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Bu calismada; Erzurum- Askale sinirlar igerisinde yer alan ii¢ farkli manyezit madeni
ocagindan Ornekler alinarak, cevher zenginlestirme potansiyeli olan bakterilerin
izolasyonu gergeklestirildi.

Elde edilen izolatlarin tan1 ve karakterizasyonu konvensiyonel (morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler) ve molekiiler yontemlere (yag asiti metil ester profilleri (FAME),
BOX-PCR ve 16S rRNA) gore yapildi. Sekans analizleri sonucunda, bu bakteri
izolatlarmin  2’sinin Saphylococcus epidermidis, 2’sinin Bacillus sp., 2’sinin
Exiguobacterium sibiricum, 4’tiniin Exiguobacterium aurantiacum ve digerlerinin ise
sirastyla Staphylococcus haemolyticus, Shewanella baltica ve Klebsiella oxytoca oldugu
belirlendi.
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ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE
BACTERIA WHICH HAVE POTENTIAL OF ORE ENRICHMENT IN
MAGNESITE QUARRIES IN ASKALE (ERZURUM)

Tugba BAL

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

In this study; the isolation of bacteria which have potential of ore enrichment was
carried out by taking samples from three magnesite quarries which are located in
Erzurum-Askale borderlines.

The obtained isolates were identified and characterized according to the conventional
(morphological, physiological and biochemical tests) and molecular techniques (fatty
acid methyl ester profiles (FAME), BOX PCR and 16S rRNA). As a result of sequence
analysis, it was determined that 2 of these bacteria isolates were Staphylococcus
epidermidis, 2 of them were Bacillus sp., 2 of them were Exiguobacterium sibiricum, 4
of them were Exiguobacterium aurantiacum and the others were Staphylococcus
haemolyticus, Shewanella baltica ve Klebsiella oxytoca, respectively.

2012, 97 pages
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1. GIRIS

Maden, diger adiyla cevher yer kabugunda i¢ ve dis dogal etkenlerle olusan, ekonomik
yonden deger tasiyan minerallere verilen addir. Yerkabugunun igerisinde, kayaclarin
bilesiminde yer alan mineral topluluklar1 olan madenler, biiyiik 6l¢iide yerin jeolojik
yapisina ve yapimin olusum zamanina bagl olarak sekillenmektedirler (Wikipedia

2012).

Madencilik, insanlik tarihiyle birlikte baglar ve tarihin her doneminde insanlar i¢in
vazgecilmez Oneme sahip olmustur. Insanoglu yeryiiziine yakin kisimlardan veya
erisebildigi derinliklerden, kullanabilecegi her tiirlii mineralin elde edilmesinde biiytlik
caba gostermistir. Bu durum, giiniimiize kadar artarak siire gelmis ve yasamimizin her
alanma derinlemesine islemistir. Insanlar ilk caglardan itibaren madencilik faaliyetlerine
ve madenlerden yararlanmaya baslamislar, bu faaliyetlerin sonucunda da medeniyetin
dogusunu saglamiglardir. Uzay ¢ag1 ve sanayi Otesi bilgi toplumunun dogusu da, maden
iiriinlerinden saglanan 6zel metal, alasim ve malzemeler sayesinde gerceklesmistir.
Madencilik, ayrica tarim ile birlikte toplumlarin hammadde ihtiyaglarini saglayan iki
temel iiretim alanindan birisi konumundadir (Onal 2004). i¢inde bulundugumuz
ylizyilda da, madencilik faaliyetleri olmaksizin insan yagaminin siirdiiriilebilmesi olasi
degildir. Bugiin, kullandigimiz arabalardan, i¢inde yasadigimiz evlere, bilgisayarlardan
telefonlara kadar yasamimiz i¢in vazgecilmez olan hemen her sey, madencilik
etkinlikleri sonucu elde edilen iirlinler sayesinde varlik kazanabilmektedir (TMMOB

2011).

Genellikle iilkelerin maden tiiketimi ile gelismislik diizeyleri arasinda dogrudan bir
iliski oldugu gozlemlenmekte olup, gelismis iilkelerin var olan ekonomik giiclerine
sahip olmalarinda, dogal kaynaklar1 etkin bir sekilde kullanmalarinin biiyiik rol
oynadigr gorilmektedir (TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010). Giiniimiizde,
diinyada yillik 1,5 trilyon dolar degerinde 10 milyar tonun {izerinde maden
tiretilmektedir. Bu rakamin %75°1 enerji ham maddeleri, %10’u metalik madenler ve

%151 de endiistriyel hammadde iiretimine aittir. Bu kapsamda verilen degerlerden



madencilik endiistrisinin diinya ekonomisi i¢in ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir.
Diinyada madenciligin gii¢lii oldugu iilkeler arasinda ABD, Cin, Giiney Afrika, Kanada,
Avustralya ve Rusya sayilabilmektedir. Diinya maden rezervleri agisindan en zengin
tilkeler ve bu tilkelerdeki 6nemli maden cevherleri asagidaki gibidir:

v" Giliney Afrika Cumhuriyeti - Altin, platin grubu metaller, manganez, krom,
alliminyum

v" Cin - Demir, kursun, manganez, molibden, kalay, zirkonyum, ¢inko ve fosfat

v Kanada - Uranyum, ¢inko, altin, bakir, nikel, kobalt, demir, petrol ve dogal gaz

v' Avustralya - Kémiir, demir, rutil, ¢inko, kursun ve uranyum

v" ABD - Kursun, molibden ve fosfat cevherleri

Tiurkiye ise farkli jeolojik zamanlarin yasandigi, kitalar aras1 hareketliligin,
tektonizmanin, magmatik hareketlerin ve volkanizmanin ¢ok yogun gerceklestigi bir
cografyadir. Bu jeolojik durum, iilkemizde biiylik ve siireklilik gdsteren maden
rezervlerinin varligin1 engellerken, c¢ok ¢esitli madenlerin bulunmasina da neden
olmaktadir. Bu durum Tiirkiye’yi, madencilik sektoriinde, maden rezervleri agisindan

zengin iilkeler arasinda 6nemli hale getirmektedir (Tuna 2011).

Diinyada yaklasik 90 ¢esit madenin iiretimi yapilmaktayken iilkemizde 60 civarinda
maden tiirlinde tiretim yapilmaktadir. MTA verilerine gore, diinyada 132 {ilke arasinda
toplam maden iiretim degeri itibariyla 28’inci sirada yer alan Tirkiye, maden ¢esitliligi
acisindan 10’uncu sirada bulunmaktadir (TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010).
Ulkemiz, basta endiistriyel ham maddeler olmak iizere, bazi metalik madenler, linyit ve
jeotermal kaynaklar gibi enerji ham maddeleri acgisindan zengindir. Diinya endiistriyel
ham madde rezervlerinin %2,5’i; komiir rezervlerinin %]1°1; jeotermal potansiyelinin
%0,8’1 ve metalik maden rezervlerinin %0,4’i iilkemizde bulunmaktadir (DPT 2007;

TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010).

Tiirkiye rezervleri birka¢ maden disinda diinya ol¢eginde kisithdir, fakat maden
kaynaklar1 ve ¢esitliligi bakimindan kendi kendine kismen yeterli olan iilkeler arasinda

yer almaktadir. Diinya maden rezervlerinin binde 5°i Tiirkiye’de bulunmaktadir (Ozkok



2005). Bazi maden kaynaklar1 agisindan da diinyanin en biiyiik rezervlerine sahiptir.
Tiirkiye 50 ¢esit madende ise kismen yeterli kaynaklara sahipken, 27 maden ve
mineralin glinlimiizde bilinen rezervleri ve kaliteleri, ekonomik madencilik ig¢in

yetersizdir. (DPT 2007; TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010).

Tirkiye’deki yetersiz mineral kaynaklar1 arasinda; bakir, manganez, grafit, boya
topraklari, kursun, aliiminyum, maden komiirii, zirkon, ¢inko, arsenik, talk, titan, demir,
kiikiirt, mika, nikel, fosfat, kil mineralleri gelmektedir. Zengin mineraller arasinda ise;
sepiyolit, fluorit, kirectasi, glimiis, altin, bentonit, trona, asbest, zimpara tasi, krom,
molibden, boksit, sodyumsiilfat, zeolit, profilit, kuvars-kuvarsit, linyit olarak
siralanmaktadir. Buna karsilik endiistriyel ham maddelerde oldukg¢a zengin konumda
olan iilkemiz, basta bor, trona, mermer, feldspat, alcitasi, pomza, perlit, stronsiyum,
kalsit ve manyezit ile diinyanin sayili zengin iilkelerinden birisi konumundadir (Ozkok

2005; DPT 2007; Tuna 2011).

Manyezit, yer kabugunda %1,39 oranla en ¢ok bulunan sekizinci mineraldir. Tiirkiye;
Cin, Rusya, Brezilya ve Kuzey Kore’den sonra en biiyiilk manyezit yataklaria sahip 5.
tilkedir. Tiirkiye’nin manyezit rezervi 168,4 milyon tondur. Manyezit, {ilkemizin diinya
maden sektdriinde rekabet edebilecegi madenlerden biridir. fhra¢ ettifimiz manyezit
iriinleri arasinda tabii magnezyum karbonat ve atese dayanikli tugla en biiylik paya
sahiptir. Diinyadaki toplam ham manyezit iiretiminin %30,2'si Avrupa iilkelerinde,
%69,8’1 ise diger iilkelerde gerceklesmektedir. Tiirkiye, Avrupa igerisinde ham
manyezit {iretimi bazinda %51,3; Slovakya %15,8; Avusturya %12,2; Ispanya %2;
Yunanistan ise %8 paya sahiptir. Ham manyezit {iretimi baz alindiginda iilkemiz,
Cin’den sonra diinyanin ikinci biiyiik {iiretici iilkesidir. 2008 yilinda Tiirkiye, diinya
manyezit ihracatinda %32 ile ilk sirada yer almistir (DPT 2007; Tuna 2011).

Diinya manyezit rezervlerine bakildiginda Tiirkiye, yiizol¢limiinlin yaklasik %85'inin
manyezit olusumuna uygun ultrabazik kokenli kayaclarla kapli olmasindan dolayi,
onemli manyezit yataklarina sahiptir (Akkoyun 2001). Tiirkiye’de manyezit

olusumlarina sahip illerimiz; Denizli (Hirsiz Dere-Cambasi K&y ve civari), Erzincan



(Cayirhh ve Refahiye), Erzurum (Askale), Balikesir (Dursunbey), Bursa (Mustafa
Kemalpasa ve Orhaneli), Kiitahya (Kinik), Bilecik, Eskisehir (Mihalliggik), Bolu
(Mudurnu), Konya (Meram-Yunak), Seyhan-Adana (Haruniye), Datga-Mugla (Kizlar
Koyii), Fethiye-Mugla (Gocek) ve Isparta (Degirmenderesi) olarak siralanabilir
(Akkoyun 2001).

Manyezit, magnezyum oksit (MgO) hammaddesinden olusan 6nemli bir endiistriyel
refrakter malzemedir. Refrakter malzeme; 1000°C'nin iizerindeki sicakliklarda uzun
stire kullanilabilen atese dayanikli malzemeler olarak tanimlanir. Baglica magnezyum
bilesenlerinden olan manyezit; yapisini olusturan magnezyum karbonat (MgCQOs), teorik
olarak %47,62 magnezyum oksit (MgO) ve %52,38 karbon dioksit (CO,) icermesine
karsin, degisik oranlarda kalsiyum, silisyum, demir, mangan ve aliiminyum
elementlerini de bulundurur. Rengi beyaz, sar1 veya gri ile kahverengi arasinda
degismektedir. Biitlin bunlarin basinda toplam tiikketiminin %80 ini kapsayan ve

magnezya adi verilen MgO bulunmaktadir (Sha-Sha et al. 2011).

MgO, ergime sicaklignin yiiksek olmasi nedeniyle refrakter malzeme endiistrisinin
onemli bir hammaddesi durumundadir. MgO ile birlikte diger magnezyum bilesikleri,
demir-gelik, ¢cimento, ilag, kozmetik, kimya, kagit, tekstil, kauguk sanayilerinden boya
ve patlayict madde yapimina kadar pek ¢ok kullanim alaniyla tiim diinya iilkelerinde
aranan hammaddelerin baginda gelmektedir (Carretero and Pozo 2010; Sha-Sha et al.
2011; Torun ve Avsaroglu 2012). Tiim bu veriler ele alindiginda, endiistriyel bir
hammade olan bu cevherin, kalitesinin arttirilmasi gerekmektedir. Cevherin kalitesi de

icerdigi bilesik miktarina gore artmakta veya azalmaktadir (DPT 2001).

Her maden (cevher) bir mineraldir, ancak her mineral cevher degeri tasimaz. Bir
mineralin cevher degeri tasimasi i¢in piyasa sartlart gibi bir takim ekonomik etkenlerce
belirlenen tenor degerlerine sahip olmasi gerekir. Tenor; cevherde bulunan ve cevherin
zenginlestirilmesi veya islenmesi sonucunda elde edilen iiriin igerisindeki kiymetli
elementin ylizdesel bir oran olarak ifadesidir (Wikipedia 2012). Madencilik alaninda

yiiksek tendrlii cevherlerin bulunmamasi, diisiik tendrlii cevherlerin ve yeterince



zenginlestirilememis atiklarin  tekrar kullanilmasinin  kaginilmaz olmasi, yeni
teknolojilerin gelismesine neden olmaktadir. Bu teknolojiler ise fiziksel, kimyasal ve

biyolojik yontemlerden olusmaktadir (Kocadagistan 2007).

Manyezit cevherinin de ekonomik ve kaliteli olup olmamasini dogrudan etkileyen ve
yapisinda bulunan en Onemli Kkirleticilerin basinda kireg (CaCOs), silis (SiO,)
gelmektedir ve cevherin ticari anlamda kullanilabilmesi i¢in bu safsizliklarin oranlarinin
sirastyla %1 ve %2’den az olmasi gerekmektedir. Fakat bunun yaninda manyezit
bilinyesinde yer alan Mg’un da, ozellikle saf halde ve/veya safa yakin elde edilmesi
cevherin kalitesi agisindan oldukca 6nemli bir prosestir. Ciinkii magnezyum, gerek saf
halde gerekse ¢esitli bilesikler halinde giiniimiiz teknolojisi i¢in oldukca dnemli bir ham

maddedir. (Erdogan vd. 2004, Demir and Donmez 2008).

Manyezit isleme teknolojisi, maden yatagindan cevherin iiretimi ile baslar ve genellikle
acik isletme metodlariyla, nadiren de kapali isletme metodlariyla tiretilen cevher, genel
olarak bir zenginlestirme islemine tabii tutulur. Giinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar bu
kirletici bilesenlerin uzaklastirilmasini hedef almis ve birgok cevher zenginlestirme
yontemi gelistirilmistir.  Bu yontemlerin ilk grubunu, manyezit zenginlestirme
caligmalarinda uzun zamandir kullanilmakta olan, fiziksel ve kimyasal yontemler

olusturmaktadir (Demir and Donmez 2008).

Ulkemizin cesitli bolgelerinden alman manyezit cevherlerinin, fiziksel ve kimyasal
yontemlerle zenginlestirilmesini amaglayan ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Fiziksel
zenginlestirme yontemleri; manyetik ayirma, manyetik ayirma-+li¢c ve kalsinasyon, elle
ayiklama, gravite ve flotasyon, manyezit yiizey Ozellikleri ve flokiilasyonu, kolon
flotasyonu, amin flotasyonu ve sec¢imli aglomerasyon (yag aglomerasyonu) olarak
adlandirilan c¢aligmalardir (Erdogan 2004). Bununla birlikte hem organik hem de
inorganik asitlerin kullanilarak yapildigi kimyasal zenginlestirme c¢alismalart da
bulunmaktadir. Kalsit, manyezit ve dolomit iceren ¢esitli karbonatlarin hidroklorik asit
sollisyonunda ¢dzlinmesi, manyezitin siilfirik asit soliisyonunda optimum sartlarda

zenginlestirilmesi, sulu karbondioksit ve sitrik asit ¢dzeltilerinde manyezitin



¢cOziinlirliigli, glukonik asit soliisyonunda kalsine manyezitin kimyasal ligi ve
hidroklorik asitin ¢esitli konsantrasyonlarinin, manyezitin biinyesindeki kalsiyumun
kimyasal li¢indeki etkilerini arastiran ¢aligmalar kimyasal yontemlerdir (Chou et al.
1989; Abali vd 2006; Mesci and Sevim 2006; Demir and Dénmez 2008; Bayrak vd
2010; Dénmez vd 2009; Raschman et al. 2010).

Yapilan tiim bu fiziksel ve kimyasal yontemler, pratikte yaygin sekilde kullanilmasina
ragmen, diisiik degerli cevherlerin zenginlestirilememesi, geri kazanilan iiriin miktarinin
az olmasi, diisik verimlilik, yiliksek fiyat sinirlandirmasi, birgok proseste refrakter
malzeme kullanilmasi, yiiksek enerji miktarlarina ihtiya¢ duyulmasi, duyarhligin az
olmasi, kullanilan kimyasallarin canlilar ve g¢evre lizerine olumsuz etkilerinin olmasi

gibi onemli dezavantajlara sahiptir (Liu et al. 2003; Sever 2006).

Bu durum karsisinda biyoteknolojik gelismelere paralel olarak madencilikte, biyolojik
kazanim teknikleri biiyilk oranda 6nem kazanmis ve ticari anlamda da endiistride
gittikce gelisen bir uygulama alani olmustur. 1940'larda demir ve siilfiirii oksitleyen
bakterilerin tanilanmasi ve 6zelliklerinin belirlenmesi ile madencilik, metalurji ve ¢evre
uygulamalarinda yeni firsatlar ve ¢aligma alanlar1 dogmustur. Tiim bunlarin sonucunda
diisiik tendrlii cevherlerle, yeterli 6l¢iide zenginlestirilemeyen atik cevherlerin, yeniden
kazaniminda ¢evresel sorunlar olusturmayan mikroorganizmalarin kullanimi yaygin bir
sekilde tercih edilmektedir. (Akc¢il ve Ciftei 2003; Sever 2006; Kocadagistan 2007; Liu
et al. 2008; Pathak et al. 2009; Chang et al. 2008; Chan et al. 2009; Schippers et al.
2010; Zhang 2012).

Baz1 asidofilik mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu madenlerden,
metallerin ¢ézlinmesi ve bunu miiteakip ¢ozeltiden metallerin geri kazanimi esasina
dayanan biyoli¢ (mikrobiyolojik li¢) yontemi dogada kendiliginden gerceklesen
biyolojik yontemdir. Son yillarda gelistirilen mikrobiyolojik li¢ yontemleri metalik
hammaddeler i¢in ¢ok Onemlidir. Klasik yontemler ile ¢oziinemeyen veya
par¢alanamayan fakir cevherler ve endiistri atiklari, bakteriler ile ekonomik bi¢imde

geri kazanilmakta ve suda ¢Ozlinmeyen maden filizleri ¢oziiniir hale getirilmektedir



(Sever 2006). Biyoli¢ yontemi, madencilik endiistrisinde, 6zellikle siilflirlii cevherlerin
zenginlestirilmesinde kullanilan tekniklerden biridir fakat bu teknikle de; olusan iiriinler
ile yiiksek agir metal konsantrasyonlarinin ve askida kat1 maddeleri igeren son derece
asidik sularin meydana gelmesi, ayrica bu ydntemin yavas bir proses olmasi,
kontroliiniin zor olmasi ve mikroorganizmalarin aktif olarak varliginin stirdiiriilmesi
gerekliligi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Leveille 2000; Kocadagistan 2007; Zhang
et al. 2009). Bununla birlikte, giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda, diisiik kalitede
manyezit madenlerinin zenginlestirilmesinde, biyolig i¢cin kullanilan
mikroorganizmalar, bu madenin bilesiminde bulunan CaCOs;’in tamponlayici

ozelliginden dolay1 uygulanamamustir.

Bu nedenle, manyezitin biyoteknolojik yontemlerle zenginlestirilmesi olduk¢a 6nemli
bir ihtiyactir. Bu amacla yapilabilecek manyezit zenginlestirme uygulamalar1 genellikle,
cevherin yapisinda bulunan CaCO;, SiO,, ve Fe;Os; gibi kirletici bilesenlerin
uzaklastirllmasint veya magnezyumun manyezitten c¢oziinmesini sagladigi Olciide

basarili olacaktir.

Tim bu veriler ele alindiginda diistik kaliteli manyezit madenlerinin
zenginlestirilmesinde, madenin biinyesinde yer alan CaCOs;’in uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Ancak yapilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin dezavantajlart ve
biyoli¢c mekanizmasinin manyezite uygulanamamasi gibi nedenlerden dolayr bu
calismalar ile karbonatli bir bilesik olan CaCOj;’1n uzaklastirilmast miimkiin degildir.
Dogada ¢oziinemeyen karbonatlarin bozunmasinda, az ¢ok CO, ve asit iireten, ¢esitli
mikroorganizmalarin rol oynadigi bilinmektedir ve ¢6ziinemeyen karbonatlar
mikroorganizmalarin  etkisiyle de bozunmaya ugrayabilir. Bu, genellikle
mikroorganizmalar tarafindan {retilen organik ve inorganik asitlerin bir sonucudur.

(Ehrlich and Newman 2009).

Yapilan calismalarda karbonatlarin ¢oziinmesi ve mikroorganizmalar arasindaki iligki
hakkinda ise ¢ok fazla arastirma bulunmamaktadir (Liittge and Conrad 2004). Ancak,
Urzi et al. (1991) glukozdan; siiksinik, piriivik, laktik ve glukonik asit iireten ve



biyofilm olusturan Micrococcus hal obius bakterisinin karbonatlarin ¢oziinmesinde etkili
ve ylizey lizerinde renk degisimine neden oldugunu, Ehrlich and Newman 2009,
Johnston and Vestal (1993), Bonaventura et al. (2010), bakterilerin de dahil oldugu
cesitli mikroorganizmalarin hem in vivo hem de in vitro olarak oksalik asit ve diger
organik asitleri (siiksinik, piriivik, laktik, sitrik, asetik ve propionik asit) tirettiklerini ve
kalsiyum karbonatin bu asidik ortamlarin etkisiyle biyolojik olarak ¢6ziindiigiinii, Perry
et al. (2004) mikroorganizmalarin alginik asit gibi kompleks bilesikler igeren,
ekstraseliiler metabolitler tlreterek karbonatlarin ¢oziinmesinde etkili oldugunu ve
Liittge and Conrad (2004) bakterilerin hem CO,, hem de organik asitler {ireterek, yerel
pH degisikliklerine bagli olarak, karbonatlh bilesikleri ¢ozebildiklerini belirtmislerdir.

Bu bilgiler 15181 altinda, CaCO;3’1n ¢dziinmesinde etkili olabilen, Tiirkiye orijinli, yeni
bakteri izolatlarinin elde edilerek tanilanmasi ve manyezit madeni {izerine uygulanmasi

ile farkli bir biyoteknolojik calisma gerceklesmis olacaktir.

Biyoteknoloji; biyolojik prosesleri teknik metotlara ve endiistriyel iiretim alanlarina
uygulayan, biyoloji, biyokimya, mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji ve genetik
miihendisligi ile siki bir isbirligi icerisinde calisan bir bilim dalidir. Ozellikle son
zamanlarda, yeni ve etkili izolatlarin arastirilmasi ve bu izolatlarin biyoteknolojik

proseslerde kullanilmasi, biyologlar ile biyoteknolologlarin oldukga ilgisini ¢ekmistir

(Baris 2008).

Yeni bakteri izolatlarin elde edilerek belirlenmesi; calisilan alanlardan bakterilerin
izolasyonu, karakterizasyonu, tanilanmasi ve bakteri kiitiiphanesi olusturulmasini igerir
(Ozkan 2009). Bakteri izolatlarininn tanilanmasinda konvensiyonel ve molekiiler

teknikler kullanilmaktadir.

Konvensiyonel teknikler; bakteri izolatlarinin tanilanmasinda geleneksel olarak
kullanilan, morfolojik (hiicre sekli, boyutu, koloni rengi ve tipi), fizyolojik (farkl
sicaklik ve ph’lardaki gelisim) ve biyokimyasal (yag asiti analizleri) 6zelliklerinin

incelenmesini igeren, fenotipik 6zelliklere dayali yontemlerdir (Madrid 2001; Adigiizel



2006; Kiran 2006; Mosivand 2009). Bununla birlikte konvensiyonel yontemlerin uzun
siireli deneylere, fazla is gliciine, yetismis arastiricilara ihtiyag duymasi, ekonomik
olmamasi ve alinan sonuclarin yoruma ag¢ik olmast gibi bir¢ok dezavantaji
bulunmaktadir. Bundan dolay1, bakterilerin sadece bu Ozelliklerine gore
siniflandirilmalari, farkli bakteri gruplar1 arasindaki evrimsel iliskiyi tespit etmede ve
ozellikle de tir ve tir alt1 taksonomik gruplar1 belirlemede yetersiz kalmaktadir.
Konvensiyonel tekniklerin, bu dezavantajlarindan yola ¢ikilarak bakterilerin
tanilanmasinda molekiiler teknikler gelistirilmistir (Adigiizel 2006; Adigiizel 2009; Gir1
2009; Khiyami 2012).

Molekiiler teknikler; 6zellikle PCR temelli olup mikrobiyoloji laboratuarlarinda yaygin
sekilde kullanilmaktadir. PCR yonteminin degisik formatlar1 gelistirilerek hedef olan
genomik DNA’nin yan sira, genomik RNA, 16S-23S rRNA, mRNA molekiilleri de
kullanilmakta ve bakterilerin tiir ve tiir altt diizeyde tanilamalar1 yapilmaktadir.
(Adigiizel 2011; Durmaz 2012; Khiyami 2012). Ozellikle son zamanlarda, 16S rRNA
geninin E.coli’de klonlanmasi ve sekanslanmasi ile bakterilerin tanilanmasi esasi,
ribozomal gen veritabanindaki sekans bilgilerinin benzerligine dayanmaktadir. Ayrica
PCR’a dayali parmak izi analizlerinin yapilmasiyla da, bakterilerin siniflandirilmasi,
tanilanmas1 ve tiplendirilmesi gergeklestirilmektedir. Bu yontem o6zellikle klinik
mikrobiyoloji ve mikrobiyal ekoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir

(Kiileke¢i 2012).

Bu caligma ile Erzurum-Askale sinirlart igerisinde yer alan {i¢ farkli manyezit madeni
ortamindaki, dogal floradan, manyezit cevherinin yapisindaki en énemli kirleticilerden
biri olan, CaCOs’1 ¢c6zme yetenegindeki bakterilerin, manyezit florasindan elde edilmesi
ve bu bakteri izolatlarinin tan1 ve molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi ile bilim

diinyasina sunulmasi amaglanmaistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Maden ve Madencilik

Diinyamizda, elementlerin 6zel bir takim fiziko-kimyasal sartlar altinda, bir araya
gelmeleri sonucunda mineraller olusur. Bir veya daha ¢ok mineralin, ekonomik deger
tasiyan ve belli geometrilerde, yer kabugunda olusturduklar birikimlerine maden yatagi
denir. Maden yataklarin isletilmesi sonucunda maden ocagi veya isletmesi ortaya
cikar. Gelisen teknolojiler sayesinde insanligin kullanimina sunulan ve ekonomik degeri
bulunan mineral/mineral gruplar1 veya kayaglara maden adi verilir ve madenler,
milyonlarca yilda olusan tiiketildiginde yenilenemeyen kaynaklardir. Madenlere bir
ekosistem olarak bakildiginda sahip olduklar1 kimyasal bilesenlerin iceriklerine ve bu
iceriklerin  Ozelliklerine bagli olarak biyosferin olduk¢a farkli bir pargasim

olusturduklar1 gériilmektedir. (Bagirsak¢1 2000; Gadd 2010; Wikipedia 2012).

Madenlerin dogada bulunus sekilleri rastgele degildir. Cok karmasik mekanizmalari
iceren doga olaylar1 sonucunda olusur ve yer kabugunun 6zellikli bir takim bolgelerine
yerlesirler. Birer doga gizemi sayilan madenlerin yerlestikleri yerlerden bulunup

¢ikarilmasi, yer bilimlerinin temel gorevleri arasindadir (Tuna 2011).

Madenler kendi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, kullanildiklar1 sektorlere gore cesitli
bicimlerde simiflandirilabilmektedirler. En yalin halde madenlerin siniflandirilmasi

Cizelge 2.1°deki gibidir (Bagirsak¢i 2000).
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Cizelge 2.1. Madenlerin Siniflandirilmasi (Bagirsak¢1 2000)

MADENLER
Enerji Enerji Kaynag Olmayan Madenler
Kaynag Olan | Metal Madenler Sanayi Madenleri
Madenler
Ham Petrol Temel Diger Demir- Endiistriyel Tasocak ve
Metaller Metaller Celik Hammaddeler | insaat
Hammaddeleri Malzemeleri
Dogal Gaz Altin Kalay Demir Kil Traverten
Bitiimlii Sist Glimiis Pirit Magnezyum Kaolen Diyabaz
Tas Komiirii Bakir Titan Bentonit Mermer
Linyit Kursun Civa Bor Tuzlan Granit
Asfaltit Cinko Vanadyum Manyezit Kalter
Uranyum Aliiminyum | Arsenik Zimpara Dolomit
Antimuan Barit Kalsit
Kobalt Kiikiirt Bazalt
Molibden Fosfat
Telliir Alunit
Tantal Tuz
Krom Diatomit
Platin Perlit
Bizmut Trona
Asbest
Grafit

Madencilik; maden niteligindeki yerkabugunda bulunan her ¢esit faydali minerallerin
bulunup ¢ikarilmasi, isletilmesi, degerlendirilmesi, gelistirilmesi, nakledilmesi, ¢ikarilan
cevherin kirma, eleme, 6giitme, siniflandirma, flotasyon, rafinaj gibi bir dizi prosesten
gecirilerek hazirlanmasi ve zenginlestirilmesinin yapilmasi ¢alismalarini kapsamaktadir

(Bagirsake1 2000; DPT 2007; Tuna 2011).

Insanoglu ile diger canllar arasindaki en 6nemli fark, hammaddelerden bir seyler
iiretebilme kabiliyetidir. Insanlar tarafindan farkli amaglar icin kullanilan yer
kabugunun, ulasilabilen yerlerinde veya iginde bulunan her sey hammaddeler olarak
adlandirilmaktadir. Insanlar tarih 6ncesi devirlerden itibaren de madencilige baslamistir.
Tarih Oncesi devirler, tun¢ devri ve maden devri olarak bilinmektedir. Bu devirlerde
zengin bilesikleri ile dogada bulunan ve ilk islenen maden bakirdir. Bunu takip eden
donemlerde insanlar, kursun, ¢inko, tung ve en sonunda demir-gelik iiretimine ge¢cmistir

(Erdogan 2008; Tuna 2011).
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2.2. Diinya ve Tiirkiye’de Madenler

Diinya maden rezervlerinde 6nemli pay1 olan ayni zamanda maden iiretiminde de rol
oynayan lilkelerin basinda ABD, Cin, Giiney Afrika, Kanada, Avustralya ve Rusya
gelmektedir. Diinya ticaretinde madencilik iiriinleri arasinda, ihracat degerlerine gore
ham petrol, demir dis1 metaller ve endiistriyel mineraller 6nemli yere sahiptir. Maden
aramaciligina en ¢ok yatirim yapan iilkelerin basinda ise yine ABD, Kanada ve
Avustralya gelmektedir. Bu durum {ilkelerin gelismisligi ile birlikte maden potansiyeli

ile de ilgilidir (Weatherstone 2008; Tuna 2011).

Cok cesitli cevher iiriinleri ve mineralleri iireten ABD, diinyanin lider madencilik
iilkesidir. ABD; altin, bakir, giimiis, ¢inko, molibden ve komiir ile, manganez ve
titanyum disinda hemen hemen biitiin 6nemli metallerin iireticisidir. Diinyanin 6nde
gelen madencilik iilkelerinden bir digeri de Kanada’dir. Ulke, altin, nikel, bakir, ¢inko,
kursun, demir cevheri ve yakin zamanlarda elmas olmak iizere, c¢esitli Onemli
madenlerin iireticilerinden ve ihracatcilarindan birisidir. Bir¢ok madenin {iretimi
acisindan diinyanin en onemli {ilkesi konumunda olan Cin’in, dlgek ve biiyiiklik
acisindan madencilik endiistrisi de, iiretim istatistikleri eksik olsa da, diinyada 3. sirada
yer almaktadir. Elmas, nikel, bakir, komiir, altin, platinyum grubu metaller, kalay ve
boksit olmak flizere, cesitli iirlinlerde kiiresel Ol¢ekte lider olan 6nemli bir mineral
tireticisi de Rusya’dir. Avustralya; diinyanin en biiyiik boksit, elmas, ilmenit ve zirkon
ireticisidir. Ayrica O6nemli miktarda komiir, demir cevheri, altin, uranyum, ¢inko,
kursun ve giimiis iiretmektedir ve madenlerin ¢ogunda hemen hemen kendi kendine
yetecek kadar sanshidir. Giiney Afrika ise; elmas, uranyum, bakir ve kobalt ile fosfatlar
disinda, Afrika’da bulunan hemen hemen tiim metal ve minerallerin iiretiminde lider
tiretici durumundadir (Haselip 2006; Torun ve Avsaroglu 2008; Weatherstone 2008;
TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010; Tuna 2011).

Tirkiye ise cografik biiyiikligl, jeolojik yapisi ve c¢esitli yer alti kaynaklarinin
olusumuyla olduk¢a zengin maden rezervlerine sahiptir. Tiirkiye’nin maden potansiyeli

genel olarak; “cesitlilik agisindan zengin, ancak birka¢ 6rnek disinda diinya Glgeginde
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rezervleri simrl” olarak tamimlanmaktadir. Ulkemizde hemen her tiirden maden
varligima rastlanmaktadir. Bununla birlikte Tiirkiye’nin zengin oldugu madenler
arasinda ise ilk siray1 diinya rezervlerinin %72’sini olusturan bor mineralleri almaktadir

(TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010; Tuna 2011).

Tiirkiye metalik madenlerde dnemli bir potansiyele sahiptir. Ozellikle altin, ¢inko,
kursun, bakir, krom ve giimiis bunlar arasinda en Onemlileridir. Fakat iilkemiz enerji
hammaddeleri acisindan zengin kaynaklara sahip degildir. Bunun yani sira en dnemli
mineral kaynaklar1 arasinda olan trona, mermer, feldspat, algitasi, pomza, perlit,
stronsiyum ve kalsit ile Tiirkiye diinyanin sayili zengin ({ilkelerinden birisi
konumundadir. Bunlarla birlikte {ilkemiz, endiistriyel bir hammade olan manyezit
yoniinden de Cin, Rusya, Brezilya ve Kuzey Kore’den sonra en biiylik manyezit
yataklarina sahip 5. iilke konumundadir. Ayrica ham manyezit iiretimi baz alindiginda
iilkemiz, Cin’den sonra diinyanin ikinci biiylik iiretici iilkesidir. Cin, ham manyezit
iiretimi bazinda bakildiginda iilkemizin 4 - 5 kati arasinda iiretim degerine sahiptir.
Ancak isin ticari boyutuna bakildiginda, son yillarda Cin’in iiretiminin biiylik kisminin,
kendi i¢ piyasasinda tiikkenir hale geldigi bilinmektedir (DPT 2007; Tejerina et al. 2008;
TBMM Arastirma Komisyon Raporu 2010; Tuna 2011). Onemli endiistriyel
hammaddelerde diinyada ilk 3 sirada yer alan iilkeler Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Endiistriyel Madenlerde Diinyadaki Ik Ug Ulke

Endiistriyel Birinci % | Ikinci % | Ugiincii % | Toplam %
Madenler

Kil Amerika 72 Avrupa Birligi 12 Senegal 4 88
Grafit Cin 60 Hindistan 16 Brezilya 10 86
Feldspat Avrupa Birligi 60 Tiirkiye 10 Tayland 7 77
Barit Cin 55 Hindistan 12 Amerika 7 74
Perlit Avrupa Birligi 54 Amerika 19 Japonya 10 83
Bor Tiirkiye 53 Amerika 21 Arjantin 12 86
Florspat Cin 51 Meksika 17 Avrupa Birligi 7 75
Zirkon Avustralya 49 Giiney Afrika 28 Amerika 10 87
Bentonit Fas 49 | Cin 18 | Israil 4 71
Fosfor Amerika 44 Avrupa Birligi 24 Rusya 6 74
Vermikulit Giiney Afrika 43 Amerika 22 Ukrayna 14 79
Talk Cin 37 Avrupa Birligi 16 Amerika 11 64
Manyezit Cin 32 Tiirkiye 22 Avrupa Birligi 21 75
Kaolin Avrupa Birligi 31 Amerika 28 Brezilya 19 78
Elmas (Kiymetlitaglar) Rusya 30 Botsvana 24 Kanada 13 67
Potas Kanada 30 Avrupa Birligi 17 Beyaz Rusya 16 63
Jips Avrupa Birligi 23 Amerika 18 fran 11 52
Tuz Avrupa Birligi 22 Amerika Cin 18 60
Siilfur Amerika 19 Kanada 17 Cin 16 52
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2.3. Manyezit

2.3.1. Manyezitin tarihcesi

Manyezit minerali bulunmadan 6nce 1795 yilinda J. E. Delanetherie, Magnezyum
Karbonat, Siilfat, Nitrat ve Klorit gibi tuzlara “Manyezit” adin1 vermistir. A. Brongmart
ise ayni terimi magnezyum karbonat ve silikatlar i¢cin kullanmig, 1803 yilinda “C. F.
Ludwing Moravia”da tabii magnezyum ve 1808 yilinda “D.L.G. Karsten” magnezyum
karbonata “manyezit” adin1 vermistir. Manyezitin, metalurjik igslemlerde refrakter olarak
kullaniligina ait ilk bilgiler, 1866-1868 yillarina aittir. 1890 yilinda manyezit, Avrupa’da
Besemel ve agik firinlarda astar olarak kullanilmaya baslanmig, 1913 yilinda
Pensilvanya’da (ABD), dolomitten magnezya (MgO) iiretimi yapilmis, 1885 yilinda
Fransa’da deniz suyundan magnezyum hidroksit ¢okeltilerek, sentetik manyezit elde
edilmistir. M.T.A. Enstitiisti raporlarina gore, Tiirkiye’de manyezit aramalar1 ilk olarak
1808 yilinda “Fransa Elektore Coulant” firmas: tarafindan Sakarya’da yapilmustir. ilk
manyezit liretimi ise 1929 yilinda baslamis, 1962 yilina kadar artarak devam etmis,
1962 yilindan itibaren siiratle artmistir. Kalsine manyezit tiretimi 1940 yilinda baslamas,
1964 yilina kadar 6nemli bir artig gostermemis, bu tarihten itibaren iiretimin arttigi
gozlenmistir. 1960’11 yillarda Eskisehir merkez ilge Sepetei koyii ve Marg1 (Kozlubel)
koylinde, Fransiz ve Avusturyalilar tarafindan Kalsine manyezit iretmek amaciyla bir

tesis kurulmasina karsin, glintimiizde bu tesisler aktif degildir (DPT 2001; Topak 2006).

2.3.2. Manyezitin tanimi, manyezitin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri

Manyezit; formiilii MgCOs olup, teorik olarak bilesiminde %52,3 CO,, %47,7 MgO ve
¢cok az miktarda Fe,O; bulunan, sertligi 3,4-4,5 ppm arasinda, 6zgil agirhigr 2,9-3,1
gr/cm olan bir mineraldir. Rengi beyaz, sar1 veya gri ile kahverengi arasinda degisir
(Sekil 2.1). Manyezit sert ve kompleks bir mineral olup, serpantin veya benzeri
kayaclarin bozunma {iriiniidiir. Dogada kriptokristalin (jel/amorf) ve kristalen (iri
kristalli) olmak tizere iki sekilde bulunur. Kriptokristalen manyezit, genellikle saf olarak

bulunmakla beraber, bir miktar demir, kire¢, aliimin ve pek az serbest silis karisimi
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icerebilir. Cevherin kalitesi de icerdigi bilesiklerin miktarlarina gore artar ya da azalir

(Topak 2006; Cakir 2007).

Kalsit ve dolomit’te oldugu gibi, manyezit 1sitilinca CO, igerigini kaybetmektedir
(dekompoze olmaktadir). Manyezit 700 ile 1000°C arasinda 1sitilinca kostik kalsine
manyezite, 1450-1750°C arasinda yapilan 1s1l iglemi ile %0,5 CO, ihtiva eden, olduk¢a
yogun ve sert bir bilesen olan sinter manyezite, %0,1’in altinda Fe iceren saf manyezit,
elektrik firmlarinda 1700°C’nin Ustiinde 1s1l isleme tabi tutulunca, ¢cakmaktasina benzer
yogun bir madde olan ergitilmis magnezyum oksite déniismektedir. (Ozkdk 2005;
Topak 2006; Cakir 2007).

Magnezyum, gerek metal olarak ve gerekse de bilesik halinde giiniimiiz teknolojisinin
onemli bir hammaddesini olusturur. Magnezyum tiikketimi, en ¢ok MgO, MgCl,,
Mg(OH),, MgSO4 vb. magnezyum bilesikleri seklinde gerceklesmektedir. Biitiin
bunlarin basinda toplam diinya tiiketiminin %80’ini kapsayan sinter manyezit yiiksek
ergime noktasi nedeni ile refrakter malzeme endiistrisinin en Onemli kaynag:
durumundadir (Cakir 2007). MgO ve diger magnezyum bilesiklerinin en Onemli
kaynagi manyezittir. Manyezit bir magnezyum karbonat minerali olup tabiatta sik

rastlanan bilesiklerden birisidir (Sha-Sha et al. 2011).

Sekil 2.1. Manyezitin Genel Gorliniisii



2.3.3. Tiirkiye’de manyezit yataklar:

Tiirkiye, manyezit potansiyeli agisindan 160 milyon/ton rezervle, diinyada sirasiyla Cin,
Kuzey Kore, Eski Sovyetler Birligi Devletleri, Brezilya ve Avusturya gibi iilkelerin
ardindan 5. sirada bulunur ve diinya toplam rezervinin %4,12’sini igerir (Sekil 2.2).
Manyezit madenlerinin, diinyadaki toplam iiretiminin %44’ ise Cin’de yapilmaktadir

(Sha-Sha et al. 2011).

Ulkemizde, 65 milyon ton ile toplam rezervinin %28’ini iceren, Kiitahya-Eskisehir-
Bursa Bolgesi’ndeki ocaklar; Balikesir-Bursa, Bilecik, Afyon, Polatli ve Kiitahya ile
sinirlanmis alan i¢inde kalir. Toplam rezervin %50’sine sahip olan Konya-Giineydogu
Anadolu Bolgesi’ndeki ocaklar; Konya-Fethiye ve Adana-Gaziantep illerini ig¢ine alan
kistmda bulunur. 10 milyon ton rezerve sahip olan I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
Bolgesi’ndeki ocaklar ise; Erzincan, Erzurum, Cankiri, Corum ve Yozgat illerinde

bulunur (Ozkok 2005; Cakir 2007).

4%
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Sekil 2.2. Tiirkiye Manyezit Rezervlerinin Diinyadaki Dagilimi (Ozkdk 2005).
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2.3.4. Manyezitin kullanim alanlar

Sinter manyezit, manyezitin 1750°C 1s1 civarinda sinterlenmesi ile elde edilir. Diinyada
sinter manyezitin %751 manyezit mineralinden iretilmektedir. Sinter manyezit
tiretiminin hemen hemen tamamina yakin kismi, refrakter endiistrisinde, bazik refrakter
tugla olarak tiiketilir. Kostik kalsine manyezit 900°C civarinda kalsinasyon islemiyle
elde edilir. Hayvan yeminden, uranyum karbonat liging sistemlerine kadar genis bir

tiikketim alam vardir (Y1ldiz ve Erdogan 1995; DPT 2001; Ozkok 2005).

Manyezitin kullanim alanlar1 asagida verilmistir:

e Tarim endiistrisinde, ince dane seklinde hayvan yemine katki,

e Iri taneli olanlar giibre endiistrisinde, kok olusturmayan ince tozlar seklinde olanlar
tozsuzlastirma malzemesi,

e Insaat endiistrisinde aski taban, izolasyon insaat bloklar1 ve hafif yapi elemani

e llag endiistrisi ve tipta,

e Genel kimya endistrisinde magnezyum bilesiklerinin iiretimininde baslangig
malzemesi olarak,

o Lastik ve plastik endiistrisinde, stabilizatér madde, vulkanizor madde,

o Kagit endiistrisinde,

e Otomotiv yaglarinda, hizli ¢alisan motorlar i¢in etkin olarak asitlerin
noétrlestirilmesinde katki maddesi,

e Uranyum cevherlerinden uranyum oksit eldesindeki karbonat devrelerinde, absorbent

ve katalizor olarak kullanilmaktadir.

Uretilen manyezit cevherinin, %10 oranindaki ham manyezit ise, magnezyum tuzlari ve
baz1 ilag yapimu ile ¢imento, kagit ve seker sanayiinde kullanilir (Ozkok 2005; Carretero

and Pozo 2010).
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Magnezyum bilesiklerinin kullanim alanlart;

> Magnezyum Karbonat: izolasyon, lastik, miirekkep, cam, seramik, boya, eczacilik
ve kozmetik sanayi.

» Magnezyum Hidroksit: Eczacilik ve seker rafinasyonu.

» Magnezyum Kloriir: Magnezyum metal tiretimi, tekstil, kagit, seramik ve ¢imento.
> Magnezyum siilfat: Eczacilik, suni giibre sanayi (Yildiz ve Erdogan 1995; Ozkok
2005; Carretero and Pozo 2010).

Manyezit mineralinin dogada bu sekillerde kullanilabilir formuna rastlamak oldukca
zordur. Ciinkii herhangi bir yabanci elementin, manyezit igerisinde %1 oranindan az
veya ¢ok bulunmasi, manyezitin bugiinkii teknoloji ile ekonomik olarak degerlendirilip,
degerlendirilemeyecegini belirleyebilmektedir. Manyezit igerisinde, bu belirtilen
orandan daha fazla bulunan ve madenin ekonomik degerini 6nemli derecede diisliren
kirletici maddelerden biri ve en onemlisi ise, kalsiyum karbonattir (Yildiz ve Erdogan

1995; DPT 2001; Cakir 2007).

2.4. Karbonath Bilesiklerden Olan CaCQO; Nedir?

Karbonatlar, yaygin halde bulunan 6nemli bir mineral grubudur ve karbonik asidin
(H,CO3) metalik tuzlaridir. Karbonatlar kristal yapilarina gore bazi alt gruplara
ayrilirlar. Kalsit grubu denilen grup, heksagonal kristal yapi gosterir. Bu grubun
baslicalar1 kalsit [CaCOs3]; dolomit [CaMg(COs),]; magnezit [MgCOs]; siderit [FeCOs];
rodokrosit [MnCOs] ve smitsonit [ZnCO;]’tir. Kalsit; kirectasi, mermer ve tebesir
seklinde 6nemli kaynaklar halinde bulunur ve dolomitle beraber 6nemli bir yapi
malzemesidir. Biitiin karbonatlar ihtiva ettikleri metaller i¢in birer cevher
durumundadir. Meseld magnezya, manyezitten elde edilir. Karbonatlar baglica
magnezyum, demir, mangan, c¢inko, baryum, stronsiyum, kursun ve kalsiyum

karbonatlar olarak bilinmektedir.
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Kalsiyum karbonat, halk arasinda kire¢ tasi olarak bilinen, bir tiir kimyasal bilesiktir.
Bir kalsiyum ve bir karbon, ii¢ oksijen atomu igerir ve bilesik formiilii CaCO;
seklindedir. Bu bilesik dogada en fazla eski kayaglarda ve deniz kabuklarinda bulunur.
Kalsiyum karbonatin dogada bulundugu kayaglar i¢inde ise en yogun bilinenleri,
aragonit, kalsit, vaterit, tebesir, kire¢ tasi, mermer, traverten ve manyezittir (Annisimov

2012).

Kalsiyum karbonatin genel goriiniisii beyaz bir toz veya tas seklindedir. Onemli bir
karakteristik ozelligi de, HCI asit gibi giiclii asitlerle karsilastiginda CO, gazini agiga

¢ikarmasidir.

CaCO3(k) + 2HC1(S) — CaClz(S) + COz(g) + HzO(S)

Yine 840 °C'ye kadar 1sinan kalsiyum karbonat, karbon dioksit agiga ¢ikarir ve entalpi

178 kJ/mol enerjisiyle kalsiyum oksit ve karbon dioksit olusur:

CaCOs3; — CaO + CO,

Ayrica dogada karbonatlar, biyolojik aktivitenin, 6zellikle mikrobiyolojik aktivite
sonucunda da dogrudan ya da dolayli olarak kolayca pargalanabilmektedir (Golubic and
Schneider 1979). Bu kimyasal ayrigimin temeli, asit soliisyonundaki karbonatlarin

karars1z olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ornegin;

CaCO; + H+ — Ca*?' + HCO?
HCO > + H+ — H,CO;
H,CO; — H,0 + CO; 1

Ca(HCOs),, CaCOs ile karsilastirildiginda, yiiksek ¢oziiniirliigiinden dolayi, zayif asit
soliisyonunda bile ¢6ziinmeye baglar. CaCO; kuvvetli asit ¢ozeltilerinde, hizli bir

sekilde ¢Oziiniir ve 3. denklemde gosterildigi gibi CO, gazinin uzaklastirilmasi bu



20

olayin nedenidir. Buradaki biyokimyasal tepkimeler ile ¢dziinemeyen karbonatlari
¢oOziinebilir hale getirebilme, asit metabolik atiklari {ireten, herhangi bir mikroorganizma
sayesinde miimkiin olmaktadir. Hatta sadece solunum sirasinda metabolik olarak

tiretilen CO; de bu etkiye sahip olabilir.

CO, + H,O — H,CO;
H,CO; + CaCO; — Ca*' +2HCO

Kalsiyum karbonat, mermer, tebesir ve kire¢ tas1 gibi farkli malzemelerin tiretiminde
yogun olarak kullanilir. Ayni sekilde boya malzemelerinin iiretilmesinde yogun olarak
bu bilesikten yararlanilir. PVC {iretiminde de kullanilan kalsiyum karbonat, seramik
yapiminda, c¢elik ve cam endiistrisinde, kire¢, ¢imento ve har¢ iretiminde de

yararlanilan bir molekiildiir (Banks et al. 2010; Annisimov 2012).

Tim bunlarin yan1 sira kalsiyum karbonatin canli organizmalarla da iliskisi
bulunmaktadir ve deniz kabuklulari, mercanlar, kokolitler ve eksoskeletonlarin iginde
biyomineral olarak yer alir. Buna karsin dogada kire¢ tasi olarak bulunan kayalardaki
kalsiyum karbonatin bozunmasini, sediment ve maden yataklarimin olugmasmi da
gergeklestiren organizmalar bulunmaktadir. Bu canlilar 6zellikle bakteriler, mantarlar,
algler, siingerler ve yumusakcalardir (Kato 2002; Ehrlich and Newman 2009; Gadd
2010)

2.5. Canh-Cevre Iliskileri

Canlilarin c¢esitliligini, yapilarin1 ve ¢evre ile iligkilerini arastirmak, canli bilimcilerinin
en 6nemli konularini olugturmaktadir. Canlilarin yagam alanlari, onlarin hem ¢esitliligi
hem de yapilan iizerine 6nemli etkiler olusturmaktadir. Canlilarin yasam alanlar ise,
biyosfer olarak tanimlanmaktadir. Mikroorganizmalar biyosferde; jeotermal menfezler,
magaralar, buzullar, kaplicalar, okyanuslar, derin denizler, tuz golleri, akarsular,
batakliklar, toprak ve madenler olmak iizere bir¢ok alanda kolonize olabilmektedirler

(Schlegel 1985; Hasenekoglu ve Yesilyurt 2002; Baris 2008; Becerra-Castro et al.
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2012; Jareonmit et al. 2012; Maynaud et al. 2012). Giinlimiizde biyosferin birgok farkli
alanlarinda, mikrobiyolojik ¢aligmalar yapilmaktadir (Adigiizel 2006). Ortam sartlarinin

ekstrem oldugu bu alanlarin secilmesinin sebepleri ise;

*

¢ Bu bolgelerde bulunan mikroorganizmalarin 6nemli adaptasyon yeteneklerine sahip
olmasi,

% Bu alanlarin yeterince arastirilmamis olmasi ve bunun sonucunda da biyolojik
cesitliligi hakkinda yeterince bilginin bulunmamasi,

% lizole edilen mikroorganizmalarin, metabolizmalarindaki farklihiklar ile

enzimlerinin ve metabolik iiriinlerinin ¢esitli amaclar i¢in kullanimlarinin bulunmasi

olarak siralanabilir (Satarayana et al. 2005; Acar 2009).

Mikroorganizmalar igerisinde, en iyi adaptasyon yetenegine sahip olan grup ise
bakterilerdir. Mikroorganizmalar ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiiciik canlilar olup
bakteriler, mantarlar, protozoalar, mikroskobik algler ile yine mikroskobik olan, ancak
hiicre yapisinda olmayan, canli ve cansiz arasindaki sinirda kabul edilen viriisleri igerir.
Mikroorganizmalar, hayvan ve bitki gibi makroorganizma hiicrelerinden farklidirlar.
Bitki ve hayvan hiicreleri dogada tek baslarina yasayamazlar ve hayvanlarin organ
sistemleri veya bitkilerin yapisal kisimlarinda oldugu gibi sadece ¢ok hiicreli yapilarin
birer parcasi olarak bulunurlar. Aksine, mikroorganizmalarin ¢ogu, ayni veya farkl tip
olsun, biiylime, enerji liretimi ve {lireme gibi yasamsal siiregleri diger hiicrelerden
bagimsiz olarak yerine getirirler. Mikrobiyal hiicreler c¢ok hiicreli organizmalarin
hiicreleriyle, birgok ortak biyokimyasal 6zellige sahiptir. Gergekten biitlin hiicrelerin
ortak pek c¢ok ozelliligi mevcuttur. Ustelik mikrobiyal hiicreler laboratuvar kiiltiiriinde
olduke¢a yiiksek yogunluklara ulasabilirler ve biyokimyasal ile genetik calismalar i¢in
uygundurlar. Tiim bu 6zellikler mikroorganizmalari, insan dahil yiiksek organizmalarda
hiicre islevinin anlasilmasi bakimindan miitkemmel modeller yapmaktadir (Madigan and

Martinko 2010).

Mikroorganizmalarin bir¢gogunun, ¢evremizdeki canli organizmalar ve kimyasallarin

dengesinin devamlilig1 i¢in hayati katkilar1 vardir. Suda yasayan mikroorganizmalar,
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okyanuslarin, gollerin ve nehirlerin besin zincirlerinin temel halkasini1 olustururlar.
Toprakta yasayan mikroorganizmalar atiklarin pargalanmasina, toprak, su ve havadaki
kimyasal elementlerin dongiisiine yardimci olurlar. Kisaca mikroorganizmalarin
diinyamizdaki yasamim devaminda ¢ok onemli rolleri vardir. Insanlar ve bir¢cok hayvan
bagirsaklarindaki sindirim i¢in, metabolizmalarinin gereksinim duydugu B vitamini gibi
bazi vitaminlerin sentezi i¢in mikroorganizmalara ihtiya¢ duyarlar. Mikroorganizmalar,
organik asitler, aseton, bir¢ok ila¢c ve enzimler gibi kimyasal bilesiklerin sentezinde,
sirke, yogurt, ekmek ve peynir yapimi gibi gida endiistrisinde de kullanilmaktadir. Buna
ek olarak, antibiyotikler veya insan proteinlerinin iiretimi gibi pek c¢ok biiyiik dlgekli

endiistriyel islemler de, mikroorganizmalara dayalidir (Ozkan 2009).

Mikroorganizmalar, diinya iizerinde bitki ve hayvanlarin ortaya ¢ikisindan milyonlarca
yil once olugmuslardir. Bu nedenle mikroorganizmalarin evrimsel gesitliligi yiliksek
organizmalarinkinin ¢ok Otesindedir. Bu biiyiik ¢esitlilik, mikroorganizmalara bazi
milkemmel  ozellikler kazandirmaktadir.  Ornegin, mikroorganizmalar yiiksek
organizmalar i¢in uygun olmayan yerlerde yasayabilmekte ve c¢esitli fizyolojik
yetenekleri onlari, diinyanin en iyi kimyacilar1 yapmaktadir (Madigan and Martinko

2010).

Yer altt kaynaklarina bakildiginda ise; dogal mikrobiyal biyokiitle dagilimi ve
mikrobiyal topluluk yapist biiyiik 6l¢lide bilinmemektedir. Mikroorganizmalar, su ile
smirlt olan kirik yiizeylerde yogunlagsmaktadirlar. Bu bdlgelerdeki jeokimyasal
farkliliklar ~da  mikrobiyal dagilimi  etkilemektedir.  Heterojen  yapilarda
mikroorganizmalar daha fazla oranda yer almaktadir. Yer alt1 kaynaklarinin porozite ve
gecirgenligi de mikroorganizmalarin hareketini etkilemektedir. Yer alti kaynaklarindaki
mikrobiyal 6zellikler ile bu bolgelerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri arasindaki iliski;
tabakalarin derinlikleri ve jeolojik agidan ortam sicakliginin belirli periyotlarla sabit
kalmasina baglidir. Ozellikle Giiney Afrika madenleri derin biyosferlerin arastirilmasi
icin oldukca 6nemli kaynaklardir. Bu bolgelelerde anaerobik mikrobiyal aktivite 6nemli
ol¢iide gerceklesmektedir. Yer altindaki derin kaya catlaklarinda, kimyasal proseslerden

enerjilerini elde eden kemolitotrof mikroorganizmalar da bulunmakta ve pirit-kalsit



23

minerallerinden sirasiyla siilfiir ve karbon kaynaklar1 kullanmaktadirlar. Ayrica
mikroorganizmalar ¢esitli madenlerin ticari olarak degerinin arttirilmasindaki biyoli¢
islemlerinde de kullanilmaktadir. Asidik maden drenajlarindan ve yer altindaki sizan
sulardan izole edilen ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar li¢ ortamlarinda bulunmaktadir.

(Rawlings and Silver 1995; Onstott 2003; Gabrielsen 2010).

Mikroorganizmalar, biyosferde jeolojik hareketlerde de dnemli gérevler iistlenmislerdir.
Biyolojik bozunmalar, biyokimyasal dongiiler, elementlerin biyotransformasyonlari,
coziinme olaylari, metal ve minerallerin transformasyonlar1 ile toprak-sediment
olusumlar1 gibi siirecler, mikroorganizmalar sayesinde gerceklesmektedir. Prokaryotik,
okaryotik ve yiiksek yapili organizmalarla iliski igerisinde olan tiim mikroorganizmalar
her tiirlii jeolojik olaylar i¢in aktif olarak katki saglamaktadir. Mikroorganizmalar yer
alt1 ve maden kaynaklarindaki metal ve minerallerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini
degistirerek, siirekli etkilesim halinde bulunurlar. Metal ve mineral bilesenler ise,
mikrobiyal biiylime, gelisme ve aktivite kaynagii olustururlar. Jeomikrobiyoloji,
jeolojik proseslerde mikroorganizmalarin rolii olarak tanimlanabilir. Metal-mineral-
mikroorganizma iligkisinin, temel mikrobiyolojik biyomineralizasyon siiregleri ve
jeomikrobiyoloji  ¢ercevesinde Onemi oldukca biiyiiktiir. Biyomineralizasyon,
jeomikrobiyoloji ile ortiisen disiplinler arasi ¢aligma alanidir. Mikroorganizmalarin etki
ettikleri en onemli biyomineraller; kalsiyum karbonath bilesikler, silikatlar ve demir
oksitler ya da siilfitler olarak bilinmektedir. Yer alti kaynaklarinda, toprak ve
sedimentlerde ve madenlerdeki mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen metal ve
minerallerin, biyokimyasal doniisiimleri biyosferdeki siireclerin dnemli bir pargasini

olusturmaktadir. (Gadd 2010).

Yapilan arastirmalar, diinya iizerindeki toplam mikrobiyal hiicrelerin ve 0Ozellikle
prokaryotlarin (bakterilerin) tahmini sayismm 5 x 10° hiicre seviyelerinde oldugunu
gostermektedir. Olduke¢a cok sayisinda bulunan bu kiigiik hiicrelerdeki toplam karbon
miktar1 diinya {lizerindeki tiim bitkilerinkine esittir. Ayrica, prokaryotik hiicrelerdeki
toplam azot ve fosfor igerigi, tiim bitki biyokiitlesindekinin 10 katindan fazladir.

Boylece, prokaryotik hiicreler kii¢iik olmalarina karsin diinya iizerindeki biyokiitlenin
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bliyiik boliimiinii olustururlar ve yasam i¢in gerekli temel besinlerin anahtar depolaridir.
Benzer carpici bir durum da prokaryotik hiicrelerin cogunun diinyanin yiizeyinde degil,
bunun yerine okyanus ve karasal yiizeylerin altinda bulunduklarinin anlagilmis
olmasidir. Bu habitatlar nispeten kesfedilmemis olduklarindan, mikrobiyologlarin
diinyada baskin olan yasam formlar ile ilgili kesfedecekleri ve 6grenecekleri daha ¢ok

seyin bulundugunu goéstermektedir (Madigan and Martinko 2010).

2.6. izole Edilen Bakterilerin Tamilanmasi ve Karakterizasyonu

Sistematik; organizmalarin, bilimsel bir ¢alisma ¢ergevesinde tanilanarak ve karakterize
edilerek, diizenli bir sekilde simniflandirilmasi veya organizmalarin cesitliligi ve
iliskilerinin incelenmesi olarak tanimlanir. Taksonomi, sistematik terimi ile sinonim
olarak kullanilir. Karakterizasyon da, genellikle tanilama ile karistirilmaktadir.
Mikroorganizmalarin siniflandirilarak, taksonomideki yerlerinin belirlenmesine tani,
tanilanmis  mikroorganizmalarin  kendine has  0Ozelliklerinin  belirlenmesine
karakterizasyon, birbirleri ile akrabalik ve benzerlik derecelerinin ortaya konulmasina

ise, filogeni denilmektedir (Triiper and Schleifer 2006).

Glniimiizde tespit edilen canlilar, rRNA analiz verilerine gore ii¢ domaine
ayrilmaktadir (Sekil 2.3). Bunlar; ger¢ek bakteriler (6bakteriler, Bacteria), antik
bakteriler (arkeanlar, Archea) ve Okaryotlar (Eukaryotes) olarak isimlendirilmektedir.
Mikroorganizmalarin tanilanmasinda kullanilan yontemler, konvensiyonel ve molekiiler
yontemler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bu yontemlerden niikleik asitlere (DNA ve
RNA) dayali yontemler molekiiler, digerleri ise konvensiyonel yOntemleri
olusturmaktadir. Bu iki yontemin birbirini destekledigi veriler ideal sonuglar olarak

yorumlanmaktadir (Adigiizel vd. 2009; Madigan ve Martinko 2010).
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Sekil 2.3. Karsilastirmali rRNA gen dizilemesi ile tanimlanmis filogenetik yasam agaci
(Madigan ve Martinko 2010).

2.7. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Konvensiyonel Yontemler

Mikroorganizmalarin tanisi, modern molekiiler biyoloji teknikleri gelisinceye kadar,
klasik metotlara gore yapilmistir. Mikroorganizmalarin daha ¢ok fenotipik karakterleri
hakkinda bilgi veren, morfolojik (hiicre sekli, bliytikliigii, hareketliligi, flagel olusturup
olusturmadigi, spor olusturup olusturmadigi, hiicresel inkliizyonlar, renk, koloni
morfolojisi, Gram boyanma o6zelligi), biyokimyasal, fizyolojik ve patolojik
ozelliklerinin belirlenmesi konvensiyonel yoOntemler olarak adlandirilir. Bitki ve
hayvanlarla karsilagtirildiginda, mikroorganizmalarin morfolojileri saglam  bir
siniflandirmaya temel olusturmak ve giivenilir tanilama icin oldukca yetersizdir. Bu
yontemlerin; daima alternatif olarak tani sistemlerine ihtiya¢ duymasi, fazla isgiicline
neden olup uzun zaman almasi, daha ¢ok cins diizeyinde bir tan1 yapip, az sayida
fenotipik Ozellik tespit edilmesi nedeniyle, mikroorganizmalar arasindaki farkliliklari
ortaya koymada oOzellikle tiir ve tiir alt1 taksonomik gruplari belirlemede yetersiz
kalmasi ve alinan sonuclarin farkli yorumlara agik olmasi gibi bir¢ok dezavantaji vardir
(Miller and Joaquim 1993; Koike et al. 1999; Hasenekoglu ve Yesilyurt 2002; Adigiizel
2006).
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2.7.1. Koloni morfolojisi

Eger bir bakteri, uygun bir kat1 besi yerinde ve uygun kosullarda (1s1, siire, rutubet,
oksijen, vs.) gelistirilirse, kisa bir zaman i¢inde gozle goriilebilen y1gin, kiime (koloni)
meydana getirir. Bakteri tiirleri, kendilerine 6zel, renk, koku, biiytikliik ve yapida koloni
ler olustururlar. Bu karakterler, hiicrenin genetik kontrolii altindadir. Koloninin
biiylikliigii ve sekli, uygun kosullar (besi yerinin bilesimi, oksijen, 1s1, vs.) altinda
tiirlere 6zel bir karakter tasir. Bu 6zellikler organizmalarin karakterizasyonunda dnemli

rol oynamaktadir (Baris 2008; Arda 2012).

2.7.2. Hiicre morfolojisi

Bakteri hiicresinin sekli, boyutu ve capi, bakteriyoloji biliminde oldukc¢a 6nemlidir.
Bakteriler olduke¢a kiigiik organizmalar olduklarindan, bu 6zellikleri ancak mikroskop
altinda incelenebilir. Bakteriler, hiicre sekilleri bakimindan yuvarlak, ¢omak, sarmal
bicimli ve pleomorfik (degisik bi¢imli) olarak ayrilmaktadirlar ve bu o6zellikler

tanilamada, onemli kriterler arasindadir.

Bakteri hiicre boyu ve ¢ap1 da oldukca Onemli karakterizasyon parametreleridir.
Bakterilerin biiyiikliikleri, morfolojilerine ve ait olduklar1 cinslere gore degismekte ve

genellikle, mikrometre (um) ile belirlenmektedir (Arda 2000).

2.7.3. Spor boyama

Ozellikle Bacillus ve Clostridium cinsi bakteriler elverissiz ortam sartlarinda, uzun siire
canli kalabilmek i¢in kurumaya, radyasyona, 1siya, asitlere ve kimyasal dezenfektanlar
gibi faktorlere karsi direngli yapilar tretirler. Bu yap1 endospor olarak adlandirilir ve
bakteriyal hiicre igerisinde gelisir. Endosporlar, eliptik kiire bi¢iminde, bakteri
hiicresinden daha kiiciik veya daha biiyiik olabilirler. Hiicre i¢inde, endospor durumu

karakteristiktir ve merkezi, ugta ya da uca yakin bir sekilde lokalize olabilmektedir.
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Endospor olusturabilme, bakteri sistematiginde Onemli bir O6zelliktir. (Harley and

Prescott 2002).

2.7.4. Biiyiime sicakhiklary, pH araliklar: ve oksijen ihtiyaclari

Bakteri sistematiginde kullanilan en 6nemli fizyolojik 6zellikler, bakterilerin gereksinim
gosterdikleri fiziksel olan parametrelerdir. Fiziksel gereksinimler, bakterilerin
gelisebildikleri sicaklik araliklari, pH araliklart ve gelisme sirasinda oksijene olan

ihtiyaglar1 olarak sistematikte kullanilan 6nemli kritelerdir (Diilger 2003).

2.7.5. Gram reaksiyon testi

Bakteriler, fiziksel ve kimyasal olarak birbirlerinden ayrilirlar ve belirli bir boyama

islemi icin farkli reaksiyonlar verebilirler. Bu durum diferansiyel boyamanin esasidir.

Gram boyama yontemi, ilk olarak 1853-1938 yillar1 arasinda yasayan, Danimarkali
doktor ve bilim adami olan Christian Gram tarafindan gegeklestirilmis ve
bakteriyolojide oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Gram boyama bakterileri hiicre
duvar 6zellikleri yoniinden, Gram pozitif ve Gram negatif olarak iki gruba ayirmaktadir

(Harley and Prescott 2002).

Bakterilerin Gram o6zelliklerinin arastirilmasinda diger bir yontem ise, %3’liik KOH ile
bakteri hiicre duvarlarinin muamaele edilmesidir. Bu test sonug¢larinin yorumlanmasi ile
Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tespit edilmektedir (Adigiizel 2006; Baris
2008).

2.7.6. Katalaz, oksidaz, amilaz ve nitrat rediiksiyon testleri

Bakteriler, ¢esitli biyokimyasal aktivitelerini, (bliylime ve ¢ogalma) ¢evrelerinden elde

ettikleri besinleri kullanarak gerceklestirirler. Bakteri hiicresinin iginde veya digsinda
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meydana gelen biyokimyasal doniisiimler, biyolojik katalizorler olan enzimler
tarafindan yonetilir. Bakteriler, bu enzimleri kullanarak karbohidratlari, yaglari,
proteinleri ve ¢esitli  bilesikleri  parcalamaktadirlar.  Ozellikle bakterilerin
gergeklestirdikleri, biyokimyasal aktiviteler sonucunda, yan iiriin olarak ortaya ¢ikan
maddeler tam1 ve karakterizasyon agisindan olduk¢a onemlidir. (Harley and Prescott

2002; Diilger 2003; Narayanasamy 2010).

Katalaz testi; Bazi bakteriler oksijenin indirgenmesi reaksiyonlarinda, hidrojen
peroksit (H,O,) ve siliperoksit (O, ") iireten flavoproteinleri igerirler. Fakat bu bilesikler,
gliclii okside edici ve hiicre bilesenlerine hizli bir sekilde zarar veren ajanlardir. Bakteri,
kendi hiicresini de bu sekilde olusan oksijen {iriinlerine kars1 korumasi gerekmektedir.
Bircok bakteri, 6zellikle de zorunlu aerop ve fakiiltatif anaerop bakteriler bu savunma
mekanizmas1 igin siiper oksitlerin uzaklastirilmasinda siiperoksit dismutaz, hidrojen
peroksitin uzaklastirilmasinda ise, katalaz ya da peroksidaz enzimlerini kullanmaktadir.

Katalaz aktivitesi reaksiyonu;

20, +2H" = 0, + H,0, (siiperoksit dismutaz ile)

2H,0, = 2H,0 + O, (katalaz ya da peroksidaz ile)

Fakat zorunlu anaerop bakteriler, bu enzimlerden yoksundurlar ve oksijen iiriinlerinin
yok edilmesini tolere edemezler. Katalaz testi bakterilerin tan1 ve karakterizasyonunda

Oonemli bir yere sahiptir.

Oksidaz testi; Oksidaz enzimleri, aerobik solunum sirasinda elektron tasinimi
sistemindeki islemlerde 6nemli rol oynar. Sitokrom oksidaz, sitokrom C’yi indirgeyerek
oksidasyon sirasinda elektron akseptorii olarak oksijeni kullanir. Oksitlenmis sitokrom ¢

ve suya doniistiirtir. Oksidaz aktivitesi reaksiyonu;

2 indirgenen sitokrom C + 2H' + 150, > okside olmus sitokrom ¢ + H,O (oksidaz ile)
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Oksidaz testi, bakterilerin tan1 ve karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan énemli

bir yontemdir. (Harley and Prescott 2002).

Amilaz testi; Bircok bakteri, organik molekiilleri daha kiigiik molekiillere doniistiiren
enzimlere sahiptir. Nisasta molekiilii, dallanmamis glukoz polimeri olam amiloz ile
daha biiyilik dallanmis polimer olan amilopektin bilesenlerini icerir. Hem amilopektin
hem de amiloz, bakterilerin o—amilaz enzimleri ile dekstrin, maltoz ve glukoza hidrolize

edilirler. Amilaz aktivitesi reaksiyonu,

Nisasta molekiili > Dekstrin + Maltoz + Glukoz (amilaz ile)
(Amiloz + Amilopektin) H,O

Amilaz testi sayesinde, mikroorganizmalarin bu enzime sahip olup olmadiklarinin
aragtirillmasi, tanilama agisindan Onemli olup, bu test oOzellikle Bacillus cinsi

bakterilerde daha da 6nemlidir (Harley and Prescott 2002; Baris 2008).

Nitrat rediiksiyon testi; Bu test, nitratlar1 rediikte edebilen bakterileri belirlemede
kullanilir. Baz1 bakteriler, nitratlar1 (NO3’) rediikte ederek nitritlere (NO,") ve hatta daha
ileri basamak olan amonyaga (NH3) ve gaz nitrojene (N;) kadar ayrigtirabilmektedir
(denitrifikasyon). Olay, genellikle anaerobik kosullarda ve rediiktaz enzimlerinin
katalitik etkisiyle siirdiiriiliir. Bakterilerin bu 0Ozellikleri onlarin tanilanmasinda

kullanilir (Harley and Prescott 2002).

Nitratin nitrite rediiksiyonu;

NO; +2¢ +2H" > NO, +H,0
(nitrat) (nitrit)

Nitritin molekiiler nitrojene ayrigsmast,

NO, = NH;" 2> %N,
(nitrit) (amonyak) (molekiiler nitrojen)
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2.8. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Molekiiler Yontemler

Molekiiler biyolojideki hizli gelismeler, molekiillerin arastirilmasina imkan saglayan
yeni yoOntemlerin gelismesine yardimci olmustur. Tanilamada, mikroorganizmalarin
molekiiler igeriklerini esas alan tekniklere, molekiiler yontemler denilmektedir.
Molekiiler yontemler, karbohidratlari, lipitleri, proteinleri ve niikleik asit (DNA-RNA)
materyallerini kabul etmektedir. Bu materyallerin kullanilmasi ile mikroorganizmalarin
tanilar1 yapilmaktadir. Mikrobiyal c¢esitliligin belirlenmesinde klasik olan morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal yontemlerin yanisira, kullanilan molekiiler teknikler arasinda
PCR teknigi ile gen amplifikasyonu ve genomik parmak izi analizleri (Randomly
Amplified Polimorphic Detection = RAPD, Restriction Fragment Length Polymorphism
= RFLP, Repetitive Extragenic Palindromic = REP-PCR, Enterobacterial Repetitive
Intragenic Consensus = ERIC-PCR, Ribozomal DNA = rDNA-PCR, BOX-PCR,
Spesifik PCR vb.), 16S rRNA analizleri, yag asit profilleri (Mikrobiyal Identifikasyon
Sistemi=MIDI), serolojik teknikler (Agliitinasyon, Immunofluorescence, Dot
Immunobinding Assay, Immuno Blot, Radioimmunoassay ve Enzim-Linked
Immunosorbent Assay = ELISA), kantitatif DNA hibridizasyonu, gibi yoOntemler
bulunmaktadir (Eerola 1988; Mosivand et al. 2009). Bu teknolojilerin kullanilmasi ile
mikroorganizmalar, tlir ve tiir alt1 diizeyde daha giivenilir bicimde tanilanabilmektedir.

(Giimiigel 2002; Chelius and Moore 2004; Adigiizel 2006).

Molekiiler yontemlerin her biri, kisa zamanda ¢ok sayida Ornek igin tlir ve tiir alti
seviyede tanilamaya olanak saglamaktadir. Molekiiler teknikler, giivenilir olmasi, kolay
uygulanabilirligi, hizl1 sonug¢ vermesi ve ¢ok sayida mikroorganizmanin tanisina imkan
saglamasindan dolay1 hemen hemen tiim arastirma ve tani laboratuarlarinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Durmaz 2001). Bu nedenle molekiiler teknikler; mikrobiyal
ekolojide, bakterilerin simiflandirilmast ve tanilanmasinda biiyiik 6neme sahiptir

(Durmaz 2012). Bu amagcla kullanilan bazi molekiiler teknikler sunlardir:
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2.8.1. PCR teknigi ile gen amplifikasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR-PCR), DNA ve RNA dizilerinin, uygun primer
dizileri kullanarak, termal dongii cihazi ile ¢ogaltimi esasina dayanan bir yontemdir. Bu
teknikte, kullanilan hedef genetik materyaller, ¢ok az sayida ve hatta alakasiz bir¢cok
DNA’lar arasinda olsa bile kolayca c¢ogaltilabilir ve tanimlanabilir (Tirkyilmaz ve

Esendal 2002; Cetinkus 2007).

Tek bir hiicrede bulunan DNA veya RNA miktari, amplifikasyon reaksiyonu i¢in yeterli
olur. Bu yontem DNA'da mevcut mutasyonlarin ve polimorfizmlerin tanisinda ve
patojen organizmalara ait DNA'min varligin1 gostermede biiyiik kolaylik saglar. Ayrica
temel molekiiler biyolojide karmasik analitik ve sentetik protokollerin
kolaylastirilmasinda yararlidir (Mueller et al. 2001; Tiirkyilmaz ve Esendal 2002; Nybo
2009).

PCR, DNA’nin 6nemli 6l¢iide saflastirilmasini gerektirmedigi icin, niikleik asitlerle
calismada harcanan zaman ve emegi azaltmakta ve hiicresiz klonlama (cell-free

molecular cloning) olarak da adlandirilmaktadir (Saiki vd. 1988; Mueller et al. 2001).

PCR tekniginde kullanilan enzim, Tag polimeraz diye adlandirilan ve Thermus
aguaticusdan izole edilen 1s1ya dayanikli DNA polimerazdir. Bu enzimin kullanilmasi
cesitli kolayliklar saglamaktadir. Enzim, yiiksek 1sida sentezi gerceklestirdigi igin,
baslatict oligoniikleotidlerin kismi benzerlik (homoloji) tasiyan bolgelere, yanlis
baglanma olasiligin1  azaltmakta ve her donglide yeni enzim ilavesini
gerektirmemektedir (Saiki vd. 1988; Mueller et al. 2001; Rittie and Perbal 2008; Nybo
2009).

PCR teknigi li¢ asamadan olusmaktadir;

1. DNA c¢ift sarmalinin yiiksek 1s1yla ayrilmasi (denatiirasyon)
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2. Homolog DNA ve RNA dizilerine sentetik oligoniikleotitlerin baglanmasi
(primerlerin baglanmasi)

3. DNA’nin enzimatik aktivite ile sentezlenmesi (DNA zincirinin uzamast).

Dongii sayisi n ise, teorik olarak ¢ogaltilan molekiil sayis1 2™dir. Boylece her DNA
molekiilii, 20 dongiide yaklasik olarak bir milyon DNA molekiilii olusturmaktadir
(Mueller et al. 2001; Cetinkus 2007; Nybo 2009).

Hedef DNA dizisinin in vitro olarak enzimatik amplifikasyonunu saglayan PCR
yontemi, bir¢ok aragtirma laboratuarinda kullanilan oldukc¢a giivenilir ve biiyiik dneme
sahip molekiiler biyolojik bir tekniktir (Gérmez 2011). Otomatik termal dongii
cihazinda gergeklesen, her reaksiyonda meydana gelen DNA zincirinin ¢ogaltilmasi

Sekil 2.3’de gosterilmektedir.

PCR: Poluneraz Zmew Reakstyonu
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Sekil 2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Gérmez 2011).
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2.8.2. Genomik parmak izi analizleri

Farkli bakteriler arasindaki genetiksel iligkinin, ortaya konulmasinda, yaygin olarak
genetik profillerinin  belirlenmesi ile genomik parmak izi analiz yOntemleri
kullanilmaktadir (Barig 2008). PCR temelli parmakizi analiz yontemlerine RAPD-PCR,
BOX-PCR, ERIC-PCR, REP-PCR, (GTG)s-PCR gibi 6rnekler vermek miimkiindiir. Bu
yontemlerin her birinin, siirli bir gruptan, biitiin canlilarin akrabaliklarin1 belirlemeye
kadar genis bir kullanim alan1 bulunmaktadir (Khoodoo and Jaufeerally-Fakim 2004;
Adigtizel 2006; 2009).

Bu tekniklerden AP-PCR tek bir primer kullanilarak gerceklestirilen rastgele cogaltilmis
polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigidir (Adigiizel 2006).

Yapilan arastirmalar sonucunda, organizmalarin biiyilik boliimiiniin genomlarinda bir¢ok
tekrarli repetitive DNA dizisinin bulundugu tespit edilmistir. Hiicre bdliinmesinde,
fonksiyonu oldugu disiiniilen bu diziler, zirai, c¢evresel, endiistriyel, kliniksel
bakterilerin tiir, alt tiir, biovar ve hatta patovar seviyesinde tanisi, siniflandirilmasi ve
karakterizasyonunda kullanilmakta olup, rep-PCR genomik parmak izi analiz yontemi
olarak adlandirilmaktadir. Bu diziler, tekrarli ekstrajenik polindromik (REP),
enterobakteriyel tekrarli intergenik korunmus diziler (ERIC) ve ilk kez gram pozitif bir
bakteri olan, Sreptococcus pneumonia’da tanilanan box A, box B, box C alt
tinitelerinden olusan BOX elementleri ve 35-40 bp uzunluguna sahip GTGS
sekanslarindan olugmakta olup, bu yontemlerin tiimiine birden rep-PCR adi

verilmektedir (Rademaker et al. 1997; Bulut 2003; Adigiizel 2006; Laciar 2006).

rep-PCR yontemi ekosistemdeki gesitliligi arastirmada, izolatlar arasindaki filogenetik
iliskiyi ortaya koymada ve genetiksel olarak birbiriyle yakin olan mikroorganizmalari
ayriminda oldukga etkin ve basit bir yontemdir (Rademaker et al. 1998; Adigiizel 2006;
Brujin 2011).
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2.8.3. 16S rRNA veya 16S rDNA analizleri

Mikroorganizmalar arasindaki filogenetik akrabalik derecesini belirlemek amaciyla 16S
evrensel primerleri kullanilarak, 16S rRNA/rDNA analizleri yapilmaktadir. Taksonomik
bir materyal olarak 16S rRNA baz dizisinin kullanilmasi, kiiltiire edilmemis
mikroorganizmalarn siniflandirilmasinda ve tiim O&bakterilerle iliskili patojenlerin
tespitinde, bilim diinyasina biiylik avantajlar saglamistir. (Adigtizel 2006;2009; Siala et
al. 2009).

Bakteri genomunda 16S rRNA geninde, degisen (9 adet) ve degismeyen (8 adet)
bolgeler bulunmakta olup, tiir bazindaki teshislerde degisken bolgeler kullanilmaktadir.
(Gray et al. 1984). Bu gen yaklasik olarak 1500 niikleotidden olusmakta ve her
mikroorganizma i¢in belirli bir gen dizisi bulunmaktadir. Bu dizi i¢indeki 10-15
niikleotidde gozlemlenen farklilik, tiir ayiriminin yapilabilmesine olanak saglamaktadir
Prokaryotlarda rRNA (rDNA) operonu (rrn); 16S, 23S, 5S rRNA’lar ile sik tekrarlanan
coklu operon bolgelerini icermektedir (Adigiizel 2006; Irenge and Gala 2012).

Ribozomal RNA ve bununla ilgili olan rrn genlerinin, giiglii evrimsel ve biyomarker

olarak yaygin bir sekilde kullanilma nedenleri sunlardir:

¢ Ribozomal RNA’larin, tiim organizmalar ic¢in yapisal ve fonksiyonel olarak
korunmus ve protein sentezi i¢in gerekli olmasi,

¢ Ribozomal RNA’larin kolay bir sekilde tespit ve izole edilmeleri,

+ Primer ve sekonder yapilarinda, yiiksek oranda korunmus bolgeleri icermeleri,

% Bir¢ok prokaryotik genlerle yatay gen transferi gostermemeleri ve bundan dolay1

rRNA’lar arasindaki iligkiyi evrimsel olarak yansitmalaridir.

Mikrobiyal ekoloji ¢aligmalart i¢in, bu 6zellikler rRNA’lar1 sadece yaygin kullanilan
biyomarker olarak degil, ayn1 zamanda oldukc¢a biiyilk ve kesfedilmemis karasal
ortamlardaki kompleks cesitliligin arastirilmasinda arag olarak gdostermektedir (Head et

al. 1998). Ozellikle 16S rRNA bélgesi iizerinde daha yogun calismalar yapilmakta ve
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bakteriyel tani, tarama uygulamalar1 ve bir tiir igerisindeki izolatlarin ayirimina yonelik
calismalarda, biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir (Baris 2008; Madigan and Martinko
2010).

2.8.4. Yag asit profilleri (Mikrobiyal Tamilama Sistemi=MIS)

Bakterilerin tanimlanmasinda, kisa zincirli yag asitleri (ugucu yag asitleri), uzun
zamandir yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarda genellikle tek ve cift
sayili karbon (C;,-Cy) igeren yag asitleri bulunmaktadir (Seget- Piotrowska and Mrozik
2003). Yag asitleri (CH3-(CH;),-COOH); mikroorganizmalarin hiicrelerinde, sitoplazma
ve diger hiicresel organellerin ¢ift tabakali membranlarinda; fosfolipid, glikolipid veya
lipopolisakkarit formunda bulunan hidrokarbon yapisindaki makro molekiillerdir. Bu
metod bakteriyal lipidlerin hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna dayanir. Karboksilik
gruplarin metilasyonu, yag asitlerinin metil esterlerini (FAME) {iretir ve bunlar gaz
kromotografisi (GC) ile analiz edilir (Sekil 2.4). Bu teknik yag asiti metil esterin,
FAME seklinde kisaltilmasi ile adlandirilir ve patojenlerin veya diger zararh
bakterilerin rutin olarak teshisinin yapildig1 klinik tani, halk sagligi, gida ve sulari
inceleyen laboratuarlarda genis bir kullanim alanina sahiptir (Sasser 2001; Buyer 2006;

Cetinkus 2007; Madigan ve Martinko 2010).
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Sekil 2.5. Bakteri tanilanmasinda kullanilan yag asit metil ester analizi (FAME)
(Madigan and Martinko 2010).
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2.8.5. DNA hibridizasyonu

Niikleik asit hibridizasyonuyla da bakteriler arasindaki genetik iliski (yakinlik veya
uzaklik) saptanabilir. {lk kez tanis1 yapilacak olan bakteri tiirlerinin tespitinde, en ¢ok
faydalanilan parametre, genomlar arasindaki DNA benzerligidir. Bir bakterinin DNA
slispansiyonu yavas yavas 1sitilirsa, bazlar arasindaki hidrojen baglar1 ¢oziiliir ve iki
poliniikleotid iplik¢igi birbirlerinden ayrilir (DNA denatiirasyonu). Eger soliisyon yavas
yavag sogutulursa, baglar karsilikli olarak tekrar kurulur ve DNA orijinal ¢ift iplik¢ikli
formuna kavusur (renatiirasyon). Tiim bu asamalarda, isaretli problar (spesifik DNA baz
ciftlerine baglanan ve tipik olarak 6-18 baz uzunlugunda kii¢iik bir DNA molekiilii)
kullanilir ve en son asamada isaretli molekiiliin baglandig1 hibridizasyon bolgeleri
saptanir. Bu durumdan yararlanilarak, DNA hibridizasyon testi yapilmaktadir.
Birbirlerine baz siralar1 ne kadar ¢ok yakin ise, DNA+DNA hibridizasyon orani da o
derecede yiiksektir. Boyle bir durum, bu iki bakterinin ayni tiir veya ayni cinsin iki tiiri
oldugunu kanitlar. Yapilan birgok calisma sonucunda, tam olarak tanimlanmis bir¢ok
tiiriin strainleri arasinda optimum hibridizasyon sartlar1 uygulandigr zaman %70 den
fazla bir benzerligin olustugu gézlemlenmistir. (Ozerol 1997; Arda 2000; Diilger 2003;
Adigiizel 2006; Kadayifcilar 2007).

2.8.6. Serolojik teknikler

Serolojik metotlar; antijen-antikor iligkisine dayanan testleri igermektedir. Antijen;
sicakkanli canlilarin savunma (bagisiklik) sistemini harekete geciren, yabanci
molekiiller (protein, niikleik asitler, polisakkarit, lipid vb.) ya da bu molekiilleri tagiyan
madde, organ veya mikroorganizmalardir. Antikor; bagisiklik sistemi tarafindan,
antijenlere tepki olarak iiretilmis ve antijenler ile 6zgiil olarak birlesebilen proteinlerdir
(immunoglobulin proteinler) (Sahin 2000; Adigiizel 2001). Mikroorganizmalarin

tanisinda kullanilan serolojik testler:
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Agliitinasyon testi; Antikor igeren antiserum ile antijen, bir siispansiyon iginde
karistirilinca, kendi antijenlerine baglanan antikorlarin, biiyiik kiimeler olusturarak

gozle goriiliir bir bigimde ¢okelmesi esasina dayali bir testtir (Sahin 2000).

Immunofluorescence (IFA) testi; Bu teknikte ilk Once antijene spesifik antikor,
fluorochrome bir boya ile birlestirilmekte ve daha sonra antijen-antikor reaksiyonu, UV

151k mikroskobunda incelenmektedir (Sahin 2000).

Dot Immunobinding Assay (DIA) testi; Membran (nitroseliiloz/naylon) iizerine tespit
edilen antijenlerin, enzim konjuge edilmis antikorlar ile muamele edilmesi ile olusan

antijen-antikor kompleksinin incelenmesi esasina dayanmaktadir (Sahin 2000).

Immunoblot testi (Western Blot); Antijen molekiillerinin yapisal protein olmasi
durumunda kullanilan bir tekniktir. Once, canli hiicreler parcalanarak toplam protein
izolasyonu yapilmaktadir. Bu proteinlerin, molekiil agirliklarina goére poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) birbirlerinden ayrilmasi saglandiktan sonra, nitroseliiloz
membrana aktarilmasi ger¢eklesmektedir. Membran iizerindeki proteinler, isaretlenmis

antikorlarla muamele edilerek sonuglar yorumlanmaktadir (Sahin 2000).

Radioimmunoassay (RIA) testi; Sert yilizeylere kodlanmis antijenlerin, radyoizotopla
isaretlenmis olan antikorlar ile baglandiktan sonra GAMA-spektrofotometrede

saptanmasi ilkesine dayanmaktadir (Sahin 2000).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) teknigi; ELISA plateler iizerine
kodlanan antijenlerin, enzim kodlanmis antikorlarla tespit edilerek, substrat ile
reaksiyona sokulmasi sonucu, elde edilen pozitif reaksiyonlarin, renklenmesinin
ardindan, okunmasina olanak saglayan bilgisayar kontrollii bir sistemdir. ELISA; hizli
sonu¢ vermesi, yiiksek duyarlilik ve Ozgiilliige sahip olmasi, ¢ok sayida oOrnekle
calisilmaya imkan saglamasi ve ucuz olmasi gibi nedenlerle, diger testlerden daha {istiin
ve ¢alismalarda daha ¢ok kullanilan tekniktir (Lelliott and Stead 1987; Giilliice vd 1996;
Adigiizel 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Manyezit Madeni Orneklerinin Alinmasi

Bu c¢alismada, Erzurum-Askale smirlart igerisindeki, ii¢ farkli manyezit maden
ocagindan Ornekler (madenin kendisi, madenin ¢ikarildig1 yerdeki toprak ornegi ve
madenin yikamasinin yapildig1 su 6rnegi) alinmis ve steril tlipler icerisinde laboratuara
getirilmistir. Bakteri izolasyon calismasi yapilincaya kadar, buzdolabinda (+4°C)

muhafaza edilmistir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir:

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)
Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Magnetik Karigtirici (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)
pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A.)
Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Beko MD1505, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

Dikey Tiip Karistirict (GFL 3025, GERMANY)

Santrifiij (Hettich Mikro 22R, GERMANY)
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Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIDI, Inc., Newark, GERMANY)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayict (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

Jel Gortintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)
Buz Makinesi (Scotsman AC45, ITALY)

3.1.2. Kullanilan cozelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Arastirma siiresince, kullanilan c¢ozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanis sekilleri

asagidaki gibidir:

1. %0,85’lik NaCl c¢ozeltisi: 8,5 mg NaCl 1 L saf suda ¢oziilerek otoklavda steril
edildi.

2. Nutrient broth (NB): 13 g nutrient broth icerigi (Oxoid) 1 L saf su igerisine eklendi.

Besiyeri otoklavda steril edildi.

3. Tripticase soy broth (TSB): 30 g tripticase soy agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su

igerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi.

4. Nutrient agar (NA): 28 g nutrient agar karigimi (Oxoid) 1 L saf su igerisine ilave
edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril
petrilere dokiilerek katilagsmaya birakildi.

5. Tripticase soy agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karigimi (Oxoid) 1 L saf su
icerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan

sonra steril petrilere dokiilerek katilagmaya birakildi.

6. Yeast Extract Calcium Carbonate agar (YDC- agar): 5 g maya ekstrakt, 10 g
glikoz, 6 g CaCOs ve 10 g agar karisimi 500 ml saf su icerisinde ¢oziilerek, besiyeri
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otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiildii ve
katilagmaya birakildi.

7. Magnesium Carbonate agar: 5 g maya ekstrakt, 10 g glikoz, 6 g MgCO;ve 10 g
agar karistimi 500 ml saf su igerisinde ¢oziilerek, besiyeri otoklavda steril edildi. 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiildii ve katilagmaya birakildi. Bu
besiyeri YDC-agardan modifiye edilmistir.

8. Nitrat besiyeri: 1 L distile suya 10 g pepton (Difco), 5 g NaCl, 2 g KNO3 ve 3 g
agar katildi ve agar ¢oziiliinceye kadar karisim kaynatildi. pH’st NaOH ile 7’ye
ayarlanarak 3 er ml’lik tliplere aktarilip agizlar1 pamuk tikaglarla kapatildi. Besiyeri

iceren tiipler otoklavda 121°C de 15 dakika steril edildi.

9. Nutrient strach agar (NAS): 23 g nutrient agar (Difco) ve 10 g %1’lik nisasta 1 L
saf su igerisine konularak otoklavda 121°C de 15 dakika steril edildi. Sterilizasyon
sonrasinda 45-50°C ye kadar sogutulan besiyeri steril petrilere dokiilerek ve katilasmasi

saglandi.

10. Nutrient broth + agar (yar1 kati nutrient agar): 13 g nutrient broth’a (Oxoid) 6 g
agar (Difco) aktilarak 1 L saf su igerisine eklendi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril deney tiiplerine alinarak katilasmaya birakildi

(Arda 2000).

11. LB Agar: 35 g LB agar (Sigma) tartilarak 1 L saf su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 7,4’e
ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra

steril petrilere dokiildii ve katilasmaya birakildi.

12. LB Brouth: 20 g LB broth (Sigma) tartilarak 1 L saf su igerisinde ¢oziildi. pH’s1
7,4’e ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi. Sivi besiyeri oda 1sisinda

bekletildi.
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13. Stok Besiyeri: 0,65 g nutrient broth karisimia 36 ml gliserol eklendikten sonra
son hacim saf su ile 100ml’ye tamamlandi. Magnetik karistiricida karistirilan besiyeri,
otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik eppendorf tiiplerine 1,2 ml
konularak hazirland1 (Adigiizel 2006).

14. %3’liik KOH cozeltisi: 3 ¢ KOH 100 ml steril saf su icerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.

15. Kristal violet: 2 g kristal violet, 20 ml %95°lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim
steril saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Amber sise i¢cinde buzdolabinda muhafaza edildi

(Harley and Prescott 2002).

16. Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 0,5 g KI tartildi, toplam hacim steril saf su ile 100
ml’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and

Prescott 2002).

17. Safranin: 1 g safranin, 10 ml %95’lik etil alkolde ¢oziildii ve son hacim steril saf
su ile 100 mI’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley

and Prescott 2002).

18. Malasit yesili: 5 g malasit yesili, 100 ml steril saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi ve
amber sise icerisinde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002).

19. %5’lik H,O, cozeltisi: 17 ml %30’luk H,O,’in hacmi steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

20. STE (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH: 8) c¢ozeltisi: 1,21 g Tris,
1,75 g NaCl ve 3,72 g EDTA saf su igerisinde ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 8 olana kadar

titre edildi. Toplam hacim 200 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edildi.
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21. TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g
EDTA saf su igerisinde ¢oziildii ve pH 8’e ayarlandi. Son hacim 250 ml’ye
tamamlanarak otoklavda steril edildi (Adigiizel 2006).

22. SM NaCl cozeltisi: 29,22 g NaCl’lin 100 ml saf su igerisinde ¢oziilmesiyle

hazirlanarak otoklavda steril edildi.

23. 1XTE (10mM Tris, 1ImM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 0,24 g Tris ve 0,074 g EDTA
saf su igerisinde ¢oziildii ve pH’s1 8 e ayarlandi. Son hacim 200 ml’ye tamamlanarak

otoklavda steril edildi.

24. %10 luk SDS cozeltisi: 10 g SDS nin 100 ml saf su igerisinde ¢oziinmesiyle
hazirlandi. Cozelti otoklavda steril edildi ve agz1 iyice kapatilarak, oda sicakliginda

muhafaza edildi.

25. Dimetil siilfoksit (DMSQO): %100’liik DMSO (Sigma) 2ml’lik eppendorf tiiplere

aktarilarak, kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

26. %10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl cozeltisi: 80
ml saf su igerisinde once 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢oziindiikten sonra
karisima 10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Toplam hacim 100 ml ye

tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi.

27. Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform

ve 1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi.

28. Kloroform: izoamilalkol (24:1) c¢ozeltisi: 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol

karigtirtlarak hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi.

29. %70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml ye

tamamlandi. -20°C’de muhafaza edildi.



43

30. Proteinaz K: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde

hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi.

31. Bovine serum albumin: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum

albumin olacak sekilde hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi.

32. 5XTBE Tamponu (pH: 8): 54 g Tris, 27,5 g borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA 500 ml
steril distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra karisimin pH’s1 8’e ayarlandi ve toplam

hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamland.

33. 5XTAE Tamponu (pH: 8): 24,2 g Tris, 5,71 ml glasial asetik asit,10ml 0,5 M
EDTA, 500 ml steril distile su icerisinde homojenize edildikten sonra karigimin pH’s1 8

e ayarlandi ve toplam hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

34. 0,5XTBE Tamponu: 100 ml 5xTBE’nin hacmi steril distile su ile 1 L’ye

tamamlanarak hazirlandi.

35. 0,5XTAE Tamponu: 100 ml 5xTAE’nin hacmi steril distile su ile 1 L’ye

tamamlanarak hazirlandi.

36. Ethidium bromiir ¢o6zeltisi: 100 ml distile su icerisinde 1 g ethidium bromiir (10
mg/ml) magnetik karistirici kullanilarak iyice ¢oziildii ve amber sise icinde, oda

sicakliginda muhafaza edildi.

37. 6X yiikleme tamponu: 100 ml i¢in %100’lik gliserolden 40 ml alinip, 0,1 g
bromfenol blue ile karistirildi ve hacmi 1x TBE ile 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti

otoklavda steril edildikten sonra +4°C de muhafaza edildi.

38. Gitschier tamponu: 200 ml i¢in; 1 M (NH4),SOs’den 16,6 ml, 1 M Tris-HCI
(pH=8,8)’den 67 ml, 1 M MgCIl’den 6,7 ml, 0,5 M EDTA (pH=8,8 )’nin 1:100’liik
diliisyonundan 1,3 ml ve 14,4 ml B-mercapto-ethanol’un ticari soliisyonundan 2,08 ml

alinarak hazirlanan soliisyonun hacmi yaklagik 106 ml steril distile su ile 200’ml ye
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tamamlanarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilip, kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir. (Rademaker and Bruijn 1997).

39. Hiicre parcalama (saponification) c¢ozeltisi: 150 ml metil alkol (HPLC Grade) ve
150 ml steril saf su 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edildi ve kat1 formdaki 45 g
sodyum hidroksit (ACS Grade) eklendi. lyice ¢oziiliinceye kadar karistirilarak
hazirland1 (MIS 2005).

40. Metillestirme (methylation) c¢ozeltisi: 325 ml hidroklorik asit (6 N) ve 275 ml
metil alkol (HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢6zelti sisesi icerisinde iyice ¢oziiliinceye kadar
karistirilarak hazirland1 (MIS 2005).

41. Saflastirma c¢ozeltisi: 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade) 200 ml hexan
(HPLC Grade) iizerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine katildi. Iyice
¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlandi (MIS 2005).

42. Bazik yikama (Base Wash) ¢ozeltisi: Kati1 formdaki sodyum hidroksitten 10,8 g
alinarak (ACS Grade), 900 ml steril saf su icerisine eklendi. lyice ¢dziiliinceye kadar

kanistirildiktan sonra 1 L’lik renkli ¢6zelti sisesine aktarildi (MIS 2005).

43. Amfisilin Soliisyonunun Hazirlanmasi: 20 mg ampisilin (Fluka-10044) tartilarak
I ml su igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti 0,22 um c¢apindaki bakteriyolojik

filtreden gegirilerek steril edildi. Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

44. CaCl, Soliisyonunun Hazirlanmasi: 100 mM olacak sekilde 1,11 g CaCl,
tartilarak (Sigma-C5670) 100ml saf su icinde ¢oziildii. Agz1 pamuk tikacla kapatilarak

otoklavda steril edildikten sonra +4°C de muhafaza edildi.

45. X-gal Cozeltisi: 23,8 mg Xgal, 1 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti
0,22 um ¢apindaki bakteriyolojik filtreden gecirilerek steril edildi. Kullanilincaya kadar
-20°C’de muhafaza edildi.
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46. IPTG Cozeltisi: 40 mg IPTG tartilarak, 1 ml %100’likk Dimetilformamid ‘de
(Sigma-D4551) ¢oziildii. Hazirlanan ¢6zelti 11k almayacak sekilde -20°C’de muhafaza
edildi.

47. Kullanilan Kitler: pGEM®-T Easy Vector Sistemi (Promega-A1360), plazmit
DNA saflastirma kiti (Promega-A1330).

Primer calisma Kkonsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerleri
(nmol) / 0,1 (100 uM/ml) ¢6zmek i¢in katolog bilgileri dahilinde gerekli olan 1XTE
buffer miktar1 belirlenmis ve 100 pM/ml’lik stok hazirlanmistir. Buradan da
ClxV1=C2xV2 formiilii kullanilarak, 5 pM/ml lik primer c¢aligma soliisyonu
hazirlanmis ve PCR c¢alismasinda kullanilmak {izere -20°C’de muhafaza edilmistir

(Adigiizel 2006).

3.2. Yontem

3.2.1. Manyezit madeni mikroflorasindan bakterilerin izolasyonu ve muhafazasi

Uygun ortamlardan alian 6rnekler, 1 ml veya 1 g olacak sekilde hazirlanarak, 9 ml
steril %0,9’luk fizyolojik su igerisinde, 1-2 saat ¢alkalanarak homojenize edilmis, bir
seri diliisyon (10”’¢ kadarhik diliisyon serisi) hazirlanmuistir. Bu diliisyonlarin her
birinden iki paralel olmak {izere, flora bakterilerinin izolasyonu i¢in, TSA ve NA
besiyerlerine yayma ekim yapilarak, 32°C’de bir hafta siireyle etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi icerisindeki 1, 3, 5 ve 7. giinlerde, petri plaklarinda
gbézlemlenen farkli kolonilerin, saf kiiltiirleri elde edilmistir. Her bakterinin 24-48
saatlik saf kiiltiiriinden, bir 6ze dolusu alinarak igerisinde %18 gliserol ve nutrient broth
bulunan ependorf tiiplere 500°er ul aktarilmis ve karisim vortekslenmistir. Elde edilen
bu stok kiiltiirler kodlanmis (TB1-TB73) ve daha sonraki karakterizasyon islemlerinde

kullanilincaya kadar -86°C’de saklanmustir.
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3.2.2. izolatlarin CaCOyj iizerine coziicii 6zelliklerinin arastirilmasi

Elde edilen saf izolatlarin, CaCOj3’1 ¢ozmede etkili olup olmadiklar1 arastirilmistir. Her
bir bakteri izolatt YDC-agar besiyerine (Jabeen et al. 2012) ekilerek iki hafta siiresince

inkiibasyona birakilmis ve besiyerinde seffaflagan zon olusumu goézlemlenmistir.

3.2.3. izolatlarin MgCOs iizerine ¢oziicii 6zelliklerinin arastirilmasi

Elde edilen saf izolatlarin MgCO;’1 ¢6zmede etkili olup olmadiklar1 arastirilmistir. Her
bir bakteri izolati MgCOs igeren kat1 besiyerine ekilerek iki hafta siiresince inkiibasyona

birakilmis ve besiyerinde zon olusumu gozlemlenmistir.

3.2.4. Morfolojik Testler

3.2.4.a. Hiicre morfolojisi

Saflastirilan bakteriler, ¢izgi ekimle NA besiyerine ekilmis, 30°C’de inkiibasyona
birakilmistir. 24-48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden 6ze ile alinan hiicreler, lam {izerine
ilave edilen bir damla sdH,O igerisine aktarilarak lam yiizeyine homojen bir sekilde
lyice yayilmis, havada kurumasi i¢in bir siire bekletilmistir (Smear hazirlanmistir). Aym
preparat, kuruduktan sonra lamin alt yiizli alevden geg¢irilmek suretiyle bakteriler tespit
edilmistir. Preparat, kristal viyole ile basit boyama yapilarak (1-2 dk) bir siire
bekletilmistir. Siire sonunda, hiicre yapilar1 (yuvarlak, ¢ubuk veya spiral) mikroskop

altinda bakilarak kaydedilmistir (Adigilizel 2006; Harley and Prescott 2002).

3.2.4.b. Hiicre boyutlarinin belirlenmesi

Nutrient agar besiyerine ekilen bakteri kiiltlirlerinden, inkiibasyon siiresi sonrasinda

hazirlanan preparatlar, basit boyama islemi yapildiktan sonra mikroskop altinda
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immersiyon objektifinde gdzlemlenmis ve izolatlarin hiicre boyutlar1 okiiler mikrometre

yardimu ile hesaplanmgtir (Baris 2008; Ozkan 2009).

3.2.4.c. Gram reaksiyon testi

Bu test ile, bakteri hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi gergeklestirilmekte ve
bu amag¢ ile 2 farkli yontem kullanilmaktadir. Bu caligmada izolatlarin Gram

ozelliklerini belirlemek amaci ile her iki yontem de kullanilmastir.

Bu yontemlerden birincisi ve yaygin olarak kullanilani; temiz bir lam iizerinde, geng
bakteri kiiltiirinden hazirlanan smear, kristal violet ile 1 dakika boyanir. Bu boya
hiicreye niifus etmesiyle hem Gram (+) hem de Gram (-) bakteriler mor renkli boyanir.
Siirenin sonunda fazla boya hafif su akimi ile uzaklagtirilir. Preparatin {izerine liigol
eklenir ve 1 dakika bekletilir. Liigol bu asamada mordan olarak kullanilir. Liigol
uygulanan preparat %96’lik etil alkol ile dikkatlice yikanir. Alkol ile yikama sonrasi
Gram (+) bakteriler peptidoglikan tabakalarinin kalin olmasi nedeniyle kristal violet-
ligol kompleksini birakmaz ve mor renkli kalirken, Gram (-) bakterilerin dis
membranlart bozulur ve ince peptidoglikan tabakalar1 boyayr tutamadigi igin
renksizlesir. Yikama islemi sonrasinda saf sudan gecirilen preparat safranin ile 20
saniye boyanir. Boyama siiresi sonunda hafif su akimi ile yikanan preparat kurutularak,
immersiyon objektifinde inceleme yapilir. Mor renk Gram (+), pembe-kirmizi renk

Gram (-) olarak degerlendirilir (Harley and Prescott 2002; Ozkan 2009; Acar 2009).

Bu metodlardan ikincisi ise; Gram (-) bakterilerin %3’lilk KOH ile muamelesi sonucu,
hiicre duvarinin parcalanmasi ile sitoplazma ve niikleer materyalin agiga g¢ikmasi
nedeniyle, bir viskoz yapinin olugmasi esasina dayanir. Lam {izerine damlatilan %3’liik
potasyum hidroksit soliisyonu {izerine NA’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri
kiiltiirinden aliman bir 6ze dolusu bakteri KOH soliisyonu ile 5-10 saniye
karistirildiktan sonra 6ze yukariya dogru kaldirilir. Karisimda sakiz gibi bir uzamanin
olmast KOH pozitif, olmamas1 ise KOH negatif olarak degerlendirilmistir (Farrab and

Reboli 2006; Saygili vd 2006).
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3.2.4.d. Endospor varhgmnin ve hiicre icindeki yerinin belirlenmesi

Endospor durumlar1 igin, test edilecek olan izolatlar, NA besiyerine ekilmis, endospor
olusumuna neden olan stres sartlarinda (sicak-soguk, yaslanma, kuruma) bekletilmistir.
Bu kiiltiirlerden incelemek igin smear hazirlanmis ve hazirlanan smear kaynayan su
banyosu iizerine yerlestirilmistir. Preparatin iizeri malasit yesili ile tamamen boyanmus,
tizerine kurutma kagidi koyulmustur. Kurutma kagidinin siirekli olarak 1slak kalmasi
saglanarak 5-7 dakika malasit yesili ile boyama devam ettirilmistir. Siire sonunda,
preparatin iizerindeki kurutma kagidi kaldirilip preparat hafif su akimi ile yikanarak
fazla boya uzaklastirilmistir. Preparat, safranin ile 20-30 sn. kadar boyanmistir. Bu
karsit boya uygulamasindan sonra, preparat hafif su akim ile tekrar yikanip kurutulmus
ve immersiyon objektifinde endospor durumlart incelenmistir (Harley and Prescott

2002; Adigiizel 20006).

3.2.4.e. Hareketlilik testi

Izolatlar NB + %0,6 agar igeren tiiplere igne 6ze yardimiyla ekilerek bir giin inkiibe
edilmistir. Tiplerde olusan ekim c¢izgisine gore gelisim gozlemlenerek hareketlilik

durumu incelenmistir (Arda 2000; Temiz 2000; Barig 2008).

3.2.4.f. Kiiltiir ozelliklerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarmin kiiltiirel 6zelliklerini incelemek i¢in bunlarin kati ve sivi

ortamlardaki saf kiiltiirleri kullanilmustir.

Kat1 kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in izolatlar gelistikleri kat1 besiyerlerine 3-4 faz
cizgi ekim seklinde ekilmis, inkiibasyona birakilarak koloni meydana getirmeleri
beklenmistir. Olusan koloniler, mikroskopla incelenerek iistten goriintisleri, yliksekligi,

kenar sekilleri ve rengi tespit edilmistir (Temiz 2000; Baris 2008; Ozkan 2009).



49

Bakteriler sivi besiyerlerinde ise iistte pellikiil, dipte tortu veya ipliksi bir lireme
gosterebilmektedir. Sivi kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesinde izolatlar, nutrient broth
iceren s1vi besiyerlerine inokiile edilmis ve 24 saat boyunca gelismeleri saglanarak sivi

besiyerlerinde kiiltiir 6zellikleri tespit edilmistir (Arda 2000; Barig 2008).

3.2.5. Fizyolojik testler

3.2.5.a. izolatlarin gelisme sicakhklariin belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin biiyiime sicakliklarin belirlenmesinde nutrient broth besiyerleri
kullanilmigtir. Izolatlar bu besiyerlerine inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrede
ODgopo’de yapilan Slgiimler sonucunda izolatlarin maksimum, minimum ve optimum

biiylime sicakliklart belirlenmistir (Harley and Prescott 2002; Baris 2008).

3.2.5.b. Izolatlarin gelisebildikleri pH arahklarmin belirlenmesi

[zolatlarmn gelisebildikleri pH araligimin belirlenmesinde; farkli pH degerlerine (4; 5; 6;
7; 8; 9) sahip nutrient broth besiyerleri kullanilmistir. izolatlar, NB besiyerlerine
inokiile edilmis, inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrede (ODgoo’de) yapilan
Ol¢limler sonucunda, izolatlarin biiyiiyebildikleri maksimum ve mininmum pH araliklari

tespit edilmistir (Diilger 1997).

3.2.6. Biyokimyasal testler

3.2.6.a. Katalaz testi

Elde edilen bakteri izolatlarinin, katalaz enzimine sahip olup olmadiklar1 bu test ile
belirlenmistir. Bu enzim, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan hidrojen

peroksit (H,0,)’1 parcalayip, H,O ve O, gazma doniistiir ve O, gazimnin olusumu,
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kabarciklar seklinde gozlenebilir. Aerobik solunum yapan veya fakiltatif olan
mikroorganizmalarda bu enzim vardir. Bundan dolay1 NA’da gelistirilen 24-48 saatlik
bakteri kiiltiirtinden, bir 6ze dolusu alinarak lam {izerine konulmus ve iizerine bir damla
%5°1lik H,O, damlatilmistir. Kabarcik olusumu katalaz pozitif, olusmamasi ise katalaz

negatif olarak degerlendirilmistir (Arda 2000; Harley and Prescott 2002).

3.2.6.b. Oksidaz testi

Bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c proteinine sahip olup olmadiklari
bu testle belirlenmistir. Sitokrom ¢ proteini (oxidaz c), solunum olayinda gérev almakta
ve elektron transfer sisteminde, maddeleri birinden digerine indirgeme reaksiyonuyla
hiicresel enerji (ATP) olusumuna sebep olmaktadir. Test; organizmanin sitokrom-c
oksidase enzimine sahip olmast durumunda, bu enzimin reaksiyona girmesi sonucu
mavi renk olusturmasi esasina dayanir. Bu test i¢in %1 Tetra methyl-p-phenylendiamine
dihydrochloride igeren kit halindeki diskler kullanilmistir. Bu diskler 1 damla steril saf
su ile doyurulmus ve ilizerine NA besiyerinde gelistirilen 24-48 saatlik bakteri
kiiltiirtinden bir 6ze dolusu eklenmistir. Bakteride sitokrom c¢ proteini varsa, bu diskte
kodlu olan substratiyla reaksiyona girerek mavimsi mor bir renk olusumuna neden olur.
Bu durum oksidaz pozitif olarak degerlendirilmis, renk degisiminin goriilmemesi ise
oksidaz negatif olarak kaydedilmistir (Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006; Acar
2009).

3.2.6.c. Amilaz testi

Bu test, bakterilerin nisasta molekiiliinii pargalayarak amilaz enzimini icerip
icermediklerini tespit etmek icin gerceklestirilmistir. Elde edilen bakteriler NAS
besiyerine nokta ve/veya c¢izgi ekim yoOntemi ile inokiile edilmistir. 2-7 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda, petrideki bakteri kolonisinin etrafinda goriilen renk
degisimi (daha agik renk) amilaz pozitif olarak, renk degisiminin olmamasi ise amilaz

negatif olarak degerlendirilmistir (Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006).
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3.2.6.d. Nitrat rediiksiyon testi

Bu test, nitrat igeren bir besiyerinde (Nitrat besiyeri) anaerobik bir ortamda nitrifikasyon
yapabilen obligat aerop bakterilerin ortamdaki nitratt kullanip nitrit ve Nj’ye
indirgemesi ile gelismeleri, nitrifikasyon yapamayanlarin ise gelismemeleri esasina
dayanir (Adigiizel 2006). NA’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril
cubuk Oze ile tek bir koloni alinarak, nitrat besi yeri iceren tiiplere saplama ekim
yapilmig, lizerine 1 ml otoklavda sterilize edilerek sicakligi 50°C’ye diigtiriilmiis %3’ liik
su agari dokiilmiis ve 25°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Ortamin oksijenle
iliskisi kesilmis oldugundan, nitrifikasyon yapabilen bakterilerin besi ortamindaki
nitrattan faydalanarak gelismeleri pozitif, nitrifikasyon yapamayanlarin gelismemeleri
negatif olarak degerlendirilmistir (Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006; Ignjatov et
al. 2007). Ayrica bakterilerin gelisim gosterdigi bolgeye bagli olarak fakiiltatif aerop ve
fakiiltatif anaerop olarak kaydedilmistir.

3.2.7. Molekiiler Testler

3.2.7.a. Bakteri izolatlarinin yag asit profillerinin belirlenmesi

Saf kiiltiir olarak -86°C’de stoklanan bakteri izolatlarindan, yag asit metil ester
ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizi sistemin kullanma
klavuzunda verilen protokole gore yapilmistir. Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi
sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIDI, Inc., Newark, DE) ile kiiltiire
alinan izolatlarin yag asit profilleri belirlenmis, test izolatlar1 tanilanmaya g¢aligilmistir.

(Adigtizel 2006; Kotan vd 2009).

1. Tanilanacak bakterilerin standart besiyerinde (TSA) gelistirilmesi

Stoga alinmig olan kiiltiirlerden steril platin bir 6ze TSA kat1 besi yerine 4 fazl ¢izgi
ckim yapilmis, petriler 30°C’ye ayarli inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona

birakilmistir.
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2. Yag asidi metil esterlerinin saflagtirilmasi

Bakterilerin yag asitlerini saf olarak elde edebilmek i¢in 4 farkli ¢ozelti kullanilmistir
(Sahin 1999). Hazirlanan 4 ¢o6zelti ile izolatlarin yag asit metil esterlerinin

saflastirilmast metodu asagida belirilen sekilde gergeklestirilmistir.

1- Standart besiyerlerinde gelistirilen izolatlarin geng kiiltiirleri steril bir platin 6ze ile
toplanilarak steril cam test tiiplerine (5ml) aktarildi. Tiipler etiketlenerek agizlari sikica

kapatildi.

2- Her bir test tiipiine 1 ml ¢ozelti 1’den ilave edildikten sonra 5-10 saniye c¢alkalandi ve
5 dakika 100°C‘lik su banyosunda bekletildi. Tekrar 5-10 saniye ¢alkalanan test tiipleri
25 dakika boyunca 100°C¢lik su banyosunda inkiibasyona birakildi. Bu islem ile canli

hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin serbest kalmasi saglandi.

3- Test tiiplerine 2 ml ¢ozelti 2 eklendi ve 5-10 saniyelik bir ¢alkalamadan sonra
80°C‘de 10 dakika siireyle su banyosunda bekletildi ve hemen ardindan 2 dakika
siireyle buz veya soguk su igerisinde hizli bir sekilde sogutuldu. Bu uygulama ile
serbest yag asitlerine ester baglar1 ile metil eklenerek ve yag asitlerinden yag asit metil
esterleri elde edildi. Bu durum yag asitlerine yiiksek sicakliklarda uguculuk 6zelligi

kazandirir.

4- Sogutululan tiiplere 1,25 ml ¢ozelti 3 eklendi ve 10 dakika siireyle ¢alkalandi. Bu
asamada tiip icerisinde alt kisminda inorganik, iist kisminda da organik sivi fazlari
olmak iizere iki ayr1 faz olusmustur. Yag asit metil esterleri asidik fazdan ayrigsarak
organik faz bolgesinde toplandi. Bu nedenle pastor pipeti kullanarak tiiplerin alt

kismindaki asidik faz atild1 ve organik faz muhafaza edildi.
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5- En son asamada her tiipe 3 ml ¢ozelti 4 ilave edilip, 5 dakika siireyle calkalandiktan
sonra 10 dakika siireyle oda sicakliginda bekletildi. Cozelti 4, bazik bir ¢ozelti

oldugundan, serbest yag asit metil esterlerini daha saf elde etmemize yardimet oldu.

6- Tiip igerisinde yine iki ayr1 faz olustu. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri
iceren faz pastor pipeti ile alinarak 2 ml’lik gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildi.
Agizlan sikica kapatilan bu tiipler MIS cihaz1 {izerindeki 6rnek depolama tepsisine
yerlestirildi. Daha sonra MIS cihazi ¢alistirilarak, sistem kilavuzunda belirtildigi gibi
ornekler analiz edildi ve yiizde olarak en yiiksek tani1 sonucu verenler degerlendirildi

(MIS 2005).

3.2.7.b. izolatlarin baz1 genetiksel 6zelliklerinin belirlenmesi

1. Bakteri hiicresinden genomik DNA’larin izolasyonu

Arastirmada kullanilacak olan bakteri izolatlarindan DNA ekstraksiyonu, Adigiizel

2006 tarafindan modifiye edilen izolasyon metoduna gore asagidaki sekilde yapilmistir.

1. DNA’s1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine 3 faz halinde ekilerek petriler
28-32°C’ye ayarl inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir.

2. Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml’lik ependorflara 1000 pl STE (hiicre duvarini
pargalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak

igerisine 2-3 6ze dolusu bakteri kiiltiirii ilave edilmistir.

3. Tiipler 2500 rpm’de vortekslenerek homojenize olmalar1 saglanmistir.

4. Vortekslenen tiipler 10 000 rpm’de 10 dak siireyle santrifiijlendikten sonra tist faz

mikropipetle alinarak atilmig ve peletin tizerine tekrar 1000 pl STE tamponu eklenerek,
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10 dak 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem iist faz berrak olana kadar tekrar

edilmistir.

5. Santrifiij sonrasi, olusan list faz atilarak peletin {izerine 500 pul STE tamponu ilave
edildikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek (pipetaj) suretiyle tamponun

peletle iyice karigsmasi saglanmistir.

6. Tipler 75°C’ye ayarli su banyosunda 30 dak siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 15. dakikasinda tiipler alinarak 4-5 kez alt {ist edilerek tekrar

inkiibasyona birakilmistir.

7. Su banyosundan ¢ikartilan tiiplere 50 pl %10’luk SDS (proteinler arasindaki disiilfit
baglarini pargalar) ve 7 pl proteinaz K (proteinleri pargalar) eklenmis ve 40 °C’ye ayarli

su banyosunda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

8. Inkiibasyon sonras: tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak sekilde
5M NacCl ve 0,1 hacim %10’luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA’y1 polisakkaritlerden ve

ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) eklenmistir.

9. Tipler 65°C’ye ayarli su banyosunda 15 dak inkiibe edilmistir.

10. Su banyosundan alinan tiiplere esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol
(genellikle, niikleik asitlerden proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform
proteinleri denatiire ederek, s1v1 ve organik fazlarin ayrismasini saglar. izoamilalkol ise
ekstraksiyon esnasinda meydana gelebilecek kopiirmeyi engeller) ilave edilerek 15 dak

oda sicakliginda calkalayici karigtirilmastir.

11. Tipler 16 000 rpm’de 15 dak santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni steril
ependorf tiiplere aktarilmistir. Her bir tiipe 0,1 hacim %10 CTAB / 0.7 M NacCl

(ortamda bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elemine etmede kullanilir) eklenmistir.
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12. 65°C’ye ayarl1 su banyosunda tiipler 15 dak bekletilmistir.

13. Tiiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol eklenmis ve tiipler 15 dak oda

sicakliginda, calkalayici calkalanmistir.

14. Tipler tekrar 16 000 rpm’de 15 dak santrifiij edilmis, santrifiij sonras1 olusan iist

faz yine yeni steril bir ependorfa alinmistir.

15. Tiipler iizerine 0,6 hacim izopropanol (DNA’y1 baglayarak, iplikcikler halinde

¢Okmesini saglar) eklenmistir.

16. Tiipler -20°C’de 1 gece boyunca bekletilmistir.

17. Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dak santrifiijlenmistir.

18. Uzerine -20°C’de bekletilen %70 lik etanolden (DNA’y1 yikamak amactyla
kullanilir) 500-600 pl eklenmis ve 15 000 rpm de 15 dak siireyle santrifiijlendikten

sonra slipernatant yavas ve dikkatlice dokiilmiistiir.

19. Peletin {izerine yeniden %70 lik etanolden 500-600 pul eklenerek, 15 000 rpm de 15
dak santrifiijenmistir. Stipernatant dikkatlice dokiilerek tiipler agz1 acik bir sekilde etil
alkoliin u¢gmasi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goériiniim almasi amaciyla 2-3 saat

stireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

20. Tamamen kuruduktan sonra, DNA’lar 50-70 ul TE i¢inde oda sicakliginda 30 dak

bekletilerek, iyice ¢oziinmesi saglanmis ve lizerlerine 2-3 pl RNAse ilave edilmistir.

21. DNA’lar %0,6’lik agaroz jelinde yiiriitiilmiis ve jelde tek parca bant veren drnekler

+4°C’ye kaldirilarak sonraki ¢alismalar i¢in hazir hale getirilmistir.
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2. DNA konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi ve ¢calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

DNA miktar1, direkt olarak 260 nm’deki absorbans Ol¢iimiiyle belirlenirken, genetik
materyalin temizligi yani protein kirliligi tasiyip tagimadigi ise 280 nm’de okunan
absorbans degeriyle tespit edilir. Kuvarts kiivet igerisine 998 ul TE ¢ozeltisi konularak
260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbansi Olciilmiis ve elde edilen deger kor
olarak kaydedilmistir. Ardindan kiivete 2 ul DNA ilave edilerek karistmin homojen
olmas1 saglanildiktan sonra 260 nm’de absorbansi yeniden o6l¢iilmiistiir. Okunan bu
degerden kore ait deger ¢ikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulunmustur. Yapilan
islemlerin aynis1 280 nm i¢in de tekrarlanarak, Asqp ve Azgo degerlerine bakilarak Ajep /

Ajgo = 1-1,7 olan 6rnekler calisma soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir.

3. DNA orneginin ve DNA calisma soliisyonunun konsantrasyonu (png/ml)

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)=A,s x Seyreltme Faktorii (500) x 50 (DNA igin sabit

deger) formiilii kullanilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlenmistir.

DNA c¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu ise; Istenen Konsantrasyon (100ng/ul) x
Istenen Hacim (200 pl) / Stok DNA Konsantrasyonu (ug/ml) formiilii ile DNA calisma
sollisyonu hazirlanmig ve bu hesaplamadan elde edilen deger stok DNA ¢ozeltisinden
alinacak miktar1 vermistir. Bu miktar TE ¢6zeltisi ile 200 pl’ye tamamlanarak 100 ng/ul
konsantrasyondaki DNA ¢alisma soliisyonu hazirlanmigs ve DNA tiipleri -86°C’de
sonraki ¢aligmalarda kullanilincaya kadar saklanmistir (Adigiizel 2006).

4. BOX PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Test izolatlarinin parmakizi analizlerinin belirlenmesi i¢in, test izolatlarindan
saflagtirilan genomik DNA’lardan, BOX-PCR yontemi ile evrensel primer kullanilarak

istenilen gen bolgeleri ¢cogaltilmistir.
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Reaksiyonun hazirlanmasi

PCR yapilacak her bir 6rnek i¢in; 5 pul 5X Gitschier Buffer, 2.5 pl DMSO, 1.25 ul BSA,
1.25 ul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP 10mM), 4 ul
primer BOX AIR (CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G), 0.3 ul 5 unit/pl Taq
DNA polimeraz ve 14.2 ul sdH,O ile 27 ul lik reaksiyon karisim hazirlanarak karisima
son olarak 3 pl kalip DNA (50 ng/ul) eklenmis ve son hacim 30 pl’ye tamamlanmistir
(Adigtizel 2006).

PCR program

Master mix ve kalip DNA’y1 igeren ependorf tiiplere buharlagsmay1 6nlemek amaciyla
15 pl mineral yag ilave edilmistir. Ornekler thermal déngii cihazma konarak;
denatiirasyon basamaginda 95°C’de 7 dakika ve bunu takip eden denatiirasyon igin
94°C’de 1 dakika baglanma basamaginda 53°C’de 1 dakika ve uzama basamaginda
65°C’de 8 dakika olmak {izere, bu li¢ basamak i¢in toplam 35 tekrar olacak sekilde
programlanmigtir. Son tekrardaki ise uzama basamagi 65°C’de 16 dakika olacak sekilde

programlanarak, istenen DNA bolgeleri ¢ogaltilmistir (Adigiizel 2006).

BOX PCRiiriinlerinin elektroforezi

1.50 gr agaroz iizerine 150 ml 0.5X TBE (%1 ’lik agaroz jel) tamponu ilave edilerek
karisim mikrodalga firinda iyice ¢Oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50°C’ye kadar
sogutulan agaroz jele 0.8 pg/ml olacak miktarda ethidium bromiir eklenerek igerisine
tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. 30-35 dk beklenerek
jelin donmasi saglanmis, donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve igerisinde 0.5X
TBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk cukura,
10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-3000-
4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul yiiklenmistir. Diger ¢ukurlara ise her bir
ornek i¢in 2.5 pl 6X yilikleme tamponu, 10 pl PCR iiriinii karistirilarak ytiklenmistir.
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Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak ornekler 2 saat yiiriitilmiistiir. Jel
tizerinde bulunan ve ethidium bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon
sistemi ile gorilintiilenmis ve bilgisayar ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software)
analiz edilmistir. Analiz sonucuna gore, farkli profil sergileyen bakteri izolatlar1 tiir

seviyesinde teshis edilmek i¢in klonlama prosesine tabi tutulmustur.

5. Bakteri izolatlarinin 16S rRNA bdélgesinin PCR ile amplifikasyonu

Test izolatlarindan saflagtirilmis olan genomik DNA’lardan bakteri sistematigi
acisindan 6nemli olan 16S rRNA bolgesi evrensel primerler (forward ve reverse
primerler) kullanilarak in vitro kosullar altinda PCR yardimu ile ¢ogaltilmistir (Adigiizel
vd 2009).

Reaksiyonun (Master mix’in) hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500
mM KCI, 15 mM MgCl, %0.01 jelatin pH: &83), 0.6 pl dNTP
(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10mM), 3 ul UNI 16S-L
(forward ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA), 3 pul 16S-R (reverse ATG GTA
CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA), 1.2 ul DMSO, 0.6 ul MgClIx(50 uM), 0.3 uM /
ml taqg DNA polimeraz ve 15.3 ul sdH,O ile 27 ul’lik reaksiyon karigimi hazirlanmis ve
karisima son olarak 3 pl template DNA (100 ng/pl) eklenerek son hacim 30 pl’ye
tamamlanmistir. Master mix ve template DNA iceren ependorf tiiplerin {izerine

buharlagsmay1 engellemek amaciyla 15 pl mineral yag ilave edilmistir.

PCR program

PCR igin hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2 dakika denetiirasyon, bunu takiben 36 dongii
olacak sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 54°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de

2 dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama basamagindan
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olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina yerlestirildi. Secilen

programda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildi.

16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

1.50 gr agaroz lizerine 150 ml 0.5X TBE (%1’lik agaroz jel) tamponu ilave edilerek
karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50°C’ye kadar
sogutulan agaroz jele 0.8 pg/ml olacak miktarda ethidium bromiir eklenerek igerisine
tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. 30-35 dk beklenerek
jelin donmasi saglanmis, donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve igerisinde 0.5X
TBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk c¢ukura,
10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-3000-
4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul yliklenmistir. Diger ¢ukurlara ise her bir
ornek i¢in 2.5 pl 6X yilikleme tamponu, 10 pl PCR {irlinii karistirilarak yiiklenmistir.
Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak ornekler 2 saat yliriitiilmiistiir. Jel
tizerinde bulunan ve ethidium bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon
sistemi ile goriintiilenmis ve bilgisayar ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software)

analiz edilmistir.

6. 16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi, sekans analizi ve gen bankasindaki

verilerle karsilastirilmasi

16S rRNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesi, pPGEM-T Easy Klonlama
Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin Onerdigi uygun
konsantrasyonlar ve sartlarda klonlanmistir. Daha sonra klonlama sonucunda pozitif
sonug veren kolonilerden plazmit izolasyonu gerceklestirilmistir (Adigilizel vd. 2009).
Bu plazmitlerden istenilen parcayi tasiyanlar belirlenerek klonlarin baz dizileri analizi,
Hollanda’da bulunan Macrogen firmasina gonderilerek yapilmistir. Elde edilen 16S

rRNA dizileri Gen Bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) var olan diger

bakteriyal dizilerle karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik

oranlar1 tespit edilmis ve gen bankasi kabul numaralar1 alinmistir (Acar 2009).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakteri izolasyonu sonuclari

Calismanin odagini teskil eden Erzurum-Askale sinirlart icerisinde yer alan ii¢ farkl
manyezit madeni ocagindan alinan 6rnekler, genel besiyerlerine karigik kiiltiirler olarak
ekilmistir. Besiyerlerinde gelisen bakteriyal kolonilerden farkli oldugu tespit edilen

toplam 73 adet bakteri izole edilmis ve “TB” seklinde kodlanmistir.

4.2. izole edilen bakterilerin CaCOyj iizerine c¢oziicii 6zelliklerinin sonuclar

Besiyerlerinde gelisen bakteriyal kolonilerden izole edilen 73 bakterinin her biri, YDC-
agar besiyerine ¢izgi ekim yoOntemiyle ekilmis ve in vitro olarak CaCO;s’1 ¢dzme
potansiyelleri arastirilmistir. Petri plaklari, kurumay1 engellemek amaciyla parafilm ile
kaplanmis ve 2 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda YDC
besiyerinde zon olusturan 13 adet bakteri izolat1 (TB6, TB12, TB19, TB20, TB23,
TB39, TB53, TB59, TB64, TB66, TB68, TB70 ve TB73) secilmis ve calismaya bu
izolatlarla devam edilmistir. Zon olusumunu gosteren goriintiller Sekil 4.1°de

verilmigtir.
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Sekil 4.1. YDC-agar besiyerinde zon olusturan 13 izolatin fotograflar
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Sekil 4.1. YDC-agar besiyerinde zon olusturan 13 izolatin fotograflar

4.3. Izolatlarin MgCO; Uzerine Coziicii Ozelliklerinin Sonuclar

CaCOs’1 ¢ozebilen 13 izolatin her biri, YDC besiyerinden modifiye edilen MgCO; agar
besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmis ve izolatlarin in vitro olarak MgCOs’1 ¢6zme

potansiyelleri arastirilmigtir. Petri plaklari, kurumay1 engellemek amaciyla parafilm ile
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kaplanmis ve 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda

hi¢bir izolatin MgCO3’1 ¢6zemedigi goriilmuistiir.

4.4. Izolatlarin Morfolojik Test Sonuclar

CaCOs’1 ¢ozdiigii belirlenen bakterilerin baz1 morfolojik (hiicre sekli, boyutlari, Gram
0zelligi, endospor durumlari, hareketlilik, kat1 ve siv1 kiiltiirleri) 6zellikleri belirlenerek

sonuclar Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. izolatlarin morfolojik dzellikleri

Izolatn Hiicre Boyutlar: p Gram Endospor Hareket
Kodu | Morfolojisi | Capt | Boyu | Ozelligi | Durumu Yeri
TB6 Kok 1 + - - +
TB12 Cubuk 0,5-1 3-5 + + Merkezi ++
TB19 Kok 1-1,2 + - - +
TB20 Cubuk 051 | 25 N N Uca i
yakin
TB23 Cubuk 1 + - - -
TB39 Kisa ¢ubuk 1 1-2 + - - -
TBS53 Kok 1-1,2 - - - +
TB59 Kisa ¢ubuk | 1-1,2 1-2 + - - -
TB64 Kisa ¢ubuk | 1-1,5 1-2 + - - -
TB66 Cubuk 1,5 1,5-2 - - - +
TB68 Kisa ¢ubuk | 1-1,5 1-2 + - - -
TB70 | Kisacubuk | I-1,5 1-2 + - - -
TB73 Kisa gubuk | 1-1,5 1-2 + - - +

* ++: Giiclii pozitif
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Cizelge 4.2. Izolatlarin kat1 ve s1vi1 kiiltiir 6zellikleri

Izolatin Kati Kiiltiir Sivi Kiiltiir

Kodu Koloni Rengi Koloni sekli Koloni Kivami
TB6 Krem Diizenli Crvik krem kivamli Bulanik

TB12 Mat krem Diizenli Tereyeg kivaminda | Ipliksi kitle
TB19 Krem Diizenli Crvik krem kivamli Bulanik
TB20 Krem Diizenli Tereyeg kivaminda | Ipliksi kitle
TB23 Krem Diizenli Crvik krem kivamli Bulanik
TB39 Acik turuncu Diizenli Krem kivaminda Ipliksi kitle
TBS53 Krem Diizenli Crvik krem kivamli | Ustte pelikiil
TB59 Acik turuncu Diizenli Krem kivaminda Ipliksi kitle
TB64 Acik turuncu Diizenli Krem kivaminda Ipliksi kitle
TB66 Krem Diizenli Krem kivamli Bulanik
TB68 Acik turuncu Diizenli Tereyag kivaminda Bulanik
TB70 Acik turuncu Diizenli Krem kivaminda Bulanik
TB73 Acik turuncu Diizenli Krem kivaminda Ipliksi kitle

4.5. zolatlarin Fizyolojik Test Sonuglar

Secgilen izolatlarin maksimum, minimum ve optimum biiyiime sicakliklar1 ve

biiyliyebildikleri pH araliklar1 ile oksijen istekleri Cizelge 4.3’de verilmistir. Tim

izolatlarin minimum 8°C’de, maksimum 45 ile 50°C’de ve optimum ise genellikle

32°C’de gelistigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

izolatin Sicaklik (°C) 0, Istegi pH Araligi

Kodu Minimum Optimum Maksimum

TB6 8 32 50 Aerob 4-9
TB12 8 37 45 Aerob 4-9
TB19 8 32 50 Aerob 4-9
TB20 8 37 45 Aerob 4-9
TB23 8 32 50 Aerob 4-9
TB39 8 32 45 Aerob 4-9
TB53 8 32 45 Aerob 4-9
TB59 8 32 45 Aerob 4-9
TB64 8 32 45 Aerob 4-9
TB66 8 32 50 Fakiiltatif 4-9
TB68 8 32 50 Aerob 4-9
TB70 8 32 50 Aerob 4-9
TB73 8 32 45 Aerob 4-9
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4.6. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuclar

Secilen izolatlarin biyokimyasal test (katalaz, amilaz, oksidaz ve nitrat rediiksiyon

testleri) sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. izolatlarin biyokimyasal test sonuglar

Izolatin Katalaz Testi Oksidaz Testi | Amilaz Testi Nitrat Redl.lks1yon
Kodu testi
TB6 e - - zZ"

TBI12 + zZ" + -
TB19 ++ - - zZ"
TB20 + zZ" + -
TB23 ++ - - zZ"

TB39 ++ - + -
TB53 zZ" zZ" + -
TB59 e - + zZ"
TB64 ++ - + zZ"
TB66 + - - +
TB68 ++ - + -
TB70 — - + -
TB73 ++ - + -

* 7" Zayif pozitif  ++: Giiclii pozitif

4.7. izolatlarin Yag Asit Profillerine Gore Analiz ve Tam Sonuglar

Izolatlarm yag asiti profillerinin analizleri sonucunda; bazilar1 hic, bazilar1 ise diisiik
ylizde oraninda tani sonucu vermistir. Test bakterilerinin % tan1 sonuglar ile yag asidi

profilleri sirasiyla Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.5. Izolatlarin yag asit profilleri esas alinarak Sherlock 6.0 kiitiiphanelerine
gdre tan1 sonucu ve yiizde tani1 degerleri

izolatin Kodu izolatin Tamsi Tam Yiizdesi
TB6 Saphylococcus arlettae- GCsubgroup A 37
TB12 Bacillus lentus 38
TB19 Saphylococcus equorum 48
TB20 Eslesme Bulunamadi -
TB23 Saphylococcus cohnii cohnii 60
TB39 Eslesme Bulunamadi -
TB53 Vibrio fischeri 51
TB59 Eslesme Bulunamadi -
TB64 Eslesme Bulunamadi -
TB66 Enterobacter intermedius 86
TB68 Eslesme Bulunamadi -
TB70 Eslesme Bulunamadi -
TB73 Eslesme Bulunamadi -




Cizelge 4.6. Sherlock 6.0 kiitiiphanelerine gore izolatlarin yag asit profilleri

. Staphylococcus Bacillus Staphylococcus Staphylococcus Vibrio Enterobacter Eslesme Eslesme Vermeyen
Izolatlar arlettae- lentus equorum cohnii cohnii fischeri intermedius Vermeyen
GCsubgroup Gr(+) Gr(+) ES(-)

A ES(+)
Yag Asitleri TB6 TB12 TB19 TB23 TBS3 TB66 TB20 TB39 TB59 TB64 TB68 TB70 TB73
10:0 0.38
11:0iso 1.17 0.92 0.56 0.80 1.44
12:0 iso 535 4.16 3.63 2.49 2.29 5.93
12:0 30H 2.63
12:0 8.35 2.26 3.80 6.29 4.12 6.31 2.03 145 0.25 1.40
13:0 iso 0.76 0.99 24.00 18.56 15.12 22.68 23.28 24.88
13:0 anteiso 0.33 23.40 20.19 17.92 16.07 16.12 25.99
14:0 iso 1.75 7.75 2.75 7.55 0.76 0.72 0.82 1.81 1.88 0.76
14:0 1.70 0.85 4.11 8.03 2.06 0.82 0.63 0.46 1.05 1.48 0.61
15:0 iso 16.02 17.08 14.25 15.16 1.23 13.31 13.16 1341 13.38 20.57 2142 13.09
15:0 anteiso 36.29 38.41 53.88 46.60 27.58 1.30 1.35 1.46 2.84 2.92 1.25
15:0 iso 30H 1.17
15:0
16:1 wic A 0.71 0.66 1.24 1.95 2.05 0.94 1.37
16:1iso H 0.34 0.38 0.62
16:0 N Alchol 1.26 0.49 0.29 0.23 0.46
16:0 iso 5.47 2.37 1.17 1.21 1.75 1.32 1.66 1.08
16:0 anteiso 0.32 0.21 0.25
16:1 wllc 5.19 3.34 491 6.82 5.68 2.21 2.51 4.56
16:1 w5¢ 0.29 0.30 0.72
16:0 5.94 13.29 3.84 4.66 14.74 26.08 8.48 4.28 2.73 3.32 2.84 3.33 3.00
17:1 iso w10c 5.90 10.71 12.29 4.02 4.56 5.83
17:0 iso 7.18 1.44 7.34 6.92 0.62 6.92 6.36 10.76 5.93 6.36 5.78
17:0 anteiso 6.01 4.24 7.69 11.75 1.54 1.11 1.26 2.14 1.03 0.97
17:0 cyclo 8.50
18:3 woc (6,9,12) 2.29 041 0.32
18:0 iso 0.37
18:1 w9c 4.23 0.68 0.74 0.87 0.41
18:0 10.43 0.57 5.56 5.00 0.41 0.32 0.32
19:0 iso 2.21 2.39 1.37
19:0 anteiso 1.47
20:0 4.11 2.30 0.82
15:1 iso H/13:0 1.38 1.19 6.03 5.66
30H
12:0 aldeyde? 742 8.83 0.56
16:1 w7c/16:1 wée 0.46 1.62 56.08 27.68 12.61 1.40 1.37 3.10 3.46
17:1 isol/anteiso B 0.58 2.27 2.86 2.94 3.07 0.63
18:1 w7¢ 7.09 16.77 0.48 0.25 0.31
16:0 10-methyl 1.22

L9



68

4.8. BOX PCR Amplifikasyon Sonuclari

Test edilen izolatlarm BOX PCR amplifikasyon sonuglari TotalLab TL 120
programinda degerlendirilmis ve yapilan analiz sonuglarina gore birbirleriyle benzerlik
gosteren suslar diizenlenerek asagida Ozetlenmeye calisilmistir. Buna gore; TB6 ve
TB19 kodlu izolatlar 275 ile 1.950 bg arasinda 11 bant, TB12 ve TB20 kodlu izolatlar
285 ile 1.140 bg arasinda 8 bant, TB23 kodlu izolat 360 ile 3.450 bg arsinda 15 bant,
MIS tani sonucuna gore eslesme vermeyen TB39 ve TB73 kodlu izolatlar 450 ile 5.500
bg¢ arasinda 6 bant, TB53 kodlu izolat 165 ile 1.520 bg¢ arasinda 9 bant, MIS tam
sonucuna gore eslesme vermeyen TBS9 ve TB64 kodlu izolatlar 460 ile 5.500 bg
arasinda 7 bant, TB66 kodlu izolat 360 ile 1.420 bg arasinda 11 bant, MIS tan1 sonucuna
gore eslesme vermeyen TB68 ve TB70 kodlu izolatlar ise 1000 ile 6.000 bg arasinda 7
bant vermistir. Ayrica TB12-TB20, TB39-TB73, TB59-TB64, TB68-TB70 kodlu
izolatlarin ayn1 genotipik profil sergiledikleri goriilmiistiir. (Sekil 4.2).

M TB6 TB12 TB19 TB20 TB23 TB39 TB53 TB59 TBG4 TBG66 TBG6E TB70 TB7T3I HNK

10.000 |
4.000 3

2.000
1.500

1.000 4

750

500
400 —
300

200

Base Pairs

100
50

Sekil 4.2. Bakteri izolatlarinin BOX PCR elektroforez sonuglari

NK: Negatif Kontrol, Yiiklenen jel sirasi; Marker, TB6, TB12, TB19, TB20, TB23, TB39, TB53, TBS59,
TB64, TB66, TB68, TB70, TB73 ve NK. Marker bant uzunlugu: 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000,
1400, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000, 8000, 10000.
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4.9. BOX PCR Sonuclarma Gore Cluster Analizi

Elde edilen bakteri izolatlarinin SPSS (Statistical Package for Social Sciences)’in
Windows Release 16.0. (SPSS. Inc.) siiriimii kullanilarak cluster analizleri yapilmistir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. BOX PCR sonuglarina gore cluster analizi*

Label t—————— - - - Fm——————— +

TB39
TB73
TB59
TB64

7
7
e
7
]

TB12
TB20
TB6

TB19
TB53
TB23
TB66

Yapilan Cluster analizleri sonucunda, secilen izolatlarin 3 ana cluster’a ayrildigi
belirlenmistir. 1. clusterin; TB12, TB20, TB39, TB73, TB59, TB64, TB68 ve TB70'den,
2. clusterin; TB6, TB19 ve TB53'den, 3. clusterin ise; TB23, TB66 izolatlarindan
olustugu ve her bir clusterinda kendi icerisinde 2 alt clustera ayrildigi goriilmiistiir.

PR

Organizmalar arasindaki benzerligin ise %75-%96 arasinda degistigi tespit edilmistir.
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4.10. 16S rRNA PCR amplifikasyon sonuclari

Test edilen bakteri izolatlarimin 16S rRNA PCR amplifikasyon sonuglar
degerlendirilmis ve yapilan analiz sonuglarina gore tiim izolatlarin ortalama 1450 bg

uzunlugunda tek bant verdigi belirlenerek Sekil 4.3’de gosterilmistir.

M TB6 TB12 TB19 TB20 TB23 TB33 TB53 TB59 TB64 TBG6 TB6E TB70 TBYI  NK
| | | | | |

10.000

6.000

2.000

1.500 e we S e Sy S sey S S ey W = =

1.000
750
500

400
300

Base Pairs

Sekil 4.3. Bakteri izolatlarinin 16S rRNA PCR elektroforez sonuglari

NK: Negatif Kontrol, Yiiklenen jel sirasi; Marker, TB6, TB12, TB19, TB20, TB23, TB39, TB53, TBS59,
TB64, TB66, TB68, TB70, TB73 ve NK. Marker bant uzunlugu: 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000,
1400, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000, 8000, 10000.

4.11. izolatlarin 16S rRNA gen bélgelerinin baz dizileri

CaCOs’1 ¢ozebilen 13 bakteri izolatindan BOX-PCR cluster analiz sonucuna goére her
gruptan segilen toplam 9 adet bakterinin 16S rDNA genlerinin baz dizileri belirlenmis
ve diziler Gen bankasinda var olan 16S rDNA gen dizileri ile karsilastirilmistir.
Karsilagtirmalar sonucunda elde edilen tani sonucu, yiizdesi, Genbank numarasi ve
niikleotid sayis1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Ayrica bu izolatlarin 16S rRNA gen

bolgelerinin baz siralar1 da EK 1-9’da verilmistir.
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Cizelge 4.8. izole edilen bakterilerden elde edilen 16S rRNA gen dizileri ile gen
bankasindaki 16S rRNA gen dizilerinin karsilastirilmasi

izolat Gen Bank Niikleotit Benzerlik En Yakin Filogenetik
Kodu Numarasi Sayisi* Oram**
TB6 JX188081 1426 99% Staphylococcus
epidermidis
TB12 JX188082 1427 99% Bacillus sp.
TB20 JX188083 1427 99% Bacillus sp.
TB23 JX188084 1426 99% Saphylococcus
haemolyticus
TB53 JX188085 1421 92% Shewanella baltica
TB59 JX188086 1437 99% Exiguobacterium
aurantiacum
TB66 JX188087 1417 99% Klebsiella oxytoca
TB68 JX188088 1438 99% Exiguobacterium
sibiricum
TB73 JX188089 1440 99% Exiguobacterium
aurantiacum

* Eslestirme i¢in kullanilan 16S rRNA niikleotit sayist

** En yakin filogenetik tiiriin 16S rRNA dizisi ile benzerlik orant
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5. TARTISMA ve SONUC

Maden kaynaklar1 yoniinden zengin iilkeler arasinda yer alan Tiirkiye’nin 6nemli
cevherlerinden birisi de manyezittir. Manyezit, magnezyum karbonat mineralidir ve
yapisinda bulunan magnezyum olduke¢a kiymetli bir hammadde durumundadir. Bundan
dolayr bu materyalin elde edilebilmesi icin yapilan zenginlestirme c¢alismalari,

ekonomik degerinin arttirilmasi agisindan oldukca dnemlidir.

Manyezit zenginlestirme calismalari, cevherin yapisinda bulunan ve kirletici nitelik
tagityan, basta CaCO; olmak tizere SiO, ve Fe,O3 gibi bilesenlerin uzaklastirilmasini
hedeflemektedir. Bu giine kadar manyezitin zenginlestirilmesine yonelik bir¢ok fiziksel
ve kimyasal yontem gelistirilmistir. Yapilan calismalar sonucunda bu yodntemlerin
onemli dezavantajlarinin oldugu gozlemlenmistir (Liu et al. 2003; Sever 2006). Bu
durum goz Oniine alindiginda bilim insanlari, biyoteknolojik calismalarin gelisimine
paralel olarak madencilikte, biyolojik kazanim tekniklerini uygulamaya baslamiglardir.
Ozellikle de siilfiirlii cevherlerin zenginlestirilmesinde kullanilan biyoli¢ uygulamalar
bu teknikler arasindadir (Pathak et al. 2009; Chan et al. 2009; Schippers et al. 2010).
Fakat biyoli¢ yontemi, manyezit biinyesinde yer alan CaCOs’in tamponlama

0zelliginden dolay1 bu madene uygulanamamaktadir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda manyezitin zenginlestirilmesinde; fiziksel ve kimyasal
yontemlerin ~ 6nemli  dezavantajlar  olusturdugu, biyoli¢  yOnteminin  ise
uygulanabilirliginin olmadig1 tespit edilmistir. Bu durum karsisinda diisiik kaliteli
manyezit madenlerinin zenginlestirilmesinde kullanilabilecek yeni, etkili ve daha diisiik
maliyetli siire¢lerin uygulanabilecegi yontemler arastirilmistir. Ozellikle iilkemiz
madenlerinde kullanilabilecek, Tiirkiye orjinli mikroorganizmalarin belirlenmesi ve
manyezit zenginlestirilmesinde kullanilmasi, yerel kaynaklarimizin degerlendirilmesi
bakimindan 6nemli olacagi diisliniilmiistiir. Mikrobiyal diinyada her gegen giin yeni
tiirler izole edilmekte, biyoteknolojik ve endiistriyel uygulama alanlar1 olduk¢a 6nem

kazanmaktadir (Madigan and Martinko 2010).
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Daha oOnce farkli maden zenginlestirme islemlerinde kullanilmak iizere
mikroorganizmalar madenin asil kaynagindan izole edilmislerdir. Bunun nedeni,
mikroorganzimalarin oldukga farkli ve ekstrem kosullarda yasayabilmeleridir (Liu et al.
2008; Pathak et al. 2009; Chan et al. 2009; Schippers et al. 2010). Bir
mikroorganizmanin bir ortamda yasayabiliyor olmasi, o mikroorganizmanin bulundugu
ortamdaki maddeleri kullanabilme yeteneginde oldugunun gostergesidir. Ornegin, demir
madeninin biyoliginde gorevli mikroorganizmalar, Sulfolobus sp., Thiobacillus
ferrooxsidans, Acidithiobacillus ferooxidans bakterileri olup, demirin yaninda elementer
stilfiir ve siilfiir bilesiklerini de oksitlemektedirler (Sever 2006; Sertkaya 2007; Arslan
2008). Bu mikroorganizmalar maden kaynagi disinda farkli kaynaklardan da izole
edilebilmektedirler. Ancak bakteri izolatlarinin, bulunduklar1 farkli ¢evre kosullarina,
uyum saglayacak adaptasyonlar kazandiklari diisiiniiliirse, maden kaynagindan izole
edilmis bakterilerin madene adaptasyonunun, diger kaynaklardan elde edilen bakterilere
gore daha yliksek olmasi, beklenen bir sonuctur ve bu bakteriler tek baslarina fazla etkili
degildirler (Sever 2006). Bu bilgiler 1s18inda, bu calismada bir magnezyum karbonat
bilesigi olan manyezit madeninin florasinda bulunan izolatlarin da, madenin biinyesinde
bulunan magnezyum veya kalsiyumu ¢6zme yetenegine sahip olabilecegi diisiincesiyle,

manyezit madeninin kendi florasindan bakteri izolasyonu ger¢eklestirilmistir.

Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda manyezit madeninin biyoligiyle ilgili literatiirde
sadece 2 tane yaymma rastlanmistir. Mishra ve arkadaslari (1986) tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada, manyezit madeninin kendi florasindan izole edilen
Bacillus sp.’nin silis biyoliginde kullaniminin, Mohanty ve arkadaslar1 (1993) ise,
manyezit madeninin kendi florasindan izole ettikleri Bacillus licheniformis’in silisin

uzaklagtirilmasi iizerine olan etkilerini ortaya koymuslardir.

Ulkemiz manyezit maden kaynaklar1 agisindan degerlendirme yapildiginda ise bu
caligmalar, manyezit hammadde ihtiyacina karsilik vermemektedir. Clinkii Tiirkiye’de
bulunan manyezit madenleri daha oOncede belirtildigi gibi silis kirliliginden cok
kalsiyum karbonat kirliligi nedeniyle kullanilamamaktadir. Bu nedenle, yapilan

calismada, ¢alismanin odagini manyezit madenlerindeki tiim bakterilerin izolasyonu ve
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tanisindan ¢ok kalsiyum karbonati ¢6zen bakterilerin izolasyonu ve tanisi teskil etmistir.
Kalsiyum karbonati ¢6zen organizmalarla ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalarin amaci
ise; bu organizmalarin sedimentlerin yiizeyindeki kalsiyum karbonatin par¢alanmasinda,
damla sulama sistemlerindeki kirecin uzaklagtirilmasinda ve topraktaki mikrogevrenin
tyilestirilmesinde kullanilmasidir (Dittert and Henrich 2000; Volbers and Henrich 2002;
Lian et al. 2006; Eroglu vd. 2012). Bu nedenle, yapilan ¢alisma sadece iilke literatiirii

acisindan degil, ayn1 zamanda diinya literatiirii agisindan da bir ilktir.

Bu caligma ile Erzurum-Askale sinirlart igerisinde yer alan manyezit madeni
ocaklarindan 6rnekler alinarak, bu yapilar lizerinden mikroorganizmalar izole edilmistir.
Elde edilen toplam 73 bakteri izolatinin her birinin, CaCOs’1n biyolojik olarak
coziinmesindeki etkileri aragtirilmistir. CaCOj3 igeren YDC-agar besiyerlerine yapilan
inkiibasyonlar sonucunda, toplamda 13 bakteri izolatinin CaCOs’1 ¢ozdigi
gozlemlenmistir. Bu izolatlar ¢esitli konvensiyonel ve molekiiler tekniklerle

tanilanmaya c¢aligilmis, aralarindaki akrabalik iliskileri belirlenmistir.

CaCOs’1n uzaklastirilmasinda rol oynayan bu bakteri izolatlari, yapilan konvensiyonel
teknikler ile morfolojik ve kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ilk olarak kat1 ve sivi
besiyerlerine inokiile edilmistir. Olusan geng¢ kiltlirlerin, boyamalar yapilarak
morfolojik 6zellikleri ortaya konulmustur. Elde edilen veriler sonucunda TB6, TB19,
TB53 ve TB66 kodlu bakterilerin hiicre seklinin kok, digerlerinin ise ¢ubuk formunda
oldugu tespit edilmistir. TB12 ve TB20 kodlu bakterilerin endospor olusturabildikleri ve

oldukca hareketli olduklar1 gdzlemlenmistir.

[zolatlarm fizyolojik o6zelliklerinden sicaklik, oksijen ve pH istekleri belirlenmistir.
8°C’den baslayarak 50°C’ye kadar devam eden sicakliklar kullanilmistir. Orneklerin
tamami 8°C’de ¢ok yavas da olsa gelisebilmektedir. TB12, TB20, TB39, TB53, TB59,
TB64 ve TB73 kodlu izolatlar 45°C’nin lizerindeki sicakliklarda gelisememistir. Fakat
TB6, TB19, TB23, TB66, TB68 ve TB70 kodlu diger izolatlarin ise maksimum
gelistikleri sicaklik 50°C olarak belirlenmistir. Cubuk seklinde olan TB12 ve TB20
kodlu bakterilerin optimum gelisebildikleri sicaklik 37°C, digerlerinin ise 32°C oldugu
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tespit edilmistir. Yapilan pH araliklarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda ise tiim
izolatlarin 4-9 pH araliginda gelisim gosterdikleri, oksijen istekleri yoniinden TB66

kodlu bakterinin fakiiltatif, digerlerinin ise aerop olduklari1 da tespit edilmistir.

Elde edilen izolatlarin baz1 biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda ise; TB53 ve TB66
kodlu izolatlarin Gram negatif, digerlerinin Gram pozitif; tiim izolatlarin katalaz pozitif;
TB12, TB20 ve TB53 kodlu izolatlarin oksidaz pozitif, digerlerinin ise oksidaz negatif
oldugu belirlenmistir. Ozellikle Amilaz testi baz1 Bacillus tiirlerini birbirinden ayirmak
amaciyla dogrulama testi olarak kullanilmistir (Slepecky and Hemphill 2006). Sonuglar
incelendiginde TB6, TB19, TB23 ve TB66 disindaki tiim izolatlar amilaz pozitif, TB6,
TB19, TB23, TB59, TB64 ve TB66 kodlu izolatlarin nitrat iiretiminde pozitif sonuglar
verdigi tespit edilmistir. Buraya kadar yapilan tiim konvensiyonel test sonuglarina gore,
izolatlarin sahip oldugu 6zellikler, literatiir verileriyle uygunluk géstermektedir (Wieser
and Busse 2000; Brettar et al. 2002; Friihling et al. 2002; Rodrigues et al. 2006;
Louboudy et al. 2007; Cai et al. 2008; Chamkha et al. 2011; Gérmez 2011).

Caligmamizda, izolatlarin tan1 ve karakterizasyonu amaciyla uygulanacak olan
konvensiyonel testlerin identifikasyonda tek basma yeterli olmamasindan dolay1
(Adigiizel 2006;2009), bu testlere ek olarak molekiiler yontemler kullanilmistir. Bu
amagla uygulanan ilk yontem, rutin caligmalarda da siklikla tercih edilen mikrobiyal
identifiksayon sistemidir. MIS, ¢ok kii¢iik molekiillerin ayrilmasina olanak saglayan,
basit ve hizli bir tekniktir. Bu teknigin uygulanabilmesi i¢in kullanilan 6rnegin, ugucu
olmasi ve yiiksek sicaklik derecelerine (200-250°C) dayanmasi gerekmektedir. Bu
nedenle de bu yontem ancak ucucu ya da ugucu tiirevi hazirlanabilen molekiillerin
aymrmminda kullanilmaktadir (Sahin vd. 1999; Goérmez 2011). Doymus, doymamus,
hydroxy, cyclopropone, iso ve anteiso yag asitlerini iceren 200’den fazla yag asidi
cesidinin bakteriyel suslarin tanisinda ayirt edici 6zellige sahip oldugu belirlenmistir

(Adigiizel 2006).

Bu c¢aligmada elde edilen izolatlar, MIS kiitiiphanesinde yeterli diizeyde temsil

edilemedigi i¢in ya diisiik tan1 sonucu vermis veya hi¢ eslesme vermemistir. MIS tani



76

sonucuna gore izolatlarin yag asit profilleri incelendiginde; Cyg.0 yag asidi iceriginin
tiim izolatlarda bulundugu ve oraninin %2,84 ile %26,08 arasinda degistigi, Cis:oiso Y&
asidinin TB66 izolat1 disinda diger tiim izolatlarda bulundugu ve oranmin %1,23 ile
%21,42 arasinda degistigi, Cis:o anteiso Yag asidinin ise TB53 ve TB66 kodlu izolatlar
disinda hepsinde bulundugu ve oraninin %1,25 ile %353,88 arasinda oldugu tespit

edilmistir.

Calismalarimiz sonucunda Staphylococcus arlettae- GCsubgroup A (TB6), Bacillus
lentus (TB12), Staphylococcus equorum (TB19), Staphylococcus cohnii cohnii (TB23)
ve tanillanamayan TB20 izolatlarinda; Cis.g iso V€ Cis:0 anteiso NUN temel yag asidi olarak
bulundugu ve literatiir verileriyle uygunluk gosterdigi tespit edilmistir (Wieser and
Busse 2000; Adigiizel et al. 2009; 2012). Ayrica Wieser and Busse (2000) yapmis
olduklar1 ¢alismada, Staphylococcus cinsine ait organizmalarda bu major yag asitlerine
ek olarak, yiiksek oranda Cj7:0 iso V€ Ci7:1 anteiso Yag asitlerinin de bulundugunu
gostermiglerdir. Bu veriler calismamizda elde ettigimiz analiz sonuglariyla

ortiismektedir.

Vibrio fischeri (TB53), Enterobacter intermedius (TB66)‘da Cie.0 Ve Ci6:1 wre/16:1 wée
yag asitlerinin, tan1 sonucu vermeyen TB39, TB59, TB64, TB68, TB70 ve TB73 kodlu
izolatlarda ise Ci3:0iso V€ C13:0 anteiso Yag asitlerinin digerlerine gore daha yiiksek oranda
bulundugu belirlenmistir. Yine TB6, TB12, TB19, TB23, TB53 ve TB66 kodlu
organizmalar MIS tanilama sistemine gore sirasiyla S arlettae- GCsubgroup A, B.
lentus, S. equorum, S. cohnii cohnii, V. fischeri ve E. intermedius olarak tani sonucu
verirken, ayni organizmalar 16S rRNA gen dizisi analizine gore ise; S. epidermidis,
Bacillus sp., S. haemolyticus, Shewanella baltica, Klebsiella oxytoca olarak tani sonucu
vermigstir. Elde edilen MIS verileri ile sekans analiz sonuglar1 tam anlamiyla bir uyum
gostermemektedirler. Ayrica MIS sonucuna gore TB20, TB39, TB59, TB64, TB6S,
TB70 ve TB73 kodlu izolatlar kiitiiphane ile eslesme vermeyerek tanilanamamistir. Bu
izolatlarin  16S rRNA gen dizisi analiz sonuglarina gore ise Bacillus sp.,
Exiguobacterium aurantiacum ve Exiguobacterium sibiricum olarak tani sonucu verdigi

tespit edilmistir. Bu sonuclar baglaminda, MIS tekniginin, test izolatlarinin tiir
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diizeyinde tanilanmasinda yeterli olmadigi, cins diizeyinde ise yeterli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Yapilan literatiir taramasi1 sonucunda da, benzer bulgular elde
edilmistir (Kaneda 1967; Wieser and Busse 2000; Brettar et al. 2002; Friihling et al.
2002; Rodrigues et al. 2006; Louboudy et al. 2007; Cai et al. 2008; Pepi et al. 2008;
Adigiizel et al. 2009; Chamkha et al. 2011).

Calismamizda kullandigimiz bir diger molekiiler yontem ise rep-PCR’dir. Bu teknik,
ekosistemdeki ¢esitliligi, suglar arasindaki filogenetik iligkiyi ortaya koymada ve
genetiksel olarak birbiriyle yakin olan mikroorganizmalar: tiir ve tiir alti seviyede
ayirmada oldukga etkin ve basit bir yontem olarak bilinmektedir (Adigiizel et al. 2012).
Yapilan bu ¢aligmada BOX-PCR yonteminin organizmalar arasindaki genetik
polimorfizmi ortaya koymada, literatiir veriyle paralel olarak oldukca basarili oldugu

tespit edilmistir (Adigiizel 2006; Adigiizel et al. 2009;2012).

Genomik parmak izi analizleri, elde edilen izolatlarin birbirleriyle olan akrabalik
iligkileri hakkinda fikir vermesine ragmen, tiir bazinda tam bir teshisin
gerceklestirilebilmesi i¢in ilave bir teste ihtiya¢ duymaktadir. Son yillarda sistematik
calisma gerceklestiren bilim insanlari, bakterilerin familya, cins ve tiir diizeyinde
tanilanmasi i¢in, 16S rRNA’y1 da igeren makromolekiil bolgelerinin analizinden yaygin
bir sekilde faydalanmaktadirlar (Acar 2009; Adiguzel et al. 2009; 2011; Adiguzel et al.
2012) . Bunun nedeni, 16S rRNA evrimsel siirecte mutasyona kapali olan korunmus bir
bolgedir. Ancak, baz1 ¢alismalarda ayni cinse ait tiirlerin 16S rRNA genlerinin dizin
analizleri arasindaki benzerligin %97°den az oldugu, ayni tiire ait suslarin ise 16S rRNA
genleri baz dizilimi acisindan %97°den daha fazla benzer oldugu gosterilmistir. Ayrica,
aralarinda 16S rRNA gen dizisi acisindan %95’ten daha fazla benzerlik gosteren

bakterilerin ayni cinse ait tiirler oldugu bilinmektedir (Madigan and Martinko 2010).

Bu ¢aligmada organizmalarin tan1 ve karakterizasyonu amaciyla, son olarak 16S rRNA
dizi analiz yontemi kullanilmistir. Bu amagla izolatlarin 16S rRNA bdlgeleri PCR
yardimiyla ¢ogaltilmig, uygun bir klonlama protokolii (Adigiizel et al. 2011)

kullanilarak klonlanmis ve sekans analizleri yaptirilmistir. Analiz sonucunda; TB6,
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TB12, TB20, TB23, TB59, TB66, TB68 ve TB73 kodlu izolatlarin %99 oraninda,
sirastyla; S epidermidis, Bacillus sp., S haemolyticus, E. aurantiacum, K. oxytoca, E.
sibiricum, E. Aurantiacum bakterilerine benzedigi goriilmistiir. Fakat %92 oraninda
Shewanella baltica’ya benzerlik gosteren TB53 izolatinin ise bu tiire hatta cinse ait bir
mikroorganizma olmadig1 ve yeni bir cins olarak taksonomiye kazandirilmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Ciinkii ayn1 cinse ait olan tiirlerin 16S rRNA genlerinin baz dizileri
arasindaki benzerligin %95-97 arasinda oldugu, farkli cinse ait olan organizmalar
arasindaki benzerligin ise %95’den daha az oldugu bilinmektedir. (Sezgin 2007,
Madigan and Martinko 2010).

Yapilan tiim bu caligmalar sonucunda, molekiiler metotlarin her birisinin tan igin tek
basina yeterli olmadigi, tan1 ve karakterizasyon i¢in birden fazla metodun bir arada
kullanilmast gerektigi sonucuna varilmistir (Chelius and Moore 2004; Adigiizel
2006;2011). Ozellikle tamda dogru sonuca varabilmek icin molekiiler tani
yontemlerinin mutlaka yapilmasi gerektigine kanaat getirilmistir. Molekiiler metodlar
icerisinde de birden fazla metodun kullanilmasinin sonuglarin giivenirligini arttirdigi ve

bir metotla tespit edilemeyen 6zelligin diger yontemle belirlenebildigi gozlemlenmistir.

Ayrica bu caligmada, kalsiyum karbonati ¢6zen mikroorganizmalar izole edilmesine
karsin, bu bakterilerin hangi mekanizmayla bu islemi gerceklestirdigine yonelik
herhangi bir calisma yapilmamistir. Dogada karbonatlarin, mikrobiyolojik aktivite
sonucunda dogrudan ya da dolayli olarak kolayca pargalanabildigi bilinen bir gergektir
(Golubic and Schneider 1979). Daha o6nce yapilan birgok c¢alismada, kire¢ tasinin
bozunmasinda Bacillus mycoides, B. megaterium ve B. mesentericus gibi spor
olusturan, Gram degisken veya Gram negatif, ¢ubuk veya kok forma sahip bir¢ok
bakterinin rol oynayabilecegi gosterilmistir (Ehrlich and Newman 2009). Bu olay,
genellikle mikroorganizmalar tarafindan iiretilen organik ve inorganik asitlerin bir
sonucudur. Yapilan caligmalarda karbonatlarin ¢oziinmesi ve mikroorganizmalar
arasindaki iliski hakkinda c¢ok fazla arastirma bulunmamaktadir (Liittge and Conrad

2004).
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Kalsiyum karbonati ¢6zen bir bagka mekanizmanin ise mikroorganizmalarin
salgiladiklar1 karbonik anhidraz enzimi oldugu bilinmektedir. Karbonik anhidraz (CA),
biitiin organizmalarda bulunan Zn"* iyonlu bir metaloenzimdir (Karbonat Hidroliyaz E.
C. 4.2.1.1) . Ik olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz canlilarda CO,
molekiiliiniin hidratasyonu ve HCOj; iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen bir
enzimdir. Karbonik anhidrazlar, omurgalilar, yiiksek bitkiler ve siyanobakterilerin yani
sira basta bakteriler olmak tizere prokaryotlarda da bulunur. Neisseria spp., E.coli,
Synechocystis spp., Asetobacterium woodi, Anabaena variabilis ve Rhodospirillum
rubrum’da; patojenik bakteri olan Helicobacter pylori ve Neisseria gonorrhoeae’da
karbonik anhidraz varlig1 kesfedilmistir (Smith and Ferry 2000; Supuran et al. 2003;
Isik 2008).

Prokaryotlarda CO, taginmasi ve fotosentez gibi 6nemli fonksiyonlara sahip oldugu
saptanan karbonik anhidrazin, manyezit madenine yapisal benzerlik gosteren ve yiiksek
oranda kalsiyum karbonat iceren kirectast ve dolomitin ¢dzlinmesinde de aktif rol
alabilecegi, daha once yapilan bir kag bilimsel ¢alismayla kanitlanmistir (Zaihua 2001;
Li et al. 2005).

Bu tez kapsaminda, izole edilen bakteriler endiistriyel ve biyoteknolojik uygulama
alanlarinda oldukga biiyiik &neme sahiptirler. Ileriye doniik calismalarda, manyezit
cevheri blinyesinde bulunan ve biyiik sorun teskil eden kalsiyum karbonatin
coziinmesinde bu izolatlarin genis oranda kullaniminin saglanmasi ve manyezit
yataklarmin bu c¢evre dostu yeni teknoloji ile degerinin arttirilarak ekonomiye
kazandirilmas1  distiniilmektedir. Yine bakterilerin  kalsiyum karbonatt hangi
mekanizmayla ¢O6zdiigiine dair herhangi bir bilgi bulunmadigindan, calismamizin
devami olarak, izolatlarin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi, bu bakterilerin
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilirken, ihtiya¢ duyduklar1 optimal kosullarin tespit

edilmesi planlanmaktadir.
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