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TURKGE OZET
Aerobik Oksalat Bakterilerinin Yagamina Stres Faktorlerinin Etkisi

Giilsen SARACALOGLU
Yiksek Lisans Tezi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. A. Usame TAMER
Ocak, 2008; 32+IX Sayfa

Bu calismada kullanilan aerobik oksalat bakterileri Cupriavidus oxaliticus OX1,
Oxalicibacterium flavum TA17", Xanthobacter sp. NS14 ve Cupriavidus necator NS02 olup,
Gram-negatif, cubuk sekillidirler. Ozellikle toprakta bol miktarlarda bulunurlar. Oksalati karbon
kaynagi olarak kullanip formata donustirdrler. Yapilan galismayla, ¢evresel faktoérlerden pH,
osmolarite, sicaklik, besin ve antibiyotik stresinin bu bakterilerin kiltire edilebilirligi ve canlilig
Uzerindeki etkisi belirlenmisgtir.

Potasyum oksalat (PO)li  besiyerinde kullanilan 4 organizmanin  farkli
konsantrasyonlardaki tuza karsi toleranslari degismekle beraber; OX1 ve NS14 %1’ lik NaCl’ da
iyi blyime gdstermigstir. Diger iki bakterinin bu ortamda blyumeleri zayiftir. Kullanilan aerobik
oksalat bakterilerin optimum buyime pH’ lari degismekle beraber, hemen hemen hepsi farkl
pH’ larda gelisme godsterebilmisti. OX1 ve NS14 suslarinin pH; 8.5 deki buylimeleri oldukga
yuksektir. Farkli sicakliklarin bu bakteriler Uzerine etkisine bakildiginda ise TA17" ve OX1 45 °C’
de iyi gelisme goOstermiglerdir. NS02 susunun sicaklik degisimlerine karsi gostermis oldugu
blyime sekli olduk¢a dediskendir. Organizmalarin kullanilan Ampisillin antibiyotiginin farkl
konsantrasyonlarina kargi verdikleri cevap benzer olup; 20 ve 30 ug/100 ml dozlarda higbirinde
biyime go6rilmemistir. Potasyum oksalatin farkli konsantrasyonlariyla yapilan koloni
sayimlarinda NS02 ve NS14’ Un, %0.6'ik PO’ da iyi gelisme gdsterdikleri belirlenmistir. Artan
PO konsantrasyonlarindaki blylmeleri azalmaktadir. Kullanilan oksalat bakterilerin uygulanan
cevresel stres faktorlerine karsi verdikleri cevaplar farkhlik géstermektedir. Calismada, 6zellikle
yuksek pH ve sicaklikta blylime gosterebilenlerin endustriyel alanlarda kullanilabilecegini

distnmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Aerobik oksalat Bakterileri, Cevresel Stres Faktorleri, Oksalik Asit,

Degradasyon, Patojenite. Koloni Olusturan Birim.
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YABANCI DILDE OZET (ABSTRACT)

Effect of Stress Factors on Aerobic Oxalate Bacteria

Giilsen SARACALOGLU
MSc. Thesis in Microbiology

Supervisor: Prof. Dr. A. Usame TAMER
2008,January; 32+IX Pages

Aerobic oxalate bacteria used in this project are Cupriviadus oxaliticus OX1,
Oxalicibacterium flavum TA17", Xanthobacter sp. NS14 and Cupriavidus necator NS02 and
gram negative and rod shaped. In the soil there are a large amounts of aerobic oxalate bacteria.
They convert into format by using the oxalate as a source of carbon.lt is stated that the
environmental factors like pH , osmolarity , heat, nutrition and antibiotic stress can be cultured
and the effects of liveliness with the help of this project.

The four organisms used in basal mineral medium with Potassium oxalate (PO)
changes their tolerance against the salt in different concentrates and also OX1 and NS14
indicates a well grown up in %1 percent of NaCl.The other two bacteria have a weak growing in
this environment. It shows that aerobic oxalate bacteria used in this project have changed their
optimum growing pH and almost every one of them has grown up in different pH. It is high that
OX1 and NS14 shows their good growning. When we deep in the effects of these bacteries in
different heats TA17 and OX1 shows their good growing in 45 °C.The formation of growing
showing against the changes of heating, strain NS02 is extremely changeable. Organisms
reacts almostly the same as the reaction of ampicillin against different concentrations. It has
not been examined to grow up in 20 and 30 ug /100ml.1t is specified that the PO has a good
growing up in the count of colony made by its different concentrations.Growing in the increasing
PO concentrations has been decreased.

It shows that used oxalate bacteria differentiate the reactions to applied environmental
factors.In this project we have thought that the bacteria can show its growing especially in high

pH and the heat can be used in industrial areas.

Key words: Aerobic oxalate bacteria, Survival, Environmental Stress Factors, Oxalic

Acid, Degradation, Pathogenite, CFU ( colony forming unit)
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1.GIRIS

Dogada batin organizmalar yasamlarini sidrdlUrebilmek igin bir yaris ve rekabet
icindedirler. Bunun sonucu olarak da yeni savunma ve rekabet mekanizmalari gelistirmislerdir.
Diger taraftan cevresel stres faktérlerine karsi da uyum saglamak icin alkoller, yag asitleri,
toksinler, enzimler ve antimikrobiyal ajanlar Uretirler. Bu tir maddeler yine o ortamda bulunan
canlilarin bliyimesine negatif ya da pozitif etki yapabilir.

Mikroorganizmalar, dogal ortamlarda yasamlarini devam ettirebilmek igin, cevresel
sartlara karsi koyacak yasam stratejileri gelistirmek zorundadirlar. Spor, kist gibi dayanikli
formlar olusturarak farklilasma 6zelligi gdsterebilen bakteriler, ekstrem sartlari kolayca
atlatirken, farkhlasma 0zelligi olmayan bakterilerde bu durum olduk¢a zordur. Bakterilerin
yasamini etkileyen gevresel stres faktorleri genellikle; pH, osmolarite, sicaklik, besin, antibiyotik,
ISk, ortamdaki toksik maddeler olarak bilinmektedir (Panoff et al. 1998).

Mikroorganizmalar dogal habitatlarinda sinirli besin kaynaklarinin varliginda yasama
kapasitesine sahip olup, cevresel sartlara kolayca uyum saglayabilirler. Bakteri blylimesi,
enfeksiyon gucu ve patojenlik, tutunma gibi faaliyetlerini etkileyen 6nemli cevresel faktorler
sicaklik ve tuzluluktur. Atik su isleme alanlari, endistriyel atiklar, tarimsal faaliyetler sonucu
sucul ortamlarda 6nemli ¢evresel parametrelerden pH’ da buyik dedismeler meydana gelir.
Genellikle bu tir ortamlarda mikroorganizmalar yiksek pH’ ya maruz kalir. Bakterilerin sinirli
besin kaynaklarinin varliginda buyutuldiklerinde diger cevresel stres faktorleri (sicaklik, osmotik
basing, pH gibi)’ ne kolayca uyum saglayip yasamlarini surdurdikleri tespit edilmistir. Asit
adaptasyonunun Salmonella typhimurium ve Vibrio parahaemolyticus’ u farkl ¢evresel sartlara
kars! korudugu (cross-protection)’ da bilinmektedir (Koga et al. 2002).

Oksalik asit glglu selat aktivitesiyle, yiksek derecede okside edilen organik bilesimiyle,
dogal yolla olusur. Bu 6zelliginden dolay! toprak metallerinin tagsinmasinda ve g¢ozlinmesinde
temel bir bilesiktir. Aliminyum (Al) ve demirin (Fe) etkilesimiyle, topraktaki mevcut P, K, Mg ve
Ca’un artmasiyla, oksalat bitki beslenmesinde blylk rol oynar (Sahin, 2001). Bakterilerin
oksalati diger canhlarin badirsak sistemi ve sedimentlerde anaerobik olarak formata
dénusturdidl uzun zamandan beri bilinmektedir. Oksalik asit ozon ile kagit beyazlatiimasi
islemlerinde olusabilmektedir. Ayrica cam esya yapimi esnasinda kumdan demir ayrigtiriimasi
sirasinda da olusmaktadir (Dinsdale et al. 2000). Ayrica patojenik funguslarin miseliyal bluytime
esnasinda oksalik asit urettikleri bilinmektedir. Bu olayda oksalik asit kalsiyum iyonlariyla
birleserek kalsiyum oksalat kristalleri seklinde orta lamelde biriktirilir. Sonrasinda oksalat
kristalleri ortama salinarak bitki dokusunun enzimatik pargalanmasini hizlandirir. Sclerotinia

sclerotiorum’ un bazi mutantlarinin oksalik asit Uretimi azalmasina bagli olarak fasulyelerde



beyaz kif hastaligini olusturamadigi gozlenmistir. Pseudomonas fluorescens, P. putida, P.
cepacia ve P. aeruginosa bazi bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinde basarili bir sekilde
kullanilmigtir. Ancak zaman i¢inde bazi fungal patojenlerin Pseudomas tirlerinin antimikrobiyal
etkisini baskiladigi da ortaya ¢ikmistir (Nagarajkumara et al. 2005).

Diger taraftan oksalat igeren bitkilerin tiketiimesiyle bu madde hayvanlarin ve insanlarin
kan ve idrarina gecger. Oksalat ve tuzlari zehirli olup, yiiksek konsantrasyonlari insanlarda ve
hayvanlarda 6liime sebep olur. Dislik konsantrasyonlari ise hyperoxaluria, B6 vitamini eksikligi
ve bobreklerde kalsiyum oksalat taglarinin olusumuyla sonuglanan rahatsizliklara yol agar.

Mikroorganizmalar, gerek klasik gerekse molekiler biyoteknoloji alanindaki basarili
uygulamalarin gergeklestiriimesinde ¢ok dnemli bir yeri olan, biyoteknolojinin gelecede ydnelik
potansiyeli icin de belirleyici etkenler arasinda olan bir canli grubudur. Mikroorganizmalarin ve
uretme yeteneginde olduklari molekillerin gesitliligi, ilgili gen kaynaklarinin belirlenmesi ve
korunmasina yOnelik girisimlerin tim diinyada artmasina neden olmustur.

Dunyadaki mikrobiyal cesitliligin ¢cok buyuk kisminin henlz izole ve karakterize
edilmedigi, kaynak merkezlerinin temel rolinin biyo c¢esitliligin korunmasi oldugu
belirtiimektedir. TUrkiye'de, bilinen soylarin korunmasinin étesinde, yerel ekosistemleri tarayarak
endustriyel dnemi olan Urdnleri Ureten mikroorganizmalarin ve onlardan tlrevienen biyolojik
materyalin tanimlandigi, nitelendirildigi, korundugu ve arsivlendigi “ulusal” bir mikroorganizma

kaynak merkezi bulunmamaktadir.

Organizmalarin stres faktorlerine karsi verdikleri tepkiler ve degisimler uzun zamandan
beri calisiimaktadir. Cogu bakteri oksalati karbon kaynagi olarak kullanamaz. Aerobik oksalat
bakterileri ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukg¢a sinirhdir (Sahin 2001, Sahin et. al 2002, Tamer et.
al. 2002). Mikroorganizmalarin cevresel stres faktérlerine karsi verdikleri tepki ve uyum
esnasinda Urettikleri enzimler endustriyel 6neme sahiptir. Yukarida da acgiklandigi gibi bu tir
bakteriler biyolojik kontrol calismalarinda, cevher zenginlestiriimesi, atik sulardan toksik
maddelerin ayristiriimasi gibi islemlerde basarili bir sekilde kullaniimaktadir. Bu calismada
cevresel faktdrlerden pH, osmolarite, sicaklik, besin ve antibiyotik stresinin bazi aerobik oksalat
bakterilerinin kiltire edilebilirligi ve canlihgi Uzerinde etkisini belirlemek, bu bakterileri ulusal
kultir koleksiyonununa kazandirmak ve ayrica bu konuda yapilacak calismalara 6n kaynak

olusturmak amag edinilmigtir.



2. KAYNAKLARIN OZETi
2.1. Oksalik Asit

Oksalik asit (ethanedioic acid,C,H,0,4) hayvanlarda, bitkilerde ve dogada yaygin olarak
bulunan bir bilesiktir. Bu bilesik iki karboksil grubu igine katilan kuvvetli bir organik asittir (Sekil
2.1)

Oksalik asit diger karboksilik asitlere gére kolayca okside edilir. ilk olarak Oxalis
bitkisinden elde edildigi igin, bu isimle adlandiriimistir. Oksalik asit sodyum, potasyum, kalsiyum
gibi minerallerle kuvvetli baglar olusturabilir. Bu durumda ortaya ¢ikan bilesikler, oksalat tuzlari
olarak adlandirilir. Sodyum ve potasyum oksalat tuzlari suda ¢dzinirken, kalsiyum oksalat

suda ¢6ziinmez (Sahin, 2001).
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Sekil 2.1. Oksalik asidin kimyasal yapisi
2. 2. Dogada Oksalat Varhgi

Oksalik asit bitkilerde, serbest asit veya oksalat tuzlari seklinde bulunur. Oksalat
konsantrasyonu en fazla yapraklarda en az ise koktedir. Bitkilerdeki oksalat igerigi bitkinin
yasina, mevsime, topragin tipine ve iklime goére dedisiklik gosterir (Caliskan, 2000). Bazi
bitkilerin organ ve dokularinda kalsiyum oksalatin birikimi, mikroskobik kristaller seklinde olur.
Kalsiyum oksalat kristallerinin miktari turlere goére degisiklik gosterir. Bazi bitkilerin ise kuru
agirliklarinin % 85’ inden fazlasini bu kristaller olugturur. Kalsiyum oksalat kristalleri spesifik
sekilleri ve bitkideki lokasyonlarindan dolayi, bitki taksonomisi agisindan da 6nemlidirler.
Angiospermlerin ve gymnospermlerin 215’den fazla familyasinda bulundugu tespit edilmistir.

Hayvanlar aleminde oksalik asit ve tuzlari, memeli kaninda ve idrarinda bulunur.
Oksalat, glioksalat ve askorbat oksidasyonu ile memeliler tarafindan az miktarda
sentezlenirken; oksalat varliginin ¢odunludu, oksalat igeren bitkilerin tiketiimesinden

kaynaklanir.



Ascomycetes, Basidiomycetes ve Zygomycetes sinifina ait mantarlar ile likenler hayat
dongdlerinin bazi evrelerinde kalsiyum oksalat kristallari Gretirler. Bakterilerde oksalatin varligi

Mycobacterium, Acetobacter, Glucanobacter ve Lactobacillus genuslarinda tespit edilmistir.

2.3. Oksalat Metabolizmasi

2.3.1. Oksalat Formasyonu

Bu konuda en gok mantarlar Gzerinde gahsiimistir. Ozellikle Aspergillus, Penicillium,
Sclerotium ve Gleopyhllum genuslarina ait tirler gugli oksalik asit Ureticisidirler. Funguslarda
oksalat olusumu igin en uygun kultirel sartlar, karbonhidrat konsantrasyonunun yiksek,
oksijenin yeterli, pH’nin disik oldugu ve sinirh miktarda inorganik maddenin bulundugu
kosullardir. Oksalat direkt olarak glioksalat oksidasyonuyla meydana gelmeyip, oksaloasetatin
oksaloasetat hidrolaz enzimiyle hidroliziyle olusur. Glioksalatin, oksalata oksidasyonu
mikroorganizmalarda bulunan (¢ enzim ile katalizlenir. Bu enzimler: Laktat dehidrogenaz,

ksantin oksidaz ve glioksalat dehidrogenaz enzimleridir.

2.3.2 Oksalat Katabolizmasi

Pek c¢ok bakteride oksalat katabolizmasinin; 1.Oksidasyon, 2.Dekarboksilasyon,

3.Aktivasyon ve dekarboksilasyon olmak Uzere g yolu tespit edilmistir:

Oksalik asidin aerobik oksidasyonu, oksalat oksidaz enzimiyle katalizlenir.
Pseudomonas’in OX-53 susu oksalati, oksalat oksidaz enzimiyle CO, ve H,O,’ye okside eder.
Bu bakteriden saflastirilan enzim, bir flavoproteindir ve asagidaki reaksiyonu katalizler (Sahin,
2001).

Oksalat oksidaz
(COOH), +0, > 2C0, + H,0,

Dekarboksilasyon reaksiyonunda; oksalat dekarboksilaz, oksalati aerobik ortamda
format ve CO, ‘e ddnusturtr. Bu enzim, bu reaksiyonda Ozel olarak rol oynar. Cunkld bu
reaksiyonu katalizleyebilen oksalat dekarboksilazin diger bir tipi yoktur. Oksalat dekarboksilaz
Flammula velutipes fungusundan saf olarak izole edilmistir. Ayrica kobay karacigerinde de
bulunmustur (Taner and Bornemann, 2000). Bu enzim, genis sicaklik ve pH araliklarinda
aktivitesini surdirerek kararliligini korur. Oksalik asidi dekarboksile ederek CO, ve formik asidin
hicre ici deg@erlerini artirir.

Oksalat dekarboksilaz

»

(COOH), > CO, + H-COOH




Aktivasyon ve dekarboksilasyon islemi ile oksalat degredasyonu daha karmasiktir.
Oksalat hicre igine transfer edilir. Oksalat, Formil-CoA’dan CoA’nin transferiyle oxalyl-CoA’ ya
aktive edilir. Oxalyl-CoA, formil-CoA ve CO,ye dekarboksile edilir ve CO, hicre disina
diffizlenir. Aerobik oksalat bakterilerinin ¢ogunlugunun aksine, anaerobik Oxalobacter

formigenes, oksalat metabolizmasinin son urlni olarak format Uretir.

Acetyl-CoA + Oxalate »  Oxalyl-CoA + Acetate

Oxalyl-CoA dekarboksilaz ,Tiamin pirofosfat (TPP)
Oxalyl-CoA »  Formyl-CoA+ CO,

2.4. Oksalatin Biyosentezde Kullanimi

Oksalat yiksek derecede okside edilen bir substrattir ve asimilasyonu bakteri hlcreleri
icinde indirgenmis reaksiyonlari icerir. Oksalat hiicre igine tasinir ve oxalyl-CoA * ya aktive edilir.
Oksalat, oxalyl-CoA redliktaz enzimiyle glioksalata indirgenir. Bu noktada, gliserat metabolik

yolu ve serin metabolik yolu olmak Uzere iki metabolik yol olusur (Sekil 2.2.)

2.4.1. Gliserat Metabolik Yolu

Starkeya novella ve Oxalobacter formigenes’ de gdsterilmistir. Oxalobacter formigenes,
Oxalobacter vibrioformis, Oxalophagus oxalicus gelisebilmek i¢in az miktarda asetata ihtiyag
duyar (Cornick and Allison, 1996a). Asetat, biyosentetik proses i¢in gereklidir. Pembe pigmentli,
fakdultatif, metilotrofik bakteriler(PPFM) disinda Pseudomonas sp. (MOx susu), oksalati gliserat
metabolik yolu ile asimile eder (Cornick and Allison, 1996b). Bu metabolik yolda anahtar enzim
glioksalat karboligazdir. Gliserat metabolik yolu glioksalat, glisin gibi pek ¢ok iki karbonlu

bilesigin asimilasyonunda kullantlir.

2.4.2. Serin Metabolik Yolu

Pembe pigmentli fakultatif metilotrof (PPFM) bakterilerinde, L-serin aminotransferaz ve
hidroksipiruvat rediktaz enzimleri bulunur. Bu enzimler serin metabolik yolunun anahtar
enzimleridir. Serin yolu ile sadece oksalatin asimilasyonu degil tek karbonlu bilesiklerin de
asimilasyonu gergeklesir.

Ammoniiphilus spp. oksalati serin metabolik yolu ile asimile eder. Clnku bu bakteride L-

serin aminotransferaz ve hidroksipiruvat rediiktaz enzimleri bulunmustur ($ahin, 2001).



(COOH);

OXALATE
OxaLyL-CoA
NAD(P)H
o] | &
NADP
OHCCOOH
GLYOXLATE
SERINE
GLYCINE
(2) (4)
TARTRONIC SEMIALDEHYDE HYDROXYPYRUVATE
NADH (3) (5) NADH
NAD
HOCH,CH(OH)COOH
GLYCERATE
ATP
(6) @ ADP
3P-GLYCERATE
BIOSYNTHESIS

Sekil 2.2. Oksalat Metabolizmasi (Sahin, 2003)

* Sol taraf: Gliserat metabolik yolu, Sag taraf: Serin metabolik yolu. Reaksiyonlarda yer alan
enzimler: 1, oxalyl-CoA reductase; 2, glyoxylate carboligase; 3, tartronic semialdehyde
reductase; 4, serine-, glyoxylate aminotransferase; 5, hydroxypyruvate reductase; 6,

glycerate kinase.



2.5. Dogadaki Oksalat Dongiisiinden Sorumlu Bakteriler

Bakteriler, oksalati kimyasal Ozellikleri (kuvvetli asit olmasi, tuzlarinin suda zor
¢bztinmesi vs.) nden dolayi 6ncelikli besin kaynagi olarak kullanmazlar. Oksalat gibi diger pek
¢cok substrati fermente edebilen, bakteriler genel olarak nitelendirilirken, besin kaynagi olarak
oksalati kullanan bakteriler spesifiktirler (Sahin, 2001).

2.5.1. Oksalati Kullanabilen Anaerobik Bakteriler

Oksalati kullanabilen anaerobik bakterilerin habitatlarindan biri hayvanlarin sindirim
sistemidir. Dawson, anaerobik oksalat bakterilerinin ilk izolasyonunu koyun kalin bagirsagindan
yapmistir. Elde edilen izolatlarla yapilan ¢alismalar, Oxalobacter formigenes turinin
tanimlanmasini saglamistir (Sahin, 2001). Oxalobacter formigenes tarafindan oksalatin
degredasyonu insan sagligi agisindan dnemlidir. Clnku bakterinin bu aktivasyonu bdébrek tasi
olusumunu engellemeye yardimci olur (Duncan et al. 2002). Anaerobik sartlarda insan
digskisindan, oksalati kullanabilen Enterococcus faecalis ve Providencia sp. turleri izole
edilmigtir. Bu bakteriler sinirli besin igeren ortamlarda gelisebilirler.

Anaerobik oksalat bakterileri sedimentlerden de basarili bir gekilde izole
edilebilmislerdir. Smith ve arkadaslari (1985) oksalati kullanabilen hem c¢ubuk sekilli hem de
spiral sekilli anaerobik bakterileri taze su birikintisi sedimentinden izole etmislerdir. Spiral sekilli
izolatin (Ox-8) herhangi bir taksona ait olmadigi gozlenirken, gubuk sekilli izolatin (SOx-4)
Oxalobacter formigenes oldugunu tespit etmislerdir. Kivrik gubuk sekilli bakteriler, taze su
sedimentinden izole edilmis ve spiral sekilli izolat ile benzer oldugu gorilmistir. iki polar
flagellali hucreler, yeni bir tir olarak tayin edilmistir. Oxalobacter vibrioformis olarak
adlandirilmigtir. Ayrica arastirmacilar gram pozitif, spor olusturan, cubuk sekilli yeni bir bakteri
izole etmiglerdir ve bu yeni tiri de Oxalophagus oxalicus olarak adlandirmiglardir.

Termofilik habitatlarda da oksalati kullanabilen anaerobik bakterilerin varligi yapilan
calismalarla gésterilmistir. iki termofilik bakteri Clostridium thermoaceticum ve C.
thermoautotrophicum® un oksalat iceren ortamda gelisebildigi gorulmustir. Son filogenetik
galismalara gore bu turler ‘Moorella’ olarak tanimlanan genusa, Moorella thermoacetica ve M.
thermoautotrophica olarak dahil edilmigtir. Bu iki zorunlu anaerobik bakteri, bugtine kadar izole
edilen anaerobik bakterilerden farkli baz &zelliklere sahiptir. Diger anaerobik bakteriler
gelisebilmek igin substrat olarak yalnizca oksalati kullanirken, bu bakteriler oksalatla beraber
diger substratlari da kullanabilirler.

Substrat olarak oksalata ihtiyagc duyan G¢ anaerobik bakteri tanimlanmistir. Bunlar;

Oxalobacter formigenes (Sahin, 2001), Oxalobacter vibrioformis, Oxalophagus oxalicus



bakterileridir. Bu tirler aerobik oksalotrofik bakterilerden farklidirlar. Cinkl son Urin olarak
format dretilir. Bu bakteriler gelismek igcin az miktarda asetata ihtiya¢g duyar (Dehning and
Schink, 1989; Collins et al. 1994).

2.5.2. Aerobik Bakteriler

Oksalat toprakta yaygin olarak bulunur ve bitki kék 6zsuyundan saglanir. Topraktaki
oksalat konsantrasyonu 10 ve 10° M arasindadir.

Oksalati kullanabilen populasyonlardan biri toprak bakterilerinden Streptomyces
genusuna ait tdrlerdir. Bu grubunun topraktaki kalsiyum oksalatin dénusimuyle ilgili yiksek
aktivite gosterdigi distinilmektedir.

Bassalik (1913), ilk kez literatirde tanimlanan, oksalati kullanan Methylobacterium
susunu, yer solucanindan izole etmis ve Bacillus extorquens olarak isimlendirmigtir. Yine de bu
organizmanin ve diger pembe pigmentli fakiltatif metilotroflarin taksonomik pozisyonu kesin
degildir.

Pembe pigmentli bakterilerin Methylobacterium genusunda bulundugu Onerilinceye
kadar bu bakteriler farkli genuslara (Vibrio, Pseudomonas, Protomonas) dahil edilmigtir.
Methylobacterium ve ilgili suslari, oksalat gibi substratlarin yaninda, metil ve metilamin gibi tek
karbonlu bilesikleri de kullanabilirler

Starkeya novella, aerobik, fakultatif, kemolitotrof, metilotrof, gram negatif ve cubuk
sekilli kikirt bakterisidir. Buyumesi icin gerekli enerjiyi ya indirgenmis kikirt bilesiklerinin
(tiyosulfat veya siilfit) oksidasyonundan ya da format, methanol ve oksalatin oksidasyonundan
elde eder.

Ralstonia eutropha oksalat gibi gesitli organik bilegiklerde gelisebilen aerobik, gram
negatif ve cubuk sekilli farkli bir gruptur. Bu mikroorganizma oksalati gliserat metabolik yolu ile
asimile eder.

Xanthobacter autotrophicus ve Xanthobacter flavus organik asitleri (oksalat gibi), kisa
zincirli alkolleri, aminoasitleri, bazi sekerleri kullanabilen iki tlrduir.

Ammoniiphilus oxaliticus ve Ammoniiphilus oxalivorans zorunlu oksalotrofik, halofil,
alkali-tolerant bakterilerdir. Bu bakteriler Rumex acetosa bitkisinin kdklerinden izole edilmistir (
Sahin 2001).

2.6. Oksalatin Biyolojik Tehlikeleri
Oksalat ve tuzlari zehirlidir. Yiiksek konsantrasyonlari insanlarda ve hayvanlarda élime

sebep olur. Dislk konsantrasyonlari ise hyperoxaluria, pridoksin (B6 vitamini) eksikligi ve

bdbreklerde kalsiyum oksalat taslarinin olusumuyla sonuglanan rahatsizliklara yol agar. Saf



oksalik asit icin LDso de@eri, 65 kg olan bir insan icin 25 gr olarak saptanmistir (Sidhu et al.
1997).

2.7. Oksalatin Kullanim Alanlari

Oksalik asidin yuksek miktarlarda biyolojik tretimi, biyohidrometalurjik uygulamalar ile
ilgilidir. Aerobik oksalotrofik bakteriler, atitk sudan ve topraktan oksalati uzaklastirmak igin
kullanilirken, oksalik asit cevher ve minerallerden adir metalleri uzaklastirmak icin kullanilabilir.
Murekkep, vernik, badana boyasi gibi kimyasallarin iceriginde yer alir. Ayrica oksalik asit diger
karboksilik asitlere goére kolay okside edildigi icin gamasirlarin beyazlatilmasinda indirgeyici ajan
olarak kullanilir (Caligkan, 2000). Oksalik asidin gesitli biyojeokimyasal déngulerde dnemli rol
oynadigi distnllmektedir (Braissant et al. 2002). Oksalik asit, akar tiru olan, ar1 paraziti Varroa
destructor ile kimyasal micadelede kullaniimaktadir. Bu organik asit hidrofilik oldugu i¢in balda
kalinti birakmaz ve ayrica balin yapisinda da bulunmaktadir (Rademacher and Harz, 2006).

Oksalati kullanabilen bakteri sugslari, oksalat Ureten fungal patojen enfeksiyonundan
konak bitkiyi korumak i¢in kullanilabilir. Oxalobacter formigenes insan ve hayvanlarin sindirim
sisteminde bulunan en dnemli fonksiyonel bakterilerden biridir. Yapilan ¢alismalar bu bakterinin,
bdbrek taslari ve hyperoxaluria tedavisinde probiyotik olarak kullanilabilecegini géstermektedir
(Allison et al. 2001).

2.8. Bakterilerin Yagamina Cevresel Stres Faktorlerinin Etkisi

Bakterilerin blyime ortamlarinda yeterli azot ve karbon kaynagi, sicaklik, oksijen,
uygun ¢6ziinen madde ve pH saglaniyorsa maksimum buyime goésterirler. Bu parametrelerdeki
farklihklar optimum biyimeyi etkileyebilir. Bakterilerin blylme ortamlari ve yakin ¢evresindeki
bu tur parametrelerin degistiriimesi sonucu bakteri buyime orani, bazi yapisal ya da metabolik
urtn farkhhklarinin gézlenmesi bakteriler igin gevresel stres olarak ifade edilebilir. Bakterilerin
degdisen cevresel faktorlere yaniti yasamlari igin oldukga énemlidir. Aslinda laboratuar disinda
maksimum bulyumeye izin veren kosullar surekli degisebileceginden dolay! pek ¢ok bakteri

surekli stres kosullarinda yasamaya uyum saglamak zorundadir (Moat et al. 2002).

2.8.1. Osmotik Stres ve Osmolarite

C6zinen madde konsantrasyonu bakterilerin biyimesinde dnemli rol oynar. Laboratuar
kosullarinda pek ¢ok bakteri diisiik osmolariteye sahip kultir ortaminda gelisebilir. Hipertonik
kosullar, sitoplazmadan su kaybiyla sonuglanirken, hipotonik sartlar ise sitoplazma igine su girisi

ile sonuglanir.



Bakteri membrani suyun gegisine kolaylikla izin verir. Hicre icindeki su miktari ile
digindaki su miktari olduk¢a dengededir. Huicre duvari ile bakteriler, hiicre disi ile ilgili yiksek
sitoplazmik ¢6zlnen konsantrasyonunu koruyabilir. Bu durum hicre iginde daha duisik su
aktivitesine donulstirdlir. Sitoplazmik membran tarafindan hiicre duvari Gzerinde gerceklesen
bu basing¢ turgor basinci olarak adlandirilir (Moat et al, 2002). Bakteriyal hicreler buyimek ve
bolinmek igin itici bir glic olarak turgoru meydana getirmek zorundadirlar ve bu nedenle
bidyuime ortaminkinden daha ylksek bir hiicresel osmotik basin¢g saglamaya gerek duyarlar
(Csonka, 1989).

2.8.2. pH Stresi

Pek ¢ok mikroorganizmanin maruz kaldigi 6nemli stres faktorlerinden biri de pH stresidir
(Villarreal et al. 2000). Mikroorganizmalar hidrojen iyon konsantrasyonunun (pH) genis
araliklarinda geligebilirler. Ornegin asidofilik bakteriler pH nin 1 oldugu, asidik sulfur
kaynaklarinda gelisirken; alkalifilik bakteriler, soda gélu gibi pH’ nin 11 oldugu sartlarda gelisim
gOsterir. Bununla birlikte yerylzindeki pek c¢ok bakteri nétral pH'ya yakin degerlerde
yasayabilirler ve nétrofilik olarak adlandirilirlar. Noétrofilik bakteriler pH 5 ve 9 arasinda gelisme
gOsterirler. E. coli, Salmonella enterica, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium nétrofilik bakterilerdir. Notrofilik bakterilerin, gittikce degisen pH degerlerinde
adaptif gecisine izin verilirse, farkli pH’larda yasayabilirler (Moat et al. 2002).

Bakteriler bliylimeyi saglayan yapisal ve fonksiyonel proteinlerin Uretilmesi ve optimum
aktivite gdstermeleri igin sitoplazmik pH’ larini dengede tutmak zorundadirlar. Cogu bakteri pH;
5.5- 9.0 araliginda buyume gosterebilir ancak, sitoplazmik pH’ lar 7.4-7.8 arasindadir. Bundan
dolayr bu tur bakteriler bulunduklari ortamin durumuna gére sitoplazmalarini asitlige ya da
alkaliye kaydirabilirler.

Asidik metabolitleri, nétral metabolitlere veya nétral metabolitleri alkali Urinlere
donustirebilen enzimler Ureterek; asidik pH' ya yanit veren mikroorganizmalar tespit edilmistir.
Bu enzimlere en iyi 6rnek E. coli’ de bulunan glutamat dekarboksilaz, lizin dekarboksilaz ve
arjinin dekarboksilazdir. Bu enzimler hiicre digi asidik pH’ da artan ifadeyi gosterirler. Gelisme
siiresince hiicre ici pH’ yi1 kontrol etmek igin, gram negatif organizmalar K" / H ", Na" / H *
antiporterlarinda oldugu gibi, primer proton pompalarinin degisimini icerir (Moat et al. 2002).

Salmonella typhimurium enterik bakterisi pH 5.5 ve 6’ ya adapte oldugunda, bu
bakterinin ekstrem diisiik pH’ da (pH 3 ve 4) yasayabildigi gosterilmistir (Foster, 1991). Hiicrede
meydana gelen genetik ve fizyolojik degisimlerde asit tolerans yanitindan (ATR) bahsedilir
(Moat et al. 2002).

pH 55 ve 6 ya maruz kalma oncil sok olarak adlandirilir. ATR’ nin tamamen

indirgenmesi en az 50 yeni proteinin sentezlenmesiyle sonuglanir. Bu proteinler asit sok
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proteinleri olarak adlandirilir (Moat et al. 2002). Asit soku suresince organizma Uremeyi
durdurur (Foster, 1991). Listeria monocytogenes’ in kuvvetli asit (pH 3.5 ) stresinden sonra
hicreleri koruyan ve pH 5.5’ de blyutildiginde énemli bir adaptif asit tolerans yaniti sergiledigi
gOsterilmistir (O’ Driscoll et al. 1996).

Dusuk pH' ya adaptasyon, gastrointestinal patojenler tarafindan hastalik olusumu igin
on kosuldur. E. coli ile Shigella’ nin kuvvetli asit direnci tibbi bir durum ile ilgilidir. Cinku bu
durum, hastaliklara neden olan ve gastrik asit bariyerini asmaya calisan bu organizmalar
tarafindan ihtiya¢ duyulan, enfeksiyon dozundaki farkhliklari agiklar. Bu farkhhidin ilk nedeni
Salmonella .enterica ‘da bulunmayan glutamat dekarboksilaz Uretimidir. Bu sistem y- amino
bitirik asidin ayrilmasiyla, daha fazla glutamat baglayan spesifik antiportirlari icerir. Bu enzim
icin optimum p H 5'tir. Hiicre i¢i pH’ si bu degere disinceye kadar bu enzim rol oynamaz. pH
5’te, enzimin intrasellular protonlar tikettigi ilk olarak disunilmemesine ragmen bu sistemin pH
2 de hicreyi nasil canli tuttugu agik degildir. Bu sistemi kullanan bir organizma da Lactococcus
lactis’ tir. Lactococcus glutamat dekarboksilaza ilaveten arjinin deaminaz (ADI) yolunu kullanir.
ADI yolunu asit stresi boyunca ATP Uretmek igin kullanir.

Helicobacter pylori, Ulsere ve mide kanserine yol agan bir bakteridir ve midede
yasayabilmek icin kuvvetli asit diren¢ sistemini kullanir. Bu organizma ureyi kabondioksit ve
amonyaga donUstiren, nikel iceren bir metaloenzim olan Ureaz uretir. Beklenenin aksine
ureazin en etkin oldugu optimum pH 7.5’ tur. pH 7.5’ da hucrelerin neden gelisebildidinin yanit,
hlcrelerin ¢ok dlslk Ureaz aktivitesine sahip olmasidir. Yersinia enterolitica midede

yasayabilmek icin tUreazi kullanan diger bir gram negatif patojendir (Moat et al. 2002).
2.8.3. Sicaklik Stresi

Mikroorganizmalar, Farkli pH gibi farkli sicaklik araliklarinda da gelisebilirler. Ornegin
mikroorganizmalar, sicakhdin 90 °C’ ye ulastidi sicak su kaynaklarindan (termofilik bakteriler)
ve sicakhgin 0°C’ nin altinda oldugu kutuplardan (psikrofil bakteriler) izole edilebilirler.
Pyrococcus furious optimum 95°C’de (Weinberg et al. 2005), Archaeglobus fulgidus ise 78°C’de
(Rohlin et al. 2005) yasarlar. Pek gok bakteri 20- 40 °C arasinda blytumeyi tercih eder (Moat et
al. 2002). Bu son grup Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella sp., Campylobacter jejuni,
Yersinia spp. gibi patojen bakterileri igerir. Termoregulasyon, patojenik bakterilerde virulans gen
ekspresyonunda dnemli rol oynar.

Organizmalar termal strese sicaklik sok proteinleri (Hsps) olarak adlandirilan
proteinlerin sentezini arttirarak yanit verirler (Konkel et al. 1998). Sicakhdin artmasi ile gelisen
hicrelerde Hsps’ nin pek goguna ihtiya¢ duyulur. Bu uyarilan proteinler arasinda DnaJ ve DnaKk,

RNA polimeraz o™ altbirim (rpoD), GroEs, Groel, Lon proteaz ve Lysu yer alir. E. coli’ de
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yaklasik 50 Hsps tanimlanmistir. Bu proteinler alternatif o faktorleriyle ve iki bilesenli regulator
sistemler tarafindan diizenlenen alt bélimlere ayrilabilir.

o" regulasyonu ile olusturulan protein sitoplazmay: termal strese karsi korur. E. coli
rpoH gen lokusu ile 32 kDa o faktorini sifreler. Promotor RNA polimerazin spesifitesini yeniden
yonlendiren o™ veya o olarak adlandirilir. 6™ 34 Hsps'nin sentezlenmesini diizenler. Sicaklik
sokunun artmasi ile 0" tiretimi de artar. Bu prensip basit olmasina ragmen o™ tretimini ybneten
genetik mekanizmalar komplekstir. E. coli’ de sicakligin 30 °C’ den 40 °C’ ye ¢ikmasi rpoH
translasyonunun artmasi ile sonuglanir. Cis-acting m-RNA bdlgeleri rpoH mesajinin 5° ucundaki
ribozoma bagli bdlgeleri ayiran sicakhda duyarli ikincil yapilari bigimlendirir. YUksek
sicakliklarda bu ikincil yapilar erir ve rpoH mesajinin daha etkin translasyonunu saglar. rpoH
mesajinin translasyonunun artmasina ilave olarak o proteinin kendisi daha stabil olur. 30°C’ de
bilyiime siiresince o' proteini, FtsH, HsIVU ve CIpAP'yi igeren birkac proteaz tarafindan
parcalanabilir. Bununla birlikte, eger o RNA polimeraza baglanirsa o™ bu proteaz enziminden
korunabilir. RNA polimerazdan o yiI ayiran hucreler dislk sicaklkta o ile etkilesmek igin
DnaJd- DnaK —GrpE operon takimini kullanir. o" proteininin RNA polimeraza baglanmamasi, o"

proteininin degradasyonunu ile sonuglanir (Moat et al. 2002).
2.8.4. Besin Stresi

Aclik stresi de diger cevresel faktorler gibi pek cok bakterinin yasami boyunca
karsilastigi faktorlerden biridir. Mikroorganizmalarda karbon kaynagi gibi 6énemli nutrientler
kisitlandiginda, mikroorganizmalardaki 50 veya daha fazla proteinin ekspresyonu indirgenir.
Hucrede acglk stres yaniti (Starvation stres response, SSR) olarak adlandirilan genetik,
fizyolojik bir programlama meydana gelir. SSR durumu, ac¢lik durumunda bakterinin yasamasina
ve sicaklik, pH ve osmolarite gibi diger streslere karsi ¢apraz direnci saglamaya izin verir.

Ac hucreler ile durgunluk fazi hicreleri arasindaki farkin iyi bilinmesi gerekir. Durgunluk
fazi hicreleri, sinirsiz besin ortaminda blUylmeyi durdururken, aglik stresinde ise hicreler,
ortamda besin eksikligi oldugunda biyimeyi durdurur. Yani durgunluk fazi hiicreleri tek bir stres
faktérine bile ihtiyag duymazken, ag¢ hiicreler igin blylimeyi sinirlandiran bir veya daha fazla
stres faktoérlne ihtiyag vardir. Dider bir anahtar farklihk da durgunluk fazi hicrelerinin, ag
hicrelere gore, hicresel tepki ve hayatta kalma suresi tzerine 6nemli derece etkili olan daha
fazla hicresel yogunluga sahip olmalaridir.

Gram negatif bakteriler icin a¢ hucreler, morfolojik ve fizyolojik olarak logaritmik faz
hicrelerinden farklidir. Sinirli karbon kaynaklarina 6ncelikli yanit, bu yanita adaptasyon ve
ekspresyonun artmasiyla stresin onlenmesi seklindedir. Aglik stresinin devam etmesi hicrenin
direncinin ve metabolik aktivitenin azalmasi ile sonuglanir. Bu durum cyclic 3’-5’ adenosine

monophosphate (CAMP) ve guanosine 3’-5’ diphosphate (ppGpp) gibi iki hiicresel niikleotidin
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birikimiyle gerceklesir. ilave olarak alternatif o faktorleri o° ile 0°, rpoS ve rpoE genleri tarafindan
sifrelenir. Bu regulatérler acglik stresinin kontrolinde yer alan genel faktorlerdir. Bununla birlikte,
bu regulatérler bazi stres yanit genlerinin regilasyonu igin yeterli degildir. Bilinen regulatorler,
spesifik genlerin regulasyonunda SSR igin kompleks olma durumunun, ayirt edilmesinin
saptanmasinda gorev alirlar. Fis (factor for inversion stimulation), FadR (Regulator of fatty acid
metabolism), Lrp (Leucine-responsive protein), OxyR, SpvA/SpvR (regulators of the Salmonella
plasmid virulance), PhoP (response regulator that controls virulance factors), IHF (integration
host factor) gibi proteinler regulator proteinlere drnektir.

SSR siresince meydana gelen bazi fizyolojik degisimler, hiicresel RNA, proteinlerin ve
yag asitlerinin degradasyonunu, sitoplazmik membrandaki lipid komponentleri c¢esidinin ve
miktarlarinin  degismesini, gram negatif bakterilerin dis membranindaki lipopolisakkarit
miktarindaki artisini ve hicreyi zarardan korumak icin kromozomal DNA’'nin yodunlagmasini
icerir (Moat et al. 2002).

2.8.5. Antibiyotik Stresi

Cogu bakteri turii antibiyotiklere kargi direnglidir. Ozellikle logaritmik blyiime fazinin
sonlarina dogru azalan karbon kaynaginin da etkisiyle, NADH pirtivattan olusturulur. Bu
molekulden elde edilen enerji de elektron transportu esnasinda kullaniir. NADH ve ATP
uretimiyle beraber, bazi anti-faktér molekdllerinin ve proteaz enziminin Uretimi hizlanir. Bu
molekiiller ise bakterinin ¢evresel stres faktorlerine karsi direngliligini artirir. Bazi bakterilerde
ise cevresel sartlar degistiginde ATP (retimi azaltilir, koruyucu anti-faktér molekdulleri ve
enzimlerin Uretimi hizlandirilir. Boyle bir durum B. subtilis ve S. aureus’ da gézlenmistir (Proctor
and Humboldt 1998).

Mikroorganizmalar ilk kez karsilastiklari antibiyotiklere karsi, kisa zamanda direng
genlerini olustururlar. Bu genlerin olusturulmasinda o antibiyotigin miktari énemli olmaktadir.
Bazi bakteriler ise antibiyotigin yapisini bozan enzim ureterek onun etkisinden hiicreyi korurlar.
Ya da dis ortamdaki antimikrobiyal etkili maddenin hiicre igine alinimini engellerler. Ancak
mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere karsi izledigi yol, daha c¢ok diren¢ genlerinin
bulunduklari ortamdan, plazmitlerden ya da yakin tlrlerden alinmasi seklinde olmaktadir
(Proctor and Humboldt 1998)
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL

3.1.1. Organizmalar

Bu calismada kullanilan organizmalar Mugla Universitesinden temin edilmistir.

Bakteriler temin edildikten sonra aktiflestiriimis ve saf kiiltiirler halinde ¢ogaltilarak +4 °C’ de

saklanmistir. Calismamizda kullanilan 4 sus Cizelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan Organizmalar

Strain Koleksiyon No Kaynak
Cupriavidus oxaliticus OX1 DSM 1105 " Khambata and Bhat (1953)
Oxalicibacterium flavum TA17 NEU 98 Tamer et al. (2002)
Xanthobacter sp. NS14 NEU 1221 Sahin et al. (2002)
Cupriavidus necator NS02 NEU 1209 Sahin et al. (2002)

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri 1: Basal Mineral Ortam

NH,CI 1 Gram (g)
K;HPO, 1 g
MgSQO,.7H,O 1 g

NaCl 5 g

CaCl, 0.01 g

Ferric ammonium citrate 0.001 g

Distile su 1000 Mililitre (ml)
pH 70,2

Calismamizda yapilacak testler icin kullanilacak diger besiyerlerinin hazirlanmasinda

temel ortam olarak kullaniimistir.
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Besiyeri 2: Potasyum Oksalat Agar

Basal mineral ortam 1 Litre (L)
Potasyum oksalat 4 g
Bakteriyolojik Agar 17 g

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozilerek 121 °C' de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Ortam calismamizda bakterilerin  aktiflestiriimesi, blyUtiimesi ve stok kdlturlerinin

olusturulmasinda kullaniimistir.

Besiyeri 3: Osmotik Stres Deneyinde Kullanilan Ortam

Basal mineral ortam 1 Litre (L)
Potasyum oksalat 4 g
NaCl %1,

%2,

%2,5

Besiyeri igerikleri distile suda g¢ozilerek 121 °C' de 15 dakika sire ile sterilize edilmistir.
Ortam c¢alismamizda bakterilerin belirtilen oranlardaki NaCl konsantrasyonlarinda buyime

kabiliyetlerinin belirlenmesinde kullaniimigtir.

Besiyeri 4: pH Stresi Deneyinde Kullanilan Ortam

Basal mineral ortam 1 Litre (L)

Potasyum oksalat 4 g

pH 7 (pH 7 kontrol grubudur)
7.5
8
8.5

Ortam hazirlandiktan sonra 121 °C' de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Sonra
aseptik sartlar altinda pH ayarlamasinda, pH 8 ve 8.5 igin 5 mM Tricine, 7.5 igin 5 mM MOPS
kullaniimistir. HCI ve NaOH ile istenilen pH'ya ayarlama yapilarak organizmalarin pH stres

c¢alismasinda kullaniimistir.
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Besiyeri 5: Antibiyotik Stresi Deneyinde Kullanilan Ortam

Test organizmalari ampicillin antibiyotigine direncli olduklari i¢in bu antibiyotik secilmigtir.
Potasyum oksalat ilaveli basal mineral ortam (Besiyeri 2.) hazirlanarak 121 °C' de 15 dakika
sure ile sterilize edilmistir. Sonrasinda aseptik sartlar altinda 100 ml besiyerine 10 pg, 20 ug ve

30 pg ampicillin ilave edilerek antibiyotik stres deneyinde kullaniimigtir.
Besiyeri 6: Besin Stresi Deneyinde Kullanilan Ortam

% 0.6, % 0. 8 ve % 1 potasyum oksalat (C,H,04.H,O ) igeren besiyeri hazirlanarak 121
°C' de 15 dakika sire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam bakterilerin besin stres
deneylerinde kullaniimistir. Bu ¢alismada %0.4 potasyum oksalat iceren besiyeri kontrol olarak

kullanilmigtir.

Besiyeri 7: iz tuzlar soliisyonu

FeSO, 7H,0O 0.1 g
MnCl,. 4H,0 0.1 g
ZnS0O,. 7TH,O 0.1 g
Distile su 100 ml

iz tuzlar soliisyonu potasyum oksalat agarin 1 litresine 1 ml ilave edilerek bakteri

blylimesini tesvik ve canlandirma i¢in kullaniimistir.

Besiyeri 8: Fizyolojik Tuzlu Su

Distile suya %0.85 oraninda NaCl ilavesiyle hazirlanarak, bakteri dilisyonlarinin

hazirlanmasinda kullaniimistir.

Besiyeri 9: Oksalat Nutrient Agar

Nutrient Agar 1 Litre (L)
Potasyum oksalat 4 g

Besiyeri igerikleri distile suda ¢6ziilerek 121 °C' de 15 dakika stre ile sterilize edilmistir.

Calismamizda stres denemelerinden sonra bakterilerin sayimlarinda kullaniimistir.
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3.2. METOD

3.2.1. Kiiltiirlerin Aktivasyonu

Bakterilerin aktiflestiriimesi icin potasyum oksalat ilave edilmis, mineral ortam igeren
besiyeri (Besiyeri 2.) kullaniimistir. Potasyum oksalata ilave olarak kullanilan mineral ortam
Schlegel’in basal mineral ortamidir (Schlegel and Aragno, 1992). Ancak potasyum oksalat
ilaveli bu ortamda gelisme gézlenmemistir. Daha sonra gelismeyi tesvik igin 100 ml ortama 0.1
g Yyeast ekstrakt ve 0.1 ml iz tuzlar solisyonu eklenmistir.

Modifiye basal mineral ortam hazirlanarak deney tiplerine 7’ser ml aktariimistir. TUpler
121°C’ de 15 dk otoklavda sterilize edilmis ve temin edilen test organizmalarindan bu tiplere

asilama yapilarak 30 °C’de iki glin inkiibasyona birakilarak aktiflestirme islemi tamamlanmistir.
3.2.2. Kullanilan Organizmalarin Saflik Kontrolii

3.2.1. de anlatilan yéntemle elde edilen aktif kiltirlerden alinarak agar ilaveli modifiye
ortama aktariimis ve 6ze ile paralel ¢izgi gekme yontemiyle ekimler yapiimistir. 30 °C’ de iki gun
inkibasyondan sonra petride gelisen ve tek tek disen bakteri kolonileri incelenerek herhangi bir

kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilmigtir. SUpheli durumlarda bu islem tekrarlanmistir.
3.2.3. Osmotik Stres Deneyi

%1, %2, %2,5 NaCl iceren potasyum oksalat ilaveli basal mineral ortam (Besiyeri 3.)
hazirlanarak, 10’ar ml tiplere dagitiimistir. Sonrasinda elde ettigimiz aktif kulttrlerden de, bu
ortamlara 1’er ml aktarilarak, tipler 30 °C‘ de, galkamali inkibatérde 160 rpm hizda, iki gin
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra her bir kiiltirden 10°® ‘'va kadar dilisyonlar
hazirlanmistir. 10 Ik dilisyondan 0,1 ml alinarak, % 0,4 potasyum oksalath nutrient agar
(Besiyeri 9.) igeren petrilere aktarilarak yayma ekim yapilarak 30 °C’ de iki glin inkliibasyona

birakilmis ve sonrasinda petrilerde koloni sayimlari gergeklestirilmistir.
3.2.4. pH Stresi Deneyi
pH stresi deneyi icin; 3.1.2. de verilen besiyeri 4. hazirlanarak 10’ar ml tdplere

aktarniimigtir. Sonrasinda 3.2.3” de anlatilan ydntemdeki adimlar aynen takip edilmistir.

inkiibasyon sonunda petrilerde koloni sayimlari yapiimistir.
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3.2.5. Sicaklik Stresi Deneyi

Potasyum oksalat ilaveli besiyeri (Besiyeri 2., agarsiz)’ nden tiplere 10’ar ml aktariimis
ve bu tlplere her bir organizmanin aktif kdltirlerinden asilanmistir. Test organizmalari 25°C,
30°C, 40°C ve 45 °C’ de calkamali inkubatérde 160 rpm hizda, iki gin inkiibasyona birakiimis,
inkiibasyondan sonra her bir kiltiirlerden 10° ya kadar dilisyonlar hazirlanarak 10°1ik
dilisyondan 0,1 ml, % 0,4 potasyum oksalatli nutrient agar iceren petrilere aktariimistir. Yayma
plaka teknidi uygulandiktan sonra petriler 30 °C’de iki gin inkibe edilmis ve sire sonunda

gelisen koloniler sayiimistir.
3.2.6. Besin Stresi Deneyi

% 0,6, % 0,8 ve % 1 potasyum oksalat igeren besiyerinden tliplere 10’ar ml aktariimis
ve bu tuplere her bir organizmanin aktif kultirlerinden asilanmigtir. 30 °C'de, calkamali
inkibatdorde 160 rpm hizda, iki gun inkibasyona birakilarak 106’ya kadar dilisyonlar
hazirlanmistir. 10° Ik dilusyondan 0,1 ml alinarak, % 0,4 potasyum oksalath nutrient agar
iceren petrilere yayma ekim yapilarak 30 °C’de iki gin inkiibe edilmis, inkibasyon sonunda

petrilerde koloni sayimlari yapilimistir.
3.2.7. Antibiyotik Stresi Deneyi

Farkli konsantrasyonlarda ampisilin antibiyotigi iceren potasyum oksalat ilaveli basal
mineral ortam (Besiyeri 5.) hazirlanarak 10’ar ml tiplere aktarilmig ve 30 °C ‘de, calkamal
inkiibatérde 160 rpm hizda, iki giin inkiibasyona birakiimistir. inkiibasyondan sonra hazirlanan
10 Ik dilusyondan 0,1 ml, % 0,4 potasyum oksalatli nutrient agar iceren petrilere ekilerek 30
°C’de iki giin inkiibe edilmistir. inkilbasyon sonunda petrilerde gelisen kolonilerin sayimlari

yapimistir.
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4.BULGULAR

4.1. Osmotik Stres Altindaki Organizmalarda Biiyiime

OX1 susunun %171’lik NaCl bulunan ortamdaki koloni sayisi, kontrol grubuna (% 0,5
NaCl) gore artis gostermistir. %2 ve %2,5 NaCl oranlarindaki koloni sayilarinda ise azalma
g6zlenmistir. NS02 ise %1 ve %2 NaCl oranlarinda lireme géstermemesine ragmen, %2,5 NaCl
oraninda kontrole goére daha az Ureme gOstermistir. NS14 susunda %1 ve %2 NacCl
oranlarindaki koloni sayisi kontrole gore yuksektir. %2,5 NaCl oranindaki koloni sayisi kontrole
gbre daha azdir. TA17" susunda ise %1 NaCl oranindaki koloni sayisi kontrole gore artmig olup,
%2 ve %2,5 NaCl oranlarinda Ureme gdstermemistir. Sonuclar Cizelge 4.1.” ve Sekil 4.1.” de
gosterilmistir.(10° seyreltme faktori)

Cizelge 4.1. Osmotik Stres Etkisi

NacCl (gr/L)
Strainler  0.5° 1 2 2.5
OX1 2320*10° 2450*10° 270*10° 11*10°
NS02 180*10° - - 40*10°
NS14 1210%10°  2520*10°  1290*10°  530*10°

TA17T 70*10° 540%10° - -

? Koloni sayimlari Koloni Olusturan Birim (cfu)/ml olarak verilmistir. “-“ Negatif (Bliyime yok)

Holoni Sayis:
(cfu/mi)
FeMy -4 Q% -
2508 ~10° —
23 -10° =
10° o0X1
50 i | o MNS02Z
e ONS 14
1000 1 u oTA17T
S04 ~10°% =Nm
o - . [] : |
%05 % 1 % 2 w25 MN=2Cl

Sekil 4.1. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinin Test Bakterilerinde Bliyimeye Etki
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4.2. pH Stresi Altindaki Organizmalarda Biliyiime

pH degeri arttikca OX1 ve TA17" suslarinin koloni sayisinin azaldigr goéralmuastar. NS
02 susunda pH 7,5 ve 8 degerlerinde koloni sayisi artisi oldukga fazla iken pH 8,5 degerinde
koloni sayisinda azalma gorilmustir. NS 14’de pH 7,5 degerinde koloni sayisi artarken pH 8
degerinde azalmistir. Ancak pH 8,5 degerinde koloni sayisinda oldukga fazla artis olmustur.
Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2. ile Sekil 4.2.” de gbsterilmistir.

Cizelge 4.2. pH Stresi Etkisi

pH
Strainler 7° 7.5 8 8,5
OX1 2200*10° 1350*10° 1630*10° 270*10°

NS 02 20*10° 300*10°  880*10°  40*10°
NS 14 320*10°  500*10°  140*10°  2250*10°
TA17 T 1140*10° 450*10°  40*10° 10*10°

# Koloni sayimlari Koloni Olusturan Birim (cfu)/ml olarak verilmistir.

Koloni Sayisi
fcfgfml]
2500%10°
2000 =10%
m O
1500 =10% 1 m NS 02
i OnNS 14
. _— OTa 17T
1000 =107 44
500 =105
I:I T §‘ T T FL
7 75 5 g5 PH

Sekil 4.2. Farkli pH Degerlerinin Test Bakterilerinde Blyimeye Efkisi
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4.3. Sicaklik Stresi Altindaki Organizmalarda Biiyiime
Sicaklik stresinde OX 1 susu igin 25°C’ de koloni sayisi, kontrol olan 30°C ye gdre
oldukga azalmistir (Sekil 4.3.). 40 °C’ de ise koloni sayisinin azaldigi gérulmustur. 45°C’ de
koloni sayisi tekrar artis gostermistir. NS02’de 25 °C’ de koloni sayisi, 30 °C ’'ye goére oldukga
artis gostermistir. 40 °C’ de ve 45°C’ de koloni sayilari 30 °C’ ye gore artis gOstermistir. NS 14
susunda 25 °C’ de 30 °C’ ye gore koloni sayisi azalmistir. 40 °C’ de ve 45°C’ de lreme
gozlenmemistir. TA17 T susunda 25 °C’ de koloni sayisi artis gosterirken, 30 °C ve 40 °C’ deki
koloni sayilari aynidir. 45 °C’ de ise TA17 T diger sicaklik derecelerine gore oldukga fazla artis
gOstermigstir (Cizelge 4.3.).
Cizelge 4.3. Sicaklik Stresi Etkisi

Sicaklik (°C)
Strainler 25° 30 40 45
OX 1 90*10° 1500*10°  10*10°  710*10°
NS 02 1080*10°  20*10° 50%10°  80*10°

NS 14 50*10° 270*10° - -
TA17 " 40*10° 10*10° 10*10°  330*10°

# Koloni sayimlari Koloni Olugturan Birim (cfu)/ml olarak verilmistir. “-“ Negatif.

Kaloni Sayis
- fefudml)
1600 *10°
1400 *10°
1200 =4p°
1000*10%
@ 01
BOD*10° B S 02
i ] oS 14
EOD*10% + OTA 17
A00*10°
200*10°
i | oo
0 : ; : Sicakhk("C)
25 a0 40 5

Sekil 4.3. Farkh Sicaklik Degerlerinin Test Bakterilerinde Bliyumeye Etkisi.
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4.4. Antibiyotik Stresi Altindaki Organizmalarda Biiyiime

Antibiyotik stresinde kontrol grubu 10 pg/100 ml antibiyotik igeren gruptur. Batin suslar
icin kontrol grubunda tGreme gozlemlenmistir. 20 ug/100 ml ve Uzerindeki ampisilin miktarinda
higbir organizma grubunda reme goézlemlenmemistir (Cizelge 4.4.). Test sonuglar Sekil 4.4.
de sematize edilmistir.

Cizelge 4.4. Antibiyotik Stresi Etkisi
Antibiyotik (Ampisillin)

Strainler 10° 20 30
OX1 960*10° - -
NS02 440%10° - -
NS14 150*10° - -

TA17 T 120*10° - -

? Koloni sayimlari Koloni Olusturan Birim (cfu)/ml olarak verilmistir. “-“ Negatif. Dose; ug/100 ml

Koloni Sayis

12["]*1[]5 (cfu/ml)

1000*10° =

B00*10°

BOD*10° -+ B 01
mNS02

A00*10° 4 e
aTAl?’

200%10° -

|:| T T
10 20 30
Antibiyotik (pgd100 ml)

Sekil 4.4. Farkli Konsantrasyonlardaki Ampisilinin Test Bakterilerinde Bliyumeye Etkisi
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4.5. Besin Stresi Altindaki Organizmalarda Biiyiime

Besin stresi deneyinde kontrol grubu, % 0,4 potasyum oksalat iceren buyime ortamidir.
OX1 susunda ortamdaki potasyum oksalat miktari arttikga koloni sayisinda kontrole goére
azalma olmustur. % 0,8 ve %1’ lik potasyum oksalatl ortamdaki koloni sayisi, % 0,6’ liga gore
yuksektir (Sekil 4.5.). NS02 susu en iyi biylimeyi % 0,6’ lik potasyum oksalatli besiyerinde
gOstermis olup; % 0,8 ve % 1 oranlarinda kontrole gore koloni sayisinda azalma olmustur. NS
14 susunda g6zlenen durum, gézlenen dederler farkli olsa da NS02 ile aynidir. TA 17 Tsusunda

ise potasyum oksalat miktar arttikga koloni sayisinda azalma gézlemlenmigtir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Besin Stresi Etkisi

Potasyum Oksalat (gr/100 ml)
Strainler 0,4° 0,6 0,8 1
OX 1 1720*10°  20*10° 70*10°  90*10°
NS 02 280*10°  2330*10° 70*10°  30*10°
NS 14 840*10°  2380*10° 520*10° 90*10°
TA17T  330*10°  290*10°  260*10° 110*10°

# Koloni sayimlari Koloni Olusturan Birim (cfu)/ml olarak verilmistir.

Iolani Sayis (cfudml)

2600 *10°

2000 *10°

1500 *10° @ Strainler
m 0
amns 02

1000 #4107 OMS 14
mTA 17T

00 *10° o

: ) | I I Fotasyum
v i L Oksalat (%)

Sekil 4.5. Farkli Konsantrasyonlardaki Potasyum Oksalatli Besiyerinin Test Bakterilerinde

BlayUimeye Etkisi.
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5.TARTISMA

Bakterilerin dis ¢evredeki osmotik degdisimlere adapte olma yetenekleri dnemlidir ve
bunun igin osmoadaptif mekanizmalara sahiptirler. Bu mekanizmalar aquaporin adi verilen su
kanallari ile su akisinin dizenlenmesi, sitoplazmada tuz konsantrasyonunun ayarlanmasi ve
organik osmolitlerin sentezi veya tasinmasi olarak 3 kisma ayrilabilir. Osmotik adaptasyonun ilk
cevabi K* konsantrasyonunun ayarlanmasidir. ikinci cevabi ise osmotik koruyucu sentezi veya
tasima ile biriktiriimesidir. Bakteriyal osmoadaptasyon igin 3 temel osmotik koruyucu tespit
edilmigtir. Bunlar glisin betain, karnitin ve prolindir (Darcan, 2004).

Bazi bakteri tlrleri osmotik strese dayanikl iken, bazilari da direng gdsteremezler.
Calismamizda test organizmalarimizin farkli konsantrasyonlardaki NaCl degerlerinde canliliklari
incelenmistir. Tim test organizmalarimiz icin, NaCl konsantrasyonun en fazla oldugu degerde
(% 2,5), organizma sayilarinin en az oldugu gbézlenmigtir. Vibrio cholerae ile yapilan
calismalarda da NaCl' nin yuksek oldugu degerde sayilarinin azaldigi gézlenmistir (Yildiz ve
Schoonik, 1998). Corynebacterium glutamicum bakterisinin biyime ortamina 1.5 M NaCl ilave
edildiginde yine sayisinda azalma olmustur (Farwick et al. 1995). Rhizobium legiiminosarum’ un
ise gelisme ortamina 2.5 M NaCl eklendiginde de azalma goérulmustir (Thorne and Williams,
1999). Escherichia coli igin de ortamdaki NaCl miktari arttikga da sayisinin azaldig1 gézlenmistir
(Jenkins et. al. 1990) Lactococcus lactis (Molenaar et al. 1993) ve Thermotaga neapolitana
(Martins et al. 1996) bakterileri igin de ayni durumdan bahsedilmistir.

Yukaridaki durumlarin aksine Listeria monocytogenes osmotik strese direngli bir
patojendir (Rinkel et al.1994). Lactobacillus plantarum’un %8 NaCl iceren ortamda, sayisinin
artigi goézlenmistir (Russel et al. 1995). Methanobacterium thermoautotrophicum igin NacCl
miktar1 0,01 M’ dan 0.65 M’ a ¢ikarildidinda, organizma sayisinin arttigi géralmuastar (Ciulla et
al.1994). Listeria monocytogenes (Vasseur et al. 1999), Bacillus subtilis (Boch et al. 1996)
organizmalarinin osmotik stres adaptasyon mekanizmalari ¢alisiimis olup her iki bakterininde
yuksek tuz oranlarinda blytyebildikleri belirlenmistir.

Bu calismada farkh pH’nin oksalat bakterilerinin Gremelerine etkisinin arastiriimasi igin;
tamponlar kullanilarak pH ayarlamasi yapildi. Farkli pH'da Ureme gésteren organizmalarin
uremesine bakildiginda pH 8.5’ da, NS02 ve NS14 suslarinin Gremeleri kontrole gére artmistir
Salmonella typhimurium’'un pH 7.7°de Uremesi, pH 3.3’e gore oldukga ylksektir (Wilson and
Foster, 1998). Bacillus subtilisin pH 5.2’de Gremesinin pH 4.3’e gore arttigi belirlenmigtir (Volker
et al. 1999). Listeria monocytogenes igin de durum aynidir, pH 6'da, pH 4’e goére artis
gOstermistir (Koutsoumanis and Sotos 2004). Ox1 ve TA17T suslarinin ise pH 8.5 da
blyimelerinde azalma goérulmustir. Yabani tip Escherichia coli’ nin pH 9da, pH 7’ye gbre

blylimesi azalmistir (Farrell and Finkel, 2003).
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Potasyum oksalat ilave edilmis besiyerinde gerceklestirilen sicaklik stresi deneyine
bakildiginda test organizmalari igin farkli degerler elde edilmistir. OX1 susunun kontrole gére
25°C, 40°Cve 45°C’ de Uremesi, kontrol grubuna gore azalmistir. Ancak 25°C ve 45°C’de 40°C’
ye gore daha iyi bir Gireme gézlemlenmistir. NS14 susu icinse 25°C’de Gremesi azalmis. 40°C ve
45°C’ de Greme gozlemlenmemistir. Lactobacillus helveticus’un ortam sicakhdi 37 °C’ den 52°C’
ye clkarildiginda buyUmenin azaldigi gézlenmistir (Smedset et al. 1998). Myxococcus
xanthus’un optimum blylime sicakligi 30°C’dir. Sicaklik 40°C ve 42 °C’ ye cikarildiginda
blylime azalmistir (Otani et al. 2005).Salmonella typhimurium igin de sicaklik 45°C’den 50°C’ye
¢iktiginda Ureme dusus gostermistir (Tosun and Goénul, 2003).

TA 17 Tsugunda 45°C’ de ve 25°C’ de kontrole gore hiicre sayisinda artis olmustur. Bu
susg icin en iyi Uremenin 45°C’ de oldugu gozlemlenmistir. NS02 susunun kontrole gére 25°C,
40°C ve 45°C’ de lremesi artmistir. Ozellikle 25°C’ de oldukga fazla artis géstermistir. Bacillus
cereus ile yapilan galismada da optimum reme sicakligi 37 ‘C olmasina ragmen 49 °C’ de iyi
bir blyime gbésterdigi belirlenmistir (Browne and Dowds, 2001). Sphingomonas hicrelerinin de
25°C’ ye gore 56 ‘C’ de sayilarinin arttigi gosterilmistir (Eguchi et al. 1996).

Farkli konsantrasyonda potasyum oksalat iceren ortam deneylerinde NS02 ve NS14
kontrole goére iyi gelisme gdstermistir. Bu iki sus i¢in potasyum oksalat orani azaldiginda aglik
stresi yanitindan s6z edilebilir. CUnkl aghk stresine maruz kalan hicrelerin direncinin ve
metabolik aktivitelerinin dustigu goézlenmistir (20). OX1 ve TA17Tsuslar|n|n buyumeleri ise
kontrol olan % 0.4’ e gdre azalmistir. Potasyum oksalat zehirli bir bilesik oldugu igin bitkiler ve
hayvanlarda oldugu gibi bu iki organizma igin de toksik olabilir. Bu konsantrasyonlardaki
blylime azalmasi 6ngorilerek bu iki sus igin potasyum oksalatin letal degeri bulunabilir.

Test organizmalari ampisilinin 10 ug/100 ml miktarinda direng¢ gésterdikleri icin bu deger
kontrol kabul edilmigtir. Ancak ampisilin 20 ug/100 ml ve 30 pg/100 ml oldugunda suslarin
hicbirinde Ureme gdzlemlenmemistir. Dért susda 10 pg/100 ml miktarinda yanit olarak direng
genleri olustururken, ampisilin miktari arttiginda ise toksik etki yaratmistir.

Yapilan galismada cgevresel stres faktorlerinin kullanilan oksalat bakterilerinin kiltire
edilebilirligi ve buytumeleri Gzerilerine etkilerinin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Ancak, bu stres
faktorlerinin etkisiyle bakterilerin morfolojileri ile Gretmis oldugu protein (enzim) lerin de tespit
edilmesi gerekmektedir. Bu yolla aerobik oksalat bakterilerinden atik su aritimi, cevher
zenginlegtirilmesi, kagdit sanayi, biyolojik kontrol calismalari, c¢evrede kalici maddelerin
degradasyonu, tipta 6zellikle bébrek taglarinin tedavisi gibi biyoteknolojinin farkli alanlarinda
kullanilabilecegini; elde edilen sonuglarin ise diger osmotik adaptif calismalarina katkida

bulunacagi inancindayiz.
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