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OZET

BAZI NOCARDIOFORM iZOLATLARIN 16S rRNA, rpoB ve gyrB GEN DIZi
ANALIZLERI iLE MOLEKULER SISTEMATIGI

Gordonia, Nocardia, Kribbella ve Nocardioides izolatlarinin tanimlanmasi
multilokus sekans analizleri (MLSA); 16S rRNA (16S), DNA girazin £ alt tinitesini
kodlayan tip Il DNA topoizomeraz (gyrB) ve RNA polimerazin £ alt iinitesini kodlayan
(rpoB) bolgeleri ile gerceklestirilmistir. Yirmitic nocardioform test izolattan 16’s1
Nocardia, 2’si Gordonia, 4’ii Kribbella ve 1’i Nocardioides olan toprak izolatlar1 ve
akraba tip tiirleri calismaya dahil edilerek MLSA analizleri uygulanmstir. izolatlarn
molekiiler tiplendirilmesi, mikolik asit profili ve morfolojik 0Ozelliklerle de

desteklenmistir.

Ilgili gen bélgeleri i¢in (16S rRNA, gyrB ve rpoB) tip tiirlerinin niikleotit sekans
verileri, NCBI, DDBJ ve EMBL gibi veri bankalarindan elde edilmistir. MLSA veri seti
least-squares, maximum-parsimony ve neighbour-joining algoritmleri ile MEGA 4.1 ve
PHYLIP programlart kullanilarak analiz edilmistir. Filogenetik analizlerde yiiksek
boostrap degerleri ile test suslar1 desteklenmistir. MLSA gen bdlgelerinin filogenetik
analizleri sonucunda; FMN18, Nocardia speluncae’a, FSN27, N. takadensis tip tiiriine;
FMNZ22, Kribbella swartbergensis’e, FSN23 K. hippodromi tip tiirlerine ve FMNO08

nolu izolatinda Nocardioides albus tip tiiriine akraba olduklar1 belirlenmistir.

MLSA yaklagimlari, toprak izolatlariin olast yeni birer tiir olarak
tanimlanmalar1 i¢in basariyla uygulanmis ve mevcut Nocardia, Kribbellla ve
Nocardioides taksonomisine katkida bulunmasi beklenmektedir. Ayn1 zamanda MLSA
yaklasimlari, geleneksel yontemlerle tanimlamasi zor olan Nocardioform izolatlarin

belirlenmesinde oldukc¢a yararli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Gordonia, Nocardia, Kribbella, Nocardioides, Mikolik asit,
16S rRNA, rpoB, gyrB



ABSTRACT

MOLECULER SYSTEMATIC OF SOME NOCARDIOFORM ISOLATES
BY 16S rRNA, rpoB and gryB GENE SEQUENCING ANALYSES

Identification of Gordonia, Nocardia, Kribbella and Nocardioides izolates were
achieved through multilocus sequence analysis (MLSA) of 16S rRNA (16S), type Il
DNA topoisomerase coding DNA gyrase of the B subunit (gyrB) and 3 subunit of RNA
polymerase (rpoB). Of the total 23 Nocardioform test organisms consist of 16
Nocardia, 2 Gordonia, 4 Kribbella ve 1 Nocardioides isolated from the soil samples
including also releated type species were the subject of MLSA analyses. Molecular
typing of the isolates were also supported by mycolic acid profile and morphological

features.

The nucleotide sequence information of the type strains for the corresponding
gene locus (16S rRNA, gyrB and rpoB) are retrieved from universal databeses
including NCBI, DDBJ and EMBL. MLSA datasets were cooperatively analysed using
MEGA 4.1 and PHYLIP using least-squares, maximum-parsimony and neighbour-
joining algoritms. Test organisms were supported to highest bootstrap value according
to phylogenetic analysis. MLSA were unravelled close phylogenetic relationship for
FMN18, FSN27 soil isolates to Nocardia speluncae and N. takadensis type strains
respectively and FMN22, FSN23 isolates to the type strains Kribbella hippodromi and
K. swartbergensis of genus Kribbellla and FMNO8 isolate to Nocardioides albus type

strains.

MLSA approach was successfully applied for species identification from soil
isolates and contributed present knowledge of Nocardia, Kribbella and Nocardioides
taxonomy. At the same time, it is seen that MLSA approach is so convenient to idendify
having the difficulties in conventional identification of Nocardioform izolates.

Key Words: Gordonia, Nocardia,Kribbella, Nocardioides, 16S rRNA, rpoB,
gyrB
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1. GIRIS

Actinobacteria’nin ilk hiyerarsik smiflandirilmasi Stackebrandt ve arkadaslari
(1997) tarafindan yapilmis ve on subordo, otuz familya ile 95 cins bu grup igersinde
diizenlenmistir. Stackebrandt ve arkadaslar1 (1997) yaptiklai bu revizyonda
Actinobacteria’nin smiflandirilmasinda ii¢ 6nemli kriterin oldugunu belirtmislerdir.
Actinobacteria sistematigi kemotaksonomik, molekiiler ve niimerik taksonomik
metodlarin uygulanmasiyla Zhi ve arkadaslart (2009) tarafindan yeniden gbzden
gecirilmistir. Actinobacteria sinifi bakteri alemi igerisinde 16S rRNA gen agac¢larindaki
dallanma posizyonlar1 bakimindan temel filumlardan birini olusturmaktadir. Giincel
hiyerarsik siniflandirmaya gore Actinobacteria sinifi bes altsinif, dokuz ordo, elli bes
familya, iki yiiz kirk cins ve ii¢ bin tiirden olusan Bacteria domainindeki en biiyiik ve
onemli filumlardan biridir (Zhi ve ark., 2009).

Mikolik asit igeren kemotip IV hiicre duvarina sahip aktinomisetler;
Corynebacterium, Dietzia, Gordonia, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus,
Segniliparus, Tsukamurella ve Williamsia cinsleri olup bu cinsler meso-diaminopimelik
asit (meso-A2pm), duvar peptidoglikaninda arabinoz ve galaktoz icermesi (Duvar
kemotip 1V), Aly peptidoglikan tipine sahip olmasi ve yiiksek molekiiler agirlikli
2-alkil-3-hidroksi dallanmis zincirli yag asitleri icermesi gibi bircok ortak 6zelliklere
sahiptir ve 16S rRNA gen agacinda monofiletik bir grup olusturmaktadir (Goodfellow
ve Wayne; 1982, Goodfellow ve Cross, 1984; Goodfellow, 1992; Stackebrandt ve ark.,
1997; Goodfellow ve Magee, 1998; Goodfellow ve ark., 1998; Goodfellow ve ark.,
1999; Brown-Elliott ve ark., 2006; Conville ve Witebsky., 2010).

Gordonia aerobik, Gram ve katalaz pozitif, kismen asit faz ozellikli, tek, ¢ift
veya V seklinde diizenlenmis kisa ¢gubuk veya kok seklinde veya kisa zincirli hareketsiz
olan aktinomisetlerdir. Koloni goriintimleri, konveks, parlak ve diiz, piirlizlii, mat,
diizensiz smirh kivrimlara sahiptir. Gordonia suslari, toprak ve deniz sedimentlerini de
iceren aquatik habitatlarda yaygin olarak bulunmaktadir (Tsukamura, 1971; Colquhoun
ve ark., 1998; De los Reyes ve ark., 1998a,b; Kim ve ark., 2000; Shen ve ark., 2006b;
Luo ve ark., 2007; Park ve ark., 2009; Kampfer ve ark., 2011). Gordonia cinsi
tiyelerinin biiyiik ¢cogunlugu, diinyanin ¢esitli bolgelerindeki fabrikalarin aktif camur



kopigiinden izole edilmistir (Lechevalier ve Lechevalier, 1974; Goodfellow ve ark.,
1996; Goodfellow ve ark., 1998; Stainsby ve ark., 2002). G. amarae fabrikalardaki
kopiik olusumu i¢in bakteriyel toplulugun temel bileseni olarak kabul edilmektedir
(Dhaliwal, 1979; Sezgin ve ark., 1988; Blackall ve ark., 1989; Blackall ve ark., 1991,
De los Reyes ve ark., 1998a; De los Reyes ve ark., 1998b).

Nocardia; aerobik, dallanmig flamentleri bir arada bulunduran, Gram pozitif,
hareketsiz, katalaz pozitif, gelisme donglisiiniin bazi evrelerinde tipik asit alkol
direncine sahip olan aktinomisetlerdir. Nocardia suslar1 insan ve hayvanlarda gesitli
cerahatli infeksiyonlar (Nokardiozis) olusturmaktadirlar. infeksiyon genellikle solumla
ve bulasli bir yaraya temas ile ger¢eklesebilmektedir (Schaal ve Lee, 1992; McNeil ve
Brown, 1994; Goodfellow ve ark., 1998; Saubolle ve Sussland, 2003; Munoz ve ark.,
2007; Jinno ve ark, 2007). Nocardia cinsi iiyeleri akuatik ve karasal habitatlarda yaygin
olarak bulundugu gibi ¢ok farkli ekstrem ortamlarda da bulunabilmektedir (Orchard,
1981; Maldonado ve ark., 2000). Farkli Nocardia populasyonlar1 aktif ¢camur kirli su
aritim tesislerinde havalandirma tanklarinin yiizeylerindeki kopiik igerisinde ve ¢camur
sedimentlerinin i¢inde bulunmustur (Goodfellow ve ark., 1996; Pagilla ve ark., 1998;

Yamamura ve ark., 2005).

Kribbella cinsi, hiicre duvarinda LL-diaminopimelik asit i¢eren (hiicre duvar
kemotip I, Lechevalier ve Lechevalier, 1970) nocardioform aktinomiset olarak Park ve
arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda tanimlanmistir. 17 tiirii biinyesinde bulunduran cins,
Gram pozitif, aerobik, asit-alkol direngsiz, hareketsiz, substrat miselyumlar1 son derece
dallanmis ve hava miselyumlari kisa ¢ubuk veya kokkoid elementler seklindedir.
Suslarin cografik dagilimi Kore, Cin, Giiney Afrika, Yunanistan, Italya ve Ispanya gibi
farkli lokalitelerde yaygin olarak bulunmakta ve ¢ogunlukla izolasyonlar topraktan
yapilmasi ile beraber bitkilerle iliskili (Kribbella solani ve K. lupini) olanlarida

bulunmaktadir.

Nocardioides cinsi, Prauser (1976) tarafindan onerilmis Gram (+), aerobik, asit-
faz ozelligi gostermeyen ve mezofilik nocardioform actinomyceteslerden olup diizensiz,
cubuk veya kok benzeri elementler iginde fragmentli miselyumlarda gelisir.
Nocardioides suslar1 hiicre duvar peptidoglikaninda LL-2,6-diaminopimelik asit ve

glisin bulundururken mikolik asit icermez. Nocardioides cinsi iiyeleri, toprak, yesil



alan, kaya petrol siitunu, endiistriyel atik su ve yiiksek tuz oranina sahip gol suyu gibi

farkl1 habitatlardan izole edilmislerdir.

Glinlimiizde, aktinomisetlerin sistematigi niimerik, kemotaksonomik ve
molekiiler metotlarin bir biitlinii olarak acgiklanmaya ¢alisilmaktadir. Polifazik
taksonomi olarak nitelendirilen bu iclii yaklasim ile mikroorganizmalarin tiir
seviyesinde tanimlanmasi daha dogru ve net olarak yapilabilmektedir. Polifazik
taksonomi, kimyasal, molekiiler ve fenetik analizlerden elde edilen verilerin birlikte

degerlendirilmesi ve bu verilerin birbiri ile uyumlu olmasi esasina dayanmaktadir.

Bu veriler 1s1ginda, dogal ortamlardan izole edilen nocardioform &zellikli
izolatlarin 16S rRNA, rpoB ve gryB gen bolgelerinin amplifikasyonu ve dizileme
calismalar1 yapilarak analizlerinin tamamlanmasi ve belirtilen molekiiler yontemlerin

kullanilarak molekiiler sistematik ¢alismalarin gergeklestirilmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Actinobacteria

1875 yilinda Ferninand Cohn tarafindan Actinobacteria sinifinda ilk tanimlanan
Streptothrix cinsine ait Streptothrix foersteri tiirii olmus ve daha sonra 1877 yilinda Carl
Otto Harz tarafindan Aktinomisets bovis tiirii tanimlanmistir (Hassan ve Wellington,
2009). Waksman’mn (1950) aktinomisetlerin generik isimlerinin listesi arasinda
Actinomyces, Nocardia, Micromonospora ve Streptomyces gibi giliniimiizde de gegerli
olan taksonlar bulunmaktadir (Stackebrandt ve Schumann, 2006).

Actinobacteria’nin ilk hiyerarjik siniflandirilmasi Stackebrandt ve arkadaslar
(1997) tarafindan yapilmis ve on subordo, otuz familya ile 95 cins bu grup igersinde
diizenlenmistir. Stackebrandt ve arkadaglari yaptiklari bu revizyonda Actinobacteria’nin
siiflandirilmasinda {i¢ 6nemli kriterin oldugunu belirtmislerdir. Bunlardan ilki, hiicre
iceriklerinin  farkli kimyasal kompozisyonlarinin kemotaksonomik analizlerle
belirlenmesi (peptidoglikan yapilarinin, polar lipit ve agir asitlerin, izoprenoid
Kinonlarin ve DNA’nin baz kompozisyonlarin analizi), ikincisi DNA-DNA hibritleme
deneyleri ile yakin akraba organizmalar arasindaki benzerligin belirlenmesi ve son
olarak da 16S rRNA sekans benzerliklerinin belirlenmesidir. Bu ii¢ yaklasimin
kullanimi1 Colwell tarafindan polifazik yaklagim olarak isimlendirilmistir (Colwell,
1970).

Actinobacteria sistematigi kemotaksonomik, molekiiler ve niimerik taksonomik
metodlarin uygulanmasiyla 2009 yilinda Zhi ve arkadaslar1 tarafindan yeniden gézden
gecirilmistir. Actinobacteria sinifi bakteri alemi igerisinde 16S rRNA gen agaglarindaki
dallanma pozisyonlar1 bakimindan temel filumlardan birini olusturmaktadir. Giincel
hiyerarsik siniflandirmaya gore Actinobacteria sinifi bes altsinif, dokuz ordo, elli bes
familya, iki yiiz kirk cins ve ii¢ bin tiirden olusan Bacteria domainindeki en biiyiik ve
onemli filumlardan biridir. Catelliglobosispora, Devriesea, Fodinicola, Glaciibacter,
Haloactinospora, Hamadaea, Humibacillus, Klugiella, Marihabitans,
Pseudosporangium ve Sciscionella gibi cinsler ise filuma son yillarda yeni
katilanlardandir (Zhi ve ark., 2009).



16S rRNA gen sekans orneklerinin genel veritabaninda toplanmasinin muazzam
bir sekilde artmasiyla 16S rRNA gen sekans niikleotidleri hakkinda verilen sonuglar,
Actinobacteria filumu igerisindeki taksonomik smiflandirmalar1 son derece
etkilemistir. Ornegin, Cornebacterineae alt ordosuna ait Nocardiaceae ve
Gordoniaceae familyalar1 arasindaki niikleotit imza (signature) noktalarinin ayni
oldugunun belirlenmesiyle Nocardiaceae ve Gordoniaceae familyalar1 filogenetik
olarak Nocardiaceae familyasinda birlestirilmistir (Zhi ve ark., 2009).

Aktiomisetler aerobik, Gram pozitif bakteriler olup dallanmis flamentler veya
hipalarla aseksiiel sporlara sahiptirler. Actinomycet’ler agar gibi kati ortamlarda
gelistiginde substrat yiizeyine ve i¢ine dogru ag seklinde gelisen hipalara sahiptirler.
Bir¢ok Actinomycetes substrattan yukari dogru uzanan ve aseksiiel olan filamentin ug
kisminda konidium veya konidiospora sahip olan hava misellerine sahiptirler.
Actinomycetes tiirleri yaygin olarak toprak ve akuatik sistemlerde bulunmasina ragmen
son derece ekstrem ortam olan ¢Ol topragindan deniz silingerlerine kadar farkli

habitatlarda da bulunabildikleri yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Ventura ve ark.,

2007; Wanbanjob, 2008; Hassan ve Wellington., 2009).

Actinobacteria siifi tiyeleri, farmasétik ve ekolojik olarak énemli dogal biyoaktif
bilesiklerin treticisidirler. Actinobacteria sinifinin irettigi bu biyoaktif bilesiklerin en
onemlisi antibakteriyal ve antifungal 6zellik gosteren antibiyotiklerdir. Ayni zamanda
bu gruba dahil olan organizmalar toprakta bir¢ok ekstraselliiler enzim {iireterek 6lii bitki,
hayvan ve fungus materyallerinin g¢iiriimesinde etkin rol oynamaktadirlar.
Biyoremidasyon, biyodegredasyon ve besinsel iligkili polimerlerin ayrigsmasinda da
etkindirler. Bazi tlirler daha kompleks ve zor ayrisan bilesikleri pargalayabilirler
(Arenskotter ve ark., 2004; Stackebrandt ve Schumann, 2006; Wanbanjob, 2008;
Hassan ve Wellington., 2009; Sahin ve ark., 2010).

Filamentli Actinobacteria miselleri kati ortamda gelisebilir ve 0.22 um
boyutundaki kiigiik porlara penetre olabilmektedir. Bu 6zellikleri, karisik
populasyonlardan (toprak, su, bitki materyalleri) aktinomisetlerin niitrient agar {izerine
yerlestirilmis  seliiloz membran filtre yiizeyinden selektif izolasyonu igin
kullanilmaktadir (Hirsch ve Christensen, 1983; Polsinelli ve Mazza, 1984). Inkiibasyon
sliresince, aktinomiset miselleri alttaki agar ortamina filtrenin porlar1 boyunca penetre

olur ve koloniler olusur, bakteri ve funguslar ise membran tarafindan agardan iligkisi



kesilir. Farkli aktinomiset cinslerinin selektif izolasyonu, segici besiyerlerinin kullanimi
ve  toprak  Orneklerinin  farkli  6n  uygulamalara  tabi  tutulmasiyla
gergeklestirilebilmektedir (Seong ve ark., 2001; Yamamura ve ark., 2003; Abbas, 2006;
Qiu ve ark., 2008; Eccleston ve ark., 2008; Hong ve ark., 2009).

2.2. Nocardiaceae Familyas: (Trevisan, 1889)

Actinomycetler; meso-diaminopimelik asit (meso-A2pm), duvar
peptidoglikaninda arabinoz ve galaktoz igermesi (Duvar kemotip IV Lechevalier ve
Lechevalier, 1970) gibi temel iki o&zellige gore farkli gruplara ayrilmaktadir
(Goodfellow ve Lechevalier 1989; Goodfellow ve ark., 1999). Mikolik asit igeren
kemotip IV hiicre duvarina sahip aktinomisetler; Corynebacterium, Dietzia, Gordonia,
Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Segniliparus, Tsukamurella ve Williamsia
cinsleridir. Mikolik asit i¢eren cinsler meso-diaminopimelik asit (meso-A2pm), duvar
peptidoglikaninda arabinoz ve galaktoz igermesi (Duvar kemotip IV Lechevalier ve
Lechevalier, 1970), Aly peptidoglikan tipine sahip olmasi ve yiiksek molekiiler agirlikli
2-alkil -3- hidroksi dallanmis zincirli yag asitleri igermesi gibi bir¢ok ortak 6zelliklere
sahiptir ve 16S rRNA gen agacinda monofiletik bir grup olusturmaktadir (Goodfellow
ve Wayne, 1982, Goodfellow ve Cross, 1984; Goodfellow, 1992; Stackebrandt ve ark.,
1997; Goodfellow ve Magee, 1998; Goodfellow ve ark., 1998; Goodfellow ve ark.,
1999; Brown-Elliott ve ark., 2006; Conville ve Witebsky., 2010).

Mikolik asit igeren aktinomisetlerin, 6zellikle Corynebacteria, Mycobacteria ve
Nocardia’nin sahip oldugu mikolik asitlerin yapist ve tim boyutundaki farkliliklarla,
hiicresel yag asitleri, menakinon ve polar lipit kompozisyonu ile tanimlanip ayirt
edilebilmektedir (Cross ve Goodfellow, 1973; Goodfellow ve Minnikin, 1977, 1981,
1984; Keddie ve Cure, 1977; Minnikin ve ark., 1978; Baba ve ark., 1997; Cizelge 2.1 ve
2.2).

Mikolik asit iceren aktinomisetler, 16S rRNA gen benzerligi ve takson spesifik
imza (signature) niikleotitlerinin dagilimina goére alti familyada diizenlenmistir
(Stackebrandt ve ark., 1997). Tim familyalar Actinomycetales ordosunun on
subordosundan  biri olan Corynebacterineae subordosunda yer almaktadir.

Corynebacteriacea familyasi Corynebacterium cinsini, Dietziaceae familyas: Dietzia



cinsini, Mycobacteriaceae familyasi Mycobacterium cinsini, Nocardiaceae familyasi
Gordonia, Nocardia, Rhodococcus ve Williamsia cinslerini, Segniliparaceaea familyasi
Segniliparus cinsini ve Tsukamurellaceae familyasi Tsukamurella cinsini biinyesinde
barindirmaktadir (Conville ve Witebsky, 2010).

Nocardiaceae familyas: iiyelerinin bazi ozellikleri ile smurlar1 dogru olarak

belirlenmistir:

1) Peptidoglikan igeriklerinde, n-asetilglukozamin, D-alanin, L-alanin ve D-gutamikasit
bulundurmasi, diaminoasit olarak meso-A,pm sahip olmalari, n-glikolatlarinda muramik

asit icermesi (Uchida ve Aida, 1977, 1979, 1997)

2) Duvar polisakkarit fraksiyonlarnin arabinoz ve galaktozca zengin olmasi (tim

organizma seker O6rnegi tip A, Lechevalier ve Lechevalier, 1970)

3) Fosfolipit olarak difosfotidilgliserol ve fosfotidiletanolamin i¢ermeleri taksonomik
olarak Onemli nitrojen fosfolipitlerinden, fosfatidilnositol ve fosfaditilkolin veya

glukozamin icerikli fosfolipitsiz fosfotidilnositol mannositleri icermeleri (6rnegin,

fosfolipit tip 2, Lechevalier ve ark., 1977, 1981)

4) Agir asit profillerinde doymamis yag asitleri ve tuberkulostearik asitli diiz zincirlere

sahip olmalar1

5) DNA G+C igerigi 63-73 mol%’diir. Buna karsin, Dietziaceae familyasi iiyeleri,
polar lipit 6rneklerinde fosfotidilnositol ve fosfotidilnositol mannositleri yoktur ve

n-asetilat formlarinda muramik asite sahiptir (Goodfellow ve Maldonado, 2006).

Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella ve Dietzia cinsi iiyeleri, karbonhidrat ve
proteinlerin asimilasyon yeteneklerinin yaninda alifatik hidrokarbonlar, anilin, bisiklik
ve polisiklik hidrokarbonlar, nitroaromatik bilesikler, pyridin ve sterolleri de igeren
katabolik potansiyele sahiptirler (Williams ve ark., 1989). Kompleks lipitleri sentez
yetenegi ve mikolik asit igerikleri, Dietzia, Gordonia, Nocardia, Rhodococcus ve
Tsukamurella cinsi tiyelerini Mycobacteria ve Corynebacteria cins tiyeleri ve diger tim
bakterilerden ayirt etmede kullanilabilir. Mikolik asit igeren cinslerin bazi temel

ozellikleri Cizelge 2.1. ve 2.2.’de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Corynebacterineae subordosunda yer alan cinslerin kimyasal markérlerle ayrimi (Goodfellow ve Maldonado, 2006)

Cins Duvar Tiim organizma | Peptidoglikan® ve | Yag asit | Temel Fosfolipit tipi° | DNA’nmin Mol
Kemotip ® | seker 6rnegi® muramik asit tipleri® ornekleri® menakinon’ % G+C

Corynebacterium | IV A Aly A la -8(H.), -9(H,) Pl 51-63

Dietzia W A Aly A 1b -8(H,) PI 73

Gordonia v A Aly G 1b -9(H,) Pl 60-66
Mycobacterium v A Aly G 1b -9(H,) PII 62-70

Nocardia v A Aly G 1b -8(H4, ocycl) Pl 64-72
Rhodococcus v A Aly G 1b -8(H,) PII 63-73
Tsukamurella v A Aly G 1b -9 Pl 67-78

a-  Duvar Kemotipleri; IV-mezo-A,pm, arabinoz ve galaktoz

b-  meso-A;pm igeren aktinomisetlerin tiim organizma seker 6rnekleri; A, arabinoz ve galaktoz

c-  Peptidoglikan; Tip A, iki peptit alt {initesinin 3 ve 4. pozisyonu arasinda ¢apraz bag, 1, direkt ¢apraz bag (interpeptit koprii yok)

d-  Muramik asit tipi; A, Asetil muramik asit, G, N-glikomuramik asit

e-  Yag asit ornekleri; Tip I, uzun zincirli yag asitler, doymus ve doymamus igerir; Tip II, ug¢ kismu dallanmug yag asitler, yag asitlerin iso ve anteiso uglari doymamuis bilesiklerden tiirevlenir
f-  Temel menakinon; MK-9(H.) 9 izopren iiniteli oktahidrogenat menakinon

g- Fosfolipit tipi; P, azot fosfolipitleri yok (fosfotidilgliserol mevcut), Pll, sadece fosfotidiletonalamin mevcut



Cizelge 2.2. Mikolik asit iceren cinslerin karakteristik 6zellikleri (Goodfellow ve Maldonado, 2006)

Corynebacterium Gordonia Mycobacterium Nocardia Rhodoccocus Tsukamurella

Morfolojik karakterler
¢ubuk veya kokkoid
cubuk veya kok seklindeki elementler iginde substrat miselyumlarina
cubuk veya kok cubuk veya organizmalar dallanmig substrat miselyumlar1 | sahip diizensiz ¢ubuk veya
Hiicre morfolojisi seklinde kok seklinde filamentlere sahiptir mevcuttur kokiler gubuk seklinde
Hava hifalar yok yok genellikle yok Mevcut yok yok
zayif asit-alkol asit-alkol gliglii asit-alkol direnci asit-alkol direnci zayiftan giicliiye dogru
Asit-alkol direnci direnci direnci gosterir gosterir gosterir asit-alkol direnci gosterir | asit-alkol direnci gésterir
Kolonilerin gozle
goriilebilirligi (giin) lile2 lile3 2ile 40 lile5 lile3 lile3
Kimyasal markoérler
yok var var var var var
Agir asitler
Mikolik asit: C atom sayist 22-38 46-66 60-90 44-64 34-52 62-78
Cift bag sayist 2 4 3 3 4 6
Fosfolipit tipi 1 2 2 2 2 2
Diger karakterleri
aerobik veya
fakiiltatif

Solunum anaerobik aerobik zorunlu aerobik Aerobik aerobik zorunlu aerobik
Spor olusumu yok yok yok Var yok yok
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2.2.1. Gordonia

Gordonia cinsi kisa fakat hareketli bir tarihe sahiptir. Tsukamura (1971)
pulmoner infeksiyonlu hastanin balgami ve topraktan izole edilen hafif asit-faz
aktinomisetler i¢in bu cinsi tamimlamistir. Bu yeni cinsin ismi, Amerikan bakteriolojist
Ruth E. Gordon’a ithafen Gordona olarak belirlenmistir (Arenskotter ve ark., 2004).
Cins, daha sonra Goodfellow ve Alderson tarafindan Rhodococcus kompleksi iginde
simiflandirilmis ve cins lyelerinin mikolik asit igerikleri ve menakinon caligmalar
sonucu Rhodococcus kompleksinde heterojeniteye neden oldugu goriilmiistiir
(Goodfellow, 1986; Tomiyasu ve Yano, 1986). Mikolik asit igerikleri, menakinon
farkliliklarinin yaninda 16S rRNA dizi analizleri ile Gordona cinsinin Rhodococcus
kompleksinden olduk¢a farkli oldugu belirlenmistir (Stackebrandt ve ark., 1988).
R. bronchialis, R. rubripertincta ve R. terrae olarak smiflandirilan organizmalar
G. bronchialis, G. rubra ve G. terrae olarak Gordona genusunda yeniden
diizenlenmistir. Bu {i¢ tiir, cinsin temsilci tiirlerini olusturmus ve bu c¢alisma ile
Rhodococcus cinsi revize edilmistir (Tsukamura, 1974; Goodfellow ve Alderson, 1977,
Stackebrandt ve ark., 1988; Kim ve ark., 2000; Arenskotter ve ark., 2004). Ayrica bu
caligma ile R. sputi, G. sputi olarak yeniden adlandirilmistir (Stackebrandt ve ark.,
1988). R. aichiensis ve N. amarae’nin yeniden smiflandirilmasi ile bu iki tiir Gordona
cinsinde G. aichiensis ve G. amarae olarak yer almistir (Klatte ve ark., 1994).
Stanckebrandt ve arkadaglari tarafindan Gordonia adi ile etimolojik olarak dogru
adlandirilmas1 1997°de yapilmistir (Stackebrandt ve ark., 1997; Arenskotter ve ark.,
2004; le Roes ve ark., 2008). Zhi ve arkadaslar1 (2009) yaptiklari g¢alisma ile
Gordoniaceae familyasinin tip cinsi olan bu taksonu Nocardiaceae familyasina
aktarmistir. Nocardiaceae familyasinda Nocardia, Rhodococcus ve Williamsia cinsleri
ile birlikte farkli bir monofilogenetik hatta yer almaktadir (Zhi ve ark., 2009).

Gordonia cinsi, mikolik asit iceren aktinomisetlerin filogenetik olarak farkli bir
klad iiyesi olup toplam 34 tiirii biinyesinde bulundurmaktadir. Bu tiirlerin ¢ogunun
taksonomik yerleri, genotipik ve fenotipik verinin zenginligi ile desteklenmektedir.
Fakat, G. alkalivorans ve G. nitida tip tiirlerinde oldugu gibi 16S rRNA gen benzerligi
% 99,9 sahip olup 1480 lokasyonda sadece 2 niikleotit fakliligi géstermesi nedeni ile
aralarindaki iligkiyi belirlemede predominat menakinon, mikolik asit igerikleri ve hiicre

duvar analizleri gibi kemotaksonomik ve secAl ve gyrB gen bolgesi gibi molekiiler
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markdrlerle yapilacak ilave caligmalar gerekmektedir (Kummer ve ark., 1999; Yoon ve

ark., 2000; Kang ve ark., 2009).

Gordoniae aerobik, Gram ve katalaz pozitif, kismen asit faz 6zellikli, tek, ¢ift
veya V seklinde diizenlenmis kisa ¢ubuk veya kok seklinde veya kisa zincirli hareketsiz
olan aktinomisetlerdir. Koloni goriintimleri, konveks, parlak ve diiz, piirlizlii, mat,
diizensiz smirli kivrimlara sahiptir. Pigmentasyon, soluk sari, bej veya sarimsi
kahverengiden turuncu pembeye dogru veya kirmizi olabilir. Organizma oksidatif tipte
karbonhidrat metabolizmasimna sahip olup arilsiilfaz negatif, lizozime duyarli ve
mikobaktin iiretimi gergeklestirir. Ilk belirtilen kimyasal ozelliklere ek olarak;
organizmalar, Aly tipte peptidoglikana, predominant isoprenoid olarak 9 izopren
tiniteli dihidrogenat menakinona ve 44-66 C atomlu ve 4 ¢ift bag bulunduran mikolik
asitlere sahiptir. Mikolik esterlerin pylorisiz gaz kromatografisinde serbest kalan agir
asit esterleri 16-18 C atomu igerir. DNA’nin G+C igerigi %63-69 mol’diir. Tip susu
G. bronchialis olup (Tsukamura, 1971) 2009 yilinda son olarak revize edilmis olup
ATCC 255927= DSM 43247" seklinde uluslar aras1 kiiltiir koleksiyon numaralariyla
kayithidir (Zhi ve ark., 2009).

Cogu Gordonia tiirii farkli gevresel kaynaklardan izole edilmistir, ancak bazi
tiirleri insan infeksiyonlariyla da iliskilidir (Klatte ve ark., 1994; Arenskétter ve ark.,
2004; Lida ve ark., 2005; Kageyama ve ark., 2006). Cogunlukla immiin diiskiin
hastalarda sekonder hastalik veya infeksiyonlara neden olmaktadirlar. Gordonial
kaynakli insan infeksiyonlart ile ilgili raporlar nispeten taksonomik olarak yakin iligkili
oldugu Rhodococcus ve Nocardia kaynakli firsatgr patojenlerin neden oldugu
infeksiyonlarla kiyaslandiginda azdir. Ayrica, bu infeksiyonlarin kaynag: ile ilgili
arastirmalarin  ve ayirt edici karakterlerin azligi nedeniyle yeterli ayrimda

saglanamamaktadir (Arenskotter ve ark., 2004).

Gordonia suslari, toprak ve deniz sedimentlerini de igeren sucul habitatlarda
yaygin olarak bulunmaktadir (Tsukamura, 1971; Colquhoun ve ark., 1998; De los Reyes
ve ark., 1998a; 1998b; Kim ve ark., 2000; Shen ve ark., 2006b; Luo ve ark., 2007; Park
ve ark., 2009; Kampfer ve ark., 2011). Kirli akarsudan ve akarsu agzindan izole edilen
tirleri de bulunmaktadir (le Roes ve ark., 2008; Kim ve ark., 2009). Ayrica, Gordonia
rizosfer topragindan, biyofiltrelerden, otomobil lastiginden, katran kontamineli

topraktan, endiistriyel su atiklarindan, siilfonamid antibiyotiginin duyarlilik test agar
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yiizeyindeki genis skalali biyofiltrenin filtre metaryalinin nemli ¢evresinden, su aritma
tesislerinin  biyoreaktorlerinden ve Dbiyoloji aritma tesislerinin havalandirma
tanklarindaki aktif ¢amurdan izole edilmistir (Lemmer ve Kroppenstedt, 1984;
Bendinger ve ark., 1995; Klatte ve ark., 1996; Takeuchi ve Hatano, 1998; Linos ve ark.,
1999; Kummer ve ark., 1999; Yoon ve ark., 2000; Kim ve ark., 2003; Soddell ve ark.,
2006; Yassin ve ark., 2007; Drzyzga ve ark., 2009).

Gordonia’nin biiylik ¢ogunlugu, diinyanin gesitli bolgelerindeki fabrikalarin
aktif ¢amur kopiigiinden izole edilmektedir (Lechevalier ve Lechevalier, 1974;
Goodfellow ve ark., 1996; Goodfellow ve ark., 1998; Stainsby ve ark., 2002). izole
edilen bu organizmalarin surfaktan trettigi ve hidrofobik 6zellik gosterdigi
belirlenmistir (Blackall ve Marshall, 1989). Son dénemde ise, olduk¢a farkli habitat
olan Neofelis nebulosa (leopar) diskisindan izole edilen tiirii de mevcuttur (Liu ve ark.,
2011).

2.2.2. Nocardia

Ilk defa Nocard tarafindan (1888) Guadelope’da tiimérlii bir sigirda akciger
infeksiyonu, ¢ogul deri apseleri ve asir1 zayiflama ile karakterize hastaliga neden olan
aerob Nocardia (Actinomycetes) susu izole edilip tanimlandi. Daha sonra 1891 yilinda
Epinger beyin apsesi ile birlikte oOldiiriici menenjit vakasindan, fungus oldugu
diisiiniilen ve Clodothrix asteroides adi verilen aerobik, gram pozitif, asit-faz bir
organizmay1 izole etti. Bu organizma 1896 yilinda Blanchard tarafindan N. asteroides
olarak yeniden adlandirildi. Trevisan (1889) Nocardia cinsinin; N. actinomycetes ve
Harz’in teshis ettigi Actinomyces bovis dahil olmak tizere 5 tiir igerdigini agiklamigtir
(Goodfellow, 1997 ; Conville ve Witebsky., 2010).

Discomyces (Rivolta) ve Streptothrix (Cohn) dahil birkag gegersiz terim yerine
kullanilmak tiizere, 1889’da Trevisan tarafindan Onerilen Nocardia cinsinin
taksonomisinde, birka¢ morfolojik ve boyama Ozelliklerinin kriter olarak alinmasi
sistematik eksikliklere yol agmistir. Trevisan tanimlamalar ortaya koymayip sadece
N. actinomyces, N. arborescens, N. farcinica, N. ferruginea, N. foersteri gibi tiirleri
listelemistir.

Pinoy (1913), Brezilyali bir hastanin bacagindan izole edilen ve Lindenberg

tarafindan Discomyces brasiliensis olarak daha o6nce adlandirilan organizma igin
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N. brasiliensis admi Onerdi. Bir kobayin enfekte kulagindan izole edilen
N. otitidiscaviarum Snijders (1924) tarafindan tanimlanmistir. 1891'de Rossi-Doria'nin
Streptothrix carnea olarak tanimladigi toprak izolatini, Castellani ve Chalmers (1913)
N. carnea olarak yeniden adlandirmisdir.

N. brasiliensis, N. farcinica (Grup Kyoto-I) ve N. otitidiscaviarum kapsamli bir
sekilde calisilmis Nocardia kiimeleridir (Tsukamura, 1969, 1977; Goodfellow, 1971;
Tsukamura ve ark., 1979). 1990’da Yano ve meslektaslari DNA:DNA benzerligi,
mikolik asit ve niimerik taksonomi verilerini kullanarak N. nova’yr N. asteroides ve
N. farcinica’dan ayirmustir.

Ayrica, gercekte farkli tiirler olabilecek klinik agidan Onemli bazi suslarin
N. asteroides olarak teshis edildigi konusunda deliller de bulunmaktadir (Conville ve
Witebsky., 2010). Gen dizileme ¢alismalarinin laboratuarlarda rutin kullanima
girmesiyle Nocardia asteroides olarak tanimlanan pek ¢ok klinik Nocardia izolatinin
aslinda farkli Nocardia tiirleri oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Giiniimiizde yapilan gen
dizileme calismalar1 sonucunda Nocardia asteroides, N. nova, N. transvalensis,
N. otitidiscaviarum, N. cyriacigergica kompleks gruplar1 yeniden diizenlenmistir
(Conville ve Witebsky., 2010).

Nocardia; aerobik, dallanmis flamentleri bir arada bulunduran, Gram pozitif,
hareketsiz, katalaz pozitif, gelisme dongiisiiniin baz1 evrelerinde tipik asit alkol
direncine sahip olan aktinomisetlerdir. Nocardia tiirlerinin morfolojisi, tiirden tiire
farklilik gostermektedir. Koloni renkleri sabouraud’s dekstroz agar gibi yarisaydam
ortamlarda kahveden pembeye, turuncu, mor, sari, seftali veya beyaz renkte iyi bir
sekilde ayirt edilebilir. Klinik a¢idan da 6nemli olan Nocardia cinsi tiyeleri, hiicre
duvarinda mikolik asit igeren mycolata grubunun iiyesidir. Nocardia cinsi tyeleri 0,5-
1,2 um ¢apinda, besiyeri yiizeyinde ve derinlerinde genisge dallanarak vejatatif hiflerle

biiylimektedir (Goodfellow ve Cross, 1984; Conville ve Witebsky., 2010).

Oksidatif tipte karbonhidrat metabolizmasina sahip kemoorganotropik
organizmalardir. Aly seklinde olan peptidoglikan meso-diaminopimelik asit
icermektedir. Duvar zarfi 44-64 C atomlu ve {lizerinde 3 ¢ift bag bulunan mikolik asit de
bulundurmaktadir. Pirolizis gaz kromatografisinde serbest kalan mikolik asidin metil
esterleri 12-18 C atomuna sahiptir. Duvar polisakkariti arabinoz ve galaktozdur.

Hiicreler =~ major  fosfolipit  olarak  difosfatidilgiserol,  fosfatidiletanolamin,
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fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol mannositleri ve predominant menakinon gibi son
iki birimi halkasal olan 8 izopren birimli bir hekzohidrogenad menakinon igerir. DNA'
nin G+C oran1 % 64-72 mol' diir (Minnikin ve Goodfellow, 1980).

Nocardia suslar1 insan ve hayvanlarda ¢esitli cerahatli infeksiyonlar
(Nokardiozis) olusturmaktadirlar. Infeksiyon genellikle solunumla ve bulash bir yaraya
temas ile gerceklesebilmektedir (Schaal ve Lee, 1992; McNeil ve Brown, 1994;
Goodfellow ve ark., 1998; Saubolle ve Sussland, 2003; Munoz ve ark., 2007; Jinno ve
ark, 2007). Insanlarda gériilen nokardial infeksiyonlar klinik agidan incelendiginde; deri
ve katmanlarinda kutan6z, subkutanoz, lenfokutan6z nokardiozis; merkezi sinir sistemi
(CNS) nokardiozis; solunum sistemi organlarinda pulmoner veya ekstrapulmoner
nokardiozis; iki ya da daha fazla viicut bolgesini etkileyen sistemik nokardiozis olmak
tizere, 5 temel formda gruplandirilmaktadir (Poonwan ve ark., 1995; Schaal, K.P., 1998;
Kageyama ve ark., 2004 a, b, c, d; Hoshino ve ark., 2007; Conville ve Witebsky.,
2010).

Nokardial infeksiyonlara hayvanlardan sigir, kedi, kopek, tavuk, ordek, balik,
keci ve koyunun hassas oldugu goriiliir. Pulmoner ve beyin infeksiyonlarini igeren
sistemik nokardiozis en sik olarak tanimlanan durumdur, ayrica; kutanéz ve misetemo
lezyonlar1 da meydana gelebilmektedir (Battig ve Wegmann, 1990; Stark ve Anderson,
1992; Manninen ve ark., 1993, Isik ve ark., 1999 a,b; Ramos-Vara ve ark., 2007).
Hayvanlarda tanimlanan patojenlerin ¢ogunu, N. asteroides, N. brasiliensis ve
N. ottidiscaviarum olusturdugu belirlenmistir. Nocardia crassostreae istiridyedeki
infeksiyondan ve N. seriolae’de baliktan ve N. tenerifensis kutanoz granulomali bir
kediden izole edilmistir (Friedman ve ark., 1998; Isik ve ark., 1999a, Ramos-Vara ve
ark., 2007).

Fagositoza ve hiicre i¢i Oldiirmeye filaman yapidakiler logaritmik {ireme
formundaki Nocardia’larin kokoid-stabil iireme fazindakilerden daha direngli olmalari
nedeniyle virulanslar1 fazladir. Aktive makrofajlardan salinan lizozomal asit fosfataz
N. asteroides suslarinin makrofajlar i¢inde tireyebildigi ve aviriilan suslarin ise hiicre
iginde L-formu sekline doniistiigii in vitro ¢aligmalarla tespit edilmistir. N. asteroides,
insan notrofil ve monositlerinin oksitatif 6ldiirme mekanizmasina salgiladig katalaz ve
stiperoksit dismutaz gibi virulans faktorleri ile direng gosterir. Nocardia cinsi

bakterilere karsi asil direng hiicresel olmaktadir. Nocardia’lar konakg¢inin noétrofil
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seferberligi ile inhibe edilebilir fakat tamamen yok edilemez. Hiicredeki immiinite
makrofajlarin harekete gegmesiyle tetiklenir ve Nocardia’y1 yok etmek igin gerekli olan
T hiicre populasyonunun artmasini saglar. Ilk inhibisyondan sonra infeksiyonun
ilerlemesi antimikrobiyal terapi veya noétrofiller tarafindan engellenir (Ustagelebi,

1999).

Nocardia, spesifik organ yonelimi gostermektedir. Nocardia nin log-fazindaki
hiicreleri, mikolik asitten olusan spesifik hiicre duvari icerir ve beyin gibi belli
dokulardaki virulansim1 bu hiicre duvar yapisi etkilemektedir. Farkli organlardaki
nokardial metastazlarda graniillii ¢oklu apseler belirgindir. Plevra ve toraks duvarina
yayilabilir ve ampiyem, deri alt1 apsesi, fistlil ve kemik tutulumu yaparak aktinomikoz
sanilabilir. Ancak visseral yerlesimli nokardiyozda siilfiir graniilii bulunmamasi ayirt
edicidir. Misetomada ise cerahat iginde beyaz-sarimsi graniiller goriilmesi ile

birbirinden ayirt edilebilirler (Agterof ve ark., 2007)

Nocardia cinsi iiyeleri akuatik ve karasal habitatlarda yaygin olarak bulundugu
gibi ¢ok farkli ekstrem ortamlarda da bulunabilmektedir (Orchard, 1981; Maldonado ve
ark., 2000). Farkli Nocardia populasyonlar1 aktif camur kirli su aritim tesislerinde
havalandirma tanklarinin yilizeylerindeki kopiik icerisinde ve camur sedimentlerinin
icinde bulunmustur (Goodfellow ve ark., 1996; Pagilla ve ark., 1998; Yamamura ve
ark., 2005). N. pinensis ile N. takadensis aktif ¢amurdan izole edilerek literatiire

kazandirilms tiirlerdir (Blackall ve ark.,1989; Yamamura ve ark., 2005).

Nocardia’nin dogal habitati topraktir ve toprakta yaygin olarak bulunan
cinslerdendir. Bunun disinda asidik ve bazik topraklardan da Nocardia izolasyonu
gerceklestirilmigtir.  Nocardia jiangxiensis ve N. miyunensis asidik toprakdan,
N. neocaledoniensis ise ultrabazik yiiksek miktarda magnezyum igeren topraktan izole
edilerek yeni Nocardia tiirleri olarak literatiire kazandirilmistir (Saintpierre-Bonaccio ve
ark., 2004; Cui ve ark., 2005; Yamamura ve ark., 2005). Seker kamis1 tarlasi, petrol
kontamineli toprak, cam agaci kokii, sahil kumu gibi ¢ok farkli habitatlardan Nocardia
suslar1 izole edilebildigi gibi diinyanin farkli lokalitelerini temsil eden topraklardan da
izolasyonlar1 yapilmistir (Chun ve ark., 1998; Isik ve ark., 1999b; Wang ve ark., 20014,
Albuquerque de Barros ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2003; 2004; Kampfer ve ark.,
2004; Li ve ark., 2004; Xu ve ark., 2005; Seo ve Lee, 2006; Kampfer ve ark., 2007;



16

Rodriguez-Nava ve ark., 2007; Yamamura ve ark., 2007; Sun ve ark., 2009; Kaewkla ve
Franco, 2010; Sazak ve ark., 2011).

Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada kontamine agar plagindan
N. pigrifrangens izolasyonunu gerceklestirmistir (Wang ve ark., 2004). N. vacinii,
bilinen bitki patojenlerinden biridir ve yaban mersinlerinde urlara neden olmaktadir

(Demaree ve Smith, 1952).

Denizel habitatlarda da Nocardia tiirlerine rastlanmistir (Peela ve ark., 2005;
Bredholdt ve ark., 2007; Mervat ve ark., 2008). Derin denizlerde ve deniz
sedimentlerinde yapilan ¢aligmalar sanildigindan c¢ok daha fazla aktinomiset
cesitliliginin oldugunu gostermistir (Kokare ve ark., 2004). Zhang ve arkadaglar1 (2008)
Cin’de yaptiklar1 ¢alismada N. abscessus, N. shimofusensis ve N. asteroides tiirlerini

deniz siingerinden izole etmeyi basarmislardir.

Kan-emici Arthropodlarla mutualistik birliktelik olusturduklart gibi balik
patojeni olan tiirii de bulunmaktadir (Isik ve ark., 1999a). Su ve pis su borular1 ile dogal
kauguk birlesim yerlerinde biyolojik bozunmalarda da rol aldiklar1 belirlenmistir
(Orchard, 1981; Maldonado ve ark., 2000). Bu habitatlardan yapilan izolatlarin ¢ogu
N. asteroides olarak tanimlanmis, fakat, daha sonraki tanimlama metotlar1 ile yapilan
calismalarda bu izolatlarin yeniden siiflandirilmasi yapilmistir. Bu belirtilen izolatlar;
N. beijingensis (Wang ve ark., 2001a), N. caishijiensis (Zhang ve ark., 2003),
N. cerradoensis (Albuquerque de Barros ve ark., 2003), N. cummidelens (Maldonado ve
ark., 2000), N. soli (Maldonado ve ark., 2000), N. vinnacea (Kinoshita ve ark., 2001) ve
N. xishanensis ilk tanimlamalar1 N. asteroides olarak yapilmis organizmalara ornektir
(Zhang ve ark., 2004).

Magaralar genellikle karanlik, organik madde acgisindan fakir ve sicaklik
acisindan nispeten stabil 6zellik gosteren yasam ortamlaridir. Bu 6zellesmis ortamlarda
yasayan aktinomiset cinslerinden biri de Nocardia cinsidir. N. jejuensis, N. speluncae ve
N. altamirensis gibi Nocardia tiirleri ¢esitli magaralardan izole edilip literatiire
kazandirilmiglardir (Lee, 2006; Seo ve ark., 2007; Jurado ve ark., 2008).

Patojenik suslar1 da kapsayan cinsin gelistirilmis siniflandirilmasi yeni Nocardia
tiirlerinin gruba dahil edilmesi ile cinsin klinik agidan giinlimiizdeki 6nemi daha da

belirginlesmektedir (Yasin ve ark., 2000a, b; Giirtler ve ark., 2001; Kim ve ark., 2002;
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Kageyama ve ark., 20044, b, c, d, e; Hoshino ve ark., 2007). Nocardiozis infeksiyonlu
hastalardan izole edilen N. asiatica, N. higoensis (Kageyama ve ark., 2004a, c),
N. exalbida (lida ve ark., 2006), N. terpenica (Hoshino ve ark., 2007), tiikiiriikten izole
edilen N. elegans (Yassin ve Brenner, 2005) ve N. blacklockiae (Conville ve ark.,
2009), bronsiyal sekresyon ve lavajdan izole edilen N. paucivorans (Yassin ve ark.,
2000a), N. cyriacigeorgici (Yassin ve ark., 2001a), N. veterana (Giirtler ve ark., 2001),
N. ninae (Laurent ve ark., 2007) ve misetomali hastanin cerchat 6rneklerinden izole
edilen N. mexicana (Rodriguez-Nava ve ark., 2004), pulmoner infeksiyonlu hastadan
izole edilen N.africana (Hamid ve ark., 2001), N. mikamii (Jannat-Khah ve ark., 2010)
ve N. niwae (Moser ve ark., 2011), romatoid arthritli hastadan izole edilen N. arthridis
(Kageyama ve ark., 2004e), klinik 6rneklerden izole edilen N. abscessus (Yassin ve
ark., 2000b), N. ignorata (Yassin ve ark., 2001b), N. inohanensis, N. yamanashiensis ve
N. niigatensis (Kageyama ve ark., 2004b), N. testaceus ve N. senatus (Kageyama ve
ark., 2004g), N. araoensis ve N. pneumoniae (Kageyama ve ark., 2004d), N. concova
(Kageyama ve ark., 2005) ve N. wallacei (Conville ve ark., 2009) son donemde izole
edilen klinik 6rneklerdir. Ayn1 zamanda, invasive hastaliklarla iliskili oldugu belirlenen
N. pseudobrasiliensis Ruimy ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir (Ruimy ve ark.,
1996). Ayrica, yapilan farkli caligmalarda klinik Orneklerin farkli habitatlardan da
izolasyonunun yapilabildigi belirlenmistir (Kageyama ve ark., 2004f).

Yeni biyoaktif bilesiklerin kesfinde aktinomiset ordosuna mensup iiyeler
oldukca onem tagimaktadir. Farkli ekolojik nislerden ve denizel ortam gibi gevrelerden
yapilan izolasyonlar sonrasinda elde edilen yeni mikroorganizmalardan yeni biyoaktif
bilesiklerin kesfi oldukca yiiksektir. Nocardia gibi patajenik mikroorganizmalar yeni

biyolojik olarak aktif bilesiklerin arastirilmasinda ilgi ¢cekmektedir. Bunun nedeni ise;

I- patojenik mikroorganizmalar, diger patojen ve patojen olmayan mikroorganizmalari

inhibe edebilmek i¢in benzersiz bir rekabet mekanizmasina sahiptir.

ii- patojenik mikroorganizmalar, biyolojik aktif metabolitlerin yeni kaynagi olarak

diistiniilmektedir.

lii- patojenik mikroorganizmalar farkli metabolik yollarda patojen olmayan
mikroorganizmalardan biyolojik olarak daha aktif olduklari belirlenmistir (Mikami,
2007).
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2.2.3. Gordonia ve Nocardia Kemotaksonomisi

Mikolik asitin varligmin belirlenmesi i¢in tim organizmanin asit veya alkalin
methanolizis yontemiyle drneklenmesi, kimyasal prosediirlerin ilk basamagidir. Yapilar
icinde olduk¢a degisken mikolik asitler, Corynebacteria’da doymus ve doymamis
asitlerin nispeten basit karisimi iken, Mycobacteria’da yiiksek oranda kompleks
karisimlarla karakterize olmalari ile smiflandirilir (Minnikin ve Goodfellow, 1980;
Goodfellow ve Magee, 1998). Mikolik asitlerin nitel degerlendirmesi, Minnikin ve
arkadaglarinin 1975’de ince tabaka kromotografik teknikleri tasarlayarak kullanimi ile
kolay ve hizli bir sekilde basarilabilmistir. Mycobacteria’in methanolizatlari, M. fallax
ve M. triviate disindakilerde, multispot 6rnekler, Tsukamurella mycolatlar: iki spot
verirken, Dietzia, Corynebacteria, Gordonia, Nocardia ve Rhodococcus tek bir spot
olusturmakta ve Rf degerleri onlarin zincir uzunluk ve yapilarimi yansitmaktadir
(Goodfellow ve ark., 1976; Minnikin ve ark., 1980; Hamid ve ark., 1993; Yassin ve
ark., 1995; 1996; 1997). Plaklar metanol-su karisimi i¢inde yikandigi zaman mikolik
esterlerin karakteristik haraketleri ile ince tabaka kromotografisinde pozitif olarak
tanimlanabilirler (Minnikin ve ark., 1975). Mikolik asit tiplerinin Ornekleri,
mycobacteriyal tiirlerin tanimlanmast igin kullanilabilir (Minnikin ve ark., 1984b; 1985;
Goodfellow ve Magee, 1998).

Mikolik asit metil esterleri farkli yontemlerle belirlenmekte ve mikolik asit
iceren mikroorganizmalarin ayriminda kullanilmaktadir. Mikobakterlerden mikolik
asitler, esit miktarda eter solusyonunun ilave edilmesi veya iki kat etanol ilavesi ile
cokeltilebilir. Corynebacteria, Gordonia, Nocardia ve Rhodococcus’dan mikolik asitler,
benzer prosediirlerle c¢okeltilemezler, ancak Hecht ve Causey’in (1976) belirledigi
siipernantlarin ince tabaka kromotografi yontemiyle mikolik asit varligi belirlenebilir.
Hamid ve arkadaslar1 (1993) daha giivenilir ve duyarli ¢okeltme metotlarini, mikolik
asit iceren diger taksonlardan mikobakterileri ayirmak i¢in gelistirmislerdir. Bu metod,
asetonitril-toluen (1:2 v/v) igersinde tim mikolik asit metil esterlerinin ¢dziilmesi

esasina dayanmaktadir.

Mikolik asitlerin mevcudiyeti belirlendigi zaman, onlarin esterleri, pilorizis gaz
kromotografisi, bozunmamis esterlerin kiitle spektrometrisi, trimetisilil eter tiirevlerinin
gaz kromotografisi ve bromofenasil tiirevlerinin yiiksek performansh likit

kromotografisi (HPLC) gibi ¢alismalarla izole edilebilir. Pilorisizde, mikolik asit metil
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esterlerinin uzun zicirli metil ester iiriinleri ve aldehidleri, gaz pilorisizin kullanimi ile
direkt analiz edilebilir. G. amarae’nin mikolik asit esterleri Cig ve Cig temel
bilesenlerinden olusurken Nocardia’nin mikolik asit esterleri Ci, ve Cig temel
bilesenlerinden olusmaktadir (Lechevalier ve Lechevalier, 1974; Brown-Elliott ve ark.,
2006).

Mikolik asit metil esterlerinin trimetisilil ester tiirevlerinin kapiller gaz
kromotografisi-kiitle spektrometrisi, Dietzia, Gordonia ve Rhodococcus suslari

arasindaki ayrimda kullanilmaktadir.

Mikobakteriyal mikolik asitler farkli siniflara HPLC ile ayrilabilir (Kaneda ve
ark., 1995; Rhodes ve ark., 2003). Bu ayrimda, zincir uzunluklari, doymusluk derecesi
ve bu agir asitlerde bulunan diger fonksiyonel gruplar etkili olmaktadir. Mikolik
asitlerin p-bromfenasil esterlerinin HPLC reverse fazi, mikolik asit igeren cinsler

arasinda ayrim yapmanin hizli bir yolunu saglayabilir.

Mikolik asit igeren aktinomisetlerin, 6zellikle Corynebacteria, Mycobacteria ve
Nocardia’nin sahip oldugu mikolik asitlerin yapisi ve tiim boyutundaki farkliliklarla,
hiicresel yag asitleri, menakinon ve polar lipit kompozisyonu ile tanimlanip cins
seviyesinde ayirt edilebilmektedir (Cross ve Goodfellow, 1973; Goodfellow ve
Minnikin, 1977, 1981; Keddie ve Cure, 1977; Minnikin ve ark., 1978, Baba ve ark.,
1997; Brown-Elliott ve ark., 2006).

Gordonia, Nocardia, Rhodococcus ve Tsukamuralla, sadece onlarin
predominant menakinonlarinin ozelliklerine gore birbirinden ayrilabilir. Yakin iligkili
olan Gordonia ve Rhodococcus suslarini, Gordonia’nin 9 izopren {initeli dihidrogenat
menakinon igermesi ve Rhodococcus’un 8 izopren initeli menakinon igermesi ile
birbirinden ayirt etmek miimkiin olmaktadir (Collins, 1985; Collins ve ark., 1985).
Nocardia, 8 izopren {initenin sonunda multiprenil zincir halkali bdlge igeren
pseudotetrahidrogenat menakinon ile karakterizedirler (Collins ve ark., 1987; Chun ve
ark., 1997; Brown-Elliott ve ark., 2006).

Nocardiozis nedeni insan infeksiyonlarinin temel ajanlarinin kismi tanimlamasi,
tirlerin tanimlanmas1 birka¢ hafta alacagi i¢in bu siirecte, biyokimyasal testler,
degradasyon ve besinsel testler gibi birkag farkli analiz kullanilarak basarilabilmektedir.

Tanimlayic1 fenotipik testlerin benzer giicii, ¢evresel drneklerden nocardial tiirlerin
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izole edilmesinde ayirt edici olarak kullanilabilir. Antibiyotik duyarlilifi ve enzim
aktivitesi gibi ilave testlerde bazi Nocardia tiirlerinin ayriminda dnerilmektedir (Boiron
ve Provost, 1990a, b; Boiron ve ark., 1993; Brown-Elliott ve ark., 2006; Agterof ve ark.,
2007).

Bleomycin (2.5 ug/ml), 5-fluororacil (20 pg/ml), B-galaktosidaz aktivitesi ve
mitomycine (10 pg/ml) duyarlilik profilleri mikolik asit igeren cinslerinin

farklilasmasinda faydali olabilmektedir (Tsukamura ve ark., 1982).

2.2.4. Gordonia ve Nocardia’nin Molekiiler Sistematigi

Gordonia tiirleri fenotipik testlerin kombinasyonlar1 kullanilarak birbirinden
ayrilabilir. Gordonia’nin G+C igerigi %63-69 mol’e sahiptir. Gordonia tiirlerinin 16S
rRNA sckans karsilagtirmalart %94,8’den (G. amarae ile G. sihwensis), %99,9’a
(G. alkanivorans ve G. nitida arasinda) varan oranlarda benzerlikler elde edilmistir.
Gordonia tiirlerinin 16S rRNA sekans farkliliklar 6zellikle iki bolgede oldukca
yiiksektir, 136 ve 229 arasinda niikleotit pozisyolarinda ve 996 ile 1028 niikleotitleri
arasindaki bolgeler yiiksek ¢esitlilige sahiptir. G. alkanivorans ve G. nitida tiirleri harig
tutulursa tiim Gordonia tiirlerinde bu bolgeler birbirinden oldukga farklidir (Arenskotter
ve ark., 2004).

16S rRNA sekans verileri Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia ve
Rhodococcus arasindaki yakin iliskiyi dogrulamaktadir. Rhodococcus atasindan
farklilasan Nocardia cinsi, bu klad i¢inde farkli bir filogenetik ¢izgi hattina sahiptir
(Goodfellow ve ark., 1999). Tiirlerin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA geni ¢ogunlukla
kullanilmakta ve veri bankalarindan elde edilen verilerle bakteriler arasinda gen
dizilerinin karsilastirilmas1 yapilabilmektedir. 16S rRNA geni Nocardia tiirlerinde
yiiksek oranda korunmus bolgelerdir ve bu genis bolgede tiim tiirler icin tanimlanmis
tiir spesifik degisken bolgeler mevcuttur. Bu sekildeki degisken bolge ilk 500 bp’lik
alan i¢inde bulunmakta ve cinsin bazi iiyelerinin molekiiler tanimlanmasinda partial 16S
rRNA gen bolgesi oldukga giivenilir olmaktadir (Cloud ve ark., 2004; Brown-Elliott ve
ark., 2006).
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Molekiiler parmak izleri ve dizileme islemleri, klinik oneme sahip Nocardia
tiirlerinin tanimlanmasinda hizli, duyarli ve etkili bir yol saglamaktadir. Polimeraz
zincir reaksiyonlarmin (PCR) kullanimi ile PCR {iriinlerinin restriksiyon endoniikleaz
analizleri, Nocardia tiirlerinin ayrilmasin1 desteklemektedir ve benzer sekilde
ribotiplendirme ve PCR-rastgele amplifiye polimorfik DNA parmak izi ¢aligmalar1 da
ayrim saglamada yardimeci olmaktadir. Isik’in  gerceklestirdigi ribotiplendirme
calismasinda toplamda 47 6rnek ve 13 tip tiirii ile 4 putatif farkli Nocardia tiirti, 19
farkli ribotip grupta toplanmustir. Pullsid jel elektroforezle N.asteroides kompleksiden
yeni Nocardia tiirleri ayrilmis ve 16S rRNA gen dizilemesi de tavsiye edilmistir (Lungu
ve ark., 1994; Exmelin ve ark., 1996; Laurent ve ark., 1996; Conville ve ark., 2000; Isik
ve Goodfellow, 2002; Brown-Elliott ve ark., 2006; Isik ve Goodfellow, 2010).

Genetik rekombinasyon ve plazmitler N.asteroides’te rapor edilmis ve
nokardiofajlar N. asteroides, N. brasiliensis, N. carnea, N. otitidiscaviarum ve
N. vaccinii i¢in bildirilmistir. Nocardiaceae familyas iiyeleri genellikle nokardiofajlara
duyarliyken, Mycobacteriaceae ve Pseudonocardiaceae familyalarinda siniflandirilan
suslar duyarli degildir. Bunun tersine, Amycolatopsis mediterranei’i lize eden fajlar,

Nocardia iiyelerine kars1 inaktiftir (Goodfellow ve Maldonado, 2006).

Yakin iligkili tlirlerin ayrimimda son yillarda MLST analizleri kullanilmaya
baslanmis ve Gordonia cinsinde de bu bolgelerle ilgili ¢alismalar yapilmistir. Yirmibes
Gordonia tiirii ile yapilan gyrB gen bolgesi analizleri sonucunda tiirler arasinda bu gen
bolgesi ile iy1 bir ayrim elde edildigi belirlenmistir (Shen ve ark., 2006a). Yirmiii¢
Gordonia tiriiniin - kargilagtirilmasinda  partial gyrB ve secAl gen bdlgeleri
kullanilmistir. Belirlenen yirmiti¢ Gordonia tiirlintiniin 16S rRNA sekans analizleri ile
birlikte MLST gen bolgelerinin  filogenetik metotlarla analiz ederek c¢alismak etkili,
hizli ve ekonomik oldugu belirlenmistir (Kang ve ark., 2009).

Benzer sekilde, Nocardia cinsindeki tiirlerin birbirinden daha iyi ayrimini
saglamak i¢in rpoB, gyrB, hsp65 ve secAl genlerini igeren MLST gen bolgeleri
calistlmigtir (Kim ve ark., 2003; Conville ve ark., 2006; Rodriguez-Nava ve ark., 2006;
Takeda ve ark., 2010). 56 Nocardia tip susunun gyrB sekanslar1 ile 16S rRNA gen
dizilerinin sonuglar1 karsilastirilarak filogenetik analizleri yapilmistir. Nocardia ve
yakin iligkili olan diger cinsleri morfolojik olarak ve biyokimyasal metotlarla

birbirinden ayirmak zordur ve gyrB sekans verilerinin bu cinsleri tanimlamak igin
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faydal1 laboratuar teknikleri gelistirmede yardimci olabilecegi diigiiniilmektedir (Takeda
ve ark., 2010).

Nocardia izolatlarinin tanimlanmasi igin partial secAl geni toplam 40 klinik
izolat, 30 tip veya referans sus ile birlikte ¢alisilmis ve bu gen bolgesi secAl spesifik
primeri kullanilarak ¢ogaltilmistir (Conville ve ark., 2006). Baska bir ¢alismada hsp65
gen bolgesi kullanilarak 44 test organizmasmin filogenetik iliskisi arastirilmigtir

(Rodriguez-Nava ve ark., 2006).

2.3. Nocardioidaceae Familyas: (Nesterenko ve ark., 1985)

2.3.1. Kribbella

Kribbella cinsi, hiicre duvarinda LL-diaminopimelik asit igeren (hiicre duvar
kemotip I, Lechevalier ve Lechevalier, 1970) nocardioform aktinomiset olarak Park ve
arkadaglar1 tarafindan 1999 yilinda belirlenmistir. Nocardioidaceae familyasina ait 8
cinsten biri olan Kribbella cinsi Actinopolymorpha (Wang ve ark.,, 2001b),
Aeromicrobium (Miller ve ark., 1991), Hongia (Lee ve ark., 2000), Marmoricola (Urzi
ve ark., 2000), Nocardioides (Prauser, 1976), Pimelobacter (Suzuki ve Komagata,
1983) ve Thermasporomyces (Yabe ve ark., 2011) cinsleri ile birgok ortak morfolojik ve
kemotaksonomik 0©zellige sahip olup bazi temel farkliliklar1 ile birbirinden

ayrilmaktadir (Lee ve ark., 2000; Li ve ark., 2004 ).

Hiicre duvarinda LL-diaminopimelik asit i¢eren aktinomisetler, Actinobacteria
smifi i¢inde bes filogenetik hatta bes familya olarak belirlenmistir: Streptomyces
(Waskman ve Henrici, 1943; Williams ve ark., 1989) (Streptomycetaceae); Sporichthya
(Rainey ve ark., 1993) (Sporichthyaceae); Nocardioides (Prauser, 1976) ve
Aeromicrobium (Miller ve ark.,, 1991) (Nocardioidaceae); Intrasporangium
(Kalakoutskii ve ark., 1967), Tetrabacter (Collins ve ark., 1989a) ve Tetracoccus
(Prauser ve ark.,1997) (Intrasporangiaceae); Propioniferax (Yokota ve ark., 1994),
Luteococcus (Tamura ve ark., 1994b), Microlunatus (Nakamura ve ark., 1995) ve

Friedmanniella’dir (Schumann ve ark., 1997) (Propionibacteriaceae).

Park ve arkadaslari, Nocardioides fulvus ve Nocardioides sp. ATCC 39419

olarak bilinen suslar1 kapsayacak sekilde Kribbella cinsini tanimlamistir (Park ve ark.,
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1999). Bu iki yeni tiirii kapsayan cins i¢in dokuz izopren iiniteli tetrahidrogenath
menakinon icermesi, peptit alt {initelerinin ilk pozisyonunda L-alanin bulundurmasi,
fosfolipit kompozisyonlar1 ve 16S rRNA temelli filogenetik analizler gibi yegane
kemotaksonomik markdrlerle ayirt edilmesi Onerilmistir. Bu tiirlerin bir¢ok ortak
morfolojik ve kemotaksonomik 6zelligi paylasmasindan dolay: taksonomik pozisyonlari
yeniden belirlenmis ve Kribbella cinsi igersinde tanimlamalar1 yapilmistir (Sohn ve

ark., 2003).

Hongia cinsinde yer alan Hongia koreensis’in 16S rDNA sekanslari ile
Kribbella cinsinin olusturulmasinda kullanilan iki tiiriin sekans analizleri yapildiginda,
bu iki tirle yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Hongia koreensis, K. flavida ve
K. sandramycine sirasiyla % 98.37 ve 98.57 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Sohn ve
ark., 2003). Yiiksek 16S rDNA sekans benzerligi gosteren bu ii¢ tiiriin DNA-DNA
homoloji ¢aligmalarmin yapilmasi sonucunda Hongia koreensis’in Kribbella cinsine

yerlestirilmesi kabul gérmiistiir (Sohn ve ark., 2003).

17 tiirii biinyesinde bulunduran cins, Gram pozitif, aerobik, asit-alkol direngsiz,
hareketsiz, substrat miselyumlar1 son derece dallanmig ve hava miselyumlar1 kisa ¢ubuk
veya kokoid elementler seklindedir. Kribbella tiirleri, peptidoglikaninda LL-
diaminopimelik asit (meso-Agpm) (hiicre duvar kemotip I, Lechevalier ve Lechevalier,
1970), anteiso ve iso dallanmig agir asitler, polar lipitlerden difosfatidilgiserol,
fosfatidilkolin, fosfatidilgiserol, fosfatidilnositol ve predominant menakinon olarak 9
(Hs) izopren birimli bir heksohidrogenatli menakinon igermek gibi ortak
kemotaksonomik 6zelliklere sahiptirler. DNA' nin G+C oran1 % 64-72 mol' diir (Song
ve ark., 2004; Li ve ark., 2004; Li ve ark., 2006; Trujillo ve ark., 2006; Kirby ve ark.,
2006; Carlsohn ve ark., 2007; Everest ve Meyers, 2008; Urzi ve ark., 2008).

Suslarin cografik dagilimi Kore, Cin, Giiney Afrika, Yunanistan, Italya ve
Ispanya gibi farkli lokalitelerde yaygin olarak bulunmakta ve cogunlukla izolasyonlar
topraktan yapilmasi ile beraber bitkilerle iliskili (Kribbella solani ve K. lupini) olanlari
da bulunmaktadir. Son donemde izole edilen iki tiir de topraktan izole edilmistir;
Kribbella aluminosa Almanya’daki ortacaga ait maden ocagindan ve Kribbella
hippodromi Giiney Afrika’da yaris alan1 topragindan izole edilmistir (Carlsohn ve ark.,
2007; Everest ve Meyers, 2008). Kribbella catacumbae ve K. sancticallisti italya
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Roma’da bulunan St. Callistus yer alti mezarinin hasar gérmiis (kotiilesmis) ylizeyinden

izole edilmistir (Urzi ve ark., 2008).

2.3.2. Nocardioides

Nocardioides cinsi Prauser (1976) tarafindan 6nerilmis Gram (+), aerobik, asit-
faz 6zelligi gostermeyen ve mezofilik nocardioform actinomyceteslerden olup diizensiz
veya ¢ubuk veya kok benzeri elementler i¢inde fragmentli miselyumlarda gelisir. Cinsi
temsil eden tiirler, Nocardioides albus ve N. luteus’dur ve her iki tiiriin misel gelisimi
olduke¢a iyidir (Yoon ve ark., 1998a). Primer miselyumlarda, bol miktarda dallanmis
hifalar yiizeyde gelisir ve agar igine penetre oldugu gozlenir. Hava miselyumlarin
hifalari, Nocardia’nin hava miselyumlarina benzer sekilde, dallanmis, seyrek ve
diizensiz dall1 yapiya sahiptir. Primer ve hava miselyumlarinin her ikisi de kisa ¢gubuk
benzeri fragmentler iginde dagilabilir ve bunlardan bir veya iki hava hifasinin birbirini
sikistirmasi ile yeni miseller olusabilir. Nocardioides cinsine yeni tiirlerin dahil edilmesi
cins igersinde morfolojik heterojeniteyle sonug¢lanmistir. Nocardioides’e transfer edilen
diger tiirler arasinda Arhrobacter simplex (O’Donnell ve ark., 1982) ve Pimelobacter
jensenii (Suzuki ve Komagata, 1983) goriilmektedir. Pimelobacter cinsi, Suzuki ve
Komagata tarafindan peptidoglikaninda LL-2,6-diaminopimelik asit igerigi nedeniyle
Arthrobacter olarak tanmimlanmasi disiiniilmistir. Ancak, ti¢ Pimelobacter tiiri,
(P. jensenii, P. tumescens ve P. Simplex) taksonomik diizenlenmenin sonucunda
(Collins ve Stackebrandt, 1989) Pimelobacter jensenii, Nocardioides cinsine
N. jensenii olarak transfer edilmistir. P. tumescens ise yeni bir cins olan, Terrabacter
cinsinde yeniden diizenlenmis ve T. tumescens olarak isimlendirilmistir (Collins ve ark.,

1989; Collins ve Stackebrand, 1989; Yoon ve ark., 1998a; 2004; Yoon ve Park, 2006).

Nocardioides cinsinde yer alan tiirler, devamli olarak artmistir. Nocardioides
fastidiosa (Collins ve Stackebrandt, 1989b) ve N. plantarum (Collins ve ark., 1994)
yesillik alandan izole edilmistir. Nocardioides fastidiosa predominant menakinon olarak
MK-9 (H,)’e sahiptir. Bununla uyumlu olan Nocardioides cinsinde de MK-8 (H,) veya
MK-9 (H4) predominant menakinon igerdigi bilinmesine regmen Tamura ve Yokota
N. fastidiosa tiiriinii Aeromicrobium genusuna A. fastidiosum olarak transfer etmeyi

onermistir (Tamura ve Yokota, 1994a). Daha sonra tii¢ Nocardioides tiiri;
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N. pyridinolyticus, N. nitrophenolicus ve N. aquaticus isimlendirilmesi ile cinse ilave
edilmistir (Yoon ve ark., 1997b; 1999; Lawson ve ark., 2000).

N. flavus (Ruan ve Zhang, 1979), N. fulvus (Ruan ve Zhang, 1979) ve
N. thermolilacinus (Lu ve Yan, 1983) ile yapilan ¢alismalarda N. flavus tip susu ilk
olarak N.luteus’un sinonimi olarak Onerilmistir. Daha sonra, N. flavus ve N. fulvus
suslarmin, N. luteus susu ile 16S rDNA gen benzerligine gore %100 benzer oldugu
belirlenmistir. N .thermolilicinus’un Streptomyces cinsi ile yakin iligkili oldugunu 16S

rDNA sekans analizleri gostermistir (Yoon ve ark., 1998a).

Giliniimiizde, yayinlanmig 52 Nocardioides tiirii vardir ki bunlar arasinda farkli
ekolojilerden izole edilen 6rnekler mevcuttur (Prauser, 1976; O’Donnell ve ark., 1982;
Suzuki ve Komagata, 1983; Prauser, 1984; Collins ve Stackebrandt, 1989; Yoon ve
ark.,1999; Lawson ve ark., 2000). Gelgit diizlik sedimentinden izole edilen
N. ganghwensis (Yi ve Chun, 2004a), zooplanktonca zengin deniz suyundan izole
edilen N. salarius (Kim ve ark., 2008), bir zooplankton olan Daphnia cucullata’dan
izole edilen Nocardioides daphniae (Toth ve ark., 2008), petrol siitununda yag
katmanlarinin oksik zonundan izole edilen N. pyridinolyticus (Yoon ve ark., 1997b),
yesil alandan (hayvanlarin otlama alani) izole edilen N. plantarum (Collins ve ark.,
1994), deniz suyundan izole edilen N. marinus (Choi ve ark., 2007), plaj kumundan
izole edilen N. marinisabuli (Lee ve ark., 2007), igme suyu olusturma sisteminden izole
edilen N. hungaricus (Toth ve ark., 2011) ve halofitik bir bitki olan Carex
scabrifolia’dan izole edilen N. caricicola (Song ve ark., 2011) ornek olarak

verilebilmektedir.

Nocardioides suslar1 hiicre duvar peptidoglikaninda LL-2,6-diaminopimelik asit
ve glisin bulundururken mikolik asit icermez. Hiicrelerin agir asit profilleri kompleks
olup doymamus, diiz zincirli, iSo- ve anteiso- dalli ve 10-metil agir asit igerigine
sahiptir. Temel bileseni 14-metil pentadekanoik asit (is0-Cig:)’tir (O’Donnell ve ark.,
1982; Miller ve ark., 1991; Park ve ark., 1999). Predominant isoprenoid kinonu 8
izopren initeli MK-8(s); tetrahidrogenat menakinondur (O’Donnell ve ark., 1982;
Yoon ve ark., 1997a; 1999). DNA’nin G+C igerigi % 67-74 mol’diir. 16S rDNA sekans
temelli filogenetik analizler; Actinopolymorpha (Wang ve ark., 2001b), Aeromicrobium
(Miller ve ark., 1991), Kribbella (Park ve ark., 1999), Hongia (Lee ve ark., 2000) ve

Marmoricola (Urzi ve ark., 2000) cinslerini i¢eren Nocardioidaceae familyasinda,
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Nocardioides’in tip cins oldugunu gostermistir (Stackebrandt ve ark., 1997; Yoon ve
ark., 1998b). Nocardioides cinsinin tip tiirii N. albus’tur (Yoon ve Park, 2006).

Nocardioides cinsi iyeleri, toprak, yesil alan, kaya petrol siitunu, endiistriyel
atik su ve yiiksek tuz oranina sahip gol suyu gibi farkli habitatlardan izole edilmislerdir.
Cinsin tip orneklerinden biri olan Nocardioides albus yaygin olarak toprakta dagilim
gostermekte ve diinyanin farkli bolgelerindeki farkli topraklardan izole edilebilmektedir
(Prauser, 1976). Diger bir tip susu ise N. luteus olup subtropikal bolge topraklarindan
izole edilmistir (Tille ve ark., 1978; Prauser ve ark., 1984). N. simplex susu da farkli bir
toprak habitat1 olan piring topragindan ve bu tiiriin diger suslar1 Japonya’daki petrolli
alan topragindan izolasyonlar1 gerceklestirilmistir (Jensen, 1934). 2000’lere kadar olan
donemde yapilan ¢alismalarda Nocardioides suslar1 farkli lokalitelerdeki orneklerine;
N. plantarum’un yesil alandan (herbage) izole edilmesi (Collins ve ark., 1994), pyridini
degrede edebilme 6zelligine sahip olan N. pyridinolyticus’un kaya petrol siitunlarinin
oksik zonundan izole edilmis olmasi (Yoon ve ark., 1997b), N .nitrophenolicus susunun
Gliney Kore’nin endiistriyel atik suyundan izole edilmesi (Yoon ve ark., 1999) ve
N. aquaticus’un hipersalin, heliotermal ve meromiktik g6l olan Ekho golsuyundan izole

edilmesi verilebilir (Lawson ve ark., 2000).

Son donemde de farkli ekolojik cevrelerden Nocardioides izolasyonlari
gerceklestirilmis ve yeni tilirler olarak literatiire kazandirilmistir. Gelgit diizliik
sedimentinden izole edilen N. ganghwensis ve N. aestuarii (Yi ve Chun, 20044, Yi ve
Chun, 2004b), zooplanktonca zengin deniz suyundan izole edilen N. aquiterrae (Yoon
ve ark., 2004) ile N. salarius (Kim ve ark., 2008), kum sedimentinden izole edilen
N. dokdonensis (Park ve ark., 2008), deniz suyundan izole edilen N. marinus (Choi ve
ark., 2007) ve plaj kumundan izole edilen N. marinisabuli (Lee ve ark., 2007),
N. furvisabuli (Lee, 2007) ile N. basaltis (Kim ve ark., 2009), igme suyu olusturma
sisteminden izole edilen N. hungaricus (Toth ve ark., 2011) ve halofitik bir bitki olan
Carex scabrifolia’dan izole edilen N. caricicola (Song ve ark., 2011) o6rnek olarak
verilebilir. Ayn1 zamanda toprakdan da izole edilmis pek c¢ok Nocardioides tiirii
mevcuttur ki bunlardan bazilari; N. koreensis, N. bigeumensis ve N. agariphilus
(Dastager ve ark., 2008), N. insulae (Yoon ve ark., 2007a), N. panacihumi (An ve ark.,
2007), N. terrigena (Yoon ve ark., 2007b), N. hwasunensis (Lee ve ark., 2008),
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N. hankookensis (Yoon ve ark., 2008) ve alkaline topraktan izole edilen N. kribbesis
(Yoon ve ark., 2005b) ile N. alkalitolerans (Yoon ve ark., 2005a) olarak siralanabilirler.

2.3.3. Kribbella ve Nocardioides Kemotaksonomisi

Hiicre duvarinda LL-diaminopimelik asit iceren nocardioform aktinomisetlerden
biri olan Kribbella cinsi; Actinopolymorpha, Aeromicrobium, Hongia, Marmoricola,
Nocardioides, Pimelobacter ve Thermasporomyces cinsleri ile bir¢ok ortak morfolojik
ve kemotaksonomik Ozellige sahip olup, bazi temel farkliliklar1 ile birbirinden
ayrilmaktadir (Lee ve ark., 2000; Li ve ark., 2004 ). Kribbella cinsi; 9 izoprene tiniteli
hekzahidrogenat menakinone ve peptit alt initesinin ilk pozisyonunda L-alanine
bulundurmasi gibi bazi kemotaksonomik markoérler ile Nocardiodes cinsinden ayrildigi
belirlenmistir. Kribbella tiirleri, peptidoglikaninda LL-diaminopimelik asit (meso-Azpm),
anteiso ve iso dallanmis agir asitler, polar lipitlerden difosfatidilgiserol, fosfatidilkolin,
fosfatidilgiserol, fosfatidilinositol ve predominant menakinon olarak 9 (Hs) izopren
birimli bir heksohidrogenat menakinon igermesi gibi belirtilen kemotaksonomik
ozellikleri ortaklasa paylasirlar (Song ve ark., 2004; Li ve ark., 2004; Li ve ark., 2006;
Trujillo ve ark., 2006; Carlsohn ve ark., 2007; Everest ve Meyers, 2008; Urzi ve ark.,
2008). Ornegin K. antibiotica susu, hiicre duvarinda LL-diaminopimelik asit (meso-
Aypm) igerir ve tim hiicre sekeri olarak glukoz, xylose ve riboz bulundurur. Temel
menakinonu MK-9 (Hy)’diir. Fosfolipitlerden, difosfatidilgiserol, fosfatidilkolin,
fosfatidilgiserol ve fosfatidilinositol icermektedir. Predominant agir asitleri anteiso-
Cis:0; 150-Cy5,0’dir (Li ve ark., 2004).

Nocardioides cinsi, hiicre duvar peptidoglikanindaki diaminopimelik asit tipine,
menakinon profiline ve hiicre agir asit profiline gore diger aktinomisetlerden kolaylikla
farklilastirilabilir (Park ve ark., 1999; Wang ve ark., 2001b). Nocardioides cinsi, hiicre
duvar peptidoglikaninda ayirt edici diamino asit olarak LL-2,6 diaminopimelik asite
(LL-DAP) sahip olan birka¢ cinsten biridir (Prauser, 1976). Bu 6zellik, hiicre duvar
peptidoglikaninda glisinle birlikte bu cinsin duvar kemotip I (Lechevalier ve
Lechevalier, 1970) oldugunu belirler. Bu kimyasal markor, hiicre duvar
peptidoglikaninda diger aminoasit tiplerine sahip olan diger bircok aktinomiset

cinsinden Nocardioides’i ayirt eder. En az 20 tanimlanmis cins hiicre duvar
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peptidoglikaninda LL-DAP igerir. Nocardioides cinsi menakinon profiline gore bu
cinslerin ¢cogundan ayirt edilebilir ve predominant menakinon olarak sekiz izoprenoid
tiniteli (MK[8H4]) tetrahidrogenad menakinon igerir. Marmoricola (Urzi ve ark., 2000),
Terrabacter (Collins ve ark., 1989) ve Terracoccus cinsi (Prauser ve ark., 1997) hiicre
duvarinda LL-DAP i¢ermesi ile ortak bir karakteristik 6zellik paylasirlar (Prauser, 1997;
Yoon ve ark., 2005b; Choi ve ark., 2007; Lee ve ark., 2008; Kim ve ark., 2009).

Nocardioides cinsi ise hiicresel agir asit profili ile bu cinslerden ayirt edilebilmektedir.

Nocardioides tiirlerinin agir asit profilleri benzer olup, i1S0- ve anteiso- dallar
iceren, dliz zincirli, doymamis ve 10-metil agir asit igerigine sahiptir (O’Donnell ve
ark., 1982; Miller ve ark., 1991; Park ve ark., 1999). Cinsi karakterize eden temel agir
asit, is0-Cigo (14-metil pentadekanoik asit)’dir. Bu profil net bir sekilde cinsin,
Marmoricola, Terrabacter ve Terracoccus cinslerinden ayrimini saglar. Marmoricola
profili, Ci6:0 Ve Cyg;1 agir asit profili ile karakterizedir (Urzi ve ark.,2000). Terracoccus
profili, major agir asit olarak is0-Cjs:0 Ve anteiso-Ciso’a sahiptir (Prauser, 1997).
Terrabacter cinsi ¢ok farkli sonuglar gostermektedir. O’Donnell ve arkadagslar (1982),
Park ve arkadaslari (1999) major agir asit olarak Cig:1, Cis0 ve Cis0 sahip oldugu
sonucuna varmis; Miller ve arkadaslar1 (1991) anteiso-Cig.q, Ci71 Ve Ciso Sahip
oldugunu belirlemis; Shumann ve arkadaslari ise (1997) i50-Cjs.o Ve is0-Cy4:0 SONUCUNU
elde etmislerdir. Bu farkliliklar kiiltiire etme kosullar1 ve hazirlama metodundaki
farkliliklar nedeniyle olabilir. Terrabacter ve Terracoccus cinsleri Nocardioidaceae
familyasinin diger tyeleri ile filogenetik olarak farklilik gdstermektedir (Prauser ve

ark., 1997; Yoon ve ark., 1998b).

Nocardioides tiirlerinin fosfolipit profilleri ¢esitlilige sahiptir. Calisilan tim
tiirler, fosfotidilgliserol, difosfotidilgliserol ve tanimlanmamis fosfolipitler igermektedir
(O’Donnell ve ark., 1982; Collins ve ark., 1989; Lawson ve ark., 2000; Choi ve ark.,
2007; Yoon ve ark., 2008; Toth ve ark., 2008; Kim ve ark., 2009). Fosfotidilnositol
Nocardioides tiirlerinde farkli sekillerde bulunur. Nocardioides jensenii ve N. aquaticus
fosfotidilnositol igerirken N. albus ve N. simplex igermez. Nocardioides jensenii ve
N. simplex 2-hidroksi agir asit igerigine sahip fosfotidilgliserol igerir. Poliaminler, bes
Nocardioides tiiriinii de kapsayan LL-DAP igerigine sahip coryne- ve nocardioform
aktinomisetlerin siniflandirilmasi igin analiz edilmistir (Busse ve Schumann, 1999).

Cogu Nocardioides susu diamin piitresin ve kadaverinin yiiksek konsantrasyonlarina
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sahiptir. Bu benzerlik Nocardioides tiirlerinin filogenetik homojenitesi ile uyumludur
(Yoon ve ark., 1998b). N. plantarum tip susu, nispeten diisiikk konsantrasyonda poliamin
igerdigi, predominant diaminin ise kadeverin oldugu belirlenmistir. Nocardioides
cinsine ait ¢ogu sus, kadeverin ilaveli piitresinin yiiksek konsantrasyonunu iceren R

ortaminda gelistirildigi zaman Aeromicrobium cinsinden ayirt edilebilmektedir.

2.3.4. Kribbella ve Nocardioides’in Molekiiler Sistematigi

DNA' nin G+C orant %64-72 mol olarak belirlenen yaymlanmis gecerli
Kribbella tiirleri arasinda 16S rRNA sekans benzerliginin %97,5 ile 99,1 arasinda
oldugu belirlenmistir (Kirby ve ark., 2010). Nocardioides tiirlerinin DNA G+C igerigi
%67-74 mol’diir ve bu deger, Garvie (1978) ve Marmur ve Doty (1962)’nin termal
denatiirasyon (Tm) metodu veya Tamaoka ve Komagata’nin HPLC metodu ile
belirlenmektedir. 16S rRNA gen sekansi, tiim Nocardioides suslar1 i¢in belirlenmistir
(Collins ve ark., 1989; Collins ve ark., 1994; Yoon ve ark., 1998b; Lawson ve ark.,
2000). Niikleotit benzerlik seviyeleri, %93,5-99°dir. 16S rRNA gen sekans benzerlik
temelli intraspesifik filogenetik iliskiler N. albus ve N. simplex’de c¢aligilmistir
(Yoon ve ark., 1998b).

16S rRNA gen sekans temelli filogenetik analizlerde N. jensenii istisnai olarak
tutulursa tim Nocardioides tiirlerinin olusturdugu kiimenin farkli bir filogenetik hat
olusturdugu goriilmektedir. N. jensenii ‘nin Marmoricola aurantiacus ile bir filogenetik
kiimede sekillendigi bulunmustur (Urzi ve ark., 2000). Nocardioides cinsi,
Nocardiodiaceae familyasinda bulunan Actinopolymorpha (Wang ve ark., 2001b),
Aeromicrobium (Miller ve ark., 1991), Hongia (Lee ve ark., 2000), Kribbella (Park ve
ark., 1999) ve Marmoricola (Urzi ve ark., 2000) cinslerinden filogenetik olarak farkli
bir monofiletik hat olusturmaktadir. Nocardioides tiirleri ve Nocardiodiaceae
familyasinin diger iiyeleri arasinda 16S rRNA gen benzerlik seviyesi %89,9-94,3
oranindadir. Stackebrandt ve arkadaslari (1997) Nocardiodiaceae familyasinin 16S
rRNA gen imza niikleotitlerinin karakteristik oldugunu Onermistir, belirlenen
pozisyonlari, 66-103 (G-C), 328 (C), 370-391 (G-C), 407-435 (A-U), 602-636 (G-C),
658-748 (U-A), 686 (U), 780 (G), 787 (A), 819 (U), 825-875 (G-C) ve 1409-1491 (C-

Q) olarak vermistir. Bununla birlikte, familya igersinde yeni Onerilen bazi cinsler bu
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pozisyonlarin birkacginda farkliliga sahiptir. Actinopolymorpha, Hongia ve Kribbella
cinsleri, 370-391 pozisyonlarinda C-G ¢iftine sahiptir (Wang ve ark., 2001b).
Actinopolymorpha cinsinin 602-636 pozisyonunda ise A-T ¢ifti yer almaktadir (Wang
ve ark., 2001b).

16S-23S rRNA genlerinin internal spacer bolgeleri (ITS) ve riboniikleaz P
(RNaz P) genleri, Nocardioides tiirleri ve Nocardioides cinsi ile diger iliskili taksonlar
arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemek icin kullanilabilir (Yoon ve ark., 1998b; 2000).
Nocardioides tiirii olarak tanimlanmis tip suslarinda, 16S-23S ITS ‘lerinde boyut ve
sekansinda biiyiik oranda farklilik mevcuttur. Uzunluklar1 328 bg (N. nitrophenolicus)
514 bp’ne (N. albus) kadar diizenlenmistir. Bu tip suslar1 arasinda ortalama niikleotit

benzerligi %68,1+16.8’dir ve bu tiirler arasindaki ayrim i¢in diisiik bir orandir.

Nocardioides tiirlerinin 16S rDNA baz dizileri tanimlanmis (Park ve ark., 1998)
ve bu dizilemeler tiir i¢i primerlerinin dizayn1 i¢in kullanilmistir. Bu primerler; N. albus
ve N. flavus igin; 5>-ACCGGATACGACAACCGATT-3’ (E. coli, pozisyon 174-193),
N. jensenii i¢in 5’-TGTAAACCTCTTTCAGCGGG-3’ (E. coli, pozisyon 427-446),
N. plantarum i¢in 5’-AGGCGGTTCTCTGGCAATGTT-3’ (E. coli, pozisyon 729-749)
ve N. simplex i¢in 5°- ATAGGGGTCTCTTTGATACT-3" (E. coli, pozisyon 1016-
1038) olarak belirlenmistir. Bu durum multiplex polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR)

ile Nocardioides tiirlerinin tanimlanmasini hizlandirmistir (Yoon ve Park, 2006).

16S rRNA analizlerine alternatif olarak belirlenen yapisal (housekeeping)
genler, ana metabolizmada bulunan proteinlerin kodlanmasinda gorevlidir ve yakin
iligkili organizmalarin ayriminda kullanilabilirler (Maiden, 2006). Calismalarda protein
kodlayan genlerin miktari, farkli bakteriyal cinsler igerisinde filogenetik iliskiyi
belirledigi bulunmustur. Kirby ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile Kribbella cinsinin
filogenetik analizleri i¢in gyrB kullaniminin ve gyrB-temelli filogenetik farkliliklarin
Kribbella tip suslar1 arasinda ayrimda kullanilip kullanilamayacagini belirlemistir.
K. alba DSM 155007, K. antibiotica DSM 15501" ve K. solani CIP 108508" gibi tip
tirlerinin amplifiye edilmis gyrB DNA fragmentlerinden sekanslama islemleri
yapilmistir. Tiim Kribbella suslart i¢in elde edilen ortak gyrB sekansinin maksimum
uzunlugu 1108 bp’dir. Kribbella tip suslar1 i¢in gyrB sekans benzerliginin %89,48-
98,22 oraninda oldugu bulunmustur (Kirby ve ark., 2010).
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IFO14399" (=DSM 17836= KCTC 9580= JCM 10339= NBRC 14399) susu
Kribbella flavida tiiriiniin tip susudur ve Kribbella cinsinin de tip tiiriidiir. IFO143997
susu Cin’de topraktan izole edilmis ve ilk olarak ‘Nocardioides fulvus’ olarak Ruan ve
Zang tarafindan 1979°da tanimlanmistir. Ilgili sus, kemotaksonomik &zellikler ve 16S
rRNA sekans analizlerine gore yeni bir cins olan Kribbella icinde yeniden
simiflandirilmistir (Park ve ark., 1999). Pukall ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar
calisma, K. flavida IFO14399" susunun ozelliklerini tim genom sekansi ile agiklamayi

amagclamislardir.

Genomun GC igerigi %70,6 olup 7.579.488 bp uzunlugundadir. 7146 tahmin
edilen genin, 7086’s1 protein kodlayan genler ve 60 RNAs; 143 yalanci genler
(pseudugen) olarak tanimlandi. Protein kodlayan genlerin ¢ogunlugu (%70,7),
varsayilan (hipotetical) protein olarak bilinen farzedilen (putative) fonksiyonlari
yapmak i¢in gorevlidir. Genomda DNA kodlayan boélge 6.893.122 bp, replikon sayis1 1,
ekstrakromosomal elementi de bulunmamaktadir. Toplam 7146 gen, 60 RNA geni, 2
rRNA operonu, 7086 protein kodlayan gen ve 143 yalanci gen belirlenmistir (Pukall ve
ark., 2010).
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2.4. Prokaryotik Sistematik

Prokaryotik sistematik, biiyiik 6lglide sezgisel bir bilim olarak baslamis ve ilk
prokaryotik smiflandirma kurallar1 morfolojik kriterlere, daha sonra fizyolojik
karakterlere ~dayandirillarak yapilmistir. Fakat, numerik, kimyasal, molekiiler
sistematigin gelisimiyle gitgide daha objektif hale gelmistir. Ozellikle, molekiiler
sistematikdeki ilerlemeler, son derece korunmus makromolekiillerin dizilenmesi, bunlar
icinde en degerlisi olan 16S rRNA gen bolgesinin dizilenmesi cins ve iizeri taksonomik
seviyelerde filogeninin belirlenmesinde degerli bilgiler saglamistir (Woose, 1987;
Rossello-Mora ve Amann, 2001; Ludwig ve Klenk 2005). Bununla birlikte DNA:DNA
homolojisi, molekiiler parmak izi ve fenotipik tekniklerin birlikte kullanilmasiyla tiir ve
alt tiir diizeyinde smiflandirma yapmak miimkiin olmustur (Rossell6-Mora ve Amann
2001; Stackebrandt ve ark., 2002; Coenye ve ark., 2005; Tindall ve ark., 2010).
Glinimiizde DNA-DNA hibridizasyonu ve gen sekans Ol¢iimii prokaryotik
taksonominin temel taglarini olusturmaktadir (Gevers ve ark.,2005).

Prokaryotlarin siniflandirilmasinda, eski geleneksel metotlar ile yeni gelistirilen
metodolojilerin karsilastirilmas: gerekmektedir. Molekiiler ve fenotipik krakterlerin
tamami kullanilarak yapilan karsilastirma ile bir susun bilinen bir taksona m1 ait oldugu
yoksa yeni bir takson mu oldugu belirlenebilmektedir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993;
Goodfellow ve Fiedler, 2010; Tindall ve ark., 2010).

Taksonomi, biyolojide bilinen tiim biyolojik varliklar i¢in referans bir sistemi
saglayan temel bir disiplindir. Prokaryotlarin taksonomisinde birbiriyle ilgili dort alt

bilim dali yer almaktadir. Bunlar;

1. Smiflandirma: Siniflandirma diger bilimler i¢in temel olup, onlara baghdir ve
cok genis konular icerisindeki arastirmalara baglh bir bilimdir. Taksonomistler, farkli
kaynaklardan elde edilen taksonomik verileri biitiinleyerek ve sentezleyerek yorum
yaptiklarinda, birka¢ kuralin Onemini vurgulayan temel c¢alisma islemleriyle,
kavramlarin benzer olmasina gerek duyarlar. Siniflandirma, prokaryotlar: iliski
esaslarina gore taksonlar icerisinde diizenleyen bir yontemdir. Bu yontem prokaryotlar
arasindaki 1liskiyi gostermek i¢in hazirlanmis olan siniflandirma sistemi ya da
diizenlemesidir. Ayrica gelistirilmis sistem ve bilgi deposu olarak hizmet goriir.

Siniflandirma terimi, genellikle hem siniflandirmanin {rettigi sistemleri hem de
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simiflandirma prosediirlerini kapsamak i¢in kullanilir. Taksonomi ise, smiflandirma
temellerini, prensiplerini ve kurallarim1 igeren, siniflandirmanin teoriksel bir
calismasidir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993). Mikroorganizmalarin siniflandirilmasi,
onlarin karakteristik bilgilerini  gerektirir. Biyokimyasal, kimyasal, molekiiler,
morfolojik ve fizyolojik karakterler taksonomik c¢alisma i¢in gerekli olan verilerdir ve
bu oOzelliklere gore diizenli bir sistemde organizasyonun gergeklestirilmesini
saglamaktadir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993).

2. Filogenetik analiz; Filogenetik yapinin tahmin edilmesinde farkli algoritmalar
kullanan bilgisayar destekli istatistiksel programlarin kullanilmasidir. rRNA gen dizileri
ile MLSA gen bolgelerinin dizileri kullanilarak yapilan bu analizler sonucunda bir

organizmanin atasal iligkisi belirlenebilmektedir (Stackebrandt, 2006).

3. Nomenklatur (isimlendirme); tiir, cins, familya gibi taksonomik kategorilerin
iligki siralarini ele alir ve dogru yapilan bu yontemle, organizmalar, uluslararast kabul
goren isimleri ile tanmnir. Bakteriyolojik kod, taksonlarin isimlendirme kuralarini,
isimlendirme tipleri ve diizenlemelerini, takson siralarini, Onceligi ve isimlerin
yayimlanmasini, yazarlarin alint1 ve isimlerini, taksonomik ilerlemeye gore taksonlarin
isim degisikliklerini, epithet ve isimlerin kabul edilmesini, korunmasmi ve
reddedilmesini i¢ermektedir. Bunlarin tiimii, baslangigta gereksiz gibi goriinebilir
ancak, bu kurallarin, isimlendirme i¢in disiiniilen tiim muhtemel olasiliklarda yararl
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu kurala gore yapilan yeni tiir, cins ve diger taksonomik
seviyelerin onayli yeni isimlerinin kabul edilmesi islemininin tiimii [JSEM tarafindan
tistlenilmistir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993; Goodfellow ve Fiedler, 2010).

4. Identifikasyon (tanimlama), gegerli ve tanimlanmis bir taksona, bilinmeyen ve
yeni bir 6rnegin yerlestirilmesi i¢in gerekli yontemleri igerir ve bilinmeyen suslarin
uygun karakterlerinin saptanmasini ve bilinen taksonlarla karsilastirilmasini gerektirir.
Bununla birlikte, ayni taksonomik siranin taksonlariyla yapilan karsilastirmalar,
taksonlarm birbirlerinden anlamli bir sekilde ayrildigin1 gosterir ve her bir taksonomik
kategori, yeni bir takson olarak tamimlanip isimlendirilir. Identifikasyon onemli ve
uygulamali olup mikrobiyolojinin ¢ogunu desteklemektedir. Ayrica, ekolojik,
endiistriyel, tibbi ve bilimsel aragtirmalarda da gecgerliligini korumakta ve

uygulanmaktadir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993).
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Prokaryotik sistematikte, mikrobiyolojinin diger alanlarinda oldugu gibi,
analitiksel yaklagimlara olan baghiligin artmasiyla, otomasyona dogru devam eden bir
akim olusmaktadir. Bugiin, modern taksonomi laboratuari; gaz kromatografisi, yiiksek
performans likid kromatografi, kiitle ve ultraviyole spektrometri ve taramali elektron
mikroskobu olarak bircok kolayliga sahiptir, ayrica, gorlintii analizleri, 151k
absorbsiyonu, iletkenligin ilkelerini kullanan enzim aktiviteleri ve farkli substratlardaki
gelisimi goriintiileyen aletler igerir. Boylesi aletlerin ortak 6zelligi, hizli bir sekilde veri
liretmesi ve ¢cogu zaman yeni Ornekler iizerinde ¢ok cesitli Ol¢limler yapabilmesidir.
Sistematik¢iler, mikroorganizmalar arasinda iliski kurmak igin deneysel verileri
kullanirlar. Bakteriyel sistematik; mikrobiyal kimya, molekiiler biyoloji, mikrobiyal
fizyoloji ve prosediirlerin ele aldig1 verilerden olusan bilgiler biitiiniinii ¢alismay1 ve
anlamay1 gerektirmektedir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993; Brown-Elliott ve ark.,
2006).

Bakteriyel sistematik, mikroorganizmalar ile onlarin O6nemli genetik
mekanizmalar1 arasindaki iligkinin anlasilmasi i¢in kimya, molekiiler biyoloji ve
bilgisayar bilimindeki gelismelerin tiim avantajlarina sahip taksonomistler tarafindan
son yillarda goriilmeye deger degisikliklere ugratilmistir. Prokaryot c¢alisan
taksonomistlerce, glivenilir siniflandirmanin polifazik taksonomi olarak tanimlanan ¢ok
sayida teknigin kullanilmasi ile taksonlarin internal c¢esitliliginin gdsterilmesine
dayandigin1 kabul etmektedir. Fenotipik ve genomik verilerin birlikte degerlendirilmesi
esasina dayanan polifazik taksonomi; niimerik taksonomi, kemotaksonomi ve molekiiler

taksonomiden olusmaktadir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993).

2.4.1. Kemotaksonomi

Yeni yontemlerin gelistigi ve analitik aletlerin uygulandigi alanlarda,
kemotaksomi ve kemosistematik, bakteriyel sistematikte onemli bir etkiye sahiptir.
Kemosistematik, bakteri tiirlerini belirlemek, siniflandirmak ve tanimlamak icin hiicre
parcalarindan veya tiim organizmay1 kullanarak bilgi elde eden bir bilim dalhdir.
Kemosistematik; aminooasitler, lipitler, proteinler ve sekerler gibi 6zel kimyasallarin
dagilimiyla ilgilenmekte ve smiflandirma ile tanimlama i¢in uygun verilerin elde

edilmesini saglamaktadir.
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Bakteriyel sistematikte kullanilan bir¢ok kimyasal teknik, elektroforez ve
kromatografi gibi duyarli, glivenilir ve hizli analitik yontemler, sadece, kimyacilarin ve
biyokimyacilarin ¢alismalart i¢in yan f{iriin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal
prosediirlerin artis g0Osteren gelisimi, kimyasal markorlarin ve tiim- organizma
parmakizlerinin belirlenmesini etkilemistir. Yetistirme sartlarindaki degisimden
kaynaklanmayan, genetik farkliliklarin bir ifadesi olarak goriillen kimyasal
kompozisyondaki degisim Onemli goriilmektedir. Genellikle, karsilastirmali
kemotaksonomik c¢alismalarda Kkiiltiirlerin dikkatlice standardize edilmis sartlarda
gelistirilmesi ve yine kimyasal verilerin miktar analizleriyle ilgili ¢alismalarda
standardizasyonun 6nemi vurgulanmaktadir (Goodfellow ve Maldonado, 2006).

Bakteriyel sistematikteki kimyasal ¢alismalarin 6nemi, kimyasal kompozisyon
bakimindan  ¢esitlilik  gdsteren = Actinomycetes cinslerinin  tlir  sayilariyla
gosterilebilmektedir. Lipit, aminoasit ve duvar sekeri analizleri, Actinomycetes
taksonomisini yeniden degerlendirilmesine yol a¢mistir. Son zamanlarda yag
asitlerinden, menakinone ve polar lipid analizlerinden elde edilen kimyasal markér,
diagnostik 6zellikler i¢in kullanilmaktadir.

Kimyasal karakterizasyonda, peptidoglikan yapisi, solunum lipokinonlari,
lipidlerin hidrofobik zincirleri, yag asiti ve tiirevleri, polar lipidler, diger ekstraselliiler
bilesikler (lipopolisakkaritler ve mikolik asitler vb), hiicrenin lipofilik olmayan yapilari
(poliaminler vb) ve Gram(+) bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasinin
aminoasit kompozisyonu gibi ¢esitli yapisal elementler kullanilmaktadir (Tindall ve

ark., 2010).
2.4.1.1. Mikolik Asit

2.4.1.2. Mikolik asit metil esterleri

Mikolik asitler 60-90 C atomlu dallanmis agir asitlerin hidroksilatlaridir. Ayni
zamanda mikolik asitler, metoksi, keto, epoksi ester gruplar1 ve siklopropan halkalar
gibi farkli fonksiyonel gruplar igerir (Sekil 2.1.).

Mikolik asitler, Stodola tarafindan, 1938’de sirozlii bir hastadan izole edilen
Mycobacterium tuberculosis’den izole edilmis ve isimlendirilmistir. Eterde ¢6ziilebilen
yiiksek molekiiler agirlikta hidroksi asit igeren bu molekiile mikolik asit ad1 verilmistir

(Barry ve ark., 1998).
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Mikolik asitlerin yapisal ozellikleri ilk defa 1950 yilinda Asselineau J.
tarafindan ayrintili sekilde tanimlanarak formiilize edilmistir (Nishiuchi ve ark., 1999)

(Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Mikolik asitin genel yapisi

R1 degisken grup; hidroksi, metoksi, keto veya karboksil gruplari gibi diger
oksigenik gruplar1 yapisinda bulundurmaktadir. Mikolik asitler basit bilesikler olarak
belirlenmis olsalar da, Actinomyceteslerden Mycobacterium, Gordonia, Nocardia ve
Rhodococcus gibi cinslerin taksonomik ayriminda kullanilan temel hiicre duvar

bilesenidir (Ochi, 1995; Baba ve ark., 1997; Kageyama ve ark., 2006).

Mikolik asitler, mikobakteriyal hiicre duvarina kovalent baglarla veya arabino-
galaktan polimerleri ile baglanan yapilardir. Mikolik asitler hiicre duvarmin
dayanikliligin1 saglamaya, hidrofobik antibiyotiklere ve kimyasal ajanlara karsi
hiicrenin korunmasina ve daha direncli hale gelmesine yardime1 olan molekiillerdir.

Mikolik asitlerin yapis1 a-alkil ve B hidroksi uzun dallanmig yag asit
zincirlerinden olugsmaktadir (Tomiyasu, 1982). Mikolik asit, yliksek molekiiler agirlikls,
uzun 2 alkil-3-hidroksi dallanmis zincirli yag asitleridir (Chun ve Goodfellow 1995).
Her bir cinste mikolik asit zincir uzunlugu farklhidir. Mikolik asitlerin karbon zincir
uzunlugu 22°den 90’a kadar genis oranda degisiklik gosterir (Goodfellow ve
Maldonado, 2006).

Mikolik asit igerikli, kemotip IV hiicre duvarina sahip aktinomisetler mycolata
ad1 verilen farkli bir filogenetik grup olustururlar. Mikolik asitler ~Mycobacterium,
Corynebacterium, Dietzia, Nocardia, Rodoccocus ve Tsukamurella gibi cinslerin bir
¢ok tiirlinde tanimlayici taksonomik karakterlerden biri olmustur (Barry ve ark., 1998).
Mikolik asitler Actinonomycetales ordosuna ait bakteriler i¢inde mycolata grubunun en
karakteristik hiicre duvar bilesigidir ve bu bilesigin varligr ile diger gruplardan
kolaylikla ayrilabilir (Tomiyasu, 1982).
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Mikolik asitlerin niteliksel degerlendirilmesi Minnikin‘nin ince tabaka
kromatografi teknigi kullanilmasiyla daha kolay ve daha cabuk bir sekilde
yapilmaktadir (Minnikin ve ark., 1980). Mycobacterium cinslerinde mikolik asit
esterleri birden ¢ok spot olustururken, Tsukamurella cinsinde 2 spot, Dietzia,
Cornebacterium, Gordonia, Rhodoccoccus ve Nocardia cinslerinde tek spot olusumu
goriiliir. Rf degerleri sayesinde zincir uzunlugu ve yapist degerlendirilebilir. Mikolik
asit esterleri sabit hareketsiz Ozellikleri sayesinde ince tabaka kromotografi yontemi
kullanilarak teshis edilebilirler. Mikolik asit metil esterlerinin varligi, pirolizis gaz
kromotografisi, kiitle spektrometri, gaz kromotografisi ve yiiksek performans sivi
kromotografi (HPLC) gibi yontemlerle belirlenmektedir (Goodfellow ve Maldonado,
2006).

2.4.1.3. Kromotografi

Kromatografi, bir karigimin bilesenlerini, bunlara segimsel ilgi gosteren iki ya da
daha cok evreli sistemler arasindaki farkli goclere bakarak tanimak, gerektiginde
niceliklerini belirlemek amaciyla yapilan ve ayirma islemine dayanan analitik
yontemdir. Kromatografi, bir karisimin gozenekli bir ortamda, hareketli bir ¢oziicii
etkisiyle, karisim bilesenlerinin farkli hareketleri sonucu birbirinden ayrilmasi
olgusuna dayanir. Hareket eden faza hareketli faz, bahsedilen gozenekli ortama ise

adsorban veya sabit faz denir (Clark, 2007).

Kromotografi, Gordon, Martin ve Synge’in 1940 ve 1950’lerde yaptigi
caligmalarla daha da modernlesmistir. Kromatografi de adsorpsiyon, dagilma ve
degistirme kuvvetleri rol oynamaktadir. Bu kuvvetlere gore de farkli kromatografik

yontemler farkli gruplarda toplanirlar (Gordon ve ark., 1943).

Kromotografik teknikler hizli bir sekilde gelismis ve kagit kromotografisi, gaz
kromotografisi ve yliksek performansl likit kromotografisinin temel teknik ve

prensipleri de belirlenmistir (Burtler, 2005).

2.4.1.4. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

1950’lerin  sonlarma dogru Ince Tabaka Kromatografisi Thin Layer

Chromatograph-TLC) basit Kkalitatif tanimlamalar i¢in hizli bir teknik olarak



38

laboratuarlar da kullanilmaya baslandi. 1960’larin ortalarina dogru, TLC kantitatif
analiz metodu olarak kabul gordii. TLC’de duragan faz olarak ince bir “Silika jel”,
“Aliiminyum”, “Seliiloz” veya “Poliamid” tabakasiyla kaplanmis cam, aliiminyum veya
plastik levhalar kullanilir. Hareketli faz ise ¢ok cesitli organik ¢oziicii veya ¢oziicii
karisimlari olabilmektedir. Non-polar ¢oziicii veya ¢oziicii karisimlarinda; hekzan-petrol
eteri, benzen-toluen, dietileter, kloroform-diklorometan, etil asetat, butanon, aseton ile
polar ¢oziicii olarak asitler kullanilmaktadir (Cardinali ve ark., 1995; Burtler, 2005;
Clark, 2007).

2.4.2. Molekiiler Sistematik

Mikrobiyal sistematikte tarihi doniim noktasi olarak goriilmiis en degerli
gelisim, milyonlarca yil dnce ortak bir atadan ayrilma sonucunda meydana gelen uygun
genomlarinda kaydedilir bir farkliliga sahip iliskili mikroorganizmalarin belirlenmesi
olmustur. Farkli mikroorganizmalardaki ayni yapiya uygun niikleotit arasindaki
farkliliklarin Slgiisii ve dogasi ilk kez mikrobiyal sistematige yani siniflandirma ve
filogeni arasindaki iligskiye keskin bir goriis saglamistir. Niikleik asitlerin korunmus
bolgeleri; oOkaryotlarla karsilagtirildiginda prokaryotik ¢esitliligin ¢ok daha fazla

oldugunu gostermistir.

Tiim diinyada canlilar1 olusturan genetik yapinin ¢6ziilmesi, ortaya ¢ikarilan bu
yapidaki genlerin yerlerinin saptanmasi, islevlerinin anlasilmasi, iligkilerinin
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalar biiylik bir hizla devam etmektedir. Bu amag
dogrultusunda, belirlenen hedefe ulasmay1 kolaylastiracak, hizlandiracak yontemlerin
gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Basit gibi goriinmekle birlikte, gelistirilen bu
yontemlerin en dnemlilerinden birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction, PCR)'dur.

PCR temelli molekiiler yontemlerden biri olan 16S rRNA gen bolgesi
filogenetik iligkinin belirlenmesinde ve bakteriyal tanimlama calismalarinda oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir. Genetik yapiyr agiklamak amaciyla kullanilan farkli
molekiiler teknikler, niikleik asit hibridizasyonu, niikleik asit dizilenmesi (Sequencing),

niikleik asit problart ve DNA parmakizi (fingerprinting) RAPD analizleri ile PCR ve
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PCR-RFLP molekiiler analizleri ve ribozomal tiplendirme teknikleridir (Goodfellow ve
O’Donnell, 1993; Brown-Elliott ve ark., 2006 ).

Prokaryotik tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili bir standardin olusturulmasi amaciyla
2002 yilinda Ad Hoc komitesi tarafindan arastiricilara g¢esitli onerilerde bulunulmus ve
prokaryotik sistematigin gelismesine 6nemli katkida bulunulmustur. Bu komitenin
aldigr kararlardan biri prokaryotik tiir tanimlanirken %70 ve {izeri DNA:DNA
hibridizasyonu, % 97’nin iizerinde 16S rRNA gen dizisi 6zdesligi ve belirli derecede
fenotipik tutarliligin temel alinmasi Onerilmistir. Ayrica yeni tanimlanan bakteri
tiirlerinin en az iki kiltiir koleksiyonuna depozit edilmesi de karara baglanmistir
(Stackebrandt ve ark., 2002; Coenye ve ark., 2005).

Ad Hoc komitesi bakteriyal tiirlerin, DDH yerine gecebilecek yeni molekiiler
metotlarla tanimlanabilecegini de dnermektedir (Stackebrandt ve ark., 2002). AFLP ve
PCR-RFLP, DNA dizileme ve yapisal (housekeeping) genlerin dizilemesi gibi
molekiiler tekniklerle bakterilerin taksonomik posizyonu belirlenebilmektedir. En ideali,
herhangi yeni tiplendirme sisteminin, giivenilir ve pratik bir sekilde verileri olugturmay1
saglamasidir. Bir¢ok mikrobiyal taksonomist, sekans temelli metotlarin, DDH gore daha
ucuz olmasi, yayinlanmis verilerin depolanabilir olmast ve ¢ogu laboratuarda
uygulanabilir olmas1 gibi daha fazla avantaja sahip en makul alternatif metot olabilecegi

kanisindadir (Stackebrandt ve ark., 2002).

Prokaryotik taksonlarin tanimlanmasinda kullanilan yontemler Tindall ve
arkadaslar1 tarafindan ayrintili olarak ele alinmis, genomik metodlarin giiglii ve zayif
yonleri Schleifer tarafindan aydinlatilmigtir (Tindall ve ark., 2010; Schleifer, 2010 ).

Molekiiler sistematikteki Onemli gelismeler genom organizasyonu, genom
replikasyonu ve degistirilen genom kompozisyonu olarak bilinen bir¢ok mekanizmayla
diizenlenebilmektedir. Son yillarda dizileme teknolojisinde kaydedilen gelismeler artik
prokaryotik organizmalarin tiim genomunun analizine olanak saglamigtir. Haemophilus
influenzae ve Mycoplasma genitalium ile 1995 yilinda baslayan genom analizleri 2009
yilinda 1000’i bulmustur (Fleischmann ve ark., 1995; Fraser ve ark., 1995; Lagesen ve
ark., 2010). Sekanslamasi tamamlanan bu 1000 prokaryotik organizmanin %7’si

Archeae geri kalan %93 liikk kism1 Bacteria domainlerine aittir (Lagesen ve ark., 2010).
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2.4.2.1. 16S rRNA Gen Baolgesi

16S rRNA gen bolgesi filogenetik iliskinin belirlenmesinde ve bakteriyal
tanimlama calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. 16S rRNA gen bolgesi
RNA’nin bir alt birimi olup toplam uzunlugu yaklasik 1540 niikleotittir. Yiiksek oranda
korunmus bolgeleri iceren 16S rRNA gen bolgesi tiim tiirlerin tanimlanmasinda oldukga
faydalidir ve bu bolgeler tiir i¢in spesifiktir (Brown-Elliott, 2006). Korunmus bolgeler
yavas evrimlestikleri i¢in taksonomik karsilastirmalar1 saglayacak verileri icermektedir.
16S rRNA sekans verileri genbanklarda deposit edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda bu
veriler gen bankalarindan kolaylikla elde edilebilmektedir (Brown-Elliott, 2006; Zhi ve
Stackebrandt, 2009; Tindall ve ark., 2010).

16S rRNA dizisinde, diger tiim organizmalardan %3’den fazla farklilik gosteren
bir prokaryotun yeni bir tiir oldugu diisiiniilebilir. Bunu destekleyen en 6nemli veri, 16S
rRNA dizisinde %97°den az benzerlik gosteren iki prokaryotun genomik DNA’larinin
genelde %70’den az hibridize oldugudur. Yapilan ¢aligmalar 16S baz dizilemenin bazi
durumlarda genomik DNA hibridizasyonuna gore organizmalari tiir seviyesinde ayirma
giiclinlin yetersizligini gostermektedir. 16S baz dizisi ¢ok benzer ve hatta birebir olan
baz1 organizmalarin oldukga farkli bir genoma sahip oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden
%97°den fazla dizi benzerligi goriilen durumlarda genomik hibridizasyon yeni tiirlerin
tanimlanmasi i¢in 6nemli bir taksonomik tekniktir (Coenye ve ark., 2005, Stackebrandt,
2006; Goodfellow ve Fiedler, 2010). DNA eslesme calismalarinin sonuglar1 ile
ribozomal RNA dizi analizleri ve numerik taksonomi gibi diger teknik
uygulamalarindan elde edilen veriler arasinda uyum olmas1 gerekmektedir. 16S rRNA
dizisi, cinsler ve dogru kararlastirilmis tiirler arasinda iliski kurmak ve onlar
birbirlerinden ayirt etmek igin kullanilmaktadir, fakat, son donemde yapilan galismalar
sadece 16S rRNA gen boélgesinin yeni bir tiirli belirlemek i¢in yeterli olmadiginm
gostermistir (Kirby ve ark., 2010).

16S rRNA gen sekanslari, fizyolojik testler ve DNA-DNA hibridizasyon (DDH)
analizleri, cins icersindeki tiirlerin filogenetik olarak simiflandirilmasinda kullanilan
baslica metodlardir. 16S rRNA gen analizleri ve DNA-DNA hibridizasyonu, modern
bakteriyal taksonominin ‘altin standardi’ olmalarina ragmen dezavantajlara da sahiptir.
16S rRNA molekiiliiniin yliksek oranda korunmus dogas1 (yapisi) bakteriyal izolatlarin

cins seviyesinde ve cins icindeki tiirlerin %98,7 sekans benzerliginin iizerindeki
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degerlerle ayriminda olduk¢a faydali olmasina ragmen, 16S rRNA gen sekans
karsilastirmalart ¢ok yakin iligkili tiirler arasinda ayirt edicilik saglamayabilir. Ayrica,
%99 biiyiik sekans benzerlik seviyesinde, sekans hatalarinin olma ihtimali suslarin
uzaklik iligkilerini belirlemede yeterli duyarlilik gostermeyebilir. DDH c¢alismalari
yakin iligkili tlirler arasindaki akrabaligi belirlemeye izin verirken, uzak akraba tiirler
arasindaki iligskiyi belirlemede kullanilamaktadir. Bunun i¢in yapisal (housekeeping)
gen sekanslarinin kullanimi, 16S rRNA gen sekans analizlerinin tamamlayicisi olarak
tiir seviyesinde belirlemeyi saglamak i¢in onerilmektedir (Stackebrandt ve Ebers, 2006;

Everest ve Meyers, 2009; Kirby ve ark., 2010).

2.4.2.2. Multilokus Sekans Analizi (MLSA)

Mikroorganizmalar arasinda filogenetik iliskiler korunmus makro molekiillerin
sekanslarmin karsilastirilmasiyla elde edilmektedir. Ribozomal RNA genleri, iiniversal
ve fonksiyonel olarak yiiksek derecede korunmus yapiya ve daha fazla gesitlilik
gosteren alanlara sahip oldugu igin filogenetik c¢alismalarda en iyi hedeflerden biridir
(Woose, 1987). Modern mikrobiyal taksonominin ana catisint olusturan 16S ve 23S
rRNA gen dizilerinin disinda diger protein kodlayan gen bdlgelerinin de calisilarak
olusturulan verilerin analizi 6nerilmektedir. Bu gen bdlgeleri; rpoB, recA, rpoD ve gyrB
genlerini igeren multilokus gen bdlgeleri olup bakteriyal molekiiler sistematik
calismalarda kullanilmaktadir (Coenye ve LiPuma, 2002).

Bir multilokus gen bdlgesi ¢aligsmasinda gelistirilen oligoniikleotit problarinin
16S rRNA problarindan daha yiiksek spesifiteye sahip olmasi istenmektedir (Yamato ve
Harayama, 1995). Bu DNA problarinda arzu edilen 6zellikler;

i-plazmid DNA gibi horizontal gegisi olmamali,

ii- molekiiler filogeni oranlar1 16S rRNA’dan yiiksek olmali,

iii- bakteri tiirleri arasinda tiniversal olarak dagilim gostermelidir.

Ornegin, DNA giraz’in B alt {initesini kodlayan gen bdlgesi (Topoizomeraz tip
1) ytiksek spesifik problarin hedefi olarak segilebilmektedir. Ayrica, DNA replikasyonu
icin gerekli olan enzim, bakteriler arasinda iiniversal olarak dagilim gostermektedir
(Yamato ve Harayama, 1995).

Yapisal (housekeeping) genler, ana metabolizmada bulunan proteinleri kodlayan

bolgeler olup 16S rRNA’dan daha hizli evrimlesmis olmasi nedeniyle yakin iliskili
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organizmalar1 ayirt etmede kullanilabilir (Maiden, 2006; Harayama ve Kasai, 2006).
Potansiyel olarak, baslica protein kodlayan genler, belirtilen kosullar yerine gelirse

filogenetik analizlerde kullanilabilir:

1- protein kodlayan gen bolgesi horizantal gen transferinden (HGT)

etkilenmediyse

2- tiim bakterilerde mevcutsa
3- tercihen her genomda tek kopya halinde bulunuyorsa

4- en az iki bolgesi uygun PCR primerlerinin dizilenmesine izin verecek
diizeyde yliksek oranda korunmussa, bu bdlgeler analiz i¢in uygundur (Harayama ve
Kasai, 2006).

Yapilan aragtirmalarla, farkli bakteriyel cinslerde filogenetik iliskileri protein
kodlayan genlerle anlamanin miimkiin oldugu bulunmustur. Bunlardan, Pseudomonas
cinsinde rpoD geni, Staphylococcus cinsinde hsp60 ve Actinobacteria siifi iginde
Frankia suslarmin simiflandirilmasinda nitrogenaz demir protein geni nifH,
Mycobacterium cinsinde recA rekombinaz tamir geni, Microbacterium ve
Aureobacterium cinslerinde gyrB, rpoB, recA ve ppk genleri filogenetik analizler i¢in
arastirilmis protein kodlayan genlerdir (Goh ve ark., 1996; Blackwood ve ark., 2000;
Yamamoto ve ark., 2000; Chan ve ark., 2001; Richert ve ark., 2005; Richert ve ark.,
2007; Gtari ve ark., 2007). Bu metotlarin yaygin olarak uygulanmasindaki en biiyiik
problem, gen bolgesinin se¢imi ve primer dizilemesi olacaktir. Protein kodlayan
genlerin bir boliimiinii ¢gogaltmak i¢in Santos ve Ochman’in 6nerdigi metot kullanilarak
tiniversal primer dizilemesi gerceklestirilebilir. Bununla birlikte, primerlerin ortalama
basar1 orani sadece % 60’dir ve bu primerle gyrB, lepA ve recA genlerinde daha basarili

olunmustur (Kirby ve ark., 2010).

2.4.2.2. gyrB Gen Bolgesi

gyrB geni, DNA girazin B-altiinitesini kodlayan gen olup DNA molekiiliinde
negatif siiper sarili tip Il DNA topoizomerazdir. Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
arasinda tiniversaldir. Molekiiler biyolojideki gelismeler sonucunda, bir¢ok mikrobiyal
taksonomist, sekans temelli metotlarin, tiirleri belirlemede kullanilan DNA-DNA

hibridizasyon calismalarmin yerini almak i¢in gelistirilebilecegine de inanmaktadir.



43

Filogenetik  ¢alismalarda  kullanilan gyrB  geninin  potansiyeli, Gordonia,
Micromonospora ve Streptomyces gibi aktinobakteriyal cinsler iginde arastirilmistir
(Kirby ve ark., 2010).

Actinobacteria smifi i¢inde familya ve cins-spesifik gyrB primerleri dizayn
etmek gerekecektir. Kirby ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, Kribbella cinsinde gyrB
geninin 5’ucunun 3’ ucundan daha degisken oldugu bulunmustur ve bu bolge PCR
primerlerinin dizayninda kullanilabilecek biiylik oranda korunmus alanlar icerdigi
belirlenmistir. Richert ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptig1 ¢alismada Microbacterium

cinsinde gyrB geninin 5° ucunun yiiksek degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir.

Tek gen lizerinden yapilan filogenetik analizlerin baslica dezavantaji cesitli
mutasyon oranlar1 ve horizantal gen transferinden (HGT) etkilenmeleridir (Coenye ve
ark., 2005). Bu yiizden, tiplendirme semalarinda multiple lokuslar karsilagtirilarak
kullanilmali ve bdylece HGT’nin etkisi gbz ardi edilmis olacaktir. Filogenetik
caligmalar i¢in gyrB geninin se¢ilmesinin nedenlerinden biri de, transkripsiyon ve
translasyon genlerinde nadir olarak HGT meydana gelirken, bu gen bolgesinde HGT

meydana gelmedigi varsayillmaktadir (Harayama ve Kasai, 2006).

gyrB geni, inter ve intra tiir iligkilerini belirlemek amaciyla da birgok Gram (+)
ve Gram (-) bakteri gruplarinda ¢alisilmigtir. Pseudomonas putida suslari tizerine 1995
ve 1998’de Yamamota ve Harayama’nin yapmis oldugu g¢alismalarinda yakin iliskili
olan bu test organizmalarinin gyrB gen bolgesinin kullanimi ile ayirt edilebildigi
bildirilmistir.

Guo ve arkadaslar1 (2008) caligmalarinda Streptomyces griseus’un 16S rRNA
gen kladina ait 55 sus kullanmis ve multilokus gen bolgelerinden alti gen bolgesi
secilerek; atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB ve 16S rRNA filogenetik karsilastirmalar
yapilmistir (Guo ve ark., 2008).

Sekonder metabolit iireten tiirleri de biinyesinde bulunduran Roseobacter
kladinin Phaeobacter ve Ruegeria tiirlerinin ayriminda 16S rRNA gen bolgesiyle
birlikte gyrB gen bolgesinin analizleri yapilmis ve 16S rRNA sekansindan elde edilen
kiimeleri gyrB sekansinin destekledigi ve gyrB gen bolgesinin bu cinslerin ayriminda
kullanilabilecegi belirlenmistir (Porsby ve ark., 2008).

Tim bu calismalara ilave olarak bircok ¢alisma daha ornek olarak verilebilir.

Ensifer cinsinin multisekans analizlerinde gyrB ve rpoB gen bdlgesi ile birlikte toplam
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10 gen bélgesinin analizi yapilmistir (Martens ve ark., 2008). Listeria monocytogenes’in
klinik ve cevresel izolatlar1 ile yapilan ¢alismada, goliin farkli lokalitelerinden izole
edilen Micromonospora suslarina, Streptomyces albidoflavus kladi iiyelerinin ve
helezon seklindeki Streptomyces tiirlerinin yeniden simiflandirilmasinda gyrB gen
bolgesi kullanilmistir(Hatano ve ark., 2003; Revazishvili ve ark., 2004; de Menezes ve
ark., 2008; Rong ve ark., 2009). Gordonia, Microbacterium ve yavas gelisen
Mycobacterium tiirleri gibi bazi aktinobakteriyal cinslerde bu gen bolgesi arastirilmistir
(Kasai ve ark., 2000; Richert ve ark., 2005; Shen ve ark., 2006a; Richert ve ark., 2007).

2.4.2.3. rpoB Gen Bolgesi

MLST gen bolgelerinden biri olan rpoB gen bolgesi, bakterilerde DNA bagimli
RNA polimerazin beta alt {initesini kodlayan bodlgedir ve rifampisin gibi antimikrobiyal
ilaglar i¢in 6nemli bir hedeftir. E. coli’deki rifampisin direnci, rpoB boélgesindeki dort
iyi bilinen bolgedeki nokta mutasyonlari ile gdsterilmistir (Hetherington ve ark., 1995).
Farkli organizmalarla yapilan mutasyon ¢alismalar1 sonucunda RNA polimeraz [ alt
initesinin bakteriyal sekonder metabolizmadaki yap1 ve fonksiyonu arasinda bir iligkisi
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Fines ve ark., 2001; Hu ve ark., 2002; Asoh ve ark., 2003;
Ishikawa ve ar., 2006; Tala ve ark., 2009).

DNA bagimli RNA polimeraz (RNAP), iki alfa alt tinitesi (rpoA geni tarafindan
kodlanan), bir beta alt tinitesi (rpoB) ve B’ alt tinitesini (rpoC) igeren ¢ok tiniteli bir
enzimdir. B ve B’ alt Unitesinin boyutu filogenetik iliskinin belirlenmesinde ve
filogenetik analizlerde giiclii bir molekiiler kronometre olabilecegi tespit edilmistir.
RNA polimeraz B alt tinitesini kodlayan gen bolgesi, rplL, rpoB ve rpoC operonlari ile
kontrol edilmektedir (Veronique ve ark., 2003). RNAP, DNA’nin transkripsiyonunda
onemli bir rol oynamaktadir ve bu gen bdlgesi tek kopya halinde bulundugu i¢in
filogenetik analizlerde kargasaya neden olmamaktadir (Morse ve ark., 2002; Kim ve
ark., 2003; Veronique ve ark., 2003; Adékambi ve ark., 2006). Actinomycete cinslerinin
farklilastirilmasinda, rpoB gen bolgesi 16S rRNA gen bolgesinden farkli olarak iki
onemli avantaja sahiptir. rpoB gen bolgesinin ilk avantaji, tek kopya halinde
olmasindan dolay1 direkt dizileme metotlar1 bu hedef geni kullandig1 zaman farkli ¢oklu

gen dizileri meydana getirmemesi ve ikili sonuglar olusturmamasidir. ikinci olarak da
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rpoB fonksiyonel bir gen olup DNA dizi verilerine ek olarak aminoasit dizi verilerinin

de cins ayrimi i¢in kullanilabilir olmasidir (Kim ve ark., 2003).

Ellialt1 Corynebacterium susunun tanimlanmasi ve farkliliklarmin belirlenmesi
amaciyla rpoB gen bolgesi ¢alisilmis ve tiirler arasindaki benzerlik oraninin 16S rRNA
gen bolgesinden daha diisiik oldugu bulmustur. Bunun nedeni ise; bu gen bdlgesinin
16S rRNA gen bolgesinden daha polimorfik ve 16S rRNA dizi analizleri ile iyi ayrimi1
saglanamayan tiirler i¢in yiiksek polimorfizmin o6zellikle gerekliligi belirlenmistir
(Khamis ve ark., 2004).

Klinik 6neme sahip olan mikobakterilerin hizli tanimlanmasi ve yakin akraba
tirleri daha iyi birbirinden ayirt edebilmek amaciyla farkli MLST gen boélgeleri
calisilmis ve bu bolgeler arasinda rpoB bolgesi ozellikle antibiyotik direng bolgesi
oldugu i¢in klinik suslarin ayriminda 6nem kazanmistir. Multigen ¢alismalarina bir
model olarak sunulan Devulder ve arkadaslarinin yaptig1 ¢caligmada 97 sus kullanilarak
16S rRNA, hsp65, rpoB ve sod genleri ¢ogaltilmis ve dizileri elde edilmistir. Bu
dizilerin karsilastirmasi filogenetik analizleri yapilarak gerceklestirilmistir (Devulder ve

ark., 2005).

Hizli gelisen mikobakterilerin (HGM) dogru tanimlanmasi i¢in rpoB gen
bolgesinin PCR amplifikasyonu ile partial sekans1 uygun bir molekiiler teknik olarak
belirlenmistir (Kim ve ark., 1999). Adékambi ve arkadaslar1 2006’da 52 hastadan elde
ettikleri 59 izolata rpoB gen bolgesi analizleri uygulamis ve bu izolatlardan ii¢ tanesinde
orijinal rpoB gen sekansinin mevcut oldugu belirlenerek klinik HGM’lere protip sus
olarak kullanilmas1 amaglanmistir. Farkli mikobakterilerle yapilan g¢alismalarda da
yakin akraba tiirlerin ayriminda rpoB gen bolgesi kullanilmistir (Hetherington ve ark.,

1995; Lee ve ark., 2003; Salah ve ark., 2008).

2.4.3. Dizi Verisinin Analizi ve Filogeni

Tiirlerin filogenetik tarihini inceleyen bilim dali filogeni olarak adlandirilir ve
bir filogenetik aga¢ bu tarihin grafik bir 6zetidir. Filogenetik analiz, yaygin bir ata
soyundan gelen tiirlerin soylar1 hakkindaki hipotezlerin test edilmesi siireci
anlamindadir. Daha pratik bir anlamda ise, bu analiz mevcut organizmalarin yakin

iligkilerini belirlemek ve organizmalar1 filogenetik soylar kapsaminda sistematik
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konumlart i¢in kullanilir. Molekiiler filogenetik analiz ise hizli DNA dizilenmesinin
olusumu ile daha yaygin hale gelmistir. Analizler sonucu olusturulan filogenetik agaclar
hangi organizmalarin daha yakin iligkili, hangilerinin ise wuzak olduklarini
belgelemektedir (Leep ve Relman, 2006).

Niikleotit dizileri ya da aminoasit dizileri, filogenetik analizleri i¢in en ¢ok
kullanilan molekiillerdir. Filogenetikte, niikleik asitlerin kullanimi, niikleik asit
dizilenmesinin hizli, ucuz ve giiclii olmasi avantajina sahiptir. Bunun yaninda,
Ribozomal Veritabani Projesi gibi biiylik veritabanlarinin mevcut olmasi, filogenetik

analizini kolaylastirmaktadir (Leep ve Relman, 2006; Stackebrandt, 2006).

Bir niikleik asit ya da aminoasit dizisi elde edildikten sonra, bir filogenin ortaya
cikarilmasindan sonraki agama, analiz i¢in goreli bir sistem saglayan benzer dizilerin
tammlanmasidir. Ornegin Ribozomal Veritaban1 Projesi gibi bazi veritabanlari
verisetlerinin olugturulmasi ve baslangic filogenetik analizin yapilmasi i¢in web tabanl
destek saglayabilir. Bunun yani sira Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST)
gibi otomatik arastirma ve karsilastirma araci da bulunmaktadir. Bu aragtan
yararlanilarak ¢alismada kullanilan dizi ile en yakin iliskili diziler belirlenir (Leep ve

Relman, 2006).

Filogenetik agaci olusturmak igin birgok algoritma kullanilmaktadir. Tindall ve
arkadaslarinin 2010°da gerceklestirdikleri calismada da Onerildigi gibi organizmalar
arasindaki genetik mesafeyi hesaplamak i¢in bakteri sistematiginde en sik kullanilan ve
kullanimi tavsiye edilen parametre, 1969 yilinda Jukes ve Cantor tarafindan 6nerilen ve
kendi isimleriyle anilan parametredir. Jukes-Cantor modelinde tiim niikleotit
pozisyonlarinda bagimsiz degisimin oldugu ve bu sebeple diger ii¢ bazin birbirine
dontisiimiinde esit olasilik oldugu kabul edilmektedir. Yani, degisim oranlarinin tiim
konumlar boyunca esit oldugunu, degisimlerin rastgele ve niikleotit sikligmnin 0,25
oldugunu, dizi i¢inde ekleme ya da ¢ikarma meydana gelmedigini, her bir degisimin
baglangi¢ niikleotitinden bagimsiz oldugunu varsaymaktadir (Leep ve Relman, 2006;
Stackebrandt, 2006).

Bir uzaklik matrisinin olusturulmasmi takiben ikinci asama, bu filogenetik
uzakliklarin iligkilerini anlamli bir gosterime dontistiiriilmesidir. Kiimeleme analizine
benzer, ultrametrik olmayan, toplumsal aga¢ olusturmak i¢in farkl bir algoritma kiimesi

olan NJ (Neighbor-joining) algoritmasi en popiiler olanidir. Kiimeleme analizinde
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oldugu gibi bu algoritma bir uzaklik matrisi ile baglar fakat ikinci oran diizeltilmis
matrisin olusturulmasi ile farklilik gosterir (Leep ve Relman, 2006). NJ (Neighbor-
joining; Komsu katilimi-baglama) yontemi genetik mesafe (distance) matriksinden
faydalanarak kiimelemeyi ger¢eklestiren bir yontemdir. Filogenetik agacin dallar
boyunca mutasyon hizinin farkli olabilecegini kabul eder. Bu sebeple OTU’lar
arasindaki genetik mesafenin hesaplanmasina olanak saglar (Saitou ve Nei, 1987).
UPGMA (Unweighted pair-group method using aritmetic averages); Aritmetik
ortalamay1 kullanan agirliklandirilmamis es karsilastirma yontemi gibi kiimeleme
analizleri filogenlerin yeniden olusturulmasi i¢in en temel yaklasimlardan biridir.
Genetik benzerligi en yakin olan iki OTU’dan baglayip adim adim en uzak genetik
benzerlik gosterene kadar tiim tiniteleri bu bilesik topolojiye dahil etmektedir. Yontem
filogenetik agacin dallar1 boyunca mutasyon hizinin sabit oldugunu kabul eder ve

dallarin koklerini esas alarak kiimeleme gerceklestirir (Stackebrandt, 2006).

Uzaklik yontemlerinde en ¢ok kullanilan Maksimum-parsimoni (tutumluluk) ve
Maksimum Likelihood (en ¢ok olabilirlik) metodlaridir. Maksimum-parsimoni ‘en basit
¢Oziim en dogru olandir’ prensibine dayanir. Bu prensip, molekiiler veri cinsinden
gozlenen dizi verisini agiklamak i¢in kullanilir. Maksimum-parsimoni (tutumluluk)
metodu muhtemel agag topolojileri i¢inde en parsimonik agaci bulmak i¢in kullanilir.
Tim degisim sayisinin en az oldugu agag en parsimonik olandir ve filogenetik olarak en
yakin ¢ikarsama tutumlulugu olusturmaktadir (Felsentein, 1981).

Maksimum Likelihood (en ¢ok olabilirlik) metodunda Maksimum-parsimoni
metodunda oldugu gibi belirli sayidaki alternatif agaclar1 degerlendirmek i¢in en ¢ok
olabilirlik 6l¢iitiinii kullanir. Maksimum Likelihood algoritmasi, her bir diiglimdeki her
bir ozelligin ortaya ¢ikma olasiligimin c¢arpiminin hesaplamasini kullanir ve bu
hesaplamalardan elde edilen sonuglarla agac topolojisindeki dizi verilerinin uyum
saglama olabilirligini arttirmaktadir (Leep ve Relman, 2006; Stackebrandt, 2006).

Agaclarin giivenilirlik derecesini istatiksel olarak degerlendirmek i¢in kullanilan
yaklasimlardan biri se¢-bagla (bootstraping) olarak adlandirilan yontemdir. Se¢ bagla
testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti
olusturur. Calismada kullanilan dizinin baz ¢ifti kadar yeni bir dizi olusturmak i¢in bu
pozisyonlardan birini rastgele secer, bunu yeni dizinin ilk 6gesi yapar ve se¢ bagla

testine baglar. Daha sonra rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri setinin ikinci veri
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noktasini olusturur ve bu ekleme orijinal verinin boyutu elde edilene kadar devam eder.
Daha sonra yeni veri seti filogeni hesaplamak i¢in kullanilir. Yeniden 6rneklenmis veri
setinden olusan agaglarda belirli bir dalin ortaya ¢ikma yiizdesi hesaplanir. Se¢-bagla
tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere agiga cikarsa, o dalin gergekte var olduguna dair
giiven artmaktadir. Seg-bagla testi belli bir aga¢ iizerindeki dallardan hangilerinin
digerlerine gore daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir (Felstenstain,

1985; Freeman ve Herron, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Farkh Habitatlardan Nocardioform Grubu Mikroorganizmalarin

izolasyonu ve Se¢imi

3.1.1. Toprak Orneklerinin Secimi ve Kaynaklar

Bu ¢aligsma igin Tiirkiye’nin iki ilini temsil eden degisik lokalitelerden ve Fransa
ile Moskova’dan elde edilen toprak 6rnekleri ve kopiik faunasi steril kaplara ve plastik
steril posetlere alinmis ve laboratuvar numaralar1 verilerek kullanima kadar +4°C’de

korunmuslardir. izolasyon calismasmin yapildigi kopiik ve toprak o6rneklerinin

laboratuvar kodu, toprak tipleri ve alindiklar1 lokaliteler Cizelge 3.1. *de verilmistir.

Cizelge 3.1. Nocardioform grubu mikroorganizmalarin izolasyon ¢alismasinin yapildigi toprak

orneklerinin laboratuvar numarasi, toprak tipi ve lokaliteleri

Kodu Toprak Tipi Lokalitesi
o1 Orman topra Moskova (Yuga Zapadnaya Mevkii,
giiney bati park ormani )

02 Tarla topragt Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant
03 Cam agaci dip topragi Kiitahya-Simav-golciik krater golii
04 Orman topragl Kiitahya-Simav-golciik krater goli
05 G0l kenari agik alan topragi Kiitahya-Simav-golciik krater golii
06 Mese agac1 kok topragi Kiitahya-Simav-golciik krater golii
07 Bataklik bolge topragi (su iginden)  Kiitahya-Simav-gélciik krater g6lii
08 Kopiik florast Balikesir-Sindirg: baraj golii

09 Gol kenarindaki killi toprak Balikesir-Sindirgi baraj golii

10 Orman topragi Balikesir-Sindirgi baraj golii
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3.1.2. Topraklarin pH’s1

Her bir toprak orneginden 20-25 g tartilarak 100 ml’lik behere konuldu ve
iyonizasyon i¢in yavasca saf su eklenerek toprak Ornegi suya doyuncaya kadar
karistirildi. Saf su ilavesi Ornekler ilizerinde ince bir su tabakasi olusunca kesildi.
Orneklerin pH’lar1 24 saat sonunda cam elektrod pH metre ile dlgiildii (Model 292,
Unicam Ltd.). Son pH, 6rnekler i¢inde kiiclik lokal cesitlilikler olabilecegi diisiiniilerek

ayni 6rnekten alinan 3 6l¢iimiin ortalamasi hesaplanarak belirlendi (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Toprak 6rneklerinin pH, kire¢ ve organik madde miktar

Kodu pH %CaCOs3 Organik madde miktari
01 7.48 4.70 5.45
02 7.06 58.93 1.39
03 4.46 1.47 5.63
04 6.05 0.87 4.33
05 5.53 2.24 3.59
06 5.77 1.58 4.40
07 6.11 0.43 4.14
09 8.41 251 0.71
10 7.12 3.99 4.58

3.1.3. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu calismada kullanilan Nocardioform grubu mikroorganizmalarin kullanilan
her tiirli kiiltiir ortam1 ve soliisyonlarin igerigi ve hazirlaniglari Ek-A ve EK-B’de

verilmistir.

3.1.3.1.Diliisyon Plaka Yontemi

Her bir toprak 6rneginden 20-25 g alinip oda 1sisinda etiketli petriler iginde 15

giin bekletildi ve kuru toprak ornekleri birbirine karigmayacak sekilde havanla
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doviilerek toz haline getirildi. izolasyona hazir hale gelen her bir toprak érneginden 1 g
tartilarak daha Once steril olarak hazirlanan ve i¢inde 9 ml Ringer ¢ozeltisi ve cam
boncuk bulunan 20 ml’lik siselere kondu. 1071k diliisyonlarin her biri, toprak
kolloidlerine tutunmus olan mikroorganizma sporlarini ve miselyumlarin1 toprak
kolloidlerinden ayirmak icin 30 dakika boyunca calkalandi. izolasyon plaklarindaki
vejetatif formlara bagli kontaminasyonu azaltmak i¢cin 50°C’ye ayarli sicak su
banyosunda 20 dakika bekletildi. 10 diliisyonunu hazirlamak igin, igerisinde steril 4,5
ml Ringer ¢ozeltisi bulunan tiiplere vorteks karistirici (Fisons Scientific Apparatus Ltd.,
Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile karistirilan 101 diliisyonundan,
otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham Ltd., Luton Bedfordshire, England, England,
UK) ile alman 0,5 ml toprak ¢ozeltisi ilave edildi. Ayni islem 10° ve 10™ lik
diliisyonlar i¢in de tekrarland1 (Sembiring, 2000; Sivakumar, 2008 ).

10, 102, 10 ve 10™ liik diliisyonlardan otomatik pipet (P200: Nicheryo) ile
alman ¢ozeltiler (0,2 ml), cycloheximide (50 pg ml™), rifampicin (0,5 pg ml™) ve
nalidilik asit (10 mg ml™) ilaveli humik asit vitamin agar (Yamamura ve ark., 2003),
tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve ark., 1989), tripton yeast ekstrakt
vitaminli agar, glukoz yeast ekstrakt malt agar (Rapp, 1974) ve glukoz yeast ekstrakt
malt vitaminli agar yiizeyine inokiile edildi. Her bir diliisyon i¢in 2 plak hazirlandi.
Inokulasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek sekilde 30°C’deki etiivde 10-14 giin
stireyle inkiibasyona birakildi. Calisma boyunca tek kullanimlik steril plastik petriler
(90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) kullanildi.

3.1.3.2. Siikroz Santrifiigasyon Yontemi

Diliisyon  plaka  yonteminde  bahsedilen  toprak  kolloidlerinden
mikroorganizmalarin spor ve miselyumlarini ayirmak amaciyla uygulanan ¢alkalama
islemi ile dekontaminasyon islemleri ilk etapta uygulandi. 1072 diliisyonunu hazirlamak
icin, icerisinde steril 9 ml %20’lik siikroz ¢dzeltisi bulunan tiiplere vorteks karistirict
(Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile
karistirilan 107 diliisyonundan, otomatik pipet pipet (P1000: Nicheryo) ile alinan 1 ml
toprak ¢ozeltisi ilave edildi (Abbas, 2006 ).
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Ardisik izolasyonda spor silispansiyonunun Iml’si siikroz gradientinin en iist
tabakasini olusturacak sekilde steril pipetle ilave edildi ve spor silispansiyonu ilave
edilmis tiipler santrifiij (oda sicakliginda 30 dk, 240xg) yapildi (Yamamura ve ark.,
2003). Santrifiij isleminden sonra her bir tabaka ig¢in farkli steril pipet kullanilarak
gradientin en st kismi1 ardisik olarak alindi ve ringer ¢ozeltisi ile 10’luk seri sulandirma
yapildi. 10, 102, 10 ve 10™ liik diliisyonlardan otomatik pipet pipet (P200:Nicheryo)
ile alinan ¢ozeltiler (0,2 ml), cycloheximide (50 pg ml™), rifampicin (0,5 pg mi™) ve
nalidilik asit (10 mg ml™) ilaveli humik asit vitamin agar (Yamamura ve ark., 2003),
tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve ark., 1989), tripton yeast ekstrakt
vitaminli agar, glukoz yeast ekstrakt malt agar (Rapp, 1974) ve glukoz yeast ekstrakt
malt vitaminli agar ylizeyine inokiile edildi. Her bir diliisyon i¢in 2 plak hazirlandi.
Inokulasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek sekilde 30°C’deki etiivde 10-14 giin
stireyle inkiibasyona birakildi. Calisma boyunca tek kullanimlik steril plastik petriler
(90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) kullanild:.

3.1.4. izolatlarin Secimi ve Saflastirilmasi

Ardisik diliisyonlarla farkli segici besiyerlerine aktarilan 6rnekler 30 °C’de 10
glin inkiibasyona birakildi ve bu izolasyon plaklarinda Nocardioform benzeri kolonileri
belirleyebilmek i¢in gozle ve binokiiler mikroskopla (X 400 biiyiitme; Nikon Kogaku
K. K:, Tokyo, Japan) arastirma yapildi. Belirlenen Nocardioform ve benzeri koloniler
steril kiirdanlar kullanilarak cycloheximide (50 pg ml™) ilaveli glukoz yeast extract agar
(GYEA; Gordon ve Mihm, 1962) ve tryptone yeast glucose extract agar (TYGA,
Blackall ve ark., 1989) yiizeyine transfer edildi. 30°C’de 14 giinliik inkiibasyon

sonrasinda transferi yapilmig plaklardan saf izolatlar elde edildi.

3.1.5. izolatlarin Stoklanmasi

Toprak izolasyonu sonucunda, makroskobik ve mikroskobik goriintiilerine gére
secilen toplam 125 izolat ve galismada kullanilan tip ornekleri cycloheximide (50 pg

ml™) ve rifampisin (0,5ug mI™) ilaveli glukoz- yeast extrat agar (GYEA, Gordon ve
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Mihm, 1962) veya tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Blackall ve ark., 1989),
tizerine yogunlastirilarak ekildi ve 30°C’de ve 14 giin boyunca inkiibe edildi (Ek-C).

Inkiibasyon sonunda her bir sus %20’lik gliserol igeren otoklavlanabilir 1,5
ml’lik vidali kapakli tiipler igerisine steril bir 6ze veya kiirdan yardimi ile transfer

edilerek -18°C de stoklandi1 (Wellington ve Williams, 1978).

Gliserolde stoklama teknigi; gliseroliin hiicre zarin1 yumusak tutarak erime ya da
donma sirasinda zarin pargalanmasina engel olma 6zelligi olmasindan dolay1 suslarin
uzun sitireli muhafazasinda liyofilizasyondan sonra en giivenilir teknik olarak kabul

edilmektedir.

3.2. Mikolik Asit Testi
3.2.1. MiKolik Asit Testi Iicin Hazirhk

Mikolik asit testi i¢in; tizerine 0,45 um por g¢apli steril seliiloz asetat membran
filtre konmus Tryptone Yeast Glucose Agar (TYGA)’a test Ornekleri inokiile edildi
(Blackall ve ark., 1989). izolatlar 28°C’de 10 giin inkiibasyona birakildiktan sonra elde
edilen biyomaslar asit metanolizis yontemiyle (Minnikin ve ark., 1985) degrede edilerek

mikolik asit esterleri (MAME) elde edildi.

3.2.2. Mikolik Asit Ekstraksiyonu

Test suslarindan elde edilen biyomas ornekleri asit metanolizis yontemiyle
pargalandi (Minnikin ve ark., 1985). Elde edilen biyomaslar (~50 mg) 10 ml’lik test
tiplerine alindi, 3 ml metanol/toluen/konsantre siilfiirik asit (30:15:1, v/v) eklendi ve
karisim bir gece 80°C’de inkiibasyona birakildi. Reaksiyon karisimi oda sicakligina
diistiriildiikten sonra 2 ml hekzanla muamele edildi. Tiipler 15 dk boyunca g¢alkaland1
ardindan iki tabakanin ayrilmasini kolaylagtirmak icin 5 dk 4000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant, 4 ml 0,3 M fosfat tamponu ve ardindan 2 ml 0,3 M fosfat tamponu igeren
temiz bir tiipe transfer edildi. Ustteki tabaka toplandi ve 40°C’nin altindaki bir
sicakliktaki azot gazi altinda buharlastirildi. Boylece mikolik asit esterleri elde edildi ve

tiim 6rnekler gerek duyulana kadar 4°C’de depolandi.
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3.2.3. Mikolik Asit Metil Esterlerinin (MAMEs) Ince-Tabaka Kromotografi
Analizleri

Kurutulmus ekstratlar (MAMES) 25-30 ul petrol eter (60-80°C) iginde ¢oziildii.
10x20 cm ebatindaki aliiminyum bazli silika jel tabakalarma (Merck 5554FRG)
otomatik pipet kullanilarak ¢oziilmiis ekstraktan 8-10 pl emdirildi ve tabakalar petrol

eter-aseton (95:5 v/v) iginde yiiriitiildli, ardindan oda sicakliginda kurutuldu.

Tabakalarin iizerine etanolde molibde fosforik asit solusyonu (50 g I
spreylendi ve 120°C’de 2-3 dk 1sitildi. Mikolik asit metil esterleri ve diger uzun zincir
bilesenleri sar1 bir arka planda mavi/siyah noktalar olarak goriiliir hale getirildi. Ince
tabaka kromtografik (TLC) yontemde standart olarak numarali Nocardia tip suslari ile
birlikte mikolik asit i¢eren Dietzia, Gordonia, Rhodococcus, Tsukamurella ve
Williamsia tip orneklerinin mikolik asit spotlar1 goriintiillendi ve standart olarak

kullanildi.
3.3. DNA Izolasyonu ve DNA Miktar Tayini
3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu

Pithcer ve ark. (1989) tarafindan tanimlanan “Guanidin Tiyosiyonat DNA
[zolasyon” metodu modifiye edilerek test organizmalarinin DNA izolasyonu igin
kullanildi. Metoda ilave olarak hiicreler proteinaz K (2 mg/ml; AppliChem) ile
muamele edildi. DNA izolasyonu i¢in hazirlanan besiyerlerinin igerikleri EK-A’da,

kullanilan stok soliisyonlarin igerikleri ve hazirlanis1 Ek-B’de verilmistir.
DNA Izolasyonu

Test organizmalar1 besiyeri isteklerine gore cycloheximide (50 pg ml™) ilaveli
trypton-glukoz-yeast extract veya glukoz-yeast ekstrakt kiiltiir ortaminda 28°C'de 7 giin
siire ile gelistirildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir izolattan bir dze dolusu kiiltiir alinarak
yine besiyeri isteklerine gore 30 ml trypton-yeast-glikoz (TYG) extract broth, glukoz-
yeast ekstrakt (GYE) broth veya niitrient broth bulunan 50 ml'lik erlenlere transfer
edildi. Kiiltirler calkalamali inkiibatorde 28°C'de 160 rpm’de 3-10 giin siire ile
gelistirildi. Safliklar1 kontrol edildikten sonra steril eppendorflara kiiltiirlerden 1,5 ml
ilave edildi ve 13 000 rpm 'de 10 dk santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasi st faz uzaklastirilip DDH,0 i¢inde 1 defa, TE (10 mM Tris, 1
mM EDTA, pH 8) tamponunda 2 defa olmak {izere toplam 3 kez yikandi (Sambrook ve
ark., 2001) ve DNA ekstraksiyonuna hazir hale getirildi.

Test suslarindan DNA'nin ekstraksiyonunda Pithcer ve ark. (1989) tarafindan
tanimlanan metot kullanilarak asagida verilen islemlerin uygulanmasi sonucunda 1-5

ug arasinda genomik DNA elde edildi.
Islem Basamaklar

1. Steril DDH,O0 ile yikanan hiicre pelleti tizerine 100 pl TE tamponu (pH 8) ilave
edildi. Kiiltir 13 000 rpm'de 24°C'de 10 dk santrifiij edilerek yikandi. Yikama
sonrast TE tamponu eppendorf tlipten otomatik pipet ile uzaklastirildi.

2. 50 mg ml" ¢oziilmiis lizozim (Sigma) igeren 100 pl TE tampona (10 mM Tris, 1
mM EDTA, pH 8) ilave edildi ve 37°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi, 500 ul guanidin tiyosiyonat karisima ilave edildi ve 37°C'
de 10 dk inkiibe edilerek liziz islemi gergeklestirildi.

4. Lizata 250 pl 7,5 M amonyum asetat eklendi ve birka¢ defa tiip altiist edilerek
10 dk buzda sogutuldu.

5. Lizata 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1 v/v) ilave edilip birka¢ defa tiip
altiist edilerek 13 000 rpm'de 5 dk 24°C'de santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonrasi siipernatant otomatik pipet ile steril yeni bir eppendorf tiipe
transfer edildi ve 500 pl soguk izo-propanol ilavesi ile DNA'nin ¢okelmesi
saglandi. Tiipler beyaz fibril goriiliinceye kadar hafif¢e altiist edildi. Hemen
sonra 13 000 rpm'de 10 dk 24°C'de santrifiij edildi.

7. lzo-propanol dikkatli bir sekilde otomatik pipet ile uzaklastirildi. 100—150 pl
soguk %70’lik etanol ilave edildi. DNAin tiip ¢eperinden ayrilmasi ve
yikama isleminin tiim DNA yiizeyinde ger¢eklesmesi i¢in tiipilin dip kismina
hafifce parmak ucu ile birkag defa vuruldu. Hemen sonra 13.000 rpm' de 10
dk 24°C’de santrifiij edildi. Bu islem 2 defa gergeklestirildi. Islem sonrasi
alkol uzaklastirildi ve kapaklar agik birakilarak yaklasik 20-25 dk kurumaya
birakildi.

8. 90 ul TE tamponu DNA pelletine ilave edilerek siispanse edildi.

9. 10 pul RNAaz ilave edilerek 37°C'de 1 saat inkiibe edildikten hemen sonra 20
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ul proteinaz K eklendi ve 37°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi.

10. 10 pl, 8 M LiCl eklendikten sonra ilave edilen tuz ile karisimin saglanmasi
i¢in otomatik pipet ile soliisyondan birkag¢ defa ¢ekilip birakildi.

11. 130 pl fenol-kloroform-izo-amil alkol ilave edilecek ve tiipiin dip kismina
hafif¢e parmak ucu ile birka¢ defa dokunularak karisim saglandi. 13.000
rom'de 10 dk 24°C'de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iist faz steril yeni
eppendorf tiiplere aktarildi.

12. 130 pl kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve tiipiin dip kismina
hafifce parmak ucu ile birka¢ defa dokunularak karismasi saglanip 13 000
rpm'de 10 dk 24°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iist faz steril yeni
eppendorf tiiplere aktarildi.

13. Toplam hacmin 2,5 kat1 olacak sekilde izo-propanol ilave edilip ve tiipler
altiist edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Alkol otomatik pipet ile
uzaklastirildi.

14.100 pul %70’lik etanol ilave edilerek 13 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve
alkol otomatik pipet ile uzaklastirildi. Bu islem 1 defa daha tekrarlandi.

15. DNA pelleti kurutulup 30-50 pul DDH,0 ilave edilerek siispanse edildi ve
-18°C’de gereksinim duyulana kadar stoklandi.

3.3.2. DNA izolasyon Kontrolii

DNA ornekleri, izolasyon isleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot olan
agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edildi. Izole edilen DNA &rneklerinin
agaroz jelde goriiniir hale gelebilmesi i¢in agaroz jel igerisine floresan 6zellik gdsteren
etidyum bromiir boyasi ilave edildi. Etidyum bromiir, ¢ift zincirli DNA’nin baz
ciftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga boyunda UV transilliiminatorde kirmizi
floresans yayma oOzelligi gosterir. Bu ozellik, sayet DNA izole edilmis ise UV

transilliiminator tizerinde agaroz jelde kirmizi bantlarin olugsmasini saglayacaktir.

Agaroz jel elektroforez i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanis1 ve saklama kosullar

Ek-B’de verilmistir.
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3.3.3. DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

DNA orneklerinin miktar tayini ve saflik derecesi, UV spektrofotometrede
sulandirilmis 6rneklerin 260 ve 280 nm dalga boylarinda okuma degerleri alinarak
belirlendi. 260 nm dalga boyunda Olgiilen absorbsiyon degerleri (Azs0) DNA
soliisyonu igerisindeki DNA miktarin1 ve 280 nm dalga boyunda olgiilen

absorbsiyon degerleri (Azgp) ise protein miktarini géstermektedir.

DNA o6rneginin saflik derecesi 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan
degerler arasindaki oran (Ao / Azgo) hesaplanarak belirlendi. (Sambrook ve
ark., 2001).

3.4. 16S rRNA, rpoB ve gyrB Gen Boélgelerinin PCR Amplifikasyonu ve
Saflastirilmasi

3.4.1. 16S rRNA'min PCR Amplifikasyonu

16S rRNA'nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,5 ml'lik PCR tiiplerinde
Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlesex, UK)’da yapildi. Test
organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA oOrneklerinin 16S rRNA genini
kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in evrensel iki primer (27f ve 1525r;
Lane, 1991) kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan biitliin stok soliisyonlar
otoklav edilmis DDH-O ile hazirlandi. Stok soliisyonlar kontaminasyon riskine karsilik
kiigiik miktarlarda (25-100 pl) steril eppendorflara boliinerek kullanima kadar tiim stok
soliisyonlarla birlikte -18°C'de saklandi. Hedef DNA bélgesinin amplifikasyonundan

otomatik sekanslama asamasina kadar olan tiim iglem basamaklar1 agagida verilmistir.
Hazirhk
1. Primer stoklar (20 uM, Invitrogen)

27f (forward primer: 16S rRNA'nin baslangig bolgesine baglanan evrensel
primer, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3")

1525r (reverse primer: 16S rRNA'nin son bolgesine baglanan evrensel primer
5’-AAGGAGGTGWTCCARCC-3’)
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. dNTP mix stok (100 pl’lik stok soliisyonda her biri 25 mM olacak sekilde
dATP, dCTP, dGTP ve dTTP karisimi; Promega)

. Tag DNA polimeraz (HotStarTaq®, QIAGEN) 10xTag DNA polimeraz tampon
(HotStarTaq®)

5- 10 ul DDH,0 iginde ¢6ziilmiis, saf genomik DNA (50-300 ng)

Uygulama

. dNTP mix, primer soliisyonlari, MgCl, ve 10xTag tampon buz {izerinde ¢6ziildii
ve buzda tutulmaya devam edildi. Tag DNA polimeraz gereksinim duyuluncaya
kadar -18°C” de tutuldu.

PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek igin 50 pl Olgiideki reaksiyon
karisimi 6rnek sayisinca artirilarak Tag DNA polimeraz ve DNA 6rnekleri harig
1,5 ml steril eppendorf tiipii icerisine buz lizerinde transfer edildi.

. Reaksiyon karisimindan ayri1 olarak her bir 6rnek i¢in DDH,O ve DNA
ornekleri toplam 10 pl olacak sekilde steril PCR tiipii igerisine transfer edildi ve
Thermal Cycler’ da 95°C' de 5 dk 6n denatiirasyona tabi tutuldu.

. On denatiirasyonu takiben tiipler buz ortamina almip 5 dk bekletildi.

-18°C’ den Taq DNA polimeraz alinarak buzda bekletilen reaksiyon karisimina
hizli bir sekilde ilave edildi.

. Reaksiyon karisimi her bir 6rnek i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde tiiplere

buz uzerinde transfer edildi.

10xTaq tampon 5 ul
MgCl, 15 pl
dNTP (25 mM) 1l
27 (20 uM) 25 ul
1525r (20 uM) 25 pl

Taq DNA polimeraz (HotStarTaq”, QIAGEN) 0,25 pl
DNA (50-300 ng) 13l
DDH,0 X oul
50  pl Toplam hacim
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7. Transfer isleminden hemen sonra PCR reaksiyonu (PCR Express,

ThermoHybaid, Middlesex, UK) asagidaki sartlarda baslatildi.

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
5 dk 1dk 2 dk 3dk 10 dk 1dk
1 dongii 35 dongii 1 dongii

8. 3 ul PCR iirlind, %1°lik agaroz jelde (40 ml 1xTBE tampon 0,4 g agaroz) PCR
DNA marker ile 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve UV transilliiminator’ de
(Vilber Lourmat, UV) kontrol edildi. Goériintilleme sisteminde (GeneGenius,

SyneGene, Bio Imaging Systems, DK) fotograflanarak kaydedildi.
9. PCR iirlinii -18°C"' de saflastirilma islemine kadar tutuldu.

10. PCR ile Amplifiye Edilmis 16S rRNA Gen Bolgesi iirlinlerinin
Saflagtirilmas1 Wizard SV Gel PCR Clean-up saflastirma kiti (Promega) ve
QIAquick (Qaigen) kullanilarak yapildi.

3.4.2. rpoB Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

rpoB (RNA polimeraz B alt {initesi) gen bdlgesinin polimeraz zincir
reaksiyon islemleri 0,5 ml'lik PCR tiiplerinde Thermal Cycler (PCR Express,
ThermoHybaid, Middlesex, UK)’da yapildi. Test organizmalarindan saf olarak elde
edilmis DNA o6rneklerinin rpoB genini kodlayan DNA bélgesinin amplifikasyonu
icin 2 farkli evrensel primer (MF, MR) kullanildi (Kim ve ark., 2003). PCR
reaksiyonu i¢in otoklavlanmis DDH,O ile hazirlanan biitiin stok soliisyonlar
kontaminasyon riskine karsilik kiiglik miktarlarda (25-100 pl) steril eppendorflara
boliinerek  kullanima kadar -18°C'de saklandi. Hedef DNA  bdlgesinin
amplifikasyonundan otomatik sekanslama asamasina kadar olan tiim islem basamaklari

asagida verilmistir.
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Hazirhk
Primer stoklar (20 uM, Alpha DNA)
MF (rpoB forward primeri 5’-CGACCACTTCGGCAACCG-3)
MR (rpoB reverse primeri 5-"TCGATCGGGCACATCCGG-3’)

dNTP mix stok (100 pl’lik stok soliisyonda her biri 25 mM olacak sekilde
dATP, dCTP, dGTP ve dTTP karisimi; Promega)

Taqg DNA polimeraz (HotStarTaq®, QIAGEN) 10xTag DNA polimeraz
tampon (HotStarTaq®)
1 ul DDH;0 i¢inde ¢oziilmiis, saf genomik DNA

Uygulama

dNTP mix, primer soliisyonlari, MgCl, ve 10xTaq tampon buz {izerinde ¢6ziildii
ve buzda tutulmaya devam edildi. Tag DNA polimeraz gereksinim duyuluncaya
kadar -18°C” de tutuldu.

25 pl olclideki reaksiyon karisimi Ornek sayisinca artirilarak Taq DNA
polimeraz ve DNA 0Ornekleri hari¢ 1,5 ml steril eppendorf tiipii igerisine buz
tizerinde transfer edildi.

Reaksiyon karigimindan ayri olarak her bir 6rnek icin DDH,O ve DNA
ornekleri toplam 10 pl olacak sekilde steril PCR tiipii igerisine transfer edildi ve
Thermal Cycler’ da 95°C' de 3 dk 6n denatiirasyona tabi tutuldu.

On denatiirasyonu takiben tiipler buz ortamina almip 5 dk bekletildi.

-18°C’ den Taq DNA polimeraz alinarak buzda bekletilen reaksiyon karigimina
derhal ilave edildi.

Reaksiyon karigimi her bir 6rnek i¢in toplam hacim 25 pl olacak sekilde tiiplere
buz lizerinde transfer edildi.

PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek i¢in 25 pl dlgiideki bir reaksiyon

karigimi:



10xTaq tampon
MgCl, (25 mM)
dNTP (25 uM)

MF (20 uM)
MR (20uM)
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Tag polimeraz (HotStarTag®, QIAGEN)
DNA (50-300 ng)

DDH0

8. Transfer

isleminden hemen sonra

PCR

2,5 ul
1,5 ul
1 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,2 ul
0,5-1 ul
X ul
25 pl Toplam hacim
reaksiyonu

(PCR  Express,

ThermoHybaid, Middlesex, UK) asagidaki sartlarda baslatildi (Kim ve ark.,
2003; Ishikawa, 2006).

9. 2 ul PCR iirlint, %?2’lik agaroz jelde (50 ml 1xTBE tampon 1 g agaroz) PCR

DNA marker ile 100 voltta 30 dakika yiritiilerek UV transilliminator’ de

(Vilber Lourmat, UV) kontrol edildi ve goriintiileme sisteminde (GeneGenius,

SyneGene, Bio Imaging Systems, DK) fotograflanarak kaydedildi.

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 45-65°C 68°C 68°C 25°C
3dk 20 sn 20 sn 20 sn 5 dk 1dk
1 dongii 30 dongii 1 dongii

10. PCR iiriinii saflagtirilma islemine kadar -18°C' de tutuldu.

11. PCR ile amplifiye edilmis rpoB gen boélgesi iiriinlerinin saflastirilmasi
Wizard SV Gel PCR Clean-up saflastirma kiti (Promega) ve QIAquick

(Qiagen) saflastima kiti kullanilarak gergeklestirildi.
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3.4.3. gyrB Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

gyrB gen bolgesinin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,5 ml'lik PCR
tiiplerinde Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlesex, UK)’da
yapildi. Test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA o6rneklerinin gyrB
genini kodlayan DNA boélgesinin amplifikasyonu i¢in Noc-gyrB-F (bp 972-992)
(5>-CTTCGCCAACACCATCAACAC-3’) ve Noc-gyrB-R  (bp  1563-1582)
(5’-TGATGATCGACTGGACCTCG-3’) primer ¢ifti kullanildi (McTaggart ve ark.,
2010). Hedef DNA bolgesinin amplifikasyonundan otomatik sekanslama asamasina

kadar olan tiim islem basamaklar1 asagida verilmistir.
Hazirhk
1. Primer stoklar (20 uM, IDT)
Noc-gyrB-F (bp 972-992) (5’-CTTCGCCAACACCATCAACAC-3’)
Noc-gyrB-R (bp 1563-1582) (5’-TGATGATCGACTGGACCTCG-3’)

2. dNTP mix stok (100 ul’lik stok soliisyonda her biri 25 mM olacak sekilde dATP,
dCTP, dGTP ve dTTP karisimi; Promega)

3. GoTaq® Hot Start Polimeraz (Promega) 10xTag DNA polimeraz tampon
(GoTaq®)

4. 1 ul DDH,O0 iginde ¢oziilmiis, saf genomik DNA
Uygulama

1- dNTP mix, primer soliisyonlari, MgCl, ve 10xTaq tampon buz iizerinde ¢6ziildii
ve buzda tutulmaya devam edildi. Hot Start Polimeraz gereksinim duyuluncaya
kadar -18°C’ de tutuldu.

2- PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek i¢in 50 pl dlctideki bir reaksiyon

karigimi:
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10xTaq tampon (Promega) 10 ul
MgCl; (25 mM) 2-4  ul
dNTP (25 uM) 2 ol
Noc-gyrB-F (20 uM) 25 ul
Noc-gyrB-R (20uM) 2,5 pul

GoTaq® Hot Start Polimeraz (Promega) 0,25 pl
DNA (50-300 ng) 1-3  ul
DDH0 50  pl Toplam hacim

3- 50 ul dlgtideki reaksiyon karisimi 6rnek sayisinca artirilarak Taq DNA polimeraz
ve DNA Ornekleri hari¢ 1,5 ml steril eppendorf tiipii icerisine buz iizerinde
transfer edildi.

4- DNA ornekleri steril PCR tiipii icerisine transfer edildi ve hazirlanan reaksiyon
karisimina Tag DNA polimeraz ilave edilerek 49 pul bu karisimdan alinip her bir
tiipe ilave edildi.

5- Transfer isleminden hemen sonra PCR reaksiyonu (PCR Express,
ThermoHybaid, Middlesex, UK) asagidaki sartlarda baslatildi (McTaggart ve
ark., 2010).

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 55-65°C 72°C 72°C 4°C
5 dk 1dk 1dk 1dk 5 dk 1dk
1 dongii 35 dongii 1 dongii

6- 3 wl PCR iriinii, %2’lik agaroz jelde (50 ml 1xXTBE tampon 1 g agaroz)
geneRuler™ 50 kb DNA markorle (Fermentas) 100 volt 70 mA’de 30 dakika
yiiriitiilerek UV transilliminatér’ de (Vilber Lourmat, UV) kontrol edildi ve
gortintiileme sisteminde (GeneGenius, SyneGene, Bio Imaging Systems, DK)

fotograflanarak kaydedildi.
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3.4.4. 16S rRNA, rpoB ve gyrB Gen Bolgelerinin Dizileme Calismasi

PCR amplifikasyon iiriinleri elde edildikten sonra ¢alisma izolatlarimizin 168,
gyrB ve rpoB gen bolgelerinin saflastirilmasi ve baz dizi analizi Macrogen firmasindan
hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilimi, farkl
4 oligoniikleotit primeri; gyrB gen bdlgesinin baz dizilimi ise 2 oligoniikleotit primeri
ve rpoB gen bolgesinin baz dizilimide bir oligoniikleotit primeri ile Macrogen firmasi

tarafindan ABI 3730XL (otomatik baz dizileme) cihazi ile okunmustur (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. 16S rRNA, rpoB ve gyrB baz dizileme analizinde kullanilan oligoniikleotit primerler, bu primerlerin niikleotit dizileri ve baglanma bolgeleri

o Banglanma Bélgesi® Kullanim
Primer Ad1 Sekans (5 ve 3) Biiyiikliik : :
5 3 PCR | Sekans Kaynak
27f AGAGTTTGATCTGGCTCAG 20 8 27 \ \ Lane, 1991
MG3f CAGCAGCCGCGGTAATAC 18 520 536 \ Kagayemave ark., 2004f
MG5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 907 926 \ Chun, 1995
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 1544 1525 \ \ Lane, 1991
1115r AGGGTTGCGCTCGTTG 16 1115 1131 N Gyobu ve Miyadoh, 2001
1492r TACGGYTACCTTGTTACGACT 21 1492 1474 \ Gyobu ve Miyadoh, 2001
MF CGACCACTTCGGCAACCG 18 203 221 \ \ Kim ve ark., 2003
MR TCGATCGGGCACATCCGG 18 554 536 v Kim ve ark., 2003
Noc-gyrB-F CTTCGCCAACACCATCAACAC 21 972 992 \ \ McTaggart ve ark., 2010
Noc-gyrB-R TGATGATCGACTGGACCTCG 20 1563 1582 \ \ McTaggart ve ark., 2010

Lane (1991)’e gore: M, A:C; R, A:G; W, A:T
#Sayilar Escherichia coli rrnB susunun (GenBank JO1695, Brosius ve ark., 1978) 16S rRNA mn gen dizisine karsilik gelir
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3.4.5. 16S rRNA, rpoB ve gyrB Sekans Verilerinin Analizi

ABI formatindaki dosyalar fasta formatina dontstiiriildiikten sonra Sequencer
4.10.1, MEGA 4.1 (Kumar ve ark., 2008), Finch TV programlar1 kullanilarak
karsilastirmali ve manuel olarak dort farkli primerden elde edilen diziler birlestirildi ve
16S rRNA dizileri elde edildi. 16S {izerinde degisken bolgelerin yogun olarak
bulundugu yaklasik 800 niikleotitlik bolge hem 27f hem de 800r primerleri
cakistirilarak kontrol edildi ve MG3f ve MG5f primerlerinin belirli bolgeleri {ist {iste
cakistirilarak 16S rRNA gen bolgesinin birgok alani tekrarli olarak c¢alisildi. 4 farkl
primer kullanilarak hazirlanan 1446-1515 nt uzunlugundaki 16S rRNA gen dizileri

filogenetik iliskilerin belirlenebilmesi amaciyla analizlerde kullanildi.

gyrB gen dizisinin olusturulmasinda ABI formatindaki dosyalar fasta formatina
dontistiiriildiikten sonra Sequencer 4.10.1, MEGA 4.1 (Kumar ve ark., 2008), Finch TV
programlar1 kullanilarak karsilagtirmali ve manuel olarak iki farkli primerden elde

edilen diziler birlestirildi ve gyrB dizileri elde edildi.

rpoB gen bolgesinin analizinde, bir primer kullanilarak okutulan bélgenin
kalitesi Finch TV programi ile kontrol edildi. Fasta formatina doniistiiriilen diziler
DSMZ ve EMBL, NCBI gibi genbanklardan elde edilen tip tiirlerinin dizileri ile
karsilastirildi.

Ez Taxon Server 2.1 (Chun ve ark., 2007) kullanilarak test izolatlarina en yakin

akraba olan tirlerin 16S rRNA gen dizileri http://www.ncbi.nlm.nih.gov,

http://www.arb-silva.de ve http://www.ebi.ac.uk web adreslerinden tek tek indirilerek

elde edilen Nocardioform tip 6rnegi 16S rRNA niikleotit baz dizileri ile test
orneklerinin baz dizileri MEGA 4.1 (Kumar ve ark., 2008) ve PHYLIP (Felsenstein,
1993) programlar1 kullanilarak karsilasgtirmali ve manuel olarak dizilendi. Alignment
yapilacak tip tiirlerin 16S rRNA gen dizileri tanimsiz (N) baz i¢cermedigi, tip tiirlin
makalesinin IJSEM’de yayinlanmis oldugu, sinonimi olup olmadigt DSMZ ve EMBL,
NCBI gibi genbanklardan kontrol edildikten sonra gegerli olan en uzun 16S rRNA gen
dizisi tercih edildi (Tindall ve ark., 2010). Bu diziler test organizma dizileriyle MEGA
4.1 programlarina aktarilarak hizalandi. Zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani N'
kodlu ve birka¢ duplike baz) yogun oldugu genellikle sekans sonlar1 veri setinden
uzaklastirildi. Ayni test organizmast i¢in 4 farkli primer kullanilarak elde edilen baz dizi

verileri yan yana getirilerek 1446-1515 b¢'den olusan 16S rRNA bolgesinin baz dizileri


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.arb-silva.de/
http://www.ebi.ac.uk/
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olusturuldu. Tiim 16S rRNA baz dizileri filogenetik dendrogramin olusturulmasi igin
kullanildi.

342 bg¢’den olusan MF ve MR primerleri ile amplifiye edilen rpoB gen
bolgelerinin tiim baz dizileri olusturuldu. Alignment yapilacak tip tlirlerin rpoB gen
dizileri tanimsiz (N) baz igermedigi, sinonimi olup olmadigt DSMZ ve EMBL, NCBI
gibi genbanklardan kontrol edildikten sonra gecerli rpoB gen dizisi veri bankalarindan
elde edildi (Tindall ve ark., 2010). Bu diziler test organizma dizileriyle Mega 4.1
programlarina aktarilarak hizalandi ve zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani 'N'
kodlu ve birka¢g duplike baz) yogun oldugu genellikle sekans sonlar1 veri setinden
uzaklastirildi. Tiim rpoB niikleotid baz dizileri (285-306 bg) filogenetik dendrogramin

olusturulmasinda veya ikili karsilagtirmalarda kullanildi.

610 bp’den olusan Noc-gyrB-F ve Noc-gyrB-R primerleri ile amplifiye edilen
gyrB gen bolgelerinin tiim baz dizileri olusturuldu. Alignment yapilacak tip tiirlerin
gyrB gen dizileri tanimsiz (N) baz icermedigi, sinonimi olup olmadigt DSMZ ve
EMBL, NCBI gibi genbanklardan kontrol edildikten sonra gecerli gyrB gen dizisi veri
bankalarindan elde edildi (Tindall ve ark., 2010). Bu diziler test organizma dizileriyle
Mega 4.1 programlarina aktarilarak hizalandi ve zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz
yani 'N' kodlu ve birka¢ duplike baz) yogun oldugu genellikle sekans sonlar1 veri
setinden uzaklastirildi. Elde edilen gyrB niikleotid baz dizileriyle (597-610 bg),

filogenetik dendrogram olusturulmasi veya ikili karsilagtirmalar gerceklestirildi.
3.4.6. Filogenetik Dendrogramin Olusturulmasi

MEGAA4.1’e gore olusturulan son veri matrisi; 16S rRNA, gyrB ve rpoB baz dizi
analizi filogenetik dendrogramlari, maximum-parsimony (Kluge ve Farris, 1969) ve
neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmalari kullanilarak olusturuldu.
Neighbour-joining ve maximum-parsimony (Kluge ve Farris, 1969) metotlar1 igin
filogenetik uzaklik matrisi olarak: Jukes ve Cantor (1969) metodu izlenerek
gerceklestirildi. Filogenetik analizler icin MEGA4.1 ve PHYLIP paket programi
kullanildi ve analizler sonucu elde edilen son veri matrisine uygun filogenetik
dendrogramlar TreeView (v1.6.6) ve MEGA4.1 programlarinda goriintiilendi
(Felsenstein, 1993).
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4. BULGULAR

4.1. Mikroorganizmalarin Farkh Lokalitelerden izolasyonu

Toprak izolasyonunda, 5 farkli besiyeri; tryptone yeast glucose extract agar
(TYGA), tryptone yeast glucose extract vitaminli agar (TYGA), glucose yeast estract
malt agar (GYM), glucose yeast estract malt vitaminli agar (GYM) ve hiimik asit
vitamin agar (HV Agar) kullanilarak farkli 10 lokaliteden elde edilen toprak orneklerine
uygulanan dekontaminasyon islemleri sonucunda toprak izolasyonunda yaygin olarak
kullanilan diliisyon plak yontemi ve nadir aktinomisetlerin izolasyonunda kullanilan
siikroz santrifiigasyon yontemi uygulanan ornekler seri olarak sulandirildi (107", 102 ve
107) ve yayma plaka yontemiyle ekimleri yapildi. Ekimleri yapilan plaklar 10-14
giinliik inkiibasyona birakild1 (Ek-C; Yamamura ve ark., 2003). inkiibasyon sonrasinda
nocardioform benzeri mikroorganizmalar glugoz yeast ekstrakt agar (GYEA) ortamina
aktarilarak  saflastirllma  prosediirine  gegildi  (Ek-C).  Kontaminasyonsuz
mikroorganizmalar tek koloni icin GYEA besiyerine aktarildi ve gelisen bu
organizmalar daha sonrasinda ayni besiyeri kullanilarak yogun ekim yapildi (Ek-C).
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir izolat %20’lik gliserol igeren otoklavlanabilir 1,5
ml’lik vidali kapakl: tiipler igerisine steril bir 6ze yardimi ile transfer edilerek -18°C de

stokland1 (Wellington ve Williams, 1978).

Farkli 10 lokaliteden izole edilen Aktinomiset izolatlarmin ve Ozdemir-
Kocgak’in (2005) yiiksek lisans ¢aligmasinda kullanilan ve mikolik asit testleri yapilan

izolatlarin kaynakgalar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.



69

Cizelge 4.1. Toprak izolasyonu ile elde edilen Aktinomiset izolatlarinin Kaynakgalari

izolat No: izolatin Adi: Kaynakc¢a
NEAO1 Nocardia sp. E. Aymen Peker; OMU, Fen Fak. Biyoloji Bol. Bahge topragi, Samsun
NEAO3 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Tarla topragi, Altinoluk-Balikesir
NEAO4 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Bahge topragi, Konya
NEAO7 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Ekin tarlasi topragi, Tarsus-Mersin
NEAO09 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Ekin tarlasi topragi, Tarsus-Mersin
NEA10 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Ekin tarlasi topragi, Tarsus-Mersin
NEA14 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Bahge topragi, Cakirlar Koyii, Antalya
NEA16 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Tarla topragi, Usak
NEA26 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Bahge topragi, Konya
NEA37 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Orman topragi, Eskipazar-Karabiik
NEA39 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Daglik Alan Orman topragi, Mugla
NEA44 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Tarla topragi, Altinoluk-Balikesir
NEA53 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Kayisi topragi, Hammun Ciftligi-Malatya
NEA57 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Bahge topragi, Cakirlar Koyii, Antalya
NEA59 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Bahge topragi, Cakirlar Koyii, Antalya
NEAG64 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Orman topragi, Eskipazar-Karabiik
NEAG67 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Daglik Alan Orman topragi, Mugla
NEA70 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Daglik Alan Orman topragi, Mugla
NEA84 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Bahge topragi, Samsun
NEA85 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Tarla topragi, Altinoluk-Balikesir
Moskova izolatlar:
FMNO1 ACtnOmyCcetes ¢y, demir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
FMNO2 Actinomycetes  F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
FMNO3 Actinomycetes  F. (9zdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova



Cizelge 4.1. (devam)

FMNO4

FMNO5

FMNO6

FMNO7

FMNO8

FMNO9

FMN10

FMN11

FMN12

FMN13

FMN14

FMN15

FMN16

FMN17

FMN18

FMN19

FMN20

FMN21

FMN22

FMN23

FMN24

FMN25

FMN26

FMN27

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes
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. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman toprag1, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman toprag1, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman toprag1, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii-Moskova

. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova

. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova



Cizelge 4.1. (devami)

FMN28

FMN29

FMN30

FMN31

FMN32

FGNO1

FGNO2

FGNO3

FGNO4

FGNO5

FGNO6

FGNO7

FGNO8

FGNO9

FGN10

FGN11

FGN12

FGN13

FGN14

FGN15

FGN16

FGN17

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes
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. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova

. Ozdemir Kogak; Orman toprag1, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova

Golciik izolatlan

. Ozdemir Kogak; **G1, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; **G5, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G1, Kiitahya-Simav-Gélciik krater glii
. Ozdemir Kogak; **G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Goélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; **G2, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Goélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G1, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Gélciik krater glii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G1, Kiitahya-simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G5, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Goélciik krater glii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii



Cizelge 4.1. (devami)

FGN18

FGN19

FGN20

FGN21

FGN22

FGN23

FGN24

FGN25

FGN26

FGN27

FGN28

FGN29

FGN30

FGN31

FGN32

FGN33

FGN34

FGN35

FGN36

FGN37

FGN38

FGN39

FGN40

FGN41

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes
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. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; **G3, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G3, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G3, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Goélciik krater glii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Goélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G3, Kiitahya-Simav-Goélciik krater glii
. Ozdemir Kogak; G5, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Goélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G35, Kiitahya-Simav-Goélciik krater gdlii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G2, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii

. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii



Cizelge 4.1. (devami)

FGN42

FGN43

FGN44

FGN45

FGN46

FSNO1

FSNO2

FSNO3

FSNO04

FSNOS5

FSNO6

FSNO7

FSNO8

FSNO9

FSN10

FSN11

FSN12

FSN13

FSN14

FSN15

FSN16

FSN17

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes
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. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Golciik krater golii
. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

Balikesir- Sindirgi izolatlar:

. Ozdemir Kogak; **S1, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; **S3, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; **S2, Balikesir-Sindirgi baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj golii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj golii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg1 baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii

. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg1 baraj golii



Cizelge 4.1. (devami)

FSN18

FSN19

FSN20

FSN21

FSN22

FSN23

FSN24

FSN25

FSN26

FSN27

FSN28

FSN29

FSN30

FSN31

FSN32

FSN33

FSN34

FSN35

FSN36

FSN37

FSN38

FFNO1

FFNO2

Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes
Actinomycetes

Actinomycetes

Actinomycetes

Actinomycetes
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. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg1 baraj golii
. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg1 baraj golii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj golii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj gélii
. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg1 baraj golii

. Ozdemir Kogak; S1, Balikesir-Sindirg: baraj gélii

Fransa izolatlan

. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant

. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant
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Cizelge 4.1. (devami)
FENO3 Actinomycetes £ ()zdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant

FFNO4 Actinomycetes £ ()zdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant

FENOS Actinomycetes £ ()zdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant
FFENO6 Actinomycetes £, ()zdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant
FFENO7 Actinomycetes  F, ()zdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant
FENO8 Actinomycetes £, ()zdemir Kogak; Orman topragi, Gap-Veynes Kasabasi-Saint Aubant

** G1, Cam agaci dip topragi; G2, Orman topragi; G3, Gol kenart agik alan topragi; G4, Mese
agact kok topragi; G5, Bataklik bolge topragi (su icinden); S1, Kopiik florasi; S2, Gol
kenarindaki killi toprak; S3, Orman topragi
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4.2. Mikolik Asit Metil Esterlerinin TLC Yontemiyle Belirlenmesi

Test izolatlarina uygulanan mikolik asit testi (Minnikin, 1984b) sonucunda

mikolik asit metil esterleri (MAME) elde edilmis ve ince tabaka kromatografi (TLC)

yontemi ile goriilir halde saptanmustir (Ek-C). TLC analizleri sonucunda Rf degerleri

hesaplanmis ve Cizelge 4.2.°de verilmistir. Ayn1 zamanda, Nocardioform olarak

belirlenen izolatlarm molekiiler analizler igin kullanilanlarida Cizelge 4.3.’de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Nocardioform grubu mikroorganizma ekstraktlarinin tek boyutlu ince tabaka

kromatografisine gore Rf Degerleri

izolat Numarasi izolat Adi Rf Degeri
NEAO1 Nocardioform 0,45
NEAO3 Actinomycetes -*
NEAO04 Actinomycetes -
NEAOQ7 Actinomycetes -
NEAOQ9 Actinomycetes -
NEA10 Actinomycetes -
NEA14 Actinomycetes -
NEA16 Actinomycetes -
NEA26 Actinomycetes -
NEA37 Actinomycetes -
NEA39 Actinomycetes -
NEA44 Nocardioform 0.47
NEAS53 Actinomycetes -
NEA57 Actinomycetes -
NEA59 Actinomycetes -
NEAG62 Actinomycetes -
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Cizelge 4.2. (devam)

NEAG63 Actinomycetes -
NEA64 Actinomycetes -
NEAG67 Actinomycetes -
NEAT70 Actinomycetes -
NEA75 Actinomycetes -
NEA84 Actinomycetes -
NEAS85 Actinomycetes -
Moskova izolatlari
FMNO1 Actinomycetes -
FMNO02 Actinomycetes -
FMNO3 Actinomycetes -
FMNO5 Actinomycetes -
FMNO6 Nocardioform 0.55
FMNO7 Actinomycetes -
FMNO8 Nocardioform -
FMN11 Actinomycetes -
FMN12 Actinomycetes -
FMN13 Actinomycetes -
FMN14 Actinomycetes -
FMN15 Nocardioform 0.53
FMN16 Actinomycetes -
FMN17 Actinomycetes -
FMN18 Nocardioform 0.47
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Cizelge 4.2. (devami)

FMN19 Actinomycetes
FMN21 Actinomycetes
FMN22 Nocardioform
FMN23 Actinomycetes
FMN24 Actinomycetes
FMN25 Actinomycetes
FMN26 Nocardioform
FMN27 Actinomycetes
FMN28 Actinomycetes
FMN29 Actinomycetes
FMN32 Actinomycetes

Golciik izolatlar
FGNO1 Actinomycetes
FGNO02 Actinomycetes
FGNO3 Actinomycetes
FGNO04 Actinomycetes
FGNO05 Actinomycetes
FGNO6 Actinomycetes
FGNO7 Actinomycetes
FGNO09 Actinomycetes
FGN11 Actinomycetes
FGN12 Actinomycetes
FGN13 Actinomycetes
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Cizelge 4.2. (devami)
FGN15 Actinomycetes -
FGN16 Actinomycetes -
FGN17 Nocardioform 0.48
FGN18 Actinomycetes -
FGN19 Nocardioform 0.40
FGN20 Actinomycetes -
FGN22 Actinomycetes -
FGN23 Actinomycetes -
FGN26 Actinomycetes -
FGN27 Actinomycetes -
FGN28 Actinomycetes -
FGN29 Actinomycetes -
FGN30 Actinomycetes -
FGN31 Actinomycetes -
FGN32 Actinomycetes -
FGN36 Actinomycetes -
FGN37 Actinomycetes -
FGN38 Actinomycetes -
FGN39 Nocardioform 0.53
FGN40 Actinomycetes -
FGN41 Actinomycetes -
FGN43 Nocardioform 0.48
FGN44 Actinomycetes -
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Cizelge 4.2. (devami)
FGN46 Nocardioform 0.46
Balikesir- Sindirgi izolatlar:
FSNO02 Actinomycetes -
FSNO3 Actinomycetes -
FSNO4 Nocardioform 0.55
FSNO06 Nocardioform -
FSNO7 Actinomycetes -
FSNO9 Actinomycetes -
FSN13 Nocardioform 0.45
FSN14 Nocardioform 0.48
FSN20 Actinomycetes -
FSN21 Actinomycetes -
FSN22 Actinomycetes -
FSN23 Nocardioform -
FSN26 Actinomycetes -
FSN27 Nocardioform 0.47
FSN30 Actinomycetes -
FSN32 Actinomycetes -
FSN33 Actinomycetes -
FSN34 Nocardioform 0.46
FSN35 Nocardioform 0.47
FSN37 Nocardioform 0.47
FSN38 Actinomycetes -




81

Cizelge 4.2. (devami)
FSN271 Nocardioform 0.47
Fransa izolatlar
FFNO1 Actinomycetes -
FFNO04 Actinomycetes -
FFNO5 Actinomycetes -
FFNO06 Actinomycetes -
FFNO7 Actinomycetes -

* - Mikolik asit icermeyen Aktinomiset izolatlari
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Cizelge 4.3. 16S rRNA, rpoB ve gyrB gen bolgelerinin analizinde kullanilan Nocardioform test
izolatlarinin ve tip drneklerinin kaynakgasi

iNz(()):lat izolatin Adr: Kaynakea

NEAO1 Gordonia sp. E. Aymen Peker; OMU, Fen Fak. Biyoloji Bo1. Bahge topragi, Samsun
NEA44 Nocardia sp. E. Aymen Peker; Tarla topragi, Altinoluk-Balikesir

FMNO6  Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova

FMNO8 Nocardioides sp. F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova

FMN15 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
FMN18 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
FMN22 Kribbella sp. F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
FMN26 Kribbella sp. F. Ozdemir Kogak; Orman topragi, Yugo Zapadnaya Mevkii- Moskova
FGN17 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

FGN19 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

FGN39 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

FGN43 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

FGN46 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; G4, Kiitahya-Simav-Gélciik krater golii

FSNO4 Gordonia sp. F. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj golii

FSNO6 Kribbella sp. F. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirgi baraj golii

FSN13 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj golii

FSN14 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii

FSN23 Kribbella sp. F. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii

FSN27 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj golii

FSN34 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirg: baraj gélii

FSN35 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj gélii

FSN37 Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S2, Balikesir-Sindirg: baraj golii

FSN271  Nocardia sp. F. Ozdemir Kogak; S3, Balikesir-Sindirgi baraj golii

188247 Kribbella Carlsohn ve ark., DSM 18824, HKI 0478, JCM 14599, ortagag maden

aluminosa ocagindan



Cizelge 4.3. (devami)
192277 K. hippodromi
173457 K. swartbergensis

N1356 T

N13577

N3177

433977

N89g™

N11117

450487

N1158"

J5"

450787

N1371 "

N1373"

N1374"

N1383"

431097

Nocardia abcessus

N. alba

N. asteroides

N. carnea

N. farcinica

N. flavorosea

N. jinanensis

N. otitidiscaviarum

N. soli

N. speluncae

N. shimofusensis

N. takedensis

N. tenerifensis

N. xishanensis

Nocardioides albus
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Everest ve Meyers, DSM 19227, NRRL B-24553, S1.4, giiney
Afrika’da at yaris alanindan (hippodrom)

Kirby ve ark., DSM 17345, HMC25, NRRL B-24426, Giiney Afrika
Bat1 Burnundan alinan topraktan

A. F. Yassin; IMMIB D-1592, DSM 44432, Inst. of Medical
Microbiology, Hannover. J 56 yasindaki bir erkek hastanin dizindeki
endoprotezden izole.

Li ve ark., CCTCC AA 001030, DSM 44684, YIM 30243, Cinde
topraktan

R.E. Gordon, Rutgers University, New Brunswick, USA, IMRU 727;
L. Ajello, M 170-6; W.M. Bowman, PSA 165[Goodfellow (1971), alt
grup 1D; Orchard ve Goodfellow (1980) alt kiime 1A; Hookey
(1983), kiime 27 (N. asteroides)]

(Rossi Doria 1891) Castellani and Chalmers 1913, ATCC 6847, DSM
43397, IMET 7504, NCTC 3527.

M. Tsukamura, Chubu Chest Hospital, Obu, Aichi-Chen 474,
Japonya, 23102 (R-3318); ATCC 3318; R.E: Gordon [Orchard ve
Goodfellow (1980), alt kiime 1A; Hookey (1983), kiime 28 (N.
farcinica)

Chun ve ark., DSM 44480, JCM 3332, NRRL B-16167, Cinde
topraktan

Sun ve ark., 04-5195, CGMCC 4.3508, DSM 45048, amicoumacin B
tiretici aktinomiset, topraktan

Gordon; NCTC 19439; ATCC 14269; R.E. infekte ergin kobay’dan
(klinik izolat).

Maldonado ve ark., Type strain W30 (DSM 44488= NCIMB) Themes
nehri suyu, Meelmenham, UK

Seo ve ark.,, DSM 45078, JBRI 2006, KCTC 19223, N2-11,
Magaradan

Kageyama ve ark., Toprak, DSMZ No 44733 Japan

Yamamura ve ark., DSM 44801, MS1-3, NBRC 100417, Aktif ¢gamur
kopiigii ve hendek sedimentinden

Kéampfer ve ark., CIP 107929, DSM 44704, GW39-1573, Kutonoz
granulomali bir kediden

Zhang ve ark., Toprak, DSMZ No 44895 Beijing, Xishan dagi, China

Prauser, ATCC 27980, DSM 43109, IMET 7807, topraktan



Cizelge 4.3. (devami)

43366" N. luteus

*N1261 T  Williamsia
muralis

*N654 T Gordonia
bronchialis

*R260 T Rhodococcus
fascians

*N663 " Tsukamurella
paurometabola

*N1015 " Dietzia maris

*N1238 T T.inchonensis
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Prauser, DSM 43366, IMET 7830, subtropikal bolge topragi

Di1s grubu temsil eden tip 6rnekleri

M. Andersson, Univ. Helsinki, MA 140/96. Cocuk koruma merkezinin
yapim materyalinde su hasarli bélgeden, Finland

(Tsukamura 1971) Stackebrandt et al. 1989; DSMZ 43247, Her iki
akciger bolgesini kaplayan kaviter hastalikli bir kadmin tiikriigiinden

(Tilford 1936) Goodfellow 1984. DSMZ 20131, Atik su aritma
tesisinin aktif ¢gamur kopiigiinden

(Steinhaus  1941) Collins et al. 1988, DSMzZ 20162, Cimex
lectularis’un overleri ve mygetomadan izole edilmistir

(Nesterenko et al. 1982) Rainey et al. 1995, DSMZ 43672, Topraktan

Yassin et al. 1995, DSMZ 44067, mide rahatsizligi olan hastanin kan
kiiltiiriinden

T, Tip 6rnegi. Kisaltmalar: ATCC, American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville,
Md., USA; DSMZ, Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg 1b,
D-38124 Braunschweig, Germany; JCM, Japan Collection of Microorganisms, Saitarna, Japan; NCIMB,
The National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria; NCTC, National Collection of Type
Cultures, Central Public Health Laboratory, London, UK

* Tabloda yer alan W. muralis, G. bronchialis, R. fascians, T. paurometabola, D. maris ve
T. inchonensis suslar filogenetik dendrogram olusturulurken ve mikolik asit metil esterlerinin
analizinde dis grubu temsil edecek mikroorganizmalar olarak seg¢ilmistir.
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4.3. DNA lzolasyonu ve Agaroz jel elektroforez yontemiyle DNA’larin
goriintillenmesi

Mikolik asit metil ester (MAMESs) igerigine sahip ve morfolojik olarak
nocardioform 6zellige sahip mikroorganizmalar secilerek, bu organizmalarin genomik
DNA’lar Pitcher ve ark. (1989) tarafindan tanimlanan Guanidin tiyosiyonat DNA
izolasyonu metodu ile elde edilmis ve DNA kontrolii %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek

goriintiilenmistir (Sekil 4.1.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.1. DNA izolasyonu yapilan bazi izolatlarin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii; 1, FMNOG6-
A; 2, FMN27; 3, FGN19-A,; 4, FGN17; 5, FSN14; 6, FGN19-B; 7, FMNOS8; 8, FMN15; 9,
FMN22; 18, FMN18; 11, FSN13; 12, FMNO06-B.

4.4. DNA Miktar Tayini

Tip 6rneklerinin de dahil oldugu toplam 40 organizmanin DNA’s1, Pitcher ve
ark. (1989) tarafindan tanimlanan modifiye edilmis “Guanidin tiyosiyonat DNA

izolasyon metodu” kullanilarak izole edildi.

Tim test organizmalarinin DNA miktar tayinleri, UV spektrofotometre’de 260

nm dalga boyunda absorbans degerleri alinarak hesaplandi (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. Test mikroorganizmalarinin ve Tip Orneklerinin DNA miktar tayini ve saflik
dereceleri

Test Org. No. 260 nm 280 nm 260/280 nm DNA Miktari
(ng/ml)
NEAO1 Gordonia sp. 0,060 0,034 1,76 600
NEA44 Nocardia sp. 0,052 0,028 1,85 520
FMNO06 Nocardia sp. 0,036 0,019 1,89 360
FMNO8 Nocardioides sp. 0,042 0,024 1,75 420
FMN15 Nocardia sp. 0,064 0,037 1,72 640
FMN18 Nocardia sp. 0,059 0,033 1,78 590
FMN22 Kribbella sp. 0,064 0,037 1,72 640
FMN26 Kribbella sp. 0,064 0,037 1,72 640
FGN17 Nocardia sp. 0,069 0,037 1,86 690
FGN19 Nocardia sp. 0,046 0,026 1,76 460
FGN39 Nocardia sp. 0,058 0,032 1,81 580
FGN43 Nocardia sp. 0,050 0,028 1,78 500
FGN46 Nocardia sp. 0,052 0,029 1,79 520
FSNO04 Gordonia sp. 0,044 0,025 1,76 440
FSNO6 Kribbella sp. 0, 053 0, 029 1,83 530
FSN13 Nocardia sp. 0,040 0,022 1,81 400
FSN14 Nocardia sp. 0,055 0,029 1,89 550
FSN23 Kribbella sp. 0, 050 0,028 1,78 500
FSN27 Nocardia sp. 0,055 0,030 1,83 550
FSN34 Nocardia sp. 0,055 0,030 1,83 550
FSN35 Nocardia sp. 0,048 0,026 1,84 480
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Cizelge 4.4. (devami)

FSN37 Nocardia sp. 0,046 0,026 1,76 460
FS271 Nocardia sp. 0,052 0,028 1,85 520
Tip Org. No. 260 nm 280 nm | 260/280 nm | DNA Miktari
(ng/ml)
18824 K. Aluminosa 0,075 0,042 |1,78 750
192277 K. hippodromi 0,035 0,019 1,84 350
17345" K. Swartbergensis 0,068 0,036 1,88 680
N1356 ' N. abscessus 0,296 0,146 1,78 296
N1357" N. alba 0,035 0,019 1,84 350
N317" N. asteroides 0,052 0,029 1,79 520
43397" N. carnea 0,044 0,025 1,76 440
N898" N. farcinica 0, 053 0, 029 1,83 530
N1111" N. flavorosea 0,040 0,022 |181 400
45048" N. jinanensis 0,055 0,029 1,89 550
N1158" N. otitidiscaviarum 0, 050 0,028 1,78 500
45078" N. speluncae 0,055 0,030 1,83 550
N1371 " N. shimofusensis 0, 053 0, 029 1,83 530
N1373" N. takedensis 0, 050 0,028 1,78 500
N1374" N. tenerifensis 0,055 0,030 1,83 550
N1383" N. xishanensis 0,052 0,029 1,79 520
43109" N. albus 0,036 0,019 1,89 360
43366' N. luteus 0,042 0,024 | 1,75 420
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4.5. 16S rRNA, rpoB ve gyrB’nin PCR Amplifikasyonu

4.5.1. 16S rRNA'nin PCR Amplifikasyonu

Test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA 6rneklerinin 16S rRNA
genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in evrensel iki primer (27f ve
1525r; Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid,
Middlesex, UK) da PCR reaksiyonu ger¢eklestirildi. Amplifiye triinler %1’ lik
kontrol agaroz jelde (40 ml 1XTBE tampon, 0,4 g agaroz) 100 Voltta 30 dakika DNA
markor ile birlikte yiiriitildiikten sonra goriintiileme sisteminde (GeneGenius,
SyneGene, Bio Imaging Systems, UK) fotograflanarak kaydedildi. Test izolatlarinin
16S PCR amplifikasyon tirtinlerinin %1°lik kontrol agaroz jeldeki goriintiisii sekil

4.2.’de verilmistir.

3000 be
2000 be
1500 be

Sekil 4.2. Farkli lokalitelerden izole edilmis Nocardioform mikroorganizmalarin 16S rRNA
gen bolgesinin PCR metodu ile amplifikasyonu. M, PCR DNA Markor (Fermentas™; 100kb
Gene Ruler); 1, FSN14; 2, FSNO4; 3, FGN46; 4, FSN27; 5, FMN22; 6, FGN17; 7, FSN13; 8,
FMNO8; 9, FMN15; 10,FMN18; 11, NEA44
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4.5.2. rpoB Gen Bolgesinin PCR amplifikasyonu

Test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA o6rneklerinin rpoB
genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in evrensel iki farkli primer
(MF, MR; Kim ve ark., 2003) kullanilarak Thermal Cycler (PCR Express,
ThermoHybaid, Middlesex, UK) da PCR reaksiyonu ger¢eklestirildi. Amplifiye
tiriinler %3’liik kontrol agaroz jelde (40 ml 1xTBE tampon, 1,2 g agaroz) 100 Voltta 30
dakika DNA markor ile birlikte yiiriitiildiikkten sonra goriintiileme sisteminde
(GeneGenius, SyneGene, Bio Imaging Systems, UK) fotograflanarak kaydedildi. Test
izolatlarimin rpoB gen bolgesi amplifikasyon iiriinlerinin %3’liik kontrol agaroz jeldeki

goriintlisii Sekil 4.3.’de verilmistir.

400 be
300 he

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.3. Farkli lokalitelerden izole edilmis Nocardioform izolatlarin rpoB gen bolgesinin PCR
metodu ile amplifikasyonu. M, markor; 1, FMNI15; 2, FSN27; 3, FSN35; 4, FSN271; 5,
FMNO6; 6, FSN37; 7, FMNO8; 8, FMN22; 9, FSN13; 10, FGN46; 11, FGN17
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4.5.3. gyrB Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

Test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA orneklerinin gyrB
genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in evrensel iki farkli primer
(Noc-gyrB-F, Noc-gyrB-R; McTaggart ve ark., 2010) kullanilarak Thermal Cycler
(PCR Express, ThermoHybaid, Middlesex, UK) da PCR reaksiyonu gerceklestirildi.
Amplifiye triinler %2’lik kontrol agaroz jelde (50 ml 1xTBE tampon, 1,0 g agaroz)
100 Voltta 30 dakika DNA markor ile birlikte yiritildikten sonra goriintiileme
sisteminde (GeneGenius, SyneGene, Bio Imaging Systems, UK) fotograflanarak
kaydedildi. Test izolatlarinin gyrB gen bolgesi amplifikasyon {irlinlerinin %2’lik

kontrol agaroz jeldeki goriintiisii sekil 4.4.’de verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.4. Farkli lokalitelerden izole edilmis Nocardioform mikroorganizmalarin gyrB
gen bolgesinin PCR metodu ile amplifikasyonu. M, PCR DNA Markor (Fermentas™; 50kb
DNA Ladder); 1, FSN13; 2, FSN34; 3, FSN14; 4, FMN15, 5, FSN27; 6, FMN18; 7, FSN37; 8,
N.speluncae; 9, N.jinanensis; 10, FMNO6; 11, FSN23
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4.6. 16S rRNA, rpoB ve gyrB Sekans Verilerinin Analizi ve Filogenetik

Dendrogram Olusturulmasi

4.6.1. 16S rRNA Sekans Verilerinin Analizi ve Filogenetik Dendrogram

Olusturulmasi

Zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani 'N' kodlu ve birka¢ duplike baz)
yogun oldugu genellikle sekans sonlart veri setinden uzaklastirilarak elde edilen 16S
rRNA gen bdlgesi, gen bankalarindan elde edilen ilgili tip tiirlerin 16S rRNA gen
bolgeleri icin elde edilen veri setleri MEGA 4.1 ve PYHLIP programlari kullanilarak

farkli algoritma ve metotlarla filogenetik olarak incelendi.

Test organizmalari ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine bagh filogenetik
dendrogramlar1 Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) ve maximum-parsimony (Kluge
ve Farris, 1969) algoritmalar1 kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining, maximum-
parsimony algoritmalar1 i¢in filogenetik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu
izlenerek gerceklestirildi (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan
filogenetik agacglarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak MEGA 4.1 (Kumar ve
ark., 2008) ve PYHLIP -3.69 paket programlarinda gergeklestirildi. Nocardia
filogenetik dendrograminda Gordonia terrae ile Rhodococcus equi, Gordonia
dendrograminda Kribbella flavida, Nocardioides dendrogramimnda Rhodococcus
triatomae, Kribbella dendrograminda Nocardioides basaltis dis grup olarak kullanildi.
Nocardioform gruplarini temsil eden ¢aligma izolatlar1 ve ilgili tip tirlerinin 16S rRNA
niikleotit dizileme analizleri sonucu Neighbour-joining matriksiyle olusturulan

filogenetik agaclar Sekil 4.5.-4.8.”da verilmistir.

Toplam 23 test izolatinin ilgili cinslere ait tip suslar1 arasindaki 16S rRNA %
benzerlik degerleri ve niikleotit farkliliklar1 da ¢izelgeler 4.5.-4.8.°da goriilmektedir.
Nocardia cinsine ait 16 izolat ile Nocardia tip tiirleri MEGA 4.1’de hizalanmis ve
bosluklar (gaplar) ¢ikarilarak toplamda 1312 nt’lik dizi elde edilmistir. Nocardia
cinsine ait izolatlar ve tip tlirler arasinda %99-100 oranlarinda benzerlik ve 0-13
niikleotit aralifinda niikleotit farklihg:i gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5.). Iki
Gordonia sp. izolat1 Gordonia tip tiirleri ile hizalanmis ve bosluklar (gaplar) ¢ikarilarak
toplamda 1363 nt’lik dizi elde edilmistir. Gordonia izolatlar1 ve Gordonia tip tiirleri
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arasinda 2 niikleotit farkliligi ve %99.8 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Elde
edilen izolatlardan bir tanesinin Nocardioides cinsi ile iligkili oldugu belirlenmistir ve
filogenetik analizlerde 1344 nt’lik hizalanmis bolge kullanilmistir (Cizelge 4.6. ve 4.8.;
Sekil 4.6. ve 4.8.). Kribbella sp. izolatlar1 ise Kribbella tip tiirleri ile hizalanmis ve
bosluklar (gaplar) ¢ikarilarak toplamda 1332 nt’lik dizi elde edilmistir. Kribbella sp.
izolatlar1 ise Kribbella tip tiirleri ile % 98,2-99,2 benzerlik ve 10-20 niikleotit farklilig
bulundugu goériilmiistiir (Cizelge 4.7., Sekil 4.7.).

16S rRNA dizi analizlerinde FSN35, FMN15, NEA44 ve FMNO6 izolatlarinin
N. carnea’a ile karsilastirilan 1461 nt’lik bolgesinde 4-6 niikleotit farkliligina ve
% 99,5-99,6 oraninda benzerlige sahip oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlar, 1454 nt’lik
alanda N. flavorosea tip 6rnegine ise 6-8 niikleotit farkliligi ve %99,3-99,6 benzerlik
orani ile aym1 dalda yer almiglardir. FMNI18; 1407 nt’lik karsilastirilan bolgede 13
niikleotit farkliligi ve %99,0 benzerlik ile N. speluncae ve N. jinanensis’e benzerlik
gostermektedir. FMN18 izolat1 1455 nt’lik bolgede N. carnea ve N. sienata tip tiirlerine
26 niikleotit farkliligi (%98 nt benzerligi) gosterirken 27 niikleotit farkliligi ve %97,6
niikleotit benzerligi ile N. flavorosea tip tiiriiyle filogenetik iliskisi oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.5., Sekil 4.5).

FGN46 ve FGNI17 izolatlar1 ise 1397 nt’lik karsilastirilan  bolgede
N. jinanensis’e 2-3 niikleotit farklilgi ile %99,7- 99,8 farklilik gostermektedir. 1407
nt’lik karsilastirilan bolgede N. speluncae tip tiiriine 8-9 niikleotit farklilig1 (%99.3 nt
benzerligi) olan FGN17 ve FGN46 nolu izolatlar ise filogenetik dendrogramda ayni
dalda yer almaktadirlar (Cizelge 4.5., Sekil 4.5).

FSN27 ve FSN271 ile FGN39, FGN43 nolu toprak izolatlar1 karsilastirilan
1446 nt’lik bolgede 6-7 niikleotit farkliligr ve %99,4-99,5 oraninda N. takadensis’e
benzerlik gostererek ayn1 monofiletik hatta yer almigtir. FGN39 ve FGN43 izolatlar1 en
yakin akraba olduklari N. takadensis’le 1446 nt’lik bdlgede 6 niikleotit farkliligi ve
%99,5 benzerligi paylasirken, N. lijiangensis tip tiiriine ile 17 niikleotit farkliligi ve
%098,7 benzerlik paylastigi belirlenmistir. N. takadensis’le yakin iligkili olan FSN27 ve
FSN271 izolatlarimin karsilagtirilan 1446 nt’lik bolgede 7 niikleotit farkliligr ve %99,4
benzerlik gostermektedir. Diger en yakin tiir olan N. lijiangensis’le ise 18 niikleotit

farklilig ve %98,6 benzerlik paylasmaktadir (Cizelge
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a7 | Necardia sp. FMN15 (JN896621)
Nocardia sp. FSN35

Necardia sp. NEA44

M. flavorasea JCM 3332 T (Z46734)

Nocardia sp. FMNO6 (JN896620)
M. sfenata TFM 10088 T (AB121770)

33
N carnea DEM 433077 (736020}

N testacea JCW 12233 ~ (AB192413)
a0

Nocardia sp. FMN18 (JN896611)
M speluncas N2-11 T (ADMI422440)
L Nacardia sp. FGN46

— N, jinanensis 14-3105 T (DQ462650)
100
Nocardia sp. FGN17
99 N paucivarans D-16327T (AF170865)

N brevicatena DEM 430247 (Z36928)

N. gamiensis fovacolil (DQ233272)
N, xishanensis AS 4. 1860 (AY333113)
N thraciensis A20197 (HQ137184)
N, lijiangensis YIM 33378 T (AYTT204)
N takedensis M81-3 T (AB138277)
gq, Vecardia sp. FGN39

53

e Nocardia sp. FGN43

55 Nocardia sp. FSN27
99! Necardia sp. FSN271 (JN896611)
M cyriacigesrgica DSM 44484 T (AF430027)

N asteroides ATCC 192477 (Z36934)

N thatlandica TTM 101437 (AB126874)
N shimafusensis TTM 103117 (AB108779)
g7, V- @bscessus IMMIB D-1592T (AF21820)
Nocardia sp. FSN34

72

Nocardia sp. FSN13
Necardia sp. FSN14

75 Necardia sp. FSN37

N goodfeliows: A20127 (HQ137183)
E_\E alba¥YIM 302437 (AY222321)
Rhwdococcus equi DEMA3 1597 (F80613)
_{ Gordonia terrae DSM 432407 (3(70286)

—
0005

Sekil 4.5. Test organizmalari ile Corynebacteriaceae familyasindan Nocardia cinsine ait tip tiirlerinin 16S rRNA gen
bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli uygulanan bootstrap degeri nodlarda %50 {izerinde

olanlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,05dir.



Clzelge 45, Test zolatlart ve Nocardia cinsine ait tanumlani tip firler arasindaki 168 rRNA sekansin bagh nikleoti sayis farkliliklart ve % benzerlk degerleri

1, Rhodococcus equi DSM43199T
2. Gordonia terrae DSM 432497
3. Nocardia thraciensis A 20197
4.N. qoodfellowii A2012T

5. N.speluncag N2-L1T
6.N.jinanensis 04-5195T

7.N. camea DSM 433977

8.N. flavorosea JOM 33327
9.N. sienata IFM 100887

10. . testacea JCM 122357

11, N.xishanensis AS 4.1860T
12N abscessus IMMIB D-15927
13.N.alba YIM 302437

14.N. cyriacigeorgica DSM 444847
15.N.asteroides ATCC 192477
16. N. paucivorans D-16327
17.N.brevicatena DSM 430247
18.N. thalandica IFM 101457
19.N. Fjiangensis YIM 333767
20N, takedensis MS1-3T
21.N.shimofusensis IFM 103117
2., gamkensis CZH0T

23 Nocardiasp. FGNI7

24, Nocardia sp. FGN39
25.Nocardia sp. FONA3
26.Nocardia $p. FGN4G
21.Nocardia sp. FMNOG

28 Nocardia sp. FMN18
29.Nocardia $p. FMNI5

30, Nocardia sp. NEA44

31 Nocardia sp. FSN13

32 Nocardia sp. FSN14

33, Nocardiap. FSN27

34, Nocardia sp. FSN34

35 Nocardia sp. FSNS5

36. Nocardia sp. FSN3T
37.Nocardia sp. FSN27L
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%9 Wl %y U2 970 %69 %3 %2 %0 %0 o8 %8 9Nl 2 19 un B B 3B il il 3 2 2 3 2 3 % pil 18 18 3 15 5 il 3
%6 B %3 w6 w0 o1 w8 w3 g4 o4 9% %7 o5 983 kil 3% 18 R 3 20 9 % 3 B % 3 k) i kil pil 19 3 16 ki 9 3
%4 N7 %2 %2 %7 %6 99 w8 o7 97 0 %1 %5 W5 9if v 3% i % 3 5 8 ki ki) 2 u 4 n 8 un un 3 % 8 kil kil
%l Bl %7 %7 W4 4 o7 o6 w3 w3 w4 97 B 99 92 %90 @ 3 Q2 8 n % [ 2 L R “ %8 3 R K/ 3 il il Q2 3
%8 Bl %3 U3 %4 %63 %69 %8 90 o0 o7 w7 96 B2 W6 93 %7 3 L} 19 kil a L} ] % ki 4 L) 3 5 B 4 20 4 B 4
%4 ®7 g0 o1 %9 %7 %5 %4 %67 %5 %2 o5 WL o4 o5 w8 90 91f 18 4 n 4 16 16 0 2 k] 4 U 3 3% 17 R a 85 17
%3 %5 90 %7 %6 %3 %3 %60 %3 %3 %3 w3 w3 w0 w0 93 %7 %9 %6 8 % & 6 6 % % @ L L} 3B 7 3B 8 8 7
%8 9B5 w8 93 %7 %8 973 %68 %69 %69 92 %88 o5 98 B4 w0 %7 %5 %8 %65 R ] 4 & k] ) % 3% 20 18 @8 15 % il 8
%6 %l %7 %8 970 %69 93 %69 %7 %7 %6 %6 w0 w8 97 W0 99 g1 %3 %l 915 3 un un ki k) 41 3 3 2 20 i 17 3 kil 8
%1 N8 %2 %4 93 %7 B3 o8 w9 w7 w4 w4 oL 90 92 0 %4 %4 %68 %4 %9 90 4 & 1 PA] n il % 3% 3% 8B B 2 4% 85
%0 %5 %7 %7 %6 %3 %3 %0 %3 %3 %3 o0 93 %7 w0 94 %67 %69 %7 %5 %4 99 964 0 % % 4“ @ L 4 4 5 3 8 51 5
%0 W5 %7 %7 %6 %3 %3 %0 %3 %3 %3 o0 93 %7 w0 o4 %67 %69 %7 %95 %4 o9 %64 10 % % 4“ @ 4 4 4 5 3 49 51 5
%2 08 %3 %4 93 98 B4 979 %0 w8 w5 95 w2 90 93 %67 %65 %4 %69 %4 0 90 99 %64 964 2 1 2 A 3 k) 4 R n 85 4
%4 N8 %0 %6 %2 %1 %95 %4 93 93 w3 97 %4 B3 w6 U9 w5 90 %67 %4 ol 90 982 %4 %4 %83 % b 5 kY B 4 3 7 8 4
%9 B0 %6 %4 90 %90 %0 979 9O w8 w5 w2 9l w0 90 %8 %66 %66 910 %66 %67 %68 990 %6 %66 9L %0 2 A 3 3 f % B 4 Q2
%5 08 %0 %4 %82 9.3 96 %94 93 %3 %9 98 %4 1 o7 w9 o8 %9 %64 %63 U3 o1 983 %63 963 B4 W5 983 3 3 3 % 8 1 4 4%
%3 NI %I %5 WL %0 %96 %5 %3 W3 o0 o7 %4 B3 w6 98 96 91 %66 %62 912 90 %L %2 %2 %82 %6 B2 %7 K/ K/ a il 4 [ &
%5 %l %6 %8 0 ol o7 w3 g2 92 o7 %F %8 %6 %3 w9 975 %0 91 %69 %84 %3 o2 %7 %7 93 w4 90 96 95 2 Q2 5 R 2 Q2
%5 %l %6 0 w0 o1 o7 w3 g2 92 o8 97 90 W6 WS w9 w5 %2 93 90 %6 %4 92 %8 %8 w3 w4 w0 96 95 %98 Q 3 R 10 Q2
%2 W1 90 %7 %7 %4 %4 %62 %4 %4 %2 90 w3 ol 90 97 90 %8 %86 994 %3 98 %65 %6 96 %6 %66 %67 %4 %64 %7 %7 3 & 5 0
%7 %l %8 w2 o3 93 %0 96 o4 o4 %80 00 92 %8 %7 WL 97 W4 o5 o3 %% % w4 90 w0 w5 97 92 w8 o7 Ws w7 90 il 3 3
%6 N8 %0 %4 WL %2 %96 %93 993 94 %8 o7 %3 B0 97 w8 97 %68 %4 %62 92 90 %3 %2 %2 %83 %4 W2 %I w6 o5 a5 %4 9T Q2 a
%7 B4 wMg %2 %3 %4 90 %6 %4 %4 90 90 %2 o8 o7 Ol %67 94 %65 963 W8 9T %4 %60 %60 %5 %67 %62 %68 %67 90 %2 %60 90 %7 5
%2 W1 w0 %7 %7 %4 %64 %62 %4 %4 %2 o0 w3 Ol w0 97 90 %68 %6 %94 %63 o8 %5 996 96 %6 %6 %7 %4 %4 %67 %67 100 90 %4 960
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4.5., Sekil 4.5.). FGN39 ve FGN43 izolatlarinin FSN27 ve FSN271 izolatlarindan 5

niikleotit farkliligina ve %99,6 benzerligine sahip oldugu belirlenmistir.

Nocardia cinsi ile iliskili oldugu belirlenen FSN34, FSN13, FSN37 ve FSN14
izolarlarmin N. abscessus’la 1446 nt’lik karsilagtirilan lokusunda 0-13 niikleotit
farkliligr gosterdigi ve filogenetik agagta ayni dalda yer aldigi belirlenmistir. FSN13
izolat1 N. abscessus’la 5 niikleotit farkliligi gosterirken, N. cyriacigeorgica ile 18
niikleotit farkliligi gézlemlenmistir. FSN14 izolat1 N. abscessus’la 3 niikleotit farkliligi
ve N. cyriacigeorgica ile 18 niikleotit farkliligina sahip oldugu goriilmektedir. FSN34
izolatinin N. abscessus’la %100 niikleotit benzerligine sahip oldugu belirlenmistir.
FSN37 izolat1 bu grup icersinde N. abscessus’la 13 niikleotit farkliligi ve %99 benzerlik
ve N. cyriacigeorgica ile 28 niikleotit farkliligi ile %97,8 benzerlik paylastigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.5., Sekil 4.5.).

FSNO4 ve NEAOl izolatlar1 Gordonia terrae 1445 nt’lik Kkarsilastirilan
lokusunda 2 niikleotit farkliligi (%99,8 nt benzerligi) ve G. lacunae ile 1428 nt’lik
bolgede 9 niikleotit farkliligr (%99,3 nt benzerligi) gostererek Gordonia cinsine ait tip
tirleri ile birlikte filogenetik bir aga¢ olusturmaktadir (Cizelge 4.6., Sekil 4.6.).

FMNOS8 test organizmasi, 1452 nt’lik bolgede Nocardioides albus’a 6 ve
N. luteus tip tiiriine 9 niikleotit farklilig1 ve sirastyla %99,5 ve 99.3 oraninda benzerlik
gostererek ayni dalda yer almistir. N. marinus tip tiiriine ise 45 niikleotit farklilig1 ve
%96,6 benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.8., Sekil 4.8.).

FMN26, FSNO6, FMN22 ve FSN23 izolatlar1 karsilastirilan 1412-1421 nt’lik
bolgelerde Kribbella cinsine ait K. hippodromi, K. aluminosa, K. jejuensis ve
K. swartbergensis tip ornekleri ile en yakin filogenetik iliski gosterdigi belirlenmistir.
FSNO6 izolat1 K. swartbergensis tip 6rnegine 1412 nt’lik bolgede 11 niikleotit farklilig
(9%99,1 nt benzerligi) ve K. aluminosa tiirii ile karsilastirilan 1421 nt’lik bolgede ise 17
niikleotit farkliligina (%98,7 nt benzerligi) sahip oldugu belirlenmistir. FSN23, 1412
nt’lik bolgede K. hippodromi ve K. aluminosa’a 15 niikleotit farkliligi ve %98,8
benzerlik gosterirken, karsilagtirilan 1412 nt’”de  FMN22 ve FMN26 izolatlarinin da
K. swartbergensis ve K. aluminosa tip tiirleri ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Belirtilen izolatlar, 10-12 niikleotit farliligi (%99,2-99 nt benzerligi) ile
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K. swartbergensis tip ornegine filogenetik olarak en yakin oldugu belirlenmistir.
K. aluminosa tip tiiriine ise 15-18 niikleotit farliligi ve %98,6-98,8 benzerlik
gostermektedirler (Cizelge 4.7., Sekil 4.7.).

Izolasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen nocardioform izolatlarin 16S rRNA
gen bolgesi dizi analizleri sonucunda filogenetik iliskileri belirlenmistir. Nocardia sp.
izolatlar1 kendi aralarinda 0-53 niikleotit farklilig1 ve %95,9-100 niikleotit benzerligi
gostermistir. Gordonia sp. izolatlarinin ise birbirleriyle %100 benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Kribbella sp. izolatlar1 birbirlerinden 3-22 niikleotit farkliligina ve %98,3-
99,7 niikleotit benzerligine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5.-4.8., Sekil 4.5.-
4.8.).
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Sekil 4.6. Test organizmalar1 ile Corynebacteriaceae familyasindan Gordonia cinsine ait tip
tirlerinin 16S rRNA gen bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli
uygulanan bootstrap degeri nodlarda %50 tizerinde olanlar verilmistir. Niikleotit pozisyon

degisimi %0,1dir.
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Cizelge 4.6. Test izolatlart ve Gordonia cinsine ait tanimlannus tp tileri arasindaki 16S tDNA sekansina bagh nikleott saytst farkliliklar ve % benzerlik degerler

| 2 3 4 5 b 1 8 0 10 1 12 13 u 15 16 17 18 19 2 2 2 JA]
1. K. flavida DSM 17836T 13 i) 148 138 u 13 182 183 ! 15 145 148 146 13 148 138 151 149 148 146 143 13
2. G. terrag DSM 432497 85 U g pe 2% B 3l 3 B 3 Rl ] 3% 3 2 i 3 I i 56 2 2
3.G. rubripertincta DSM 43197T 896 %2 3 10 5 3% 1 3l 12 4 17 2 3 B 3 3 i ki Y 5 2 2
4.G. lacunae BS2T K T 3 B 40 bl 2 40 M 3 U 3 U 49 5 50 50 5 63 9 9
5.G. westfalica KbaT e o8 M2 973 8 % il 3 4 Bl 7 U 3 Bl bl 3 i3 k1) Bl 5 a a
6. G. namibiensis NAM-BNOG3AT 896 %0 ®6 w5 994 3% 16 2 12 40 2 2 £ % ki 3 il B 3 5 U U
7.6, humi CC-12301T 05 w5 W3 w0 w4 m 0 e % bl bl 3 3 5% ki 3l % B ki 4 3 B
8. G. amicalis [EGMT 85 o7 Wl w2 B4 B8 90 40 il 5 18 46 i3 B ] 2 18 5 bl 5 e 9
9. G. hydrophobica DSM 440157 05 w4 G %y a1 w6 ag 90 % % 3% ] 3 46 5 3 3 % /i 50 3% %
10. G. alkanivorans DSM 443697 896 o5 WL w0 %7 ®l o w4 B4 94 40 5 4 40 B B ] 3 U {0 53 3l 3
11, G. araii IFM 102117 89 w2 w7 %7 WL 90 9l %l w4 m 46 3 i 5 i B 3 2 {0 5 % %
12.G.desulfuricans NCIMB40826T 893 977 987 912 %0 %3 o1 %6 93 %l %6 3 ¥ 2 U 3 40 % 40 53 Kl Kl
13. 6. amarae DSM 433027 Lo w2 %9 %7 %7 %9 w5 %6 92 %6 93 92 B £ £ 2 3% 46 i M 3% %
14, G. effusa IFM 202007 892 93 %8 w8 w2 %y w6 %6 w2 o0 %0 ol 91s 5 bl Iy ki 40 3 49 U U
15, G. paraffinivorans HD32LT 5 w2 w5 %7 ol o4 % 975 %6 %8 %Y %9 %4 %) 4 52 60 i3 5 5 3% %
16. G. cholesterofivorans Chol-3T oL %y o %4 w7 w6 w6 %2 %L 95 %9 w5 %6 9l %) 3 ) 1 16 52 @ )
17.G.malaguag IMMIBWWCC-22T 898 %5 974 %0 92 o3 o7 %9 96 92 %8 92 %9 %6 %l 92 3 3% 3 40 i I
18.G. defluvii 4T 89 %8 %9 %3 %6 %9 o4 %4 %68 %8 s w0 w3 ol %5 %6 9if 46 5 5 B I
19, G. sitwensis DSM 445767 890 %8 U6 %3 w6 95 95 %1 % o5 %9 o4 %6 90 %6 99 92 % 17 53 B 3
20. G. neofelfagcis AD-GT g1 %5 %9 w0 w2 w2 w6 wT %0 90 o0 o0 %5 o2 %1 %8 92 %3 %7 5 i f
21, G. hirsuta DSM 441407 892 %8 %8 %3 %L BT %y B %3 %L %0 %L %7 %4 %6 L o0 %0 %l %9 5 5
22. Gordonia sp. FSNO4 85 %8 %3 %3 %0 W2 w5 98 94 9T o4 e o4 ey o4 %9 %5 %8 %8 %5 960 0
23. Gordonia $p. NEAOL 895 %8 %3 %3 %0 %2 w5 98 94 w4 e w4 w5 94 %9 %5 %8 %8 %5 %60 100
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Sekil 4.7. Test organizmalari ile Nocardioidaceae familyasindan Kribbella cinsine ait tip
tirlerinin 16S rRNA gen bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli

uygulanan bootstrap degeri nodlarda %350 tizerinde olanlar verilmistir. Niikleotit pozisyon
degisimi %0,1’dir.



Cizelge 4.7. Test izolatlart ve Kribbella cinsine it tanimlanms tip tiirleri arasidaki 16S tDNA sekansina bagh nitkleotit sayist farkliliklart ve % benzerlik degerleri

1. K. hippodromi SLAT
2. K. aluminosa HKI 0478T
3. K. swartbergensis HMC25T

4K jejuensis HDIT
5. K. catacumhae mbae BC630

6. K. sancticallisti BC633T
7.K. solani DSALT

8. K. sandramycini ATCC 39419T
9, K karoonensis Q41T

10. K flavida DSM 17836T

11 Kalba YIM 31075T

12. K ginsengisoli Gsoil 0017
13 K.yunnangnsis YIM 30006T
14, K koregnsis IMSNU 505307
15. Kantibiotica YIM 315307
16. K lupini LUL4T

17 N.basaltis J112T

18, Kribbella sp FMN22

19, Kribbella sp FMN26

20. Kribbella sp.FSNOG

21, Kribbella sp FSN23

100

1 2 3 4 5 b 1 8 9 10 1 122 13 14 15 16 17 18 19 0 2
3 14 19 2 A 4 i} 12 14 19 2 A % 2 A 9% 18 2 19 15
99,0 15 16 A 3 i 2 16 2 2 A 3 2 2% Pl 99 15 18 i 15
9.9 98.8 il 2 2 18 2 16 2 2 19 30 2% kil 2% 100 10 12 il 2
98.5 9.7 98.4 k) 3 3 2% pU 2 30 3 3 k7 3 3 104 | 3 2 18
984 98.4 9.3 975 15 L 14 16 16 14 i L 16 19 16 9 2 Pl 2 il
98.4 98.2 9,0 974 9.8 4] i) 1 13 1 16 A 2 Al Al % 28 30 3 2
99.6 98.7 98.6 9.2 9.1 9%.1 15 16 18 3 pL 5 28 il 5 97 2 Pl 3 19
99.1 98.4 98.4 9,0 9.9 9.7 9.8 10 12 16 16 10 18 15 13 9 2 pL 2 2
99,0 98.7 9.7 9.1 9.7 9.7 9%.7 99.2 12 14 15 2 18 18 15 9% 2 A 3 p
98.9 9.3 9.2 978 9.7 99,0 9.6 99,0 99,0 122 15 2 Al P 14 9 5 a 28 2
985 98.4 9.3 977 9.9 9.7 9.2 98.7 9.9 99,0 15 2% 18 2 14 90 a 2 28 2
98.4 9.1 985 975 9.7 9.7 %.1 9.7 9.8 9.8 9.8 2 12 Al il % A 3 P 20
98.4 97.6 9.7 972 9.1 979 %.1 99.2 98.4 9.3 9,0 9,0 28 2 2 9 k) 3 3 R
9.1 98.2 9,0 974 9.7 9.4 978 98.6 98.6 98.4 9.6 9,0 978 19 Al 97 30 R 3 3l
98.2 9,0 977 973 95 9.4 979 98.8 98.6 9.3 9.2 984 9.2 985 2 87 Rl 3 3 k7
98.4 9.1 9,0 974 9.7 9.4 %.1 99,0 98.8 9.9 9.9 9.4 9.2 98.4 93 % 28 30 3 2
929 925 924 921 930 928 921 930 921 930 932 921 926 921 934 921 100 102 105 99
98.6 9.8 99.2 984 9.3 978 9.3 9.3 9.3 9.1 979 94 975 97.7 97.7 978 924 3 8 19
98.4 98.6 99,0 9.2 9.1 a7 %.1 9.1 9.1 979 978 9.2 974 975 975 9.7 923 9.7 5 P
985 9.7 9.1 9.3 978 976 9%.2 979 9.2 978 978 9%.1 912 975 972 975 921 9.3 9.6 A
98.8 98.8 98.4 98.6 979 978 9.5 983 9.1 9.1 9.1 978 975 97.6 974 978 925 9.5 9.3 9.4
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Sekil 4.8. Test organizmalar1 ile Nocardioidaceae familyasindan Nocardiodes cinsine ait tip
tirlerinin 16S rRNA gen bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli
uygulanan bootstrap degeri %50 ve {lizerinde olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon

degisimi %0,1dir.



Cizelge 4.8, Test izolatlar ve Nocardioides cinsine ait tanimlanmg tip tirleri arasidaki 16S rDNA sekansina baglt milkleotit sayst farkliliklart ve % benzerlik degerleri

L.R. triatomae IMMIB RIV-0T
2.\. albus KCTC 9186T

3N luteus KCTC 9575T
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4.6.2. rpoB  Sekans Verilerinin Analizi ve Filogenetik Dendrogram

Olusturulmasi

MF ve MR primerleri kullanilarak rpoB gen bolgesi amplifiye edilen test
organizmalarinin, dizi eldesinde de MF primeri kullanilmistir (Kim ve ark., 2003).

http://www.ebi.ac.uk web adresinden elde edilen rpoB dizileri MEGA4.1 programi

kullanilarak hizalanmis ve 285-306 bg’lik elde edilen diziler filogenetik analizlerde

kullanilmustir.

Nocardia cinsine ait izolat ve tip tiirlerinin toplu hizalamasi yapilmis ve
bosluklar ¢ikartildiktan sonra elde edilen 302 nt’lik bolgenin filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir. Test organizmalar1 ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine
bagl filogenetik dendrogramlari Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasi
kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining algoritmasinda filogenetik uzaklik matriksi
olarak Jukes-Cantor metodu kullanildi (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler
icin olusturulan filogenetik agaclarin bootstrap analizleri 100 tekrarli olarak Mega 4.1.
(Kumar ve ark., 2008) ve Phylip-3.69 paket programlarinda gerceklestirildi. Nocardia
filogenetik dendrograminda Micromonospora coxensis, Kribbella ve Nocardioides
dendrograminda Nonomuraea salmonea dis grup olarak kullanildi. Nocardioform
gruplarmi temsil eden g¢alisma izolatlar1 ile olusturulan toplu analizler sonucu elde
edilen filogenetik agagta Streptomyces althioticus, Actinomadura formosensis ile
Micromonospora coxensis dis grup olarak kullanildi. Nocardioform gruplarini temsil
eden calisma izolatlar ile ilgili tip tiirlerinin rpoB niikleotit dizileme analizleri sonucu
Neighbour-joining matriksiyle olusturulan filogenetik agaglar Sekil 4.9.-4.11.°de

verilmistir.

FSN35 ve FMN15 nolu izolatlarda 6-9 niikleotit farkliligi ve %97-98 benzerlik
oraniyla N. testacea’a, N. speluncae’a tip tiirii ile de 12-17 niikleotit farkliligi ve %95,8-
97,9 niikleotit benzerligi paylastigi belirlenmistir. FMN18 nolu izolat, 11 niikleotit
farkliligt ve 9%96,2 niikleotit benzerligi ile filogenetik olarak en yakin iliskisinin
Nocardia testacea’a tip tiirii ile oldugu tespit edilmistir. Bu izolatin, N. speluncae’a ile
%93,1 niikleotit benzerligi paylastigi ve 20 niikleotit farkliligina sahip oldugu
goriilmistiir. FMNOG6 toprak izolati ise N. testacea’a 11 niikleotit farkliligi (%96,2 nt
benzerligi) ve 15 niikleotit farkliligi (%93 nt benzerligi) ile N. speluncae’a benzerlik
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gostermektedir (Cizelge 4.9.).

N. speluncae’a 6-7 niikleotit farklilig1 (97,5-97,9 nt benzerligi) oldugu belirlenen
FGN17 ve FGNI19 toprak izolatlar1 N. testacea ile 11-12 niikleotit farklilig1 (%96-96,3
nt benzerligi) gostermektedir (Cizelge 4.9., Sekil 4.9.).

FGN39, FGN43; FSN27 ve FSN271 rpoB gen bolgesi analiz sonuglarina gore;
FGN39 ile FGN43 nolu izolatlar N. araoensis ile N. beijingensis tip tiirlerine 17
(%94,1), N. abscessus’a 22 niikleotit farkliligi (%92,4 nt benzerligi) gostermektedirler.
FSN27 ve FSN271 izolatlarida N. abscessus’a 14 niikleotit farkliligi (%95,1 nt
benzerligi), N. araoensis ile N. beijingensis tip tiirleri ile 15 niikleotit farklilig1 (%94,8

nt benzerligi) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9.).

FSN37, FSN13, FSN14 ve FSN34 test izolatlar1 26-36 niikleotit farklilig
(%87,6-91 nt benzerligi) ile N. arthritidis tip tiiriine en yakin iligkili iken 33-40
niikleotit farkliligi (% 86,2-88,6 nt benzerligi) ile N. asiatica tip susuyla beraber
dendrogramda yer almaktadirlar (Cizelge 4.9.).

Kribbella ve Nocardioides cins iiyeleri ile iligkili olan izolatlarin toplu
hizalamas1 yapilmis ve bosluklar ¢ikartildiktan sonra elde edilen 289 nt’lik bolgenin
filogenetik analizleri gergeklestirilmistir. FMN22, FMN26 ve FSN23 toprak izolatlar
rpoB dizi analizleri sonucu K. hippodromi, K. aluminosa ve K. swartbergensis tip
tiirleri ile 7-35 niikleotit farklilig1 oldugu tespit edilmistir. FMN22 ile FMN26 izolatlar
K. aluminosa’a 9 niikleotit farkliligi (%96,8 nt benzerligi), K. hippodromi’e 11
niikleotit farkliligi (%96,1 nt benzerligi) ve K. swartbergensis tip susu ile 13 niikleotit
farkliligr (%95,5 nt benzerligi) oldugu goriilmektedir. FSN23 K. hippodromi’e 7
niikleotit farklilig1 (%97,5 nt benzerligi), K. aluminosa’a 11 niikleotit farkliligi (%96,1
nt benzerligi) ve K. swartbergensis tip susu ile 13 niikleotit farkliligr (%95,5 nt
benzerligi) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10., Sekil 4.10.).

Nocardioides sp. FMNO8 izolati ve N. luteus tip tiirii arasinda 6 niikleotit
farkliligi ve %97,9 niikleotit benzerligi, N. albus’la ise 7 niikleotit farklilig: ve %97,5
niikleotit benzerligi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Nocardia sp. izolatlarinin MF primeri ile okutulan rpoB gen bolgesinin Neighbour-

joining filogenetik soy agaci. 100 tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve iizerinde olan

nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,5’dir.
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Cizelge 4.9, Test izolatlar ve Nocardia cinsing ait tanumlannus tp tirlert arasindaki rpoB dizisine bagh iikleotitsayi farklaiklart ve % benzerlik degerleri

1. Micromonospora coxensis DM 451617
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MF ve MR primerleri kullanilarak rpoB gen bolgesi ¢ogaltilan ve dizileri elde
edilen test organizmalarin hizalamalar1 yapilmis ve bosluklar ¢ikartilmasiyla elde edilen
283 nt’lik hizalanmis bolge filogenetik analizlerde kullanilmistir. Test izolatlari
arasinda 0-62 niikleotit farklilig1 ve %78-100 niikleotit benzerligi oldugu belirlenmistir.
Nocardia sp. test izolatlar1 arasinda 0-55 niikleotit farkliligi ve %80,5-100 niikleotit
benzerligi elde edilmistir. Kribbella sp. test izolatlar1 kendi aralarinda 0-39 niikleotit
farkliligt ve %86,5-100 niikleotit benzerligi oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11.,
Sekil 4.11.).
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Sekil 4.10. Kribbella ve Nocardioides test ve tip suslarimin MF primeri ile okutulan rpoB gen

bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 100 tekrarli uygulanan bootstrap degeri

%50 ve iizerinde olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,1 dir.

Cizelge 4.10. Test izolatlart ve Kribbella- Nocardioides sp. cinslerine ait tip tiirleri arasindaki rpoB gen bolgesinin bir bolimiiniin (289 b)

dizilemesine nikleotit sayisi farkliliklar ve % benzerlik degerleri

1. K. swartbergensis DSM17345T
2.K. aluminosa DSM18824T

3. K hippodromi DSM19227T

4. N. albus DSMA43109T
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6. N. salmonea DSM43678T
7.Kribbella sp. FSN23

8. Kribbella sp. FMN22

9. Kribbella sp. FMN26

10. Nocardioides sp. FMNOS
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Sekil 4.11. Test organizmalarinin MF primeri ile okutulan rpoB gen bolgesinin Neighbour-
joining filogenetik soy agaci. 100 tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve iizerinde olan

nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,5’dir.
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Cizelge 4.11. Nocardioform test izolatlarinin rpoB gen bélgesinin bir bdlimintn nikleott dizilemesine bagl nikleott sayist farkliiklarn ve % benzerlik deferler

1. Actinomadura formosensis DSM 43997T
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3. Streptomyces althioticus DSM 400927
4, Kribbella sp. FSN23

5. Kribbella sp. FMN22

6. Kribbella sp. FMIN26

T Nocardioides sp. FMNOB

8. Nocardia sp. SFN27L

9, Nocardia sp. FGNLT

10, Nocardia sp. FGN19

11, Nocardia sp. FGN39

12. Nocardia sp. FGN43
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4.6.3. gyrB Sekans Verilerinin Analizi ve Filogenetik Dendrogram

Olusturulmasi

Noc-gyrBF ve Noc-gyrBR primerleri kullanilarak gyrB gen bolgesi amplifiye
edilen test organizmalarin, sekans dizi eldesinde de Noc-gyrBF ve Noc-gyrBR
primerleri kullanilmistir (McTaggart ve ark., 2010). Zayif nitelikli baz dizilerinin
(belirsiz yani 'N' kodlu ve birka¢ duplike baz) yogun oldugu genellikle sekans sonlari
veri setinden uzaklastirilarak elde edilen diziler ¢akistirilmak suretiyle ikili kontrolii
yapilmig ve elde edilen 590-615 bg’lik diziler DSMZ ve EMBL, NCBI gibi gen
bankalarindan elde edilen gyrB dizileri ile MEGAA4.1 programi kullanilarak hizalanmis
ve filogenetik analizler MEGA4.1 ve PHYLIP paket programlarinda
gerceklestirilmistir.

Nocardia cinsine ait izolat ve tip tiirlerinin toplu hizalamasi yapilmis ve
bosluklar ¢ikartildiktan sonra elde edilen 587 nt’lik bolgenin filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir. Test organizmalar1 ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine
bagh filogenetik dendrogramlar1 Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasi
kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining algoritmasinda filogenetik uzaklik matriksi
olarak Jukes-Cantor metodu kullanildi (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler
icin olusturulan filogenetik agaglarin bootstrap analizleri 100 tekrarli olarak MEGA 4.1.
(Kumar ve ark., 2008) ve PHYLIP paket programlarinda gergeklestirildi. Nocardia
filogenetik dendrograminda Gordonia amicalis, Kribbella ve Nocardioides
dendrograminda Nonomuraea salmonea ile Nonomuraea maheshaliensis dis grup
olarak kullanildi. Nocardioform gruplarini temsil eden ¢alisma izolatlari ile olusturulan
toplu analizler sonucu elde edilen filogenetik agagta Nonomuraea salmonea ile
Nonomuraea maheshaliensis dis grup olarak kullanildi. Nocardioform gruplarini temsil
eden calisma izolatlar ile ilgili tip tiirlerinin rpoB niikleotit dizileme analizleri sonucu
Neighbour-joining matriksiyle olusturulan filogenetik agaclar Sekil 4.12-4.14°de

verilmistir.

FMN18 (NocgyrBF ve 804R ile okutulan diziler) ile FMNO06, FMNI15 izolatlar
ayni monofiletik hatta yer almaktadirlar. FMN18 (NocgyrBF ve 804R ile okutulan
diziler) nolu toprak izolat1 yine N. testacea ve N. jinanensis’e sirasiyla 27-29 niikleotit
farkliligt  (%95,4- 95,0 nt benzerligi) oldugu goriilmektedir. FMNIS5 izolati
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N. jinanensis ve N. testacea’a 24 niikleotit farkliligi (%95,9 nt benzerligi) oldugu
belirlenmistir. FMNO6; N. jinanensis ve N. testacea tip suslarina sirasiyla 31-38
niikleotit farklilig1 ve %93,5-94,7 niikleotit benzerligi gostermektedir (Cizelge 4. 12.,
Sekil 4.12.).

gyrB gen bolgesi sekans analizlerine gore, FSN13, FSN37, FSN14 ve FSN34
izolatlar1 Nocardia arthritidis, N. asiatica ve N. beijingensis tip tiirleri ile 21-23
niikleotit farkliligina ve 9%96,0-96,4 niikleotit benzerligine sahip olduklar
belirlenmistir. FSN13, ve FSN37 izolatlar1 N. arthritidis’e 21 niikleotit farklilig:
(%96,4 nt benzerligi) gosterirken, N. asiatica ve N. beijingensis tip orneklerine 23
niikleotit farkliligt (%96,0 nt benzerligi) oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.12., Sekil
4.12.). FSN14 ve FSN34 nolu toprak izolatlar1 da en yakin N. arthritidis’e 21-22
niikleotit farkliligr (%96,2-96,4 nt benzerligi) ile N. asiatica ve N. beijingensis’e 25-26
niikleotit  farklilig1 (%95,5-95,7 nt benzerligi) tespit edilmistir. FSN271;
N. beijingensis’e 41 ve N. araoensis’e 43 niikleotit farklilig1 (%92,6-93 nt benzerligi)
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12., Sekil 4.12.).

Nocardia sp. izolatlar1 gyrB gen bolgesi dizilerine gore kendi aralarinda
niikleotit farkliliklarnin  0-90 ve % benzerlik degerlerinin  84,6-100 oldugu
belirlenmistir. FMN18 izolatinin NocgyrBF ve NocgyrBR primerleri ile ¢ogaltilan ve
yine bu primerlerle elde edilen 610 nt’lik diziyle, F1-R1296R primerleri ile ¢ogaltilan
ve bu primerlerle birlikte F609-804R primeri ile elde edilen 1200 nt dizilerin
karsilagtirilmast  yapilmis ve 610 nt’lik bolgenin %100 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. En yiiksek niikleotit farkliligi ise FSN271 ile FMNO6 izolat1 arasinda
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.12., Sekil 4.12.).

FMN18, FMNI15 izolati1 ile 13 niikleotit farkliligi (%97,7 nt benzerligi) ve
FMNI15 izolati da FMNO6 izolat1 ile 37 niikleotit farkliligina (%93,6) sahip oldugu
belirlenmistir. FSN37 izolat1 ile yakin iligkili olan FSN13, FSN14 ve FSN34 izolatlar1
0-13 niikleotit farkliligi ve %97,7-100 niikleotit benzerligine sahip olduklar
belirlenmistir. FSN37 ile FSN13 izolatlar1 %100 benzerlik degeri paylasirken, FSN14
ile 13 niikleotit farklilig1 (%97,7 nt benzerligi) ve FSN34 ile de 12 niikleotit farklilig:
(%97,9 nt benzerligi) gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.12., Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Nocardia sp. izolatlarimin Noc-gyrBF primeri ile okutulan gyrB gen bdolgesinin
Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 100 tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve

iizerinde olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,2’dir.



Cizelge 4.12, Test izolatlan ve Nocardia cinsine ait tanumlanmis tip tirlert arasindaki gyrB. gen bolgesinin bir bolimiinin (87 be) nikleotitdizilemesine bagh nikleotitsayist frkliiklar ve % benzerlk deerler
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Kribbella ve Nocardioides cins tiyeleri ile iliskili olan izolatlarin toplu
hizalamas1 yapilmis ve bosluklar ¢ikartildiktan sonra elde edilen 320 nt’lik bolgenin
filogenetik analizleri gerceklestirilmistir. Izolatlarin elde edilen dizileri 590-615 nt
uzunlugunda olmasina ragmen, N. luteus tip tiiriiniin elde edilen dizisinin sadece 320
nt’lik kismi izolatlarin gyrB gen dizileri ile hizalanmis ve bu nedenle istenilenden daha
kisa bir bolgenin analizi ger¢eklestirilmistir. FSN23 nolu toprak izolati, K. aluminosa,
K. swartbergensis, K. hippodromi ve K. jejuensis ile 31-39 niikleotit farkliligi ve
%87,3-89,9 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. FMNOS nolu izolat N. albus tip tiiriine
15 niikleotit farkliligi (%95,1 nt benzerligi) ve N.luteus’a da 13 niikleotit farklilig
(%95,7 nt benzerligi) gostermektedir. (Cizelge 4.13., Sekil 4.13.).

Noc-gyrBF- Noc-gyrBR primerleri ile okutulan Kribbella sp., Nocardia sp. ve
Nocardioides sp. izolatlarinin toplu hizalamasi yapilmis ve bosluklar ¢ikartildiktan
sonra elde edilen 582 nt’lik uzunluktaki diziler arasinda 0-110 niikleotit farklilig1 ve
% 81-100 benzerlik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.14., Sekil 4.14.).
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Sekil 4.13. Kribbella sp.ve Nocardioides sp. izolatlarinin Noc-gyrBF primeri ile okutulan
gyrB gen bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 100 tekrarli uygulanan
bootstrap degeri %50 ve iizerinde olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi

%0,2’dir.

(Cizelge 4.13. Test izolatlan ve Kribbella ile Nocardioides cinsine it tip tirleri arasindaki gyrB gen bilgesinin bir boliminin nikleotitdizilemesine bagh nikleofit sayis farkliiklan ve % benzerlik deerler
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Sekil 4.14. Kribbella sp., Nocardia sp. ve Nocardioides sp. izolatlarinin Noc-gyrBF primeri ile

okutulan gyrB gen bolgesinin Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 100 tekrarli uygulanan

bootstrap degeri %50 ve lizerinde olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,2’dir.

Cizelge 4,14, Kriobella, Nocardia ile Nocaraloides cinsine ait test izolatlart arasindaki gyrB' gen bélgesinin bir balimiinin nilkleofit dizilemesine bagh nikleotit sayist farkliliklar ve %% benzerlik degerleri

1, Nonomuraga maheshaliensis DSM 45163T
2.N. salmonea DSM 436787

3. Nocardia $p. FN3T

4. Nocardia sp. FMNOG

5. Nocardioides sp. FMNO8

6. Nocardia $p. FMNL5

7. Nocardia sp. FMN18

8. Nocardia sp. FSN13

9, Kribbella sp. FSN23

10. Nocardia sp. FSN14

11, Nocardia sp. FSN271
12 Nocardia sp. FSN34

1 2 3 4 5 b 1 § 9 10 1l 12
T 7 K | K ¢ N /N v/ V. B v/ B .
974 N L S K L 1 O /A v/ R Vi
00 197 6 10 60 59 0 mn 3 % 12
me 76 891 83 3 40 63 § 65 1 b4
n6 T2 80 87 9 9 10 % 1 12 109
me o Td o 806 B 8l 3 60 %0 60 b1 59
B 781 898 WL 88 97 5 8 b1 60 60
00 197 100 81 80 896 898 m 3 % 12
mg 783 867 80 85 85 848 867 [ () 74
85 790 97T 8% 80 896 &S5 9T il 48 1
B3 785 %22 &6 10 85 86 %2 &Y 97 4
86 792 99 80 812 8% 86 979 &2 98 919



118

5.TARTISMA ve SONUC

Giliniimlizde, aktinomisetlerin sistematigi nlimerik, kemotaksonomik ve
molekiiler metotlarin bir biitlinii olarak ac¢iklanmaya ¢alisilmaktadir. Polifazik
taksonomi olarak nitelendirilen bu tgli yaklasim ile mikroorganizmalarin tiir
seviyesinde tanimlanmasi daha dogru ve net olarak yapilabilmektedir. Polifazik
taksonomi, kimyasal, molekiiler ve fenetik analizlerden elde edilen verilerin birlikte
degerlendirilmesi ve bu verilerin birbiri ile uyumlu olmasi esasina dayanmaktadir.
Molekiiler sistematikteki onemli gelismeler genom organizasyonu, genom replikasyonu
ve degistirilen genom kompozisyonu olarak bilinen birgok mekanizmayla

diizenlenebilmektedir (Coenye ve ark., 2005; Brown-Elliott ve ark., 2006 ).

Polifazik yaklasimlarin; fenetik, kemotaksonomik ve molekiiler o6zelliklerin
kullanilmast ve DNA-DNA homoloji ¢aligmalar1 ile yeni tiir tanimlamalari
yapilmaktadir. Farkli habitatlardan selektif izolasyon yontemlerinin ve cesitli 6n
uygulamalarin yapilmasi ile farkli aktinomisetlerin izolasyonu gerceklestirilmekte ve
yeni tlir tanimlamasimin yapilabilmesi i¢in polifazik taksonomik yaklagimlar
kullanilmaktadir (Coenye ve ark., 2005; Eccleston ve ark., 2008; Hong ve ark., 2009;
Tindall ve ark., 2010). Hayakawa ve Nonomura 1987 yilinda gelistirdikleri hiimik asit
vitamin agar (HV) ortami ile topraktan nadir aktinomisetlerin izolasyonunu
amaglamislardir. Hayakawa ve arkadaslarimin (1996) yapmis oldugu baska bir
caligmada topraktan aktinomisetlerin selektif izolasyonu igin trimoprim ve nalidiksik
asit kullanmiglardir. Farkli aktinomisetlerin selektif izolasyon saglamak amaciyla
Yamamura ve arkadaslar ise siikroz gradient santrifiigasyon yontemini uygulamislar ve

secici besiyeri olarak HV agar ortamini kullanmislardir (Yamamura ve ark., 2003).

Ayni ¢aligmada, Nocardia populasyonu en ¢ok siikroz gradientinde %20’lik
siikroz icerikli tabakada bulunurken, %30, 40 ve 50 oranlarindaki siikroz tabakalarda
Streptomyces cinslerinin sayisinin arttifi gozlemlenmistir. Zoospor olusturan flagella
formunda hareketli aktinomiset olan Actinoplanes cinsi iiyelerinin sadece %10 siikroz
tabakada yogun halde bulunduklart bildirilmistir. Siikroz gradient santrifiigasyon
yonteminde % 20 oraninda siikroz tabaka kullanilarak ve daha sonra bu yontemin

cycloheximide, chlortetracycline ve nalidiksik asit gibi antibiyotikleri iceren HV agara
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uygulanmas1 hem Streptomyces cinslerinin hem de filamentli olmayan bakterilerin
petride goriilme ihtimalini Oonemli Olgiide azaltmistir. Bu yontem, Nocardia cinsi

iyelerin izolasyonu i¢in biiyiik bir avantaj sagladigi belirlenmistir (Yamamura ve
ark.,2003).

Toprak izolasyon calismasinda, 10 farkli lokaliteden alinan toprak ornekleri
belirtilen toprak izolasyon prosediirlerine uygun olarak, bes farkli besiyeri; tryptone
yeast glucose extract agar (TYGA), tryptone yeast glucose extract agar (TYGA)
vitaminli, glucose yeast estract malt agar (GYM), glucose yeast estract malt agar
(GYM) vitaminli ve hiimik asit vitamin agar (HV Agar) kullanilarak dekontaminasyon
islemleri uygulanmis ve dilusyon (107, 10% 10° ve 10™) plaklart 10-14 giinliik
inkiibasyona birakilmistir (Yamamura ve ark., 2003). Nocardioform organizmalarin
izolasyon oranini arttirmak amaciyla %20’lik siikroz yogunlugu kullanilarak santrifiij
islemi gergeklestirilmistir. HV ve vitaminli hazirlanan agar plaklarindan nocardioform
benzeri mikroorganizmalar glukoz yeast ekstrakt agar (GYEA) ortamina aktarilarak
saflagtirilma prosediiriine ge¢ilmistir. Oat meal (Shirling ve Gottlieb, 1966) ve malt
extract agardaki gelisimleri diger organizmalardan farkli oldugu belirlenen 125 test
organizmasi mikolik asit metil esterlerini belirlemek amaciyla TYGA ortaminda asetat

membran filtre ylizeyine aktarilmistir (Cizelge 4.1.).

Gergeklestirdigimiz izolasyon c¢aligmasinda, HV agar ve farkli dort besiyeri
kullanilarak ve 1iki farkli izolasyon prosediir (dilusyon plaka teknigi, siikroz
santrifiigasyon yontemi) uygulanarak toplam 125 Aktinomiset izolat1 elde edilmis ve
16S rRNA gen bdlgesi analizleri ile nocardioform grubu mikroorganizmalarin
filogenetik iliskileri belirlenmistir. HV agar ve siikroz santrifiigasyon yonteminin nadir
aktinomisetlerin izolasyonunda basar1 sagladigini sonuglarimiz da desteklemekte ve

ayni zamanda literatiirlerle uyum igersindedir (Yamamura ve ark., 2003).

Aerobik filamentli aktinomisetlerin karakterizasyonu i¢in kullanilan geleneksel
metodlardan biri olan mikolik asit testleri, mikolik asit i¢eren organizmalar1 diger
aktinomisetlerden ayirmaya yarayan hizli bir kromatografi yontemidir (Hamid ve ark.,
1993; Leite ve ark., 1998; Zuber ve ark., 2008). Mikolik asit i¢eren aktinomisetler
“Mycolata” olarak adlandirilmakta ve ¢ogunlukla, Mycolata grubu iiyesi organizmalarin

hiicre zarflarinda esterlenmis mikolik asitlere baglanan peptidoglikan-arabinogalaktan
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hiicre duvar iskeletleri yapiy1 olusturmaktadir (Chun ve ark., 1996). Mikolik asit igeren
aktinomisetlerin, 6zellikle Corynebacteria, Mycobacteria ve Nocardia’nin sahip oldugu
mikolik asitlerin yapis1 ve tim boyutundaki farkliliklarla, hiicresel yag asitleri,
menakinon ve polar lipit kompozisyonu ile tanimlanip ayirt edilebildigi belirlenmistir
(Cross ve Goodfellow, 1973; Goodfellow ve Minnikin, 1977, 1981, 1984, Keddie ve
Cure, 1977; Minnikin ve ark., 1978, Baba ve ark., 1997). Mikolik asitlerin nitel
degerlendirmesi, Minnikin ve arkadaslarmin 1975’de ince tabaka kromatografik
teknikleri tasarlayarak kullanimi ile kolay ve hizli bir sekilde basarilabilmistir.
Mycobacteria’in metanolizatlari, M. fallax ve M. triviate disindaki digerlerinde,
multispot drnekler, Tsukamurella mycolatlari iki spot verirken, Dietzia, Corynebacteria,
Gordonia, Nocardia ve Rhodococcus tek bir spot olusturmakta ve Rf degerleri onlarin
zincir uzunluk ve yapilarimi yansitmaktadir (Goodfellow ve ark., 1976; Minnikin ve
ark., 1980; Hamid ve ark., 1993; Yassin ve ark., 1995; Yassin ve ark., 1996; Yassin ve
ark., 1997).

Kageyama ve arkadaglarinin gerceklestirdigi ¢alismada (2004) 121 patojen
Nocardia susunun mikolik asit varligi arastirilmis ve bilinen Nocardia suslarinin kabul
goren Rf degerinden (0,47) farkli olarak N. abscessus izolatinin Rf degerini 0,91 olarak
belirlemislerdir. Ayni zamanda bu ¢alisgmada mikolik asit varliginin belirlenmesinin
bircok kemotaksonomik yonteme gore daha kolay ve ucuz bir yontem oldugu da
belirtilmistir (Kageyama ve ark., 2004f).

Belirtilen prosediire gore gerceklestirilen mikolik asit testi (Minnikin ve ark.,
1984b) sonucunda elde edilen mikolik asit esterleri (MAME) ince tabaka kromatografik
(TLC) yontemle, uluslar arasi kiiltiir koleksiyon numarali Nocardia tip suslar ile
birlikte mikolik asit iceren Dietzia, Gordonia, Rhodococcus, Tsukamurella ve
Williamsia tip orneklerinin mikolik asit spotlari aliminyum destekli silika jellerde
kontrol amaglh olarak goriiliir halde saptanmustir (Cizelge 4.2.; Ek-C). Izolasyonu
gerceklestirilen toplam 125 Aktinomiset izolati ve Ozdemir-Kogak (2005)’m yiiksek
lisans caligmasinda sulfonamid duyarlilifi incelenen toplam 20 test susuna asit
metanolizis ve TLC uygulanmasi sonucunda, 18 nocardioform izolatin mikolik asit
igerdigi belirlenmistir (Cardinali ve ark., 1995). Mikolik asit testleri sonucunda
hesaplanan Rf degerlerinin 0,40 ila 0,55 arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir.
Kontrol amagh olarak farkli zamanlarda ayni1 organizmaya uygulanan TLC analizleri

sonucunda dahi Rf degerinde ¢ok kiiclik farkliliklar meydana gelebildigi, bunun
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nedeninin ise sicaklik, solvent miktari, yiiriitme siiresi ve solvent derisimi olabilecegi
belirtilmistir (Cardinali ve ark., 1995). Elde ettigimiz sonuglarin literatiirle uyumlu
oldugu ve Rf degerlerinin 0,40-0,55 araliginda elde edilmesinin de optimize kosullarda
dahi Rf degerlerinin degisim gostermesine bagl oldugu belirlenmistir. 16S rRNA gen
bolgesi ¢aligmast sonucunda bu izolatlarin onaltisinin Nocardia, ikisinin Gordonia
cinsine ait olduklar1 tespit edilmistir. Diger izolatlarimizda mikolik asit varligi tesbit
edilememis ve 16S rRNA gen bolgesi ¢alismasi sonucunda bu izolatlarin yine
nocardioform mikroorganizma gruplarindan Kribbella (dort izolat) ve Nocardioides (bir

izolat) cinsine ait oldugu tespit edilmistir.

Molekiiler ¢alismalarin ilk basamagi olan genomik DNA izolasyonu, segilen
izolatlara uygulanmis ve bu organizmalarinin genomik DNA’lar1 Pitcher ve arkadaslari
(1989) tarafindan tanimlanan guanidin tiyosiyonat DNA izolasyonu metodu kullanilarak
elde edilmistir (Sekil 4.1.). DNA oOrneklerinin miktar tayini ve saflik derecesi UV
spektrofotometrede sulandirilmig 6rneklerin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki degerleri
aliarak belirlenmistir. UV spektrofotometrede yapilan 6lgiimler sonucunda 260/280 nm
oran degerleri, literatiire uyumlu olarak 1,72 ile 1,89 degerleri arasinda elde edilmistir

(Sambrook ve ark., 2001; Cizelge 4.4.).

Molekiiler yontemlerden biri olan 16S rRNA gen dizileme bakteriler arasindaki
filogenetik iliskilerin agiklanmasinda, herhangi bir ortamdan izole edilen bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilan giiglii bir tekniktir (Busse ve ark., 1996). 2000’1 yillardan
itibaren PCR kullaniminin ve DNA dizilemenin yayginlagmasinin sonucu olarak 16S
rRNA gen bolgesinin dizilenmesi bakteriyal izolatlarin dogru sekilde tanimlanmasinda
ve yeni bakteriyal izolatlarin literatiire kazandirilmasinda biiyiik 6neme sahip olmustur.
16S rRNA gen bolgesi tiim tiirlerin tanimlanmasinda olduk¢a faydali ve korunmus
bolgelerin ise tiir igin spesifik bilgi verici 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Brown-
Elliott, 2006). Korunmus bdlgeler yavas evrimlestikleri i¢in cins, tiir ve alt tiir
seviyesinde filogenetik iligkileri belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. 16S rRNA
sekans verileri gen bankalarina deposit edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda bu veri
bankalarindan kolaylikla elde edilebilmektedir. Veri bankalarinda deposit edilmis olan
sekans dizilerinin kalitesi yapilan molekiiler caligmalarin giivenilirligini 6énemli 6l¢iide
etkilemektedir. Son yirmi yilda 1,3 milyon bakterilere ait, 54 bin arkelere ait 16S rRNA
gen dizisi RDP’de arsivlenmistir (Brown-Elliott, 2006; Kim ve ark., 2011).
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16S rRNA gen bolgesiyle birlikte molekiiler taksonominin en temel
analizlerinden biri olan DNA-DNA hibridizasyonunun (DDH) diger molekiiler
analizlerden iistiinliigiine ragmen, baz1 dezavantajlar1 da vardir. ilki, veri olustururken
karsilastirmali veri taban1 olusturmada kullanilamaz. ikincisi, parametrelerin miktar,
genom boyutu, DNA’nin saflifi, %15 karsilikli farklilasma degerlerini etkileyebilir.
Uciinciisii, DDH ¢ok zaman alan ve zahmetli analizlerdir. Son olarak, bu metot yiiksek
seviyede uzmanlik gerektirdigi i¢in sadece ozel laboratuarlarda
gerceklestirilebilmektedir (Gevers ve ark., 2005). Bu nedenle, Ad Hoc komite
bakteriyal tiirlerin, DDH yerine gecebilecek yeni molekiiler metotlarla
tanimlanabilmesini onermektedir (Stackebrandt ve ark., 2002). AFLP ve PCR-RFLP,
DNA dizileme ve yapisal genlerin dizilemesi gibi molekiiler teknikler bakteriyel
taksonomide kullanilabilir. En ideali, herhangi yeni tiplendirme sisteminin, giivenilir ve
pratik bir sekilde verileri olusturmay saglamasidir. Mikrobiyal taksonomistler, baz dizi
temelli metotlarin, DDH’a gore daha ucuz olmasi, yaymlanmis verilerin depolanabilir
olmasi ve ¢ogu laboratuarda uygulanabilir olmas1 gibi daha fazla avantaja sahip en

makul alternatif metot olabilecegi kanisindadir (Stackebrandt ve ark., 2002).

Karsilagtirmali genomik diziler, bakteriyal tanimlama, taksonomi ve filogeniye
yeni ¢igirlar agmaktadir. Hiicresel fonksiyonlar igin gerekli olan gen bdlgelerinin
belirlenmesi, Actinobacteria alt sinifindaki tirlerin tanimlanmasi, taksonomisi ve
filogenesi icin kullanilan ortak degismez genlerin saptanmasiyla yapilabilir. Bu
bolgeler, yeterli filogenetik veriyi sunacak uzunlukta olmak, horizantal gen
transferinden etkilenmemis olmak, tek kopya halinde bulunmak ve primer dizilemesi
icin en az iki yiiksek derecede korunmus bolge icermek gibi belirli kriterlere sahip
olmalidir (Harayama ve Kasai, 2006; Adékambi ve ark., 2011). Ribozomal RNA
genleri, liniversal ve fonksiyonel olarak yliksek derecede korunmus yapiya ve daha
fazla ¢esitlilik gOsteren alanlara sahip oldugu icin filogenetik caligmalarda en iyi
hedeflerden biri oldugu belirlenmistir (Woose, 1987). Modern mikrobiyal taksonomide
filogenetik iliskileri belirlemede en ¢ok tercih edilen 16S ve 23S rRNA gen dizilerinin
disinda diger protein kodlayan gen bdlgelerinin de calisilarak olusturulan verilerin
analizi Ad Hoc komite tarafindan Onerilmis ve en az ili¢ yada dort gen bdlgelesinin
(rpoB, recA, rpoD ve gyrB) calisilmasi gerektigi belirlenmistir (Coenye ve LiPuma,
2002; Stackebrandt ve ark., 2002; McTargat ve ark., 2010).
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McTaggart ve arkadagslar1 2010 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada; 16S rRNA
gen bolgesiyle birlikte dort farkli yapisal gen bolgesinin (gyrB, secAl, hsp65 ve rpoB)
dizilemesini 190 Kklinik, 36 tip ve 11 referans Nocardia susuna uygulamislardir. MLSA
analizleriyle yapilan tanimlamanin korelasyonunun, mikroskobik ornekleme,
biyokimyasal testler ve agir asit analizleriyle uyumluluk oraninin %95 oldugu
belirlenmistir. Bu durum, MLSA analizlerinin daha iyi ayrim yapma giiciinii
desteklemektedir.

56 Nocardia tip susunun gyrB sekanslari ile 16S rRNA gen dizilerinin sonuglari
karsilastirilarak filogenetik analizleri Takeda ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda
gerceklestirilmigtir. Yapilan bu c¢alismada, Nocardia gyrB gen sekaslarmin tir igi
benzerlik oran1 %82,4-99,9 ve 270-2 niikleotit farklilig1 olarak belirlenmistir. 16S rRNA
sekans benzerlik orani1 ise %94,4-100 ve niikleotit farkliligi 75-0 oldugu tespit
edilmistir. Bu veriler gyrB genlerinin farklilasma derecesinin 16S rRNA geninden
yaklasik 3,6 kez (270-75) daha biiyiik oldugunu goéstermistir. Ayni1 zamanda bu ¢alisma
ile Nocardia ve diger iliskili cinsler arasindaki gyrB niikleotit benzerligi %68,1-87,3 ve
16S rRNA sekans benzerliginin de %88,9-97,2 olarak belirlenmistir (Takeda ve ark.,
2010).

Kim ve arkadaglar1 14 Streptomyces, 11 Micromonospora, 3 Amycolaptosis, 4
Tsukamurella ve 2 Nocardia olmak {iizere toplam 34 referans sus ve 16 aktinomiset
toprak izolati ile yaptiklart rpoB gen bdlgesi analizleri sonucunda farkli aktinomiset
cinslerindeki farklilagma i¢in faydali bir genetik metot oldugunu géstermislerdir (Kim
ve ark., 2003). rpoB gen bolgesinin filogenetik iliskiyi gostermede kullanilabilecek
onemli bir molekiiler markor oldugunu gosteren farkli organizma gruplar ile yapilmis
calismalar da bulunmaktadir (Morse ve ark., 2002; Conville ve ark., 2006; Rodriguez-
Nava ve ark., 2006; Guo ve ark., 2008; Adékambi ve ark., 2009).

Tiirler arasindaki filogenetik akrabaligin degerlendirilmesinde tiim genom
sekans analizine dogru bir egilim olsa da giiniimiizde aktinomisetlerin taksonomik
pozisyonlariin belirlenmesinde 16S rRNA sekans verileri temel olusturmaktadir. Ad-
Hoc komitesi 2005 raporuna gore, yeni bir prokaryotik taksonun tanimlanmasinda
calisilan organizmanin en az 1300 nt’den olusan 16S rRNA gen dizisi temel alinip en
yakin akraba taksonlar belirlenmesi gerektigini belirtmistir. 16S rRNA dizilerinin ¢oklu

hizalanmasi sonrasinda filogenetik dendrogram neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987)
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ve maximum-parsimony (Kluge ve Farris, 1969) algoritmalari kullanilarak
olusturulmustur. Neighbour-joining ve maximum-parsimony algoritmalari igin
filogenik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu izlenerek gergeklestirilmistir (Jukes ve
Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan soy agaglarin bootstrap analizleri
1000 tekrarli olarak MEGA 4.1. (Kumar 2008) ve PHYLIP 3.69 paket programlarinda
yapilmustir (Sekil 4.5.-4.8.).

Nocardia cinsine ait toplam onalt1 izolatin 16S rRNA gen bolgesi filogenetik
analizlerinde; Nocardia sp. FMNI18 izolatinin karsilastirilan 1407 nt’lik bélgede 13
niikleotit farkliligr ve %99 benzerlik ile N. speluncae ve N. jinanensis’e benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. rpoB gen bolgesi analizleri sonucunda ise bu izolatin,
karsilagtirilan 302 nt’lik bolgede 11 niikleotit farkliligi  (%96,2 nt benzerligi) ile
N. testacea’a ve N. speluncae ile 20 niikleotit farkliligina (%93,1 nt benzerligi) sahip
oldugu goriilmistiir. gyrB gen bolgesinin filogenetik incelemelerinde karsilastirilan 587
nt’lik bolgede Nocardia sp. FMN18 nolu izolatin N. jinanensis ve N. testacea tip suslari
ile 27-29 niikleotit farkliligr (%95,0-95,4 nt benzerligi) gostermektedir. Magaradan
izole edilen N. speluncae’a 16S rRNA analizlerine gore en yakin filogenetik iligki
gosteren Nocardia sp. FMNI18 izolatinin, rpoB dizi analizlerinde bu tip tiirline 20
niikleotit farkliligi (%93,1 nt benzerligi) ve gyrB gen bélgesi analizlerinde ise 60
niikleotit farklilig1 (%88,7 nt benzerligi) gostermis olmasi bu izolatin yeni bir tiir olarak
literatiirde statiisiinii alacagi diisiiniilmektedir (Cizelge 4.5., 4.9., 4.12.; Sekil 4.5., 4.9,,
4.12)).

Nocardia sp. FMNO6 toprak izolati ile birlikte Nocardia sp. FMN15, Nocardia
sp. NEA44 ve Nocardia sp. FSN35 izolatlar1 16S rRNA gen bolgesinin karsilagtirilan
1461 be’lik bolgesinde N. carnea’a 4-6 niikleotit farkliligi (%99,5-99,6 nt benzerligi)
gosterirken N. flavorosea tip 6rnegine 6-8 niikleotit farkliligr (%99,3-99,6 nt benzerligi)
gosterdigi belirlenmistir. rpoB gen bolgesi analizleri sonucunda, bu izolatlardan
Nocardia sp. FMNO6’nin 11 niikleotit farkliligi (%96,2 nt benzerligi) ile N. testacea’a
ve 15 niikleotit farkliligi (%96,2 nt benzerligi) ile N. speluncae ile benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. rpoB gen bolgesi analizlerine gore Nocardia sp. FSN35 nolu izolatta 6-12
niikleotit farkliligi (%95,8-97,9 nt benzerligi) ile N. testacea ve N. speluncae tip
tiirlerine benzerlik gostermektedir. gyrB gen bolgesinin filogenetik incelemelerinde bu

izolatlardan Nocardia sp. FMNOG6; N. jinanensis ve N. testacea tip suslarina sirasiyla
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31-38 niikleotit farklilig1 ve %93,5-94,7 niikleotit benzerligi gosterdigi belirlenmistir.
Nocardia sp. FMNI15 izolati, N. jinanensis ve N. festacea’a 24 niikleotit farklilig
(%95,9 nt benzerligi) oldugu belirlenmistir. N. carnea ile 16S rRNA analizlerine gore
en yakin filogenetik iliski gosteren Nocardia sp. FMNO06, Nocardia sp. FMN15 ve
Nocardia sp. FSN35 no’lu izolatlarin, 302 nt’lik rpoB gen dizi analizlerinde bu tip
tiiriine 28-29 niikleotit farkliligi (%90,0-90,3 nt benzerligi) ve 587 nt’lik gyrB gen
bolgesi analizlerinde ise 49-53 niikleotit farklilig1 (%90,9-91,7 nt benzerligi) gostermis
olmast bu izolatlarin daha detayli ¢alismalarla yeni birer tiir olarak literatiire
kazandirilmasi amaglanmaktadir (Cizelge 4.5., 4.9., 4.12.; Sekil 4.5., 4.9., 4.12.).

Nocardia cinsi ile 16S rRNA dizine gore iliskili oldugu belirlenen Nocardia sp.
FSN13, Nocardia sp. FSN14, Nocardia sp. FSN34 ve Nocardia sp. FSN37
izolatlarmin 1446 bg’lik bolgede N. abscessus’la 0-13 niikleotit farklilig1 gosterdigi ve
filogenetik agagta ayni dalda yer aldigi belirlenmistir. N. cyriacigeorgica ile 15-28
niikleotit farklilig1 (%97,8-98,8 nt benzerligi) belirlenen bu izolatlarin rpoB gen bolgesi
analizlerinde 302 nt’lik bolgede ise 26-36 niikleotit farkliligi (%87,6-91,0 nt benzerligi)
ile N. arthritidis tip tlirline en yakin akraba oldugu goriilmiistiir. N. asiatica ile 33-40
niikleotit farklilig1 (%86,2-88,6 nt benzerligi) gosteren izolatlar, 587 nt’lik gyrB gen
bolgesi dizi analizlerine gore yine N. arthritidis, N. asiatica ve N. beijingensis tip tiirleri
ile filogenetik olarak iliskili olduklar1 belirlenmistir. Nocardia sp. FSN13, Nocardia sp.
FSN14, Nocardia sp. FSN34 ve Nocardia sp. FSN37 nolu izolatlar N. arthritidis,
N. asiatica ve N. beijingensis ile 21-23 niikleotit farkliligmna (%96,0-96,4 nt
benzerligine) sahip olduklari tespit edilmistir. Benzer kiimelenen bu organizmalar rpoB
gen bolgesi analizlerine gore birbirlerinde 4-14 niikleotit farkliligi gosterdikleri
belirlenmistir (Cizelge 4.9.). gyrB gen bolgesinde ise 0-13 niikleotit farklilig
gostermeleri bu organizmalarin birbirinden farkli fakat yakin iligkili olduklarini
gostermektedir (Cizelge 4.12.). Farkli besiyerlerindeki morfolojik goriintiileride farkli
olan bu izolatlarin, yapilacak daha detayli kemotaksonomik ve molekiiler teknik ve

analizlerle taksonomik posizyonlari netlesecektir (EK-C).

16S rRNA gen bolgesi dizi analizleri ile karsilastirilan 1446 nt’lik bolgede
N. takadensis’le yakin iligkili oldugu belirlenen Nocardia sp. FSN27 ve Nocardia sp.
FSN271 izolatlarinin 7 niikleotit farklilig1 ve %99,4 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Diger en yakin olan tiir N. lijiangensis’le ise 17 niikleotit farklilig1 ve %98,7 benzerlik
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paylasmaktadirlar (Cizelge 4.5., Sekil 4.5.). 302 nt igeren rpoB gen bolgesi dizi
analizleri sonucunda Nocardia sp. FSN27 ve Nocardia sp. FSN271 izolatlar1 da
N.abscessus’a 14 niikleotit farkliigi (%95,1 nt benzerligi), N. araoensis ile
N. beijingensis tip tiirleri ile 15 niikleotit farklilig1 (%94,8 nt benzerligi) oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.9.). 587 nt’lik gyrB gen bdlgesi dizi analizleri ile Nocardia sp.
FSN271’in N. beijingensis’e 41 ve N. araoensis’e 43 niikleotit farkliligi (%92.6-93,0 nt
benzerligi) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12., Sekil 4.12.). Dizileme analizleri
sonucunda rpoB ve gyrB gen bolgelerine gére Nocardia sp. FSN271 nolu izolatin
benzer tip tiirleri ile filogenetik iligki gdstermesi bu gen boélgelerinin birbirleriyle

tutarliligini géstermektedir.

Kribbella tip suslarinin 16S rRNA gen bdlgesi ile yapilan filogenetik analizleri
iyi bir sekilde ayrim saglamasina ragmen gyrB geninin filogenetik agacinin K. solani ve
K. hippodromi kiimelerinin birbirinden daha iyi ayrim sagladigi belirlenmistir (Kirby ve
ark., 2010). Kribbella tip suslarinin gyrB sekans benzerligi %89,48- 98,22 olarak tespit
edilmis ve karsilastirllan 1108 niikleotitte 130-22 niikleotit farklilik gosterdigi
bulunmustur. Bu ¢aligmada DNA bagimli verilerle gyrB kullanilarak yapilan filogenetik
analizler arasinda iyi bir korrelasyon oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, Kribbella cinsi
icerisindeki yakin iligkili tiirlerin ayriminda gyrB gen bolgesinin 16S rRNA gen
bolgesinden daha iyi ayrim sagladigini gostermistir. Ayni1 zamanda gyrB gen bolgesinin
DNA-DNA hibridizasyon deneyleri ile uyumlu oldugu bulunmustur (Kirby ve ark.,
2010).

16S rRNA dizi analizlerine gore karsilastirilan 1412-1421 bg¢’lik bolgede,
Kribbella sp. FMN22, Kribbella sp. FMN26, Kribbella sp. FSNO6 ve Kribbella sp.
FSN23 izolatlarinin K. hippodromi, K. aluminosa, K. jejuensis ve K. swartbergensis tip
ornekleri ile 10-18 niikleotit farkliligi (%98,6-99,2 nt benzerligi) gosterdigi
belirlenmistir. K. hippodromi, K. aluminosa ve K. swartbergensis tip tiirleri ile iligkili
olan Kribbella sp. FMN22, Kribbella sp. FMN26, Kribbella sp. FSNO6 ve Kribbella sp.
FSN23 toprak izolatlarinin 289 nt’lik rpoB gen bolgesi dizi analizleri sonucunda ilgili
tip tiirlerine 7-35 niikleotit farkliligi gosterdigi tespit edilmistir. gyrB gen bdolgesi
caligtlan FSN23 nolu izolat, 320 nt’lik karsilagtirilan gyrB gen bdolgesinde ise
K. hippodromi, K. solani tip tiirlerinden 31-39 niikleotit farkliligi géstermektedir.
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Nocardioides sp. FMNOS test izolat, 1452 b¢’lik 16S rRNA gen bolgesinde
Nocardioides albus ve N. luteus tip 6rneklerine 6-9 niikleotit farkliligi ve %99,3-99,5
oraninda benzerlik gostererek ayni dalda yer almistir (Cizelge 4.8., Sekil 4.8.). Benzer
sekilde, bu izolat, 289 nt’lik rpoB gen bolgesi dizi analizleri sonucunda N. luteus ve
N. albus’la 6-7 niikleotit farklilig1 ve %97,5-97,9 niikleotit benzerligi gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.10., Sekil 4.10.). Nocardioides sp. FMNO8, Nocardioides albus ve
N. luteus tip 6rneklerine 320 nt’lik karsilastirilan gyrB gen bolgesi analizlerine gore 13-
15 niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.13., Sekil 4.13.).

Kageyama ve arkadaslar1 gerceklestirdikleri ¢alismada hem topraktan hem de
klinik 6rneklerden N. abscessus izole etmeyi basarmislardir (Kageyama ve ark., 2004f).
Son doénemde, Tiirkiye’de Nocardia cinsi ile ilgili bir ¢ok c¢alisma yapilmistir
(Babayigit ve ark., 2006; Dervisoglu ve ark., 2008; Per¢in ve ark., 2010; Sazak ve ark.,
2011). Bu calismalar daha ¢ok klinik 6neme sahip Nocardia suslari ile ilgilidir ve farkli
nokardiosiz infeksiyonuna neden olan farkli cinslerin Tiirkiye’de de tanimlandigini

gostermektedir.

Nocardia ve yakin iliskili olan diger cinsleri morfolojik olarak ve biyokimyasal
metotlarla birbirinden ayirmak zordur ve gyrB sekans verilerinin bu cinsleri tanimlamak
icin faydali laboratuar teknikleri gelistirmede yardimei olabilecegi de diisiiniilmektedir
(Takeda ve ark., 2010). 16S rRNA sekans karsilagtirmalar1 cins ve daha yiiksek
taksonomik gruplarin ayrimi igin etkilidir (Monciardini ve ark., 2001; Patel ve ark.,
2004; Kirby ve ark., 2010). gyrB sekans karsilagtirmalari ise tiir seviyesinde filogenetik
iligkileri belirlemek i¢in daha iyi tanimlayict bir bolge oldugu belirtilmektedir (Yamato
ve Harayama, 1995). Fakat, gyrB gen bolgesinin amplifikasyonu 16S rRNA gen
bolgesinden daha zordur. Bunun nedeni ise, yiiksek primer dejenerasyonunun sonucu
olarak kompetetif inhibisyon meydana geldigi icin spesifik amplifikasyon diisiik {iriin
miktari ile sonu¢lanmaktadir (Harayama ve Kasai, 2006).

Aktinomiset liyelerinin tanimlanmasi, tiirleri ayirmada kullanilan hiicresel agir
asitlerin ve 16S rRNA’nin yetersizligi ile kompleks ve hizli degisen taksonomi
nedeniyle zordur. Molekiiler ¢alismalarin temelini olusturan 16S rRNA dizi analizleri
cok yakin iligkili tlirlerin ayriminda yeterli olmadig1 belirlenmistir. Coklu gen analizleri
ile tiirlerin birbirinden ayrimi daha net oldugu ve gyrB gen bolgesi gibi degisken
bolgelere sahip ¢oklu genlerin DDH ile uyumlu oldugu da bir¢cok c¢alisma ile
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belirlenmistir (Yanez ve ark., 2003; Adékambi ve Drancourt, 2004; Everest ve Meyers,
2009; Kang ve ark., 2019).

Calismanin multilokus gen bolgelerinden; rpoB analizlerinde iki farkli primer
kullanilarak sekans verileri elde edilmistir. NFrpoBF ve NFrpoBR primerlerinin
kullanilmast ile gerceklestirilen rpoB gen bolgesinin amplifikasyon {iriinlerinin
dizilemesinde NFrpoBF primeri kullamilmistir (Ishikawa ve ark., 2006). Elde edilen
sekanslar ile gen bankalarinda depolanmis rpoB sekanslari indirilerek MEGA 4.1
programinda hizalanmistir. Yapilan hizalama ¢alismalarinda NFrpoBF primeri
kullanilarak elde edilen sekanslarin piklerinin kaliteli olmamasi nedeniyle analiz
edilememistir. Bu nedenle, farkli bir primer kullanilarak deneysel asama devam
ettirilmistir.  Literatiir  taramast  sonucunda farkli  aktinomiset cinslerinin
amplifikasyonunda basarili olmus MF ve MR primerleri kullanilarak izolatlarin rpoB
gen bolgeleri amplifiye edilmistir (Kim ve ark., 2003). Dizileme g¢alismalarinda MF
primeri kullanilmis ve elde edilen diziler mevcut tip tiirlerinin dizileri ile analiz

edilmistir.

gyrB gen bolgesiyle yapilan ¢alismada, gyrB1-gyrB2 (Shen ve ark., 2006a), 2F-
6R (Richert ve ark.,, 2005) ve F1-R1296R (Takeda ve ark., 2010) primerleri
kullanilmistir. Cogaltilan gen bdlgelerinin dizilemesinde ¢ogaltma primerleri ile birlikte
F609, R804 primerleri kullanilarak dizileme analizleri ger¢eklestirilmistir. gyrB1-gyrB2
ve 2F-6R primerleri ile okutulan bolgelerden elde edilen sekanslarda da piklerinin
kaliteli olmamasi1 nedeniyle analizleri gerceklestirilememistir. F1-R1296, F609 ve R804
primerleri ile okutulan diziler ¢ok iyi sekilde ¢akismis, ancak smirh sayida
organizmanin ilgili gen bolgesi cogaltilabilmistir. Bu durum, gyrB gen bolgesinin
amplifikasyonunun 16S rRNA gen bolgesinden daha zor oldugunu ve literatiirlerde de
bahsedildigi gibi ayni cinsin {yeleri arasinda dahi amplifikasyon kosullarinda
farklilasma olabilecegi tespit edilmistir (Shen ve ark., 2006a; Kang ve ark., 2009;
Takeda ve ark., 2010; McTaggart ve ark., 2010).

NocgyrBF ve NocgyrBR primerleri ile elde edilen gyrB gen bdlgesinin dizi
analizleri sonucunda, Nocardia tip ve toprak izolatlarinin 0-90 niikleotit farklilig
gosterirken, 16S rRNA gen bolgesinin analizlerinde 0-67 niikleotit farklilig1 gosterdigi
belirlenmistir. rpoB gen bolgesinin dizi analizleri sonucunda ise 0-62 niikleotit farlilig

oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar multilokus gen bdlgelerinin, 16S rRNA gen
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bolgesi gibi veya daha iyi ayirt edicilige sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, gyrB
geni, rpoB ve 16S rRNA’dan daha gii¢lii bir ayirt edicilik gostermis ve herhangi iki
Nocardia tiiriiniin, gyrB gen analizleri kullanilarak net olarak birbirinden ayrildigi
belirlenmistir.

Kribbella ve Nocardioides tip tiirlerine ait rpoB ve gryB gen dizilerinin gen
bankalarinda bulunmamasi nedeniyle izolatlarimizi, DSMZ’den temin edilen en yakin
tip tirlerinin ilgili gen bolgelerinin dizileriyle karsilastirmak miimkiin olmustur.
Kribbella ve Nocardioides izolat ve tip tiirlerinin ilgili gen bolgeleri ile saglikli bir
karsilastirma yapmak mimkiin olmamaktadir. Bu c¢alismada ile Kribbella ve
Nocardioides izolatlarmin 16S rRNA gen bolgesine gore en yakin iliskili olan tip
tirleriyle MLSA dizi karsilastirmalarida yapilmistir. Sonugta, MLSA gen bdlgelerinin
dizi analizlerinde ilgili izolatlardan Kribbella sp. olanlarin rpoB gen bolgesinde 0-13
niikleotit farkliligi, gyrB gen boélgesinde ise 5-39 niikleotit farkliligi belirlenmistir.
Nocardioides sp. izolat1 ise rpoB dizi analizlerinde 6-7, gyrB gen bdlgesi analizlerinde
13-15 niikleotit farklilig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglarda, MLSA gen bolgesi
analizlerinin de 16S rRNA dizi analizleri gibi ayirt edici bir markor 6zelligi tasidigini
gostermektedir. Ayrica, 16S rRNA, rpoB ve gyrB gen bdlgesi dizi analizlerinde uyum
olmasi, Ozellikle yeni tlir tanimlamasinda analizler arasinda korelasyon olmasi

gerekliligini tasimasi da olasi yeni tiirleri belirlemede bize 151k tutmaktadir.
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6. ONERILER

1- Bu ¢alismanin sonucunda, Nocardia sp., FMN18; Nocardia sp., FSN271;
Kribbella sp., FMN22; Kribbella sp., FSN23 ve Nocardioides sp. ve FMNO08
izolatlarmin 16S rRNA, rpoB ve gyrB gen bolgesi analizleri ile en yakin tip tiirlerinden
farklilastiklar1  belirlenmistir. 1lgili toprak izolatlarina uygulanacak DNA-DNA
homolojisi, tiim hiicre analizleri, detayli yag asidi ve menaquinon analizleri gibi
kimyasal karakterizasyon, elektron mikroskobisi spor morfolojisi goriintiileme ve en
yakin iliskili olduklar tip tiirleriyle yapilacak niimerik testlerle litaratiire birer yeni tiir
olarak kazandirilmas1 amaclanmaktadir.

2- Tim bu calisma planlamalar1 olasi yeni tiirlerin sistematik konumlarini
kazanmalar1 ve ayn1 zamanda yakin disiplinlere de enzim ve aktif bilesik gibi konular

i¢in arastirma materyali kazandiracagi da 6ngoriilmektedir.

3- N. jinanensis gibi potansiyel antibiyotik {iireticisi tiirle iligkili olan izolatlarin

sekonder metabolit yapilarinin da incelenmesi yakin hedeflerimiz arasindadir.

4- Calismadan elde edilen 16S rRNA, rpoB ve gyrB gen bdlgesi dizilerinin
verileri, gen bank'a (NCBI=National Center for Biotechnology Information, US) Ekim-
Kasim 2011 tarihlerinde deposit edilmis ve 16S rRNA gen bdlgesi igin; Nocardia
cinsine ait FMNO06, FMN15, FMN18, FSN271; Kribbella cinsine ait FMN22 ve FSN23
ve ayni1 zamanda Nocardioides cinsine ait FMNO8 nolu izolatlar igin gen bank erisim
numaralar1 alinmustir (Sekil 4.5., Sekil 4.7.- 4.8.)

rpoB gen bolgesi i¢in, Nocardia cinsi iyelerinden FMNO6, FMN15, FMN18,
FSN271; Kribbella cinsi iiyelerinden FMN22 ve FSN23 ile Nocardioides cinsi iiyesi
FMNO8 nolu izolatlar ve gyrB gen bolgesi igin de, Nocardia cinsi Orneklerinden
FMNO6, FMN15, FMN18, FSN271 ve Nocardioides cinsi iiyesi FMNOS8 nolu izolatlar
icin gen bank erisim numaralari elde edilmistir (Sekil 4.9.- 4.10., Sekil 4.12.- 4.13.).

Calisma izolatlarimiza en yakin ilgili tip tiirlerin de rpoB ve gyrB gen bolgesi
dizileri elde edilmis ve bu dizilerin deposit islemlerinin en kisa zamanda tamamlanmasi
yakin hedeflerimiz arasindadir. Ayni zamanda rpoB ve gyrB gen bolgesi dizileri mevcut
olan diger izolatlarimizinda ilgili gen bolgelerine ait dizilerin deposit islemlerinin

tamamlanmas1 hedeflenmektedir.
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DSMZ’den alinan N. speluncae ve N. jinanensis tip tiirlerinin gyrB gen
bolgelerinin dizileri elde edilmis, fakat Ekim 2011°’de (Everest ve ark., 2011) bu tip
tiirlerinin gyrB dizileri gen bankasma deposit edildigi belirlenmistir. Ilgili tip tiirlerin
deposit edilmis olan dizileri ile ¢alismamizda elde ettigimiz diziler karsilastirilmis ve bu
dizilerin %100 benzer olmasi yapilan c¢alismanin dogrulugunu gdstermesi agisindan
olduk¢a 6nemlidir.

5- Kribbella ve Nocardioides cinsleri ile ilgili MLSA dizi verilerinin yetersiz
olmasi ve ¢alismamizda da siirhi sayida ilgili cinslere ait tip tiirlerinin kullanilmis
olmasi, bu cinslerle yapilan c¢alismalarda saglikli karsilagtirmalarin yapilmasina izin
vermemistir. Bu nedenle bu cinslere ait daha fazla sayida tip tiirinlin eldesi ve farkl

MLSA bolgelerinin ¢alisilarak literatiire kazandirilmasi da amaglarimiz arasindadir.
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EK-A: Kiiltiir Ortamlarimin Bilesimi ve Hazirlanisi
Humik Asit Vitamin Agar (HV agar, Hayakawa ve Nomomura, 1987)

Humik asit vitamin agar (HV agar), nocardioform ve nadir aktinomisetlerin

izolasyonunda selektif besiyeri olarak kullanildi.

Humik asit 1gr
Na,HPO, 059
KCI 179
MgSO,-7H,0 50 mg
FeSO,-7H,0 10 mg
CaCO3 10 mg
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Ortama ilave edilmeden once, humik asit 10 ml 0,2 N NaOH i¢inde ¢oziildi ve
diger ortam bilesenleriyle birlikte birka¢ dakika homojen olana kadar kaynatildi ve oda
1s1sinda biraz sogutulduktan sonra pH’s1 0,1 M NaOH veya HCI ile ayarlandi. Agar
ilave edilip homojen hale gelene kadar karistirilarak kaynatildi. Kaynama esnasinda
buharlasan su kismi tamamlandi ve hazirlanan kiiltiir ortami1 otoklava dayanakli 500
ml’lik agz1 kapakli cam siselere 400’er ml olacak sekilde boliinerek 121°C’de 20 dk

otoklavda steril edildi.

Distile suda ¢oziilen vitamin karisimi, steril 0,45 pum ¢apindaki membran filtreden
gecirilerek steril edildi ve stoklama yapilan sisenin etrafi aliiminyum folyo ile
kapatilarak +4 °C’de saklandi.

Otaklavlanan ve 55°C’de bir siire bekletilen besiyeri ortamina antibiyotiklerle

birlikte her 400 mI’ye 1 ml olacak sekilde vitamin stok solusyonundan ilave edildi.
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Vitamin Stok Solusyonu

Thiamine hydrochloride 0,5mg
Riboflavin 0,5mg
Niacin 0,5mg
Pyridoxine hydrochloride 0,5mg
Inositol 0,5mg
Calcium pantothenote 0,5mg
p-Aminobenzoik acid 0,5mg
Biotin 0,25 mg
Distile su 10 ml

Tryptone Yeast Glucose Extract Agar (TYGA, Blackall ve ark., 1989)

Tryptone yeast glucose extract agar (TYGA), topraktan mikroorganizmalarin
izolasyonunda ayirt edici besiyeri olarak ve mikolik asit analizlerinde kullanilacak

organizmalarin gelistirilmesinde kiiltiir ortam1 olarak kullanildi.

Tripton 39
Maya 59
Glukoz 50
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7,0

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve pH 7’e
(0,1 M) NaOH veya HCI ile ayarlandi. Agar ilave edilerek siirekli karistirmak suretiyle
kaynamaya birakildi ve kaynama esnasinda buharlasan su kismi tamamlandi ve
hazirlanan kiiltiir ortam1 otoklava dayanakli 500 mI’lik agz1 kapakli cam siselere 400’er

ml olacak sekilde boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.
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Tryptone Yeast Glucose Extract Vitaminli Agar

TYGA agar i¢ine, hazirlanan vitamin stok c¢ozeltisinden 400 ml’de 1 ml olacak

sekilde ilave edilerek TYGA vitaminli ortam hazirlandi.
Glukoz Yeast Malt Ekstrakt Agar (GYME, Rapp, 1974)

Mikroorganizmalarin topraktan izolasyonunda ve morfolojik incelemelerinde
kullanildi.

Glukoz 4g
Yeast ekstrakt 49
Malt ekstrakt 109
CaCO3 29
Agar 129
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve pH 7,2°¢
(0,1 M) NaOH veya HCl ile ayarlandi. Agar ilave edilerek siirekli karigtirmak suretiyle
kaynamaya birakildi ve kaynama esnasinda buharlasan su kismi tamamlandi ve
hazirlanan kiiltiir ortam1 otoklava dayanakli 500 ml’lik agz1 kapakli cam siselere 400’ er

ml olacak sekilde boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.

Glukoz Yeast Malt Ekstrakt Vitaminli Agar

GYME agar i¢ine, hazirlanan vitamin stok c¢ozeltisinden 400 ml’de 1 ml olacak

sekilde ilave edilerek GYME vitaminli ortam hazirlandi.

Glucose Yeast Estract Agar (GYEA, Gordon ve Mihm, 1962)

Glukoz yeast extract agar, tiim nocardioform izolatlarin ve tip tiirlerinin

gelistirilmesi i¢in kiiltiir ortam1 olarak kullanild.
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Glukoz 10g
Maya 10¢g
Agar 189
Distile su 1000 ml
pH 6,3

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve pH (0,1
M) NaOH veya HCI ile ayarlandi. Agar ilave edilerek siirekli karistirmak suretiyle
kaynamaya birakildi ve kaynama esnasinda buharlasan su kismi tamamlandi ve
hazirlanan kiiltlir ortam1 otoklava dayanakli 500 ml’lik agz1 kapakli cam siselere 400’er

ml olacak sekilde boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.

Oat meal Agar (Shirling ve Gottlieb, 1966)
Oat meal agar (ISP 3) ortami, mikroorganizmalarin morfolojik incelemelerinde

kiltir ortami olarak kullanildi.

Oat meal 20 ¢
Agar 18 ¢
Trace salt solution (Shirling ve Gottlieb, 1966) 1ml
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Pridham ve Gottlieb’s Trace Salt Solution (Shirling ve Gottlieb, 1966)

CuS04.5H,0 0,64 g
FeS0,4.7H,0 0,11g
MnCl,4H,0 0,799
ZnS0,4.7H,0 0,15¢g
Saf su 100 ml

Ortam igerikleri 100 ml saf suda c¢oziildikten sonra 121°C’de 15 dakika

otoklavland1 ve sonrasinda +4°C’de saklandi.
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Oat meal (Ticari organik {irtin), 1000 ml saf su igerisinde 20 dk kaynatilarak
¢oziildii ve silizgecden gecirildi. Ardindan oda 1sisinda sogumaya birakildi ve
soguduktan sonra eksilen su miktar1 tamamlanarak pH’s1t 0,1 M NaOH veya HCI ile
ayarlandi ve agar ilave edilerek homojen hale gelene kadar karistirilarak kaynatildi.
Hazirlanan oat meal agar, otoklava dayanikli cam siselere aktarilip, 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi. Sterilizasyon isleminden sonra 50-55°C’ye ayarli su banyosunda bekletildi
ve 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik kosullarda trace salt solution’dan 1

ml/ L olacak sekilde ilave edildi ve besiyeri petrilere dokiildii.

Malt Extract Agar
Malt Extract Agar 48 g
Distile su 1000 ml

Uygun miktarda tartilan besiyeri 1000 ml distile suda 1sitmali magnetik karistiric
lizerinde agar eriyinceye kadar karistirildiktan sonra 121°C* de 1,1 atm’ de 20 dk

otoklav edildi.

Glukoz Yeast-Extract Broth
Glukoz yeast-extract broth, DNA izolasyon galismasi i¢in hiicre pelleti elde

edilmesinde kiiltiir ortami1 olarak kullanilmstir.

Glukoz 10g
Yeast extract 10¢
Saf su 1 litre
pH 6,8-7,2

Tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre ile ortam pH’ s1 6l¢iildii.
pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek yapildi ve besi yeri
manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirildi. Otoklava dayanikli 100
ml’lik erlenlere 40 ml olacak sekilde paylastirildi ve agizlar1 6nce pamukla kapatilip
ardindan aleminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C’ de 1,1 atm’ de 20 dk otoklavla

steril edildi.
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Glukoz-Malt-Yeast Extract Broth

Glukoz-malt-yeast-extract broth, DNA izolasyon ¢alismasi i¢in hiicre pelleti elde

edilmesinde kiiltiir ortami1 olarak kullanilmistir.

Glukoz
Yeast extract
Malt extract
Saf su

pH

49

49
10¢

1 litre
7,2-7,4

Tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre ile ortam pH’ s1 6l¢iildii.

pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek yapildi ve besi yeri

manyetik karistirictda homojen hale gelene kadar karistirildi. Otoklava dayanikli 50

ml’lik erlenlere 30 ml olacak sekilde paylastirildi ve agizlar1 dnce pamukla kapatilip

ardindan aleminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C” de 1,1 atm’ de 20 dk otoklavla

steril edildi.

Tryptone Yeast Glukoz Extract Broth

Tryptone yeast glukoz extract broth organizmalarin gelistirilmesinde siv1 kiiltiir

ortami olarak kullanildi.

Tripton
Maya
Glukoz
Distile su

pH

1000 ml
7,0

Ortam igerikleri 1000 ml distile su igerisinde ¢6ziildii ve pH 7’¢ (0,1 M) NaOH

veya HCI ile ayarlandi. Hazirlanan kiiltiir ortam1 otoklava dayanakli 50 ml’lik cam

erlenlere 30’ar ml olacak sekilde boliinerek ve agizlart 6nce pamukla kapatilip ardindan

aleminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.
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EK-B: Cozeltilerin Bilesimi ve Hazirlanisi

Mikroorganizmalarin izolasyonu Asamasinda kullanilan Cézeltiler

Ringer ¢ozeltisi
10’luk sulandirma islemlerinde kulanildi.

Ringer 1 tablet
Distile su 500 ml

500 ml saf su i¢inde ¢dziilen ringer ¢ozeltisi S00 ml’lik otoklavlanabilir cam

siselere konularak 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.

Siikroz ¢ozeltisi (Yamamura ve ark., 2003)

Literatiire uygun olarak nocardioform grubu organizmalarin en yogun sekilde
elde edildigi %20 ‘lik siikroz konsantrasyonuna uygun olarak %20’lik siikroz ¢ozeltisi

hazirlandi ve siikroz gradient tekniginde kullanildi.

Stikroz 209
Distile su 80 ml

80 ml saf suda ¢oziilen siikroz, 0,45 um ¢apindaki membran filtreden gegirilerek

steril edildi ve 10 mI’lik cam siselere 9 ml ilave edilerek hazirlandi.

%20’lik Gliserol Stok Cozeltisi (Wellington ve Williams, 1978)

Gliserol siispansiyonu, test orneklerinin ve tip suslarinin spor veya miselyumlarinin

uzun stireli —18°C’de stoklanmasi i¢in hazirlandi.
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Gliserol (Park, Northampton, UK) 20 ml

Distile su 80 ml

%20 v/v gliserol siispansiyonu yaklasik 1,5 ml miktarinda agz1 kapakh kiigiik

tiiplere konularak 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi.

Mikolik Asit Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler

0,3 M Fosfat Tamponu pH ~ 12
Bu ¢ozelti, lize edilen oOrneklerin yikanmasi ve diger hiicre kisimlarindan

mikolik asit esterlerinin daha saf sekilde ayrilmasi i¢in kullanildi.

NaOH 19
Na,HPO, 3,559
Distile Su 200 ml

1 g NaOH, 3,55 g Na,HPO, 200 ml distile su iginde ¢oziildii ve 100 ml’lik
otoklavlanabilir agzi kapakli cam sigelere boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril
edildi.

Metanol/ Toluen/ Konsantre Siilfiirik Asit Cozeltisi (30:15:1 v/v)
Metanol/toluen/konsantre stlfiirik asit ¢ozeltisi (30:15:1 v/v)

mikroorganizmalarin lize edilmesi amaciyla kullanildi.

Metanol 90 ml
Toluen 45 ml
Konsantre Sulfiirik Asit 3 ml

Aseptik kosullarda, steril edilmis cam pipet kullanilarak 90 ml metanol, 45 ml
toluen ve 3 ml konsantre siilfirik asitten alinarak ana stok olusturuldu ve her 6rnege 3

ml ilave edildi.
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Petrol Eter Aseton Cozeltisi (95:5 v/v)
Petrol eter aseton ¢dzeltisi (95:5 v/v), izole edilen mikolik asit metil esterlerinin
aliiminyum bazlhi silika jel tabakalarina yiiklenmesinden sonra yiiriitme isleminde

kullanilan solvent ortamdir.

Petrol Eter 95 ml
Aseton 5ml

Aseptik kosullarda, steril edilmis cam pipet kullanilarak 95 ml petrol eter i¢ine 5

ml aseton ilave edilerek hazirlanir.

Etanolde Molibde Fosforik Asit Solusyonu (50 g/ 1™
Etanolde molibde fosforik asit solusyonu (50 g/ I™"), mikolik asit metil esterlerini

goriiliir hale getirmek i¢in kullanildi.

Molibde fosforik asit 59
Etanol 100 mi

Molibde fosforik asitten 5 g 6l¢iilerek 100 ml etonolde ¢ozdiiriildii ve spreyleme
yapildi. Her bir plaka i¢in 50 ml’lik etanolde molibde fosforik asit solusyonu yeterli

geldigi i¢in bu orana gore spreyleme solusyonu hazirlandi.

Genomik DNA izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

05MEDTA, pH 8

EDTA (Merck) 186,1 g
DDH,0 (Double distile su) 1000 ml

800 ml DDH,O0 igerisine 186,1 g EDTA ve ~ 20 g NaOH pelleti ilave edilerek
manyetik karistirici lizerinde berraklagincaya kadar ¢oziildii. Son hacim DDH,0 ile
1000 ml’ye tamamlandi. 100 m1’lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15 dk

otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda sakland.
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1M Tris, pH 8
Tris (Merck) 1211 ¢
DDH,0 1000 ml

800 ml DDHyO0 igerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karistirici tizerinde
50°C’de berraklagincaya kadar ¢oziilerek oda sicakliginda sogumaya birakildi. pH 8’de
1 M Tris elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 ml %38’lik HCI ilave edildi. Son hacim
DDH,0 ile 1000 mlI’ye tamamlandi. 100 ml’lik agz1 kapakli cam siselere bdliinerek
121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

TE tamponu, pH 8

0,5M EDTA, pH 8 (Merck) 2 mi
1M Tris, pH 8 10 ml
DDH,0 1000 ml
Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100 mI’lik agz
kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda

sicakliginda saklandi.

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) 10 ml
500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 1,5 ml’lik

steril eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

Proteinaz K (2 mg/ml)

Proteinaz K (AppliChem) 2mg
TE tamponu 10 ml
2 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu igerisinde ¢6ziildii. 1,5 ml’lik steril

eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.
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7,5 M Amonyum asetat

Amonyum asetat (AppliChem) 57,81¢g
DDH,0 100 ml
57,81 g amonyum asetat 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konularak iizerine
yaklasik 40 ml DDH,O ilave edildi. Son hacim DDH,0 ile 100 ml’ye tamamlandi.
Manyetik karigtiric1 lizerinde 50 “C’de berraklasincaya kadar ¢oziildii. Soliisyon 121
°C’de 15 dk otoklav edilerek +4°C’de saklandi.

%10’luk Sarkosil

N-Laurylsarcosine (Sigma) 1lg

DDH,0 10 mi

1 g N-laurylsarcosine 8 ml DDH,0 igeren 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye
konularak manyetik karistirici tizerinde 50°C’de berraklasincaya kadar ¢oziildii.
Soliisyon 25 ml’lik meziire aktarilip son hacim DDH;0 ile 10 ml’ye tamamlandi ve stok
sisesine aktarilip otoklav ile steril edildi. Otoklavlama isleminden sonra sisenin etrafi

aliminyum folyo kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

Guanidin thiosiyanat soliisyonu (5 M guanidin thiosiyanat, 100 mM EDTA,
% 0,5 sarkaosil)

Guanidine thiosiyanat (AppliChem) 60 g
DDH,0 (otoklav edilmis) 20 ml
0,5M EDTA, pH 8 20 ml

60 g guanidine thiosiyanat steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu ve
tizerine steril 20 ml DDH,0 ve 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) ilave edildi. Soliisyon
manyetik karistiricida 65°C’de berraklagincaya kadar ¢oziildii ve oda sicakliginda
soguduktan sonra, 5 ml N-Laurylsarcosine %10 v/v (otoklav edilmis) ilave edilip son
hacim steril DDH,0 ile 100 m1’ye tamamlanarak 0,45 pm c¢apindaki membran filtreden

gecirildi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak oda sicakliginda sakland.

Kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v)

Kloroform (Merck) 24 ml
Izo-amil alkol (Merck) 1ml
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Steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam sise icerisinde steril cam pipetler kullanilarak

soliisyon hazirlandi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak +4°C’de saklandi.

1zo-propanol
100 ml izo-propanol (J.T. Baker) steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu

ve sisenin etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak —18°C’de saklandi.

%70°lik etanol

%100’liik alkol 70 mi
DDH,0 (otoklav edilmis) 30 ml
Steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam sise icerisinde steril cam pipetler kullanilarak

soliisyon hazirlandi ve —18°C’de saklandi.

RNAaz (10 mg/ml)

RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 1ml
10 mg RNA az 1 ml TE tamponu igerisinde ¢6ziildi. 1,5 ml’lik steril eppendorf
tiiplere 1’er ml boliinerek —18°C’de saklandi.

8M LiCl,
LiCl, (Merck) 33,912 ¢
DDH,0 100 ml

33,912 g LiCl tartilarak bir beher igerisine konuldu ve tizerine 60 ml DDH,0 ilave
edildi. Manyetik karistiric1 tizerinde 50°C’de ile berraklasincaya kadar ¢oziildii ve son
hacim 100 ml’ye tamamlanarak 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu. Soliisyon

121°C’de 15 dk otoklav edilerek oda sicakliginda saklandi.

Fenol-kloroform-izo-amil alkol (25:24:1 v/v)

Fenol-kloroform--izo-amil alkol (25:24:1 v/v; AppliChem) istenilen oranlarda
hazir olarak alindi. Bu kimyasal maddenin molekiiler biyoloji ¢alismalarinda

kullanilabilir 6zelligini tasimasi onemlidir. 100 ml’lik steril edilmis agz1 kapakli cam
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siseye aseptik sartlarda transfer edildi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak

+4°C’de saklandi.

DNA izolasyonu Kontroliinde Kullanilan Cézeltiler

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris 121,109
Borik asit (Merck) 61,839
EDTA (susuz) 5849
DDH,0 1000 ml

Soliisyon igerikleri tartild1 ve 1000 ml’lik beher icerisine kondu. Igerisine 500 ml
DDH,0 ilave edilerek soliisyon manyetik karistirict iizerinde berraklagincaya kadar
tutuldu. Son hacim 1000 mI’ye tamamlanip, %33’liik HCI kullanilarak pH 8’e ayarlandi

ve +4°C’de saklandi. Presipitat olustugu takdirde kullanilmamalidir.

1XTBE, pH 8
10xTBE tamponu 50 ml
DDH,0 450 ml

Soliisyon igerikleri meziirle olgiiliip, agz1 kapakli 500 ml’lik cam sise igine

konularak oda sicakliginda tutuldu.

Etidyum Bromiir (10 mg/ml stok)

Etidyum bromiir (Sigma) 100 mg
DDH0 10 ml
100 ml’lik agz1 kapakli cam sise igerisine 100 mg etidyum bromiir ve 10 ml
DDH;0 su ilave edildi. Manyetik karistirici lizerinde birka¢ saat karistirilarak
hazirlandi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo kapatilarak +4°C’de saklandi. Hazirlanan bu
soliisyondan her 100 ml agaroza 5 pl olacak sekilde ilave edilmektedir.
Agaroz hazirlarken etidyum bromiiriin buharlagsmasin1 engellemek igin sicaklik

~ 60°C’ye gelince ilave edilmelidir.
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Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg

Gliserol 5 ml
0,5MEDTA 1,5 ml
DDH,0 3,5ml

Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500 pl seklinde
dagitild1 ve +4°C’de saklandi.
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Ek-C

Toprak izolasyonu ve Saflastirma Plaklarinin Gériintiileri

HV agar ortaminda Moskova topraginin toprak izolasyon prosediirii ve siikroz gradient
prosediiriine gore hazirlanan 102 ve 107 dilusyon plaklar1

Sindirgi ve Moskova topraklarimin siikroz gradienti uygulanarak hazirlanan 102 ve 107 dilusyon
plaklari
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Stok yapmak amaciyla GYE agar iizerine yogun ekimi yapilmig mikroorganizmalar
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N. speluncea TYG agar  N. speluncea Oat meal agar FMN18 TYG agar

FMN18 Oat meal agar N. jinanensis GYM N. jinanensis Oat meal agar

FGN17 Oat meal agar FGN19 TYG agar N. carnea TYG agar

N. carnea Oat meal agar NEA44 TYG agar NEA44 Oat meal agar
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FSN27 Oat meal agar

K. aluminosa TYG agar K. aluminosa Oatmeal agar FSNO06 Oat meal agar

K. hippodromi Oat meal agar

K. swartbergensis K. swartbergensis TYG agar K. swartbergensis GYMA
Oat meal agar
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FMNZ22 Oat meal agar FMN26 TYG agar N. albus TYG agar

N. luteus Oat meal agar FMNO08 Oat meal agar FSN13 TYG agar

FSN14 TYG agar FSN34 TYG agar FSN37 TYG agar

TLC Yontemiyle Belirlenen Mikolik Asit Metil Esterlerinin Goriintiileri
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1, N317T; 2, FMNOG6; 3, FMN15; 4, FMN18; 5, FSN13; 6, FSN14; 7, FSN27; 8, FGN17,;
9, FGN19; 10, FGN39; 11, FGN43; 12, FSN37

OZGECMIS
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