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Mardin ili Dargecit veSirnak ili Guclukonak ilgeleri sicak su kaynaklaramd
su ve camur ornekleri alinarak bakteri izolasyoapildi. Bu bakterilerin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri, lipit analizve 16S rRNA dizi analizi yapilarak
tanimlanmasi yapildi.

Hista (Gucluikonak) sicak su kagmadan izole edilen iki tane izolat GE1 ve
GE2 olarak adlandirildi. Bu izolatlar cubgéklinde, gram-pozitif, aerobik, hareketli
ve spor olgturan termofil karekterde olduklari belirlendi. Gialbasilleri genellikle
ikili halde GE2'nin ise tekli halde bulunmaktaditireme sicaklik argh GEL1 igin
30-65 °C (optimum 60°C), GE2 icinde 35-65 °C (optim60°C) olarak bulundu.
Optimum treme pH'st GE1'in 9.0, GE2'nin 9.5 olamtundu. GE1 ve GE2'nin
blyume gratii cizildi ve sirasi ile 15. ve 12. saatlerde ensglkoranda Uredikleri
goruldu. GE1 ve GE2'nin gasta, katalaz, Ureaz, fosfataz testleri pozitipitessdildi.
izolatlarin %1’lik NaCl'e tolerans gosterdikleri sapdi. GE1'in karbon kayga
olarak galaktoz, sakkaroz, maltoz ve laktozu kullgn glukoz, fruktoz ve gliseroli
de zayif birsekilde kullandgl saptandi. GE2'nin maltozu karbon kagnalarak
kullandigl, glikoz ve sakkaroz da zayif olarak kullagidespit edildi.

Ihsu (Dargecit) kaplicasindan izole edilen, AH& &AH2 olarak adlandirilan
izolatlar cubuksekilli, gram-pozitif, spor olgturan, aerobik, hareketli termofilik
Ozellikte bakterilerdir. Hucreleri genellikle ikinalde bulunmaktadir. AH1'in Greme
sicaklk aralgl 30-65 °C (optimumu 60 °C) olarak bulundu. AH2'tineme sicaklik
aralgl ise 30-65 °C (optimum 65 °C) olarak bulundu. AWpH Ureme ara@ 5.5-
10.0 (optimum 7.5) bulundu. AH2'nin pH ldreme anak.0-11.0 (optimum 7.5)

olarak bulundu. AH1 ve AH2' nin buylime ggafiincelendginde, ¢@almanin



sirasiyla 24. saat ve 15. saat @dwsaptandiizolatlarin ngasta hidrolizi, katalaz,
kazein, lipaz ve fosfataz testleri pozitif olaraspit edildi. Her iki izolatin da lizozim
duyarliligl ve sodyum azid duyarlgh pozitif gorildl. Ayrica izolatlarin %2’lik
NaCl'e toleransl olduklari gorildi. AH1'in karbdraynagl olarak galaktoz ve
gliseroli zayif olarak kullangi tespit edildi. AH2'nin ise sakkaroz, laktoz ve
gliserolu zayif bigekilde kullandgi tespit edildi.

GE1, GE2, AHZ'in lipit analizleriAlicyclobacillus acidocaldariussubsp.
rittmannii ve Geobacillus toebistandartlari ile yapilan katastirmalarda izolatlarin
fosfolipitleri, glikolipitleri ve aminolipitlerinin Geobacillusstandatlarina benzerlik
gosterdgi goralda.

GElin 16S rRNA gen dizisinin veri tabanindaki geli tlrlerle
karsilastirilmasi soncund&eobacilluscinsine ait turle yakinlik gésteggdigoraldi.
Geobacilluscinsinin yeni bir tirl olabile@ distinulmektedir.

GEZ2'nin 16S rRNA gen dizi analizi sonuclargeti tirlerle kagilastirildiginda
Geobacillus kaua' yakinlk gosterghi goraldu.

AH1 ve AH2'nin 16S rRNA gen dizi analizi veri tabadaki mevcut tirlerle
karsilastirildiginda Anoxybacillus flavithermius % 99 oraninda yakinlik gostegdi
bulunmugtur.

Anahtar Kelimeler: Bakteri tanimlanmasi, termofilik bakteri, 16S rRN®&icak su

kaynasi



ABSTRACT

In Dargecit, Mardin and in Gugclukonak, Sirnak dids of hot springs water
and mud samples of bacteria were isolated. Morghcdd physiological,
biochemical characteristics, lipid analysis andnidieation 16S rRNA sequence
analysis of these bacteria was performed and iitkshti
Two strains isolated from hot springs of Hista (lekgnak) was called GE1 and
GE2. These isolates were rod shaped, gram-posdimbic, and sports animated
character has been identified as forming thermepiacillus of GE1 is usually
found as bilateral. Otherwise, bacillus of GE2asrfd as asingle. 30-65 °C (optimum
60 °C) for GE1 and 35-65 °C (optimum 60 °C) for GE®as found as the
temperature range of reproductive. Optimum growith fpor GE1 and GE2 were
found 9 and 9,5. Growt graphic of GE1 and GE2 wanawvn and produce the
highest rate of they were seen in the fifteenth tareldfth hours, respectively. Starch,
catalase, urease, phosphatase tests of GE1 andh&/€2determined positive. 1%
NaCl tolerance of isolates were found to show. @Edd galactose, sucrose, maltose
and lactose as carbon source; glucose, fructosglgoérol which are used in a way
that very little was stated. GE2 used maltose axé#nbon source, glucose and were
used as the weak.

Strains isolated from hot springs of Ihisu (Dargecivas named AH1 and
AH2. These bacteria are rod-shaped, gram-posisipere forming, aerobic, active
thermophilic properties. Cells of these bacteria asually bilateral. 30-65 © C
(optimum 60 ° C) was found as temperature rangeefoductive for AH1, 30-65
(optimum 65 ° C) was found as the temperature rafgeeproductive for AH2.

Reproductive pH range was found 5.5-10 (optimun) b AH1. reproductive pH



range 6-11 (optimum 7.5) was found. Reproductive naiige was found 6-11
(optimum 7.5) for AH2. The optimum time to produoe AH1 and AH2 have been
seen 24th and 15th hours, respectively. Starchohyais, catalase, casein, lipase and
phosphatase tests of isolates were positive. theziyme sensitivity and sodium
azide sensitivity of both isolates have been samsitipe. 2 % NaCl tolerance of
isolates were found to show. AH1 as a carbon sousesl galactose and glycerol
poorly. AH2 also used sucrose, lactose, and glyceroa weak manner were
determined.

Lipid analysis of GE1, GE2, AH1, the comparisorthwstandard isolates
Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii and Geobacillus toebji
phospholipids, glycolipids and amino lipids of &t&s were similar to the standard of
the Geobacillus toebii

16S rRNA gene sequence database of GE1 by compaiihgther species
in the genugGeobacillusspecies were found to sympathize with. A new sgeof
the genusseobacillusis thought to be.

16S rRNA gene of GE2 compared with other types ralysis is showed
Geobacillus kaua' sympathize.

16S rRNA gene sequence analysis of AH1 and AHZ2mparison with the
existing data base is similar Amoxybacillusgenus and\noxybacillus flavithermus
was 99 % affinity.

Keywords: Bacterial identification, thermophilic bacterigS rRNA, Hot springs



TESEKKUR
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1. GIRiS

Mikroorganizmalari belli, gecerli ve devamli birakifikasyona tabi tutma
fikri eskiden balamis olmasina kawn, yeni mikroorganizmalarin bulunmasi ve
bunlarin dgisik karakterlere sahip olmalari nedeniyle yapilastesnatikler devamli
desismekte ve vyerlerine yeni bulgulara uygun olanlarizitanmakta ve
konulmaktadr.

Gunumizde biyosferin  yaygin ve o6nemli bir kisminilusturan
mikroorganizmalarin besin Uretiminde kullanilanlar hastalik yapanlarininsgnda
buyiik bir c@gunlugu, tanimlanamangtir.?

Son yillarda mikrobiyolojide yiksek sicakliklardakarasal sicak su
kaynaklarinda yapilan cainalar filogenetik ve fizyolojik farkhliklar ortey
cikarmstir. Bakteri populasyonlari ile cainak ¢ok biyuk karmakliga ve bir cok
dyenin kultire alinabilme 0Ozelinden dolayr oldukga zordur. Ancak DNA'ya
dayanan analizler bu cevrelerden izole edilen badgten karekterize edilmesine
buyiik katki sglamistir.

Sicaklik cevresel ggskenler arasinda en 6nemli etkenlerden biridirsa@n
organizmalarin siniflandiriimasi sik sik biyologistemlerde temel olarak gintlen
sicaklikla yakindan gkilidir. *

Ekstremofilik mikroorganizmalar; volkanlarin yilkse sicakliklarinda,
kutuplarin dguk sicakliklarinda, ¢cok @ik ve cok yiuksek pH gerlerinde (pH 0-3
veya pH 10-12) veya cok yiksek tuz konsantrasyordar (%5-30) ygamak icin
adapte olmglardir. Busekilde farkl ekolojik kgullarda yaayan mikroorganizmalar

termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik bateriler seklinde siniflandirilmstir.



Yasam koullarimizdan oldukca farklisartlarda ysayan ekstrem canl
gruplarindan biri olan termofilik bakteriler sorlgrda ygun ilgi duyulan argtirma
odaklarindan biri olmgtur. Pek cok canl grubunun gayabilmesinin imkansiz
oldugu sicakliklarda bile enzimlerini kullanabilmeleri ev yaamlarini
strdurebilmeleri, agairmacilari bu konuda camalar yapmaya yoneltstir.> Bu
organizmalar 45 - 80 °C arginda kolayca tireyebilmektedirl®r.

Termofilik bakterilerle ilgili yapilan ¢cagmalarin ¢@gu Bacillus cinsine ait
Grup 5 icinde siniflandirilan bakterilerle ilgilidiBu cinse ait termofilik bakteriler
genelde aerobik veya fakultatif anaerobik gram ffozpor formu olgturan
bakteriler olup Grup 1 ve 5 icinde siniflandirigtm.”

Termofilik  mikroorganizmalarin  yuksek sicakliklaid ortamlarda
yasayabilmeleri icin ve hicrenin dayanikli olmasi idiiicre membranlarindaki
doymu yag asitlerinin oraninin fazla olg@u, yas asitlerinin hticre icin hidrofobik bir
ortam olyturdusu yapilan argtirmalar ile ortaya konmyur.®

Dunyamizda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyukacak su kaynaklari gibi
cesitli jeotermal alanlardan aerobik termofillerin lasyonlari yapilmaktadfr.
Ozellikle Turkiye'yi de icerenitalya, Bulgaristan, Yunanistan, Cin, Hindistan,
Yellow Stone Ulusal parki védzlanda gibi dinyanin farkli bélgelerdeki birgok
jeotermal alanlardan termofilik bakterilerin fermk ve genotipik karekterizasyonu
yapilmstir.®

Jeotermal kaynaklar agisindan oldukca zengin oldkemizde iller
Bankasi'nin 2001 yilinda yayinlagnoldugu listeye gore resmi kayitlara alingni40
adet jeotermal saha bulunmaktadir. Yapilan literati@tirmalar bu alanda daha

once yapilmy kapsamli catmalarin olmadiini ortaya koymaktadir. Ayrica tlkemiz



sinirlari icinde ise sicalgi 40 °C’nin Uzerinde olan 133 adet sicak su kayna
bulunmaktadif-

Sicak su kaynaklari ve greyzler, sicak su, buhdvazen diik pH, civa gibi
zararli elementler ile karekterize edilir. Bu aknlve son caymalar evrimci
biyologlar, biyoteknoloji potansiyeli ve astrobiwiiltarafindan ilham alinnguir.*°

Bu calsmada, daha once bakteri izolasyonu ve tanimlaniyasilmayan
Mardin ili Dargecit veSirnak ili Guclukonak ilceleri sicak su kaynaklaramdsu ve
camur oOrnekleri alinarak biyoteknolojik acidan o6fierermofilik bakterilerin
izolasyonu ve tanimlanmasi amagclagtmi Ayrica tanimlanny olan termofilik
bakterilerin yeni tir veya alt tir olup olmadiklan tespit edilmeleri taksonomik

acidan 6nem arz etmektedir.
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2. KAYNAK ARA STIRMASI

2.1. MIKROORGAN IZMALARIN TAR IHCESI

Mikroorganizmalari ilk bulansekillerini ¢izen ve hareketlerini izleyen A. van
Leeuwenhoek'dan sonrgyecli bir botanist olan Carl von Linne (Carolus hé&aus)
bakterileri kendi yap@ bir siniflamaya dahil etmive ilk defa binomial sistem
icinde siniflandirmaya ¢amistir. Linne "Species Plantarum ve Systema Naturae"
adli eserinde binomial sisteme goére isimlendirm@yen gostermgtir. Bu sistemde,
bir mikroorganizma iki bilimsel adla belirlenmektedBunlardan biri cins (genus) ve
digeri de tur (species) ismidir. Danimarkali birgaobilimcisi olan Otto Frederich
Muller, 1773'de, mikroorganizmalari siniflandirmaygalsmis ve kendi
sistematginde bakteri iceren iki cinse yer vegtii. 1-Monas: oval ve yuvarlak
bakteri turlerini ve 2- Vibrio: uzun formlu (¢comakiciminde) olanlari icine
almaktadir. Mikroorganizmalarin  morfolojik karakemini esas alan bir
klasifikasyon F.Cohn tarafindan 1872'de yapgtmi Bu siniflamada bircok sporlu
mikroorganizmalara da yer verilgir. Migula, 1897'de, mikroorganizmalari sadece
morfolojilerine gore dgil, ayni zamanda renk (koloni) ve bazi fizyolojik
karakterlerini dikkate alan (nitrogen fiksasyonbiyibir sistem gefitirmis ve bunu
"System of the bacteria" adi altinda yayimlgimi D.F.Chester, 1899 ve 1901 yillari
arasinda, "Manual of determinative bacteriologyyyimlamslar ve bu eser,
"Society of American Bacteriologists"in kurulmasid@aderlik etmgtir. 1923'de
Society of American Bacteriologists tarafindan "Mah of Determinative

Bacteriology" yayimlanmtir. Bu kitabi hazirlayan komitenin fiaa da D.H. Bergey

getirilmistir. Bu manual zamanla 1984-1986 vyillarinda "BetgeWanual of

Systematic Bacteriology" adi altinda yayin (;lkar$hm.l



2.2. BAKTERI SINIFLANDIRMASI

Canlilar 16S rRNA dizi analizlerine gore incelefidde Archaea, Bacteria
ve Eucarya olarak simniflandirilgtir (Sekil 2.1). Mikroorganizmalarin 6zellikleri,
onlan yuksek canhlarda uygulagdigibi filogenetik temele dayali olarak tam bir
sekilde tdr, cins, familya, takim, sinifjube taksonomik dizisine uygun bir
siniflandirma yapilabilmek icin sinirhdir.

Tarihsel gekim icinde bakterilerin taksonomisi konusundair ¢ok

karakterler esas alinaraksé siniflandirmalar yapilngtir. Bunlardan bazilari;

2.2.1. Dgal (filojenik) klasifikasyon: Bu sistemafiin esasini,
mikroorganizmalardan birbirlerine ¢ok benzeyenlerdbaya toplamak ayri karakter
tastyanlarn cikarmak okturmaktadir. Burada benzerlik kavrami icinde, mimjii,

kiltrel, fizyolojik, biyokimyasal, kimyasal, patmlk, vs. dzellikler bulunmaktadfr.

2.2.2. Numerikal (sayisal) klasifikasyonBu yontemde, belli & 6zellikler
ile benzerlik gosteren ¢cok sayida bakteri kokenlaselenir. Her bakteri kokeninde
gorunum, htcre ince yapisi, metabolizma ve enzimhderlgili ylzeylerle karakter
incelenir ve sonugclar bilgisayarlara verilir. Buellikleri bakimindan yakindan

uzaktan benzerlik gdsteren kokenler guruplandfrilir
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Sekil 2.1: Canhlarin Filogenetik Siniflandiriimasi

2.2.3. Genetik klasifikasyon Bakterilerde belirli yontemlerle yapilan

DNA+DNA hibridizasyon deneylerinde ayri bakterilex# olan iki tek DNA sarmali
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birbirleri ile kasilastiklarinda birbirlerine uyan bazlar karkli olarak birleserek cift
siral hibrit DNA'lar olgturabilirler. iki bakteri filogenetik bakimdan birbirlerine ne
kadar yakin iseler, nukleotid bazlari arasindakefine sayisi o kadar fazla olur. Bu
sekilde DNA'lan birbirleri ile %70 ve daha fazlaaoda birleme gosteren iki bakteri
ayni tirden sayilirlar. Bakterilerde DNA/DNA hibdizasyonlari danda DNA/RNA
ve 16S rRNA gen siralarinin analizi de turler ailskileri saptamada yararlanilan

yontemlerdir’

2.2.4. Antijenik klasifikasyon: Bazi bakteri familya veya cinslerini kapsayan

ve antijenik yapilarini esas alan bir klasifikasyagsididir.

2.2.5. Fajla tiplendirme: Turler ici veya turler arasi gkiyi saptamada fajla
tiplendirme de kullaniimaktadir. Ayni tire aitskar, kendilerine 6zgu fajlara goére

gruplara ayrilabilmektedirler.

2.2.6. Kemotaksonomi: Daha az oranda spesifitesi olan ve bakterilerin
kimyasal yapilarini esas alan bir siniflandirma@u. kimyasal yapilar arasinda,
baslica, hiicre duvar kompozisyonu, lipid kompozisyogs;tli proteinlerin amino

asit siralari ve tirleri, enzim karakterleri vsraia®

2.3. Gram-pozitif Endospor Olusturan Basiller

Bircok bakteri cinsi endospor-formu eturabilmektedift Bunlardan gram
pozitif cubuk seklinde, zorunlu aerobik olaBacillus cinsi ve zorunlu anaerobik
Clostridium cinsi en iyi bilinenleridi®> Bu organizmalar cevresahrtlara kagi

desisime wrarlar. Besin yoklgunda her bir hiicre tek bir internal sporsluur?



Hareketsiz bir hiicre olan spor sicakliktan dold&urumaya ve kimyasal
ajanlara kay oldukca direnclidir. Uygun ortam gandigi zaman spor gelneye
baslar ve tek bir vejatatif hiicre ajur* Sporlarin olgumu bakterinin karbonhidrat
kaynaklarinin tikenmesi sonucu hucrelerin Gremeyiddrmasindan 4 ile 8 saat

sonra meydana gefir.

Tablo 2.1: BacillusCinsi Bakterilerin Taksonomisi (Garrity ve ark, 200

Sistematik Durum Tur/Alt tiir sayisi

DomainBacteria
Filum Firmicutes
SinifBacilli
TakimBacillales™

Familya IBacillaceaé"

Cins Bacillus™ 135
Cins llAlkalibacillus’® 4
Cins IllAmphibacillus’® 3
Cins IVAnoxybacillus™ 11
Cins Caldalkalibacillus™ 1
Cins VICerasibacillug” 1
CinsVII. Exiguobacteriufn 10
Cins VllIFilobacillus*” 1
Cins IXGeobacillug® 18
Cins XGracillibacillus'® 4
Cins XIHalobacillus'” 10
Cins XlIHalolactibacillus™™ 2

10



Cins XlllJeotgalibacillus™
Cins XIVLentibacillus’”
Cins XVMarinibacillus "
Cins XVIOceanobacillug”
Cins XVIIOrnithinibacillus”™
Cins XVIlIParaliobacillus’™
Cins XIXPaucisalibacillug”
Cins XXPontibacillus”
Cins XXISaccharococcl§
Cins XXlISalinibacillug®
Cins XXIlIl Tenuibacillug®
Cins XXIVThalassobacillu§’
Cins XXVUreibacillus’”
Cins XXVIVirgibacillus""
Cins XXVl Salibacillus”™
Cins XXVl Vulcanibacillus®
Familya llAlicyclobacillaceae
Cins I.Alicyclobacillus’®
Cins lIPasteuria"-
Cins IlI. Sulfobacillus’®
Familya Ill Caryohanacea®
Cins ICaryophanofi-
Familya IVListeriaceae
Cins Listeria™
Cins IIBrochothrix*-

Familya VPaenibacillaceae

15

16

11



Cins Paenibacillus®
Cins Il. Ammoniphilus’®
Cins IIl. Aneurinibacillus"”
Cins IV. Brevibacillus’®
Cins V.Cohnella®
Cins VOxalophagu¥
Cins VITermicanu¥’
Cins VIII. Termobacillus”™
Familya VIPlanococcaced®
Cins Planococcu®-
Cins IFilibacter’”
Cins llIKurthia™"
Cins IVPlanomicrobiunt”
Cins \Sporosarcind*
Familya VIl.Sporolactobacillaceaceae
Cins Bporolactobacillus*-
Cins IMarinococcug”
Cins lliSinococcu¥’
Familya VIll.Staphylococcaceae
Cins Btaphylococcds
Cins IIGemella*
Cins lleotgalicoccu¥’
Cins IMMacrococcug”
Cins \Salinicoccug”
Familya IXTermoactinomycetacedé.

Cins Termoactinomyces

96

11

54

12



Cins ILaceyelld"” 5

Cins llIPlanifilum”” 2

Cins IVSeinonell&” 2

Cins VThermoflavimicrobiurnt” 2
Familya XTuricibacteraceae

Cins Turicibacter” 1

Bacilli sinifi yapilan siniflandirmaya gorBacillales takiminda 10 tane
familya ayriimstir (Tablo 2.1). Bu familyalarda bulunan cinslegogu endospor
olusturmaktadir. Bu cagmada Geobacillus ve Anoxybacillusinslerine aittirler
izole edilmitir. Bundan dolayl burada detayili olarak bu cinslerireliikleri

anlatilacaktir.

2.3.1.GeobacillusCinsi

Bacillus cinsini olwturan gram-pozitif, endospor formlu bakteriler sonkac
yilda  Alicyclobacillus,  Aneurinibacillus Brevibacillus,  Gracilibacillus,
Paenibacillus, Salibacillus, Ureibacillusve Virgibacillus gibi bir ¢cok cinse
ayrilmistir’ (Tablo 2.1), $ekil 2.2). Geobacillus cinsine ait tirldacillus cinsi
icerisinde dgerlendiriliyordu. Daha sonra ayri bir cins olarakgerlendirildi®
Geobacillus cinsi 2001 yilinda ilk olarak Nazina ve arkglda tarafindan
bulunmutur. Bu cins c¢ubukseklinde, endospor ofturan, gram- pozitif hicre
duvarina sahip fakat bu durumgigklik gosterebilir. Bu cins fakiltatif anaerobik
veya aerobik olabilmektedir. Zorunlu termofilik km 37-75 °C arasinda
ureyebilmekte ve optimumu 55-65 °C arasindgisteekte, notrofilikler pH 6.0 ile

8.5 arasinda tremektediBunlar satiire edilngiyag asidi icerirle®'°16S rRNA dizi
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analizleri % 96.5'ten daha fazla benzerlik gostédenéoirlikte DNA" daki G+C

oranlari % 48.2-58 mol'dur

Macerans Palymyxa
Popillize
Brevis ,
Faeniacillus Pantothenticus
Agn
Virgibatillus
Laterosporus Brevibactius Cyclaheplanicus
Alicyefobacillus
Salexigens —— Acidocaloanus
) ) ghbacillus
Marismoriui
Haloloharans _ - o Acideterresing
HTALTIREGE Thermoasrophiius
Aneurinisqcillus
Subiilis
Migulanus
Bagifiius
Cereus Geokacillus
. : Kaustoptilus
Badius Ureibacilus o
Subterransus Stearothermophilus
Halophiius
ka Thermasphaencus Temeneus

Sekil 2.2: Geobacilluscinsinin dger Bacillus cinsleri ile iliskisi (Marchant and

Banat, 2010)

Geobacillus cinsine ait turler dinyada @gal ve insan yapimi termal

habitatlarda yayiyi gostermektedit? GiiniimiizdeGeobacilluscinsine ait 19 tane

7,9,13

gecerli tlr tanimlanngtir (Tablo 2.2). Bu tirler esas olarak gdya geny bir

14



olctide yayilmglardir” Bazi izolatlar serin toprak bélgelerinderGeobacillus
debili9’** yiiksek sicakliktaki petrol rezervlerindéeoabacillus lituanicys®,
saman gibresindenGéobacillus toebif) sicak su kaynaklarindanGéobacillus
gargensiy’izole edilmitir.

Geobacillus cinsinin  karekteristik  6zelliklerinden  biri  endospo
olusturmalandir. Mezofilik basillerde endospor gigk cevre kagullarinda
yasamalarini sglamaktadir. Mezofilik bakterilerde vejatatif huaahin farkhligi,
sicaklik ve kimyasal ajanlar tarafindan oldirilededdayca anlgilabilmektedir.
Fakat bu durum termofilik bir mikroorganizma olaBeobacillus cinsi igin
gosterilmemgtir. Cunkld Geobacillus cinsi bu ajanlara ker vejatatif hicreler
tarafindan direnclilik gostermektedir. Bu ylzden ordgrin  dglhmi ve
Geobacilludarin  bu cevrelerde hayatta kalmalarn direkt dtareheniiz

saptanamangtir.’

Tablo 2.2: Geobacillusinsine ait tiirler

Geobacillus caldoxylosilyticus

Geobacillus debilis

Geobacillus gargensis

Geobacillus jurassicus

Geobacillus kaustophilus

Geobacillus lituanicus

Geobacillus pallidus

Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus subterraneus
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Geobacillus tepidamans

Geobacillus thermocatenulatus

Geobacillus thermodenitrificans

Geobacillus thermoglucosidasius

Geobacillus thermoleovorans

Geobacillus toebii

Geobacillus uzenensis

Geobacillus vulcani

Geobacillus caldoproteolyticus

Geobacillus zalihane

(Rahman ve ark. 2007)

2.3.2.AnoxybacillusCinsi

Termofillerin ilk rapor ediginden ginimuze kadar, bir ¢cok spor sbluan
termofilik bakterilerin ttrt rapor edilmiolup bunlar geneldBacillus ve Clostridium
cinslerine aittir'®

Anoxybacilluscinsi Bacillus cinsinden ayrilmtir ve ilk tlri Anoxybacillus
pushchinoensi®SM 12423 dir. ilk olarak bu cinse ait tiir Pikuta ve arkglda
tarafindan tanimlanmtir.'” ilk tanimlamalar bu tiiriin zorunlu anaerob @au
seklindeydi. Daha sonra pikuta ve arkglda bu turin d@ru olarak tanimlamasi
sonucu bunlarin zorunlu anaerob veya aerotoleraaerab seklinde olabildgini
belirtmistir. Ayrica yapilan daha ayrintili tanimlamalar gsoanda Anoxybacillus
cinsin zorunlu anaerob, fakiltatif anaerob, aesstoit anaerob veya fakultatif

anaerobseklinde dgisiklik gosterdii belirlenmitir.'” Bu cinsin simdiye kadar
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tanimlanan 11 tane tOrld bulunmaktadir. BunlAnoxybacillus pushchinoensis,
Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus gonengisoxybacillus contaminans,
Anoxybacillus  voinovskinsis Anoxybacillus ayderensis, Anoxybacillus
kestanbolensis, Anoxybacillus kamchatkensis, Amaijls amylolyticus,
Anoxybacillus rupiensisve Anoxybacillus bogrovensistir.®® Ayrica Batman
(Tarkiye) sicak su kaplicasind&moxybacillus kamchatkenssbsp.asaccharedens

olarak adlandirilan yeni bir alt tiir izole ediktii.*®*°

2.4. Termofilik Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar optimum biyume sicakliklari diki&a alindginda
psikrofiller (20 °C altinda), mezofiller (20-55 °@¢ termofiller (55 °C lzeri) olmak
Uzere U¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlarin haricindestfansson ve Stetter (1992)
termofil grubunu daha da gslaterek 60-80 °C arasinda ureyenler icin ekstrdmofi
80 °C’nin Uzerinde ureyenler icin ise hipertermdnimini kullanmgtir. Gerek
termofilik gerekse hipertermofilik enzimler karakgtik olarak 40 °C’nin altinda
etkin bir aktivite gostermezIéP. Ekstrem termofilik mikroorganizmalar genellikle
Arkea (Archeae)'lara dahil edilen mikroorganizmaliaf®?*

Termofilik bakterilerin karekterizasyonu ile ilgililk calisma aerobik
sporformlu ve 70 °C' de lreyen bakteriler ile yamtir.?>% ilk termofilik bakteri
1888'de Miquel tarafindan tanimlarngm.>®> Daha sonraBacillus ve Clostridium
cinslerine ait bir cok spor formlu bakteri tirii ie@dilmistir. 223
Termofilik ve hipertermofilik anaerob mikroorgamalar kitasal ve deniz alt

volkanik bolgelerden, jeotermal elektrik santrali@iarak 1sinmy sedimentlerden ve

hidrotermal @izlardan izole edilmekteléf. Anaerobik termofiller, aerobik
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termofillere gore daha cok gdilik gostermektedir ve ekstrem ytiksek sicaklirkla
cogalmalari daha kolaydir. Zorunlu anaerobik mikrooigenalar yuksek tuz
konsantrasyonu ve giiik pH‘da adaptasyon gostermektedifier.

Mikroorganizmalar ygayan tum canhlar gibi wamak zorunda oldiu
sartlara adapte olmglardir. Termofillerin termostabil, denatiranlara pr@teolizlere
karsi direcli proteinler icerdikleri rapor edilgtir. Bu organizmalar tarafindan
Ozellsmis bu proteinlersaperon olarak bilinmektedir. Bu proteinlerin, kathaak
eski d@al yapisini geri kazanmasini gkemaktadir. Termofillerin hiicre duvari
doymu yag asitleri icermektedir. Bu yaasitleri hidrofobik bir ortam okiurarak
hiicrelerin sert bir yap! kazanmalaringlsgarak yiksek sicakliklarda gamalarini
sazlamaktadir®

Termofillerin DNA'lari ters DNA giraz icermektediBu DNA giraz, pozitif
super sarmal okturur. Bu, DNA 'nin erime noktasini yikselterek amgmanin
maksimum buyime sicaklna kadar yukseltir. Ayrica termofiller nontermaant
organizmalarin kullangi elektrostatik disulfit kbprisu ve hidrofobik dgimleri
yukselterek yiiksek sicaklilari tolere eder.

Termofilik mikroorganizmalar biyoteknolojik potegslleriden ve 6nemli
ekolojik  fonksiyonlaridan dolayr bayuk ilgi cekmekiirler. Bu grup
mikroorganizmalarin biyoteknolojik alanlaragtadigl katkilar; 1) Kisa zamanda
cogalmalari yuksek oranda lreme kapasiteleringlasaaktadir. 2) Termofilik
mikroorganizmalardan izole edilen enzimler gesicaklik ve pH araliklarinda daha
stabildir. 3) Cunkd bunlarin biyosentetik aktivegl farklidir, termofiller dgerli

metabolitlerin tretimi icin aday olabilecek 6zetéklir?’
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Asagidaki tabloda termofilik mikroorganizmalardan elddilen drtinler ve

biyoteknolojde kullanim alanlari gosterilmektediiaplo 2.3).

Tablo 2.3: Termofilik Mikroorganizmalara ait Uriinlerin Kullam Alanlari

Kaynak Kullanim
DNA polimeraz PCR ile DNA
amiiéesyonunda

DNA ligaz

Alkalin fosfataz

Proteaz ve lipaz

Lipaz, pullanaz, amylopullulanaz, proteaz
a- Amilaz, glukoamilazg- glukosidaz, xyloze
ve glukoz izomeraz

Alkol dehidrogenaz

Xylanases

Antibiyotik

Kuakurt oksitleyici mkroorganizmalar

Termofilik mikroorganizmalar

Ligaz reaksiyon zinciri
(LCR)

Tshis
Sut ve st drtnlexind
Firincilik, biracilik,
keratinden amaoid
uretiminde
Kimyasal sentezéerd

Ke beyazlatmada

Eczacilikiaci
yapnda

Biyoli¢, komdr, atik gaz
Ddsiiizasyon

Atik aritma ve metan
lineinde

(Satyanarayana, 2008)
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2.5.Bakterilerin Tanimlanmasi
Bakterilerin identifikasyonlari icin morfolojik, Ziyolojik, biyokimyasal ve

genetik 6zeliklerini ortaya ¢ikaran analizler yapaktadir.

2.5.1. Morfolojik Ozellikleri

Bakterilerin bireysel morfolojileri boyutlarinin kdtcik olmalari nedeniyle
ancak mikroskoplar Ik mikroskobu, karanlik saha, faz kontrast, elaktro
mikroskop, vs.) altinda gozlenerek, saptanabilw. @nacla, uygun sivi veya Kati
ortamlarda saf olarak uretilen bakterilerden hamah preparatlar 6zel boyalarla
boyanarak incelenirler. Mikroskop altinda, bakei bireysel formlari (yuvarlak,
oval, kokoid, comak, kokobasil, virgll, spiral, pteorfik, vs.), buyuklgi (kucuk,
blyuk, vs.), kenarlari (duz, kéli, egri, paralel, vs.), diziki (kime, zincir, flament,
vs.), spor durumu (var veya yok, varsa termindhteuminal, sentral, lateral, vs.) ve
boyanma oOzelfii (Gram negatif veya pozitif) incelenir. Ayrica siertamlardan
hazirlanan preparatlarla hareketli olup olmadiklakkinda bir fikir edinilebilir ve

ayni zamanda morfolojileri belirlenr.

2.5.2. Fizyolojik Ozellikleri
Bakterilerin cinslerine gore fizyolojik karakterlelle degismektedir. Ureme
Isilari, inkubasyon sireleri, oksijene ihtiyac¢ duafari, besi yerinin bilgmi ve diger

fizyolojik 6zelliklerinin aratiriimasi ve saptanmasi gerekliéfir.
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2.5.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarin  identifikasyonlarinda  biyokinga  aktivitenin
belirlenmesinin 6nemi ¢ok fazladir. Bu amacla, dekisik testler kullanilir. Bunlar
arasinda, nasta, indol, jelatin, Ure, katalaz, fosfataz giliestler,

mikroorganizmalarin tiiriine gére secilerek kullarfii

2.5.4. Genetik Ozellikleri

Bakterilerin genetik materyalleri, kompozisyon baladan farklar
gosterirler. Turler arasinda baz sirasi ve say@sidn hemen ayni ve sabit olmasina
karsin, ayni cinsin farkli tirleri arasinda dagiigklik bulunmaktadir. Ozellikle, G+C
oranin % olarak deeri tarler arasinda ayrimda kullanilir. Genetik gén
yakinliklar saptamada DNA'daki baz homologluk onam belirlenmesi 6nem ¢a
ve bu hibridizasyon yontemleri ile belirlerit.

Yag asidi methyl ester, rep-PCR profilleri ve 16S rRNWi analizi gibi
molekdller biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile rkroorganizmalarin tir ve alt
turlerinin  tanimlanmasi ve karakterizasyonu icindubdgca buydk firsatlar

sazlanmstir.??

2.5.5. Lipit Analizi

Bazi organizmalarda cevre sicakhdaki deisikli ge yanit olarak membran
lipid kompozisyonu dgstirilir ve bunun sonucunda membranin gogk
fonksiyonlari igin gerekli olan optimum membran@akg! sgslanms olur. Bu durum
" homeoviscos adaptasyoseklinde adlandirilir. Son yillarda yapilan saielar bu

tanimin genel olmayip genotipte meydana gelebiledegdsikliklere bagli olarak
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lipidlerde deisiklik olmasi nedeniyle organizmadan organizmayagidisini
gostermgtir. Organizmanin genotipinde meydana gelergigldik termofil ve
psikrofil gibi bakterilerin ekstrem cevre fdlarinda ygamaya uyum sgamalarina
yardimci olur. Membranin protein icgri ve lipid gruplarinin dgsmesiyle
karotenoid tipi, yg asidi zincirinin uzunlgu ve ya& asitlerindeki cis ve trans oranlari
degisir.*°

Yag asitleri lipitlerin esas maddesidir. Basit lipildrigliseritler olarak
adlandinlirlar. Kompleks lipitler, fosfat, azot lirt seker vb. maddeler bulunduran
lipitlerdir. Fosfolipitler ve glikolipitler kompleg lipitlerdir. Fosfolipitler sitoplazma
zarinin yapisinda bulunan 6nemli kikderdir. Lipitlerin hidrofilik ve hidrofobik
uclarinin olmasi sitoplazma zarinin bariyer 6gelgéstermesinde ¢ok 6nemli ve
istenen bir Ozelliktir. Fosfolipit ¢#lerinden biri olan fosfatidiletanolamin
mikroorganizmalarda fazla bulunabilir. Fosfatidiige ve fosfatidilinositol da
bakterilerde bulunan fosfolipitlerdendir. Glikoligr membranin di yapisinda
bulunurlar. Hicrenin gevre ile ilgim kurmasinda gorevlidirler. Sfingolipitlere ise

uzun zincirli alfatik aminler ihtiva eden lipitlsinifini olwturur*
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2.6. Onceki Calsmalar

Beffa ve ark. (1996} Thermustiirlerini 65 ile 82°C arasindaki termal
karisimlardan izole etmglerdir. Optimum Ureme sicakini 65-75°C olarak tespit
etmislerdir. DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA gen dianalizi sonucunda bu
bakterilerin Thermus thermophilus HB8 tirleriyle c¢ok yakin oldgunu

gozlemlemglerdir.

Studholme ve ark. (19997 Termofilik Bacillus turlerinin filogenetik

analizlerini yapilmglardir. Bunun icin 16S rRNA genlerini kullangrardir.

Nicolaus ve ark. (1998§* Antartika'nin kefedilmemi Mount Rittmann
geotermal bolgesinderlicyclobacillus cinsine ait bir alt tir izole etgierdir.
izolatin termoasidofilik oldgunu, optimum sicakgini 63 °C ve Ureme arglnin
45-70 °C arasinda pH'yl ise 3.5- 4.0 olarak behgkerdir. MR1 olarak
adlandirdiklari izolatin tariin C+G oranini % 64l8rak tespit etngier ve 16S rRNA
gen dizi analizi sonucunda % 99Aicyclobacillus acidocaldariudle benzerlik
oldugunu tespit etmgierdir. DNA-DNA homolojisi % 69.7 oranindaA.
acidocaldariusDSM 446. ile uyumlu ¢ikmstir ve bu turdnAlicyclobacilluscinsine

ait acidocaldariugiin alt ttrt olarak ritmanngeklinde adlandirnglardir.

Pikuta ve ark. (2000§° anaerobik, alkalifilik, ilimh, fermentatif, spor
olusturan yeni bir termofilik bakteriyi giibre 6rnekleden izole etngierdir. izolatin
gram pozitif, diz, hareketsiz, cubgé&klinde, treme sicaldh ve pH sirasiyla 37-66

°C (optimum 62°C) ve pH 8.0-10,5 (optimum 9,5)@farak belirlenmitir. Bakteri,
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D-gulkoz, siikroz, D-fruktoz, D-trehaloz vesasta karbon kaynaklarinda Urgidve
vitaminlere gereksinim duygu, yeast ekstrakta Uremenin fazialg
gozlemlenmgtir. Ana metabolik Uretimin EHve asetet oldgu, katalaz testinin
negatif oldgu gozlemlenmgtir. DNA'daki G+C orani % 42.2 mol olarak bulungnu
fenotipik ozellikler, 16S rDNA gen dizi analizi VeNA-DNA hibridizasyonu bu
izolatin Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tar oldiu anlgiimistir. Bu tdrQ

Anoxybacillus flavithermuslarak isimlendirmglerdir.

Nazina, ve ark. (2001}* Rusya, Kazakistan ve Cin'deki petrol alanlarindaki
sulardan hidrokarbon oksitleyici 5 tur izole eghardir. Bu turlerin thmh termofilik,
notrofilik, hareketli, spor formu, cubukeklinde aerobik ya da fakultatif aerobik
oldugunu bulmglardir. DNA'daki G+C orani % 49.7 - 52.3 arasinddubmutur.

Bu bakterilerin biyokimyasal testleri, 16S rRNA geizi analizleri, DNA-DNA
hibridizasyonu ve filogenetik gkileri incelenerek bu 5 turin yereeobacillus

turleri oldugunu tespit edilnstir.

Sung ve ark. (2002) Koredeki saman giibresinden izole edilen spor formlu
cubuk seklindeki termofilik bakteriyi taksonomik camalara bgli olarak
tanimlamslardir. Bu mikroorganizma SK!lolarak adlandirilngi ve aerobik, gram-
pozitif, hareketli ve cubukeklinde tanimlanmgtir. Bu izolatin 45 ile 70 °C arasinda
(optimum 60 °C ) ve pH 6 ile 9 arasinda (optimurf) 7.0redgini bulmuslardir.
Genomik DNA'daki G+C oranini % 43.9 mol olarak bugtardir. Yas asitleri
analizi sonucunda SK!1tiriiniin kemotaksonomik karektergtiGeobacilluscinsi

ile benzer cikmstir. Ayrica, 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda -$Ktiri
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Geobacillus thermoglucosidasiugirii ile yakin benzerlik gosteggi tespit
etmilerdir. Ancak fenotipik 0Ozelliklerinin bu tirden dikca farkli oldgunu
bulunmutur. DNA-DNA benzerlik orani % 27 olarak tespit éghardir. Fenotipik
ozellikler ve molekiiler sistematik dataya dayana@K-1" turinin yeni bir
Geobacillustird oldigunu ve bunurGeobacillus toebisp. olarak adlandiriimasini

onermslerdir.

Beldiiz ve ark. (2003Y Tirkiye'nin, Balikesir ve Ari illerinin sirasiyla
Gonen ve Diyadin sicak su kaynaklarinin camur vedseklerinden birbirlerine
yakin yedi tane termofilildnoxybacilluscinsi izole etmglerdir. Bu izolatlarin 55-60
°C arasinda Uregii tespit edilmg olup, morfolojik ve biyokimyasal testleri
yapiimstir. Izolatlarin glukoz, niasta, xylose ve mannitol gibi genkarbon
kaynaklarinda iyi Uredikleri ve fakuiltatif anaerdiakteriler olduklarini tespit

etmislerdir.

Nazina ve ark. (2004 Garga sicak su kaypedan sporlu yeni bir tiir olan
termofilik Geobacillus gargensisp. izole etmgler ve tanimlangiardir. Bu tlrin
aerobik, gram-pozitif, cubukeklinde oldgunu, optimum treme sicaginin 60-65
C'de oldgu tespit edilmgtir. DNA'daki G+C oranini %52.9 mol olarak
bulmulardir. 16S rRNA gen dizi analizi ve gaasidi analizi sonucunda bunun
Geobacillus cinsinin bir Uyesi olabilegg 6ngorulmtar. Yaptiklar fizyolojik,

biyokimyasal ve DNA-DNA hibridizasyonu sonugclari bulgularin desteklerstir.
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Kuisiene ve ark. (2004% Lithuania'da yiksek sicakliktaki petrol
rezervlerinden izole edilen spor formlu, aerobitqtpolitik, termofilik N-3" izolatini
calismiglardir. 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda % 98rdnindaGeobacillus
thermoleovoransiiriine benzerlik gosterglisaptanmytir. N-3" izolatin G+C orani %
52.5 mol olarak bulunmgtur. DNA-DNA iliskisi, morfolojik ve fizyolojik analizler
sonucu N-3 tiriiniin Geobacillus cinsinin bir tiri oldgunu ve Geoabacillus

lituanicussp. olarak adlandirmglardir.

Yumoto ve ark. (2004¥° Kamchatka sicak su kaplicalarindan yeni ilimli
termofilik TH13" varyetesini izole etrglerdir. Tir(in gram-pozitif, fakiltatif, aerob,
diz hareketsiz ve cubujeklinde oldgunu, 30- 64 °C arasinda urgidi (optimum
54 °C) bulmglardir. Varyetenin katalaz ve oksidaz testleri pbgikip, nitrati nitrite
cevirdigi gozlenmgtir. Fakat HBHS Uretimi ve % 3'den fazla NaCl (w/v) de
Uremedgini tespit edilmitir. Izolatin pH 7-8 Uredi tespit edilmjti. DNA 'daki
G+C oranint %43,9 mol olrak bulglardir. 16S rRNA' ya dayali filogenetik
analizler ve DNA-DNA hibridizasyonu bu tariAnoxybacilluscinsinin bir tyesi

oldugunu ve bu nedenl&noxybacillus voinovskiensip. olarak adlandirrglardir.

Dulger ve ark. (20043’ Tirkiye'deki Rize ve Canakkale’de bulunan Ayder
ve Kestanbol sicak su kaplicalarindan iki termofiiasil izole etmilerdir. ABO4'
ve K4' olarak adlandirdiklar izolatlarin spor formlu,kigtatif anaerob, gram-
pozitif, cubuk seklinde bakteriler oldgunu tespit etngierdir. izolatlarin optimum
sicakliklarina 50-55 °C, yeni ilimh termofilik al@larini bulmglardir. Bu turlerin

¢ssitli karbon kaynaklarinda (D-glukoz, D- raffinoz-§ikroz, D-xylose, D-fruktoz,
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L-arabinoz, maltoz, D-mannoz, D-mannitol) Ureyeibilerini tespit etmglerdir. 16S
rRNA gen dizi analizlerii DNA-DNA hibridizasyonu socu bu turlerin
Anoxybacilluscinsine ait olduklarini bulmglar ve Anoxybacillus ayderensip. nov.

ve Anoxybacillus kestanbolensp. olarak adlandirrglardir.

Schaffer ve ark. (2004)" Lomer Austria’da Leopoldsorfeker pancari
fabrikasindan ilimh termofilik, gram-pozitif, spéwrmlu iki bakteri izole etngierdir.
16S rRNA gen dizi analizileri, DNA-DNA hibridizasga sonuglari bu tdrlerin %
89.9 mol birbirlerine benzerlik gosterdiklerini bulslardir. Optimum sicaklik ve
pHyI sirasiyla 55 °C ve 7.0 olarak tespit efileridir. Yapilan analizler sonucunda bu
izolatlarin Geobacillus cinsine ait olduklarini ve bu izolatin yeni tir @k

Geobacillus tepidamarsp.seklinde adlandirmayi énergherdir.

Romano ve ark. (2005¥ italya'nin giineyindeki Eolian adasindaki volkanik
bolgeden aerobik, endospor formlu yeni termofildkteri izole etmilerdir. izolatin
gram pozitif, cubukseklinde olduklari, 50-75 °C’de (optimum 70°C) v p-8
arasinda Uregdini (optimum 7) tespit etngier. izolatin %0.4 NaCl'de iregni fakat
hidrokarbon testlerinde tdreme gozlenngadi tespit etmglerdir. DNA'daki G+C
orani % 54.1mol olarak bulunmwlup, 16S rRNA gen dizi analizi ve DNA-DNA
hibridizasyonu bu turiinGeobacillus cinsine yakin oldgunu, filogenetik ve
fizyolojik analizler bu turinGeobacillus thermoleovrangirinin yeni bir Gyesi
oldugunu ve Geobacillus thermoleovransubsp stromboliensis,subsp olarak

siniflandirmayi 6nermgierdir.
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Kevbrin ve ark. (2005f° Kamchatka' daki jeotermal kaynaklarindan
termofilik bakteri izole etngierdir. Izole edilen bakteriyi KG4 olarak
adlandirmglardir. KG4' Gin spor okiuran hareketli, fakiltatif, aerob, gram pozitif
cubukseklinde bakteriler oldgunu tespit etnsierdir. Aerobik olarak glukoz, fruktoz
trehaloz, proteinli substratt ve pektini karbon kay olarak kullandiklari
bulunmutur. Bakterinin optimum blylume sicakinin ve pH’sinin sirasiyla 60 °C ve
6.8-8.5 oldgu belirlenmgtir. 16S rRNA gen dizi analizi ile bu bakterinin

Anoxybacillus kamchatkensitarak adlandirilmasina karar vestardir.

Poli ve ark. (20061° Antartika'daki jeotermal alanlardan yeni bir sporrfiu
olan Anoxybacillus tirini izole etnglerdir. Bu tirin gram pozitif oldgunu
optimum dreme sicaldini ve pH’sini sirasiyla 61°C’de ve 5.6 olarak buglardir.
Bu tirtn galaktoz, trehaloz, maltoz ve sikroz karlaynaklarini kullandiklarini
belirlemiglerdir. Bu organizmanin ekzopolisakarid ve ekstidee amilaz Uretgini
gozlemlemglerdir. DNA'daki G+C oranini %43.5 mol olarak bulgtar. 16S rRNA
gen dizi analizini, yg asidi analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu sonuclatan bu
turin yeni bir Anoxybacillusturid old@gunu tespit etmgierdir ve Anoxybacillus

amylolyticusolarak adlandirmglardir.

Poli ve ark. (2006§* Pomigliano, Naplesitaly'daki sicak giibrelerden spor-
formlu, gram-pozitif, aerobik, cubukeklinde termofilik bakteri izole etrglerdir.
DNA'da G+C oranini % 43.5 mol olarak bulgtardir. Ureme sicakiini 55-75 °C

arasinda bulmgardir. Fenotipi filogenetik, y& asidi analizleri ve DNA-DNA
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hibridizasyonu sonuclari bu tiri@@eobacilluscinsine ait yeni bir alt tirt olgunu

ve Geobacillus toebisubspdecanicusubsp. olarak adlandiriimasi 6ngoridi.

Akhmaloka ve ark (2006¥* Papandayan Crater ‘inde bulunan sicak su
kaynagindan termofilik bakterilerin izolasyonunu yagtardir. Ternofilik
bakteriden kromozomal DNA izole etgterdir ve bu DNA’In 16S rDNA gen
fragmentini ¢c@altmak icin kullanmglardir. Sonucta 1.5 kb 16S rDNA fragmenti
elde edilmglerdir. 16S rRNA gen fragmentini klonlamsi ve daializini sonucunda
bu bakterilerin filogenetik sogacina baknstir ve Bacillus caldolyticusve Bacillus

caldotena’a yakinlk gosterdiini tespit etmglerdir.

DeFlaun ve ark. (2007%° Guiney Afrika'da altin madeninden fakiltatif
termofilik bir izolat izole etmilerdir ve GE-7 olarak adlandirgiadir. GE-7'nin
optimum buyime sicalgini ve pH’sini sirasiyla 65 °C ve 6.5 olarak tespit
etmilerdir. izolatin karbon kayna olarak sellobioz, hydrokarbon ve laktati
kullandgini belirlemglerdir. GE-7'nin cubukseklinde (uzunlgu 4-6 um x gesligi
0.5 pum), sporlarinin terminalde ve ¢camiya sahguglnu tespit etmgierdir. GE-
7'nin  16S rDNA dizi analizi sonucunda % 99.6 oratan Geobacillus

thermoleovoran®SM 5366 'ya benzer oldgunu bulmuglardir.

Derekova ve ark. (2007 Bulgaristan'in Rup basin bélgesindeki sicak su
kaplicalarindan gram-pozitif, spor formlu, oldukgarobik, termofilik G¢ yeni tir
izole etmglerdir. Optimal tGreme sicak ve pH sirayla 55-58 °C ve 6.0-6.5 olarak

tespit edilmiti. R270° olarak adlandirdiklari tirin 16S rRNA, DNA-DNA
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hibridizasyonu, ya asidi profili bu tirinAnoxybacilluscinsine ait yeni bir tir

oldugunu vebu nedenleAnoxybacillus rupiensisp. olarak adlandirnglardir.

Rahman ve ark. (20073 Malezya'daki hurma ya fabrikasindarGeobacillus
turiini izole etmierdir. izole edilen turti T olarak adlandirnglardir. Triin gram
pozitif, endospor olturan, cubukseklinde oldgunu tespit etrgierdir. Yapilan
fizyolojik ve biyokimyasal testler, DNA-DNA hibridasyonu sonucu bu tirin yeni

bir tir oldygunu bulmylar ve Geobacillus zalihanep. olarak adlandirrglardir.

Gul-Given ve ark (2008)° Batman Talidere kaplicalarindaki camur
orneklerinden spor formlu yeni termofilik KG&iiriint izole etnsierdir. Turiin
gram-pozitif, cubukseklinde, hareketli oldgunu bulmglardir. Ttriin 35-65 °C de
(optimum 55 °C) ve pH 5.5- 9.5 (optimum pH 7.5)digeni belirlemislerdir. Ttrin
nisastay! kullanabildii, %3' lik NaCl konsantrasyonuna toleransli gawe nitrati
redukte edebilgini tespit etmglerdir. 16S rRNA dizi analizi tiriamnoxybacillus
cinsine ait oldgunu ortaya koymgtur. DNA-DNA hibridizasyonu, fizyolojik ve
biyokimyasal testler sonucu bu tur#moxybacillus kamchatkensisi yeni bir alt
turd oldigunu ortaya koymglardir ve Anoxybacillus kamchatkensisubsp.

asaccharedensubsp. olarak adlandirghardir.

Poli ve ark. (2009}° italya termal sicak su kaplicalarindan camur
orneklerinden yeni termofilik bakteriler Uzerindealigmalar yapmglardir. Bu
izolatlarin endospor ofguran, gram-pozitif,nhareketli, cubukseklinde (flament6z

olusturan) bakteriler oldgunu ve bunlardan bir bakterinin 55-67 °C (optimusi6)
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ve pH 6-7,5 (optimum 7.2) arginda Uredii tespit edilmgtir. TUrin aerobik ve
karbon kaynaklari olarak maltoz, trehaloz ve sodyasatatta Uredini, DNA'daki
G+C oranini ise %53.5 mol olarak belirlgtardir. 16S rRNA dizi analizleri tirtn
%95-99 arasind®&noxybacilluscinsine benzerdi goralmistir. Kemotaksonomik,
fenotipik, 16S rRNA gen dizi analizi ve. DNA-DNA hibridizasyonu sonucuna
dayandirilarak  bu turimAnoxybacillus cinsine ait olan yeniAnoxybacillus

thermarumsp . oldgunu tespit etngierdir.

Adigiizel ve ark. (20093" Turkiye'deki dgisik sicak su kaynaklarindan
termofilik bakteri izolasyonunu ve tanimlanmasinapgnslardir. Fenotipik ve
genotipik 6zelliklerinden yararlanilarak asidi metil eser, rep-PCR profili ve 16S
rRNA gen dizi analizine bakilrglardir. Yapilan analizler sonucundaeobacillus,
Anoxybacillus and Bacillus spp. tdrlerinin tanimlanmasi ve taksonomik

karakterizasyonu yapilglardir.

Coleri ve ark. (2009%° Tirkiyenin deisik bolgelerinden 42 sicak su
kaplicalarindan 451 termofilik basil izole egterdir. Yapilan16S rDNA analizi

sonucu bgnin Geobacilluscinsine ait oldgunu tespit etngierdir.

Savas ve ark. (2008} Turkiye Van Erg' de bulunan Hasanabdal sicak su
kaplicasindan izole ettikleri termofilik bakteriler fenotipik ve genotipik
karekterizasyonunu yapsghardir. 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda 6 inola

Geobacillus pallidugtrinin tyelerolduklarini tespit etnglerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Biyolojik Materyal

Bu calsmada Dargecit (Mardin) ve Guclukonakirfhak ) kaplicalarindan

alinan su ve camur drneklerinden izole edilen bidkteullanildi Gekil 3.1)*

: 5'&';». K,.‘élfcﬁl

&
A‘ﬁ(ukw)/(

GU(;LU NAK,

17 B -
Um-inp g e,
~l i

e WWLF]?JF&W)

Degesl

\'ngmﬁﬂéﬁyusu

// 5m HT<\
-H-H-H"\-\.

Hemiekk&

Sekil 3.1: Bakterilerin izole edildikleri sicak su kaplicalari

3.1.1. Bakterilerinizole Edildikleri Sicak Su Kaynaklari ve Ozellikler

Hista (Guclikonak) Sicak Su Kayrma : Hista Kaplicasi, Dgiinyurdu
koyu icinde veSirnak ili, Guclikonak ilcesine 10 km uzaklikta ojJuptalama 250 m
batisindaki Dicle nehri kiyisinda yer almaktadiegin 3.1 ). Su sicak 60 °C,
pH’sI 6.9'dir.Kaynasin suyu sulfat (% 64.54 mval), klorir (% 22.94 nm)y&hlsiyum
(% 66.53 mval), magnezyum (% 23.08 milival) ve bjen sulfur (273.5 mg/l)

iceren sular sinifina girmektedir.
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o 1 3 T

Resim 3Hista sicak su kayga

Ihsu (germav) (Dargecit) Kaplicasi Kaynak, Mardin ili Dargecit ilcesinin
15 km d@usunda Dicle nehrinin kenarinda yer almaktadir {Res2 ). Su sicak
58 °C 'dir. Kaplica kimyasal 6zellikleri yoninderelendginde SQ >HCO; >CI" >

COs; anyonlarina ve CaA> Mg* > Na' > K* > NH;" katyonlarina sahip olgu
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anlailmistir. Boylece su analiz sonuclarina gore suyun yaisiu, magnezyumiu,

stlfath termal su sinifina girgii anlagilmistir.®

Resim 3lsu kaplicasi
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3.2. Bakteriizolasyonislemi ve Saf Kiiltiir Uretimi

Iisu (Dargegit) ve Hista (Guclukon&igplicalarindan su ve camur érnekleri
alinarak s@uk sartlarda muhafaza edildi. Laboratuvarda sterikudarda su ve
camur 6rneklerinden alinarak steril su iceren tigokektarilarak 16 lik seyreltme
elde edildi. Kagim vortex yardimi ile calkalanarak homojen haletirgéi. Daha
sonra benzegekilde ard arda 1€ 10° ve 10* lik seklinde seyreltmeler yapild.
Farkli oranda seyreltillgi homojen kagimlar 80 °C'de 10 dakika Isslemine
tutuldu. Bu glem de edospor ofturan bakteriler canliklarini korurken
olusturmayanlar dlmektedirler. Su ve camur érneklermgapilan her seyreltme kati
Nutrient Broth (NB) besiyerin ekim yapildi ve 55 #& 24 saat inktbe edildi. Ayrica
su ve camur orneklerinden 25 ml' lik Nutrient BrgiiB) sivi besiyerine ekim
yapildi. Calkalayicida 120 rpm'de 55 °C' de 24 saktibe edildi. 24 saatlik
inkilbasyon suresinden sonra sivi besiyerinde Urdakterilerden kati besiyerine
ekim yapildi. inkilbasyondan sonra petrilerde reyen bakteri kigonden tek

koloni alinip cizgi ekim yapilarak saf kultar elddildi.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Steril kabin (TELSTAR AV-100)

Otoklav (Hirayama)

Etiv (Heraus)

Calkalamali su banyosu (Julabo)(Selecte P)
Spektrofotometre (UV mini1l240SHIMADZU)
Hassas terazi (Gec Avery, 0.0001)

pH metre (Mettler Toledo MP220)
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Sasutmali santrif(j (Sigma Christ 2K 15)

Magnetik kargtirici St(iart Sciencitific)
Buzdolabi (Arcelik)

Inkubator (Sanyo)

Vortex (VWR INTERNATONAL)
Santrifdj (SED)

3.4. Calsmada Kullanilan Besiyeri Bilesimi
Sivi besi yerinin bilgimi: NB; Nutrient Broth (merck) : 8 gr
Ceme suyu : 1000 ml
LB; (tia Broth %21 pepton, %1 NaCl, %0.5
yeast extract)
Katl besiyerinin bigmi: Nutrient Broth (merck) : 8 gr
Agar (merck) : 12-15 gr

Ceme suyu : 1000 ml

3.5. Optimum Ureme&artlarinin Belirlenmesi
Bakterilerin optimum sicakgini belirlemek icin 25 ml'lik Nutrient Broth
(NB) sivi besiyerinde 25-7%C sicaklik arafiinda bakteriler inkiibe edildi. 24 saatlik
inkilbasyondan sonra spektrofotometreti® nm,540 nm ve660 nm'de dgerler
okunarak en iyi dalga boyu secildi. Boylece erbi¥0 nm'de absorbanslar okundu.
Belirlenen optimum Ureme sicgkida optimum pH dgeri tespit edildi.
Bunun icin pH 5.0-11.5 arg@ina sahip besiyerleri hazirlandi ve ekim yapilarak

inkiibe edildi. Bir gunlik inklibasyondan sonr&eider spektrofotometrede okundu.
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Bakterilerin uygun Ureme zamanini itesgggmek icin optimum Ureme
sicaklgida ve optimum pH'da besiyeri hazirlanarak 3-72 aeaginda 3 saatte bir

ornek alinarak spektrofotometrede Ureme oranldrakadi.

3.6. Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler

3.6.1. Gram Boyama

Bakteriler kati besiyeri NB'de bir gecelik Uretilipze yardimiyla koloni
alinarak temiz lamin bir kenarina serum fizyologlamlatilip kolonilerin yayma
islemi yapildi ve preparatlar havada kurutulup, aggvdecirilerek tespit edildi. Elde
edilen preparat kristal viyole ¢ozeltisinde 2 dakiekletildi ve daha sonra su ile
yikanarak boyanmasi @andi. Preparatlar 1 dakika lugol ctzeltisinde beklikten
sonra yikandi ve kurutuldu. Deklorizasyonglaanak amaciyla % 96’lik alkolde 15-
20 sn. bekletildi ve tekrar su ile yikanip kurutwl&on glem olarak sulu fuksin ile 2
dakika Dbekletilerek boya gideriimesi gandi. Preparatlar kurutma gadinda
kurutulduktan sonra immersiyon gadamlatilarak mikroskopta immersiyon objektifi
altinda inceleme yapildi.

Yapilan incelemeler sonucunda bakterilerin mavi aveynor renkte
gorinmesi gram pozitif, pembe renkte gorinmesi mhunda ise gram negatif olarak

degerlendirildi

3.6.2. Spor boyama
Bakteriler kati besiyeri NB'de bir gecelik Uretilipze yardimiyla koloni
alinarak temiz lamin bir kenarina serum fizyologlamlatilip kolonilerin yayma

islemi yapildi ve preparatlar havada kurutulup, aéevdecirilerek tespit edildi. Elde
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edilen preparatlara 6nce karbol fuksin ile 5 dakigdilarak boyandi. Preparatlar
yikandiktan sonra %10’luk nitrik asitle 10 sn. muenedildi ve su ile yikandi. En
sonda metilen mavisi ile 2 dakika boyanan preparatikanip Kkurutularak
immersiyon y&l damlatildi ve mikroskopta immersiyon objektiftiatia inceleme

yapildi.

3.6.3. Hareket Testi

Bu test mikrorganizmalarin hareket yeteneklerininupo olmadgini
belirlemede kullanilirBunun igin;% 0,4-0,5 berrak yari kati agarli besiyeri tiplerin
icinde kapiler tlplerin bulundiw besi ortamina dokildiizolatlarin gecelik taze
kultarlerinden tek kolonigne 6ze yardimiyla alinarak kapiler tip icerisinkldenak
suretiyle ekim yapildi ve her izolat icin optimumcaklikta 24 veya 48 saat
inkiibasyona birakildi. ger besiyerinin inokllasyon hatti boyunca Ureme ararak
sgga sola dgru yayllma ve dallanma yoksa mikroorganizma haseketabul edildi,
fakat inokulasyon hattindan etrafagde agarin icine dgru bir yayilma gozlenmesi
durumunda hareketli kabul edildi

Mikroorganizmalar besin gereksinimlerini kdamak icin hareket ederler ve
dolayisiyla oksijen burada etkili oluyor Usttegdo ciktiklarinda aerobik, alt kisimda

kalmalari durumunda anerobik olarak tespit edilifle

3.6.4. Nasta Hidrolizi Testi
Bu test, bir polisakkarid olan gastanin bazi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen ekstraseliler amilaz enzimi tarafingangalanip parcalanmagni

ortaya koymak amaciyla yapildi. Bunun icin petritarinda %3’lUk ngastali agar
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hazirlandi ve bir gunlik kati besi yerlerinde Uesti bakteri kolonisinden alinan
bakteri kultirinden ayri ayri ekim yapildi. Her tekicin optimum sicaklikta 1-3
giin sureyle inkiibasyona birakildnkiibasyon siiresinin sonunda agarlarin tizerine
0,5 g b ve 1g Kl (150 ml) ile hazirlanan ¢ozelti dokuldéi reaksiyon 5 dakika iginde

deserlendirildi. Pozitif reaksiyonlarda, koloni etrafla renksiz bir halka ofur.

3.6.5. Katalaz Testi

Bu testin amaci mikroorganizmalarin katalaz enzirsentezleyip
sentezleyemediklerini saptamaktir. Bu test icin kédrak hazirlanan NB besiyerine
taze haldeki kati bakteri kultiriinden ekim yapiRir.guin inktbatirde tutuldu. Daha
sonra taze olarak hazirlann®3’lik hidrojen peroksit yasayava ilave edildi ve
degerlendirildi.

Hidrojen peroksit ilavesinden sonra kolonilerin dndyu yerlerde
kabarciklar veya gaz ¢ginin gorilmesi durumunda katalaz enziminin sentefige

yani pozitif olarak dgerlendirildi.4

3.6.6. Lipaz Testi

Bu test, bakterilerin ydari parcalayan lipaz enzimini sentezleyip
sentezleyemediklerini tespit etmek i¢in kullanilBunun icin; 0,75 gr beef extrac,
1,25 gr pepton, 3,79 gr agar ve 2,5 gr tegeyeeren besiyeri (250 ml) hazirlanip
otoklavlandiktan sonra her bir bakteri icin tazé&tliinden ayri ayri ekim yapildi ve

optimum sicaklikta 1 gin sireyle inkibasyona bidakiErtesi gin olgan

46



kolonilerin bulundgu petri kutusunasart doygun CuS@cozeltisi damlatildi. Mat

yesilimsi bir sahanin olgmasi lipaz tretimi olarak gerlendirildi*

3.6.7. Kazein Hidrolizi Testi

Bunun icin; icinde %10 skim milk bulunan besi yhazirlandi ve 110 °C'de
5 dakika steril edildi. Taze kiltirden ekim yapalarbir gin sireyle optimum
sicaklikta inkiibasyona birakildi. Ertesi gun kolemn Gzerlerine %21’lik HCI
damlatilarak bakterilerin st protenini gluran kazenini proteaz enzimi aragille
hidrolizleyip hidrolizlemediklerine bakild§effaf zonlarin olgumunda sonu¢ pozitif

olarak dgerlendirildi?

3.6.8. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test mikroorganizmalarin, jelatini hidrolizleyepelatinaz enzimi
sentezleyip sentezleyemediklerini dlgmek icin yapBunun igin %12 jelatin igceren
besiyeri hazirlandi ve otoklavlandi. Her baktemi9 ml jelatinli besiyeri ve 1 ml
taze kilturden ekim yapildi. Tupler optimum sickiiei1-3 gun inktbattrde tutuldu.
Bu sure sonunda kontrollerle birlikte buzdolabirid@ saat bekletilerek kati olan

tupler negatif, eriyen pozitif olarak gerlendirildi>

3.6.9. Ureaz Testi

Bu test icin Ure agarl besi yeri iceren tuplerdeiky bir sekilde hazirlandi.
Taze kilture edilnsi bakterilerden besi yerine ekim yapilarak 2-5 gioyumca
bakteriler optimum sicaklikta inkiibasyona birakidirenk dgisimi olup olmadgi

gozlemlendi. Bu testin amaci mikroorganizmalarireyiir hidroliz eden ureaz
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enzimini sentezleyip sentezleyemediklerini tesgrek, bakterilerin cins ve tir

tayininde kullanilir*

3.6.10.indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olaiptofani ayrstirarak indol
meydana getirebilme yetegini belirlemek icin kullanilir. Ayni zamanda bakterin
cins ve tidrlerin ayirminda kullaniliyor. Bununngiicinde 10g/L / tripton ve 5g/L
NaCl bulunan sivi besiyeri 9 ml olacsékilde tiplerde hazirlandi. Bir gunlik taze
ve saf bakteri kultirinden 1 ml ekim yapildi ve iopim sicaklikta 1-5 gun
inkubasyona birakildi. Bu surenin sonunda kultinmlérzerine Kovaks ayiracindan
bir iki damla damlatildi.. TUplerin Gst kisminda ki dakika kirmizi bir halkanin

olusmasi pozitif reaksiyon, sarimsi halkaninsohasi indoliin olgmadg gosterdi*

3.6.11. Fosfataz Testi

Bu test, bakterilerin sentezledikleri fosfataz emni belirlemek amaciyla
yapilir. iginde, % 0.5 fenolftalein disfofat bulunan sivi ibgsri tiplerde hazirlandi.
Bir tip kontrol olmak Uzere ger tiplere taze bakteri kultirinden ekim yapildi.
Optimum sicaklikta 1-2 gun inktbe edildi. Bu stresonunda ttiplerin tizerine % 40
NaOH damlatildi. Tupte kirmizi rengin meydana galimpozitif reaksiyon olarak,

renk deisikli ginin olmamasi negatif olarak gerlendirildi?

3.6.12. Lizozim Duyarhlgi
Her bakteri ve bir tane kontrol i¢cin 20 ml sivi NBsiyeri saf su ile hazirlandi
ve otoklavlandi. Hazirlanan steril her bir besigeriicine 20 um capindaki steril

filtreden (Merck) gecirilmg 20l (% 0.001) lizozim konuldu. 1 ml inokulum bekt
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kaltirinden besiyerine ekim yapildi ve bir gin ib&ledildi. Sonuclar 540 nm'de

spektrofotometrede okunarak kontrolle gtastiriidi.>

3.6.13. Sodyum Azid Duyarllg

Her bakteri ve kontrol icin 20 ml %0,02 sodyum aidren sivi besiyeri saf
su ile hazirlanip steril edildi. 1 ml inokulum bekt kiltirinden ekim yapildi ve
calkamali su banyosunda 1-2 gun inkibe edildi. S$lanu 540 nm'de

spektrofotometrede okunarak kotrolle gastirildi.

3.6.14. NaCl Toleransi

Her bakteri ve kontrol icin 20 ml NB sivi besiyesf su ile hazirlanip % 0.5,
%1, %2, %3, %5 miktarlarinda NaCl eklendi. AyriGange suyu ile her bakteri icin
NB sivi besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyerigriicine 1 ml inokulum ekim
yapildi ve bir gin inklibe edildi. Bu siure sonundagedler 540 nm'de
spektrofotometrede okunarak kotrol ve smpe suyunda Uretilen 6rneklerle

karsilastirildi.

3.7. Karbon Kaynagi Kullanimi
izole edilen bakterilerin hangi karbon kagma kullandgini bulmak igin
bakterilerin tremelerinin minimum ol@u besi yerleri belirlenerek hazirlandi ve %
1 oraninda Tablo 3.1.'de gosterilen karbon kaymakéeve edildi.
Bakterilerin karbon kaynaklarini lamma 6zelliklerini tespit etmek igin
kullanilan minimal besiyerleri; 10 kat seyreltignNB ( 8 gr /It Nutrient Broth

(merck), 5gr/lt NaCl ) ve LB (Luria Broth %61 pepton, %1 NaCl, %0.5 yeast extract).
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Monosakkarid Disakarid Rer

Glikoz Sakaroz(sukroz) Sodyum sitrat
Galaktoz Maltoz

Fruktoz Laktoz

Gliserol

Tablo 3.1Kullanilan Karbon Kaynaklari

Minimal besiyeri hazirlandi. Oncer hiearbon kaynginin besiyerinin
pH'sinI dgistirip degistirmedigine bakildi. Her karbon kaygave kontrol icin 9 ml
minimal besiyeri hazirlandi ve otoklavlandi. Hekerden 100 mg (0.1g) veya 100ul
(sivilar igin) tartithp 1-2 saat U.V altinda tutipl steril edildi. Hazirlanrgi olan
besiyerlerine serikartlarda steril edilersekerler besiyerlerine aktarildi. Onceden
oninkibasyona birakilan bakterilerden 1 ml alinanakirlanan besiyerlerine ekim
yapildi. 1-3 gun inktbatorde tutuldu. Spektrofottrege 540 nm'de absorbans
degerleri okundu. Okunan derler kontrolle dgerlendirilerek uygun deerler icin
bir diger gamaya gecildi. Oier gamada her bir erlenden 2 ml alinip 6nceden
hazilanmg 8 ml'lik besiyerlerine transfer edildi ve bir gisonra 540 nm'de

spektrofotometrede absorbangeieri okundu.
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3.8. Lipit Analizi

Lipit analizinde sadece 3 izolatin (GE;2, AH1) analizleri yapildi. Bunun
icin 3 litre LB (Luria Broth =%1 pepton, %1 NaCl, %0.5 yeast extrachesiyeri
hazirlandiinokulum kultiirden ekim yapildi ve bir giin inkibatértutuldu. Bir guin
sonunda uretilen bakteri kdltarleri 50 ml' lik falk tiplerinde 10.000 rpm'de 5
dakika santrifij edildi. Peletler Gzerinde 1 mla&eadksekilde Ust sivisi dokuldi ve bu
peletler bir tipte toplandi. Bu tipte bulunan gdeteB defa steril saf su ile 10.000
rom'de 5 dakika santriftj edildi. Peletler en sateudarasi alinrgibir tipte toplandi

ve azirliklari olciildi (Tablo.3.2). Yabakteriler 65 °C ‘de kurutuldu.

Tablo.3.2: Lipit Analizinde Kullanilan Besiyeri ve Bakteri Mi&rlari

Izolatlar Besiyeri (ml) YaAgirlik (Q) Kuru Agirlik (g)
GE1 3000 5,517 0,918
GE2 3000 3,661 0,669
AH1 3000 12,314 1,463

Kurutulan bakteri numuneleri lipit analizi icin Pali (Italy)’ deki
Biyomolekiler Kimya Enstitist (Istituto di Chimic&iomolecolare (ICB))'ne
gonderildi. Orada yapilan cgitnalara gére numuneler 65/25/4 oranlarinda GHCI
(triklor metan)/CHOH (metanol)/HO ilave edildikten sonra 24 saat kamci
Uzerinde tutulmgtur. SUpernatant kismi filtre edildikten sonra vag@ordan
gecirilerek azot gazi () altinda kurutulduktan sonra numunelere 1ml tampon
eklenmitir. Numuneler ve standartlarAljcyclobacillus acidocaldariussubsp.

rittmannii Geobacillus toeb)i TLC'ye (Thin Layer Chromataghy) uygularytm.
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Ornekler solventte (CH@ICHs:OH/H,O (65/25/4 )) yurituldikten sonra TLC'ler
bakterilerin fosfolipitleri icin Dittmer ve Lestesollsyonu, glikolipitleri icin alfa-
naftalin, aminolipitleri icin ninhidrin solisyonuevayrica gliko-fosfo-aminolipitleri
icin Ce (SQ). ile muamele edilerek bakterilerin lipit profillerbakimindan
Alicyclobacillus acidocaldariussubsp. rittmannii ve Geobacillus toebiiile olan

benzerlikeri analiz edilrgir.

Kulanilan Cozeltiler:

Dittmer ve Lester

Cozelti A: 1litre BSO, (25 N %70 v/v) 'e 40.11 g MoQilave edilir ve MoQ

bitinceye kadar kaynatilir.

Cozelti B: 500 ml ¢ozelti A'ya 1.78g Mo ilave adilie 15 dak. kaynatilir. Soyan

karisimdan 50 ml ve c¢ozelti A'dan 50 ml alinip Gzeringd 2ml distile su ilave
edilerek hazirlanir.

a- Naftalin

a- Naftalin: 2.2 g

Etil alkol: 10.5 ml 'de ¢ozunduruldr ve buna

H,SOy: 6.5 mli

Etil alkol:40.5 ml

Destile su: 4.0 ml

a- Naftalin10.5 ml etil alkol de ¢6zundurdlir ve karisim H,SO;, etil alkol ve su
karstirihr.

Ninhidrin:

Ninhidrin: 0.2 g
Etil alkol 200 ml.

Ce (SQ),

120 ml SOy destile su ile 1000 ml ye tamamlanarak hazirlanir.

3.9. 16SrRNA Gen Dizi Analizi
16S ribozomal RNA dizi analizi icin bakteriler Ref-Gen (Teknokent

ODTU/Ankara) firmasina gonderildi. Bakteriler swrdle su asamlardan gegcirilerek analiz
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edildi. 16S ribozomal RNA genin yalkdik 1000 baz ciftlik dizi analizi yapildi. DNA
izolasyonu gercekigirilerek, 16S rDNA'nin PCR ile @altiimasi ve iki yonli DNA
dizi analizi yapilarak MicroSeq ID yazilimi ile dizave tanimlama yapilarak
filogenetik agac belirlendi.
DNA izolasyon:
1. Besiyerinde bir gece uretildikten sonra elde eddakteri kiltiri santrifdj ile
coktaralar.
2. Ust sivi uzaklgtirildiktan sonra c¢okelti TE (Tris- EDTA, pH 8.0arhponu
icerisinde ¢ozuandaralir.
3. Hicre duvar lizozim (murimidaz) enzimi ile zayiila.
4. SDS eklenerek hiicre parcalanir.
5. 0.15 M NacCl c¢ozeltisi eklenerek DNA cift zincirinirlikte kalmasi sglanir.
6. Proteinlerin parcalanmasi icin tzerine Kloroformbamil alkol eklenir ve
karstirihir. Daha sonra santrifdj edilir.
7. Ust faz dikkatli bicimde temiz bir santrifijj tiplraéinir ve (zerine etanol
lizopropanol eklenir. DNA ¢oklinceye kadar karilir.
8. Bu samada tup alt Ust edilerek yavaekilde karstiriirken DNA’nin
iplikcikler seklinde ¢okeldii gbzle gorulebilir.

9. DNA santrifij edilerek ¢okturtlur.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Bakterizolasyonu

Dargecit ilcesindeki llisu kaplicasindan alinanveucamur 6érneklerinden iki
tane izolat izole edildiizole edilen izolatlar AH1 ve AH2 olarak adlandinid
Guclukonak ilgcesinde bulunan Hista sicak su kgyrdan da iki tane izolat izole

edildi ve bunlarda GE1 ve GE2 olarak adlandirildi.

4.1.2. Morfolojik Ozeliklerin Tespiti

Hista sicak su kaygadan izole edilen GE1'in gram-pozitif, spor giuan,
aerobik, hareketli ve hicreleri genellikle ikililguk halinde bulunmaktadir. GE2'nin
de hucreleri tekli halde bulunmaktadir, gram-pd&zitierobik, hareketli ve spor
olusturmaktadir (Resim 4.1,4.2).

llisu kaplicasindan izole edileAH1 ve AH2'nin hicreleri genelikle ikili
halde, dizgtn kenarh, cubykklinde, gram-pozitif, hareketli ve sporlar uciksla
goruldu (Resim. 4.3,4.4, 4.5, 4.6).

izole edilen tiim izolatlarin (GE1, GE2, AH1 ve AHBjreketli aerobik

basiller oduklar tespit edilmtir ( Sekil 4.1).

4.1.3. Optimum UremeSartlarinin Tespiti

izole edile edilen bakterilerin optimum treme yetéegni tespit etmek icgin
spektrofotometrede 470 nm, 450 nm 660 nm’dgeder denenerek en iyi 540 nm'de
degerler tespit edildi. GE1'in Ureme sicaklik agalB0-65 °C, optimum Ureme

sicaklgl 60 °C olarak belirlendiSgkil 4.2). GE2'nin Greme sicaklik agalB5-65 °C,
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optimum tdreme sicalgi 60 °C olarak belirlendiSgkil 4.3). AH1'in Greme sicaklik
aralgl 30-65 °C, optimumu Ureme sicakli60 °C olarak belirlendiSgkil 4.4).
AH2'nin Ureme sicaklik arg@ ise 30-65, optimum Ureme sicakli65 °C olarak
belirlendi Qekil 4.5). Boylece bu izolatlarin termofilik bakier oldugu
anlasilmaktadir.

GELl'in pH Ureme ar@li5.5-10, optimum pH 9.0 olarak belirlendjekil
4.6). GE2'nin pH Ureme argi16.5-10, optimum pH 9.5 olarak belirlendiekil 4.7).
AHl'in pH dreme arafn 5.5-10, optimum pH 7.5 olarak belirlendsekil 4.8).
AH2'nin pH Ureme aragh 6.0-11, optimum pH'si 7.5 olarak belirlenfekil 4.9).

Optimum Greme sicaklive pH belirlendikten sonra bakterilerin uygun
Ureme zamanini tespit etmek icin optimum UremekBgda ve optimum pH'da
bakteriler inkiibe edildi. GELl'irfekil 4.10'da gortlenblyime grgiinde bakteri
Uremesi 15. Saatte en yukselgeiele oldgu gorulmektedir. Daha sonraki saatlerde
iIse sabit kalngtir. GE2'nin ise 12. Saat bakteri tremesinin ensgilikoldgu stre
olarak belirlendi.Sekil 4.11'de goruldgli gibi sonraki saatlerde hizli bir i
gorulmektedir. AH1'in buydme grgfi Sekil 4.12’de gorulmektedir. En yiksek oran
24. saat olarak tespit edildi ve sonraki saatleaat kalmgtir. AH2'nin Gremesinin
en yuksek dgeri 15. saatte tespit edildi. Daha sonraki saatlevabit kalmakta ve

belirli bir siireden sonra azalmaktadiekil 4.13).

4.1.4. Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler
4.1.4.1. Nasta Hidrolizi Testi
Baterilerin ngastayl sentezlenen amilaz enzimi tarafindan pangala

parcalanmaghini ortaya koymak amaciyla yapildi. gestali besi yerine yapilan
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ekimden sonra Uzerine dokulen iyodir ¢ozeltisinyiesinde besiyerinin Uzeri koyu
meneke rengine boyandi ve kolonilerin etrafinda acik kherzonlar olwtugu
gozlemlendi. GE1, AH1, AH2'nin gasta hidrolizi glcli pozitif reaksiyon gosteiidi

ancak GE2'nin pozitif reaksiyon gosteiidanlssildi (Sekil 4.14).

4.1.4.2 Katalaz Testi

Bu testte bakterilerin katalaz enzisentezleyip sentezleyemediklerini
bulmak icin yapildi. % 3luk kD, ‘in besiyerindeki kolonilerin {zerine
damlatilmasindan sonra hava kabarciklarinin veya g&sinin olmasi katalaz
enziminin sentezlengi gosterdi. GE1, AH1 ve AH2'nin pozitif, GE2'in iggiclu

pozitif reaksiyon gostergi belirlendi §ekil 4.15).

4.1.4.3Lipaz Testi

izole edilen GE1, GE2, AH1 ve AH2 bakterileriningjar parcalayan lipaz
enzimini sentezleyip sentezleyemediklerini anlamagin yapildi. Uretilen
bakterilerin tzerine CuSOgoOzeltisi damlatildiktan sonra kolonilerin  bulurgdu
yerlerde ysilimsi bir saha gorildi. Boylece bakteriler lipaazemi sentezleyerek
kolonilerinin etrafinda yglimsi sahalar olgturdular. GE1 ve AH2 pozitif, GE2

negatif ve AH1 ise gucli pozitif reaksiyon gostektedir (Sekil 4.16).

4.1.4.4. Kazein Hidrolizi Testi

GE1, GE2, AH1 ve AH2 'nin st protenini gturan kazeinin proteaz

enzimi aracgl ile hidrolizleyip hidrolizlemediklerini anlamak ¢in yapildi.
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Damlatilan %2’lik HCI ile kolonilerin etrafindaefaf zonlar olgtu. GE1 negaitif,

GEZ2, AH1 ve AH2 'nin ise pozitif reaksiyon gostgidespit edildi.

4.1.4.5Jelatin Hidrolizasyon Testi

GE1, GE2, AH1 ve AH2 bakterileri tarafindan sergeen jelatini
hidrolizleyen jelatinaz enziminin sentezlenip setemediklerini anlamak icgin
yapildi. Jelatinli besiyerinde Uretilen bakterifefjelatinaz enzimini sentezlemeleri
durumunda 1-2 saat buzdolabindaki birakilma sidesinsonra besi yerindeki
jelatini parcalamalar pozitif reaksiyon gosteBdylece GE1, GE2, AH1 ve AH2'

nin jelatin hidrolizasyon testi negatif gozlemlerigekil 4.17).

4.1.4.6. Ureaz Testi
GE1, GE2, AH1 ve AH2 bakterilerinin Ureaz enzimtayin etmek icin
yapildi. Yatik agar besiyerinde renkgtgmine bakildi. Bu durumda GE1 ve GE2
bakterileri pozitif reaksiyon gdsterirken AH1 ve AHbakterileri negatif reaksiyon

gostermektedirgekil 4.18).

4.1.4.7 Indol Testi

GE1, GE2, AHl1 ve AH2 bakterilerinin bir aminoasitam triptofani
ayristirarak indol meydana getirebilme yeteneklerini ifbeinek icin kullanildi.
Boylece inkiibe edilen tiplerin Gzerine Kovaks agiirdamlatildi veSekil 4.19'da
goruldigu gibi tuplerin tst kisminda kirmizi halka gtuadi. Bu nedenle GE1, GE2,

AH1 ve AHZ2 'nin negatif reaksiyon gosteftiespit edildi.
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4.1.4.8. Fosfataz Testi

GE1, GE2, AH1 ve AH2'in sentezledikleri fosfatazziemni belirlemek
amaclyla yapildiBunun igin tupteki kolonilerin Gzering 40 NaOH damlatildi ve
kirmizi rengin olgtugu gozlemlendi. Boylelikle GE1, GE2, AH1 ve AH2'rpozitif

reaksiyon gosterdi tespit edildi.

4.1.4.9. Lizozim Duyarhlgi

Bakterilerin % 0.001 lizozim konsantrasyonuna taliulmasi ilebir gin
sonunda spektrofotometrede okunan absorbangerléeinin  kontrol ile
karsilastirilmasi sonucunda GE1 ve GEZ2'nin negatif reaksigdstredii, AH1'in

pozitif reaksiyon ve AH2'nin ise zayif reaksiyorstgrdgi belirlendi (Tablo 4.1).

4.1.4.10. Sodyum Azid Duyarli
Bakterilerin % 0,02 sodyum azid duyagi tespit etmek icin bir gunlik
inkiibasyon suresinden sonra GE1'in ve GE2'nin rfegadllik, AH1 ve AH2'nin ise

pozitif 6zellik gosterdii gbzlenmitir (Tablo 4.2).

4.1.4.11. NaCl Toleransi
GE1, GE2, AH1 ve AH2'in farklNaCl konsantrasyonlarinda bir gunlik
inkiibasyon suresinden sonra kontrollerleskagtiriimasi ile dgerlendirildi. Tablo
4.3'te goruldgu gibi GE1 ve GE2 %1, AH1 ve AH2'nin ise %2 orarakidNacCl

konsantrasyonlarina toleranslh olduklari belirlendi
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4.1.4.12 Karbon Kaynagi Kullanimi

iki ayri deney sonucunda okunan OD (absorbanggrtiinin ortalamasi ile
karbon kaynaklari derlendirildi. GE1'in galaktoz, sakkaroz, maltoz lktozu
karbon kayng olarak kullandgl; glikoz, fruktoz ve gliseroli de zayif bgekilde
kullandigl anlaildi (Tablo 4.4). GE2'nin maltozu karbon kagnalarak kullandgl,
glikoz ve sakkaroz da zayif olarak kullagditespit edildi (Tablo 4.5). AH1'in
galaktoz ve gliseroli zayif olarak kullagditespit edildi (Tablo 4.6). AH2'nin
sakkaroz, laktoz ve gliserolu zayif bekilde karbon kayna olarak kullandi tespit

edildi (Tablo 4.7).

4.1.5. Lipit Analizi Sonuclari

Lipit analizleri Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii ve
Geobacillus toebistandartlari ile yapilan kalastirmalarda izolatlarin (GE1, GEZ2,
AH1) fosfolipitleri, glikolipitleri ve aminolipitleinin Geobacillus standartlarina

benzerlik gostergh gozlemlenmgtir (Sekil 4.20-Sekil 4.23).

4.1.4.6. Bakterilerin 16S rRNA Gen Dizi Analizi ve Filogenetik

Durumlarinin Belirlenmesi
Ref-Gen (Teknokent ODTU/Ankara) firmasina gonderilanalizler sonucunda

GE1'in 16S rRNA'sina aitl000, GE2'e ait 680, AH1l'e ait 1130 ve AH2'e aiRQ1l
nikleotit dizisi belirlendi (Tablo 4.8-4.11). Bdé&nen nikleotit diziler gen
bankasindaki mevcut olan gdir trlerle kagilastirilarak filogenetik durumlari

belirlendi Sekil 4.24-4.27).
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4.2. TARTISMA

Sicak su kaplicalarindaki mikroflorayla ilgili sonllarda bir ¢cok cakma
yapilmstir. Sicak su kaplicalarinin atallmasi ekstrem sicakliklarda ggyan
mikrobiyal ekosistemlerin tespit ediimesingimaktadirt

Son zamanlarda agtamacilar termofilik bakteriler Gzerinde gonlasmistir.
Cunkd bu mikroorganizmalar endustriyel uygulamadam temel bilimlere bir ¢ok
avantaj sglamaktadir. Termofilik mikroorganizmalar termostal@nzimler igin
kaynak olarak kullanilabilir. Termostabil enzimlerikullanimi biyoteknolojik
stireclerin daha ucuza mal olmasinjlamaktadir

Bu calsmada, Mardin ili Dargecit ilcesinde bulunan llisapkcasi ileSirnak
ili Guclukonak ilgcesinde bulunan Hista sicak suri@yndan su ve camur érnekleri
alinarak biyoteknolojik acidan ©6nemli termofilik Kiarilerin izolasyonu ve
tanimlanmasi amaclanghr. Dargecit kaplicasindan iki ve Giclikonak sicak
kaynagindan da iki tane en iyi Ureme Ozgiligosteren izolatlar izole edildi. Bu
izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal dalikleri, lipit ve 16S rRNA gen
dizi analizleri yapilarak bakteri tanimlanma gadasi yapilmytir.

Hista (Gugclukonak) sicak su kagmadan izole edilen, GE1 ve GE2 olarak
adlandirilan izolatlarin gubugekilli, gram-pozitif, spor olgturan, areobik, hareketli
oldugu bulunmaktadir. GE1'in hicreleri genellikle ikilalde GE2'nin ise tekli halde
bulunmaktadir. GE1 ve GE2'nin sirasi ile 15. ve d&atlerde dremeleri goraldi.
Ureme sicaklik arght GE1 igin 30-65 °C (optimum 60°C), GE2 icinde B
(optimum 60°C) olarak bulundu. Optimum Ureme pHEE1'in 9.0, GE2'nin 9.5
olarak bulundu. Bu izolatlarin termofil 6zellikteakteriler oldgu anlgiimaktadir.

%1'lik NaCle tolerans gosterdikleri saptandi. GERlkarbon kayng olarak
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galaktoz, sakkaroz, maltoz ve laktozu kullamdglikoz, fruktoz ve gliseroli de zayif
bir sekilde kullandgl saptandi. GE2'nin maltozu karbon kagnalarak kullandgi,
glikoz ve sakkaroz da zayif olarak kullagidiespit edildi.

Tablo 4.2.1: GE1 ve GE2'nin Fenotipik Ozelliklerinin Bgr GeobacillusTrleri ile
Karsilastiriimasi

Ozellikler 1 2 3 4 5 6 7
Hucresekli cubuk cubulkf cubuk cubuk | cubuk | cubuk | cubuk
Gram Ozellgi + + + + + + +
Hareketlilik + + + + + + ND
Blyume Sicakfii | 30-65 35-65 | 45-65 45-70 45-70 50-70
(°C)

Optimum 60 60 60 60-65 55
blylime sicakg

(°C)

Blyume pH'si 5.5-10.0 6.5-10.0 6.2-7.8 6.0-9.0 5.5-8/5 5-9
Optimum 9.0 9.5 7.5 7
biylime pH'si

Nisasta Hidrolizi + + + - + w ND
Katalaz + + ND ND DN ND ND
Kazein Hidrolizi - + + + + - -
Jelatin Hidrolizi - - + - + - -
Indol - - ND ND ND - ND
Ureaz + + ND ND - - ND
% 0.001 Lizozim - - ND ND ND - -
duyarlilig

% 1 NaCl' de + + + + + +| ND
gelisme

Glikoz kullanimi w w ND N ND + ND
Galaktoz + - + - + + +
kullanimi

Laktoz kullanimi + - - - - w +
Fruktoz kullanimi w - ND ND ND + ND
Maltoz kullanimi + + ND ND ND + ND
Gliserol w - + - +| ND ND
kullanimi

1, GE1 izolati; 2,GE2 izolati; 3, Geobacillus uzenensis' (Nazina, ve ark. 200%) 4,
Geobacillus toebi{Sung ve ark. 2002)5, Geobacillus gargensi@Nazina ve ark. 2002)6,
Geobacillus tepidamaniSchaffer ve ark. 200%)7, Geobacillus zalihanéRahman ve ark.
2007Y

+: pozitif 6zellik gbsterme, - : negatif 6zellik gf@rme, w: zayif dzellik gdsterme,
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ND: test edilmemnsi.

Yukaridaki tabloda gortldii gibi GE1 ve GE2'nin dsik bir ¢cok calsmada
tanimlanmg olan Goebacillus turlerine morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
Ozellikler bakimindan benzer Ozellik gostermektgdiablo 4.2.1). Ancak GE1 ve
GE2'nin optimum pH'si 9.0, 9.5 olgw icin bu bakterilerin alkalifilik olarak
tanimlanabilir. Pikuta ve arfk.anaerobik, alkalifilik, 1limh, fermentatif, spor
olusturan yeni bir termofilik bakteriyi gibre oOrnekleden izole etmgierdir ve
optimum pH'sini 9.5-9.7 olarak bulgiardir. Ayrica GE1 ve GE2'nin farkli karbon
kaynaklarini kullandiklari igin iki tartin birbirireh farkl old@gu tespit edilmgtir.

GElin 16S TrRNA gen dizisinin veri tabanindaki geti tirlerle
kargilastirilmasi soncu bu turtn filogenetikgaci belirlendi. Bu turin filogenetik
agactaki tanimlanmgi Geobacilluscinsine ait turle yakinlik gosteggj Geobacillus
cinsinin yeni bir ttrd olabilegg dUstinulmektedir.

GEZ2'nin 16S rRNA gen dizi analizi sonuclargel turlerle kagilastirlldiginda
Geobacillus kaua' yakinlk gostergii gorilmektedir.

Kuisiene ve ark. Lithuania'da yiiksek sicakliktaki petrol rezervhelén izole
edilen spor formlu, aerobik, proteolitik, termdfiliN-3" turiiniin izolasyonunu
yapmslardir. 16S rRNA gen dizi analizi yapilgiBu sonuclara gor&eobacillus
thermoleovoransiriine benzerlik gosterglisaptanmytir.

Savas ve ark® Tirkiye Van Ergy' de bulunan Hasanabdal sicak su
kaplicasindan izole ettikleri termofilik bakteriler fenotipik ve genotipik
karekterizasyonunu yapsmardir. 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda 6 tirin

Geobacillus pallidusldugunu tespit etngierdir.
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Rahman ve arkMalezya'daki hurma ya fabrikasindarGeobacillustiiriinii
izole etmilerdir. izole edilen tiirii TLolarak adlandirnglardir. Tiriin gram pozitif,
endospor olgturan, cubulgeklinde old@gunu tespit etnglerdir. Yapilan fizyolojik ve
biyokimyasal testler sonucunda bu tirin yeni Keobacillus tir oldysunu
bulmuwlardir.

DeFlaun ve ark! Giiney Afrika’da altin madeninden fakiiltatif terntidibir
izolat izole etmglerdir ve GE-7 olarak adlandirghadir. GE-7’nin optimum biyime
sicaklgini ve pH’sini sirasiyla 65 °C ve 6.5 olarak tespitglerdir. GE-7'nin cubuk
seklinde, sporlarinin terminalde ve camiya sahipugldu tespit etmsierdir. GE-
7'nin 16S rDNA gen dizi analizi sonucunda % 99.6aronda Geobacillus
thermoleovoran®SM 5366’ya benzer oldgunu bulmglardir.

Schaffer ve arR.Lomer Austria'da Leopoldsogieker pancari fabrikasindan
thmli termofilik, gram-pozitif, spor formlu iki beteri izole etmglerdir. 16S rRNA
gen dizi analizileri sonuglart bu tirlerin % 89.9olmbirbirlerine benzerlik
gosterdiklerini bulmglardir. Optimum sicaklik ve pH’yi sirasiyla 55 °€ ¥.0 olarak
tespit etmglerdir. Yapilan analizler sonucunda bu izolatlaBaobacilluscinsine ait
olduklarini bulmglardir.

lisu (Dargecit) kaplicasindan izole edilen, AH1 AB2 olarak adlandirilan
izolatlar cubuk sekilli, gram-pozitif, endospor olturan, aerobik, hareketli
bakterilerdir. Hucreleri genellikle ikili halde hudmaktadir. AH1 ve AH2' nin
biyume grafii incelendginde, gelgmeleri sirasiyla 24. saat ve 15. saat gldu
saptandiAHL'in Greme sicaklik aragh 30-65 °C (optimumu 60 °C) olarak bulundu.
AH2'nin treme sicaklik argh ise 30-65 (optimum 65 °C) olarak bulundu. AH1'in

pH Ureme ara@i 5.5-10.0 (optimum 7.5) bulundu. AH2'nin pH Ure@&lgl 6.0-
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11.0 (optimum 7.5) olarak bulundu. Boylece bu idalan termofilik karekterde
bakteriler oldgu anlgiimaktadir.izolatlarin ngasta hidrolizi, katalaz, kazein, lipaz
ve fosfataz testleri pozitif olarak tespit ediléier iki izolatin da % 0.001 lizozim
duyarlilgr ve % 0.02 sodyum azid duyargilipozitif géruldi. Ayrica izolatlarin %
2’lik NaCl’e toleransli olduklari géraldi. AH1'ingkbon kayngi olarak galaktoz ve
gliseroli zayif olarak kullangi tespit edildi. AH2'nin ise sakkaroz, laktoz ve
gliserolu zayif bigekilde kullandg! tespit edildi.

Bu izolatlar Tablo 4.2.2'dekiAnoxybacillustirleri ile kagilastirildiginda
morfolofik, fiziksel ve biyokimyasal 0Ozellikler ydmden bir ¢ok benzerlik
gostermektedir.

AH1 ve AH2 kendi aralarinda kalastirildigi zaman bir ¢cok 6zellik
bakimindan benzerlik goéstermektedir. Ancak ikisida farkli pH araliklarinda
uredikleri, farkli optimum sicakliklarda Urediklevie farkl karbon kaynaklarini
kullandlar tespit edilnstir (Tablo 4.2.2). AH1'in Greme pH argh5.5-10.0, AH2'nin
iIse 6.0-11.0'dir. AH1'in optimum sicalgh 60 °C, AH2'nin ise 65 °C’dir. Karbon
kayna olarak AH1 galaktoz ve gliserolu zayif kekilde, AH2 ise stikroz, laktoz ve
gliserolt kullanmaktadir.

AH1 ve AH2’nin 16S rRNA gen dizi analizi EMBL vetabanindaki mevcut
turlerle kasilastirildiginda Anoxybacillus cinsine benzegi ve Anoxybacillus
flavithermu& % 99 oraninda yakinlk gostegdgorulmistir.

Pikuta ve ark anaerobik, alkalifilik, iimli, fermentatif, sporugturan yeni
bir termofilik bakteriyi giibre érneklerinden izotmislerdir. izolatin gram pozitif,
diuz, hareketsiz, cubujeklinde, treme sicalh ve pH sirasiyla 37-66 °C (optimum

62°C) ve pH 8.0-10,5 (optimum 9,5-9,7) olarak betimistir. Bakterinin, D-gulkoz,
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sukroz, D-fruktoz, D-trehaloz ve gaista karbon kaynaklarinda Grgdi
gozlemlenmgtir. Katalaz testinin negatif olgu go6zlemlenmitir. Fenotipik
Ozellikler, 16S rDNA gen dizi analizi bu izolatAnoxybacilluscinsine ait yeni bir
tur olduzu anlgilmistir.

Yumoto ve ark Kamchatka sicak su kaplicalarindan yeni ilimlmigfilik
TH13" varyetesini izole etrgierdir. Tiriin gram-pozitif, fakiiltatif, aerob, diiz
hareketsiz ve cubukeklinde oldgunu, 30- 64 °C arasinda Urgidi (optimum 54
°C) bulmylardir. Varyetenin katalaz testi pozitif ve % 3'diazla NaCl (w/v) de
Uremedgini tespit edilmgtir. izolatin pH 7-8 Uregi tespit edilmjtir. 16S rRNA' ya
dayali filogenetik analizler sonucunda bu tlr&noxybacilluscinsinin bir Gyesi
oldugunu bulmuglardir.

Dulger ve ark? Tirkiye'deki Rize ve Canakkale’de bulunan Ayder ve
Kestanbol sicak su kaplicalarindan iki termofilish izole etmjlerdir. ABO4' ve
K4' olarak adlandirdiklari izolatlarin spor formlukédtatif anaerob, gram-pozitif,
cubuk seklinde bakteriler oldgunu tespit etngierdir. Izolatlarin optimum
sicakliklarina 50-55 °C, yeni ilimh termofilik al@larini bulmglardir. Bu turlerin
¢ssitli karbon kaynaklarinda (D-glukoz, D- raffinoz-§ikroz, D-xylose, D-fruktoz,
L-arabinoz, maltoz, D-mannoz, D-mannitol) Ureyeiilerini tespit etmglerdir. 16S
rRNA gen dizi analizleri sonucunda bu turleAnoxybacilluscinsine ait olduklarini
bulmuwlardir.

Poli ve ark™® Antartika'daki jeotermal alanlardan yeni bir sporriu olan
Anoxybacillustiriini izole etmsierdir. Bu turiin gram pozitif oldgunu optimum
ureme sicak@ini ve pH’sini sirasiyla 61°C’de ve 5.6 olarak buglardir. Bu turin

galaktoz, trehaloz, maltoz ve sukroz karbon kaymaki kullandiklarini
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belirlemislerdir. 16S rRNA gen dizi analizi sonuclarindan irtin yeni bir
Anoxybacillugri oldgunu tespit etnierdir.

Kevbrin ve ark Kamchatka' daki jeotermal kaynaklarindan termiofili
bakteri izole etnglerdir. izole edilen bakteriyi KG4 olarak adlandighardir. KG4'
Un spor olgturan hareketli, fakiltatif, aerob, gram pozitifocik seklinde bakteriler
oldugunu tespit etrgierdir. Aerobik olarak glukoz, fruktoz trehaloz, gpeinli
substrati ve pektini karbon kayhaolarak kullandiklari bulunmur. Bakterinin
optimum biyime sicalginin ve pH'sinin sirasiyla 60 °C ve 6.8-8.5 @du
belirlenmitir. 16S rRNA gen dizi analizi ile bu bakteriniinoxybacillus
kamchatkensislarak adlandiriimasina karar vestardir.

Derekova ve ark® Bulgaristan'in Rup basin bolgesindeki sicak su
kaplicalarindan gram-pozitif, spor formlu, oldukgarobik, termofilik G¢ yeni tir
izole etmglerdir. Optimal Greme sicak ve pH sirayla 55-58 °C ve 6.0-6.5 olarak
tespit edilmjtir. R270 olarak adlandirdiklar tirin 16S rRNA, gyasidi profili bu
turin Anoxybacilluscinsine ait yeni bir tir oldiunu vebu nedenleAnoxybacillus

rupiensissp. olarak adlandirmglardir
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Tablo 4.2.2: AH1 ve AH2'nin Fenotipik Ozelliklerinin Fer AnoxybacillusTurleri

ile Karsilastirilmasi

Ozellikler 1 2 3 4 5 6 | 7
Hucresekli cubuk cubuk | cubuk cubuk cubuk cubuk| cubuk
Gram Ozellgi + + + + + + +
Hareketlilik + + - + + + +
Blyume Sicakfi 30-65 | 30-65 37-66 30-70 45-65 35-65 55-67
(°C)

Optimum 60 65 62 50 61 55 65
blylume sicakg

(°C)

Blyume pH'si 5.5-10.0 6.0-11/08.0-10.5 | 6.0-11.0 5.0-6.p 5.5-95 6.0-7.
Optimum 7.5 7.5 9.5-9.7 7.5-11 5.6 75 7.2
biylme pH'si

Nisasta Hidrolizi + + + + + + -
Katalaz + + - ND ND + +
Kazein Hidrolizi + + - ND ND - -
Jelatin Hidrolizi - - - + - - -
Ureaz - - ND ND ND ND ND
Lizozim + w ND ND ND - +
duyarhlg

% 2 NaCl' de + + + + + + ND
gelisme

Glikoz kulanimi - - + + + - -
Galaktoz kulanimi w - ND ND ND w -
Siikroz kulanimi - w + + ND ND ND
Laktoz kulanimi - w ND - ND - -
Gliserol kulanimi w w ND ND ND ND ND

1, AH1 izolati; 2,AH2 izolati; 3\noxybacillus punchinensiéPikuta ve ark. 2008) 4,
AnoxybacillusayderensigDulger ve ark. 2004 5Anoxybacillus amylolyticugPoli ve ark.
2006)°; 6, Anoxybacillus kamchatkensssibsp.asacchareden&G8 (Gul-Giiven ve ark.

2008)% 7, Anoxybacillus thermarurPoli ve ark. 2009y

+: pozitif 6zellik gbsterme -: negatif 0zellik gésine w: zayif 6zellik gésterme

ND: test edilmensi.
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Resim 4. ZZE2'nin gram boyama ozgdii



Resim 4. AHL1'in gram boyama 6zefii

Resim 4.4AH2'nin gram boyama 0zedii
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Resim 4.5AH1'in spor boyama 6zefli

Resim 4.6: AH2'nin spor boyama 6zetii
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SEKILLER

Sekil 4.1: Bakterilerin Hareket Testi

GE1
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Sekil 4.2: Sicaklgin GE1'in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.3: Sicaklgin GE2'nin Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.4: Sicaklgin AH1'in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.5: Sicaklgin AH2'nin Uremesi Uzerine Etkisi

Absorbans (540 nm)

Sekil 4.6: pH'nin GE1'in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.7: pH'nin GE2'nin Uremesi Uzerine Etkisi

— —
- N B
1 1 ]

Absorbans (540 nm)

AH 1

95 10 11 115

Sekil 4.8: pH'nin AH1'in Uremesi Uzerine Etkisi
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AH 2
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pH
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Sekil 4.9: pH'nin AH2'nin Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.10: Zamanin GE1'in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.11: Zamanin GE2'nin Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.12: Zamanin AH1'in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.13: Zamanin AH2'nin Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.14: Nisasta Hidroliz Testi
a: GE1, b: GE2, c: AH1, d: AH2
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Sekil 4.15: Katalaz Testi
a: GE1, b: GE2, c: AH1, d: AH2
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Sekil 4.16: Lipaz Testi
a: GE1, b: GE2, c: AH1, d: AH2
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Sekil 4.17: Jelatin Hidroliz Testi
K:Kontrol, a: GE1, b: GE2, c: AHd: AH2

Sekil 4.16: Ureaz Testi
K:Kontrol, a: GE1, b: GE2, c: AHL: AH2

82



Sekil 4.19: indol Testi
K:Kontrol, a: GE1, b: GE2, c: AH1L:, AH2

Tablo.4.1:Lizozim Duyarhlgl (OD 540nm )

Kontrol 200,001 Lizozim
GE1 1,527 0,003
GE2 0,321 0,032
AH1 0,413 0,523
AH2 0,585 0,371

Tablo 4.2: Sodyum Azid Duyarlifii (OD 540 nm )

Kontrol %00.02
Sodyum
Azid
GE1 1,527 1,355
GE2 0,205 0,186
AH1 1,116 0,293
AH2 0,585 0,141
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Tablo 4.3: Degisik NaCl Konsantrasyonlarinda Bakterilerin Ureme(@D 540 )

Kontrol | NBC %0.5 %1 %2 %3 %5

(NB+Saf | (NB+Ceme | NaCl NacCl NacCl NacCl NacCl

su) suyu)
GE1 0,047 1,989 1,745 1,284 0,119 0,111 0,106
GE2 0,205 0,940 0,459 0,850 0,080 0,089 0,084
AH1 1,116 1,493 1,385 0,604 0,127 0,114
AH2 0,585 0,499 0,512 0,123 0,126
Tablo 4.4: GE1'in Farkh Karbon Kaynaklarinda Uremesi (OD 540)

1.gUn 2.gun 3.gun Sonug

Kontrol 0,225 0,157 0,206
Glikoz 0,531 0,794 (T) 0,340 w
Galaktoz 0,554 0,923 (T) 0,652 ++
Fruktoz 0,509 0,698 (T) 0,249 W
Sakkaroz 0,460 0,859 (T) 0,634 ++
Maltoz 0,448 0,742 (T) 0,562 +
Laktoz 0,279 0,425 0,568 +
Gliserol 0,516 0,591 (T) 0,180 w
Sodyum sitrat ND ND 0,231 --

T: Taze besiyerine transfer edilerek tekrar tUremedli&lerinin test edilmesi
ND: Ureme tepit ediimedi, w: Ureme zayif, +: Ureyeterli, --: Ureme sganmadi

Tablo 4.5: GE2'nin Farkli Karbon Kaynaklarinda Uremesi (O %4n)

1.gun 2. gun 3.gun Sonug
Kontrol 0,201 0,179 0,117
Glikoz 0,285 0,297 0,338 w
Galaktoz ND 0,154 --
Fruktoz 0,190 0,209 0,215 --
Sakkaroz 0,254 0,279 0,316 w
Maltoz 0,392 0,721 (T) 0,558 +
Laktoz ND 0,112 --
Gliserol ND 0,135 --
Sodyum sitrat ND 0,095 -

T: Taze besiyerine transfer edilerek tekrar Urezedli&lerinin test ediimesi
ND: Ureme tepit edilmedi, w: Ureme zayif, +: Uewyeterli, --: Ureme sganmadi
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Tablo 4.6: AH1'in Farkli Karbon Kaynaklarinda Uremesi (OD 5#)

1.gun 2. gun 3.gun Sonug
Kontrol 0,221 0,221 0,209
Glikoz ND 0,217 0,232 --
Galaktoz 0,607 0,571 (T) 0,091 W
Fruktoz ND 0,182 --
Sakkaroz 0,214 0,220 0,222 --
Maltoz 0,233 0,245 0,208 --
Laktoz 0,238 0,241 0,269 --
Gliserol 0,592 0,578 (T) 0,197 w
Sodyum sitrat ND 0,152 --
T: Taze besiyerine transfer edilerek tekrar Urezedli&lerinin test ediimesi
ND: Ureme tepit edilmedi, w: Ureme zayif, +: Uewyeterli, --: Ureme sganmadi

Tablo 4.7: AH2'nin Farkli Karbon Kaynaklarinda Uremesi (OD054m)

1.gun 2. gun 3.gun Sonug
Kontrol 0,275 0,214 0,230
Glikoz 0,273 0,304 0,324 --
Galaktoz 0,264 0,319 0,364 --
Fruktoz 0,274 0,272 0,257 --
Sakkaroz 0,564 0,366 0,392 w
Maltoz 0,241 0,269 0,296 --
Laktoz 0,429 0,464 0,507 w
Gliserol 0,432 0,500 0,168 w
Sodyum sitrat ND 0,156 --

T: Taze besiyerine transfer edilerek tekrar Uremliélerinin test edilmesi
ND: Ureme tepit edilmedi, w: Ureme zayif, +: Uewyeterli, --: Ureme sganmadi




MR1 A B C L1
Sekil 4.20: Izolatlara ait Fosfo-gliko-aminolipitlerin Standarin Fosfo-gliko-
aminolipitleri ile Kagilarstiriimasi

A: AH1, B:GE1, C:GE2 Standartlar: MRA&licyclobacillus acidocaldariusubsp.
rittmannii, L1: Geobacillus toebii
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A B C

Sekil 4.21: izolatlara ait Fosfolipitlerin Standartlarin  Fosfilieri ile
Karsilastiriimasi

A: AH1, B:GE1, C: GE2 Standartlar: MRAlicyclobacillus acidocaldariusubsp.
rittmannii, L1: Geobacillus toebii
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MR1 A B C L1

Sekil 4.22: izolatlara ait Glikolipitlerin ~ Standartlarin  Glikgitleri ile
Karsilastiriimasi

A: AH1, B:GE1, C: GE2 Standartlar: MRAlicyclobacillus acidocaldariusubsp.
rittmannii, L1: Geobacillus toebii
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Sekil 4.23: izolatlara ait Aminolipitlerin Standartlarin  Aminpltleri ile
Karsilastiriimasi

A: AH1, B:GE1, C: GE2 Standartlar: MR2&licyclobacillus acidocaldariusubsp.
rittmannii, L1: Geobacillus toebii
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Tablo 4.8: GE1'in 1000 Baz Cifti Uzungundaki 16S rRNA Baz Dizilimi

5'"_CCGAAACCTGGCCGGCGTGCCTAATAATGCAAGTCGAGCGGACCGAA

TGAGAGCTTGCTCTTATTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGEG

GCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATAC
CGGATAACACCGAAGACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTTGG!

GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCA
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGH
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAA

TGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACKG
\

GAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCG

TTTGAACAAGGCGGCGCGGTGACGGTACCTCACGAGAAAGCCCCGGCTA

ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGG

AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGGACTTGAG

TGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTGAC
GCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCACGCCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTCACACCCTTTAA
TGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAAGTACGGCCGCAA

GGCTGAAACCCAAAGAAATTGACGGGGCCCGCACAACCGGGGAACATGG

GGTTAATCCAGCACCGAAAAACCTAACGGTCTTGAATCCCTGAAACCAG
AAATGGCGTTCCCCCTCCGGGGACA-3

Tablo 4.9: GE2'nin 680 Baz Cifti Uzunundaki 16S rRNA Baz Dizilimi

5'_GAGCAACTTGGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGGACCGAAT
GAGAGCTTGCTCTTATTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATAC
CGGATAACACCGAAGACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTTGG(
TGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCA
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGH
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAA

GAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCG

TTTGAACAAGGCGGCGCGGTGACGGTACCTCACGAGAAAGCCCCGGCTA

ACTACGTGCCAGCAGCAGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGG

AATTATTGGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGA
AAAGCCCACGGCTCAACCCGTGGAGGGGTCATTGGGAAACTGGGGGGA(
TTGATTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCCGTGTACCGGTGAAATGC-3'

\ WA
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Tablo 4.10: AH1'in 1130 Baz Cifti Uzunlgundaki 16S rRNA Baz Dizilimi

5"_GGAGCTGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGGACGAATCGAAA
GCTTGCTTTTGATTCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA(
CTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGAT
AACACGGAATGTCGCATGACGTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCG
CTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTQG

ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT

TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAG
GCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAGCGCAGT

AACTGGCGTTACCTTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTAC

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGGACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGATAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCT,
GTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGCTCGCAGAGTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGGACATCCCCTGA

CAACCCGAGAGATCGGGCGTTCCTCCTTCGGGGGGACAGAGTGACAGGT

GGTGCATGGTTGTCGTCCGCTCGTGTCAGTGGATGGTTAGGTAAGTCCC(
CAACGGAGCGCAACCCTCGAACTAGTGGCCAGCATTCAGTTTGGGCACT(
TTA-3'

)

D

CJ) )
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Tablo 4.11: AH2'nin 1120 Baz Cifti Uzunlgundaki 16S rRNA Baz Dizilimi

5'_GCGAAGCTGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGGACGAATCGA
AAGCTTGCTTTTGATTCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGG
ATAACACGGAATGTCGCATGACGTTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGT
CGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGA
AGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAGCGCA
GTAACTGGCGTTACCTTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT]
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCA
GAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGC
TGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAGAAGT
GAAACTCAAGGAATTGACGGGGGCCCCGCCCAGCGGTGGAGCATGTGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAAACCTTACCAGTCTTGACAGCCCTGACAACC
CGAGAGATCGTGCGTTCCCCCTTCGGGGGGGAAAAGGGGAAAGGTGGG
GCATGTTGTCTTCCCCCCGGTCGGGGAATGTAAGGGTTAGTCCCCCACCH
AGGCAACCTCACTTGATGACATCTTTCCGTTGGGCCTCTTT-3'

—

[T
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| Geobacillus stearothermaphilus
Geobacillus stearothermophilus
Geabasillus sp. o1
Geabacillus sp. TC- S5

L

Geobarillus sp. HEa
Barillus caldovelox

w 4 = Geobacillus vulcani
Eacillus caldovelon
o Oeobacillus sp. &53
@ &% cenbacillus vulcani
Geobacillus thermoleovorans
g Geobacillus sp. T4+ 5
o Geabacillus sp. T+ 10
& Geobacillus sp. SE21
1 @ Barillus sp. GE2
3 Geobarillus zalihae
5 Geobacillus sp. sbs4L
% Bacillus 5p. E26512
Geobarcillus sp. sbs4s
i Geabacillus sp. TERIMSH
o Geobacillus sp. MEO
| % Eacilluz sp. BOSC WasED
o = Geabacillus stearathermophilus
» Geobecillus thermoparafiinivorans
a :ét-:eobaj:illus kaustophilus HTA426
Geobarillus sp. E263
& Geobacillus kanstophilus
& Geobacillus sp. shs 3
@ Geobacillus sp, CICC 10315
& Geobacillus kanstophilus
& zeobacillus lituanicus
o3 Geobacillus kanstophilus
@ oeobacillus thermoleovorans
@ Geobacillus thermoleoworans
Geobarcillus thermaleowarans
Geobarillus kaustophilus

&

& — Geobacillus sp. T4 11
1 = Barillus sp. WH-2
L Geobacillus sp. sha4sz

Geabacillus sp. T+ 1
7 Eacilluz sp. BOSC WasES
= Bacillus sp. BOSC WaAT4
T EBacillus sp. BGSC Was21
Bacillus sp. BOSC YWasTs
& Bacillus sp. BGSC YWas91
i Bacillus sp. B3 SC YOASE
Geobarillus thermodenifrificans
& Geobarillus thermodenifrificans
<] iGeobacillus thermodenitrificans MGE0- 2
@ Geobacillus thermodenitrificans
=3 @ Geobacillus thermodenitrificans
@ Geobacillus thermodenitrificans
@ Geobacillus thermodenitrificans
@ Geobacillus thermodenifrificans

9 @ aeobarillus thermodenitrificans
o @ meobarillus thermodenitrificans
L Geobarillus thermodenitrificans

QGeobaJ:iIIus thermodenifrificans
=3 Geabacillus thermodenifvificans
rGeobacillus thermodenitrificans
@ Geobacillus thermodenitrificans
Geobacillus thermodenifrificans
2 Geabacillus fropicalis
[ oeabacillus sp. LS
i} Geobacillys thermodenitrificans
@ meobarillus thermodenifvificans
& Bacillus sp. BGSC WAABD

H & Baxillus sp. BOSC YWIAS
1 S Geabacillus thermodenifrificans
@ Geabasillus sp. Fada
¥ i Baillus sp. BG ST WAEE
b Geobacillus thermodenitificans

3 Bacilluz sp. BOSC WaAG4
= Geobarcillus thermodenitrificans
14 Geabarillus thermodenitrificans
Geobarillus thermodenifificans
Bacillus sp. BOSC YWaLET?
g Eacilluz sp. BOSC WasET
@ Geabacillus sp. M5 1
:i_C:eobau:iIIus thermodenitrificans MEE0-2
) Geabacillus sp. FE4b

'

Eacilluz sp. BOSC Was 54
H Geobarillus thermodenitrificans
7 Bacillus 5p. BOSC WasT1
i Bacillus sp. BGSC YWaA45
L1 Geobacillus thermodenitrificans
| T oeabacillus thermodenitrificans
75 oeobarillus thermodenitificans
EBacillus sp. 75 3
Geobacillus subterraneus
Geabacillus sp. LHE
Geobacillus kaue
# Geabacillus uzenensis
': Geobacillus subtenanens
& Geobarillus subferraneus
Srideobarillus subferraneus
g G oeobacillus subterraneus
iz unculured bacterium
@ Geabacillus subtenaneus
unikniown-d
Geabacillus sp. 1112
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4 Barillus sp. BGSC YWas91
3 Baillus sp. BGSC WIASE
-3 Geabacillus thermodenifvificans
Geobacillus thermodenitrificans
3 Geoha}:lllus thermodenifrificans

-] Geabacillus thermodenifrificans

¥ Geohau:lllus thermodeniftificans
21 Geabacillus thermodeniftificans
3 Geobarillus thermodenifificans
3 Geobacillus thermodenifrificans
= peabacillus thermodenitrificans
Geobaclllus thermodenifrificans MOS0 2

Geobacillus thermodenifrificans

a Geohau:lllus thermodenitrificans
@ Geobaxillus thermodenitrificans
3 Geobacillus thermodenitificans
2 Geobacillus thermodeniftificans
2 Geobacillus thermodenifrificans
o] 2 Geobacillus thermodenitrificans
@ Geobacillus thermodeniftificans
a Geobarillus thermodenitrificans
Geobarillus sp. 45353
Baj:lllus sp. BOSC WOAS4
Geabacillus thermodenifificans
Barillus sp. BOSC YWOARE
unculfured bacterium
& Geobau:lllus thermodenitrificans
] Geabasillus stearothermophilus
H ceabacillus sp. Fa4a
9 Geabacillus frapicalis
9 Bacillus sp. BOSC YWasEs
@ Barillus sp. BGSC YWaAS
@ Geobacillus sp. LS
@ Geobarcillus thermodenitificans
2 0 Geabacillus thermodenifrificans
Geobacillus thermodenitrificans MGE0-2
Geabacillus thermodenifificans
Geobacillus sp. M53-1
2 Bacillus sp. EBOSC WasET
] Geobacillus thermodenitrificans
1 Bacillus sp. BOSC WasT4
o Bacillus sp. BGSC WAATS
@ Bacillus sp. BGSC YWAAT
9 Bacillus sp. BGSC WAAGT
4 Bacillus sp. BGSC WARS
4 Bacillus sp. BGSC YA 54
w Bacillus sp. BOSC Was4 s
2 Geabacillus thermodenifificans
Geabacillus thermodenifrificans
a Geobacillus sp. Fe4b
EBacillus sp. BGSC Was21
Bagillus sp. 75 3
Geobarillus sp. HEa

EBaillus caldouelon
..}Geohazillus SpLASS
o o Geobacillus valcani

Geobarillus thermoleowvarans

7 Geobacillus sp. T+ 10

1 ] 2 Baillus sp. G52
Geobacillus zalihae

@ Geabacillus sp. SB21
@ Geabadillus sp. T4+8
Geabacillus bogazici

&

= Geobarillus stearothermophilus
Geobacillus sp. 61
Geobaillus sp. TC- 53
Geobarillus stearothermophilus
Geobacillus stearothermophilus
Geabasillus stearothermophilus
13 Geabacillus stearathermophilus
Geobarillus stearothermophilus
9 geobacillus stearothermophilus
Geabacillus stearathermophilus

- ] o

o

Geobarillus subtenanens
Q'Geobaclllus uZenensis
& Geobacillus subterranens
& Geobacillus subterraneus
Geobacillus subteranens
juncutured bacterium
2 Geobarillus subberranens
Geabarillus subtenaneus
Geobacillus sp. LHE

Geobacillus kaue

@ unknown-d
¥ eobacillus spo 112
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§ meobacillus kaustophilus
Geobacillus sp. T+ 11
Geobacillus sp. shs4s2

& Geobacillus thermoparaffinivorans

[t menbacillus keustophilus HTA+26

Geobacillus kaustophilus

B imenbarcillus thermoleowsorans

2 Geabacillus kaustophilus

> Geobacillus sp. sbss

@ Geabacillus sp. CICC 10315

& Geabacillus lituanicus

e Geobacillus kaustophilus

i Geabacillus thermaleoworans
Geobarcillus thermaleowvorans

a Bacillus sp. BOSC WIAGD

Geobarillus stearothermophilus
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Anoxvbacillus sp. FES
Anosvbacillus sp. FET
E unculured bacterium
d e AnoHvbacillus sp. FES
anoxtbacillus sp. FES
uncultured bacterium
anoxtbacillus confeminans

T Anosvbacillus rpiensis
unculfured bacteriom
@0 uncultured bacterium

Iy Geobacillus sp. T2
e Tuncultured bacterium

» [ anouvbecillus beppuensis
Anoxvbacillus beppusnsis
o AnoHvbacillus sp. E1
'y Eaillus sp.
i & unculured Bacillaceae bactetium
- Geobacillus sp. 4k FRO901
| anoxvbacillus amdaldicus
- Anoxvbacillus voinowskiensis
Anoxybacillus sp. HTS
o Barillus sp. HT+
3 Eacillaceas bacterium A543
Anoxvbacillis boaroviensis
9 & uncultured bacterium
o Earillus aestiarii
4 uncultured Firmicutes bacterium
¥ 2 Bacillus smithii
= gacillus smithii
ancxtbacillus hididerensis
o it Anoavbacillus sp. D RO+

& ! !
_.J"' Anoxvbacillus gonensis

& Anosvbacillus gonensis
i Anonvbacillus gonensis
=4 anondbacillus sp. DROZ
o anasvbacillus favithermus
Ancrvbacillus flavithermus
& g Anonvbecillus sp. DRO1
Anoxvbacillus flavithermus
b & Ancxvbacillus sp. TSE6
D anoHsbacillus sp.TSE 1
unidentified bacterium

1 5 & anousbailus 5o TSE-+
& = uniculfured bacterdiom
Anoxvbacillus sp. TSE 11
@ Anosvbacillus flavithermus
& anoxvbacillus awderensis

o Ancrvbacillus flavithermus
@ Anosvbacillus kualawohkensis
a uncultured Anosvbacillus sp.
8 Anoxybacillus kamchatkensis
Anoxybacillus kamchatkensis
2 uncultured bacterium
b © Bacillus 5p. CCR3
- | Anoqvbacillus sp. & FO4
o Anoxvbacillus gonensis
Anotybacilles sp. ey
Anosvbacillus sp. KGE
L Anouvbacilluz sp. ME
anoxvbacillus sp. 01021
Ancxvbacillus favithermus
&.ﬁnoxyt-a::illus pushchinoensis
A anouvbacillus pushchinoensis
| & uncultured &nospbacillus sp.
i Bacillus 5p.
o uncultured Anowvbacillus sp.
anovbacillus sp. CES 5
o9 uncultured bacterium
9 & Anoxvbacillus pushchinoensis
unculured bacterium
Baillus sp. 05w 13
Anoxvbacillus favithermus
uncultured bacterium
uncultured bacterium
uncultured bacterium
uncultured bacterium
¥ Anoxybacillus kestanbolensis
F Anoxvbacillus favithermus
i uncultured bacerium
o uniculured bacterdium
1 Anosvbacillus funisiense
uncultured Eacilli bacterium
Anorpbacillus sp. HT14
2 Buncultured bacterium
2.5 Ancrvbacillus kestanbolensis
- AnaHvbacillus kestenbolensis
uncultured bacterium
Anoxvbacillus favithermus
b4 Anoxvbacillus favithermus
 unidentified protecbacterium
unicultured low G+C Greme posifive bacterium
& anartbacillus mongoliensis
Bacillus sp. Y Y1010
Anoqvbacillus flavithermus
= Ancrvbacillus flavithermus
gruncultured snodvbacilles sp.
5 @unknown 4

-G-GOl

L ] uncultured bacterium
T =5 Anasvbacillus flavithermus
o Anosvbacillus flavithermus

Anosvbacillus flavithermus
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Anoxvbacillus sp. FES
Anosvbacillus sp. FET
C unculfured bacterium
a4 o Ancxvbacillus sp. FES
Anoxybacillus sp. FEE
s uncultured bacterium
SFanosvbacillus confaminans

T Anoxvbacillus rupiensis
uniculfured bacterium
9 & uncuHured bacterium

Anosvbacillus sp. B

o T uncultured bacterium
& —Q & Ancxvbacillus beppuensis
Anaorybacillus beppuensis

o AnoHvbacillus sp. E1
'y Eaillus sp.
o a uncultured Bacillacess bacterium
Geobacillus sp. Ja k- Fri0aod

T Anarvbacillus amdaldicus
"’ Ancrvbacillus voinouskiensis
) Ancrvbacillus sp. HTS
hd EBacillus sp. HT4
& EBacillacens bacterium & 343
: Anoxvbacillus bogroviensis
I~ i uncultured bacterium
I ? - uncultured b fetium
& EBacillus aestuarii

uncultured Firmicutes bacterium
2 uncultured becterium
Bagillus sp. CORS
anovbacillus sp. & Fo4
Anoqvbacillus flavithermus

5 r_‘,) anoxvbacillns asderensis
11 2 anosvbacillus favithermus
@ 0 unculured Anasybacillus sp.
o Anoxvbacillus kualawohkensis

2 Anosvbacillus kamchatkensis
= anoxvbacillus kamchatkensis
o ) Anorvbacillus gonensis
[ Anossbacillus sp. - ¥
Anosvbacillus sp. KGE
3 Anosvbacillus sp. DRO2
& snosvbacillus favithermus
Anoxvbacillus flavithermus
Anosvbacillus sp. TSE6

1 ‘).-H.noa-:yhacillus sp.TSE-1
[T > c Anosvbacillus sp. TSE 11
= anonubacillus sp. TSE 2
) & unidentified bacterium
b @ Anoxvbacillus sp. TSE- 4
@ uncultured bacterium
i3 anoxvbacillus sp. DRO1
a : Anorpbacillus favithermes

2 8 Anoaybacillus sp. OR04
& anoxvbacillus gonensis
Ancrvbacillus hididerensis
Anorpbacillus gonensis
Anoxpbacillus gonensis
Ancsvbacillus pushchinoensis
unicultured bacterium
uncultured Anowvbacillus sp.
@ @ anosvberillus pushehinoensis
o Anourbacillus pushehinoensis
Q iZuncultured snoxvbacillus so.
EBeillus sp.
Ancrvbacillus sp. ME
Anoxsbacillus sp. D021
Anosvbacillus flavithermus
ancxtbacillus mongoliensis
0 unculfured low GHC Grem- positive bacterdum
@ " Bacillus sp. 0S5 ac- 18
Anoxvbacillus flavithermus
uncultured bacterium
uncultured bacterium
uncultured bacterium
uncultured bacterium
Anosybacillus kestanbolensis
2 Ancrvbacillus flavithermus
unculured bacterium
@ o uncultured bacterium
2 Anorsbacillus tunisiense
uncultured Bacilli bacterium
Sruncultured bacterium
o 2 uncultured bacterium
3 & Anosvbacillus kestanbolensis
[+ Anoxybacillus kestanbolensis

L

F
WG

Anorybacillus spHT14
Anoxvbacillus flavithermus
Anoxvbacillus flavithermus

ynidentified proteobacterium
£ 5 unicultured beterium

: anoxvbacillus sp. CES 5
Anoxybacillus flavithermus
Eacillus sp. Y1040
Ancxvbacillus favithermus
a pruncultured Anosvbacillus sp.
& @unknown 4
& i3 uncultured bacterium
i anorvbacillus favithermus
o Ancxvbacillus flavithermus
Ancrvbacillus favithermus
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5. SONUC ve ONEHLER

Dargecit kaplicasindan iki ve Guglikonak sicak ayniggindan da iki tane en
iyi ireme Ozellgi gosteren izolatlar izole edildi. Bu izolatlarironiolojik, fizyolojik,
biyokimyasal 6zellikleri, lipit analizi ve 16S rRNAyen dizi analizleri yapilarak
tanimlanmasi yapilngiir.

Sicak su kaynaklarindan izole edilen bakterilefiimene araliklari 30-65)
termofilik karakterde oldgu tespit edilmitir.

GEl'in nisasta hidrolizi pozitif, katalaz pozitif ve lipaz ptf, GE2'nin
nisasta hidrolizi pozitif, katalaz pozitif ve kazeindrolizi pozitif, AH1'in nisasta
hidrolizi pozitif, katalaz pozitif, lipaz pozitif & kazein hidrolizi pozitif, AH2'nin
nisasta hidrolizi pozitif, katalaz pozitif, lipaz pdizive kazein hidrolizi pozitif olmasi
endustriyel acidan énemli enzimlerin kagnalmalari agisindan énemli kilmaktadir.

GE1 ve GE2'nin morfolojik, fiziksel, biyokimyasdipit ve 16S rRNA gen
dizi analizleri sonucunda bu tirleriGeobacillus cinsinin Uyeleri oldgu tespit
edilmistir. Ayni sekilde benzer testler sonucunda AH1 ve AHZAnoxybacillus
flavithermu& % 99 oraninda yakinlk gostegdgorulmstir.

Bu bakterilerin yeni bir tir mi yoksa bu turleriary bir varyetesi mi oldgu
bu testle ankalmaz. Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, lipitanalizi ve 16S rRNA
gen dizi analizinin yaninda ayrica DNA-DNA hibrideyonunun da yapilimasi

gerekir.
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