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OZET

HAM DERILERDEN iZOLE EDILEN HALOFILiK ARKELERIN
HIDROLITIK ENZIM KAPASITELERININ BELIRLENMESI,
FENOTIPIK VE FILOGENETIK OLARAK TANIMLANMASI

Sadi Turgut BILGI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Binnur MERICLI YAPICI
05/07/2012, 112

Bu arastirmada tuzla konservelenmis ham deri 6rneklerinden asir1 halofilik arkelerin
izolasyonu, hidrolitik enzim kapasitelerinin belirlenmesi, fenotipik ve molekiiler yontemler
kullanilarak tanimlanmasi amacglanmastir.

Calisma materyali olarak 8 farkli kaynaktan temin edilen yerli ve yabanci tuzlanmig
ham deri 6rnekleri kullanilmistir. Bu 6rneklerden 186 adet asir1 halofilik mikroorganizma
izole edilmistir. Bu izolatlara bazi biyokimyasal, antibiyotik duyarlilik, pH, NaCl, sicaklik
toleranslart ile nitel ve nicel hidrolitik enzim testleri uygulanmstir.

Izolatlarm  %100’{i basitrasin ve novobiosin antibiyotiklerine karsi duyarl
bulunmustur. Nitel enzim aktivitesi sonuclarina gore 23 izolatin (% 12) kazeinaz, 106
izolatin (% 57) jelatinaz, 21 izolatin (% 11) amilaz, 65 izolatin (% 35) esteraz, 33 izolatin
(% 18) lipaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Nitel enzim aktivitesi gosteren bazi
izolatlarin kazeinaz, keratinaz, kollajenaz, esteraz ve lipaz enzim aktiviteleri nicel olarak
Olgiilmiistiir. Bu izolatlardan 150 numarali izolatin 9.2 U/ml kazeinaz, 0.6 U/ml keratinaz
ve 1.7 U/ml kollajenaz, 140 numarali izolatin 51 U/ml esteraz, 505 numarali izolatin 33.8
U/ml lipaz aktivite degerleri ile diger izolatlardan daha ytiksek aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.

Calismamizda fenotipik aragtirma bulgular1 dikkate alinarak 186 izolattan 34 izolat
secilmis ve 16S rRNA dizi analizi ile tanimlamalar1 yapilmistir. Bu sonuglara gore 10
izolat Natrialba aegyptia 40, 5 izolat Halococcus thailandensis, 4 izolat Natrinema

pallidum R-fish, 2 izolat Halococcus dombrowskii H4, 2 izolat Halovivax asiaticus, ve 1’er

vii



izolat Halovivax sp. E107, Halococcus morrhua, Uncultured haloarchaeon clone YA32,
Natronococcus sp. F30Al, Halorubrum sp. CH3, Halomicrobium zhouii, Natronococcus
jeotgali, Haloterrigena thermotolerans 74, Halococcus gqingdaonensis, Natrinema
versiforme XF10, Halobacterium noricense Al olmak iizere toplam 34 asir1 halofilik arke
tanimlanmistir. Arastirmamizda 8 deri drneginden 6’sinda Natrialba aegyptia 40 tiirlinlin
tespit edilmesi bu tiiriin deri 6rneklerinde yaygin olarak bulundugunu gdstermistir.

Sonu¢ olarak arastirmamizda 34 izolattan 16 farkli asir1 halofilik arke straini
tanimlanmistir. Bunlardan iki strain daha onceki ¢alismalarda tuzlanmis ham derilerden
elde edilmis olup geriye kalan 14 strain c¢alismamizda tuzlanmis ham derilerde ilk kez
tanimlanmistir. Aragtirma sonuclarinin bundan sonra yapilacak caligmalara ve deri
endistrisinin ~ mikrobiyal  problemlerinin  ¢oziimlenmesine  katki  saglayacagi

distiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Tuzlanmis Ham Deri, Asirt Halofilik Arke, Proteaz, Keratinaz,

Kollajenaz, Lipaz, Esteraz, 16S rRNA dizi analizi.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF HYDROLYTIC CAPABILITIES OF
HALOPHILIC ARCHAEA ISOLATED FROM HIDES AND SKINS AND
THEIR PHENOTYPIC AND PHYLOGENETIC IDENTIFICATION

Sadi Turgut BILGI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chair for Biology Thesis of Doctor of Philosophy
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Binnur MERICLI YAPICI
05/07/2012, 112

In this research, we aimed to isolate extremely halophilic archaea from salted hides
and skins, to determine the capacities of their hydrolytic enzymes, and to identify them by
using phenotypic and molecular methods.

Domestic and imported salted hide samples obtained from eight different sources
were used as the research material. 186 extremely halophilic microorganisms were isolated
from salted raw hides. Some biochemical, antibiotic sensitivity, pH, NaCl, temperature
tolerance and quantitative and qualitative hydrolytic enzyme tests were performed on these
isolates.

100% of the isolates were found to be susceptible to bacitracin and novobiocin. It
was figured out from the qualitative enzyme activity results that 23 isolates (12 %) showed
caseinase, 106 isolates (57 %) gelatinase activities, while 21 isolates (11 %) display
amylase, 65 isolates (35 %) esterase and 33 isolates (18 %) lipase activity. Caseinase,
ceratinase, collagenase, esterase and lipase enzyme activities of some isolates, showing
qualitative enzyme activity, were quantitatively measured. It was found that isolate 150
had 9.2 U/ml caseinase, 0.6 U/ml ceratinase, 1.7 U/ml collagenase activity, isolate 140 had
51 U/ml esterase activity, isolate 505 had 33.8 U/ml lipase activities which is higher than
other isolates.

In our study, taking into account the phenotypic findings of the research, 34 of 186
isolates were identified by 16S rRNA sequence analysis. According to these results, 34
extremely halophilic archaea were identified, including 10 isolates Natrialba aegyptia 40,

5 isolates Halococcus thailandensis, 4 isolates Natrinema pallidum R-fish, 2 isolates
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Halococcus dombrowskii H4, 2 isolates Halovivax asiaticus, ve 1 isolate each Halovivax
sp. E107, Halococcus morrhua, Uncultured haloarchaeon clone YA32, Natronococcus sp.
F30Al, Halorubrum sp. CH3, Halomicrobium zhouii, Natronococcus jeotgali,
Haloterrigena thermotolerans 74, Halococcus qingdaonensis, Natrinema versiforme
XF10, Halobacterium noricense Al. Detecting Natrialba aegyptia 40 in 6 of 8 hide
samples showed that this strain is widely found in hide samples.

As a result, in our study 16 different strain of extremely halophilic archaea were
identified from 34 isolates. Two of these were obtained from salted raw hides in previous
studies, but other 14 strains were identified for first time from salted raw hide in our study.
Research results are expected to contribute to other studies and solving microbial problems

in leather industry.

Keywords: Salted Raw Hide, Extremely Halophilic Archaea, Protease, Keratinase,

Collagenase, Lipase, Esterase, 16S rRNA sequence analysis.
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BOLUM 1 — GiRIiS Sadi Turgut BILGI

BOLUM 1
GIRIS

Deri sektoriiniin temel ham maddesini olusturan ham deri, kesilen ya da baska bir
sekilde oldiiriilen hayvanin yiiziilmesiyle elde edilen organik bir maddedir. Deri sektorii
gerek et enddiistrisinin bir yan iriinlinii degerlendirmesi ve gerekse yarattigr istthdam
nedeniyle pek cok gelismekte olan {ilke i¢in 6nemli bir ekonomik faaliyettir. Deri
tiretiminde kullanilan ham maddenin en ©nemli kaynagini memeli hayvan derileri
olusturmaktadir. Mamul deri iiretiminde kullanilan ham deri; yapisi, dokusu, kimyasal
bilesimi ve diger Ozellikleri kendine has olan dogal bir {riindiir (Harmancioglu ve
Dikmelik, 1993).

Derinin protein miktar1 oldukca yiiksektir. Bu nedenle mikroorganizmalar hizli bir
sekilde ¢ogalmaktadir (Dahl, 1956; Tancous, 1986; Karaboz, 1994; Birbir, 1997, Orlita,
2004). Bunun sonunda basit kil gevsemeleri ve kirmizi renkli pigmentasyonlar, ciddi sir¢a
yiizlilmeleri ve fibriler yap1 dejenerasyonuna kadar bircok mikrobiyolojik hasar
olusmaktadir (Tancous, 1986).

Biyolojik bozulma derinin ve diger biyopolimer veya organik materyallerin ve
onlardan elde edilen iriinlerin estetik, fonksiyonel ve diger 6zelliklerini azaltan 6nemli bir
faktordiir. Deri konservasyonunda ve islenmesinde biyolojik bozulmanin énlenmesi ¢ok
onemli oldugu i¢in, bu proseslerin mikroorganizmalardan arindirilmasi ve daha etkili
yontemlerin gelistirilmesi i¢in biiyilik ¢aba harcanmaktadir (Orlita, 2004).

Bu amacla ham deriler islenmek iizere tabakhanelere geldiginde genellikle
dehidrasyon esasina dayanan koruma kosullari altinda bulunmaktadir. Avrupa, Kuzey
Amerika ve diger 1liman iklimlerde ham derilerinin korunmasinda kurutma, tuz ve salamura
gibi konservasyon cesitleri kullamlmakla birlikte geleneksel olarak kullanilan en yaygin yontem
tuzla konservelemedir (Thorstensen, 1993).

Ham derinin konservasyonu bir¢ok mikroorganizmanin gelisimini engellemesine
ragmen tam koruma i¢in yeterli olmaz. Tuzla konservelenmis bu derilerde ozellikle
kizartilara sebep olan halofilik mikroorganizmalar proteolitik ve lipolitik 6zellikleriyle
deriye zarar verebilmektedir. Bu problemleri onlemek igin deri endiistrisinde ¢esitli
antimikrobiyal maddeler kullanilmakta ve mikroorganizmalar {izerine etkili ¢evre dostu
yeni maddelerin tespiti iizerine calisilmaktadir. Bunun iizerine c¢ok cesitli arastirmalar

halen devam etmektedir.
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Diger yandan deri liretiminde maddi kayiplara neden olan bu mikroorganizmalarin
izolasyonu ve molekiiler diizeyde tanilarinin yapilmasi biiyiik onem tasimaktadir. Bu
mikroorganizmalarin 6zellikle proteolitik ve lipolitik gibi c¢esitli hidrolitik enzim
aktivitelerininin tespit edilmesiyle de hedef mikroorganizma gruplarina goére mikrobiyal
kontrol yontemleri tizerinde durulabilir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonunda tuzlanmig ham deriler ile yapilan arastirmalarin
daha cok halofilik bakteriler ve onlarin bazi enzimleri iizerine oldugu tespit edilmis ancak
halofilik arkeler ile ilgili yeterli calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle arastirmamizda
tuzlanmis ham derilerden asir1 halofilik arkelerin izole edilmesi, hidrolitik enzim
kapasitelerinin belirlenmesi ve hem fenotipik hem de 16S rRNA dizi analizi ile tanilanmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yerli ve yabanci kaynakli tuzlanmis ham derilerden
halofilik mikroorganizma izolasyonu gerceklestirilmis, izolatlarin bazi biyokimyasal
ozelliklerinin yaninda proteaz, jelatinaz, keratinaz, kollajenaz, amilaz, esteraz ve lipaz gibi
hidrolitik enzim aktiviteleri nitel ve nicel olarak belirlenmistir ve son olarak 16S rRNA

dizi analizi ile tanimlamalar gergeklestirilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Ham Derilerin Yapisi

Memeli hayvan derilerinin kesitleri incelendiginde yapi, gelisim, fizyolojik gorev ve
kimyasal yapis1 farkli olan 3 ayr1 tabaka tespit edilir (Toptas, 1993; Thorstensen, 1993). Bu
tabakalar distan ice dogru epidermis (iist deri), dermis (asil deri, koryum veya kutis) ve
hipodermis (alt deri, subkutis) olmak {izere siralanir. S1gir ham derisine ait sematik enine

kesit sekil 1’de verilmistir.
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Sekil 1. Sigir ham derisine ait gematik enine kesit (Bailey, 1999).

Ust deri veya epidermis olarak adlandirilan en distaki tabaka kil, yiin, tirnak ve
bezlerin deri cildine acildigr uglar1 ihtiva eder. Hem yag bezi, hem de ter bezi derinin
dermis katmanindadir. Deri iiretiminde esas olan dermis tabakasidir. En alttaki tabaka alt
deri olarak adlandirilir. Canli hayvan viicudunda epidermis tabakasi siirekli olarak
yenilenir ve 6nemli yasamsal fonksiyonlar1 yerine getirir. En kalin tabaka olan dermis
tabakasi1 epidermis tabakasini besler ve viicudu mekanik dis etkilere karsi korur. Deri
endistrisinde ince bir tabaka olan epidermis uzaklastirildiktan sonra ana tabaka olarak
protein yapida olan dermis kullanilir. Ham derideki dermis tabakasi yaklagik olarak %90 —
95 oraninda mamul deriye doniistiiriillmektedir (Sharphouse, 1983). Kiirk iiretiminde ise iist

deri tabakas1 6nemini yitirmedigi i¢in muhafaza edilir. Ust deri ve deri tabakas1 kimyasal
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olarak proteinden meydana gelmistir, ancak iist deri yapisal olarak farkli olan keratinden,
dermis tabakasi ise kollagen ve az miktarda elastinden olusur (Toptas, 1993; Heidemann,

1993).

2.2. Ham Deri Bilesenleri

Genelde derilerin kuru agirliklarina gore % 80-93 arasinda azotlu madde icermeleri,
basta gelen ortak yanlarindan birini olusturur. Azotlu bilesikler arasinda derinin 6nemli
bilesenleri ise proteinlerdir. Deri yapisinda ayrica, karbonhidratlar, yaglar, mineral
maddeler, vitaminler, enzimler ve Onemli miktarda su bulunur. Bu elementlerin
baslicalarinin ortalama miktari; Karbon % 50, Oksijen % 25, Hidrojen % 7, Azot % 17.8,
mineral maddeler % 0.2 seklindedir (Yapici, 1994).

Yas (taze yliziilmiis) bir sigir derisinin bilesenleri incelendiginde; % 64 su, % 30
proteinler, % 2.5-3.5 karbonhidratlar, % 2.0-2.5 yaglar, % 0.3-0.5 mineral maddeler ve %
0.2-0.5 digerleri (pigment maddeleri) oldugu gézlenmektedir (Harmancioglu ve Dikmelik,
1993).

Bu durumda sudan sonra proteinlerin deri bilesenleri yapisinda 6nemli bir yer tuttugu
anlasilmaktadir. Proteinler ise; basit ve konjuge (bilesik) proteinler olarak iki ayr1 sinifa
ayrilabilir. Basit proteinler deri yapisinin iskeletini ve temelini olusturmaktadir ve lifsel
(fibriler) proteinler ile globiiler (sekilsiz) proteinler olarak iki ayr1 grupta siniflandirilabilir.
Lifsel yapili protein grubunun kollagen, elastin, retikiilin ve keratin gibi lifli proteinlerden,
buna karsin globiiler (sekilsiz) protein grubunun albumin ve globulinlerden olustuklari
anlasilmaktadir. Bunlar arasinda en 6nemli yeri kollagen tutmaktadir. Globiiler ve konjuge
proteinlerin tabaklama isleminden O©nce deriden uzaklastirilmas: teknolojik acgidan
gereklidir (Harmancioglu ve Dikmelik, 1993).

Ayrica bu proteinler arasinda kimyasal ve bakteriyal saldirilara sirasiyla en direncli
olan fibrilli proteinler, keratin ve elastin; ardindan direngli olan kollajen ve en az direncli

olan albumin ve globulinler gelmektedir (Thorstensen, 1993).

2.3. Deri Sektorii

Ham deri kaynagi olarak ¢ogunlukla sigir, koyun gibi insanin beslenmesi amaci ile
yetistirilen hayvanlarin yani sira az miktarda siirlingenler, baliklar ve kuslarin derileri
kullanilmaktadir. Ham derilerin énemli bir kismi, insanin et ihtiyacinin kargilanmasi igin
beslenen hayvanlarin kesimi sonrasi yan iiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Terry ve ark.,
1990; Denz, 2009). Bu derilerin kiiresel iiretimi gz Oniine alinirsa, deri enddistrisi liretim

bakimindan diinyanin en genis endiistrisi haline gelmektedir (Shede ve ark., 2008).
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2.3.1. Mamul deri iiretimi

Deri sektoriinde, isletmeye hammadde girisinden mamul iiriin ¢ikisina kadar gegen
siirecte yapilan islemler ¢ok biiyiik oranda birbirini etkilemektedir (Ulusoy ve ark., 2004).
Deri iiretimi tabaklama Oncesi, tabaklama ve tabaklama sonrasi basamaklar olmak {izere 3
ana sathada gercgeklestirilir. Normal sartlar altinda kolaylikla kokusabilen, kurutuldugunda
kirginlasan ham deri, basta tabaklama olmak {izere bir dizi kimyasal ve mekanik islemden
gecirildikten sonra, kullanmakta oldugumuz derinin fiziksel 6zelliklerine ulasir. Bu haldeki
deri bir ara iirlin olup, islenerek ayakkabi, giysi gibi deri mamulleri ile mobilya gibi giinliik
hayatta kullanilan esyalara doniistiiriiliirler (Denz, 2009).

20. ylizy1l 6ncesinde deri iiretiminde, yag, sap ve bitkisel tanenler kullanilirken; 20.
yiizy1l basinda krom tuzlarinin tabaklanmada kullanilmaya baslamasi ile deri iiretimi kabuk
degistirmistir. Krom tuzlarinin kullanilmasiyla birlikte proses siiresi kisaltilmis ve
miikemmel boyanabilirlik kazandirilmigtir. Glinlimiizde tabaklanan derilerin % 80-90’1nda
krom tuzlar1 kullanilmaktadir (Denz, 2009).

Deri iiretimi diinyada agirlikli olarak sigir, koyun elbiselik, koyun kiirk ve keci
derileri kullanilarak yapilmaktadir (Denz, 2009).

2.3.2. Ham derilerin islenmesi

Genel yaklagim olarak, sigir derisinden ayakkabilik, giysilik ve astarlik deri
tiretiminde; koyun derisinden ise giysilik deri iiretiminde yararlanilir. Bu derilerin isleme
prosesleri, kullanilan kimyasallar ve atik c¢iktilar1 biiyilk oranda birbirine benzerlik
gostermesi nedeni ile ayn1 kapsamda incelenmektedir. Halen diinyada uygulanmakta olan
deri iglem prosesleri sirasiyla 1slatma ve yumsatma, kil giderme ve kireglik, kire¢ giderme
ve sama, yag giderme, pikle, tabaklama, tabaklama sonrasi yas islemler (notralizasyon,
retenaj, boyama, yaglama) ve finisaj basamaklarindan olusur (Thorstensen, 1993; Denz,
2009).

Ancak hayvan derisi kesimden sonra iizerinde barmndirdigi ve ¢evresindeki
mikroorganizmalarin saldirisina ugrayacagindan tabakhaneye getirilmeden once koruma
altina alinmalidir. Bu yiizden taze ham derilerin 6ncelikle korunmasi gerekir (Dahl, 1956;

Karaboz, 1994; Birbir, 1997; Orlita, 2004)

2.3.2.1. Konservasyon
Genellikle iki konservasyon tipi kullanilmaktadir; havayla kurutma ve tuzla kurutma.

Her iki koruma bi¢imi de derinin dehidrasyonuna dayanmaktadir, boylece bakteriler
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gelisimleri i¢in gerekli sudan yoksun birakilir. Taze bir hayvan derisinin su igerigi yaklagik
olarak % 60 seviyesindedir. Deriyi havada basitce kurutmaktan ibaret olan havayla
kurutmada su igerigi yaklasik % 15’e disiirtiliir. Bu islem uygun sekilde yapilirsa, deriye
hemen hemen siiresiz koruma saglar. Deri kuru olarak depolanacaksa sogutulur. Deri i¢ini
kaplayan su anaerobik bakteriler tarafindan kokusma olusturacagindan parcalanmaya
neden olabilir (Dahl, 1956).

Halofilik bakteri ve kiiflerin gelismeleri i¢in 6nemli ihtiyaglardan birinin uygun nem
icerigi oldugu bilinmektedir. Iyi korunmus bir deride nem icerigi deri agithgmin % 40 -
48’1 arasinda olmalidir ve bu nemde en az % 80 - 85 doymus tuz yeterli olmaktadir (Bitlisli

ve ark., 2004).

2.3.2.2. Islatma ve yumusatma basamag

Kurutularak veya tuzlanarak konserve edilmis ham deriye kimyasal ajanlarin niifuz
edebilmesi i¢in derinin 1slanmasi gerekmektedir. Bu asama sigir, koyun (elbiselik), koyun
(kiirkliik), keci gibi tiim deri gesitleri i¢in uygulanan bir islemdir. Temelde bu islemler i¢in
yiizey aktif 1slaticilar ve biyosidler kullanilir. Islatma islemi sonucunda ham deri ile
birlikte taginan tuz, kan ve iire deriden uzaklastirilmis olur (Denz, 2009).

Tabakhanelerde ilk islem basamagi olarak bilinen 1slatma ve yumusatmanin amaci,
derinin tuzlama islemi esnasinda deriye kaybetmis oldugu suyu geri kazandirmak, ¢6ziiniir
proteinleri gidermeye baslamak, lif paketlerinin mekaniksel olarak zarar gormelerini
onlemek ve deriyi yabanci kirliliklerden arindirmaktir. Derinin durumuna gore bazen kisa
bir 1slatmanin ardindan 24 — 48 saatlik bir yumusatma islemi yapilmaktadir (Reeder, 1999;
Orlita, 2004).

Konserve edici tuzun uzaklastirilmas1 ve derinin kaybettigi suyu tekrar almasi
bakteriyal gelisim olasiligini arttirmaktadir. Konserve edilmis deri ¢cok miktarda yogun bir
bakteri c¢esitliligi icermektedir ve bu bakteriler 1slatma durumunda aktif olabilirler
(Thorstensen, 1993).

Ham derinin konservasyonunda farkli yontemler kullanildigr i¢in, nem igerikleri
farkli olacagindan yumusatmalar1 da farkli yapilir. Bu yiizden, tuzlu derinin yumusatilmasi
icin daha az ¢aba gerekirken, kurutulmus derilere su yavas yavas verilir. Tuzlu bir derideki
bakteri ylikii kurutulmus deridekinden fazladir. Bu bakterilerin bazisi1 proteolitik olabilir.
Islatma ve yumusatmada kullanilan su, bakterilerin gelisimini dnlemek amaciyla biraz

soguk olmalidir (Toptas, 1993).
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2.3.2.3. Kil girme ve kireclik basamag

Kil giderme ve kireclik, yumusatma isleminden sonra yiin kil Ortiisiiyle birlikte
epidermis tabakasinin pargalanarak uzaklastirildig: ve alkali sismeyle derinin yumusatildigi
deri kalitesi lizerine ¢ok etkili olan bir basamaktir (Toptas, 1993; Karaboz, 1994).

Kil giderme ve kireglik isleminin birlikte yapildigi bu proseste kullanilan ana
kimyasallar sodyum siilfiir (Na,S), sodyum hidrosiilfiir (NaHS) ve kiregten olugsmaktadir
(Denz, 2009). Kimyasal maddelerin killar {izerine etkisi ile killar eriyerek pargalanmakta,
mekanik siirtlinme etkisi ile epidermis ve kil artiklar1 toladan uzaklastirilmaktadir
(Sharphouse, 1983).

Kil giderme ve kireclik isleminden sonra derilere etleme (kavaleto) adi verilen
mekanik islem uygulanarak derinin et ylizeyindeki yag ve et fazlaliklar1 alinir veya derinin

ozelligine gore deri bir miktar inceltilir (Denz, 2009).

2.3.24. Kire¢ giderme ve sama basamag

Kireglik isleminden dolayr ortamin pH degeri asir1 alkalidir ve ortamin nétralize
edilmesi gereklidir. Bunun ig¢in oOncelikli olarak ortamdaki kirecin uzaklastirilmasi
amaclandigl i¢in bu islem basamagina kire¢ giderme denilmektedir. Kireclik yapilmis
tolalarin nétralizasyonu, kire¢ giderme maddesine ve tolada bulunan kireclik kimyevi
maddelerine gore, tolada sisme ve sertligin azaltilmast yoniinde etki eder (Toptas, 1993;
Karaboz, 1994).

Uretim prosesinin bu asamasinda kullanilan kimyasal maddelerin ana bilesenini
amonyum tuzlar1 olusturmaktadir. Amonyum tuzlar1 deriye hizli penetre olmalar1 ve pH’1n
optimal degerlerde otomatik olarak regiilasyonunu saglayan tamponlama 6zellikleri
nedeniyle pratikte en ¢ok kullanilan kire¢ giderme maddeleridir (Mentes Colak ve Kilig,
2004). Kiirkliik koyun derisi iiretim prosesinin bu asamasinda sadece sama islemi
uygulanir. Kireglik islemi yapilmadigindan, kire¢ giderme islemi ve buna bagl olarak da
amonyum tuzlarmin kullanimi uygulanmaz (Denz, 2009).

Kire¢ gidermeyi izleyen sama islemi genellikle ayn1 dolaplarda gergeklestirilir. Bu
yiizden kireclik giderme ve sama islemleri bir islem basamagi olarak kabul edilebilir.
Sonug olarak derideki kirecin uzaklastirilmasiyla pH diiser ve notralize oldugunda gerekli

sama maddeleri kullanilarak sama islemi gerceklestirilir
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2.3.2.5. Yag giderme basamag

Ozellikle kiigiikbas hayvan derilerinde daha ¢ok koryum bdlgesi iginde yer alan tabii
yagin tabaklamadan Once uzaklastirilmasi gereklidir. Bunlarin deride kalmalar1 halinde
tabaklayici maddelerin iceriye girmesi ve mevcut yapilar ile baglanmasi giiclesmektedir.
Ayrica olusturduklart komplekslerle tabaklamada istenmeyen durumlarin gelismesine

neden olurlar (Eker ve Artan, 2000).

2.3.2.6. Pikle basamag

Pikle, bir sonraki islem basmagi olan kromla tabaklama esnasinda krom tuzlarinin
deri ylizeyine ¢okmeyip tiim kesit boyunca homojen dagilim goéstermesi i¢in derilerin tuz
ve asitle muamele edilmesidir. Bu sayede sama isleminden sonra bloseler konserve edilmis
olup nakledilebilir duruma veya tabaklanmaya hazir duruma getirilmis olur (Toptas, 1993;

Denz, 2009)

2.3.2.7. Krom tabaklama basamag

Deri teknolojisinde en 6nemli asamalardan biri olan tabaklama, ham derilerin teknik
proseslerle mamul deriye doniistiirilmesidir (Zengin ve Yilmaz, 2004). Bozulabilir
durumdaki ham derinin tabaklayict maddelerle uzun siire dayanan, kullanigh, dis etkilerle
bozulmayan, kokusma ve ciirlime yapmayan, esnek bir forma doniistiiriilmesi amaciyla
tabaklama islemi uygulanmaktadir. Tabaklama amaciyla kullanilan maddelere tabaklama
maddeleri denir. Tabaklama maddeleri bitkisel, mineral, sentetik ve diger tabaklama maddeleri
olarak smniflandirilirlar (Sar1, 2005). Ozellikle mineral tabaklama maddeleri igerisinde yer alan
krom tuzlann ile tabaklama en ideal tabaklama yontemi olup diinyada %90 civarinda
kullanilmaktadir (Yakali ve Dikmelik, 1994).

Deri isleme aktivitelerinde tabaklama isleminin biiyiik bir ¢ogunlugu 3 degerlikli
krom tuzlart kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu nedenle tabaklama prosesi

denildiginde de genellikle krom tabaklama anlagilmaktadir (Yapici ve Tozan, 2004).

2.3.2.8. Tabaklama sonrasi yas islem basamaklar

Tabaklama Oncesinde bir dizi islem basamaginin ardindan tabaklama yapilmakta ve
bunu noétralizasyon, retenaj, yaglama ve boyama gibi tabaklama sonrasi yas iglemler
izlemektedir. Mamul derilerden beklenen 6zelliklere gore pratikte retenaj, yaglama ve
boyama islemleri ayr1 ayr1 yapilabildigi gibi ikili kombinasyonlar halinde yada {igii bir

arada da yapilabilmektedir.
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Notralizasyon veya asitligi giderme kromla tabaklamadan sonra yapilir.
Notralizasyon islemiyle kromlu derideki suda erir tuzlar uzaklastirilir ve serbest asitler
notralize edilir. Baska deyisle notralizasyon, krom tabaklanmis derinin katyonik
karakterini degistirir. Boylelikle, anyonik dolgu maddeleri, boyar maddeler ve yaglar,
sadece yiizeye degil derinin ortalarina kadar niifuz ederek daha giizel bir cilt goriinimii
sikilik ve esneklik meydana getirir (Yakali ve Dikmelik, 1994). Nétralizasyon sepi
maddeleri pH 3—6 arasinda biiyiik bir tamponlama kapasitesine sahiptir (Toptas, 1993).

Yeniden veya ikinci kez tabaklama anlamina gelen retenaj kromlu deriye daha iistiin
ozellikler kazandirmak amaciyla yapilir. Kromlu deri ne kadar iyi tabaklanirsa tabaklansin
yine de arzu edilen &zellikleri karsilamaz. Istenilen ve daha dnce elde edilmis sonugclara
gore retenaj maddeleri noétralizasyondan Once, notralizasyon sirasinda  veya
noétralizasyondan sonra verilebilir. Hatta retenaj-boyama-yaglamadan sonra da
yapilabilmektedir (Yakali ve Dikmelik, 1994; Sar1, 2005).

Derilerin islenmesinde uygulanan en 6nemli islemlerden birisi de yaglamadir. Ham
deride bulunan dogal yaglar yumusatma, kirecleme gibi 6n islemlerle uzaklastirilmis ve
derinin dogal yag igerigi olduk¢a azalmistir (Thorstensen, 1993). Yaglama o6zellikle alt
islenti basamaklarinda kaybedilen dogal yag:1 yerine koymak i¢in yapilmaktadir. Yaglama
genellikle 30-40 dakika siiresince yaklasik 60-66 C° sicaklikta yag emiilsiyonu kullamlan
bir dolapta uygulanir (Anonim, 2000).

Deri endiistrisinde boyama, tabaklama ve bitirme islemleri arasinda yer alan bir
prosestir. Boyar maddenin ii¢ boyutlu kollagen lifleri arasina baglanmas: diger
materyallerden farkli olup, birbirini takip eden bircok olayin bir sonucudur (Yildirim,
2004).

Deri teknolojisinde ham derinin islenmesi ve boyanmasi gibi islemler derinin
kalitesine etki eden en onemli faktorlerdir. Derinin {i¢ boyutlu yapida olmasi ve boyanin
yapinin diplerine kadar niifuz etmesi pratik bakimdan ¢ok 6nemlidir. Derinin bir protein-
halojen malzeme olmas1 ve aralarinda lifli baglarin varligi, tabaklama islemi i¢in ¢ok
onemlidir. Boyanin fiksasyonu, genel olarak tabaklama durumuna ve yag atik madde,
proteinlere bagli kimyasallar gibi maddelerin durumlarina gore degisir. Esas itibariyle,
deride boya fiksasyonu; sicaklik, kimyasallar, deri dokusunun ozellikleri, tabaklama
islemi, su, yag gibi bir¢ok faktdriin dengelenmesiyle gerceklesen bir islemdir (Oktay,
2004).
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2.4. Tuzla Konservelenmis Ham Derilerde Mikrobiyal Aktivite

Bircok endiistriyel iriiniin iretiminde ve sonrasinda mikroorganizmalar geliserek
lirlinlin zarar gérmesine, iirliniin bozulmasina, kalite diisiikliigline ve dolayisiyla ekonomik
kayiplara yol agmaktadirlar. Avrupa, Kuzey Amerika ve diger iliman iklimlerde ham
derilerinin korunmasmda kurutma, tuz ve salamura gibi konservasyon cesitleri arasinda en
yaygin yontem geleneksel olarak tuzla konserveleme yontemidir (Thorstensen, 1993).
Avrupa Birligi iilkelerinde toplam endiistriyel {riinlerin  yaklagik = %2-5’inin
mikroorganizmalar tarafindan zarara ugratildig1 tahmin edilmektedir (Lindner, 1998).

Tuzlama ile derilerin icerdigi su miktar1 yaklasik olarak % 60-65 seviyelerinden %
35-40 seviyelerine diigmektedir. Su kaybi bakteriyal gelisimi sinirlayan faktorlerden
birisidir ancak bu durum tam bir koruma icin yeterli degildir. Bununla birlikte boyle
derilerin depolanmasi sirasinda istiflerin fazla olmasi 1s1y1 ylikseltmekte ve bakteri
gelisimine olanak tanimaktadir. Istiflerin yerinin siklikla degistirilmesi ise s6z konusu
derilerin havalanmasini saglayarak, dinlenen sporlarin faaliyete gegcmesine ve vegetatif
forma doniismesine neden olmaktadir (Karaboz,1994).

Bununla birlikte derilerin mikroorganizmalar tarafindan saldiriya ugramasinda deri
isletmelerinde kullanilan teknolojiler, prosesin uygulandigi ortam, kullanilan yardime1
kimyasallar, isletmenin genel temizligi ve ¢alisma prensipleri gibi faktorler de 6nemli rol
oynamaktadir (Sar1 ve Eke Bayramoglu, 2004).

Biiytikbas ve kiiciikbas hayvan derilerinin saklanmasi deri endiistrisinin ana
konularindan biridir. Ham deri biyolojik yapist nedeniyle kolayca bozulabilir. Bundan
dolayr hayvanlardan yiiziilerek elde edilen ham derilerin isleme girmeden 6nce uygun
kosullar altinda saklanmas1 gerekmektedir (Bitlisli ve ark., 2004).

Mikroorganizmalar yaygin olarak her yerde bulunurlar. Deri isletmeleri bakteri ve
funguslar i¢in yasam ortami teskil eder. Gerek bakteriler, funguslar ve gerekse bunlarin
metabolitleri derilere ¢esitli sekillerde zarar verirler (Sar1 ve Eke Bayramoglu, 2004).

Bununla birlikte deri endiistrisindeki biyolojik bozulma, deri imalati ve ayrica
islenmis derilerin ve iirtinlerin depolanmasi esnasinda ham derilerdeki makro ve mikro
organizmalarin aktivitesi sonucu meydana gelir. Deri icerdigi protein ve lipitlerinden
dolay1 bircok organizma igin uygun bir substrat konumundadir. Ornegin ham derilerde
bakteri ve kiif gelisimine ek olarak onlarla beslenen bocekler, sinekler ve larvalar da
parcalanmaya neden olmaktadir ve ayni zamanda pargalanmamis materyallere

kontaminasyon vektorii olabilirler (Orlita, 2004).
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Bakteriyal saldir1 yilinlii deriler iizerinde kizarti, ¢lirlime kokusu, kil dokiilmesi, sivi
akmas1 ve son olarak kollajen dokusunda bir bozulma olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mamul
deride ise bu durumlar sir¢ca tabakasinin kaybi, “pinhole” olarak bilinen igne deligine
benzer ¢ukurlar, epidermis kaybi, kabarma ve soyulma, bosluk hissi ve delikler olarak
goriiliir (Mitchel, 1987).

Bununla birlikte tuz lekeleri ve kizisma bu bozukluklarin ticari gosterimleridir. Her
ikisine de oncelikle renk olusturan halofilik organizmalarin gelisiminin neden oldugu
diistintilmektedir (Dahl, 1956).

Aragstiricilar deniz ve g6l sularinin halofil bakteri icermesi nedeniyle buralardan elde
edilen tuzlarin derileri koruma islemini tam olarak yapamadiklarini saptamislardir (Birbir
ve llgaz, 1996; Birbir ve ark., 2002).

Yilmaz (2010) tuzlanmis derilerden 1limli ve asir1 halofil bakterilerin izolasyonu ve
molekiiler yontemlerle karakterizasyonu calismasinda Ingiltere kaynakli ham deri
orneklerinde halofil bakteri sayisiun 10°-10° kob/g, Avustralya kaynakli ham deri
orneklerinde 10? kob/g oldugunu bildirmistir.

Kizigma, derilerin et yiizeyinde pembemsi, kirmizi1 veya mor renklenme olmasidir.
Bu bozulmaya neden olan bakteriler yiiksek bir pH derecesinde gelisebilmekte ve sodyum
karbonat 1ilavesiyle engellenememektedir. Sarcinae ve Micrococcus cinsleri olarak
tanimlanan bu bakterilerin bazilar1 deniz tuzlarinda kirletici olarak ortaya c¢ikmaktadir
(Dahl, 1956).

Halofilik bir organizma olan Sarcinae litoralis tiiriinlin gelisimi ve renk olusturmasi
farkli karbon ve nitrojen kaynaklar1 ve birtakim mineral tuzlarin etkisiyle iligkili
oldugundan cogunlukla tuzlanmis biiyiikbas ve kiiciikbas hayvan derilerinde kizigsmaya
neden oldugu bulunmustur (Nandy ve ark., 1968).

Hayvan derilerinin depolama sartlarinin ve bekletilme siirelerinin kontrollii bir
bicimde yapilmasi, derilerin zedelenmeden yiiziilmesi ve tuz doygunlugunun yeterli olmasi
ile birlikte kokusmay1 saglayacak bakterilerin liremesine olanak saglayacak bazi sartlarin
ortadan kaldirilmasi ile derilerin zarar gérmeden islenebilir hale getirilmesi saglanabilir
(Dostbil ve Agaoglu, 2004).

Genellikle tuz ile koruma altina alinan konserve derilerde, halofilik veya halotolerant
bakteriler gelisebilmektedir. S6z konusu bu bakteriler derilerde kirmizi ve mor
kizillagsmaya neden olmaktadirlar. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler biiyiik ve kiiglikbas

hayvan derilerin tasinmasi, depolanmasi ve iglenmeleri esnasinda bozulmalar1 6nlemek igin
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uygulanabilir. Deri bir antimikrobiyal madde igine daldirilabilir veya antimikrobiyal
madde derinin etli yiizeyine puskiirtiilebilir (Anonim, 2000).

Berber (2009) tuzlarda, tuzlanmis ve 1slatilmis ham derilerdeki bakteriyel
popiilasyonun incelendigi arastirmasinda tuz ve tuzlanmis ham deri 6rneklerinin ¢ogunda,
proteolitik ve lipolitik asir1 halofil bakteriye rastladigini ve tuzlarda bu bakterilerin
sayisinin diisiik oldugu ancak tuzlanmis ham derilerde ise saynin arttigir gézlemlemistir.
Bununla birlikte tuzlama isleminin yetersiz oldugunu, bu nedenle tuzlanmis ve 1slatilmig
derilerde bakteri faaliyetinin olduk¢a yogun oldugu ve islatma isleminde kullanilan
antimikrobiyal madde konsantrasyonunun yetersiz kaldigini ifade etmistir.

Ulkemizde iiretilen mamul derilerin  kalitesini  ozellikle ham  derilerin
konservasyonunda kullanilan tuzun kalitesi belirlemektedir. Ham derilerde rastlanan
konservasyon hatalar1 deri kalitesini biiyiik Ol¢lide diisiirerek onemli 6l¢iide ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Birbir, 2004).

Birbir ve ark. (1996) tuzla konservelenmis derilerden elde ettikleri halofil bakterilerin
%70’1inin proteolitik oldugunu ve deri materyaline zarar verdigini bildirmislerdir.

Halofilik arkeler tuzlanmigs ham deriler {izerindeki kizartilardan sorumludur.
Salamura derilerde bulanan halofilik arkeler, yiiksek sicaklilarda uzun depolama
kosullarinda deri yilizeyini pargalayabilen proteazlar icermektedir (Birbir ve Ilgaz, 1996;
Birbir ve ark., 1996; Bailey ve Birbir, 1993; Bailey ve Birbir, 1996).

Ham derinin ana bileseni esas olarak kollajen olup (%33), geri kalani nem ve yagdan
ibarettir. Ham derilerin depolanmasi esnasinda, kollajenin lizozomal otolizis veya
bakteriyal proteolitik enzimler ile asir1 proteolizisi diizgiin kollajen fibril yapisinin
parcalanmasina sebep olabilmektedir (Kayalvizhi ve ark., 2008).

Yapilan calismalar dikkate alindiginda tuzlanmis ham derilerin zarar gorme
nedeninin halofilik mikroorganizmalar ve onlarin hidrolitik enzimleri oldugu dikkat
cekmektedir. Bununla birlikte ham deriler ile ilgili aragtirmalar halofil ve asir1 halofil
bakteriler lizerine yogunlasmustir.

Berber (2009) tuzlarda, tuzlanmis ve 1slatilmig ham derilerdeki bakteriyel
popiilasyonun incelendigi aragtirmasinda FISH (fluorescence in situ hybridization) yontemi
sonuclarina gore tuz ve tuzlanmis ham derilerde Arke, 1slatilmis deri ve 1slatma sivilarinda
Bakteri popiilasyonunun yogun oldugunu belirtmistir.

Biiyiikbas ve kiicilkbas ham derilerdeki bakteriyal gelisim ve bozulmanin deri
endistrisinde 6nemli bir ekonomik probleme neden oldugu birgok arastirmaci tarafindan

ifade edilmektedir. Ancak deride zarara neden olan mikroorganizmalar hakkindaki bilgiler
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yetersiz kalmaktadir. Deriden izole edilen bu mikrorganizmalarin tanilanmasi geleneksel
yontemler olarak bilinen morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik ve biyokimsal 6zellikler dikkate
alinarak yapilmaktadir. Son donemlerde bu yontemler Onemli O6lgiide niikleik asit
teknolojisine dayanan daha yeni ve daha 1yl tespit ve tanimlama yontemleri ile yer
degistirmektedir. Bununla birlikte genetik yontemlerle tanimlama daha hizli ve daha dogru
sonuclar vermektedir (Oppong ve ark., 2006).

Orlita (2004) deride delik olusumuna neden olan Bacillus subtilis, B. megaterium, B.
anthracoides, B. pumilus ve Pseudomonas aeruginosa gibi 6 bakteri tiirlinii hem 1slatma
suyundan hem de deri iizerinde bozulmus kisimlardan izole ederek tanimlamaistir.

Yapilan bir diger aragtirmada tuzlanmis derilerden 100 farkli bakteri straini izole
edilmis olup bunlarin 36’s1 halofilik kok ve geri kalan 64’1 ¢ubuk olarak tanimlanmustir.
Calisma sonucunda tuzlanmis bir ham deride halofilik bakterilerin hizla geliserek kirmizi
ve menekse rengi pigment olusturdugu gozlenmistir. Renkli lekelerden yapilan izolasyon
sonucunda da siklikla Micrococcus roseus, M. luteus ve M. morhuae tiirleri izole edilmistir
(Orlita, 2004).

Aslan (2009) tuzlanmis derilerde bulunan mikroorganizma tiirlerinin saptanmasi
konulu ¢alismasinda klasik tanimlama ve API test yontemini kullanarak 36 cins ve 102
mezofilik bakteri tiirli izole ederek tanimlamistir. Tanimladigi izolatlar igerisinde en
yaygin bulunan bakteri cinslerinin Staphylococcus, Bacillus, Enterococcus, Enterobacter
ve Pseudomonas oldugunu belirtmistir. Ayn1 c¢alismada derilerin tuz kristali bulunan
kisimlarinda Gram pozitif kok ve basiller (Staphylococcus, Enterococcus, Micrococcus ve
Bacillus) ile Gram negatif Vibrio gibi tuza toleranshi bakteriler izole ettigini bildirmistir.

Cesitli arastiricilar tuz golleri gibi ¢esitli asir1 tuzlu c¢evrelerden farkli tuz
gereksinimleri olan ekstrem halofilik mikroorganizmalar1 izole ederek gerek geleneksel
yontemler gerekse molekiiler yontemlerle tanimlamislardir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda deniz ve gl sularinin halofil bakteri icermesi
nedeniyle buralardan elde edilen tuzlarin derileri korumada kullanilmasiyla buradan
derilere biiyiik ol¢lide ekstrem halofilik mikroorganizmalarin kontamine olabilecegi ifade
edilmistir (Birbir ve Ilgaz, 1996; Birbir ve ark., 2002).

Bagka bir ¢alismada tuzlanmis derilerde bulunan halofilik bakterilerin, dogal tuz
gollerinde bulunan ve yiliksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan halofilik
mikroorganizmalar olabilecegi vurgulanmistir (Dostbil ve Agaoglu, 2004).

Son donemlerde 16S rRNA gen dizilimi esas alinarak deri endiistrisindeki

mikroorganizmalarin tanimlanmasina yonelik yapilan bazi ¢caligsmalar bulunmaktadir.
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Oppong ve ark. (2006) 16S rRNA gen dizilimi ile taze deri ve devam eden islem
stvilarindan 35 farkli bakteri tiirlinii tanimlamiglar ve bunlarin proteolitik aktiviteye sahip
olup olmadig1 ortaya koymuslardir. Ayrica daha once deri endiistrisinde tespit edilmeyen
bircok bakteri genusu ve tiirleri (Janibacter terrae, Acidovorax sp., Dietzia maris,
Arthrobacter protophormiae, Comamonas sp., Brevibacterium lutescens, Jeotgalicoccus
psychrophilus, Nocardiopsis sp., Delftia acidovorans, Pseudomonas cannabina,
Pseudomonas fulgida, Aeromonas sp. ve Acinetobacter sp.) bu c¢alisma ile ilk kez
tanimlanmaistir.

Shede ve ark. (2008) ham bufalo derisi ile ilgili ¢alismalrinda 16S rRNA gen dizi
analizi yontemiyle Bacillus, Acinetobacter, Aeromonas, Escherichia, Proteus, Myroides,
Brevibacterium, Vagococcus, Staphylococcus, Mycoplana, ve Weeksell olmak tlizere 11
bakteri cinsi ile bunlarin i¢inde Bacillus sp., Bacillus cereus, B. sphaericus, Acinetobacter
sp., Aeromonas caviae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, P. vulgaris, P. penneri,
Myroides odoratimimus, Brevibacterium sp., Brevibacterium luteolum, B. otitidis,
Vagococcus sp., Staphylococcus sciuri, Mycoplana sp., ve Weeksella virosa olmak iizere
17 farkl: tiir tanimladiklarini bildirmislerdir.

Yilmaz (2010) tuzlanmis derilerle yaptigi ¢alismada 16S rRNA dizi analizi ile
Salimicrobium album, Salimicrobium halophilum, Halomonas eurihalina, Salimicrobium
luteum, Halomonas koreensis, Halomonas elongata, Halomonas halmophila, Halomonas
alimentaria, Marinococcus halophilus, Halorubrum saccharovorum, Halorubrum
tebenquichense, Halorubrum lacusprofund, Chromohalobacter  salexigens,
Oceanobacillus picturae, Thalassobacillus devorans, Alkalibacillus salilacus, Natrinema
pallidum, Natrinema gari 1liml1 ve asir1 halofil tiirlerini tespit etmistir. Bununla birlikte
tuzlanmis derilerde oldukga farkli tiirde 1liml1 halofil bakteri bulundugunu ve iyi korunmus
derilerde halofil bakteri sayisinin kontrol altina alindigini ifade etmistir.

Yapilan tiir tanimlamalar1 ¢ogunlukla geleneksel yontemlerle belirlenmis olup ancak
son donemlerde molekiiler yontemler uygulanmaya baslanmistir. Yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda tuzlanmis ham deriler ile ilgili asir1 halofilik arke cesitliliginin
molekiiler yontemlerle belirlenmesi ve hidrolitik enzimleri hakkinda yeterli diizeyde

calisma olmadig1 gézlenmistir.
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2.5. Mikrobiyal Enzimler

Mikrobiyal enzimleri ekstraselliiler enzimler (ekzoenzimler) ve intraselliiler enzimler
olmak tizere baglica iki gruba ayrilmaktadirlar. Ekzoenzimler hiicre i¢inde sentezlendikten
sonra digar1 salinarak buradaki substratin ayrismasini ve hiicre duvarindan gegebilecek
diizeye inmelerini katalize ederler. Bu tarz aktivite gosteren enzimlere hidrolitik enzimler
ad1 verilmektedir. Bunlar arasinda baslica proteazlar (peptidaz, jelatinaz, kollajenaz,
kazeinaz), karbohidrazlar (selliilaz, amilaz, maltaz, laktaz, siikraz, hiyalurinidaz), lipazlar,
niikleazlar ve diger enzimler bulunmaktadir. Intraselliler enzimler hiicre iginde
sentezlenmelerine karsin, disart ¢ikmayarak burada dissimilasyon ve assimilasyon
reaksiyonlarinda etkinlik gosterirler. Bu enzimler arasinda baglica permeazlar (sitoplasmik
membranda bulunurlar ve aktif transportta etkinlikleri vardir, beta galaktosidaz gibi),
hidrolazlar (hiicre i¢inde hidrolitik reaksiyonlarda gorev yaparlar), oksidorediiktazlar
(hiicre i¢inde oksidasyon rediiksiyon olaylarinda elektron transferini katalize ederler),
transferazlar (karbonhidrat metabolizmasinda ve yiiksek enerjili fosfat baglarinin
kurulmasinda fonksiyonlar1 vardir), DNA polimeraz (DNA replikasyonunda), RNA
polimeraz (DNA iplikciklerinin birinden mRNA meydana gelmesini katalize eder),
niikleaz (DNA ve RNA ayrismasinda), restriksiyon endonukleaz (DNA iizerinde belli baz
araliklarindan kesmeler yapar), DNA ligaz (DNA'daki kopmalar1 tamirde ve
birlestirmede), peptidil transferaz (iki aminoasit arasinda peptid baglarinin kurulmasini
katalize eder) ve bunlardan ayr1 olarak, sayilar1 100'leri gecen diger fonksiyonel enzimler

bulunmaktadir (Arda, 2000).

2.5.1. Hidrolitik enzimler

Enzimolojinin gelismesi 2000’11 yillarda diinya ¢apinda yaklasik 1,5 milyar dolarlik
kullanima ile biyoteknoloji endiistrisinde 6nemli bir ¢1gir agmistir. Proteaz, amilaz, amidaz,
esteraz ve lipaz gibi hidrolitik enzimler, endiistriyel enzim pazarinin biiyiik bir kismim
olusturmaktadir (Kirk ve ark., 2002).

Proteazlar hiicre i¢in 6nemli olan bir ¢ok islemde anahtar enzim rolii oynarlar ve
biyoteknoloji ve endiistride yaygin sekilde kullanilirlar. Proteazlar hem fizyolojik hemde
ticari alanda kendi uygulamalarina gore Oncii bir pozisyonda islev gdéren enzimlerin bir
smifidir. Proteazlar diger proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen yikict
enzimlerdir (Rao ve ark., 1998).

Proteazlar canli organizmalar icin fizyolojik bir gereklilik oldugundan bitki, hayvan

ve mikroorganizmalar gibi farkli kaynaktan her yerde bulunurlar. Bitkisel orjinli olarak

15



BOLUM 2 - ONCEKI CALISMALAR Sadi Turgut BILGI

papain, bromelain ve keratinazlar, hayvansal kaynakli olarak pankreatik tripsin,
kimotripsin, pepsin ve reninler iyi bilinen proteazlara 6rnek olarak verilebilir (Rao ve ark.,
1998).

Mikroorganizmalar genis biyokimyasal gesitliliklerinden ve genetik uygulamalara
yatkinligindan dolayr miikemmel bir enzim kaynagi olusturmaktadirlar. Biyoteknolojik
uygulamalarda istenen tiim o6zelliklere sahip olduklar1 i¢in mikrobiyal kaynakli proteazlar
bitki ve hayvan kaynakli enzimlere tercih edilmektedirler (Rao ve ark., 1998).

Proteazlar etki sekillerine bagli olarak ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak
tizere iki ana gruba ayrilir. Endopeptidazlar substratin u¢ kisimlarindan uzak peptid
baglarini hidrolize ugratirken ekzopeptidazlar substratin amino veya karboksi ucuna yakin
peptid baglarini hidrolizler. Proteazlar daha ileri siniflandirmada 6ne ¢ikan serin proteazlar,
aspartik proteazlar, sistin proteazlar ve metalloproteazlar olmak iizere 4 gruba ayrilirlar
(Sekil 2) (Rao ve ark., 1998).

Proteolizis, bakterilerde ve okaryotlarda cok ¢alisilmis olmasina ragmen arkelerdeki
protein parcalanmasi ¢ok az bilinmektedir. Arke domaninin bir¢ok {liyesi ¢ogu hiicre i¢in
oldiiriicii kosullarda gelisebilen ekstremofillerdir. Bundan dolayr Arkeler proteazlar
kapsayan temel enzimolojide oldugu kadar uygulamali arastirmalar i¢in de Onemli bir

enzim kaynagidir (DeCastro ve ark., 2009).

Proteaz Etki SCl(ll E.C. numarasi
Ekzopeptidazlar

Aminopeptidaz 0.!0-0-0-O--- 34.11
Dipeptidil peptidaz 00000 3.4.14
Tripeptidil peptidaz 000:00--- 34.14

Karboksipeptidaz = OEO0:0:0%® 3.4.16-3.4.18
Serin tip proteaz 3.4.16
Metalloproteaz 3.4.17
Sistin tip proteaz 3.4.18
Peptidil dipeptidaz --0-0-0-0'e-® 3.4.15
Dipeptidaz e'e 34.13
Omega peptidaz #-@10-O--- 3.4.19
—-0-0-0Ol@-x 3.4.19

Endopeptidazlar =OO0000:0-~ 34213434
Serin proteazlar 3.4.21
Sistin proteazlar 3.4.22
Aspartik proteazlar 3.4.23
Metalloproteazlar 3.4.24
Diger Endopeptidazlar 3.4.99

Sekil 2. Proteazlarin siiflandirilmasi (Rao ve ark., 1998).
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2.5.1.1. Haloarkeal ekzoenzimler

Haloarkeler, yiiksek tuzlu c¢evrelerde (>2.5 M NaCl) baskindirlar. Bu adaptasyonun
sonucu olarak haloarkeler ve enzimleri yliksek tuzlu ¢evrelerde aktif ve stabil durumdadir
(Mevarech ve ark., 2000). Bundan dolay1 yiliksek tuz veya organik ¢oziiciiler gibi diisiik su
aktivitesi gerektiren islemlerin uygulanmasinda haloarkeler ve enzimleri biyokatalizor

olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir (DeCastro ve ark., 2008).

2.5.1.1.1. Proteazlar

Haloarkeal tiirlerden izole edilen proteazlarin tiimii serin proteazdir ve ¢cogu subtilisin
benzeri serin proteaz alt ailesi ile iligkili goriilmektedir. Serin proteaz inhibitorleriyle
(fenilmetil siilfanil florid, diizopropil florofosfatlar) ve subtilisin-spesifik inhibitorleriyle
(streptomyces subtilisin inhibitorii, ovomucoid) enzim inaktivasyonunun gerceklesmesi bu
iliskiyi destekler niteliktedir (De Castro ve ark., 2006).

Ekstraseliiler proteazlar birkag¢ notrofilik haloarkeden izole edilmis ve biyokimyasal
diizeyde karakterize edilmistir (DeCastro ve ark., 2006; Vidyasagar ve ark., 2006). Bu
proteazlar1 kodlayan birka¢ gen izole edilerek heterolog sistemlerde eksprese edilmistir
(Kamekura ve ark., 1992; Kamekura ve ark., 1996; Shi ve ark., 2006).

Notrofilik haloarkelere karsin alkalifilik haloarkeler gelismeleri icin yliksek pH (8.5-
11) ve yiiksek tuza (4-5M NaCl) ihtiya¢ duyarlar. Bu ylizden farkli bir grup olarak
nitelendirilirler (Tindall ve ark., 1984).

Notrofilik haloarke olan Halobacterium salinarum (H. halobium), Natrialba asiatica
ve Haloferax mediterranei R4 'den izole edilen proteazlar genellikle 40-66 kDa'dur ve
yapisal stabilite i¢in yiiksek tuz, bazik pH ve 50°C veya daha yiiksek sicaklikta optimum
aktivite gosterir (De Castro ve ark., 2006). Haloalkalifilik arkelerin birka¢ proteaz
saflastirilmis ve biyokimyasal diizeyde karakterize edilmistir. Bunlardan Natrialba
magadii ekstraseliiler proteazi ekstraseliiler ortamdan izole edilerek saflagtirilmis 45
kDa’luk bir serin proteazdir ve yiiksek tuz, pH ve organik ¢oziicii konsantrasyonlarinda
aktif ve stabildir (Gimenez ve ark., 2000).

Haloarkelerin ortama ekstraseliiler proteaz salgilama mekanizmalar1 hakkinda tam bir
bilgi yoktur ancak protein sekresyonu i¢in genel sekresyon (Sec) ve twin-arjinin-transport
(Tat) yol izleri tespit edilmistir. In silico analizler ile Halobactelerium sp. NRC-1'de ana
protein sekresyonunun Tat yoliziyle oldugu desteklenmistir. Tat yolizinin kullanimi

haloarkeler icin bir avantajdir ¢iinkii yiiksek KCI konsantrasyonuna sahip sitoplazmik
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ortamda proteinlerin katlanip yiiksek NaCl igeren dis ortama salinimina imkan

saglamaktadir (Ring ve Eichler, 2004; De Castro ve ark., 2006).

2.5.1.1.2. Lipaz ve esterazlar

Son zamanlarda lipazlar (triagil gliserol agilhidrolaz E.C.3.1.1.3) gida teknolojisi,
deterjan, kimya sanayi ve biyomedikal bilimler gibi endiistriyel uygulamalarda genis bir
yelpazede kullanilmas1 ve ¢ok yonlii 6zelliklerinden dolayr biyoteknolojideki 6nemi
artarak biliyliyen anahtar enzimler olarak ortaya ¢ikmaktadir (Jaeger ve ark., 1999; Gupta
ve ark., 2004).

Salinivibrio  sp., Natronococcus sp., gibi ¢ogu 1limli veya asir1 halofilik
mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda stabil olan lipazlari iirettigi gozlenmistir
(Enache ve Kamekura, 2010). Boutaiba ve ark., (2006) asir1 halofilik bir arke olan
Natronococcus sp.’un lipaz aktivitesinin 6n karakterizasyonunu yapmislardir.

Esterazlar genellikle kisa yag asidi zincirlerine olan kisith etkisiyle lipazlardan
farklilik gosterirler. Esterazlar ¢ok sayida alifatik ve aromatik esterleri katalizlerler.
Kozmetik, kagit sanayi, deterjanlarin islenmesi veya deterjan bilesenleri, karbonhidrat
tiirevlerinin sentezi, gida katkilar1 gibi ana uygulamalarda kullanilan bu enzimler genis bir
endiistriyel uygulama alanina sahiptir. Memelilerden elde edilen bu proteinlerin molekiiler
ve Kkatalitik Ozelliklerinin 1iyi c¢alisilmis olmasina ragmen mikrobiyal esterazlarin
ozellikleriyle ilgili sinirli arastirma mevcuttur (Meghji ve ark., 1990). Miiller-Santos ve
ark., (2009) Haloarcula marismortui halofilik arke tiirlinden elde ettikleri esteraz

aktivitesinin tuza bagimliligini incelemislerdir.

2.5.2. Deri islemleri ve enzimler

Deri islemleri 1slatma, kil giderme, sama ve tabaklama gibi bir seri islem
basamaklariyla gerceklestirilir. Deri ve killarin en biiyiik yapisal engeli proteinli yapida
olmasidir. Deri islemede geleneksel yontemler kirlilik ve atik uzaklastirma problemlerini
yaratan sodyum siilfit gibi tehlikeli kimyasallar icerir. Kimyasallara alternatif olarak enzim
kullaniminin deri kalitesinin gelistirilmesinde ve g¢evresel kirliligi azaltilmasinda basaril
oldugu anlasilmistir (Rao ve ark., 1998).

Proteazlar derinin kollajen icermeyen yapilarinin segici hidrolizinde, albuminler ve
globulinler gibi fibriler olmayan proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Rao ve

ark., 1998).
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Islatmanin amaci derinin sigsmesini saglamaktir. Geleneksel olarak bu basamak alkali
kosullarda uygulanir. Mevcut durumda mikrobiyal alkalin proteazlar suyun daha hizl
absorbsiyonunda ve 1slatma siiresinin kisaltilmasinda kullanilmaktadir. Iyonik olmayan ve
bir dlgiide iyonik siirfektanalarin kullanimi enzimlerin kullanimiyla uyum gostermektedir.
Geleneksel kil ve yiin giderimi kil kdklerindeki ¢oziiniir proteinlere siilfit uygulanmasiyla
asirt alkali ortamda gerceklestirilir (Rao ve ark 1998).

Keratin, ylin ve tiiylerin ¢oziinmez yapidaki proteinidir ve yiiksek stabilitesiyle
bilinir. Kompozisyonu ve molekiiler konfiglirasyonu saglam yapili aminoasitlerden olusur.
Keratin zinciri mekanik stabiliteyle sonuglanan siiper sarmal bir polipeptid zinciri
icerisinde a-helix (o -keratin) veya B sheet (-keratin) ile sikica paketlenmistir ve pepsin,
tripsin ve papin gibi yaygin proteolitik enzimlere karsi direnglidir. Ek olarak, sistin
kopriileriyle protein zincirinin ¢apraz baglanmasi yiiksek mekanik stabilite ve keratinin
proteolitik parcalanmasina direnglilik saglar. Buna ragmen keratin yapist bazi
mikroorganizmalarca parcalanabildigi ic¢in tliyler dogada birikim yapmaz. Mevcut
caligmalar proteolitik mikroorganizmalar tizerine odaklanmistir ancak sistin kdpriilerinin
yikimi keratin par¢alanmasini etkilemede oldukc¢a 6nemlidir. Keratinolitik enzimler kiimes
hayvanlar1 ve deri endiistrisinde keratin iceren atiklar1 kapsayan biyoteknolojik islemlerde
kirletici olmayan proseslerin gelismesi amaciyla 6énemli kullanima sahiptir (Riffel ve ark.,
2003a).

Keratinaz tizerine yapilan bir ¢ok calisma bakteriler ile ilgildir. Arkeler ile yapilan
calismalar sinirhh sayidadir. Kublanov ve ark. (2009) keratinolitik aktivite gosteren
termofilik prokaryotlar ile yaptiklari ¢alismada 68 — 87 °C’de pH 4.1-7 araliginda o-keratin
tizerinde gelisen bir izolatin Crenarchaeota alt domaini igerisinde bulundugunu
bildirmislerdir.

Giliniimiizde sulu kire¢ ve sodyum klorid ile alkalin proteazlar kil gidermede
kullanilmaktadir ve bu durum atik su miktarinda 6nemli bir diisiisle sonu¢lanmaktadir (Rao
ve ark 1998).

Onceleri sama metodlar1 proteaz kaynagi olarak hayvan diskisinin kullanimina
dayanmaktaydi. Bu metod hos ve giivenilir degildi. Boylelikle ilk yontemler pankreatik
tripsin iceren yoOntemler ile yer degistirmistir. Glinlimiizde, tripsin sama islemi ig¢in
Bacillus ve Aspergillus proteazlar birlikte kombine edilerek kullanilmaktadir. Elastin ve
keratin gibi yapisal proteinler i¢in enzim se¢imi onun Ozgilinliigiine ve gerekli enzim

miktar iiretilecek derinin ¢esidine baghdir. Kil giderme ve samada enzim kullaniminin
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artmasi sadece kirlilik problemini 6nlemekle kalmaz, enerji korunumunda da etkili olur

(Rao ve ark 1998).

2.6. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofiller, gelismek i¢in yiiksek miktarda tuz konsantrasyonuna gereksinim duyan ve
bu oOzellikteki tuzcul g¢evrelerde yasayabilmek igin farkli stratejiler gelistirmis, hem
prokaryotik hem de Okaryotik temsilcileri bulunan genis bir gruptur. Bu
mikroorganizmalar tuz goéllerinde, tuz iiretim tesislerinde ve tuzlanmis balik ve derilerin
yiizeyinde bulunurlar (DasSarma ve Arora, 2001).

Kushner (1985) halofilleri gelisebilmek icin ihtiya¢ duyduklar1 en uygun NaCl
miktarina gore siniflandirarak 4 gruba ayirmistir. Organizmalarin gelisebilmek i¢in ihtiyag
duyduklar1 NaCl konsantrasyonlart1 %]1’in altindakiler halofilik olmayanlar, %1-3
arasindakiler az halofiller, %3-15 arasindakiler 1limli halofiller ve % 15°den fazla olanlar
asir1 halofiller olarak gruplandirilmigtir (Kushner, 1985). Bu gruplandirmaya ek olarak
NaCl varliginda veya yoklugunda gelisim gosteren halotolerant organizmalar da
bulunmaktadir (DasSarma ve Arora, 2001).

Asir1 halofil organizmalarin temsilcileri bakteri, arke ve Okaryot olarak bilinen 3
domainin igerisinde de yer almaktadir. Halofilik metanojenik ya da heterotrofik arkeler,
halofilik fotosentetik ya da heterotrofik bakteriler, tek hiicreli fotosentetik okaryotlar ve
Artemia gibi ¢ok hiicreli Crustaceae tiyeleri ya da Ephydra cinsi gibi bocekler tuzcul
cevrelerde bulunabilmektedirler. Bununla birlikte farkli yiiksek tuzlu ¢evreler birgok farkli

kus tiirlerine ev sahipligi yapmaktadir (Oren, 2002).

2.6.1. Halofilik bakteriler

Halofilik bakteriler icerisinde yer alan Halomonas elongata tiiriiniin hiicre duvari
yapis1 hidrofobik 6zelliginden dolayr farklilik gosterir. Yiizeyin hidrofobik olmasi biiyiik
olasilikla hiicre duvar yapisi ve sitoplazmik membranin ortak bir fonksiyonudur. Yiiksek
NaCl konsantrasyonunda yiiklii fosfolipidlerin sayica artisi giiclendirilmis hidrofilik
egilimi aciklayabilir. Hidrofilik hiicre yiizeyi yiiksek tuzluluktaki suyun az oldugu
ortamlarda hiicreyi su molekiilii agisindan daha ¢ekici hale getirir ve bu sayede hiicrenin su
kaybetmesini dnler. Ayrica peptidoglukan yapisinda bulunan hidrofobik bir aminoasit olan

16sin tiim hiicre duvarinin hidrofobisine katki saglar (Oren, 2002).
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Halomonas eurihalina yapisinin % 42’si karbonhidrat ve % 15’1 protein olan bir
ekzopolisakkarit iiretir. Bu polimer olduk¢a viskoz ve oOzellikle asidik pH kosullarinda
termostabildir (Oren, 2002).

Farkli halofilik bakteri gruplar1 arasinda flagella ile hareket olduk¢a yaygindir.
Ozellikle kalin, kilifli polar flagella haloalkalifilik fotosentetik siilfiir bakterisi
Halorhodospira abdelmalehii tiiriinde gozlenmistir (Oren, 2002).

Halofilik bakterilerin sitoplazmik membran 6zellikleri, iyon geg¢irgenligi ve integral
membran proteinlerinin aktivitesi gibi fonksiyonlar1 ayarlamak ic¢in hiicre dis1 tuz
konsantrasyonuna gore genis kapsamda diizenlenmistir. Tuz adaptasyonu (haloadaptasyon)
en azndan hiicre zarfinin osmotik strese karsi bir cevabidir (Oren, 2002). Hiicre
membraninin Ozelliklerinde tuza bagli degisiklikler hem membran yapsinda baskin olan
fosfolipid ¢esitlerinin diizeyinde hemde lipidlerdeki yag asidi zincir cesitlerinde
tanimlanmistir. Cogu tlirde bulunan baslica polar lipidler fosfotidilkolin (PC) ve
fosfotidiletanolamin (PE) lipdleridir. Ek olarak difosfotidilgliserol (kardiolipin, CL) ve
glikolipidler gibi lipid tiirleri de bulunabilir. Genellikle tuzluluk arttiginda negatif ytiklii
fosfolipid (PC, CL) igerigi artar (Oren, 2002).

Cubuk sekilli Gram negatif halofilik bakteriler (Halomonas, Chromohalobacter ve
ilgili organizmalar) membran lipidlerinde genellikle diiz zincirli doymus ve
monodoymamis yag asitlerini (C16:0, 16:1 ve ozellikle 18:1) igerirler. Siklopropan yag
asitleri birgok izolatta tespit edilmistir. Dallanmis yag asitlerinin yogunlugu diiserken
siklopropan yag asiti ve doymamis yag asiti igerigi tuz konsantrasyonu ile birlikte artar
(Oren, 2002).

Halofilik bakterilerde hem ubiquinon hemde menaquinon tip isoprenoid quinonlar
tespit eidlmistir. Fotosentetik prokaryotlar fotosentetik aparatin yer aldigi intraseliiler
membran sistemlerine sahiptir. Intraseliiler fotosentetik membranlarin ¢ok farklilik
gosteren sekilleri halofilik anoksijenik fotosentetik bakteriler arasinda goriilmektedir
(Oren, 2002).

Halofilik Arkelerde sikca rastlanan gaz vezikiillerine, halofilik Bakterilerde nadiren
rastlanmaktadir. Siyanobakteri icerisinde gergek halofil tiirlerinin gaz vezikiili igerdigi
bilinmektedir (Oren, 2002).

Bazi halofilik bakteriler tarafindan isiya toleransh endosporlar iiretilir. Endospor
olusumu Clostridiaceae ailesinden  Clostridium  halophilum, Halanaerobiaceae,
Halobacteriodaceae, Orenia tirleri, Bacillaceae, Gracilibacillus, Halobacillus,

Salibacillus tiyelerinde goriilmektedir (Oren, 2002).
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2.6.2. Halofilik arkeler

Arke domaini Euryarchaeota, Crenarchaeota, Nanoarchaeota ve Korarchaeota olmak
tizere 4 alt domaine ayrilmistir (DasSarma ve ark., 2010). Halofilik arkeler tamami
Euryarchaeota alt domaini igerisinde 3 ailede bulunmaktadir. Bunlar Halobacteriales
takimindaki tek aile olan Halobacteriaceae, Methanomicrobiales takimindaki
Methanospirillaceae ailesi ve Methanosarcinales takimindaki Methanosarcinaceae
ailesidir.

Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae tuzlu ve asir1 tuzlu sartlara uyum
saglamis organizmalar1 oldugu kadar halofilik olmayan organizmalar1 da icermektedirler.
Bunlardan bazilart 300 g/ tuz konsantrasyonlarinda dahi gelisebilmektedirler.
Halobacteriales takimi igindeki tek aile olan Halobacteriaceae tamamen halofillerden
olusmustur. Tiim mikroorganizmalar i¢inde en ¢ok tuza ihtiya¢ duyan ve tuza en toleranslh
olanlar bu aile i¢inde yer almaktadir (Oren, 2002).

Halobakteriales takimindaki halofilik Arkeler ¢ok ¢esitli asir1 tuzlu ekosistemlerde
bulunabilirler. Dogadaki dagilimlarinin belirlenmesinde baglica faktorler toplam tuz
konsantrasyonu, tuzun iyonik kompozisyonu ve besin kullanimidir. Halofilik Arke
tiirlerinin ¢ogu toplam tuz konsantrasyonu 2.5-3 M altinda olan ortamlarda gelisemez, 1-2
M’dan az konsantrasyonda tuz igeren c¢ozeltilerde hiicreler geri doniisiimsiliz olarak
parcalanabilir ve bir c¢ok tir lizise ugrar. Bu yiizden yeteri kadar yiiksek tuz
konsantrasyonunun varligi ve baslica tuzluluk degiskenliginin olmamasi halobakteriales
takimindaki halofilik arkelerin gelisimi i¢in 6n sarttir (Oren, 2006).

Na" konsantrasyonuna ek olarak 6zellikle Mg®" ve Ca>" gibi iki degerlikli katyonlarin
konsantrasyonlar1 da oOnemli derecede ekolojik Oneme sahiptir. Deniz suyunun
buharlasmasiyla olusan deniz kokenli (thalassohaline) gevrelerde Na™ ve CI iyonlarmin
baskin olmasmin yaninda olduk¢a farkli iyonik kompozisyona sahip deniz kdkenli
olmayan (athalassohaline) ¢evrelerde bulunmaktadir. Boylelikle Olii Deniz (Israil) 1.9 M
Mg*" ve 0.4 M Ca”" igermesiyle iki degerlikli katyonlarca baskin durumdadir. Bunlara ek
olarak 1.7 M Na" ve 0.14 M K" katyonu igermektedir (Oren, 2006).

Kirmizi halofilik Arkeler Magadi Goli (Kenya), Wadi Natrun golleri (Misir), Cin ve
Hindistan’daki asir1 tuzlu soda gollerinde de bol miktarda bulunmaktadir. Halobacteriales
takiminin alkalifilik liyelerinin bu géllerde kirmizi renk olusturdugu bildirilmistir (Oren,
2006). Asidofilik halofilik arkeler heniiz rapor edilmemistir. Yaklagik pH 6 degerindeki
Olii Deniz halofilik arkelerin gdzlendigi muhtemelen en asidik ¢evredir (Oren ve Gurevich,

1993).
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Cogu halaofilik Arke optimum 35 °C ile 50 °C arasindaki ve bazen de daha yiiksek
sicakliklart tercih ederler (Shand and Perez, 1999). Yiiksek sicaklikta gelisme yetenegi
yiiksek tuzlu g¢evrelerin olusumuna Onciilik eden yiliksek oranda buharlasmanin oldugu
tropikal bolgelerdeki tuz gollerinin yiiksek sicakligi ile iliskili bir adaptasyon olabilir.
Ancak soguga adapte omus strainlerde muvcuttur. Antartika'daki Deep Lake, mevsime
gore sicakligr 0 °C'nin altindaki sicakliklarla 11.5 °C arasinda degisen, yiiksek tuzluluga
sahip bir goldiir. Bu golden izole edilen halofilik bir Arke tiirii olan Halorubrum
lacusprofundi optimum 31 °C ile 37 °C arasinda gelismesine ragmen 4 °C gibi diisiik
sicakliklarda yavas gelisim gostermektedir (Franzmann ve ark. 1988).

Ayrica Halobacteriaceae iyeleri tuzlanmis gida, deri ve koruma amagli yiiksek
konsantrasyonda tuz eklenen diger tiriinlerde de gelisebilir (Lochhead, 1934; Oren, 2006).

Halobacteriaceae ailesindeki cins ve tlirler arasinda tuz gereksinimi ve toleransi
arasinda bliylik farklilik goriilmektedir. Haloferax cinsine ait tiirler Halobacterium cinsine
ait olanlardan daha diisiik tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmektedirler (Rodriguez-Valera
ve ark., 1985). Bununla birlikte nétrofil halofilik arkelerin biiyiik cogunlugu fazla Mg*"
konsantrasyonuna (minimum 50-100 mM) gereksinim duymaktadirlar. Alkalifilik iiyeler
ise tiremeleri igin yiiksek Mg®" konsantrasyonuna gerek duymamaktadirlar (Ozcan ve ark.,
2006).

Halofilik arkeler hiicresel yapilari1 bakimindan diger mikroorganizmalarla
karsilastinlldiginda 6nemli farkliliklara sahiptirler ve bu farkliliklar filogenetik agidan
biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bakterilerin aksine arkelerde peptidoglikan yapisinda bir hiicre
duvar1 bulunmamaktadir. Bakteri ve Okaryotlarin hiicre zarinda gliserole ester bag: ile
baglanan yag asitleri bulunurken, arkelerin hiicre zarinda ise gliserole eter baglari ile

baglanmis uzun hidrokarbon zincirleri bulunmaktadir (Sekil 3).

(@) (b)
T 7o
o
o ol 0 0 H,
\C/CH \C/CH 0—¢ H,
H H

2 \C—O 2 \C_OVYV\I/VYVY\)V\)V\W FEC/C\

Hy Y Hy Jd oM
(a) Bas grub olmadan tipik difitanil gliserol dieter fosfolipid. (b) Dibifitanil gliserol
tetraeter lipid (termofiller ile ortak). Her iki sekilde de kirmizi renk gliserol-1-fosfat
omurgasini, mavi renk eter bagini, yesil renk izoprenoid hidrokarbon zincirini
belirtmektedir.
Sekil 3. Karakterisitik Arkeal lipidler (Dassarma ve ark., 2010).

23



BOLUM 2 - ONCEKI CALISMALAR Sadi Turgut BILGI

Halobacteriales iiyeleri gliserole eter bagli 20 karbonlu (fitanil, Cy9) ve bazen de 25
karbonlu (sesterpenil, C,s) zincirler halinde dallanmis lipidlere sahiptir. Cok c¢esitli notral
lipidler ve fosfolipid, stlfolipid, glikolipidleri igeren polar lipidler grubun farkh
temsilcilerinde  karsilastirilabilir.  Polar  lipid  tiirleri  strainlerin  taksonomik
siniflandirilmasinda 6nemli bir karakteristik olarak kullanilmaktadir (Oren, 2006).

Polar lipid yapilart C0,Cao veya Cis5,Cyo temel lipdilerinin tiirevleridir. Glinlimiize
kadar bilinen tiim halofilik Arkeler fosfotidil gliserol (PG) ve metil ester fosfotidil
gliserofosfat (Me-PGP)’in dieter tiirevlerini icermektedir (Kates, 1996). Fosfatidil
gliserosiilfat (PGS) ¢ogu noétrofilik tiirlerde bulunmaktadir (Hancock ve Kates, 1973). Bazi
cinslerde (Haloferax, Natrialba, Halobaculum, Halococcus, Halogeometricum) PGS
yoklugu halobacteriaceae siniflandirilmasinda kullaniglt bir ayirt edici 6zelliktir. Bu giine
kadar karakterize edilen alkalifilik iiyelerin tamami PGS’den yoksundur (Oren, 2006).
Bununla birlikte nétral lipitler ise Halobacteriales takimindaki halofilik Arkelerin toplam
lipid iceriginin yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Baglica solunum quinonlart MK-8 ve
MKS8(H;) olmak iizere 8 izoprenoid birim iceren 2 adet menaquinondur. Quinonlar
hiicrenin toplam notral lipid igriginin yaklasik % 9’u kadar genis miktarlarda bulunur
(Kamekura ve Kates 1988).

Halobacteriales iiylerinin ¢ogu hiicre membranlarinda yiliksek diizeyde karotenoid
pigment igermesi ile parlak kirmizi-turuncu renktedir (Oren, 2006). Halobacterium
salinarum tiriinde karotenoid pigmentlerin UV (ultra viyole) radyasyona karsi koruyucu
ve fotoraktivasyona yarmci oldugu ileri siiriilmiistir (Wu ve ark., 1983). Halofilik Arke
karotenoidlerinin ¢ogu a-bakterioruberin'in 50 karbonlu (Csg) diiz zincir tiirevleridir (Kelly
ve ark., 1970). Likopen ve B-karoten gibi 40 karbonlu (Cy) karotenoidler genellikle kiigiik
miktarlarda bulunurlar (Kushwaha ve ark., 1982).

Halobacteriales tiyelerinde 4 retinal protein tanimlanmistir. Bunlardan ilki 1sikla
calisan dis proton pompasi bakteriyorodopsin, ikincisi 1sikla ¢alisan i¢ klorid pompasi
halorodopsin ve son ikisi fototaksi i¢in 1518a duyarli iki adet alic1 rodopsindir (Oren, 2006).
Mor pigmentli bakteriyorodopsin ilk kez Halobacterium salinarum tiriinde tanimlanmistir
(Oesterhelt ve Stoeckenius, 1971). Bu tiiriin bakteriyorodopsin gen kiimesi ¢alisilmalar
protein ekspresyonunun diisiik oksijen stresinde ve 151k ile uyarildigin1 géstermistir (Brock
ve Petersen, 1976). Hiicrelerde 151k enerjisini direkt kullanmay1 saglayan bakteriyodopsinin
varligt oOnemli bir ekolojik avantajdir. Pigment igeren hiicrelerde diisilk besin
konsantrasyonlarinda 15181in enerji sagladigi (Brock ve Petersen, 1976) ve kemostat

kiiltiirlerde gelisim orami ile {irlinleri arttirdigr goriilmiistiir (Rodriguez-Valera ve ark.,
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1983). Ayrica bakteriyodopsin i¢eren Halobacterium salinarum hiicreleri 1sikta anaerobik
olarak gelisebilmektedir (Oren, 2006).

Halobacteriales tiyelerinin cogu hareketlidir. Sag el sarmali flajellaya sahip olduklari
gorilmiistlir. Saat yoniinde rotasyon sonucu hiicrenin ileri hareketi, saat yoniiniin tersi
rotasyonda geriye hareket olusmaktadir (Alam ve Osterhelt, 1984). Flajellay1 olusturan
flajellin siilfath bir glikoproteindir (Wieland ve ark., 1985; Oren, 2006).

Gaz vezikiilleri bir¢ok halofilik arke tiirtinde bulunmaktadir. Gaz vezikiilii olusumu
tuza bagh olabilir 6rnegin Haloferax mediterranei sadece tuz konsantrasyonu % 17’1
astiginda gaz vezikiili iretir (Roder ve Pfleifer, 1996). Gaz vezikiilleri ¢6ziiniir oksijen
miktar1 diisiik olan tuzlu sularda oksijen ve 1s1k alinimini arttirmakta ve yiizmeye olanak
saglamaktadir. Ayrica bu gaz vezikiillerinin UV 1sinlarina kars1 da koruyucu bir gorevi
oldugu belirtilmistir (DasSarma ve ark., 2010).

Halofilik arkelerle ilgili taksonomik c¢aligmalarda antibiyotikler ve diger
antimikrobiyal ajanlara karst duyarlilik 6zelligi sik¢a kullanilmaktadir (Oren ve ark.,
1997). Halofilik Arkeler peptidoglikan yapida hiicre duvarmna sahip olmadigindan
penisilin, ampisilin, sikloserin, kanamisin, neomisin, polimiksin, karbenisilin, sefatoksim
ve streptomisin gibi bakterileri etkileyen antibiyotiklere karsi direnclidirler. Halofilik
arkelerin novobiyosin, basitrasin, rifampisin ile okaryotlarda protein sentezi inhibitorii olan
anizomisin ve quinolon tiirevlerine kars1 duyarlilik gosterdikleri belirtilmistir (Pecher ve
Bock, 1981; Bonelo ve ark.,, 1984). Holmes ve Dyall-Smith (1991) halofilik
arkebakterilerde novobiosin direnciyle sonug¢lanan DNA girazdaki mutasyonlar ile ilgili
caligmalarinda halofilik arkebakterilerde kullanilmak tiizere segici bir marker olarak
novobiyosin direngliligine sahip klonlama vektorii gelistirmislerdir. Novobiosin
antibiyotiginin genel olarak dbakteriyal DNA giraz inhibitorii oldugunu ve halobacteria’y1
kapsayan arkebakterilerde de gii¢lii bir inhibitor oldugunu ifade etmislerdir.

Halofilik arkeler 5.2 M NaCl gibi doygun tuz konsantrasyonlarinda yasayabilmek
icin "salt-in" stratejisi ile ozmotik dengeyi saglamak zorundadirlar. Bu nedenle yiiksek
osmotik basincn iistesinden gelebilmek igin sitoplazmalarinda basta K ve Cl” olmak iizere
yiiksek oranlarda iyon biriktirirler. Yaklasik 5 M olan hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun
biiyiik bir boliimiinii KCl ve daha az olarak NaCl olusturmaktadir (Kushner, 1985; Hough
ve Danson, 1989). Halofilik arkeler, i¢ ortamlarinda ozmolit ¢6zliniir madde olarak, dis
ortamdakinin 100 kat1 oraninda KCI biriktirdikleri igin, hiicresel bilesenleri de bu tuz

konsantrasyonuna adapte olmustur. Halofilik Arke tiirlerindeki bu adaptasyon stratejisi
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halotolerant bakterilerde ozmoregiilesyonu etkileyen diisilk molekiil agirlikli organik
¢ozgenlerin biriktirilmesine karsilik gelmektedir (Danson ve Hough, 1997).

Karbon kaynaklarinin aerobik yikimi, glioksilat dongiisii ile kombinasyon gerekliyse
sitokrom zinciri ve trikarboksilik asit dongiisti temellidir. Karbonhidrat kullanim1 siklikla
asit Uretimiyle iliskilidir. Halorubrum saccharrovorum tiiriiniin glikozda gelistirildiginde
asetat ve piirivat olusturdugu goriilmiistiir. Gliserol varliginda gelisen ¢esitli Haloferax ve
Haloarcula tiirlerinin kiiltiirlerinde asetat, plirivat ve D-laktat tespit edilmistir. Halofilik
arkelerde Embden-Meyerhof yol izi genellikle bulunmasina ragmen sekerlerin yikimini
kapsamaz, bu yol izinin ¢ogu enzimi mevcuttur ve glikoneogenesiste fonksiyoneldir.
Amino asitler, sekerler ve organik asitler gibi basit substratlara ek olarak polimer yapidaki
substratlar da halafilik Arkeler tarafindan kullanilabilir. Halobacteriales tiirlerinin ¢ogu
proteaz, lipaz, DNAz ve amilaz gibi ekzoenzimler tiretir (Oren, 2006).

Oksijen, doygun tuz konsantrasyonunda yavas c¢Ozilindiigli icin halofilik Arke
gelisiminde simirlayict bir faktor olabilir. Birka¢ grup gaz vezikiilii iireterek bu oksijen
sinirlamasinin iistesinden gelebilmektedir. Ek olarak birgok halofilik Arke anaerobik
olarak gelisebilmektedir. Halobacteriales takimi icerisinde kaydedilen anaerobik gelisim
nitrat, dimetilsiilfoksit, trimetilamin N-oksit veya fumarat gibi alternatif elektron
tutucularini, arjinin fermantasyonunu ve bakteriyodopsin iceren hiicrelerde 151k ile
yiiriitiilen anaerobik gelismi kapsamaktadir. Nitrati indirgeme yetenegi Halobacteriales
tiyeleri arasinda oldukca yaygindir (Oren ve Triiper, 1990; Oren, 2006).

Halobacteriales takiminda bulunan Halofilik arkeler ©6nemli biyoteknolojik
potansiyel ve uygulamalara sahiptirler. Halofilik arkelerin eter bagl lipidleri esterazlara
karst direngli olduklar1 i¢in lipozom yapiminda kullanilmasi ile ilgili ¢alismalar
sirdiriilmektedir. Yiksek tuz konsantrasyonlarinda aktivite gosteren ekzoenzimleri,
yiiksek tuz igerigine sahip ortamlardaki makromolekiillerin yikimu ile ilgili biyoteknolojik
proseslerde kullanilabilirler (Margesin ve Scihinner, 2001). Bununla birlikte halofilik
Arkelerin  bolgeye 06zel endoniikleazlarinin molekiiler biyoloji arastirmalarinda
kullanilabilecegi ifade edilmistir (Oren, 2006).

Halobacterium salinarum tirtinden elde edilen 1513a bagimli proton pompast
bakteriyorodopsin 6nemli biyoteknolojik potansiyele sahip olup bilgi depolamada
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Oren, 2002). Ayrica bakteriyorodopsinin, giines
1s18indan elektrik iiretimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullanilmasi gibi alanlarda da
biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Margesin ve Scihinner, 2001).

Halofilik Arkelerden izole edilen proteinlerin kanser tanisi i¢in antijen olarak
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kullanabilecegi belirtilmistir (Oren, 2006). Bazi1 halofilik arke tiirlerinin hiicrelerinde
biyoplastik yapiminda kullanilan poli-3-hidroksialkonat (PHA) biriktirdigi bildirilmistir
(Hezayen ve ark., 2002).

2.6.2.1. Halofilik arkelerin tanimlanmasi

Halofilik arkelerin taksonomik olarak tanimlanmasi ge¢mis yillarda standart
biyokimyasal testler ve hiicre morfolojisi 6zelliklerine gore yapilmaktaydi. Glinlimiizde
molekiiler yontemlerin hizla gelismesi ile yeni taksonlarin tanimlanmasinda biyokimyasal
ozellikler ve fenotipik Ozelliklerin yaninda, kemotaksonomik yontemler ve DNA dizi
analizlerini kapsayan molekiiler taksonomik karakterler kullanilmaya baslanmistir (Oren,
2006).

Oren ve ark. (1997) Halobacteriales takimina ait yeni bir taksonun tanimlanabilmesi
i¢in gerekli minimum standartlar belirtilmistir. Bu standartlar; koloni sekli, biiyiikligii ve
pigmentasyonu, hiicre morfolojisi ve hareket, Gram reaksiyonu, minimum ve optimum
NaCl ve MgCl, konsantrasyonlari, sicaklik ve pH araligi, anaerobik iireme yetenegi (nitrat,
L-arjinin v.b varliginda), karbonhidratlardan asit iiretimi, tek karbon kaynaginda
iireyebilme, katalaz ve oksidaz aktivitesi, indol {iretimi, nigasta, jelatin, kazein, ve tween 80
hidrolizi, antimikrobiyal maddelere duyarlilik, polar lipit icerikleri, DNA'nin G+C igerigi,
16S rRNA sekans analizi gibi verileri i¢ermektedir. Giinilimiizde halofilik arkelerin
siniflandirilmasi, fenotipik ozellikler, kimyasal (6zellikle polar lipid kompozisyonu) ve
genetik (16S rRNA sekans analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu) veriler olmak tizere li¢
tip veri esas alinarak yapilmaktadir (Shimane ve ark., 2011; Yang ve Cui, 2012).

2.6.2.2. Halobacteriales takiminin ozellikleri

Halobacteriales takimina ait tiirlerin hiicreleri, ¢ubuk, kok, pleomorfik, diiz kare,
ticgen, trapezoid sekilli morfolojik 6zelliklere sahip olabilmektedir (Oren, 2006). Halofilik
arkelerde dinlenme yapilar1 veya spor yapilarina rastlanmamistir. Hareketsiz olabildikleri
gibi bazi tiirler flagellumlar1 ile aktif hareket edebilmektedirler. Gram reaksiyonu
yoniinden c¢ogunlukla Gram negatif olmalarina ragmen bazilari Gram degisken
olabilmektedir (Dussault, 1955; Grant ve ark., 2001). Aerobik mikroorganizmalardir,
oksidaz ve katalaz aktiviteleri pozitiftir. Bazi suslar nitrat varliginda ya da
bakteriyorodopsin yardimiyla anaerobik olarak iireyebilmektedirler. Ayrica arjinin
varliginda fermentatif {iireyebilen suslar rapor edilmistir (Hartman ve ark., 1980;

Oesterhelt, 1998; Oren ve Litchfield, 1999). Uremeleri icin en az 1.5 M NaCl'e ihtiyag¢

27



BOLUM 2 - ONCEKI CALISMALAR Sadi Turgut BILGI

duyan suslarin ¢gogunlugu 3.5-4.5M NaCl konsantrasyonunda en iyi iireme gostermektedir
(Oren, 2006). Bircok susun koloni renkleri Csy ve Cy4o karotenoidlerinden dolayr kirmizi
tonlardadir. Optimum {lreme sicakligt 35-50°C araligindadir. Kemoorganotrofik
karakterdedirler, karbon kaynagi olarak karbonhidratlar1 veya amino asitleri kullanirlar.
Bazi suglar tek karbon kaynagi iceren inorganik ortamlarda iireyebilirler (Grant ve ark.,
2001). Fitanil (Cy9) ya da sesterpanil (Cys) yan zincirleri olan di-izoprenoid gliserol eter
tiirevli polar lipidleri mevcuttur (Kamekura ve Kates, 1999). DNA'lar1 genellikle bir major
ve bir mindr komponent icerir. Mindér komponent toplam DNA'nin %10-30'unu
olusturmaktadir. DNA'nin % mol G+C oram1 major komponentte 59-71, mindr
komponentte 51-59 arasindadir (Pfeifer ve ark., 1988; Gutierrez ve ark., 1986).
Halobacteriales takimi ile igerisindeki tek aile olan Halobacteriaceae ailesinin ozellikleri
takim ile aynidir. Halobacteriaceae ailesinin cins tipi Halobacterium cinsidir (Grant ve
ark., 2001).

Halobacteriaceae ailesi igerisinde Haziran 2012 tarihli giincellemeye gore
Haladaptatus,  Halalkalicoccus, = Halarchaeum,  Haloarchaeobius, = Haloarcula,
Halobacterium, Halobaculum, Halobellus, Halobiforma, Halococcus, Haloferax,
Halogeometricum, Halogranum, Halolamina, Halomarina, Halomicrobium, Halonotius,
Halopelagius, Halopiger, Haloplanus, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorientalis,
Halorubrum, Halosarcina, Halosimplex, Halostagnicola, Haloterrigena, Halovenus,
Halovivax, Natrialba, Natrinema, Natronoarchaeum, Natronobacterium, Natronococcus,
Natronolimnobius, Natronomonas, Natronorubrum ve Salarchaeum olmak tizere 39

halofilik arke cinsi bulunmaktadir (Euzeby, 1997).

2.7. 16S rRNA dizi analizi

16S rDNA dizi analizi, DNA o6rneklerindeki baz dizilerinin sirasini ortaya ¢ikarmak
icin kullanilan bir genetik sifre ¢ozme yontemidir. Ribozomal RNA dizilerinin elde
edilmesi ve filogenetik agaglarin olusturulmasi, molekiiler biyoloji ve bilgisayar
analizlerinin beraber yiiriitiilmesi sonucu gliniimiizde oldukc¢a rutin hale gelmistir. Kiigiik
alt birim rRNA dizilerinin karsilastirilmasinda, saf bir mikroorganizma kiiltiiri ile
calisildiginda polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak genomik DNA'dan 16S ribozomal
RNA'y1 kodlayan gen g¢ogaltilir. Daha sonra PCR f{irlinli dideoksi DNA dizileme metodu
(Sanger dizilemesi) ile dizilenir (Madigan ve Martinko, 2009).

Sanger tarafindan gelistirilen bu yontem gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmistir.

Boya terminasyon igaretleme adi verilen bir metod kullanilarak farkli bazlarda (A, G, T, C)
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sonlanan DNA sentez iiriinlerine floresan isaretli boyalar eklenir. Ornekler bir kapillerden
gecirilirken elektroforez uygulanir. Floresan isaretli boyalar1 uyarmak ic¢in bir lazer,
boyalarin yaydigi 15181 toplamak iginse bir CCD kamera kullanilir. Bu sayede dort boya
tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki 1sik tek kulvarda ayirt edilebilir. Floresan
miktarlarmin 6l¢iilmesi ve yorumlanmasinin ardindan DNA 6rnegindeki baz dizisi saptanir
(http://www.iontek.com.tr/).

Yeni bulunan diziler, ribozomal veri tabanindaki (RDP) veya GenBank (Amerika),
DDBS (Japonya DNA veri bankasi) ve EMBL (Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari)
gibi diger genetik veri tabanlarindaki mevcut dizilerle karsilagtirilirlar. Ardindan
filogenetik aga¢ olusturan bir algoritma kullanilarak dizilerin tabiatinda olan evrimsel

bilgiyi en 1yi sekilde ifade eden filogenetik bir aga¢ ¢izilir (Madigan ve Martinko, 2009).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1. Ham deri

Arastirmamizda deri materyali olarak Tiirkiye’de islenen 4’ii yerli 4’ii yabanci
kaynakli olmak iizere toplam 8 adet tuzla konservelenmis ham deri kullanilmistir. Yerli
ham deriler Nigde-Bor, Aksaray, Kayseri ve Gaziantep, yabanci ham deriler Irak,

Tiirkmenistan, Kazakistan ve Ermenistan kaynakli olarak temin edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri
Besiyeri ve diger cozeltilerin hazirlanmasinda seyreltilerek kullanilan tuzlu su

¢ozeltisinin (SW 30) icerigi cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. SW 30 ¢ozeltisi

Icerik Miktar Molarite
NaCl (Sigma) 234 ¢ 4 M
MgCl, (Fluka) 39 g 04 M
MgSO,4 (Himedia) 61 g 025 M
CaCl, (Sigma) 1 g 0.01 M
KC1 (Himedia) 6 g 0.08 M
NaHCO; (Sigma) 025 g 0.003 M
NaBr (Himedia) 0.7 g 0.007 M

CaCl, ve MgCl, ayr1 ayn ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiyle eklenmistir. Tiim maddeler
coziildiikten sonra c¢ozelti saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmis ve filtre kagidi ile
stiziilmiistiir. Hazirlanan SW 30 ¢6zeltisi besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilmak iizere
+4 °C’de muhafaza edilmistir (Afendra ve ark., 2004).

Calismamizda kullanilan SW 25, SW 20 ve SW 15 agar besiyeri igerikleri, NaCl
molaritesi ve yiizdesi ile birlikte c¢izelge 2’de sunulmustur. Igerigi verilen kati

besiyerlerinin sivi olarak hazirlanmasinda katilastiric1 ajan agar kullanilmamaistir.

30



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Sadi Turgut BILGI

Cizelge 2. SW besiyerleri

Besiyeri Icerigi SW-25 Agar SW-20 Agar SW-15 Agar

SW 30 ¢ozelti 833.4 ml 666.7 ml 500 ml
Maya Oziitii (Himedia) 5¢ 5¢g 5¢
Agar (Himedia) 20 g 20 g 20 g
Saf Su 166.6 ml 333.3 ml 500 ml
NaCl Molaritesi (M) 333 M 26 M 2 M
NaCl Yiizdesi (%) 20 % 15.6 % 11.7 %

Cizelge 2’deki SW besiyeri igerigi ¢oziilerek 1000 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan
121 °C’de 15dk otoklavlanmis ve pH 7.5’¢ ayarlanmistir (Afendra ve ark., 2004).

Hazirlanan besiyerleri aseptik kosullar altinda 6nceden steril edilmis petrilere dokiilmiistiir.

Cizelge 3. Modifiye jelatin agar

Pepton (Bacto) 5¢g
Maya Oziitii (Himedia) 5¢
Glikoz (Himedia) l g
Jelatin (Himedia) 10 g
Agar (Himedia) 20 g
SW-30 Cozeltisi 833.4 ml
Saf su 166.7 ml

Cizelge 3’deki besiyeri igerigi tamamen ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 15 dk
otoklavlanmis ve pH 7.5’e ayarlanmigtir. Hazirlanan besiyeri jelatinaz aktivitesinin

belirlenmesinde kullanilmistir.

Cizelge 4. Modifiye rhodamin B lipaz agar

Substrat ¢ozeltisi Besiyeri

Zeytinyag1 (Himedia) 30 ml SW-30 834 ml

Saf su 50 ml Maya oziitii (Himedia) 5¢g

Rodamin B (% 0.1) (Himedia) 20 ml Agar (Himedia) 20 g
Saf su 66 ml

1000 ml Modifiye Rodamin B Lipaz Agar (Cizelge 4) i¢cin rodamin B igermeyen

substrat ¢ozeltisi ile besiyeri otoklavda ayri ayri steril edilmistir. Steril saf su ile hazirlanan
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% 0.1°lik 20 ml rodamin B siringa filtre ile steril edilerek 45 °C’de lipaz ¢ozeltisine ilave
edilmistir. Hazirlanan lipaz ¢ozeltisi ve besiyeri homojenize edilerek pH 7.2’ye ayarlanmis
ve aseptik kosullar altinda 45-50 °C’de steril petrilere dokiilerek hazirlanmistir (Anonim,
2009).

Besiyeri ve ¢ozeltilerin pH ayarlamalarinda 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilmigtir.

3.1.3. Antibiyotik duyarhhk diskleri
Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in 6 mm ¢apindaki antibiyotik diskler (Himedia)

kullanilmistir. Antibiyotik disklerin kodlari, isimleri ve disk basina konsantrasyonlar

Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Antibiyotik diskler

Kod Antibiyotik Konsantrasyon/disk
A 10 Amfisilin 10 pg
B 10 Basitrasin 10 pg
E 15 Eritromisin 15 pg
NV 30 Novobiyosin 30 pg
P10 Penisilin G 10 U
S 10 Streptomisin 10 pg
T30 Tetrasiklin 30 pg
VAN 30 Vankomisin 30 pg
C30 Kloramfenikol 30 pg
CTX 30 Cephotaxime 30 pg

3.1.4. Farkh karbon kaynaklar
Izolatlarin karbon kaynagi kullanimini belirlemek igin D-Galaktoz, Laktoz, D-

Fruktoz, Maltoz, Mannitol, Sukroz, Trehaloz, Glikoz karbon kaynaklar1 besiyerine % 1

oraninda ilave edilerek kullanilmistir.

3.1.5. Kimyasal c¢ozeltiler ve tamponlar

Arastirmamizda kullanilan kimyasal ¢ozelti ve tamponlarin igerik ve hazirlanislart

asagida bir sira dahilinde verilmistir.

3.1.5.1. % 20’lik gliserol c¢ozeltisi
Kiiltiirlerin -20 °C’de stoklamast icin % 20’lik gliserol c¢ozeltisi kullanilmistir
(Cizelge 6). Gliserol su ile karistirildiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk steril

edilmuistir.
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Cizelge 6. % 20’lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol (% 80) (Sigma) 25 ml
Saf Su 100 ml

3.1.5.2. Tromsdorf ayiraci

Tromsdorf ayiract nitrattan nitrit olusumunun tespit edilmesinde kullanilmistir.
Tromsdorf ayiracinin hazirlanmasinda 100 ml % 20’lik ZnCl, ¢ozeltisi kaynar haldeki 4 gr
nisasta igeren 150 ml su igerisine yavasga ilave edilip karnistirilir. Kaynatmaya, nisasta
miimkiin oldukga ¢6ziinene kadar devam edilir. Ardindan saf su ile seyreltilir ve 2 gr ¢inko
iyodiir yada potasyum iyodiir ilave edilir. Bundan sonra hacim 1000 ml’ye tamamlanarak

filtre edilir ve karanlikta siki kapakli siselerde stoklanir (Tamer ve ark., 1989).

3.1.5.3. Alfa (o) - naftol ¢ozeltisi
Alfa (a)- naftol ¢ozeltisi nitrattan nitrit olusumu testinde nitrit negatif tiiplerde nitrat
varliginin saptanmasi ic¢in kullanilmistir (Cizelge 7). Alfa-Naftol etanolde c¢oziilerek

hazirlanmistir (Tamer ve ark., 1989).

Cizelge 7. Alfa (a)- naftol ¢ozeltisi

Alfa-Naftol (Himedia) 5¢g
Etanol (% 95) 100 ml

3.1.54. Kovaks ayiraci
Kovaks aymraci indol testinde kullamilmistir (Cizelge 8). Hazirlanmasinda Para-
dimetil aminobenzaldehit alkolde ¢o6ziilerek su banyosunda 1sitilmig ve ardindan % 37’lik

HCI dikkatlice ilave edilerek karistirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Cizelge 8. Kovaks ayiract

Para-dimetil Aminobenzaldehit S5 g
Amil veya butil alkol 75 ml
HCI (% 37) (Sigma) 25 ml

3.1.5.5. Tetrametil p-fenilen diamin dihidroklorid ¢o6zeltisi
1 g tetrametil p-fenilen daimin dihidroklorid 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmis ve oksidaz testinin uygulanmasinda kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).
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3.1.5.6. % 3’liik hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi
3 ml Hidrojen peroksit (H,O;) 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve

katalaz testinin uygulanmasinda kullanilmistir.

3.1.5.7. Kristal viyole boya ¢ozeltisi
Gram boyamada kullanilmak {izere kristal viyole etanolde, amonyum oksalat saf su
icerisinde ayr1 ayr ¢oziindiikten sonra karistirilmig ve NaCl ilave edilerek boya ¢ozeltisi

hazirlanmistir (Cizelge 9).

Cizelge 9.Kristal viyole boya ¢ozeltisi

Kristal Viyole 0.125 ¢
Etanol (% 95) 10 ml
Amonyum oksalat 04 ¢
NacCl 5¢g
Saf su 40 ml

3.1.5.8. Gram iyodiir ¢ozeltisi
Gram boyamada kullanilmak iizere Cizelge 10’da verilen igerikler saf su icerisinde

¢oziilerek gram iyodiir ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Cizelge 10. Gram iyodiir ¢ozeltisi

Iyot 0.17 g
KI 033 g
NaCl S5g
Saf su 50 ml

3.1.5.9. Safranin boya cozeltisi
Gram boyamada kullanilmak iizere safranin etanol ile tuz saf su ile ayr ayn

¢oziildiikten sonra karistirilarak safranin boya ¢ozeltisi hazirlanmistir (Cizelge 11).

Cizelge 11. Safranin boya ¢ozeltisi

Safranin 0.125 ¢
Etanol (%95) 5 ml
NaCl 5¢g
Saf su 50 ml
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3.1.5.10. % 2’lik asetik asit cozeltisi
Gram boyamada fiksasyon i¢in ¢izelge 12°de belirtilen % 2’lik asetik asit ¢ozeltisi

kullanilmuastir.

Cizelge 12. % 2’lik asetik asit ¢ozeltisi

Asetik Asit l g
NaCl S g
Saf su 50 ml

3.1.5.11.  Frazier ayiraci

Jelatinaz aktivitesinin nitel olarak belirlenmesinde c¢izelge 13’deki frazier ayiraci
kullanilmistir (Frazier, 1926).

Cizelge 13. Frazier ayiraci

HgCl 15 g
HCIl 20 ml
Saf su 100 ml

3.1.5.12. 50mM Tris-HCI pH:7.5 tampon cozeltisi
Hidrolitik enzimlerin nicel olarak belirlenmesinde 50 mM Tris-HCI1 pH:7.5 tampon
cozeltisi kullanilmistir. 6.057 g tris baz 800 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra

konsantre HCl ile pH 7.5’e ayarlanir ve 1000 ml’ye tamamlanarak ¢ozelti hazirlanir.

3.1.5.13. TCA (Trikloro Asetik Asit) karisim
Proteaz aktivitesi dl¢iimiimiinde kullanilmak iizere ¢izelge 14’te belirtilen igerikler

100 ml saf su i¢erisinde hazirlanir.

Cizelge 14. TCA (Trikloro Asetik Asit) karisimi

TCA 1.7 ¢ 0.11M
Sodyum Asetat 1.8 ¢ 0.22 M
Asetik Asit 2 ml 0.33 M
Saf su 100 ml

3.1.5.14. % 40 TCA c¢ozeltisi
Kollajenaz ve keratinaz aktivite Ol¢imlerinde % 40’lik TCA (Trikolro Asetik Asit)

cozeltisi kullanilmistir. 40 g TCA 100 ml saf su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
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3.1.5.15. 2 M NaOH cozeltisi
2 M NaOH c¢ozeltisi proteaz, kollajenaz ve keratinaz enzimlerinin nicel olarak
belirlenmesinde kullanilmistir. 8 g sodyum hidroksit (NaOH) 100 ml saf su igerisinde

¢Oziilerek hazirlanmistir.

3.1.5.16. 10 mM pNP Laurat substrat ¢ozeltisi

Lipaz aktivitesinin 6l¢iimiinde pNP Laurat substrat ¢ozeltisi kullanilmistir (Cizelge
15).

Cizelge 15. 10 mM pNP Laurat substrat ¢ozeltisi

pNP Laurat (Sigma) 16.1 mg
2-propanol (Sigma) 5 ml

3.1.5.17. 10 mM pNP Biitirat substrat cozeltisi

Esteraz aktivitesinin 6l¢iimiinde pNP Biitirat substrat ¢ézeltisi kullanilmistir (Cizelge
16).

Cizelge 16. 10 mM pNP Biitirat substrat ¢cozeltisi

pNP Butirat (Sigma) 10.5 pl
2-propanol (Sigma) 5 ml

3.1.5.18. Lipaz ve esteraz tampon cozeltisi

Lipaz ve esteraz tampon ¢ozeltisi lipaz ve esteraz enzim aktivitelerinin nicel olarak
belirlenmesinde tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir. Cizelge 17°deki igerik saf su
igerisinde ¢oziilerek pH 7.5’e ayarlanmis ve saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢ozelti

hazirlanmastir.

Cizelge 17. Lipaz ve esteraz tampon ¢ozeltisi (100 ml)

Tris baz 1.2114 ¢ 100 mM
NaCl 11.7 g 2M
Triton X-100 0.5 ml

pH 7.5

3.1.5.19. 0.5 M Na;CO; (Sodyum Karbonat)
Lipaz ve esteraz enzim aktivite 6l¢iimiinde kullanilmak iizere 5.3 g sodyum karbonat

(Sigma)100 ml saf su icerisinde ¢oziilerek 0.5 M Na,COs hazirlanmistir,
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3.1.5.20. 10X TAE tamponu
Elektroforez uygulamalarinda kullanilmak tizere 10X TAE tamponu (Tris-Asetik
asit- Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) stok olarak hazirlanmistir (Cizelge 18). 800 ml’de

tiim maddeler ¢oziiliir, pH 8’e ayarlanir ve steril saf su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Cizelge 18. 10X TAE tamponu

Tris Baz (Sigma) 484 gr
Glasiyal Asetik Asit (Sigma) 11.42 gr
0.5 M EDTA (pH:8) 20 ml

3.1.5.21. 0.5 M EDTA pH:8 (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)
73.06 gr EDTA (Himedia), 350 ml steril saf su ile ¢oziiliir, NaOH pelletleri ilave

edilerek pH 8’e ayarlanir ve steril saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.

3.1.5.22.  6x jel yiikleme boyasi

Genomik DNA ve PZR iirlinlerinin agaroz jele yiiklenmesinde 6x jel ylikleme boyasi
kullanilmistir (Cizelge 19). Boya ¢ozeltisi homojen hale getirilerek 2 ml’lik mikro tiiplere

béliiniir ve -20 °C’de saklanur.

Cizelge 19. 6x jel yiikleme boyasi

Tris Baz 12.1 mg 10mM
EDTA 2233 mg 60 mM
Brom Fenol Mavisi 30 mg %0.3
Steril Saf Su 4 ml

Gliserol 6 ml

3.1.5.23. Agaroz jel

Elektroforez ile genomik DNA 6rneklerinin kontrolii i¢in % 0.8’lik, PZR {iriinlerinin
kontrolii icin % 1.7°lik agaroz jel kullanilmistir (Cizelge 20). Hazirlanan ¢dozelti
kaynatilarak ¢ozilir ve 5060 °C’de taraklarin yerlestirildigi elektroforez kasetine

dokiilerek agaroz jelin katilagsmasi beklenir.

Cizelge 20. Agaroz jel

% 0.8 % 1.7
Agaroz (Sigma) 0.8 g 1.7 g
IX TAE 100 ml 100 ml

37



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Sadi Turgut BILGI

3.1.5.24.  400x syber green I jel boya ¢ozeltisi

Genomik DNA ve PZR iirlinlerinin U.V. lamba altinda goriiniir hale gelmesi i¢in
400x syber green I jel boya ¢ozeltisi kullanilmistir. Cizelge 21°deki boya c¢ozeltisi
hazirlanarak 151k almayacak sekilde -20 9C’de saklanmustir.

Cizelge 21. 400x syber green I jel boya ¢ozeltisi

10.000 X Syber Green I (Lumiprobe) 40 ul
DMSO (Dimetil siilfoksit) 1000 ul

3.1.6. Kullanilan bashca cihaz ve ekipmanlar

Calismada kullanilan baslica cihaz ve ekipmanlar asagda maddeler halinde
verilmistir.

Otoklav (Hirayama Hiclave HG-80)

Saf su cihazi (Niive NS 108)

Elektroforez (Thermo OWL Easycast B2)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo EC 300 XL)

Jel goriintiileme cihazi (Quantum ST4)

Thermalcycler (Techne TC-5000)

Mikroskop (Zeiss Pimo Star)

Calkalayic1 (Niive SL 350)

Santrifiij (Thermo MicroCL 17R)

Vortex (Velp)

Manyetik Karistiricr (Velp)

Derin Dondurucu (Siemens)

Calkalamali inkiibator (Stuart Orbital Incubator ST 500)

Inkiibator (Niive EN 120)

Sogutmali inkiibatorler (Niive ES 120, Elektromag M7040)

Etiiv (Elektromag)

Su banyosu (Niive BM 402)

Hassas terazi (Precisa 205 ASCS)

Mikropipetler (Biohit mLine)

pH metre (Hanna)

Spektrofotometre (Shimadzu UV 1208)

Spektrofotometre kiiveti (Quartz)
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3.2 Yontem

3.2.1. Halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu

Tuzlanmis ham deri 6rnekleri aseptik kosullarda her biri 5 g olacak sekilde kii¢iik
parcalara boliinmiistiir. Her bir deri 6rneginden alinan 10 g’lik kat1 6rnekler, 90 ml SW-15
s1v1 besiyerinin inorganik kismini igeren 250 ml’lik erlenlere aktarilmistir (Nieto ve ark.,
1989). Ornekler 200 rpm’de 4 saat ¢alkalanarak mikrobiyal aktivasyon saglanmustir. 10 kat
seyreltilmis 6rnekler, SW-15, SW-20 ve SW-25 s1v1 besiyerinin inorganik kismini igeren
seyreltme sivilar1 kullamlarak 10’ya kadar seyreltmeler elde edilmistir. Her seyreltmeden
ait oldugu kat1 besiyerine yayma plaka yontemi kullanilarak 2 tekrarli ekimler yapilmistir.
Ekim yapilan petriler 37 °C’de 14 giin inkiibe edilerek olusan halofilik mikroorganizma
kolonileri renk farkliliklarina gore binokiiler loop kullanilarak segilmistir (Hezayen ve ark.,
2002). Secilen kolonilerin birkag¢ tekrarli c¢izgi ekimleri yapilarak saf kiiltiirleri
olusturulmus ve elde edilen izolatlar numaralandirilarak stoklanmistir. Kisa siireli stoklar
+4 °C’de, daha uzun siireli stoklar ise % 20 Gliserol ¢ozeltisi kullamlarak -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2. Gram boyama

Izolatlarn Gram boyama preparatlar1 7 giinliik sivi kiiltiirlerden hazirlanmustur.
Havada kurutulan preparatlar % 2 asetik asit ile 5 dakika fiske edilerek % 0.25°1ik kristal
viyole boyasiyla 3 dakika, iyot ¢ozeltisiyle 1 dakika, % 95’lik etanol ile 6 saniye ve
safranin boyasiyla 30 saniye muamele edilerek boyanmiglardir. Boya igerikleri % 10 NaCl
icerecek sekilde hazirlanmis ve preparatlar boyama isleminin her basamagindan sonra %
10 NaCl ¢ozeltisiyle yikanmistir (Dussault, 1955). Preparatlar havada kurutulduktan sonra
151k mikroskobunda 100°liik immersiyon objektifinde incelenmistir. Pembe renkli
mikroorganizmalar Gram negatif [Gr(-)], mor renkli mikroorganizmalar Gram pozitif

[Gr(+)] olarak tanimlanmistir (Prescott ve ark., 2002).

3.2.3. Biyokimyasal testler

3.2.3.1. Oksidaz testi
SW-25 agarda 37 °C’de 7 giin inkiibe edilen kiiltiirlerden steril 6ze ile almarak %

1’lik tetrametil p-fenil diamin dihidroklorid ¢ozeltisi emdirilen filtre kagidina stirtilmustiir.
Mavi renk olusumu pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Dhar ve Johnson, 1973;

Tamer ve ark., 1989).
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3.2.3.2. Katalaz testi
Kiiltiirler SW-25 agarda 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmis ve ardindan temiz bir lam
yiizeyine siirlilen kiiltiirlerin tizerine % 3’liik H,O, damlatilmistir. Gaz cikis1 gézlenen

kiltiirler pozitif olarak degerlendirilmistir (Morello ve ark., 2003).

3.2.3.3.  Indol testi

Izolatlar aseptik kosullarda % 1 tripton iceren SW-25 sivi besiyerlerine ekim
yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonunda her tipe 0.5 ml
Kovaks ayiraci ilave edilmis ve tiiplin iist kisminda kirmizi halka olusumu indol {iretimi

pozitif olarak degerlendirilmistir (Morello ve ark., 2003).

3.2.34. Nitrattan gaz olusumu

Izolatlar aseptik kosullarda % 1 KNO; ve durham tiipii iceren SW-25 sivi
besiyerlerine ekim yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasi
durham tiipiinde gaz olusumunun gozlenmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Karaboz, 1988; Tamer ve ark., 1989).

3.2.3.5. Nitrattan nitrit olusumu

Izolatlar aseptik kosullarda % 1 KNO; iceren SW-25 sivi besiyerlerine ekim
yapilarak 37 °C’de inkiibe edilmislerdir. 5 ile 10. giinler aras1 tiiplerden alinan 1 ml 6rnege
3 damla trommsdorf ayiract ve 1 damla siilfirik asit (1 kistm H,SOy4 : 3 kisim H,O )
damlatildiginda koyu mavi-siyah renk olusumu nitrit varlig1 i¢in pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir. Renk olusturmayan nitrit negatif olan tiiplere 1 damla a-naftol ve 2
damla konsantre siilfirik asit damlatildiginda koyu mavi-siyah renk olusumu nitrat varligi

i¢in pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Karaboz, 1988; Tamer ve ark., 1989).

3.2.4. pH toleransi

Izolatlarin pH toleransinin belirlenmesi i¢in SW-25 agar kullanilmis ve besiyerleri 3,
4,5,6,7, 8,9, 10 pH degerlerine 1 N NaOH ve 1 N HCI ile ayarlanmistir. Izolatlar
spotlama yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmisler ve koloni gelisimi dikkate alinarak

sonuglar degerlendirilmistir (Hezayen ve ark., 2002).

3.2.5. Sicaklik toleransi

Izolatlarin sicaklik toleransmin belirlenmesi icin spotlama yapilmis SW-25 agar
besiyerleri 20, 27, 37, 40 ve 50 OC sicaklilarda inkiibasyona birakilmiglardir. 7 ile 14 giin

boyunca koloni gelisimleri incelenmistir (Hezayen ve ark., 2002).
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3.2.6. Tuz toleransi

Tuz tolerasyonunun belirlenmesi i¢in izolatlar, tuz icermeyen, 0.4 M (SW-3), 0.7 M
(SW-5), 1 M (SW-7.5), 1.3 M (SW-10), 1.5 M (SW-11.25), 1.7 M (SW-12.5), 2 M (SW-
15), 2.3 M (SW-17.5), 2.5 M (SW-18.75), 2.7 M (SW-20), 3 M (SW-22.5), 3.3 M (SW-
25), 4 M (SW-30) tuz ve % 0.5 maya 0ziitli iceren besiyerlerine spotlama yapilarak 37
%C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Koloni gelisiminin gézlendigi izolatlar pozitif, koloni
gelisimi gézlenmeyen izolatlar negatif sonuc¢ olarak degerlendirilmistir (Ventosa ve ark.,

1998).

3.2.7. En diisiik maya oziitii

Izolatlarin en diisiik maya 6ziitii ihtiyacinin belirlenmesi i¢in maya &ziitii igermeyen,
% 0.01, % 0.1 ve % 0.5 maya 0ziitii igeren SW-25 besiyerlerine spotlamalar yapilmistir.
37 °C’de 7 giin inkiibasyondan sonra koloni gelisiminin gozlendigi izolatlar pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Kahraman, 2008).

3.2.8. Karbon kaynagi kullanim

Tek karbon kaynaginda biiylimenin incelenmesi i¢in % 0.01 maya 6ziitli iceren SW-
25 agar kullanilmistir. Karbon kaynaklari besiyeri haricinde 0.22 um ¢apl siringa filtre ile
steril edilmis ve son hacim %1 olacak sekilde ilave edilmistir. izolatlarin spotlamalari
yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibasyonun ardindan koloni gelisiminin gdzlendigi izolatlar

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Montalvo-Rodriguez ve ark., 1998).

3.2.9. Minimum Mg ihtiyaci

En diisiik Mg+2 thtiyaci i¢in % 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 3.2 MgCl, igeren SW-
25 agar besiyerlerine izolatlar spotlama yapilmis ve 37 °C’de 7 giin inkiibasyondan sonra
koloni gelisimleri degerlendirilmistir. Besiyeri iceriginde bulunan Magnezyum siilfat
(MgS0y) yerine % 3.4 Sodyum siilfat (Na,SO4) kullanilmistir (Montalvo-Rodriguez ve
ark., 1997).

3.2.10. Antibiyotik duyarhlik testleri
Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in izolatlar SW-25 siv1 besiyerinde 37 °C’de 7 giin

gelistirilmis ve SW-25 agar igeren petrilere 100 pl ekim yapilarak yayma plaka yontemi
uygulanmistir. 6 mm ¢apindaki antibiyotik diskler steril pens yardimiyla besiyeri yiizeyine
dizilmistir. 37 °C’de 7 giin inkiibasyondan sonra disklerin inhibisyon zon gaplari

Olciilmiistiir (Montalvo Rodriguez ve ark., 1998; Birbir ve Sesal, 2003; Birbir ve ark.,
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2007). 8 mm ve altinda zon capina sahip olan izolatlar diregli olarak degerlendirilmistir

(Asha ve ark., 2005).

3.2.11. Hidrolitik enzim kapasitelerinin belirlenmesi
3.2.11.1.  Nitel enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.2.11.1.1. Dnaz testi

SW-25 ¢ozeltisiyle hazirlanan DNaz agar besiyerine % 0.005 konsantrasyonunda
metil yesili ilave edilmis ve izolatlar spotlama yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibe
edilmislerdir. Koloni etrafinda sar1 zon olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Smith ve ark., 1969).

3.2.11.1.2. Seliilaz testi

SW-25 agar besiyerine % 1 oraninda seliiloz eklenmis ve izolatlar spotlama yapilarak
37 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. Koloni etrafindaki renk olusumu pozitif sonug olarak

degerlendirilmistir (Yasa ve Kiling, 2002).

3.2.11.1.3. Kazeinaz testi

SW-25 agar ve siit tozu ¢ozeltisi ayr1 ayr1 otoklavda steril edilmistir. Besiyeri son
konsantrasyonu % 2 siit tozu icerecek sekilde ayarlanarak steril petrilere dokiilmiistiir.
izolatlar besiyerine spotlama yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda kolonilerin etrafinda seffaf bir proteoliz zonu olusumu pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Prescott ve ark., 2002).

3.2.11.1.4. Jelatinaz testi

% 1 jelatin iceren modifiye jelatin agar besiyeri lizerine izolatlar spotlama yapilmis
ve 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda petri yiizeyini értecek miktarda
frazier ayiracit dokiilmiistiir. Koloni etrafinda seffaf bolgelerin gozlenmesi pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Frazier, 1926; Giilhan ve ark., 2006).

3.2.11.1.5. Amilaz testi

SW-25 agar besiyerine % 1 ¢oziinlir nisasta eklenmis ve izolatlar spotlama yapilarak
37 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir (Coronado ve ark., 2000). Inkiibasyon sonunda petriye
yiizeyi Ortecek miktarda iyot ¢ozeltisi dokiilmiistiir. Koloni etrafinda seffaf bolgelerin
gbzlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Prescott ve ark., 2002; Kebbouche-

Gana ve ark., 2009).
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3.2.11.1.6. Esteraz testi

SW-25 agar besiyerine % 1 tweeen 80 eklenmis ve izolatlar spotlama yapilarak 37
%C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Koloni etrafinda gozlenen seffaf bolgeler pozitif esteraz
aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Elevi ve ark., 2004; Bhatnagar ve ark., 2005; Sanchez-
Porro ve ark., 2003).

3.2.11.1.7. Lipaz testi

Lipaz aktivitesi i¢in izolatlar modifiye rodamin B lipaz agar i¢eren petrilere spotlama
yapilarak 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda petriler 350 nm ultra
viyole (U.V) 1s1k altinda incelenmistir. Parlak turuncu-kirmizi renkte 1simanin gézlendigi
koloniler lipaz aktivitesi i¢in pozitif olarak degerlendirilmistir (Kouker ve Jaeger, 1987,
Bhatnagar ve ark., 2005; Anonim, 2009).

Nitel enzim kapasitelerinin belirlenmesinde aktivitenin negatif, zayif veya pozitif
olarak degerlendirilmesi kolonilerin etrafinda olusan zon boyutu dikkate alinarak

kaydedilmistir.

3.2.11.2.  Nicel enzim kapasitelerinin belirlenmesi

Nicel enzim kapasitelerinin belirlenmesi i¢in nitel enzim taramalar1 sonucunda pozitif
enzim aktivitesi gosteren izolatlar se¢ilmistir. Secilen izolatlar 50 ml SW-25 siv1 besiyeri
iceren 250 mI’lik erlenlerde 37 °C’de 150 rpm c¢alkalamali inkiibatorde kiiltiire edilmis ve
giinliik ornekler alinmistir. Besiyerlerine % 1 oraninda indiikleyici ajan eklenmistir.
Proteaz, kollajenaz ve keratinaz aktiviteleri i¢in kazein, lipaz aktivitesi i¢in zeytinyagi ve
esteraz aktivitesi i¢in tween 80 indiikleyici ajan olarak kullanilmigtir. Giinliik alinan
ornekler 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatanlari enzim kaynagi olarak

kullanilmistir.

3.2.11.2.1. Biiyiime grafiginin olusturulmasi

Secilen izolatlarin SW-25 sivi besiyerine ekimi yapilmistir. Gelisen kiiltiirlerden
giinliik 1’er ml 6rnek almip +4 °C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatanlar
uzaklagtirilmistir. Her bir pellet steril 1 ml 2 M NaCl ¢ozeltisiyle yikanmis ve 600 nm’deki
absorbans degeri Sl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler enzim aktivitelerinin karsilastiriimasinda

kullanilmistir (Coronado ve ark., 2000).

3.2.11.2.2. Proteaz aktivitesinin ol¢ciimii
Proteaz aktivite tayininde % 0.6’lik Hammersten Kazein, 2M NaCl, 50 mM Tris-HC1

pH:7.5 substrat ¢ozeltisi kullanilmistir. Karadzic ve ark. (2004)’nin prosediirii modifiye
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edilerek uygulanmistir (Cizelge 22). Reaksiyon kosullarinda 275 nm dalga boyunda 0.01

birimlik absorbans artist 1 birim (U) proteaz aktivitesi olarak belirlenmistir.

Cizelge 22. Proteaz aktivitesi 6l¢iim yontemi

Ornek Kor
Hammersten kazein (% 0.6, 2M
NaCl, 50mM Tris HCI pH:7.5) 2001 2001
On inkiibasyon 37 °C'de 10 dk
Enzim 100 pl -
Inkiibasyon 37 °C'de 10 dk
TCA Karsim 500 pl
Enzim - 100 pl
Son Inkiibasyon Oda sicakliginda 20 dk
Santrifiij 10.000 x g’de 10 dk
Stipernatan 250 ul
NaOH (2M) 750 ul
Absorbans ol¢iimii 275 nm

3.2.11.2.3. Kollajenaz aktivitesinin ol¢iimii
Kollajenaz aktivite tayininde % 0.5’lik Azokoll, 2 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH:7.5

substrat ¢ozeltisi kullanilmistir. Cheng ve ark. (2009)’nin prosediirii modifiye edilerek
uygulanmistir (Cizelge 23). Reaksiyon kosullarinda 540 nm dalga boyunda 0.01 birimlik

absorbans artis1 1 Birim (U) kollajenaz aktivitesi olarak belirlenmistir.
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Cizelge 23. Kollajenaz aktivitesi 6l¢liim yontemi

Ornek Kor

Azokoll (% 0.5, 2M NaCl,
50mM Tris HCI, pH:7.5)
On Inkiibasyon

Enzim

Inkiibasyon

TCA (%40)
Enzim

Son Inkiibasyon
Santrifiij
Siipernatan

NaOH (2M)

Absorbans ol¢iimii

500 pl 500 pl

37 °C'de 5 dk
100 pl -
37 °C'de 30 dk

600 pl
- 100

Oda sicakliginda 15 dk
10.000 x g’de 10dk
500 pl
500 pl
540 nm

3.2.11.2.4. Keratinaz aktivitesinin ol¢iimii
Keratinaz aktivite tayininde % 0.4’liik Keratin Azur, 2 M NaCl, 50 mM Tris-HCI

pH:7.5 substrat ¢ozeltisi kullanilmistir. Cheng ve ark. (2009)’nin prosediirii modifiye
edilerek uygulanmistir (Cizelge 24). Reaksiyon kosullarinda 590 nm dalga boyunda 0.01

birimlik absorbans artis1 1 Birim (U) keratinaz aktivitesi olarak belirlenmistir.

Cizelge 24. Keratinaz aktivitesi 6l¢lim yontemi

Ornek Kor

Keratin Azur (% 0.4, 2 M NaCl,

500 pl 500 pl
50 mM Tris HCI, pH:7.5)

On Inkiibasyon 37 °C'de 10 dk

Enzim 100 pl -
Inkiibasyon 37°C'de 1 saat

TCA (%40) 600 pl

Enzim - 100 pl
Son Inkiibasyon Oda sicakliginda 15 dk
Santrifiij 10.000 x g’de 10 dk
Stipernatan 500 ul

NaOH (2M) 500 pl

Absorbans ol¢iimii 595 nm
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3.2.11.2.5. Lipaz aktivitesinin ol¢iimii
Lipaz aktivitesi i¢in p-Nitrofenil Laurat (pNPL) hidrolizi 410 nm absorbans

degerinde spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. PNP laurat substrat ¢ozeltisi i¢in 10 mM
pNPL 2-propanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Tampon ¢ozeltisi i¢cin 100 mM TrisHCI pH:7.5,
% 0.5 Triton X-100, 2 M NaCl saf su igerisinde hazirlanmistir. Lipaz aktivitesinin 6l¢iimi
icin 1 ml pNP laurat substrat ¢ozeltisi ve 9 ml tampon ¢ozeltisi ile pNP laurat substrat
karisimu elde edilerek 37 °C’de 5 dk 6n 1sitma islemi gerceklestirilmistir. Cozeltilerin taze
hazirlanmasina dikkat edilmistir. Lipaz aktivite dl¢lim yontemi ¢izelge 25°de verilmistir.
Reaksiyon kosullarinda dakikada 1 pmol p-nitrofenol agiga ¢ikaran enzim miktar1 1 birim

(U) lipaz aktivitesi olarak tanimlanmistir (Beisson ve ark., 2000; Comacho ve ark., 2009).

Cizelge 25. Lipaz aktivitesi 6l¢ciim yontemi

Ornek Kor

pNP laurat substrat
Karigimi

On Inkiibasyon 37°C'de 5 dk

800 pl 800 pl

Enzim 200 ul -
Inkiibasyon 37 °C'de 10 dk
Na,CO; (0,5 M) 500 pul 500 ul

Steril ekim yapilmamis
besiyeri

Santrifiij 10.000 x g’de 10dk

Siipernatan Absorbans
Olciimii

] 200 pl

410 nm

3.2.11.2.6. Esteraz aktivitesinin ol¢iimii

Esteraz aktivitesi i¢in p-Nitrofenil Biitirat (pNPB) hidrolizi 410 nm absorbans
degerinde spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. PNP biitirat substrat ¢ézeltisi icin 10 mM
pNPB 2-propanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Tampon ¢ozeltisi i¢in 100 mM TrisHCI pH:7.5,
% 0.5 Triton X-100, 2 M NaCl saf su icerisinde hazirlanmistir. Esteraz aktivitesinin
Olclimii i¢in 1 ml pNP biitirat substrat ¢ozeltisi ve 9 ml tampon ¢ozeltisi ile pNP biitirat
substrat karisimi elde edilerek 37 °C’de 5 dk 6n 1sitma islemi gerceklestirilmistir.
Cozeltilerin taze hazirlanmasina dikkat edilmistir. Esteraz aktivite dl¢lim yontemi ¢izelge
26’da verilmistir. Reaksiyon kosullarinda dakikada 1 pumol p-nitrofenol agiga ¢ikaran
enzim miktar1 1 birim (U) esteraz aktivitesi olarak tanimlanmistir (Beisson ve ark., 2000;

Comacho ve ark., 2009).

46



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Sadi Turgut BILGI

Cizelge 26. Esteraz aktivitesi 6l¢lim yontemi

Ornek Kor

pNP biitirat substrat
Karisimi

On Inkiibasyon 37°C'de 5 dk

800 pl 800 pl

Enzim 200 ul -
inkiibasyon 37 °C'de 10dk
Na,CO; (0,5M) 500 pl 500 pl

Steril ekim yapilmamais
besiyeri
Santrifiij 10.000 x g’de 10dk

Siipernatan Absorbans
olciimii

] 200 pl

410 nm

Enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

AA x Toplam Reaksiyon Hacmi x Seyreltme Faktori

Aktivite (U/ml):
Kullanilan Enzim Hacmi x Reaksiyon Siiresi (dk)

A (Absorbans): Aktivite Ol¢limiinlin yapildigir dalga boyu her yontemde ayrica
belirtilmistir.
AA (Delta absorbans): Ornek absorbans degeri — Kér absorbans degeri

3.2.12. Molekiiler tanimlama

3.2.12.1. DNA izolasyonu
Izolatlarin genomik DNA izolasyonu igin Dyall-Smith (2008)’den modifikasyonlar

yapilmistir. Bununla birlikte Geneon bakteriyal DNA izolasyon kiti kullanilmistir.
Genomik DNA izolasyonu i¢in 250 ml’lik erlenlerde 50 ml SW-25 s1v1 besiyerinde
37 °C’de 150 rpm’de 5 giin gelistirilen kiiltiirler kullamlmustir. Absorbans degeri 600 nm
dalga boyunda yaklasik 1 olan 6rneklerden 1.5 ml alinarak steril mikrosantrifiij tliplerine
aktarilmis ve +4 °C’de 10.000xg’de 10 dakika santifiij edilmistir. Orneklerin siipernatanlari
atilip buz iizerine yerlestirilen tiiplere 400 pl steril soguk ultra safsu eklenmis ve kisa siireli
karistirilarak hiicrelerin patlamasi saglanmistir. Bu islemin ardindan 6rnekler +4 °C’de
10.000xg’de 3 dakika santifiij edilerek siipernatanlar uzaklastirilmis ve DNA izolasyon
ticari kiti talimatlart dogrultusunda genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen genomik DNA’lar daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir. Calismada

halofilik arke tip tiirii olarak Haloferax sp. HSC4 kullanilmistir.
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3.2.12.2. Genomik DNA’larin kontrolii
Elde edilen genomik DNA’larin 260 nm (Ajze) ve 280 nm (A,gp) dalga boyundaki

absorbans degerleri spektrofotometre ile Slgiilmiistiir. Ayeo/Asgo orantyla DNA’larin saflik
dereceleri belirlenerek 1.5-1.8 degerleri arasinda olanlar PZR i¢in kullanilmistir. Cift
zincirli DNA molekiilleri i¢in Ajey degerinin 1 olmasi 50 pg/ml’ye esdeger kabul
edildiginden “DNA(pg/ml)=Azs x 50 x Seyreltme Faktori” formiilii ile DNA miktar
hesaplanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Miktar1 ve saflig1 belirlenen genomik DNA 6rneklerinin kontrolii igin 1X TAE ile
hazirlanmis % 0.8°lik agaroz jel kullamlmistir. Orneklerin jele yiiklenmesinde ilk ve son
kuyucuklar bos birakilmis ve diger her bir kuyucuga sirasiyla 2.5 ul DNA 6rnegi, 0.5 pl
Syber green I ve 0.5 pul 6x jel yiikleme boyasi mikropipet yardimiyla karistirilarak toplam
3.5 pl hacminde yiikleme yapilmistir. Son olarak yilikleme yapilan jelin bos birakilan
kuyucuklarma 100 bp’lik marker yiiklenmis ve jel 80 V, 100 mA elektrik akiminda 1 saat
siiresince ylriitiilerek goriintiilleme cihazi ile kontrol edilmistir. Kontrol sonucunda net
olarak bantlarin gdzlendigi Orneklere ait genomik DNA’larin bulundugu mikrotiipler

saklanmak tizere -20 °C’ye kaldirilmustir.

3.2.12.3. lizolatlarin 16S rRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in ileri primer olarak Arc7f 5°- TTC YGG TTG ATC
CYG CC-3’ ve geri primer olarak Arc1384r 5°- CGG TGT GTG CAA GGA GCA-3’
kullanilmistir (Leuders ve ark., 2004).

Polimeraz Zincir Reaksiyonun (PZR) kurulumunda Geneon marka Maximo Taq
DNA Polymerase kiti kullanilmistir. PZR protokolii ¢izelge 27°de verilmistir.

DNAz ve RNAz igermeyen steril 0.2 ml PZR tiiplerinde hazirlanan reaksiyonun son
hacmi steril ultra safsu ile 25 pl’ye tamamlanmistir. Ardindan tiipler kisa siireli santrifiij
yapilarak thermalcycler’a yerlestirilmistir. Reaksiyonun sicaklik dereceleri, dongii sayilari
ve siirelerini belirten Cizelge 28°deki protokol uygulanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonlari Techne marka TC-5000 model thermalcycler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonunda PZR firiinleri agaroz jelde kontrol

edilmistir.
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Cizelge 27. Polimeraz zincir reaksiyonu protokolii

Reaksiyon Icerigi Ik Son
yon leerig Konsantrasyon Konsantrasyon
PZR Tamponu
10 X 2.5 ul 1 X
(15 mM MgCl, igeren)
MgCl, 25 mM 0.3 ul 0.3 mM
dNTP Karigimi1 40 mM 0.5 ul 0.8 mM
Ileri Primer 10 uM 0.5 pl 0.2 uM
Geri Primer 10 uM 0.5 ul 0.2 uM
Izolat DNA’s1 50 ng/ul 2 ul 100 ng/25ul
Maximo Taq DNA Polimeraz 5 U/ul 0.2 ul 1 U25ul
Steril Ultra Saf su 18.5 ul
Reaksiyon Hacmi 25 pul
Cizelge 28. Thermalcycler protokolii
Sicakhk 94 °C 94°c 53°c 72°C  72°C 4°C
Siire 5dk 45sn 45sn 1dk 10 dk sonsuz
Dongii Sayisi 1 30 1

3.2.12.4. 16S rRNA PZR iiriinlerinin agaroz jelde kontrolii
PZR iirtinleri 1X TAE ile hazirlanmis % 1.7°lik agaroz jele 2.5 pl DNA 6rnegi, 0.5 pl

Syber green I ve 0.5 ul 6x jel yiikleme boyasi kullamilarak yiikleme yapilmistir. Ornekler
ile karsilagtirmak i¢in ilk kuyucuga 5 pul Geneon marka 100 bp plus blue DNA ladder ve 1
ul Syber green I yiiklenmistir. Ornekler elektroforezde 80 V, 100 mA elektrik akiminda 1
saat siiresince yiriitiilmustiir. Elektroforez sonunda yiiriitiilen jel, goriintiileme cihazi ile

incelenmis ve PZR iiriinleri saklanmak iizere -20 °C’ye kaldirilmustir.

3.2.12.5. 16S rRNA dizi analizi

PZR iiriinleri elektroforezde kontrol edildikten sonra Geneon Marka PZR temizleme
kiti kullanilarak saflastirilmistir. Saflagtirilmis PZR o6rneklerinin 16S rRNA dizi analizi

Bioeksen firmasindan hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1. izolatlarin elde edilmesi

Calismamizda iilkemizde islenmekte olan tuzla konservelenmis yerli ve yabanci 1rk
ham derilerden toplam 186 adet asir1 halofilik mikroorganizma izole edilmistir. Tuzlanmig
ham deriler temin edildikleri kaynaklar dikkate alinarak 8 6rnek grubuna ayrilmis ve her
bir 6rnek grubundan elde edilen izolatlar ayr1 ayri numaralandirilmistir. Calismamizda
kullanilan izolatlarin 6rnek gruplari, tuzlanmis ham deri kaynaklari, toplam izolat sayilar

ve izolat numaralarina ait bilgiler ¢izelge 29°da verilmistir.

Cizelge 29. Calismada kullanilan izolatlara ait bilgiler

Ornek  Tuzlanmms Ham Deri Toplam izolat
Gruplar Kaynagi Izolat Sayis1  Numaralar
Yerli Irk
1. Ornek Nigde 59 101-166
2. Ornek Aksaray 29 201-229
3. Ornek Kayseri 17 301-317
4. Ornek Gaziantep 19 401-419
Yabanci Irk
5. Ornek Irak 20 501-520
6. Ornek Tiirkmenistan 10 601-610
7. Ornek Kazakistan 16 701-717
8. Ornek Ermenistan 16 801-817

Calismamizda en fazla 59 izolat ile Nigde kaynakli 1. 6rnekten, en diisiik 10 izolat
ile Tirkmenistan kaynakli 6. 6rnekten izolat sayilar1 elde edilmigtir. 2. 6rnekten 29, 3.
ornekten 17, 4. 6rnekten 19, 5. drnekten 20, 7. ve 8. drneklerden 16 izolat elde edilmistir.
Calismamizda kullanilmayan izolat numaralar1 bulgularin verilmesinde herhangi bir
karisikliga sebep olmamasi i¢in atlanmistir.

Yapilan denemelerde mikroorganizma izolasyonu ve gelisimi i¢in en uygun
besiyerinin SW-25 oldugu belirlenmistir. Bu nedenle izolatlarin elde edilmesinde ve

izolatlara uygulanan testlerde SW-25 besiyeri kullanilmistir.

4.1.2. izolatlarin morfolojik ve mikroskobik ozellikleri

Arastirmamizda elde edilen izolatlarin agik kirmizi, kirmizi, koyu kirmizi, krem veya

saydam koloni renklerine sahip olduklar1 gdzlenmistir. 125 numarali izolata ait petri
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goriintlisii sekil 4’te, baz1 izolatlara ait sivi kiiltiir goriintiileri sekil 5’te verilmistir.
Mikroskobik inceleme sonucu 186 izolattan 82’sinin kok, 72’sinin basil ve 32’sinin
pleomorfik (degisken) morfolojiye sahip oldugu tespit edilmistir. Yapilan Gram boyama

sonuglarina gore izolatlarin tamaminin Gram negatif [Gr(-)] 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Sekil 5. 505, 125, 153 ve 140 numarali izolatlarin siv1 kiiltiirde goriintiisii.
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4.1.3. izolatlarin biyokimyasal ézellikleri

Calismamizda elde edilen 186 izolatin % 73’iiniin oksidaz negatif, % 68’inin katalaz
pozitif oldugu belirlenmistir. Izolatlar igerisinde triptofandan indol olusturan 15 adet,
nitrattan gaz olusturan 10 adet ve nitrat1 indirgeyerek nitrit olusturan 115 adet izolat oldugu
tespit edilmistir.

Izolatlarin koloni renkleri, hiicre morfolojileri, Gram boyamalar1, tuz toleranslari, pH
toleranslari, biyokimyasal testleri, hidrolitik enzim testleri ve tek karbon kaynaginda
gelisme yeteneklerine ait karakteristik bulgular 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. ornekler i¢in
strastyla ¢izelge 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 ve 37°de verilmistir.

4.1.4. Biiyiime gereksinimleri

4.14.1. En diisiik maya oziitii

Izolatlarin tamami1 maya &ziitii igermeyen ve % 0.01 oraninda maya oziitii igeren
besiyerlerinde gelisim gdstermemistir. Izolatlarm gelisebilmesi igin en diisiik maya Oziitii
konsantrasyonunun % 0.1 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgu tek karbon

kaynaginda biiyiime testinde kullanilmigtir.

4.1.4.2. En diisiik Mg ihtiyaci

Izolatlarn  minimum magnezyum ihtiyacinin belirlenmesi i¢in 8 farkh
konsantrasyonda MgCl, iceren besiyerlerine spotlamalari yapilmistir. Izolatlarin
tamaminin en disik % 0,05 konsantrasyonda MgCl, igeren besiyerinde gelistikleri tespit

edilmistir.

4.1.5. Sicaklik toleransi

Sicaklik toleransinin incelenmesinde izolatlarin tamami 27 °C ile 50 °C arasinda

gelisim gostermekle birlikte optimum gelisimin 37 °C ve 40 °C’de oldugu gdzlenmistir.
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BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Sadi Turgut BILGI

4.1.6. pH toleransi
pH toleransi incelenmesinde 186 izolatin % 35’inin pH 6 ile pH 9, % 32’sinin pH 5

ile pH 9, % 19’unun pH 6 ile pH 10, % 12’sinin pH 5 ile pH 10 degerleri arasinda gelistigi

tespit edilmistir.

4.1.7. NaCl toleransi

Izolatlarin tamami 4 M NaCl varliginda oldukga iyi gelisim gdstermistir. Koloni
gelisimi icin en diisiik NaCl ihtiyac1 118 izolatin (% 63) 1.5 M, 39 izolatin (% 21) 2 M, 23
izolatin (% 12) 1 M, 4 izolatin 2.5 M ve 2 izolatin 0.4 M olarak tespit edilmistir.

4.1.8. Karbon kaynagi kullanim

Izolatlarin tamamimin tek karbon kaynag olarak glikoz varhiginda gelisim gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte zayif gelisim gdsterenler de dahil olmak {izere izolatlarin %
25’inin galaktoz, % 63’linlin laktoz, % 15’inin fruktoz, % 8’inin maltoz, % 7’sinin
mannitol, % 26’sinin sukroz ve % 5’inin trehalozu tek karbon kaynagi olarak

kullanabildigi tespit edilmistir.

4.1.9. Antibiyotik duyarhlk testi

Izolatlarm tamammin basitrasin ve novobiyosin antibiyotigine kars1 duyarli oldugu
tespit edilmistir. Bununla birlikte 50 izolat (% 20) tetrasiklin, 16 izolat (% 9)
kloramfenikol, 14 izolat (% 8) eritromisin, 7 izolat (% 4) amfisilin, 5 izolat (% 3) penisilin
G, 2 izolat vankomisin, 1 izolat streptomisin ve 1 izolat cephotaxime antibiyotigine kars1
duyarli bulunmustur. Izolatlarin antibiyotik duyaliliklar1 ¢izelge 20°de sunulmustur. 712
numarali izolatin antibiyotik test goriintlisii sekil 6’da, 701 numarlar izolatin antibiyotik

duyarlilik test goriintiisii sekil 38’de verilmistir.
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Cizelge 38. izolatlara ait antibiyotik duyarlilik bulgular

izolat Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)
Numaralari A10 B10 E 15 NV 30 P10 S10 T 30 VAN 30 C30 CTX 30

1. Ornek

101 D 30 D 36 D D 18 D D D
102 D 28 D 50 D D 15 D D D
103 D 34 13 50 22 D D D D D
104 D 30 D 54 D D D D D D
105 D 36 D 50 D D 19 D D D
106 D 30 D 42 D D 16 D D D
107 D 21 D 44 D D 17 D D D
108 D 36 D 34 D D D D D D
109 D 22 D 28 D D D D D D
110 D 26 D 16 D D D D D D
111 D 28 D 24 D D 16 D D D
112 D 36 D 40 D D 17 D D D
113 D 30 D 44 D D 13 D D D
114 D 30 D 52 D D 11 D D D
115 D 26 D 26 D D D D D D
116 D 22 D 34 D D D D D D
117 D 12 D 46 D D D D D D
118 D 50 D 22 D D D D D D
119 D 36 D 16 D D 15 D D D
120 D 30 D 35 D D 14 D D D
121 D 28 D 48 D D 17 D D D
122 D 28 D 50 D D 15 D 14 D
123 D 26 D 16 D D D D D D
124 D 44 D 14 26 D D D D D
125 D 30 D 22 D D 12 D D D
126 D 24 D 44 D D D D D D
127 D 21 9 21 D D D D D D
128 D 20 D 29 D D D D D D
129 D 19 D 16.5 D D D D D D
130 D 22 10 24 D D D D D D
131 D 42 D 36 D D D D D D
132 D 32 D 50 D D 15 D D D
133 D 30 D 33 D D 14 D D D
134 D 30 D 38 D D D D D D
136 D 225 D 43 D D 10 D D D
138 D 27 D 50 D D D D D D
140 D 20 D 17 D D D D D D
141 D 20 D 27 D D D D D D
142 D 24 D 45 D D D D D D
143 D 24 D 19 D D 17 D 15 D
144 D 16 D 18 22 D 11 D 13 D
145 D 56 D 50 D D 14 D D D
147 D 22 D 32 D D 10 D D D
149 D 21 D 55 D D 9 D D D
150 D 20 D 34 D D D D D D
151 D 20 D 51 D D 17 D D D
152 D 38 D 48 D D D D D D
153 D 40 D 30 D D 19 D D D
155 D 40 D 30 D D D D D D
156 D 30 D 30 D D D D D D

Degerler antibiyotik disk ¢ap1 ve zon capi birlikte dlgiilerek milimetre (mm) biriminde verilmistir.
A10: Amfisilin 10pg, B10: Basitrasin 10pg, E15: Eritromisin 15pug, NV30: Novobiosin 30ug, P10:
Penisilin G 10U, S10: Streptomisin 10ug, T30: Tetrasiklin 30pg, VAN30: Vankomisin 30pg, C30:
Kloramfenikol 30pg, CTX30: Cephotaxime 30ng, D: Direngli, 8§mm ve daha kii¢iik zon ¢aplarini ifade
etmektedir.
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Cizelge 38’in devami

izolat Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)
Numaralari A10 B10 E15 NV 30 P10 S10 T30 VAN30 C30 CTX30

1. Ornek
157 D 20 D 23 D D D D D D
158 D 34 D 33 D D 9 D D D
159 D 25 D 21 D D 10 D D D
161 D 34 11 50 D D D D D D
162 D 38 D 40 D D D D D D
163 D 34 D 38 D D D D D D
164 D 50 D 50 20 D D D D D
165 D 20 D 30 D D D D 12 D
166 D 48 D 34 D D D D D D

2. Ornek
201 D 24 D 16 D D D D D D
202 12 50 14 50 18 D 9 D D D
203 D 24 D 26 D D 18 D 14 D
204 9 40 7 28 D D 22 D 20 D
205 D 26 D 58 D D 15 D 20 D
206 D 50 D 20 D D D D D D
207 D 50 D 50 D D D D D D
208 D 30 D 20 D D D D 13 D
209 D 54 D 24 D D D D D D
210 D 50 D 50 D D D D D D
211 11 34 D 38 D D D D D D
212 D 60 D 40 D D D D D D
213 D 34 D 43 D D 16 D 19 D
214 D 60 D 40 D D D D D D
215 D 40 D 34 D D D D D D
216 D 56 D 50 D D D D D D
217 D 50 9 50 D D 12 D D D
218 D 36 D 24 D D D D D D
219 D 60 D 50 D D D D D D
220 D 17 D 24 D D 16 D D D
221 D 19 D 34 D D 14 D D D
222 D 50 D 50 D D D D D D
223 D 58 D 50 D D D D D D
224 D 57 10 50 D D 28 D D D
225 D 48 9 48 D D 11 D D D
226 D 25 D 30 D D 14 D D D
227 D 25 D 25 D D D D D D
228 D 28 D 30 D D D D D D
229 D 34 D 30 D D 24 D D D

3. Ornek
301 D 19 D 43 D D D D D D
302 D 33 D 36 D D D D D D
303 D 48 D 60 D D D D D D
304 D 23 D 45 D D D D D D
305 D 20 D 39 D D D D D D
306 D 52 D 50 D D D D D D
307 D 51 D 56 D D D D D D
308 D 49 D 50 D D D D D D
309 D 50 D 52 D 10 D D D D
310 D 49 D 60 D D D D D D

Degerler antibiyotik disk ¢ap1 ve zon ¢api birlikte dlgiilerek milimetre (mm) biriminde verilmistir.
A10: Amfisilin 10pg, B10: Basitrasin 10pg, E15: Eritromisin 15pug, NV30: Novobiosin 30ug, P10:
Penisilin G 10U, S10: Streptomisin 10ng, T30: Tetrasiklin 30pg, VAN30: Vankomisin 30pg, C30:
Kloramfenikol 30pg, CTX30: Cephotaxime 30ng, D: Direngli, 8§mm ve daha kii¢iik zon ¢aplarini ifade
etmektedir.
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Cizelge 38’in devami

izolat Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)
Numaralari A10 B10 E 15 NV 30 P10 S10 T 30 VAN 30 C30 CTX 30

3. Ornek

311 D 35 D 40 D D D D D D
312 D 52 D 58 D D D D D D
313 D 20 D 34 D D 9 D D D
314 D 24 D 50 D D 13 D D D
315 D 16 D 48 D D D D D D
316 D 50 D 52 D D D D D D
317 D 23 D 44 D D D D D D
4. Ornek
401 D 24 D 30 D D D D D D
402 D 56 D 55 D D D 16 D D
403 D 52 D 67 D D D D D D
404 D 21 D 42 D D 11 D D D
405 D 20 D 19 D D D D D D
406 D 35 D 53 D D D D D D
407 D 48 D 46 D D D D D D
408 D 56 D 56 D D D D D D
409 D 64 D 43 D D D D D D
410 D 70 D 65 D D D 18 D D
411 D 31 D 50 D D D D D D
412 D 56 D 70 D 18 D D D D
413 D 48 D 66 D D D D D D
414 D 60 D 60 D D D D D D
415 D 50 12 50 D D 10 D D D
416 D 56 D 40 D D D D D D
417 D 60 D 54 D D D D D D
418 D 23 9 48 D D 14 D 12 12
419 D 49 D 52 D D D D D D
5.0rnek
501 D 48 D 50 D D D D D D
502 D 40 D 50 D D D D D D
503 D 22 D 30 D D D D D D
504 D 48 D 56 D D D D D D
505 D 36 D 50 D D D D D D
506 D 48 D 56 D D D D D D
507 D 20 D 32 D D D D D D
508 D 40 D 50 D D D D D D
509 D 50 D 50 D D D D D D
510 D 50 D 56 D D D D D D
511 D 60 D 60 D D D D D D
512 D 23 D 36 D D D D D D
513 D 50 D 36 D D D D D D
514 D 50 D 30 D D D D D D
515 D 54 D 50 D D D D D D
516 9 22 9 50 D D D D 9 D
517 D 52 D 50 D D D D D D
518 D 60 D 70 D D D D D D
519 D 23 9 40 D D D D D D
520 D 25 D 50 D D D D D D

Degerler antibiyotik disk ¢ap1 ve zon ¢api birlikte dlgiilerek milimetre (mm) biriminde verilmistir.
A10: Amfisilin 10pg, B10: Basitrasin 10pg, E15: Eritromisin 15pg, NV30: Novobiosin 30pg, P10:
Penisilin G 10U, S10: Streptomisin 10png, T30: Tetrasiklin 30pg, VAN30: Vankomisin 30pg, C30:
Kloramfenikol 30pg, CTX30: Cephotaxime 30pg, D: Direngli, 8mm ve daha kiigiik zon ¢aplarini ifade
etmektedir.
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Cizelge 38’in devami

izolat Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)
Numaralari A10 B 10 E15 NV 30 P10 S10 T30 VAN30 C30 CTX30
6. Ornek
601 D 36 D 50 D D D D D D
602 D 35 D 70 D D D D 26 D
603 9 25 D 49 D D 10 D D D
604 D 34 D 50 D D D D D D
605 D 32 D 48 D D D D D D
606 D 33 D 52 D D D D D D
607 D 32 D 60 D D D D D D
608 D 42 D 50 D D D D D D
609 10 57 D 60 D D D D D D
610 D 53 D 60 D D D D D D
7. Ornek
701 D 17 D 40 D D D D D D
702 D 22 D 47 D D D D D D
703 D 54 D 60 D D D D D D
704 D 47 D 60 D D D D D D
705 D 28 D 50 D D 10 D D D
706 D 24 D 56 D D D D D D
707 D 54 D 54 D D 9 D D D
708 D 46 D 52 D D D D D D
709 D 46 D 58 D D D D D D
710 D 56 D 50 D D D D D D
711 D 23 D 44 D D D D D D
712 D 52 D 60 D D D D D D
713 D 27 D 60 D D D D D D
714 D 50 D 60 D D D D D D
715 D 33 D 54 D D D D D D
717 D 24 D 40 D D D D D D
8. Ornek
801 D 57 D 55 D D D D D D
802 D 50 D 58 D D D D D D
803 D 34 D 50 D D D D 16 D
804 D 50 D 50 D D D D D D
805 D 50 D 60 D D D D D D
807 D 30 D 40 D D D D D D
808 10 24 12 40 D D 14 D 10 D
809 D 24 D 50 D D D D D D
810 D 50 D 52 D D 12 D 20 D
811 D 50 D 50 D D D D D D
812 D 50 D 60 D D D D D D
813 D 50 D 60 D D D D D D
814 D 30 D 42 D D D D D D
815 D 30 D 60 D D D D 20 D
816 D 40 D 40 D D 10 D 12 D
817 D 40 D 46 D D D D D D

Degerler antibiyotik disk ¢ap1 ve zon capi birlikte dlgiilerek milimetre (mm) biriminde verilmistir.
A10: Amfisilin 10pg, B10: Basitrasin 10pg, E15: Eritromisin 15pug, NV30: Novobiosin 30ug, P10:
Penisilin G 10U, S10: Streptomisin 10ug, T30: Tetrasiklin 30pg, VAN30: Vankomisin 30pg, C30:
Kloramfenikol 30pg, CTX30: Cephotaxime 30ug, D: Direngli, 8§mm ve daha kii¢iik zon ¢aplarini ifade
etmektedir.
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Sekil 6. 712 numarali izolatin antibiyotik duyarlilik test goriintiisi.

Sekil 7. 701 numarali izolatin antibiyotik duyarlilik test goriintiisii.

4.1.10. Hidrolitik enzim aktivitelerinin nitel bulgular:

Calismamizda gergeklestirilen nitel enzim taramalarinda izolatlarin tamaminin pozitif
DNAz aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte hicbir izolatin seliilaz
aktivitesine sahip olmadigi belirlenmistir.

Calismamizda elde edilen 186 izolattan 23 izolatin (% 12) kazeinolitik, 106 izolatin
(% 57) jelatinolitik, 21 izolatin (% 11) amilolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
107 ve 129 numaral1 izolatlara ait kazeinaz test gortintiileri sekil 8’de, 153 ve 511 numarali
izolatlara ait jelatinaz test goriintiileri sekil 9°da, 140 ve 142 numarali izolatlara ait amilaz

test goriintiileri sekil 10°da verilmistir.
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Calismamizda kullanilan izolatlarin esteraz ve lipaz aktivitelerinin nitel olarak
incelenmesi sonucunda 65 izolatin (% 35) esteraz pozitif, 33 izolatin (% 18) lipaz pozitif
oldugu tespit edilmistir. 123, 140 ve 701 numarali izolatlara ait esteraz aktivitesi test
goruntiileri sekil 11°de, 107 ve 714 numarali izolatlarin rhodamin B lipaz agarda 360 nm

U.V. lambasi altinda ¢ekilmis fotograflari sekil 12°de verilmistir.

Sekil 8. Solda 107 numarali ve sagda 129 numarali izolatlarin kazeinaz test goriintiisii.

Sekil 9. Solda 153 numarali ve sagda 511 numarali izolatlarin jelatinaz test goriintiisii.
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.;‘(’\'H.P“.“: 3

A: 123 (sol) ve 140 (sag) numarali izolatlarin, B: 123 (sol) ve 701 (sag) numarali
izolatlarin esteraz test goriintiileri

Sekil 11. Esteraz aktivitesi test goriintiileri.
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Sekil 12. 107 ve 714 numarali izolatlarin rhodamin B lipaz agarda 360 nm U.V lambasi
altindaki goriintiileri.

4.1.11. Hidrolitik enzim aktivitelerinin nicel bulgular

Nitel enzim taramalarindan yararlanilarak hidrolitik enzim aktivitesine sahip 24 izolat
secilmistir. Bunlar icerisinden 21 proteolitik izolatin proteaz aktivitesi nicel olarak
Olciilmistiir. Elde edilen veriler arasinda yiiksek proteaz aktivitesi gosteren 10 izolatin
keratinaz ve kollajenaz aktiviteleri nicel olarak belirlenmistir. Ayrica 24 izolat icerisinden
secilen 10 izolatin esteraz ve lipaz aktiviteleri nicel olarak dl¢lilmiistiir.

Aktivite Ol¢timleri izolat gelisiminin 1, 3, 5, 7, 9 ve 11. giinlerinde gergeklestirilmis
ve Olciim yapilan her izolat i¢in biiylime egrileri c¢ikarilarak aktivite bulgulariyla

karsilastirilmistir.

4.1.11.1. Proteaz aktivite ol¢iimii

Proteaz nicel aktivite 6l¢limiinde substrat olarak kazein (hammersten) kullanilmistir.
Yontemde belirtilen reaksiyon kosullarinda 150 ve 153 numarali izolatlarin 9.2 U/ml ile en
yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir.  Izolatlarin g¢ogunlugu gelisimlerinin
logaritmik fazini kapsayan 3, 5 ve 7. giinlerinde enzim aktivitesi gdstermistir.

Glinlere gore proteaz aktivitesi 6l¢iim bulgulari ¢izelge 39’da, 153 numarali izolatin
bliyiime egrisiyle birlikte proteaz akivitesinin giinliik degisim grafigi sekil 13’de

verilmistir.
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Cizelge 39. Proteaz aktivitesi 6l¢lim bulgulari

izolat Giinler ve Kazeinaz Aktiviteleri (U/ml)

Numaralan 1.giin 3.giin S.giin 7.giin 9.giin 11.giin
102 0 0.9 1.8 0.9 0 0
103 0 0.4 3.1 0 0 0
107 0 4.8 0.4 0 0 0
111 0 4.8 2.2 1.8 0 0
112 0 0 1.3 7.0 0 0
114 0 0.4 0.9 4.8 0 0
116 0 0.4 4.4 1.8 0 0
123 0 8.8 4.0 4.8 0 0
125 0 0 7.0 8.4 1.8 0
126 0 0.4 4.4 0.4 0 0
129 0 1.3 0.4 0.4 0 0
149 0 4.0 4.0 6.2 0 0
150 0 2.2 9.2 7.9 1.8 0
151 0 7.5 3.1 1.8 0 0
153 0 0 3.1 9.2 0.9 0
165 0 0.4 3.5 1.3 0 0
221 0 1.3 0.9 0.0 0 0
505 0 6.2 8.8 7.9 0 0
511 0 8.4 4.4 0.9 0 0
514 0 2.2 3.1 7.0 0 0
519 0 5.7 2.2 0 0 0

153 Numaral {zolat

0,550 10,0
§ 0,440 8,0 >
2 0,330 - 6,0 2
£ 0,220 40 T
5
2 0,110 - 2,0

0,000 w w 0,0

1.glin 3.giin S5.glin 7.giin 11.giin
Zaman (giin)

—&— Biiyiime Egrisi =¥ Enzim Aktivitesi

Sekil 13. 153 numarali izolatin biiyiime egrisi ve proteaz aktivitesinin giinliik degigimi.
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4.1.11.2.

Keratinaz aktivite ol¢iimii

Keratinaz nicel aktivite ol¢iimiinde substrat olarak keratin azur kullanilmistir. En

yiiksek keratinaz aktivitesi 150 numarali izolat tarafindan 5. giinde 0.6 U/ml olarak tespit

edilmistir.

Giinlere gore keratinaz aktivitesi 6l¢iim bulgular cizelge 40°da, 150 numarali izolatin

bliylime egrisiyle birlikte keratinaz akivitesinin giinlilk degisim grafigi sekil 14°de

verilmistir.

Cizelge 40. Keratinaz aktivitesi 6l¢iim bulgular

Izolat Numaralar ve Keratinaz Aktiviteleri (U/ml)

Ginler 107 114 116 125 149 150 151 153 505 514
1.glin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.glin 0 0 0 0 0 0 0.2 0 0 0
Sgin 01 0 02 0O 01 06 03 05 0.1 0
7.gln 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.5 0.2 04 0.2 0.1
9.giin 0 0 0 0 0 0.1 0 06 0 0
Il.gin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

150 Numaral zolat
0,240
£ 0.200 -
S 0.160 | 2%
20,120 - i
£ 0,080 =
2 0,040 - =

0,000
1.giin

Sekil 14. 150 numarali izolatin biiyiime egrisi ve keratinaz aktivitesinin giinliik degisimi.

4.1.11.3.

Substrat olarak azocoll kullanilan kollajenaz aktivitesi dl¢limiinde en yiiksek aktivite

3.giin 5.giin

7.glin

Zaman (giin)

9.giin

—&— Biiyiime Egrisi =¥ Enzim Aktivitesi

Kollajenaz aktivite dl¢iimii

izolat gelisimlerinin 7. glinlinde gozlenmis olup 150 numarali izolatin 1.7 U/ml ve 107

numarali izolatin 1.3 U/ml aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Giinlere gore kollajenaz
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aktivitesi Ol¢tim bulgulart ¢izelge 41°de, 107 numarali izolatin biiylime egrisiyle birlikte

kollajenaz akivitesinin giinliik degisim grafigi sekil 15’de verilmistir.

Cizelge 41. Kollejenaz aktivitesi 6l¢iim bulgulari

izolat Numaralar1 ve Kollejenaz Aktiviteleri (U/ml)

Giinler 107 114 116 125 149 150 151 153 505 514
1.glin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.glin 0.1 0.4 0.1 0.1 0 0.3 0.3 0.2 0.5 0
5.giin 0.3 0.3 0.5 0.2 0.2 0.4 0.2 1.2 0.3 0.4
7.glin 1.3 0 1.2 0.8 0.2 1.7 0.9 0.1 0.9 0.7
9.glin 0.6 0 0 0 0.1 0.3 0 0 0 0.2
11.giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

107 Numarah Izolat

0,300 1,5
‘E 0,240
= > >
S - oY
1 -+
€ 0,180 - 02
§ 0,120 - =
n 055
e =
< 0,060 =~
0,000 0,0
1.giin 3.giin 5.giin 7.giin 9.giin 11.giin

Zaman (giin)

—&— Biiyiime Egrisi —#— Enzim Aktivitesi

Sekil 15. 107 numaral1 izolatin biiylime egrisi ve kollajenaz aktivitesinin giinliik degisimi.

4.1.11.4. Esteraz aktivite ol¢iimii

Substrat olarak para nitro fenil butirat (pNPB) kullanilan esteraz aktivitesi
Olctimlerinde izolatlar arasinda en yiiksek esteraz aktivitesini 140 numarali izolatin
gosterdigi tespit edilmistir. 140 numarali izolatin 7. giin 51 U/ml ve 9. giin 48 U/ml aktivite
gosterdigi bulunmustur. Giinlere gore esteraz aktivitesi dl¢iim bulgular ¢izelge 42°de, 140
numarali izolatin biiylime egrisiyle birlikte esteraz aktivitesinin glinlik degisim grafigi

sekil 16°da verilmistir.
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Cizelge 42. Esteraz aktivitesi 0l¢iim bulgulari

Izolat Numaralar ve Esteraz Aktiviteleri (U/ml)
Giinler 107 129 140 144 149 150 151 505 514 516
1.glin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.glin 1.5 0 9 4.5 1.5 0 0 L.5 4.5 0

5.gln 3 1.5 33 28.5 6 1.5 1.5 10.5 3 1.5
7.gin 1.5 1.5 51 28.5 10.5 3 4.5 6 6 3
9.giin 0 0 48 3 9 3 4.5 4.5 0 0
11.glin 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0
140 Numaral izolat
0,150 60
. | 50
E 0,120 >
€ 0,090 - 40 2
E 30 &
E 0,060 20 g
< 0,030 T 10
0,000 0
1.giin 3.glin 5.glin 7.glin 9.giin 11.giin
Zaman (giin)

—&— Biiyiime Egrisi =8 Enzim Aktivitesi

Sekil 16. 140 numarali izolatin biiyiime egrisi ve esteraz aktivitesinin giinliik degisimi.

4.1.11.5. Lipaz aktivite ol¢iimii

Lipaz aktivitesi Ol¢iimiinde substrat olarak para nitro fenil laurat (pNPL)
kullanmilmistir. Lipaz aktivitesi Olglilen izolatlar arasinda en yiiksek aktivite 505 numarali
izolatin 9. giiniinde 33.8 U/ml aktivite olarak tespit edilmistir. Giinlere gore lipaz aktivitesi
Olciim bulgularn ¢izelge 43’de, 505 numarali izolatin biiylime egrisiyle birlikte lipaz

akivitesinin giinliik degisim grafigi sekil 17°de verilmistir.
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Cizelge 43. Lipaz aktivitesi 6l¢tim bulgulari

Izolat Numaralar ve Lipaz Aktiviteleri (U/ml)

Giinler 107 129 140 144 149 150 151 505 514 516
1.glin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.giin 0.8 0.8 0 0 0 2.8 4.6 4.5 7.9 0.4
5.gin 1.5 26 121 1.4 114 154 7.5 7 9.1 3.8
7.gin 6.8 6 158 125 207 65 55 308 5 7.1
9.glin 3.8 56 227 11.6 294 0 0 33.8 0 4.1
ll.glin 2.3 3 10 32 218 0 0 15 0 1.1

Absorban (600nm)

505 Numarah izolat

3.giin

5.giin 7.giin

Zaman (glin)

—&— Biiyiime Egrisi =¥ Enzim Aktivitesi

9.giin

(Tu/n) oNANYY

Sekil 17. 505 numarali izolatin biiylime egrisi ve lipaz aktivitesinin giinliik degisimi.

4.1.12.

Calismamizda nitel ve nicel enzim aktivite olgiimlerinden elde ettigimiz bulgulara

Molekiiler tanimlama bulgular:

gore secilen 34 izolat 16S ribozomal RNA dizi analizi ile tanimlanmistir. Materyal ve

yontemde belirtildigi gibi izolatlardan DNA izolasyonu yapilarak % 0.8’lik agaroz jelde

saflik kontrolleri yapilmis ve jel goriintiileme cihazi ile fotografi c¢ekilmistir. 14 farkli

izolata ait agaroz jel goriintiileri sekil 18’de verilmistir.
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M 1500 bp

1000 bp

M: Marker (Geneone 100bp plus)

Sekil 18. Baz1 izolatlara ait DNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii.

DNA izolatlar1 saflik kontrolii yapildiktan sonra materyal ve yontemde belirtilen
prosediirlere gére PZR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri kontrol i¢in % 1.7°lik
agaroz jelde 100 baz ciftlik marker kullanilarak yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme cihazi ile
fotografi ¢ekilmistir. 14 farkli izolata ait PZR {irlinlerinin agaroz jel goriintiisii sekil 19°da

verilmistir.

LI 123 129 140 144 151 226 415 511 517 519 701 708 714 805 M

1500 hp wos mod won W : w1500 bp

1000 hp s s 1000 hp

500 bp 500 bp

M: Marker (Geneone 100bp plus)

Sekil 19. Bazi izolatlara ait PZR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
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PZR fiiriinleri geneon marka PZR temizleme kiti kullanilarak saflastirilmistir. Dizi
analizi Bioeksen firmasindan hizmet alimi seklinde yapilmistir. Dizi analizlerine ait
kromatogramlar Chromas isimli programla kontrol edilmis ve temizlenmistir. ileri ve geri
primerler NCBI (National Center of Biotechnology Information) internet sitesinde align
edildikten sonra ortak bolgeler ¢ikartilarak baz sayis1 1268 ile 1293 arasinda degisen 16S
rRNA bélgeleri elde edilmistir. izolatlara ait 16S rRNA gen bélgeleri ekler boliimiinde yer
almaktadir. Bu bolgeler http://www.ncbi.nlm.nih.gov internet adresindeki niikleotit
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) secenegine gore analiz edilerek Gen
Bankasinda var olan 16S rRNA dizileri ile karsilastirilmistir.

Caligmamizda tanilanan 34 izolattan elde edilen bulgulara goére 16 izolatin
filogenetik olarak farkl: tiirlere benzerlik gosterdigi bulunmustur. Calismamizda 16S rRNA
dizi analizine gore tanimlanan 34 izolatin gen bankasinda var olan 16S rRNA gen dizileri
ile karsilastirma bulgular1 ¢izelge 44’de verilmistir. Tanimlanan izolatlar ile filogenetik
olarak benzer bulunduklar1 tiirler arasindaki akrabaligt ortaya koymak igin
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ internet adresindeki coklu sekans hizalayici
program kullanilarak izolat ve benzer tiirlere ait 16S rRNA gen dizileri hizalanmistir. Elde
edilen veriler ile Mega 5 bilgisayar programi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Calismamizda tanimlanan izolatlarin karsilastirmali filogenetik agact sekil 20’de
verilmistir. Filogenetik agac olusturulurken benzer tiirlere ek olarak Haloferax
mediterranei ATCC 33500 ve Halobacterium salinarum DSM 3754T tip tiirlerine ait 16S
rRNA gen bolgeleri de kullanilmistir (Sekil 20).

Bununla birlikte tanimlanan izolatlarin izole edildikleri deri Orneklerine gore
dagilimi ¢izelge 45°de verilmistir. Izolatlarn izole edildikleri deri Orneklerine gore
dagilimi incelendiginde 8 deri 6rneginden 6’sinda Natrialba aegyptia 40 tiirii, 5’inde ise
Halococcus thailandensis tirii tespit edilmistir ve bdylece bu asir1 halofilik arkelerin deri

orneklerinde yaygin olarak bulundugu ortaya konulmustur.
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Cizelge 44. Calismamizda tanimlanan izolatlara ait BLAST analiz bulgulari

lefr(l):l::':m Gen ﬁﬁiﬁﬁlagnslm Filogenetik Olarak Benzer Tiir g::lznel(.};‘l:)
103 DQ309081.1 Natronococcus sp. F30Al 99
107 NR 028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
112 AB477227.1 Halovivax asiaticus 99
114 NR 028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
116 FJ686124.1 Halovivax sp. E107 99
123 X00662.1 Halococcus morrhua 99
125 AB549236.1 Halococcus thailandensis 100
129%* EF533956.1 Uncultured haloarchaeon clone YA32 99
140 FJ686129.1 Halorubrum sp. CH3 99
142%* NR _028176.1 Natrialba aegyptia 40 97
144 HQ215547.1 Halomicrobium zhouii 94
149 NR 028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
150 AF367370.2 Natrinema pallidum R-fish 99
151 AF367370.2 Natrinema pallidum R-fish 99
153 AF367370.2 Natrinema pallidum R-fish 100
213 NR 028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
221 AB549236.1 Halococcus thailandensis 100
226 AB477232.1 Natronococcus jeotgali 99
305 NR _028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
312 AB549236.1 Halococcus thailandensis 99
313 NR 028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
410 NR _028186.1 Halococcus dombrowskii H4 99
415 EU557270.1 Haloterrigena thermotolerans Z4 99
505 AF367370.2 Natrinema pallidum R-fish 99
511 AB477971.1 Halococcus gingdaonensis 99
514 AB549236.1 Halococcus thailandensis 99
516* NR _028176.1 Natrialba aegyptia 40 92
517 AB477227.1 Halovivax asiaticus 99
519 NR 028186.1 Halococcus dombrowskii H4 99
603 NR _028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
701 NR _028176.1 Natrialba aegyptia 40 99
708 NR 028150.1 Natrinema versiforme XF10 99
714 NR 028187.1 Halobacterium noricense Al 99
805 AB549236.1 Halococcus thailandensis 99

*129 numaral1 izolatin sadece ileri primer, 142 ve 516 numarali izolatlarin sadece

geri primer kullanilan tek yonlii kismi dizi analiz sonuglar verilmistir.

Calismamizda molekiiler olarak tanimlanan 129 numarali izolat sadece ileri primer
analizine gore uncultured haloarchaeon clone YA32 olarak, 142 ve 516 numarali izolatlar
sadece geri primer analizine gore Natrialba aegyptia 40 olarak tanimlanmistir. Bununla
birlikte 144 numarali izolat % 94 benzerlik oramyla Halomicrobium zhouii olarak

tanimlanmaistir.
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Cizelge 45. Tanimlanan izolatlarin izole edildikleri ham deri 6rneklerine gore daglimi

Yerli Irk Ham Deri Yabanci Irk Ham Deri
Ornekleri Ornekleri
bt beer o s a s 6o s T
. Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
Tiirler Sayisi
aegyptia 40
Halococcus 1 1 1 1 1 5
thailandensis
Natrinema 3 1 4
pallidum R-fish
Halococcus 1 1 b
dombrowskii H4
Halovivax 1 1 )
asiaticus
1 1

Halovivax sp. E107
Halococcus 1 1
morrhua
Uncultured
haloarchaeon clone 1 1
YA32
Natronococcus sp. 1 1
F30AI
Halorubrum sp. 1 1
CH3
Halomicrobium 1 1
zhouii
Natronococcus 1 1
Jjeotgali
Haloterrigena 1 1
thermotolerans 74
Halococcus 1 1
qingdaonensis
Natrinema 1 1
versiforme XF10
Halobacterium 1 1
noricense Al

Toplam Izolat 3 3 2 6 1 3 1 34

Sayisi
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150

505

151

153

Natrinema pallidum
708

Natrinema versiforme XF10
Haloterrlgena thermotolerans Z4

07
114
305
149
Natrialba aegyptia 40
603
701
226
L Natronococcus jeotgali

Halovivax asiaticus

Halovivax sp E107

Natronococcus sp F30A41
116
103
517
112
221
Halococcus thailandensis JCM1355
514
519
Halococcus dombrowskii H4
123
Halococcus morrhua
410
312
805
511

Halococcus qgingdaonensis JCM1358
Haloferax mediterranei ATCC33500

Halorubrum sp CH3
129

140
Halobacterium salinarum DSM3754T

Halobacterium noricense Al
|: 714

|
Halomicrobium zhouii

144

—
0.02

Sekil 20. Calismamizda tanimlanan izolatlar ile benzer bulunduklar tiirlerin karsilastirmali

filogenetik agaci.
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4.2. Tartisma

Bu ¢alismada yerli ve yabanci olmak tizere 8 farkli kaynaktan temin edilen tuzlanmig
ham deri Ornekleri kullanilmistir. Bu orneklerden toplam 186 adet asir1 halofilik
mikroorganizma izolasyonu yapilmis ve elde edilen izolatlara bazi1 biyokimyasal,
antibiyotik duyarlilik, pH, NaCl, sicaklik toleranslarinin yani sira nitel ve nicel hidrolitik
enzim testleri uygulanmistir. Nitel hidrolitik enzim aktivite bulgular1 da dikkate alinarak
secilen izolatlarin kazeinaz, keratinaz, kollajenaz, esteraz ve lipaz enzim aktiviteleri ayrica
nicel olarak belirlenmistir. Miimkiin oldugunca farkli strain elde edebilecek sekilde, tiim
fenotipik bulgular dikkate alinarak 186 izolat i¢erisinden hidrolitik enzim aktivitesine sahip
34 izolat secilmistir. Bu izolatlarin strain diizeyinde tanimlamalarini yapmak amaciyla 16S
rRNA dizi analizi yontemi kullanilmistir.

Arastirmamizda kullanilan yontem, elde ettigimiz fenotipik, hidrolitik enzim aktivite

ve molekiiler tanimlama bulgular1 asagida bir sira dahilinde tartigilmistir.

4.2.1. Yontem ve fenotipik bulgular iizerine tartisma

Calismamizda tuzlanmig ham derilerden asir1 halofilik mikroorganizmalarin
izolasyonu i¢in SW 15, SW 20 ve SW 25 besiyerleri kullanilmistir. Bu besiyerlerinde
koloni gelisimi 37 °C’de 14 ile 21 giin arasinda olmustur. Kolonilerin iyi gelistigi ve asir1
halofilik mikroorganizmalarin se¢iminin daha kolay yapilabildigi 3.3 M NacCl iceren SW
25 besiyerinin kullanilmasinin daha uygun olacagina karar verilmistir. Bu asamadan sonra
izolasyon dahil olmak {izere tiim testlerde SW 25 besiyeri kullanilmistir. Caligsma siiresince
uygulanacak testlerde kullanilmak iizere izolatlar yatik agarli tiiplere ve boliinmiis ylizeyli
petrilere spotlanarak kisa periyotlarda diizenli olarak kiiltiire edilmis ve taze kiiltiirler elde
edilmistir. Ayrica kiiltiirler uzun siireli olarak gliserolde -20 °C’de saklanmustir.

Izolatlarin tamami Gram negatif reaksiyon gdstermis ve bu yoniiyle Arke domaininin
genel ozellikleriyle uyumlu bulunmustur.

NaCl tolerans1 sonucglarina gore izolatlarin tamammm 3.3 M ile 4 M NaCl
konsantrasyonunda iyi gelisim gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte izolatlarin
gelisim gosterdikleri en diisiik NaCl degerleri 118 izolat i¢in 1.5 M, 39 izolat i¢in 2 M, 23
izolat i¢in 1 M, 4 izolat i¢in 2.5 M oldugu tespit edilmistir

Kushner (1985) halofilleri gelisebilmek igin ihtiya¢ duyduklari en uygun NaCl
miktarina gore siniflandirarak 4 gruba ayirmistir. Organizmalarin gelisebilmek i¢in ihtiyag

duyduklart NaCl konsantrasyonlart % 1’in altindakiler halofilik olmayanlar, % 1-3
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arasindakiler az halofiller, % 3-15 arasindakiler 1liml1 halofiller ve % 15’den fazla olanlar
asir1 halofiller olarak gruplandirilmigtir (Kushner, 1985).

Arastirma bulgularimiza gore tiim izolatlarin 3.3 ile 4 M arasinda iyi gelisim
gostermis olmalar1 bu mikroorganizmalarin asir1 halofilik olduklarini ortaya koymustur.

Izolatlarin tek karbon kaynag: kullanim testlerinde besiyerine ilave edilecek olan
maya ziitii konsantrasyonu % 0,01 olarak belirlenmistir. Izolatlarin tamaminin en diisiik
MgCl, degeri de % 0,05 (5 mM) olarak bulunmustur. Montalvo-rodriguez ve ark. (1997)
yaptig1 denemelerde bu oran % 0,005 olarak belirlenmistir.

Izolatlarin pH toleranslarini belirlemek igin 3—10 pH araligindaki besiyerlerine ekim
yapilmis ve izolatlarin minimum ve maksimum gelisebildikleri pH degerleri, 186 izolatin
% 35’1icinpH 6 -9, % 32°siigin pH 5 -9, % 19’u i¢in pH 6 — 10, % 12’s1 icin pH 5 — 10
araliginda oldugu tespit edilmistir. Ayrica tiim izolatlarin optimum gelisebildigi pH
araliginin 7- 8 olarak belirlenmistir. Bu bulgular molekiiler yontemlerle tayin edilen
tiirlerin fizyolojik 6zellikleriyle uyumlu bulunmustur.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde izolatlarin tamaminin basitrasin ve novobiyosin
antibiyotigine kars1t duyarli, %97’sinin penisilin G antibiyotigine karsi diregli bulunmasi
izolatlarin arke olabilecegine isaret etmistir.

Cetinkus (2007) izole ettigi halofilik mikroorganizmalarin arke ve bakteri ayrimini
polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlemis ve arkelere ait izolatlarin basitrasin ve
novobiyosin antibiyotigine duyarli, penisilin G’e kars1 ise dire¢li oldugunu bulmustur.

Bizim arastirmamizda da antibiyotik testleri sonucunda yapilan molekiiler tanimlarda
izolatlarin tamaminin arke domainine ait olduklari tespit edilmistir.

Holmes ve Dyall-Smith (1991) cogu halofilik arke tiirlinlin DNA giraz inhibitori
novobiyosin ve basitrasine duyarli oldugunu ifade etmistir.

Aragtirma sonuglarimizdan elde edilen antibiyotik test bulgular1 ayrica Holmes ve
Dyall-Smith (1991)’in ifadeleriyle de desteklenmistir.

Caligmamizda 50 izolat tetrasiklin (30 pg) antibiyotigine, 14 izolat eritromisin (15
ug) antibiyotigine karsi duyarli bulunmustur. Oren (2006) Halobacterium salinarum
tiiriiniin kloramfenikol ve eritromisin (100 pg/ml) antibiyotigi ile inhibe edildildigini ve 8
pg/ml’den yiiksek degerlerde tetrasiklin antibiyotigine kars1 duyarli oldugunu bildirmistir.

Farkl sicakliklarda gelismenin degerlendirildigi test sonuglarinda tiim izolatlar 27 ile
50 °C arasinda gelisim gostermistir. Bununla birlikte izolatlarin optimum gelisme sicaklig1
37 °C - 40 °C’de araliginda olmustur. Bu sonuglar molekiiler olarak tanimlanan tiirlerin

genel ozellikleri ile de benzer bulunmustur.
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Tek karbon kaynagi kullaniminda bazi izolatlar zayif gelisim gostermistir. Bunun
sebebinin besiyeri igerigine ilave edilen % 0.01 konsantrasyondaki maya 6ziitlinlin azot ve
bliylime faktorleri agisindan yetersiz kaldigimi diisiindiirmistiir. Ancak Halobacterium
salinarum tiirtiyle ilgili bir ¢alismada tek karbon kaynaginda biiylimenin olmadigi, besiyeri
icerigine % 0.005 konsantrasyonda maya oziitii ilave edildiginde gelismenin oldugu
bildirilmistir (Oren, 2006). Bu bilgi tek karbon kaynagi kullanimi ile ilgili aragtirma
sonuglarimizi destekler nitelikte bulunmustur.

Biyokimyasal testlerin uygulanmasinda molekiiler tanimlamaya destek olacak
Halobacteriales takimina ait yeni bir iliyenin tanimlanabilmesi i¢in gerekli minimum
standartlar uygulanmaya calisilmistir (Oren ve ark., 1997). Bu baglamda calismamizda
izole ettigimiz 186 izolatin % 73’1 oksidaz negatif, % 68’1 katalaz pozitif bulunmustur.
Bununla birlikte triptofandan indol olusturan 15 adet, nitrattan gaz olusturan 10 adet ve

nitrat1 indirgeyerek nitrit olusturan 115 adet izolat tespit edilmistir.

4.2.2. Hidrolitik enzim aktivitesi 6l¢iim bulgularimin tartisiimasi

Deri Mikrobiyolojisi lizerine yapilan literatiir tarama sonuglarina goére enzim aktivite
caligmalarininin daha ¢ok bakteriler ve halofilik bakteriler tizerine oldugu tespit edilmistir.
Diger yandan asir1 halofilik arekeler ve bunlarin enzimleri {izerine yapilan ¢aligmalarda
materyal olarak tuzlu topraklar, tuzlalar, tuz golleri, tuzlanmis fermente gidalar
kullanilmistir. Bu konu ile ilgili bazi literatiirler asagida verilmistir.

Birbir ve ark. (1996) tuzla konservelenmis derilerden elde ettikleri halofil
bakterilerin % 70’inin proteolitik oldugunu ve deri materyaline zarar verdigini
bildirmislerdir.

Cesitli arastiricilar tuzlanmis ham deriler tizerindeki kizartilardan halofilik arkelerin
sorumlu oldugunu ve salamura derilerde bulanan halofilik arkelerin, yliksek sicaklilarda
uzun depolama kosullarinda deri yiizeyini parcalayabilen proteazlar icerdigini
bildirmislerdir (Bailey ve Birbir, 1993; Birbir ve Ilgaz, 1996; Birbir ve ark., 1996; Bailey
ve Birbir, 1996).

Yine bazi arastiricilar bir¢ok halofilik arkenin proteolitik aktiviteye sahip ve halofilik
arkelerden izole edilen ekstraseliiller proteazlarin bazilari dogal g¢evrede protein ve
peptidleri parcalayabilen serin proteazlar oldugunu belirtmislerdir (Gibbons, 1957; Oren,
2002; De Castro ve ark., 2006).

Arastirmamizda tuzlanmig yerli ve yabanci ham derilerden izole edilen izolatlarin

tamaminin hidrolitik enzim taramalar1 oncelikle nitel olarak yapilmis ve bu sonuglara gore
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secilen izolatlarin proteaz, keratinaz, kollajenaz, lipaz ve esteraz enzimleri nicel olarak
tayin edilmistir. Nitel test sonuglarina gére kazeini parcalayarak zon olusturan toplam 23
izolatin (% 12) kazeinolitik, 106 izolatin (% 57) jelatinolitik, 21 izolatin (% 11) amilolitik,
65 izolatin (% 35) esteraz pozitif, 33 izolatin (% 18) lipaz pozitif oldugu tespit edilmistir.

Nicel enzim aktivitesi denemelerinde proteaz i¢in kazein, keratinaz i¢in azo-keratin,
kollajenaz i¢in azocoll, esteraz i¢in p-nitro fenil biitirat (p-NPB) ve lipaz icin p-nitro fenil
laurate (p-NPL) substratlari materyal ve yontemde belirtilen enzim prosediiriine gore
kullanilmistir.

Enzim aktiviteleri biiylime egrileri ile karsilastirildiginda aktivitenin logaritmik
donemin sonlarina dogru maksimum diizeye ulastigi goriilmistiir. Yasa ve ark. (2008)
Izmir Camalt1 Tuzlasi’ndan izole ettikleri asir1 halofilik arke izolatinin proteaz aktivitesinin
Olctimiinde aktivitenin eksponansiyel fazda baslayarak stasyoner fazda maksimum degere
ulastigini tespit etmislerdir. Bu bilginin aragtirma sonuglarimizi destekler nitelikte oldugu
sOylenebilir.

Adigiizel ve ark. (2009) yiinden izole edilmis iki Bacillus cereus straininin peptid
sinirl1  kiiltirlerde  kollajenolitik, elastolitik ve keratinolitik proteaz sekresyonunu
incelemislerdir. Kiiltiirlerin eksponansiyel fazda proteolitik aktivite gostermedigini ancak
linear biiyiime fazinda her iki strainin de kollajenolitik ve elastolitik proteaz salgiladigini
ve maksimium aktivitenin 12—-14 saat sonra olustugunu kaydetmislerdir. Keratinolitik
proteazin ise kiiltiirlerin duragan faza geldiklerinde salgilandigini ve en yiiksek aktivitenin
1620 saat sonra elde edildigini bildirmislerdir. Bununla birlikte kil giderme aktivitesinde
5 kat yogunlastirilmis kiiltiir siipernatant1 ile koyun derilerinin 21 saat inkiibasyonu
sonucunda killarin kolayca wuzaklastirlldigi ve kiiltlir siipernatantinda olusan renk
degisiminin protein parcalanmasinin isareti oldugunu ifade etmislerdir.

Arastirmamizda kazeinaz, keratinaz ve kollajenaz enzim aktivite Ol¢limleri 2 M
NaCl, 37 °C, pH 7.5 reaksiyon kosullarinda ve sirasiyla 10 dk, 60 dk ve 30 dk reaksiyon
siirlerinde gergeklestirilmistir. Bu reaksiyon kosullarinda en yiiksek aktiviteyi 150
numarali izolat géstermistir. 150 numarali izolatin kazeinaz, keratinaz ve kollajenaz enzim
aktiviteleri sirasiyla 9.2 U/ml, 0.6 U/ml ve 1.7 U/ml aktivite olarak ol¢tilmiistiir.

Halofilik arkelerden elde edilen bazi proteazlar, Halobacterium salinarum
(Halobacterium halobium) (Norberg ve Von Hofsten, 1969; Izotova ve ark., 1983; Ryu ve
ark., 1994; Kim ve Dordick, 1997), Natrialba asiatica (Kamekura ve Seno, 1990;
Kamekura ve ark., 1992), Haloferax mediterranei (Stepanov ve ark., 1992; Kamekura ve

ark., 1996), Natronomonas pharaonis (Stanlotter ve ark., 1999), Natrialba magadii
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(Gimenez ve ark., 2000) ve Natronococcus occultus (Studdert ve ark. 1997; Studdert ve
ark. 2001; Elsztein ve ark., 2001) tiirlerinden izole edilerek tanimlanmaistir.

Kanlayakrit ve ark. (2004) asir1 halofilik Halobacterium sp. PB407’den proteaz
enzimini triiterek tanimlamislardir. Enzim {iretiminin 96 saatte olustugunu ve maksimum
aktivitenin 2.13 M NaCl, pH 8 ve 40 °C reaksiyon kosullarinda gergeklestigini
bildirmislerdir.

Arastirmamizda uyguladigimiz reaksiyon kosullariyla yukarida bahsedilen
calismanin reaksiyon kosullar1 benzerlik gostermektedir.

Riffel ve ark. (2003a) keratinin pepsin, tripsin ve papin gibi yaygin proteolitik
enzimlere karg1 direncli oldugunu ve sistin kopriileriyle protein zincirinin c¢apraz
baglanmasinin keratinin proteolitik par¢alanmasina direnglilik sagladigini belirtmislerdir.
Ancak keratin yapisinin bazi mikroorganizmalarca parcalanabildigi i¢in tiiylerin dogada
birikim yapmadigini ifade etmislerdir.

Bockle ve ark. (1995) keratin pargalayan Streptomyces pactum tiiriinden elde ettikleri
serin proteazin ticari olarak kullanilan gesitli proteazlardan onemli derecede daha aktif
oldugunu ifade etmislerdir

Yapilan bir calismada Riffel ve ark. (2003b) keratinolitik Flavobacterium sp kr6 ve
Bacillus sp kr10 izolatlarindan elde ettikleri ham enzimlerin 50 °C’de 15 dk reaksiyon
kosullarinda 0.01 absorbans artisina gore en yilksek enzim aktivitesini 7 U/dm’ olarak
Olgmiislerdir.

Bununla birlikte Kim ve ark. (2001) kiimes hayvani atiklarindan izole ederek
tanmmladig1 Bacillus subtilis tiirinii % 1 kazein iceren ortamda gelistirmis ve 0.001
absorbans artisina gore 160 U keratinolitik aktivite gosterdigini tespit etmistir.

Arastirmamizda da kazeinaz, keratinaz, kollajenaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde izolatlar % 1 oraninda kazein igeren besiyerlerlerinde gelistirilmislerdir.

Mukherjee ve ark. (2009) kollajenaz aktivitesini inceledikleri ¢aligmada bakteri
strainini kollajen ilave edilmis gelisim ortaminda gelistirdiklerinde enzim aktivitesinin %
30 artis gosterdigini bildirmislerdir.

Boylece yapilan c¢aligmalar ile arastirmamizda izledigimiz yontem arasinda paralellik
oldugu ifade edilebilir.

Gupta ve Ramnani (2006) c¢esitli mikroorganizmalarin keratinolitik titrelerinin
karsilastirilmasimin farkli substrat ve keratinolitik enzim birimlerinin kullanilmasindan
dolay1 zor olabilecegini ifade etmislerdir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarin bulgulari ile

arastirma bulgularimizin tartigmasi net olarak yapilamamastir.
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Arastirmamizda nitel olarak enzim aktivitesi gosteren izolatlardan se¢im yapilarak bu
izolatlarin gelisim gosterdigi kosullarda salgilamis olduklar1 enzim aktivitelerinin nicel
olarak varlig1 ortaya konulmaya calisilmistir. Ancak yapilan literatiir taramalarinda
arastirmalarin ¢ogunun bir izolattan yada tanimlanmis bir tiirden izole edilen enzimin
optimum aktivite kosullarinin belirlenmesi iizerine oldugu tespit edilmistir. Bu konu ile
ilgili yapilan bazi ¢aligmalara ait literatiirler asagida verilmistir.

Kamekura ve Seno (1990) tanimlanmamis bir halofilik arkebakteri 172P1 straininin
% 15-27 NaCl igeren besiyerinde 3 ekstraseliiler proteaz iirettigini tespit etmistir. Bu
enzimlerden bir tanesinin serin proteaz oldugunu ve enzim stabiletisi i¢in % 25 oraninda
NaCl’ye ihtiya¢ duydugunu bildirmistir.

Shi ve ark. (2006) Natrinema sp. J7 halofilik arkeonundan ekstraseliiler halofilik
proteaz SptA’y1 inceledikleri ¢alismalarinda bu enzimin 50 °C’de 2.5 M NaCl ve pH 8
degerinde optimum aktivite gosterdigini bildirmiglerdir.

Thomson ve ark. (1972) ham derilerden izole edilen aerobik halofillerin
kollajenolitik ve jelatinolitik enzim aktivitelerini incelemis ve bakteriyal strainlerin
%10’nun saflastirilmis kollajeni % 2.34 NaCl’de denatiire ettigini bildirmislerdir.

Vidyasagar ve ark. (2006) Halogeometricum borinquense tiiriinden termostabil ve
haloalkalifil ekstraseliiler serin proteazi saflagtirarak karakterize etmistir. En yiiksek enzim
aktivitesini % 20 NaCl, pH 10, 60 °C reaksiyon kosullarinda gdzlemlemistir.

Halobacterium salinarum tiirlinden izole edilen halofilik proteaz, glisin igeren
oligopeptid sentezinde kullanilmistir (Ryu ve ark., 1994). Halofilik proteazlar peptid
sentezi i¢in biiyiik bir potansiyel olusturmaktadir (Sellek ve Chaudhuri 1999).

Horikoshi (1999) mevcut alkalifilik enzimlerin biiyiik bir rol oynadig1 deterjan ilave
maddesi olarak haloarkeal ekstremozimlerin kullanilabilecegini ifade etmistir.

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizda elde ettigimiz izolatlarin sahip olduklar1 enzimlerin
karakterizasyonu yapilarak endiistriyel alanda kullanimlarinin incelenmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmaktadir.

Proteaz, amilaz, amidaz, esteraz ve lipaz gibi hidrolitik enzimler, endiistriyel enzim
pazarmin biiylik bir kismini olusturmaktadir. Son zamanlarda lipazlar (triagil gliserol
acilhidrolaz E.C.3.1.1.3) gida teknolojisi, deterjan, kimya sanayi ve biyomedikal bilimler
gibi endiistriyel uygulamalarda genis bir yelpazede kullanilmasi ve ¢ok yonli
ozelliklerinden dolay1 biyoteknolojide artarak biiyliyen anahtar enzim olarak ortaya

cikmaktadir (Jaeger ve ark., 1999; Gupta ve ark., 2004).
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Bahsedilen gelismeler dikkate alinarak arastirmamizda esteraz ve lipaz enzim
aktiviteleri incelenmistir. Daha 6nce agiklandigi iizere enzimlerin iiretim ortamlarina
esteraz aktivitesi icin Tween-80 ve lipaz aktivitesi icin zeytinyagr %] oraninda ilave
edilerek enzim aktivasyonu saglanmistir.

Calismamizda esteraz ve lipaz enzim aktivitelerinin Sl¢iimleri 2 M NaCl, 37 °C, pH
7.5 reaksiyon kosullarinda ve 10 dk reaksiyon siiresi sonunda gercgeklestirilmistir.
Belirtilen reaksiyon kosullarinda 140 numarali izolatin 5, 7, 9 ve 11. giinlerde sirasiyla 33
U/ml, 51 U/ml, 48 U/ml ve 33 U/ml esteraz aktivitesi gosterdigi ve maksimum
aktivitesinin 7. giinde oldugu gozlenmistir. 505 numarali izolatin ayni giin ve sirayla 7
U/ml, 30.8 U/ml, 33.8 U/ml ve 15 U/ml lipaz aktivitesi gostererek maksimum aktivitesinin
9. giinde oldugu tespit edilmistir.

Ayrica calisilan izolatlar arasinda 140 ve 144 numarali izolatin esteraz, 140, 149 ve
505 numarali izolatlarin lipaz aktivitelerinin yiiksek oldugu goézlenmistir.

Ozcan ve ark. (2009) 5 halofilik arkeal strainin esteraz ve lipaz aktivitelerini
inceledikleri ¢alismada lipaz aktivitesi i¢in para-nitrofenil palmitat (pNPP) ve esteraz
aktivitesi i¢in para-nitrofenil biitirat (pNPB) substratlarini kullanmiglardir. Bu arastirmanin
bulgularina gére maksimum esteraz aktivitesinin 3—4.5 M NaCl, pH 8-8.5, 60-65 °C’de ve
maksimum lipaz aktivitesinin 3.5-4 M NaCl, pH 8, 45-60 °C reaksiyon kosullarnda
gerceklestigi bildirilmistir. Bununla birlikte esteraz aktivite degerlerinin lipaz aktivite
degerlerinden yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Bhatnagar ve ark. (2005) Halobacteria strainin lipolitik aktivitesini p-nitro fenil
butirat (pNPB) ve p-nitro fenil palmitat (pNPP) substrati kullanarak incelemislerdir.
Hidrolitik aktivitenin optimum kosullarin1 esteraz i¢in 3.5 M NaCl, pH 8, 40 °C ve lipaz
icin 4 M NaCl, pH 7.5 40 °C olarak tespit etmistir. Bununla birlikte esteraz aktivitesinin
lipaz aktivitesine gore daha hizli gergeklestigini belirtmislerdir.

Camacho ve ark. (2009) Haloarcula marismortui tiiriinden esteraz ve lipaz iiretimi
ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Esteraz aktivitesi i¢in p-nitrofenil biitirat
(pNPB) ve p-nitrofenil valerat (pNPV), lipaz aktivitesi i¢in p-nitrofenil laurat (pNPL)
substratlarin1  kullanarak H. marismortui tirlinin  ekstraseliiler esteraz ve lipaz
aktivitelerinin sirastyla 0,06 U/l ile 0,26 U/] oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda esteraz aktivitesi i¢in kullandigimiz pNPB ve lipaz aktivitesi i¢in
kullandigimiz pNPL substratlar1 ile arastiricilarin kullandig1 substratlarin  benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir. Ancak arastiricilarin enzim aktivitesi bulgularini litre cinsinden
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belirtmesi ¢alismamizda ise mililitre cinsinden verilmesi bulgular yoniinden farklilik

gostermis ve bulgularin karsilagtirllmasinda zorluk olusturmustur.

4.2.3. Molekiiler tanimlama bulgularinin tartisiimasi

Arastirmamizda 186 izolat igerisinden segilen 34 izolatin
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov internet adresindeki program kullanilarak karsilastirmali 16S
rRNA gen dizi analizi yapilmis ve filogenetik olarak benzer olduklar tiirler tespit edilmeye
calisilmistir. Molekiiler yontemlerle tanimlanacak izolatlarin segimlerinde basta proteolitik
sonrasinda lipaz ve esteraz enzim aktivitelerine sahip olan izolatlar dikkate alinmigtir.
Bunun ardindan basitrasin ve novobiosin antibiyotiklerine karsi duyarli olmalarina ve
calismamizda kullanilan farklt ham deri 6rneklerinden izole edilmis olmalarina dikkat
edilerek cesitliligin artmas1 amaglanmastir.

186 izolat icerisinden bircok fenotipik 6zellikler dikkate alinarak 6zenle secilen 34
izolatin 16S rRNA dizi analizi sonucunda; 10 izolatin Natrialba aegyptia 40, 5 izolatin
Halococcus thailandensis, 4 1zolatin Natrinema pallidum R-fish, 2 izolatin Halococcus
dombrowskii H4, 2 izolatin Halovivax asiaticus, ve 1’er izolatin Halovivax sp. E107,
Halococcus morrhua, Uncultured haloarchaeon clone YA32, Natronococcus sp. F30Al,
Halorubrum sp. CH3, Halomicrobium zhouii, Natronococcus jeotgali, Haloterrigena
thermotolerans 74, Halococcus qingdaonensis, Natrinema versiforme XF10,
Halobacterium noricense Al tiirlerine filogenetik olarak benzerlik gosterdigi bulunmustur.
Molekiiler olarak tanimlanan izolatlarimizin tamaminin asir1 halofilik arke oldugu tespit
edilmistir.

Calismamizda molekiiler yontemle tanimlanan 34 izolattan 16 farkli tiir tespit
edilmistir. Literatiir taramalar1 sonucunda izolatlarin benzer bulunduklar tiirlerin tamami
daha onceki ¢alismalarda tuzlu topraklar, tuzlalar, tuz gélleri, tuzlanmis fermente gidalar
gibi cesitli tuzlu ortamlardan izole edilerek tanimlanmistir. Izolatlarm benzer bulundugu
tiirlerin kaynaklarina ait bilgiler ¢izelge 46’da belirtilmistir.

Natronococcus sp. F30Al, Halovivax sp. E107, Halorubrum sp. CH3 asir1 halofilik
arke tiirleri http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ verilerine gére Ozcan ve arkadaslar1 (2006,
2009) tarafindan Tiirkiye’'nin farkli tuzlu bdlgelerinden izole edilerek tanimlanmis
tiirlerdir. Bu asir1 halofilik arke tiirlerinin ¢alismamizda yerli irk ham deri 6rneklerinden ilk
kez izole edilmesi ham derilerdeki halofilik mikroorganizma kaynaginin konservasyonda

kullanilan tuzlar olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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Arastirmamizda 140 numaral izolat Halorubrum sp. CH3 olarak tanimlanmis ve 51
U/ml esteraz ve 22.7 U/ml lipaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Bununla birlikte 150, 151, 153 ve 505 numaral izolatlar Natrinema pallidum R-fish
straini olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin kazeinaz, keratinaz, kollajenaz ve lipaz gibi
onemli hidrolitik enzim aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir.

Natrinema pallidum tiirii ilk olarak McGenetiy ve ark (1998) tarafindan ham deriden
izole edilerek tanimlanmis ardindan iilkemizde yapilan bir ¢alismada Yilmaz (2010)
tarafindan tuzlanmis ham deriden izole edildigi bildirilmistir. Ancak aym tiirlin R-Fish
straini Lu ve Cui (2001) tarafindan tuzlanmig taze baliktan izole edilerek tanimlanmistir.
Caligmamizda izole ederek tanimladigimiz Natrinema pallidum R-fish straini lilkemizde
tuzlanmis ham deriler lizerinde ilk defa tespit edilmistir.

Halococcus morhua tiiriiniin 16S rRNA gen dizisi ilk olarak Leffer ve Garret (1984)
tarafindan tanimlanmistir. Euzeby (1997)’e gore Halococcus morhua tiiriiniin sinonimleri;
Sarcina litoralis (Poulsen, 1879), Sarcina morrhuae (Farlow, 1880), Micrococcus litoralis
(Poulsen 1879; Kellerman, 1915), Micrococcus morrhuae (Farlow, 1880: Klebahn, 1919),
Halococcus litoralis (Poulsen, 1879; Schoop, 1935) olarak belirtilmistir.

Bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda tanimladigimiz Halococcus morhua tiirii Orlita
(2004) tarafindan yapilmis bir caligmada derideki kirmizi ve mor renkli lekelerden
Micrococcus morrhuae olarak izole edilmistir.

McGenity ve ark. (1998) yeni bir halobacterial cins bulmayr amacladiklar
calismalarinda Natrinema pellirubrum ve Natrinema pallidium tiirlerini tuzlanmis ham
deriden izole ettiklerini bildirmistir.

Diger yandan Yilmaz (2010) Ingiltere ve Avustralya kaynakli tuzlanmis ham
derilerden Halorubrum lacusprofundi, Halorubrum saccharovarum, Halorubrum
tebenquichense, Natrinema gari ve Natrinema pallidum olmak tizere 5 asir1 halofilik arke
tiiriinii izole ettigini bildirmistir.

Farkli aragtiricilar tarafindan Halococcus morhua ve Natrinema pallidum tiirlerinin
tuzlanmis ham derilerden izole edilerek tanimlanmasi ile aym tiirlerin ¢calismamizda da

elde edilmesi bu tiir yoniinden molekiiler bulgularimizi destekler nitelikte bulunmustur.
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Cizelge 46. izolatlarin benzer bulundugu tiirlerin izole edildikleri kaynaklara ait bilgiler

Izolatlarin

Benzer . o ys .

Bulunduklar: izole Edildikleri Kaynak Kaynakea
Tiirler

Natr ia{ba Asiri tuzlu Misir Hezayen ve ark. (2001)
aegyptia 40 toprak

Halococcus

thailandensis Belirtilmemis  Japonya Minegishi ve ark. (2010)
JCM 13552

Natrinema Tuzlanmus taze . Lu and Cui (2001)
pallidum R-fish ~ bahk

Halococcus - Kaya tuzu Avusturya Stan-Lotter ve ark. (2002)
dombrowskii H4

quoyivax Tu Zl u Ejmor Cin Castillo ve ark. (2006)
asiaticus goli sedimenti

Halovivax sp. Ff‘}rkh tuzlu Tiirkiye Ozcan ve ark. (2009)
E107 bolgeler

Halococcus Ham deri Belirtilmemis Orlita (2004)
morrhua

Uncultured Jiangsu bolgesi ..

haloarchacon wzlu toprak Cin He ve ark. (2007)
clone YA32

Natronococcus Tuz golunv? Tiirkiye Ozcan ve ark. (2006)
sp. F30Al Bolluk golii

Halorubrum sp. Ff‘}rkh tuzl Tiirkiye Ozcan ve ark. (2009)
CH3 bolgeler

Halomicrobium  Jiangsu deniz Cin Yang ve Cui (2012)
zhouii tuzlasi

Natronococcus ~ Geleneksel o ' Roh ve ark. (2007)
jeotgali fermente gida

Haloterrigena

thermotolerans Belirtilmemis  Cin Zhang ve ark. (2008)
74

Halococcus - Deniztuzu  Cin Wang ve ark. (2007)
qingdaonensis

Natrinema Tuz golii Cin Xin ve ark. (2000)
versiforme XF10

Halobacterium Tuz madeni Avusturya  Gruber ve ark. (2004)

noricense Al
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Daha onceki farkli ¢alismalarda deriden izole edildigi bildirilen Natrinema pallidum
(McGenetiy ve ark., 1998; Yilmaz, 2010) ve Halococcus morhua (Orlita, 2004) tiirleri
yapmis oldugumuz calismada da tespit edilmistir. Ancak MNatrialba aegyptia 40,
Halococcus thailandensis, Halococcus dombrowskii H4, Halovivax asiaticus, Halovivax
sp. E107, Uncultured haloarchaeon clone YA32, Natronococcus sp. F30Al, Halorubrum
sp. CH3, Halomicrobium zhouii, Natronococcus jeotgali, Haloterrigena thermotolerans
74, Halococcus gingdaonensis, Natrinema versiforme XF10, Halobacterium noricense Al
olmak tizere 14 farkli asir1 halofilik arke tiirii iilkemizde tuzlanmis ham derilerden ilk defa
izole edilerek tanimlanmustir.

Molekiiler yontemle tanimlama sonucunda 107, 114, 142, 149, 213, 305, 313, 516,
603, 701 numarali izolatlarin Natrialba aegyptia 40 tiirtine, 125, 221, 312, 514, 805
numarali izolatlarin Halococcus thailandensis tiiriine benzerlik gosterdigi ancak benzer
olan bazi izolatlarin enzim aktiviteleri agisindan degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
bulgu tespit edilen tiirlerin farkl alttiirlere ait olabilecegini diistindiirmiistiir.

Halococcus thailandensis olarak tanimlanan 514 numarali izolatin kazeinaz,
kollajenaz, esteraz ve lipaz aktivitelerine sahip oldugunun tespit edilmesi nedeniyle deri
islemlerinde bu tiir izerinde 6nemle durulmasi gerektigi ortaya ¢ikmustir.

Calismamizda 129 numarali izolat sadece ileri primer analizine goére uncultured
haloarchaeon clone YA32 olarak, 142 ve 516 numarali izolatlar ise sadece geri primer
analizine gore Natrialba aegyptia 40 olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte 144 numarali
izolat %94 benzerlik orantyla Halomicrobium zhouii olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin

ileride yapilacak ¢alismalarda daha detayl olarak incelenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmuistir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Arastirmamizin sonunda yerli ve yabanci olmak {izere toplamda 8 farkli kaynaktan
elde edilen tuzlanmis ham derilerden 186 asir1 halofilik mikroorganizma izole edilmistir.
Bu izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri incelenmis, antibiyotik duyarlilik testleri yapilmas,
hidrolitik enzim aktiviteleri taranmistir. Hidrolitik enzim aktivitesine sahip 34 izolat
karsilastirmali 16S rRNA gen dizi analizi ile tanimlanmaistir.

Nitel enzim aktivitesi sonuglarina gore 23 izolatin (%12) kazeinaz, 106 izolatin
(%57) jelatinaz, 21 izolatin (%11) amilaz, 65 izolatin (%35) esteraz, 33 izolatin (%18)
lipaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Nitel enzim aktivitesi gosteren bazi izolatlarin
kazeinaz, keratinaz, kollajenaz, esteraz ve lipaz enzim aktiviteleri nicel olarak Ol¢tilmiistiir.
Bu izolatlardan 150 numarali izolatin 9.2 U/ml kazeinaz, 0.6 U/ml keratinaz ve 1.7 U/ml
kollajenaz, 140 numarali izolatin 51 U/ml esteraz, 505 numarali izolatin 33.8 U/ml lipaz
aktivite degerleri ile diger izolatlardan daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Bu arastirmada, tuzlanmis ham derilerden izole edilerek secilen 34 izolatin 16S
rRNA dizi analizi sonucu 10 izolat Natrialba aegyptia 40, 5 izolat Halococcus
thailandensis, 4 izolat Natrinema pallidum R-fish, 2 izolat Halococcus dombrowskii H4, 2
izolat Halovivax asiaticus, ve 1’er izolat Halovivax sp. E107, Halococcus morrhua,
Uncultured haloarchaeon clone YA32, Natronococcus sp. F30Al, Halorubrum sp. CH3,
Halomicrobium zhouii, Natronococcus jeotgali, Haloterrigena thermotolerans 74,
Halococcus gingdaonensis, Natrinema versiforme XF10, Halobacterium noricense Al
olarak toplam 16 farkli strain tanimlanmigtir.

Aragtirmamizda tanimlanan 34 asir1 halofilik arkeden Natrialba cinsine ait 10 adet,
Halococcus cinsine ait 9 adet, Natrinema cinsine ait 5 adet, Halovivax cinsine ait 3 adet,
Natronococcus cinsine ait 2 adet, Halomicrobium, Halorubrum, Haloterrigena cinslerine
ait 1’er izolat ve 1 adet Uncultured haloarchaeon clone YA32 olmak iizere 8 farkli asiri
halofilik arke cinsinin varlig1 saptanmustir.

Natrinema pallidum R-fish straininin kazeinaz, keratinaz, kollajenaz ve lipaz gibi
onemli hidrolitik enzim aktivitelerinin hepsine sahip oldugu belirlenmistir.

Halorubrum sp. CH3 straininin 51 U/ml aktiviteyle en yiiksek esteraz ve 22.7 U/ml

aktiviteyle 6nemli derecede lipaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.
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BOLUM 5 - SONUC VE ONERILER Sadi Turgut BILGI

Ozcan ve arkadaslar1 (2006, 2009) tarafindan Tiirkiye’ nin farkli tuzlu blgelerinden
izole edilerek tanimlanan Natronococcus sp. F30Al, Halovivax sp. E107, Halorubrum sp.
CH3 asin1 halofilik arke tiirlerinin ¢alismamizda yerli irk ham deri 6rneklerinden ilk kez
izole edilmesi ham derilerdeki halofilik mikroorganizma kaynaginin konservasyonda
kullanilan tuzlardan olabilecegini destekler nitelikte bulunmustur.

Ham derilerin tuzla konservasyon islemi bircok mikroorganizma gelisimini
engellemesine ragmen arzu edilen koruma ig¢in yeterli olmamaktadir. Proteolitik ve
lipolitik 6zelliklere sahip halofilik mikroorganizmalar tuzla konservelenmis ham derilere
zarar verebilmektedir. Bu mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle tanimlanmalar
durumunda kontrol altina alinmalar1 kolaylasacaktir.

Calismamizda tuzlanmis ham derilerden 8 farkli cinse ait toplam 34 halofilik arke
tanimlanmistir. Antibiyotik test sonuglarina goére bu arkelerin basitrasin ve novobiyosin
antibiyotiklerine kars1 duyarli olduklar: tespit edilmistir. Elde edilen bulgular 1518inda ham
derilerin bakteriyal ve fungal ¢esitliliginin yanisira proteolitik ve lipolitik basta olmak
lizere keratinaz, kollajenaz, esteraz gibi hidrolitik enzim aktivitelerine sahip halofilik
Arkelerin 6nemli bir yere sahip oldugu ortaya konulmustur. Boylece ham derilerin ilk
islem basamaklarindan itibaren korunmasinda sadece antibakteriyal ve antifungal maddeler
degil halofilik Arkeleri de kontrol edebilecek maddelerin kullanilmasinin gerekliligi bu
calisma ile ortaya konulmustur.

Enzim aktivitesi gosteren ve tanimlanan asir1 halofilik arkelerin sahip olduklar
enzimlerin karakterizasyonu yapilip endiistriyel kullanima kazandirilmasi olduk¢a 6nemli
sonuglar dogurabilir.

Bununla birlikte daha once kiiltiire edilmemis bir halofilik arke ilk kez ¢alismamizda
izole edilerek kiiltiire alinmistir. Sahip oldugumuz halofilik arke izolatinin daha ileri
yontemler kullanilarak incelenmesi ve tanimlanmasi hem deri endiistrisindeki arkeal
cesitlilie hemde halofilik arke cesitliligine katki saglayacaktir.

Bu ¢alismada tuzla konservelenmis ham derilerde kiiltiire dayali yontemlerle asir
halofilik arkelerin izolasyon ve tanimlamasi1 yapilmistir. Kiiltiire dayali olmayan molekiiler
yontemlerle bu tiir derilerde mikroorganizmalarin tanimlanmasi mikrobiyal cesitlilige
hatirt sayilir derecede katki saglayabilir. Ciinkii islenmeye hazir durumdaki tuzla
konservelenmis deriler nemli derecede mikrobiyal yiike sahiptir. Basta enzim aktiviteleri
olmak iizere bu mikroorganizmalarin ¢esitli alanlarda degerlendirilmesi durumunda insan

sagligi ve yararina dnemli katkilar saglanabilecegi diisiniilmektedir.
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Ekler
Ek1. 103 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi

Baz Sayisi: 1278
Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: DQ309081.1

TGGATCGATTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCAGATAGCTC
AGTAACACGTGGCCAAACTACCCTGTCGATCGGGACACCCTCGGGAAACTGAG
GCTAATCCCGGATACGGCTCGCTGCCTGGAGTTGGCGCGAGCTCGAAACGTTC
AGGCGCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGC
CCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAAAGCAAGAGCCCGGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTAC
ACTGCACGCGAGTGCGATAGGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCG
CTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCC
AGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTA
AAGCGTCCGTAGCCGGCCAGGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCACGCCTAACGT
GCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCTTGGGACCGGAAGATCCAGAGGGTAC
GTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAA
GCGCTCTGGAAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCACGAA
CCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGG
CACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCT
GGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTA
CAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGC
ATCGACAGTAGCTGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACTAGAGCTACTGAGAG
GAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGC
AACGAGCGAGACCCGCACGCCTAATTGCCAGCAACACCCACGAGGTGGTTGG
GTACATTAGGCGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGT
AGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCGAGA
CAGTGGGATGCCACCCCGAGAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTAGT
TCGGATTGCGGACTGAAACTCGTCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGC
GCCTCATGAAGG



EK2. 107 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1285

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

TTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCAGATA
GCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGGAAAC
TGAGGCTAATCCGGAATAACGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGAGAAAC
GCTCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATAGTC
CTCGCTTTTCTCAACCGTAGGGAGGTTGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGCCTA
ACGCACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGG
GGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGG
CGAAAGCGCCTCAGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTC
ACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGG
TGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGAC
CGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG
CACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCA
CCAGCATCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCAC
TGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAG
TCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTG
GTTGGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCA
ACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGT
CGAGACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTCGAT
CGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGT
AATCGCGCCTCAGAAGGGCGC

II



EK3. 112 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1289

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: AB477227.1

TTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCAGATA
GCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTGTCGATCGGGACACCCTCGGGAAAC
TGAGGCTAATCCCGGATACGGCTCGCTGCCTGGAGTTGGCGCGAGCTCGAAAC
GTTCAGGCGCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAAAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGCGAGTGCGATAGGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATACAGTC
CTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCAGGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCACGCCTA
ACGTGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCTTGGGACCGGAAGATCCAGAGG
GTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGC
GAAAGCGCTCTGGAAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCA
CGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGT
GTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACC
GCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGC
ACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCAC
CAGCATCGACAGTAGCTGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACTAGAGCTACTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCACGCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGAGGTGGT
TGGGTACATTAGGCGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCG
AGACAGTGGGATGCCACCCCGAGAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTCGATCGT
AGTTCGGATTGCGGACTGAAACTCGTCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCGCCTCAGAAGAGCGCGGTG

I



Ek4. 114 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1292

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

GCTATTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCA
GATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGG
AAACTGAGGCTAATCCGGAATAACGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGAG
AAACGCTCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGG
TAACGGCCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGA
GACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAA
CCTTTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATA
GTCCTCGCTTTTCTCAACCGTAGGGAGGTTGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGAC
CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATT
GGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGC
CTAACGCACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCAG
AGGGGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGG
TGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGG
GTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCT
AGGTGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGG
GAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATC
TCACCAGCATCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGC
CACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTT
AAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTG
GTGGTTGGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGG
GCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAAT
GGTCGAGACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTC
GATCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGT
AGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGT

v



EKS. 116 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1278

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: FJ686124.1

GTCCGAATTTGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAGCTCA
GTAACACGTGGCCAAACTACCCTGTCGATCGGGACACCCTCGGGAAACTGAGG
CTAATCCCGGATACGGCTCGCTGCCTGGAGTTGGCGCGAGCTCGAAACGTTCA
GGCGCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCC
CACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAAAGCAAGAGCCCGGAGACGGAA
TCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACA
CTGCACGCGAGTGCGATAGGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGC
TTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCA
GCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAA
AGCGTCCGTAGCCGGCCAGGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCACGCCTAACGTG
CGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCTTGGGACCGGAAGATCCAGAGGGTACG
TCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAG
CGCTCTGGAAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCACGAAC
CGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGGC
ACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCTG
GGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTAC
AACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCA
TCGACAGTAGCTGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACTAGAGCTACTGAGAGG
AGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCA
ACGAGCGAGACCCGCACGCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGAGGTGGTTGGGT
ACATTAGGCGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAG
GTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACA
GTGGGATGCCACCCCGAGAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTAGTTC
GGATTGCGGACTGAAACTCGTCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGC
CTCAAAAGGGC



EK6. 123 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1283

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: X00662.1

GGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGCTC
CGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGGATATCCTCGGGAAACTGAG
GTCAATCCCAGATACTGCTTTCATGTTGGAATACAGAAAGTCGGAAACGGTCC
GCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCC
CACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGTAT
CTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACA
CTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGC
TTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCA
GCCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCTA
AAGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACGG
GTGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGTA
CGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCGGTAGCGAA
AGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCGA
ACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGTG
GCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCGC
CTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCAC
TACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCG
GCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTCTGATGGGCTTACTTGAGCCACTGA
GAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCA
GGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGCT
GGGTACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAACG
GTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGA
GACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTCGTA
GTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATC
GCATTTCAGAAGAGTGCG

VI



EK7. 125 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1268

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB549236.1

CGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGCTCCGTA
ACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTA
ATTCCGGATACTGCTTTCATGTTGGAACACAGAAAGTCGGAAACGGTCCGCCG
CCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACC
GTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGTATCTGA
GACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGC
ACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGCTTTT
CGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCC
GCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCTAAAGC
GTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACGGGTGG
ACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGTACGTC
CGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGCGAAAGC
GTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCGAACC
GGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGTGGCG
TTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCGCCTG
GGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTAC
AACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCGGCA
CCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTCTGATGGGCTTACTTGAGCCACTGAGAG
GAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGC
AACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGCTGGG
TACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTA
GGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGA
CAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTCGTAGT
TCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGC
ATTTCA

VII



EKS8. 129 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1276

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: EF533956.1

GGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGGCTCGTGGCGAATAGCTC
AGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAGCACGATACCCTCGGGAAACTGAG
GCTAATAGTGCATACCACAATCCAGCTGGAATGAGGATTGTGTCAAACGCTCC
GGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCC
CACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGACGGAA
TCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACA
CTGCACGCCAGTGCGATAAGGGAATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCCTGCG
CTTTTGTACACCGTAGGGAGGTGTACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCC
AGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGATCTTATTGGGCCTA
AAGCGTCCGTAGCTGGCCGCACAAGTCCATCGGAAAATCCACCCGCCCAACGG
GTGGGCGTCCGGTGGAAACTGTGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTA
CGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAA
AGCACGTCGCGAGGACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGA
ACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGCCTGCTAGGTGTG
GCTCCCGCTACGAGCGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGGCCGCC
TGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACT
ACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAG
CATCGACTGTAGTAATGACGACCAGGTTGATGACCTTGTCCGAGCTTCAGAGA
GGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGG
CAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGCACTGCGAAGTGGCTGGG
GACAGTAGGGAGACCGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTA
GGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGAC
AAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTT
CGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCTGGATCCGGTAGTAATCCCT
GGCCAAGCGCG

VIII



EK9. 140 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1285

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: FJ686129.1

TTGGGAATCGATTTAAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGGCTCGTGGCGAAT
AGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAGCACGATACCCTCGGGAAA
CTGAGGCTAATAGTGCATACCACAATCCAGCTGGAATGAGGATTGTGTCAAAC
GCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGAATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCC
TGCGCTTTTGTACACCGTAGGGAGGTGTACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGATCTTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCACAAGTCCATCGGAAAATCCACCCGCCCA
ACGGGTGGGCGTCCGGTGGAAACTGTGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACG
GGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGG
CGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTC
TCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGCCTGCTAGG
TGTGGCTCCCGCTACGAGCGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGGC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG
CACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCA
CCAGCATCGACTGTAGTAATGACGACCAGGTTGATGACCTTGTCCGAGCTTCA
GAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGT
CAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGCACTGCGAAGTGGC
TGGGGACAGTAGGGAGACCGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCG
AGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGT
AGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCGTGTCACAAGCGCGCG

IX



EK10. 142 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1232

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

CGTGGCAGATAGCTAGTAACCGTGGCCAAACTTCCCTATAGATCCGGGCAACC
TCGGGGAACTGAGGCTAATCCGGAATAACGCTTTCAGCTTGAATGGCGGGACC
GGAAACCGTCCGGCGCTATAGGATGTGGCTCCGGCCGATTAGGTAGACGGTGG
GGTAACGGCCCACCGTCCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGACCAAGACCCGG
AGACGGTATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAA
ACCTTTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATAT
AGTCCTCGCTTTTCTCGACCGTAGGGAGGTTGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGA
CCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGGCCGCTGTTAT
TGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCG
CCTAACGCACAGGCGTCCGGTGGAAACTGTCTGGCTTGGGACCGGAAGACCTG
AGGGGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGG
TGGCGAAAGCGCCTCAGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGG
GTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCT
AGGTGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAACGAATTGGCGGGG
GAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATC
TCACCAGCATCGACAGGTTGCAGTGCCAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGC
CACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTT
AAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTG
GTGGTTGGGTACATTAAGAGGACTGCCACTGCCAACCTGAGGAAGGAGCGGG
CAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATG
GTCGAGACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGGAGCTAATCTCCGAAACTCG
GTCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTA
GTAATCGCGCCTCAGAAG



Ek11. 144 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1275

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: HQ215547.1

CGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGGGTTCAGACCCGTGGCAGATAGCTCAGTA
ACACGTGGCCCTTTACCCTGTGGATCATGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAA
TGATCAATACAGCTCACAGATTTGAATATCGTGAGCTGGAAACGCTACGGCGC
TGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGT
GCCGATAATCGGTACAGGTGGTGAGAGCCAGAGCCTGGAGACGGAATCTGAG
ACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCAC
GACAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTGT
GTACCGTAAGGTGGTCGACGAATAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGC
CGCGGTAATACCGGCAGTCCGAGTGATGGTCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGT
CCGTAGCTGGCCGAGCAAGTCTGTCGGGAAATCCACTCGCTCAACTGCTGGAC
GTCCGGCGGAAACTGTTCGGCTTGGGACCGGAAGATCTGAGGGGTACGTCCGG
GGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCT
TGGAAGCACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGGTAGGGTTTTGAACCGGAT
TAGATTCCCGGGTAGTTCTAACCGTTAACGATGCCTGGTAGGTTTGGGGCCGG
GTTCGAGCCTTCGCTGTTCCGCAGTGAAGACGTAAGCGGGCCGCGCGTGAAGT
ACGTCTGCACGGATGTGACTTAAAGGAATAGGCGGGGGAGCGCTACACCCGG
AGGAGCGCGCGGTTTAATAGGACTCTACGCCCGACATATCTCCAGCGCCGACA
CCACTGATGTCGCTCACGTTGACGTCCCTTCCCGCGACGCTGTTGAGAGGAGGT
GCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCATCCTGTTAAGTCAGGCAACGA
GCGAGACCCGTATCTGTAATTGCCAGCAATACCCTTGTGGTAGTTGGGTACTTT
ACGGAGACTGCCACGGCTAACGTGGAGGAAGGAGCGGGCAACGGTAGGTCAG
CATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGCCGGGACAACGG
GTCGCAACGCCGAGAGGCGGAGCTAATCCCTTAAACCCGGTCGTAGTTCGGAT
TGTGGGCTGAAACTCGCCCAGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTCAG
TAGCGCG

XI



EK12. 149 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1283

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

TGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAG
CTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGGAAACT
GAGGCTAATCCGGAATATCGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGTGAAACGC
TCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATAGTCCTC
GCTTTTCTCGACCGTAGGGAGGTCGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGCCTAACG
CACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGT
ACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGA
AAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGT
GACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGC
CTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCAC
TACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCA
GCATCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCACTGA
GAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCA
GGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGTT
GGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACG
GTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCGA
GACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTA
GTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATC
GCGCCTCAGAAGGGCG

XII



Ek13. 150 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1285

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: AF367370.2

TGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAG
CTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCAAATAACCTCGGGAAACT
GAGGCTAATGTGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGT
TACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTC
GCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACG
CGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGT
ACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGA
AAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGT
GGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCA
CTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACC
AGCATCGACAATGTGCAGTGAAAGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTCGTGGTGGT
TGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCG
AGACAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGT
AGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCGCCTCAGAAGGGCGCG

XIII



Ek14. 151 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1282

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: AF367370.2

AGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTC
AGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCAAATAACCTCGGGAAACTGAG
GCTAATGTGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTAC
GGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCC
ACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATC
TGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACAC
TGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCT
TTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAG
CCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAA
GCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGC
GGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACG
TCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAA
GCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAA
CCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGG
CACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCT
GGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTA
CAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGC
ATCGACAATGTGCAGTGAAAGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTGAGA
GGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGG
CAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTCGTGGTGGTTGG
GTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGT
AGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGA
CAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGTAGT
TCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGC
GCCTCAGAAGGGCGCG

X1V



EK15. 153 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1289

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: AF367370.2

TTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGGCTCGTAGCAGATA
GCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCAAATAACCTCGGGAAAC
TGAGGCTAATGTGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACG
TTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACG
GCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTT
ACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCT
CGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTG
CCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCC
TAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGG
TACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCG
AAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCAC
GAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTG
TGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCA
CTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACC
AGCATCGACAATGTGCAGTGAAAGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTCGTGGTGGT
TGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCG
AGACAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGT
AGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCGCCTCAGAAGGGCGCGATG

XV



EK16. 213 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1274

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

GTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCAGATAGCTCA
GTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGGCCAACCTCGGGAAACTGAGG
CTAATCCGGAATACCGCTTTCAGCCTGGAATGGCGAGAGCGAGAAACGCTCCG
GCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCA
CCGTGCCAATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCT
GAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACT
GCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTT
TTCTCGACCGTAGGGAGGTTGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGC
CGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATTGGGCCTAAAG
CGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGCCTAACGCACA
GGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGGGGTACGTC
TGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGC
GCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACC
GGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTTTGCTAGGTGTGACA
CAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCTGG
GAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACA
ACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCAT
CGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCACTGAGAGG
AGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCA
ACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGTTGGGT
ACATTAAGAGGACTGCCATTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAG
GTCAGTATGCCCCGAATGTGCGGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACA
GTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTAGTTC
GGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGC
CTCAGAA

XVI



EK17. 221 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1282

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB549236.1

GGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGCTC
CGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGAATACCCTCGGGAAACTGAG
GCTAATTCCGGATACTGCTTTCATGTTGGAACACAGAAAGTCGGAAACGGTCC
GCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCC
CACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGTAT
CTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACA
CTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGC
TTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCA
GCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCTAA
AGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACGGG
TGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGTAC
GTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGCGAA
AGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCGA
ACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGTG
GCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCGC
CTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCAC
TACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCG
GCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTCTGATGGGCTTACTTGAGCCACTGA
GAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCA
GGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGCT
GGGTACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAACG
GTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGA
GACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTCGTA
GTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATC
GCATTTCAGAAGAGTGCG

XVII



EK18. 226 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1275

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB477232.1

CGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTA
ACACGTGGCCAAATTACCCTGTCGAGCGGACCAACCTCGGGAAACTGAGGCTA
ATCCCGCATACGACTCTCAGGCTGGAATTGCAGAGAGTTCGAAACGCTCCGGC
GCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCAC
CGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTG
AGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTG
CACGCCAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATAGCGCCCTCGCTTT
TCTGCACCGTAAGGTGGTGCAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCC
GCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGGCCGCTGTTATTGGGCCTAAAGC
GTCCGTAGCTGGCCAGGCAAGTCTATCGGGAAATCTCCCCGCTTAACGGGGAG
GCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGATCCAGAGGGTACGTCC
GGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCG
CTCTGGAAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCG
GATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGCGCCAC
AGGCTACGAGCCTGTGGTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCTGG
GAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACA
ACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCAT
CGACAGTAGGAGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACCAGACCTACTGAGAGGA
GGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAA
CGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGTTGGGTA
CATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGG
TCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAG
TGGGACGCAACCCCGAGAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTAGTTCG
GATTGCGGACTGAAACTCGTCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCCGT
TCAGTAGACG

XVIII



EK19. 305 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1287

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

TGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAG
CTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGGAAACT
GAGGCTAATCCGGAATAACGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGAGAAACG
CTCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACG
GCCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTT
ACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATAGTCCT
CGCTTTTCTCGACCGTAGGGAGGTCGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGGTG
CCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATTGGGCC
TAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGCCTAAC
GCACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGG
TACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCG
AAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCAC
GAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTG
TGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCG
CCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCA
CTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACC
AGCATCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCACTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGT
TGGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCG
AGACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTCGATCGT
AGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCGCCTCAGAAGGGCGCGGT

XIX



EK20. 312 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1276

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB549236.1

CGGGGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAGATAG
CTCCGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGGATACCCTCGGGAAACT
GAGGCCAATCCCGGATACTGCTTTCATGTTGGAACACAGAAAGTCGGAAACGG
TCCGCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACG
GCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTT
ACACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCC
TCGCTTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGT
GCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGC
CTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAA
CGGGTGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAG
GTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGC
GAAAGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCT
CGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGT
GTGGCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG
CACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCA
CCGGCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTCTGATGGGCTTACTTGAGCCAC
TGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAG
TCAGGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTG
GCTGGGTACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCA
ACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGC
CGAGACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTC
GTAGTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTA
ATCGCATTTCAG

XX



Ek21. 313 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1287

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

TTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCAGATA
GCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGGAAAC
TGAGGCTAATCCGGAATAACGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGAGAAAC
GCTCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATAGTC
CTCGCTTTTCTCAACCGTAGGGAGGTTGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGCCTA
ACGCACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGG
GGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGG
CGAAAGCGCCTCAGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTC
ACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGG
TGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGAC
CGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG
CACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCA
CCAGCATCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCAC
TGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAG
TCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTG
GTTGGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCA
ACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGT
CGAGACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTCGAT
CGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGT
AATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGG

XXI



EK22. 410 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1274

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028186.1

GGGGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGC
TCCGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGGATACCCTCGGGAAACTG
AGGTCAATCCCGGATACTGCTTTCATGTTGGAACACAGAAAGTCGGAAACGGT
CCGCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTC
GCTTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACG
GGTGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGT
ACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCGGTAGCGA
AAGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGT
GGCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCA
CTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACC
GGCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTTTGATGAGCTTACTTGAGCCACTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGC
TGGGTACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCG
AGACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTCGT
AGTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCATTTCA

XXII



EKk23. 415 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1291

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: EU557270.1

TTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATA
GCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAAC
TGAGGCTAATTCGGAATACGATTCACTGCCTGGAGTGGCGTGAATCCGAAACG
CTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACG
GCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTT
ACACTGCACGAAAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCT
CGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTG
CCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCC
TAAAGCGTCCGTAGCTGGCCATGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGG
TACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCG
AAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCAC
GAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTG
TGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGCAGGGAAGCCGTGAAGCAGACC
GCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGC
ACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCAC
CAGCATCGACAATGTGCAGTGAAAGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATT
GAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGT
CAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCTAGCGGTGGT
TGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCG
AGACAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGT
AGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAAT

XXIII



Ek24. 505 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1284

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: AF367370.2

AGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTC
AGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCAAATAACCTCGGGAAACTGAG
GCTAATGTGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTAC
GGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCC
ACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATC
TGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACAC
TGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCT
TTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAG
CCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAA
GCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGC
GGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACG
TCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAA
GCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAA
CCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGG
CACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCT
GGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTA
CAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGC
ATCGACAATGTGCAGTGAAAGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTGAGA
GGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGG
CAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTCGTGGTGGTTGG
GTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGT
AGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGA
CAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGTAGT
TCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGC
GCCTCAGAAGGGCGCGGT

XXIV



EK25. 511 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1284

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB477971.1

GGGGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGC
TCCGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGGATATCCTCGGGAAACTG
AGGTCAATCCCGGATACTGCTTTCATGTTGGAATACAGAAAGTCGGAAACGGT
CCGCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTC
GCTTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACG
GGTGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGT
ACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGCGA
AAGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGT
GGCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCA
CTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACC
GGCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTCTGATGGGCTTACTTGAGCCACTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGC
TGGGTACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCG
AGACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCCAATCTCCTAACCTCGGTCGT
AGTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCATTTCAGAAGAGTGCG

XXV



EK26. 514 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1279

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB549236.1

GGGGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGC
TCCGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGATCGGGATACCCTCGGGAAACTG
AGGCTAATCCCGGATACTGCTTTCTTGTTGGAACACAGAAAGTCGGAAACGGT
CCGCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTC
GCTTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACG
GGTGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGT
ACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGCGA
AAGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGT
GGCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCA
CTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACC
GGCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTGTGATGGGCTTACTTGAGCCACTG
AGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGC
TGGGTACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCG
AGACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTCGT
AGTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAAT
CGCATTTCAGAAGA

XXVI



EK27. 516 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1239

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

AGACTCGTGGCAGTAGCTCAGTACCAGTGGCCAAACTACCCTATAGATCGGCC
AACCTCGGGAAACTGAGCTATCCGGATAACGCTTTCAGCTTGAGTGGCGAGAG
CTGAAACGTTCAGCGCTACAGAATGTGGCTGCGGCCGATTAGTAGACGGTGGG
GTAACGGCCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTTGAGAGCAAGAGCCCGGA
GACGGTATTTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGGCAGCAGGCGCGGAAC
CTTTACCATGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTTCAGGTGCGAGGGCATATCG
TTCTTGCTTTTCTCGGCCGTAGGGAGGTTGAGGGACTAGTTCTTGGCAAGGCCG
GTGCCAACCGGCGCCGTAATTCCGGCAGCACAGATGATGGCCGGTGATAATGG
GCCTTAAGCGTCCGTAGCTGGCCCGACAAGTTCATTGGGAAATTTGTGAGCCT
AACGCACAGGCGTTCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAG
GGGTAAGTTTGGGGTTGGAATGAAATTCCGTAATTCTGGGCGGGCCCCCGGTG
GCGAAAGCGCCTCTGGAAGGCGGATTCGGCGGTGAAGGAAGAAAGCTCGGGT
CCCGGACCGGATTAGATTCCCGGGTAGTTCGAGCTGTTAACGATGTTTGGTAG
GTGTGACACCGGCTTCGAACCTGTGTTGTTCCGTAGGGAAACCGTGAAGCCGG
CCGCCTGGGAAGTACGTTCGCAAGGATGGAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGA
ACCATACCACCGGAAGAACCTGCGGTTTAATTGGACTTAACGCCGGACATTTT
CCCAGCATTGGCCGTGAGCAGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCA
CTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAA
GTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGT
GGTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGC
AACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGG
TCGAGACAGTGGGATGCCACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGAT
CGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGT
AATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGT

XXVII



EK28. 517 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1293

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB477227.1

GCTATTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCA
GATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTGTCGATCGGGACACCCTCGGG
AAACTGAGGCTAATCCCGGATACGGCTCGCTGCCTGGAGTTGGCGCGAGCTCG
AAACGTTCAGGCGCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGG
GTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAAAGCAAGAGCCCGG
AGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAA
ACCTTTACACTGCACGCGAGTGCGATAGGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATAC
AGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGA
CCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTAT
TGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCAGGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCACG
CCTAACGTGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCTTGGGACCGGAAGATCCA
GAGGGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGG
TGGCGAAAGCGCTCTGGAAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGG
GTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGTCTGCT
AGGTGTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGG
GAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATC
TCACCAGCATCGACAGTAGCTGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACTAGAGCT
ACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTA
AGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACGCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGAG
GTGGTTGGGTACATTAGGCGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGG
GCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAAT
GGTCGAGACAGTGGGATGCCACCCCGAGAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTC
GATCGTAGTTCGGATTGCGGACTGAAACTCGTCCGCATGAAGCTGGATTCGGT
AGTAATCGCGCTTCAGAAGAGCGCGGTG

XXVIII



EK29. 519 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1276

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028186.1

TCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATAGCTCCGT
AACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGGATACCCTCGGGAAACTGAGGTC
AATCCCAGATACTGCTTTCATGTTGGAATACAGAAAGTCGGAAACGGTCCGCC
GCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCAC
CGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGTATCTG
AGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTG
CACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGCTTT
TCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGC
CGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGGCCTAAAG
CGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCAACGGGTG
GACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGAGGTACGT
CCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGCGAAAG
CGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCTCGAACC
GGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGTGGCG
TTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCGCCTG
GGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTAC
AACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCGGCA
CCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTTTGATGAGCTTACTTGAGCCACTGAGAG
GAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGC
AACGAGCGAGACCCGCGTCCCTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTGGCTGGG
TACATTAGGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTA
GGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGA
CAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTCGTAGT
TCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGC
ATTTCAGAAGAG
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EK30. 603 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1283

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

GCTATTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTTAGACTCGTGGCA
GATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGG
AAACTGAGGCTAATCCGGAATAACGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGTGA
AACGCTCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGT
AACGGCCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGA
GACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAA
CCTTTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATA
GTCCTCGCTTTTCTCGACCGTAGGGAGGTCGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGAC
CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATT
GGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGC
CTAACGCACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCAG
AGGGGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGG
TGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGG
GTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCT
AGGTGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGG
GAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATC
TCACCAGCATCGACAGTGTGCAGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACCTGAGC
CACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTT
AAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTG
GTGGTTGGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGG
GCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAAT
GGTCGAGACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTC
GATCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGT
AGTAATCGCGCCTCAGAA
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Ek31. 701 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1285

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028176.1

TGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAG
CTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATAGATCCGGCCAACCTCGGGAAACT
GAGGCTAATCCGGAATATCGCTTTCAGCCTGGAGTGGCGAGAGCGTGAAACGC
TCCGGCGCTATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCAGTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAGGTGCGAGGGCATATAGTCCTC
GCTTTTCTCGACCGTAGGGAGGTCGAGGAACAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTGTTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGACAAGTTCATCGGGAAATCTGTGCGCCTAACG
CACAGGCGTCCGGTGGAAACTGCCTGGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGGGGT
ACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGA
AAGCGCCTCAGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGT
GACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGC
CTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCAC
TACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCA
GCATCGACAGTGTGCAGTGACGGTCAGTGTGATGAGCTTACTTGAGCCACTGA
GAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCA
GGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGTT
GGGTACATTAAGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACG
GTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCGA
GACAGTGGGATGCAACGCCGAAAGGCGACGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTA
GTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATC
GCGCCTCAGAAGGGCGCG
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Ek32. 708 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1290

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: NR_028150.1

ATTGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGAT
AGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGGATAACCTCGGGAAA
CTGAGGCTAATCCGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAAC
GTTCAGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTC
CTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGACCGCTATTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTTCGTCGGGAAATCTGCGCGCTTA
ACGCGCAGGCGTCCGACGGAAACTGTATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGG
GGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGG
CGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTC
ACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGG
TGTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGAC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG
CACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCA
CCAGCATCGACAACGTGCAGTGAAGGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCGT
TGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAG
TCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTG
GTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCA
ACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGC
CGAGACAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGT
CGTAGTTCGGATTGAGGACTGAAACTCGTCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGT
AATCGCGCCTCATAAGGGCGCGGTG
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EK33. 714 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1289

Gen Bankas1 Erisim Numarasi: NR_028187.1

ATCGGAGTCCGATTTAGCCATGCTAGTTGTGCGGGTTTAGACCCGCAGCGGAA
AGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTGTGGATGGGAACAATCTCGGGAAA
CTGAGGCTAATTCCCAATAATGCTCCACCCCTGGAACGGGTCGAGCTGGAAAC
GCTACGGCGCCACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGTACGCAAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGTGAAGGCATAGAGCC
TTCACTTTTGTACACCGTAAGGTGGTGTACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGATATTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGGACAAGTCCGTTGGGAAATCTGCTCGCTTA
ACGAGCAGGCGTCCAGCGGAAACTGTTCGGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGG
GGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCATCGGTGG
CGAAAGCGCCTCAGGAGGACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTC
TCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGCCCGCTAGG
TGTGGCGCAGGCTACGAGCCTGCGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGGG
CCGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGA
GCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTC
ACCAGCTCCGACAGTAGTAATGACGGTCAGGTTGATGACTTTACCCGACGCTA
CTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAA
GTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAGTACCCTTTGGGT
AGCTGGGTACATTAGGTGGACTGCCGCTGCCAAAGCGGAGGAAGGAACGGGC
AACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGAGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATG
GTCGAGACAATGGGATGCAACTCCGAGAGGAGGCGCTAATCTCCTAAACTCGA
TCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAG
TAATCGCGTGTCAGAAGCGCGCGGT
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Ek34. 805 Numarah izolata Ait 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1287

Gen Bankas1 Erigsim Numarasi: AB549236.1

TCGGGGTCCGATTCAGCCATGCTAGTTGTACGGGTTTAGACCCGTAGCAAATA
GCTCCGTAACACGTGGTCAAACTACCCTCTGGACCGGGATACCCTCGGGAAAC
TGAGGTCAATCCCGGATACTGCTTTCATGTTGGAACACAGAAAGTCGGAAACG
GTCCGCCGCCGGAGGACGTGACTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAAC
GGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGCGAGGGCATACAGTC
CTCGCTTTTCGTGACCGTAAGAAGGTCTCAGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGG
TGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATAGCCACTATTATTGGG
CCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCGAACAGGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTCA
ACGGGTGGACGTCCGGCGGAAACCAGTCGGCTTGGGGCCGGGAGACCAGAGA
GGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAG
CGAAAGCGTCTCTGGAGAACGGACCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTC
TCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTAAACGATGCTCGCTAGG
TGTGGCGTTGGCTACGAGCCAGCGCTGTGCTGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAGC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG
CACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCA
CCGGCACCGACAGTGTGCAGTGACAGTCAGTCTGATGGGCTTACTTGAGCCAC
TGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAG
TCAGGCAACGAGCGAGACCCGCGTCCTTAATTGCCAGCAGCAGCCTTGTGCTG
GCTGGGTACATTAAGGAGACTGCCGTCGCTAAGACGGAGGAAGGAACGGGCA
ACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCCGGGCGACACGCGGGCTACAATGGC
CGAGACAGTGGGACGCTACCCCGAGAGGGGACGCTAATCTCCTAACCTCGGTC
GTAGTTCGGATTGCGGGTTGAAACCCACCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTA
ATCGCATTTCAGAAGAGTGCGG
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