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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Insuyu Magarasinin Bakteriyel Biyocesitliliginin, Enzimatik ve Antibiyotik Diren¢
Profillerinin Belirlenmesi

Fatma Sec¢il KOC

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Nermin Sangiil

Agustos, 2018

Bu tez calismasinda Insuyu Magarasi’nin bakteriyolojik gesitliligi ve izolatlarin
antibiyotik diren¢ profilleri  kiiltiir temelli ydntemler ve molekiiler biyoloji
yontemleriyle belirlenmistir. Caligma kapsaminda Insuyu Magarasinin 15 farkh
lokasyonundan aydinlik ve karanlik alanlardan 6rnekleme yapilmistir. Ornekleme
sonunda elde edilen 75 izolatin antibiyotik direngliligi Minimum inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) Testi ile belirlenmistir. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon
(MIK) testi sonucunda 75 izolattan 64 sefpodoksim, 6 rifampisin ve gentamisin, 18
vankomisin, 15 ampisilin, 44 klindamisin, 48' inin penisilin antibiyotiklerine karsi en
yiiksek konsantrasyonda direng gosterdigi tespit edilmistir.

Coklu direng gosteren 10 izolat ve duyarli 3 izolat segilerek 16S rRNA dizi
analizi ile tiir tayini yaptlmistir. Coklu direng gosteren Pseudomonas spp. (2G-2),
Pseudomonas jesseni (21), Sphingopyxis fribergensis (4D), Microbacterium yannicii
(4M), Flavobacterium chungangense (6B), Rhodococcus spp. (7TA), Flavobacterium
resistens (9D), Pseudomonas spp. (K-4F), Pseudomonas spp.(K-4G), Buttiauxella
agrestis (K-15A) ve duyarlilik gosteren Flavobacterium chungangense (K-1E),
Rhodococcus erythropolis (K-11G) ve Pseudomonas spp (K-15G) suslarinda antibiyotik
diren¢ genleri taranmustir. Pseudomonas jesseni (21) ve Pseudomonas spp. (K-4G)’ de
aminoglikozit 2 -O-niikleotiltransferaz (aadB), beta laktamaz (blactxws, blasiy, blatgm),
aminoglikozit direng proteini (strA), rifampin ADP- ribosiltransferaz (arr2- int2a),
vankomisin (vanC) olmak tizere 8 farkli gen bélgesi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: bakteriyal biyogesitlilik, insuyu magarasi, ¢oklu ilag direnci,
molekiiler ydntemler
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SUMMARY
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Determination of Bacterial Biodiversity, Enzymatic and Antibiotic Resistance
Profiles of Insuyu Cave
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Nermin SARIGUL
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In this study, the bacteriological diversity of Insuyu Cave was determined by
culture depended and molecular biology methods. Samples were taken from 15 different
points in Insuyu Cave. Antibiotic resistance of 75 isolates was determined by the
Minimum Inhibition Concentration (MIC) Test.

As a result of Minimum Inhibition Concentration (MIC) test, 64 cefpodoxim, 6
rifampicin and gentamycin, 18 vancomycin, 15 ampicillin, 44 clindamycin, 48
penicillin resistant strains were detected. 10 multiple drug resistant and 3 susceptible
strains were selected and identificated by 16S rRNA sequencing. Antibiotic resistant
genes were investigated for both multiple drug resistantPseudomonas spp. (2G-2),
Pseudomonas jesseni (21), Sphingopyxis fribergensis (4D), Microbacterium yannicii
(4M), Flavobacterium chungangense (6B), Rhodococcus spp. (TA), Flavobacterium
resistens (9D), Pseudomonas spp. (K-4F), Pseudomonas spp. (K-4G), Buttiauxella
agrestis (K-15A) and susceptible Flavobacterium chungangense (K-1E), Rhodococcus
erythropolis (K-11G) , Pseudomonas spp (K-15G).

AadB, Bla(",r‘,\'Mi BlaSHV, B!CZOXA], BlagH;/, BlaSHVg, BlamMg, Strd and Arr2- int2a
genes were detected in Pseudomonas jesseni (2]) and aadB, blactxwvs, blaoxai, blasnve,
strA, strA’, arr2-int2a and vanC genes were detected in Psudomonas spp (K-4G).

Keywords: bacterial biodiversity, Insuyu cave, multiple drug resistance, molecular
method
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1. GIRIS

Magaralar, bir insanin i¢ine sigabildigi kadar biiyiik, dogal yollarla olusan ve
tamamen karanlik yeralti gegitleri olarak tanimlanmaktadir. Magaralar 151k, sicaklik, su,
nem ve besin maddelerinin azligi gibi faktorler bakimindan sinirlandirilmis ekosistemler
olarak dikkat ¢ekmektedir vemagaralar ekstrem ¢evreler olarak kabul edilmektedir (Lee
vd., 2012). Mikroorganizmalar magaralardaki ekstrem kosullarda yasayabilen en 6nemli
ve en yaygin organizmalardir (Sarbu vd., 1996; Yamag, 2008; Barig, 2009).
Mikroorganizmalar magaralarin tas yiizeylerinde kolonize olabilirler, damlayan
sulardaki duistik organik maddeleri kullanabilirler ve minerallerin Kristallestirme
stireclerine miidahale edebilirler.

Magaralarda ilk biyolojik ¢alismalar Orta Cag'da Avrupa ve Cin'de baslatilmistir
(Culver ve Pipan, 2009; Romero, 2009; Engel, 2010). 1980'lerin baslarinda, Atlas
Okyanusu'ndaki hidrotermal alanlarda karanlik yasam ekosistemleri
kesfedilmistir(Sarbu  vd., 1996). Farkl o6zelliklere sahip olan yeni kesfedilen
ckosistemler yeni tlirler i¢in kaynak olarak degerlendirilmelidir. Jeobiyoloji ve
astrobiyoloji ¢alismalarinda magaralar model sistem olarak kullanilabilmektedir
(Taylor, 1999; Boston).Magaralar ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogu onlarin jeolojik,
hidrolojik ve jeokimyasal ozellikleri ile ilgilidir. Mikrobiyoloji c¢alismalari yakin
zamanda yogunluk kazanmistir (Hoyos vd. 1998; Groth vd., 2001).

Mikrobiyal biyogesitlilik —arastirmalart  magaralarda yasayan ekstrem
mikroorganizmalarin  kesfi i¢cin  6nemlidir (Amann vd., 1995). Ekstremofilik
mikroorganizma g¢alismalarininmagara  ekosistemlerinde  vapilmasinin  sebepleri
arasinda;

a) Ortam kosullarinin benzersiz olmasi ve dolayistyla bu ortamlarda yasayan
mikroorganizmalarinbu ekstrem sartlara uygun dnemli adaptasyon Ozelliklerine sahip
olmasi

b) Bilimsel agidan yeterince arastirilmamis ortamlar olmasi ve buna bagl olarak
biyolojikgesitliligi konusunda yeteri kadar bilginin bulunmamasi

¢) Magara habitatlarina adapte olmus mikroorganizmalarin farkli metabolik

aktiviteler gostermesi



d) Bu ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarin enzimlerinin ve/veya
metabolik iiriinlerinin endiistriyel, tibbi ve zirai amagla kullanilabilmeleri gibi sebepler
yer almaktadir (Satarayana vd., 2005).

Tiirkiye'de magaralarin jeolojik ve biyolojik ¢zellikleri ile ilgili yapilan
calismalar oldukca az sayidadir. Gergeklestirilen biyolojik magara ¢alismalar
¢ogunlukla yarasalar ve eklembacaklilara odaklanmaktadir (Paksuz vd., 2007).
Calismamizda Tiirkiye’de turizme acilan ilk magara olan Insuyu Magarasi’nin
mikrobiyolojik ¢esitliliginin molekiiler biyoloji temelli yontemlerle ortaya ¢ikarilmasi

amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insuyu Magarasi

Insuyu Magarasi Bat1 Toros Daglari’nin Goller Bolgesi’'nde ve Burdur-Antalya
karayolunun giineydogusunda, deniz seviyesinde 1200 m. yiikseklikte yer alan Burdur
sehir merkezine 11 km uzakhkta bulunmaktadir.1966 yilinda turizme agilan insuyu
Magarasi iilkemizde turizme ilk agilan magaradir. Magaranin iginde birbirleriyle
baglantili dokuz gol vardir. Bunlardan Biiyiik G&l 512 m?’lik alaniyla Tiirkiye’nin en
biiyiik yer alt1 goliidiir. Olusumu 10 milyon y1l éncesine dayanan magarada, damlayan
kirecli sularin katilagmasiyla olusan kolonlar ve tavandan asagiya sarkan kalker
birikintileri bulunmaktadir (Sekil 2. 1). Dilek Golii'nde bulunan dikit, 6 metrelik
boyuyla Tiirkiye’nin en biiyiik dikitidir. Birbirine bagl iki boliimden olugan magaranin
toplam uzunlugu 525 metre olan ve ana faya paralel uzanan birinci boliim girintili
cikintili kafesli bir yaptya sahiptir. Ikinci béliim yer alti suyunun algalmasi sonucu
kesfedilmigtir. Birinci boliimden daha uzun olmasmma ragmen damlatag olusumlan

agisindan birinci boliime gére daha fakirdir (Kiiltlirturizm.gov.tr).

Sekil 2. 1.Insuyu Magarasi

2.2. Biyosferin Bir Parcas1 Olarak Magaralar

Magaralar; yiizeyle baglantisi bulunan, en az bir insanin girisine olanak
saglayacak geniglik ve yiikseklige sahip olan yeralt1 bogluklari olarak tanimlanmaktadir

(Palmer, 1991; Northup ve Lavoie, 2001; Ozansoy ve Mengi 2006). Magara habitatlari



insanlar ve hayvanlar tarafindan ¢ok uzun bir stire kullanilmistir. Arkeolojik ¢aligmalar
Paleolitik dénemde bile magara kullanimmin kanitlarint géstermektedir. Insanlarin
magaralari kullanma nedenleri arasinda barinak, depolama, minerallerin kaynaklari,
sanatsal ifade yerleri vekiiltiirel, gomii ve/veya toren alanlari gibi farkli kullanim
amaglart bulunmaktadir. Giiniimiizde ise magaralarin insanlar tarafindan kullanimi,
g¢ogunlukla rekreasyon ve bilimsel kesifle sinirhidir.

Magaralar jeokimyasal 6zellikleri balkimindan tek tip ortamlar degildir (Hoyos
vd., 1998). Erozyonel magaralar dalgalarin vurmasi gibi mekanik etkiler ile gelismistir.
(Cozilme magaralar erozyon magaralarinin zaman igerisinde degisime ugramasiyla
olusmaktadir. Volkanik magaralar ve lav tlplerinin olusumu ise ¢ozilme
magaralarindan farklhidir, bu tip magaralar akan lavi ¢evreleyen sogutucu kabuktan
meydana gelmistir. Karstik magaralarin karakteristik 6zelligikiregtasi, dolomit, jips gibi
¢oziinlir kayaglarla gelismis olmasidir (Ford ve Williams, 2007). Karstik alanlar
mikroorganizmalar i¢in uzun vadeli bir rezervuar olarak hizmet etmektedir.

Magaralar ¢esitli jeolojik siiregler ile olusmalarina ragmen 3 temel mekanizma
vardir:

Karbonik asit ile ¢dziinme: su, atiklardan ve topraktan gecerken biyojenik CO;’i
absorblar ve seyreltik karbonik asit olusur. Asitlesme suyun gegtigi yerlerdeki
mikrobiyal aktivite ile de ger¢eklesebilir. Eger bu zayif asit kiregtasi (CaCOs) ile temas
ederse, kalsiyum karbonat ¢oziiniir. Céziinmenin devami bir girinti ve magara
olusumuna neden olur. Magaranin dig kisminin acik hava ile temas etmesi igerdeki
yogun karbondioksitin disart salinmasma ve sarkit ve dikitler gibi ikincil karbonat
olusumlarina neden olmaktadir.

Stilfuirik asit kaynakli magara olusumu: hidrojen siilfit gazi su ile temas ettiginde
siilfurik  asite oksitlenir ve bu da kiregtasinin  ¢oziinmesine neden olur.
Mikroorganizmalar tarafindan biyojenik stilflirik asit {iretimi de ayni sekilde magara
olusumuna neden olmaktadir.

Lav tiipti magaralari: volkanik alanlarda aktif akan lav tarafindan olusturulur.
Eriyik haldeki lav volkandan disar1 dogru akarken, lavin dis yiizeyi daha gabuk sogur ve
altta akan lav icin bir izolasyon olusturur. Piiskiirme sona erdiginde akiskan lav akmaya
devam eder ve ardinda bos tiip seklinde bir kanal birakir. Lav tiipii magaralarinin

olusumunda mikroorganizmalarin etkinligi yoktur.



Olusum sekillerine gore yapilan diger bir siniflandirmada magaralar 4 gruba
ayrilmaktadir.

Coziinme magaralar: kiregtasi ve dolomitten olusan ana kayag ile yeralti
sularmin reaksiyona girmesi, bunun sonucunda erimesi ile olusan en biiylik ve en
yaygin magara tipleridir.

Erozyonal magaralar: riizgar ya da su akintilart nedeni ile olugmalktadir.

Lav magaralari: volkanik aktiviteler sonucu olusan lav tiipleridir.

Deniz magaralari: denizdeki dalgalarin kiyitya vurmasi sonucu, kiyidaki biiyiik

kayalarin i¢inde olusan magaralardir.

2.3.  Ekstrem Cevreler Olarak Magaralar

Ekosistemler karsilastirildiginda bazi ortamlarin ¢esitli fiziksel ve kimyasal
faktorler agisindan yasam sinirlarini zorladigi bilinmektedir. Yer alti sistemlerine
bakildiginda ve bir veya daha fazla sinirlayici faktore sahip olan magaralar, ekstrem
ckosistemler olarak dikkat cekmektedir. Isik, sicaklik, su/mem ve &zellikle de besin
maddelerinin  kithgi birgok magarada onemli smirlayict faktorlerdendir. Magara
habitatini bu smirh faktorlere dayanikli ve/veya adapte olmus canlilar olusturmaktadir
(Sarbu vd., 1996; Yamag, 2008; Baris, 2009). Besin maddelerinin kithig birgok
magarada onemli smirlayicr faktdrlerdendir (Sarbu vd., 1996). Kimyasal olarak
kompleks yapida sinirli besin maddesinin magara sistemine girmesine ragmen az sayida
mikrobiyal tiir bilyiimeyi desteklemek icin gerekli tiim alimlari ve katabolik
reaksiyonlart kodlayabilmektedir. Buna ek olarak bu sartlarda yasamak, biyofilm
topluluklarinda kaynak olarak rekabet yerine ortakliklara bagli olarak miimkiin
olmaktadir (Barton ve Jurado, 2007).

Magaralarda 1sik penetrasyonu ve yogunluguna bagli olarak; (i) tam giines
is1gina maruz kalan ve giinliik 151k dongtstinti deneyimleyen giris bdlgesi; (ii)
alacakaranlik bélgesi ve (iii) 1s181n girmedigi karanlik bolge olmak {izereiic ana bélge
bulunmaktadir (Sekil 2. 2). Bu dogal habitatlarda, ototrofik aktivite, enerji girisinin
kaynagi olarak 1s1in hala meveut oldugu giris bolgesinde goézlemlenebilmektedir. Isik
azalinca ototrofik bir yasam tarzi giderek daha az siklagir. Boylelikle, avcilar,
oligotroflar ve yirticilar da dahil olmak iizere heterotroflarin derinligi, mevcut enetji

kaynagi ve miktar1 nedeniyle bulunabilir. 2 mg / L'den az toplam organik karbon igeren



herhangi bir ortamoligotrofik olarak kabul edilir. Magaralar yaygin olarak ¢dziinmiis
organik karbon (DOC) formunda organik karbon alirlar. Yiizeydeki toprak kaynakli
ekosistemlerden kaynaklanan allokton giriginin sonucu olarak DOC derinligine ve

yiizeye olan baglantisina ve yakinligina bagli olacaktir (Barton ve Engel, 2015).
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Sekil 2. 2.Magaralarda 131k maruziyetine bagh olarak olusan bolgeler (Lee vd.,
2012)

2.4. Magaralardaki Mikrobiyal Biyogesitlilik

Arkealar, bakteriler, mayalar, mantarlar ve algleri igeren mikroorganizmalar
grubu magaralarda oldukga yaygindir (Saiz-Jimenez 2001; Schabereiter-Gurtner vd.,
2002). Mikrobiyal topluluklarin olusumu ve yapisi; pH, besin maddelerinin durumu,
1s1k, oksijen, kiikiirt ve diger metallerin bilesenleri, nem ve yiizey kolonizasyonuna
dayaniklilik gibi gesitli faktorlere baghdir.

Magaralarda mikrobiyal aktivite ince kalsit tortulart ya da kayag yiizeylerindeki
degisimler olarak agik¢a gériilebilir. Bu ozelliklerin saptanmasi magarada mikrobiyal
aktivitenin varhgina delil olarak gosterilebilir (Sekil 2. 3).

Yiizeylerdeki Noktalar: Abiyotik mineral tortular yiizeylerde nokta
goriiniimiine neden olmaktadir. Genellikle sartlar uygun oldugunda mikroorganizmalar

biiyiiyerek gozle goriilecek biyiikliikte koloniler olugturur. Bu koloniler sekil olarak



petri kutusundaki kolonilere benzer ve her biri milyonlarca mikroorganizma igerir. Bu
tip koloniler 6zellikle sularin sizdigi alanlarda agik¢a goriiliir,

Olagandisi Renklenme: Miroorganizmalar ylizeylerde bilyilidiiglinde ylizey
alaninin kimyasmi degistirebilirler ve kayalarda renk degisikligine neden olurlar.
Magaralarda goriilen kirmizi/ siyah kalintilar bu durumun bilinen 6rnekleridir. Bu renk
mekanizmasi bdlgenin kimyasi ve mikrobiyal aktiviteye gore bolgeden bolgeye
degisebilmektedir.

Cokeltiler: Mikroorganizmalar kimyasal gradiyentleri kullanarak enerji
tiretirler. Bu gradiyentler mikroorganizmalarin g¢evresel kosullarini degistirebilir ve
minerallerin kimyasal 6zelliklerinde degisime yol agar. Demir ve mangan oksit gibi
minerallar bu degisime neden olur ve g¢okelmelere yol agar. Bu mikrobiyal aracil
¢oktiirme sonucunda yiizeylerde mineral bantlt katmanlar olusur.

Korozyon Artiklari: Kirectagi, dolomit ve minerallerle birlikte mikrobiyal
etkilesimin sonucu olarak korozyon artiklari ortaya c¢ikmaktadir. Bu olusumun
mekanizmasi arastirmacilar tarafindan heniiz tam olarak agiklanmamistir. Mikrobiyal
metabolik aktivitenin kayaglardaki ¢oziinme ile ilgili oldugu varsayilmaktadir. Enerji
olusumunun ise siirekli mineral déniisimii ve ¢okelmelerin neden oldugu kimyasal
gradientlerden kaynaklandig diistiniilmektedir. Korozyon artiklari magara ortamlarinda
jeomikrobiyal aktiviteyi saglamakta ve besin yoksunlugu olan ortamlarda enerji
olusumunu saglamada yararli olmaktadir (Barton vd., 2005).

Yapisal Degisiklikler: Mikroorganizmalar kayalarla etkilesime girdigi zaman
kayalarda kimyasal degisikliklere neden olabilirler. Bu degisiklikler ince yapisal
degisikliklerin  sonucu olarak korozyon artiklar1 ile goriilen parlak renk
degisikliklerinden farkli olabilir. Bu olusum mikrobiyal enerjinin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir.

Biyofilmler: Magaralarda mikrobiyal aktivitenin en agik isaretlerinden biri
biyofilmlerin varhgidir. Bu tabakalar mikrobiyal komiiniteleri igermektedir. Jel benzeri
yapilarla birlikteyapiskan tampon, kaygan su alt1 tabaka ve kil benzeri dallar gibi bazi
yapilart da kapsamaktadir. Biyofilmler enerji girisi olan yerlerde sik goriilmektedir ve
magara yasaminda enerji kaynaklarint destekleyen énemli bir kanittir (Angert vd.,

1998).



Sekil 2. 3: Magaralarda Mikrobiyal Aktivite A) Noktalar- Kaya yiizeyindeki
mikrobiyal kolonilerin hipodermik igne ile Srneklenmesi B)Renk- Kaya yiizeyinde
renklenmeye neden olan mikrobiyal aktivite C) Cékeltiler- Kaya yiizeylerinde
mikrobiyal aktivite ile olugan bantli mineralizasyon D) Korozyon Artiklari- Bir magara
tavaninda olugmus parlak renkli korozyon kalintis1 E) Yapisal Degisiklikler- Yumusak
magara tavanlarindaki kimyasal gradientlerin incelenmesi F) Biyofilmler- Magara
akarsularinda goriilen beyaz biyofilm kaplamalar1 (Barton, 2006)

2.4.1. Bakteriyel Biyocesitlilik

Bu giine kadar magaralarda mikrobiyal ekoloji iizerine yapilan birgok ¢alismada
bakterivel gesitlilik vurgulannustir. Bu galismalar agirlikli olarak magaranin
duvarlarinda ve tavanlarinda, sudaki sedimentlerde ve speleoterm yiizeylerinde bulunan
¢okeltilere odaklanmigtir. Mikrobiyal kiiltiirlere dayanan magaralarda yapilan
calismalar oncelikle Proteobacteria, Actinobacteria ve Firmicutes gruplarinin baskin
oldugunu gostermistir (Barton vd., 2015). Lee vd., (2012) tarafindan magaradaki
mikroorganizmalarin 16S rRNA filogenetik analizi ortaya konmustur. Bu sonuglara
dayanarak Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria ve Chloroflexi en yaygmn
bakteriyel simiflar olarak tanimlanmigtir. Bununla birlikte, bu sonuglar her magaranin
ozelliklerine gore degisebilmektedir. Gammaproteobacteria ve Acidobacteria ABD'de
Wind Magarasinda baskin iken, Gammaproteobacteria ve Epsilonproteobacteria

sulfidik magara biyofilminde baskindir (Chelius ve Moore, 2004, Engel, 2010). Zhou



vd., (2007); Avustralya, Cin, Ispanya ve ABD'deki magaralari karsilastirmis ve
Proteobacteria'min  Ispanya ve Cin magaralarinda baskin grup oldugunu ve
Acidobacteria'mn ikinci baskin grup oldugunu bildirmistir. Ferromanganez ¢okeltileri
mezofilik Crenarchaeota ve Euryarchaeota'yl kapsayan bazi arkea gruplarini
icermektedir ve bu arkea grubunun farkli calismalarda kaydedildigi bildirilmistir
(Northup vd., 2003). Farkli iilkelerdeki turistik magaralarda yer alan mantarlarin
jeomikrobiyolojisi iizerine yapilan galismalar, Ascomycota'nin hem kiiltiire bagimli hem
de kiiltiirden bagimsiz ¢alismalarda baskin bir grup oldugunu gdstermistir (Docampo
vd., 2010).

Giiniimiize kadar tamamlanan ¢alismalarin gogu bakteri cesitliligini aydinlatmak
igin kiiltire dayali veya metagenomik yaklagimlar uygulamistir, Ornegin, 2014°te
Vlikonja ve digerleri tarafindan Sloven karstik bir magarada kiiltiire dayali bir ¢alisma
yapilmistir (Barton ve Jurado, 2007). Mikrobiyal izolatlarin 16S rRNA gen
profillemesini kullanarak incelenen 80 bakteri izolatinin ¢ogunlugunun Streptomyces
(% 25), Micrococcus (% 16) ve Rhodococcus (% 10) * tan olustugu tespit edilmistir.
Diger kiiltiire edilebilir bakteriler Microbacter, Agrococcus, Arthrobacter, Bacillus,
Kocuria, Oerskovia, Bacillus, Okskovia ve Oroskovia olmak tizere Pseudomonas (% 9),
Agrobacterium (% 8), Lysobacter (% 6) ve Paenibacillus, Sphingomonas, Aerococcus
ve Bosea diisiik oranda tespit edilmistir.

Bir baska calismada, Ispanya, Cek Cumbhuriyeti ve Slovenya'da bulunan iig
karstik magaradaki mikrobiyal topluluklar analiz edilmistir. Bu ti¢ magaradan elde
edilen metagenomik DNA'dan 424 adet 16S rRNA gen klonu hazirlanmustir. Istatistiksel
analizde Pseudonocardinae (30-50%), c-Proteobacterial Chromatiales (6-25%) ve
Xanthomonadales (0. 5-2. 0%) varhgi saptanmistir. Sekanslarin® 7'si ti¢ drnekleme
alaninda ortak, kalan % 35'i alana 6zgiidiir. Bu bulgular, benzer phylotiplere ait
mikrobik topluluklari barindiran farkli kire¢ tasi magaralarinda yapilan daha &nceki
caligmalarin sonuglarina benzemektedir (Castainer vd., 1999).

Kartchner magaralarinda, 10 magara iizerine inceleme yapilmistir ve sonug
olarak Actinobacteria, Proteobacteria ve Acidobacteria olmak tlizere 3 farkh
taksonomik profil ortaya ¢ikarilmistir.

Ilgingtir ki, yapilan ¢alismalarda daha diisiik cesitlilikte mikrobik topluluklar

sergileyen ornekleme noktalart Actinobacteria tarafindan baskin iken, daha cesitli



topluluklarda Proteobakteriler egemen oldugu goriilmektedir. Ayrica, Kartchner
Magaralarindaki drneklerin 16S klon kiitiphanesi profillemesi, bakteriyel popiilasyona
hakim olan Actinobacteria'yt ortaya ¢ikarmistir; bunlarin% 99'u kemoototrof ve
oligotroflardir (Ortiz vd., 2013;Wu vd., 2015).

Benzer sekilde, Cin 'deki Jinjia Magaralarmm Kaya duvart tortularinda, su
sedimentlerinde ve bataklik topraklarinda bakteri varliginin incelenmesi hem
Proteobacteria hem de Actinobacteria varligini ortaya koymustur (Wu vd., 2015). Bu
iki ¢alisma (Kartchner ve Jinjia magaralari) farkli cografi bélgelerde olmasina ragmen
(Dogu Kuzey Amerika ve Dogu Asya) mikrobiyal topluluklarin benzer oldugunu ortaya
¢ikarmistir. Riquelme vd., 2015 volkanik magaralarda (Azores, Portekiz, Hawaii ve
New Mexico, ABD'deki iki adadan) yaptiklari caligmalarda volkanik magaralarin
bilinmeyen Actinobacteria’lar i¢in zengin bir rezervuar oldufunu ortaya g¢ikarmistir
(Riquelme vd., 2015).

Erzurum'da Elmali ve Yildizkaya Magara Sistemlerinde damlatas olusumuna
katkida bulunan bakterilerin karakterizasyon ve tanmimlamasi yapilmistir (Baris, 2009).
Yiicel ve Yamag (2010), 19 farkli magaradan izole edilen Streptomyces spp.'nin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. In vitro olarak Diizkir Magarasi'ndan
(Aladaglar) izole edilen bakteriyel 6rneklerin antimikrobiyal aktivitelerini, statin-tiretme
kabiliyetlerini ve sitotoksik etkilerini arastirilmis, farelerde in vitro ve in vivo olarak test

edilmistir (Sen vd., 2011).

2.4.2. Arkea Biyocesitlligi

Arkea tiyelerinin magaralarin kronik enerji stresine iyi adapte olduklari ve besin
dongiisiine katkida bulunarak besin degeri diisiik magara ekosistemlerinde dnemli rol
oynadig1 distintilmektedir. Arkealar ¢ok uzun stire yalmz ekstrem kosullara
atfedilmistir (Woese vd., 1990). Bununla birlikte, yapilan ¢alismalar magZaralarda ve
diger ekosistemlerde ve ¢esitli toprak numunelerinde Arkea varhigini ortaya koymustur
(DelLong, 1998). Bu grupta belirlenen mikroorganizmalar aerobik, fakiiltatif veya
tamamen anaerobik, kemotitrofik, kemoheterotrofik, asidofilik, termofilik veya halofilik
olabilir. Bu organizmalarin ¢ogu kiikiirtii metabolize edebilmektedir (Cavicchioli vd.,

2011).
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Bu 6zelliklerden dolayi, arkealar kiiresel karbon ve azot déngiilerinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bugiine kadar Crenarchaeota ve Euryarchaeota, arkealar i¢indeki en
onemli gruplardir.

Magara sistemlerinde Arkealarm bulunusu hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Siklikla
tespit edilen arkealar Crenarcheaota ve Euryarcheaota'ya aittir. Movile Magarasi'ndan
(Chen vd., 2009) ve Wind Magarasi sedimentlerinden Chelius'un 16S rRNA gen
kiitiphanesinde, her iki tlirden 16S rRNA dizileri bulunmustur. Frasassi magara
sistemine ait diisitk pH icere (pH 0-1, Grotta del Fiume) baska bir magarada bir grup
Archaea mikroorganizmasi tanimlanmistir ve snottitler igerisinde tamimlanan
mikroorganizmalarin% 40'in1 olusturdugu tespit edilmistir (Macalady vd., 2007). Bu
magarada Crenarcheaota'dan herhangi bir temsilci bulunamamistir ve popiilasyonda
agirhikli olarak azaltlmis siilfiir bilesiklerini oksitleyebilen Ferroplasma cinsinin
hakimoldugu goriilmiistiir (Tyson vd., 2004). Asidik ortamlarda yapilan ¢alismalar pH
ve Ferroplasma'nin  egemenligi arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir
(Golyshina ve Timmis 2005). Buna ek olarak, Yellowstone'daki asidik sular ve sicak su
akimlarindan gelen arkealar ile filogenetik olarak iliskilendirilen bu popiilasyonda ve
diger arkalarda Thermoplasma organizmalart bulunmustur. Son yillarda Altamira
Magarasi'nda, yeni bir psikrofilik Crenarcheota mikroorganizmasi saptanmistir.
Lechuguilla Magarasi'nda Crenarcheota'ya ait 51 dizi, Euryarcheota'va ait 5 dizi,

mezofilik Crenarcheota ve Euryarcheota tammmlanmistir (Northup vd., 2003).

2.4.3. Fungal Biyocesitlilik

Magara  ortamlarinda  mantarlar  ¢ogunlukla  kavalardan, magaranin
sedimentlerinden, yarasa guanosundan, magara ylzeylerinden ve havadan izole
edilmektedir. Caligmalarin ¢ogunda, kanitlar Ascomycota'nin diger subelerden daha
fazla tespit edildigini ortaya koymaktadir. Cogu magara orneginde Penicillium,
Aspergillus, Botrytis, Cladosporium ve Fusarium cinslerinin  hakim oldugu
bilinmektedir (Man vd., 2005; Novakova, 2009). Son zamanlarda incelenen Kuzey
Amerika magaralarinin ¢ogunda Pseudogymnoascus destructans tirli mantar tespit
edilmistir. Bu mantarim, White Nose Sendromu olarak adlandirilan 6liimciil yarasa
enfeksiyonunun etken ajani oldugu bilinmektedir. Magara ortamlarinda tespit edilen

mantar taksonlarmin ¢ogu saprofitlerdir; ¢ogunun karst ytizeyinde yasadigi ve bozunan
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organik maddeleri kolonize ederek oligotrofik magara mantarlarinin bilylimesini

engelledigi bilinmektedir (Northup ve Lavoie, 2015).

2.4.4. Biyofilm Cesitliligi

Biyofilmlerin olusumu, mikrobiyal topluluklarin magaralarda karsilagilan
ekstrem gevre stresi ile bas etme yollarindan biridir. Jones vd. 2012°de Italya'daki siilfid
bakimmndan zengin Frasassi magara sisteminin duvarlarindan "snotit" olarak
adlandirilan oldukea asitli (pH 0-1) biyofilmlerin yapisini ve islevselligini aragtirmigtir.
Snottitlerin 16S rRNA geni klonlanmis kiitiiphanesi, Acidithiobacillusthiooxidansin
dominant (>% 70) bakteri, bunu takiben Thermoplasmatales (>% 15) ve
Acidimicrobiaceae familyasindaki bir bakteri (>% 5) oldugunu ortaya koymustur.

Birkag ¢alisma, minerallerle iliskili ve belirli tiirlerde magara yapilari ile iligkili
mikrobiyal topluluklari tanimlanus ve bu mikrobiyal topluluklarin magara ¢okeltileri
olusumunda rol oynayabilecegini ileri siirmiistiir. Ornegin, Kuzey Isveg’te yer alan
Tjuj-Ant Magarasi'nda yiiriitiilen bir ¢alisma (Sallstedt vd., 2014), iki tiir magara
¢okeltisi barindirir: (1) kangaloid, (patlamis musir yapilart) ve (2) flowstone (ince
yapilar). Ince yapilar Actinobacteria benzeri biyofilmler ve mantar topluluklari olmak
lizere iki tip mikrobiyal topluluk barindirmaktadir. Meksika Villa Buz Magarasinda’da
biyofilm olusumuna rastlanmistir (Sekil 2. 4). Bu mikrobiyal topluluklar magara
olusumlarinda dnemli bir rol oynamaktadir ve bu nedenle mikroorganizma-mineral

etkilesimlerindeki farkliliklart incelemek i¢in bir model sunmaktadir.
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Sekil 2. 4. Meksika Villa Luz Magarasinda biyofilm olusumu (Lavoie vd., 2006)
2.4.5. Magaralardaki Patojenik Mikroorganizmalar

Cesitli magaralarda bulunan ve izole edilen patojenler(Aurantimonas,
Legionella, Staphylococcus, Inquilinus, Afipia, vb.) 6zellikle insanlar icin risk
olusturmaktadir. Bununla birlikte, bu mikroorganizmalarin virulans seviyeleri, aym
tiirlerin suglar1 i¢inde farklilik gostermektedir. Bu, tiiriin izole edildigi ekolojik nigin
ozellikleri ile iligkili olabilir ve mikroorganizmaya farkl patojenite faktorlerini
kazandirabilir veya gelistirebilir.

Magaralarda patojenlerin bulunup bulunmadiginin yani sira, patojenlerin kiiltiir
temelli yontemleri kullanarak ve kantitatif PCR ile &lgebilmek onemlidir. Ote yandan,
magaralarda izole edilen patojen suslarin bulagici kapasitesi hakkinda bilgi edinmek,
viriilans kapasitelerini direk PCR yéntemleri ile viriilans genlerini isaretleyiciler olarak
incelemek ve diger konak etkilesim testleri ile incelemek yerinde olacaktir. Magaralarda
insan varlifina bagl olarak, insandan magaraya, birgok farkli patojenik seviyeye sahip
yeni bakteri hatlarinin gelismesine yol agabilecek bir bakteri gegisinde yiiksek bir risk
vardir. Bu fenomen, Lavoie ve Northup (2006) tarafindan énerilen insan indikator
bakterilerinin dlgiilmesi ile degerlendirilebilir. Ote yandan, suslar degistirildikten sonra
(insandan magaraya veya tam tersine) adaptif faktorler; transkriptom ve kargilagtirmals

genomik galismalarla taninabilir.
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Stk ziyaret edilen veya hayvanlarin bulundugu magaralar patojenik
mikroorganizmalarin rezervuarlaridir. Son yillarda, magaralarda yasayan bazi bakteri,
mantar ve viriislerin insanlarda ve hayvanlarda patojen oldugu bildirilmistir. Ozellikle
tropikal bdlgelerde bu tehlike daha fazladir. Belirli bir enfeksiyonu tek bir ziyaretle
iliskilendirmek zor olsa da, bircok tibbi rapor, Afrika'daki magaralarda yapilan
ziyaretlerin ve madencilik faaliyetlerinin hastalik ve 6ltimciil kayiplar ile sonuglandigini
gostermektedir. Magara mikroorganizmalarr tarafindan {iretilen en sik  goriilen

hastaliklarin solunum sisteminde bulundugu bilinmektedir.

2.5. Magaralardaki Metabolik Cesitlilik

Magaralarda 151k yoklugu nedeniyle genellikle kisitli kaynak bulunmaktadir. Bu
durum birincil organik madde iiretimini engellemektedir (Poulson ve Lavoie 2000).
Bununla birlikte, fiziksel parametreler stabil olma egilimindedir. Bir maZarada giris
bilgesi ile baglayan bolge 151k ve sicaklik kogsullarindan giiglii bir sekilde
etkilenmektedir. Daha derinde, sinirh 1s18in niifuz ettigi ve ylizey kosullarinin oldugu
bir alacakaranlik bdlgesi bulunmaktadir. Derin bdlgelerde 151k yoklugu, yiiksek nem
(~% 99) ve alan igin ortalama yillik yiizey sicakligi diizeyinde sicaklik (MAST)
goriilmektedir. Magara sistemlerinde mevcut olan organik karbon seviyesi, yiizeysel
ortamlara kiyasla 1000 kat daha diisiik olabilmektedir (Morita, 1997, Barton vd., 2007).
Bu tiir besin sinirlamalarinin iistesinden gelmek i¢in, magara mikrobiyal ekosistemleri,
bu sistemlere sizan ¢ok az miktarda enerji girdisinden yararlanmak i¢in oligotrofik
enerji kazanim sistemleri gelistirebilmektedir (Barton ve Jurado 2007).

Bununla birlikte, herhangi bir enerji girdisi sistemine dayanmayan magara
sistemleri de tanimlanmistir. Bu sistemler alternatif olarak siilfidik magara sistemleri
durumundadir ve sadece kemoototrofik tiretim goriilmektedir (Engel, 2007). Buna
karsilik, bu siilfidik sistemler, organizmalar i¢in toksik gazlar ve asidik kogullar gibi

yeni ¢evresel stres kosullart barindirmaktadir (Spear vd., 2007).

2.5.1. Magaralarda Enerji Akis1 ve Redoks Reaksiyonlari

Mikrobiyal yasam, organik molekiillerin fonksiyon gosterebilecegi ve
termodinamik agidan uygun enerji girdisinin bulundugu tiim yasam alanlarini kolonize
edebilmektedir. 1990 yilindan &nce, magara mikrobiyolojisi {izerine yapilan

¢alismalarin ¢ogu, mikroorganizmalarin tanimlanmasi iizerinde yogunlasmistir ve
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organizmalarin redoks ortamlart ile olan iligkisi sinirlt olarak kaydedilmistir (Barton ve
Northup, 2007). Magaralar, mikroorganizmalarm biiylimesini desteklemek igin
indirgenmis bilesikler seklinde ¢ok az oksitlenmis ortamlar olarak bilinmektedir
(Brooke, 1996). Ayrica, arastirmalar magaralardaki mikroorganizmalarin redoks
gradyanlar1 ile cesitli ortamlardan yararlandigini gostermektedir (bkz. Sasowsky ve
Palmer 1994'teki makaleleri ve Jeomikrobiyoloji Dergisi, Agustos 2001, Magaralarin
Jeomikrobiyolojisi hakkindaki 6zel sayist).

Ana kaya ve magara pasajlari arasinda yasayan mikroorganizmalar enerji tiretimi
icin ana kayadaki kiregtaglari, manganez, bazalt, indirgenmis kiikiirt kaynaklart gibi
indirgenmis bilesiklerden yararlanmaktadir. Demir, kiikiirt ve manganez kullanan
kemolitrofik mikroorganizmalarm verimliligi genellikler magaralarda sinirli bir 6neme
sahip olarak kabul edilmistir (Caumartin, 1963; Barr, 1968; Jones ve Motyka 1987),
ancak son calismalar bazi magaralarda besin tabanma katkilarinin énemli olabilecegini
gostermektedir. Jeolojik ortamin kimyasal heterojenligi ile redoks iligkileri gogu zaman
karmasiktir ve birbiriyle iliskilidir ve bilesiklerin gradyanlarinimn olustugu sinirlarda ya
da redoks arayiizlerinde birgok mikroorganizma yasamaktadir. Bu tiir sistemlerin
enerjilerini incelemek igin, kararli izotop oranlari mikroorganizmalarin magara besin
zincirine katkisinin  ve ikincil mineral kaynaklarmin iiretiminde rollerinin

belirlenmesinde etkili olmaktadir (Sarbu vd., 1996, Hose vd., 2000).

2.5.2. Magaralarda Mikroorganizma — Mineral Etkilesimleri

Mikroorganizmalar, ¢6ziinme yoluyla magaralarin  olusumuna katkida
bulunmaktadir. Mikrobiyal olarak etkilenmis mineral yiizeylerin ¢dziinmesi veya
asinmasl; mekanik ataklar, ekzoenzimlerin salgilanmasi, organik ve mineral asitler
(6rnegin siilfiirik asit) ve diger gesitli mekanizmalar yoluyla meydana gelmektedir
(Sand, 1997; Jones, 2001; Bullen vd., 2008). Magara ¢oziinme siireglerinde dzellikle
ilgi kiikiirt, demir ve mangan oksitleyici bakterileri igeren reaksiyonlar 6ne ¢ikmaktadir.
Bu mikrobiyal aracili reaksiyonlar, magara duvarlarmi veya sarkit ve dikitleri ¢ozebilen
asidik ortamlar olusturabilir. Laboratuvar incelemeleri, kalsiyum karbonatin bakteriler
arasinda ¢okelme kabiliyetinin yaygin oldugunu gostermektedir (Boquet vd., 1973).
Ayrica magaralardan izole edilen bakterilerin ¢okelmede daha etkili oldugu

bilinmektedir (Danielli ve Edington, 1983; Engel vd., 2001). Bununla birlikte, lipidler
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ve fosfolipitler gibi bazi mikrobiyal yapilar ve damlama sularindan (Saiz-Jimenez ve
Hermosin, 1999) magaralara giren topraklardaki hiimik asitler, kalsit ¢okelmesini
engellemektedir.

Cozilmeye ek olarak, ¢esitli mineraller, biyolojik olarak kontrolli
mineralizasyon (dogrudan veya enzimatik) veya biyolojik olarak uyarilmig
mineralizasyon (dolayli veya pasif) yoluyla bakteriyel hiicre ylizeyleri Uzerinde
¢okelmektedir (Lowenstam ve Weiner 1989; Banfield ve Nealson 1997; Konhauser,
1997; Woods vd., 1999, Neuweiler vd. 2000, Bosak ve Newman 2005). Baglanmis
metaller (demir gibi) kimyasal etkilesimlere yer agar, aktivasyon enerji bariyerlerini
azaltir ve kristal bityiimesi igin gekirdeklenme alanlar1 olarak hizmet eder. Ayrica,
mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi de lokal pH' degistirmekte ve gesitli
minerallerin ¢okelmesine yol agabilmektedir. Magaralarda, biyolojik olarak kontrol
edilen bu mineralizasyon, karbonatlar, silikatlar, killer, demir ve manganez oksitleri,
kiikiirt ve nitratlar dahil olmak tizere birgok mineralin olusumunda rol oynamaktadir
(Sekil 2.5.).

Tk

Sekil 2. 5. Boquet B-4 Ortaminda Bakteriler Tarafindan Olusturulan Kalsit
Kristallerinin Elektron Mikrograflarinin Taranmasi (Boquet vd., 1973)

2.6. Magara Mikroorganizmalarinin Biyoteknolojik Potansiyelleri

Magara mikroorganizmalari, ¢esitli biyoteknolojik galigmalari destekleme
potansiyeline sahiptir. Ornegin, magaralar antibiyotik kesifleri ve antibiyotik direncini

anlamak i¢in onemli cahsma ortamlaridir. Mikroorganizmalarin  sahip oldugu
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antibiyotik direngli genler, antibiyotik direncinin gelisimini anlamak igin Onemli
sonuglar saglayacaktir (Knopp vd., 2010).

Magaralar gibi kesfedilmemis ortamlar, mikroorganizmalarin birbirlerine kars
antimikrobiyal maddeler iirettigi, sinirli besin igeriginden kaynakli olarak ¢evrede artan
rekabet nedeniyle yeni antimikrobiyal maddeleri arastirmak igin énemli bir potansiyele
sahiptir (Northup ve Lavoie, 2001).

Magara mikroorganizmalarinin 6zellikle diigiik sicaklik derecelerinde aktif
enzimleri; gida endiistrisi, temizlik endiistrisi, deterjan ve biyositler gibi temizlik
ajanlar1, molekiiler biyoloji galismalari ve biyoteknoloji agisindan 6nemlidir, ¢linkii bu
ortamlar yil boyunca sabit hava sicakligina sahiptir. Bu nedenle, soguk ortam
ozelliklerine ragmen, mikroorganizmalar tarafindan enzim {iiretimi desteklenmektedir

(Cabeza vd., 2011; Russel, 1998).

2.6.1. Yeni Antibiyotik Ureten Bakterilerin Kaynag: Olarak Magaralar

Antimikrobiyal ajanlar mikroorganizmalar1 ¢ldiiren ya da onlarin biiyiimesini
engelleyen kimyasal maddelerdir (Cushnie ve Lamb, 2005). Bu terim antibakteriyel,
antifungal, antiparaziter ve antiviral bilesenleri kapsamaktadir (Kujumgiev vd.
1999).Cogu modern antibiyotik 1945 ve 1960 yillart arasinda “Antibiyotik Kesfinin
Altin Cag1” olarak bilinen dénemde kesfedilmistir. Gram pozitif ve negatifleri igeren
cesitli patojenlere karsi etkili antibiyotiklerin cogu bu dénemde tanimlanmistir (Spector
vd., 2012).

Magaralar dogadaki essiz, kesfedilmemis ve hakkinda az ¢alisma mevcut olan
ortamlardir (Cheeptham, 2013; Gabriel ve Northup, 2013). Bu ortamlar, son derece
ozellesmis mikroorganizmalarim yasayabildigi ve yeni biyoaktif bilesikler iiretebilme
potansiyeli tasiyan yeni mikroorganizmalarin kesfi igin cazip yerler haline gelmistir.
Yeni biyoaktif tiirlerin taranmasi, yeni prokaryotik tiirlerin essiz biyoaktif bilesikler
icercbilecegi hipotezine dayanmaktadir. Bu olgu taksonomik cgesitliligin kimyasal
cesitlilik ile iliskili oldugu anlamina gelmektedir (Goodfellow ve Fiedler, 2010). Tablo
2.1°de gesitli magaralardanizole edilen ve tanilanan potansiyel antibiyotik iireticileri
gosterilmistir (Gabriel ve Northup, 2013). Lee vd. (2000) tarafindan Kore” de yapilan
calismada toplanan toprak érneklerinde Saccharothrix ve Saccharothrixviolacea cinsine

ait yeni tiirler kesfetmistir. Lee (2006), Kore' deki dogal bir magarada bakterilerin
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biyogesitliligi ~ iizerine arastirma yapmis ve yeni bir aktinomiset olan
Nocardiajejuensissp.’i kesfetmistir. Cheng vd. (2013) Cin’ deki antik bir magaradan
Microlunatuscavernae sp.’i kesfetmistir. Margesin vd. (2004) bir alp buz magarasinda
Arthrobacter cinsine ait yeni tiirler kaydetmistir. Bu mikroorganizmalar ¢ok gesitli
magaralarda dagilim géstermektedir.

Aktinomisetler, ikincil metabolit iiretiminde en ¢ok kullanilan bakterileri
icermektedir. Volkanik bir magaradan izole edilen Streptomyces cinsinin yiiksek oranda

ikincil metabolitlere sahip oldugu bildirilmistir (Kay vd., 2013; Cheeptham, 2013).

Tablo 2. 1. Bazi magaralardan izole edilen antibiyotik iiretme potansiyeline sahip
mikroorganizmalar (Cheeptam, 2013)

Magara Lokasyonu Bulunan Mikroorganizmalar
Altamira ve Tito Bustillo magarasi, | Streptomyces sp., Nocardia sp., Rhodococcus,
Kuzey Ispanya Nocardioides veAmycolatopsis.

Cesspool magarasi, Virginia, Thiothrix, Helicobacter, Thiovulum

Amerika Birlesik Devletleri

Basalticsea caves, Kauai Hawaii, Bacteria ve Cyanobacteria suslari

Amerika Birlesik Devletleri

Japonya’daki ¢esitli magaralar (20 Trichosporon turleri, Candida palmioleophila,
kire¢ tast magarast ve volkanik Clusitaniae, Debaryomyceshansenii ve

magara) Hanseniaspora sp.

Portekiz, Hawaii ve NewMexico’daki | Bacteroidetes, Chloroflexi, Nitrospirae ve

lav magaralari Verrucomicrobia
Buracos magarasi, Terceira adasi, Genellikle Proteobacteria veActinobacteria;
Portekiz Gallionella sp. ve Leptothrix sp. SEM ile

gozlenmistir fakat diger teknikler ile

belirlenememistir.

2.6.2. Antibiyotik Diren¢ GenRezervuarlar: Olarak Magaralar

Direng; bakterilerin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiirme ya da tiremeyi durdurma
etkisine karsi koyabilmesidir (Tenover ve Hugles, 1996). Diren¢ antibiyotigin kendisi

ve direng genleri olmak iizere iki faktoriin sonucu olarak gelismektedir. Antibiyotik
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direnci, hedef degisikligi, ilag alimi ve atiliminin kontrolii ve yiiksek oranda verimli

enzim aracili inaktivasyon dahil olmak tiizere bir¢ok farkli mekanizma ile kendini

gostermektedir (Tablo 2.2). Direng, hedef genlerdeki bazi mutasyonlarda nispeten hizli

bir sekilde ortaya gikabilir ve antibiyotiklerin bu tiir mutasyonlari destekledigine dair

kanitlar vardir. Bununla birlikte, ¢ogu antibiyotige karsi direng, son derece etkili

enzimlerin aracihigiyla gergeklesir. Bu unsurlar dogal seleksiyon yoluyla evrimin

sonucudur. Bu nedenle, antibiyotik direncinin uzun bir evrimsel gegmise sahip oldugu

ortaya ¢iktigi diisiintilmektedir (Yiicel ve Yamag,2010; Cheeptham vd., 2013; Rajput
vd., 2012; Stankovic vd., 2012).

Tablo 2. 2. Antibiyotik ana siniflarinin hedefleri, direng mekanizmalar ve etki
bigimleri (Walsh, 2000)

Antibiyotik

Hedef

Etki bicimi

Direng

Mekanizmasi

Hiicre duvarmi etkileyenler

B-laktamlar Transpeptidazlar | Peptidoglikan B-laktamazlar,
/ tabakasindaki ¢apraz bag penisilin
Transglikozilazl olusumunu engeller baglayici
ar protein
mutantlari
Vankomisin Peptidoglikan ve | peptidoglikan tabasinin Lipid 11

lipid II" nin D-

olusumunda gerekli olan

ucundaki D-Ala

Ala-D-Ala ucu substratlar uzaklastirarak ucunda
baglanmasini engeller degisiklik
Protein Sentezi
Eritromisin Peptidiltransferaz, | Protein sentezi engellenir Ribozomal
sinifindalki ribozomun RNA’ y1
makrolidler merkezi metiller,
antibiyotigin

hiicre disina

atilmasi

Tetrasiklinler

Peptidil transferaz

Protein sentezi engellenir

Antibiyotigin

19




hiicre digina

atilmasi

Aminoglikozitler | Peptidil transferaz | Protein sentezi engellenir Antibiyotigin
enzimleri ile
modifiye

edilmesi

Oksazolidinonlar | Peptidil transferaz | Protein sentezi engellenir Etki sekli
belirlenmemisti

r

DNA replikasyonu/tamiri

Florokinonlar DNA giraz DNA replikasyonu DNA giraz
engellenir enziminde
yapisal
degisiklik

Cok sayida yeni arastirma, direng genlerinin siklikla antibiyotik kullaniminin
artisindan kaynaklandigint belirtmektedir (Levy, 2002; Davies, 2010; Bhullar, 2011).
Bununla birlikte, diger calismalar, insanlarin tedavi amaciyla antibiyotik kullanimimdan
once de bazi direngli genlerin var oldugunu ileri strmektedir (White, 2013).
Hollanda’da antibiyotik Oncesi ve sonrast dénemlerini (1940-2008) kapsayan toprak
drnekleri tizerine yapilan bir arastirmada, antibiyotik oncesi donem trneklerine kiyasla
glinimiize ait toprak orneklerinde major antibiyotik aileleri (B-laktamlar, tetrasiklinler
ve makrolidler) igin antibiyotik direng genleri tasidigi gézlenmistir (Knapp vd., 2010).
Bu kanit, yaygin direncin, antibiyotiklerin insan kullanimina bagh oldugu hipotezi ile
tutarhdir.

Bilim adamlari, farkli ¢evrelerden izole edilen bakterilerin  direng gen
kaynaklarini tanimlamak i¢in fonksiyonel ¢alismalar gerceklestirmislerdir (White, 2013;
Bhullar, 2011). Forsberg ve meslektaslari dogal ortamlari, genlerin toprak bakterileri ve
klinik patojenler arasinda aktarilmasini saflayan antibiyotik direngli genlerin
rezervuarlar: olarak tanimlamistir. 2011°de Bhullar Meksika’da bulunan Lechuguilla
magarasindan izole edilen mikroorganizmalar {izerine arastirma yapmistir. Bu izole

edilmis magarada yasayan mikroorganizmalarin 4-6 milyon yil yiizey suyu ile

20




etkilesime girmesi muhtemel olmamakla birlikte giiniimiizde dahi bu magaraya insan
erisimi  son derece sinirhdir. Arastirma sonuglart magara bakterilerinin  dogal
ortamlarinda karsilasma ihtimali olan, piyasada bulunan ¢esitli antibiyotiklere kars
oldukg¢a direngli oldugunu gostermistir (Sekil 2. 6). Evrim ve direng yayginhigini
incelemedeki zorluklardan biri, antropojenik antibiyotiklerden etkilenmeyen tanimlayici
ortamlar1 zorlastiran son yedi yil icinde klinikte ve tarumda antibiyotiklerin yogun
kullanimidir. Insan antibiyotik kullanimina maruz kalmamis, bozulmamis ortamlarda
antibiyotik direng¢ ¢alismalari, direng gen prevalansi ve evrimin anlasilmasi igin gerekli
olan direng¢ genetik g¢esitliliginin kritik bir ¢lgiisiinii saglamaktadir. Bununla birlikte
antibiyotik direncinin antik mikrobiyal genler tarafindan kodlanan dogal bir siire¢
oldugu ileri siiriilmektedir (Hughes ve Datta, 1983; Barlow ve Hall, 2002; Bhullar,
2011).
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Sekil 2. 6. Lechuguilla Magaras1’ ndan izole edilen bakterilerin gesitli antibiyotiklere

karsi 20 mg/ml konsantrasyonda direng seviyeleri. (iistte) Gram pozitif suslar (altta)

Gram negatif suslar. Antibiyotikler, her bir rengin farkli bir hedefi temsil ettigi etki/
hedef tarzlarina gére gruplandiriimistir.

2.6.3. Yeni Enzimlerin Kesfinde Magaralar

Enzimlerin ¢ogunlugu, mezofilik, notrofilik mikroorganizmalar igin normal
kabul edilen fizyolojik kosullar veya kosullar altinda performans gosterecek sekilde
optimize edilmistir. Bununla birlikte, “ekstremozimler” olarak adlandirilan belitli bir
enzim grubu, asiri-olmayan benzerleri ile aym enzimsel fonksiyonlari yerine getirmek
icin adapte edilmiglerdir, ancak zorlu kosullara karsi ¢ok yénliiliik ve adaptasyona
sahiptir. Bu enzimler ekstremofillerde, agir1 fiziksel ve / veya kimyasal kosullarda

gelisen organizmalarda bulunur. Ekstremofiller, hidrotermal menfezler, hipersalin
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golleri ve havuzlari, alkali soda golleri, kuru ¢oller, soguk okyanuslar ve volkanik
alanlar da dahil olmak tiizere, Diinya iizerindeki asiri kosullar igeren ortamlarda
bulunmaktadir. Ekstremofilik enzimler, geleneksel endiistriyel kimyasal proseslerin
ayirt edici ozelligi olan zehirli atik iiretimi olmaksizin ticari agidan degerli kimyasal
doniisiimleri katalize etmekte énemli rol oynamaktadir (DeCarvalho, 2011).

Magara sistemleri gibi yer alti bolgelerinde soguga adapte olmus ¢ok gesitli
mikrooganizmalar bulunmaktadir (Russell ve Homamoto, 1998). Degisken sicaklik
donemlerinde yasayabilen mikroorganizmalarin aksine, siirekli soguk ortamlarda
yasayanlar, diisiik sicakliklarda bilyiime igin optimal olarak uyarlanmis hiicresel
islemlere sahip olmaktadir. Bir mikrobiyal hiicrenin tiim bilesenlerinin soguga uyum
saglamasi biyoteknolojik uygulama i¢in genis bir iiriin yelpazesinin mevcut oldugu
anlamina gelmektedir (Gianese vd., 2001). Son yillarda biyoteknolojinin hizli geligimi
nedeniyle, enzim endiistrileri hizla artmaktadir. Soguk ortamlara adapte olmus
mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin {iriinleri genis bir yelpazede endiistriyel,

tarimsal ve tibbi siireclerde potansiyel uygulamalara sahiptir (Tablo 2. 3).

Tablo 2. 3. Bazi1 mikrobiyal enzimler ve biyoteknolojik uygulama alanlar

Enzim Uretici Uygulama Alanlary Referans
Mikroorganizma
Ksilanaz Thermoactinomyc | Pentoz iiretimi - yakit ve | Pandey,1999

es  thalophilus; | kimyasallar igin hemiseliilozun | Nigam, 2009
Bacillus sp.; | biyolojik dénistiiriilmesi; | Du, 2003
Humicola Meyve suyu aritma;

insolens. Bispora | kagitendiistrisi,Bira endiistrisi

(acidophilic
fungus)

Ligninaz Basidiomycetes Kot yikama; Biyosensorler, Pandey,1999
tiirleri: Gidalarin Nigam, 2009
Steccherinum agartilmasi; Biyoremediasyon; Nigam, 1987
ochraceum, Kirlilik kontrolii; Tekstil ve
Polyporus Endiistriyel atik sularda geri
versicolor, kazanilan
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Panus tigrinus

kimyasallarin aritilmasi

Seliilaz Basidiomycetes Selillozdan  glukoz  besleme | Pandey,1999
tiirleri:Polyporus | stogu;  Biyo-rafineri; ~ Biyo- | Nigam, 2009
sp.; Pleurotus sp.; | etanol; Kagit hamuru endistrisi | Hardiman, 2010
Trichoderma sp.;
Aspergillus sp.

Lipaz Yeasts and Deterjanlar;  Siit  Endistrisi | Pandey, 1999
Fungal strains- yaglari, kati yaglar, Tereyagi, | Nigam, 2009

Candida sp.,
Aspergillus sp,

Krem, Yem takviyesi; Terapotik

ajan

Reddivari,2002
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3, MATERYAL VE YONTEM

3.1.  Materyaller

3.1.1. Insuyu Magarasi

Calisma alanini Burdur ilinde yer alan Insuyu Magarasi olusturmaktadir.
Calisma kapsamnda Insuyu Magarasinin 15 farkli istasyondan, karanlik ve aydinlk
alanlardan 6rnekleme yapilmistir. Calisma materyalini bu alanlardan alinan toprak, su
ve sediment ornekleri olusturmaktadir. Ornekleme yapilan alanlar Tablo 3. 1.°de

verilmistir.

Tablo 3. 1. Insuyu Magarasindan 6rnekleme yapilan alanlar

No | Ornekleme Noktas Materyal

1 Biiylik Gol/ Karanlik Toprak

2 Biiyiik Gol/ Aydinlik Toprak

3 Biiyiik Gol- Sarkit / Aydinlik Su/ Siiziintii
- Biiyiik Go6l Tarafi- Magara Duvart/ Aydinlik Toprak

5 Biiyiik Gol Tarafi- Magara Duvari/ Karanlik Toprak

6 Ust Duvar/ Aydinlik Stiziintii

7 Yiiriiylis Parkuru- Magara Duvari/ Aydinlik Toprak

8 Ziyaretgi Yolu Uzeri- Tavan/ Aydinlik Su/Siiziintii
9 Ziyaretgi Yolu Uzeri- Magara Duvary/ Aydmlik Toprak

10 | Ziyaret¢i Yolu Uzeri- Tavan/ Aydinlik Toprak

11 | Ziyaret¢i Yolu Kenar1 Toprak Alan/ Aydinlik Toprak

12 | Ziyaretci Yolu Kenar1 Toprak Alan/ Karanlik Toprak

13 | Magara Duvari/ Karanlik Su/ Siiziintii
14 | Dilek Golti / Aydinhk Su/ Siiziintii
15 | Magara Duvari/ Karanlik Su/ Siiziintii
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3.2.  Besiyeri Ortamlar

3.2.1. 0,1X Nutrient Agar Besiyeri Ortam

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve inokiilasyonu ig¢in 0,1X Nutrient Agar
Besiyeri ortami kullantImistir.

Nutrient agar besiyeri igerigi (1 L):

Et peptonu 2o gL
Et ekstrakti 1,5 g/
Agar-agar 12,0 g/LL

Mikroorganizmalarin  inokiilasyonu icin  Nutrient agar kati  besiyeri
0,1Xkonsantrasyonunda hazirlanmistir. 121 °C’ de 15 dakikada otoklavda steril
edildikten sonra steril petri kutularma dokiilerek kullanilmigtir.

3.2.2. R2A Besiyeri Ortam

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve inokiilasyonu i¢in, Merck marka 100416
kodlu R2A Agar tiretici firma talimatina gére hazirlanarak kullaniimistir.
3.2.3. M9 Besiyeri Ortam

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve inokiilasyonu i¢in M9 besiyeri ortami

kullanilmistir, M9 besiyeri ortami igerigi (1 L):

MO Tuzlar Agar Soliisyonu %20 glukoz soliisyonu
NayHPO, 12,8 ¢ Agar 15,0¢g Glukoz 40¢g
KH,POy4 3.0¢g Deionize su 500 ml Deionize su 20 ml
NaCl 05¢g

NH,4Cl 1,0g

Deionize su 478 ml

M9 tuzlari, agar soliisyonu ve %20 glukoz soliisyonu ayri ayri 121 °C’de 15 dk
otoklavda steril edildikten sonra karistirilarak steril petri kutularina dokiilerek

kullanilmistir.
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3.2.4. 0,1x Nutrient Broth Besiyeri Ortami

Biyokimyasal test ortamlarinda ve antibiyotik duyarlilifinin belirlenmesinde
kullanilan minimum inhibisyon konsantrasyon testi igin saflastirilmis suslarin
aktiflestirilmesi amaci ile 0,1x Nutrient Broth sivi besiyeri ortami1 kullaniimistir.

Nutrient broth besiyeri igerigi (1 L):

Et peptonu 5,0 g/L

Et ekstrakt: 3,0 g/L.

Deionize su 1000 ml.

Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi icin Nutrient Broth besiyeri ortami 0,1x
konsantrasyonunda hazirlanmis ve steril tiiplere dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri 121

’C’ de 15 dakikada otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir.

3.2.5. Amilaz Test Ortam

Amilaz testi i¢in %2 nisasta iceren 0,1x Nutrient Agar ortami kullanilmistir.
Ortamin igerigi:
Nutrient Agar 2,0 g/L
Agar agar 12,0 g/L.
Coézlnebilir nisasta 20,0 g/L
Deionize su 1000 ml.

121 °C* de 15 dakikada otoklavda steril edildikten sonra steril Petri kutularina

dakiilerek kullaniImaistir,

3.2.6. Proteaz Test Ortam

Proteaz aktivitesi tayini i¢in kullanilan besiyeri ortaminin igerigi:
Oncelikle kazein 0,02 N NaOH ile ¢oziilmiistiir.
Nutrient Agar 20, 0 gr/LL
Kazein 10,0 gr/L
Jelatin 10,0 gr/L.
Deionize su 1000 ml.
121 °C’ de 15 dakikada otoklavda steril edildikten sonra steril petri kutularina
dokiilerek kullanilmistir (Montville, 1983).
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3.2.7. Lipaz Test Ortam

Lipaz testi i¢in kullanilan besiyeri ortaminin igerigi:

Et peptonu 15 gr/L
NaCL 5gr/L
CaCl, 2 er/L
Tween 80 10 ml.
Deionize su 1000 ml.
pH 7.2 seviyesine ayarlanarak121 °C’ de 15 dakikada otoklavda steril edildikten

sonra steril Petri kutularina dékiilerek kullaniimistir.

3.2.8. Jelatinaz Test Ortami

Jelatinaz testi icin % 10 jelatin igeren 0,1x Nutrient Broth ortami kullantimistir.
Besiyeri ortaminin igerigi :

Nutrient Broth 0,8 gr/L
Jelatin 100 gr/L
Deionize su 1000 ml.

121 °C’ de 15 dakikada otoklavda steril edildikten sonra steril ependorf tiiplere
dagitilarak kullanilmigtir.
3.2.9. Ureaz Test Ortam

Ureaz testi icin Christensen Base Agar besiyeri ortami kullanilmistir.

1. Christensen Base Agar :

Pepton 1g/L NaC€l 5 gl
Glukoz 1 g/L KH;PO4 2 g/L
Fenol Red 0,012 g/L Agar agar 15 g/LL

Hazirlanan Cristensen Agar Base 121° C’ de 15 dk. steril edilir.
2. %40 {ire hazirlanir. Hazirlanan iire membran filtre ile steril edilir.
3. Hazirlanan Cristensen Agar Base'e litresine 50 ml. olacak sekilde steril %40'lik tire

ilave edilir.
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3.3. Boyalar ve Cozeltiler

3.3.1. Kristal Viyolet Soliisyonu

Kristal viyolet soltisyonu icerigi (100 mL ):
Sollisyon A:

Kristal viyolet (%90 boya igeren) 28
Etanol (%96 v/v) 20 mL

Soliisyon B:
Amonyum okzalat 0.8 ¢g
Deiyonize su 80 mL

A ve B soliisyonlart ayri ayri hazirlanip karistirilnigtir. Soliisyon 24 saat oda

sicakliginda bekledikten sonra filtre edilerek kullaniimistir (Harley ve Prescott 2002).

3.3.2. Gram Iyodiir Soliisyonu

Gram iyodiir soliisyonu igerigi (300 mL ):
Potasyum iyodiir 2g
Iyot lg
Potasyum iyodiir ve iyot bir kap igerisinde ezilmis ve iizerine su ilave edilerek
300 ml. ye tamamlanmusgtir. Soliisyon 24 saat oda sicakliginda bekledikten sonra filtre

edilerek kullanilmistir (Harley ve Prescott 2002).

3.3.3. Safranin Soliisyonu

Safranin soliisyonunun igerigi (110 mL igin);

Safranin O 0,25 ¢
Etanol (%95 v/v) 10 mL
Deiyonize su 100 mLL

Safranin O %95 etanol igerisinde ¢oziilmiis ve {izerine streril saf su eklenmistir.
Soliisyon 24 saat oda sicakliginda bekledikten sonra filtre edilerek kullanilmigtir
(Harley ve Prescott 2002).

3.3.4. % 0,9 Sodyum Kloriir Soliisyonu

9 gr NaCl 1000 ml steril saf su igerisinde ¢dziilerek hazirlanmis ve 121°C’ de 15

dakika otoklavda steril edildikten sonra kullanilmigtir.

29



3.3.6. Tris (Tris Hidroksimetili Amino Metan) / EDTA (Etilen Diamin Tetra
Asetik Asit)

Tris 1,21g
EDTA 0.37g
Distile su 1000mL
pH 2N HCI kullanilarak 7.4" e ayarlanmistir. 121 C” de sterilize edilmistir.

3.3.7. SET (Sakkaroz-EDTA-Tris HCI) Tampon

Tris HCI 0,788¢
EDTA 1,86g
Sakkaroz 20g
Distile su 100mL

pH 8’ ¢ ayarlanarak 121 C” de sterilize edilmistir.

3.3.8. % 10 SDS Cozeltisi

SDS 10 g
Steril distile su 100mL

3.3.9. Fenol/ Kloroform/ izoamil Alkol Cbzeltisi

Fenol 25 mL
Kloroform 24mL

[zoamil Alkol TmL

3.4. Molekiiler Cahsmalarda Kullanilan Materyaller

Taq DNA Polymeraz: Thermo EP0402
dNTP’s: Thermo RO181
1X TAE Tamponu: SIGMA-ALDRICH A4718
Agaroz: SIGMA-ALDRICH A4718
Jel Boyasi: BIOTIUM GelRed™
Primerler: Antibiyotik direng primerleri Tablo 4.2°de belirtilmistir.
16S rRNA primerleri: 8F: AGAGTTGATCCTGGCTCAG
1492 R: CTACGGCTACCTTGTTACGA
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Tablo 3. 2.Calisma kapsaminda kullanilan antibiyotik direng primerleri

Gen Primerler Antibiyotik Amplikon Kaynak
Bolgesi [(5'—3") boyutu ve
sicaklig
Aac(3)- |F-ACTGTGATGGGATACGCGTC Gentamisin  [237 bp- 58 C° | Teixeira vd.
[la R-CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 2016
AphAl F-ATGGGCTCGCGATAATGTC Gentamisin | 600 bp- 55 C° | Teixeira vd.
R-CTCACCGAGGCAGTTCCAT 2016
AphA2 F-GAACAAGATGGATTGCACGC Gentamisin 680 BP- 56 C"| Teixeira vd.
R-GCTCTTCAGCAATATCACGG 2016
Aac(6’)- |F-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA B-laktam 482 bp-55 C* | Teixeira vd.
Ib-cr R-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 2016
AadB F-CGTCATGGAGGAGTTGGACT Gentamisin [ 350 bp- 57 C” | Teixeira vd.
R-CGCAAGACCTCAACCTTTTC 2016
Blarp F-GAGTATTCAACATTTTCGT [} —laktam 857 bp- 48 & Bhattacharya vd.
R-ACCAATGCTTAATCAGTGA 2015
Blagyy F-TCGCCTGTGTATTATCTCCC [ -laktam 768 bp- 56 C | Bhattacharya vd.
R-CGCAGATAAATCACCACAATG 2015
Blacyars | FFAATCACTGCGTCAGTTCAC [} -laktam 701 bp- 53 C° | Bhattacharya vd.
R-TTTATCCCCCACAACCCAG 2015
Blapyy, |F-GCAGCGCCAGTGCATCAAC [ -laktam 198 bp- 58 C” | Bhattacharya vd.
R-CCGCATCAAATGCCATAAGTG 2015
Blagyy:; |F-AGTTCTCTGCCGAAGCC [ -laktam 591 bp-51 C° [ Bhattacharya vd.
R-TCTCAACCCAACCAACCC 2015
Bla- F-AAAATTCTTGAAGACG [3- laktam 1080- 40 C° | Sharma vd. 2010
TEM?2 R-TTACCAATGCTTAATCA Lee vd. 2001
Bla- F-GGGTTATTCTTATTTGTCGCT [ - laktam 929 bp- 54 C” |Lee vd. 2001
SH)V2 R-TAGCGTTGCCAGTGCTCG
Bla-CTX- | F-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA [ - laktam 544 bp- 62 C° [Mir vd. 2016
M R-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
StrA F-TCAATCCCGACTTCTTACCG f3- laktam 240 bp- 57 C° [NC_005205.1,
R-GCTAACGCCGAAGAGAACTG 487-500
NC_005205.1,
726-745
(Bu ¢alismada)
StrdF-R | F-AGCAGAGCGCGCCTTCGCTG pB- laktam 500 bp- 62 C° | Carattoli, 2002
R-CCAAAGCCCACTTCACCGAC
Arr2- AAC CGA GGA TGC GAA CCACT Rifampisin® 3%02 bp- 54|Houang vd. 2003
int2a 6
Int6b CCG AGC CGC TCG TAT AG Rifampisin 3%02 bp- 54|Houang vd. 2003
(&
Arr-4 CACTGGAGAAGATCAAAGCG Rifampisin 406 bp Houang vd. 2003
CATB3
Arr4-INB | GGGCAGACTTGACCTGAT Rifampisin 450 bp- 54 C” | Fonseca vd. 2008
Arp-5- GGCATCCAAG CAGCAAG Rifampisin 450 bp- 54 C° | Fonseca vd. 2008
INF
Van A ATGAATAGAATAAAAGTTGCAATAC |Vankomisin |[1029-57 C" |Miele vd. 1995
CCCCTTTAACGCTAATACGAT
Van B GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA Vankomisin |433- 63 C° Clark vd. 1993
CCOG CCATCCTCCTGC AAA AAA
Van C GAA AGA CAA CAG GAA GAC CGC Vankomisin | 796- 57 C° Clark vd. 1993

ATC GOCA TCA CAA GCA CCA ATC

*: Rifampisinin enzimatik degredasyonu ile kazamlan direng ile ilgili primerler reverse ve forward olmak tizere ikili
olarak kullamlmigtir.
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3.5. Antibiyotikler

Antibiyotik duyarlilik deneylerinde kullanilan antibiyotikler Tablo 3. 3" te

verilmistir.

Tablo 3. 3. Antibiyotik duyarlilik deneylerinde kullanilan antibiyotikler

Antimikrobiyal Madde |Sembol Grup
Ampisilin AMP Beta Laktam
Streptomisin STR Aminoglikozid
Gentamisin GEN Aminoglikozid
Rifampisin RIF Ansamisin
Vankomisin VAN Glikopeptid
Penisilin PCN Beta Laktam
Sefpodoksim CP Sefalosporin

3.6. Kullamilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar:

inkiibatsr: NUVE ES120

Otoklav: ALP

Faz Kontrast [sik Mikroskobu: Olympus CX41

Calkalayici Inkiibator: IKA KS 4000

Buzdolabi: Beko BK9470

Santrifiij: BECKMAN COULTER Allegra X-22R

Uv/Goriintir Alan Mikroplaka Spektrofotometre: BioTek, Epoch
Thermal Cycler: Long Gene A300 Fast Thermal Cycler
Elektroforez Sistemi: Thermo EC 300 XL

Jel Goriintiileme: Vilber Lourmat Gel Goriintiileme Sistemi
3.7. Yintem

3.7.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Calisma materyalini  olusturan ornekler Burdur ilinde yer alan Insuyu
Magarasindan izole edilmistir. Ornekleme magaranin 15 farkli istasyonundan karanhk
ve aydinlk alanlardaki toprak, su ve sedimentlerden yapilmistir. [zolatlar magara
duvari, tavan, sarkitlardan damlayan siiziintiiler ve toprak alanlardan alinmistir (Sekil 3.

1). Calisma aseptik kosullar altinda ger¢eklestirilmis, drnekler steril swaplar yardimiyla
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steril falcon ve ependorf tiipler igerisine alinmistir. izolatlar ayni giin Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarina taginarak ¢aligilmaya

baslanincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 1: Orneklerin Magara duvarlarindan toplanmasi

3.7.2. Mikroorganizmalarmn Kiiltiirii ve Saflagtirilmasi

1 ml su veya 1 g 6rnek 9 ml steril %0.9’luktuzlu su igerisinde homojenize
edilerek, bir seri diliisyonu (10*e kadardiliisyon serisi) hazirlanmigtir. Tiim
orneklerden karanlik ve aydinhik ortam kosullarina uygun olmak iizere yayma ekim
yontemiyle 0,1x Nutrient agar, M9 ve R2A ortamlarina inokiile edilmistir ($ekil 3. 2.).
Kiiltiire edilen 6rnekler 28 °C’ de inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon sonucunda
koloni morfolojileri incelenerek karakteristik ¢zellik gosteren koloniler belirlenmistir.
Secilen kolonilerden 0,1 x Nutrient Agar ortamina ¢izgi ekim yapilmis, 28 °C de 48-72
saat inkiibe edilmistir. Saf izolat elde edilinceye kadar ¢izgi ekim islemi tekrarlanmigtir.

Ureme gozlemlenen saflastirilmis izolatlardan 0,1 x Nutrient Agar ortaminda
yatik hazirlanarak inokiile edilmis ve -20 °C* de muhafaza edilmistir. Saflastirilan suslar
0,1X Nutrient Broth’a inkiile edilerek 28°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Mikroorganizmalarda biiyiimenin gozlemlendigi kiiltiirler %40 gliserol igeren besiyeri

ortaminda stok olarak muhafaza edilmistir.
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3.7.3. Gram Boyama

Ornekler ¢izgi ekim yontemiyle 0,1 x Nutrient Agar ortamina inokiile edilmis 28
C” de 48 saat inkiibe edilmistir. Lam tizerine Pasteur pipeti ile %0,09 NaCl soliisyonu
damlatilmis  tireme gosteren kolonilerden 6ze ile aliip yayilarak kurumaya
birakilmistir. Tamamen kuruduktan sonra preperat 5 kez alevden gegirilerek fikse
edilmistir. Fiksasyon islemi uygulandiktan sonra lamlar Kristal Viyolet Soliisyonunda 1
dakika bekletilmis ve siire sonunda fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in su ile ytkanmistir.
Lamlar Gram iyodiir solisyonunda 1 dakika bekletilmis ve su ile yikanmistir. Bu
islemden sonra preperata %70 Etanol ile 15 saniye muamele edilmis ve tekrar su ile
yikanmistir. Son asamada preperat karsit boyama icin Safranin soltisyonunda 30 saniye
bekletilmis ve su ile yikanarak fazla boya uzaklastirilmistir. Yikama sonunda lamlar
kurulama kagidi ile kurulanmistir. Kristal viyole ¢dzeltisini hiicre ig¢inde tutabilen,
dolayisiyla mikroskop altinda mor renkte goriinen bakteriler gram-pozitif; kristal viyole
¢ozeltisini tutamayip hiicre disina birakan ve bu nedenle pembe-kirmizi renkte goziiken
bakteriler de gram-negatif olarak degerlendirilmistir (Ozgelik, 1998). izolatlar hiicre
duvart 6zelliklerine gore Gram pozitif ve Gram negatif olarak ayirt edilmis, morfolojik

ozellikleri ve spor olusumlart belirlenmistir.
3.7.4. Biyokimyasal Testler

3.7.4.1. Katalaz Testi

0,1 x Nutrient Agar besiyeri ortaminda saflastirtlan Grneklerden bir 6ze ucu
miktart aliarak bos bir petri kutusuna aktariimistir. Ornek {izerine Pasteur pipeti ile %3
H,0; (Hidrojen Per Oksit) damlatilmistir. Gaz ¢ikist gozlemlenmesi pozitif sonug olarak

kabul edilmistir (Arda, 2000).

3.7.4.2. Proteaz Testi

Proteaz testi i¢in %1 kazein ve %2 jelatin igeren Nutrient Agar besiyeri ortami
kullanilmustir. Besiyerine spotlama teknigi ile ekim yapilmis ve drnekler 28C%de 48
saat inkiibasyona birakilmistr. Inkiibasyon sonunda mikroorganizma kiiltiirii etrafinda

olusan seffaf zon goriiniimii pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Montville, 1983).
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3.7.4.3.Lipaz Testi

Lipaz testi igcin Tween 80 Agar iceren besiyeri ortamr kullanimistir.
Aktiflestirilmis saf kiiltiirlerden besiyerine spotlama teknigi ile inokiilasyon yapilmis ve
28C" de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen mikroorganizma
kiiltiirii etrafinda olusan beyaz c¢tkelek yapida goriiniim lipaz testi ig¢in pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Samad vd., 1989).

3.7.4.4. Amilaz Testi

Amilaz testi i¢in %2 nisasta iceren 0,1x Nutrient Agar besiyeri ortami
kullanilmistir.  Aktiflestirilmis saf kiiltlirden hazirlananbesiyeri ortamina spotlama
teknigi ile ekim yapilmis ve 28 0C* de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda Agar plakalar tizerine Pasteur pipeti ile yiizeyi kaplayacak miktarda Iyodine
Mordant Soliisyonu damlatiimis ve yaklasik 1 dakika yayilarak bekletilmistir. Ureyen
mikroorganizm kiiltirti etrafinda olusan seffaf zon goriinlimii amilaz testi igin pozitif

sonug kabul edilmistir (Cappucino ve Sherman, 2007).

3.7.4.5. Jelatinaz Testi

Jelatinaz testi igin % 10-15 jelatin igeren 0,1x Nutrient Broth sivi besiyeri ortami
kullanilmistir, Aktiflestirilmis saf kiiltiir hazirlanan besiyeri ortamia inokiile edilmis ve
28C" de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda drnekler 1 saat +4 C” de
buzdolabinda bekletilmigtir. Siire sonunda tiiplerde katilasma olup olmadigi
gdzlemlenmistir. Tliplerde katilasma goriilmesi jelatinaz testi i¢in negatif, stvi goriiniim

ise pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Cappucino ve Sherman, 2007).

3.7.4.6. Ureaz Testi

Ureaz testi igin Christensen’s Urea Agar besiyeri ortami kullanilmistir.
Aktiflestirilmis saf kiiltiirlerden hazirlanan besiyeri ortamiamikropipet ile ekim
yapilmis ve 28°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda turuncu renkte olan
besiyeri ortaminin kirmiziya dondtigii 6rnekler igin sonug pozitif olarak kabul edilmistir

(Christensen, 1946).
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3.7.5. Antibiyotik Duyarlihgmin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Testi
(MIK) ile Belirlenmesi

Orneklerin antibiyotik duyarlilik seviyelerinin belirlenmesi i¢in Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) testi uygulanmistir. MIK testi 25’1 Gram negatif, 50’si
Gram pozitif olmak iizere toplam 75 izolat i¢in denenmistir. MIK testi i¢in ampisilin,
klindamisin, rifampisin, vankomisin, sefpodoksim ve penisilin antibiyotikleri
kullantlmistir,

MIK  denemeleri igin  ampisilin, klindamisin, rifampisin, vankomisin,
sefpodoksim antibiyotiklerine karsi duyarliligin belirlenmesinde 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0. 5,
0.25, 0.625 pg/ml antibiyotik iceren 0,1x Nutrient Agar besiyeri ortami kullanilmisgtir.
Penisilin antibiyotigine karsi duyarliligin belirlenmesi i¢in ise 40,20, 10, 5, 2. 5, 1.25,
0.125 U/ml antibiyotik igeren 0,1x Nutrient Agar besiyeri ortami kullamilmistir. 0,1x
Nutrient Broth sivi besiyeri ortaminda aktiflestirilmis kiiltiirlerden 6ze ile alinarak %0,9
NaCl igeren ortamda 0,5 MacFarland bulanikligina gére stispansiyon hazirlanmistir.
Hazirlanan  siispansiyondan  bir  6ze miktart  kadar alinarak  hazirlanan
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren besiyeri ortamlarina inokiile edilmistir. 28 °C” de
48 saat inkiibe edilmistir ve sonuglar degerlendirilirken tremenin goriilmedigi ilk
konsantrasyon o izolat igin MIK degeri olarak kabul edilmistir. Saptanan
degierlerClinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan verilen kirilma

noktalar ile karsilastirilmistir.

3.7.6. Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonundaGram pozitif ve Gram negatif bakteri izolatlari
i¢in farkli protokoller uygulanmistir. DNA izolasyonu icin 6rnekler 0,1x Nutrient Broth
stvi besiyeri ortaminda aktiflestirildikten sonra kullaniimistir.

Gram pozitif bakteriler igin genomik DNA izolasyonu protokolii:

1. 24-48 saat inkiibe edilen bakteri kiiltiirii 5000 rpm del0 dakika santrifiij edilir.

2. Siipernatant uzaklagtirthir. Pellet 5 ml 0,1x SSCile yikanir. 1 ml 10 mM Tris
HCI ( ph=8.0) * de ¢dziiliir. 2,5 mg/ml lizozim eklenir. 37 C” de 45 dakika inkiibe edilir.

3. 9ml lizis tamponu [10 mM Tris HCI, pH: 8.0, 1 mM EDTA (Etilendiamin
tetraasetik asit), 500 mg/ | proteinaz K] eklenir. 65 C"" de 30 dakika inkiibe edilir.

4. 1: 1 fenol- kloroform eklenir. Kloroform fazi uzaklastirtlir.
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5. 1/10 hacim Na- acetat pH: 4.8 ve 2 hacim% 95 etanol eklenerek 15- 20 sn.
vortekslenir.10000 rpm’ del5 dakika santrifiij edilir ve iist faz uzaklastirihr.

6. 500 pl % 70 etanol eklenir, 15-20 sn. vortekslenir ve maksimum hizda 15 dk.
Santriftij edilir.

7. Sivi kisim uzaklastirihir. Pellet 37 C* de kurutulduktan sonra 60 pl steril ultra
saf suda ¢oziiliir.

Gram negatif bakteriler igin genomik DNA izolasyonu protokolii:

1. 24-48 saat inkiibe edilen kiiltiirden 2 ml ependorf tiiplerine aktarthr. 6000
rpm’ de 5 dk. santrifiij edilir.

2. Siipernatant kisim uzaklastirihr.Pellet 467 pl TE tamponunda pipetaj ile
coziiliir.

3. 30 pul % 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) ve 3 pl 20 mg/ml Proteinaz K
eklenir.Su banyosunda 65 C% de 1 saat inkiibe edilir.

4. Proteinaz K ile ayni hacimde RNase ilave edilir ve 37 C" de 1 saat inkiibe
edilir.

5. 500 pl 1:1 fenol:kloroform eklenerek karistirtlir. 1200 rpm” de 10 dakika
santrifiij edilir. Bu asama 3 kez tekrarlanir.

6. Su fazi yeni ependorfa aktarilir.

7. Hacmin 1/10° u kadar 3 M Na- acetat ilave edilir, pipetajla karistirilir. Hacmin
2 kati kadar % 100° liik etanol eklenir 15- 20 sn. vortekslenir. 10000 rpm” del5 dk.
santrifuj edilir.

8. 500 pl % 70 etanol eklenir, 15-20 sn. vortekslenir ve maksimum hizda 15 dk.
santrifiij edilir.

9. Sivi kisim uzaklastirilir. Pellet 37 " de kurutulduktan sonra 60 pl steril ultra
saf suda ¢oziiliir (Wilson, 1997).

DNA saflifi  spektrofotometre cihazinda A260/A280 oranina bakilarak

olgtilmiistiir.

3.7.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyonu vapilan bakteri 6rneklerinin 16S rRNA bolgelerinin - ve
antibiyotik direng genlerinin amplifikasyonu i¢in i¢in Long Gene A300 Fast Thermal

Cycler cihazi kullanilmistir. Ta (baglanma sicakligi) her bir primer igin ayri ayri Tm= 2
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X (A+T) + 4 x (G+C)formiilii kullanilarak Tm degerinin hesaplanmasi ve bu degerin 4-5
derece altinin alinmasi ile belirlenmistir.

Reaksiyon bilesenleri (50 pL icin)

DNA - 3 pL
10X Buffer- 5 pL
dNTP karisimi (2 pM her biri)- s.pk
MgCl, (25 mM)- 3 pl
Forward Primer (10 pM) - Ll
Reverse Primer (10 uM) — luL
Taq DNA polimeraz (5 U/ pL)- 0,3ul
PZR Kosullari:

94 C° 5 dk

94 C° 1 dk

42-63C°  1dk } X35

i Yoy 1 dk

o f e 10 dk

PZR sonrasinda, elde edilen iiriinlerin bant biiyiikliiklerinin gortilmesi amaciyla
agaroz jel elektroforezi yapilmistir. %1-2 oraninda agaroz igeren jel 1XTAE (Tris-
acetate-EDTA) buffer ile hazirlanmistir. Jel igerisine 10 pl Gel Red soliisyonu
eklenmistir. PZR iiriiniinden 5plalinarak 2pl 6x yiikleme boyasi ile karigtirilmig ve
agaroz iceren jelde yiirtitiilmistiir. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi amact ile 100 bp
ve | kb DNA Marker’dan yararlanilmigtir. Elektroforez sonrasinda jel goriintiilleme

sistemi ile incelenmistir.

3.7.8. DNA Dizi Analizi

Antibiyotik direngliliginin MIK Testi ile belirlenmesinden sonra antibiyotiklere
karst en yiiksek konsantrasyonda ve goklu direng gdsteren 10 izolat ve negatif kontrol
olarak kullanilmak tizere duyarlilik gésteren 3 izolat belirlenmistir. Segilen drneklerden
16S rRNA gen bolgesi igin PZR amplifikasyonu gergeklestirilmis, elde edilen PZR
tiriinlerinden ¢ift yonlii dizi analizi yaptinlmistir. Dizi analizi BMlabosis firmasi
tarafindan yapilmistir.

Dizi analizi sonuglari “ApE” ve “Finch TV” programlari kullanilarak

degerlendirilmis ve NCBI iizerinden Blast edilerek tiir tanilari gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Gram Boyama ve Hiicre Morfolojisi

Magaralarin mikrobiyal yagam igin besin bakimindan bakimindan smirh
ortamlar olmasi nedeni ile izole edilen 6rneklerin inokiilasyonu ig¢in diisiik miktarda
besin igeren 0,1X Nutrient agar, M9 ve R2A besiyeri ortamlari tercih edilmistir.
Inkiibasyon sonunda olusan koloniler arasindan morfolojik verileri ayni olan izolatlar
¢ikarilmis ve calisma igin birbirinden farklilik gdsteren 75 izolat segilmistir. Segilen
koloniler 0,1x Nutrient agar ortaminda saflagtirilmis (Sekil 4. 1) ve aktiflestirilmis
ornekler igin Gram boyama yontemi uygulanmigtir. Ormneklerin  Gram boyama
ozellikleri ve hiicre morfolojileri 131k mikroskobu ile incelenmistir. Incelenen 75 bakteri
izolatinin 50’sinin Gram negatif, 25’inin Gram pozitif oldugu tespit edilmistir. Calisma
kapsaminda incelenen 75 6rnek igin Gram boyama sonuglari ve morfolojik &zellikler

Tablo 4. 1. ve 4. 2’de verilmistir.

Sekil 4. 1. Farkli besiyeri ortamlarinda saflagtirilan suslara ait deney fotografi

Magara mikroflorasi iizerine yapilan galismalarda gesitli Gram negatif
bakterilerin yogun oldugu saptanmugtir (Beveridge vd., 1994; Hose vd., 2000; Sarbu vd.,
1996; Warthmann vd., 2000; Douglas ve Douglas, 2001; Northup vd., 2003; Barton vd.,
2005). 2012