +: %90 yada daha fazla sus
pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonug¢ d: %11-89 pozitif sonug, Z: zayif
iireme. Izole edilen suslar, izolasyon yerine gore kodlanmistir. Gazligél Gg,

Gecek Ge, Omerli O, Hiidai H, Eynal E, Gediz Gd, Saricakaya S, Kizildere K

g g T & = & = g
e = = = = = 7] 7]
Hiicre boyutu - 45um 3-4um - - - - 23um
Gr boyama + + + + + + + +
indol - - - - - - - -
MR + - + - - - + +
vP - - - - - - - -
Sitrat - + + + + + + +
Nitrat - + + - - + - -
Katalaz + + + + + + + +
H,S iiretimi - - - - - - - -
Ure - + + - - + - +
28°C - - - - - - - -
37°C - - - - - - Z -
55°C + + + + + + + +
65°C + + + + + + + +
70°C + + + + + - + +
75°C - - - - - - - -
80°C - - - - - - - -
PH-4 - - - - - - - -
PH-5 - - - - - - Z -
PH-6 + + + + + + + +
PH-7 + + + + + + + +
PH-8 - + + + + + + +
NaCl-%1 + + + + + - + +
NaCl-%?2 + - - - - + +
NaCl-%3 - - - - - - - -
Glikozdan gaz - + + - - + -
Glikoz + + + + + + + +
Ksiloz - d - - - +
Sakkaroz + d - - - + - -
Mannitol - + + + + + - -
Sorbitol - - - - - - - -
Arabinoz - - - - - - - -
Maltoz + + + + + + - +
Fruktoz + + + + + + + +
Opt. pH 67 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8
Opt. sicakhk 55- 55- 55- 55- 60 55- 55- 55-
60 60 60 60 60 60 60
Anaerobik by. + + + + + + + +
Seliilaz akt. z - - - - - - -

Besi ortamu 74’de 75°C’de gelisme gosteren 6 adet Gr(-) susun

biyokimyasal test sonuglari ¢izelge 3.7. de verilmistir.
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Gram (-) 6 adet izolatin tamamu sitrat, indol, metil-kirmizisi testlerinde
negatif reaksiyon gostermislerdir, bu suslar pH5’de % 2 ve % 3 NaCl de
tirememisler ve sorbitolii karbon kaynagi olarak kullanmamuslardir. Katalaz, H,S
tiretimi, glikoz, maltoz, sakkaroz, salisin, galaktozu, karbon kaynagi olarak
kullanimi testlerine pozitif sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Bu suslarin 65, 70,
75°C’de gelistigi ve pH6, % 1 NaCl’de iireme gosterdigi gozlenmistir (Cizelge
3.7).

Gazligé!’den izole edilen 101 susu optimum 60°C’de iireme gostermis,
70°Cde zayif iiremis, Omerli’den izole edilen 331 susu, % 1 NaCl de iireme
gostermemis, 337 susu ise sorbitol disinda biitiin karbon kaynaklarini
kullanmistir, 335 susu 37 ve 80°C arasindaki biitiin sicakliklarda iireme gostermis,
385 susu maksimum 83°C’de iiremis, 337 numarali susun ise, 70 °C’de calkamali

kiiltiirde digerlerine oranla daha yogun tireme gosterdigi saptanmustir.

Biitiin suglara Gram boyama yapilmasina ragmen tamaminin hiicre
Olcimleri ve fotograf c¢ekimleri yapilmamistir. Fotograf cekimi ve hiicre
biiylikliiklerinin  6l¢limii i¢in suslarin sec¢imi, izolatlarin biyokimyasal test
sonuclarina gore yapilmistir (Sekil 3.1-24). Buna gore digerlerinden tamamen
farkl1 Ozellik gosteren 25 adet bakteri secilmis, fotograflanmis ve 151k

mikroskobunda 100 liikk objektif kullanilarak, mikroskobik dl¢timleri yapilmistir.

Izole edilen suslardan farklilk gosteren 19 adetine VITEC testleri
uygulanmis, sonuglar cihaz i¢inde mevcut olan standart kiiltiir sonuglar ile
kiyaslanarak degerlendirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda Gg03, Gg04, Gg07,
Gc02, Gc03, H22, Gd02, KO1, S02 % 99 benzerlik orami ile Bacillus
stearothermophillus, 005, 008, 010, Gd12, E02, E04, E04, % 74-95 oraninda
Bacillus thermodenitrifikans olarak saptanmig 006, H24, E06, SO1 suslar1 ise
herhangi bir standart kiiltiir sonucu ile benzer sonu¢ vermemis, identifiye
edilememistir. Izolatlara uygulanan tiim testlerden elde edilen identifikasyon

sonuglar1 ¢izelge 3.17 de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Gram Negatif Suglarin Biyokimyasal Test sTonuglar1. +: %90 yada daha
fazla sus pozitif sonug, -:%10 negatif Negatif sonu¢ d: %11-89 pozitif
sonug, Z: zayif iireme. izole edilen suslar, izolasyon yerine gore

kodlanmistir. Gazligél 101, Omerli, 331, 333, 335, 337, 385

= - P -
- o en en en on
Hiicre boyutu pm 6-7uym 3-4pm 2 pm 2- 4-  2-
3um  Spym 2.5um
Koloni boy. mm -2 23 2-3 2 2 23
Koloni 6zelligi  Turunc Seffaf- Ac¢ik Koy Koy Koyu
u- mat sart  u u sarl
Pembe opak sar1  sar1 opak
opak opak
Gr boyama - - - - - -
indol - - - - - -
MR - - - - - -
Sitrat - - - - - -
Nitrat - - + - + +
Katalaz + + + + + +
H2S iiretimi + + + + + +
Ure + - - + +
37°C - - - + -
50°C + - - + - -
65°C + + + + + +
70°C + + + + + +
75°C - + + + + +
80°C - + + + + 83°
PH-5 - - - - - -
PH-6 + + + + +
NaCl-%1 + - + + + +
NaCl-%?2 - - - - - -
NaCl-%3 - - - - - -
Glikoz + + + + + +
Laktoz + + + - + +
Maltoz + + + + + +
Sakkaroz + + + + z +
Fruktoz - - - - + -
Arabinoz - - - - + -
Salicin + + + z +
+ - + Z ¥/
Rafinoz
Galaktoz + z z + + +
Sorbitol - - - - - -
Opt. pH 7 7 7 7 7 7
Opt. sicakhik 60 75 75 75 75 75

Anaerobik by. - Y/ zZ y/ Y/ z




Sekil 3.1. S02 Ge. Stearothermophillus
(VITEC) (Biiyilitme 100X)

&

—

\
N

Sekil 3.3. KO1 Ge. Stearothermophillus
(VITEC) (Biiylitme 100X)

7

P

Sekil 3.5. Gg02 (Biiyiitme 100X)
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Sekil 3.2. 08 (Biiyiitme 100X)

~

Sekil 3.4. E02 Ge. Thermodenitrificans
(VITEC) (Biiyiitme 100X)

7 -
A\

Sekil 3.6. Ge01 (Biiylitme 100X)
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Sekil 3.7. H24 identifiye edilememis sus
(VITEC, SDS-PAGE, GC) (Biiyiitme 100X)

—

-

Sekil 3.9. H22 Ge.stearothermophillus
(VITEC) (Biiyiitme 100X)

Sekil 3.11. H21 (Biiyiitme 100X)

L

’
-

Sekil 3.8. Gg03 Ge.stearothermophillus
(VITEC) (Biiyiitme 100X)

M

k

Sekil 3.10. Gd12 Ge. thermodenitrificans
(VITEC) (Biyiitme 100X)

P

Sekil 3.12. Gd10 (Biiyiitme 100X)
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Sekil 3.13. Gc03 Ge.stearothermophillus
(VITEC) (Biiyiitme 100X)

i

Sekil 3.15 Gc02 Ge.stearothermophillus
(VITEC) (Biiyiitme 100X)

Sekil 3.17. E02 Ge thermodenitrificans
(Biiyiitme 100X)

80

J\\.\

Sekil 3.14 002 (Biiyiitme 100X)

Sekil 3.16. 004 (Biiyiitme 100X)

-

- ey

Sekil 3.18. O06 identifiye edilememis sus
(VITEC) (Bilyiitme 100X)



Sekil 3 19 333 (Biiyiitme 100X)

o

~

Sekil 3.21. 337 Thermus sp.
(Biiyiitme 100X)

~N

Sekil 3.23. 331 Thermus sp.
(Biiyiitme 100X)

e i

-

L4

Sekil 3.20. 385 (Biiyiitme 100X)

-
-

Sekil 3.22. 101 Meiothermus sp.
(Biiyiitme 100X)

>

Sekil 3.24. 335
(Bilyiitme 100X)
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Biyokimyasal testleri tamamlanan izolatlardan 19 adet Gr(+) sus ve 6 adet
Gr(-) susun boyutlar1 6l¢iilmiis ve fotograflar1 ¢ekilmistir. Gr(+) basiller arasinda
yapilan incelemede H21 susnun en uzun, O04 susunun en kisa boyutlarda, Gr(-)
basillerde ise 101 numarali susun en uzun 333 numarali susun en kisa hiicre

boyutlarinda oldugu saptanmistir (Sekil 3.19, 3.22).

3.3 SDS-PAGE Analizi Sonuclarina Gore izolatlarin Benzerlik Oranlariin

Saptanmasi

Izole edilen Gr(+) suslardan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE analizi
sonuclart sekil 3.25., 3.25., 3.27., 3.28., 3.29., 3.30., 3.31., de verilmistir. Bu
sonuclara gore izolatlarimizin birbirine olan akrabalik oranlari tespit edilmeye
calisilmustir.

Gc02 ve Gc22 suslart birbirine % 90 oraninda benzerken Bacillus
stearothermophillus ile % 85 in lizerinde benzer olduklar1 gdzlenmis, ayni
zamanda bu suslarm Gg03 ile % 60 oraninda benzedigi saptanmistir. 006 ve O10
suslarinin birbirlerine benzerlik orani % 65’in {istlinde olmustur. H14 ve H02
suslart %80 oraninda benzerlik gosterirken HO8 susunun da bu suslara % 70’e
yakin degerde benzedigi saptanmistir. Bu ti¢ 6rnek ayrica HO7 ve S02 sugslari ile
de % 60 oraninda benzerlik gostermistir. HO3 ve HOS suslar1 arasindaki benzerlik
% 90 iken bu suslarin HO4 ile olan benzerligi % 85, HOI ile olan benzerligi % 70
oraninda saptanmistir. E09 ve O08 suslar1 arasindaki benzerlik % 50’nin altinda
olup, diger suslarla olan akrabalik orani ise % 40’1n altinda saptanmigtir. Gd12 ve
002 suslarmin benzerligi ise, % 75’in iizerinde saptanmus, bu iki susun Gc03 ile
olan benzerligi ise % 60 oraninda tespit edilmistir. B. cereus, H18, B. subtilis,
HI12 suslarinin protein degerlerinin % 50°nin altinda benzerlik gosterdigi
gbozlenmigtir, H12 ve HO04 suslari da bu suslara % 40 oraninda benzer

bulunmustur.
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B.str. HO1 HO02 HO03 H04 HO5 HO7 HO08 S02  H14

e
B
Ggl2 Ggl3 Ggl4 013 014 Gdi1  E10
e e e e
= v
h
-~
;. L
-
i~
Sekil 3.25. Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel

elektroforezi kullanilarak yapilmis, toplam protein analizi sonuglar1. A: Jel-1,
Bacillus stearothermophllus, Hiidai kaplicasindan izole edilen H.01, H02, HO3,
HO04, HO5, HO7, HO8, H14 ve Saricakaya kaplicasindan izole edilen SO1
numarali suslar. B: Jel-2, Gazli G6l kaplicasindan izole edilen,Gg 12, Ggl3,
Ggl4, Omerli’den izole edilen, O13, O14, Gediz’den izole edilen Gd11 ve Eynal

kaplicasindan izole edilen E10 suslari.
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035 K43 Gd58 Gdi0 M

-200 kD
-120kD
-100 kD

-70 kD
-60 kD
W 30KD

-25kD

-15kD

-10kD

K41 K42 GdS3

Sekil 3.26.

Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmis, toplam protein analizi sonuglart. A: Jel-3,
,Omerli’den izole edilen 035, Kizildere’dan izole edilen, K43, Gediz’den izole
edilen, Gd58, Gd10 suglari. B: Jel-4, , Gediz’den izole edilen, Gd53 ve Kizil Su
kaplicasindan izole edilenK41 ve K42 suslari.



&5

Ge22  Ge24 Ge25

Bs.

Sekil 3.27. Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmis, toplam protein analizi sonuglari. A: Jel-5,
Gecek’ten izole edilen Ge22, Ge24, Ge25, suslart. B: Jel-6, , E.coli, B. Cereus,
B. Subtilis, Hiidai’den izole edilen, H10, H12, H16, H18, H20, H21 suslar1.
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H24 H22 H26

KO01

Sekil 3.28

Comassie brillant blue ile boyanmig protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmis, toplam protein analizi sonuglart. A: Jel-7,
Hiidai den izole edilen ,H24, H22, H26, suslar1. B: Jel-19, Gazli G6l den izole
edilen Ggl8 susu C: Jel-12 Kizildere dan izole edilen, KO1,Eynal dan izole
edilen E06, E02 susular1 , Omerliden izole edilen 005, 008 ve B.flavuthermus

suslari.
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002 Gc03 Gd12

ﬁ‘

Gec02 Gd02  E09 Gg03 002 Ggd4  Ge0l  Gg07

Sekil 3.29. Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmis, toplam protein analizi sonuglart. A: Jel-17,
Omerli’den izole edilen 002, Gecek’ten izole edilen Gc03, Gediz’den izole
edilen, Gd12 suslar1. B: Jel-15, Gecek’ten izole edilen Ge02, GeOl, Gediz’den
izole edilen, Gd02, Gazli G&l den izole edilen Gg03, Gg04, Gg07, Omerliden

izole edilen, O02 susu.
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006 O10 E04 S01

[ 5

= = .

Sekil 3.30 Jel-18, Omerli’den izole edilen 006, 010, Eynaldan izole edilen £04,

Saricakaya’dan izole edilen SO/ susu,.

Izolatlarimizdan 005 ve 008 suslarmin benzerligi birbirine %90 oraninda
tespit edilirken, bu suslarin, E06 susuna %80, O13 susuna %70, K01 susuna %65
oraninda benzerlik gdsterdigi saptanmistir. Ggl12 ve Ggl3 suslar1 birbirine %95
oraninda benzer bulunurken, bu suslarin O14 susu ile olan benzerligi %60
oraninda olmustur. Gd53 ve K43 suslarinin benzerlikleri ise %355 oraninda tespit
edilirken, diger izolatlarin benzerlikleri %50°nin altinda kalmis, Ggl18, K41, K42,
Gd53, H24, H22, H26 suslarmin ise herhangi bir izolat ile benzerlik gostermedigi
tespit edilmisgtir.



Sekil 3.31.

Gr(+) suslarin SDS-PAGE analizine gére homolojisi.
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SDS-PAGE analizi ile karsilagtirilan Gr(-) suslarin protein benzerlikleri ise
sekil 3.33., 3.34, 3.35.,de verilmistir. Bu izolatlardan 101 numarali sus HB8 ile %
99 oraninda benzer protein yapist gosterirken, Tok22 ile % 85 oraninda benzerlik
saptanmistir. 331 numarali susun HB27 ve Ys38 ile % 60, 337 numarali susa %
50, oraninda benzedigi tespit edilmistir. 331 numarali sus standart olarak
kullandigimiz suslara % 35’in altinda benzer bulunmus, 385 ve 335 numarali sus
ise % 30 oraninda benzerlik gosterirken, diger suslara % 29’un altinda

benzedikleri saptanmustir.

[ — JUrS—

i,

Sekil 3.32. Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmig, toplam protein analizi sonuglari. Jel-20,

T filiformis Tok22, T.aquaticus Ys48, T.brockianus Ys34.
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A

CBI 12460 1IB21 Wai Sps8  Ys30 Ysq

T T =

HB-8 12462

Sekil 3.33. Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmig, toplam protein analizi sonuglari. A: Jel-11, T.
oshimai CBI, T.igniferrae 12460, T.thermophillus IB21, T. filiformis Wai ,
T.oshimai SPSS, T.brockianus Ys30, T.aquaticus Ysq, Hiidai H21 susu.B: Jel-23,
T.thermophillus HBS, T.antraknikiani 12462
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101 331 333 335 337 HB27 385 Ys38

Sekil:3.34 Comassie brillant blue ile boyanmis protein 6rneklerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak yapilmis, toplam protein analizi sonuglar1. A: Jel-10,
Gazli Gél Kaplicasindan izole edilen 101, Omerli Kaplicasindan izole edilen,
331, 333, 335, 337, 385 numarali suslar ve T. thermophillus HB27, T. brockianus
Ys38

Dendrogram with Homology Coefficient 26:2.0 [ UPGMA |
1002% 90%% 80% 702 60% 50% 40% 30% 20% 10%
T

: T . T T : T
101 JEL-101 —
HBE JEL-221
Tok22 JEL-20M S
12460 JEL-1174
12462 JEL-22}2
¥s38 JEL-10/10
HB2T  JEL-10/7
3 JEL1072
3T JEL10f6
¥s48 JEL-20/9

3 JEL1013
HE21 JEL-11412
spss JEL-11J7
¥sq JEL-119
el JEL-11}3

B2 JEL-11/5
wa JEL-11/6
YE30 JEL-11)8
vsM JEL-20011
2 JEL-10F
335 JEL-10}5

Total Lane = 2!

Sekil 3.35. Gr(-) suslarin SDS-PAGE analizine gére homolojisi
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3.4. Plazmid izolasyonu

Calismamizda gelecekteki ¢alismalara temel olusturmasi amaci ile plazmit
izolasyonu i¢in deneme c¢aligmalar1 yapilmis, ancak plazmid varlig1 tespit
edilememistir (Sekil 3.36.). Bu sonuglardan sus numarasi1 verilmeyenler testleri

daha 6nce tamamlandig1 halde tekrar {iretilemeyen bakterilerdir.

1 2 34 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sekil.3.36. Plazmit izolasyonu

3.5. Yag Asidi Analizi Sonuclarmma Gére izolatlarin Benzerlik Oranlarmin

Saptanmasi

Secgilen 25 adet Gr(+) izolata gaz kromatografisi ile yag asidi analizi
uygulanmigtir. Sonuglar ¢izelge 3.8., 3.9., 3.10.’da gosterilmistir. Buna gore
izolatlarimizdan elde edilen yag asitlerinden 10:0’in Gg07°de 1.30 oraninda
bulunurken diger suslarda hi¢ bulunmadigi tespit edilmistir. 14:0 yag asidi ise
izolatlarin 7 adetinde 29,15 ile 44,11 arasindaki oranlarda degismis, en yiiksek
oran 004 susunda saptanmus, diger izolatlarda ise en ¢ok 1,47 oraniyla H25
susunda, en az 0,24 orantyla 002 susunda saptanmistir.

16:0 anteiso, 16:0 iso, 17: iso ve 17:0 anteiso yag asitleri incelenen
suslarda en ¢ok rastlanan yag asitleri olurken, 10:0, 12:0, 11:0 20H, 13:0 20H,
15:30H, 16:1w7c, 16:1wllc, 20:0, 20:4w6c gesitlerine an az rastlanmistir. 15:0
iso yag asidi Gd10 susunda 50,80 oraniyla en yiiksek degere ulasirken, 0,83
oraniyla en diisik Gc02 susunda saptanmustir. 15:0 yag asidi en yiiksek O05
susunda bulunmustur. 16:0 yag asidi en yiiksek 28,32 oraninda olup H25 susunda,
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en diisiik 0,35 oranmiyla Gg03 susunda saptanmustir. Iso 17:01 yag asidi en az 0,24
orantyla Gd03 ve Gd12 suslarinda, 28,13 oraniyla en yiiksek Gc02 susunda
saptanmistir (Cizelge 3.8., 3.10.).

Gg03, H13 ve KO2 suslarinda identifiye edilememis yag asitleri
saptanmustir. Gg04, 004, 005, 010, SO1, H21, H24, E02, E04, E06, Gd10, Gd12,
K02 suslarinda tam identifikasyon sonucu alinamayan yag asitlerinin mevcut
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.8., 3.9., 3.10.).

Incelenen izolatlardan Gc02 ile 004 susunun, H25 ile H27 susunun, H24
ile E02 susunun, Gd03 ile Gd12 susunun yag asidi ¢esit ve miktarlar1 birbirine
yakin oranlarda saptanmistir (Cizelge 3.8., 3.9., 3.10.).

Incelenen tiim izolatlarda en fazla rastlanan yag asitlerinin 14:0 iso ve 17:0
anteiso arasinda dagilim gosterdigi diger cesitlerin ise daha az miktarlarda ve
siklikta bulunduklar tespit edilmistir (Cizelge 3.8., 3.9., 3.10.).

Degerlendirme, TSBAS0  kaynak  kiitiiphanesinden  yapilmis,
izolatlarimizin termofilk ozellikte olan Geobacillus stearothermophillus, G.
kaustophillus, ve T.aquaticus tiirlerine yakin oranlarda oldugu gozlenmistir
(Cizelge 3.8., 3.9, 3.10. ). Yag asidi oranlarmma gore yapilan identifikasyon
sonuglarmin  VITEC ve biyokimyasal testlerden elde edilen sonuglar ile

karsilastirilmasi cizelge 3.17°de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Gr(+) Basillerde Yag Asidi Analizi Sonuglari

Yag asidi Gg03 Gg04 Gg07 Ge02 002 004 005 006 010 So01
10:0 1,30

12:0 anteiso 0,19

11:0 20H 0,22

13:0 20H 0,46

13:0 anteiso 0,48 0,18 0,53 0,98 0,70
14:0 1s0 0,52 1,43 1,00 0,60 0,68

14:1 w5c 0,23

14:0 anteiso 0,41 0,18 0,20 0,29 0,23
14:0 38,40 1,03 42,83 0,24 44,11 29,15 044 0,70 40,05
15:11s0 G 1,10

15:0 1s0 1,32 39,43 27,63 0,83 32,63 1,17 41,29 34,93 2,57
15:0 anteiso 2,86 233 1,37 1,89 7,33

15:0 20,33 17,93 15,96 28,42 16,58
16:0 1s0 5,17 17,58 10,53 26,75 2,95 17,32 3,74 298
16:0 anteiso 0,26

16:0 0,35 3,86 14,02 3,58 1,03 5,15 14,34
ISO17:0 1 26,86 28,13 28,04 2423 22,37
17:0 1s0 4,81 20,46 16,47 3,12 2550 4,65 50 26,41 16,58 9,83
17:0 antesio 7,56 7,69 0,58 5,89 6,53 20,28 2,11
Iso 17:1 w5c 1,33 0,49 0,23
17:1 wébc 0,38

17:1 w8c 1,01 3,68

17:0 0,54 0,28 0,26 0,22
18:1 1so H 0,45

18:0 1s0 0,60 0,64 0,29

18:1w9c 0,36 1,63 0,63 0,29

18:0 1,05 16,97 0,99

Sum Ftr. 2 0,40 0,21 0,29
Sum Ftr. 3 0,52 0,81 1,03 095 1,62
Sum Ftr. 4 0,83

UN 0,32




Cizelge 3.9. Gr(+) Basillerde Yag Asidi Analizi Sonuglari

Yag asidi HO06 H13 H21 H22 H24 H25 H27 E02 E04
12:0 0,97 0,12

13:0 20H 0,09

13:0 anteiso 0,69 0,50

14:0 1s0 0,17 0,79 0,28 0,40 0,91
14:0 anteiso 0,48 0,28

14:0 1,22 1,05 1,28 31,35 1,47 1,36 4283 0,27
15:0 1s0 12,43 532 4234 56,38 1,63 1091 830 1,51 3593
15:0 anteiso 4,09 231 0,69 1,89 4,71 521 1,53
15:0 14,63 13,46

15:0 30H 13,44

16:0 1s0 14,11 5,04 3,72 1597 4,17 16,71 21,07 3,31 2232
16:0 18,98 7,97 11,05 441 0,67 28,32 2252 4,17
16:1w7c 1,89

16:1wllc 4,38

ISO17:0 1 2,36 17,09 0,25 28,06

17:0 0,72 0,21 085 0,78 0,25

17:0 1s0 1420 6,94 2826 16,13 548 11,46 9,22 524 2340
17:0 antesio 22,29 9,76 2,12 3,21 24,62 27,02 2,07 6,69
Iso 17:1 w5c¢ 1,17 1,27 0,30 1,47
17:1 wéc 3,53 0,47
Isol7:1 wl0Oc 2,36

18:0 10,75 5,70 1,23 16,96 0,49 0,81

18:0 1s0 1,82 0,34 0,29
18:1 1so H 1,79

18:1w9c 0,54 1,15 0,17

UN 13,50

20:0 0,64

20:4 wbéc 0,28

Sum Ftr 2 0,21 0,39
Sum Ftr.3 0,53 1,88 2,16
Sum Ftr 4 0,70

Sum Ftr 5 0,22

96
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Cizelge 3.10. Gr(+) Basillerde Yag Asidi Analizi Sonuglari

Yag asidi E06 Gd03 Gd10 Gdi2 Ko1 K02  Bstr

13:0 20H 0,34

14:0 150 0,32 0,24 0,92 0,24 0,43 0,21

14:0 anteiso 0,22

14:0 0,35 0,62 0,37 0,62 1,18 0,55

15:0 150 36,46 3545 50,80 3545 30,92 7,31 2821
15:11s0 G 0,15

15:0 anteiso 4,78 1,04 4,04 1,04 2,73 5,19 495

16:0 150 8,11 9,94 15,33 9,94 23,92 21,65 6,13

16:0 3,65 7,21 4,14 7,21 7,02 20,76 19,20
ISO 17:0 1 0,24 0,24

17:0 1,04 1,04 0,62 044

17:0 150 20,48 32,95 1520 32,95 2326 888 19,62
17:0 antesio 17,49 5,71 5,63 5,71 12,15 25,62 19,42
Iso 17:1 w5c¢c 3,71 1,04

17:1 anteiso A 1,31

18:0 0,41 4,03 1,62 0,65

18:0 150 0,38 0,38 0,40 0,21

18:1 1so H 0,68

18:1w9c¢ 0,26 0,28 0,40

19:0 1s0 0,34 0,34

20:0 0,30 0,30

Sum Ftr 2 0,38 0,51

Sum Ftr.3 2,95 0,67

Sum Ftr 5 0,33

UN 0,76

Izole edilen alt1 adet Gram (-) izolatin yag asidi analizi sonuglar ¢gizelge
3.11 de verilmistir. Incelenen suslarm tiimiinde 13:0 iso yag asidi degerleri
birbirine yakin oranda saptanmistir. Bu yag asidi kontrol olarak kullandigimiz on
ic adet bakteriden 7. igniferrae 12460 haricindeki biitiin suslarda biribirine yakin
degerlerde saptanmistir 15:0 1so en yiiksek 101, 15:0 anteiso en yiiksek 385
numarali susta, 16:0 1so en yiiksek 333 numarali sus, 16:0 en yiiksek 331 numarali
susta, 17:0 1so en yiiksek 385 numarali susta, 17:0 anteiso en yiiksek 385 numarali

susta saptanmistir. 101 numarali izolatimizin kontrol olarak kullandigimiz
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bakterilerimizden, 7. thermophillus HB27, T. ruber, T. oshima CB-1, T. igniferrae
12460, T. thermophillus 1B21°e 15: iso yag asidi orant bakimindan benzer
ozellikte oldugu tespit edilmis, 16:0 iso degeri ise, 1. ruber, T. thermophillus
HB27, T. thermophillus 1B21 ile benzer bulunmustur.17:0 iso ve anteiso degerleri
ise, T. ruber ve T. igniferrae 12460 ile benzerlik gostermistir.

331 numarali izolatimizin 15:0 iso ve anteiso yag asidi degerleri, T.
thermophillus HB27, T. aquaticus Ysq, T. brockianus Ys30, T. aquaticus Ys48 ile
yakin olmus, 17:0 iso ve anteiso degerleri ise 7. thermophillus HB27, T. aquaticus
Ysq, T. brockianus Ys30’a benzer bulunmustur.

333 numarali izolatimizin kontrol olarak kullandigimiz bakterilerimizin
yag asidi degerlerine benzerliginin oldukca uzak oldugu buna ragmen izolatin
16:0 iso degeride 7. thermophillus HB8 ve T. oshima Sps8 ile benzerlik gosterdigi
saptanmigtir.

335 numarali izolatimiz hig¢bir kontrol susa tam benzememesine ragmen
15:0 iso orani 7. thermophillus HbS, 17:0 iso oraninin ise, 7. aquaticus Ys48 ile
benzedigi belirlenmistir.

337 numarali izolatimiz yiiksek oranda 15:0 iso yag asidi igermektedir, bu
oranin T.ruber, T. thermophillus HB27, T. igniferrae 12460, T.oshima CB-I ile
benzer, 1:0 iso yag asidinin ise 7. thermophillus HBS, T. oshima Sps§,
T.aquaticus Ysq ile benzer oldugu belirlenmistir.

385 numarali izolatimiz ise diigiik 15:0 iso, yliksek 17:0 iso oranina sahip
olarak saptanmus, 7. filiformis wai, T. brockianus Ys34 ve T. oshima Sps8’ benzer

oranda yag asidi bulundurdugu saptanmistir (Cizelge 3.11., 3.12.).



Cizelge 3.11.

Gr(-) Basillerde Yag Asidi Analizi Sonuglar1
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Yag asidi 101 331 333 335 337 385 Trb Hb27 Ysq Tok22
11:0 1s0 0,36 0,21 0,17

12:0 0,18

13:0 1s0 0,60 0,77 054 046 093 032 080 0,66 0,25
13:0 30H 1,25

14:0 1s0 1,21 1,82 1,03 0,60 1,44 0,53

14:0 anteiso 0,73

14:0 048 035 023 025 035 0,30 1,67 0,34
15:0 1s0 4443 31,82 22,77 23,28 47,16 17,87 53,57 44,48 28,6 12,86
15:0 anteiso 2,36 3,07 3,15 4,08 6,11 3,80 4776 3,57 1,95 22,88
15:01s0 OH 0,77

15:0 20H 0,36

15:11s0 F 1,11 1,41

15:1 w8c 0,21

16:1 w7c 0,50

16:1 w9c 0,29

16:1 wllc 0,10

16:0 1s0 236 585 2444 8,65 3,63 16,08 2,78 2,41 7,14 1,23
16:0 14,29 17,55 7,30 7,09 522 822 246 857 26,5 526
Iso17:1w9¢ 3,03 3,60

1507:1w10c 7,99 0,38 2,66 0,22 3,57 1,41
17:0 1,65 0,69 0,76 0,81 0,74 0,65
17:0 1s0 24,59 28,27 30,28 43,24 29,22 40,37 22,37 32,65 30,2 2,01
17:0 antesto 2,82 253 514 565 497 838 2,69 2,60 1,48 32,08
17:01s0 OH 1,14 0,40 1,54

17:1 wéc 0,46

17:1 w8c¢ 0,47

18:0 1,57 2,68 0,30 0,22 238 1,09
18:0 1s0 1,26 0,84 1,44

19:0 1s0 0,43

19:0 anteiso 0,36
Sum inFtr 4 0,44 0,52 0,17 1,58




Cizelge 3.12.

Gr(-) Basillerde Yag Asidi Analizi Sonuglar1

Yag asidi Ys48 wai Hb8 Ys34 Sps8 cbhi 12460 1Ib21 Ys30
10:0 1s0 0,15

11:0 1s0 0,22 0,10 0,11

12:0 1s0 0,40

13:0 1s0 0,72 0,37 0,55 035 098 225 0,74 0,63
13:0 30H 2,46

14:0 1s0 0,25 0,74 3,10 3,01 0,44 0,33 0,58 1,61
14:01s0 30H 0,13 0,20

14:0 0,39 0,32 040 0,62 042 0,85 1,46
15:0 1s0 38,65 16,92 22,11 17,92 19,20 48,12 54,76 40,20 35,61
15:0 anteiso 485 1525 8,84 246 636 324 347 2,32 1,93
15:0 1s0 30H 0,52 0,37 0,27

16:1 w7c 0,45
16:1 wllc 0,15

16:0 1s0 1,48 586 21,73 4691 20,78 1,66 1,14 2,80 10,40
16:0 6,55 4,18 3,65 456 726 697 6,03 10,42 8,23
150 17:1w10c 1,28 0,67 0,25 0,77 043 256 0,38 2,12
17:0 0,71 0,29 039 090 040 1,36

17:0 1s0 39,73 30,20 29,19 19,37 30,46 33,50 23,55 32,51 35,13
17:0 antesio 3,86 23,67 240 947 2,26 1,47 1,92 2,17
17:0 1so 30H 0,12 0,19
17:1anteisoA 0,99

18:0 0,75 1,51 0,59 1,00 0,87 1,88 3,78 0,73
18:0 1s0 1,42 0,53
18:3 woéc 0,39

18:1w9c 0,34 0,33

20:0 0,31

Sum 1n Ftr 4 0,14

Sum 1n Ftr 5 0,25 0,32 0,34

100
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3.6. Gr(-) orneklerdeki Enzimlerin Saptanmasi.

Izole edilen alt1 adet Gr(-) susun enzim varliklar1 API enzim kitleri ile test
edilmig API enzim kiti i¢inde yer alan enzim substratlar1 ve enzim testi sonuglari
cizelge 3.13., 3.14. de gosterilmistir. Bu sonuglara gore alkalin fosfotaz, esteraz
(C4), esteraz lipaz (C8), a-glukozidaz, biitiin suslarda, leusin arilamidaz, 331 ve
385 numaral1 izolatlarda, Asid fosfotaz, 101 hari¢ biitiin suslarda, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz, 333 ve 337 numarali suslarda, f—galaktozidanidaz 101 ve 337 de,
B-glukozidaz 337 numarali susta maksimum seviyede saptanmustir. 337 numaral

izolatimizda dokuz farkli enzim ¢ok yiiksek oranda saptanmustir.

Cizelge 3.13.  Gr(-) drneklerde kullanilan API-ZYM Kiti substratina gore enzimler.

No Enzim Substrat pH
1 Control
2 Alkalin fosfotaz 2-naphtyl fosfat 8.5
3 Esteraz (C4) 2-naphtyl butirat 6.5
4 Esteraz lipaz (C8) 2-naphtyl caprylat 7.5
5 Lipaz (C4) 2-naphtyl miristat
6 Leusin arilamidaz L-leusil-2-naphtylamid
7 Valin arilamidaz L-valil-2-naphtylamid
8 Sistin arilamidaz L-sistil-2-naphtylamid
9 Tripsin N-benzol-DL-arjinin -2-naphtylamid 8.5
10 a-kimotripsin N-glutaril-fenilalanin -2-naphtylamid 7.5
11 Asid fosfotaz 2-naphtyl fosfotaz 54
12 Naftol-AS-BI- fosfohidrolaz Naftol-AS-BI- fosfotaz
13 a-galaktozidaz 6-Br-2-naftil-aD-galaktopironidaz
14 B -galaktozidanidaz 2-naftil-aD-galaktopironidaz
15 B-glukronidaz Naftol-AS-BI-BD-glukuronidaz
16 a-glukozidaz 2-naftil-BD-galaktopironidaz
17 B-glukozidaz 6-Br-2-naftil-BD-galaktopironidaz
18 N-asetil-B-glukozaminidaz 1-naftil-N-asetil-pD-glukozamid
19 a-mannozidas 6-Br-2-naftil-aD-mannopironidaz
20 a-fruktozidaz 2-naftil-aL-fukopironidaz
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Valin arilamidaz ve o-galaktozidazin ise disiik oranda oldugu
gozlenmistir. Varligi test edilen sekiz farkli enzim izolatlarin hi¢ birinde

saptanamamistir.

Cizelge 3.14. Gr(-) orneklerde tespit edilen enzimler ve yogunluk diizeyleri. Enzimin miktar

degerleri (+-Minimum, +++-Maksimum)

No Enzim 101 331 333 335 337 385 Gg03 005 E02
+ Control
+ Alkalin fosfotaz -+ A + +
++ Esteraz (C4) +H+ A+ A A A
4 Esteraz lipaz (C8)  +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ -+
5 Lipaz (C4)
6 Leusin arilamidaz + o+ o+ I e e + 4+
7 Valin arilamidaz + + +
8 Sistin arilamidaz +
9 Tripsin
10 a-kimotripsin + + 4t
11 Asid fosfotaz -+ + -+
Naftol-AS-BI- -+ A A A e
12 fosfohidrolaz
13 a-galaktozidaz +
14 B -galaktozidanidaz +++ -+ +
15 B-glukronidaz
16 a-glukozidaz =+ A+ A A e +
17 B-glukozidaz e -+ +++
18 N-asetil-p-
glukozaminidaz
19 o-mannozidas
20 a-fruktozidaz

Ug adet Gr(+) susa uygulanan enzim testleri sonucunda ise Gg03 susunda
alkalin fosfotaz, leusin arilamidaz, a-glukozidaz fiiretilirken, O05 ve E02
suslarinda esteraz ve esteraz lipaz, asid fosfotaz’in yiiksek oranda oldugu, o-
glukozidaz’in ise sadece E02 susunda yiiksek oranda oldugu bulunmustur. Ayrica
izolatlarimiza seliilaz aktivitesi testleri uygulanmis, Gc02, Gc21 010, K43

suslarinda pozitif sonug¢ saptanmistir.
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3.7. Ribotiplendirme

Cizelge 3.15.  Ribotiplendirme ¢alismasi

IB21 Ys34 CBI Ysq Ys48 331 337

Ribo tiplendirme ¢alismasi yapmak i¢in deneme c¢alismasi yapilmig ancak
elimizde mevcut olan enzimlerin bizim g¢alismak istedigimiz Gr(-) 6zellikteki

termofilik basilleri kesmeye uygun olmadig1 saptanmistir (Cizelge 3.15).

3.8. DNA izolasyonu, 16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi

izole edilen alt1 adet Gr(-) bakteriden DNA izolasyonu yapilmistir (Sharp
ve Williams 1988). DNA orneklerinden BSF8/20 ve BSR 1541/20 primerleri
kullanilarak 1529 bp olan gen pargasi ¢ogaltilmis, agaroz jel lizerinde saflig1 ve
biiytlikliigii kontrol edilmistir. Kontrol i¢cin marker olarak Fermentas #SM1158
(3000-100 bp) kullanilmstir. Elde edilen 16S rRNA geni Biorad marka Spin
Column ile saflagtirilmig, saflastirilan PCR {irlinliniin miktar tayini agaroz jel
iizerinde gorsel olarak yapilmistir. Bunun i¢in ng/0,5ug miktarinda DNA igeren
marker degerlerine ait bantlarin jel iizerinde olusturdugu goriintiiden

yararlanilmistir.

101 331 333 335 337 385

Sekil 3.37. DNA izolasyonu
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3.9. DNA Erime Noktasina (Tm) Gore % G+C Hesaplanmasi

DNA Tm degerleri Prof. Dr. Tony Williams arafindan Londra
Universitesinde Termal spektrofotometre ile laboratuarimizda hazirladigimiz

DNA ornekleri kullanilarak hesaplanmustir. Sonuglar ¢izelge 3.16.’de gosterilmis,

Cizelge 3.16.  Gr(-) basillerin %G+C degerleri

Sus No 101 331 333 335 337 385

Tm 80,75 81,50 ND 81,80 81,10 81,70

%G+C 61,56 63,12 ND 63,74 62,28 63,54
62 63 ND 64 62 64

3.10. 16S rRNA Geninin PZR ile Cogaltilmasi

M 101 337

1500bp

Sekil 3.38. PZR iiriinleri (a)

1500bp

Sekil 3.39. PZR iiriinleri (b)
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M 335 385

1500bp_,

Sekil 3.40. PZR firiinleri (c)

Sekil 3.9-10-11-12 de goriilen bantlar 1529 bp olan 16S rRNA geninin
PZR da uygun sekilde cogaldigini marker degerleri ile gdstermektedir. Bu
bantlardan saflastirilan PZR iirlinlerinden dizi analizi i¢in ikinci PZR yapilmstir.
Olusan PZR firiinii dizi analizi i¢in Beckman Couler Ceq 8000 Genetik Analiz
Sistemi cihaz1 kullanilmigtir. Okunan DNA baz dizileri asagida gosterilmistir.
[zolatlardan 101 331 ve 337 numarali suslarin dizi analizleri yapilmis, bu
suslardan 101 numarali 6rnekte 577, 331 numarali 6rnekte 961, 337 numarali

ornekte 897 adet baz okunabilmistir.

3.11. DNA Dizi Analizi Sonuclari

izolat 101: 577 baz

AGGGAGAAACATTACGTTGGTATGCCTAAGACAATAGCAAGTCAGAA
CGGTCGGTTTATCGCAGCCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGT
GACCTACCCCAAAGTCTGGTGACAACTAGGAGAAATCTTAGCTAATCC
TGGATGTGGACATCTACTTTGGTGGATGTTTAAAGCTTCGGCGCTTTGG
GATGGGCCTGCGGCGCATCAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAA
GCCGACGACGCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACAGGGGTA
CTGAGACACGGACCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTC
CGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGATACCGCCTTGTATTTTGTAC
GAAGCCCCTTTCGGGGGGTGGTTAAACCTTTCTGAAAACCTCCGGGGA
AACGAAATAAATTGGAACGGGGTAACCCGAAGGGTAATTAGCCCACC
GGGGCTAAACTCCCGTGCCCAGCAGCCCGCGGTAAATACGGAGGGTG
CCAAGCCGTTAACCCCCGGATTTACTTGGGGTGGTAAAAGGGGGCCGT
TGTTANGCCCGGGTCCTCCTTCAAAGTTTCCGAAT
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101 Numaral sus icin DNA dizi analizi sonu¢larinin NCBI de
degerlendirilmesi

2i[15987117|gb|AF418002.1] Meiothermus taiwanensis sus WR-220
16S ribosomal RNA

21]22595424|gb|AF407750.1] Meiothermus sp. R55-11 16S ribosomal
RNA %) Strand=Plus/Plus

21|22595423|gb|AF407749.1| Thermus sp. R55-10 16S ribosomal RNA

£1/62000029|emb|AJ871173.1] Meiothermus ruber partial 16S rRNA

21|2578414|emb|Y 13597.1IMRY 13597 Meiothermus ruber 16S rRNA

izolat 331: 961 baz

CGCTGCTGCGTGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCGGTCCGCGGGG
CTTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTGAC
CTACCCTGAAGAGGGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATCCCCC
ATGTGGACCCGCCCCTTGGGGTGTGTCCAAAGGGCTTTGCCCGCTTCC
GGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCA
AGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGCCGGCCACAGGGGC
ACTGAGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTT
CCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAAGAA
GCCCTTCGGGGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGACGAG
GGGACTGACGGTACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTCACTGGGC
GTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACG
GCTCAACCGTGGGGGAGCGTGGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGA
GAGGGTGGTGGAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCCG
GAGGAACGCCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCACCCGTGACGCT
GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTN
ACGCCCTAACGATGCGCGCTAGGTCCTGGGTCTCTGGGGGCGAGCTAC
GCGTTAGCGCGCCGCCTGGGAGACGGGCGCAGGCTGAACTCAAGGAA
TGACGGGGGCCGCCAGCGGTGACATTGGTATTCGAGCAGCGAGACGT
ACAGCNGACTCANGAACGGGTAGCTGGGTCCCCAGGACCCACAGGGT
CGATGCCCTTACCTTGCGAGGGTG

331 Numarah sus icin DNA dizi analizi sonu¢larinin NCBI de
Degerlendirilmesi

21/45385854|gb|AY554280.1| Thermus thermophilus 16S ribosomal RNA

£1/6901429]emb|AJ251939.1|TTH251939 Thermus thermophilus 16S rRNA
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izolat 337: 897 baz

CGTAAACAGACTTAGCGTGTTGTGTCTGTTTGGCGCTGAGATGAACAA
TAGACAAACGTNCAGNAGGCCGTGTATCCTATGTGTGTGCGCACAGNC
TATCGTNCTCTGTTCAGGGATCAGAGCTGTGACGCGAGCCGGGGTACG
AGGGTAGCAGTCGATACGAGCGTGAACGCTCAAACCCTTTGTTCACAC
GTCGATAGGGAGCACGAGAGCAATCACAGCGGGTGAAAGAGCGCACA
AAGCGTCTTACCCGTCCTCACAGTCACTCGGTGAAGTTACAGTGCATC
CTGTNGTGCGGCATGCAGTAGAGGTGGCGCGAAGAGGTGCGCGTCAA
GCTATGGGCTTGGCGGATGGNGTCCTGCGAGCGCATTGAGGCGTAGAT
ATGGGCTGCGGCGCTNCACGGCGNCACCTAAACCCCAGGAGGTGACC
CGCAACCCGGAAATTCGTCCCGGATTAACGCCCGCCAGCAAACGCCCC
TCGAAAGGCAAAGAGGGGTTGGGAACCCCGGGCCCCCACCACCTGCG
GGAACCTCCAGAATCACGTGNCCGCAGGACGTCCCTCACGTGGGAAG
GNCATGNCACGCTAGCGGGGNAGAGTGTTTTCCCCAAGCACACTTGGG
GGGNGCCGGAATATCTGTCTTTTTTGCTTACTTTGCGTGAAAGGGCCA
AACGCGGACCCCGGAACCGGTCTCGCCAAAATCGGAAATGGGGAAAT
GGGGTTCTTNCTCCGCGAAGTAAGGCTAAGAAGGGTGACTGATATGTC
CCAGGGGAACAANGAAAAGGATNAGCGGTTNCGCAAACAGGGGGGC
CGGGTTAACCCCCTTTGGAAACCGGGGTTTAACCCCCTTTTGGAAACC
ACGAAAAAAAAAAAAAAAAAGCCCCCCCCCCCCCCGGGGGGEEGECCT
TTA
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Izole edilen suslara uygulanan biyokimyasal testler, VITEC testleri,yag

asidi analizleri ve 16S rRNA dizi analizi verilerine gore identifikasyon

sonuclarinin karsilastirilmas ¢izelge 3.17°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 17.

DNA dizi analizi sonug¢larmin karsilastirilmast

[zolara uygulanan, biyokimyasal testler, VITEC testleri, yag asidi analizleri,

O;I':)ek B‘y"';‘gyasal VITEC analizi Yag asidi analizi Dgl‘:ﬁdz‘iz‘
Gg03 Geobacillus Ge. stearothermophilus | Ge.stearothermophilus
Gg04 Geobacillus Ge. stearothermophilus
Gg07 Geobacillus Ge.stearothermophilus | Ge.stearothermophilus
Gc02 Geobacillus Ge.stearothermophilus
Gc03 Geobacillus Ge.stearothermophilus
004 Geobacillus Ge kaustophilus
005 Geobacillus Ge. thermodenitrificans
006 Geobacillus Identifiye edilemedi
008 Geobacillus Ge. thermodenitrificans
010 Geobacillus Ge. thermodenitrificans | Ge.stearothermophilus
H21 Geobacillus Ge.stearothermophilus
H22 Geobacillus Ge.stearothermophilus
H24 Geobacillus Identifiye edilemedi Identifiye edilemedi
Gdo2 Geobacillus Ge.stearothermophilus
Gd10 Geobacillus Ge.stearothermophilus
Gd12 Geobacillus Ge. thermodenitrificans
Gds3 Geobacillus Ge.stearothermophilus
K01 Geobacillus Ge. thermodenitrificans | Ge.stearothermophilus
K42 Geobacillus Ge.stearothermophilus
E02 Geobacillus Ge. thermodenitrificans Ge. kaustophilus
E04 Geobacillus Ge. thermodenitrificans | Ge.stearothermophilus
E06 Geobacillus Identifiye edilemedi Ge.stearothermophilus
So01 Geobacillus Identifiye edilemedi Ge.stearothermophilus
S02 Geobacillus Ge.stearothermophilus
101 Meiothermus T. aquaticus Me. taiwanensis
331 Thermus T. thermophilus
333 Thermus T. aquaticus
335 Thermus T. aquaticus
337 Thermus T. aquaticus
385 Thermus T. aquaticus
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. Suslarin izolasyon, Morfoloji ve Biyokimyasal Karakteristikleri

Bulundugumuz boélge jeolojik yapist itibari ile pek ¢ok sicak su kaynagina
sahip olmasma ragmen, bu kaynaklarin mikrobiyolojik profillerini belirleyen
kapsamli bir caligmanin olmadigi bilinmektedir. Giliniimiizde yasadigimiz
biyosferin énemli bir parcasini mikroorganizmalar olusturur, bu canlilarin, besin
tiretiminde kullanilanlar, insan, bitki ve hayvanlarda hastalik olusturanlar disinda
kalanlarinin ise hala tanimlanamamis oldugu bildirilmektedir (Whitman ve ark.,
1998). Opysaki, termal kaynaklarin mikrobiyal kominitelerini olusturan
heterotrofik mikroorganizmalarin biyosferin kimyasal yapisi {izerinde ¢ok dnemli
katkilariin bulundugu tespit edilmis, dogal ortamlarinda bulunan bu canlilarin
yalnizca %1’inin mevcut mikrobiyolojik tekniklerle izole edilebildigi
bildirilmistir (Hugenholtz ve ark., 1998).

Bu c¢alismada, yakin ¢evresel sicak su kaynaklarindan alinan su ornekleri,
termofilik bakteri ¢esitleri agisindan incelenmis, termofilik Bacillus, Thermus ve
ekstrem termofil  Archaea profilleri c¢ikarilmaya calisilmistir. Bu amagla
kaynaklardan toplanan su ornekleri laboratuvara miimkiin olan en kisa zamanda
taginmis, bir kisim 6rnek de kaynaktan alindiginda besi ortamina aktarilmistir.

Orneklerimizin alindigi termal kaynaklarm sicakliklar1 71 ile 212°C, pH
lar1 ise 6,5-8 arasinda degismektedir. Bu sartlar altinda gelisme gosteren Archaea
tiirlerinin  ise, Pyrobaculum, Thermococcus, Pyrococcus, Staphylothermus,
Pyrodictium, Hyperthermus, Archaeglobus olabilecegi bildirilmistir (Madigan ve
ark., 2000). Ornek aldigimz kaynaklardan Omerli ve Gecek 98°C, Eynal 163 °C,
Kizildere 212°C sicakhiga sahiptir. Buna ragmen Archaea izolasyonu
yapilamamustir. Bunun farkli sebeplerinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebepler,
kaynaklarin sicakligi ve basinci ile bizim inkiibasyon sicakliklarimiz ve basing
ayarlarimizin denk olmamasi, anaerobik sartlarin tam olarak saglanamamasi,
H,/CO, ve N»/CO; oranlarinin tam olarak olusturulamamasi olabilecegi gibi,
kaynaktan alinan su orneklerine kaynagin 100 metre altinda korozyonu onlemesi

amaci ile karistirilan ferrofost kimyasal maddesinin bakterilere zarar vermis
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olabilecegi de ileri siiriilebilir. Bu konu ile ilgili yapilmis benzer izolasyon
calismalarinda inkiibasyon sicakliginin 85°C ile 100°C arasinda, H,, CO; ve N,
oranlarinin ise Ho/CO, (80/20) ve N»/CO; (80/20) degerlerinde olmas1 gerektigi
bildirilmistir (Huber ve ark., 1987; Huber ve Steter., 1994). Ayrica bu ortamlarda
hi¢ Archaea bulunmuyor da olabilir. Papua Yeni Gine hidrotermal kaynaklarin alt
tabakasindan 448.6-99.4 metre kaynak derinliginden alinan su Orneklerinin
incelendigi bir ¢calismada Geobacillus sp. ve Deinococcus sp. tiirlerinin bulundugu
ancak Archaea izole edilemedigi bildirilmistir (Kimura ve ark, 2003). Yapilan bir
baska calismada da kaynaktan alinan su 6rneklerin vidali kapakli siselere aktarilip
kaynak sicaklig1 sabit tutularak ve bir kisim su 6rnegi ise dakikada 20 litre su
ornegini 0.2 um por capl bir filtreden geciren sistemden 30 dakika boyunca
stizerek toplanmig Orneklerin inkiibasyonu sonucunda termal kaynaklardan
Termococcus, Bacillus, Thermonema, Archaea, Desulfurococcus mobilis
izolasyonu yapildigi bildirilmistir (Martenson ve ark., 2001; Tachibana ve ark.,
1999). Bizim c¢aligmamizda su sicakligini sabit tutmak i¢in vidal kapakli duran
siselerini tagiyabilecegimiz genislikte termoslar kullanilmis ancak kaynak
sicakligi aynen korunamamis, laboratuvara geldikten sonra yeniden Olgiilen
sicakliklarin kaynak sicakligindan yaklasik 10-15°C daha diisiik oldugu tespit
edilmistir.

Archaea izolasyon igin yapilan ¢alismalarimizda 80°C’de 5 giin siire ile
besi yeri 88’de inkiibe edildilen Eynal kaplicasi su orneginde Gr(-) basillerin
gelistigi saptanmig, ancak bu basillerin plak kiiltiirde {iretilmeleri saglanamamis,
iki defa siv1 kiiltlire pasajlandiktan sonra tekrar sivi kiiltiirde de tretilemedikleri
gozlenmigtir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda izole edilen bu
kiltliriin, elimizde standart susu bulunan Pyrobaculum islandicum’a ¢ok
benzedigi gozlenmistir. Ancak yaptigimiz ¢aligmalarimizda Almanya Regensburg
Universitesinden  saglanan P.  islandicum  kiiltiiriiniin ~ de  iiretilmesi

saglanamamugtir.

Diger kaynaklarin sicakliklarinin Archaea izolasyonu i¢in uygun olmadigi

saptanmuistir.

Archaea 1zolasyonu i¢in yapilan caligmalarla birlikte termofilik Bacillus ve

Thermus cinslerinin izolasyonu da yapilmistir. izolasyonu yapilan bakterilerden
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bir kismi, -80°C’de stoklandiktan sonra tekrar tiretilememistir. Bu konu ile ilgili
yapilan bir calismada da sivi1 kiiltiirde dondurularak saklanan termofil bakterilerin

yeniden canlandirildiklarinda sayica azaldiklar1 bildirilmistir (Halik., 1999).
Calismalarimiz 57 adet Gr(+) ve 6 adet Gr(-) bakteri ile yiirtitiilmiistiir.

Gr(+) bakteriler nutrient broth, besi ortami1 74 (Thermus besi ortami), besi
ortami 88, ortamlarinda 75°C’nin altindaki sicakliklarda ¢ok yogun iireme
gostermiglerdir. 70 °C’den sonraki sicakliklarda Gr(-) ler daha yogun iireme
gostermistir. Gr(-) izolatlarimizin tamami besi ortami 74 de 225 rpm calkalamada
iyl Ureme goOstermistir. Calkalanmayan Thermus besi ortami kiiltiirlerinde
Thermus’larin iiremedigi, yada 5 giin siire ile inkiibasyondan sonra ¢ok az
tiredikleri saptanmustir. izole edilen Gr(-) suslarda 101 numarali &rnegimiz daha
once dort defa su aldigimiz Gazlig6l kaplicasindan alinan su Orneklerinde
tiretilemedigi halde, son alman Orneklerde 225 rpm calkalama sartlari
saglandiktan sonra 24 saat sonunda 60°C’de inkiibasyondan sonra izole edilmis,
bu da bize bu bakterilerin izolasyonunda kiiciik ayrintilarin 6nemli sonuglar ortaya
cikarabilecegini gdstermistir. Yeterince havalandirma olmayan kiiltiirlerde

Thermus izolasyonu yapilamamistir.

57 adet Gr (+) izolatin biyokimyasal testleri incelendiginde izolatlarimizin
tiimiiniin indol testine negatif sonu¢ verdigi saptanmistir. Yapilan caligmalarda da
B. thermocatenulatus disindaki tiirlerin indol testine negatif sonu¢ verdigi
bildirilmistir (Sarp ve ark., 1991).

Uygulanan MR-VP testleri sonucunda K41 susu hari¢ diger biitlin suslarin
Voges Proskauer testine negatif sonu¢ verdigi, metil kirmizisi testi sonuglari ise
006, 010, HO1, HO3, H14, H16, H18, Gd11, Gd53, Gd58, K41, E02, E06, E09,
E10, i¢in negatif, H21, Gd10, icin degisken diger suslar i¢in pozitif olarak
saptanmistir. Standart bakteriler i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda da MR-VP
testi sonuglar1 B. stearothermophillus, B. kaustophillus, B. thermocatenulatus, B.
thermodenitrificans, B. thermoruber, i¢in negatif, B. thermoglucosidasius, B.
caldolyticus, igin zay1f lireme saptandigi bildirilmistir (Sarp ve ark., 1991).

Gr(+) suslara uyguladigimiz sitrat testleri sonucunda, yirmi dokuz susun
negatif, Gg07, K41 suslarinin degisken, diger suslarin pozitif sonug gosterdigi

saptanmistir. Yapilan benzer ¢alismalarda ise, B. thermoglucosidasius, degisken,
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B.caldotenx, B. caldovelox, B. caldolyticus, B. kaustophillus, B.
thermocatenulatus, pozitif, B.stearothermophillus, B.pallidus un ise negatif sonug
verdigi bildirilmistir (Nazina ve ark., 2001; Sarp ve ark., 1991).

Katalaz testleri sonucunda, Gg07, Ggl2, 006, O08, suslarinin katalaz
enzimi Uretmedigi, diger suslarin ise irettigi saptanmugtir. Standart suglar ile
yapilan ¢alismalarda da B. stearothermophillus, B. caldotenx, B. caldovelox, B.
caldolyticus, B. thermocatenulatus, B. thermoruber’in, katalaz negatif, B.
thermoglucosidasius, B. pallidus, B. thermocloaceae B. thermoleovarans, B.
kaustophilus, B. thermodenitrificans, B. flavythermus tiirlerinin ise katalaz pozitif

Ozellikte oldugu bildirilmistir (Nazina ve ark., 2001; Sarp ve ark., 1991).

Bizim caligmamizda 14 sus nitrat pozitif bir sus degisken 06zellik
gostermistir. Yapilan benzer bir ¢alismada da B. pallidus, B. thermocloaceae, B.
thermodenitrificans, B. thermoruber, nitrat negatif olarak bildirilmigtir (Sharp ve
ark., 1991).

Izolatlarimizdan altistin H,S  iirettigi  tespit edilmistir. Sharp ve
arkadaslarinin bildirdigine gore ise, B. thermoglucosidasius,’un H,S pozitif
B.caldotenx, B. caldovelox, B. caldolyticus, B. thermocatenulatus, B.
thermoruber, B. flavythermus un, ise negatif sonu¢ vermektedir (Beldiiz ve ark.,

2001; Sharp ve ark., 1991).

Izole edilen 57 ornekten yirmi iicii negatif ikisi zayif iire kullanimi
gostermistir. Yapilan arastirmalarda ise B. thermoglucosidasius, B. thermoruber,
pozitif, B. thermocatenulatus, B. flavythermus un negatif sonu¢ gosterdigi
bildirilmistir (Beldiiz ve ark., 2001; Sarp ve ark., 1991).

Bizim izolatlarmmzdan Ggl2, Omerli’den izole edilen bes adet sus,
Hiidai’den izole edilen dokuz adet sus, Gediz’den izole edilen dort adet sus, K43,
E06, E10 ve S02 suslar1 lire negatif 6zellik gostermis, NaCl’de iireme ve sitrat
testlerinde B. thermocatenulatus ile benzerlik saptanmistir. B. flavythermus ile
benzer sonuglarimiz olmasina ragmen izolatlarimizin koloni 6zelliklerinin bu
bakteriye benzemedigi gézlenmistir.

Izole edilen alt1 adet Gr(-) susa Archaea identifikasyonu icin streptomisin,
cloramfenikol, vankomisin ve neomisin antibiyotiklerinde ilireme tesleri yapilmas,

hicbir 6rnegin lireme gostermedigi saptanmistir. Termofilik bir Archae tiirli olan
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Pyrobaculum’un izole edildigi bir caligmada ise izole edilen suslara antibiyotik
direngliligi testleri uygulanmig, 100 pg/ml antibiyotik igeren besi ortaminda
iretilen kiiltiirlerin antibiyotik direnci gosterdigi bildirilmistir (Huber ve ark.,

1987).

Izolatlarimiza uygulanan optimum sicaklik tespiti testleri sonucunda
28°C’de iireme olmadigi, 37°C’de ise besi cok zayif on yedi susta iireme oldugu,
55 ve 65°C’de yapilan inkiibasyonlarda suslarin tamamnin iiredigi, 70°C’de 002 ,
004 H22, E09 iiremedigi, 75°C’de, on yedisi ¢ok zayif, yirmi bir susun iredigi,
80°C’de ise higbir Gr(+) izolatin {ireme gostermedigi tespit edilmistir. Bu konuda
yapilmis benzer calismalarda ise, 30 °C’nin altindaki sicakliklarda tiremenin
olmadigi, optimum iireme sicakliklarinin 50-65 °C arasinda degistigi, B.
stearothermophillus, B. thermocatenulatus, B. thermodenitrificans digindaki
tiirlerin maksimum 70 °C’de tireyebildikleri bildirilmistir (Beldiiz ve ark., 2001;
Nazina ve ark., 2001; Sharp ve ark., 1991).

Yapilan ¢aligmalar da standart termofilik Bacillus tiirleri i¢in gelisme
gbzlenen pH araliginin 5,5-9,0 arasinda degistigi bildirilmistir (Beldiiz ve ark.,
2001; Nazina ve ark., 2001; Sarp ve ark., 1991). Bizim ¢aligmalarimiz sonucunda
ise izolatlarin yogun gelisme gosterdigi optimum pH 6-8 arasinda saptanmuistir.
pH 4 te ikisi ¢cok zayif olmak iizere on dort sus, pH 5’te yedisi ¢cok zayif olmak
lizere yirmi dort susun iiredigi tespit edilmistir. Izolatlarimizdan, Ge22, HO5, H26,
Gd53, Gd58 4-8 arsindaki pH seviyelerinin hepsinde gelisme gdosterdigi

saptanmustir.

Izole edilen bakterilerin tiimiinde % 3 NaCl konsantrasyonunda gelisme
olmadig1r saptanmistir. Yapilan c¢alismalarda B. thermoglucosidasius, B.
caldovelox, B. caldolyticus B. kaustophilus un % 3 ve daha yiiksek degerlerde hig
gelismedigi, B .stearothermophillus, B .caldotenax, B. thermocatenulatus’un ise
en fazla % 3 NaCl konsantrasyonunda gelistigi soylenmistir (Nazina ve ark.,

2001; Sarp ve ark., 1991).

Izolatlarimizin tamaminda anaerobik biiyiime saptanmustir. Test edilen
diger termofil Bacillus tiirlerinden B. stearothermophillus, B. caldotenx, B.

caldovelox, B. caldolyticus, B. thermocatenulatus, B. kaustophilus, B.
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thermodenitrificans, B. flavythermus’da 1ise anaerobik biiylime oldugu
bildirilmistir (Beldiiz ve ark., 2001; Nazina ve ark., 2001; Sharp ve ark., 1991).
Bizim izolatlarimizdan 14’ zayif olmak tizere 18 adeti 75°C’de iireme
gostermistir. VITEC testleri sonucunda B. thermodenitrificans olarak saptanan
005, 008, 010, Gd12, E02, E04, suslarindan O08, Gd12, suslarmin 75°C’de
bliyiiyebildikleri saptanmustir.

Izolatlarimizin karbonhidrat kullanim testleri tiipte sekerler ve fenol red
indikatorii kullanilarak ve VITEC sistemi ile yapilmustir. Iki ydntemde de
sonuglar birbirini desteklemistir. Toplam 57 izolattan biyokimyasal testler ve
koloni yapilar1 farkli olanlardan on dokuz adeti se¢ilmis bunlar VITEC ile tekrar
teste tabi tutulmus, izolatlarimizin dokuzunun Geobacillus stearothermophillus,
altisinin ise Geobacillus thermodenitrificans olabilecegi sonuclari elde edilmistir.
Sicaklik testlerine gore de O08 ve Gd12 suslarmin B. thermodenitrificans olma

olasilig1 oldukga yiiksektir.

Dért izolatmiz da identifiye edilememistir. Identifiye edilemeyen
izolatlardan olan H24 susu, biyokimyasal tester, VITEC testleri, SDS-PAGE
analizi sonuglar1 ve yag asidi analizi sonuglarina gore herhangi bir gruba dahil
edilememis siniflandirmada diisiik oranda da olsa yeri tespit edilememistir. Bu
izolatin farkli bir sus oldugu ve yeni yapilacak olan c¢alismalarimizda
identifikasyon testlerinin siirdiiriilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Kristjonsson ve
Stetter (1991) ise B. stearothermophillus’un gelismek icin karbon kaynagi olarak
glikoz ve sakkaroza ihtiya¢ duydugunu bildirmistir.

Gram pozitif suslara uygulanan bakteriosin iiretimi testlerinde E. coli, B.
subtilis, S. aureus, S. fecalis, test mikroorganizmasi olarak kullanilmig, pozitif
sonu¢ saptanamamustir. Yapilan ¢aligmalarda da termofil bakterilerin bakteriosin
irettigi ancak bunun yiiksek sicaklilklarda yasayan mikroorganizmalara karsi
etkili oldugu, mezofiller {lizerinde etkili olmadigi bildirilmistir (Sharp et. all.,
1991).

Gr(-) suslara uygulanan biyokimyasal test sonuglari c¢izelge 3.7 de
verilmistir. Izolatlarimizin tamamiin Gr(-), indol, metil red, pH 5’de, % 3 ve % 3
NaCl’de iireme ve sorbitolii kullanma testlerine, negatif, sitrat, katalaz, H2S,

65°C, 70°C’de ve % 1 NaCl’de iireme, glikoz,maltoz, sakkaroz, salisin ve
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galaktozu kullanma testlerine pozitif sonu¢ verdigi saptanmistir. 385 numarali
izolat maksimum 83 derecede iireme gostermistir. Izolatlarimzdan besi s1v1 besi
ortaminda havalandirma olmadan zayif iireme gOstermistir. Standart suglar ile
yapilmis benzer c¢alismalarda da Thermus suslarinin katalaz, glikoz, fruktoz
testlerine pozitif, % 3 NaCl’de iireme, ksilozu kullanma, testlerine negatif sonug
verdigi, optimum biiyiime sicakliginm 70 °C oldugu bildirilmistir (Sharp ve
Williams., 1988; Nobre ve Da Costa 2001; Chung ve ark., 2000), Bizim
izolatlarimzdan besinin optimum 75°C’de birinin ise 60°C’de iireme gosterdigi
337 numarali sus hari¢ digerlerinin fruktozu kullanmadig1 saptanmustir.

Thermus besi ortaminda 225 rpm ¢alkalamayla tireyen 331, 333, 335, 337,
385 numaral kiiltiirlerimizin 6zellikleri bilinen Thermus tiirlerinin 6zellikleri ile
karsilagtirildiginda, gelisme sicakliklari, koloni 6zellikleri, katalaz pozitif olmalari
ve % G+C oranlariin benzer olmasi sonucu Thermus cinsine dahil olduklarini
sOyleyebiliriz. 101 numarali izolatimiz ise daha diisiik sicaklikta iiremesi, %GC
oraninin daha diisiik olmasi, koloni rengi, sitrat negatif olmasi, ile Meiothermus
cinsine ait oldugunu sdylememiz miimkiindiir. Bu saptamamizi 101 ve 331
numarali  izolatlarimiza uyguladigimiz DNA  dizi analizi testleride

dogrulamaktadir.

4.2. SDS-PAGE Analizleri

Caligmalarimizda Gr(+) basillere uygulanan SDS-PAGE testleri sonuglari
Sekil 3.25, 3.26., 3.27., 3.29., 3.30.,’da gosterilmis, Gr(+) suslarin SDS-PAGE
analizine gore homolojisisini gosteren dendogram Sekil.3.31°de verilmistir. Bu
calisma sonucunda 57 izolatin on besi birbirine, B. stearothermophillus’a ve
E.coli’ye % 50 ye varan degerlerde benzerlik gosterdigi alti izolatin protein
degerlerinin ise tamamu ile diger suslardan farkli bir dizilime sahip oldugu
saptanmustir. Gr(-) basillere uygulanan SDS-PAGE testleri sonuclar1 Sekil 3.6, 7,
8’de gosterilmis, Gr(-) suslarin SDS-PAGE analizine gére homolojisisini gosteren
dendogram Cizelge 3.35’de verilmistir. Yapilan analizler sonucunda ise
izolatlartmizdan 101 numarali susun 7. thermophillus HBS8 ile ¢ok yakin

benzestigi gbzlenmistir. Ancak bizim izolatimiz optimum 60°C’de gelisirken, T.
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thermophillus suslarimn optimum 73 °C’de gelisme gosterdigi bildirilmistir
(Williams ve Da Costa., 1994). Diger izolatlarimiz standart suslar ile
benzesmedigi, 331 ve 337 susunu birbirine % 50 oranda homoloji gosterdigi, 333,
335 ve 385 numarali suslarin diger izolatlar ve standartlara % 30 oraninda
homoloji gosterdigi saptanmig oldugundan bu suslarin farkli genomik 6zelliklere
sahip izolatlar oldugu ileri siiriilebilir Bu konuda yapilmis c¢alismalarda SDS-
PAGA analizinin numerik taksonomi sonuglari ile yiiksek korelasyon gosterdigi,
kolay tekrarlanabilir oldugu, DNA-DNA homolojisi ¢aligmalar1 ile yakin
benzerlik gosterdigi ve jel lizerinde goriilen protein bantlarmin izoelektrik
odaklanmasimin 0,2-0,5 mm boyutlarinda olmasindan dolayr homolok bantlarla
ortiisme diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu, bu sebepten de SDS iceren % 10°‘luk jelde
yapilan bu tiir ¢aligmalarin, uygun ve ¢ok pratik bir sistem oldugu bildirilmistir
(Jackman, 1982). Yapilmis baska bir ¢alismada da bes adet Gr(-) Thermus
izolatinin 7. thermophillus ve T. aquaticus ile olan yakinliklart SDS-PAGE ile
gosterilmistir (Beffa, 1996). Yine bu konuda yapilmis diger bir ¢aligmada ise
Karadeniz Bolgesinden alinan sicak su orneklerinden izole edilen B. flavothermus
suslarinin protein yapilart B. flavothermus DSM 2641 ile karsilastirilmig
izolatlarin B. flavothermus’a % 40’in altinda homoloji gosterdigi saptanmistir

(Beldiiz ve ark., 2001).

4.3. Gaz Kromatografisi ile Yag Asidi Analizleri

Izole edilen kiiltiirlerden yirmi alt1 adet Gr(+) alt1 adet Gr(-) ve on dort
adet karsilagtirma materyali olarak kullandigimiz bakterilere yag asidi analizi
testleri uygulanmis, sonuglar Cizelge 3.8., 3.9., 3.10., 3.11., 3.12.’de verilmistir.
Bu sonuglara gore Gr(+) suslardaki yag asitlerinden 15:0 iso, 16:iso ve 17:0 iso
yag asitleri yliksek oranlarda bulunurken anteiso olanlar diisiik oranlarda
saptanmis, 2-OH grubu ii¢ izolatta saptanirken 3-OH grubuna sadece bir izolatta
rastlanmus, diger suslarda bu gruplar saptanamanustir. izolatlarimz arasinda
birbirine tamamiyla uyan Ornek gozlenememistir, diger taraftan major gruplar
incelendiginde, Gg04, Gg07, 002, 006, 010, HO6, H21, H22, H25, E04, E06,
Gdo03, Gd10, Gd12, KO1 ve B. stearothermophillus 6rneklerinde 15:0 iso oranlari
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yliksek degerlerde, anteiso oranlari diisiik degerlerde saptanmistir. Gd03 ve Gd12
suglarinin sonuglar1 incelendiginde sadece % 5.38 oraninda fark ile birbirinin
aymsi degerlere sahip olduklari tespit edilmistir. Gg03, Gc02, 004, 005, SO1,
H24, E02, suslarinda ise 14:0 yag asidi diger 6rneklerden daha yiiksek oranlarda
saptanmistir. 15:0 yag asidi bizim izolatlarimizda % 28.42 ile 13.46 degerlerinde
saptanirken Nazina ve arkadaglarinin (2001) yapmis olduklart calismada
bildirdiklerine gore % 0.5 ile 6 arasinda degisen degerlerde saptanmigtir. 16:0 1s0
yag asidi izolatlarimizdan on iki tanesinde % 10’un oldukga tstiindeki degerlerde
oldugu tespit edilirken, diger Gr(+) suslarda % 10’un altinda oldugu saptanmustur.
17:0 anteiso yag asidinin ise dokuz susta % 10’un istiinde degere sahip oldugu
tespit edilmis, diger suslarda diisiik oranlarda oldugu goriilmiistiir. 18:0 yag
asidinin 12 susta bulundugu saptanmistir Yapilan VITEC c¢alismalarimiz
sonucunda izolatlarimizin Ge. stearothermophillus ve Ge. thermodenitrificans
oldugu saptanmistir. Yag asidi analizi sonuglarimizi yapilmis standart caligmalar
ve laboratuarimizda analizini yaptigimiz Ge.stearothermophillus yag asdi oranlari
ile karsilastirdigimizda ise VITEC sonuglarina gore Ge. stearothermophillus
olarak saptanan Gg07 ve KO1 suslariin yag asidi analizi sonuclarida standart
olarak kullandigimiz Ge. stearothermophillus sonuclarina benzer oranda
saptanmigtir. VITEC analizi ile identifiye edilemeyen 006, S01, H24, E06
suslarmin yag asidi analizleri ise diger suslarin oranlarindan farkli olarak tespit
edilmigtir. Daha oOnce yapilmis benzer bir calismanin sonuglar ile
karsilagtirdigimizda ise (Nazina ve ark., 2001) VITEC sonuglarina gore B.
termodenitrificans olarak tespit edilen suglardan O05, E02, izolatlarimz yag asidi
ozellikleri bakimindan benzer bulunmamis, Gd12 ve O10 ve E04’iin 15:0 yag
asidi sonuglarinda ise ¢ok az benzerlik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismamiz
sonucu saptanan oran, ortam, kisi ve deney farkindan dolay1r olusmus

olabileceginden caligsma yeni deneyler ile desteklenmelidir.

Yapilan benzer bir c¢alismada da 16:0 iso yag asidinin B.
thermodenitrificans 466, B. thermoleovorans 155366" , B. thermocatenulatus B
1259, B. stearothermophilus, B. caldotenax DSM 406, B. caldoliticus DSM 405,
B. caldovelox DSM 411, B. thermoglukosidasius, B. licheniformis, B. simithii
DSM 459, B. thermosphaericus P11", Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM
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10154", tiirlerinin hepsinde bulundugu ve miktarlarmin 2,0 ile 37,0 arasinda
degistigi, 17:0 iso yag asidinin, standart olarak kullanilan biitiin tiirlerde 3,0 ile
13,0 arasindaki degerlerde bulundugu, 17:0 anteiso yag asidinin de biitiin
standartlarda bulundugu ve oranlarmin 7,1 ile 42,0 arasinda degistigi, 18:0 yag
asidinin ise B. thermodenitrificans 466, B. thermoleovorans 155366' , B.
thermocatenulatus B1259 ,B. licheniformis ve Aneurinibacillus thermoaerophilus
DSM 10154" ’de bulundugu ancak miktarinin % 0.3 ile 3.4 arasinda degistigi
bildirilmistir (Nazina ve ark.,, 2001). 10:0 yag asidinin yalnizca B.
thermoleovorans 155366" 'da 2,7 oraninda bulundugu bildirilirken (Nazina ve
ark., 2001) bizim izolatlarimizdan yalnizca Gg04 susunda 1.30 oraninda bu yag
asidinin oldugu saptanmistir. Bir bagka ¢alismada da lipit pargalanmasi yapabilen
B. thermoleovorans TH 191 susunda yag asidi analizi yapilmis, 15:0 iso yag
asidinin % 45.88, 17:0 iso yag asidinin % 31,79 16:0 iso yag asidinin ise % 8,81
oraninda bulundugu, bu oranlarin ise toplamim % 86,48’ini olusturdugunu, 15:0
iso oraninin ¢ok yiiksek bir oran oldugu ve toplam memran yag asitlerinin B.
caldotenax DSM 406, B. caldoliticus DSM 405, B. caldovelox DSM 411, B.

thermoclocae suslarinda da yaklasik % 80 oldugu bildirilmistir (Markosian ve

ark., 2000).

Yaptigimiz c¢alismalarimiz sonucu Gazlhigdl ve Omerli kaplicalarindan
izole edilen alt1 adet Gr(-) susun yag asidi analizleri incelendiginde, 101 ve 337
numarali suslarda 3-OH tagiyan yag asitlerinin bulundugu, 2-OH tasiyan yag asidi
icermedikleri, 15:0 iso ve 17:0 iso yag asidi yiizde oranlarinin toplam miktarin,
101°de 69.02, 331°de 60.9, 333°de 53.03, 335°de 66.52, 337°de 76.38, 385 de
58.24 oldugu, 385 numarali susta ayrica 16:0 iso yag asidinin de 16.08 oranin da

bulundugu, saptanmustir.

Gazligol kaplicasindan izole edilen /0/ numarali sus biyokimyasal ve
morfolojik 6zellikleri bakimindan 7. ruber ile benzerlik gostermistir. 60°C’de
Thermus besi ortaminda 225 rpm c¢alkalama ile tiretildiginde turuncu-kirmizi renk
olusturan bu izolat diger suslardan daha diisiik sicaklikta liremektedir ve yag
asitleri ¢esit ve miktarlar1 bakimindan da 7. ruber ile benzesmektedir. 11:0 iso yag
asidi izolatlarimiz i¢inde yalnizca /01 numarali susta saptanmis, ayni yag asidinin

T. ruber. T. thermpohillu HB27, T. brockianus Ys34, T. igniferrae 1260, T.
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thermophillus 1B21 suslarinda da bulundugu saptanmistir. Bu izolatin 15:0 iso ve
17:0 iso yag asidi degerleri konu ile ilgili yapilmis benzer sonuglar ile
karsilastirildiginda ise bizim sonuglarimizin Me .timidus SPS 243 ile, morfolojik
Ozellik olarak ise M. rosaseus ile, benzestigi tespit edilmistir. (Sharp ve Williams.,
1988; Ferreira ve ark., 1999; Nobre ve Da Costa 2001; Pires ve ark., 2005). Sus
olarak Gazligél kaplicasindan izole edilen bu sus mevcut standart veriler ile
karsilastirilmig, tespit edilen veriler ile tamamen Ortlisen bir sonug
saptanamamistir. Bu durumda izolatimizin Meiothermus cinsi iginde farkli bir sus

olabilecegi diisliniilmektedir.

Omerli kaplicasindan izole edilen 331 numarali susun yag asidi sonuglar
karsilastirildiginda bu izolata ait degerlerin 7. aquaticus Ys48 ve T. brockianus
Y30 ile yakin degerler oldugu tespit edilmistir (Nobre ve Da Costa 2001). 333
numarali izolatin yag asidi oranlarinin 7. thermophillus HBS8 ile benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu izolatin sonuglar1 da tamamiyla standart sus
sonugclari ile ortiismemektedir. Ayrica 333 numarali izolatimizin sonuglarinin 335
ve 385 numarali izolatlar ile benzer degerlerde oldugu da belirlenmistir. 335 ve
385 numarali izolatlarimizin sonuglar1 birbirine yakin degerlerde saptanmistir. Bu
iki izolatimizin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarinin da birbirine yakin
degerlerde oldugu belirlenmistir. Ancak bu izolatlarimizin sonuglart ile bire bir
oOrtiisen standart sus yag asidi orant olmamugtir. 337 numarali izolatimizin da bire
bir Ortiistigli standart deger saptanamamistir. Bu izolatimizin iso yag asidi

yiizdesi % 76.38 ile en yiiksek degerde saptanmustir.

Bu konuda yapilmig benzer bir caligmada da, yliksek erime noktasina sahip
1so yag asitlerinin miktarinin fazla, diisiik erime noktasina sahip anteiso yag
asitlerinin miktariin az olmasinin, yiliksek sicaklik seviyelerinde yasama
adaptasyonun  getirdigi bu Ozellik sayesinde membran akigskanliginin
stirdiiriilebildigi bildirilmistir (Markossian ve ark., 2000). Bizim izolatlarimizin
tamaminda yiiksek erime noktasina sahip iso yag asitlerinin oranmin anteiso

olanlara oranla yiiksek oldugu saptanmaistir.

T. silvanus ve T. chliarophilusm ile yapilan benzer bir ¢alismada da bu iki
tiirin 7. ruber’e akraba tiirler oldugu , yag asidi oranlarinin 7. ruber ile benzerlik

gosterdigi, 15:0 iso ve 17:0 iso yag asitlerinin yiiksek oranda bulundugu
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bildirilmistir (Tenreiro ve ark., 1995). Bizim alt1 adet izolatimizin tamaminda 15:0
1so ve 17:0 iso yag asitleri yiiksek miktarda saptanmis, diisiik erime sicakligina
sahip anteiso yag asitlerinin oraninin ise az miktarda oldugu tespit edilmistir. Bu
ozellik ilede izolatlarimizin yiiksek 1silara direncinin arttigini soyleyebiliriz.

Baska bir calismada da T. igniterrae ve T. antranikiani yag asidi oranlari
arastirilmis, % 50 oraninda 15:0 iso ve % 31 oraninda 17:0 iso oldugunu ve diger
Thermus tiirlerindeki yag asitlerinden 17:0 (% 40-50) yiiksek oranda, 15:0 iso (%
10-15) yag asidinin ise diisiik oranda bulundugunu, tip sus olarak kullanilan 7.
filiformis ve T. thermophillus’un yag asitlerinden 15:0 iso’nun (% 4-6) disiik
oranda bulundugunu ancak anteiso yag asitlerinin yiiksek oranlarda bulundugu
bildirilmistir (Chung ve ark., 2000).

Taiwan’dan izole edilen yeni bir tiir olan Me. ftaiwanensis ile yapilan
benzer bir ¢alismada da, 2-OH iso ve anteiso yag asitleri aragtirilmis, oranlarin tip
suglara ¢ok yakin olmasina ragmen 15:0 iso, 17:0 iso, yag asidi oranlar1 anteiso
oranlarindan daha yliksek seviyede bulunmus, benzer suslar arasindaki diger
onemli bir farkin da 18:0 iso diol yag asidinin yeni izolatta % 4,5 ve 3,1 oraninda
bulunurken tip suslarda ¢ok diisiilk miktarda oldugu bildirilmistir (Chen ve ark.,
2002). Bizim izolatlarimiz dan 101 numarali susumuz Meiothermus tiirlerine
benzerlik goztermekte, ancak 18:0 iso diol yag asidi igermemektedir. Bu
izolatimizin DNA dizi analizi sonuglar1 Me. taiwanensis ile benzerlik gostermis,
ancak biyokimyasal Ozelliklerin tam olarak benzesmedigi. izolatimizin koloni
Ozelliklerinin ise kirmizi-turuncu renkte oldugu saptanmistir

Deniz hidrotermal kaynaklarindan izole edilen, optimum 67,5°C’de
bliyliyen beyaz renkli koloni olusturan Marinithermus  hidrothermalis
gen.nov.,sp.nov. ile yapilmis bir calismada da, yag asidi analizleri sonucunda
major yag asitleri olarak, 15:0 iso (% 40.4), 17:0 iso (% 28.5), 16:0 (% 12.9), 15:0
anteiso (% 6), 17:0 anteiso (% 5.4), 16:0 iso (% 2.8) ve 11:0 iso 3-OH (% 1)
saptanmis, bu yag asidi kompozisyonunun daha 6nce tanimlanan 7hermus cinsine
benzedigi ancak, 11:0 iso 3-OH yag asidinin 7hermus cinsinden farkli oldugu

bildirilmistir (Sako ve ark., 2003).
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4.4. 16s rDNA Gen Dizi Analizi

Dizi analizi sonuglarimiz NCBI web sitesinde da degerlendirilmistir.

Bu verilere gore 16S rDNA analizi uygulanan 101, 331 ve 337
suslarimizdan 101 Meiothermus, 331 ve 337 Thermus cinslerine ait oldugu
saptanmistir. PCR ile klonladigimiz 1500 bazlik DNA par¢asindan, 101 numarali
Ornekte 577, 331 numarali Ornekte 961, 337 numarali Ornekte 897 baz
okunabilmigtir. Tirlerin tam smiflandirmasinin yapilmasi i¢in analiz edilmesi
gereken 1500 bazi 534R, 517F 1099F 1114R primerleri ile okuma c¢aligsmalarimiz

surdirulecektir.

4.5. Gr(-) izolatlarin % G+C Degerleri

Gazligdl ve Omerli’de izole edilen bes adet Gr(-) izolatin DNA lar1 izole
edilmig, ve bu DNA 0Ornekleri, termal spektrofotometre kullanilarak % G+C
analizine tabi tutulmustur (Cizelge 3.16.). izolatlarimizdan 335 ve 385’in % 63,74
ve % 63,54 G+C oranina sahip oldugu saptanmistir. Bu iki susun biyokimyasal
test sonuglar1 da birbirine yakin degerde saptanmistir. Ancak DNA’nin erime
sicakliklar1 arasinda 0.02 oraninda bir fark vardir, diger taraftan yag asidi
degerlerinde de ¢ok diisiik oranda fark oldugu belirlenmistir. 101 ve 337 numarali
suslarin %G+C degerleri birbiri ile ayni olmustur ancak, bu iki izolatin koloni
rengi, Uireme sicakligl ve yag asidi analizi sonuglar1 bakimindan tamamiyla farkl
sonuglara sahip oldugu tespit edilmistir. Standart suslarin % G+C oranlarinin
verildigi ¢alismalara gore ise, T.aquaticus YT-1 % 64, T. brockianus Ys38 %63,
T. filiformis wai33A1 % 65, T.oshima SPS17 % 63, T.scodotuctus SE-1 %65, T
.igniterrae % 70,3 T. antranikiani % 65,4 (Saharp ve Williams., 1988; Nobre ve
Da Costa 2001; Chung ve ark., 2000), Me. rosaseus RH9901 % 66,4, Me. ruber
DSM1279 % 61, Me. silvanus DSM 9946 % 63,6, Me cliarophilus DSM 9947 %
69,9, Me.cerberus DSM 11376 % 60,9, Me. timidus % 65,1, Me. taiwanensis %
61,5 olarak bildirilmistir (Pires ve ark., 2005; Chen ve ark., 2002;Chung ve ark.,
1997, Tenreiro ve ark., 1995).
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Bizim 101 numarali izolatimizin biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri
Meiothermus cinsine benzemektedir ancak % 100 akraba oldugu bir tiir
saptanamamustir. Diger izolatlarimiz Thermus cinsinin 6zelliklerini tasimaktadir,
tiir diizeyinde identifikasyon i¢in 517F , 534R, 1099F ve 1114R primerleri ile yeni

caligmalarin yapilmas: siirdiiriilecektir.

4.6. izolatlarin Enzim Ozellikleri

Sicak su kaynaklarindan izole ettigimiz suslardan alt1 adet Gr(-), li¢ adet
Gr(+) susa enzim varhigi etkinligi testi uygulanmig, bunun sonucunda, lipaz,
tripsin , B-glukronidaz, N-asetil-B-glukozaminidaz, a-mannozidas, a-fruktozidaz
enzimlerinin izolatlarimizin higbirinde bulunmadigi, valin arilamidaz, sistin
arilamidaz, a-galaktozidaz’in ise ¢ok diisiik oranda oldugu saptanmistir. Alt1 adet
Gr(-) susun enzim varliklan cizelge 3.14. da gdosterilmistir. Bu sonuglara gore
alkalin fosfotaz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), a-glukozidaz, leusin arilamidaz,
asid fosfotaz, naftol-AS-BI- fosfohidrolaz, p—galaktozidanidaz, B-glukozidaz
maksimum seviyede saptanmistir. 337 numarali izolatimizda dokuz farkli enzim
cok yliksek oranda tespit edilirken, alkalin fosfotaz, esteraz (C4), esteraz lipaz
(C8), asid fosfotaz, Naftol-AS-BI- fosfohidrolaz, a-glukozidaz, B-glukozidaz

izolatlarimizda en yiiksek degerlerde saptanmistir.

Ug adet Gr(+) susa uygulanan enzim testleri sonucunda ise alkalin
fosfotaz, leusin arilamidaz, a-glukozidaz, esteraz ve esteraz lipaz, asid fosfotaz
maksimum  a-glukozidaz  enzimlerinin  maksimum  oranda  {retildigi
saptanmustir.lin izolatlarimiza uyguladigimiz seliilaz aktivitesi testleri sonucunda
ise, Gc02, Gc21 010, K43 o&rneklerinde selillaz pozitif aktivite oldugu
gozlenmistir.

Enzim ozellikleri ile ilgili yapilmis ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir.

Ciinkii termofilik enzimlerden giiniimiizde pek ¢ok alanda yararlanilmaktadir.

Welch ve Williams 1995°te yaptiklar1 bir ¢alismada izlanda dan izole
ettikleri Thermus tiirinden iki yeni termostabil restriksion endoniikleaz enzim
olan, Tsp4C I (ACN/GT) ve Tsp8E I enzimlerini iiretmisler ve bu enzimlerin

mezofilik Bgl I enziminin izosizomeri oldugun bildirmislerdir.
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Yapilan bir bagka ¢alismada ise, Thermus sp. den 70°C’de 20 saat aktivite
gosterebilen, termostabil B-galaktozidaz enziminin saflagtirilip
karekterizasyonunun yapildig1 bidirilmistir (Ohtsu ve ark., 1998). Yapilmis bir
baska calismada da nisasta endiistrisinde ¢ok yogun olarak kullanilan a-amilaz’1
thermofilik Bacillus tiirlerinden pH 5-6 da 55°C’de inkiibasyon ile maksimum
miktarda tiretildigi bildirilmistir (Mamo ve Gessesse., 1999).

Alkalifilik Bacillus izolatinin kullanildigi bir ¢alismada da, nisasta
endiistrisinde ¢ok 6nemli yeri olan 55-60°C’de katalitik aktivite gosterebilen yeni
bir a-amilaz izole edildigi bildirilmistir (Hagihara ve ark., 2001).

Bizim izolatlarimizin da sahip olduklar1 enzim igerikleri nedeni ile oldukca
zengin olduklar1 saptanmistir. Bu sonuglar daha sonra yapilacak olan enzim elde
edilmesi ve biyoteknolojide kullanilmasi ¢alismalarina onciiliikk etmesi agisindan
onemli bir baslangi¢ olacaktir.

Sonug olarak, izole edilen elliyedi adet Gr(+) ve alt1 adet Gr(-) bakteriye
biyokimyasal ve molekiiler testler uygulanmis sicaksu kaynaklarinin mikrobiyel
floras1 oOzellikleri ortaya c¢ikarilmaya calisilmigtir. Sekiz farkli sicak su
kaynagindan izole edilen Gr(+) izolatlarimizin tamaminin Geobacillus cinsine, iki
farkli kaynaktan izole edilen Gr(-) izolatlarimizin ise Thermus ve Meiothermus
cinslerine ait tilirler oldugunu sdylememiz miimkiin olmustur. DNA dizi analizleri
tamamlanan 101 ve 331 numarali izolatlarimiz ise NCBI’de yaptigimiz
degerlendirmeler sonucunda Meiothermus taiwanensis ve Thermus thermophillus
tiirlerine yakin molekiiler yapiya sahip olarak bulunmus ancak, tiir tayinin
yapilmis hicbir bakteri ile tamamiyla benzerlik gostermedigi tespit edilmistir.

Caligmalarimiz DNA dizi analizlerinin yeni primerler ile desteklenmesi ve
izole edilen termofilik yapiya sahip enzimlerin izolasyonu {izerine yapilacak olan
yeni ¢aligsmalar ile siirdiiriilecek, mikrobiyal agidan eldeymemis zenginliklerimiz
olan bu alanlarin igerdigi kesfedilmemis mikrobiyal hayat bilim diinyasina

tantilmaya devam edilecektir.
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EKLER

EK-1, izolat 331’e Ait DNA Dizi Analizi Sonuclarimin Thermus Cinsine Ait
Tiirlerin Baz Dizileri ile Karsilastirilmasi.
gcytaag
1111 222

T fil 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC
Tok20A1 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC
OKo6A1 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC
RT41A 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC
T351 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC
Tok8AIl 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC
331
CGCTGCTGCGTGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCGGTC
T.br YS38 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGGGCG
GGC
ZHGIA1 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGGGCG
GGC

T.scot Vi7 1
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAAGACATGCAAGTCGAGC
GGGG

NMX2A1 1

GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGCG
GGG

T.aq YTI 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC

YS025 1

GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGCC

YS052 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGCC
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HSA1 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC

T.th HBS 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC

T.th HB27 1

GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC

T.flavus 1
GCTCAGGGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGTGCG
GGC

T.osh SPS14 1
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTAAGACATGCAAGTCGTGC
GGGG

HELIX 6 REGION

2222222 22222222222 1111
T.fil 51 TGCGGGG-
TTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
Tok20A1 51 CGCGGGG-
TTTTACTTCGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
OK6A1 51 TGCGGGG-
TTTTACTTCGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
RT41A 51 TGCGGGG-
TTTTACTTCGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
T351 51 TGCGGGG-
TTTTACTTCGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
Tok8A1 51

CGCGGGG-
TTTTACTTCGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG

331
CGCGGGGCTTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGG

T.br YS38 51 CATGGGG-
TTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
ZHGIAI 51 CATGGGG-
TTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG

Vi7 51 CA---GG--
TTTATGCCGTGTCCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
NMX2A1 51 CA---GG--TTTATACC-

TGTTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG

T.aq YT1 51 CGTGGGG----
TATCTCACGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
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YS025 51 CGTGGGG----
TATCTCACGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
YS052 51 CGTGGGG----
TATCTCACGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG

HSA1 51 CGCGGGG-
TTTTACTCTGCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
T.th HB8 51 CGCGGGG-
TTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
T.th HB27 51 CGCGGGG-
TTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG
T.flavus 51 CGCGGGG-

TTTTACTCCGTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG

SPS14 51 --TGG----TT--CGCCAC--
CCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGG

HELIXS I111111--
- ---- -—--11111
T.fil 101
TGACCTACCTGGAAGAGGGGGACAA GAAA CTAATC
CCC
Tok20A1 101

TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

OK6A1 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

RT41A 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

T351 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

Tok8A1 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

331

TGACCTACCCTGAAGAGGGGGA GAAA CTAATC
CCC
T.br YS38 101

TGACCTACCCGGAAGTGTGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCG
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ZHGIA1 101
TGACCTACCCGGAAGTGTGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCG

Vi7 101
TGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATC
CGC

NMX2Al 101

TGACCTACCCGGAAGAGGCGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATC
CGC

T.aq YTI 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACATGGGGAAACCCAGGCTAATC
CCC

YS025 101

TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATC
CCC

YS052 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATC
CCC

HSA1 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

T.th HBS 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

T.th HB27 101
TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

T.flavus 101

TGACCTACCCGGAAGAGGGGGACAACCCGGGGAAACTCGGGCTAATC
CCC

SPS14 101
TGACCTGCCCGGAAGTGGGGGACAACCCGGGGAAACCCGGGCTAATC
CCC

HELIX 10 POSSIBLE SPECIES PROBE REGION
ITITTII T =---1 11111111

T.fil 151
CATGTGGTCGTGCCCTTTGGGGTGCGATTAAAGGGTGAAGAGCCCGCT
TC

Tok20A1 151

CATGTGGTCGTGCCCTTTGGGGTGCGATTAAAGGGTGAAGAGCCCGCT
TC
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OK6A1 151
CATGTGGTCGTGCCCTTTGGGGTGCGATTAAAGGGTGAAGAGCCCGCT
TC

RT41A 151
CATGTGGTCGTGCCCTTTGGGGTGCGATTAAAGGGTGAAGAGCCCGCT
TC

T351 151
CATGTGGTCGTGCCCTTTGGGGTGCGATTAAAGGGTGAAGAGCCCGCT
TC

Tok8A1 151
CATGTGGTCGTGCCCTTTGGGGTGCGATTAAAGGGTGAAGAGCCCGCT
TC

331
CATGTGGACCCGCCCCTTGGGGTGTGTCCAAAGGGCTTTGCCCGCTTC
T.br YS38 151
CATGTGGTCATGTCCTGTGGGGCATGATTAAAGGGCGAG-
AGTCCGCTTC

ZHGIA1 151
CATGTGGTCATGTCCTGTGGGGCATGATTAAAGGGCGAG-
AGTCCGCTTC

Vi7 151
CATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGTAGGACTAAAGGGTGAATAGCCCGCT
TC
NMX2Al 151
CATGTGGTCCTGTCCTGTGGGGCAGGACTAAAGGGTGGATAGCCCGCT
TC

T.aq YT1 151 CATGTGGACACATCCTGTGGGGTGTGTTTAAAGGGTTTT-
-GCCCGCTTC

YS025 151 CATGTGGACACATCCTGTGGGGTGTGTTTAAAGGGTTTT--
GCCCGCTTC

YS052 151 CATGTGGACACATCCTGTGGGGTGTGTTTAAAGGGTTTT--
GCCCGCTTC

HSA1 151 CATGTGGACCCGCCCCTTGGGGCGTGTCCAAAGGGCTTT-
-GCCCGCTTC

T.th HB8 151 CATGTGGACCCGCCCCTTGGGGTGTGTCCAAAGGGCTTT-
-GCCCGCTTC

T.th HB27 151
CATGTGGACCCGCCCCTTGGGGTGTGTCCAAAGGGCTTT--
GCCCGCTTC

T.flavus 151 CATGTGGACCCGCCCCTTGGGGTGTGTCCAAAGGGCTTT--
GCCCGCTTC

SPS14 151 CATGTGGTCCGGCCCC-TGGGCCGTGACTAAAG-
GCCAAAAGCC-GCTTC
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OPPOSITE HELIX 12
STEM 8 11111111111122222222------- 22222222

T.fil 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACC
AA
Tok20A1 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCCAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACC
AA
OKo6A1 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCCAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACC
AA
RT41A 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCCAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACC
AA
T351 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCCAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACC
AA
Tok8A 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACC
AA

331
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACC
AA
T.br YS38 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACC
AA
ZHGIA1 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACC
AA

Vi7 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACC
AA
NMX2Al 201
CCCATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACC
AA

T.aq YTI 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCCACC
AA
YSO25 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCCACC
AA
YSO52 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCCACC
AA
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HSA1 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACC
AA

T.th HBS 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACC
AA
T.th HB27 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACC
AA
T.flavus 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACC
AA

SPS14 201
CGGATGGGCCCGCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCACC
AA

HELIX 12 HELIX 13 HELIX 14
11111111111 IT1111 - 1111111 1111111--

T.fil 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

Tok20A1 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

OK6A1 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

RT41A 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

T351 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

Tok8A1 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

331
GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

T.br YS38 251

GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG
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ZHGIA1 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGACGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

Vi7 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

NMX2Al 251

GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

T.aq YTI 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGACGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

YS025 251

GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGACGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG
YSO52 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGACGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

HSA1 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG
T.th HB&* 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG
T.th HBS 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG
T.th HB27 251
GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG
T.flavus 251

GGCGACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

SPS14 251
GGCAACGACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGCCGGCCACAGGGGCA
CTG

HELIX 15
atgccytecgtegtes’
HELIX 14 357R primer HELIX 16
—————— 1111111  atgccctecgtegtes’ 1111---



141

T.fil 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

Tok20A1 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

OKo6Al 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGAAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
RT41A 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

T351 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

Tok8A1 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

331
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

T.br YS38 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

ZHGIA1 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

Vi7 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
NMX2Al 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

T.aq YTI 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
YS025 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
YS052 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
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HSA1 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
T.th HBS 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
T.th HB27 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA
T.flavus 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

SPS14 301
AGACACGGGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAGGAATCTTCCGC
AA

HELIX 16 HELIX 17
222--222--1111 11112022222
[— V3-
T.fil 351

TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
Tok20A1 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
OKo6Al 351
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
RT41A 351
TGGGCGAAAGCTTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
T351 351
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
Tok8A1 351
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
331
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAAGAAGCCCTT
CGG
T.br YS38 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG
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ZHGIA1 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

ZFIA2 351
TGGACGGAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

Vi7 351
TGGACGGAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

NMX2Al 351
TGGACGGAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

T.aq YTI 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

YS025 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

YS052 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAGGAAGCCCTT
CGG

HSAI 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAAGAAGCCCTT
CGG

T.th HBS 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAAGAAGCCCTT
CGG

T.th HB27 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAAGAAGCCCTT
CGG

T.flavus 351
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGGAGGAAGAAGCCCTT
CGG

SPS14 351
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCTTGCGGGACGAAGCCCCT
CGG

HELIX 17 HELIX 18
222----- 111t 11111 2222-----2222 -
------- I va
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T.fil 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCAGGACGAAATCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

Tok20A1 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCAGGACGAAATCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

OK6A1 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCAGGACGAAATCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

RT41A 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCAGGACGAAATCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

T351 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCAGGACGAAATCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

Tok8A1 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCAGGACGAAATCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

331
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGACGAGGGGACTGA
CGG

T.br YS38 401
GGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGATGAGGGGGATGA
CGG

ZHGIA1 401
GGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGATGAGGGGGATGA
CGG

ZFIA2 401
GGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCTGATGAGGGGGATGA
CGG

Vi7 401
GGTGTAAACTCCTGAACWGGGGACGAAAGCCCCGTATAGGGGGATGA
CGG

NMX2A1 401
GGTGTAAACTCCTGAACTGGGGACGAAAGCCCCGTGTAGGGGGATGA
CGG

T.aq YTI 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGATGAGGGGACTGA
CGG

YS025 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGATGAGGGGACTGA
CGG

YS052 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGATGAGGGGACTGA
CGG
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HSA1 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGATGAGGGGACTGA
CGG

T.th HBS8 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGACGAGGGGACTGA
CGG

T.th HB27 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGAGGAGGGGACTGA
CGG

T.flavus 401
GGTGTAAACTCCTGAACCCGGGACGAAACCCCCGAGGAGGGGACTGA
CGG

SPS14 401
GGTGTAAACCGCTGAACCTGGGACGAAAACCCCCACAAGGGGACTGA
CGG

HELIX 18 gtcgtcggegccattatgd’ 530rev
--11111 5’gcagccgeggtaatacgg 530f
cggtegteggegecattas’ 534rev
5’gccagcagecgeggtaa3’ S517f

T.fil 451
TACTGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
Tok20A1 451
TACTGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
OK6A1 451
TACTGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
RT41A 451
TACTGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
T351 451
TACTGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
Tok8A1 451
TACTGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
331
TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC
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T.br YS38 451
TACCCAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

ZHGIA1 451
TACCCAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

ZFIA2 451

TACCCAGGTAATAGCACCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

Vi7 451
TACCCAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

NMX2Al 451

TACCCAGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

T.aq YTI 451
TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

YS025 451

TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

YS052 451
TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

HSA1 451

TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

T.th HBg& 451
TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

T.th HB27 451
TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

T.flavus 451

TACCGGGGTAATAGCGCCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
AC

SPS14 451
TACCAGGGTAATANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNN

STEM 20
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T.fil 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

Tok20A1 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

OK6A1 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

RT41A 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

T351 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

Tok8A1 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

331
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

T.br YS38 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

ZHGIA1 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

ZFIA2 501
GGAGGGTGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

Vi7 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

NMX2Al 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

T.aq YTI1 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

YS025 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

YS052 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC
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HSA1 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

T.th HBS 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

T.th HB27 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

T.flavus 501
GGAGGGCGCGAGCGTTACCCGGATTCACTGGGCGTAAAGGGCGTGTA
GGC

SPS14 501
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNN

HELIX
222222222------ 111111----- 111111----2222

T fil 551
GGCCTGGTGCGTCTGGCGTTAAAGACCGCGGCTCAACCGCGGGGGTGC
GC

Tok20A1 551
GGCCTGGTGCGTCTGGCGTTAAAGACCGCGGCTCAACCGCGGGGGTGC
GC

OK6A1 551
GGCCTGGTGCGTCTGGCGTTAAAGACCGCGGCTCAACCGCGGGGGTGC
GC
RT41A 551
GGCCTGGTGCGTCTGGCGTTAAAGACCGCGGCTCAACCGCGGGGGTGC
GC

T351 551
GGCCTGGTGCGTCTGGCGTTAAAGACCGCGGCTCAACCGCGGGGGTGC
GC

Tok8A1 551
GGCCTGGTGCGTCTGGCGTTAAAGACCGCGGCTCAACCGCGGGGGTGC
GC

331
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

T.br YS38 551

GGCTTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT
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ZHGIA1 551
GGCTTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

ZFIA2 551
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

Vi7 551
GGCTTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGCCACGGCTCAACCGTGGAGGAG
CGT

NMX2Al 551
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGCCACGGCTCAACCGTGGAGGAG
CGT

T.aq YTI1 551
GGCTTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGCCACGGCTCAACCGTGGAGGAG
CGT

YS025 551
GGCTTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGCCACGGCTCAACCGTGGAGGAG
CGT

YS052 551
GGCTTGGGGCGTCCCATGTGAAAGGCCACGGCTCAACCGTGGAGGAG
CGT

HSA1 551
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

T.th HB8 551
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

T.th HB27 551
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

T.flavus 551
GGCCTGGGGCGTCCCATGTGAAAGACCACGGCTCAACCGTGGGGGAG
CGT

SPS14 551
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCACGGCTCAACCGTGGAACC
GCGC

HELIX 22 HELIX 23
22222

T.fil 601
TGGATACGGCCGGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT
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Tok20A1 601
TGGATACGGCCGGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

OK6A1 601
TGGATACGGCCGGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

RT41A 601
TGGATACGGCCGGGCTAGACGGTGGGAGAGrGTGGTGGAATTCCCGGA
GT

T351 601
TGGATACGGCCGGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

Tok8ALl 601

TGGATACGGCTGGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

331
GGGATACGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCACCC
GT
T.br YS38 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGCGGGAGGGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

ZHGIA1 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGCGGGAGGGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

ZFIA2 601

GGGATACGCTCAGGCTAGACGGCGGGAGGGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

Vi7 601
GGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

NMX2Al 601

GGGATACGCTCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

T.aq YTI 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

YS025 601

GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

YS052 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

HSAI 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT
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T.th HBS 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT
T.th HB27 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

T.flavus 601
GGGATACGCTCAGGCTAGACGGTGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

SPS14 601
CGNATACGCCCGGGCTAGACGGCGGGAGAGGGTGGTGGAATTCCCGG
AGT

HELIX 23 BULGE 24

T.fil 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

Tok20A1 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

OKo6A1 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

RT41A 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

T351 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

Tok8A1 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

331

GACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAGCTCAGGCTAGACGGTGG
GAG

AGGGTGGTGGAATTCCCGGAGTAGCGGTGAAATGCGCAGATACCCAC
CGGATTAGATACCCGGGTAGTNACGCCCTAACGATGCGCGCTAGGTCC
TGGGTCTCTGGGGGCGAGCTACGCGTTAGCGCGCCGCCTGGGAGACGG
GCGCAGGCTGAACTCAAGGAATGACGGGGGCCGCCAGCGGTGACATT
GGTATTCGAGCAGCGAGACGTACAGCNGACTCANGAACGGGTAGCTG
GGTCCCCAGGACCCACAGGGTCGATGCCCTTACCTTGCGAGGGTG
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T.br YS38 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATAGCGAAGGCA
GCC
ZHGIA1 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATAGCGAAGGCA
GCC
ZFIA2 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

Vi7 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC
NMX2Al 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

T.aq YTI 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC
YS025 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC
YS052 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC
HSA1 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

T.th HBS8 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC
T.th HB27 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC
T.flavus 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCGATGGCGAAGGCA
GCC

SPS14 651
AGCGGTGAAATGCGCAGATACCGGGAGGAACGCCAATGGCGAAGGCA
GCC



