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OZET

TUZLANMIS DERILERDEN ZAYIF HALOFIiL BAKTERILERIN iZOLE EDILEREK
TANIMLANMASI VE BIYOTEKNOLOJIiK ONEMLERININ ARASTIRILMASI

Ham deri Ornekleri, yliiziildiikten sonra mamul deri héline getirilmediginde tuzlanarak
depolanmaktadir. Derilerin korunmasinda kullanilan tuzlar islem goérmemisse, tuzlardaki
halofil bakteriler derileri kontamine ederek deri kalitesini diistirmekte ve ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir. Calismamizda tuzlanarak 6 ay 20°C’de depolanmis 10 adet koyun derisi
orneginde bulunan zayif halofil bakterilerin izole edilerek molekiiler olarak tanimlanmasi,
biyoteknolojik agidan dnemli enzimlerinin tespit edilmesi, bakteriyosin iretim kapasitelerinin
belirlenmesi  ve deri sektoriinde kullanilan kimyasal bir maddenin (sodyum
dimetilditiyokarbomat) hangi konsantrasyon degerlerinde bu bakterileri inhibe edebildigi
aragtirilmistir. Orneklerdeki toplam zayif halofil, proteolitik ve lipolitik aktivite gdsteren zayif
halofil bakteri sayilar1 sirasiyla 1x10%-4x10° kob/g, 2x103-4x10* kob/g ve 1x102-3x10* kob/g
olarak saptanmistir. Orneklerden toplam 20 adet zay1f halofil bakteri izole edilmistir. izolatlarin
optimum gelistigi tuz konsantrasyon, sicaklik ve pH araliklari sirasiyla %3-5, 37-45 °C ve 7-8
olarak tespit edilmistir. izolatlarin tamami proteaz, 12 izolat lipaz (%60), 1 izolat iireaz (%5),
17 izolat DNaz (%85), 2 izolat pullulanaz (%10), 9 izolat ksilanaz (%45), 18 izolat seliilaz
(%90) aktivitesi gostermistir. Higbir izolat amilaz ve -galaktosidaz aktivitesi gostermemistir.
Izolatlarin tamamimin Gram (+), comak sekilli, katalaz ve oksidaz pozitif oldugu tespit
edilmistir. Izolatlarin farkli karbon kaynaklarindan (D-ksiloz, D-mannoz, D-riboz, sukroz) asit
iiretebildigi saptanmustir. izolatlarin derilerin yapisinda bulunan amino asitleri (L-alanin, L-
sistein, L-glisin, L-treonin) parcalayabildigi tespit edilmistir. izolatlar, 16S rRNA dizi analiz
sonuglaria gore Bacillus aerius, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus atrophaeus, Bacillus
haynesii, Bacillus kochii, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus, Bacillus rugosus ve Bacillus
safensis olarak tanimlanmistir. Tanimlanan izolatlardan Bacillus aerius bakteri susu tarafindan
iiretilen bakteriyosinin termostabil yapida oldugu, yiiksek pH ve tuz degerlerinde aktivitesini
kaybetmedigi, lipaz enzimiyle muamele edildiginde aktivitesini korudugu, proteinaz K
enzimiyle muamele edildiginde ise aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir ve deri
endiistrisinde kullamlabilirligi 6ngoriilmiistiir. Izolatlarin deri endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan sodyum dimetilditiyokarbomat aktif icerikli kimyasal maddeye karst duyarlilik
durumlan Kirby-Bauer disk diflizyon metoduyla arastirilmis ve izolatlarin bu kimyasala kars1

duyarli olduklari tespit edilmistir. Izolatlarin belirtilen kimyasala kars1 duyarli olmasi sebebiyle



bu maddenin ilgili bakterilerin inhibisyonu amaciyla deri endiistrisinde kullanilabilme

potansiyelinin oldugu disiiniilmektedir.

Ekim, 2023 DILEK YALCIN



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SLIGHTLY HALOPHIL BACTERIA FROM SALTED SKIN
AND INVESTIGATION OF THEIR BIOTECHNOLOGICAL IMPORTANCE

Rawhide samples are stored in salt curing in cases where they are not turned into finished leather
immediately after skinning. If the salts used for the protection of the leather are not processed,
the halophilic bacteria found in the salts contaminate the leather, reducing the leather quality
and causing economic losses. In the present study, the isolation and molecular identification of
slightly halophilic bacteria, determination of their biotechnologically important enzymes, and
their bacteriocin production capacity, and their control with a chemical substance (sodium
dimethyldithiocarbomate) were investigated in 10 salted sheepskin samples that were stored at
20 °C for 6 months. The total number of slightly halophilic bacteria, proteolytic slightly
halophilic bacteria, and lipolytic slightly halophilic bacteria in the samples were determined as
1x10%*-4x10° CFU/g, 2x103-4x10* CFU/g, and 1x10%-3x10* CFU/g, respectively. Twenty
slightly halophilic bacteria were isolated from the samples. The optimum salt concentration,
temperature and pH ranges at which the isolates grew were 3-5%, 37-45°C, and 7-8,
respectively. While all isolates showed protease activity, the number and percentage of isolates
showing lipase, urease, DNase, pullulanase, xylanase, and cellulase activities were 12 (60%), 1
(5%), 17 (85%), 2 (10%), 9 (45%), and 18 (90%), respectively. None had amylase and -
galactosidase activities. All isolates were Gram (+), rod-shaped, catalase and oxidase positive.
The isolates were found to be able to produce acid from different carbon sources (D-xylose, D-
mannose, D-ribose, sucrose) and to break down amino acids (L-alanine, L-cysteine, L-glycine,
L-threonine) found in the skin structure. According to the results of 16S rRNA sequence
analysis, the isolates were identified as Bacillus aerius, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
atrophaeus, Bacillus haynesii, Bacillus kochii, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus, Bacillus
rugosus and Bacillus safensis. It has been established that the bacteriocin produced by Bacillus
aerius from the identified isolates is resistant to heat, and does not lose its activity at high levels
of salt and pH. Conversely, when treated with proteinase K enzyme, it loses its activity entirely
but retains its effectiveness when treated with lipase enzyme. Additionally, its potential use
within the leather industry has been predicted. The Kirby-Bauer disc diffusion method was used
to investigate the susceptibility of the isolates against the chemical substance containing sodium
dimethyldithiocarbomate as an active ingredient, which is commonly used in the leather

industry. As the isolates exhibited sensitivity to the chemical, it is thought that this substance
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could be utilized within the leather industry to combat associated bacterial growth.
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BOLUM 1
1. GIRIS

Dericilik, diinya ekonomisinde 6nemli bir konuma sahip olan asirlik bir sektordiir. Tiirkiye
ekonomisinde ise 1970’lerden beri dericilik gittikge artan bir deger kazanmustir. Son 15-20 y1l
icinde hizla geliserek hem yurt icindeki ham deri kaynaklarint hem de yurt disindan ithal edilen
kaynaklar1 kullanarak deri {irlinlerinin ihracati gergeklestirilmeye baslanmistir (Deri ve Deri
Mamulleri Sektorii Raporu, 2023). Tiirk dericilik sektorii, gerek altyapisi gerekse teknolojik
olanaklar1 sayesinde diger {ilkelerle rekabet edebilecek bir konuma gelmistir. Ancak ham
derinin tilke i¢indeki tiretimi yeterli diizeyde olmadigi i¢in genellikle bu talep ithalat yoluyla
karsilanmaktadir. Giiniimiizde Tiirkiye’de bulunan ham derileri isleyen Sanayi bolgeleri
ozellikle Istanbul (Tuzla), Bursa, Izmir (Menemen), Manisa (Kula), Usak, Bolu (Gerede),
Balikesir gibi sehirlerde yogunlasmistir (Deri ve Deri Mamulleri Sektorii Raporu, 2023). Deri
Ihracati Performans Raporu, 2023 yili Ocak ve Subat aylar1 icin agiklanan verilere gore
tilkemizde dericilik sektorii ihracatinda %1.5°1ik bir artis bulunmakta ve 38 milyar dolarlik bir
kazang elde edilmektedir (Deri ve Deri Mamulleri Sektorii Raporu, 2023). Ulkemizde énemli
bir yere sahip olan dericilik sektoriinde iiretilen derinin kaliteli olmasi ithalat ve ihracat icin
onemli olmakla beraber ekonomik kayiplarin 6nlenmesi agisindan da degerlidir. Bu sebeple
ham derinin dogru bir sekilde hayvandan yiiziiliip uygun koruma ydntemleriyle korunmasi
gerekmektedir. Hayvan derileri su, toprak, kan, hava, giibre, ahir ve derileri korumak i¢in
kullanilan tuzlardan bulasan mikroorganizmalari tagimaktadir (Birbir, 1991). Yapisinda
bulundurdugu protein ve lipit icerigiyle hayvan derileri birgok mikroorganizma igin uygun
substrat saglamaktadir. Hayvan canliyken mikroorganizmalarin deri iizerinde ¢ok az bir etkisi
bulunmaktadir. Fakat deri yiiziildiikten sonra olusan ortamin uygunlugu sebebiyle
mikroorganizmalar hizla gogalmaya baslamaktadir. Ozellikle mikroorganizma popiilasyonlari
derilerde bulunan mevcut proteinleri hidrolize ederek derinin yapisini bozmaktadir (Akpolat ve
ark., 2015). Ayrica mikroorganizmalarin iirettigi hidrolitik enzimler deride kotii koku olusumu,
sirga hasari, kil gevsekligi, renk pigmentasyonlari, kolajen hasari, kirmizi lekelenme gibi
durumlara sebep olarak derinin yapisim1 bozmakta ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir
(Habib, 2015; Migliore ve ark., 2019). Bu sebeple derilerin korunmasi énem arz etmektedir.
Ham derinin korunmasi i¢in kurutma, sogutma, tuzlama gibi geleneksel yontemlerin yani sira
mikrobiyal gelismeyi engellemek i¢in cesitli antimikrobiyal maddelerin kullanimi da

bulunmaktadir (Kanagaraj ve ark., 2005; Birbir ve ark., 2020; Toksoz ve ark., 2023).



Tuzla koruma yonteminde deriye serpilen tuz derinin alt katmanlarma niifuz ederek deri
yiizeyinden Suyun ¢ekilmesine yardimci olmakta ve ortami mikrobiyal gelisme igin elverissiz
hale getirmektedir (Bailey, 1999). Bu durumda tuzlanmis derilerde mikrobiyal biiyiime olasiligi
minimize edildiginden derideki proteinleri pargalayici enzimler ortamda bulunmayacak ve
post/derilerde hasar meydana gelmemis olacaktir (Woods ve ark., 1972). Bu tuzcul ortam diger
mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun olmamasina ragmen halofil mikroorganizmalar
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmektedir (Horikoshi ve Antranikian, 2011). Halofil
bakteri ve arkeler tuzlanmis derilerin yapisinda bulunan protein ve lipitleri sindirebilen proteaz
ve lipaz enzimlerine sahiptir. Bu durum “kizil 1s1” (red head) olarak bilinen bir duruma yol
acabilmektedir. Kirmizi lekelenme bakteriler tarafindan iretilen pigment maddelerinden
(karotenoidler) kaynaklanmaktadir. Bu kirmiz1 lekelenmeye post/derilerde rastlanildigi zaman
derilerin halofil mikroorganizmalar tarafindan kontamine oldugu anlasilmaktadir (Akpolat ve
ark., 2015). Onceki ¢alismalarda tuzlanmis post/derilerde halotolerant bakterilerin, 1liml1 halofil
bakterilerin ve asir1 halofil arkelerin bulundugu, bu mikroorganizmalarin deride hasara sebep
olarak deri kalitesini diisiirdiigii tespit edilmistir (Ozyaral ve Birbir, 2005; Caglayan ve ark.,
2017). Fakat tuzlanmis derilerde zayif halofil bakterilerin izole edildigi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Bu ¢alismada zayif halofil bakterilerin tuzlanmis ve 6 ay 20°C’de depolanmis
koyun derisi 6rneklerinden izole edilerek dnce mikrobiyolojik ardindan molekiiler yontemlerle
tanimlanarak biyoteknolojik Onemlerinin arastirilmasi amaglanmistir. Zayif halofil bakteri
izolatlarinin koloni seklinin belirlenmesi, Gram boyama reaksiyonlarinin yapilmasi, optimum
gelistikleri tuz konsantrasyonlarinin, pH ve sicaklik degerlerinin belirlenmesi, katalaz, seliilaz,
oksidaz, DNaz, B-galaktosidaz, iireaz, pullulanaz, amilaz, ksilanaz, lipaz, proteaz aktivitelerinin
belirlenmesi, farkli karbon ve amino asitleri kullanma Ozellikleri, bakteriyosin iiretim
kapasitelerinin aragtirilmasi ayrica farkli ¢evresel kosullardaki (tuz, pH, sicaklik, enzim)
bakteriyosin etkinliginin tespit edilmesi ve zayif halofil bakteri izolatlarinin kontrolii igin deri
sektoriinde kullanilan antimikrobiyal bir kimyasalin hangi konsantrasyon degerlerinde bu

bakterileri inhibe edebildiginin belirlenmesi amaglanmustir.

1.1. Derinin Yapisi

Deri, viicudu ¢epecevre sararak dis etkenlerden koruyan ayni zamanlarda gevre ile etkilesimini
ve iletisimini saglayan bir organdir. Viicut i¢in tehlike arz eden gesitli yabanci maddelerin
penetrasyonunu engeller. Mekanik ¢arpmalar, darbeler ve sarsinti gibi durumlardan viicudu
korur. Bir bariyer gérevi gérmenin yani sira yagda ¢6ziinen bilesikler i¢in bir depo kaynagidir

(Bediz-Olger ve Géniil, 2008).



Deri kimyasal bilesimi, yapisi ve fizyolojisi bakimindan birbirinden farkli 3 tabakadan
olusmaktadir. Distan i¢ce dogru siralandiginda bu tabakalar; Epidermis (iist deri), Dermis (esas
deri/koryum), Hipodermis (subkiitan tabaka/alt deri)’dir (Coskun, 2018). Epidermis ¢ok katli,
keratinlesmis, gegirgen olmayan yassi epitel hiicrelerinden meydana gelir. Kil folikiilleri, yag
bezleri, ter bezleri bu tabakadaki epitel hiicreleri tarafindan olusur. Epidermisin kalinlig
viicudun bolgelerine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Epidermiste kan damari
bulunmadig: i¢in kendini dermis tabakasindaki hiicrelerden beslemektedir (Bediz-Olger ve
Goniil, 2008; Cinar ve Tozun, 2020). Epidermis tabakasi stratum korneum, stratum lusidum,
stratum granulozum, stratum spinosum ve stratum basale (stratum germinativum)
tabakalarindan meydana gelmektedir. Stratum korneum tabakasi epidermisin en dis tabakasidir
ve bu tabaka korneosit hiicreleri yani 6lii hiicrelerden olusmaktadir. Bu tabaka korneositlerin
iist liste y1gilmasi ile olustugu icin “boynuzsu tabaka” olarak da adlandirilir ve dokiilerek
kendini siirekli olarak yenilemektedir. Stratum lusidum epidermisin ikinci tabakasidir. Olii
hiicrelerden olusan, kil kokleri igermeyen bir tabakadir. Stratum gnanulozum tabakasi deriye
rengini veren tabakadir ve epidermisin en ince tabakasidir. Stratum spinosum epidermisin
lipitge zengin tabakasidir, kiibik ve yassilasmis hiicrelerden olusmaktadir. Stratum basale
epidermisin en alt tabakasidir, canli hiicrelerden olugsmustur. Bu tabakada bulunan hiicreler
mitoz boliinme yetenegine sahiptir. Epidermis hiicrelerinin siirekli kendini yenilemesinden bu
tabaka sorumludur (Toptas, 1998; Bediz-Olger ve Goniil, 2008; Mescher, 2009). Derinin islenti
basamaklarindan biri olan kireglik asamasinda epidermis tabakasi eger kiirk ya da post olarak

kullanilmayacaksa deriden tamamen uzaklastirilmaktadir (Toptas, 1998).

Dermis, deri tiretiminde en 6nemli tabakadir. Derinin ana tabakasini bu kisim olusturur ve
dericilik sektoriinii asil ilgilendiren bu tabakadir. Koryum tabakasi olarak da isimlendirilen
dermis tabakasi epidermisi destekleyen bir tabakadir. Kolajen, elastin gibi fibr6z proteinlerden
olusan bu tabaka, deri tabakasinin %90-95’ini olusturur. Bag doku liflerinden olusan bir matriks
icermektedir. Dermis tabakasi kan damarlariyla donatilmig bir tabaka oldugu i¢in deride besin
maddelerini taginmasi, atiklarin uzaklastirilmasi, 1simin  dengelenmesi gibi gorevlerin
gerceklestirmesini saglar. Dermis tabakasi bag doku liflerinden olugmaktadir. Bu liflerden en
onemlisi kolajendir. Bu tabakanin dikey kesitine baktigimizda sir¢a tabakasi, papiller tabaka
ve retikular tabaka olmak iizere 3 kisma ayrilmaktadir (Bediz-Olger ve Géniil, 2008). Sir¢ca
tabakasi olarak bilinen tabaka derinin islenti basamaklarindan biri olan kireglik isleminden
sonra deride goriilen en dis tabakadir. Bu tabaka deriye goriiniimiinii vermektedir ve bu agidan

cok onemlidir (Toptas, 1993).



Papiller tabaka, sir¢a tabakas: ile retikular tabaka arasinda kalan tabakadir. Papiller tabaka
kil, yag ve ter bezleri gibi kolajen olmayan dokularin uzaklastirilmasindan sonra gézenekli bir
hal almaktadir. Kireglik ve sama islemlerinde bu tabaka zayiflatilirsa mukavemet azalir ve sirga
boslugu meydana gelmektedir (Toptas, 1998). Retikular tabaka koruyucu bir tabaka olup
kalinlig1 hayvanin cinsine gore farklilik gostermektedir. Kolajen lif dokusundan olusan bir
tabakadir. Bu tabakadaki lifler nispeten diger tabakalara gére daha kalindir. Keg¢i, koyun, sigir,
dana gibi hayvanlarda bu tabaka yeterli kalinliga ve mukavemete sahip oldugu i¢in deri

endiistrisinde yeterli kullanim potansiyeline sahiptir (Toptas, 1993).

Hipodermis (alt deri), dermis ve kas dokusu arasinda kalan tabakadir. Bol miktarda yag, sinir,
kas doku ve kan damari igermektedir. Kolajen lif yapisina sahip olmakla birlikte oldukg¢a gevsek
bir yapiya sahiptir. Bu tabaka kireglik islemleri sirasinda deriden uzaklastirilmaktadir. Ayrica
bol miktarda yag hiicreleri igerdigi icin mekanik bir koruyucu gorevi iistlenerek deri
yiiziildiikten sonra dermis tabakasimi korumaktadir (Toptas, 1993; Bediz-Olcer ve Géniil, 2008;
Mescher, 2009). Deri; irk, cinsiyet, bakim durumu, mevsimler, yasam kosullari gibi birden fazla
faktore bagli olarak degisken bir yap1 gostermektedir. Derinin kalitesini belirlemede hayvanin
beslenme durumu, yasadig: bdlgenin iklimi gibi etkenler de ayn1 zamanda &nemlidir. Ornegin;
sicak iklimlerde yasayan hayvanlarin derileri nispeten ince ve zayif, serin bolgelerde yasayan
hayvanlarin ise derisi kalindir yapis1 da serttir. Hayvanin yemle veya dogal yolla beslenmesi de
deri kalitesini etkilemektedir. Iyi ve kaliteli bir deride derideki lifler ince ve sik bir yapida

olmalidir ayrica sir¢a yapisi diizgiin olmalidir (Coskun, 2018).

Derinin hammaddesi hayvanlardan elde edilmektedir. Tabakhanelerde islenmis ve kullanima
hazir hale gelmis olan deri “mamul deri”, heniiz islenmemis veya canli hayvanin {izerinde
bulunan deri/post ise “ham deri” olarak tanimlanmaktadir. Ham deri iizerine uygulanan ¢esitli
islemlerle hayvan derileri daha sert/dayanikli ve kullanilabilecek halde olan mamul deri héline
getirilmektedir. Hayvan derilerinin histolojik ve kimyasal yapilar1 temel olarak benzerlik
gosterse de herbir hayvan tiirlinlin kendine has bir deri yapis1 bulunmaktadir (Cinar ve Tozun,
2020). Ham derinin yapisi su (%64), yag (%2), yapisal proteinler (%29 kolajen, %2 keratin,
%0.3 elastin), yapisal olmayan proteinler (%1 albumin, globulin, %0.7 musin, mukoid) ve
mineral tuzlardan (%0.5) olusmaktadir (Polkade, 2007). Derinin yapisinda bulunan su, mineral
madde, karbonhidrat ve yag gibi bilesenlerin ¢ogu derinin islenti basamaklarinda
uzaklastirilmaktadir (Polkade, 2007).



Yapilan bir ¢alismada tuzlanmis derilerin bilesiminin %43 su, %40 post/deri, %4 yag ve %13
kiil olarak saptanmistir (Santos ve ark., 2016). Bir diger yapilan ¢alismada ise derinin %33
protein, %64 su, %0.5 mineral tuz, %2 yag ve %0.5 pigmentten olustugu saptanmistir (Hien,
2006). Bu maddelerin yiizdesi derinin tiirii, hayvanin irki, hayvanin yasi ve beslenme

kosullarina ve yasadigi cografyanin iklimine gore degisiklik gostermektedir (Polkade, 2007).
1.2. Tuzun Onemi

Tuz, insanlik tarihi i¢in ¢ok 6nemli bir mineraldir. Tuz, insanlar tarafindan kesfedildikten kisa
bir siire sonra kullanilmaya baslanmis ve 6nemi giderek artmistir. Bu degerli mineral zamanla
dini, sosyal ve siyasi alanlarda toplumu etkilemeye baslamis ve statii arac1 haline gelmistir. Ik
kesfedildiginde ¢esitli gida maddelerine lezzet vermek ve gidalarin uzun siireli muhafazasini
saglamak icin kullanilan tuz zamanla sanayide de yer edinmistir (Avci, 2003). Ilk insanlar tuz
kaynagmin icerisinde bulunan 6lmiis hayvanlarin yapisinin uzun siire bozulmadigini fark
etmiglerdir. Zamanla tuz gidalarin ve ¢esitli maddelerin muhafazasi igin kullanmaya
baslanmigtir. Tuz yapisinda birgok minerali bulundurdugu i¢in ¢ok Onemlidir ve cesitli
sektorlerde zamanla kullanimi artmustir. Ozellikle kimya endiistrisinde, kisin buzlanmis
karayollarinda, gastronomide gidalara lezzet verme ve korumada, ekmek yapiminda siklikla
kullanilmaktadir. insan sagligi agisindan tuz tiiketimine baktigimizda yetiskin bir insanin
ginliik tiiketmesi gereken tuz miktar1 150 pg/kg, gebe bireyler igin ise 250 pg/kg olarak
bildirilmistir (Demirkol ve ark., 2018). Aseptik bir yapiya sahip olan tuz gesitli gida
maddelerine eklendiginde gidaya niifuz ederek gidadaki suyun ozmotik olarak ¢ekilmesini
saglamaktadir. Boylelikle giinliik olarak tiiketilen pek ¢cok gidada bozulmaya sebep olan gesitli
patojenlerin enzimatik aktivitesinin durmasini saglayarak gidalarin mikroorganizmalarla
kontamine olmasini engelleyerek gidalarin raf 6mriinii uzatmaktadir (Demirkol ve ark., 2018).
Ayrica tuz paketlenmis gidalarda stabilizor gorevi gorerek iiriiniin paket igerisinde dagilmasin
onlemektedir. Ozellikle sebzeler %14 ve %16 oraninda tuz ile salamura edildiginde mayalanma
minimum degerlere inerek uzun siireli muhafazasi saglanmaktadir. Bu tarzdaki gidalara ‘tursu’
ornek verilebilir (Demirkol ve ark., 2018). Ozetle tuz birgok kiiltiirde balik, et, sebze gibi
tiriinleri korumada, dericilikte ham derilerin saklanmasinda kullanilmistir (Ventosa ve Nieto,
1995). Tuz tarihte para kadar 6nemli ve degerli olmustur. Ingilizcede kullanilan “maas”
anlamina gelen “salary” kelimesi kdken olarak Latince ‘salarium’ kelimesinden gelmektedir
(Avci, 2003; Albarracin ve ark., 2011).



Tuz ayn1 zamanda Roma’da askerlere ve isgilere maag olarak verilmektedir. Orta Cag’da tuz
biiyiikk saygi getiren bir madde olarak goriilmekteydi. Bugiin bile bazi toplumlarda tuz bir
o6deme araci olarak hala kullanilmaktadir. Etiyopya’da 5 kg’lik tuz paketleri para yerine
ticarette kullanilabilmektedir (Avci, 2003). Meksika-Guetamala sinirlarinda yasayan Lacandon
kabilesinin palmiyenin ¢i¢ekleri ve meyvelerine yakma islemi uygulayarak tuz elde ettikleri ve
bu tuzu para olarak kullandiklar1 belirtilmektedir (Demirkol ve ark., 2018). Tuz giinliik olarak
cok fazla tiiketildigi igin uluslararasi ticarette de ¢ok onemli bir yer edinmistir. Mayalarda,
Cin’de, Yunanistan’da ve Roma’da tuz lizerinden vergi alinarak iilke ekonomisi i¢in bir gelir
kaynagi haline gelmistir. Bu durum zamanla diger devletlerde de uygulamaya konmustur ve
ortak bir politika haline gelmistir. Geleneksel tuzlama yontemi, ham materyalin tuz ile lizerinin
tamamen kaplanmasi ya da ovulmasiyla ger¢eklesmektedir. Bu agsamada tuz uygulanan islemler
esnasinda ¢oziinerek tuzlanan iriinlerden (et, balik, sebze, hayvan postu/derisi) sivi atik
seklinde uzaklastirilmaktadir. Calismamizin konusunu olusturan tuzlama isleminde temel amag
bir sonraki asamaya kadar (kurutma, pisirme, tiitsiileme) ham maddenin muhafazasini saglamak

ve kontaminasyonunu onlemektir (Avci, 2003; Albarracin ve ark., 2011).

1.3. Tuzun Kullanim Alanlari

Ik kesfedildigi zaman derilerin korunmasi, gidalarin muhafazasi, hayvanlarm beslenmesi
(yem) gibi amaglarla kullanilan tuz zamanla iiretim araglarinin ve teknolojinin gelisimi ile
birlikte dzellikle kimya sanayisinde onemli bir yer edinmeye baslamistir. Ileri sanayilesmis
tilkelerde tuz tiiketiminin %60-70’lik bir kismin1 kimya endiistrisi olugturmaktadir. 1970 yili
verileri incelendiginde; Tirkiye’de kisi basma diisen tiiketilen tuz miktar1 18 kg iken,
sanayilesmis tlilkelerde bu oran 100-200 kg olarak tespit edilmistir (Ayaz, 2008). Tuzun birgok
kullanim alan1 bulunmaktadir. Ornegin; gida endiistrisinde; ekmek yapiminda, yemeklere lezzet
vermede, tarim alaninda; agag bakiminda, yabani otlar1 imha etmede, hayvansal yem olarak, tip
alaninda; enjeksiyonda ve kompres yapmada, trafikte; karayollari ve demiryollarindaki buzla
miicadele etmede, konservecilikte et ve balik gibi {iriinlerin uzun siireli muhafazasinda,
tereyagl, peynir yapimi gibi mandiracilik {riinlerinde, giibre yapiminda, deri sektoriinde,
kozmetik alaninda, ¢elige sertlik vermede ve tekstilde olmak iizere bir¢ok sektorde 6nemli bir

yere sahiptir (Ergin, 1988).



Tuz kimya biliminde NaCl (sodyum kloriir) sembolii ile gosterilmektedir. Saf halde bulunan
tuz sodyum (%40) ve klordan (%60) olusmaktadir. Molekiiler agirliklarina bakildiginda klorun
35.5, sodyumun ise 23 tiir. Sodyum kloriir bilesiginin 6zgiil agirh@ yaklasik 2.1-235 gr/cm?,
sertligi 25, erime noktas1 800.8°C olarak belirlenmistir. Dogada tuzun rengi kirmizi, sar1, gri
hatta mavi olabilmektedir ancak saf halde bulunan tuz renksizdir (Ergin, 1988). Ekonomik
olarak kati ve sivi kaynaklar olarak siniflandirilabilen birgok tuz kaynagi bulunmaktadir. Sivi
kaynaklara denizler ve tuzlu géller kat1 kaynaklara ise kaya tuzlar1 drnek verilebilir. Ozellikle
denizler en biiyiik tuz rezervleridir. Denizlerin tuzluluk durumlar1 cografik kosullara bagh
olarak degiskenlik gostermektedir. Ornegin; Baltik Denizi’nde tuz miktar1 (m®) 17 kg iken
Kizildeniz’de 45 kg’dir (Ergin, 1988; Avci, 2003). Yeraltinda kat1 halde bulunan tuza ‘kaya
tuzu’ denilmektedir. Deniz ya da kapali havzalardaki buharlasmalar sonucu olusan kaya tuzlari
deniz tuzuyla kiyaslandiginda kompozisyonu ve saflik oranlar1 oldukca degiskenlik
gostermektedir. Ulkemizdeki kaya tuzu madenlerinin oran1 %5-10 olarak bildirilmistir (Ergin,
1988; Albarracin ve ark., 2011). Bu kaya tuzlarinin bazilar1 yemeklere katilmayacak kadar
biiyiik safsizliklar igermektedir. Ham tuzun sanayi kollarindaki tiiketim yiizdeleri ise gida
sanayi %7.23, siit triinleri sanayi %9.21, et ve balik¢ilikta %2.92, kimya sanayi %44.08, yag
sanayi %1.21, deri sanayi %9.6, deterjan ve sabun yapiminda %5.26, kagit sanayi %5.54, tekstil
%?7.76, seramik ve cam %0.9, sogutmacilik %0.12, lastik ve kauguk %0.29 olarak bildirilmistir
(Aveci, 2003). Tuz saglik sektorii igin de cok dnemli bir yere sahiptir. Insan saglhig igin giinliik
olarak tuz tiiketimi gereklidir. Insan viicudu karbonhidrat, yag, protein ve su ile birlikte
potasyum, klor, sodyum, kalsiyum gibi ¢esitli iyonlar1 da bulundurmaktadir. Bu iyonlarin
viicuttaki homeostaziyi yani kararli i¢ dengeyi saglamasi i¢in belli degerlerde bulunmasi
gerekmektedir ve bu iyon dengesi bozulursa cesitli metabolik rahatsizliklar ortaya
cikabilmektedir (Demirkol ve ark., 2018). Tuz eger gereginden fazla tiiketilirse de gesitli
hastaliklar ortaya ¢ikabilir. Tuzu ¢ok fazla tiikettigimizde su igme ihtiyacimiz artmakta ve daha
sonra bu tuz idrar, ter gibi farkli yollarla disar1 atilmaktadir. Bobreklerde sorun yasayan
bireylerde ise fazla tuz disar1 atilamadigindan kandaki miktar1 ¢ok yiikselmekte ve viicudun
belli bolgelerinde “6dem” denilen siskinlikler meydana gelmektedir (Ayaz, 2008). Tuz her ne
kadar Onemli bir mineral olsa da bazi durumlarda zehir bazi durumlarda ise panzehir

olabildiginden otiirii dikkatlice ve yerinde kullanilmasi gerekmektedir.



1.4. Tuzun Mikrobiyolojik Etkisi

Tuz, mikroorganizmalarin iiremesi i¢in gerekli olan su aktivitesi degerini (aw) diisiirerek
koruyucu gorevi gormektedir (Durack ve ark., 2008). Su aktivitesi (aw) mikrobiyal gelisim ve
metabolizma ag¢isindan 6nemlidir. Her bir mikrobiyal tiir altindaki degerlerde gelisemeyecegi
minimum bir aw degerine sahiptir. Aw degerleri 0.950’ten biiyiik ve ¢abuk bozulabilir gidalar
olan et, balik, siit ve ekmek %4 sukroz veya %7 NaCl igerdikleri i¢in Pseudomonas, Proteus,
Escherichia, Klebsiella, Shigella, Bacillus, Clostridium perfringens ve bazi maya tiirleri gibi
cesitli mikroorganizmalari barindirir (Durack ve ark., 2008). Bazi peynirler (aw degeri 0.910),
kiirlenmis etler, meyve suyu konsantreleri, fermente salamlar, margarin gibi gidalar %65 sukroz
ve %15 NaCl igerdikleri i¢cin Candida, Torulopsis, Hansenula gibi bazi mayalarin gelismesi
icin bir ortam olusturmakta ve gidalarda bozulmaya sebep olmaktadir (Albarracin ve ark.,
2011). Tuz mikrobiyal biiyiimeyi plazmolizle veya hiicreden su kaybiyla ger¢eklestirmektedir.
Tuz ilavesi ile birlikte gidalarda aw degeri diistiriildiigiinde bakteri hiicreleri ozmotik sok yasar
ve plazmolize ugrar, bu durum hiicrelerde biiyiimenin durmasina, 6liime veya dormant faza
girmesine yol agmaktadir. Biiyiimenin devam edebilmesi ve eski haline donebilmesi igin aw
degerinin hiicrelerin iyilesmesine izin veren degerlere geri donmesi gerekmektedir (Durack ve
ark., 2008). Kaybedilen turgoru geri kazanmak igin mikrobiyal hiicreler uyumlu ¢oziinen
maddeleri sitoplazmalarinda biriktirerek aw degerini arttirmaktadir. Uyumlu ¢dziinen maddeler
(biyouyumlu molekiiller) sekerler dahil olmak tizere alfa ve beta amino asitleri igeren yiiksek
oranda ¢oziinen, kii¢iik organik molekiillerdir. Bu molekiiller yiiksek oranlarda bulunsalar bile
metabolizmaya miidahale etmemektedir (Oren, 2010). Tuzun mikroorganizmalar {izerindeki
etkisi hem i¢ hem de dis faktorlere baglidir. Yapilan bir ¢alismada rendelenmis havucun igine
%3.6’lik bir tuz eklenmesiyle aw degeri 0.84’e diiserek mikrobiyal gelismenin 6nledigi ve bu
durumun kabul edilebilir tat durumunu etkilemedigi ancak %4 tuz eklediklerinde gidada asir
tuzlu bir tat gelismesine ve gidanin tekstiiriiniin bozulmasma sebep oldugu bildirilmistir
(Vibhakara ve ark., 2006). Aslinda her mikroorganizmanin tuza tepkisi farklidir. Ornegin;
yapilan bir ¢alismada Escherichia coli’nin %0.036’lik tuz konsantrasyonundan %0.018’lik
(limende) konsantrasyonlarina kadar yasayabildigi yapilan bir calismada raporlanmistir
(McClure, 2005). Listeria tizerine yapilan ¢aligmalarda bazi suglariin %10 (w/v) NaCl igeren
Kompleks Besiyerinde iireyebildigi, bazi suslariin %20 (w/v) NaCl konsantrasyonlarini tolere
edebildigi hatta %16 NaCl konsantrasyonunda pH 6’da 1 yil sonra bile canli kalabildigi
bildirilmistir (Durack ve ark., 2008).



Bacillus cereus susunun incelendigi bir ¢calismada bu susun %0.5-10.5 NaCl araligi, 10-30°C
depolama kosulu, %10-80 karbondioksit varligi ve 4.5-7.0 pH’da biiyiime tepkileri aragtirilarak
gidalarda kontaminasyona sebep olma durumlar1 hakkinda gergekei tahminler yiiriitiilebilecegi
belirtilmistir (Sutherland ve ark., 1996). B. cereus susunun et {irinlerine (%3 ilave tuz i¢eren)
inokiile edildigi bir ¢alismada ise 18 saat 28°C’de depolandiktan sonra 2 logaritmik birim
gelisebildigi bildirilmistir (Durack ve ark., 2008). Bu durum B. cereus susunun yiiksek tuz
konsantrasyonunda ya da fiziksel herhangi bir stres kosulunda ¢apraz koruma mekanizmasini
kullanarak gerceklesmektedir. Capraz koruma bakteriyel hiicrelerin ¢esitli fiziksel ve kimyasal
stres kosullarina adapte olma ihtiyaci hissettigi zaman meydana gelmektedir. Bu siire¢ daha
sonra protein sentezini tetikleyerek yiiksek veya diisiik sicaklik, basing, yiiksek veya ¢ok diisiik
pH, seker ya da tuz gibi yiiksek c¢oziinenlerden kaynaklanan ozmolarite gibi gesitli stres
kosullarina kars1 bakteriyel hiicreleri korumaktadir (Albarracin ve ark., 2011). Yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 bir¢cok mikroorganizma icin 6liimciil etkiye sebep olmasina ragmen bazi
mikroorganizmalar igin tuz Oliimciil etki yaratmaz. Bu mikroorganizmalar yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda bile hayatta kalabilir ve bu ekstrem kosullara adapte olmak igin ¢esitli
mekanizmalara sahiptir. Bu tuz seven organizmalar ‘halofil’ olarak adlandirilmaktadir ve tolere
edebildikleri tuz konsantrastrasyonlarina gore gesitli siniflara ayrilmaktadir (Imhoff, 1986; De
La Haba ve ark., 2011).

1.5. Halofilik Mikroorganizmalar

Mikrobiyal yasam ¢ok cesitli ekstrem ortam kosullarindan (tuzluluk, basing, oksijen, pH
degisimleri, 151k yogunlugu, sicaklik) olugsmaktadir. Ekstrem gevreler yiiksek tuzluluk, yiiksek
veya distk sicaklik, diisiik oksijen ve bazi durumlarda yiiksek pH degerlerinde bulunan
cevreleri ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Bunlar arasinda hipersalin cevreler yiiksek
tuzlulugun oldugu ortamlardir (De La Haba ve ark., 2011; De Lourdes Moreno ve ark., 2013;
Akpolat ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2017). Arkeler ve bakteriler
bu cevrelerde genis bir sekilde yayilmis organizmalardir. Yasam alanlar tuzcul ortamlar olan
halofiller, yiiksek tuzlulukta yasayabilen ‘tuzu seven’ organizmalar olarak diinyada genis bir
cesitlilikte yer almaktadirlar. Bu mikroorganizmalar tuz géllerinde, tuzlu topraklarda, tuzlanmis
balik ve etlerde, fermente gidalarda, okyanuslarda, kaplica sularinda, tuzlanmis derilerde ve tuz
tiretim tesislerinde olmak iizere birgok alanda bulunmaktadir (Ventosa ve Nieto, 1995; Kushner
ve Kamekura, 1988; Satyanarayana ve ark., 2005; De La Haba ve ark., 2011; Horikoshi ve
Antranikian, 2011; Dutta ve Bandopadhyay, 2022).



Halofil mikroorganizmalarin hepsi aymi tuz konsantrasyonunda yasayamazlar. Halofil
mikroorganizmalar optimum gelisebildikleri tuz konsantrasyonlarina bagli olarak cesitli
kategorilere ayrilmaktadir. Zayif halofiller 0.2-0.5 M (%1-3), iliml1 halofiller 0.5-2.5 M (%3-
15), asir1 halofiller 2.5-5.2 M (%15-30), optimum olarak %1 (w/v)’den daha az tuz igeren
kosullarda yasayan mikroorganizmalar halofilik olmayan tiirler, tuzun varliginda da

yoklugunda da yasayabilen tiirler ise halotolerant olarak siniflandirilmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Halofilik Mikroorganizmalarin Optimum Gelistigi Tuz Konsantrasyonlart (Kushner
ve Kamekura, 1988).

Tuz ihtiyacina gore halofiller Optimum NaCl Optimum NaCl
(wiv) (M)
Ekstrem halofil %15-30 25-52M
Iliml1 halofil %3-15 0.5-25M
Zay1f halofil %1-3 0.2-05M
Halofil olmayanlar %1’den az <02M
Halotolerantlar Tuz varliginda da yoklugunda da yasarlar
Halotolerant mikroorganizmalarin yiiksek NaCl
Ekstrem halotolerantlar konsantrasyonlarini tolere edebilenleri (2.5 M ve
yukarisi)

Yeryiiziinde bulunan canlilar, ribozomal RNA’daki (rRNA) niikleotit dizilimleri g6z oniinde
bulundurularak Bacteria, Archaea ve Eukarya olarak 3 Domainde siniflandirmaktadir (Woese
ve ark., 1990; De La Haba ve ark., 2011). Canlilardaki bu domainler hiicre duvarlarindaki
yapisal farkliliklar, protein sentez mekanizmalari, RNA polimeraz enzimleri ve diger
farkliliklar dikkate alinarak birbirinden ayirt edilmistir. Halofil mikroorganizmalar Bacteria,
Archaea ve Eukarya olarak 3 Domainde de bulunmasina ragmen filogenetik agaca bakildiginda
daha ¢ok bakteri ve arke alemine ait tiirler yogunluktadir. Bacteria ve Archaea alemlerinde
bulunan tiirler sadece prokaryotlardan olugsmaktadir ve halofil mikroorganizmalarin biiyiik
cogunlugu bu iki alemde yer almaktadir. Bacteria domaininde bulunan halofilik tiirler
Firmicutes, Cyanobacteria, Spirochaetes, Bacteriodetes, Actinobacteria, Proteobacteria
filumlarinda bulunmaktadir (De La Haba ve ark., 2011).
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rRNA’daki niikleotit dizileri dikkate alinarak olusturulmus olan filogenetik agagtaki halofil
mikroorganizmalarin dagilimlar1 (mavi kutu igine alinmig) gosterilmistir (Kushner ve
Kamekura, 1988; Satyanarayana ve ark., 2005; De La Haba ve ark., 2011) (Sekil 1.1).

Bacteria Archaea Eukarya

Animals

Entamoebae  Slime
Green nonsulfur molds

bacteria Euryarchaeota
Mitochondrion /
Methano- Halobacteriaceae
Crenarchaeota bacterum

IProleobaclena Firmicutes Thermoproteus \

Methano-
Pyrodictium \ coceus
\

Ciliates

Chloroplast Thermoplasma

Cyanobacteria Thermococcus

\
Pyrolobus _ ptethanopyrus

Flagellates

Trichomonads

Marine

Bacteroidetes
Crenarchaeota

Korarchaeota
Thermotoga

Nanoarchaeota

Thermodesulfobacterium Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Glardia)

Sekil 1.1. Filogenetik Agagta Halofilik Mikroorganizmalarin Dagilimi (Oren, 2008, s. 3).

Birkag¢ dikkate deger istisna disinda halofiller icerisinde Eukarya domaini ihmal edilen bir
grubu olusturmaktadir. Okaryotik halofillerin de yiiksek tuzlu ortamlardaki dagilimlar1 ve
yiiksek tuz kosullarina adaptasyon yetenekleri mevcuttur. Ornegin; Dunaliella salina tuz
gollerinde ve tuz buharlagtirma havuzlar1 gibi ortamlarda bulunan tek hiicreli yesil alg tiirtidiir
ve derinlemesine arastirilmistir (Oren, 2008). Birgok hipersalin ortamda ana veya tek tiretici
olduklari i¢in popiiler model organizmalar olarak ¢esitli ¢alismalarda kullanilmaktadir. Ayrica
uyumlu ¢oziinen maddelerini kullanarak cesitli tuz c¢evrelerine adaptasyon mekanizmalari
sayesinde biyoteknolojik uygulamalar i¢cin de umut vericidir. Buna ek olarak salamura
olusumunda tuzcul gollerde yasayan karidesler de (Artemia salina, Artemia franciscana)

biyoteknolojik dnemleri agisindan ¢ok fazla arastirilmaktadir (Oren, 2008; Ali ve ark., 2016).
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Halofil mikroorganizma arastirmalarinda ihmal edilen bir diger grup da mantarlardir. Hem
yiiksek tuza olan gereksinimleri hem de gelisme yetenekleri agisindan incelenmis birkag tiirle
temsil edilmektedirler. Ornegin; siyah maya Hortaea werneckii ve Trimmatostroma salinum
tuzlu sulara ve bazi asir1 tuzlu ortamlara 6zgii tiirlerdir (Ozgdk ve ilhan, 2020). Siyah maya
benzeri bir mantar olan Aureobasidium pullulans 3 M NaCl varliginda optimum gelisen bir
diger Ornektir ve pullulan iretimi agisindan 6nemli bir tirdiir. Wallemia cinsindeki
mantarlardan biri olan Wallemia ichthyophaga, simdiye kadar sinirli sayida tuzcul ortamlardan
izole edilmistir ve biiytimesi i¢in 1.5 M NaCl varligina ihtiya¢ duymaktadir ki bu 6zelligi de
onu en halofil mantar tiirii yapmaktadir (Galinski ve ark., 2010). Halofil mikroorganizmalarin
yiiksek tuz konsantrasyonlarina dayanabilmek i¢in ¢esitli adaptasyon sekilleri vardir. Tim
halofil mikroorganizmalarda temel strateji sitoplazmalarinin onlari ¢evreleyen ortama gore
izoozmotik olmasidir. Halofil mikroorganizmalarinin ¢evreleriyle sitoplazmalarini ozmotik
olarak dengede tutmak icin iki temel mekanizmasi bulunmaktadir. ilk mekanizma potasyum ve
klorun molar konsantrasyonlarinin birikimidir ve bu strateji kapsamli bir adaptasyon gerektirir
clinkii hiicre i¢i enzimatik aktiviteler ve proteinler doygunluga yakin tuz konsantrasyonlarinda
yapilarini ve aktivitelerini korumalidir (Oren, 2008). Bu tiir mikroorganizmalarin proteomu
yiiksek oranda asidiktir ve proteinler tuz konsantrasyonlar: diisiik oldugunda denatiirasyona
ugramaktadir. Bu tarz ‘yiiksek tuz orani stratejisini’ Kullanan mikroorganizmalar diisiik tuzlu
ortamlarda yasayamaz. Bu yiiksek tuz orani stratejisi hiicre icin biiylik miktarlarda organik
coziinen maddelerin biriktirilmesinden daha az maliyetli olsa da bu strateji ¢ok fazla
kullanilmamaktadir. Bu stratejinin en iyi bilinen 6rneklerine son derece halofil arkelerde
rastlanmaktadir. Halobacterium salinarum ve Haloarcula marismortui en popiiler model
organizmalar arasindadir ve yiiksek hiicre i¢i KCl konsantrasyonlarinin korunmasinin
hiicrelerin 6miir uzunluguna etkileri lizerinde yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Imhoff, 1986).
Halobacteriaceae’nin biyolojisi hakkindaki bilgiler Halobacterium NRC-1, Haloarcula
morismortui, Nitrosomonas halophila, Halquadratum walsbyi’nin genom sekanslarinin
cikarilmasiyla daha da artmistir (Baliga ve ark., 2004; Falb ve ark., 2005). Dogada yaygin olan
ikinci temel strateji ise organik ozmotik ¢oziinenlerin biyosenteziyle veya biriktirilmesiyle
gergeklestirilen haloadaptasyondur. Bu stratejiyi kullanan hiicreler normal enzimatik aktiviteye
biiyiik 6l¢iide miidahale etmedikleri i¢in fazla tuzu sitoplazmalarindan miimkiin oldugunca

uzaklastirirlar (Oren, 2010).
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Halofil mikroorganizmalarda (prokaryot ve 6karyot) ozmotik ¢6ziinen listesi olduk¢a genistir.
En uyumlu ¢6zlinen maddeler amino asitler ve amino asit tiirevleri, sekerler veya seker alkollere
dayalidir. Cogu yiiksiizdiir veya zwitteriyoniktir (hem pozitif hem negatif yiik tasiyan iyon)
(Roberts, 2005). Halofil mikroorganizmalarin tiim gruplar1 organik uyumlu ¢6ziinen
maddelerinin olusumu ve dagilimi a¢isindan heniiz incelenmemistir. Ornegin; son zamanlarda
karakterize edilmis olan asir1 derecede halofil kamgili protozoa’nin hiicre i¢i uyumlu ¢éziinen
maddelerinin ve bunlarin konsantrasyonlari hakkinda heniiz bir bilgi mevcut degildir. Fakat
bununla birlikte diger pek ¢ok halofilik mikroorganizmalarin uyumlu ¢6ziinen maddelerinin
cogu aydinlatilmistir. Gliserol ve diger polioller halofilik 6karyotik alg ve halofilik mantarlarda
ozmotik adaptasyonda ¢ok fazla kullanilir ancak prokaryotlarda nadiren kullanilmaktadir.
Pseudomonas putida’da mannitol bulunmasi bu durumun istisnalarindan biridir (Park ve ark.,
2007). Halofil ve halotolerant prokaryotlardaki organik ozmotik ¢6ziinen maddelerin olusumu
genellikle filogenetik yasam agacindaki konumlariyla iligkilidir. En genis organik c¢oziinen
maddelerin varligi Bacteria aleminde tespit edilmistir. Ortamdaki tuz konsantrasyonlarina gore
diizenlenebilen ozmotik ¢oziinen madde kullanimi1 mikroorganizmalara biiyiik bir esneklik
derecesi verir ve cesitli tuz konsantrasyonlarina adaptasyon yetenegi saglar (Shivanand ve
Mugeraya, 2011).

1.5.1. Zayif Halofil Bakterilerle Tlgili Yapilmis Calismalar

Zayif halofil bakteriler %1-3 NaCl (0.2-0.5 M) konsantrasyonunda optimum gelisen bakteri
grubunu olusturmaktadir ve diger halofil bakterilere oranla daha diisiik tuzlulukta optimum
gelisme gostermektedir (Ventosa, 2006; Oren, 2008). Zayif halofil bakterilerle ilgili ¢ok fazla
caligma olmamasina ragmen daha dnce zayif halofil bakterilerin ¢esitli tuzcul ortamlardan izole
edildigi caligmalar bulunmaktadir. Bir ¢alismada Kore’nin geleneksel tuzlanmig fermente
rtinti olan Jeotgal’dan zayif halofil bakteri susu Cobetia crustatorum izole edilmistir. Gram
negatif oldugu, 25°C sicaklikta, %6.5 NaCl konsantrasyonunda ve pH 5-6’da optimum gelisim
gosterdigi saptanmistir. Oksidaz negatif, katalaz pozitif oldugu, karbon ve nitrojen kaynaklar
olarak bir¢ok seker ve amino asidi kullanabildigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2010). Diger bir
calismada Kolombiya’da bulunan And Daglari’ndan aliman tuzlu su Orneklerinden
Dethiosulfovibrio salsuginis sp. nov., zayif halofil bakteri susu izole edilmistir. Sicaklik olarak
30°C’de (gelisim aralig1 20-40°C), pH 7.3’te (gelisim aralig1 pH 5.5-8.5), %2 tuz (gelisim araligi
%0.1-7) kosulunda optimum gelisim gosterebildigi bildirilmistir (Diaz-Cardenas ve ark., 2010).
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Arastirmacilar Tayland’ta ¢ok fazla tiiketilen geleneksel tuzlu karides ezmesinden Gram
pozitif, zorunlu aerobik Bacillus salacetis sp. nov., zayif halofil bakteri susunu izole etmislerdir.
pH 6-9 araligindan optimum pH 7.5’te, 20-40°C sicaklik araligindan optimum 37 °C’de, %0-
15 NaCl (w/v) konsantrasyon araligindan optimum %21-3 NaCl konsantrasyonunda gelisebildigi
belirtilmistir. 16S rRNA gen sekans analizi bazinda bakildiginda bu susun Bacillus cinsine ait
oldugu ve Bacillus vietnamensis, Bacillus marisflavi, Bacillus aquimaris, Bacillus
oryzaecorticis ile sirastyla %98.7, %97.9, %97.8, %97.8 benzerlik gosterdigi bildirilmistir
(Daroonpunt ve ark., 2019). Kore’de yapilan bir ¢alismada Kore smirlari i¢inde yer alan Dogu
Denizi’nden izole edilen Gram pozitif, hareketli, sar1 renk pigmentine sahip iki zayif halofil
bakteri susu (SW-46T ve SW-52) incelenmistir. Bu suslar 16S rRNA dizilerinde 1 bp fark ve
%94.4°liikk bir ortalama ile DNA-DNA seviyesinde bir akrabalik gostermistir. 16S rRNA
dizisine bagli filogenetik analizlerinde SW-46T ve SW-52 suslarinin Proteobacteria ’nin a-alt
siifinda yer aldig1 ve Erythrobacter longus, Erythrobacter litoralis ve Erythrobacter citreus
ile tutarli bir benzerlik gdsterdigi bildirilmistir. 10-42°C sicaklikta, 6.5-7.5 pH araliginda ve
%2-5 (w/v) NaCl konsantrasyonunda optimum gelistigi bildirilmistir (Yoon ve ark., 2003). Bir
baska calismada tuzlu toprak orneklerinden MX6T zayif halofil bakteri susu izole edilerek
tanimlanmistir ve susun Gram-pozitif, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif 6zelliklere sahip bir
bakteri oldugu vurgulanmistir. Optimum biiyliime kosullar1 35°C, %3 NaCl konsantrasyonu ve
pH 7-7.5 olarak bildirilmistir. MX6T susu 16S rRNA gen dizisine dayali filogenetik sonuglara
dayanarak Firmicutes subesinde Planococcaceae familyasinda ve Planomicrobium cinsi ile
yliksek benzerlik gosterdigi saptanmustir. En yiiksek benzerligi ise Planomicrobium flavidum
(%98.2) ile gostermistir (Ramezani ve ark., 2019). Derin deniz sedimentinden izole edilen
Bacillus oceani sp. nov., susunun optimum biiylime kosullar1 %0-10 NaCl, pH 5-11, 20-40°C
olarak tespit edilmistir. Gram pozitif oldugu, Tween 20, 40 ve 80’1 hidroliz edebildigi, nisasta,
seliiloz, kazein ve jelatini hidrolize edemedigi belirtilmistir. Genomik DNA’da G+C igerigi
(Guanin-Sitozin) %38 olarak saptanmistir. 16S rRNA gen dizi analizi bu susun Bacillus
carboniphilus JCM 9731T (%94.5) ve Bacillus endophyticus 2DTT (%94.3) ile yiiksek

benzerlik gostermistir (Liu ve ark., 2013).
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Bir arastirmada deniz suyu 6rneklerinden Roseovarius aquimarinus sp. nov., (CAU 1059T)
zayif halofil bakteri susu izole edilmistir. Bu sus 37°C, pH 7°de ve %2 (w/v) NaCl varliginda
optimum gelisim gostermistir. 16S rRNA gen dizisine dayanan filogenetik analizleri sonucu
Roseovarius cinsine ait oldugu bildirilmistir (Kang ve ark., 2015). Bir diger ¢calismada Cin’de
tuzlu-alkali toprak oOrneklerinden Gram-negatif Halomonas zhaodongensis zayif halofil
bakteri susu izole edilmistir. Optimum %3’liik NaCl konsantrasyonunda, 35°C ve pH 9’da
gelisim gosterdigi bildirilmistir (Jiang ve ark., 2013). Yapilan bir ¢alismada derin deniz
sediment 6rneginden piozotolerant, PVS21T zayif halofil bakteri susu izole edilmistir. Gram
negatif, anerobik, oksidaz ve katalaz pozitif oldugu belirtilmistir. 37°C sicaklikta, pH 5-9
araliginda ve %3-4 NaCl konsantrasyonunda gelisim gosterdigi bildirilmistir. 16S rRNA gen
dizi analizi PWS21T susunun Marinobacter guineae ve Marinobacter lipolyticus ile sirasiyla
%98.4 ve %98.2 benzerlik gosterdigini ortaya koymustur (Cao ve ark., 2019). Kore’de gelgit
denizinden Alteromonas litorea sp. nov., zayif halofil bakteri susu izole edilmistir. Optimum
gelisme kosullar1 30-37°C, %2-5 (w/v) NaCl olarak bildirilmistir. Katalaz pozitif oldugu ve
kazeini hidrolize edebildigi saptanmistir (Yoon ve ark., 2004). Detaylica yaptigimiz literatiir
taramasinda tuzlanmig koyun derilerinden zayif halofil bakterilerin izole edildigi bir ¢alismaya
rastlanmasa da halofilik bakteri ve arkelerin tuzlanmis post/derilerden izole edildigi calismalar
bulunmaktadir. Bir aragtirmada 13 adet 1liml1 halofil bakteri susu tuzlanmig deri 6rneklerinden
izole edilerek molekiiler olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin Alkalibacillus, Oceanobacillus,
Thalassobacillus, Chromohalobacter, Salimicrobium, Marinococus, Halomonas cinslerine ait
oldugu saptanmustir. izolatlarm fenotipik ve molekiiler analizleri yapilmistir. Bu 1limli halofil
bakteri izolatlarmin yag, protein, DNA gibi makromolekiilleri parcalamak ig¢in cesitli
biyokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestirebilen enzimlere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle yiiksek kalitede deri elde etmek icin derilerin muhafazasinda kullanilan tuzdaki 1liml
halofil bakterilerin kontrol edilmesi ve inaktive edilmesi gerektigini vurgulamiglardir
(Caglayan ve ark., 2015). Bir baska calismada kirmiz1 ve sar1 renklenmeler igeren tuzlanmig
deri 6rneklerinden 1liml1 halofilik bakteri ve asir1 halofilik arkelerin izole edildigi bildirilmistir
(Akpolat ve ark., 2015). ispanya’dan temin edilen bozulmus ve depolanmis deri drnekleri
incelenmis ve molekiiler metotlarla 16S rRNA gen sekans analizlerine gdre tanimlamalari
yapilmugtir. Iliml1 halofil bakteri sayis1 10°-108 CFU/g, asir1 halofil bakteri sayis1 10°-10’
CFU/g olarak tespit edilmistir (Akpolat ve ark., 2015).
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Arastirmacilar 16S rRNA gen dizisi analizlerine gore kirmizi ve sar1 renklenmeler igeren
tuzlanmis koyun derilerinden  Salimicrobium salexigens, Acinetobacter johnsonii,
Staphylococcus equorum, Alkalibacillus salilacus, Marinococcus luteus, Pseudomonas
halophila, Alkalibacillus halophilus 1limli halofilik bakterileri ve Halococcus dombrowskii,
Halorubrum tebenquichense, Halostagnicola larsenii, Halorubrum lipolyticum, Halococcus
gingdaonensis, Halococcus morrhuae, Halorubrum kocurii, Halorubrum terrestre,
Halorubrum saccharovorum, Natrinema versiforme, Natrinema pellirubrum asirt halofilik
arkeleri izole ettiklerini bildirmislerdir (Akpolat ve ark., 2015). Ayrica Alkalibacillus
halophilus ve Halorubrum tebenquichense suslarinin bu derilerde en fazla bulunan tiirler
oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir. Sonu¢ olarak derilerin korunmasinda kullanilan tuzun proteolitik ve lipolitik
aktiviteye sahip olan ilimli halofilik bakterileri ve asir1 halofilik arkeleri barindirabilecegi
bildirilmistir. Tuzlama metodu ile birlikte bazi antimikrobiyal maddelerin de derilerin
korunmasinda kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir (Galinski ve ark., 2010; Akpolat ve ark.,
2015). Ttiim bu literatiir galismalarina bakildiginda tuzlanmis deri 6rneklerinden 1liml1 halofilik
bakterilerin ve asir1 halofilik arkelerin tanimlandigi ¢alismalara rastlanmasina ragmen daha
once tuzlanmis ve depolanmis koyun derisi 6rneklerinden zayif halofil bakterilerin izole edilip
molekiiler tanimlamasinin yapildigi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Calismamiz bu kapsamda

ilk yapilmis ¢alisma niteligi tagimaktadir.

1.5.2. Halofilik Mikroorganizmalarin Tuza Adaptasyon Mekanizmasi

Bir hiicre ytiksek tuz igeren bir ortamda bulundugu zaman i¢indeki su dis ortama hareket ederek
hiicre hacminde bir azalmaya sebep olur ve bu durum ¢ok biiyiik oldugunda hiicrenin dormant
faza girmesine veya o hiicrenin 6lmesine sebep olur (Daoud ve Ben Ali, 2020). Diger yandan
hiicre ¢ok diisiik ozmolariteye sahip bir ortamdaysa su akisi ters yonde olacak ve hiicrenin
turgor durumuna ge¢mesine ve hatta zar elastikiyet sinir1 asilirsa hiicrenin par¢alanmasina
neden olacaktir. Bu gibi durumlardan kagabilmek i¢in hiicre her zaman sitoplazmik ozmotik
basincini ¢evresine gore ayarlamaktadir. Hipersalin ortamlardaki iyonik bilesim suyun
buharlasmasi yoluyla veya iyonlarmm dibe g¢okmesi gibi durumlar sebebiyle zamanla
degismektedir. Bu ani degisimler mikroorganizmalari bu yeni durumlara uyum saglamaya
zorlamaktadir. Hiicrenin bu i¢ basincit kontrol etmesine izin veren mekanizmalara

‘ozmoregiilasyon’ denir (Shivanand ve Mugeraya, 2011; Yin ve ark., 2015).
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Bazi durumlarda da bir bakterinin hipersalin ortamlarda gelisme yetenegi esas olarak hiicrenin
dayanikliligin1 saglayan ve koruyan peptidoglikan tabakasinin kalinlig ile taninan zarlarinin
giiclinlin bir fonksiyonudur. Temel olarak ozmotik soklar1 6nleyen iki farkli strateji vardir.
Bunlardan ilki iyon pompalari aracilifiyla zar boyunca iyon taginmasi, iKincisi ise hiicrede
uyumlu ozmotik ¢oziinen maddelerin birikimidir (Mokashe ve ark., 2018; Daoud ve Ben Ali,
2020). iyon pompalar1 ile zardan iyon tasinmasi mekanizmasinda (salt-in stratejisi)
sitoplazmada inorganik tuzlarin birikimi s6z konusudur (sodyum, klor, potasyum). Bu, zardan

sitoplazmaya katyon akisini icerir (Sekil 1.2) (Daoud ve Ben Ali, 2020).
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Sekil 1.2. Iyon Pompalari ile Zardan Iyon Tasinma Mekanizmasinin Sematik Gosterimi
(Mokashe ve ark., 2018, s. 496).

Bu mekanizma her mikroorganizmada ayni degildir. Ornegin; arkeler hiicre iginde potasyum
biriktirip sodyumu harig tutarken, bakteriler potasyum yerine sodyum biriktirmektedir. Yiksek
tuzlu ortamlarda bulunmak hiicre i¢i bilesenlere (niikleik asit, protein, kofaktdrler) zarar verir
ve bu durumlarda tuzun denatiire edici etkilerinden korunmak gerekir. Diisiik tuzlu ortamlarda
daha az tuz konsantrasyonu oldugunda ise olusan bu tuz kithig: katyonlarda koruyucu etkiyi
kaldirir ve proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinda denatiirasyona sebep olur. Bu mekanizma
genellikle aerobik asir1 halofil arkelerden Halobacteriales takimi ve anerobik bakterilerden
Haloanaerobiales takiminda kullanilmaktadir (Daoud ve Ben Ali, 2020; Galinski ve ark.,
2010).
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Iyon pompalari ile zardan iyon tasinmasi stratejisinde (salt-in strateji) tuza adapte olmus
enzimler daha az esnektir ve degisen kosullara uyarlanabilir durumdadir (Mokashe ve ark.,
2018).

Ikinci mekanizma ise uyumlu ozmotik ¢dziinen madde birikim stratejisidir. Bu adaptif
mekanizma ozmotik basinci dengelemek amaciyla tuzlart miimkiin oldugunca sitoplazmadan
hari¢ tutarken hiicrede kiiciik molekiiler agirlikli organik ¢oziinen maddeleri biriktirir. Bu
molekiiler agirligi kiigiik olan organik ozmotik ¢6ziinen aktif molekiiller ‘uyumlu ¢oziinenler’
olarak adlandirilir (Roberts, 2005; Oren, 2006; Mokashe ve ark., 2018; Daoud ve Ben Ali,
2020). Uyumlu ¢oziinen maddeler yiiksek oranda ¢oziiniir, polar, ¢ogu fizyolojik pH’da yiiksiiz,
zwitteriyonik molekiillerdir. Pek ¢ok prokaryotik hiicre farkli uyumlu ¢oziinen maddeleri
biriktirmektedir. Uyumlu ¢6ziinen maddeler suda yiliksek oranda ¢oziiniir sekerler, alkoller,
amino asitler, betainler, ektoinler veya bunlarin tiirevleri dahil olmak tizere diisiik agirlikli
molekiiller olarak gosterilebilir (Shivanand ve Mugeraya, 2011; Yin ve ark., 2015). Ozmotik

¢oziinen molekiiller mikroorganizmalar arasinda farklilik gosterebilir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Prokaryotlarda Bazi Uyumlu Ozmotik Coziinen Maddelerin Dagilimi (Shivanand
ve Mugeraya, 2011, s. 4).

Ozmotik c¢oziinenler Organizma

Ektoin Chromohalobacter israelensis, Halomonas boliviensis, Brevibacterium
epidermis, Halomonas elongata, Ectothiorhodospira halochloris,
Chromohalobacter salexigens

Hidroksiektoin Nocardiopsis halophila, Halomonas elongata

Betain Halorhodopira halochloris, Actinoployspora sp., Thioalkalivibrio versutus

Prolin Streptomyces ve baz1 Bacillus tiirleri

a-glutamat Metanojenik bazi arkeler

Mannosilgliserat Thermus thermophilus, Methanothermus fervidus, Rhodothermus marinus,
Thermococcus spp., Pyrococcus furiosus

Digliserol fosfat Archaeoglobus fulgidus

Trehaloz Actimopolyspora halophila, Rubrobacter xylanophilus, Pyrobaculum
aerophilum, Thermoplasma acidophilum

Glikozilgliserat Agmenellum quadruplicatum, Erwinia chrysanthemi, Stenotrophomonas

maltophilia
Sukroz Anabaena (mavi-yesil alg), Proteobacteria,
Nitrosomonas europaea
Mannitol Pseudomonas putida
Mannosilgliseramid Rhodothermus marinus

Uyumlu ozmotik ¢dziinen maddeler biyomolekiillerin ve bir¢ok hiicrenin stabilizorii veya stres

koruyucusu olarak kullanilmaktadir (Mokashe ve ark., 2018).
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Uyumlu ¢dziinen maddeler proteinleri stabilize edici dzelliklere sahiptir. Ozellikle polipeptit
zincirlerinin dogru sekilde katlanmasina yardimei olmaktadir. Protein molekiilleri iizerindeki
stabilize edici etkileri sebebiyle bunlar bazen ‘kimyasal saperonlar’ olarak da
adlandirilmaktadir. Uyumlu ¢6ziinen maddeler ayrica niikleik asitlerle etkilesime girer ve
DNA-protein arasindaki etkilesimleri diizenler (Chattopadhyay ve ark., 2004; Kolp ve ark.,
2006). Uyumlu ¢oziinen maddeler bu 6zelliklere sahip oldugundan dolay1 biyoteknolojik birgok
alanda kullanilmaktadir. Ornegin; ektoin bakterilerde en yaygin ozmotik ¢dziinenlerden biridir
(Sekil 1.3). ilk olarak haloalkalifil fotosentetik kiikiirt bakterisi Ectothiorhodospira halochloris
sp. nov.,’da kesfedilmesine ragmen daha sonra yapilan arastirmalarda gesitli halofil ve
halotolerant bakterilerin genellikle 5-hidroksi tiirevleri ile birlikte bu bilesigi irettigi
bulunmustur (Kushner, 1978; Rothschild ve Mancinelli, 2001).
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Sekil 1.3. Ektoin ve Hidroksiektoinin Yapist (Shivanand ve Mugeraya, 2011, s. 4).

Ektoin, biyoteknolojide ¢ok biiyiik ilgi gérmiistiir. Enzimleri, DNA’y1 ve pek ¢ok hiicreyi
donma, asir1 1s1nma, kuruma gibi ¢esitli stres kosullarina kars1 koruyarak bir stabilizér gérevi
gormektedir. Yapilan ¢alismalarla ektoinin pek ¢ok ilgi ¢ekici 6zelligi daha ortaya konmustur.
Ektoinin UV-A’nin neden oldugu hizlandirilmis cilt yaslanmalarina karst koydugu birgok
calisgmada kanitlanmistir. Bu nedenle yaslanmig, kurumus ve tahris olmus ciltlerde
nemlendirici olarak kozmetik sektoriinde ve tipta dermatoloji alaninda kullanilabilir oldugu

bildirilmistir (Rothschild ve Mancinelli, 2001).

Ektoinin Alzheimer hastaliginda B-amiloid birikimini de engelledigi {izerine caligmalar
bulunmaktadir. Ayrica bronsiyal astima kars1 inhalasyon etkileri iizerine klinik ¢aligmalarin
basladig1 bildirilmistir (Oren, 2010; Shivanand ve Mugeraya, 2011). Ektoin gida endiistrisinde
gidalarin stabilitesini ve tazeligini arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Buna ek olarak tipta gozdeki
mukoza tabakasmnin tedavisinde de kullanilmaktadir. Ozellikle géz kurulugunun tedavisinde

yararli oldugu bildirilmistir (Detkova ve Boltianskaia, 2007).
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Betain bir diger uyumlu ¢oziinen maddedir. Halofil fototrofik bakterilerde, kemotrofik
bakterilerde ve arkebakterilerde bulunmaktadir. Sirozun baslangi¢c asamasi olan karacigerin
yag filtrasyonu tedavisi ve proflaksisi i¢in terapdtik potansiyele sahiptir. Betainler anti-
inflamatuar preperatlarin yan etkilerini azaltmaktadir. Antikoagiilan ozellikleri sayesinde
trombiis olusumunu Onleyerek kalp krizi (enfarktiis) ve felg olusma olasiligini diistirdiigii
bildirilmistir. Ayrica iiriin verimliligini ve 6zgiilliglini artirmak i¢in G+C (Guanin-Sitozin)
acisindan zengin DNA sablonlarinin PCR amplifikasyonlarinda da kullanilmaktadir (Detkova
ve Boltianskaia, 2007). Bir diger uyumlu ¢oziinen madde indirgeyici olmayan, glikoz
disakkariti olan trehalozdur. Organizmalar tarafindan kurumaya kars1 koymak i¢in kullanilir
ancak ayni zamanda ozmolit gérevi de goriir. Bakterilerden arkelere, mantarlara, bitkilere ve
omurgasizlara kadar ¢ok c¢esitli organizmalarda bulunmaktadir. Trehaloz yalnizca
biyomolekiillerin dondurulup Kurutulmasi igin kriyoprotektan olarak degil ayni zamanda
mikroorganizmalarin uzun siireli korunmasi igin de faydalidir ¢linkii membran stabilitesini
saglamaktadir (Shivanand ve Mugeraya, 2011). Biyoteknolojik olarak kolay iiretilebilen bu
uyumlu ¢dziinen maddelerin bir¢ogu endiistriyel alanlarda (tip, kozmetik, enzim teknolojisi)

stabilizor olarak kullanilmaktadir (Ventosa ve Nieto, 1995).
1.5.3. Halofil Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Onemi

Halofil mikroorganizmalarin ticari kullanimlari olduk¢a 6nemli olmasina karsin (soya ve balik
sosu fermentasyonu, beta karoten iiretimi vb.) bu organizmalarin yapisi daha da aydinlatildik¢a
yeni ve benzersiz Ozellikleri biyoteknoloji i¢in Onemli potansiyellere sahip oldugunu
gostermektedir. Halofiller diger mikroorganizmalarin yasamasinin miimkiin olmadig: yerlerde
hayatta kalabilir ve gelisebilirler (Ventosa ve Nieto, 1995; Oren, 2010; De Lourdes Moreno ve
ark., 2013; Ali ve ark., 2016). Hipersalin ortamlar bir¢ok bolgeye yayilmistir. Petrol rezervi
gibi pek ¢ok dogal jeolojik olusum asir1 tuzlu sularla iliskilidir ve bir¢ok endiistriyel islemde
ayrica islenmis tuzlar kullanilmaktadir. Endiistriyel islemler sonucu olusan bu tuzlu atik sular
cevreye salinmakta ve ¢evre kirliligine sebep olmaktadir. Halofillerin bu asir1 kontamine tuzlu
sularda biyolojik 1slah i¢in kullanilmasi muhtemeldir (Galinski ve ark., 2010). Halofilik
mikroorganizmalar endiistriyel uygulamalar igin yararli olabilecek potansiyele sahip kararli,
stabil yapida ve benzersiz 6zellikte molekiiller iiretir. Halofiller 6zellikle protenlerin yapisinin
bozulup ¢okelmesine ve denatiire olmasina sebep olabilecek ortamlarda islev gorebilen kararl
enzimlere (lipaz, proteaz, amilaz, DNaz, jelatinaz, ksilanaz ve diger bir¢ok hidrolitik enzim de
dahil) sahiptir ve bu durum da onlar1 biyoteknolojik olarak 6nemli kilmaktadir (De Lourdes
Moreno ve ark., 2013; Dutta ve Bandopadhyay, 2022).
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Halofil mikroorganizmalar ayrica 6zel uygulamalar i¢in de kullanilabilir. Biyobilgisayarlar i¢in
bakteriyodopsin, gida boyasi i¢in pigment maddesi, stres faktorlerinden (asir1 tuz, sicaklik, pH)
korunmak i¢in ozmotik ¢oziinenler bunlara 6rnek olarak sayilabilir (Galinski ve ark., 2010).
Halofil ve halotolerant mikroorganizmalarin mevcut ve potansiyel bazi uygulamalar mevcuttur
(Tablo 1.3).

Tablo 1.3. Halofil ve Halotolerant Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Potansiyel
Uygulamalar1 (Daoud ve Ben Ali, 2020).

Uriin
Polihidroksialkonat
(PHA)

Polihidroksibiitirat-ko-
hidroksivalerant
(PHVB)

Ektoin

Hidroksiektoin

Amilaz

Proteaz

Ksilanaz ve Seliilaz

Uygulama alam
Plastik iiretimi

Plastik tiretimi, Medikal malzeme tiretimi

Hiicre zar1 koruyucu, yaslanma karsiti cilt
korumasi, kozmetik sektorii
Proteinlerin yanls katlanmaya karsi
korunmasi, stabilizor

Gida endiistrisi

Farmasotik tirtinlerde katki maddesi olarak,
camasir deterjani endiistrisi vb.
Biyolojik agartma, seliiloz hidrolizi

Uretici sus
Halomonas sp. TD01
Halomonas boliviensis

Haloferax mediterranei

Halobacterium salinarum,
Halomonas elongata
Marinococcus M52

Halobacillus spp.
Halomonas spp.
Streptomyces spp.

Bacillus sp.
Halobacillus sp.
Streptomonospora
Halomonas sp.

Biyosiirfaktanlar Hidrofobik substratlarin ¢dziilmesi Natrialba sp. E21
B-karoten Gida katki maddesi Dunaliella spp.
Gliserol Kozmetik endiistrisi Dunaliella spp.

Bakteriodopsin Isikla galisan proton pompasi proteini Halobacterium halobium
Gida endiistrisinde bakildiginda tuz varhiginda gerceklesen bir¢ok fermantasyon islemi
halotolerant mikroorganizmalar tarafindan katalize edilmektedir. Gida maddesine istenilen tat,
koku ve lezzeti vermek i¢in kullanilmaktadir. Ornegin; Lactobacillus plantarum lahana
tursusunun fermantasyonunda onemli rol oynamaktadir. Asya’da kullanilan bir balik sosu
tiretiminde ise Halobacterium salinarum, Halococcus sp., Pseudomonas, Bacillus sp., ve
Coryneform bakterilerinin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Joo ve Kim, 2005). Uyumlu
¢oziinen maddeler ise enzimlerin, DNA’nin ve membranlar gibi biyomolekiiller yapilarin

stabilize edilmesinde ayrica stres ve tuzlara karsi korunmasinda rol oynamaktadir (Daoud ve

Ben Ali, 2020).
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Ektoin, endiistriyel olarak Halomonas salina ve Chromohalobacter salexigens suslari
tarafindan tiretilen en yaygin uyumlu ¢6ziinen maddedir. DNA, protein ve memeli hiicreleri
icin koruyucu bir madde olarak endiistriyel olarak pazarlanmaktadir (Kolp ve ark., 2006).
Pratikteki uygulamalar i¢cin uyumlu ¢6ziinen maddelerin uygun miktarlarda in vivo ve in vitro
iiretimi gerekmektedir. Ornegin; Halomonas elongata’nin ‘bacterial milking’ denilen bir
biyoproses ile Almanya’da biiyiik 6l¢ekte ticari olarak ektoin tirettigi bildirilmistir. Bu siireg
ozellikle Alman biyoteknoloji sirketi Bitop’un temelini olusturmustur (Yin ve ark., 2015).
Ektoin birgok kozmetik ve cilt bakim iirlinlerinin aktif maddesidir ve tibbi preperatlarda giderek
kullanim1 artmustir. Bunlara ek olarak ektoin PCR ve DNA Microarray teknikleri gibi gesitli
molekiiler biyoloji uygulamalarinda biyomolekiiller i¢in stabilizér ve gliglendirici olarak
kullanilmaktadir (Oren, 2010). Koruma yetenekleri agisindan ektoinden daha iyi gosterilen
bagka bir uyumlu organik ¢oziinen madde olan hidroksiektoin son yillarda ticari olarak daha
fazla ilgi c¢ekmistir. Bir calismada Marinococus M52 susunun ektoini hidroksiektoine
dontstiirdigii gosterilmistir (Yin ve ark., 2015). Ayrica biyomolekiillerin liyofilizasyonu
sirasinda Oonemli ticari mahsullerin (domates, patates, tiitiin, piring) ozmotik toleransini
gelistirmede betain, protein stabilizatorii olarak fosfat digliserol ve kriyoprotektan olarak
trehaloz gibi diger organik ¢oziinen maddelerin de biyoteknolojide kullanim alanlari mevcuttur
(Daoud ve Ben Ali, 2020; Oren, 2010). Halofilik ekzopolisakkaritler ve biyosiirfaktanlar
yaglarla kontamine olmus toprak, su gibi ¢esitli ortamlarin 1yilestirilmesinde kullanilmaktadir.
[laveten biyosiirfaktan iireten halofil ve halotolerant mikroorganizmalar hidrokarbonlar
tarafindan kirletilmis tuzlu su bolgelerinin iyilestirilmesinde hizlandiric ajanlar olarak siklikla
kullanilmaktadir. Birgok petrol yatag: (oksijen eksikligi, yiiksek tuzluluk ve sicaklik igeren)
gibi zorlu gevre kosullar1 altinda mikrobiyal siirfaktanlar kullanilmaktadir (Margesin ve
Schinner, 2001).

Birgok alkalifil de halofildir ve deterjan endiistrisinde, tekstil endiistrisinde ve diger sektorlerde
kullanilan pek ¢ok faydali enzim tuzlu alkali g6l sularinda gelisen bakteriler tarafindan
iiretilmistir. Yapilan ¢alismalarda Kenya ve I¢ Mogolistan’daki tuzlu alkalin gollerin zengin bir
organizma veya metagenomik kitapliklar i¢in gen kaynagi oldugunu ve bunlardan bazilarinin
metagonomik iiretim i¢in baslangi¢ materyali oldugu tespit edilmistir (Yin ve ark., 2015).
Halofilik enzimler (Salinibacter ruber ve bazi arke tiyeleri igin) asidik amino asitlerin ve negatif
yiiklerin fazlahigiyla bilinmektedir. Bu o6zellikler diisiik su, yiiksek tuz aktivitesine sahip
soliisyonlarda onlara fonksiyon saglar (Oren, 2010). Bu tuz toleransi 6zellikle endiistriyel

atiklarin temizlenmesinde 6nem arzetmektedir (Daoud ve Ben Ali, 2020).
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Kontamine ortamlarin geleneksel (ekstremofil olmayan) mikroorganizmalar tarafindan
biyoremediasyonu ¢esitli organik kirleticileri yiiksek tuzluluk igeren ortamlarda verimli sekilde
doniigtirememeleri nedeniyle halofilik mikroorganizmalar bu siiregte dikkat cekmeye
baslamistir. Halofil mikroorganizmalar metabolik olarak yiiksek tuzluluk igeren ortamlara
adapte olduklarindan kontamine hipersalin ortamlarin ve tuzlu atik sularin biyoremediasyonu
icin uygun adaylardir. Daha 6nce halotolerant ve halofilik bakterilerin ¢ok ¢esitli ortamlardaki
kirletici bilesikleri pargaladig bildirilmistir (Margesin ve Schinner, 2001). Bu bilesiklerden
aromatik bilesikler par¢alanmasi en zor olanidir. Dolayisiyla bu bilesiklerle kirlenmis tuzcul
ortamlari isleyen yeni siireglerin optimizasyon ¢alismalarina biiytik ilgi gosterilmistir (Yin ve
ark., 2015). Aromatik bilesikler ayrica gesitli kimyasal ve toksik bilesiklerin yikim olaylari
sirasinda g¢evreye yayilabilmektedir. Bu bilesikleri doniistiirebilen halofil bakterilerin
cesitliligini tahmin etmek i¢in yapilan bir ¢alismada bilim insanlar1 fenoliin ana kirletici oldugu
bir dizi aromatik bilesik varliginda gelismeye dayali zenginlestirmeler ile ¢alismalar yapmustir.
Bu ¢alismada ¢ok ¢esitli tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen Halomonas cinsini i¢eren bakteri
suslarin1 kullanmislardir. Bu arastirma 1liml1 halofil bakterilerin 6zellikle de Halomonas cinsi
bakteri suslarinin tuzlu ortamlarda aromatik bilesikleri doniistlirebildiginin anlasildigir bir
calisma olmustur (Garcia ve ark., 2005). Baska yapilan bir ¢alismada irandaki Khara Tuz
Goli’nden izolasyonu yapilan halofilik bakterilerin kursun ve nikel’e karsi dayaniklilik
yetenekleri arastirnllmistir. Sonuglara gore Bacillus sp. A21, Salinicoccus A43 ve
Oceanobacillus sp A22 olmak iizere ii¢ sus se¢ilmistir. Bu suslarin sirasiyla 7.2, 6.7 ve 4.1 mM
kursuna ve 3.6, 41 ve 3.7 mM’da nikele kars1 direngli oldugu ve agir metal
biyoremediasyonunda kullanim potansiyellerinin bulundugu bildirilmistir (Diba ve ark., 2021).
Diger ¢alismalar halofilik ve halotolerant bakteriler ile azoboyali tekstil iirlinlerinin boya
giderimi tizerine odaklanmistir. Yapilan bir ¢alismada tekstil atiklarindan izole edilen ti¢ halofil
bakteri susunun yaygin olarak kullanilan azoboyalar iizerindeki renk giderme aktivitesi tespit
edilerek bu susun karakterizasyon ve filogenetik analiz galismalar1 yapilmistir. Sonuglar bu
susun Halomonas cinsine ait oldugunu gostermistir. Dort giinliik statik kiiltiir inkiibasyonundan
sonra gesitli NaCl konsanstasyonlarinda (%5-20), sicaklikta (25-40°C) ve pH (5-11) araliginda
azoboyanin rengini giderebildigi bildirilmistir. Caligmanin devaminda ise bu suslarin saf
boyalarin yani sira boya karisimlarinin da rengini giderebildigi tespit edilmistir. Ayrica yiiksek
boya konsantrasyonlarinda (5000 ppm) renk giderebildigi ve 10.000 ppm’ye kadar tolerans
gosterebildigi bildirilmistir (Oren, 2010; Yin ve ark., 2015; Daoud ve Ben Ali, 2020).
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Saglik alaninda yapilan biyoteknolojik uygulamalara bakildiginda Halobacterium susu GRB-
1 ile yapilan ¢aligmalarda okaryotik tip I DNA topoizomerazi etkileyen yeni antibiyotiklerin,
anti-tiimoral ilaglarinin ve kinolon gibi DNA giraz enzimi iizerine etkili ilaglarin 6n taramasinda
kullanilan plazmit PRG-1’i barindirdigi i¢in oldukga dikkat ¢ekmistir (Ventosa ve Nieto, 1995).
Bir diger calismada antimikrobiyal peptitler iizerine yapilmistir. Antimikrobiyal peptitler
(AMP) 12-100 amino asitten olusan, uzun, alfa-sarmal, pozitif yiiklii, amfifilik bilesiklerdir.
Halosinler asir1 halofilik arkeler tarafindan diretilen ve g¢evreye salinan antimikrobiyal
peptitlerdir. Bakteriler ise bakteriyosin (peptit bilesikleri) sentezleyerek diger bakterilerin
biiyiimesini engellerler. Bu bakteriyosinler antibiyotige direngli bakterilerden, mayalara,
boceklere kadar genis bir antimikrobiyal spektrum sergiledigi i¢in klinik alanlarda kullanim
potansiyeline sahiptir. Ozellikle ¢oklu ilaglara direngli bakteri suslarinin artis gdstermesi ile
birlikte hastaliklara alternatif ¢dziimler aranmaya baslamistir. Bakteriyosinler bu klinik
patojenlere kars1 alternatif tip uygulamasi olarak kullanilmaktadir. ki peptitli (alfa ve beta) bir
bakteriyosinin (Enterosin X), Enterococcus faecalis KU-B5 susu tarafindan {iretildigi
bildirilmistir. Bu iki peptidin (alfa ve beta) birlestirildiginde antibakteriyel aktivitesinin daha
giiclii oldugu belirtilmistir. Ayrica bu bakteri susu tarafindan {iiretilen Enterosin X isimli
bakteriyosinin 1stya dayanikli oldugu ve silaj (fermente edilmis hayvan yemi) {iretimi gibi
uygulamalar i¢in yararli oldugu vurgulanmistir (Hu ve ark., 2010). Bir diger ¢alismada Halosin
H6’nin (Haloferax gibbonsii tarafindan iiretilen bakteriyosine benzer bir protein) miyokardiyal
iskemi sirasinda enfarktiis boyutunu azaltarak kalbi reperfiizyon hasarindan korudugu
bildirilmistir. Ayrica bu zamana kadarki yapilan ¢aligmalar arasinda Halosin H6 nin 6karyotik
hiicrelerin NHE’si (Na*/H" exchanger) iizerine spesifik bir aktivite gosteren tek tanimlanmis
molekiil oldugu belirtilmistir (Lequerica ve ark., 2007). Bu bulgular ayn1 zamanda organ
naklinde de biiyiik gelismelerin olabileceginin sinyalini vermektedir (Yin ve ark., 2015).
Halobacterium tarafindan tiretilen hem H4 hem de C8 tipi halojenler hassas suslar {izerinde
cubuk hiicrelerinin seklini kiiresel hiicrelere doniistiirerek hiicre lizisine sebep oldugu i¢in
antibakteriyal ajanlar olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica enfeksiyoz bakterileri kontrol etmek
amaciyla bakteriyosinler kullanilmaktadir (Atanasova ve ark., 2013). Bacillus firmus’tan
tiretilen Subtilisin-A’nin antimikrobiyal (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Corynebacterium diphtheria), antifungal (Aspergillus niger), antioksidan (DPPH ve nitrik oksit
radikallerine kars1) ve anti-servikal kanser (HeLa hiicre hatt1 53 pg/mL’de) aktivitelerine sahip
oldugu bildirilmistir (Manikandan ve ark., 2021).
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Halofil mikroorganizmalardan elde edilen mikrobiyal tiriinlerin de saglik sektoriinde 6nemli
kullanim alanlarina sahip oldugu bilinmektedir. Ozellikle farmasétik endiistrisinde proteolitik
enzimler siklikla kullanilmaktadir. Cesitli halofilik bakteriler antibakteriyal, anti-tiimoral,
antiviral ajanlar olarak biyoaktif bilesiklerin bir kaynagi konumundadir (Corral ve ark., 2019;
Diaz-Cardenas ve ark., 2020). Deniz siyanobakterileri klinik deneylerde kiirasin ve kriptofisin
gibi farmasoétik tiriinlerin olusturulmasinda biiytik ilgi gormiistiir. Ayrica deniz diatomlarindan
elde edilmis olan peptit molekiilleri de antioksidan ve antikanser ajanlar olarak arastirilmaktadir
(Barkia ve ark., 2019; Hussein ve Abdullah, 2020). Halofillerden elde edilen biyosiirfaktanlar
da antiviral, antifungal, antibakteriyal, anti-timoral, immiinomodilatorler, gen terapileri,
uyarict dermal fibroblastlar ve asilar kadar dikkat ¢ekmeye baslamistir. Halofil
mikroorganizmalar kesfedildik¢e ve yapilart daha da aydinlatildikga gelecekte yeni ilaglar,
antioksidanlar, uyumlu ¢oziinenler ve hidrolitik enzimler tireterek gesitli sektorlerde kullanim

alanlar1 bularak bir devrim noktasina ulasilacagi 6ngoriilmektedir (Henciya ve ark., 2020).

Kar ve buz temizleme 6zellikle kisin diinyanin soguk iilkelerinde karayolu trafiginde yolu
acmak ve trafigi hareket ettirmek i¢in en 6nemli faaliyetlerden biridir. Buzla miicadele etmek
icin sodyum kloriir, kalsiyum kloriir, magnezyum kloriir igeren tuzlu su ¢ozeltileri uzun
zamandir kullanilmaktadir. Buzlanmay1 ¢6zmek amaciyla tuz uygulamasi 1930°lu yillarda
baslamis olmakla birlikte 1960’11 yillarda otoyol bakiminda yayginlagmistir (Sharma ve ark.,
2019). Tuz ucuz ve kolay bulunabilen bir mineraldir. Ayrica -12°C’nin tizerindeki sicakliklarda
etkinlik gosterdigi i¢in ¢ogunlukla antifiriz olarak kullanilmaktadir. Yollara buzlanmay:
onlemek i¢in serpilen tuz, buzlar eridiginde topraga karigarak toprakta ciddi ekolojik
degisiklikler yaratarak toprak florasini biiylik olgiide etkilemistir. Tuz yiikli sular kok
sistemleri ile etkilesime girerek yerel bitki ortiisiinde olumsuz sonuglara yol agmistir. Toprak
verimliligi agisindan mikrobiyal topluluklar {izerine asir1 tuzun etkilerinin degerlendirildigi ¢ok
az ¢alisma bulunmaktadir (Yin ve ark., 2015). Natrinema ve Haloterrigena arke cinsleri zemin
stabilizasyon ¢alismalariyla bilinmektedir. Bir bagka ¢alismada ise halofil bakteri Sporosarcina
pasteurii’nin kalsiyum iyonlarinin biyomineralizasyonunda temel rol oynadigi bildirilmistir.
Bu bakteri susu lireaz enzimi ile yol topragindaki kalsiyum iyonlarini kirectasi olarak da bilinen
kalsit veya kalsiyum karbonata (CaCOs) doniistiiriir. Bu bakteri CaCOs ¢okeltisini biriktirip
beton catlaklarimin ¢imentolanmasina biyolojik olarak yardimci olmaktadir (Sekil 1.4)

(Gorospe ve ark., 2013).
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Sekil 1.4. Yol Catlak Tamirinde Halofilik Bakterilerin Kullanim1 (Dutta ve Bandopadhyay,
2022, s. 11).

Halofil bakteriler, Pseudomonas putida ve Aliivibrio fischeri gibi bakteri suslar1 topraktaki
toksisite seviyesini, fiziksel ve kimyasal ozelliklerini tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir
(Cernohlavkova ve ark., 2008). Buzlar1 ¢oziicii tuzlarda mikrobiyotanin kalic1 etkisi olarak
halofil bakteriler 6zellikle toprak ekosisteminde onemli bir rol oynamaktadir (Dutta ve
Bandopadhyay, 2022). Artan toprak tuzlulugu da mahsul iretiminde kiiresel ¢apta bir endise
haline gelmistir. Tuzluluk morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal agilardan bitki gelisimini
etkilemektedir. Bu durumla miicadelede endiistriyel tarimda bitki biiylimesini tesvik eden
bakteriler (PGPB) umut verici bir strateji olarak kullanilmaktadir. Arthrobacteria,
Azospirillum, Bacillus, Klebsiella, Paenibacillus, Enterobacter ve Halomonas tuz stresini
azaltan ve bitki biiylimesini tesvik eden baslica halofillerdir. Bu agronomik potansiyeldeki
halotolerant bakteriler bitki patojenlerinin kontrol edilmesinde, biyogiibre yapiminda asilayici
ajan olarak ve biyostimiilan iiretiminde kullanilmaktadir. PGPB’ler bitki biiyiimesini bitkisel
biiyiime hormonlarini tetikleyerek gelistirir. Sitokinin ve absisik asitin (ABA) birikimi, Reaktif
Oksijen Tirleri (ROS) yikimi ve koklerden besin alimininin artirilmasi gibi durumlar buna
ornek verilebilir. Ayrica kurak bolgelerdeki topraklarin yiiksek tuz igerigine sahip olmasi ve
mahsul verimini azaltmasi sebebiyle tuza toleransli bakteriyel asilayicilarin (Pseudomonas
klororaphis, P. putida, P. extremorientalis ve P. aurantiaca) bugday tiretiminde kullanilmasi
bu konuda yapilan iyilestirmelerin bir diger 6rnegidir (Egamberdieva ve Kucharova, 2009;
Orhan, 2016).
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Halofil mikroorganizmalarin dikkat ¢ektigi bir diger nokta ise Astrobiyoloji alaninda olmustur.
Galaksinin farkli yerlerinde yasam arayisi Ozellikle son 20 yilda hiz kazanmistir.
Astrobiyologlar o6tegezegen olarak siniflandirilan Mars’ta umut verici yasam belirtileri
farketmislerdir (Des Marais ve Walter, 1999). Yapilan arastirmalar Mars’in yiizeyinde gegici
olarak bol miktarda su barindirdigini onaylamaktadir. Giiney Mars kutuplarinin yakinlarindaki
tuzlu ve soguk sular halofil bakteriler i¢in barinma olasiligi yiiksek olan manganez ve
kalsiyumu barmdirmaktadir. Bu molekiiler yap1 Halorubrum chaoviator’un Mars’ta donma ve
¢Oziilme tuzlu suyunda hayatta kalmasina benzemektedir. Perklorata yliksek toleransi olan
arkeler (0.4 M) anaerobik solunum esnasinda terminal elektron alic1 olarak klorati kullanabilir.
Bu calisma ayrica Marstaki tuzlar arasinda perklorat varliginin halofilik yasam olasiligini
engellemediginin kanit1 olarak gosterilmistir (Des Marais ve Walter, 1999; Leuko ve ark.,
2014). Bu nedenle Marstaki perkloratin nispi bollugu Diinya’daki Atama C6lii gibi asir1 kurak
bolgelerdeki nitrojen fiksasyonunu anlamak i¢in bir kilavuz olabilecegi belirtilmistir. Biitiin bu
aragtirmalara bakildiginda prebiyotik evrim sirasinda yasamin tuzlu suda ortaya ¢ikisinin ve
oraya adaptasyonunun yasamin erken belirtisi olabilecegine isaret etmistir. Bu sebeple
halofiller gelecekte diinya dis1 yasamin varlifini aramada kullanim potansiyele sahip oldugu

icin Astrobiyoloji alaninda dikkat toplamaya baslamistir (Dutta ve Bandopadhyay, 2022).

Sonu¢ olarak halofil ve halotolerant mikroorganizmalar biiyiik biyoteknolojik Onem
tasimaktadir ve birgok endiistri alaninda kullanim potansiyeline sahiptir. Ozellikle son yapilan
caligmalar ekstrem kosullara adapte olmus bu mikroorganizmalarin enzimleri ve molekiilleri
iizerine odaklanmistir. Geleneksel tanimlama yontemleri veya yiliksek verimli metagenomik
dizileme teknikleri ile caligmalar yapilmaktadir. Bunlara ek olarak mikroorganizmalarin
fermentorlerde manipiile edilebilmesi liretim maliyetini azaltti§1 i¢in ekspresyon vektorleri,
klonlama, promotorler ve halofilik mikroorganizmalarda ekpresyona hizmet eden mutagenez
sistemleri gibi yeni genetik araclarin anlagilmasi icin biiyiik bir ¢aba sarfedilmektedir. Biz de
bu calismamizda tuzlanmis derilerden izole ettigimiz zayif halofil bakteri suslarini hem
mikrobiyolojik hem de molekiiler yontemler kullanarak tanimlayip bu bakterilerin

biyoteknolojik potansiyelleri hakkinda bilgi sahibi olmay1 amacladik.
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1.6. Bakteriyosinler Hakkinda Genel Bilgi

Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen, 6zel olarak bazi bakteri suslari tarafindan
tiretilen hiicre dis1 protein veya peptitlerdir. Bu peptitler ayn1 veya farkli bakteri tiirleri tizerine
etkili olabilir ve bazi mantar suslarini inhibe edebilir. Farkli bakteri tiirleri lizerine Oldiiriicii
(bakterisidal) yada tiremelerini durdurucu (bakteriyostatik) etkileri vardir. Bakteriyosinler pek
cok sektorde destekleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Ozellikle cesitli gida kaynakli
zehirlenmelerine sebep olan patojenlere karsi gidada biyokoruyucu olarak, antiviral ve
antifungal ajan olarak da olduk¢a umut vericidir (Daba ve ark., 2022; Nisa ve ark., 2023). Bir
cok iilkede onaylanan Nisin A gibi bazi bakteriyosinler halihazirda onaylanmis ve market
piyasasindaki yerini almistir (Aroutcheva ve ark., 2001). Bakteriyosinler gerck gida gerekse
ilag sektdriinde giiglii biyoteknolojik araclar temsil etmektedir. Bakteriyosinlerin kesfi 1925
yilinda Gratia’nin Escherichia coli’nin diger suglarin bitylimesini engelleyen, 1siya dayanikli
yapida olan Kolisin V’yi iiretimi nedeniyle E.coli suslar1 arasindaki bu antagonist etkiyi
farketmesiyle baglamistir (Grande Burgos ve ark., 2014). Bu olaydan ii¢ y1l sonra Rogers ve
Whittier, laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan {iretilen antimikrobiyal bir madde
kesfetmislerdir (Rogers ve Whittier, 1928). Mattick ve Hirsch bu maddeyi saflastirmay1
basararak ona ‘“Nisin” adimi vermislerdir (Matsuzaki, 1999). Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakteriler bakteriyosin iiretme potansiyeli tasimasina ragmen o6zellikle Gram-pozitif bakteriler
tarafindan iiretilen bakteriyosinler iirlinlerin giivenlik durumu sebebiyle daha fazla dikkat
cekmistir. Bazi bakteriyosinler ¢oklu ilaca direngli patojenlere kars1 yiiksek 6zgiilliik sergiledigi
icin klinik olarak ve antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmaya baglamistir. Ayrica
bakteriyosinlere karst direng gelisimi genis spektrumlu antibiyotiklerle kiyaslandiginda
nispeten daha zordur. Bakteriyosinlerin basit biyosentetik mekanizmalari antibiyotiklerle
karsilagtirilmalarini, potansiyellerini, biyomiihendisliklerini, 6zgilliiklerini ve antimikrobiyal
spektrumlarinin iyilestirilmesini kolaylastirir. Bu nedenle bakteriyosinlerin kesfedilmesi,
tanimlanmasi ve ¢alisilmasi farkli uygulamalarda kullanilma yolundaki adimlar olarak biiyiik
onem tagimaktadir. Bakteriyosinler kokenlerine gore 3 gruba ayrilmaktadir: Arke tyeleri
tarafindan iiretilen Halosinler, Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilmis olan bakteriyosinler
ve Gram-negatif bakteriler tarafindan tiretilmis olan bakteriyosinler (Daba ve ark., 2022; Nisa
ve ark., 2023).
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Arkelerin bakteriyosin benzeri antimikrobiyal peptitler olan halosinleri iirettigi bilinmektedir.
Halobacterium tarafindan {retilen Halosinler ve Sulfolobus cinsinden elde edilen
Siilfolobisinler su anda tanimlanan iki halosindir (Riley ve Wertz, 2002). Ozellikle Haloarkea
tiyeleri bakteriyosin yapma yeteneklerinden dolay1 en fazla dikkat ¢eken arkelerdir. Halosinler
yakindan iligkili organizmalar tizerine antogonistik olarak etki eder. Bu zamana kadar halosin

sentezi i¢in kullanilan sadece birkag halofilik arke molekiiler diizeyde ¢aligilmistir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4. Baz1 Halosinler ve Kimyasal Ozellikleri (Nisa ve ark., 2023, s. 5).

Sicakhik-pH
Halosin Boyut Uretici sus Susun Kaynagi stabilite Hedef sus
(kDa) arahg
H1 31 Haloferax Alicante, Ispanya <50 °C Tanimlanmamig
mediterranei M2a
HAl 14 Haloferax larsenii Pachpadra Tuz >100 °C Haloferax
HA1 Golii, Hindistan pH 4-12 larsenii HA10
Cc8 6.3 Halobacterium Biiyilik Chaidan >100 °C Halorubrum
Tuz Golii, Cin saccharovorum
H4 34.9 Haloferax Alicante, Ispanya <60 °C Halobacterium
mediterranei R4 halobium
H6/H7 32 Haloferax gibbonsii ~ Alicante, Ispanya <90 °C Halobacterium
Ma2.39 veya Alicante halobium NRC
SPH7 817
SH10 20 Natrinema sp. Tamil Nadu, <50 °C Halorubrum sp.
BTSH10 Hindistan BTSHO03
Sech7a 10.7 Haloferax Secovlje, <80 °C Halobacterium
mediterranei Sech7a Slovenya pH 2-8 salinarum NRC

817

Tanimlanan ilk Halosin S8’dir ve 34 kD pro-proteinle islenen kisa bir hidrofobik peptitten (36
amino asit) olusmaktadir. Bu halosin son derece sert bir yapida olmasina karsin organik
¢oziiciiler tarafindan fazla tuzu giderilebilir ve biyoteknolojik olarak kullanilabilir. Sulfolobus
islandicus’tan izole edilen Siilfolobisinler de diger bir halosin 6rnegidir. Bu peptitlerde diger
bakteriyosinler gibi proteaza duyarlidir ve 1s1ya dayaniklidir. Siilfolobisinler etki ettigi susun
hiicre zarina baglanarak inhibisyon gostermektedir. Halosinler genellikle besinlerin kit oldugu
ve rekabetin fazla oldugu duragan fazlarda arkeler tarafindan salgilanmaktadir (Prangishvili ve
ark., 2000; Riley ve Wertz, 2002). Arastirmacilar Tuz Goli'nin Kaldinm ve Kayacik
Tuzlasindan ¢ikarilan islem gérmemis ham tuzlarin derileri korumak igin kullanildigini, bu
tuzlarda gelisebilen arkelerin derilerde hasara sebep oldugunu belirtmislerdir (Birbir ve
Eryilmaz, 2004).
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Bu sebeple tuzlu su ¢ozeltilerinde lipolitik akviteye sahip halofilik suslar1 kontrol etmek igin
arkeler tarafindan iiretilen halosinlerin kullanilip kullanilamayacigini arastirmislardir (Birbir ve
Eryilmaz, 2004). Arastirmacilar, Kaldirnm ve Kayacik gibi tuz kaynaklarindan alinan
orneklerden 25 halofil arke susu izole etmislerdir. Kaldirim Tuzlasindan alinan 6rneklerde %39,
Kayacik Tuzlasindan alinan 6rneklerde %43 oraninda lipaz iireticisi sus bulunmustur. Ayni
calisgmanin devaminda Kaldirim Tuzlasi’ndan alinan orneklerde suslarin %89°u, Kayacik
Tuzlasi’ndan alinan Orneklerde ise suslarin %29’unun birbirine karst halosin {irettigi
bildirilmistir (Birbir ve Eryilmaz, 2004). Calismanin sonucunda derilerde salamura islemi
esnasinda halosin iireten suslarin yada bunlarin ekstraktlarinin lipaz treticisi suslar1 kontrol

etmek i¢in deri endiistrisinde kullanilabilecegini 6nermislerdir (Birbir ve Eryilmaz, 2004).

Gram-pozitif bakteriler de 6nemli sayida bakteriyosin sentezlemektedir. Genis bir inhibitor
spektrumuna ve Okaryotik hiicrelere karst minimum toksisiteye sahip bakteriyosinler
endiistriyel ve tibbi kullanimlar i¢in faydali araclardir. Bu acgidan insan tiikketimi i¢in GRAS
statlisiinde olmasi1 sebebiyle bir ¢ok laktik asit bakterisi metabolik, fizyolojik ve morfolojik
olarak incelenmektedir (Guiga ve ark., 2010; Nisa ve ark., 2023). Lactococcus lactis tarafindan
tiretilen 34 aminoasitlik bir polipeptit olan Nisin uzun bir siiredir giivenle kullanilmaktadir ve
onemli Gram-pozitif gida kaynakli patojene kars1 etkili kabul edilmektedir. 1969 yilinda Nisin
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) gibi kurumlarca diinya
capinda sertifikalandirilmistir ve gidalarda raf Omriinii uzatmak icin biyokoruyucu olarak
kullanilmaktadir (Verma ve ark., 2014). Gram-pozitif bakteriyosinlerin etki spektrumunun
Gram pozitif bakterilerle sinirli oldugu yoniinde genel bir goriis vardir fakat bu araligin daha
genis oldugu bazi arastirmalarla gosterilmistir. Nisin A ve Mutasin B-Ny266 gibi bazi laktik
asit bakterileri tarafindan iiretilen lantibiyotiklerin Micrococcus, Clostridium, Micrococcus,
Listeria, Bacillus, Mycobacterium, Staphylococcus ve Streptococcus dahil olmak tizere ¢esitli
mikroorganizmalar1 inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica bu bakteriyosinlerin Campylobacter,
Haemophilus, Helicobacter ve Neisseria gibi 6nemli Gram-negatif bakterilere kars1 da aktif
oldugu tespit edilmistir (Verma ve ark., 2014). Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin Kesfi ise Andre Gratia isimli bilim insaninin 1925 yilinda Escherichia coli
tarafindan iretilen Kolisini farketmesiyle baslamistir. Daha sonraki yillarda Kolisin,
bakteriyosin arastirmalarinin bir ¢goguna uzun yillar hakim olmustur. Sonraki yillarda ise
bakteriyosin tiretiminin sadece E. coli susuyla sinirli olmadigimi Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae ve Klebsiella pneumoniae gibi suslarin da bakteriyosin {iiretebilme

yeteneginde oldugu kesfedilmistir.
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Gram-negatif bakterilerden elde edilen bakteriyosinler (mikosin hari¢) muazzam boyutlarindan
dolay1 1s1ya duyarlidir. Bu durum Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen bakterilerin temel
bir dezavatajidir ve uygulamalari bu yiizden biiyiik 6lgekte sinirhidir. Bu dezavantaj sebebiyle
bilim insanlar1 bakteriyosinlerin daha kabul edilebilir formlarini aramaya baslamistir (Riley ve
Wertz, 2002; Moraes ve ark., 2010).

1.6.1. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmasi

Yiksek etkili bakterisidal ajanlar olan bakteriyosinler hem dar hem de genis spektrumlu
bilesiklerdir. Birgok laktik asit bakterisi (LAB) tarafindan tiretilmis olan bakteriyosin Gram-
pozitif bakteriler iizerine etkili olmasina ragmen Gram-negatif bakteriler bakteriyosinlerin
plazma membranina ulagsmasini onleyen kalin peptidoglikan tabaka nedeniyle Gram-pozitif
bakteriler tarafindan firetilen bakteriyosinlere nispeten direnglidir. Farkli smiftaki
bakteriyosinler protein sentez inhibisyonu, membran yap1 diizensizligi, DNA replikasyonu ve
transkripsiyon inhibisyonu gibi farkli mekanizmalarla etki etmektedir (Riley ve Wertz, 2002;
Nisa ve ark., 2023). Pek ¢ok bakteriyosin hedef bakterilerin hiicre membrani ile etkilesime
girmesine izin veren fizikokimyasal ve yapisal 6zelliklere sahiptir. Hiicre zarinda gozenek
olusumuna sebep olarak etki eden bakteriyosinler suyla temas ettiklerinde uyum saglar bu da
hiicre zarinin yiiksek konsantrasyonlardaki amfifilik-sarmal yapisiyla kolaylastirilmaktadir. Bu
etki mekanizmasina Lactococcus lactis tarafindan iretilen Nisin 6rnek verilebilir. Nisin
elektrostatik etkilesimler yoluyla negatif yiikli lipitlerle etkilesime girerek peptit
agregasyonuna neden olur (Martinez ve ark., 2000). Negatif zar potansiyeli bakteriyosinin
tasinmasini tesvik eder ve zarda gozenek olusumu gergeklesir. Gozenek olusumu membran
gegcirgenliginin bozulmasina sebep olur Ki bu da proton-motif giiciin kismen veya tamamen
dagilmasina sebep olan enerji tilkenmesine yol agar ve bu durum hiicre 6liimiiyle sonuglanir.
Membranda gézenek olusumu bakteriyosin tiiriine gore degisiklik gosterir. Bazilari iyon akigina
miidahale ederken bazilari da ATP’nin ve amino asitlerin sizintisin1 kolaylastirir (Negash ve
Tsehai, 2020). Giincel arastirmalar ise bakteriyosinlerin sadece hiicre membraniyla degil ayni
zamanda reseptor ve diger molekiillerle de etkilesime girerek hayati hiicre yolaklarini
engelledigini ortaya koymustur (Negash ve Tsehai, 2020; Nisa ve ark., 2023). Bir diger
inhibisyon mekanizmasi ise lipit Il inhibisyonudur. Lipit 1l vankomisin, ramoplanin ve
glikopeptitler i¢in ¢ok dnemli bir baglayict reseptordiir ve hiicre duvart onciisiidiir. Lipit II
bakteriyosinlerle etkilesime girdiginde iki sekilde etki edebilir; ya hiicre duvari sentezi

baskilanir ya da hiicrenin membraninda gézenek olusumu gergeklesmektedir.
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Yapilan galismalarda Nisin isimli bakteriyosinin lipit II’ye baglanmasi sonucu hiicre zariin
yiik dengesini bozarak hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasini zorlastirdig: tespit edilmistir (Hasper

ve ark., 2006).

Bakteriyosinlerin etki mekanizmalar1 bakteriyosinler arasinda degisiklik gostermektedir.
Bovicin HC5 bakterilerde spor olusumunu durdurarak etki etmektedir (Gut ve ark., 2011). Nisin
ise gelisen sporlardaki lipit IT molekiiliine etki eder ve membranda gozenek olusumunu tesvik
edip bakteri sporlarindaki metabolik aktiviteyi bozmaktadir. Diger bir mekanizma ise hedef
hiicreler iizerinde endojen otolizinlerini ve bunlarin inhibitorlerini ayirarak katyon degisimi
stirecini baglatmaktir. Bu durum hiicrenin par¢alanmasina sebep olur ve hiicrenin dliimiiyle
sonuglanir (Bierbaum ve Sahl, 2009). Lacticin Q, 6liimciil hidroksil radikallerinin birikmesine
sebep olarak hiicrelerde oksidatif strese etki etmektedir (Li ve ark., 2013). Lactobacillus
helveticus LP27 tarafindan iiretilen Lactocin 27 ise protein sentezine miidahale ederek
bakteriyostatik etki etmektedir (Verma ve ark., 2014). Bu arastirmalara bakildiginda
bakteriyosinlerin etki mekanizmasi, yapisi, spektrum aralifi ve diger pek cok parametre

acisindan farklilik gosterdigi anlagilmaktadir.

1.6.2. Bakteriyosinlerin Biyoteknolojik Onemi

Bakteriyosinler gida endistrisinde, ilag endiistrisinde ve tarimda farkli kullanim alanlarina
sahiptir. Bakteriyosinler gida korumasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteriyosinlerin
gida koruyucu olarak kullanimi 6zellikle siit iiriinleri, yumurta, sebze ve et olmak tizere giinliik
hayatta siklikla tiikettigimiz iiriinler iizerinedir. Ozellikle Nisin giiniimiizde 48°den fazla iilkede
NisaplinTM ticari ismiyle dogal gida koruyucu olarak kullanilmakla birlikte Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) onayma sahiptir. Listeria monocytogenes gibi bir¢ok énemli gida kaynakl
patojen de dahil olmak iizere diger Gram-pozitif bakterilerin gelismesini engellemektedir. Esas
olarak bakteriyosinler konserve gida ve siit irlinlerinde Bacillus ve Clostridium gibi 1siya
dayanikli spor olusturan organizmalara kars1 peynir tiretiminde etkilidirler (Zacharof ve Lovitt,
2012; Negash ve Tsehai, 2020). Bu Clostridium botulinum enfeksiyonlarinin 6nlenmesi
acisindan Onemlidir. Cilinkii bu tiir tarafindan olusturulan toksinler insan saglig1 iizerinde
oliimciil etkiler yaratabilir. Dogal koruyucu ve kivam artirict olarak kullanim potansiyeli
gosteren Laktisin 3147 ve Laktisin 481 gibi bir¢ok bakteriyosin ticarilegsmeyi beklemektedir
(Duhan ve ark., 2013).
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Pediocin PA-1 Listeria monocytogenes’e karst giiglii aktivite sergileyen bir diger
bakteriyosindir. Bakteriyosinler ayrica gida kalitesini ve duyusal 6zelliklerini iyilestirmek i¢in
ornegin; proteoliz oranim artirmak veya peynirde gaz olusumu sorununu Onlemek i¢in
kullanilabilir. Ayrica son zamanlarda gida giivenligi ve kalitesini kontrol etmek amaclh

kullanilan biyoaktif paketlemede de kullanilir (Negash ve Tsehai, 2020).

Bakteriyosinler esas olarak insan viicudunu kolonize eden patojenik bakteriler tarafindan
iiretilmedikleri i¢in tipta biiyiik ilgi gormektedir. Antibiyotik kullanimindan sonra bu zararsiz
bakterilerin kaybi firsat¢1i patojenlerin viicudu istila etmesine izin verebilir. Yapilan
arastirmalarda bakteriyosinlerin bazi kanser tiirlerinin tedavisinde umut verici olarak
gosterilmislerdir. Ayrica AIDS ilaglar1 olarak da kullanim potansiyelleri test edilmistir
(Zacharof ve Lovitt, 2012; Duhan ve ark., 2013). Aslinda bakteriyosinlerin kanser tedavisinde
potansiyel kullanimi tiimor hiicrelerinde apoptoz veya sitotoksisiteye neden olan DNA ve
membran proteinlerinin sentezini inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. Nisin birincil
keratinositlere kiyasla apoptozu indiikledigi, hiicre dongiisiinii durdurdugu ve HNSCC (bas ve
boyun skuamoz hiicreli karsinom) hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu azalttigi igin HNSCC
tedavisinde umut verici olarak gosterilmektedir (Joo ve Kim, 2005). Nisinin dogal varyanti olan
NisinZP (%95 yiiksek icerikli) in vitro ve in vivo anti-timor etkinlikleri ayrica rapor edilmistir.
NisinZP diistik igerikli Nisine (%2.5) oranla HNSCC hiicrelerinde en yiiksek apoptozu
indiikklemistir. Bir diger onemli bakteriyosin Enterococcus mundtii susu tarafindan
iretilmektedir. Bu sustan {iretilen bakteriyosin dnemli bir antimikrobiyal ajan olarak ve kanser
kontroliinde anti-proliferatif ajan olarak kullanilabilir. HSC3 agiz kanseri, MCF7 meme
kanseri, H1299 akciger kanseri ve HCT116 kolon kanseri gibi kanser hiicre hatlart bu tiir
bakteriyosine duyarlilik gostermistir (Negash ve Tsehai, 2020). Cesitli doku ve modellere kars1
yapilan diger caligmalar da Lactobacillus fermentum HV6b tarafindan iiretilen Fermentisin
HV6b’nin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi {lizerinedir. Bu sebeple bu bakteriyosin
antikanser ilag tedavisinin bir bileseni olarak kullanim potansiyeline sahiptir (Kaur ve ark.,
2013). Veteriner hakimlikte de bakteriyosinler dikkat ¢ekmistir. Ornegin; Nisin’in koruyucu
ilag olarak sigirlarda mastitis tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Sigir mastitisi, besi
hayvan yetistiriciliginde ekonomik kaybin 6nde gelen nedenlerinden biri olmasindan dolay1
kiiresel siit endiistrisinde onemli ekonomik etkiye sahiptir. Nisin bazli enjekte edilebilir
ilaglarin Streptococcus agalactiae gibi mastisite sebep olan bakterilerin yaklasik %99.9’unu
kontrol edebildigi saptanmistir (Negash ve Tsehai, 2020).
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Yapilan caligmalar, belirli probiyotiklerin cildin mikroflorasini, lipit bariyerini ve bagisiklik
sistemini modiile etmeye katkida bulunarak cilt homeostazisinin korunmasina yardimci
oldugunu ortaya koymustur (Negash ve Tsehai, 2020). Enterococcus faecalis tarafindan
uretilen SL-5 bakteriyosini Propionibacterium acnes’in neden oldugu enflamatuar akne
lezyonlar1 olan bir hastada losyon olarak kullanilmistir. Sivilceleri plasebo losyona kiyasla
onemli Ol¢iide azalttigi tespit edilmistir (Hasper ve ark., 2006; Negash ve Tsehai, 2020).
Lactobacillus fermentum, Streptococcus macedonicus ve Lactobacillus plantarum agiz saglig:
sorunlarina neden oldugu bilinen bakterilerdir. S. macedonicus’den iiretilen Macedosinin
hiicresel kimyada FTIR Spektroskopisi ile dogrulanan ana degisikliklere neden olarak gecikme
fazinda oral patojenleri dldiirme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. Macedosin bu sebeple
dis macunu ve gargara gibi uygulamalar i¢in gelistirilen formiilasyonlarda aktif bir bilesen
olabilecegi bildirilmistir (Zoumpopoulou ve ark., 2013). Streptococcus mutans insanlarda dis
clirlimesine yol acan bir bakteridir. Nisin ve polilizin iizerine yapilan ¢aligmalar her iki bilesigin
de S. mutans tizerinde etkili oldugunu gostermistir. Nisin (200 1U) ve polilizin (5 pg/ml)
inhibitdr konsantrasyonlar1 ayr1 ayri kullanildiklarinda bakteri tiremesini geciktirmektedir.
Bunlarin birlikte kullanimu ise sinerjistik bir etkiye sahiptir ve bakteri liremesini 24 saat siireyle
inhibe etmistir. Bu g¢alismanin sonuglari ise Nisin ve polilizi’nin agiz bakim iriinlerinde
kullanim potansiyeli oldugunu gostermistir (Badaoui Najjar ve ark., 2009). Bir diger
bakteriyosinler iizerine yapilan ¢alisma ise bitki gelisimi tizerinedir. Bacillus thuringiensis’in
farkli tiirleri bakteriyosin iretim yetenekleri agisindan tarandiginda Thuricinl?7 irettigi
bulunmugtur. Ayrica Bacillus cereus UW85 susunun da bakteriyosin {irettigi tespit edilmistir
(Negash ve Tsehai, 2020). Bu bakteriyosinlerin molekiiler agirliklart 3100 ile 3200 kD araligi
arasinda degismektedir. Bacillus tiirleri arasinda iretilen bakteriyosinlerin bitki geligsimini
destekledigi bildirilmistir (Nisa ve ark., 2023). Bu bakteriyosinleri igeren formiilasyonlarin
domates, musir ve soya fasulyesi bitkilerine piuskiirtildiigii bir ¢aligmada formiilasyon
uygulanan bitki yapraginda kontrole kiyasla fotosentezde %6, bitkinin kuru agirliginda %15 ve
kok nodiilasyonlarinda %21 artisa neden olarak {irin verimliligini arttirdig1 tespit edilmistir

(Negash ve Tsehai, 2020).
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Son yillarda antibiyotige direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikisi kiiresel bir endise haline
gelmistir. Antibiyotiklerin sik ve bilingsiz kullanim1 patojenlerin antibiyotiklere direng
gelistirmesine yol agmistir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in alternatif yollar aranmaktadir. Cesitli farkl
yaklasimlar denenmistir ancak tiliketicilerin saglik sorunlariyla ilgili artan endiseler nedeniyle
dogal antimikrobiyal maddelerin tespit edilmesi igin yeni arayislar siirmektedir. Bu nedenle
giiclii 6ldiirme mekanizmalarina sahip yeni bakteriyosinlerin kesfi bu agidan ¢ok 6nemlidir
(Nisa ve ark., 2023). Literatiir ¢alismalarina baktigimizda daha ¢ok laktik asit bakterileri ve
halofil arkeler tarafindan {iiretilen bakteriyosinler agirlikli olarak ¢alisilmistir. Bu durum goz
Oniine alinarak bu ¢alismamizda tuzlanarak 6 ay 20°C’de depolanmis koyun derilerinden izole
ettigimiz zayif halofil bakterilerin bakteriyosin {iretim potansiyelini ortaya koymayi ve bu
bakteriyosinlerin deri endiistrisinde farkli islenti basamaklarinda bakterileri kontrol etmedeki

kullanilabilirligini tespit etmeyi amagladik.
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BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Tuz Igermeyen Agarli Kompleks Besiyeri (pH 7.0), %0.5°lik Tuz iceren Agarli Kompleks
Besiyeri (pH 7.0), %3’liik Tuz Iceren Agarli Kompleks Besiyeri (pH 7.0), %5’lik Tuz Igeren
Agarli Kompleks Besiyeri (pH 7.0), %7.5’lik Tuz Iceren Agarli Kompleks Besiyeri (pH 7.0),
%10’luk Tuz igeren Agarli Kompleks Besiyeri (pH 7.0), %12.5’lik Tuz igeren Agarh
Kompleks Besiyeri (pH 7.0), %15°lik Tuz igeren Agarli Kompleks Besiyeri (pH 7.0), %3’liik
Tuz Iceren Sivi Kompleks Besiyeri, %3 Tuz igeren Agarli Tween 80 Besiyeri, %3 Tuz igeren
Nisasta Besiyeri, %3 Tuz Iceren DNaz Besiyeri, Seliiloz Besiyeri, Ure Agar Besiyeri, Sitrat
Agar Besiyeri, %3 Tuz Igeren Agarli Jelatin Besiyeri, %3 Tuz Igeren Agarli Ksilan Besiyeri,
%3 Tuz iceren Agarli Pullulan Besiyeri, ONPG Besiyeri, Karbonhidrat Fermantasyon Ortami,
Aminoasit Dekarboksilaz Besiyeri, %30 Tuz Bulunan Stok Steril Tuzlu Su (TS30) Cozeltisi.

2.1.1.1. Tuz icermeyen Agarl Kompleks Besiyerinin icerigi

AGar (SIgMA)....ccvririiieiresieeeeeeeedd 10.0¢g
Maya ekstraktl........cccooovriiiiiiniiennd! 3.0¢g
Saf su.......coooeeiii 2 500 Ml
BesiyeripH1 ...l 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (Ventosa ve ark., 1989).

2.1.1.2. % 0.5’lik Tuz iceren Agarli Kompleks Besiyerinin Icerigi

Agar (SIgMa)......cceveeviieveecee e 10.0g
Maya ekstrakti.........ccoooeeriieiiiiiiennnn 3.0¢
TS30. e g ml
Saf su......cocviiiiiiii 2 490 mi
Besiyeri pH 1 ....oooeiiiii 7.0
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Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (Ventosa ve ark., 1989; Caglayan,
2015).

2.1.1.3. %3’liik Tuz Iceren Agarl Kompleks Besiyerinin Icerigi

Agar (Sigma) ......ccccoeeeevviieeniivenninennnn: 10,0 g
Maya ekstrakti........ccocevviiiiiiiniiinnnnns 3.0¢
TS30. e 50 mi
Saf su....cocoveviiiiiiii 2 460 mi
BesiyeripH’1 ...l 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Caglayan,
2015).

2.1.1.4. %5°lik Tuz iceren Agarh Kompleks Besiyerinin Icerigi

Agar (SIgMa)......cccvevvereeiesie e 10.0¢g
Maya ekstraktl........ccooeriiiiiinnicinenn! 309
TS30 i 85 mi
Safsu.....coviviiic s 420 M
BesiyeripH1 ...l 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Caglayan,
2015).

2.1.1.5. %7.5’lik Tuz Iceren Agarh Kompleks Besiyerinin icerigi

Agar (SIgMa).......ccoveveiieiieceece e 10.0¢
Maya ekstrakti.........cocoeviiiiiinniiiiennnd 3.09
TS30. it 125 ml
Saf su ... 380 mi
BesiyeripH1 ..ol 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Caglayan,
2015).
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2.1.1.6. %10’luk Tuz iceren Agarh Kompleks Besiyerinin icerigi

Agar (SIgma)......cccceveveriverieninnieeniennenen 100 9
Maya ekstraktt..........ccccocvviiiiiiiin 2 3.0 ¢
TS30. i 170 ml
Saf su .. 330 ml
BesiyeripH1 ......coovviiiiiiil 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Caglayan,
2015).

2.1.1.7. %12.5°lik Tuz i¢eren Agarh Kompleks Besiyerinin I¢erigi

Agar (SIgma).......ccccevvevivenenenieninniesineeeens 10.0 g
Maya ekstraktt.........ccoevciniiiiiiiniiinnn s 3.0 ¢

TS30. e 210 ml
Saf su 2290 ml

BesiyeripH’1 ..ol 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Caglayan,
2015).

2.1.1.8. %15°lik Tuz iceren Agarh Kompleks Besiyerinin Igerigi

AGAr (SIgMA)....eiiieeieieiireeeeee e 2009
Maya ekstraktl........cccocoveviiiniiiiicnd 6.0g
TS30. i 400 M
Safsu.....coiiii 600 M
BesiyeripH’1...ocoovvviiiiiiiiin it 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Caglayan,
2015).
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2.1.1.9. %3’liik Tuz Iceren S1ivi Kompleks Besiyerinin Icerigi

Maya ekstraktt ........ccccoecviiiiiiiiiiiiciiieennn: 6.0 ¢

BesiyeripH1 ...coooeiiiiiiiiiiiiiieeiieel 7.0

Otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (De La Haba ve ark., 2011; Oztiirk,
2019).

2.1.1.10. %3 Tuz iceren Agarh Tween 80 Besiyeri

AQar (SIGMA) ..o 2009
Maya eKStraktl ........ccocueeeevieriieniieiiesieesie e 50¢9
BesiyeripH1 ...cooooviiiiiiiiiiiel 7.0

Besiyeri hazirlanmis ve otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir. Steril edilen
besiyerine Tween 80’den 10 g konulmustur (Y1lmaz, 2010; De La Haba ve ark., 2011).

2.1.1.11. %3 Tuz iceren Nisasta Besiyerinin Icerigi

NiSAStA ...evevvieiieieseereesee et 29.0 0
Agar (Sigma).......cccceeevveeieveeieeieseeseeeneenns 20.0
BesiyeripH’1 .oooovvviiii il 1.5

Besiyerinin hazirlanmasinin ardindan otoklavda (121°C) 20 dakika sterilize edildi (Y1lmaz,
2010; De La Haba ve ark., 2011; Caglayan, 2015).

2.1.1.12. %3 Tuz i¢ceren DNaz Besiyerinin Icerigi

Agar (SIgma).......cccevvvvereneniiniesiisiesieiennn: 5.0 g
DNaSE......ccviirieiiiienie e 40 0
BesiyeripH’1 ....ccooviviiiiiiiiiinl 7.5



Besiyeri hazirlanmasimin ardindan otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edildi
(Y1lmaz, 2010; De La Haba ve ark., 2011).

2.1.1.13. Seliiloz Besiyerinin Icerigi

Sodyumkarboksimetil seliiloz (CMC).............. 2 ¢

Kalsiyum kloriir............cooooeiviiiiiiin 2 029

Magnezyum klorit..................cocviiiiiieneeenn: 13.0 0

Sodyum bikarbonat................c.ocoeinn 201 g
Kazaminoasit..............coeviiiiiieiiiieiiienins 1.5 0
Maya ekstrakti...........ooooiiiiiiiiiii ! 29
Magnezyum stilfat...............cooiiiiiid 2109
Potasyum kloriir.............cooooiiii 2¢g
NaClo.o.oooiiiiiiciiiiiieeeiie e 200G
Saf SU....oviniiii e 10000 M

Besiyerinin hazirlanmasindan ardindan otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edildi
(De La Haba ve ark., 2011; Caglayan, 2015).

2.1.1.14. Ure Agar Besiyeri

A Eriyiginin Hazirlanmasi

Ao 209
PEPLON.....oiiiii e 2049
KH2P O 209
D-GIUKOZ......ooveiiiie 1g

Fenol KIrmizist ........cccocvveeiiiinnienn 5mi
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B Eriyiginin Hazirlanmasi

A eriyiginden alinarak otoklavda 121°C’de 20 dakika boyunca steril edildikten sonra B eriyigi
hazirlanmis ve 0.45°lik por ¢apina sahip olan (Millipor) membran filtreler kullanilarak sterilize
edilmistir. A ve B eriyikleri birbirine karistirilarak tiiplere 5’er ml olacak sekilde dagitilmistir.
Ardindan hazirlanan besiyeri katilasana kadar yatik bir bigimde tutulmustur (Harley ve Prescott,
2002; De La Haba ve ark., 2011; Caglayan, 2015).

2.1.1.15. Sitrat Agar Besiyeri

Sitrat Agart........ccoveeviveieienencnenennnnt 25.0. ¢
TS3eieieeeseseneeees. 1000 M
BesiyeripH’1.....ooooiiiiiii.2 7.0

Otoklavda (121°C) 15 dakika boyunca sterilize edilmesinin ardindan tiiplerin igine 5’er ml
olacak bigimde paylastirilmistir. Besiyerinin yatik halde tutularak katilagsmasi beklenmistir (De
La Haba ve ark., 2011; Caglayan, 2015).

2.1.1.16. %3 Tuz iceren Agarh Jelatin Besiyerinin Hazirlanmasi

Proteaz Pepton ............cccccvciiiiviiiiiinenn 2 9.0.9
(D)-GIUKOZ ...t 1.0
Maya ekstraktt ..........cccccevcieiiiiiiiiiiiiin 1 6.9
Jelatin ... 10.0 @
Agar (SIgMa) .....cocceveveeieeceese e 2D ()

Besiyerinin pH degeri 7.5’e ayarlandi1 ardindan otoklavda 121°C’de 20 dakika boyunca sterilize
edildi (De La Haba ve ark., 2011).
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2.1.1.17. %3 Tuz iceren Agarh Ksilan Besiyerinin Hazirlanmasi

KSHAN. ..o 10g¢
AQar (SIgMA)...cveeeeiieiie et 1009

Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edildi (De La
Haba ve ark., 2011).

2.1.1.18. %3 Tuz iceren Agarh Pullulan Besiyerinin Hazirlanmasi

PUllulan.........ccooveviieiecee e 109
Agar (SIgma).......ccceveevveviveresiesieesesienieennes: 10.0 ¢

Besiyerinin hazirlandiktan sonra otoklavda (121°C) 20 dakika boyunca sterilize edildi (De La
Haba ve ark., 2011).

2.1.1.19. ONPG Testi I¢in Besiyerinin Hazirlanmasi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6zeyle
almarak ONPG diski iceren %3 tuz iceren tuzlu su (0.2 ml) ¢bzeltisine ekim yapilmistir
(Harley ve Prescott, 2002).

2.1.1.20. Karbonhidrat Fermantasyon Ortam

Fenol Kirmizist..........ccccceeviiinennennn.: 0.002 g
Maya ekstraktt..........cccccciiiiiiiininnnn.2 0.6 @

Yukarida sayilan malzemeler hazirlanip tiiplere konulmustur ve otoklavda 121 °C’de 20
dakikada steril edilmesinin ardindan D-ksiloz, ksilitol, D-mannoz, D-riboz, sukroz’dan %1
oraninda alinarak steril tiiplere konulmustur. Test edilecek karbon kaynaklarindan 1’er gram
alinarak zayif halofil bakteriler i¢in hazirlanmis 10 ml TS3 ile karistirilmis ardindan karbon
kaynaklarmin ¢oziilmesinin ardindan 0.45 um’lik por c¢apli (Millipor) membran filtreler
yardimiyla sterilize edilmistir ve hazirlanmis olan fermentasyon ortamina eklenmistir (Harley
ve Prescott, 2002).
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2.1.1.21. Aminoasit Dekarboksilaz Besiyerinin Hazirlanmasi

Piridoksal...................................... 0.004 g
Glikoz........cooeviviiiiiiiiiiiii2 05
Etekstraktt............oooiiiiii 509
PeptoN. ... 69
Safsu......cooiiiiiceeeee . 1000 mi

Bromkrezol Moru

Bromkrezol moru indikatérii. ................. 0.20 g

SafSU ..cooveviiii s 100 MU

Krezol Kirmizisi

Krezol kirmizisi indikatori....................... 0.20 g

Saf SU..viiiiiiiiie s 100 M

Besiyerinin hazirlanmasinin ardindan i¢ine bromkresol morundan 5.0 ml ve kresol
kirmizisindan 2.5 ml ilave edilmis ve son hacim 2.7 ml olarak ayarlanmistir. Ardindan
otoklavda 15 dakika steril edildikten sonra %1°’lik amino asit ¢ozeltilerinden hazirlanip 0.45
pm membran filtrelerden gecirilerek steril edildikten sonra 0.3 ml bu ¢ozeltilerden alinarak 2.7

ml olarak ayarlanmig amino asit dekarboksilaz besiyerini bulunduran tiiplere eklenmistir
(Caglayan, 2015).

2.1.1.22. %30 Tuz Bulunan Stok Steril Tuzlu Su Cozeltisinin Hazirlanmasi (T S30)

Sodyum Kloriir..........cccoveviiiiiiiiiiiicnnnnn) 234
Sodyum bromdir............cccccoeeviiiiiiiiiiienne. . 0.6 g
Magnezyum KIlorit.............ccocevvvninininn: 40 @
NAHCO3. . 0209
Magnezyum siilfat...........cccccceeviiiiiiinnn. 61.0 9
Potasyum Kloriir..........ccoeeceeeciiiiiiiiiiiiienn 1 6. ¢
Kalsiyum klortr..........coccoevviviviiiiiiiin i 1.9



Yukarda sayilan maddeler birbiri i¢inde iyice ¢6ziindiikten sonra filtre kagidi kullanilarak

stiztildii (Ventosa, 2006; Yilmaz, 2010; Caglayan, 2015).
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2.1.2. Calismada Kullanilan Cézeltilerin Icerigi ve Kimyasal Maddeler

%3 Tuz Bulunan Steril Tuzlu Su (TS3), 1 M HCI, 1 M NaOH, Tris-EDTA (TE) Tampon
Cozeltisi, 5 M NaCl Cozeltisi, %10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) Stok Soliisyonu (pH 8), %10
Setil trimetil-amonyum bromiir Soliisyonu (CTAB), Proteinaz K, Riboniikleaz (RNaz) Enzimi,
Lizozim Enzimi, 50X TAE Stok Tampon, 1X TAE Calisma Tamponu, Agaroz Jel, dNTP
Karigimi, DNA-Ladder, Jel Yiikleme Boyasi, Kloroform:izoamil alkol (24:1) Cozeltisi,
Primerler, Safranin Boyas1, %95’lik Etil Alkol, Kristal Viyole Boyasi, Gram’m Iyot Cozeltisi,
Katalaz Testi Ayiraci, Oksidaz Test Ayiraci, Kongo Kirmizist Ayiraci, Frazier Ayiraci,
Aminoasit Soliisyonlar1 (%1°lik), Bakteriyosin Aktivitesi igin Proteinaz K ve Lipaz Enzim
Cozeltilerin Hazirlanmasi, Antimikrobiyal Madde’nin Stok Soliisyonu, 0.5 No’lu McFarland
Bulaniklik Standardi.

2.1.2.1. %3 Tuz Bulunan Steril Tuzlu Su Cézeltisinin Hazirlanmasi (TS3)

.| ] U PO s VA O B 4]

Cozelti hazirlandiktan sonra otoklavda (121 °C) 20 dakika boyunca sterilize edilmistir (Y1lmaz,
2010; Caglayan, 2015).

2.1.2.2. 1 M HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi
1000 ml distile su alinarak iginde 36.5 gram HCIl ¢6ziinerek hazirlanmistir (Caglayan, 2015).
2.1.2.3. 1 M NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi

1000 ml distile su alinarak i¢inde 39.99 gram NaOH c¢oziinerek hazirlanmistir (Caglayan,
2015).

2.1.2.4. Tris-EDTA (TE) Tampon Cozeltisi

EDTA (1 mMM) .....ooiiiiieeeeeeeeeeeereneeersnsnnnnnnnt. 0.093 ¢
Tris HCI (10 MM)...coooiviiiiiiviiivieieiciene e 0.30 @
. L O TR ZLo 1 O B 1]

45



pH’1 8’¢ ayarlandiktan sonra 20 dakika otoklavda (121°C) steril edilmis ve tampon ¢ozelti
hazirlanmistir (Bozoglu, 2014).

2.1.2.5.5 M NaCl Cozeltisinin Hazirlamsi

Sodyum kloriir (NaCl).........cccceecevvvevivevciiciicieinnnn: 292.2 9
Saf StEMil SU.veeeeee oo 1000 M

1000 ml steril saf su alinmis ve igerisinde 292.2 gram NaCl ¢o6ziilerek hazirlanmistir (Y1lmaz,
2010).

2.1.2.6. %10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) Stok Seliisyonu (pH 8)

Otoklavda (121°C) 15 dakika boyunca sterilize edilerek daha sonra kullanilmak tizere muhafaza
edildi (Yilmaz, 2010).

2.1.2.7. %10 Setil trimetil-amonyum bromiir Soliisyonu (CTAB)

Sodyum KIorir.........cocovniiiiiiiiiciiicnienenee s 4,10 @
9610 CTAB.......ovvereereereeeseeeseeeseeseesnesnenneesneennn: 10.0 G
Saf SU.ceioeeeeeeee et 100 M

Otoklavda (121°C) 15 dakika sterilize edildi ardindan daha sonra kullanilmak i¢in muhafaza
edildi (Yilmaz, 2010).

2.1.2.8. Proteinaz K Enziminin Hazirlanmasi

Enzim, eppendorf tiiplere alinarak -20 °C sicaklikta daha sonra kullanilmak {izere muhafaza
edildi (Yilmaz, 2010).
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2.1.2.9. Riboniikleaz (RNaz) Enziminin Hazirlanmasi

Riboniikleaz enzimi..........ccccoveeviierniiiniesiieniee e 010 g
Sodyum KIOTUT........ccoviiiiiiiiiicce e 0.40g¢g
SAF SU..vtie e 25 ml

Riboniikleaz enzimi hazirlandiktan sonra 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerde -20 °C sicaklikta daha

sonra kullanilmak i¢in saklandi (Y1lmaz, 2010).
2.1.2.10. Lizozim Enziminin Hazirlanmasi

Lizozim enzimi.............ccccccevevivevieiiesieesesieseenneenens. 20 MQ

Enzim hazirlandiktan sonra eppendorf (1.5 ml) tiiplerde -20 °C’de daha sonra kullanilmak iizere
muhafaza edildi (Y1lmaz, 2010).

2.1.2.11. 50X Tris-acetate EDTA (TAE) Stok Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Glasial asetik aSit........cccceveeeeeeeeieiiceeeeeeeeeeiiieene . 57.1 mll
Tris-Dase.......ccoovviviii et 242.0
EDTA (0.5M)......coiiiicieeieereee e 100 M

Steril distile suyla 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 8.3’e ayarlandi (Yilmaz, 2010).

2.1.2.12. 1X Tris-acetate EDTA (TAE) Calisma Tamponu Hazirlanmasi

Yukarda belirtildigi sekilde 50X TAE Stok Calisma Tamponu hazirlanmistir. Ardindan 20 ml
50X TAE Calisma Tamponu alinmis tizeri distile suyla 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TAE
Calisma Tamponundan elde edilmistir (Y1lmaz, 2010).

2.1.2.13. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1X TAE Calisma tamponundan 40 ml alinmis ve temiz bir erlene konulmustur. Ardindan 0.4
gram agaroz alinarak tamponun bulundugu erlene eklenmistir. Erlen mikrodalgada firinda 1-2
dakika bekletilerek agarozun tamamen ¢o6ziilmesi saglanmigtir. Mikrodalgadan ¢ikarildiktan
sonra jelin 2 dakika sogumasi beklenmistir. Ardindan jel tepsisinin i¢ine dokiilmiistiir (Y1lmaz,
2010).
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2.1.2.14. dNTP Karisiminin Hazirlanmasi
ANTP Karigim.......ccocevvviinieninienicnieeseeseseeneent 1220 pl
Steril ddH20.......ccoviiiiiiieeee e 880 pl

Eppendorf tiipte -20 °C sicaklikta muhafaza edilmistir (Y1ilmaz, 2010).

2.1.2.15. DNA-Ladder

DNA-Ladder (1 kb) ........coovcvimiieninieneeieseeneennnns 10l
6X DNA yiikleme boyast.........c.cccevveviviinivcniniennnennn.s 100 pl

Malzemeler eppendorf tiipe alinarak + 4 °C’de muhafaza edilmistir (Y1lmaz, 2010).

2.1.2.16. Jel Yiikleme Boyasinin Hazirlanmasi

Bromofenol mavisi...........ccooeveieiencnennn: 25 Mg
Ksilen siyanol...........ccccccvvviiiininiiiinenn: 25mg
Gliserol........ccooeeviiiiiiiiiiiiii .2 3.3 ml
AAH20. .. 6.7 ml

Agaroz jel elektroforezinde DNA ve PCR iirlinlerinin jeldeki kuyucuklara yiiklenerek
gorlintiillenmesi i¢in kullanilmaktadir. Jel yiikleme boyasi hazirlandiktan sonra DNA ve PCR

tirtinleri ile karistirilmistir (Yilmaz, 2010).
2.1.2.17. Kloroform:izoamil alkol (24:1) Cozeltisinin Hazirlanmasi

24 ml kloroformdan alinarak 1 ml izoamil alkol ile karistirilmistir. C6zelti hazirlandiktan sonra

-20°C’de saklanmistir (Bozoglu, 2014).

2.1.2.18. Primerlerin Hazirlanmasi

Primerler hazirlandiktan sonra eppendorf tiipe alinarak -20 °C’de muhafaza edilmistir (Y1lmaz,

2010).
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2.1.2.19. Safranin Boya Cozeltisinin Hazirlanmasi (100 ml)

Etil alkol (%95)...........c.cceeieviiiiinnnn.2 100 M
Safranin ...................cociie2 025 g
Sodyum kloriir (NaCl).........................c 59
Saf SU .. 11

2.1.2.20. %95’lik Etil Alkol Cozeltisinin Hazirlanmasi

95 ml etil alkol alindiktan sonra sterilize distile suyla son hacmi 100 ml’ye tamamlanmais ve etil

alkol ¢6zeltisi hazirlanmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.1.2.21. Kristal Viyole Boyasinin Hazirlanmasi

A Cozeltisinin Hazirlanmasi
(%85) Kristal viyolet...................cc......2 2.0 ¢

(%95) Etanol................ooiveiiieee 2 20 ml

B Cozeltisinin Hazirlanmasi

Amonyum oksalat tuzu ........................ 0.80 g

Sterilize su ..o 80 ml

Iki ¢ozelti (A ve B) hazirlandiktan sonra birbirine eklenerek karistirildi (Harley ve Prescott,

2002).

2.1.2.22. Gram’in Iyot Cézeltisinin Hazirlanmasi

Sodyum kloriir..................cceeivevennl 6.0 0
Potasyum iyodiir..................ccceeeeene2 200
Iyotkristali................c.cooeeeieiieienn.1 1.0 @
Safsu......oviivi e 300 MU

Iyot kristallerinden 1.0 gram ve potasyum iyodiirden (KI) 2.0 gram alimmistir. Havan iginde
ezildikten sonra iizerine steril distile su ilave edilerek karistirilmistir. Ardindan son hacmi 300
ml olacak sekilde distile su yardimiyla tamamlanmistir. Cozelti bu sekilde hazirlandiktan sonra
kahverengi amber siseye alinarak muhafaza edilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.1.2.23. Katalaz Testi Ayiraci

%3 H20 (Hidrojen peroksit).................... 3 ml

2.1.2.24. Oksidaz Test Ayiraci

Tetrametil-p-fenildiamin-dihidroklorit ayiraci.............. 1.0 g

2.1.2.26. Frazier Ayiraci

Civa KIOTUL ... 12,40
HidrokIlorik asit..........ccoooeeeeeeeiseeeeeeeeeeeeeeseeeeen. 2 16.0 mli
Steril Saf SU...eeveeeeeeeeeeeiiee e 1

2.1.2.27. Aminoasit Soliisyonlarimin Hazirlanmasi
Calismamizda kullandigimiz amino asit soliisyonlar1 asagida gosterildigi sekilde hazirlanmistir.
%1 (L)-sistein aminoasiti

Sistein ......oooeiiiiin . 100 @

%1 (L)-glisin aminoasiti

Glisin........ccoooeveiiiiiiiiiiiiiine. 2 100 g

%1 (L)-alanin aminoasiti

Alanin.....................occoceevvieeen...2 100 g



%1 (L)-treonin aminoasiti

Treonin...........ooovveviiiiiiniiiiiinn.... 100 g

2.1.2.28. Bakteriyosinin Antibakteriyel Etkisinin Proteinaz K ve Lipaz Enzimlerinden

Etkilenip Etkilenmedigini Tespit Etmek I¢cin Gerekli Olan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Proteinaz K enzimi 10 mM fosfat buffer igerisinde (pH 7), lipaz enzimi ise Tris-HCI tampon
¢ozeltisi (0.05 M) ve CaCl, (pH 8’de, 0.01 M) igerisinde hazirlanmistir. Ardindan bu enzim
cozeltileri (10 mg/ml) filtre yardimiyla (HiMedia) steril edilmis daha sonra bakteriyosin aktivite
tayininde kullanilmistir (Moraes ve ark., 2010; Rajesh ve ark., 2012).

2.1.2.29. Antimikrobiyal Madde Stok Soliisyonu Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan sodyum dimetilditiyokarbomat aktif igerige sahip antimikrobiyal
maddenin hazirlanmasi i¢in ilk olarak bu kimyasaldan 200.000 mg tartilmig ve steril bir erlene
konulmustur. Ardindan 1000 ml distile su alinarak kimyasal maddenin bulundugu erlene
eklenmis ve karigtirilmigtir. Stok antimikrobiyal madde soliisyonu elde edilmistir (Caglayan,
2018).

2.1.2.30. 0.5 No’lu McFarland Bulaniklik Standardinin Hazirlanmasi

0,18 M siilfirik asitten (H2SO4) 9.9 ml ve 0.048 M baryum kloriirden (BaCl>) 0.1 ml alindiktan

sonra iyice karistirilarak hazirlanmigtir (Caglayan, 2018).
2.1.3. Kullanilan Arac ve Gerecler

Marmara Universitesi Biyoloji Béliimiinde bulunan Mikrobiyoloji Laboratuvardaki Etiiv (Niive
EN500), Dansitometre, Pasteur Firmi (Kermanlar), Otoklav Cihazi, Distile Su Cihazi, Vortex
(Niive), Calkalamali Etiiv (Edmund Biihler), Steril Giivenlik Kabini, Mikroskop (Olympus),
Buzdolab1 (Argelik), Santrifiij Cihaz1 (Sigma), Hassas Terazi (Sartorius Analytic), Giig
Kaynagi, Jel Yirtitme Tanki, Jel Goriintilleme Cihazi, Elektroforez Tanki, pH Metre (WTW),
Ceker Ocak, Mikrodalga Firin (Argelik) ve PCR cihazlari kullanilmistir.
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2.2. Yontem

1. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinin Tuzla (istanbul) Organize Deri Sanayi Bolgesinde

Bulunan Tabakhanelerden Alinmasi,

2. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinde Bulunan Toplam Zayif Halofil Bakteri Sayisinin
Tespit Edilmesi,

3. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinde Bulunan Proteaz Ureten Toplam Zayif Halofil ve
Lipaz Ureten Toplam Zayif Halofil Bakteri Sayisinin Tespit Edilmesi,

4. Tuzlannms Koyun Derisi Orneklerinden Zayif Halofil Bakterilerin Izole Edilmesi,

5. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Farkli Tuz Konsantrasyon Degerlerinde Gelisme

Durumlarinin Aragtirilmast,

6. Zayif Halofil Bakteri izolatlarmin Farkli pH Degerlerinde Gelisme Durumlarmin

Arastirilmasi,

7. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Farkli Sicaklik Degerlerinde Gelisme Durumlarmin

Arastirilmasi,

8. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Gram Boyama Reaksiyonlarmin Yapilmasi,

9. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Enzimatik Aktivitelerinin Tespit Edilmesi,

10. Zay1f Halofil Bakterileri izolatlarmin Biyokimyasal Testlerinin Yapilmast,

11. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarindan Genomik DNA Izolasyonu Yapilmast,

12. izole Edilen Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforeziyle Kontrol Edilmesi,

13. Zay:f Halofil Bakteri Izolatlarinin PCR ile 16S rRNA Gen Dizilerinin Amplifikasyonu,

14. Zayif Halofil Bakteri izolatlarmin PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrol
Edilmesi,

15. Zayif Halofil Bakteri izolatlarmin 16S rRNA Gen Dizilerinin Tespit Edilmesi ve

Filogenetik Analizlerinin Yapilmasi,

16. Zayif Halofil Bakteri izolatlarinin Bakteriyosin Uretim Yeteneklerinin Arastirilmas: ve

Birbirlerine Kars1 Olusturdugu Inhibisyonlarin Belirlenmesi,
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17. Tuzlanmis ve Depolanmis Koyun Derisi Orneklerinden izole Edilen Zayif Halofil
Bakterilerin Antimikrobiyal Maddeye Karsi Duyarliliklarinin Disk Difiizyon Yontemiyle
Tespit Edilmesi.

2.2.1. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinin Tuzla (istanbul) Organize Deri Sanayi

Bolgesinde Bulunan Tabakhanelerden Alinmasi

Calismamizda kullandigimiz 10 adet tuzlanmis ve 6 ay 20 °C’de depolanmis koyun derisi
numuneleri Tuzla/Istanbul Organize Deri Sanayi Bélgesinde bulunan farkli tabakhanelerden
2023 yilinin Subat ayinda alinarak steril posetlere konmus ve hemen incelenmek {izere buz

kiipleri ile muhafaza edilerek laboratuvara tasinmistir.

2.2.2. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinde Bulunan Toplam Zayif Halofil Bakteri

Sayisimin Tespit Edilmesi

Tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinde bulunan toplam zayif halofil bakteri sayilarini tespit etmek
icin 10 adet tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinin her birinden 10’ar gram kesilip 90 ml %3 NaCl
igeren steril tuzlu su (TS3) igine konulmasinin ardindan ¢alkalayici etiivde 100 rpm’de 3 saat
calkalamaya birakilmigtir. Daha sonra hazirlanan deri siispansiyonlarindan 1’er ml alinmis ve
9 ml %3 NaCl (TS3) igeren steril tuzlu su igine eklenmistir. Ardindan vortex yardimiyla
karigtirilarak 10°7’lik diliisyon elde edilmistir. Bu seyreltme islemi 10°°lik diliisyona kadar
devam etmistir. Toplam zayif halofilik bakteri sayisini tespit etmek icin hazirlanan bakteri
diliisyonlarindan (101, 102, 103, 10* 10, 10°) mikropipet yardimryla 100 pl aliarak %3 tuz
iceren Kompleks Besiyerinin ortasina konulmustur. Hazirlanmis olan bakteri diliisyonlar
drigalski spatiilii yardimiyla yayma plak teknigi ile yayilmig ve petriler 37 °C’de etiivde 24 saat
inkiibe edilmesinin ardindan besiyerinde tireyen bakteri kolonileri sayilmistir. Elde edilmis olan
koloniler seyreltme katsayisiyla ¢arpilarak tuzlanmisg koyun derisi 6rneklerinde bulunan zayif
halofil bakteri sayilar1 tespit edilmistir (Gonzales ve ark., 1978; Harley ve Prescott, 2002;
Yilmaz, 2010; Caglayan, 2015).
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2.2.3. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinde Bulunan Proteaz Ureten Toplam Zayif

Halofil ve Lipaz Ureten Toplam Zayif Halofil Bakteri Sayisinin Tespit Edilmesi

Tuzlanmis koyun derilerinde bulunan proteaz iireten zayif halofilik bakteri sayisi ve lipaz iireten
zayif halofilik bakteri sayilarini tespit etmek i¢in deri 6rneklerinden 10 gram tartildiktan sonra
90 ml %3 NaCl igeren steril tuzlu su (TS3) ¢ozeltisinin bulundugu tiiplere konularak 3 saat
etiivde 100 rpm’de calkalamaya birakilmistir. Ardindan bu deri siispansiyonlarindan 1’er ml
alinmis ve i¢inde 9 ml %3 NaCl igeren steril tuzlu su (TS3) bulunan tiiplerin igine eklenmis
vortex yardimiyla karistirilarak 107lik diliisyon hazirlanmistir. Bu seyreltme islemi 1011k
diliisyona kadar devam etmistir. Ardindan hazirlanan bu bakteri diliisyonlarindan mikropipet
yardimryla 100 pl alinarak %3 tuz iceren Jelatin ve Tween 80 Besiyerlerine yayma plak teknigi
ile yayilmis ve petriler 37°C’de etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
bittikten sonra Jelatin Besiyerinde tireyen zayif halofil bakteri kolonilerinin bulundugu petrilere
Frazier ayiracindan dokiilmiistiir. Bakteri suslarinin etrafinda olusan opak zonlar pozitif proteaz
aktivitesi kabul edilmistir. Proteaz pozitif koloniler sayilmistir. Lipaz aktivitesini tespit etmek
icin Tween 80 Besiyerinde tireyen bakteri kolonilerinin etrafinda olusan opak bolgeler tespit
edilmistir ve pozitif lipaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir. Lipaz pozitif koloniler
sayllmistir. Ardindan koloni sayilar1 seyreltme katsayisi ile ¢arpilmis ve tuzlanmis koyun derisi
orneklerinde bulunan proteolitik aktiviteye sahip zayif halofil bakteri sayist ve lipolitik
aktiviteye sahip zayif halofil bakteri sayisi tespit edilmistir (Berber, 2009; Yilmaz, 2010;
Caglayan, 2018).

2.2.4. Tuzlanms Koyun Derisi Orneklerinden Zayif Halofil Bakterilerin izole Edilmesi

Tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinden zayif halofil bakterilerin izole edilmesi i¢in herbir deri
orneginden 10 gram tartilarak 90 ml %3 NaCl igeren steril tuzlu su (TS3) ¢ozeltisini i¢eren
tiiplere konulmustur ve 3 saat boyunca, 37°C’de etiive 100 rpm’de c¢alkalamaya birakilmistir.
Ardindan hazirlanmis olan deri siispansiyonlarindan mikropipet yardimiyla 1’er ml alinarak
icinde 9 ml %3 NaCl igeren steril tuzlu su (TS3) bulunan tiiplere eklenmistir. Vortex yardimiyla
karistirlarak 10Y°lik diliisyon elde edilmistir. Seyreltme islemi 10 lik diliisyona kadar devam
etmistir. Hazirlanan bakteri diliisyonlarindan (101-10®) mikropipet yardimiyla 100 pl alinarak
%3 tuz iceren Kompleks Besiyerinin ortasina konulmustur. Yayma plak teknigi ile petrilere
yayildiktan sonra 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan besiyerlerinde
iiremis olan bakteri kolonilerinden morfolojik olarak farkli oldugunu diisiindiigiimiiz koloniler

secilmis ve steril 6ze yardimiyla alinarak %3 tuz igeren Kompleks Besiyerine ¢izgi ekim
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teknigiyle ekilmistir. Saf bakteri kiiltiirleri elde edilinceye kadar islem tekrar edilmistir (Sekil
2.1) (Harley ve Prescott, 2002; Berber, 2009; Yilmaz, 2010).
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Sekil 2.1. Koyun Derisi Orneklerinden Zayif Halofil Bakterilerin izolasyonu.

2.2.5. Zayif Halofil Bakteri izolatlarmin Farkli Tuz Konsantrasyon Degerlerinde Gelisme

Durumlarimin Arastirilmasi

Tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinden izole edilen zay1f halofilik bakteri kolonilerinin optimum
gelisme kosullarini tespit etmek igin her bir zayif halofil bakteri izolat1 steril 6ze yardimiyla
aliarak tuz igermeyen ve %0.5, 3, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 tuz i¢ceren Kompleks Besiyerlerine
¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve 37°C’de etiivde 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan ekim yapilmis petriler inkiibasyon siiresi boyunca izlenerek bakterilerin gelisebildigi

optimum tuz konsantrasyon degerleri belirlenmistir (Caglayan, 2015).

2.2.6. Zayif Halofil Bakteri izolatlarimin Farkh pH Degerlerinde Gelisme Durumlarinin

Arastirilmasi

Tuzlanmis koyun derisi orneklerinden izole edilen zayif halofil bakteri izolatlarinin optimum
gelistigi pH degerlerini tespit etmek i¢in pH’1 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 olacak sekilde
ayarlanmis %3 tuz igeren Kompleks Besiyerlerine ekilmistir. Petriler 37°C’de etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Petriler inkiibasyon siiresince izlenerek zayif halofil bakteri

izolatlarinin geligebildigi optimum pH degerleri belirlenmistir (Berber, 2009; Yilmaz, 2010).
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2.2.7. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarmn Farklh Sicakhk Degerlerinde Gelisme

Durumlarimin Arastirilmasi

Tuzlanmis koyun derisi Orneklerinden izole edilen zayif halofil bakteri izolatlarinin
gelisebildigi optimum sicaklik degerlerini tespit etmek i¢in herbir zayif halofil bakteri izolati
steril bir 6ze yardimiyla alinarak %3 tuz iceren Kompleks Besiyerine ekilmistir. Ardindan
sicakliklart 4, 10, 20, 28, 37, 45 ve 55°C olacak sekilde ayarlanmis etiivlerde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Petriler inkiibasyon siiresi boyunca izlenerek zayif halofil bakteri

izolatlarinin gelisebildigi optimum sicaklik degerleri belirlenmistir (Caglayan, 2015).
2.2.8. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Gram Boyama Reaksiyonlarinin Yapilmasi

Zayif halofil bakteri izolatlarinin Gram boyamalarimi1 yapmak igin ilk olarak 24 saatlik saf
bakteri kolonileri steril bir 6ze yardimi ile alinmis, %3 tuz iceren steril tuzlu su (TS3) ile
sulandirilmigtir. Daha sonra bakteri izolatlar1 steril bir 6zeyle alinarak lamin {izerine yayildiktan
sonra 1-2 dakika kurumaya birakilmistir. Lam kuruduktan sonra 3 kez bek alevinden gegirilip
bakterilerin lama fikse edilmesi saglanmistir. Fiksasyon isleminin ardindan lama kristal viyole
boyasindan damlatilip 1 dakika beklendikten sonra distile su ile lam 5 saniye yikanmis ve
boyanin fazlasi uzaklastirilmigtir. Lamin {izerine Gramin iyot ¢ozeltisinden damlatilarak 1
dakika bekletilmistir distile suyla tekrar lam yikanarak boya akitilmistir. Ardindan %95 alkol
damlatilarak 20 saniye beklenmistir ve distile su ile yikanarak alkol uzaklastirilmistir. Son
olarak da lam fizerine safranin boyasi1 damlatilarak 1 dakika beklendikten sonra lam havada
kurumast i¢in birakilmistir. Boyama sonrasinda preparatlar mikroskopta (10x100) immersiyon
objektif ile incelenmistir. Mikroskopta inceleme sonrasinda pembe-kirmizi renkli bakteri
suslar1 Gram (-) olarak, mor renkli bakteri suslart Gram (+) olarak degerlendirilmistir (Harley
ve Prescott, 2002; Yilmaz, 2010).

2.2.9. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarimin Enzimatik Aktivitelerinin Tespit Edilmesi
2.2.9.1. Amilaz Aktivitesi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak %3 tuz igeren Nisasta Besiyerine ¢izgi plak teknigi ile ekim yapilmistir.

Ardindan petriler etiivde 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyon igin birakilmistir.
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Inkiibasyonun ardindan Nisasta Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri kolonilerinin iizerine
Gramin iyot ¢ozeltisinden dokiilmiistiir. Bakteri kolonilerinin etrafinda olusan seffaf bolge

pozitif amilaz aktivitesi olarak degerlendirildi (Caglayan ve ark., 2015).
2.2.9.2. Lipaz Aktivitesi

%?3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril bir 6ze
yardimiyla almarak %3 tuz iceren Tween 80 Besiyerine ¢izgi plak teknigiyle ekilmesinin
ardindan petriler 37°C’de 24 saat boyunca etiivde inkiibasyona birakilmistir. Bakteri
kolonilerinin etrafinda olusan opak zonlar pozitif lipaz aktivitesi olarak kabul edilmistir

(Berber, 2009; Caglayan, 2015).
2.2.9.3. Seliilaz Aktivitesi

%3 Tuz iceren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak karboksimetilselilloz bulunan (CMC) Seliilloz Besiyerine ¢izgi plak
teknigiyle ekilmesinin ardindan petriler etiivde 37°C sicaklikta 24 saat inkiibasyon igin
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan Seliiloz Besiyerinde iireyen zayif halofil bakteri
kolonileri 6nce 30 dakika %0.1’lik Kongo kirmizisi ayiraci ile boyanmistir. Ardindan 1 M NaCl
cozeltisiyle yikanmistir. Zay1f halofil bakteri kolonilerinin etrafinda olusan seffaf bolge pozitif
seliilaz aktivitesi olarak kabul edilmistir (Sekil 2.2) (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2.2. Seliilaz Aktivitesi Testi.
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2.2.9.4. Ureaz Aktivitesi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak yatik sekilde hazirlanmis Ure Agar Besiyerine ekilmistir. Petriler 37°C°de
etiivde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan besiyerinin pembe renge

dénmesi pozitif lireaz aktivitesi olarak kabul edilmistir (Y1lmaz, 2010; Caglayan, 2015).
2.2.9.5. DNaz Aktivitesi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak %3 tuz igeren DNaz Besiyerine ¢izgi plak teknigi ile ekilmis ardindan petri
kaplar1 37°C’de etiivde 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra besiyerinde gelisen zay1f halofil
bakteri izolatlarinin iizerini Ortecek kadar 1 M HCI damlatilmistir. Bakteri kolonilerinin
etrafinda olusan seffaf zon pozitif DNaz aktivitesi olarak degerlendirildi (Sekil 2.3) (Harley ve
Prescott, 2002; Yilmaz, 2010).

Sekil 2.3. DNaz Aktivitesi Testi.

2.2.9.6. Proteaz Aktivitesi

%3 Tuz iceren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak %3 tuz iceren Jelatin Besiyerine ¢izgi plak teknigiyle ekim yapilarak
petriler etiivde 37°C sicaklikta 24 saat boyunca inkiibasyon igin birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan petri kaplarina Frazier ayiracindan dokiilmiistiir. Bakteri kolonilerinin etrafinda
olusan seffaf zonlar pozitif aktivite olarak kabul edilmistir (Sekil 2.4) (Berber, 2009; Caglayan
ve ark., 2017).
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Sekil 2.4. Proteaz Aktivitesi Testi.

2.2.9.7. Pullulanaz Aktivitesi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak %3 tuz igceren Pullulan Besiyerine ¢izgi ekim teknigiyle ekildikten sonra
petriler 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyon igin birakilmigtir. Bakteri kolonilerinin etrafindaki

seffaf bolgeler pozitif aktivite olarak kabul edilmistir (Ventosa ve ark., 1989; Caglayan, 2015).

2.2.9.8. Ksilanaz Akivitesi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri izolatlarindan steril 6ze
yardimiyla alinarak %3 tuz iceren Ksilan Besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile ekildikten sonra
petriler 37 °C’de etiivde 24 saat inkiibasyona birakild1. inkiibasyon siiresi bittikten sonra bakteri
kolonilerinin etrafinda olusan seffaf zonlar pozitif ksilanaz aktivitesi olarak kabul edilmistir
(Ventosa ve ark., 1989) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Ksilanaz Aktivitesi Testi.
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2.2.9.9. p-galaktosidaz Aktivitesi

B-galaktosidaz enzimi bir disakkarit olan laktozun glikoz ve galaktoza hidroliz olmasini
katalizleyen bir enzimdir. Zayif halofil bakteri izolatlarinin -galaktosidaz enzim aktivitesini
tespit etmek igin %3 tuz iceren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri
kolonilerinden 6ze yardimiyla alinarak i¢inde ONPG diski bulunan 0.2 ml, %3 tuz igeren steril
tuzlu su ¢ozeltisinin (TS3) bulundugu tiiplere ekilmistir. Daha sonra bu tiipler 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyon igin birakilmistir. Tiiplerdeki sivinin renginin sartya dénmesi pozitif

aktivite olarak degerlendirilmistir (Caglayan, 2015; Harley ve Prescott, 2002).
2.2.10. Zayif Halofil Bakterileri izolatlarimin Biyokimyasal Testleri
2.2.10.1. Katalaz Testi

%3 Tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri kolonileri steril bir 6ze
yardimiyla temiz bir lamin iizerine alinmistir. Ardindan kolonilerin {izerine birka¢ damla
hidrojen peroksit (H202) damlatilarak beklenmistir. Bakteri kolonilerinin {izerinde hava

kabarciklarinin olugmas1 katalaz (+) olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.2.10.2. Sitrat Aktivitesi

%3 Tuz iceren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri kolonileri steril bir 6ze
yardimiyla alinarak yatik sekilde hazirlanmis Sitrat Besiyerine ¢izgi plak yontemiyle ekim
yapildiktan sonra etiivde 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Besiyerlerinin
renginin maviye déonmesi pozitif aktivite olarak kabul edilmistir (Sekil 2.6) ( Harley ve Prescott,
2002).

Sekil 2.6. Sitrat Testi.

60



2.2.10.3. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Calismamizda test etmek istedigimiz karbonhidratlar (D-ksiloz, D-mannoz, D-riboz, ksilitol
sukroz) 0.45 um (millipor) membran filtreler yardimiyla steril edildi ve %1 oraninda temiz
tiiplere konulmustur. Ardindan fenol kirmizisi bulunan karbonhidrat fermentasyon ortamindan
I’er ml alinarak tiiplere eklenmistir. Besiyeri iyice karistirildiktan sonra zayif halofil bakteri
izolatlart steril bir 6ze ile alinarak hazirlanan besiyerlerine ekilmistir ve 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri renginin sariya doniismesi pozitif sonug¢ kabul
edilmistir (Caglayan, 2015; Harley ve Prescott, 2002).

2.2.10.4. Oksidaz Testi

Tetrametil-p-fenildiamin-dihidroklorit ayiracindan filtre kagidi {izerine birkag damla
damlatildi. Ardindan %3 tuz igeren Kompleks Besiyerinde gelisen zayif halofil bakteri
kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla alinarak ayirag damlatilmig filtre kagitlarina siiriilmiis
ve 20 saniye beklendikten sonra mavi-mor rengin olusmasi pozitif oksidaz aktivitesi olarak
degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Oksidaz Testi.

2.2.10.5. Dekarboksilaz Testi

%1 oranda steril amino asit soliisyonlarinin (L-alanin, L-arjinin, L-glisin, L-sistein, L-treonin)
ve Aminoasit Dekarboksilaz Besiyerinin bulundugu tiiplere zayif halofil bakteri izolatlarindan
alinarak ekim yapilmistir. Ardindan 37°C etiivde 24 saat boyunca inkiibasyon i¢in birakildiktan
sonra izolatlarmn iizerini 6rtecek kadar mineral yag dokiilmistiir. Besiyerinde bulunan glukoz,
bakteri kolonileri tarafindan fermantasyona ugrarsa renk sariya, amino asitler fermentasyona
ugrarsa son {iriin olarak ortaya c¢ikan alkali amin bilesiklerinden dolayr renk mora

doniismektedir (Sekil 2.8) (Harley ve Prescott, 2002).
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Sekil 2.8. Dekarboksilaz Testi.

2.2.11. Zayif Halofil Bakteri izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu Yapilmasi

Tuzlanmis koyun derilerinden izole edilen zayif halofil bakteri izolatlarinin DNA izolasyon

islemi asagida aciklandigi sekilde yapilmistir:

Zayif halofil bakteri kolonilerinin gelismesi i¢in %3 tuz igeren sivi Kompleks Besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan sivi Kompleks Besiyerlerinden temiz tiiplerin i¢ine 5’er ml alinmis
ve 121 °C’de otoklavda 20 dakika boyunca steril edilmistir. Ardindan zayif halofil bakteri
izolatlarindan steril bir 6ze yardimiyla alinarak hazirlanan sivi Kompleks Besiyerlerine ekim
yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra besiyerlerinden
alinarak (1,5 ml) mikrosantrifiij tiiplerine eklenmis, 12000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir.
Santriflij igslemi sonrasinda iistte kalan faz dokiilmistiir ve pelletle devam edilmistir. Pelletin
iizerine tekrar besiyerinden eklenmis ve santrifiij edilmistir. Bu islem iicer kez tekrarlandiktan
sonra 558 ul TE tamponundan pellete eklenmis ardindan vortex yardimiyla karistirilarak
pelletin homojen olmasi saglanmistir. Homojen olan bakteri siispansiyonlarina (pellet) sirayla
30 ul %10 SDS soliisyonundan, 6 ul Proteinaz K enziminden, 6 ul RNaz enziminden ve 37 ul
lizozimden ilave edilerek galkalayicida 37 °C’de 1 saat birakilmistir. Ardindan mikrosantrifiij
tiiplerine 5 M NaCl soliisyonundan mikropipet yardimiyla 100 pl alinarak ilave edilmistir ve
tipler hafifce calkalanmistir. Bu islemden sonra 65°C’de bekletilmis olan CTAB
soliisyonundan mikropipetle 80 ul alinarak mikrosantrifiij tiiplerine eklenmistir ve 65°C’de 15
dakika bekletilmistir. Siire bittikten sonra (24:1) kloroform:izoamil alkol karisimindan 800 pl
almarak mikrosantrifiij tiiplerine eklenmis, 5 dakika 12000 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij

isleminin ardindan tiiplerde iki ayr1 faz olusmustur.
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Ustteki fazda izole etmek istedigimiz DNA, alttaki fazda ise kloroform ve énemsiz kisimlar
toplanmistir. Ustte kalan faz mikropipet yardimiyla temiz bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmistir. Ardindan tekrar kloroform eklenerek 12000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Bu adim bir kez daha yapildiktan sonra 200 pul DNA aliarak temiz bir mikrosantrifiij tiipiine
konmustur ve tlizerine 120 pl izopropanol’den mikropipet yardimiyla eklenmistir -20°C’de 30
dakika bekletilmistir. izopropanol ve DNA karisimi1 13000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda tiiplin dibinde kalan kisim izole ettigimiz DNA’dir, tiipiin {listiinde
kalan kisim ise onemsizdir ve dokiilmiistiir. Alkoliin uzaklasmasi i¢in mikrosantrifiij tiipleri
agz1 acik birakilarak 1 saat 37 °C’de bekletilmistir ve mikrosantrifiij tiiplerine mikropipet
yardimiyla TE (pH:8) tamponundan 50 pl eklenerek DNA’nin ¢éziinmesi saglanmistir.
Cozlinen DNA ornekleri daha sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmistir

(Sambrook ve Russell, 2001).
2.2.12. izole Edilen Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforeziyle Kontrol Edilmesi

Tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinden izole edilen zayif halofil bakterilerden DNA izolasyon
islemi yapildiktan sonra DNA oOrnekleri agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir. DNA
orneklerinin yiriitilmesi igin 250 ml’lik erlen alinarak i¢ine 40 ml’lik 1X TAE (Tris-asetat
EDTA) Calisma Tamponu konmustur. Ardindan 0.4 gr agaroz tartilarak tampon ¢ozeltisinin
bulundugu erlene eklenmis ve karistirilmistir. Erlen mikrodalga firinda (560 °C) 2 dakika
birakilarak agarozun iyice ¢Oziinmesi i¢in beklenmistir. Agarozun ¢dzlinmesinin ardindan
mikropipet yardimiyla 2.5 pl etidyum bromiir (EtBr) boyasindan alinarak agarozun bulundugu
erlene eklenmistir. Mikropipetin ucunda EtBr kalmamasi i¢in mikropipetin ucuyla jel ve boya
karisimi pipetaj yapilarak birkag¢ kez ¢ekilip birakilmistir. Ardindan erlen hafifce ¢calkalanmas,
boya ve agarozun iyice karigsmasi saglanmistir. Bu islemden sonra elektroforez tankinin
icerisine jel tepsisi konmustur. DNA 6rneklerinin yiiklenmesi i¢in jelde kuyucuk olusturulmasi
gerekmektedir bu amagla jel tepsisinini igerisine tarak yerlestirilmistir. Ardindan, hazirlanan jel
tepsinin i¢ine dokiilerek 10-15 dk jelin donmasi beklenmistir. Jelin donmasinin ardindan tarak
dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Taze olarak hazirlanmis 1X TAE calisma tamponundan
alinarak agaroz jelin iizerini kaplayacak sekilde dokiilmiistiir. Tk kuyucuga DNA-ladderdan
(1500 bp) 10 pl konulmustur. Ladder-DNA’nin konmasinin amaci izole ettigimiz DNA ile
arasinda boyut kiyaslamasi yapmaktir. Bu islemin ardindan parafilm alinarak dikdoértgen
seklinde kesilmistir. Parafilmin {izerine izolat sayis1 kadar (20 adet) mikropipetle 5 ul jel
yilikleme boyasindan alinarak konmustur. Her bakteri izolatina ait DNA 6rneginden mikropipet
yardimiyla 5 pl alinmig ve parafilm {izerinde bulunan 5 pl’lik jel ylikleme boyasi ile pipetaj
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yapilarak karigtirtlmistir. 10 pl’lik bu karnisimdan DNA-ladderinin  yiiklendigi birinci
kuyucugun yaninda bulunan ikinci kuyucuktan baslanarak yiiklenmistir. Yikleme iglemleri
tamamlandiktan sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilip (-) ve (+) uglara sahip kablolar gii¢
kaynagi aletine takilarak DNA Ornekleri 30 dakika, 80 V, 100 mA elektrik akimi altinda
yiriitildiikten sonra jel tanktan alinarak goriintiileme sistemiyle goriintiilenmistir. Goriintiiler

bilgisayara kaydedilmis ardindan yazici ile ¢iktilart alinmistir (Y1lmaz, 2010; Caglayan, 2015).

2.2.13. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarnin PCR ile 16S rRNA Gen Dizilerinin
Amplifikasyonu

Tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinden izole edilen zay1f halofil bakterilerin PCR ile 16S rRNA
genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in 20 adet 100 pl’lik PCR tiiplerinden alinmis iizerlerine izolatlarin
numarasi yazilmistir. Ardindan her tiipte toplam 50 pl karisim olacak sekilde 10X PCR Tampon
Cozeltisinden (500 Mm KCI, 100 Mm Tris-HCI, pH 8.3) 5 ul, deoksintikleotidtrifosfatlardan
(dNTP) 8 ul, 25 mM MgCl.’den 2.5 pl, forward (ileri) primeri ve reverse (geri) primerinden
2.5 pl, Taq polimeraz enziminden 0.5 ul, genomik DNA’dan 1 pl ve niikleaz igermeyen su
(ddH20) 28 ul alinarak PCR tiiplerine konulmustur. Calismamizda Bacteria-spesifik primerler
olan forward primeri 16F27; (5-AGAG TTT GATCM TGGCTCAG-3) ve reverse primeri
16R1488; (5'-CGGT TACCT TGT TAGGA CTT CACC-3') PCR reaksiyonu i¢in kullanilmistir
(Caglayan, 2015; Saiki ve ark., 1988). PCR igin reaksiyon kosullar1 su sekildedir: 95°C 5 dk
‘On Denatiirasyon’ 25 dongii, 94°C 1 dakikalik ‘Denatiirasyon’ (Denaturation), 50°C 1
dakikalik ‘Hibridizasyon’ (Annealing), 72°C 2 dakikalik ‘Uzama’ (Extension) ve 72°C 10

dakikalik ‘Final Uzamas1’ ile reaksiyon sona erer (Saiki ve ark., 1988).

2.2.14. Zayif Halofil Bakteri izolatlarimin PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde
Kontrol Edilmesi

Zay1f halofil bakteri izolatlarina ait PCR {irlinlerinin agaroz jelde kontrol edilmesi i¢in 250
ml’lik erlen alinarak i¢ine 40 ml 1X TAE (Tris-asetat EDTA) Calisma Tamponundan
eklenmistir. Ardindan 0.4 gram agaroz tartilarak tamponun bulundugu erlene eklenmis ve
karistirtlmistir. Erlen mikrodalga firinda (560°C) 1 dakika birakilmis ve agarozun iyice
coziinmesi saglanmistir. Jel mikrodalga firindan ¢ikarildiktan sonra 1-2 dakika sogumaya
birakilmistir. Soguyan jelin lizerine mikropipetle 2.5 pl etidyum bromiir (EtBr) boyasindan
eklenmistir. Erlenmayer hafifce elle calkalanarak jel ve boyanm birbirine karigmasi

saglanmustir.
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Bu islemden sonra elektroforez tankina jel tepsisi yerlestirilmistir. Orneklerin yiiklenmesi igin
kuyucuk olusturmak amaciyla jel tepsisinin igine tarak yerlestirilmistir. Daha sonra, hazirlanan
jel tepsinin i¢ine dokiilmiistiir. Jelin donmas1 beklendikten sonra tarak dikkatli bir sekilde
cikarilmistir. Taze olarak hazirlanmis 1X TAE (Tris-asetat EDTA) Calisma Tamponundan
almarak donmus agaroz jelin iizerine jelin iistiinii kaplayacak miktarda eklenmistir. Ilk
kuyucuga DNA-ladder (1500 bp) konmustur. DNA-ladderinin konma amact 16S rRNA ile
boyut kiyaslamasi yapmaktadir. Bu adimdan sonra parafilm alinarak dikdoértgen seklinde
kesilmistir ve iizerine mikropipet ile 5 pl’lik jel yiikleme boyasindan izolat sayis1 kadar (20
adet) konulmustur. Her bir PCR iirlinlinden mikropipet yardimiyla 5 ul alinarak parafilm
iizerinde bulunan jel yiikleme boyasiyla pipetaj yaparak karistirilmistir. Toplam 10 ul olan
karigim jele DNA-ladderin yiiklendigi birinci kuyucugun yaninda bulunan ikinci kuyucuktan
baslanarak yiiklenmistir. Yiikleme isleminin bitmesinin ardindan elektroforez tankinin kapagi
kapatilmis (+) ve (-) uca ait kablolar gii¢ aletine takildiktan sonra 30 dakika boyunca, 80 Volt,
100 Miliamperlik akimda agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmustiir. Siire bittikten sonra giic
aleti kapatilmis, jel elektroforez tankindan alinarak goriintiileme makinesinde goriintiilenmistir.
Goriintlileme sonrasinda PCR iiriinlerine ait olan bant goriintiileri bilgisayara kaydedilmistir

(Sambrook ve Russell, 2001).

2.2.15. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin 16S rRNA Gen Dizilerinin Tespit Edilmesi ve

Filogenetik Analizlerinin Yapilmasi

Zayif halofil bakteri izolatlarina ait 16S rRNA gen dizi analizleri Bacteria-spesifik primerler
olan forward (ileri) primeri 16F27(5'-AGAG TTT GATCM TGGCT CAG-3') ve reverse (geri)
primeri 16R1488(5'-CGGTTACCTTGTTAGGACT TCACC-3') yardimiyla Art1 Biyoteknoloji
Laboratuvari tarafindan hizmet alim1 seklinde yaptirilmistir. 16S rRNA dizilerindeki fazlaliklar
ChromasPro Programi ile ¢ikarilarak temiz bir goriintii elde edilmis ve FASTA formatinda
hazirlanmistir. Ardindan EZTAXON ve BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) gibi
programlar kullanarak GenBank Veri Taban1 ve EMBL’de bulunan dizilerle karsilastiriimig
aralarindaki benzerlik oranlar tespit edilmistir (Birbir ve ark., 2004; Caglayan, 2018).

2.2.16. Zayif Halofil Bakteri izolatlarimin Bakteriyosin Uretim Yeteneklerinin

Arastirilmasi ve Birbirlerine Karsi Olusturdugu inhibisyonlarln Belirlenmesi

Zay1f halofil bakteri izolatlarinin birbirine kars1 bakteriyosin iiretim yeteneklerini tespit etmek

icin bu suslar 20 ml %3 tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerinde (37°C, 48 saat) ¢ogaltilmistir.
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Ardindan bakteriyosin igeren siipernatantlar [CFS (cell-free supernatant)] hazirlanmustir.
Bunun i¢in hiicreler nce santrifiijle (8000 g, 10 dk, 4°C) uzaklastirilmistir. Hiicre igermeyen
bakteriyosin igeren siipernatantlarin (iist faz) pH’1 7.0’ye ayarlanarak, 0.45 pum filtreden
(Millipore) gegirilmis ve steril bakteriyosin elde edilmistir. Bakteriyosin {iretiminin tespit
edilmesi i¢in Agar Damlatma Methodu bu ¢alismada kullanilmistir. Her bir zayif halofilik
bakteri izolat1 20 ml %3 tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerinde 37°C etiivde 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Bu bakteri soliisyonlarindan steril tiiplere alinmis ve her bir tiiptin bulaniklig1
dansitometre ile McFarland 0.5’¢ (108 kob/ml) ayarlanmistir. Tiiplerdeki izolatlar steril
ekiivyon gubuklar1 yardimiyla %3 tuz iceren Kompleks Besiyerine ekilmistir. Ekim yapilan
petrilere mikropipet yardimiyla 3 pl hiicre igermeyen bakteriyosin igeren siipernatanttan (CFS)
kiigiik damla halinde konulmustur ve bakteriyosinin kondugu bolge kalemle isaretlenmistir.
Petriler bakteriyosin besiyerine niifus edene kadar disarda bekletilmistir. Besiyerine niifus
ettikten sonra petriler ters gevrilerek etiive yerlestirilmistir ve 48 saat sonunda incelenerek
kolonilerin etrafinda olusan seffaf zonlar tespit edilmistir. Buradan ¢ikan sonuglara gore
bakteriyosin iireten izolatlar, bakteriyosine hassas izolatlar ve bakteriyosine direngli izolatlar

tespit edilmistir (Sekil 2.9) (Martinez ve ark., 2000; Biscola ve ark., 2013; Zafar ve ark., 2022).

v T
Lol b

Sekil 2.9. Bakteri izolatlarindan Bakteriyosin igeren Siipernatantlarmn Eldesi.

Cevresel faktorlerin bakteriyosin aktivitesi lizerine etkilerini incelemek i¢in hiicre icermeyen
bakteriyosin igeren siipernatantlar (CFS) farkli sicaklik, pH, tuz konsantrasyon degerleriyle
ayrica proteinaz K ve lipaz gibi enzimlerle muamele edilerek incelenmistir. Optimum

bakteriyosin aktivitesinin goriildiigii kosullar tespit edilmistir.
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2.2.16.1. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Farkh Sicakhk Degerlerinin EtKisinin

Incelenmesi

Bakteriyosin iireten segilmis test izolatlart %3’liik tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerinde
cogaltilmistir. Yukarida aciklandigi gibi pH’1 7.0’ ye ayarlanmais, hiicre igermeyen bakteriyosin
iceren siipernatantlar (CFS) elde edilmistir. Elde edilen siipernatantlar ayri ayr1 Eppendorf
tiiplerine 1’er ml konularak farkl: sicakliklarla (4, 19, 24, 37, 50, 60, 70°C) 15 dakika muamele
edilmistir. Diger zayif halofil izolatlar1 %3 tuz iceren Kompleks Besiyerine hiicre yogunlugu
McFarland 0.5 (10® kob/ml) bulaniklik standardina gore ayarlandiktan sonra steril ekiivyon
cubugu yardimiyla ekilmistir. Ardindan petrilerin lizerine farkli sicakliklarla muamele edilmis
hiicre igermeyen bakteriyosin igeren silipernatantlardan (CFS) mikropipet yardimiyla 3 pl
konulmustur. Bakteriyosinin kondugu bolge kalemle isaretlenmistir. Petriler 37°C, 24 saat
boyunca etiivde inkiibasyona birakilmistir. Bakteri kolonilerinin etrafinda olusan inhibisyon
zonlarmin varligt ve buna bagli olarak hangi sicakliklarda bakteriyosin aktivitesinin

kaybedildigi tespit edilmistir (Xie ve ark., 2009; Biscola ve ark., 2013).

2.2.16.2. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Farkli pH Degerlerinin Etkisinin incelenmesi

Bakteriyosin iireten seg¢ilmis test izolatlar1 %3’liik tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerinde
cogaltilmistir. Bakteriyosin iireten test izolatlarina ait hiicre icermeyen bakteriyosin iceren
slipernatantlarin pH’lar1 1 ml siipernatant olacak sekilde ependorf tiiplere alinarak 1 M HCl ve
1 M NaOH yardimiyla 4, 5, 6,7, 8,9, 10’a ayarlanmistir. Oda sicakliginda (25°C) bu Eppendorf
tiiplerindeki farkli pH’daki siipernatantlar 3 saat bekletilmistir. Hiicre yogunlugu McFarland
0.5 (10® kob/ml) bulaniklik standardina gére ayarlanmis olan ve ekiivyon cubuguyla %3 tuz
iceren Kompleks Besiyeri tizerine ekimi yapilan diger zayif halofil bakteri izolatlarinin 24
saatlik kiltiirleri tizerine farkli pH degerlerine ayarlanmis siipernatantlardan mikropipet
yardimiyla 3 pl alarak konulmustur. Petriler etiivde 37°C sicaklikta 24 saat boyunca
inkiibasyon i¢in birakilmistir. Ardindan bakteri kolonilerinin g¢evresinde olusan inhibisyon
zonlarinin varligi ve hangi pH konsantrasyonlarinda bakteriyosin aktivitesinin kaybedildigi

belirlenmistir (Zafar ve ark., 2022).

67



2.2.16.3. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Farkli Tuz Degerlerinin Etkisinin Incelenmesi

Bakteriyosin iireten secilmis test izolatlar1 %3’liikk tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerinde
cogaltilmistir. Daha 6nce agiklandigi gibi pH’17.0’ye ayarlanmis hiicre icermeyen bakteriyosin
iceren siipernatantlar elde edilmistir. Elde edilen siipernatantlar temiz Eppendorf tiiplerine 1 ml
konularak tuz konsantrasyonu %3, 5, 10, 20 olacak sekilde ayarlanmistir. Farkli tuz degerlerine
ayarlanmig olan bu silipernatantlardan mikropipet yardimiyla 3 pl alinarak hiicre yogunlugu
McFarland 0.5 (102 kob/ml) bulaniklik standardina gore ayarlanmis ve ekiivyon cubuguyla %3
tuz iceren Kompleks Besiyerine ekimi yapilan diger zayif halofil izolatlarinin iizerine
konmustur. Petriler etiivde 37°C sicaklikta 24 saat boyunca inkiibasyon i¢in birakilmustir.
Ardindan bakteri kolonilerinin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlarinin varligi ve hangi tuz
konsantrasyon degerlerinde bakteriyosin aktivitesinin kaybedildigi belirlenmistir (Xie ve ark.,
2009; Biscola ve ark., 2013; Azemin ve ark., 2015).

2.2.16.4. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Proteinaz K ve Lipaz Enzimlerinin Etkisinin

Incelenmesi

Bakteriyosin iireten seg¢ilmis test izolatlart %3’liikk tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerinde
cogaltilmistir. Daha 6nce agiklandig gibi pH’1 7.0’ye ayarlanmis hiicre icermeyen bakteriyosin
iceren siipernatantlar elde edilmistir. Elde edilen siipernatantlar temiz Eppendorf tiiplere 1’er
ml konulmustur. Ardindan proteinaz K (10 mM fosfat buffer) ve lipaz (Tris HCI 0.05 M ve
CaCl; 0.01 M) enzimleri belirtilen tampon ¢ozeltilerde hazirlandiktan sonra filtreden (HiMedia)
gegirilerek steril edilmistir (10 mg/ml). Enzimler hazirlandiktan sonra son konsantrasyon 1
mg/ml olacak sekilde bakteriyosin iceren Siipernatantlarin bulundugu Eppendorf tiiplerine
eklenerek 2 saat 37°C’de siipernatant ile muamele edilmistir. Proteinaz K ve lipaz enzimleriyle
ayr1 ayrt muamele edilmis olan bu siipernatantlardan mikropipet yardimiyla 3 pl alinarak hiicre
yogunlugu McFarland 0.5 (108 kob/ml) bulaniklik standardina gére ayarlanmis ve ekiivyon
cubuguyla %3 tuz igeren Kompleks Besiyerine ekimi yapilan diger zayif halofil izolatlarinin
tizerine konmustur. Negatif kontrol olarak fosfat ve Tris-HCI tamponlar1 kullanilmistir. Petriler
37°C etiivde 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan inhibisyon zonlar1 tespit
edilerek enzimlerin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkileri degerlendirilmistir. Bakteriyosin

aktivitesinin kaybedilip kaybedilmedigi tespit edilmistir (Biscola ve ark., 2013).
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2.2.17. Tuzlanmis ve Depolanmis Koyun Derisi Orneklerinden izole Edilen Zayif Halofil
Bakterilerin Antimikrobiyal Maddeye Kars1 Duyarhhiklarinin Disk Difiizyon Yoéntemiyle
Tespit Edilmesi

Tuzlanmig koyun derisi Orneklerinden izole edilen zayif halofil bakteri suslarinin deri
endiistrisinde derileri 1slatma sivisinda kullanilan, tabakhaneden temin ettigimiz aktif igerigi
sodyum dimetilditiyokarbamat olan antimikrobiyal maddeye (%40) kars1 duyarliliklar
aragtirllmistir. Hesaplamalar su sekilde yapilmistir: Stok antimikrobiyal madde soliisyonu
hazirlanmistir. Antimikrobiyal maddenin stok soliisyonu 200.000 mg antimikrobiyal maddenin
iizerine 1000 ml steril distile su eklenerek hazirlanmistir. Daha sonra antimikrobiyal maddenin
on sekiz farkli konsantrasyonu Tablo 2.1’de belirtildigi gibi hazirlanmistir. Antimikrobiyal
madde %40’lik oranda sodyum dimetilditiyokarbomat igerdigi i¢in son konsantrasyon 0.4 ile
carpilmistir. Ardindan tuzlanmis koyun derisi orneklerinden izole edilen zayif halofil bakteri
kolonileri steril 6ze yardimiyla alinarak %3’liik tuz bulunan sivi Kompleks Besiyerine ekim
yapildiktan sonra 37°C etiivde 24 saat boyunca inkiibasyon i¢in birakilmistir. Herbir zayif
halofil bakteri izolatmin 0.5 McFarland bulaniklik standardina (108 kob/ml) gore bakteri
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Calismamizda zayif halofil bakteri izolatlarinin antimikrobiyal
maddeye kars1 duyarliliklar1 Kirby-Bauer disk difiizyon metodu ile tespit edilmistir. ik olarak
diskler delikli zzimba yardimiyla 5 mm ¢apinda olacak sekilde hazirlanarak otoklavda sterilize
edilmis ardindan Tablo 2.1’de gosterilen on sekiz farkli konsantrasyon degerinde hazirlanmig
olan antimikrobiyal madde soliisyonlarindan mikropipet yardimiyla 10 pl alinarak steril olarak
hazirlanmis disklere emdirilmistir. Bu adimdan sonra zayif halofil bakteri izolatlart %3 tuz
iceren Kompleks Besiyerine steril ekiivyon ¢ubuklariyla yayilmistir ve antimikrobiyal madde
sollisyonlarinin emdirildigi diskler hazirlanan besiyerlerine aralarinda bosluk birakilacak
sekilde petrilere konulduktan sonra 37°C etiivde 24 saat inkiibasyon igin birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan antimikrobiyal madde emdirilmis disklerin etrafinda olusan zonlarmn
caplart mm olarak cetvel yardimiyla dl¢tilmistiir. Sodyum dimetilditiyokarbamat aktif igerikli
antimikrobiyal maddenin zayif halofil bakteri suslar1 {lizerine etkili oldugu konsantrasyon

degerleri tespit edilmistir (Caglayan, 2018).
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Tablo 2.1. Antimikrobiyal Madde’nin 18 Farkli Konsantrasyon Degerinde Hazirlanmasi.

Stok Distile 19 mL Distile 19 mL Distile Su

Antimikrobiyal Maddenin  Soliisyon Su Su I!.avesinden Tlavesinden
Ilk Konsantrasyonu Hacmi  Hacmi Onceki Sonraki Final
(ug/mL) (mL) (mL)  Konsantrasyon  Konsantrasyonu
(ng/mL) X 0.4 (ug/mL)
1 200.000 2 0 200.000 4000
2 200.000 2 2 100.000 2000
3 200.000 1 3 50.000 1000
4 50.000 2 2 25.000 500
5 50.000 1 3 12.500 250
6  50.000 1 7 6250 125
7 6250 2 2 3125 62.50
8 6250 1 3 1562.5 31.25
9 6250 1 7 781.25 15.62
10 781.2 2 2 390.63 7.81
11 781.2 1 3 195.31 3.90
12 781.2 1 7 97.66 1.96
13 97.6 2 2 48.83 0.98
14 97.6 1 3 24.41 0.49
15 97.6 1 7 12.21 0.24
16 122 2 2 6.10 0.12
17 122 1 3 3.05 0.06
18 12.2 1 7 1.53 0.03
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BOLUM 3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Ahnan Deri Ornekleri Hakkinda Genel Bilgi

Bu c¢alismada Istanbul’da bulunan Tuzla Organize Deri Sanayi Boélgesi icindeki farkli
tabakhalerden 10 adet tuzla muhafaza edilmis, 6 ay 20°C’de depolanmis kiiciikbas ham deri
ornekleri alinmis ve steril kosullarda laboratuvara taginmistir. Alinan deri 6rnekleri hakkindaki

bilgiler tabloda gosterilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deri Ornekleri Hakkindaki Genel Bilgi.

) _ Deri _ Deri Derilerin
Ornek Numarasi Orneklerinin =~ Orneklerinin = Depolanma
Alndig1 Yer Alindig1 Sicakhigr
Hayvan (°C)
1 TKD1 Tuzla/Istanbul Koyun 20
2 TKD2 Tuzla/istanbul Koyun 20
3 TKD3 Tuzla/istanbul Koyun 20
4 TKD4 Tuzla/Istanbul Koyun 20
5 TKDS5 Tuzla/Istanbul Koyun 20
6 TKD6 Tuzla/istanbul Koyun 20
7 TKD7 Tuzla/Istanbul Koyun 20
8 TKD8 Tuzla/Istanbul Koyun 20
9 TKD9 Tuzla/Istanbul Koyun 20
10 TKD10 Tuzla/istanbul Koyun 20

TKD*; Tuzlanmis Koyun Derisi

3.2. Tuzlanmms Koyun Derisi Orneklerindeki Zayif Halofil Bakterilerin Toplam Sayisi,
Proteolitik Aktiviteye Sahip Zayif Halofil Bakterilerin Toplam Sayis1 ve Lipolitik
Aktiviteye Sahip Zayif Halofil Bakterilerin Toplam Sayisimin Tespit Edilmesi

Tuzla-Istanbul Organize Deri Sanayi Bolgesindeki farkli tabakhanelerden aldigimiz 10 adet
tuzla muhafaza edilmis deri drneklerindeki toplam zayif halofil bakteri sayis1 1x10%-4x10°
kob/g olarak, proteolitik aktiviteye sahip zayif halofil bakteri sayis1 2x103-4x10* kob/g olarak,
lipolitik aktiviteye sahip zayif halofil bakteri sayis1 1x102-3x10* kob/g olarak bulunmustur
(Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinde Bulunan Zayif Halofil Bakterilerin Toplam
Sayisi, Proteolitik Aktiviteye Sahip Zayif Halofil Bakterilerin Toplam Sayis1 ve Lipolitik
Aktiviteye Sahip Zayif Halofil Bakterilerin Toplam Sayisi (kob/g).

Proteolitik Lipolitik
Zayif Halofil Aktiviteye Sahip Aktiviteye Sahip
Bakterilerin Zayif Halofil Zayif Halofil
Ornek Numarasi Toplam Sayisi Bakterilerin Bakterilerin
(kob/g) Toplam Sayisi Toplam Sayisi
(kob/g) (kob/g)
TKD1 2x10* 1x10* 8x10°
TKD2 2x10% 1x10% 1x10°
TKD3 4x10° 1x10* 1x10?
TKD4 1x10* 6x10° 4x10°
TKD5 1x10* 2x103 1x10°
TKD6 2x10* 2x10* 2x10*
TKD7 3x10* 3x103 1x10°
TKD8 4x10* 1x10% 1x10%
TKD9 1x10* 4x10° 2x10°
TKD10 1x10° 4x10* 3x10%

TKD*; Tuzlanmis Koyun Derisi

Tuzla muhafaza edilmis deri 6rneklerinde bulunan toplam zayif halofil bakteri sayisi, 8 adet

deri 6rneginde 10*kob/g olarak, 2 adet deri 6rneginde 10° kob/g olarak saptanmistir (Sekil 3.1).

10°kob/g

10* kobl/g

2 adet koyun derisi 8 adet koyun derisi

Sekil 3.1. Deri Orneklerindeki Zayif Halofilik Bakteri Sayis1.
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Proteolitik aktiviteye sahip toplam zayif halofil bakteri sayis1 4 adet deri 6rneginde 10° kob/g
olarak, 6 adet deri 6rneginde 10* kob/g olarak saptanmustir (Sekil 3.2).

108 kob/g

10* kobl/g

4 adet koyun derisi 6 adet koyun derisi

Sekil 3.2. Deri Orneklerindeki Proteaz Ureten Zayif Halofilik Bakteri Sayis1.

Lipolitik aktiviteye sahip toplam zayif halofil bakteri sayis1 1 adet deri 6rneginde 102 kob/g
olarak, 6 adet deri drneginde 10° kob/g olarak, 3 adet deri &rneginde 10* kob/g olarak

saptanmistir (Sekil 3.3).

102 kob/g

103 kob/g 10* kob/g

1 adet koyun derisi = 3 adet koyun derisi = 6 adet koyun derisi

Sekil 3.3. Deri Orneklerindeki Lipaz Ureten Zayif Halofilik Bakteri Sayis.
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3.3. Tuzlanms Koyun Derisi Orneklerinden Zayif Halofil Bakterilerin izole Edilmesi

Calismamizda farkli tabakhanelerden aldigimiz 10 adet tuzla muhafaza edilerek depolanmis
koyun derisi 6rneklerinden morfolojik olarak farkli oldugunu diisiindiigiimiiz 20 adet zayif
halofil bakteri izole edilmistir. Bu izolatlar TKD1a, TKD1b, TKD2a, TKD2b, TKD3a, TKD3b,
TKD4a, TKD4b, TKD5a, TKD5b, TKD6a, TKD6b, TKD7a, TKD7b, TKD8a, TKD8b,
TKD9a, TKD9b, TKD10a, TKD10b seklinde isimlendirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Izole Ettigimiz Zay:f Halofil Bakteri Izolatlarinin Petri Goriintiisii.

Calismamizda tuzla muhafaza edilerek depolanmis koyun derilerden izole ettigimiz 20 adet
zay1f halofil bakteri izolatinin kaynaginin derilerin uzun siireli korunmasi amaciyla kullanilan
tuzdan kaynaklandigi muhtemeldir. Deriler eger homojen bir sekilde tuzlanmazsa, ortam
kosullar1 da (nem, sicaklik, derilerin istiflenme siirecindeki hatalar, yanlis depolama kosullart)
mikrobiyal gelisime miisaitse halofil bakteri ve arkeler igin miikemmel bir ortam olusur
(Berber, 2009; Birbir ve ark., 2020). Daha onceki yapilan ¢aligmalarda derilerin yapisinda
bulunan yiiksek yag ve protein igeriklerinin mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in uygun bir
ortam olusturdugunu ve ham derilerin iizerinde 6 saat gibi kisa bir siire igerisinde
mikroorganizmalarin gelisebildigi bildirilmistir (Birbir, 1991). Ozellikle halofilik bakteriler
yilksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebilmekte ve bu ekstrem kosullara adapte
olabilmektedir (Ventosa, 2006). Halofil mikroorganizmalara dair yapilan daha Onceki
caligmalara bakildiginda hipersalin sularda ve c¢esitli tuzlu toprak Orneklerinde bu
mikroorganizmalarin izolasyonlarinin yapildigi goriilmektedir (Birbir ve Sesal, 2003; Elevi ve
ark., 2004; Ventosa, 2006; De La Haba ve ark., 2011; Ali ve ark., 2016).
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Ayrica tuz birikintilerinden, tuzlanmis balik ve etlerden, fermente gidalardan, tuzlanmis deri
orneklerinden ve tuzlardan halofil mikroorganizmalarin izole edildigi bildirilmistir (Birbir,
1991; Berber, 2009; Ventosa, 2006). Daha onceki yapilan arastirmalarin sonuglari bizim
calismamizdaki sonuglari desteklemektedir. Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar bes adet
tuzlanmis deri 6rneginden 1limli halofil bakterileri izole etmislerdir. Bu deri 6rneklerinde
toplam 1liml1 halofil bakteri sayisim1 102-107 kob/g olarak, proteolitik 1limli halofil bakteri
sayisi1 101-10° kob/g olarak ve lipolitik 1liml1 halofil bakteri sayisim 10°-10° kob/g olarak
tespit ettiklerini bildirmislerdir (Caglayan ve ark., 2015). Berber (2009), yaptig1 ¢alismasinda
tuzlanmis deri 6rneklerinde bulunan asir1 halofil bakteri sayismi 11 drnekte 108-108 kob/g, 25
ornekte 103-108 kob/g olarak tespit etmistir. Ayrica proteolitik asir1 halofil bakteri sayisin1 11
ornekte 10°-10° kob/g, 23 &rnekte 102-10* kob/g olarak, lipolitik asir1 halofil bakteri sayisini 4
ornekte 10°-10° kob/g, 25 6rnekte 102-10* kob/g olarak tespit etmistir (Berber, 2009). Bir baska
calismada Yilmaz (2010), Ingiltere ve Avusturalya’dan ithal edilmis ve tuzla kiirlenerek
muhafaza edilmis deri 6rnekleri iizerine ¢alismalar yapmis ve Ingiltere’den alinmis olan deri
orneklerindeki halofil bakteri sayisimi 10°-107 kob/g olarak, proteolitik aktiviteye sahip halofil
bakteri sayisin1 10° kob/g olarak, lipolitik aktiviteye sahip halofil bakteri sayisii 10°-10° kob/g
olarak tespit etmistir. Avusturalya’dan alinan deri 6rneklerindeki toplam halofil bakteri sayisini
102 kob/g olarak, proteolitik aktiviteye sahip halofil bakteri say1sin1 10'-10? kob/g olarak tespit
etmistir. Avusturalya’dan alinan 6rneklerde lipolitik aktivite gdsteren bakteri izole edemedigini
ve bu durumun Avusturalya’da derilerin daha dogru bir sekilde tuzlanarak saklanmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmistir (Yilmaz, 2010). Bir diger ¢alismada ise kirmizi ve sari
renklenmeler iceren, Ispanya’dan alian tuzlanmis koyun derilerinden 1liml1 halofil bakteri ve
asir1 halofil arkeler izole edilmistir. Bu ¢alismada 1limli halofil bakteri sayis1 10°-108 kob/g
olarak, asir1 halofil arke sayisi ise 10°-107 kob/g olarak tespit edilmistir (Akpolat ve ark., 2015).
Calismanin devaminda koyun derilerinin ¢cogunlukla asir1 halofil arkelerin ve ilimli halofil
bakterilerin farkli proteolitik ve lipolitik tiirlerini igeren tuzlarin kullanimindan dolay1 derilerin
kontamine oldugunu dogrulamistir. Bu nedenle bu durumun iistesinden gelmek i¢in derilerin
salamura kiirli esnasinda antimikrobiyal maddelerle kombine sekilde uygulanmasinin
mikrobiyal hasar1 onleyebilecegini belirtmislerdir (Akpolat ve ark., 2015). Tuzla muhafaza
edilmis koyun derisi Orneklerinin incelendigi bir ¢alismada deri 6rneklerinden izole edilen
proteolitik ve lipolitik halofilik arkelerin 47 giinlik depolama sirasinda deriye ciddi zarar

verdigi elektron mikroskobu ile dogrulanmistir (Birbir ve ark., 2020).
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Calismanin sonucunda tuzlanmis derilerin yiiksek sayida proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip
halofilik arkeleri bulundurdugu tespit edilmistir (Birbir ve ark., 2020). Rusya ve Fransa’dan
ithal edilen 35 adet tuzla kiirlenmis deri O6rneklerinin incelendigi bir ¢alismada ise deri
orneklerinin %29 oraninda halotolerant bakteri, %37 oraninda zayif halofil bakteri, %86
oraninda 1liml1 halofil bakteri ve %91 oraninda asir1 halofil arke igerdigi bildirilmistir (Birbir,
1997). Deriler islenmemis kuru tuzla tuzlandiginda halofilik bakterilerin ve arkelerin ¢ogalmasi

icin uygun bir ortam olusturdugu anlasilmaktadir.

3.4. Zayif Halofil Bakteri izolatlarimin Farkh Tuz Konsantrasyon Degerlerinde Gelisme

Durumlarinin Arastirilmasi

Elde ettigimiz 20 adet zayif halofilik bakteri izolatinin %0, 0.5, 3, 5, 7.5, 10, 15’lik tuz
konsantrasyonlarinda gelisme durumlari arastirilmistir. Her bir zayif halofil bakteri izolat1 tuz
icermeyen ve %0.5, 3, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 tuz igeren Kompleks Agar Besiyeri iizerine ekimi
yapilarak 37 °C’de etiivde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. TKD1a, TKD1b, TKD2b, TKD3a,
TKD3b, TKD4b, TKD5b, TKD10a, TKD10b bakteri izolatlar1 %0.5-10 tuz konsantrasyon
araliginda TKD5a, TKD8b, TKD9a, TKD9b bakteri izolatlar1 %0.5-7.5 tuz konsantrasyon
araliginda TKD2a, TKD4a, TKD6a, TKD6b, TKD7a, TKD7b, TKD8a bakteri izolatlar1 %0.5-
12.5 tuz konsantrasyon araliginda gelisebildigi saptanmistir. Higbir izolat %0 ve %15 tuz
konsantrasyonunda gelisme gostermemistir. Bu izolatlarin en iy1 gelistigi tuz konsantrasyonu
%3-5 araliginda tespit edilmistir ve bu kapsamda zayif halofil olarak degerlendirilmistir (Tablo
3.3). Bu sonuglara gore calismamizda besiyerleri hazirlanirken zayif halofil bakterilerin

optimum gelistigi %3 tuz konsantrasyonu degeri kullanilmistir.
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Tablo 3.3. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme

Durumlari.

Izolat Ad1 %0 % 0.5 % 3 %5 %75 %10 %125 %15

1 TKDla - + ++ ++ + + = =
2 TKD1b - + ++ ++ + + - .
3 TKD2a - + ++ ++ + + + =
4  TKD2b - + ++ ++ + + - -
5 TKD3a - + ++ ++ + o - _
6 TKD3b - + ++ ++ + + - )
7 TKDA4a - + ++ ++ + + + =
8  TKD4b - + ++ ++ + + -
9 TKD5a - + ++ ++ + - - _
10 TKD5b - + ++ ++ + + - .
11 TKD6a - + ++ ++ + + + -
12 | TKD6h - + ++ ++ + + + -
13 TKDTa - + ++ ++ + + + -
14  TKDT7b - + ++ ++ + + + -
15 TKD8a - + ++ ++ + + + -
16 TKD8b - + ++ ++ + - - -
17 TKD%a - + ++ ++ + - - )
18 TKD9b - + ++ ++ + - - .
19 TKD10a - + ++ ++ + + - _
20  TKD10b - + ++ ++ + + - .

*Tablodaki (++) degeri iyi iireme, (+) degeri zay1f bir lireme, (-) degeri iireme yok anlaminda

kullanilmastir.

Daha once zayif halofil bakterilerin ¢esitli tuzcul ortamlardan izole edildigi g¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin; bir calismada Kore Cumhuriyeti’nin Jeju Adasi’ndan alinan bir deniz
suyu 6rneginden Roseovarius aquimarinus sp. nov., zayif halofil bakteri susu izole edilmis olup
optimum %?2 NaCl varliginda gelisebildigi belirtilmistir (Kang ve ark., 2015). Bir baska yapilan
caligmada Korede bulunan Sarideniz’den Alteromonas litorea sp. nov., zayif halofil bakteri
susu izole edilerek optimum %2-5 NaCl araliginda gelistigi bildirilmistir (Yoon ve ark., 2004).
Ispanya’da yapilan bir calismada hipersalin bir ortamdan Marinobacterium ramblicola sp. nov.,
zayif halofil bakteri susu izole edilerek optimum %3 NaCl’de gelisebildigi bildirilmistir
(Duran-Viseras ve ark., 2021). Hong Kong’ta yapilan bir ¢alismada ise Altererythrobacter
salegens sp. nov., zayif halofil bakteri susu sediment 6rneklerinden izole edilmis %2-10 NaCl
varliginda gelisim gosterebildigi optimum olarak da %3-8 NaCl konsantrasyon araliginda

gelisebildigi bildirilmistir (Liang ve ark., 2017).
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[randa yapilan bir ¢alismada alinan tuzlu toprak &rneklerinden Planomicrobium iranicum sp.
nov., zayif halofil bakteri susu izole edilerek %1-7.5 NaCl varliginda gelisim gosterebildigi,
optimum olarak ise %3 NaCl varliginda gelistigi bildirilmistir (Ramezani ve ark., 2019). Bu
caligmalara ve bizim g¢alismamizin sonuglarina bakildiginda zayif halofil bakteri suslarinin

diisiik tuz konsantrasyonlarinda optimum gelisim gosterdigi anlasilmaktadir.

3.5. Zayif Halofil Bakteri izolatlarimin Farkhh pH Degerlerinde Gelisme Durumlarinin

Arastirilmasi

Elde ettigimiz 20 adet zayif halofilik bakteri izolatinin 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 olarak ayarlanan
pH degerlerinde gelisme durumlari arastirilmistir. Tuzlanmis derilerden izole edilen her bir
zayif halofil izolat1 %3 tuz (zayif halofil bakterilerin optimum gelistigi konsantrasyon) igeren
ve pH’lar1 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 olarak ayarlanan %3 tuz igeren Kompleks Agar Besiyeri
tizerine ¢izgi ekim teknigi ile ekilmistir. Ardindan petriler 37°C etiivde 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. TKD9a izolat1 sadece pH 7 ve 8’de gelisme gostermistir (Tablo 3.4).
Higbir izolat pH 5 ve pH 12 de gelisim gdsterememistir. Izolatlarm en iyi gelistigi degerler pH
7 ve pH 8 olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.4. izolatlarin Gelisebildigi pH Degerleri.

Izolat Ad pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9 pH10 pH11 pH12
TKD1la - + ++ ++ + + + -
TKD1b - + ++ ++ + + + -
TKD2a - + ++ -+ -+ + + -
TKD2b - + ++ ++ + + + -
TKD3a - + ++ ++ + + + -
TKD3b - + ++ ++ + + + -
TKD4a - + ++ ++ + + + -
TKD4b - + ++ ++ + + + -
TKD5a - + ++ -+ -+ + + -
TKD5b - + ++ ++ + + + -
TKD6a - + ++ ++ + + + -
TKD6h - + ++ ++ + + + -
TKD7a - + ++ ++ + + + -
TKD7b - + ++ ++ + + + -
TKD8a - + ++ ++ + + + -
TKD8h - + ++ ++ + + + -
TKD9a - - ++ ++ = - - -
TKD9%b - + ++ ++ + + + -
TKD10a - + ++ ++ + + + -
TKD10b - + ++ ++ + + + -
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Arastirmacilar yaptigi ¢alismada derin denizlerden alinan orneklerden Altererythrobacter
salegens sp. nov., zayif halofil bakteri susu izole edilmistir ve pH 6.5-8’de gelisebildigi,
optimum pH degerinin ise 7.0-7.5 oldugu belirtilmistir (Liang ve ark., 2017). Almanya’da
yapilan bir ¢alismada ise sediment drneginden izole edilen Fundibacter jadensis zayif halofil
bakteri susu ilk defa tanimlanmistir ve bu susun pH 6-8.5 araliginda gelisebildigi, optimum ise
pH 7’de gelisebildigi bildirilmistir (Bruns ve Berthe-Corti, 1999). Kore’de bir tuzlu fermente
deniz iiriinii olan Jeotgal’dan Cobetia crustatorum sp. nov., zayif halofil bakteri susunun izole
edildigi bir ¢alismada bakterinin pH 5-10 araliginda gelisebildigi, optimum pH degerinin ise
pH 5-6 oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2010). Cin’de yapilmis bir arastirmada ise
arastirmacilar Zhaodong sehrinde bulunan tuzlu-alkalin topraklardan 6rnek alarak Halomonas
zhaodongensis sp.nov., zayif halofil bakteri susunu izole etmislerdir. Bu bakteri susunun pH 6-

12 araliginda gelisim gosterebildigini bildirmislerdir (Jiang ve ark., 2013).

3.6. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarimn Farkh Sicaklik Degerlerinde Gelisme

Durumlarimin Arastirilmasi

Elde ettigimiz 20 adet zayif halofil bakteri izolatinin farkli sicaklik degerlerinde gelisme
durumlarin1 arastirmak amaciyla bu izolatlar %3 tuz iceren Kompleks Agar Besiyeri lizerine
ekildikten sonra 4, 10, 20, 28, 37, 45, 55 °C olarak ayarlanmis olan etiivlerde 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir ve inkiibasyon siiresince izolatlar incelenmistir. Izolatlarin hicbiri
4°C ve 55°C’de gelisim gostermemistir. TKD1a, TKD1b, TKD2b, TKD3a, TKD3b, TKDA4b,
TKD5b, TKD10a, TKD10b izolatlar1 10-45°C sicaklik araliginda, TKD2a, TKD4a, TKD5a,
TKD6a, TKD6b, TKD7a, TKD7b, TKD8a, TKD8b, TKD9a izolatlar1 20-45°C sicaklik
araliginda, TKD9b izolat1 ise 28-45°C sicaklik araliginda gelisim gostermistir. Izolatlarn en iyi
gelisim gosterdigi sicaklik araligi 37°C ve 45°C olarak belirlenmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarmin Farkli Sicaklik Degerlerinde Gelisme Durumlar.

Izolat 4°C 10°C 20°C 28°C 37°C 45°C 55°C
Ad1
1 TKDla - + + + ++ ++ -
2 TKD1b - + + + ++ ++ -
3 TKD2a - - + + ++ ++ -
4 TKD2b - + + + ++ ++ -
5 TKD3a - + + + ++ ++ -
6 TKD3b - + + + ++ ++ -
7 TKD4a - - + + ++ ++ -
8 TKD4b - + + + ++ ++ -
9 TKD5a - - + + ++ ++ -
10 TKD5b - + + + ++ ++ -
11 TKD6a - - + + ++ ++ -
12 TKD6b - - + + ++ ++ -
13 TKD7a - - + + ++ ++ -
14 TKDT7b - - + + ++ ++ -
15 TKD8a - - + + ++ ++ -
16 TKD8b - - + i ++ ++ -
17 TKD%a - - + + ++ ++ -
18 TKD%b - - + ++ ++ -
19 TKD10a - + + + ++ ++ -
20 TKD10b - + i + ++ ++ -

Yapilan bir calismada sediment 6rneklerinden izole edilen Altererythrobacter salegens sp. nov.,
zayif halofil bakteri susunun gelistigi sicaklik 10°C-35°C araliginda, optimum gelismenin ise
30°C’de gergeklestigi bildirilmistir (Liang ve ark., 2017). Bagka bir ¢aligmada Irak’in Kerbela
kentinin batisindaki Razazah Go6lii’nden toplam 218 halofilik bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu
izolatlardan zay1f halofil bakteriler %68 siklikta en bol izolat olarak tespit edilmistir. [zolatlarin
gelistigi optimum sicaklik 37°C, pH ise 7.5 olarak belirtilmistir (Al-Rubaye ve ark., 2017).
Tuzlu 1slak topraklardan Planomicrobium iranicum sp. nov., zayif halofil bakteri susunun izole
edildigi bir ¢calismada ise optimum olarak 37°C’de gelistigi belirtilmistir (Ramezani ve ark.,
2019). Derin denizden alinan su Orneklerinin incelendigi bir c¢alismada Clostridium
caminithermale sp., termotolerant zayif halofil bakteri susu izole edilerek 20-58°C sicaklik
araliginda gelisebildigi, optimum ise 45°C sicaklikta gelistigi bildirilmistir (Brisbarre ve ark.,
2003). Giiney Cin Denizi’nden alinan 6rneklerin incelendigi bir ¢alismada Bacillus oceani
sp.nov., Gram-pozitif, zorunlu aerobik zayif halofil bakteri susu izole edilmistir ve optimum

gelistigi sicaklik degeri 30°C olarak bildirilmistir (Liu ve ark., 2013).
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3.7. Zayif Halofil Bakteri izolatlarinin Enzimatik Aktivite Sonuclar

Calismamizda tuzlanmis koyun derilerinden izole ettigimiz zayif halofil bakteri suslarinin
cesitli hidrolitik enzimleri tiretme durumlart arastirilmistir (Tablo 3.6). Bu bakterilerin yiiksek
bir hidrolitik aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Calismamizda izole edilen 20 adet zayif
halofil bakteri izolatinin tamami proteaz aktivitesi (%100), 12 izolat lipaz aktivitesi (%60), 1
izolat tireaz aktivitesi (%S5), 17 izolat DNaz aktivitesi (%85), 2 izolat pullulanaz aktivitesi
(%10), 9 izolat ksilanaz aktivitesi (%45), 18 izolat seliilaz aktivitesi (%90) gostermistir. Higbir
izolat amilaz ve B-galaktosidaz aktivitesi gdstermemistir (Sekil 3.5). Incelenen zayif halofil
izolatlarinda en fazla 5 hidrolitik (proteaz, lipaz, DNaz, ksilanaz, seliilaz) aktivite goriilmiistiir.
Bu izolatlar TKD5a, TKD7a, TKD8b olarak tespit edilmistir. Incelenen zayif halofil bakteri
izolatlarinda en az 2 hidrolitik aktivite goriilmistiir. Bu izolatlar TKD®6a (proteaz, pullulanaz),
TKD9a (proteaz, DNaz) olarak belirlenmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Zayif Halofil Bakteri Izolatlarinin Enzimatik Aktivitelerinin Tespit Edilmesi.

izolat Adi Proteaz DNaz @ Ureaz Lipaz = Selilaz | Pullulanaz = Ksilanaz =~ Amilaz = p-galaktosidaz

1 TKD1a + + -+ -+ - -
2 TKD1b + - + + - +
3 TKD2a + + - + - +
4 TKD2b + + + + - -
5 TKD3a + + + + -

6 TKD3b + + + + - -
7 TKD4a + + - 4 - +
8 TKD4b + + + + -
9 TKD5a + + + + - +
10 TKD5b + + + + - -
11 TKD6a + - - - T

12 TKD6b + - - + + +
13 TKD7a + + + + - +
14 TKD7b + + - + - +
15 TKDS8a + + - + - T
16 = TKDS8b + + + + - +
17 TKD9a + + = = =

18 TKD9b + + + + -

19 TKD10a + + + + -

20 TKD10b + + + +

Pozitif izolat 20 17 1 12 18 2 9 0 0
Sayisi

Pozitif izolat 100 85 5 60 90 10 45 0 0
Yiizdesi (%0)

*(+) : Enzimatik aktivitenin varligini, (-) : enzimatik aktivitenin olmadigini temsil etmektedir.
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Sekil 3.5. izolatlarin Hidrolitik Aktivitelerinin Yiizdesel Dagilimu.

Halofil bakteriler tarafindan iiretilen enzimler yiiksek tuzluluk kosullarinda, yiiksek sicakliklara
kadar stabil kalabilmesi, az su bulunduran ya da susuz ortamlarda yiiksek katalitik yetenek
gostermesi ve denatiire edici kosullarda yiiksek direng gostermesi gibi sebeplerle
biyoteknolojik olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu anlagilarak son yillarda dikkat
¢cekmeye baslamistir (Kumar ve Tiwari, 2019). Proteaz enzimi gida endiistrisi, farmasoétik tirtin
dretimi, deterjanlar endiistrisi, zirai kimyasal {rlinlerinin {iretimi gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Proteazlar 6zellikle kiiresel market piyasasinda ¢ok dnemli bir yere sahiptir
(Adrio ve Demain, 2014). Bir diger énemli enzim halofil seliilazlardir. Bu enzim son yillarda
biyoyakit tiretiminde ilgi ¢ekmeye baslamistir. Bitki biyokiitlesi 6zellikle de biyoyakit
iretiminde baslangi¢ meteryali olarak islev gormekte ve esas olarak seliiloz, hemiseliiloz ve
ligninden olusmaktadir. Bu acidan seliilozun parcalanmasinda bu enzimin 6nemi biiyliktiir
(Adrio ve Demain, 2014). Lipaz enzimi kozmetik, ilag, deri sanayi, biyopolimer, biyodizel
iretimi, gida modifikasyonu ve deterjan formiilasyonu gibi pek c¢ok sektérde kullanim
potansiyeline sahip bir diger enzimdir. Halofil bakterilerin enzimlerinin biyoteknolojik olarak
en dikkat cekenleri proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, ksilanaz, niikleaz, katalaz olarak
belirtilmektedir (Gupta ve ark., 2016). Calismamizda zayif halofil bakterilerin bu enzimleri
iiretim yetenekleri tespit edilmistir. Elde ettigimiz sonuglara bakildiginda tuzlanmis derilerden
izole ettigimiz zayif halofil bakterilerin yiiksek hidrolitik aktiviteye sahip oldugu

anlasilmaktadir.
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Daha 6nce ¢esitli tuzcul ortamlardan izole edilmis halofil bakterilerin enzim potansiyellerinin
incelendigi pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Arastirmacilar ispanyadaki farkli hipersalin ¢evrelerden
toplam 122 adet orta derecede halofil bakteri izole etmislerdir. Bu bakteri suslarinin DNaz,
amilaz, proteaz, lipaz ve pullulanaz aktivitesi gosterdigini agiklamislardir ancak izolatlarin
higbirinin ksilanaz aktivitesi gostermedigini belirtmislerdir (Sanchez-Porro ve ark., 2003).
Hindistan’1n ¢esitli tuzlu habitatlarindaki toprak ve su drneklerinin incelendigi bir ¢alismada
108 adet halofilik bakteri izole edilmis ve endiistriyel agidan 6nemli hidrolitik (amilaz, lipaz,
proteaz) aktiviteleri incelenmistir. 21 adet yiiksek hidrolitik aktiviteye sahip izolatin molekiiler
olarak tamimlamalar1 yapilmistir. Bu halofil bakterilerin  %3-20 arasindaki tuz
konsantrasyonlarinda gelisebildikleri i¢in 1limli halofil bakteri olduklar1 tespit edilmistir.
Calismanin sonucunda halofilik bakteriler tarafindan iretilen bu enzimlerin zorlu kosullar
altinda gerceklesen (yiiksek tuzluluk, sicaklik, organik ¢oziicii maddelerin varligl)
biyoteknolojik ¢aligsmalar i¢in kullanim potansiyeline sahip olduklar1 bildirilmistir (Kumar ve
Tiwari, 2019). Hindistan’da Pradesh isimli bolgede bulunan tuzlu sudan alinan &rneklerin
incelendigi bir calismada bes halofil bakteri izole edilmis ve hidrolitik enzim aktiviteleri
(amilaz, lipaz, proteaz, glutaminaz) incelenmistir (Gupta ve ark., 2016). Bu halofil bakteri
suslart Halobacillus trueperi, Marinomonas sp., Halobacillus trueperi, Shewanella alga,
Halomonas venusta olarak tanimlanmistir. Calismanin sonucunda ise bu bakteri tiirlerinin
yiiksek hidrolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Organik materyallerin endiistride
faydal1 iirlinlere doniistiirebilmesi i¢in biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir
(Gupta ve ark., 2016). Tuzkdy Tuz Madeni’nde yapilan bir ¢alismada aragtirmacilar 3 farkli
lokasyondan tuz orneklerini alarak halofilik arkeleri izole etmislerdir ve bu izolatlarin hidrolitik
aktivitelerini arastirmislardir. Bu izolatlarin jelatinaz, kazeinaz, amilaz, seliilaz ve lipaz
aktivitesine sahip olduklarini belirtmiglerdir. Ayrica bu izolatlarin hidrolitik aktivitelerinin
tuzla muamele edilmis gidalarda ve derilerde bozulmaya sebep olabilecegini bildirmislerdir
(Birbir ve ark., 2004). Baska bir ¢alismada arastirmacilar 5 adet ithal deri 6rneginden izole
ettikleri 1liml halofilik bakterilerin proteaz, kazeinaz, amilaz, lipaz, iireaz, pullulanaz aktivitesi
gosterdigini ancak ksilanaz aktivitesi gostermedigini bildirmislerdir (Caglayan ve ark., 2015).
ABD’den ithal edilen tuzla kiirlenmis 131 sigir derisi orneginin incelendigi bir ¢aligmada,
tuzlanmis deri Orneklerinin halofilik arkeler (332 sus) tarafindan kontamine oldugu
bildirilmistir (Bailey ve Birbir, 1993). Bu ¢alismanin devaminda deri orneklerinden izole
edilmis olan halofil arkelerin %94°liik kisminin proteolitik aktivite gosterdigini belirtmislerdir
(Bailey ve Birbir, 1993).
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Farkli tilkelerden ithal edilen tuzla kiirlenmis 8 adet deri 6rneginin incelendigi bir ¢alismada
aragtirmacilar 186 adet asir1 halofil arke izole etmislerdir. Calismanin sonucunda, izolatlarda
%12 kazeinaz, %57 proteaz, %11 amilaz, %35 esteraz ve %18 lipaz aktivitesi tespit edilmistir.
Ayrica izolatlarin tamaminin DNaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Bilgi ve ark., 2015).
Bu c¢alismalarin sonuglari bizim c¢alismamizin sonuglariyla paralellik gostermektedir ve
tuzlanmis koyun derilerinden izole ettigimiz zayif halofil bakterilerin yiiksek hidrolitik
aktiviteye sahip oldugu anlasilmaktadir. Hiicre disi enzim aktivitelerinin yiiksek olmasi
derilerde bozulmaya sebep olarak derilerin yapisinda yiiksek oranda bulunan protein ve yag
icerigini sindirmektedir. Ozellikle ¢alismamizda kullandigimiz koyun derisi &rnekleri diger
kiigtikbas hayvanlara kiyasla yliksek oranda yag iceren (%15-25) bir yapiya sahip oldugu i¢in
lipolitik zayif halofil bakteriler tarafindan sindirilip yapis1 bozulabilmektedir (Birbir ve ark.,
2020). Ancak bu metabolik aktiflik yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gergeklestirilen
biyoteknolojik ¢aligmalardaki kullanimi i¢in iimit vericidir (De Lourdes Moreno ve ark., 2013).
Daha sonra yapilacak arastirmalarda bu izolatlarin {irettigi enzimlerin farkli sektorlerde

kullanilip kullanilamayacag cesitli parametreler degerlendirilerek incelenebilir.

3.8. Zayif Halofil Bakterileri izolatlarinin Biyokimyasal Testlerinin Sonuclari

Zay1f halofil bakteri izolatlarinin biyokimyasal test sonuglarina bakildiginda tiim izolatlarin
(%100) katalaz ve oksidaz pozitif oldugu saptanmistir. Gram boyama sonuglarina bakildiginda,
izolatlarin tamaminin Gram pozitif ve comak sekilli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin sitrat
aktivitesine bakildiginda, 8 izolatta (%40) sitrat aktivitesi goriilmiistiir. Izolatlarin farkli karbon
kaynaklarindan asit iiretebilme durumlari incelendiginde 9 izolatin (%45) D-ksiloz, 17 izolatin
(%85) D-mannoz, 15 izolatin (%75) D-riboz, 18 izolatin (%90) sukrozu karbon kaynagi olarak
kullanabildigi tespit edilmistir. Higbir izolat ksilitolii karbon kaynagi olarak kullanamamustir
(Tablo 3.7). Bu sonuglar degerlendirildiginde zayif halofil bakteri izolatlarinin farkli karbon
kaynaklarindan asit iiretebildigi anlagilmaktadir. Derilerde bulunan amino asitler glisin, prolin,
alanin, hidroksiprolin, glutamik asit, arjinin, serin, lizin, 16sin, valin, izoldsin, histidin, tirozin,
sistein olarak belirtilmistir (Caglayan, 2015). Bu kapsamda zayif halofil bakteri izolatlarinin
derilerde bulunan sistein, glisin, alanin, treonin, arjinin gibi amino asitleri pargalayip
parcalayamadiklar1 calisgmamizda arastirilmistir. Bu amino asitler deride bulundugu igin

izolatlarin bu amino asitleri kullanma durumlar1 6nem tasimaktadir.
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Sonuglara bakildiginda 6 adet izolatin (%30) L-sistein, 6 adet izolatin (%30) L-glisin, 4 adet
izolatin (%20) L-alanin, 4 adet izolatin (%20) L-treonin amino asidini kullanabildigi tespit
edilmistir. Izolatlarin higbiri L-arjinin amino asidini kullanmamustir (Tablo 3.7). Daha énceki
caligmalara bakildiginda arastirmacilar tuzla muhafaza edilmis koyun ve kec¢i deri
orneklerinden 137 adet 1liml1 halofil bakteri susunu izole ederek deride bulunan amino asitleri
kullanma durumlarin1 aragtirmislardir. Calismanin sonuglarina goére ilimli halofil bakteri
izolatlarinin hepsi arjinin amino asidini kullanmigtir. Ayrica izolatlarin %66’s1 hidroksiprolin,
%64°1 prolin, %851 alanin ve %66’smin glisini kullandig1 ancak sistein amino asidini yalnizca
izolatlarin  %4’tniin  kullandig1 belirtilmistir (Birbir ve Caglayan, 2018). Bu sonuglar

calismamizla paralellik gostermistir. Izolatlarin metabolik olarak aktif oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 3.7. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglari.

Karakteristikler TKDla TKD1lb TKD2a TKD2b TKD3a TKD3b TKD4a TKD4b TKD5a TKD5b

Gram Boyamalari + + + + + + + + + +

Hiicre Morfolojileri comak ¢omak = ¢omak ¢comak ¢omak  ¢omak = c¢omak = ¢omak = g¢omak = ¢omak

Tuz toleransi 0.5-10 0.5-10 0.5- 0.5-10 0.5-10 0.5-10 0.5- 0.5-10 0.5-75 0.5-10
125 125

Gelisebildigi Optimum 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11
pH Arahg:

Gelisebildigi Optimum = 10-45 10-45 20-45 10-45 10-45 10-45 20-45 10-45 20-45 10-45
Sicaklik Arahig (°C)

Katalaz + + + + + + + + + +
Oksidaz + + + + + + + + 4 +
Sitrat Kullanim + - - + + + - + - +
Farkh Karbon Kaynaklarindan Asit Uretimi

D-ksiloz + - - + + + - + - +
Ksilitol - - - = = o = - - -
D-mannoz + - + + + + + + . "
D-riboz + = + + + + + + - +
Sukroz + + + + + + + + + +
Dekarboksilaz Testi

L-sistein - - + - - - + R _ _
L-glisin - - + = - - + - _ _
L-alanin - - + - - - + R _ _
L-treonin - - + = - - + - - _
L-arjinin - - - - - - - - - -
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Tablo 3.7. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar1 (Devamu).

Karakteristikler TKD6a TKD6b TKD7a TKD7b TKD8a KD8b TKD9a TKD9 TKD10a TKD10b

Gram Boyamalar + + + + + + + + + +

Hiicre Morfolojileri ¢comak ¢omak ¢omak ¢omak comak = c¢omak = ¢omak ¢omak ¢omak ¢omak

Tuz toleransi 0.5- 0.5- 0.5- 0.5- 0.5- 0.5- 0.5-75 0.5-75 0.5-10 0.5-10
125 125 125 125 125 7.5

Gelisebildigi Optimum 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 6-11 7-8 6-11 6-11 6-11

pH Arahg

Gelisebildigi Optimum = 20-45 20-45 20-45 20-45 20-45 20-45 20-45 28-45 10-45 10-45
Sicaklik Arahg: (°C)

Katalaz + + + + + + + + + +
Oksidaz + + + + + + + + + +
Sitrat Kullanim - - - - - - - + +
Farkh Karbon Kaynaklarindan Asit Uretimi

D-ksiloz - - + + +
Ksilitol - - -
D-mannoz + + + + + + + + +
D-riboz + - + + + + - + +
Sukroz - + + + + + + + +
Dekarboksilaz Testi

L-sistein - - + + + +

L-glisin - - + + + i -

L-alanin - - - + + d

L-treonin + + -

L-arjinin - -

3.9. Molekiiler Tamimlama Sonuglar:

Calismamizda Tuzla-Istanbul Organize Deri Sanayi Bolgesinden aldigimiz 10 adet tuzlanmus
ve 6 ay 20°C’de depolanmis koyun derisi 6rneklerinden toplam 20 adet zayif halofil bakteri
izole edilmistir. Izole ettigimiz zayif halofil bakterilerin tanimlanmasinda ilk asamada
biyokimyasal testler kullanilmistir. Daha kesin sonuglar elde etmek i¢in zayif halofil bakteri
izolatlarinin molekiiler ydntemlerle tanimlamalar1 yapilmistir. izolatlarm ilk olarak materyal-
metot kisminda belirtildigi sekilde DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Ardindan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile 16S rRNA gen dizileri ¢ogaltilmigtir. Elde edilen PCR iiriinlerinin
kontrolii i¢cin Agaroz Jel Elektroforezinde DNA-ladder (marker) ile boyutu kiyaslanacak
sekilde yiiriitiilmiistiir. izolatlara ait olan 16S rRNA gen dizi analizi Art1 Biyoteknoloji
Laboratuvarinda hizmet alim1 seklinde yapilmistir. 16S rRNA gen bolgeleri NCBI internet
sitesindeki niikleotid BLAST segenegi ile analiz edilmis daha sonra gen bankasinda bulunan
16S rRNA gen dizileriyle karsilastirilmistir. Zayif halofil bakteri izolatlarinin filogenetik agidan
benzedigi tiir GenBank Veritabani, Eztaxon Veritaban1 ve BLAST gibi programlar yardimiyla
tespit edilmistir (izolatlara ait 16S rRNA gen dizileri EKLER kisminda verilmistir).
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Calismamizda tanimlanan 18 adet zayif halofil bakteri izolatinin kodu, baz uzunlugu (bp),
benzerlik orani, filogenetik agidan benzedigi tiir ve GenBank’tan alinan erisim numaralarina ait
bilgiler tabloda verilmistir (Tablo 3.8). Calismamizda TKD7a ve TKD9b izolatlarindan DNA

izolasyonu yapilamadigi i¢in tabloda gosterilmemistir.

Tablo 3.8. Tuzlanmis Koyun Derisi Orneklerinden izole Edilen Zayif Halofilik Bakteri
Izolatlarinin izolat Kodlar1, Baz Uzunlugu, Benzerlik Orani (%), Filogenetik A¢idan Benzedigi

Tiir ve Erisim Numaralari.

. Baz Benzerlik | Filogenetik A¢idan GenBank
Izolatin Kodu Uzunlugu Oram (%) Benzedigi Tiir Erisim

(bp) Numarasi

1 | TKD1la 1508 99.53 Bacillus haynesii OR133543
2 | TKD1b 1548 99.25 Bacillus rugosus OR133544
3 | TKD2a 1474 99.63 Bacillus safensis OR133545
4 | TKD2b 1508 99.54 Bacillus haynesii OR133546
5 | TKD3a 1508 99.32 Bacillus haynesii OR133547
6 | TKD3b 1508 99.18 Bacillus haynesii OR133548
7 | TKD4a 1474 99.90 Bacillus safensis OR133549
8 | TKD4b 1508 99.50 Bacillus haynesii OR133550
9 | TKD5a 1407 99.69 Bacillus mojavensis OR133551
10 | TKD5b 1508 99.17 Bacillus haynesii OR133552
11 | TKD6a 1475 99.56 Bacillus atrophaeus OR133553
12 | TKD6b 1468 99.47 Bacillus OR133554

amyloliquefaciens

13 | TKD7b 1466 99.46 Bacillus aerius OR133555
14 | TKD8a 1474 99.90 Bacillus safensis OR133556
15 | TKD8b 1434 99.48 Bacillus pumilus OR133557
16 | TKD9a 1511 99.37 Bacillus kochii OR133558
17 | TKD10a 1508 99.29 Bacillus haynesii OR133559
18 | TKD10b 1508 99.74 Bacillus haynesii OR133560

Calismamizda tuzlanmis koyun derisi orneklerinden izole edip tanimlandigimiz bakteri
izolatlarinin (n=18) Bacillaceae familyas1 ve Firmicutes subesinde bulunan Bacillus cinsine ait
oldugu tespit edilmistir. Bacillaceae familyas1 iiyeleri ¢ogunlukla Gram pozitif ve gomak
seklinde izolatlariyla tanimlanmaktadir. Bacillus cinsine ait izolatlar dogada farkli alanlarda
bulunmaktadir ve bu bakterileri izolatlarinin termofilik, halofilik/halotolerant, psikrofilik,

alkalifilik ve asidofilik 6zellikler gosteren tiirleri oldugu bildirilmistir (Logan ve Vos, 2015).
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Bacillus tiirlerinin daha 6nce hava, gida 6rnekleri, tuzlu batakliklar, toprak 6rnekleri, deniz,
cesitli klinik ornekler ve termal kaplica sular1 gibi ekstrem bir¢ok habitattan izole edildigi
bildirilmistir (Gopal ve ark., 2015). Calismamizda Bacillus cinsine ait toplamda 9 farkli tiir
tanimlanmistir. Izole ettigimiz bu tiirlerden 8 adedi Bacillus haynesii (TKD1a, TKD2b, TKD3a,
TKD3b, TKD4b, TKD5b, TKD10a, TKD10b), 1 adedi Bacillus rugosus (TKD1b), 1 adedi
Bacillus mojavensis (TKD5a), 3 adedi Bacillus safensis (TKD2a, TKD4a, TKD8a), 1 adedi
Bacillus amyloliquefaciens (TKD6b), 1 adedi Bacillus atrophaeus (TKD6a), 1 adedi Bacillus
aerius (TKD7b), 1 adedi Bacillus pumilus (TKD8b), 1 adedi Bacillus kochii (TKD9a) olarak
tanimlanmistir (Tablo 3.8). Calismamizda tuzlanmis ve depolanmis koyun derilerinde en fazla
bulunan tiir Bacillus haynesii (8 adet) olarak tespit edilmistir. Tanimladigimiz izolatlarin daha
once cesitli alanlardan izole edildigi ¢alismalar mevcuttur. Ornegin; Bacillus haynesii bakteri
susu daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada Israil’de bulunan ¢6l topragindan izole edilmistir
(Dunlap ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada Misir’da alinan deniz suyu 6rneginden (%0.5 tuz
igceren besiyerinde) izole edilerek tanimlanmistir (Bakry ve ark., 2022). Hindistan’da yapilan
bir ¢alismada alinan toprak 6rneklerinden Bacillus haynesii JUB2 bakteri susu (%3 tuz igeren
besiyerinde) izole edilmistir (Brinda Bojamma Kotramada ve ark., 2020). Hindistan’da yapilan
bir ¢alismada Thar COli’niin tuzcul habitatlarindan alinan toprak orneklerinden Bacillus
haynesii susu izole edilmistir (Verma ve ark., 2014). Salda Goélii’nden alinan su 6rneklerinin
incelendigi bir ¢alismada Bacillus haynesii bakteri izolatinin izole edildigi, yiiksek oranda
proteaz ve katalaz aktivitesine sahip oldugu ayrica optimum %1.5 tuz konsantrasyonunda
gelisebildigi bildirilmistir (Caglayan, 2021). Bu durum ¢alismamizla paralellik gostermektedir.
Calismamizda tuzlanmis deri 6rneginden izole edilen Bacillus rugosus bakteri susu daha 6nce
yapilan bir ¢aligmada Hindistan’da denizden alinan bir siingerden (Suppongia officinalis) izole
edilmistir ve optimum %2 tuz konsantrasyonunda gelisebildigi bildirilmistir (Bhattacharya ve
ark., 2020). Misir’da alinan toprak 6rneklerinin incelendigi bir ¢alismada Bacillus rugosus
bakteri susu izole edilmis (%0.85 tuz i¢eren ortamda) yliksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. Bizim g¢alismamizla bu agidan benzerlik gostermektedir (Zalma ve El-
Sharoud, 2021). Calismamizda tuzlanmig deri 6rneginden Bacillus safensis bakteri susu izole
edilmistir. Daha once bu bakterinin izole edildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinden bu sus izole edilmistir (Caglayan, 2015). Bir
diger yapilan ¢alismada Mas fasulyesi tohumundan izole edilmis ve ¢esitli klinik patojenlere

kars1 bakteriyosin benzeri bir madde iirettigi tespit edilmistir (Romero-Severson ve ark., 2021).
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Tunus’ta agik deniz petrol sahasindan alinan 6rneklerin incelendigi bir galisma Bacillus safensis
RH12 bakteri susu izole edilmistir ve biyoteknolojik Onemi arastirilmistir. Calismanin
devaminda yiiksek proteaz aktivitesinden dolayr deterjan endiistrisinde kullanilabilirligi 6n
goriilmiistir (Rekik ve ark., 2019). Calismamizda tuzlanmis deri Orneginden Bacillus
mojavensis bakteri susu izole edilmistir. Bu bakteri tizerine yapilan daha onceki ¢alismalara
bakildiginda Mojave isimli bir ¢dlden alinan toprak 6rneklerinden izole edilerek tanimlanmistir
(Roberts, 2005). Bir diger ¢alismada Bacillus mojavensis A21 bakteri susu Tunus’ta tuzlu deniz
suyu orneklerinden izole edilmistir (Luria Bertani besiyeri, %5 tuz igeren) (Ben Ayed ve ark.,
2014). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Bacillus mojavensis KJS-3 bakteri susu yiiksek proteaz
aktivitesi gosterdigi i¢in bitki biiylimesinde ayrica gida atiklarinin temizlenmesindeki kullanim
potansiyelinden dolay1 oldukga ilgi ¢ekmistir (Choi ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda da bu
bakteri susu proteolitik aktivite gdstermistir ki bu durumda deri 6rneklerinde bulunan yiiksek
oranda protein igerigini sindirebilme potansiyelinden dolay:r derilere zarar vermektedir.
Calismamizda tuzlanmig deri 6rneginden Bacillus atrophaeus bakteri susu izole edilmistir. Bu
bakteri susunun taksonomik ismi zaman icerinde degismistir. Gram-pozitif, aerobik bir
bakteridir. Bu bakteri iirettigi pigment maddesinden dolay1 ‘ater’ siyah, ‘phaeus’ kahverengi
kelimelerinin birlesimi seklinde isimlendirilmistir. Bu bakteri susu spor inaktivasyonu, bitki
biiyiime destekleyicisi, mahsul koruma ve farkli biyomolekiillerin iireticisi olarak biiyiik
biyoteknolojik 6neme sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica olumsuz kosullar altinda olusturdugu
dayanikli spor yapisiyla bilinmektedir (Sella ve ark., 2015). Bu durum derileri kontamine
edebilmesini kolaylastirdigi gibi bu bakteri susuyla miicadeleyi zorlasgtirmaktadir. Bu
bakterinin daha 6nce gesitli alanlardan izole edildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Bir ¢alismada
toprak Orneginden izole edilmistir (Enez, 2019). Bir diger c¢alismada Cin’de toprak
orneklerinden Bacillus atrophaeus HAB-5 bakteri susu izole edilmis olup bu bakterinin bitki
hastaliklarin1 kontrol etmedeki rolii arastirilmistir (Rajaofera ve ark., 2019). Calismamizda
tuzlanmig deri 6rneginden Bacillus amyloliquefaciens bakteri susu izole edilmistir. Bu
bakterinin daha 6nce izole edildigi ¢alismalara bakildiginda; Bacillus amyloliquefaciens B10
bakteri susu Rize’de alinan bir toprak orneginden izole edilmis ve bakteriyosin benzeri bir
madde treterek cesitli patojen bakterilerin kontroliinde kullanim potansiyelinin oldugu
belirtilmistir (Karaoglu ve ark., 2014). Bir baska yapilan arastirmada ise Hindistan’da bir deniz
yosunundan Bacillus amyloliquefaciens MTCC 12713 bakteri susu izole edilmis ve gesitli
klinik patojenlere kars1 timit verici bir aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Chakraborty ve
ark., 2022).
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Endonezya’da yapilan bir ¢alismada tuzlu toprak orneklerinden Bacillus amyloliquefaciens
UBC bakteri susu izole edilmistir ve proteaz iireticisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica %5 tuz
iceren besiyerinde optimum gelistigi i¢in halofil olarak degerlendirilmistir. Bizim
caligmamizda da bu bakteri susu proteaz {ireticisi olarak tanimlanmistir bu durum diger
calismalarla parallellik gostermektedir (Prihanto ve ark., 2020). Derilerin korunmasinda
kullanilan tuzlarin incelendigi bir ¢alismada tuz orneklerinden Bacillus amyloliquefaciens
susunun izole edildigi bildirilmistir (Yilmaz, 2019). Bu bakterinin g¢alismamizdaki deri
orneklerinde de saptanmasi tuzla korunan derilerin tuzda bulunan halofil mikroorganizmalarla
kontamine oldugunun bir gostergesidir. Calismamizda tuzlanmis deri 6rneginden Bacillus
aerius bakteri susu izole edilmistir. Bu bakteri susunun biyoteknolojik uygulamalar igin
hidrolitik enzim potansiyelinin yiiksek oldugu belirtilmistir. Ornegin; Kaplicalardan Bacillus
aerius bakteri susunun izole edildigi bir ¢alismada lipaz {iretimi igin optimum sartlar
incelenmistir ve en iyi kosulun 55°C sicaklik ve pH 8 oldugu bildirilmistir (Saun ve ark., 2014).
Bir ¢alismada Hindistan’da bulunan kaplicalardan alinan 6rneklerden Bacillus aerius CMCPS1
bakteri susu izole edilmistir. Yiiksek seliilaz aktivitesine sahip oldugu ve yiiksek sicakliklara
kadar bu enzim stabil kaldigi i¢in biyoteknolojik olarak 6nemli oldugu vurgulanmistir (Ganesan
ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda da tuzlanmis ve depolanmis koyun derisi 6rneklerinden
izole ettigimiz Bacillus aerius bakteri susu seliillaz aktivitesine sahiptir bu kapsamda
calismamiz diger calismalarla paralellik gostermektedir. Calismamizda tuzlanmis deri
orneginden Bacillus pumilus bakteri susu izole edilmistir. Yapilan bir ¢alismada tuzlanmig
koyun derisi Orneklerinin 5 adedinde Bacillus pumilus bakteri susunun izole edildigi
bildirilmistir (Caglayan, 2015). Ayrica bu bakterinin daha once toprakta, havada, suda,
tuzlanmis fermente gidalarda, ¢liriiyen bitki ve hayvan dokularinda bulunabildigi bildirilmistir
(Reyes-Cortes ve ark., 2021). Salda Golii’nden alinan su 6rneklerinin incelendigi bir ¢alismada
Bacillus pumilus bakteri susu izole edilmis olup pozitif proteaz ve lipaz aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir (Caglayan, 2021). Bizim g¢alismamizda da bu bakteri susu tuzlanmis koyun
derilerinden izole edilerek proteaz ve lipaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir bu a¢idan
derilere zarar verme potansiyeli tasimaktadir. Calismamizda tuzlanmis deri 6rneginden izole
edilen Bacillus kochii bakteri susu Gliney Almanya’da yapilan bir ¢alismada fermente bir
gidadan izole edilmis olup optimum biiyiime %0.5 (W/V) tuz varliginda gerceklesmistir (Seiler
ve ark., 2012).
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Bir baska ¢alismada ise toprak orneklerinden Bacillus kochii AHV-KH14 halofil bakteri susu
izole edilmis olup biyoremediasyon potansiyeli arastirilmistir. Caligmanin sonucunda
hidrokarbonlarla kirlenmis toprak Orneklerinin biyoremediasyonu icin kullanilabilecegi 6n

gortilmiistir (Feizi ve ark., 2020).

Tuzlanmis ve 6 ay 20°C’de muhafaza edilmis 10 adet koyun derisi 6rneginden izole ederek
tanimladigimiz Bacillus cinsine ait izolatlarin koyun derisi orneklerinde bulunma siklik
durumlari aragtirtlmistir (Tablo 3.9). Deri 6rneklerinde en sik bulunan tiiriin Bacillus haynesii
(6 farkli deri 6rneginde) oldugu saptanmustir. Ardindan en sik bulunan bir diger tiir Bacillus
safensis (3 farkli deri 6rnegi) olarak tespit edilmistir. Diger tanimlanan izolatlar (Bacillus
mojavensis, Bacillus rugosus, Bacillus atrophaeus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus aerius,

Bacillus pumilus, Bacillus kochii) ise 1 adet deri 6rneginde saptanmistir (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Tanimlanan izolatlarin Deri Orneklerinde Bulunma Siklig1.

Tuzlanms Koyun Derisi Ornekleri Saptandig:
Tammlanan izolatlar A7 4V 4db "Ua G T%%'?im
Sayisi
Bacillus haynesii + + + + + - | - | - - |+ 6
Bacillus rugosus e 1
Bacillus safensis -+ -+ - -+ - 3
Bacillus mojavensis - -] - - e - - -] - - 1
Bacillus atrophaeus S e R 1 R 1
Bacillus amyloliquefaciens S e R 1 R 1
Bacillus aerius T e BT 1
Bacillus pumilus - - - - - - -] - 1
Bacillus kochii R S e 1

*(+) degeri bakterinin varligini, (-) degeri bakterinin bulunmadigini temsil etmektedir.
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Tuzlanmis koyun derisi 6rneklerinden izole ettigimiz ve 6nce geleneksel ardindan molekiiler
yontemlerle tanimladigimiz Bacillus cinsine ait izolatlarin daha 6nce gesitli deri 6rneklerinden
izole edildigi bildirilmistir. Yapilan bir ¢caligmada Giiney Afrika ve Avusturalya’dan alinan
tuzla muhafaza edilmis deri 6rneklerinden yiiksek tuz kosullari altinda 6nemli derece kolajenik
aktiviteye sahip bakterilerin izole edildigi bildirilmistir. Avusturalya’dan alinan tuzlanmis deri
orneklerinde nispeten az sayida kolajenik bakterinin bulundugunu, bu durumun derilerin iyi
korunmasindan kaynaklandigini ve tuzlamanin diizgiin sekilde yapilmasinin énemli oldugu
belirtilmistir (Woods ve ark., 1972). Bir baska ¢alismada arastirmacilar yeni kesilmis 10 adet
sigir derisi 6rneklerinden B. subtilis (7), Bacillus megaterium (2), B. cereus (4), B. sphaericus
(3), Micrococcus roseus (2), Kurthia variabilis (1) ve Staphylococcus aureus (2) tiirlerini izole
etmis ve Bacillus cinsi bakterilerin ¢ogunlukta oldugunu bildirmislerdir (Birbir ve llgaz, 1996).
Polkade (2007), kesim yapildiktan hemen sonra taze olarak alinmis bufalo derilerini inceledigi
bir ¢alismasinda Bacillus cinsine ait bakteri suslarini izole ettigini ve bu bakterilerin diger
bakteri suslarina gore daha yiiksek hidrolitik aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir. Deri
orneklerinde Acinetobacter, Bacillus, Stenotrophomonas, Escherichia bakteri cinslerinin
bulundugunu bildirmistir. Ozellikle Bacillus megaterium bakteri susunun derilere énemli

olglide zarar verecek kadar proteolitik aktiviteye sahip oldugunu vurgulamistir (Polkade, 2007).

Bir diger calismada deri Orneklerinden 668 adet bakteri izole edilerek tanimlanmistir.
Tuzlanmis deri 6rneklerinde 36 farkli cinse ait 108 adet bakteri izole edilmistir. Calismanin
sonucunda deri 6rneklerindeki en yaygin bakteri cinslerinin Bacillus (111), Enterobacter (66),
Pseudomonas (59), Enterococcus (75) ve Staphylococcus (115) oldugu bildirilmistir (Aslan,
2009). Tuzlama isleminin derinin her bélgesine homojen bir sekilde yapilmadigi bu sebeple
derinin farklt bolgelerinden izole edilen bakteri suglarinin sayilarinda farkliliklar
gozlemlediklerini belirtmiglerdir. Tuzlanmis deri O6rneklerindeki tuz kristali bulunan
bolgelerinden alinan 6rneklerde ¢ok sayida Gram-pozitif, kok ve basil (Bacillus, Enterococcus,
Staphylococcus, Micrococcus) bakteri suslarini izole ettiklerini bildirmislerdir (Aslan, 2009).
Yapilan bir ¢alismada deride kokusmanin oldugu bolgelerden alinan 6rneklerden Bacillus
megaterium, B. pumilus, B. subtilis, B. anthrocoides ve Pseudomonas aeruginosa bakteri
suslart izole edilmistir. Bu bakterilerin ayn1 zamanda deriler tizerinde delik olusumuna da sebep

oldugu bildirilmistir (Orlita, 2004).

92



2 aylik tuzla salamura edilen deri 6rneklerinin incelendigi bir ¢alismada S. aerius (3), B. subtilis
(34), B. sphaericus (8), B. cereus (3), B. megaterium (7), K. variabilis (1) ve M. roseus (6)
bakterilerinin izole edildigi bildirilmistir. Calismanin sonucunda Bacillus ve Micrococcus gibi

bakterilerin tuzlu ortamlarda gelisme gosterebildigi bildirilmistir (Birbir, 1991).

Bu c¢alismalarin sonuglar1 bizim ¢alismamizla kiyaslandiginda taze derilerde bulunarak
derilerde bozulmaya sebep olan Bacillus cinsine ait tiirlerin tuzla muhafaza edilerek 6 ay
20°C’de depolanmis koyun derisi Orneklerinde de bulunmasi tuzlama isleminin bu
mikroorganizmalarin gelismesini 6nlemede yetersiz kaldigi olgusunu desteklemektedir. Bu
durum derilerin rastgele tuzlanmasindan, tuz miktarinin yeterli miktarda kullanilmamasindan,
depolama kosullarina gerekli 6nemin verilmemesinden ayrica istifleme kosullarindaki
hatalardan kaynaklanabilecegi muhtemeldir. Ayrica iilkemizde Tuz Goli ve Salda Golii gibi
alanlardan alinan tuzlarin derilerin korunmasindaki kullanimindan dolay1 bu tuzcul alanlarda
bulunan mikroorganizmalarin tuzlar yoluyla derilere bulasarak kontamine etmesi de bir diger
intimaldir. Ornegin; arastirmacilar Corlu ve Tuzlada bulunan 14 farkli deri fabrikasindan
aldiklar tuz 6rneklerinden 83 adet halotolerant bakteri izole ettiklerini ve bu bakteri suslarinin
12 tanesinin Bacillus cinsine (B. atrophaeus, B. paralicheniformis, B. safensis, B. tequilensis,
B. siamensis, B. licheniformis, B. pumilus, B. mojavensis, B. subtilis, B. velezensis, B.

halotolerans, B. amyloliquefaciens) ait oldugunu bildirmislerdir (Y1lmaz ve Birbir, 2019).

3.10. Tuzlanms Koyun Derilerinden izole Edilen Zayif Halofil Bakteri izolatlarinin
Bakteriyosin Uretim Yeteneklerinin Arastirilmasi ve Birbirlerine Kars: Olusturdugu

Inhibisyonlarin Belirlenmesi

Calismamizda tuzlanmis koyun derisi orneklerinden izole ederek tanimladigimiz Bacillus
cinsine ait 9 farkli bakteri izolatinin bakteriyosin liretim kapasitesi ve birbirlerine karsi
olusturduklar1 antagonistik etki arastirilmistir. Izolatlarin materyal-metot kisminda belirtildigi
sekilde hiicre igermeyen bakteriyosin iceren siipernatatlari (CFS) elde edildikten sonra %3 tuz
iceren Kompleks Besiyeri lizerine ekimi yapilan diger bakteriler iizerine mikropipet yardimiyla
3 ul alinarak konulmus ve olusan zonlar incelenmistir. Izolatlarin birbirlerine kars1 bakteriyosin
tiretim sonuglarina goére Bacillus haynesii (TKD1a) izolat1 3 izolat (Bacillus mojavensis,
Bacillus aerius, Bacillus kochii) iizerine, Bacillus amyloliquefaciens (TKD6b) izolat1 1 izolat
(Bacillus atrophaeus) iizerine, Bacillus aerius (TKD7b) izolati 5 izolat (Bacillus haynesii,
Bacillus rugosus, Bacillus safensis, Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus) iizerine, Bacillus

safensis (TKD2a) izolati 1 izolat (Bacillus atrophaeus) tizerine antogonistik etki gostermistir.
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Bacillus rugosus, Bacillus mojavensis, Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus ve Bacillus kochii
bakteri suslar1 diger suslara kars1 bakteriyosin iiretmedigi i¢in tabloda gosterilmemistir (Tablo

3.10).
Tablo 3.10. izolatlarin Birbirine Kars1 Bakteriyosin Uretimlerinin incelenmesi.

Bakteriyosinden Etkilenen izolatlar

2 a9 n
w3 Z 2 2 S g 3
<5 n P2y 5 = — = =
. S 8 & 2 § g8 § E
1zolat s e . © =] © = o 2% I 3
Bakteriyosin Ureten Izolatlar < < » 9 5 =38 & o
Kodu - » s E 8 T2 8 o
> = = %) n C .= = 3
= = = 2 2 mo T =
o Q O = = = Q
© © ©
f o @ & 8 E O n

o o
TKD1a | Bacillus haynesii - - 4 + p - + R
TKD2a Bacillus safensis - - 5 - + - - R
TKD6b Bacillus amyloliquefaciens - - - -+ - - -
TKD7b Bacillus aerius + + + - + - - +

*(+) : Inhibisyon zonu gériilen, (-) : Inhibisyon zonu gériilmeyen anlaminda kullaniimistir.

Calismamizda en fazla sayida izolatin {rettigi bakteriyosinden etkilenen sus Bacillus
atrophaeus’tur ve 3 adet izolatin (B. safensis, B. amyloliquefaciens, B. aerius) iirettigi
bakteriyosinden etkilenmistir. B. amyloliquefaciens bakteri susu ise diger izolatlarin tirettigi
bakteriyosinden etkilenmemistir (Tablo 3.10). Bakteriyosinler ribozomlarda sentezlenen, diisiik
molekiiler agirlifa sahip protein veya peptitlerdir. Bakteriyosinler ayn1 veya farkli bakteri
gruplarn tarafindan sentezlenip ilgili veya ilgisiz bakteriler lizerinde antagonistik etki yaparak
bakterilerin iiremesini durdurarak (bakteriyostatik) ya da bakterileri 6ldiirerek (bakteriyosidal)
etki ederler (Zafar ve ark., 2022). Antibiyotiklerle kiyaslandiginda nispeten dar bir aralikta
etkili olan bakteriyosinler biyoteknolojik olarak 6nemli kullanim potansiyeli gostermektedirler.
Bakteriyosin molekiilleri fermente gida iirlinlerden, toprak orneklerine kadar cesitli farkl
habitatlardaki mikroorganizmalardan izole edilmistir (Xie ve ark., 2009). Calismamizda izole
edilen Bacillus cinsine ait izolatlarin daha 6nce antimikrobiyal etkinliklerinin arastirtldigi
calismalar bulunmaktadir. Ornegin; tuzlu deniz 6rneklerinden izole edilen Bacillus pumilus
SF214 bakteri susunun S. aureus ve L. monocytogenes patojenlerine karsi Pumilasidin adi
verilen bakteriyosin benzeri bir antimikrobiyal madde tirettigi bildirilmistir. Bu antimikrobiyal

maddenin genis pH araliginda aktivitesini korudugu belirtilmistir (Saggese ve ark., 2018).
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Arastirmacilar Bacillus amyloliquefaciens ALB65 bakteri susunun kavunlarda bozulmaya
sebep olan L. monocytogenes gida patojenine karsi inhibe edici etkilerinin bulundugunu
bildirmislerdir (Tran ve ark., 2020). Bir diger yapilan ¢alismada arastirmacilar Bacillus
amyloliquefaciens BTSS3 bakteri susundan bakteriyosin BaCf3’ii kullanarak gida kaynakli
patojenler tizerine etkilerini arastirmiglar. Bu bakteriyosinin 1s1 stabil oldugu ve genis pH (2-
13) araliklarinda aktivitesini kaybetmedigini bildirmislerdir. Ayrica gida maddeleri iizerindeki
biyofilm olusumunu da %80 oraninda azalttigini1 belirtmiglerdir (Bindiya ve ark., 2019).
Arastirmacilar Bacillus amyloliquefaciens RX7 bakteri susunun gida patojenlerine ve Candida
albicans mantarina kars1 bakteriyosin iirettigini bildirmislerdir (Lim ve ark., 2016). Gaziantep
ilinden alinan toprak 6rneklerinin incelendigi bir ¢alismada bu 6rneklerden 121 adet Bacillus
cinsine ait bakterinin izole edildigi bildirilmistir (Topcal ve ark., 2014). Bu bakteri
izolatlarindan sadece B. amyloliquefaciens, B. mycoides, B. megaterium ve B. subtilis tiirlerinin
E.coli ve M. luteus’a kars1 bakteriyosin tirettigi tespit edilmistir (Topgal ve ark., 2014). Ayrica,
B. pumilus da dahil olmak tizere Bacillus spp. tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin, Gram-
pozitif ve az sayida Gram-negatif mikroorganizmanin gelismesini engelledigi bildirilmistir
(Das Sarma ve Arora, 1997). Arastirmacilar bir ¢alismada Bacillus licheniformis susu
tarafindan Bacillocin 490 isimli bakteriyosinin iiretildigini tespit etmislerdir. Calismanin
devaminda ise bu bakteriyosinin yakindan iliskili oldugu diger Bacillus spp. suslari iizerine
aktif oldugunu bildirmiglerdir (Martirani ve ark., 2002). Bacillus cinsine ait izolatlarin
antibiyotik, bakteriyosin, lipopeptit, antimikrobiyal peptit gibi aktif bilesikler {irettigi uzun
zamandir bilinmektedir. Ozellikle B. pumilus, B. subtilis, B. licheniformis bakteri tiirleri
tarafindan uzun zamandir antibiyotik tretimleri lizerine ¢alismalar yapildigi bildirilmistir
(Sansinenea ve Ortiz, 2011). B. licheniformis tarafindan tiretilen basitrasin, B. brevis tarafindan
tiretilen gramisidin, B. polymyxa tarafindan firetilen polimiksin gibi antibiyotiklerin ilag

endiistrisinde kullanimi bilinmektedir (Hong ve ark., 2022).

3.11. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Farkh Sicakhk, pH, Tuz Konsantrasyon

Degerlerinin ve Enzim Etkisinin incelenmesi

Bacillus aerius (TKD7b) izolat1 diger izolatlarla kiyaslandiginda genis bir antibakteriyel etki
gosterdigi igin (5 izolat iizerine) bu izolatla bakteriyosin deneylerine devam edilmistir ve daha
detayli ¢alisilmistir. Bacillus aerius izolati Bacillus haynesii, Bacillus rugosus, Bacillus
safensis, Bacillus atrophaeus ve Bacillus pumilus izolatlar1 tizerine antibakteriyel etki

gostermistir.
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Bu izolatin iirettigi bakteriyosin i¢in optimum kosullarin tespit edilmesi i¢in hiicre igermeyen
bakteriyosin igeren siipernatant (CFS) farkli sicaklik, pH, tuz Konsantrasyonlariyla ayrica

proteinaz K ve lipaz gibi enzimlerle muamele edilerek arastirilmistir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11. Bacillus aerius Bakteri Izolatindan Elden Edilen Bakteriyosinin Farkli Sicaklik,
pH, Tuz Konsantrasyonu Ayrica Proteinaz K ve Lipaz Gibi Enzim Kosullarinda Diger

Bakteriler Uzerindeki Inhibisyon Sonuglar1.

Bacillus aerius (TKD7b) izolatindan elde edilen bakteriyosinin etki ettigi tiirler

Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
haynesii rugosus safensis atrophaeus pumilus
Izolat Kodu TKDla TKD1b TKD2a TKD6a TKD8b
Parametreler
Enzim Uretimi Proteaz ve Proteaz ve Proteaz Proteaz Proteaz ve
lipaz lipaz lipaz
Farklh Sicakhik Degerleri (°C) (15 dk)
4 + + + + +
19 + + + + +
24 + + + + +
37 + + + + +
50 - + + + +
60 - - - - -
70 - - - - -
pH (3 saat)
4 + + + + +
5 - + + + +
6 - + + + +
7 - + - + +
8 - + - + +
9 - + - + +
10 - - - + +
Tuz Konsantrasyon Degerleri (%)
3 + + + + +
5 - - + + +
10 - - + + -
20 - - - " -
Enzim (2 saat)
Proteinaz K - - - -
Lipaz + + + + +

*(+) : Inhibisyon var (-) : Inhibisyon yok anlaminda kullanilmustir.
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Bakteriyosin aktivitesi iizerine farkli ¢evresel faktorlerin etkisi degerlendirildiginde; Bacillus
aerius (TKD7b) bakteri izolatindan elde edilen bakteriyosinin 4, 19, 24, 37 ve 50°C’de, 15
dakika 1s1] islemde antimikrobiyal aktivitesinin kaybetmedigi ve dayanakli oldugu, ancak 60°C
ve 70°C’de 15 dakikalik 1s1 muamelesinden sonra bakteriyosinin inhibitor aktivitesini tamamen

kaybettigi tespit edilmistir (Tablo 3.11).

Daha once yapilan ¢aligmalarda tuzlanmig derilerden ve gesitli tuzcul ortamlardan izole edilen
halofil/halotolerant organizmalara ait birkag¢ cinsin bakteriyosin iiretme yeteneginde oldugu
bildirilmistir (Xie ve ark., 2009). Yapilan bir arastirmada tuzlanmis balik ve soya sosundan
izole edilen halofilik bakteri izolatlarimin S. aureus susuna karsi bakteriyosin iiretimi ve
bakteriyosin kodlayan gen bdlgeleri arastirilmistir. Toplam 124 izolattan 37 izolatin inhibe
edici etki gosterdigi ve bu 37 izolatin %24.3 tiniin subtilisin genini (spaS) kodladigini tespit
etmiglerdir (Chhetri ve ark., 2019). Bir diger ¢alisilan bakteriyosin 6rnegi ise halofilik arkeler
tarafindan tretilen halosindir ve daha ¢ok denizel organizmalar tarafindan iretilmektedirler.
Ozellikle bu molekiiller yiiksek tuzcul ortamlarinda stabil kalabildigi i¢in &zel bir 6neme
sahiptir (Xie ve ark., 2009). Simdiye kadarki 15 farkli halosin tespit edilmistir. Bunlardan
tizerinde en fazla calisilanlar ise Halosin S8 (36 amino asit) ve Haloferax mediterranei
tarafindan tretilen Halosin H4 oldugu bildirilmistir (Price ve Shand, 2000). Halosinlere dair
yapilan birkag¢ calisma mevcuttur. Tuz Go6lii’'nden, Kaldirim ve Kayacik Tuzlalarindan alinan
orneklerin incelendigi bir ¢alismada asir1 derecede halofilik arkeler izole edilerek bu izolatlarin
irettigi halosinlerin tuzla kiirlenmis derilerde halofilik mikroorganizmalarin verdigi hasari
onlemek i¢in kullanilip kullanilamayacagi arastirilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda Tuz
Goli’nden izole ettikleri 19 sustan 7’si, Kaldirim Tuzlasi’ndan izole ettikleri 18 sustan 16’s1,
Kayacik Tuzlasi’ndan izole edilen 7 sustan 2’si ve Tuzkdy Tuz Madeni’nden izole ettikleri 12
sustan 10’u birbirine kars1 halosin iiretmistir. Ayrica ¢calismanin devaminda en giiclii halosin
tireticisi suslarin Kaldirim Tuzlasi ve Tuzkdy Tuz Madeni’nde bulundugunu bildirmislerdir
(Birbir ve Eryilmaz, 2004). Calismada halosin iireticisi suslarin Gram negatif ve hareketli
oldugu belirtilmistir (Birbir ve Eryilmaz, 2004). Tiim bu o6rneklere bakildiginda cesitli
halofil/halotolerant bakteri ve arke tiirlerinin bakteriyosin iiretme potansiyeli tasidigini

gostermektedir.
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Yapilan daha onceki arastirmalara bakildiginda arastirmacilar deri 6rneklerinden izole ettikleri
Haloferax larsenii HA1 halofilik arke susu tarafindan tiretilen Halocin HA1’in aktivitesinin 60,
80, 100°C hatta 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme tabii tutulduktan sonra bile aktivitesini
kaybetmedigini bildirmislerdir (Kumar ve Tiwari, 2017). Bir diger ¢alismada Hindistan’da
bulunan tuzlalardan Natrinema sp. BTSH10 halofil arke susunun iirettigi Halosin SH10’un
45°C sicakliga kadar inhibisyon aktivitesini korudugu, 42°C’de ise optimumum aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Karthikeyan ve ark., 2013). Hindistan’da deniz kenarinda bulunan
tuzlu toprak orneklerinden izole edilen bakterilerin bakteriyosin iiretimlerinin incelendigi bir
caligmada en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip sus tespit edilip tanimlamaya gidildiginde
bu bakterinin biyokimyasal ve molekiiler analizler sonucu Bacillus pumilus oldugu tespit
edilmistir (Rajesh ve ark., 2012). Caligmanin devaminda Pumiviticin olarak adlandirdiklart bu
bakteriyosinin 1M NaCl varliginda, pH 8’de en iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
110°C sicaklikla 2 saat muameleden sonra bile aktivitesini kaybetmedigi i¢in termostabil kabul
edilmistir (Rajesh ve ark., 2012). Tuzlu peynirlerden izole edilen halotolerant Brevibacterium
linens bakteri susunun bakteriyosin {iretimi iizerine farkli gevresel kosullarin etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada farkli sicakliklarda bakteriyosin aktivitesinde 25°C ve 30°C’de
aktivite kayb1 olmadig1 fakat 37°C’de aktivite kaybinin meydana geldigi belirtilmistir (Motta
ve Brandelli, 2003). Bizim ¢alismamiz ve diger ¢alismalara bakildiginda halofil/halotolerant
bakteriler tarafindan tretilen bakteriyosinlerin ya da halofilik arkeler tarafindan iiretilen
halosinlerin  yiiksek sicakliklara kadar aktivitesini koruyabildigi anlagilmaktadir.
Bakteriyosinlerin termostabil yapida olmasi pek ¢ok gida isleme siirecinde yiiksek 1si1lara maruz
kalan gida maddelerinde biyokoruyucu olarak kullanimi i¢in 6nemlidir (Biscola ve ark., 2013;
Zafar ve ark., 2022).

Bakteriyosin aktivitesi farkli pH degerlerinde (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) incelendiginde Bacillus aerius
(TKD7b) izolat1 tarafindan {iretilen bakteriyosinin Bacillus rugosus (TKD1b) (pH 4-9),
Bacillus atrophaeus (TKD6a) ve Bacillus pumilus (TKD8b) (pH 4-10) izolatlarina kars1 genis
pH araliklarinda antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 3.11). Yapilan bir
caligmada Bacillus amyloliquefaciens RX7 bakteri sugsunun tirettigi bakteriyosinin genis pH (3-
8) araliklarina kadar stabil kaldigini bildirmislerdir (Lim ve ark., 2016). Geneneksel Kore

fermente soya fasulyesi ezmesi Doenjang’dan Bacillus subtilis HD15 susunun izole edildigi bir

calismada B. cereus ve L. monocytogenes patojenlerine karsi bakteriyosin sentezledigi ve bu

bakteriyosinin genis pH (2-10) araliklarinda yapisinin stabil kaldigi bildirilmistir (Hong ve ark.,
2022).

98



Bir diger yapilan arastirmada Bacillus thuringiensis bakteri susunun irettigi bakteriyosinin
genis pH (3-9) araliklarinda aktivitesini kaybetmedigi ve Paenibacillus larvae, L.
monocytogenes gibi bakteri suslari lizerine ayrica Gram-pozitif Bacillus cinsi bakteriler {izerine
etkili oldugu bildirilmistir (Cherif ve ark., 2008).

Bakteriyosin aktivitesi %3, 5, 10, 20’lik tuz konsantrasyonlarinda incelenmistir. %3 tuz
konsantrasyonunda tiim izolatlarda inhibisyon goézlenmistir. Bacillus safensis (TKD2a) ve
Bacillus atrophaeus (TKD6a) izolatlarina karsi inhibisyon zonlari yiiksek tuz (%3, 5 ve 10)
konsantrasyonlarinda gdzlemlenebilmistir. Tuz konsantrasyonu arttikca bakteriyosin
aktivitesinde azalma olmustur. Bu durumun bakteriyosinlerin protein yapisinda olmasindan

kaynakli oldugu kuvvetli muhtemeldir.

Bakteriyosin aktivitesi iizerine proteinaz K ve lipaz enzimlerinin etkisi incelendiginde Bacillus
aerius (TKD7b) izolat1 tarafindan tiretilen bakteriyosinin aktivitesinin proteinaz K enzimi ile
muamele edildikten sonra aktivitesini kaybettigi ancak lipaz enzimiyle muamele edildikten
sonra aktivitesini kaybetmedigi ve inhibisyon zonu olustugu tespit edilmistir (Tablo 3.11).
Yapilan bir ¢calismada Bacillus subtilis H27 bakteri susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin
proteinaz K ve proteaz enzimleriyle muameleden sonra aktivitesini kaybettigi, tripsin ve pepsin
gibi enzimlerle muamale edildikten sonra ise aktivitesini korudugu bildirilmistir (Kindoli ve
ark., 2012). Bir diger calismada, Bacillus subtilis HD15 bakteri susu tarafindan iiretilen
bakteriyosinin proteinaz K ve pronaz E enzimleriyle muamaleden sonra aktivitesini tamamen
kaybettigi, lipaz ve a-amilaz enzimleriyle muameleden sonra ise aktivitesini korudugu
bildirilmistir (Hong ve ark., 2022). Topraktan alinan orneklerden Bacillus cereus bakteri
susunun trettigi bakteriyosin 6rneginin proteinaz K enzimi ile muameleden sonra aktivitesini
tamamen kaybettigi, tripsin enzimiyle 1 saat muamele edildikten sonra ise aktivitesini biiyiik
oranda korudugu sadece %25’ini kaybettigi bildirilmistir (Kaya Sen ve Kati, 2023). Cin
bitkilerinden izole edilen suslardan Bacillus subtilis LFB112 bakteri susu tarafindan tiretilen
bakteriyosinin Pseudomonas aeruginosa, Salmonella pullorum, Escherichia coli, Pasteurella
multocida, Micrococcus luteus gibi evcil hayvanlarda hastalik yapan bakterilere karsi etkili
oldugu bildirilmistir. Calismanin devaminda bu bakteriyosinin proteinaz K ve pronaz E
enzimlerine kars1 duyarli oldugu pepsin, papain, tripsin gibi enzimlere kars1 dayanikli oldugu
bildirilmistir (Xie ve ark., 2009). Bu ¢alismalarin sonuglari bizim ¢alismamizla paraleldir ve

bakteriyosinlerin protein dogasinda oldugunun gostergesidir.
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Daha oOnceki arastirmalarda bir {riinlin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi ve
kullanilabilmesi icin belirli kriterlere sahip olmasi gerektigi bildirilmistir. Bu kriterler su

sekilde siralanabilir:

1. Bakterisidal (bakterileri 6ldiirebilen) etki gdstermeli,

2. Biyolojik olarak aktif bir protein yapisina sahip olmali,

3. Spesifik bir hiicre reseptdriine baglanabilmeli,

4. Uretimlerini lethal biyosentez yolag: ile gerceklestirebilmeli ayrica konakgi ve hiicre
arasindaki etkilesimleri plazmid kdkenli determinantlara bagli olmali,

5. Antibiyotiklere kiyasla bakteriyosinler nispeten dar bir etki spektrumuna sahip olmalidir
(Evren ve ark., 2006).

Calismamizda tuzlanmig koyun derilerinden izole ettigimiz bakteri izolatlarinin bakteriyosin
tiretim kapasitesi arastirilmistir. Bu izolatlardan Bacillus aerius (TKD7b) bakteri izolat1 diger
suslara oranla yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi i¢in ¢alismaya bu izolatla devam edilmistir.
Ardindan bu izolat tarafindan tretilen bakteriyosinin aktivitesi tizerine ¢evresel faktorlerin
etkisini tespit etmek i¢in hiicre igermeyen bakteriyosin igeren siipernatant (CFS) farkli pH,
sicaklik ve tuz konsantrasyonlarina maruz birakilarak ayrica proteinaz K ve lipaz enzimleriyle
muamele edilerek antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. Elde ettigimiz bakteriyosin 4,
19, 24 ve 37°C sicaklik degerlerinde, pH 4’de, %3 tuz konsantrasyonunda ve lipaz enzimi
varliginda tiim izolatlar iizerinde aktivite gdstermistir. Ortaya ¢ikan sonuglara bakildiginda
calisjmamizda tanimlanan bakterilerin birbirine karsi bakteriyosin iiretme yetenegine sahip
oldugu ve bu bakteriyosinlerin derileri isleme siirecinde antimikrobiyal maddelere alternatif
olarak kullanilabilme potansiyelinin bulundugu anlasilmaktadir. Ozellikle antibiyotiklerin
bilingsiz kullanimindan dolay1 ortaya ¢ikan antibiyotik direnci sorununun iistesinden gelmek
icin farkli alternatifler degerlendirilmektedir. Ayrica deri endiistrisinde kullanilan kimyasallarin
ortaya ¢ikardig tehlikeli atiklarin ¢evre kirlenmesi ve insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri
de goz Oniine alinirsa bu kapsamda bakteriyosinler alternatif olarak diisiiniilebilir. Yukarda
saydigimiz kriterler de g6z Oniine alinarak bu ¢aligmanin devaminda Bacillus aerius (TKD7b)
susuna ait bakteriyosinin deri endiistrisinde antibakteriyel ajan olarak kullanimi i¢in
bakteriyosin Orneginin saflastirilmasi, protein profilinin incelenmesi ve diger fiziksel
parametrelerin (deterjanlarin varligi, agir metal gibi stres kosullar1) degerlendirilmesi bu

kapsamda ileri hedefler olarak diisiiniilebilir.
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3.12. Tuzlanmis ve Depolanmis Koyun Derisi Orneklerinden izole Edilen Zayif Halofil
Bakterilerin  Sodyum dimetilditiyokarbomat Aktif Icerige Sahip Antimikrobiyal
Maddeye Kars1 Duyarhliklarimin Disk Difiizyon Yontemiyle Tespit Edilmesi

Tuzlanarak depolanmis koyun derisi numunelerinden izole ederek tanimladigimiz Bacillus
haynesii, Bacillus rugosus, Bacillus safensis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus aerius,
Bacillus pumilus, Bacillus atrophaeus, Bacillus mojavensis, Bacillus kochii izolatlarina karsi
deri endiistrisinde kullanilan sodyum dimetilditiyokarbamat aktif igerige (%40) sahip
antimikrobiyal maddenin materyal-metot kisminda belirtildigi sekilde hazirlanmis olan 18
farkli konsantrasyon degerine karsi duyarliliklar1 disk difiizyon metodu ile tespit edilmistir

(EUCAST, 2000). Olusan inhibisyon zonlar1 dl¢ilmistiir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Antimikrobiyal Maddeye Kars1 Olusan Inhibisyon Zonu.

Calismamizin sonuglaria gore antimikrobiyal maddenin konsantrasyonu arttik¢a izolatlardaki
inhibisyon ¢apinin da arttig1 saptanmistir. Antimikrobiyal madde 4000 pg/mL konsantrasyonda
tiim bakteri izolatlarinda 25 mm iizerinde inhibisyon zonu olusturmustur. 4000 pg/mL’lik
konsantrasyonda Bacillus haynesii izolatinda 25 mm, Bacillus rugosus izolatinda 25 mm,
Bacillus safensis izolatinda 32 mm, Bacillus mojavensis izolatinda 27 mm, Bacillus atrophaeus
izolatinda 25 mm, Bacillus amyloliquefaciens izolatinda 30 mm, Bacillus aerius izolatinda 27
mm, Bacillus pumilus izolatinda 28 mm, Bacillus kochii izolatinda 30 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur (Tablo 3.12). Antimikrobiyal maddenin konsantrasyonu azaldik¢a izolatlardaki
inhibisyon ¢ap1 da diismiistiir. Antimikrobiyal maddenin izole ettigimiz bakterileri inhibe ettigi
en diisiik konsantrasyon degerleri su sekildedir: Bacillus haynesii igin antimikrobiyal maddenin
en disiik konsantrasyon degeri 31.25 pg/mL olarak, Bacillus rugosus i¢in antimikrobiyal
maddenin en disiik konsantrasyon degeri 62.50 pg/mL olarak, Bacillus safensis igin

antimikrobiyal maddenin en diisiik konsantrasyon degeri 31.25 pg/mL olarak, Bacillus
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mojavensis i¢in antimikrobiyal maddenin en diisiik konsantrasyon degeri 31.25 pg/mL olarak,
Bacillus atrophaeus i¢in antimikrobiyal maddenin en diisiik konsantrasyon degeri 3.90 ug/mL
olarak, Bacillus amyloliquefaciens i¢in antimikrobiyal maddenin en diisiik konsantrasyon
degeri 15.62 pg/mL olarak, Bacillus aerius igin antimikrobiyal maddenin en diisiik
konsantrasyon degeri 15.62 pg/mL olarak, Bacillus pumilus i¢in antimikrobiyal maddenin en
diistik konsantrasyon degeri 7.81 pg/mL olarak, Bacillus kochii igin antimikrobiyal maddenin
en diisiik konsantrasyon degeri 15.62 pg/mL olarak saptanmistir (Tablo 3.12). izolatlarin
antimikrobiyal maddeye kars1 en diisiik konsanstrasyon degeri (MiK) tabloda kirmizi renk ile

belirtilmistir (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. Tuzlanmis ve Depolanmis Derilerden izole Ederek Tanimladigimiz Bakteri
Izolatlarmin 18 Farkli Konsantrasyonda Hazirlanmis Sodyum dimetilditiyokarbomat Aktif

Igerige Sahip Antimikrobiyal Maddeye Karsi Duyarlilik Durumlarmin Sonuglar1.

= %) %) k7 ] ] n
Son E gz & _ 8 =22 = E_
Konsantragyon % g cj»g % ﬁ g ch §_ 8 2 % 8 & £ %_g £ ccg
mgmL) g2 22 g2 £EQ B9 T30 30 20 89
=kt =& Zk 2kt 3t aoskE Tk ZE TE
5 8§37 %7 3 = 5§ &
$ |& & |§ g s .
Zon Caplar1 (mm)
1 4000 25 25 32 27 25 30 27 28 30
2 2000 19 20 31 25 18 22 23 24 25
3 1000 18 19 30 15 14 20 21 20 20
4 500 15 17 25 12 13 15 18 17 19
5 250 14 15 17 11 10 15 17 15 16
6 125 14 13 10 9 10 14 16 13 15
7 62.50 11 - 9 7 9 10 12 12 12
8 31.25 S = S = 9 10 9 12 10
9 15.62 - - - - 8 - - 10 -
10 7.81 = = = = 6 = = = =
11 3.90 - - - - - - - - -
12 196 - - - - - - - - -
13 0.98 - - - - - - - - -
14  0.49 = = = = = = = = =
15 0.24 - - - - - - - - -
16 0.12 = = = = = = = = =
17  0.06 - - - - - - - - -
18 0.03 - - - - - - - - ;
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Deriler islem gérmeyen kuru tuz ile tuzlandiginda ¢esitli halofil bakterileri ve halofil arkeleri
barindirdig1 i¢in deri kalitesini etkilemekte ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Bu
sebeple tuza ek yada tuzu tamamlayici gesitli biyositler, dezenfektanlar, antiseptikler, potasyum
kloriir (KC1), borik asit (HsBO3), naftalin, Kloritler, karbamik asit tuzlar1 vb. baz1 kimyasallarin
kullanimi uzun zamandir bilinmektedir (Orlita, 2004; Garg ve ark., 2019). Derilerin
korunmasinda birgok formiilasyon kullanilmaktadir. Fakat bunlardan sadece birkagi ¢evre
koruma agisindan uygundur. Modern ¢evre koruma yontemlerine gére kimyasal koruyucular
zararli metabolitler olusturmadan kimyasal ve biyolojik yollarla bozulmalidir ve ¢evreye toksik
olmamalidir (Falkiewicz-Dulik, 2015). Tuzlanmis derilerin korunmasinda daha Onceki
aragtirmalara bakildiginda derilerde hasara sebep olan halofilik bakterilere karsi cesitli
inhibisyon yontemleri denenmistir. Arastirmacilar alkiltrimetilamonyum bromiir (ATMB) ve
klorheksid-diglukonatin (CDG) sinerjitik etkinligini tuzla kiirlenmis deri tizerinde kirmizi 1s1
ve mor leke bozulmalarina neden olarak deri kalitesini etkileyen se¢ilmis mikroorganizmalar
tizerindeki etkinligini degerlendirmis ve etkili bulmuslardir (Hussain ve ark., 2021). Diger bir
calismada koyun derisi iizerine giimiis nanopartikiilleri denenmis ve antibakteriyel etkisinin
koyun derisi lizerindeki etkileri SEM ile gorintiilenmistir. Sonuglar incelendiginde E. coli ve
S. aureus’a karst %98.9’luk bir oranda antibakteriyel inhibisyon goriilmistiir (Yang ve ark.,
2012). Aloe vera bitki ekstraktinin islenmis deriler {izerindeki antimikrobiyal etkisinin
incelendigi bir ¢alismada stiet derilerinin tabaklanma isleminin ardindan A. vera bitki ekstrakti
bes farkli konsantrasyonda (%2, 4, 6, 8 ve 10) uygulanmis ve A. vera konsantrasyonuna gore
derinin nem igerigi ve yumusakliginin arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda etanol
bazli ve su bazli hazirlanmis ekstraktlarin ¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri suslari
tizerinde ayrica Candida albicans mantarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir
(Bitlisli ve ark., 2010). NaCl ve borik asitin birlikte uygulandig: bir ¢alismada Gram-pozitif
bakterilerin (S. epidermidis, E. faecium), Gram-pozitif spor olusturabilen bakterilerin (B.
pumilus, B. licheniformis) ayrica Gram-negatif bakterilerin (P. aeruginosa, P. fluorescens) ve
bu bakterilerin karma kiiltiirleri tizerine etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda elde
edilen veriler yiiksek konsanstrasyonlarda NaCl ve borik asitin birlikte uygulanmasiyla bakteri
gelisimini Onledigi ancak bakterilerin hald canli oldugu ve tamamen yok edilemedigi
bildirilmistir (Birbir ve ark., 2013). Aphanamixis polystacyha tohumundan elde edilen yagin
kullanildig1 bir baska ¢alismada %15 yag kaynakli koruma tekniginin keci derisini 30 giin
boyunca koruyabildigi bildirilmistir (Nur-A-Tomal ve ark., 2021).
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Ayrica deri endiistrisinde biiyiik oranda 1-2 dikolorobenzen, naftalin, sodyum bisiilfit, asetik
asit, sodyum siilfat, alkil fenol etoksilat kullanimi1 da bildirilmistir (Veyselova ve ark., 2013).
Diger kullanilan bakterisitlere 6rnek olarak potasyum dimetilditiyokarbomat, metilen
bistiyosiyanid verilebilir. Bu listeye ayn1 zamanda BNPD (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol)
ve giimlis nanopartiikiilleri de eklenebilir. Daha once yapilan bir calismada bizim de
calismamizda kullanmis oldugumuz sodyum dimetilditiyokarbamat igerikli antimikrobiyalin
farkli konsantrasyonlarinin gesitli bakteri suslari iizerine etkisini incelemistir. Calismanin
sonucunda P. aeruginosa, S. aureus, M. luteus ve bunlarin karisik kiiltiirleri izerine 1000 pg/ml
konsantrasyonda, B. cereus ve E. coli iizerine 500 pg/ml konsantrasyonda, E. faecalis, S.
epidermidis tizerine 15.6 ug/ml konsantrasyonda, B. subtilis tizerine ise 3.9 ug/ml’lik
konsantrasyonda etki gosterdigi saptanmistir (Caglayan, 2018). Ayrica gesitli liken ekstraktlari,
bitki 6zleri ve antibiyotikler de deri endiistrisinde kullanilmaktadir. Ornegin; Acalypha indica,
Luquidambar orientalis, Aloe vera, Azardiracha indica, Lawsonia inermis, organosiilfiir
bilesikleri, Sesuvium portulacastrum deri endiistrisinde daha Once denenmis g¢esitli
antimikrobiyal ajanlardir (Bitlisli ve ark., 2010; Veyselova ve ark., 2013). Yapilan bir
arastrmada Usnea sp., Bryoria capillaris, Pseudevernia furfuracea, Ramalina farinacea,
Hypogymnia tubulosa, Lobaria pulmonaria, Platismatia glauca, Evernia divaricata tiirlerine
ait liken ekstratlarinin Staphylococcus saprophyticus ve Salinicoccus roseus Gram-pozitif ilimli
halofil bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel etkileri incelenmistir. Bu liken ekstraklarindan L.
pulmonaria, P. glauca, P. furfuracea, B. capillaris tiirlerine ait ekstraktlar test bakterilerine
kars1 antibakteriyel etki gostermezken, H. tubulosa, Usnea sp., R. farinacea, E. divaricata liken
ekstraklar1 6nemli Olglide antibakteriyel etki gOstermistir. Bu ¢alismanin sonucunda liken
ektraktlarinin ham derilerin/postlarin korunmasinda 1limli halofil bakterileri kontrol etmek igin
kullanim potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Toksoz ve ark., 2023). Evernia divaricata,
Pseudevernia furfuracea, Usnea sp., Hypogymnia physodes liken ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlarinin Bacillus toyonensis, B. subtilis, B. mojavensis, B. licheniformis, B. cereus,
B. amyloliquefaciens, B. velezensis bakterileri suslarina karst inhibe edici etkilerinin
arastirildigr bir ¢aligmada E. divaricata ekstraktinin B. mojavensis, B. toyonensis, B.
amyloliquefaciens ve B. subtilis suslarini tamamen o&ldiirdigi aynt zamanda bu liken
ekstraktinin 240 pg/ml’lik konsanstrasyonda B. cereus, B. licheniformis, B. velezensis suslarina
karst da antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. Calismanin sonucunda liken
ekstraktlarinin deri endiistrisinde kullanilabilme potansiyelinin oldugu bildirilmistir (Berber,

2020).
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Tiim bu caligmalar incelendiginde tuzla koruma yontemi en sik kullanilan geleneksel
yontemlerden biri olmasina ragmen halofil/halotolerant bakterilerin ve halofilik arkelerin
gelisimi i¢in uygun bir ortam olusturdugundan, tuza ek olarak cesitli biyositler, bitki ekstraktlar
ya da bazi kimyasallarin kombine kullanimi 6nerilmektedir. Ayrica fiziksel yontemlerden
sogutma yontemi, vakumla presleme yontemi, elektrik akimi1 veya elektron 1sinlarinin kullanimi
gibi yontemler de daha 6nce denenmistir (Bailey, 1999; Birbir ve ark., 2020; Gaidau ve ark.,
2021). Bu caligmada sodyum dimetilditiyokarbomat aktif icerikli kimyasalin tuzlanmis koyun
derilerinden izole edilerek molekiiler olarak tanimlamasin1 yaptigimiz bakteri izolatlar
tizerindeki inhibe edici etkisi incelenmistir. Bu bakteri suslarinin kullandigimiz antimikrobiyal
maddeye kars1 hassas oldugu konsantrasyon degerleri belirlenmistir. Sonug olarak bu bakteri
suglarmin deri endiistrisindeki kontrolii i¢in kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu

Ongorilmiistiir.
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BOLUM 4. SONUCLAR

Tuzla koruma yontemi en eski koruma yontemlerinden biridir. Cesitli gidalar (balik, sebzeler)
ve hayvan derileri tuzla kiirlenerek uzun siireler saklanabilmektedir. Tuzlama yonteminde tuz
deriye niifus ederek deriden suyun ¢ekilmesine neden olur ve mikrobiyal enzimlerin ¢alismasi
icin gerekli olan su miktar1 bu sekilde disiiriilmiis olur (Birbir ve llgaz, 1996; Birbir ve
Caglayan, 2018). Bu yontemle tuza tolerans gosteremeyen mikroorganizmalarin gelisimi
onlense de yiiksek tuz kosullarinda halofilik mikroorganizmalar gelisebilmektedir. Ozellikle
islem gormemis tuzlarmm kullanimi ve gesitli tuzcul alanlardan metabolik olarak aktif
mikroorganizmalart bulunduran tuz Orneklerinin derilerde rastgele kullanimi dolayisiyla
derilere gegen halofil mikroorganizmalarin derilerde bulunan yiiksek orandaki protein (%33)
ve yag (%2-5) igerigini sindirerek derinin yapisinin bozulmasina, kalitenin diisiikliigline ve
nihai olarak da ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Birbir, 1991; Berber, 2009). Bu nedenle
bu mikroorganizmalar hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak onem arz etmektedir. Ham deri
ornekleri hayvandan alindiktan sonra mamiil deri haline getirilmeden 6nce depolanmaktadir.
Biz de bu kapsamda depolama siiresinin uzunlugunun deri kalitesi ve mikroorganizma sayisi
tizerine olan etkilerini tespit etmeyi amacladik. Bu maksatla ¢alismamizda tuzlanarak 6 ay
20°C’de depolanmis koyun derisi 6rnekleri kullanilmigtir. Deri 6rneklerindeki toplam zayif
halofil bakteri sayis1 1x10%-4x10° kob/g olarak, proteolitik aktiviteye sahip zayif halofil bakteri
sayis1 2x103-4x10* kob/g olarak ve lipolitik aktiviteye sahip zayif halofil bakteri sayis1 1x10%-
3x10* kob/g olarak saptanmistir. Bu deri drneklerinden 20 adet bakteri izole edilmistir. Once
mikrobiyolojik ardindan molekiiler yontemlerle tanimlamasi yapilmistir. Bu izolatlarin tuzsuz
ortamda gelisemedigi ve nispeten diisiik tuz konsantrasyonlarinda (%3-5 tuz varligl) optimum
gelistigi i¢in zayif halofil olarak degerlendirilmistir. Ardindan yapilan molekiiler analiz sonucu
bakteri izolatlarinin Bacillus cinsine ait oldugu saptanmistir. Bacillus cinsi bakteriler Gram-
pozitif, comak sekilli, endospor olusturan, aerop veya fakiiltatif anerob 6zelliklerine sahiptir
(Sansinenea ve Ortiz, 2011). Izole ettigimiz bakterilerin tamami Gram-pozitif 6zellik
gostermistir ve gomak sekillidir. Ayrica bakteri izolatlarinin tamami proteaz aktivitesi (%100),
12 izolat lipaz aktivitesi (%60), 1 izolat iireaz aktivitesi (%5), 17 izolat DNaz aktivitesi (%85),
2 izolat pullulanaz aktivitesi (%10), 9 izolat ksilanaz aktivitesi (%45), 18 izolat seliilaz
aktivitesi (%90) gostermistir. Higbir izolat amilaz ve B-galaktosidaz aktivitesi gostermemistir.
Izolatlarin yiiksek hidrolitik aktivite gdstermesi 6zellikle proteaz ve lipaz enzimleri yoluyla
derilerin yapisinda yliksek oranda bulunan yag ve protein icerigini sindirdigi i¢in deri kalitesini

etkilemektedir.
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Diger yandan ekstrem kosullar altinda stabil kalan bu enzimler biyoteknolojik olarak énemlidir.
Ozellikle bakteriler tarafindan iiretilen enzimler yiiksek katalitik aktivite, maliyetinin nispeten
diisiik olmasi, istenmeyen yan {iriinler olusturmamasi, kolay iiretilebilme gibi sebeplerle bitki
ve hayvan kaynakli enzimlere gore avantajlidir. Bunlar da goz Oniine alinarak izole ettigimiz
bakteri suslarmin {irettigi enzimlerin biyoteknolojik olarak kullanilabilirligi daha sonra
yapilacak caligsmalarda gesitli fiziksel ve kimyasal parametreler kullanilarak arastirilabilir.
Calismamizin devaminda izole ettigimiz Bacillus cinsine ait bakterilerin birbirine karsi
bakteriyosin {iretim yetenekleri arastirilmistir. Bacillus aerius bakteri susu diger suslara oranla
daha fazla tiir iizerinde inhibe edici etki gosterdigi i¢in ¢alismaya bu izolatla devam edilmistir.
Ardindan bu bakteri susu tarafindan tiretilen bakteriyosinin ¢evresel kosullardaki etkinligini
degerlendirmek icin hiicre igermeyen bakteriyosin igeren siipernatant farkl sicaklik, pH, tuz ve
enzimlerle muamele edilmistir. Sonug olarak bu bakteriyosinin daha sonra yapilacak
caligmalarda saflastirilarak deri endiistrisinde kullanilan kimyasal maddelere ve antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu 6ngdriilmiistiir. Ozellikle son
zamanlarda artan antibiyotik direnci sorunu ayrica deri endiistrisinde mikroorganizma kontroli
icin kullanilan kimyasal maddelerin olusturdugu zararli atik maddelerin hem insan sagligi hem
de cevre i¢in olumsuz etkileri de géz Oniine alinirsa bakteriyosinlerin deri endiistrisinde
kimyasal maddelerin ve antibiyotiklerin yerine kullanilabilecek bir alternatif olabilecegini
diistinmekteyiz. Bunlara ek olarak Bacillus cinsine ait bakteri suslarinin olusturdugu endospor
yapistyla kendini koruma altina almasi bu bakterilerle miicadeleyi zorlagtirmaktadir. Bu
durumun Oniine gecebilmek ve derileri kontamine etmesini engellemek i¢in derilerin istiflenme
yerlerinin belirli araliklarla degistirilerek spor yapisinin aktif hale gegmesi saglanmali ve uygun
konsantrasyonlarda bakterisidal ajanlar uygulanmalidir. Ayrica derilerin depolandigi yerin
temizligi, derilerde sicaklik kontroliiniin yapilmasi, koruyucu ekipman kullanimi gibi gerekli

tedbirlerin de alinmasi ile kaynak ve malzeme tasarrufu da saglanabilir.
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EKLER

Deri Orneklerinden izole Ettigimiz izolatlara Ait 16S rRNA Dizi Analiz Sonuclari

Ek 1. KD1a izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Ac¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Orani: %99.53

GGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAG
GAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCCGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAA
GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAG
GTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGA
AGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTG
CAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGTCGGTGAGGT

Ek 2. KD1b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik A¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus rugosus
Baz Uzunlugu: 1548

Benzerlik Orani: %99.25

TTAGCTAGTTGTGAGGTAATGGTTCACCAAGGCAACGATGGGTAGCCGACCTGAG
AGGGGATCGGCCCCACTGGGACTGAGACCCGGCCCAGATTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCCTGAG
TGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTT
CGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
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CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTT
CCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAAT
CCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTTT

Ek 3. KD2a Izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus safensis
Baz Uzunlugu: 1474

Benzerlik Oranmi: %99.63

GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACT
GCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAAGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCCAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGC
TCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCC
TTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAG
AGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAA
ATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGT
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Ek 4. KD2b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Ac¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu:1508

Benzerlik Orani: %99.54

TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCG
GTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCCAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGC
CGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAG
TGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGA
TAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAAT
CTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGT

Ek 5. KD3a Izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Oram: %99.32

GCAATGGACGAAAGTTCGACGGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGTTTTCGGA
TCGTAAAATTCTGTTGTTAGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCGGGCGG
TTTCTTAAGTGTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTGAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGGCGC
AGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTCCCAGGTCTTGACATCCTGTGACAACCCTAGAGATAGGGC
TTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTTGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTCATTTTAGTTGCCAGC
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ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGEG

ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG

GCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTC
TCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGA

Ek 6. KD3b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Ac¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Orani: %99.18

GGCAGCAGTAGGAATCTTCCGCAATGGACGAAGTTTGACGGAGCAACGCCGCCT
GAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGAAGAACAAGTACCG
TTCGAATAGGGCGGTACCTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAATTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCCGGCGGTTTCTTAAGTTTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTT
CCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAAT
CCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGG

Ek 7. KD4a Izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus safensis
Baz Uzunlugu: 1474

Benzerlik Oram: %99.90

TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTG
AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
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TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA
GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGG
GACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGG
GCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCAGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGCAACACCCGAAGTCGGGA

Ek 8. KD4b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Oram: %99.50

GGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG
CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTTTA
AGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGC
GAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTC
TGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGGAATCGCTGGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGTCGGTGAGG
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Ek 9. KD5a izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Ac¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus mojavensis
Baz Uzunlugu: 1407

Benzerlik Orani: %99.69

GAATAGGGCGGTACCTGGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCAGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTC
CGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAA
TCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
ATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATC
CCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTTTT
T

Ek 10. KD5b Izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik A¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Orani: %99.17

TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCCGACGGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGT
TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTTA
CTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTCTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACGAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGA
GATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTTGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAG
TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
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GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAA
ATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGG

Ek 11. KD6a izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus atrophaeus
Baz Uzunlugu: 1475

Benzerlik Orani: %99.56

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGG
GCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGACAGAACAAAGGGCAGCGAGACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGT
TCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGT

Ek 12. KD6b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Ac¢idan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus amyloliquefaciens
Baz Uzunlugu: 1468

Benzerlik Orani: %99.47

GGCCACACTGGGAATGAGACACGGCCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGG
GCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCCAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCT

134



CGCCGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT
TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGA
GATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAG
TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAA
TCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGT

Ek 13. KD7b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus aerius
Baz Uzunlugu: 1466

Benzerlik Orani: %99.46

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTTTGACGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGGGGGTCTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCG
CAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACT
CGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCC
GAAGTCGGTGAGGT
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Ek 14. KD8a izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Ac¢cidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus safensis
Baz Uzunlugu: 1474

Benzerlik Orani: %99.90

CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGA
GTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGG
GACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGG
GCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT
TTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGT

Ek 15. KD8b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus pumilus
Baz Uzunlugu: 1434

Benzerlik Oram: %99.48

CGACCTGAGAGGTGATTGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGATTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACG
CCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCCAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
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CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTT
TAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGC
GTGAAGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGG
TGAGGT

Ek 16. KD9a Izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus kochii
Baz Uzunlugu: 1511

Benzerlik Orani: %99.37

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCTTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGAAGAA
CAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCCAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
GTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT
TAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCG
AGGTTTAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGCCGGAATCGCTGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA
GTCGGTGGgyg

Ek 17. KD10a izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Orani: %99.29

GGGACTGAGACACGGCCCAGATCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGATCTTCCGCA
ATGGACGAAAGTCCGACGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGA
CGGTACCTAACCAGAAAGCCAGGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
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GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGC
AAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTC
CCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCA
GAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCA
GTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCGGAATCGCTAGTAATCGCG
GATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGT

Ek 18. KD10b izolatina Ait 16S rRNA Dizi Analizi Sonucu
Filogenetik Acidan Benzedigi Tiiriin Adi: Bacillus haynesii
Baz Uzunlugu: 1508

Benzerlik Orani: %99.74

GATTGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAAT
AGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCC
CTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAG
ACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCT
AGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCT
TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCAC
AAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTT
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