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OZET

Son yillarda biyokimyasal yontemler yaninda molekiiler yontemler bakteri
tanilanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Tiim bakterilerden 16S rRNA c¢ogaltilmasini
saglayan tiiniversal primer kullanilarak bu genin ¢ogaltilmasi ve sekanslanmasi filojenik
calismalarda standard yontem olarak yerini almistir. Bu ¢aligmada Aydin ve Denizli illeri ve
cevresindeki sicak su kaynaklar1 ve topraktan izole edilen ve antimikrobiyal aktivite gésteren
termofilik bakterilerden 14 tanesinin 16S rRNA sekans analizi yapilarak tiir tanis
amaglanmistir. Suglar 65 C de gelisen, Gram pozitif ¢gubuk morfolojide bakterilerdir ve tiimii
Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22 susuna karsi inhibitor etki gostermektedirler.

Yenicekent ve Golemezli (Denizli) de bulunan sicak su kaynaklar1 ve topraktan izole
edilen suslarin genomik DNA’lar1 Ronimus ve ark. tarafindan onerilen metot kullanilarak
izole edilmistir. Universal primerler kullanilarak ¢ogaltilan 16S rRNA geni ayn1 primerlerle
CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) kullanilarak sekanslanmigtir. Sekanslar gen
bankast (www.ncbi.nlm.nih.gov) ile Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) programi
kullanilarak karsilastirilmis ve homolojiler belirlenmistir.

Gen bankasinda yapilan blast analizlerinde 7 izolattan bir tanesi (HBB-270)
Geobacillus thermoglucosidasius, iki tanesi (HBB-244, HBB-245) Geobacillus pallidus, ki
tanesi (HBB-215, HBB-218) Geobacillus toebii, bir tanesi (HBB-225) Anoxybacillus
flavithermus ve bir tanesi de (HBB-246) Anoxybacillus kestanboliensis ile homolog olarak
saptanmislardir.

Denizlideki sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteriler Tiirkiye’de daha dnceden
bildirilmis sicak su florasi raporlariyla uyumlu bulunmustur. Pahali bir yontem olmasina
karsin 16S rRNA analizinin bakteri tanilanmasinda klasik yontemlerle kullanilabilecek bir

yontemdir.
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GIRIS

Gida bilimindeki pek cok arastirma, yeni koruma teknolojilerinin gelistirilmesi
lizerine yogunlasmistir, fakat bunlardan pek az endiistriyel anlamda kullanilabilir hale
getirilmistir. Yiizyillardan beri pek ¢ok gida koruma yontemi bulunmakla birlikte,
giiniimiizde yeni olarak adlandirilabilecek pek c¢ok teknoloji ve uygulama
gelistirilmistir. Bunlar arasinda 1s1l olmayan inaktivasyon metotlar (yiiksek hidrostatik
basing, pulsed elektrik alanlari), yeni paketleme sistemleri, dogal antimikrobiyal
bilesikler ve biyo-koruma yontemleri sayilabilir. Dogal antimikrobiyal bilesiklerin gida
endiistrisinde kullanimi ile ilgili olarak pek c¢ok c¢aliyma yapilmaktadir. Bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bu antimikrobiyal ajanlar, iiretici
organizmada bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmislardir. Bunlar arasinda
laktoperoksidaz (siit), lizozim (yumurta beyazi), saponin ve flavonoidler (bitki ve
baharat), bakteriyosinler (laktik asit bakterileri) ve kitosan sayilabilir (1).

Bakteriyosinler Ozellikle iiretildikleri bakteriye yakin tiirleri dogrudan etkileyen,
bakterisidal aktiviteye sahip protein veya protein kompleksleridir (2). Antibiyotiklerin etki
mekanizmalarindan biri de mikroorganizmalarin gelisimini protein sentez mekanizmasini
bozarak inhibe etmeleridir, ancak pek ¢ok direng¢li susun olusumuna da yol agmaktadirlar.
Bakteriyosinlere karsi direngli sus gelisimi olduk¢a nadirdir. Ayrica bakteriyosinlerin
toksisitesine dair pek az veri vardir, arastirmalar ve bakteriyosinlerin uzun siireli kullanim1 bu
bilesiklerin giivenle kullanilabilecegini gostermektedir (3). Kisaca belirtmeye calisilan bu
sebeplerden dolay1 bakteriyosinler {izerinde son yillarda oldukc¢a fazla ¢calisma yapilmaktadir.
Bakteriyosin iiretimi ile ilgili olarak en fazla c¢alisilmis mikroorganizma grubu laktobasiller
(LAB) olmakla birlikte, pek cok bakteri 6zellikle de gida kdkenli olanlar bu 6zellik agisindan
aragtirtlmakta ve yeni potansiyeller aranmaktadir. Ayrica bakteriyosinlerin ozellikleri ve
genetik  temelleri incelenerek bunlarin  organizma tarafindan sentezlenmesi ve
diizenlenmesinden sorumlu biyokimyasal yollar aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir.

Son yillarda biyokimyasal yontemler yaninda molekiiler yontemler bakteri
tanilanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Tiim bakterilerden 16S rRNA ¢ogaltilmasina
saglayan tiiniversal primer kullanilarak bu genin ¢ogaltilmasi ve sekanslanmasi filojenik
caligmalarda standard yontem olarak yerini almistir. Bu ¢alismada Aydin ve Denizli illeri ve
cevresindeki sicak su kaynaklar1 ve topraktan izole edilen 201 termofilik bakteri
antimikrobiyal aktiviteleri agisindan taranmis ve i¢lerinden secilen 14 tanesinin 16S rRNA

sekans analizi yapilarak tiir tanis1 amaglanmustir.
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MATERYAL VE METOT

Termofilik Bakterilerin izolasyonu

Aydin ve Denizli’de bulunan sicak su kaynaklarindan ve topraktan 6rnekler alinmstir.
Ornekler alinirken suyun sicaklign ve pH’1 dlgiilmiistiir. Su drnekleri 200-500 ml’lik steril
koyu renkli siselere; toprak ornekleri steril posetlere; birikintiler ise steril kaplara alinmistir.
Ornekler alindiktan yaklagik 4 saat sonra laboratuara getirilmistir.

Laboratuara getirilen Ornekler zenginlestirme amaciyla sivi Thermus ortamlarina
inokule edilmistir. Daha sonra Caso Agar igeren petrilere ekim yapilmustir. Izolatlarin saf
kiiltiirleri elde edildikten sonra % 20’lik skim milk igeren tiiplere aktarilarak -20°C’de
saklanmistir.

Antimikrobiyal madde taramasi

Izolatlarin antimikrobiyal madde iiretip iiretmediklerini belirlemek amaciyla tarama
testleri yapilmistir. Bakteriyosin taramasi yapilirken g¢esitli metotlar denenmis ve taramalar bu
yontemlerden en uygun olani ile (4) yapilmistir. Izolatlarin skim milkdeki kiiltiirlerinden Caso
agar plaklarina kiirdanla ¢izgi ekim yapilmistir. Petriler 65 °C de 24 saat inkiibe edilmis ve
ertesi giin petriler 15 dakika boyunca 254 nm UV i1sinina maruz birakilmigtir. UV ile
1sinlanmig petrilerin {izerine igerisinde indikatdr bakteri bulunan 5 ml soft agar (%1 agar)
dokiilmiistiir. Soft agarlara eklenen indikator bakteri yogunlugu 0.5 MacFarland bulanikligina
gore ayarlanmig ve bu siispansiyondan soft agara 100 pl eklenmistir. 24 saat 65 °C de
inkiibasyondan sonra bazi kolonilerin etrafinda zonlar gézlenmistir. Zonlarin biiyiikliigline
gore; +: zayif; ++:orta; +++:giiclii antimikrobiyal etki olarak degerlendirilmistir.

DNA izolasyonu ve Molekiiler Tam

DNA’s1 izole edilecek suslardan CASO agar igeren petrilere ekim yapilmistir. Ertesi
giin gelisen tek kolonilerden triptik soy broth igeren tiiplere inokiile edilmis ve 65°C’de bir
gece inkiibe edilmistir. Stvi ortamda gelisen kiiltiirlerin genomik DNA’lar1 Ronimus ve ark.
tarafindan &nerilen metot (5) kullanilarak izole edilmistir. Universal primerler kullanilarak
cogaltilan 16S rRNA geni ayni primerlerle CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA)
kullanilarak sekanslanmistir. Sekanslar gen bankasi (www.ncbi.nlm.nih.gov) ile Nucleotide-
nucleotide BLAST (blastn) programi kullanilarak karsilastirilmis ve homolojiler
belirlenmistir.

Izolatlarin kendi aralarindaki filogenetik iliskiyi belirlemek iizere PAUP* v. 4.0b10

programi kullanilarak ~ neighbor-joining  algoritma analizi yapilmistir. Sekanslarin
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hizalamasinda Bioedit programi kullanilmigtir. Yalnizca %50 (%95 CI’ya esdeger) ’den

yliksek bootstrap degerleri 6nemli bulunmus ve NJ agacinda bu degerler belirtilmistir

SONUCLAR

\ izolatlarmm 16S rDNA geninin kismi (433 bp) sekansi ile genbankasindan elde

edilen sekans verileri kullamlarak NJ agac1 olusturulmustur (Sekil 1). Agac

olusturulurken Kimura 2-parameter substition modeli kullanilmistir.
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\ Gen bankasinda yapilan blast analizlerinde 7 izolattan bir tanesi (HBB-270)
Geobacillus thermoglucosidasius, iki tanesi (HBB-244, HBB-245) Geobacillus pallidus, iki
tanesi (HBB-215, HBB-218) Geobacillus toebii, bir tanesi (HBB-225) Anoxybacillus
flavithermus ve bir tanesi de (HBB-246) Anoxybacillus kestanboliensis ile homolog olarak
saptanmislardir.

\ Denizli’deki sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteriler Tiirkiye’de daha
onceden bildirilmis sicak su floras1 raporlariyla uyumlu bulunmustur. Pahali bir
yontem olmasma karsin 16S rRNA analizi bakteri tanilanmasinda klasik yontemlerle

birlikte kullanilabilecek bir yontemdir.
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