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OZET

Yiksek Lisans Tezi

PEYNIRDEN iZOLE EDILEN CESITLI Bacillus TURLERI’NIN 16S rRNA
YONTEMI ILE TANILANMASI

Emre DAVARCI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Neslihan DIKBAS

Farkli ekosistemlerden endiistriyel enzim {ireticisi olan mikroorganizmalarin taranmasi,
izolasyonu ve konvensiyonel yontemlerle tanilanmasi mikrobiyal biyoteknolojinin temel
konularindan biridir. Mikroorganizmalar tanilanirken morfolojik ve biyokimyasal verilerin
molekdler veriler ile desteklenmesi gerekmektedir. Bakteriyel molekiler taksonomide en
¢ok kullanilan molekdiler yontem 16S rRNA sekans analizidir.

Calismada, peynirden endustriyel 6éneme sahip olan Bacillus turlerinin izole edilerek
tanilanmasi amaglanmistir. Bu amacla morfolojik ve biyokimyasal testlerin yani sira 16S
rRNA’ya dayali molekdler tanilamadan yararlanilmustir.

16S rRNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltilarak sekans analizi gergeklestirilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen profil, gen bankasindaki verilerle karsilastirilarak tanilama
yapilmistir. 16S rRNA bdlgeleri sekans sonuglari gen bankasindaki verilerle %99-100
oraninda homoloji gostermistir. Buna goére calismada tanilanan bakteriler; Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
rhamnosus ve Raoultella ornithinolytica olarak tespit edilmistir.

Calismanin sonucunda, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus ve Bacillus safensis
bakteri tlrleri degerlendirilmeye alinmistir ve filogenetik analizle tespit edilen diger bakteri
tarleri ile olan iliskileri ortaya konulmustur.

2017, 42 sayfa
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ABSTRACT

MSc Thesis

IDENTIFICATION OF VARIOUS Bacillus SPECIES ISOLATED FROM
CHEESE BY 16S rRNA METHOD

Emre DAVARCI

Atatlrk University
Natural Sciences Institute
Department of Agrikultural Biotechnology
Department of Enzyme and Microbial Biotechnology

Assoc. Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

Screening, isolation and identification industrial enzyme producer microorganisms by
conventional methods from different ecosystems is one of the main aspects of microbial
biotechnology. In the identification of microorganisms, morphological and biochemical
data should be supported with molecular data. The most commonly used molecular
method in bacterial molecular taxonomy is 16S rRNA sequence analysis.

The aim of this study was to isolate and identify the Bacillus species that has an
industrial importance. Accordingly, in addition to morphological and biochemical tests,
molecular identification based on 16S rRNA was used.

16S rRNA regions were amplified by PCR and sequence analysis was performed. The
profile obtained as a result of the analysis was compared with the data in the gene bank.
The 16S rRNA region sequence results showed 99-100% homology with the data in the
gene bank. The bacteria identified in this study are determined as Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
rhamnosus and Raoultella ornithinolytica.

As a result of the study, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus and Bacillus
safensis bacterial strains were evaluated and their relationship with other bacterial
species detected by phylogenetic analysis were presented.

2017, 42 pages

Keyworrds: Cheese, Bacillus, Isolation, 16S rRNA.



TESEKKUR

Bu calismanin yiiriitilmesinde gostermis oldugu her tiirli yardim ve katkilarindan
dolay1 danisman hocam Sayin Dog. Dr. Neslihan DIKBAS’a, tesekkiir etmeyi bir borg
bilirim. Ayrica ¢alismalarim sirasinda desteklerini bizden esirgemeyen Fen Fakdiltesi
Biyoloji boliimiindeki degerli hocam Sayin Dog. Dr. Ozlem BARIS’a, Ziraat Fakiltesi
Tarla Bitkileri boliimiindeki degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Murat AYDIN’a, Bolimiumuz
doktora ogrencisi Saymn Doktora Ogrencisi Merve SENOL KOTAN’a, laboratuvar
caligmalarimda her daim yanimda olan Yiksek lisans arkadasim Yunus ISIK’a ve

yiiksek lisans arkadaglarima tesekkiir ederim.

Daima, yardim ve desteklerini gordiiglim anne ve babama ise minnettar oldugumu

bildirmek isterim.

Emre DAVARCI
Subat, 2017



ICINDEKILER

()74 = OO UUURUTTR i
ABSTRACT <ttt b e h bbbt ne s ii
TESEKKUR .....cocviiiiiiicicieteieteete ettt bbbttt b b i
SIMGELER DIZIN......couiiiiiiiiiiiniise s vi
SEKILLER DIZINT.....ociiiiiiiiiiiiiiccccceee ettt sttt vii
CIZELGELER DIZINT .....cooiiiiiiiiiiciccceeeee et viii
Lo GIRIS ..ottt n e 1
2. KAYNAK OZETLERI ....c.ooocoiiiiiiiiiiisse it 9
3. MATERYAL VE YONTEM ....cooviiiicicteieieeecete et en s 13
TR V-1 (=1 Y | USRS 13
3.1.1. Calismada kullanilan kimyasallar ..........ccccovcveiiiiiiiiiinnii e, 13
3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar...........cocooiiiiiiiiiiiie s 13
3.1.3. Calismada Kullanilan Kitler..........cccoooiiiiiiiiiiiii e 14
3.2, YONTEM Lo s 14
3.2.1. Calismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlanisi.........c.ccocccveviveennen. 14
3.2.2. Kaynaktan orneklerin alinmasi ve bakterilerin izolasyonu..............ccccevvennene. 16
3.2.5. KALAlAZ tESTH .....oveveciiiiiecs 18
3.2.6. Izolatlarin DNA iZ0IaSYONU........c.coevevevererererreieisisesesesesesesesesesesesesesesessseseseseas 19
3.2.7. 16S rRNA bolgesinin PCR yardimi ile ¢ogaltilmasi:........ccccvvvvviiiiiiiniiiennnen. 19
3.2.8. DNA dizi analizlerinin alinmas1 ve sonuglarin degerlendirilmesi: .................. 20
3.2.9. FIlogenetik @naliz ...........ccooiiieiiiiiiie e 20
4. ARASTIRMA BULGULARI ......coooiiiiiiiiiieeee e 22
4.1. Peynir Orneklerinden Bakteri izolasyonu SonuUGIart.........ccceevevevevevceeeereeeeenennne, 22
4.2. Kullanilan Mikroorganizmalarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri ........ 22
4.3. Kiltiir OzelliKlerinin BelirlenmMeSi...........ccoevieiieieininieseseese s eessseees 24
4.4, DNA 1ZOIASYON SONUCU.....cvvevieriesieeieasiesieestseseesseesseassesseesssessessaesseassesseessssnsessens 25
T T o O 2T} 11 o] 1 o PSR SPRRRSRRI 26
4.6. Diz1 ANaliZi SONUGIATT ...coiuviiiiiiiieiie e 27
4.7. Dendogram Grafil.......c.ccovveiiiiiiieiiiie e 31



5. TARTISMA VE SONUGC ... ovoieeeeeeeeeeereeseeeeseseseesssessessssesseessseessesseeesseeees
N NN = OO
(07461516 1 1 SOOI



SIMGELER DiZIiNi

bp Base pair (Baz ¢ifti)

CTAB Hekzadesil trimetil-amonyum bromit
DMSO Dimetil Stlfoksit

DNA Deoksiribonikleik asit
dNTP Deoksinukleaotittrifosfat
EDTA Etilen diamin tetra asetik asit
g Gram

H.O, Hidrojen per oksit

KOH Patasyum hidroksit

L Litre

ml Mililitre (10-3)

NaCl Sodyum klorit tuzu

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
RNA Ribonukleik asit

rRNA Ribozomal RNA

SDS Sodyum Dedosil Sulfat

TAE Tris Asetat EDTA tamponu
TE Tris-EDTA tamponu
Tris-HCI Trihidroksimetil amino metan-hidroklorik asit
ug Mikrogram

ul Mikrolitre (10-6)

Vi



Sekil 3.1.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

SEKILLER DiZiNi

Diliisyon hazirlani§ $EMAaST .......coviiiiriiieiie e 16
Bacillus pumilus (BN17-3) ...ccveiieiiee e 24
Bacillus safensis (3N20).......cccueiiriieeieceee e 24
Bacillus amyloliquefaciens (8 N17-1) ......cccooeiiiiiiiiiie et 25
DNA izolasyon sonuglari jel gorintlisii..........cvevvirviiiininiiciiciinsecsccns 26
PCR sonuglart jel gOTUNtUSTL. .....eeevvriiiiieiiiieiiiie i 27
Bacillus izolatlarindan 16S rRNA gen bolgesine ait dizi analizi sonuglart....28
Bacillus izolatlarindan 16S rRNA genine ait hizalama sonuglart .................. 31
Elde edilen tiim sekans dizilimlerinin dendogram grafigi..........c.ccccevvervennnne. 35

vii



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 4.1. Peynir 6rneklerinden izole edilen bakterilerin morfolojik ve
biyokimyasal OZEIIKIEri ..........c.ccviieiiei e 23

Cizelge 4.2. Peynir numunelerinden izole edilen bakterilerin kati kiiltiir 6zellikleri ..... 25

viii



1. GIRIS

Biyoteknoloji, canlilarin veya onlarin iirlinlerini insana (veya c¢evresine) yararli bir iiriin
Uretmek veya bir problemi ¢6zmek i¢in kullanilmasi olarak tanimlanir (Thieman and
Palladino 2013). Biyoteknoloji, disiplinler arasi bir bilim dalidir. Biyoteknoloji, hiicre
ve doku biyolojisi, molekiler biyoloji, mikrobiyoloji, genetik, fizyoloji ve biyokimya
gibi dogal bilimlerin yaninda miihendislik ve bilgisayar miihendisliginden yararlanarak,
DNA teknolojisiyle bitki, hayvan ve mikroorganizmalar1 gelistirmek, dogal olarak var
olmayan veya insan ihtiyaglar1 kadar tretilmeyen yeni ve az bulunan drtnleri elde
etmek icin kullanilan teknolojilerin tiimiidiir. Biyoteknolojinin tibbi, tarim ve
hayvancilik, gida, ¢evre ve endustriyel biyoteknoloji olarak 5 temel alani bulunmaktadir
(Akkaya ve Pazarlioglu 2017).

Endustriyel biyoteknoloji Grlnleri biyolojik temelli kimyasallar, malzemeler ve
yakitlardir. Bu iiriinler yenilenebilir kaynaklar, yasayan hiicreler ve/veya enzimlerden
kullanilarak iretilir. Endiistriyel biyoteknoloji, modern molekiler biyoloji tekniklerinin
kullanimu ile tekstil, kagit ve kimyasal maddelerin tiretimine katki saglayan énemli bir

bilim dal1 haline gelmistir (Akkaya ve Pazarlioglu 2017).

Biyoteknolojinin dnemli bir alt dali olan mikrobiyal biyoteknolojide, bakteri ve mayalar
gibi mikroorganizmalarin manipiilasyonu; pek ¢ok gidanin yapiminda ve islenmesinin
kolaylastirilmasinda, endustriyel atiklarin daha etkin temizlemesinde ve enzim Gretimi
gibi bircok Uretimde yararlanilmaktadir. Bakteri ve diger mikroplarin bol miktarda
bulunmasi, ¢ok sayida potansiyel biyoteknoloji uygulamasina olanak saglamaktadir.
Gen klonlama  yontemlerinin  gelistirilmesinden  ¢ok  Oncelerde  insanlar
mikroorganizmalari biyoteknolojide kullanmaktaydilar. Mikrobiyal biyoteknoloji bircok

yeni uygulama iireten dinamik bir alandir (Thieman and Palladino 2013).

Mikrobiyoloji iki temel konuyla ilgilenir. Birincisi yasami anlama ile ilgili temel bilim

ikincisi ise bilimin insan ihtiyaclar1 agisindan uygulamalaridir. Temel biyolojik bilim



olarak mikrobiyoloji yasamsal siiregleri izlemek i¢in araglar sunmaktadir. Hayatin
kimyasal ve fiziksel temelini, en iyi sekilde anlasilmasi mikroorganizmalarin
calisilmasiyla elde edilmistir. Mikrobiyal hiicreler ¢cok hiicreli organizmalarin hiicreleri
ile fazla sayida ortak biyokimyasal 6zellige sahiptir. Mikrobiyoloji uygulamali bir bilim
olarak tip, tarim ve endustrideki 6nemli pratik problemlerle ilgilenir. Yine insanlar,
hayvanlar ve bitkilerdeki birgok hastaliklar da bazi mikroorganizmalar tarafindan
olusturulur. Mikroorganizmalarin ge¢misi bitki ve hayvanlarin ortaya ¢ikisindan
milyonlarca yil oncesine dayanir. Bu nedenle mikroorganizmalarin evrimsel gesitliligi
cok fazladir. Bu ¢esitlilik sayesinde mikroorganizmalar farkli 6zellikler kazanmiglardir

ve farkli ortamlarda yasamaya adapte olmuslardir (Ustagelebi 1999).

Endustriyel mikrobiyoloji, degerli ticari triinleri iiretmek veya 6nemli kimyasal
reaksiyonlart  gerceklestirmek amaciyla biiyilkk miktarda mikroorganizmalardan
faydalanir. Endiistriyel mikrobiyolojik prosesler, mikroorganizmalarin normalde
yapabildigi metabolik aktivitelerin birgok durumda ilgilenilen iiriiniin asir1 oranda
tiretimi maksadiyla gelistirilmis seklidir. EndUstriyel mikroorganizmalarin olusturdugu
reaksiyonlar1 tanimlamak igin biyokatalizor terimi kullanilir. Endiistriyel mikrobiyoloji,
sarap Ve bira yapiminda oldugu gibi alkolli fermantasyon proseslerinden koken
almigtir. Daha sonra ilaglarin, gida katki maddelerinin, enzimlerin, sitrik asit ve bitanol
gibi kimyasallarin iiretimi i¢in mikrobiyal islemler gelistirilmistir. Endiistriyel
mikroorganizmalar bir ve daha fazla riinl ylksek verimde sentezleyebilen metabolik
uzmanlardir. Bu yiiksek verimi saglamak i¢in mikroorganizmalar mutasyon ya da
rekombinasyonlar ile genetik olarak degisime ugratilabilir (Madigan and Martinko
2010).

Yararli bir endustriyel mikroorganizmanin O6zelliklerin basinda mikroorganizmanin
blyuk Olcekli kilturde dreme ve Urin olusturma yetenegine sahip olmasi
gerekmektedir. Bu organizma biyik fermenttrlere kolayca inokule edilebilmelidir.
Buyuk miktarda temin edilebilen ve pahali olmayan siv1 kiiltiir ortaminda tireyebilme
yetenegine sahip olmalidir. Bunun yani sira hizli {iremeli ve istenilen iiriinii kisa

zamanda uretmelidir. Ozellikle insanlara ve ekonomik éneme sahip hayvan ve bitkilere



patojen olmamalidir. Endistriyel mikroorganizma genetik degisimlere imkan veren
yapida olmadir (Madigan and Martinko 2010).

Zirai agidan pek c¢ok tarim iiriiniin verimi mikrobiyal aktiviteye bagimlidir. Ornegin
baklagiller olarak bilinen bitki tiirii liyesi olan bazi iirlin bitkileri kokleri iizerinde
nodiiller ad1 verilen yapilar1 olusturan bakterilerle yakin ig birliginde hayatlarin1 devam
ettirirler. Kok nodullerinde bu bakteriler atmosferik azotu (N), bitkinin gelismesi igin
kullandigi azota (NH3) doniistiiriirler. Ayrica mikroorganizmalar insan etkisiyle
meydana getirilen ¢evresel atiklarin temizlenmesinde de yardimci olarak kullanilirlar.
Petrol kirliligi, ¢oziiciiler, pestisitler gibi kirleticilerin parcalanmasinda kullanilirlar

(Madigan and Martinko 2010).

Bir besiyerinin bilesiminde vitaminler, proteinler, karbonhidratlar, mineral maddeler ve
iz elementler gibi organik ve inorganik maddeler bulunur. Bitin mikroorganizmalar
beslenme ve gelisimlerinde sadece suda ¢oziinen maddeleri kullanabilirler. Duruma
gore besiyerleri jellestirici maddeler kullanilarak kati hale getirilir. En yaygin olarak
kullanilan jellestirici madde agardir. Kullanilan besiyerlerinin hemen hemen tiimii hazir
karigimlar halinde kuru besiyeri olarak bulunmaktadir. Bunlar saf su igerisinde
eritildikten ve sterilize edildikten sonra kullanilirlar. Besiyeri hazirlanirken dikkat
edilmesi gereken bazi hususlar vardir. Bunlar; kuru besiyerinin eritilmesi, pH’nin
ayarlanmasi, besiyerinin steril edilmesi, besiyerinin petri kaplarina dikkatlice dokiilmesi

ve besiyerinin kurutulmasi agsamalaridir (Sekin 2004).

Besiyerleri kullanilan jellestirici madde konsantrasyonuna gore kati besiyeri, yari kati
besiyeri ve sivi besiyeri olarak lige ayrilir. Kati besiyerleri %21’den daha fazla agar
iceren besiyerleridir ve bu besiyerleri tek koloni olusumunu saglar. Mikroorganizma
sayis1 Ve ¢esidinin saptanmasi amaci ile kullanilan besiyerleridir. Yar1 kat1 besiyerleri
%1’den daha az miktarda agar iceren besiyerleridir. Bu besiyeri hareketli
mikroorganizmalarin tespitinde kullanilir. Sivi besiyeri ile hizli bir ¢ogalma ve
mikroorganizmalarin  aktive edilmesinde kullanilmaktadir.  Mikroorganizmalar

genellikle s1v1 besiyerlerinde daha iyi gelisme sartlarina sahip olurlar (Sekin 2004).



Genel amagli besiyerleri ¢ok sayida mikroorganizmanin gelisimini saglayacak besin
maddesi icermektedir. Segici ve zenginlestirici besiyerleri; sadece belirli
mikroorganizmalarin gelismelerini saglarlar. Eksik besin maddesi iceren besiyerleri ise
gelismenin yavaslamasina dolayisi ile gelisen mikroorganizmalarda karakteristik

eksiklik belirtilerine neden olmaktadir (Sekin 2004).

Bakteri ekiminde dort farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler; dokme plaka
ekim, yayma plaka ekim, petri damlatma yontemi ve petri film yontemidir. Dokme plak
yontemi en givenilir canli mikroorganizmalarin sayim yontemidir. Birgok gidanin
mikrobiyolojik tanisinda zorunlu olarak kullanilan yontemdir. Yontemin alt duyarlilik
sinir1 bir gram gida 6rnegi i¢in yiiz mikroorganizmadan daha diisiiktiir. Yayma plak
yonteminde besiyerleri petrilere Oonceden dokiilmiis ve hazir haldedir. Sicakliktan
mikroorganizmalar zarar gOrmezler ayrica bu yontemde koloniler yiizeyde
olustuklarindan dolay1 bagka testler i¢cinde kullanilabilirler. Bu ydntemin dezavantaj

mikroorganizmalarin saptanabilecegi alt sinirda ortaya ¢ikmasidir (Sekin 2004).

Mikroorganizmalarin  karakteristik  6zelliklerini  inceleyebilmek i¢in saf halde
bulunmalar1 gerekir. Saf kiiltiirler, izolasyon ve saf kultir yontemleri ile elde edilirler.
Bu yontemler mikroorganizmalarin karigik bir kiiltiirden ayristirmasina dayanir ve saf

kiiltiirler bir hiicreden yola ¢ikarak elde edilmeye galisilir (Sekin 2004).

Biyoteknolojik ¢alismalarda endiistriyel 6neme sahip mikroorganizmalar kullanilmadir.
Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin Gretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endiistriyel 6neme sahip olmalar1 ve kolay Uretilebilmeleri sebebiyle, bakteriler

arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Ediz ve Beyatli 2005).

Bacillaceae familyasimin iki ©6nemli cinsi bulunmaktadir. Bunlar Bacillus ve
Clostridium cinsleridir. Bunlar DNA yapisindaki G+C oranlarina gore siniflandirilir.
Bacillus’lar rDNA dizilislerine bakilarak 3 temel gruba ayrilmistir. Bunlar Bacillus
subtilis, Bacillus cereus ve Bacillus circulans’tir (Demeli 2012).



Bacillus’lar Gram pozitif (+) olarak boyanirlar, vejatatif formlar1 diiz purizsiz 0.5-1.2
um eninde 2.5-10 um boyunda basil yapidadirlar. Zorunlu aerobik veya fakultatif
anaerobik bakterilerden meydana gelir. Bacillus’larin koloni yapilar1 besi yeri ¢esidi
yasam siiresi gibi dig faktorlerin etkisiyle degisebilir Tek tek veya uzun zincirler
seklinde goriiniirler. Bacillus tiirlerinin tamami 1stya dayaniklidir ve spor olusturma

kabiliyetine sahiptirler (Ustagelebi 1999; Demeli 2012).

Bacillus turleri pek ¢cok ortam 6zelliklerinde toprak, nehir, kiy1 sular1 gibi su kaynaklari
ve bitkilerinde bulundugu kosullarda yogunlasan mikroorganizmalardir. Bacillus
tdrlerinin ¢ogu hayvan ve insanlar igin zararsiz olmakla birlikte birkag patojen tiirii
vardir. Patojen tiirler gida ihtiyact bakimindan oldukga hassas olup 6zel buylme
ortamlarina gereksinimleri vardir. Metabolik degiskenlikleri, ©nemli genetiksel
farkliliklardan ortaya ¢ikmaktadir. DNA’nin G-C oran1 %33-67 arasinda degismektedir
(Ustagelebi 1999).

Bacillus anthracis ve Bacillus cereus disindaki tiirleri insan ve hayvanlarda hastalik
yapmamaktadir. Bacillus tdrlerinin 1siya, 1smna ve dezenfektanlara direncli sporlarin
olusmasi tip alaninda biiyiikk sorunlar olusturmaktadir. Bunlarin yaninda Bacillus
tarlerini, klinik agidan pek ¢ok yararlari da vardir. Antibiyotik ve organik maddelerle
yapilan deneylerde ve ameliyathane malzemelerinin sterilizasyonunun kontrollinde
kullanilir (Ustacelebi 1999).

Bacillus amyloliquefaciens genelde a-amilaz ve proteaz sentezinde gorev alan
mikroorganizmadir. Bacillus subtilis’e benzedigi icin belli bir donem alt tiir olarak
goriilmiistiir. Fenotipik 6zellikleri bakimindan Bacillus subtilis’e ¢ok benzediginden
sadece Klasik testler ile bunlar1 birbirinden ayirt etmek miimkiin degildir. Gram (+) ve
cubuk seklinde yapiya sahiptir. Enleri 0.7-0.9 mm boylar1 1.8-3mm’dir. 15°C altinda ve
50°C’den fazla sicakliklarda iireyemezler. Optimum iireme sicakliklar1 30-40°C
arasindadir (Selen 2006).



Bacillus pumilus tirii simbiyotik bir bakteridir. Ozellikle bitki gelisiminde rol
oynamakla birlikte; klinikte (insan ylz ve kalin bagirsaginda), evcil hayvanlarda,
besinlerde ve sporlar1 dogada (toprak ve bitkilerde) yayilis gosterir. Gram pozitif,
peritrik flagellali, hareketli ve ¢ubuk seklinde, sporlu ve koloni morfolojisi degiskendir
(blikiilmiis veya diizensiz). Pigmentlesme yok ve ¢ogu opaktir. Nutrient agarda diiz ve
hafif sarimsi renkte iirerler. Koyun kanli agarda hemoliz olusturmazlar. Aerobik olup,
pH 5.7-9.5, bazilar1 pH 4.5 da iirerler. NaCl toleranslar1 % 0-10 dur. Biiylime sicakligi
5-15 °C ve 40-50 °C’dir. Genis bir yayilisa sahiptirler, sporlar1 dogada (toprak, bitkiler)
yaygin olup klinik vakalardan ve evcil hayvanlardan kolaylikla izole edilir (Erbey
2015).

Bacillus safensis, Gram (+), mezofilik, aerobik ve kemo-heterotrofik bir bakteridir.
Yiiksek tuz toleransli ve gubuk seklindedir. Genis habitat alanlarinda kolonilesirler.
Bunlardan bazilari; Tuzlu ¢6l, endiistriyel atik su, kirli petrol bdlgesi, rizosfer,
bagirsaklar, bitki vicudu, insan ve hayvan diskilar ve topraktan izole edilirler (Lateef
and Adelere 2015)

Mikroorganizmalarin isimlendirilmelerinde, Carl Von Linne’nin gelistirdigi binomal
isimlendirme sistemi ilk olarak 1853-1977 arast Cohn’nun yiiriittiigii caligmalarda
kullanilmistir. Mikroorganizmaya verilen 1. isim cins ismi olup bulyik harfle
baslamaktadir. 2. isim ise tiir ismi olup bas harfi de kiiciik yazilmaktadir.
Mikroorganizma isimlerinin italik harflerle olmasi, 6rnegin Lactococcus lactis gibi, tim
biyolojik bilimlerde oldugu gibi mikrobiyolojinin de bir kuralidir. Genel bir kural olarak

cins ismi daha fazla mikroorganizmanin sekli veya formuyla ilgilidir (Tunail 2009).

Mikroorganizmalarin siniflandirmalari; en kiigiik (sinirlart dar) birimlerin kendilerini
icine alacak birimler i¢inde diizenlenmeleri, onlarinda daha biiyiik birimler igine
yerlestirilmeleridir. En kii¢iik birim suslarin olusturdugu tiirdiir. Aynu tiiriin bireylerine
sus denir. Suslar kendi aralarinda tiir ozellikleri degismeksizin birey farkliliklart
gosterir. Turler alt trleri, alt thrler varyeteleri icine alsa da her tiirtin alt tir ve varyetesi

bulunmaz, ama her tiirde sayisiz sus bulunur. Ayni tiiriin farkli kaynaklardan izole



edilen kiiltiirleri farkli suslar olarak kabul edilir. Tirler kendisinden daha biyuk bir
birim olan cins i¢inde, cinsler familya icinde yer alirlar. Bu gruplandirma daha biiyiik

taksonlara dogru (takim, siif, boliim, alem ve siiper alem) ilerler (Tunail 2009).

Nukleik asitler ve proteinlerin incelenmesi taksonomiye biyiik fayda saglamistir. Bu
molekiiller ya dogrudan gen ya da genlerin {iriinleri olduklarindan canlilar arasindaki

gercek benzerlik hakkinda énemli bilgiler verirler (Unal 2012).

DNA dizi analizde, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok bilgi
edinmemizi saglamistir. Herhangi bir organizmadan c¢ok miktarda saf DNA elde
edilmesini saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine paralel olarak DNA
dizi analizi yontemleri de gelisme gostermistir. (Zulal 2001).

Filogenetik (filetik) siniflandirmada, genel benzerliklerden ziyade mikroorganizmalarin
akrabaliklar1 evrimsel iliskilere dayandirilarak incelemektedir. Zaman icinde filetik
siiflandirmada kullanilan; morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal parametrelerin evrimsel
gelismeler igin belirleyici olmadigi, buna karsilik molekiiler karakteristiklerin 6zellikle
rRNA molekillerinin ve bunlar1 determine eden genlerin en iyi evrimsel gostergeler
oldugu anlasilmistir. Ribozomlar protein sentezlerinin yapildigr yerler olup biitiin
hlcrelerde mevcuttur. Hicre icin cok 6nemli fonksiyonu yerine getirdiklerinden ¢ok iyi
korunmus gen iiriinleridir. Ozellikle rRNA sekanslari ne genetik kod dejenerasyonlar
gosterir, ne de mutasyonlar ile fazlaca degisime ugramistir. TRNA molekiillerini
determine eden genlerin evrimsel siiregte ¢ok yavas bir degisime ugradiklari,
mutasyonlarin en az diizeyde oldugu goriisii hékimdir. O nedenle tim talepleri
karsilayan bu filogenetik markir Carl Woese tarafindan ¢ok kullanilmis ve

prokaryotlarin filogenetik agaglar1 ortaya koymustur (Tunail 2009).

16S rRNA baz dizileri belirlenen ve bir bilgisayar yardimiyla kiyaslanan biitiin
bakterilerde, birbirinin tamamen ayni korunmus sekanslar goriilmistiir, ama bunlar
Okaryotlarin ve diger bazi1 bakterileri gruplarinin es deger sekanslarindan belirgin olarak

ayrilmaktadir. Diger oligoniikleotit fragmanlarinda cinsten cinse veya tirden ture farkli



diziler bulunmaktadir. Bu diziler imza dizileri (parmak izleri) olarak adlandirilir. 16S
rRNA’ya dayali analizlerde; fragman analizlerinden ziyade molekiiliin tamaminda
sekans belirlenmesi daha iyi sonu¢ alinmasini saglar. Ayrica sekans analizleri tiir
seviyesinin tstiindeki gruplandirmada ¢ok daha iyi sonuglar verir. Tur dlizeyi icin bazen

DNA benzerliklerinin saptanmasi tercih edilmektedir (Tunail 2009).

Peynir, dayanikli olmasinin yaninda besin degeri ve toplumun gelisen damak zevki ve
isteklerine yanit verebilecek ¢ok sayida ¢esidiyle 6nemli bir siit tiriintidiir. TUm diinyada
sevilerek tlketilen ve yizlerce ¢esidi bulunan peynirin mikrobiyolojik kalitesi oldukca
onemlidir. Peynirde olusum siirecinde etkili oldugu bilinen mikroorganizmalarin bu
olumlu etkisinin diginda peynirin yapisinda degisime neden olacag: ve boylelikle ¢okca
tiketilmesinden kaynaklanan gida zchirlenmelerine de yol actigi bilmektedir.
Uretimden tiiketime kadar gecen tiim asamalarda, hijyenik kosullara uyulmasinin

peynirin mikrobiyolojik kalitesine etkili oldugu belirlenmistir (Kaynar 2011).

Bu ¢alismada karbon ve azot kaynaklar1 bakimindan olduk¢a zengin olan, ayrica yogun
sekilde iyon iceren bir ortam olarak peynirden izole edilen endustriyel 6neme sahip olan
Bacillus tiirlerinin tanilanmas1 amaglanmistir. Morfolojik ve biyokimyasal tanilama yan1
sira 16S rRNA’ya dayali molekiiler tanilama ve bolum kultlr koleksiyonuna destek

verilmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Zea mays bitkisinden Endofitik ve ksilanolitik Bacillus pumilus suslarinin izolasyonu
konulu bir ¢alismada bu bitkinin govde ve yapraklarindan bakteri izole edilmistir.
Izolatlar Bacillus pumilus olarak tanimlanmistir. Bu izolatlardan maksimum ksilanaz

aktivitesi bulunmustur (Yasinok vd 2008).

Bingdl’deki kaplicalardan izolasyonu yapilan Bacillus cereus (KG5) bakterisinin
endiistride genis bir etki gosterdigi ekstraseliiler proteaz enziminin {izerinde Ahmetoglu
(2011) bir ¢alisma yapmustir. Calismanin sonucuna gore Bacillus tiirleri araciligr ile
sentezlenen proteaz enzimi, temizlik tirlinlerine katki maddesi olarak ilave edilebilir ve

sicak su ile daha aktif temizlik saglayacak yikama imkanina olanak saglar.

Baskurt (2012) Tiirkiye’nin 15 farkli ilinden gelen ornekler ile yapmis oldugu
caligmada, 60 adet bakteri izole etmistir. Amilaz pozitif ¢ikan ve R orani en yiiksek 4
adet bakterinin morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri arastirilmis ve bunlarin hepsinin
Bacillus cinsine ait oldugunu bulmustur. Bu bakterilerin enzim Uretme kapasitelerine
bakilmistir. Bunlarin arasinda en yiiksek olan bir susu se¢mistir. Bu susla amilaz

tiretimini etkileyen bazi fiziksel faktorlerin etkisi aragtirmistir.

Tepe ve Dursun (2012) Bacillus pumilus ile ekzo pektinaz Uretiminde ortam ph’sinin
etkisi konulu bir c¢alisma yapmiglardir. Bacillus pumilus ile pektinaz Gretimi
gerceklestirilmistir. Calismada kesikli sistemde ortam pH’ inin ekzo pektinaz tretimine

etkileri incelemisler ve optimum pH belirlemislerdir.

Giresun adasindan alinan toprak numuneleri ile yapilan ¢alismada. Baz1 Bacillus’larin
izolasyonu yapilmis. Suslarin biyokimyasal, morfolojik ve molekiler yonden
tamimlanmustir. Belirlenen Bacillus’larda bir kag¢ ekstraseliiler enzimin varligi kalitatif
yontemlerle incelenmistir. Bacillus izolasyonlarin bakterilere yonelik antibakteriyal

aktiviteleri agar diflizyon yontemi ile arastirtlmistir. Sonu¢ olarak 38 sus Bacillus
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cereus tiird, 7 sus Bacillus thuringiensis ait, 10 sus Bacillus megaterium ait, 6 izolat B.

pumilus‘a ve 12 sus Bacillus spp. olarak belirlenmistir (Kat1 vd 2016).

Antimikrobiyal aktiviteye sahip termofilik bakterilerin 16S rRNA analizi ile tanilanmasi
konulu ¢alismada, Aydin ve Denizli c¢evresindeki sicak su kaynaklarindan ve
topraklarindan alinan 6rneklerden izole edilen ve anitmikrobiyal etkiye sahip izolatlar
kullanilmistir. ~ Izolatlar1  16S rRNA  sekans analizi yaparak tanilamasini
gerceklestirilmisgtir. Calismanin sonucunda da 7 izolattan bir tanesi Geobacillus
thermoglucosidasius, iki tanesi Geobacillus pallidus, iki tanesi Geobacillus toebii, bir
tanesi Anoxybacillus flavithermus ve bir tanesi de Anoxybacillus kestanboliensis ile
homolog olarak saptamistir (Basbiilbiil vd 2017)

Baris (2009) Erzurum ilinde yiiriittiigii bir galismada, 2 magaradan damla tas1 6rnekleri
kullanmistir. Mikroorganizmalarin izolasyonu, karekterizasyonu icin morfolojik testler
kullanmistir. Calismanin sonucunda Bacillus pumilus, Bacillus amyloliquefaciens

izolatlarini tanimlamistir.

Usta (2012) Tirkiye’nin farkli illerinden alinan toprak numuneleri ile yapilan bir
calismada, 57 bakteri izole etmistir. Izolatlar morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri
aratirmig ve 52 tanesinin Bacillus tiirii oldugunu tespit etmis. Karsit-¢cizgi metodu ile
antibiyotik {iretimi i¢in taramistir. Calismanin sonucunda 25 Bacillus susunun

kullanilan test mikroorganizmalari lizerinde etkili oldugunu tespit etmistir.

Tewari et al. (2012) Bacillus cereusun izolasyonu ve identifikasyonu icin yeni bir
kromojenik ortam ile standart ortamin Kkarsilastirilmasi konusunda bir ¢alisma
yapmisglardir. Bu ¢aligmada, etten izole edilen Bacillus cereus’un PCR ile dogrulanan 29
izolatinin standart besi yerleri ile yeni kromojenik besi yerinin karsilastirmasi
yapmuslardir. Sonucunda B. cereus’un teshisinde kullanilan kromojenik besi yeri,
konvansiyonel besi yerine gore iyi bir secenek olarak goérmemislerdir. Ancak bakteri

sayiminin yapilmasinda, standart besi yerine gore daha listiin oldugu belirlemislerdir.
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Karm kaymagi peynirinden izole edilen laktobasillerin tanimlanmasi konulu bir
calismada, bazi1 kimyasal ve mikrobiyolojik Ozelliklerin teshisi yapilmistir. Bu
peynirden izolasyonu yapilan 107 cesit izolatin API 50 CHL kiti yardimi ile
tanimlamasi gergeklestirilmistir (Turgut vd 2012).

Arslan vd (2013) 13 degisik ekmeklik un orneklerinden yapilan ¢aligmada, Bacillus
turlerini izole etmislerdir. Izolatlarn siinmeyi etkileyip etkilemedikleri ve bu izole
edilen izolatlarin {izerine probiyotik 6zelligi olan Lactobacillus rhomanosus’un
inhibitor etkisini arastirmislardir. Izolatlarin inhibisyon etkisi in vitro olarak L.
rhamnosus’a ait 24 ve 48 saatlik hiicre ve kiiltiir iist sivisinda, agar diflizyon ve sivi
ortamda incelemislerdir. Sonug olarak L. rhamnosus’un rope etkeni olan Bacillus spp.
Uzerine inhibisyon etkisi agar diflizyon, sivi ortamda ve hamurda gozlemlemislerdir.
Boylece insan sagligina zararli kimyasal koruyucularin yerine, insan sagligina yararh

probiyotik biyokoruyucularin kullanabilecegini ifade etmislerdir.

Findik ve tahil ambarlarindan toplanan Orneklerden 26 izolat elde edilmistir. Toksin
kombinasyonlu Bacillus tirlerini izole etmeyi hedeflenmistir. Izolatlar1 koloniyal ve
hicresel 0zellikleri 151k mikroskobuyla, fizyolojik oOzellikleri genel testler ile
biyokimyasal Ozellikleri ise API Kitleri kullanilarak tespit edilmis. Molekiler
karakterizasyonlari i¢in ise 16S rDNA baz dizileri ve cry gen icerikleri belirlenmistir.
Calismanin  sonucunda Bacillus thuringiensis, B. pumilus, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. atrophaeus, B. megaterium ve Lysinibacillus
sphaericus tiirleri tespit etmisler ve ayrica lepidopteran depo zararlilari ile miicadelede

etkili bir kontrol ajani olabilecegi belirtmistir (Demeli 2012).

Erzurum Pasinler kaplicasindan alinan 6rneklerden yapilan bir ¢alismada, termofilik
bakterilerin genotipik ve fenotipik karakterizasyonunu belirlemek icin yapilmistir. Bu
amacgla yag asidi, BOX PCR profilleme metodlar1 ve 16S rDNA dizileme verileri
kullanilmistir. Sonucunda 5 tane Bacillus licheniformis ve 5 tane Aeribacillus pallidus

tespit edilmistir (Adigiizel vd 2009).
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Bingdl’deki kaplicalardan izolasyonu yapilan Bacillus cereus (KG5) bakterisinin
endiistride genis bir etki gosterdigi ekstraseliiler proteaz enziminin lizerinde Ahmetoglu
(2011) bir ¢alisgma yapmustir. Calismanin sonucuna gore Bacillus tirleri araciligr ile
sentezlenen proteaz enzimi, temizlik tirinlerine katki maddesi olarak ilave edilebilir ve

sicak su ile daha aktif temizlik saglayacak yikama imkanina olanak saglar.

Aygiin (2012) Bazi Bacillus izolatlarinin 16S rDNA bolgelerinin molekiler ve
biyoinformatik karakterizasyonu konulu c¢alismasinda, smiflandirma yapilirken
morfolojik ve biyokimyasal verilerin molekiler verilerle desteklenmesi gerektigini
vurgulamistir. Morfolojik ve biyokimyasal yontemlere gore cins ve tiir bakimindan
teshisi ve Bacillus izolatlarinin 16S rDNA boélgelerinin  sekans analizleri ile

degerlendirmistir.

Sarigiil (2007) Ege bolgesindeki g¢esitli sicak su kaynaklarindan Thermus genusu
bakterilerin izolasyonu, molekiler yontemlerle identifikasyonu ve [-galasidaz
aktivitesinin saptanmasi konulu c¢alismasinda; Ege bolgesindeki 6 ilden 11 sicak su
kaynagindan 32 6rnekle ¢alismistir. Elde edilen izolatlarin akrabalik ve biyogesitlilik
caligmalar1 i¢in 16S rRNA sekans sonuglari kullanmistir. Caligmanin Mega 3.1
programi ile neighboor joining methoda gore filogenetik dendogramlarini

olusturmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismadaki peynir 6rnekleri (beyaz peynir, lor peyniri ve kasar peyniri) peynir retim

bakimindan yogun olan Kirklareli ilinden temin edilmistir.

3.1.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Nutrient agar (Oxoid), Proteinaz K (Merck), Tris - HCI (Merck), NaCl (Merck), Ethanol
(Merck), 1XTAE (Sigma), 20X Dimetil sulfoksit (Sigma), 10 x PCR tamponu: (Sigma),
dNTPs (Sigma), Tag DNA polimeraz (Sigma), Agaroz (Sigma), Jel Red (Sigma).

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar:

Inkiibatér (Wisecube, KOREA)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Mikroskop (Bresser, GERMANY)

Steril Kabin (Safefast Classic 212 359, SINGAPORE)
Calkalayic1 (Shimadzu, PHILIPPINES)

Manyetik Karistiric1 (Heidolph, GERMANY)

pH Metre (Ohaus Starter3000, USA)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A.)
Hassas Terazi (Shimadzu, JAPAN)

Buzdolab1 (Arcelik, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)
Mikrodalga Firin (Argelik, TURKIYE)

Saf Su Cihazi (GFL 2004, GERMANY)
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Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Santrifilj (Therma Mr23 I, GERMANY)

Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayici (Biometra Pack P25, GERMANY)
Jel Gorintileme Sistemi (Biorad Gel Doc 2000, ITALY)

PCR Cihazi (Thermo Cycler Block, GERMANY)

DNA izolasyon Robotu (Qiacube, GERMANY)

3.1.3. Cahismada Kullanilan Kitler

Bakteri DNA izolasyonu robot kiti (Qiagen).

3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlansi

Calisma boyunca kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlaniglar1 asagida verilmistir:

Nutrient agar (Oxoid): 1 L saf su igerisine 28 g nutrient agar (Oxoid) karisimi ilave
edildi. Hazirlanan besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan

sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakildi.

Nutrient broth (NB) 1 L saf su igerisine 13 g nutrient broth igerigi (Oxoid) eklendi.
Besiyeri otoklavda steril edildi.

Stok Besiyeri: 0,65 g nutrient broth karisimina 36 ml gliserol eklendikten sonra son
hacim 100ml olana kadar saf su ilave edildi. Magnetik karistiricida karistirilan besiyeri,
otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik steril eppendorf tuplerine 1,2 ml
konularak hazirlandi (Sahin vd 2006).
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Proteinaz K: Kit icerisinde hazir bir sekilde gelen proteinaz K’dan 200 ul alinarak

steril eppendorf tiiplere konuldu. Kullanilmak tizere oda sicakliginda bekletildi.

5 M NaCl c¢ozeltisi: 29,22 g NaCl’in (Merck) 100 ml saf su icerisinde homojen bir
sekilde ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Otoklavda yiiksek basingta steril edildi.

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkollin Gzerine hacmi 100 ml oluncaya kadar saf su
eklendi. -20°C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil sulfoksit (DMSO): %100’lik DMSO (Sigma) 2ml’lik steril eppendorf

tiplere alinarak, kullanilincaya kadar oda 1sisinda bekletildi.

IXTAE Tamponu: 100 ml 10XTAE’nin (Sigma) hacmi steril distile su ile 1 L

oluncaya kadar tamamlandi.

6X yikleme tamponu: 100 ml yikleme tamponu icin %100’luk gliserolden (Sigma-
G9012) 40 ml alinarak, 0,1 g bromfenol blue (Sigma) ile karistirildi ve hacmi 1x TAE
100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon amber sise igerinde giines almasi

engellenerek , +4°C’de korundu.

10 x PCR tamponu: (Sigma) (100 mM Tris—HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %0,01
jelatin pH: 8,3) Tag DNA polimeraz ile birlikte gelmektedir.

dNTPs (Sigma): (deoksinlkleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM)

Primerler: 27F - 1492R primer seti MgCl, (Sigma-M1028): 1M olan hazir ¢ozelti 25

mM olacak sekilde steril saf su ile sulandirildi.

Tag DNA polimeraz (Sigma)
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DNA markir (Sigma): 1 kb’lik DNA marker.
Agaroz (Sigma-A5093)

Primer caliyma Kkonsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
kullanma kilavuzunda yazilan protokol dogrultusunda c¢oziilerek (C1xV1=C2xV2)

formuli uygulanarak son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirlandi.
3.2.2. Kaynaktan érneklerin alimmasi ve bakterilerin izolasyonu

Calismada; Kirklareli'nden gelen peynir Ornegi steril torbalara alinarak c¢aligsma
yapilincaya kadar buzdolabinda saklandi. 1 g 6rnek 90 ml steril %0.85’lik tuzlu su
icerisinde nazikge homojenize edildi. Daha sonra Sekil 3.1’de gosterildigi gibi tiiplere
aktarildi. Hazirlanan diliisyonlardan (10°-10®)her birinden ii¢ paralel olmak Uzere
nutrient agar besiyerine yayma teknigi kullanarak ekildi. 32°C’lik etliv’de 3 gin
boyunca inkiibe edildi. 3 giiniin sonunda besiyerinde gelisen bakterilerden en iyi

gelismis tek koloniler secilerek taze besi yerlerine aktarilarak stok kiiltiirleri hazirlandi

blElele

Sekil 3.1. Diliisyon hazirlanig semasi

ve -80 derecede sakland:.

%60.85 Nacl
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3.2.3. Morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

Bakterilerin bireysel morfolojileri boyutlarinin ¢ok kiiclik olmalari nedeniyle ancak
mikroskoplar ile saptanabilir. Bu amagla, uygun sivi veya kati ortamlarda saf olarak
tiretilen bakterilerden hazirlanan preparatlar spesifik boyalarla boyanarak incelenirler.
Mikroskop altinda, bakterilerin yapilar (kokoid, ¢omak, virgiil, spiral, pleomorfik, vs.),
boyutlari, spor durumu (var veya yok, varsa terminal, subterminal, sentral, lateral),
boyanma 6zelligi, endospor varligi gibi incelemeler yapilmaktadir (Arda 2000; Harley
and Prescott 2002).

a. Hucre morfolojisinin belirlenmesi: Her bir izolat kristal violet ile boyanarak hiicre
yapilar kaydedildi (Temiz 2000; Harley and Prescott 2002).

b. Hiicre boyutlarmmin belirlenmesi: Basit veya negatif boyama islemi yapilan
preparatlardaki izolatlarin immersiyon objektifinde okiiler mikrometre yardimai ile hiicre

boyutlar1 hesaplandi (Leloglu ve Erdogan 1979; Temiz 2000).

c. Gram oOzelliklerinin belirlenmesi: Bakteri izolatlarinin hiicre duvarlarindaki
farkliligin ~ belirlenmesi  i¢in  yapilmistir. Bu amagla iki farkli  yontem

kullanilabilmektedir.

Bu metodlardan birincisi; lam Uzerine, %3’luk KOH c¢ozeltisinden bir iki damla
konulur. Daha sonra 6ze ile alinan bakteri KOH ¢ozeltisi ile 5-10 saniye karistirildiktan
sonra Oze yukartya dogru kaldirilir. Mikroorganizma Gram (-) Ozellikte ise hicre
duvarindaki peptidoglikan tabakasi az tabakali olup, teikoik asit igermediginden KOH
ile kolayca parcgalanir, sitoplazma Ve hiicre igerigi serbest hale geger. Bunun sonucunda
da viskoz bir uzama goriiliir. Hiicre duvari 6zelligi Gram (+) olan bakterilerde ise KOH-
bakteri karigimi sulu bir sivi halindedir ve 6ze yukar1 dogru kaldirildiginda uzama

gozlenmez (Baris 2009).
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Lam (zerine bir damla saf su aktarilir ve daha sonra Uzerine besiyerinde 24 saat
gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak iyice yayilir. Atesten gegirilerek fikse
edilir. Ilk olarak kristal viyolet boyasi ile 1 dk muamele edilir ve saf su ile 30 sn yikanir,
ardindan liigol ile 1 dk muamele edilir ve %96’lik etil alkol ile yikanir. Tekrar saf sudan
gecirilerek son kez safranin boyasi uygulanir. Preparat yikanip kurutulur. Mikroskop
altinda incelenir. Gram (+) bakteriler mor renkte iken, Gram (-) bakteriler pembe

gorliniime sahiptir (Tarak¢ioglu 2016)

3.2.4. Kultdr ozelliklerinin belirlenmesi

Bakterilerin kdlttrel 6zelliklerini belirlemede, bunlarin kat1 ve sivi ortamlardaki saf

kiltirleri kullanild.

Izolatlar kat1 besiyerlerine nokta veya c¢izgi ekim seklinde ekilerek, koloni meydana
getirmeleri beklendi, koloni morfolojisi, mikroskopla incelenerek iistten goriiniisleri,

yiiksekligi, kenar sekilleri ve rengi belirlendi (Baris 2009).

Bakteriler sivi besiyerlerinde {istte pellikiil, dipte tortu, veya granulli bir Greme
gosterebilmektedir. Izolatlar nutrient broth iceren tiiplere ekilerek sivi besiyerlerinde
kaltar 6zellikleri tespit edildi (Arda 2000).

3.2.5. Katalaz testi

Elde edilen izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklart bu testle belirlenmistir.
Aerobik solunum yapan veya fakiltatif olan mikroorganizmalarda bu enzim vardir.
Katalaz enzimi, solunum sonucunda meydana gelen hidrojen peroksiti (H ) € ve
oksijen gazina doniistirmektedir. Bu amagcla test icin 48 saatlik bakteri kiltirinden bir
0ze dolusu alinip, tizerine 1 damla %5’lik H,O; ilave edildi. Kabarcik olusumu pozitif

sonug olarak degerlendirildi (Baris 2009).
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3.2.6. izolatlarin DNA izolasyonu

Izolatlarn DNA’lar1 bakteri DNA izolasyon kiti (Qiagenden uyarlanan protokol)
kullanilarak gergeklestirildi.

Bu asamalar;

1- Nutrient agarlarda gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu toplanarak steril eppendorf
tiiplerine alind.

2- Toplanan tuplere 200ul Lizozim + trisHCL ¢ozeltisi eklendi.

3- Bu karisim giizelce vorteks edilerek homojen bir ¢oziinme olmasi saglandi.

4- Vorteks’lenen karisimlar 45 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bu siirede her 15
dakikada bir vorteks yapildi.

5- Inkiibasyon sonunda 6rnekler 12000rpm’de 5 dakika 24°C’de santrifiij edildi.

6- Santrifijlenen drnekler sivi kismi dokiilerek cidara yapisan pelet kisim birakildi.

7- Ornekler robotun béliimlerine dizilerek izolasyon baslatildi.

3.2.7. 16S rRNA bdlgesinin PCR yardimu ile cogaltilmasi:

Bakterilerin sistematigi agisindan 6nemli olan 16S rRNA’nin sentezlendigi bolge se¢ildi
ve evrensel primerler (27F forward 5°’- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3’, 1492R
reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3’) kullanilarak PCR cihazinda

cogaltildu.

PCR reaksiyonun hazirlanmasi: 30 pl’lik reaksiyon; 3 pl 10 x PCR tamponu, 0,6 pl
dNTPs, 0,3 ul 50 uM primer, 0,3 pl 50 uM primer, 1,2 pul DMSO, 1,8 pl MgCl [ 0,3
pl 5 unit/pl Tag DNA polimeraz ve 21,5 pl steril saf su ile 29 ul’lik reaksiyon karigimi
hazirlandi. Karigima son olarak 1 pl kalip DNA eklenerek son hacim 30 pl’ye
tamamlandi (Baris 2009).
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PCR programi: PCR reaksiyonu hazilanan 6rnekler, 95°C’de 2 dakika denatlrasyon,
bunu takiben 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 1 dakika denatlrasyon, 53°C’de 1
dakika baglanma ve 72°C’de 2 dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C’de 5

dakika uzama basamagindan olusacak sekilde program hazirlandi (Barig 2009).

16S rDNA PCR drunlerinin elektroforezi: 0.6 gr agaroz lizerine 50 ml 1XTAE tamponu
ilave edildi. Elde edilen karisim mikrodalga firinda seffaf bir goriiniim alincaya kadar
kaynatildi. 50°C’ye veya el yakmayacak kadar sogutulan agaroz jele 0,6 ul jel red
kimyasali eklenerek, igerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez jel kiivetine dékuldu.
Belli bir siire beklenerek dondugu anlasilan jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
1IXTAE tamponu jel yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. Jeldeki ilk kuyucuga, DNA marker ve diger kuyulaara 6rnekler yiiklendi.
(Baris 2009).

Elektroforez jel diizenegi; 90 volt akimda 60 dakika yiiriitiildli. Yiriitme isleminden
sonra jel, UV 1sik sistemi altinda goruntiilendi ve bilgisayar ortaminda analiz edildi
(Baris 2009).

3.2.8. DNA dizi analizlerinin alinmasi ve sonuc¢larin degerlendirilmesi

Sekans analizi sonuglar1 BioEdit ile analiz edilerek Fasta formatina gevrildi. Primerler
bulunup 6ncesindeki kisimlar ¢ikarildi. Daha sonra aradaki her iki taraftan okunan
kistm kontrol edilerek diizenlendi ve NCBI veri bankasinda sekans sonuglari

karsilastirildi.

3.2.9. Filogenetik analiz

Elde edilen sekans dizileri birlikte ClustalW versiyon 7 programi kullanilarak
hizalanmas1 ger¢eklestirildi. Hizalanmis dizilerden MEGA versiyon 7.0 yaziliminda

“Maximum Likelihood Tree” yontemi ve “Tamura-Nei Model” diizeltmesi kullanilarak
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filogenetik agac olusturuldu. Agacin giivenilirligi “Bootstrap” analizi ile (1000 tekrar)
test edildi (Sarigiil 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Peynir Orneklerinden Bakteri izolasyonu Sonuclar

Calisma igin Kirklareli ilinden gelen peynirden 10 bakteri izole edilmistir. Calismaya

secilen 3 Bacillus turd ile devam edilmistir.

4.2. Kullanilan Mikroorganizmalarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Segilen 3 izolatin bazi morfolojik &zellikleri incelenmistir. Bunlar boyutlari, endospor
olusturup-olusturmama, hareketli olup-olmadigi, Gram 0zellikleri ve katalaz testi
sonuglari tespit edilmistir. Bu izolatlarin morfolojik 6zellikleri ile ilgili sonuclar Cizelge

4.1’de verilmistir.
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4.3. Kultir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Peynir orneklerinden bakterilerin kiiltiirel 6zelliklerini incelemede, bunlarin kati
(Nutrient agar) ve her bir izolatin olgun koloni olusturdugu siirede sonuglar alinmistir.

Izolatlarn kiiltiir 6zellikleri ile ilgili sonuglar1 Cizelge 4.2°de detaylar1 ile verilmistir.

Ayrica koloni ve hiicre morfolojisi Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°te gosterilmistir.

Sekil 4.1. Bacillus pumilus (3n17-3)
*A. Petri goruntiisu B. Hiicre morfolojisi (10*40)

Sekil 4.2. Bacillus safensis (3n20)
*A. Petri goruntust B. Hiicre morfolojisi 10*40
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Sekil 4.3. Bacillus amyloliquefaciens (8 n17-1)
*A. Petri goruntusti B. Hiicre morfolojisi 10*40

Cizelge 4.2. Peynir numunelerinden izole edilen bakterilerin kati kiiltiir 6zellikleri

tirtikli, tepesiz

sartya doniik

izolatin kodu | izolasyon Sonucu Koloni Sekli | Koloni Rengi Koloni
kivamm
3n17-3 B. pumilus Oval, tepeli Krem rengi kuru
8nl7-1 B.safensis Yuvarlak oval, Krem rengi Yumusak
tepeli kivamli
3n-20 B.amyloliquefaciens Kenarlari Kremden normal

4.4. DNA izolasyon sonucu

Bacillus izolatlarinin genomik DNA izolasyonu boliim 3.4°de belirtilen protokole gore

yapilmigtir. DNA izolasyon sonuglari Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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3N17-1 3N-20 SIN17-1

Sekil 4.4. DNA izolasyon sonuglari jel goriintiisii

4.5. PCR Sonuclari

Bacillus izolatlarindan elde edilen genomik DNA’lar kullanilarak kurulan PCR
reaksiyonlar1 sonucu 1400-1500 bp biiyiikliigiinde bantlar Sekil 4.5’de gosterilmistir.
Isaretli olan bolge markerda 1400 bp gostermektedir.
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Sekil 4.5. PCR sonuglar jel goriintisu
*Isaretli bolge 1400 — 1500 bp gostermektedir.

4.6. Dizi Analizi Sonuclari

PCR sonucu ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin sekans analizi hizmet alimi ile

gerceklesmistir. Dizi analizi sonucu elde edilen diziler Sekil 4.6’da belirtilmistir.
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FEacilius pumdilus

GEEAGCT T T O o S AT ST TAGO GG AL O TEAGTAACACS TG G TAACCTGOC TG TAAGA
CTEEEATAACT OO EAAACCEEAGCTAA TACOGEA TAG T TCCT TEAACOGCATEET TCAAGEAT
FAAAGACEE T TG ECTETCACT TACAGATEEACCOGOEGOECAT TAGCTAGSTIGETEGEETAAT
GECTCACCAAGGOEACGATEOETAGUCEACCT GAGAGEETEATUGEOCACACTEE GACTEAEAL
ACEECOCAGACTOLTAOGEEAGECAGCAGTAGGEAATCT TG CAA TEGACEAAAGTCTEALGEA
FEAACECCEOETEASTEATEAASETT T T COEATO S TAAAGCTCTET T ST TAGEEAAGAACAASTS
CEACAETAALTECTOECACCT TEACGE TACCTAACCAGAAAGUCACE ECTAACTACGTEGLUCAGLAG
OGO TAATAD G TAG G T G CAAGO G T T TG EAAT TAT NGOG TAAAGEECTOGCOGEOEET
T AAGTCTEATETEAAAGL OO CEECTCAACOGEEEAGEETLAT NFEAAACTEEEAAACTTE
AGTFAGAAGAGGAGAG T EEAAT TOCACETETAGCGETEAAATEOETAGAGATETGEAGEAA Y
AT G AA G AT T T GG T TG TAACTEAC G TEAGEAFCEAAAGOETEEFEEAGOEAA
CAGEAT TAGATACCL T G TAGTOCAC GO G TAAACGATEAGT GLCTAAGTET TAGEEEET T T OO0
T TAGT GO T ECAGCTAAC GCAT TAAGCACT OO GOL T GEEAGTACGE TOE CAAGACTEAAACTCA
AAGEAATTEACGEEEEOCCECACAAGOEETEEAGLATETEET I TAATICGAAGCAACEOEAAGA
ACCT TACCAGETCT NaACA TOC T C T GACAACCCTAGAGATAGGEELT T TOOCT NoEE GEACAGAGT S
ACAGGT GG T ECATEET T G TOGTCA GO TG TG TOG TEAGATE T T SEET I AAGTOOOEOAAOEASOE
CAACC T T AT T TAGT T e CAGCAT T TAG T N EECACTCTAAG G TEACTEUCEE TEACAAADDGEE
AGFFAAGETEEEEATEACGTOAAA TCATCA TGO OO T TATEACC T EFECTACACACGTECTACAATS
FACAGAACAAAGEECTEOEAGACCECAAGET I TASCCAATOOCATAAATCT ST ICTCAGTTIOEEAT
AT AT O EACT GO T GAAGCT G EAATOGECTAGTAATO GO GATCAGCATGOOGOUEET
FAATACETTOOCEEECCT T G TACACAC OGO OO S TCACACCACEAGASTT 1 GOAACAOCOEAAGTOE
EFTEAGETAACT

Sekil 4.6. Bacillus izolatlarindan 16S rRNA gen bolgesine ait dizi analizi sonuglar
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»Bocillus safensis

GLAGTOEAGLEGACAGAAGEGAGCTTETC LG GATETTAGOGEOFEACGEETEAGTAACACST
GEETAACCTGUCTGTAAGACTEGEATAACTCLG GEAAACCEGAGCTAATACCEGGATAGTTCLTTG
ARG AT GG TTCAAG GATEAAAGACGETT TCEGCTETCACTTACAGATEEACCOGOGGECE0ATT
AGLTAGTTGETEEEETAATGECTCACCAAGGLGACEATGLGTAGCOGACCTGAGAGE G TEATOD
GOCACACTEGRACTEAGACACGGOCAGACTOCTACGE GAGGLASCAGTAGGEAATETTOOECAA
TEEACGAAAGTCTGACGEAGCAACGCOE0G TEAGTEATGAAGETTTICEGATOSTAAAGCTETGT
TETTAGEEAAGAACAA G TEOGAGAGTAACTELTCGLACCTTRACS G TACCTAACCAGAAAGLTCAC
FECTAACTACE TGO LA CAG OGO e TAATACE TAGE TEGCAAGCG TTETOCGGAATTATTEESET
GTAAAGEGITOECAGECGETTTCT TAAGTCTGATE TEAAAGOOCCOGGETCAALDG G GAGEETT
ATTEGAAACTEEGAAACTTGAGTECAGAAGAGGEAGAGTEEAATTOCACGTGTAGCGETEAAATS
CETAGAGATGTEEAGGEAACACCAGTGEOGAAGGCEACTCTCTGGTCTETAACTGACECTGAGGA
GOEAAAGCGTEEEEAFLGAACAG FATTAGATACCCTEGTAG TOCACGOIGTAAACEATEAGTELT
AAGTETTAGGEEETT TCOGOOCCT TAGTECTEGLAGCTAACGCATTAAGCACTCOGICTEEGEAGTA
CEE TG CAAGACTEAAALTCAAAG GAATTRACE GGG COCECACAAGCEETOEAGCATGTEETT
TAATTCEAAGLAACGEFAAGAACCTTACCAGETCT TEACATCCTCTGACAADCCTAGAGATAGGET
T TG EEACAGAGT GACAG G TG TECAT G T TG TEG TCASCTOGTETOSTEAGATETTE
GETTAAGTCCOGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGT TGCCAGCATT TAGTTGEGECACTCTAAGE
TEACTEOOGETEACAAACCEGAGEAAGETFEEGATEACGTCAAATCATCATSCOCCTTATEACCT
GEECTACACACGTECTACAATEGACAGAACAAAGEECTGLGAGACCECAAGGT T TAGCCAATCCC
ATAAATE TG TTETCAGTT O G GATOGCAGTC TG CAACTOGACTEOGTRAAGITEGAATOGCTAGTAA
TCEOFEATCAGCATEOCGCEETeAATACGTTCCCG GG TTGTACACACCGCCOETCACACCACGA

Sekil 4.6. (devam)
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» Baocilivs amyloliguefociens

TECAGTOGAGCECACAGATEGEAGCTTGCTCOCTEATGT TAGCEGGEACGEEToAGTAACACET
GEETAACCTECCTETAAGACTEGEATAACTOOG G EAAACCEGOECTAATACCGGATGAT TETCTE
ARG AT EETTCAGACATAAAAGETE LT TG ECTACCACTTACAGATEGACCOGLE GG CATTA
GETAGTTGETEAGETAACGGLTCACCAAGGOGACGATGOGTAGLOGACCTGAGAGGETEATOGE
CCACACTEGEACTFAGACACGECOCAGACTOCTACGGRAGECAGCAGTAGGGAATCTTCOOE CAAT
GEACEAAAGTITEACGEAGCAACGOCEOGTEAGTEATEAA GG T T TCGGATCOTAAAGCTCTGTT
GTTAGTEAATAACAAGTGOOGT TCAAATAG G GOGECACCTTEACGETACCTAACCAGAAAGCCAL
GECTAACTAC G TECCAG CAGC OGO aTAATAC G TAGETEGCAAGCGTTGTCOGGAATTATTGEET
GTAAAGEEITOGCAGGCGETT TCT TAAGTCTGATETEAAAGCOOCOGGETCAACOGEEGAGEETT
ATTEEAAACTEEEEAACTTGAGTGLAGAAGAGGAGAGTGEAATTCCACGTGTAGCGETEAAATGE
CETAGAGATETEEAGEAACACCAGTGEOEAAGECEACTCTCTEATCTETAACTGACGCTEAGEA
GEEAAAGCETEEEEAGCEAACAGEGATTAGATACCC TEETAGTOCACGOCGTAAACGATEAGTGLT
AAGTETTAGEGEETT TCOGCCCCTTAGTELTECAGETAACGCA TTAAGCACTCOGCETE G GEAGTA
CEETOGCAAGACTEAAACTCAAAGGAATTHACGE GGG COOGEACAAGCOETEGAGCATETGGTT
TAATTOGAAGCAACGOEAAGAACCTTACCAGGTCT TGACATCCTETGACAATCCTAGAGATAGGAL
GTCCCCT T GEeECAGAGTEACAG TG TECATAGT TG TOG TCAGCTOGTGTOGTGAGATETTG
GETTAAGTOOOGCAACGAGCECAACCCT TGATCTTAGT TEUCAGCAT TCAGT TEEalACTCTAAGE
TEACTEOCGETEACAAACCEEAGGAAGETEEEEATEACGTCAAATCATCATGCOCCTTATGACCT
GEGCTACACACGTECTACAATE FACAGAACAAAGSGCAGLEAAACCGIGAGETTAAGCCAATOCC
ACAAA T TG T T T CAGT T OGGATOGCAGTE TG CAACTOGAL TG DG TEAAGLTEGAATOGCTAGTAA
TOGOEEATCAGCAT GGG ETEAATACGTTOCCGE GOCT TG TACACACCEOOCGTCACACCACGA
GAGTTTETAACACCOGAAGTOGGTEAGETAACCTTT

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus izolatlarinin 16S rRNA genine ait dizi bilgisi clustal W programu ile dikey

olarak hizalanmistir. Hizalama sonuglar1 Sekil 4.7’de goriildiigi gibidir.

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Bacillus_pumilus
Bacillus_safensis
Bacillus_amyloliquefaciens

Sekil 4.7. Bacillus izolatlarindan 16S rRNA genine ait hizalama sonuglart (ClustalW

programi)

------------------------ GCTTGCTCCCGGATGTTAGCGECGEA
TGCAGTCGAGCGGACGAGAAGAGAGCTTGECTCCCGGATGT TAGCGECGEA
--------------------------- TGCTCCCTGATGTTAGCGGCGEA

FEEXEFEF FEXEXEXXRXIEREEREREE

CEaaTEAGTAACACGTEOETAACCTGCCTETAAGACTEEOATAACTCCGG
CEOaTEAGTAACACGTOEETAACCTGCCTOTAAGACTEGEATAACTCCGS
CEOaTEAGTAACACGTOOaTAACCTGLCTETAAGACTEGEATAACTCCGG

FERFEFFEEFERIEEF RS FFFESFFFEERERA IR R IRERFERERE R RS R

GARACCGaAGCTAATACCOGATAGT TCCTTGAACCOCATGATTCAAGTAT
GAAACCOOAGCTAATACCOEATAGT TCCTTOAACCOCATOATTCALGEAT
GAARACCAOEECTAATACCOEATOAT TATCTGAACCECATAAGTTCAGACAT

FEREREFE Rk FkEEEEFREREs FRE FEEFRFREFREREFREER FE

GAAAGACGET TTCOGC T TCACTTACAGATGGACCCGCGECGCATTAGLT
GARAGACGET TTCOGCTaTCACTTACAGATGGACCCGCGaCGCATTAGLT
ALAAGETEECTTCAGC TACCACTTACAGATGGACCCOCGECGCATTAGLT

FREE ¥E FEFEREEEE FEFFIREFEFREF RS R F R R R R R

AGTTGETEEEATAATGECTCACCAAGRCGACGATCGCGTAGCCGACCTGAG
AGTTOOTOEEGTAATGECTCACCAAGRCGACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGTTOETEAGGTAACGECTCACCAAGRCGACGATGCATAGCCOACCTGAG

FEREEEFE FEFREF FEFRFEREIRERERR IR R R RRERRE R R R R R R kR R

AGOATEATCEECCACACTOEGACTGAGACACGOCCCAGACTCCTACGGGA
AGGATEATCEECCACACTOEGACTGAGACACGOCCCAGACTCCTACGOGA
AGEETEATCEECCACACTOEGACTGAGACACGLCCCAGACTCCTACGOGA

e e R e S e e e

GECAGCAGTAGGEAATCTTCCGCAATREACGARMAGTCTGACGOAGCAALCG
GECAGCAGTAGGEAAT CTTCCGCAATREACGARMAGTCTGACGOAGCAACT
GECAGCAGTAGGEAAT CTTCCGCAATEEACGAMAGTCTGACGOAGCAALCG

e R R e e R R e R L]

CCOCaTaAGTGATGAAGGTTTTOGGATCATAAAGCTCTGT TGTTAGGGAA
CCOCaTaAGT AT GAAGGTTTTOGGATCATAAAGCTCTETTGTTAGGGAA
CCOCaToAGT AT ARG TTTTCGGATCATAAAGCTCTGT TGTTAGGGAA

FERFEFFEEE R IR E R SRR R IR R R IR TSR R R R Rk R R R
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Sekil 4.7. (devam)
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GAACAAGTGCEAGAGTAACTGCTCG- CACCTTGACGETACCTAACCAGAA
GAACAAGTGCGAGAGTAAC- - - == == -mmmmm - ACCTAACCAGAA
GAACAAGTGCCGT TCAAATAGGGCGGCACCT TGACGETACCTAACCAGAA

FERFRFEERER ¥ FEEkEFRFRFERRER

AGCCACGECTAACTACGTGOCAGCAGLCGCOGTAATACGTAGGTGGCAAG
AGCCACGECTAACTACGTGCCAGCAGCCGCOATAATACGTAGGTGGCAAG
AGCCACGECTAACTACGTGCCAGCAGCCGCOATAATACGTAGGTGACAAG

LR Rt R e e e st s Rt s R et

COTTGTCCOGAATTATTEROCGTAAAGEGCTCOCAGGCGGTTTCTTARGT
CATTaTCCOGAATTATTEEECGTAAAGEGCTCOCAGRCGaTTTCTTARGT
CATTaTCCOGAATTATTEEECATAAAGEGCTCOCAGRCGaTTTCTTARGT

e e e S L L ey e I LI

CTOATETEAAAGCCCCCGECTCAACCOEGGAGOATCATTOOAAACTGEGA
CTOEATETEAAAGCCCCCGECTCAACCOEGGAGOATCATTOOARACTGEGA
CTOATETEAAAGCCCCCEECTCAACCEEGEAGOETCAT TOOAAACTGEEG

FEREREFRERETRERERRERE RN RE R R ER IR R R R RER Ry

AACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGEAATTCCACGTATAGCGGTGAAATG
AACTTEAGTGCAGAAGAGGAGAGTGEAATTCCACGTETAGCGATGAAATG
AACTTEAGTGCAGAAGAGGAGAGTGEAATTCCACGTETAGCGGTGAAATG

FEFFEXEFFXRFRFFEAFFFRETFF I ERFRIR RS RFRZEEFF R ERE R AR REE

COTAGAGATETEOAGEAACACCAGTEECGAAGOCGACTCTCTGETCTGTA
COTAGAGATOTGOAGEAACACCAGTEECGAAGOCGACTITCTGETCTGTA
COTAGAGATGETGOAGEAACACCAGTOECGAAGOIGACTITCTGETCTGTA

FEFFEFFEXFEFRAFFEFREETF IR T ERIRIR AR R IR F R R R F R R R R R

ACTGACGCTEAGOAGC GAAAGCOTGEEEAGCGAACAGEATTAGATACCCT
ACTRACGCTEAGLAGCGAAAGCOTGOEEAGCRAACAGEATTAGATACCCT
ACTGACGCTEAGHAGCGAAAGCOTEEEEAGCGAACAGRATTAGATACCCT

LR Rt R e e e st s Rt s R et

GETAGTCCACGCCOTAAACGATCAGT GCTAAGTET TAGGGEGT TTCCGCC
GETAGTCCACGCCATAAACGATOAGTECTAAGTET TAGGGEAT TTCCACC
GETAGTCCACGCCOTAAACGATOAGTEGCTAAGTAT TAGGGEAT TTCCGCC

LR Rt R e e e st s Rt s R et
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CCTTAGTGCTACAGCTAACGCATTAAGCACTCCACCTAGEGAGTACGATC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCAGCCTOGEGAGTACGATC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCCCTOEERAGTACGGTC

e e e e R e e e

GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGREGGCCCGCACAAGLGATEGAG
GCAAGACTGAAACTCAAAGEAATTGACGREGECCCaCACAAGLEATEGAG
GCAAGACTGARACTCAAAGEAAT TGACGGEGGCCCECACAAGLGETRAG

R R e e L e R 2

CATGTGATTTAAT TCOAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGATCTTGACAT
CATGTOGTTTAAT TCOAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGATCTTGACAT
CATGTGGTTTAAT TCOAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT

FEFFEEFFEEER IR R R EFE R R IR R R R TR AT RE R R R R kR R R R

CCTCTGACAACCCTAGAGATAGOGCTTTCCCTTCOOGOACAGAGTEACAG
CCTCTEACAACCCTARAGATAGOGCTTTCCCTTCGOG0ACAGAGTRACAG
CCTCTEACAATCCTARAGATAGACGTCCCCTTCGEERGCAGAGTRACAG

FEREREFRFE FRFRFFRFRFEE R ¥ IR IRFEREEFER R FRIRERREE

GTeaTECATEATTATCATCAGCTCGTETCaTGAGATATTGRGTTAAGTLC
GTaGTECATEATTATCATCAGCTCATETCaTGAGATATTGAGTTAAGTCC
GTaaTECATEATTATCATCAGCTCaTATCaTGAGATATTGAGTTAAGTCC

R R e e e R e A R L s e R R bt

CeCAACGAGCeCAACCCTTEATCTTAGT TRCCAGCATTTAGTTGGGCALT
CECAACGAGCaCAACCCTTEATCTTAGT TACCAGCATTTAGTTGGECALT
CECAACGAGCaCAACCCTTEATCTTAGT TACCAQCATTCAGTTGGGCACT

dddkkk bk dbkRkdb bk bk i bk ik s bk d kb Rk dd EFkahrb gk

CTAAGGTGACTACCGOTOACAAACCORAGGEAAGOTEGOGATGACGTCARA
CTAAGGTGACTECCOOTOACAAACCORAGGEAAGOTOOOGATGACGTCARA
CTAAGETGACTECCGaTOACAAACCORAGEAAGOTEROGATGACGTCAAA

e e e e R e e e

TCATCATGCCCCTTATQACCTGOACTACACACGTOCTACAATGRACAGAA
TCATCATGCCCCTTATQACCTEERCTACACACGTOCTACAATGRACAGAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGOGCTACACACGTGC TACAATGRACAGAA

FEFFEEFFFEERFEAB RS R EFZEEFFEAEXREIRA I RS R EFFRFERERER SR
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CARAGGRCTOCGAGACCOCAAGOTTTAGCCAATCCCATARATCTGTTCTC
CAAAGGECTECGAGACCACAAGOTTTAGCCAATCCCATARATCTGTTCTC

CAARGEECAGCEAAACCOCOAGETTAAGCCAATCCCACAAATCTATTCTC
FadddokEd dkdd kddhd kRdEd skskbskaihd skdEkEkdkeEs

AGTTCGEATCOCAGTCTGCAACTCGACTACOTOAAGCTGGAATCGCTAGT
AGTTCGEATCGCAGTCTGCAACTCGACTACOTOAAGCTGGAATCGCTAGT

AGTTCGEATCGCAGTCTOCAACT COACTGCGTOAAGCTOOAATCOCTAGT
T T e L

AATCOCEEATCAGCATECCOCaaTEAATACGTTCCCOAGCCTTATACACA
AATCOCEEATCAGCATECCaCaaTEAATACGTTCCCOEGECCTTETACACA

AATCGCGGATCAGCATGCCGCGEETEAAT -~~~ mmm = mmmmmmmmmm e oo
R R P R R R R R R e kT

CCOCCCaTCACAC CACGAGAGTTTGCAACACCCGAART COOTOAGATAAC
COOCCCATCACAC CACGAGAGTTTECAACACCCGAAGTCGETG- - -~ -~ -
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16S rRNA genine ait hizalama sonuglar1 kullanilarak calismada izole edilen tiim
bakterilerin evrimsel analizi yapilmistir. Evrimsel yakinliklarini belirlemek icin seg-
bagla (bootstrap) yontemi 1000 tekrarli kullanilarak Sekil 4.6’da gorilen dendogram

grafigi olusturulmustur.

o Lactobacillus rhamnosus

100 L Tactobacillus casei

5z Lactobacillus ciovatus

” Enterococcus faecalis

Bacillus amyloliquefaciens

100 100 ——— Bacillus pumilus

100 Barcillus safensis

Lactococcus lactis

Raoultella ornithinolvtica

Lactobacillus corymiformis

Sekil 4.8. Elde edilen tiim sekans dizilimlerinin dendogram grafigi
*Agac “’Likelihood Tree” yontemi ve “Tamura-Nei Model” diizeltmesi kullanilarak olusturulmustur.
Rakamlar sec-bagla (“’Boot-Strap ve 1000 tekrarli’”) degerlerini gostermistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Endiistriyel tiretim alaninda kullanilan mikroorganizmalar substrati iyi kullanabilmeleri,
istenmeyen yan tiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 biiyiik boyutlarda
uretilebilmeleri ve en dnemlisi ekstrem kosullarda aktivite gosterebilmelerinden dolay1
onemli bir tercih sebebidir. Tarimsal Biyoteknoloji alaninda, stratejik alan olarak
degerlendirilmekte, 6zel sirketler ve hukumetler diizeyinde yapilan ¢alismalar destek
gormektedir. Biyoteknoloji’nin en hizli gelisen ve en Onemli dallarindan olan
mikrobiyal biyoteknoloji, Urin olusturma bazinda artan bir ivme gostermektedir.

Yaptigimiz calisma da bu konuyu destekler niteliktedir.

izolasyonu yapilan Bacillus tirleri bakterilerinden secilen ve karakterize edilen (g
bakteri Gram (+) katalaz (+), aerob, krem renkli, gubuk sekilli ve hareketli bakterilerdir.
Koloni morfolojileri ve morfolojik 6zelliklerine gére secilen bakteriler Bacillus spp.

seklinde tanimlanmustir.

Klasik yontemler ile yapilan c¢alismalar karsilagilan sorunlar molekiiler yontemler
giderilmeye baslanmistir. Bilimsel, endiistriyel ve toplum saglig1 agisindan énemli olan
gelismeler icin, dogru ve hizli sonu¢ alinmasii sagladigindan dolayr bu yontemler
tercih sebebidir (Cetinkaya ve Ayhan 2012). Baz tiirlere ait 16S rRNA genleri dizi
bilgileri ile elde edilen dizi analizi sonucu karsilastirilinca, 16S rRNA genlerinin tiirler
arasinda ne kadar iyi korundugu goriilmiistiir. Elde etti§i tiim sonuglar morfolojik
sistematik c¢alismalarinin genetik temelli ¢alismalarla desteklenmesi gerekliligini

diisiinmektedir (Aygiin 2012).

Yaptigimiz bu c¢alismada Bacillus tiirlerinden 16S rRNA’smin dizi bilgisi elde edilerek
izolasyonu ve tanilamasi yapilmistir. Bu amacla izole edilen DNA’larin PCR yontemi
ile elde edilen bantlarin biiyiikliigii yaklasik 1400-1500 bp (Sekil 4.5)’te gosterilmistir.
Jel goruntisa ile pozitif bant aldigimiz 6rneklerin hizmet alimi ile sekans dizilimleri

elde edilmis ve bu dizimler BLAST programinda blastlanarak Genbank’in arsivlerinden
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karsilagtirma yapilmistir. 3n17-3 kodlu 6rnek Bacillus pumilus, 3n-20 kodlu 6rnek
Bacillus amyloliquefaciens, 8n17-1 kodlu 6rnek ise Bacillus safensis %99-100 oraninda

benzerlik gostermistir.

Macaristan’da Phragmites australis bitkisinin yogun olarak bulundugu iki ayri sulak
alandan alman orneklerle yapilan bir calismada Orneklerdeki mikrobiyal kominite
aragtirtlmistir. Yapilan geleneksel morfolojik ve biyokimyasal testler ve 16S rDNA
sekans analizi ile 40 Bacillus ve akraba irki belirlenmistir (Borsodi et al. 2006). Farkli
sucul ortamlardan alinan Bacillus izolatlari ile yapilan bir ¢alismada 16S rRNA sekans
analizi ile B. aquaemaris. B. badius, B. cereusgroup, B. firmus, B. halmapalus, B.
hwajinpoensis, B. litoralis, B. sporothermodurans ve B. vietnamensis olmak tzere 9 tir
teshis edildi. (Ki et al. 2008). Aygiin (2012)’nin yaptig1 bir ¢alismada morfolojik ve
biyokimyasal yontemlere gore cins ve tiir diizeyinde teshis edilmis Bacillus izolatlarinin
16S rDNA bolgelerinin sekans analizi ile degerlendirmistir. Sonucunda Bacillus
megaterium, Paenibacillus polymyxa, Bacillus thuringiensis ve Bacillus subtilis
bakterilerini izole etmistir. Uraz ve Kaanoglu (2000)’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
cesitli yorelerden saglanan 195 ¢ig siit 6rneginden toplam 33 Bacillus izole etmislerdir.
Bu izole edilen Bacillus’lar cesitli biyolojik testlerle 14 farkli Bacillus turu olarak
adlandirmiglardir. Sonug olarak bu Bacillus tirler B.brevis, B.megaterium, B.cereus,
B.licheniformis, B.mycodies B.sphearicus ve B.stearothermophilus turlerini tespit
etmislerdir. Glndiz (2012)’nin Ankara ve g¢evre illerinde bulunan siit isletmelerinden
alian 50 ¢ig siit 6rneginden bir ¢alisma yapmistir. Bu ¢alismada 50 6rnekten Bacillus
izolasyonu gerceklestirmistir. Bu Bacillus’larin tiir seviyesindeki tanimlamalar1 BBL
Crystal Identification System GramPositive ID Kit ve gesitli biyokimyasal testler
kullanmistir.  Sonucunda 109 tane Bacillus izolasyonu gergeklestirmis. Bunlar
B.pumilus, B.cereus, B.lentus, B.licheniformis ve b.megaterium olarak adlandirmistir.

Caligmamizda elde ettigimiz sonuglar gdsterdgimiz sonuglarla ortiismektedir.
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Filogenetik agac farkli biyolojik tiirler veya ortak atasi olduguna inanilan diger varliklar
arasindaki evrimsel iliskileri gosterir. Filogenetik agacta iki dalin ayrildigir her bir
diigim noktast alt soylarin ortak atasim1 temsil etmektedir. Mikroorganizmalar
birbirlerine ¢ok benzedikleri icin filogenetik agacgta ayrilmalar1 olduk¢a zordur. Bu
nedenle mikroorganizmalarda ribozomal RNA’y1 kodlayan genlere bakilmasi

(molekiiler saat olarak kullanilmas1) yaygin bir yontemdir.

Calismalarimiz sonucu elde edilen sekans dizilimleri 6ncelikle fasta formatinda belgeye
doniistiiriildii. Mega 7 programi iginde olusturulan belge atilarak ClustalW ile diziler
siralandi. Daha sonra ’Likelihood Tree” yontemi ve “Tamura-Nei Model” duzeltmesi
kullanilarak filogenetik agaglari Gizildi. izole edilen bakterilerin birbirleriyle akrabalik

iligkileri belirlenmistir.

Goremykin and Hellwig (2006)’in ¢alismada yaptiklar1 gibi sadece allign olan 16S
rDNA dizisinin (ortalama 1000 baz) kullanilarak “neighboor joining method bootstrap
1000” yontemi ile olusturulan filogenetik agag, ile mevcut tim sekans dizisinin
kullanilarak olusturulan filogenetik agag arasinda gruplandirma bakimindan belirgin bir
fark yoktur. Calismamizda bu metotlar arasinda bir fark bulamadigimizdan dolayi

sonuc¢larimiz ortiismektedir.

Filogenetik analizle belirlenen dendogramda (Sekil 4.8), Enterococcus faecalis,
Lactobacillus curvatus Lactobacillus casei ve Lactobacillus rhamnosus bakterileri
birbirleri ile yakin iliskide grup olustururken; Bacillus pumilus, Bacillus safensis ve
Bacillus amyloliquefaciens bakterileri birbirleriyle yakin iliskide ikinci bir grup
olusturmustur. Diger taraftan Lactobacillus cornyformis, Raoultella ornithinolytica ve
Lactococcus lactis ise bu iki grupta yer alan bakterilerden daha uzak akrabalik iliskileri

ile dendogramda yer almislardir.

Sonug olarak ¢alismamizda sectigimiz, Bacillus pumilus, Bacillus safensis ve Bacillus
amyloliquefaciens’in birbirleriyle yakin akraba olduklari olusturulan dendogramda

(Sekil 4.7) tespit edilmistir. Akrabalik derecelerin oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Aynm1 grupta yer aldiklarindan dolayr bunlarin birgok metabolik ve kimyasal

reaksiyonlar ve ilgileri ayn1 oldugu yapilan testlerle belirlenmistir.

Bacillus pumilus’un iyi bir ksilanaz, ekzopektinaz, pektinaz, fitaz vb. gibi endustriyel
kullanim1 yiiksek enzimleri tiretmesi, Bacillus safensis’in probiyotik 6zelligi ve bitki
biiyiimesini tesvik eden PGPR bakteri olma 6zelligi, Bacillus amyloliquefaciens ise kdk
kolonize edici bir biyo-kontrol ajan1 olarak bilinmesi tarim, su tiriinleri yetistiriciligi ve
bitki kokii patojenleriyle miicadele i¢in kullanilabilir olmasi ve ayrica her l¢ bakterinin
PGPR o6zelligi gostermelerinden dolayr ¢calismamizin sonraki asamalarinda bu bakteri

izolatlarinin biyoteknolojide kullanim imkan1 diisiiniilmektedir.
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