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OZET

KUCUKBAS HAYVAN DERILERINDEKI HALOVERSATIL BAKTERILERIN
SAPTANMASI

Arastirmamizda Tuzla Organize Deri Sanayi Bolgesinden alinan 10 adet kiigiikbag
hayvan derisi 6rnegi kullanmilmistir. Kiigiikkbas hayvan derilerinde daha once yapilan
caligmalarda bakterilerin varlig1 saptanmistir fakat bu derilerde haloversatil bakterilerin
varhig1 arastirnlmamustir. Haloversatil 6zellik gosteren bakteriler kiiclikbas hayvan
derilerinden izole edilerek biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle 26 adet haloversatil
bakteri izolatinin Solibacillus silvestris (2 izolat), Bacillus licheniformis (2 izolat),
Staphylococcus warneri (4 izolat), Bacillus sonorensis (1 izolat), Kocuria rosea (1 izolat),
Oceanobacillus polygoni (1 izolat), Bacillus pumilus (2 izolat), Virgibacillus proomii (1
izolat), Staphylococcus hominis subsp. hominis (1 izolat), Bhargavaea ginsengi (1 izolat),
Bacillus  amyloliquefaciens (1 izolat), Bacillus cereus (1 1izolat), Bacillus
paralicheniformis (1 1izolat), Alkalihalobacillus clausii (3 izolat), Staphylococcus
nepalensis (1 izolat), Micrococcus luteus (1 izolat), Ornithinibacillus scapharcae (2
izolat) gibi 17 farkl tiire ait oldugu bulunmustur. Aragtirmamizda, haloversatil bakteri
izolatlarinin metabolik aktivitelerini degerlendirmek i¢in amino asit ve seker kaynagi
kullanimlar1 incelenmistir. Haloversatil bakterilerin iirettigi enzimlerin deriye verdigi
zarart tespit etmek icin elektron mikroskobu kullanilmistir. Kiiclikbag hayvan
derilerindeki proteolitik ve lipolitik bakteriler derilerin kalitesini olumsuz olarak
etkilemektedir ve deri endiistrisi i¢in 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu
calismada; aktif igerigi potasyum dimetil-ditiyokarbamat (%50) olan antimikrobiyalin
farkli konsantrasyonlar1 (0.038, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.4, 4.9, 9.8, 19.5, 39, 78, 156,
312, 625, 1250, 2500 ve 5000 pg/mL) Bacillus sonorensis (1zolat S2b), Bacillus pumilus
(Izolat S3b), Virgibacillus proomii (1zolat S3c), Bacillus licheniformis (Izolat S4d),
Bacillus cereus (Izolat S5a), Staphylococcus warneri (1zolat S9a), Alkalihalobacillus
clausii (1zolat S10b), Bacillus pumilus (Izolat S10c) tiirlerinin iizerine disk disiizyon

medotu ile uygulanarak inhibisyon caplar1 dl¢iilmiistiir.



ABSTRACT

DETECTION OF HALOVERSATILE BACTERIA SMALL RUMINANT
ANIMAL HIDES
In our study, 10 samples of salted skins were obtained from the Tuzla Organized Leather
Industry Zone. While previous studies have detected the presence of bacteria in skins, the
existence of haloversatile bacteria has not been investigated in these hides. Bacteria
exhibiting haloversatile characteristics were isolated from skins, and 26 isolates of
haloversatile bacteria were determined using biochemical and molecular methods. These
isolates belonged to 17 different species, including Solibacillus silvestris (2 isolates),
Bacillus licheniformis (2 isolates), Staphylococcus warneri (4 isolates), Bacillus
sonorensis (1 isolate), Kocuria rosea (1 isolate), Oceanobacillus polygoni (1 isolate),
Bacillus pumilus (2 1solates), Virgibacillus proomii (1 isolate), Staphylococcus hominis
subsp. hominis (1 isolate), Bhargavaea ginsengi (1 isolate), Bacillus amyloliquefaciens
(1 1isolate), Bacillus cereus (1 isolate), Bacillus paralicheniformis (1 isolate),
Alkalihalobacillus clausii (3 1isolates), Staphylococcus nepalensis (1 isolate),
Micrococcus luteus (1 isolate), Ornithinibacillus scapharcae (2 isolates). In our research,
the utilization of amino acid and sugar sources by haloversatile bacteria isolates was
examined to assess their metabolic activities. Electron microscopy was employed to
determine the damage caused by the enzymes produced by haloversatile bacteria to the
hides. Proteolytic and lipolytic bacteria in skins negatively impact the quality of hides
and result in significant economic losses for the leather industry. In this study, various
concentrations of an antimicrobial with the active ingredient potassium dimethyl
dithiocarbamate (50%) were applied using the disk diffusion method onto Bacillus
sonorensis (Isolate S2b), Bacillus pumilus (Isolate S3b), Virgibacillus proomii (Isolate
S3c¢), Bacillus licheniformis (Isolate S4d), Bacillus cereus (Isolate S5a), Staphylococcus
warneri (Isolate S9a), Alkalihalobacillus clausii (Isolate S10b), Bacillus pumilus (Isolate
S10c) species. Inhibition zones were measured at concentrations of 0.038, 0.07, 0.15, 0.3,

0.6,1.2,2.4,4.9,9.8,19.5, 39, 78, 156, 312, 625, 1250, 2500, and 5000 pg/mL.



SEMBOLLER

% : Yiizde

°C : Santigrat derece
pL : Mikrolitre

pm : Mikrometre

g : Gram

kb : Kilobaz

kg : Kilogram

L : Litre

M : Molar

mA : Miliamper

mg : Miligram

mL : Mililitre

mm : Milimetre
mM : Milimolar

pH : Bir maddenin asit veya alkali degerini anlamak i¢in kullanilan 6l¢ii

V : Volt



KISALTMALAR

(w/v): Agirlik/Hacim

A : Adenin

a/h : Kiitle/hacimce yiizde

BaCl: : Baryum klortir

C : Sitozin

CaCl: : Kalsiyum klortir

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit
DNaz : Deoksiriboniikleaz

dNTP : Deoksiriboniikleotid trifosfat
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
G : Guanin

H20: : Hidrojen peroksit

H2S04 : Siilfirik asit

HCI : Hidroklorik asit

HgCl: : Giimiis klortir

KCIl : Potasyum kloriir

KOB : Koloni Olusturma Birimi
M.O. : Milattan 6nce

M.S. : Milattan sonra

MgSO4 : Magnezyum siilfat

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
Na:HPOs : Disodyum fosfat

NaBr : Sodyum bromiir



NaCl : Sodyum klortir

NaH2POQO4 : Monosodyum fosfat
NaHCQOs3 : Sodyum bikarbonat
NaOH : Sodyum hidroksit

PHA: Polyhidroksialkanoatlar
rpm : Dakikadaki doniim hiz1
rRNA : Ribozomal riboniikleik asit
T : Timin

TAE : Tris Asetat

Vi
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BOLUM 1. GIRiS
1.1. Dericilik ve Deri Sektorii

Dericilik, yiizyillardan beri insanlarin doga kosullarina dayanabilmesi i¢in, Ortiinme ve
barinma ihtiyacinin olusmasi sonucu dogmustur. Ilk insanlar avlanan hayvanlarin
derilerinden faydalanmak amaciyla hayvan derilerini islemek ig¢in ilkel ydntemler
kesfetmislerdir, bunu yapabilmek i¢in dogal her olanaktan yararlanmisg, yiizdiikleri
hayvan derilerini suda yikamis, agac dallarinda ve sopalar arasina gererek kurutmus,
yaktiklar1 ates dumani ile tiitsiilemislerdir ve toprak, tuz, sap1 da ilkel tabaklama

yontemleri ile kullandiklar1 tahmin edilmektedir (Sakaoglu ve Akbayar, 2002).
1.2. Ham Deri

Ham deri, deri sektoriiniin temel ham maddesini olusturur. Kesilmig veya farkli bir sekilde
Olmiis olan hayvanin derisinin yiiziilmesiyle elde edilen organik bir malzemedir. Deri
endiistrisi hem et endiistrisinin yan iiriinii olarak kullanilmasi hem de yarattig1 istthdam
sayesinde bir¢ok iilke i¢in 6nemli bir ekonomik sektordiir. Deri iiretmek i¢in kullanilan
ham derinin en 6nemli kaynagi biiytlikbas ve kiiclikbas hayvanlarin derisidir. Mamul deri
tiretiminde kullanilan ham deri; yapi, doku, kimyasal bilesim gibi 6zelliklere sahip
kendine 6zgii 6zelliklere sahip olan dogal bir {irtindiir (Harmancioglu ve Dikmelik, 1993).
Deri, yetiskin ve biiyiik hayvanlarin viicudunu kaplayan, ¢ok kalin, sert, dayanikli ve ¢ok
esnek bir ortiidiir. Ham deri, derinin kil ve yiinden arindirilmis halidir ve uygulanan teknik
islemler neticesinde, pek ¢ok alanda kullanilabilir uygunlukta degerli bir iiriin sekline
gelmektedir (Ozdemir, 2007). Deri, tas ve agagtan sonra insanmin kullandig1 en dogal
malzemedir. Derinin tarihi, ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Ilk zamanlarda, insanlar
av hayvanlarinin, derilerini ve etlerini kullaniyorlardi. Hayvan derileri giyim, cadir, kitap
kapag1 ve ayakkabi gibi iiriinlerin yapiminda ¢esitli amaglarla kullanilmaktaydi (...).
Insanlar yasadiklar1 her yerde esya yapiminda deriyi kullanmiglardir. Bunun en énemli
kanit1 ise magara duvarlarina yapmis olduklar1 kabartmalar, resimler ve heykellerde
goriilmektedir. Insanlarin deri islemeyi 6grenmeleri neticesinde dericilik daha dnemli

hale gelmeye baslamistir. Zamanin geg¢mesi ve teknolojinin gelismesi sonucunda



dericilik, mobilya, ev esyasi, ¢adir, tekstil gibi bircok alanda kullanilan bir sanat dali

haline gelmeye baslamistir (Ozdemir, 2007; Yelmen, 2005).

Hayvan derisinin ozellikleri yasadiklar1 bolgenin iklim sartlarina hayvanin yasina,
cinsine, 1rkina gore degisiklik gostermektedir. Derisi kullanilan hayvanlar arasinda;
koyun, manda, sigir, deve, keci gibi biiyiikbas ve kiigiikbas hayvanlar bulunur. Inek,
manda, sigir, dana gibi biiyiikbas hayvan derileri genellikle kosele elde etmek igin
kullanilirken; ke¢i, oglak, kuzu, koyun gibi kiigiikbas hayvan derileri ise yiin ve ince deri

elde etmek amaciyla kullanilmaktadir (Gokgesu, 2002).
1.2.1. Kiiciikbas hayvan derileri

Kuzu, oglak, ceylan, tiftik, ke¢i, koyun gibi kiiciikbag hayvanlardan elde edilen deriler;
maroken, vidala, astar sahtiyan, giideri, napa, siiet ve mesin gibi ¢esitli degerli derilerin
ham maddesini olusturur (Ozdemir ve Kayabas1, 2007). Koyun ve kuzu derilerinin ise az
bir kismi kiirkeiiliikte kullanilmaktadir. Geng kegi ve oglak derilerinin hem bag dokusu
hem de iist ylizeyinde bulunan karakteristik sirga yapisindan dolay1 kaliteli deri elde
edilir. Koyun ve kuzularin yiin yapisinin ince ve kivrimli olmasi deri dokusunun gevsek
olmasimi saglamaktadir. Kil koyunlarinin derileri ylin koyunlarina kiyasla daha siki bir
yapidadir. Keci ve oglak derilerinin daha fazla yer aldigi iilkeler Hindistan ve Cin’dir. En
cok koyun derisi ihra¢ eden {ilkeler ise Tiirkiye, Avustralya ve Yeni Zelanda’dir. Bu
iilkeleri Brezilya, Etiyopya, Kuzey Afrika ve Asya tilkeleri takip etmektedir (Papakg¢1 ve
Firat, 2003).

1.2.1.1.Kegi ve oglak derileri

Kegci derisinde bulunan kalin uzun killar ile ince ve yumusak yapidaki dip killarin birlikte
bulunmasi sir¢a yapisinda kiigciik ve biiyiik kil deliklerinin bulundugu bir goriintii
olusturur. Keci derisindeki sir¢a digerlerine oranla serttir. Ke¢i derilerinin mekanik
islemlere kars1 dayanikli olmasimin sebebi, deri kalinliginin en az 1/3 iinii papiller
tabakanin olusturmasidir. Bu tabakada deri lifleri saglam ve siki bir doku olusturmaktadir
bunun sonucunda deri dayanikli bir hal alir ve “Sir¢a boslugu” vermez. Keg¢inin 1rkina
bagli olarak degismekle birlikte yag oran1 %3-12 arasinda degisiklik gosterir. Kegi derisi,

koyun ve kuzu derisine kiyasla deri liretimi i¢in daha uygundur. Hindistan ve Afrika kegi



derileri kalite agisindan degerlidir. Oglak derisi eldiven, saraciye, yiizliik deri iiretimi i¢in

kullanilmaktadir (Toptas, 1993).
1.2.1.2. Koyun ve kuzu derileri

Diinya tizerinde farkli iklim kosullarinda yasayan bir¢ok koyun 1rki bulunmaktadir. Yiin
verimi ve ylin kalitesini arttirmak amaciyla yapilan melezlemeler sonucunda bu say1 daha
da artmaktadir. Diinyadaki koyun varliginin %50’si kaba yiinlii, %20’si 6 santimetreye
kadar uzun yiinlii, %20’si merinos, %10’u kisa yiinlii ve diger melezlerden olusmaktadir.
Merinos yliniiniin ince, yumusak, dayanikli ve dalgali olmast onu tekstil iiretimi i¢in
degerli kilmaktadir. Koyun derisinin yiin kalitesinin artmasi deri kalitesinin diismesine
sebep olmaktadir. Koyun derisinde papiller tabaka kalinligi deri kalinligimin 2/3’i
kadardir. Yag ve ter bezleri oldukca gelismistir. Derinin yapis1 fazlaca gevsek ve
stingerimsidir. Deri agirhiginin %30-50’s1 kadar1 yagdan olusmaktadir. Merinos 1rkina
0zgl olarak yliksek yag oranindan dolay1 deri yiizeyinde parmak kalinligina kadar ulagsan
katlanmalar (damar) vardir. Fazlaca sik olan yiin dokusu sebebiyle ayni kil kokiinden
birkag kil ¢ikmaktadir ve bu toplu igne deligi boyutlarindaki kil deliklerine ‘Pinhol’ denir.
Bu ozellikleri sebebiyle merinos 1rkinin derisi deri kalitesinin degeri diisiiktiir. Koyun
derileri ¢ok dayaniklilik gerektirmeyen giysilik tliretiminde kullanilmaktadir. Koyun
derilerinin yiinleri kalin ve sert oldugu i¢in deri kalitesi agisindan daha kabul edilebilirdir.
Kalitesi 1yi olan deriler arasinda Tiirkiye, Iran, Kuzey Rusya, Irak, Bulgaristan,
Yugoslavya, Romanya, Yunanistan, ve Kuzey Afrika Ulkeleri sdylenebilir. Kuzu derisinin
sirca yapisi diizglin, yag orani az, deri lifleri ise ince ve siki dokuludur. Kuzu derisinin

genellikle kullanildig1 alan eldivenlik ve giysilik iiretiminde kullanilir (Toptas, 1993).
1.2.2. Ham derinin yapisi ve ozellikleri

Ham deri fizyolojik fonksiyon ve kimyasal yapis1 bakimindan birbirinden farkli olan,
epidermis (list deri), dermis (deri tabakasi, korium) ve hipodermis (alt deri)

tabakalarindan (Sekil 1.1.) olusmaktadir (Junqueira ve Carneiro, 2009).



Epidermis

Hypodermis
(Subcutaneous Tissue)

Sekil 1.1. Derinin Tabakalar1. (https://en.wikipedia.org/Skin_condition)

1.2.2.1.Epidermis (Ust deri)

Epidermis tabakasi biitiin deri kalinligmin %1-2’sini meydana getirir ve dermis
tabakasinin {izerinde yer alir. Ust iiste cok sayida epitel hiicresinin bir araya gelmesi
sonucunda epidermis tabakast meydana gelir. Bu tabakalar dermis tabakasindan
uzaklastik¢a tirnaks1 yap1 hélini alir bdylece kimyasal ve enzimatik etkilere dayanikli hale
gelmis olur. Epidermiste kan damari bulunmamaktadir. Epidermis tabakasindaki epitel
hiicreleri dermis tabakasindan beslenmektedirler. Dermise en yakin katmandaki
hiicrelerin hiicre c¢ekirdekleri bulunmaktadir. Bu hiicreler devamli olarak {ist tabakaya
itilmektedirler ve hiicre cekirdeklerini kaybederek boynuzsu hiicreler halini alirlar
(Toptas, 1993). Epidermis silindirik ¢ekirdekli hiicrelerden olugmaktadir. Bu hiicreler
dermis tabakasinin iist tarafinda bulunan kan damarlar1 ile beslenmektedirler. Boliinerek
cogalan bu hiicreler devamli olarak disar1 dogru itilerek iist tabakalari olusturur.
Epidermisin {iist katlar1 bu sekilde bazal tabakadan olusur. Bazal tabaka hiicrelerinin {ist
katlara itilmesi ile beslenme kaynagindan uzaklagmasi sonucunda canliliklarini
kaybederler. Bu hiicreler, hiicresel su kaybi nedeniyle kurur ve hiicreler biiziilerek
homojen, seffaf bir tabaka meydana getirirler. Ote yandan meydana gelen kimyasal
degisikliklerle, kimyasal ve enzimatik agidan kolay etkilenebilir olan prekeratin
enzimatik etkilere kars1 direncli hale gelir. En dista bulunan epidermis pul (kepek) halinde

kavlayarak mekanik etki sonucunda deriden uzaklasir ve bunun yerini dis tarafa dogru


https://en.wikipedia.org/Skin_condition)

bazal tabakadan itilen diger tabakalar alir. (Toptas, 1993). Epidermis; stratum korneum,
stratum lusidum, stratum graniilozum, stratum spinozum ve stratum germinativum

(stratum bazal) olarak adlandirilan bes katmandan olusmaktadir (Bediz-Olger ve Goniil,

2002).
1.2.2.2.Killar

Killar da adeta tirnak gibi epitel dokusuna aittir, kesitine bakilirsa; kil govdesinin bir
kismi deri disinda bulunur, deri i¢cinde kalan kisim kil kokiinde kilin dermis tabakasina
acikligr olan kil sogani goriilmektedir. Kil kokii epidermis kilifi igerisinde yer alir,
dermisle dogrudan temas i¢inde bulunmaz. Kil, kil soganinda bulunan agikliktan dermis
tabakasindan beslenmektedir. Killarin deri digindaki kism1 mekanik ve kimyasal etkilere
kars1 daha direnglidir. Killarin korundugu kireclik asamasinda killarin gevsetilmesi
amacityla daha tam boynuzsu sekle gecmemis olan kil kokii kimyasal olarak
etkilenmektedir. Boylelikle killarin kokiiyle beraber tamamiyla deriden uzaklastirilmasi
saglanir. Kilin dis ylizeyi kutikulanin yapis1 ¢ikintilidir ve kimyasal etkilere karsi
direnclidir. Kege iretilmesinde kil yilizeyinin c¢ikintili  yapida olmasindan
faydalanilmaktadir. Bu c¢ikintilar kil ve yiinleri birbirine kilitleyerek kege formunu
olusturur. Killarin kalinlik, uzunluk ve deride dizilis sekilleri hayvan irkina gore
degisiklik gosterir. Bu sebeple killar uzaklastirildiktan sonra hayvanin irkina bagli olarak

deriye 0zgii bir sir¢a goriinlimii (deseni) olusur (Toptas, 1993).
1.2.2.3.Bezler, kas, sinir ve yag dokular:

Bezler i¢ epitel dokuya aittir. Yag bezlerinin agiz kismi kil kanalina agilmaktadir. Bir ya
da birkac¢ kesecik formundaki yag bezleri killarin gelismesiyle beraber olusur ve kil
kokiiniin yaninda asili sekilde bulunur. Yag bezleri epitel tabaka tarafindan olusturulan
biiyiik hiicrelerden meydana gelir. Hiicre ¢ekirdegi gitgide kaybolur ve hiicrenin i¢i viicut
sicakliginda krem formunda yag tanecikleri ile dolar. Yag bezleri, ince yiinlii derilerde
kalin yiinlii ve kill1 derilere gore daha biiytiktiir. Yag bezleri kire¢lik ve sama asamasinda
uzaklastirilir ve yeri bosluk olarak kalir. Ter bezleri de i¢ epitel dokuya aittir ve genellikle
kil kokiine yakin olan bagka bir kanaldan ¢ikar. Ter bezleri viicut sicakligimin sabit
tutulmasinda 6nemli bir rol almaktadir. Ter bezlerinin epidermise ¢ok ince bir kanal

araciligiyla agildigindan dolay1 sirca goriiniimii fazla etkilememektedir. Ter bezlerinden



terle beraber iire, tuz, yag asitleri ve proteinlerin par¢alanma iiriinleri de deriden disartya
atilir. Ter bezleri de yag bezleri gibi kireglik ve sama asamasinda uzaklastirilir ve yeri
bosluk olarak kalir (Toptas, 1993). Derideki kil kasi, yag ve ter bezleri ¢evresinde bulunan
kaslardir. Kil kas1 kilin hareketini saglamakla birlikte yag bezindeki yagin bosaltilmasini
da saglar. Killar elastin lifler araciligiyla kil kokii ve sircaya tutturulmaktadir. Kil kaslart
kireglik ve sama asamasindan etkilenmez (Toptas, 1993). Sinirler deri tabakasinin en {ist
kisminda bulunmaktadir ve sinir hiicreleri tarafindan olusmaktadirlar. Sinirler miktarca
cok az ve ¢ok ince bir yapida dagildiklar i¢in deri liretimi agisindan onemli degillerdir.
Yag dokusunu olusturan hiicreler ¢ekirdeklidir. Bu doku, retikiiler tabakada bag dokusu
arasinda bulunmaktadir. Koyun ve ke¢ilerde yag dokusu yiiksek oranlara ¢ikmaktadir

(Toptas, 1993).
1.2.2.4.Koryum (Dermis tabakasi)

Dermis tabakasi viicudu darbe, vurma, yaralanmaya karsi koruyan ve viicut 1sisini
dengeleyen fizyolojik bir goreve sahiptir. Toplam deri kalinliginin yaklasik olarak
%385’1ni olusturur. Deri iiretiminde farkli asamalarda iist deri ve alt deri uzaklastirilarak,
mamul deri koryum tabakasi tarafindan olusturur. Derinin baslica kismini1 olusturan
dermis tabakasi, iplik demetlerinden olugsmus zengin bir bag doku olarak tanimlanir.
Dermis tabakasi epidermisin alt kisminda bulunmakta ve derinin form ve esnekligini
saglayan tabakadir. Bu tabakanin ¢ok yiiksek oranda su tutabilme kapasitesi vardir.
Kollajen ipliklerin varligr elastiki ipliklere kiyasla daha fazladir. Bu tabaka islenmis
derinin epidermis tabakasinin uzaklastirilmasi sonucu ortaya ¢ikan ve dericilikte sirca
olarak adlandirilan, ayakkab1 ve hazir giyim sanayisinde kullanilmakta olan derinin dista

goriilen yliziidir (Birbir, 1991).

Bag dokuyu olusturan hiicreler yan yana dizilerek lif¢cik meydana getirirler. Epitel doku
devamli olarak yenilenmektedir fakat bag doku olustuktan sonra dmiir boyu ayni kalir ve
bu sirada olusan yaralanma ve zedelenme izleri de iizerinde kalir. Deride bulunan farkli
bag dokulardan biri olan protein kolajen yapisindaki bag doku koryum tabakasinin ana
bilesenini olusturmaktadir. Bag doku esneyen ve biikiilen bir yapidir. Bir yone dogru
birbirine paralel sekilde olan lif yapisi sayesinde bu yonde olduk¢a saglam bir yap1
olusturmaktadir. Derideki diger bir bag doku da sar1 renkte olan elastik bag dokudur.
Elastik bag doku protein olan elastinden olusur. Bu bag doku kolajen yapidaki gibi



lifciklerden olusmamistir, homojen ince bir lif yapisinda bulunur. Bu yap1 ¢ok esnek
olmamakla beraber, kauguk esnekligindedir ve bu sebeple deriyi sertlestirmektedir.
Elastin yap1 kimyasal etkiler karsisinda kolajene kiyasla daha dayaniklidir ve ¢ok fazla
etkilenmez (Toptas, 1993).

Koryum tabakasi temel olarak kolajen lif dokusundan meydana gelmektedir. Deri
tiretimi i¢in en énemli kismi kolajen lif dokusu olusturmaktadir, bunun disinda elastik
bag dokunun pratik olarak dnemi bulunmamaktadir. Kolajen liflerinin meydana getirdigi
dokuda, liflerin ¢apraz ve dikey baglanmalar1 sonucunda olusan {i¢ boyutlu bir yapi
goriilmektedir. Serbest lif uglar1 bu baglanmalarda goriilmez. Bu yapis1 sebebiyle deri
yirtilmalara kars1 dayaniklilik kazanir, ayrica hava ve su buharmi gecirir. Kolajen lif
doku kompleks bir yap1 sunar. Lifcikler (fibril) yash hayvanlarda gen¢ hayvanlara
kiyasla daha kalindir ve sonsuz uzunlukta dallanmamis bir yapida bulunur. Lifciklerin
birbirine paralel olacak sekilde bir araya gelmesi ile demetler olustururlar ve bu
demetlerin yan yana gelmesi sonucu lifler olusturulur. Lif¢ik demetleri mikroskopta
goriinen en kiiciik yapidir. Sigir derisinde bulunan bu demetleri 200 ile 1000 arasinda
lifcikten olusmaktadir. Lifler 30 ile 300 arasinda lif demetinden olusmaktadir (Toptas,
1993).

1.2.2.5.Hipodermis (Subkutis, subkutan tabaka)

Hipodermis tabakasi, dermis ile kas tabakasin arasinda bulunmaktadir. Hipodermis
tabakasi, kolajen lif yapisindadir. Hipodermiste; yag, kas, kan damarlar1 ve sinir dokusu
bulunmaktadir. Bu sebeple epeyce gevsek bir yapidadir. Hipodermis tabakasi, sepileme
acisindan 6nemli degildir ve kireclik asamasinda deri tabakasindan ayrilarak uzaklastirilir
(Senses, 1987). Hipodermiste bulunan yag hiicreleri, sayilar1 bulunduklar1 bolgeye gore
degisiklik gosterir ve yag hiicrelerinin boyutlar1 da hayvanin beslenme sekline gore
degismektedir. Hipodermiste biriken yag, derinin yiiziilmesi aninda dermis tabakasini

bicak darbelerine kars1 korumaktadir (Birbir, 1991).



1.3.  Derilerin Islenti Basamaklar

Deri isleme siireci bir¢ok siire¢ ve islemi kapsamaktadir ve deriler bu isleme siirecine
baslamadan 6nce kesinlikle uygun bi¢imde korunmalidir (Kanagaraj ve ark., 2005). Deri
fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak olusabilecek etkilerden kurtularak daha saglam hale
gelmesi i¢in sepilenmis derilerin igleme siireci sepileme Oncesi, sepileme, sepileme

sonrast ve sonlandirma olmak iizere siniflandirmasi yapilabilir (Kanth ve ark., 2008).

Deri iiretme siireci birgok farkli asamalar1 icermekte olup yas islemler kismi {i¢c adimda

ger¢eklesmektedir:

a) Tabaklamadan Once yapilan islemler: Deride istenmeyen maddelerin, kil, yag gibi deri

protein fibrilleri aginin birbirlerinden ayrilarak uzaklastiriimasidir.

b) Tabaklamada yapilan islemleri: Saglam yapida bir deri elde etmek i¢in tabaklama

malzemeleri ile bu lif aginin tepkimeye girmesidir.

¢) Tabaklamanin ardindan yapilan bitirme islemleri: Siskin, boyali, yumusak, yagh
tabaklanma islemi olmus lif tiplerini meydana getirmek ve lif kesitinin elverisli bir {iriin
tiretebilmek icin islemin bitirilmesidir. Bu asamayla derilere estetik bir deger

kazandirilmis olur (Thorstensen, 1993; Shede ve ark., 2008).
1.3.1. Islatma

Tabaklama isleminden 6nce ham deriye sodyum kloriir eklenerek korunmasi saglanir ve
ham deri mezbaha, kirsal alan gibi farkli alanlardan dericilik sanayisine aktarilir.
Tabakhanelerde derilerin su ile yikanmasi sonucunda tuz ve diger maddelerden armdirilir.
Yikama isleminden sonra ag¢iga ¢ikan su biiylik miktarda atik su seklinde disar1 atilir. Bu
suda %2-4 sodyum klortir, iz miktarda kalsiyum kloriir, kan, et ve deri gibi biyolojik
parcaciklar ve diger asili parcaciklar bulunmaktadir ve bu atik suya 1slatma sivisi denir

(Kumar ve Mani, 2007).

Islatma islemi sonucunda tuzlanmis olan derideki tuzun, kirlerin, pisliklerin, hayvan
diskisinin, fazla miktardaki hayvansal yagin ve deri yapisindaki fibroz yapida bulunan

globiiler proteinler arindirilmis olur (Rangarajan ve ark., 2003; Orlita, 2004).

Islatma isleminin amaglar1:



1- Islatma isleminde derideki organik ve inorganik yabanci maddeler ve kirler
uzaklagtirilir. Bu maddeler deri lizerindeki kan, toz, ¢amur, idrar, giibre kalintilari
ve tuz gibi maddeler uzaklastirilmis olur.

2- Derilerin dolap icindeki hareketleri esnasinda fiziksel bir zarar goérmeleri
yumusatma (1slatma) islemi ile onlenmis olur. Ortamda yeterli miktarda su
olmazsa deri liflerinde kirilmalar ve yiizeylerde istenilmeyen kirigikliklar
meydana gelir.

3- Sadece 1slatma ve yumusatma islemi ile deri i¢inde bulunan eriyebilir proteinlerin
bir kism1 uzaklastirilmis olur.

4- Bir sonraki basamak olan kil giderme ve kireglik islemi i¢in kullanilan kimyasal
maddelerin lifli yap1 igerisine girisi, su araciligtyla yani yumusatma islemiyle
saglanan sisme etkisi ile olur. Yumusatma islemindeki bu ilk sisme oldukca
onemlidir ve yeteri kadar sisme saglanmazsa bir sonraki adimda yapilan kireglik

sismesi ile diizeltilemez (Dikmelik, 1994).
Yumusatma islemi yapilis cesitleri asagidaki gibidir:
1- Havuzda Yumusatma

Havuzda yumusatma islemi giliniimiizdeki modern isletmelerde neredeyse hig
yapilmamaktadir. Fakat kosele isletmelerinde ve bazi kiiclikbas hayvan derisi isleyen

isletmelerde, hareketsiz ilk havuzda yapilmaktadir.
2- Pervaneli Teknede Yumusatma

Gilintimiizde, genellikle kiigiikbas hayvanlardan koyun ve kegilerin derileri ve bazi
sanayilerde biiyiikbas hayvan derilerinin 1slatma ve yumusatilma islemleri pervaneli
teknelerde yapilir. Yumusatma isleminde pervane kullanilmasinin amaci, bu hayvanlarda
oldugu gibi yiinlii ve kili uzun derilerde kecelesmeleri 6nlemek amaciyla fazla suyun
icerisinde yumusak bir c¢alkalama hareketi yaparak dondiiriilerek yapilmaktadir

(Dikmelik, 1994).
3- Dolapta Yumusatma
Yumusatma islemi i¢in dolap kullanilmasinin faydasi; derileri bosaltma ihtiyaci olmadan

suyu bosaltabilmek, suyu dingildeki bosluk kisimdan buhar vererek 1sitabilmek ve diger

islemlere de ayni dolap icerisinde devam edebiliyor olmaktir. Zarari ise; fazla mekanik



etkilesim sonucunda deride bosluklar gevseklik ve damarlilik olusturmasidir. Bu sebeple
yumusatma ve kireglik asamalarinda eni ¢capindan daha genis dolaplar kullanilmaktadir

(Dikmelik, 1994).
1.3.2. Kil giderme ve Kire¢lik

Kil giderme islemi i¢in kullanilan en eski yontemlerden biri, taze derilerin bir veya iki
giin 1lik ve nemli bir ortamda birakilmasidir. Terletme olarak adlandirilan bu islem
sirasinda bakteriler malpigi tabakasinin hiicrelerini parcalamaktadirlar ve bunun
sonucunda da killar zayiflamaktadir. Siirecin kontrol edilmesinin zor olmasi1 ve kiymetli
deri proteinlerinin fazla bozulma tehlikesi oldugundan dolay1 bu islemin yerini daha
giivenli yontemler almigtir. Kil giderme islemi kire¢ ¢ozeltilerinin tekrar kullanilmalart
ile daha etkili bir sekilde yapilmaktadir. Bu olay da kullanilan ¢ozeltilerdeki amonyak,
aminler ve diger proteinlerin yikim {iriinlerinin yani1 sira bakteri ve enzimlerin pH 12 gibi
yiiksek degerli pH seviyelerinde aktif olma ihtimallerinin diisiik olmasina ragmen
bakteriler ve enzimler i¢in de bu yontem uygulanir. Sonrasinda sodyum siilfiir, sodyum
stilfidrat ve diger farkli aminler gibi ¢esitli kimyasal maddeler kirecle beraber kullanilarak
killar1 gevsetmek veya giderilmesi i¢in kil giderme yontemi kullanilmis ve kil giderme
islemi icin gereken 1 haftalik siire gilinlere indirilmistir. Bunun yani sira killar1 eritmek
amaciyla siilfiir kullanilarak yapilan yontem de kil eritme olarak bilinir (Cordon ve ark.,

1958).
1.3.3. Kire¢ giderme

Kireclik agsamasinda sismis ve pH’1 12.5 civarinda olan derinin siskinligini gidermek
amacityla ilk olarak kirecinin giderilmesi sebebiyle pH’inin distirilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle isleme 6ncelikle kire¢ giderme ile baslanir ve enzimler i¢in
uygun kosullar saglandiktan sonra sama islemine ge¢ilmektedir. Kire¢ giderme ve
sama farkli banyolarda yapilabilir ama bu iki islem ayn1 banyoda birbirinin arkasindan
sirayla yapilabilmektedir. Buna gore kire¢ giderme islemi sama islemi yapilmadan

once, sama islemi de kire¢ giderme banyosu sirasinda yapilmaktadir (Dikmelik, 1994).
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Fiziksel Kire¢ Giderme (Yikama)

Kil giderme isleminden sonra derinin yilizeyinde epidermal kalintilar vardir. Bu
kalintilarin deriden temizlemek igin derilere yikama islemi uygulanmaktadir. Yikama
sirasinda kirliliklerin yami sira yilizeyinde var olan ¢oziinmemis kire¢ de bu sekilde
deriden uzaklastirilir. Béylece, cilt temizlenir ve bir sonraki kimyasal kire¢ gidermenin

yiikii hafifletilir (Dikmelik, 1994).

Kimyasal Kire¢ Giderme

Kire¢ gidermede, deri igerisinde erimez sekildeki ve deri lifleri arasinda asili haldeki
kirecin ¢oziilmesi; pH’1n sama asamasi i¢in uygun hafif alkali seviyeye getirilmesi ve
derinin siskinliginin indirilmesiyle olur. Bu islem, 6nceden oldugu sekliyle akarsu
yikamasi ile uzun bir siirede ve bazi kimyasallar araciligiyla kontrollii ve hizlica
yapilabilmektedir. Uygulamada bu amag i¢in kimyasallarda zayif asitler, amonyum ve
magnezyum tuzlar1 kullanilir. Coziintirliigii %0.1 oldugundan dolay1 deride erimemis
haldeki kalsiyum hidroksit bu maddeler sayesinde ¢oziiniir forma doniistiirilmektedir
ve sama asamasinin etkisi sonra yapilan yikama deriden tamamen uzaklastirilir

(Dikmelik, 1994).
1.3.4. Sama

Sama islemi deri endiistrisinin en kritik ve Onemli islemidir. Sama isleminde
gerceklesen kimyasal etkilesimlerin yerine enzimatik olaylar almaktadir. Onceki islem
asamalarinda derinin ylizeyinde bulunan epidermis ve yiin; altta bulunan alt deri bag
dokusu uzaklastirllmistir, sirada ise derinin icerisinde kalan, deriye sert ve kirilgan
yap1 saglayan globiiler proteinlerin uzaklastirilmasi kismina gelmistir (Dikmelik,
1994). Uygun kosullarda yapilan sama islemi ile derinin boyanmasini, yumusakligini
ve tutumunu olumlu agidan etkilemektedir. Yumusak ve anilin tiirtindeki derilerin

istenmesi sama isleminin 6nemini arttirmaktadir (Toptas, 1993).
1.3.5. Yag giderme

Ham derinin yapisinda dogal yaglar bulunmaktadir ve deri {iretim safhalarinda
islemlerin olmas1 gerektigi gibi uygulanmasii engellemektedirler. Kullanilan sepi

maddeleri, boyalar, yaglamada kullanilan maddeler derinin yiizeyinde ve kesitinde
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homojen bir sekilde dagilmaz. Bununla birlikte dogal yaglar bitmis deride kokusmaya
sebep olur. Bu yiizden derideki dogal yaglarin uzaklastirilmas: gerekmektedir (Toptas,
1993).

1.3.6. Piklaj (Salamura)

Salamura ya da piklaj olarak adlandirilan islem, derilerin tabaklama asamasina hazir
olmasi ve korunmasi igin asit ve tuz ile islenmesidir. Piklaj ile deri tabaklama icin
gereken pH derecesine getirilir ve kolajen lif demetlerinin saflastirilmasi yapilarak
tabaklama maddelerinin yapacagi etkiye hazirlanir. Uzun siire boyunca bozulmadan
depolanabilir ve bu islemde deri kendine has kagit beyazi bir renk alir. Salamura

isleminin sonunda ¢ogunlukla pH 3.0-3.5 arasindadir (Dikmelik, 1994).
1.3.7. Tabaklama

Deri endiistrisinde en 6nemli islemlerden birisi de tabaklamadir, bu islemle ham deriler
teknik siire¢lerle mamul deriye déniistiiriiliir (Zengin ve Yilmaz, 2004). Ozellikle de
mineral tabaklama maddelerinden biri olan krom tuzlari ile yapilan tabaklama en
uygun tabaklama yontemidir ve diinyada %90 dolaylarinda kullanilmaktadir (Yakali
ve Dikmelik, 1994). Deri iiretim basamaklarindaki en onemli adim tabaklama
asamasidir ¢linkii bu asamada derinin kullanilacag1 yere gore karakteristik 6zellikler
kazandirilir. Geleneksel ve modern deri tiretim sektdriinde, deriler genellikle ti¢ farkli
yontem ile iiretilmektedir. Bunlar bitkisel tabaklama, sap tabaklama ve krom (mineral)
tabaklamadir (Waterer, 1972). Tabaklama maddeleri su olan bir ortamda mekanik
etkilesimle deriye islenmesi ile kolajendeki serbest ya da reaktif bag kisimlarinin
fiziksel ve kimyasal tepkimelerle dogal kolajen yapisinin saglamlastirilmasina ve
kolayca bozulamayan bir sekle doniistiiriilmesi durumuna tabaklama denir. Deri
tabaklama isleminin bilinen diger isimleri de debbaglamak, sepi ya da sepilemektir

(Yakal1 ve Dikmelik, 1994).
1.3.8. Notralizasyon

Notralizasyon ya da asitligin giderilmesi asamasi, kromla tabaklama ydnteminden
sonra, sikma; siniflandirma, yarma ve tirag yontemleri tamamlandiktan sonra, yeniden

parti olusturularak dolap icine alinan derilerde yapilmaktadir. Notralizasyon islemi ile
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kromlu deride bulunan sudaki eriyen tuzlar uzaklastirilmakta ve serbest asitler
notralize edilmektedir. Yani nétralizasyon islemiyle kromlu derinin katyonik veya (+)
Ozelligini degistirmektedir. Bunun sonucunda; anyonik dolgu maddeleri, boya
maddeleri ve yaglar, yalnizca yilizey kismina degil derinin i¢ yiizeylerine kadar

islenerek daha giizel bir deri goriintiisii, sikilik ve esneklik kazanir (Dikmelik, 1994).
1.3.9. Retenaj

Retenaj, yeniden ya da ikinci kez tabaklama anlamindadir. Kromlu deriye daha iyi
ozelligin kazandirilmasi i¢in yapilir. Kromlu deri ¢ok iyi tabaklansa da istenilen
ozellikleri karsilamamaktadir. Bu sebeple kromlu derinin daha iistiin 6zellikte olmasi
icin retenaj islemi uygulanmaktadir. Retenaj isleminin sonucunda deri bir hayli
dolgun; daha yumusak, daha siki ve diizgiin bir yapi, daha iyi zzmparalanabilen bir
deri, daha muntazam boyama, daha ag¢ik goriiniim ve beyaz renkli olma, 151k, ter ve
yikamaya karsi direnglilik, burusukluk gibi 6zel deri goriiniimleri gibi ozellikler

kazandirilir (Dikmelik, 1994).
1.3.10. Yaglama

Islem aninda olsun ya da bagka bir yag alma islemi ile olsun, deride bulunan dogal
yaglar1 azaltmak oOnceleri gerekliyken ve bu dogrultuda ¢aba gosterilirken; notralize
edilen deri kurutularak, derinin istenilen tutum ve yumusakliga ulasmadigi sert ve
kirillgan oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi kurutma asamasinda deri lifleri de kurur
ve boylece egme ya da biikkme aninda liflerin birbirlerine ¢ok fazla siirtlinmesidir.
Opysaki lifler arasinda ince bir yag filminin varlig: siirtinmeyi azaltir, derinin yumusak
ve esnek bir yapida kalmasini saglar. Bu yiizden deri islemi yapilirken kesinlikle bir

yaglama islemi yapilmaktadir (Dikmelik, 1994).
1.3.11. Boyama

Deri endiistrisinde boyama islemi, deriyi kullan kisiler agisindan daha cekici ve
sanatsal forma getirmek icin deri lifinin farkli boya maddeleriyle boyanarak

renklendirilmesi islemidir (Kanagaraj ve ark., 2015).
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1.3.12. Finisaj

Sepilenmis, yaglanmis, boyanmis, kurutulan deride kullanim 6zelliklerini daha iyi hale
getirmek icin yapilan islemlerin hepsine finisaj denilmektedir. Finisaj islemiyle deri
1yi bir goriintlii kazanmaktadir ve dis etkenlere kars1 daha direngli hale gelmektedir.
Finisaj islemi yapilan deri daha az islanmakta ve suyu gecirmektedir, daha az
kirlenmekte ve daha kolay temizlenmektedir. Finisaj ile deri yiizeyine istenilen
ozellikler kazandirmali, derinin dogal goriintiisiinii olabildigince korumalidir (Toptas,

1993).
1.4. Halofil Bakteriler

Halofil mikroorganizmalarin bilinen ilk kaydi M.O. 2700’e kadar dayanmaktadir ve
asir1 tuzlu ortamlarda bulunan kirmizi tuzlu su mikroplarinin izolasyonunun yapilmasi
sonucunda raporlanmistir (Bass-Becking, 1931). Ilk modern dénem raporu Pierce
(1914), tarafindan yapilmistir ve Antik Misir doneminde yasayan bir halofilin
izolasyonunu aciklamigtir. 1920’lerin sonundan 1940’larin bagina kadar, halofil
bakteriler, baliklar ve hayvan derileri gibi farkli kaynaklardan izole edilmistir
(Baumgartner, 1937). En 6nemlisi, Petter (1932) ve Hof (1935)’un yaptig1 ¢alismalar
sonucunda tuza doymus ortamlarda yasayan mikroorganizmalara yeni ilgi
uyandirmistir. Olii Deniz’in agir1 tuzlu sularmin, 1936 yilina kadar steril oldugu ve bu
sularda yasamin olmadig1 diistiniilmekteydi ancak Benjamin Elazari tarafindan yazilan
ve “Olii Deniz’deki Hayat” bashkli ilging bir makalenin Nature dergisinde
yayimlanmasindan sonra bu diistince degigmistir (Wilkansky, 1936). Petter ve Hof”un
calismalarindan ilham alan Elazari, Olii Deniz’in sularindan ve sahilinden asir1 halofil
organizmalar olan Halobacterium trapanicum ve Micrococcus morrhuae ile orta
derecede halofil organizmalar olan Chromohalobacterium marismortui, Pseudomonas
halestrogus ve Flavobacterium halmephium’u izole etmistir (Volcani,1940; Volcani,
1944) ancak bu baslangi¢ arastirmasi takip edilmedi ve Elazari, yaklasik 20 yil
boyunca halofil organizmalar1 ¢alistiktan sonra arastirma odak noktasini degistirdi.
1980’lerde Antonio Ventosa ve meslektaslari, arastirmalar1 Elazari’nin biraktigi
yerden devralarak Olii Deniz’deki mikrobiyal yasam iizerine kapsamli galigmalar
bagslattilar (Ventosa ve ark., 1999; Ventosa ve ark., 2015). Ayrica Oren ve arkadaslari,

asirt tuzlu ortamlardaki mikroorganizmalarin ekolojisi, fizyolojisi, biyokimyasi ve
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mikrobiyolojisi izerine ¢aligmalar yapmislardir (Oren, 1983; Oren ve Gurevich, 1995;
Oren ve Litchfield, 1998; Oren, 2015). Hipersalin mikroorganizmalarina yeniden
duyulan ilgi, en azindan kismen, genom dizileme alanindaki son gelismelere
baglanabilir. ilk rapor edilen genom dizisi, halofil arke olan Halobacterium NRC-1
icin yapilmistir (Ng ve ark., 2000). 2013, 2014 ve 2015 yillarinda sekiz halofil tiirliniin
genomlart dizilenmistir (Halomonas salina CIFRI 1, Halomonas hydrothermalis
MTCC 5445, Erythrobacter vulgaris O1, Pontibacillus yanchengensis Y327,
Halomonas zhanjiangensis DSM 21076, Gammaproteobacteria MFBO021, Halomonas
titanicae BH1, Bacillus sp. SB49) (Behera ve ark., 2015; Shrivastav ve ark., 2015;
Yaakop ve ark., 2015; Huang ve ark., 2015; Zhou ve ark., 2014; Joseph ve ark., 2014;
Sanchez-Porro ve ark., 2013; Pal ve ark., 2013). Ayrica, halofil organizmalarin genom
dizileri in silico olarak sistemli bir sekilde analiz edilebilmekte ve bdylelikle
biyolojilerinin anlasilmasi kolaylagsmaktadir (Oren, 2014). Bu baglamda, in silico son-
genom analizi ve ardindan genetik miihendislik, halofil organizmalarin biiyiimelerini
optimize etme ve endiistriyel ve ¢evresel biyoteknoloji uygulamalari i¢in biyokimyasal
yollarin degistirilmesini veya yeni yollarin olusturulmasini amaglamistir (Cai ve ark.,

2011; Yue ve ark., 2014).

Halofiller (tuz seven), biiylime i¢in tuz (NaCl) gerektiren mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir ve bunlar yasamin {i¢ domaininde (Bacteria, Archaea ve Eukarya)
bulunabilir (Quillaguaman ve ark., 2010). Halofiller, diinya genelinde ¢esitli cografi
bolgelerde yaygin olarak bulunan tuzlu géller, tuz havuzlari veya tuz batakliklar1 gibi
hipersalin ortamlarda bulunabilir (Setati, 2010). Iliml1 bir halofil, %3-15 (w/v) tuz
konsantrasyonlarinda biiyltir ve %0-25 (w/v) (Ventosa ve ark., 1998)
konsantrasyonlarinit tolere edebilir. Uyumlu ¢oziiciiler biyolojik yapilar ig¢in
stabilizator olarak iglev gorebilir ve hiicrelerin sadece tuzlara degil, ayn1 zamanda
1s1ya, kurumaya, soguga veya hatta donma kosullarina uyum saglamalarina izin verir
(Delgado-Garcia ve ark., 2012). Bir¢cok halofil bakteri, baskin uyumlu ¢oziiciiler
olarak ektoin veya hidroksiektoin biriktirir. Diger hiicresel uyumlu ¢oziiciiler arasinda
amino asitler, glisin betain ve kii¢iik miktarlarda biriken diger osmotik ¢oziiciiler

bulunur (Louis ve Galinski, 1997; Ventosa ve ark., 1998; Vargas ve ark., 2008).

Halofiller, deniz tuzlulugundan (0.6 M) doygun tuzluluga (>5 M NaCl) kadar olan

aralikta gelisebilen ve arke, bakteri ve dkaryotlari iceren organizmalardir (Dassarma,
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2012). Bircok halofil mikroorganizma, yapay giines tuz havuzlarindan, sahil ve
denizalt1 havuzlarindaki dogal tuz sularina ve derin tuz madenlerine kadar degisen
cevrelerden izole edilmistir. En sik gozlenen halofillerden bazilar1 Halobacterium
spp., Salinibacter ruber ve Dunaliella salina tuz {retimi i¢in kullanilan tuz
havuzlarinda gelisenlerdir. Halofil mikroorganizmalarin ¢evrelerine uyum saglama
stireci giderek ilgi cekici hale gelmis ve kiiltiirleme, manipiilasyon ve genetik
miithendislik gibi uygulamalar i¢in metodolojileri siirekli olarak ilerlemistir.
Halofillerin yiiksek tuzluluga uyum saglama anlayisi, dis ortamin osmotik stresini
dengelemek i¢in farkli mekanizmalar1 icermektedir. Halofil arkeler (Haloarkea), basta
‘tuz-igine’ bir strateji kullanir, ¢evrelerindeki NacCl ile esit miktarda KCl biriktirir ve
incelendigi ortamlarda enzimleri 4-5 M tuzu tolere eder (Lanyi, 1974). Bunun aksine,
cogu halofil bakteri ve 6karyot, genellikle ‘tuz-dis1’ bir strateji kullanir, tuzlar1 disarida
birakir ve uyumlu ¢oziinenler biriktirir veya de novo (bakteriler i¢in glicin betain ve
diger zwitteryonik bilesikler ve okaryotlar i¢in gliserol ve diger pololler) sentezler
(Roberts, 2005). Bazi halofil mikroorganizmalar arasinda, uyum saglama
mekanizmalarinin bir kombinasyonu isleyebilir. Yiiksek tuzluluga uyum saglayan
halofil enzimlerin adaptasyonuyla ilgilenen mikrobiyologlar, 6nemli sayida protein
yiikii ve artmis hidrofobisite gibi iki temel 6zellik kesfettiler (Bayley, 1978). Halofiller,
tuz gollerinden, denizlerden, tuzlu topraklardan ve tuzlu yiyeceklerden ve Olii Deniz,
soda golleri ve tuz iiretim havuzlar1 gibi yiiksek tuzlu ortamlardan izole edilebilirler.
Halofiller i¢inde anaerobik kemoheterotroflar, fotoototroflar, fotoheterotroflar ve
kemolitotroflar gibi birgok fizyolojik grup bulunur. Osmotik basinca uyum saglamak
i¢in hiicre yapilarina 6zgii 6zelliklere sahiptirler. Ornegin, bazi halofillerin hiicre
duvarlari, diislik tuzluluktaki halden daha yiiksek tuz konsantrasyonunda daha fazla
hidrofilik hale gelir. Bu mekanizma, yliksek tuzluluk ortamlarinda daha fazla su
molekiilii ile temast kolaylastirir (Oren, 2002). Ayrica, hiicre zar1 yiiksek tuz
kosullarinda etkilenir. Fosfolipidlerin ve yag asidi profili hem degisikliklere ugrar.
Negatif yiiklii fosfolipid igeriginin tuzluluk artig1 ile arttigi bilinmektedir (Russell,
1993). Halofillerin proteinleri yiliksek tuz konsantrasyonlarinda aktif kalmak icin
0zgiin 6zelliklere sahiptir. Tuzlu kosullarda yasamak, protein bilesiminde asitli amino
asitlerin sayisinda artisa neden olur (Rao ve Argos, 1981; Benachenhou ve Baldacci,

1991).
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1.4.1. Halofillerin biyoteknolojik 6nemi

Bir¢ok  halofilin  biyolojik olarak  parcalanabilen  plastikler olan
polihidroksialkanoatlar1 (PHA) biriktirebildigi ortaya ¢ikarimistir (Quillaguaman ve
ark., 2010). Halofil kaynakli ektoin ve hidroksi-ektoinlerin, memeli hiicreleri ve ciltler
i¢in koruyucu ajanlar olarak ticari kullanimlar1 bulunmaktadir (Lippert ve Galinski,
1992; Pastor ve ark., 2010). Ayrica, halofil mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
alkali enzimlere olan ilgi giinden giine artmaktadir (Setati, 2010). Ilaveten, birgok
halofil mikroorganizma biyo-yilizey aktif madde (BS) ve biyo-emiilsiyon (BE)
ureticileridir (Satpute ve ark., 2010). Polyhidroksialkanoatlar (PHA), bir¢ok
mikroorganizma tarafindan sentezlenen ve biyolojik olarak pargalanabilen
biyouyumlulardir. PHA’lar biyoplastikler, biyoyakitlar ve ince kimyasallar gibi gesitli
endistriyel uygulamalara sahiptir. PHA’nin ¢esitli malzeme o6zelliklerinde 150’den
fazla farkli monomer ¢esidi bulunmaktadir (Chen, 2009; Chen ve Patel, 2012). Poly-
3-hydroxybutyrate (PHB) nin halofil mikroorganizmalar tarafindan birikimi ilk kez
1972 yilinda gézlemlenmis ve o slireden beri daha fazla halofilin PHA sentezledigi
ortaya cikarilmistir. Ornegin, arke olan Haloferax mediterranei’nin %46 PHA
tiretebildigi bulunmustur. Daha fazla arastirma, H. mediterranei’nin glukoz, ekstriide
nisasta veya hidrolize edilmis peyniraltt suyu gibi karbonhidratlar kullanildiginda
PHA’nin kopolimerini sentezleyebildigini ortaya koymustur. Bir¢ok halofil susun,
karbon kaynagi olarak doymamis yag asidi olmayan karbonhidratlardan PHA
sentezledikleri bildirilmistir. Ayrica, PHA’daki 3-hidroksivalerat (3HV) i¢in 6ncii olan
dort yol, H. mediterranei’de tanimlanmistir; bunlar arasinda sitramalat/2-oksobiitirat
yolunun, aspartat/2-oksobiitirat yolunun, metilmalonil-CoA yolunun ve 3-
hidroksipropionat yolunun bulundugu belirlenmistir (Han ve ark., 2013). Halomonas
tiirleri, antibakteriyel ve sitotoksik bilesikler olan aminofenoksazinonlari iiretmek i¢in
kullanilmistir (Bitzer ve ark., 2006; Abdelkafi ve ark., 2006). Ayrica, bir fruktoz
homopolimeri olan levanin iiretimi i¢in de kullanilmislardir (Kiigiikasik ve ark., 2011).
H. elongata tarafindan ferulik asidin vanilik aside doniisiimii rapor edilmistir. Ayrica,

karotenoid tiretebilen Halorubrum tiiriinden son derece halofil bir arke izole edilmistir
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(Naziri ve ark., 2014). Halanaerobium saccharolyticum tarafindan ham gliserol ile
hidrojen ve 1,3-propanediol iiretimi i¢in steril olmayan bir biyoproses calisilmistir
(Kivisto ve ark., 2013). Halofil mikroalg Dunaliella tirleri, endiistriyel 6l¢ekte [-
karoten ve gliserol liretimi i¢in basariyla kullanilmistir (Ben-Amotz ve Avron, 1981;
Ben-Amotz ve Avron, 1990; Ventosa ve Nieto, 1995; Raja ve ark., 2007). Ayrica,
Halobacterium spp. arke hiicrelerinde bulunan ve 1sikla ¢alisan 6zgiin bir proton
pompasi proteini olan bakteriorodopsin igeren mor membranlar ticari olarak

iiretilmistir (Oesterhelt ve Stoeckenius, 1973; Ventosa ve Nieto, 1995; Oren, 2010).
1.4.1.1. Tuzlu atik sularin aritilmasi

Yag ¢ikarma, dericilik veya deniz liriinleri isleme gibi ¢esitli endiistriyel siiregler,
aritma siirecinin verimliligini etkileyen biiyiik miktarda tuzlu atik birikimine yol agar.
Diinya genelindeki sivi atiklarin %5’inin yiliksek tuzlu oldugu hesaplanmistir
(Lefebvre ve Moletta, 2006). Geleneksel yontemler, tuzun mikrobiyal topluluklar
iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle Kimyasal Oksijen Ihtiyacinin (KOI)
giderilmesinde diisiik verime sahiptir. Halofil mikroorganizmalar, atik sularin yiiksek
tuzluluguyla basa ¢ikmak i¢in plazmolize maruz kalir. Tuzlu atik sularin aritilmasinda
halofil ve halotolerant mikroorganizmalarin kullanilmasi, islem verimliligini artirabilir
ve tuzlu atiklardan KOI giderimi icin dikkate deger bir ¢oziim olarak diisiiniilebilir.
Deri isleme tuzlu atik sulari, geleneksel yontemlerle aritilmasi zor olan biiyiik miktarda
tuz igerir. Deri isleme tuzlu atik sularindan izole edilen tuz tolere eden bakteriler,
Pseudomonas  aeruginosa, Bacillus flexus, Exiguobacterium homiense ve
Staphylococcus aureus olarak karakterize edilmis ve biyolojik aritma sistemlerinde
%80’e varan KOI azalmas1 gosterilmistir (Sivaprakasam ve ark., 2008). Ayrica, deri
isleme tuzlu desarjindan izole edilen P. aeruginosa’dan tuz tolere eden bir proteaz da
atik su aritimi i¢in kullanmilmistir. Proteaz aktivitesi tuz konsantrasyonlarinda %#4 ile

%7 arasinda gozlemlenmistir (Sivaprakasam ve ark., 2011).
1.4.1.2.Enzim iiretimi

Cesitli endiistrilerde kullanilan bircok mikrobiyal enzim bulunmaktadir, ancak
ekstrem sicaklik veya tuz konsantrasyonlarinda kararlilik ve karakterizasyon dnemli

bir sorundur. Halofil mikroorganizmalarin bazi enzimleri, islem siirecinin yiiksek
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iyonik ortaminda kararliliklar1 nedeniyle endiistri igin istenen adaylar olarak kabul
edilmektedir. Ayrica, halobakteri enzimlerinin ¢ogu yiiksek sicakliklarda da nispeten
kararlidir. Bu nedenle, halobakteriler son yillarda biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda
kullanilabilecek halofil ekzoenzimlerin faydali {iretimi nedeniyle biyiik ilgi
cekmektedir. Ornegin, halofil hidrolitik enzimler deterjanlara karistirilir veya tuzlu
atik sularin ve gida endiistri atiklarinin aritilmasinda etkili bir yaklagim olarak
kanitlanmistir. Cokelmeyi 6nlemek i¢in halofilik enzimler, yiizeylerinde ¢ok sayida
negatif yikli amino asit kazanmislardir (Madern ve ark., 2000). Seliilazlar, kagit,
tarim, gida ve camasir endiistrilerinde énemli endiistriyel enzimler olarak bilinirler.
Halofil bir bakteri olan Halomonas sp. susu PS47°nin, %6 NaCl tuzlulukta seliilaz
trettigi bilinmektedir. En yliksek enzim {retim aktivitesi pH 7.1 ve 50°C’de
gerceklesmektedir (Shivanand ve ark., 2013). Ayrica, Vibrio sp. G21°den tuz tolere
eden bir endo-B-1,4-glukanaz olan Cel5A adli yeni bir seliilaz tanimlanmigtir. Bu
bakteriden elde edilen enzim, glikozil hidrolazin bir katalitik bolgesine ve bir seliiloz
baglama bolgesine sahiptir. ce/SA geni, enzimin asir1 iretimi i¢cin E. coli’ye
klonlanmistir (Gao ve ark., 2010). Ayrica, Halomonas sp. S66-4 susundan yeni bir
endoglukanaz tanimlanmistir. Bu enzim E. coli’ye klonlanmis ve en yiiksek aktivite
(4.9 U/mg) pH 5 ve %6 NaCl’de elde edilen rekombinant enzimle elde edildigi
bildirilmistir (Huang ve ark., 2010). Lipazlar, ilag, deterjan ve gida endiistrilerinin
cesitli alanlarinda bircok uygulamaya sahip en 6nemli enzimlerden biridir. Ilimh
halofil Salinivibrio sp. susu SA-2’den ekstraseliiler bir lipaz karakterize edilmistir ve
enzimin maksimum aktivitesinin pH 7.5 ve 50°C’de oldugu ve %17 NaCl varliginda
aktif kaldig1 raporlanmistir (Amoozegar ve ark., 2008). Proteazlarin deterjanlarda,
camagsir ve gida endiistrilerinde kullanimi, bu enzimlerin en yaygin uygulamalaridir.
Proteazlar, ilag endiistrisi ve biyoremediasyon stireclerinde oldukga ilgi cekmektedir.
Deterjanlar ve gida endiistrilerinde kullanilmalar1 nedeniyle ekstremofil proteazlar
tizerinde kapsamli arastirmalar yapilmistir. Pseudomonas sp. susu A-14 tarafindan
tiretilen bir ekstraseliiler proteaz tanimlanmistir ve en yiiksek aktivitesinin %18 NaCl
ve pH 8’de oldugu belirlenmistir (Van Qua ve ark., 1981). Ayrica, Chromohalobacter
sp. susu TVSP101 tarafindan tretilen halotermofil bir proteaz, pH 8’de ve 4.5 M
NaCl’de maksimum aktivite gostermekte oldugu raporlanmistir (Vidyasagar ve ark.,

2007). Ote yandan, Salicola sp. 1C10, %15-20 (w/v) NaCl, pH 8.0 ve 40°C’de
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optimum biiylime kosullarinda lipaz ve proteaz aktiviteleri sergilemistir. Bu proteaz,
kazein, jelatin, sigir serum albiimini ve yumurta alblimini hidrolize ederken, enzimin
en Ozgiin substratt yumurta albiimini olarak belirlenmistir (De Lourdes Moreno ve
ark., 2009). Ksilanazlar, hemiseliilozun bir pargasi olan ksilanin pargalanmasini
saglarlar ve dogal olarak en yaygin yenilenebilir ikinci kaynak olarak kabul edilen bir
kaynak olan ksilanin giderilmesinde kullanilirlar. Ksilanazlar, kagit hamurundan
kalint1 lignini uzaklastirmak i¢in kullanilir (Oksanen ve ark., 2000). Ksilanin tam
parcalanmasi, endo-1,4-B-D-ksilanazlar, B-D-ksilozidazlar, o-L-
arabinofuranozidazlar, o-D-glukuronidazlar ve asetilksilanesterazlar1 igermektedir
(Collins ve ark., 2005). Orta ile asir1 tuzlulukta (%1-30) ve ndtrden alkalin pH (6.5-
10.5) araliginda biiyiiyen aerobik ksilanolitik Gracilibacillus sp. TSCPVG tarafindan
tiretilen B-ksilanaz ve B-ksilozidaz karakterize edildi. En yliksek biiylime ve enzim
aktivitesinin %3.5 NaCl’de elde edildigi bildirilmistir (Giridhar ve Chandra, 2010).
Bu, asir1 halo-alkali-termo-stabil ksilanazin ilk raporu olmustur (Giridhar ve Chandra,

2010).
1.4.2. Haloversatil bakterilerle yapilan calismalar

Cogu deniz bakterisi, zayif halofil olarak kategorize edilebilir Kushner, 1978) ve okyanus
sularindan izole edilen bakterilerin %5’ten az1 1limli veya halofil olmayan bakterilerdir
(Ventosa ve ark., 1984). Kushner’un tanimina gore (1978), Halomonas meridiana sp.
nov., NaCl konsantrasyonlar1 %1-3 arasinda olan ortamlarda en iyi biiyiime gosteren
bakteriler grubuna aittir ve zayif halofil olarak kabul edilmektedir. Bu tanim, H.
meridiana tarafindan tolere edilen tuz konsantrasyonlarinin genis araligimi ifade
etmemektedir. “Halotolerant” ve “asir1 halotolerant” terimleri, tuz tolere edebilen genis
bir araliga sahip olan halofil mikroorganizmalari1 tanimlamak i¢in kullanilmistir (Vreeland
ve ark., 1980; Franzmann ve ark., 1987; Hebert ve Vreeland, 1987). Hem “halotolerant”
hem de “zayif halofil” terimleri, yeni bir tiir olan Halomonas meridiana’y1 tanimlamak
icin kullanilabilirken, yeni bir terim olan “haloversatil” bu organizmanin tuzluluk-
bliylime iligkilerini daha net bir sekilde ifade etmektedir (James ve ark., 1990).
Haloversatil bakterilerle ilgili ¢ok fazla ¢aligma olmamasina ragmen, yapilan ¢alismalar
incelendiginde bu bakterilerin tuzlu ortamlardan izole edildigi arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir. Ellis-Evans 1985 yilinda Antarktika kitasinda sogukta yasayabilen
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(psikrofil) nadir mikroorganizmalar izole etmistir. Bunlarin ¢ogunun 20 derecenin altinda
yasayabildigi  Ellis-Evans  (1985) tarafindan  bildirilmistir.  Arastirmact  bu
mikroorganizmalarin ~ arasinda  Methanococcoides  burtonii,  Halobacterium
lacusprofundi, Carnobacterium alterfunditum, Carnobacterium funditum, Halomonas
subglaciescola, Halomonas meridiana, Flectobacillus glomeratus, Flavobacterium
gondwanense, Flavobacterium salegens ve Vesiculatum antarcticum gibi bakterilerin
oldugunu, bunlarin Antarktika denizden izole edildigini ve bu bakterilerin haloversatil
Ozellik gosterdiklerini agiklamistir (Ellis-Evans, 1985). Vreeland ve Huval’in 1991
yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada tuz depolarinda biriken tuzlu su 6rneklerinden gesitli
haloversatil bakterilerin izole edildigini ve bu bakterilerin %0-17 (w/v) tuz
konsantrasyonunda gelisebildigini bildirilmislerdir (Vreeland ve Huval, 1991). Aynm
calismada, tuzlu su 6rneklerinden 1liml1 halofil bakteriler (%2-20 NaCl) ve asir1 halofil
arkeler de (%12-32 NaCl) izole edilmistir (Vreeland ve Huval, 1991). Ashour ve
arkadaglari, 2011 yilinda Dogu Misir’da Kizildeniz kiyisinda bir liman kenti olan Sagafa
kiyilarindan 40 adet bakteri izole ettiklerini, bu bakterilerden 25 tanesinin halotolerant,
14 tanesinin 1liml1 halofil ve 1 tanesinin haloversatil oldugunu bildirmislerdir (Ashour ve
ark., 2011). Haloversatil izolatin %0-15 NaCl araliginda (optimum %3 NaCl), 30-50°C
sicaklik araliginda (optimum 40°C), pH 5.0-8.5 araliginda (optimum pH 6.0) gelisebildigi
Ashour ve arkadaglar1 (2011) tarafindan bildirilmistir. Bu bakterilerin cogunun Bacillus
cinsine, bazilarinin ise Streptococcus ve Micrococcus cinslerine ait olduklari bildirilmistir

(Ashour ve ark., 2011).

[zmir’de bulunan ve deniz suyuna dayali biiyiik tuzlalardan biri olan Camalt1 Tuzlasindan
elde edilen tuz deri sanayinde kullanilmaktadir. Caglayan (2019), 20 tuz 6rneginden
Bacillus subtilis subsp. stercoris, Kocuria sediminis, Paracoccus marcusii, Kocuria
polaris, Micrococcus aloeverae, Bacillus haynesii, Microbacterium maritypicum,
Brevibacterium frigoritolerans, Paracoccus hibiscisoli, Bacillus velezensis, Bacillus
pumilus, Bacillus safensis, Staphylococcus petrasii subsp. jettensis, Staphylococcus
hominis subsp. novobiosepticus, Staphylococcus lentus, Bacillus thioparans,
Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter radioresistens, Exiguobacterium sibiricum,
Gordonia alkanivorans, Microbacterium aurantiacum, Staphylococcus pasteuri, Bacillus
paraflexus, Microbacterium  saccharophilum, Kocuria rosea, Staphylococcus

saprophyticus  subsp.  saprophyticus, Micrococcus yunnanensis, Pseudomonas
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songnenensis, Bacillus nealsonii, Staphylococcus equorum subsp. equorum, Agrococcus
lahaulensis, Sanguibacter inulinus, Virgibacillus salarius, Staphylococcus cohnii subsp.
urealyticus, Bacillus altitudinis, Exiguobacterium artemiae, Bacillus siamensis,
Exiguobacterium indicum, Bacillus oryzaecorticis, Staphylococcus warneri gibi 40 farkl
haloversatil bakteri tiirii izole edilmis ve tanimlamistir (Caglayan, 2019). Bir diger
calismada arastirmacilar, 1slatma sivilarindan izole ettigi bakterilerin Terribacillus
halophilus (HBI-1 izolat1), Brevibacterium luteolum (HBI-2 ve HBI-4 izolatlar1), Bacillus
australimaris (HBI-3 izolat1), Bacillus siamensis (HBI-5 izolat1), Bacillus mojavensis

(HBI-6 izolatr) haloversatil tiirler oldugunu bildirmislerdir (Ozbay ve Caglayan, 2022).

1.5. Arastirmamizda Kiiciikbas Hayvan Derilerinden izole Edilerek Tanimlanan

Haloversatil Bakteriler Hakkinda Genel Bilgi
1.5.1. Bacillus cinsi

Bacillaceae ailesinin bir iiyesi olan Bacillus cinsi, hiicreleri comak seklinde, diiz ya da
diize ¢ok yakin, endosporlari olumsuz ortam sartlar1 karsisinda olduk¢a dayanikli, Gram-
pozitif, peritrikdz kamgilar1 olan aerobik ya da fakiiltatif anaerob bir bakteri olarak
tanimlanmaktadir. Koloni morfolojisi ve boyutlar1 degisiklik gostermektedir. Bazi
besiyerlerinde pigment olusturabilmektedirler. Psikrofil, termofil, asidofil veya alkalifil
gibi bircok farkli fizyolojik ozellikler gostermektedirler. Bazi Bacillus suslart tuza
toleranslidir. Digerlerinin ise tuz i¢in 6zel ihtiyaclar1 bulunmaktadir. Bacillus cinsinin
hiicreleri tek olarak ya da uzun zincirler seklinde goriilebilir (Claus ve Berkeley, 1986).
Bacillus cinsinin suslar1 proteolitik enzimler (proteinleri parcalayan enzimler) ve
karbonhidraz enzimleri (karbonhidratlar1 pargalayan enzimler) yoniinden onemli bir
kaynaktir (Claus ve Berkeley, 1986). Farkl tiirlerin asit, nétr ve alkali pH araliklarinda
fermente etme yetenegi, cinsteki termofillerin varlifiyla birlestiginde, istenen sicaklik,
pH aktivitesi ve stabilite Ozelliklerine sahip cesitli yeni ticari enzim {riinlerinin
gelistirilmesine yol a¢mustir (Schallmey ve ark., 2004). Bacillus cinsleri 1liml
halofillerdir ve tuzlu ya da asir1 tuzlu topraklar, goller ve denizlerden sik sik izole
edilmislerdir (Arahal ve Ventosa, 2002; Ventosa, 2006). Bu bakterilerin optimum
gelisebildikleri ortam %3-15 NaCl iceren besiyeridir (Ventosa ve ark., 1998).
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1.5.1.1. Solibacillus silvestris

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Familya: Caryophanaceae

Cins: Solibacillus

Tiir: Solibacillus silvestris

Solibacillus, topraktan izole edilen Bacillus benzeri bir organizma olarak tanimlanir.
Bu bakteriler Gram-pozitif ve gubuk seklinde hiicrelere sahiptir. Yuvarlak endosporlar,
sigmis sporangialarda terminal olarak olusur. Bu organizmalar katalaz pozitif, oksidaz,

Voges-Proskauer, nitrat indirgeme ve indol olusturma testlerinde negatiftir (Rheims ve

ark., 1999; Krishnamurthi ve ark., 2009).
1.5.1.2. Bacillus licheniformis

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simf: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus

Tiir: Bacillus licheniformis

Merkezi veya subterminal elipsoidal endosporlar sismis sporangiumlarla birlikte goriiniir.

Katalaz tiretir ancak oksidaz iiretmez. Nitrat indirgeme, arginin dihidrolaz, iireaz, eskiilin

hidrolizi, jelatin hidrolizi, kazein hidrolizi, nisasta hidrolizi ve B-galaktosidaz aktivitesi
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icin pozitif sonuglar gosterir (Dunlap, 2015). Saito (1973), a-amilaz enzimini tiretmekte
olan, termofilik Bacillus licheniformis’i izole ettigini bildirmistir. B. licheniformis’in ¢ok
uzun zamandir ¢esitli enzimlerin ve antibiyotiklerin iiretiminde kullanildigini
arastirmacilar bildirmislerdir (Rothstein ve ark., 1986; De Clerck ve ark., 2004). B.
licheniformis’in iirettigi a-amilaz enzimi, nisasta polimerlerindeki a-1,4-O-glikozidik
baglarini hidroliz ederek katalizler ve nisastanin par¢alanmasina neden olur (Saito, 1973).
Alfa-amilaz enziminin en degerli 6zelligi metalloenzimlerdir ve bu sebeple enzimatik
etkinligi ve stabilite icin Ca*? iyonuna gereksinim duyar (Kindle, 1983). Bu tiir Bacillus
subtilis ile filogenetik agidan yakin iligkilidir. Dogada ve toprakta siklikla karsimiza ¢ikan
saprofitik bir bakteridir. Bircok hidrolitik enzimi iiretebilme ve salgilayabilme yetenegine
sahip olan bu hiicreler, farkli substratlar1 parcalayabilir. Bu sebeple Bacillus licheniformis
endiistriyel acidan dnemli hile gelmektedir (Frankena ve ark., 1985; Schroeter ve ark.,

2011).
1.5.1.3. Bacillus sonorensis

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus

Tiir: Bacillus sonorensis

Bitkisel hiicreler cubuk seklindedir ve fotomikrograf Slgiimleriyle belirlendigi tizere 1.0
pum genisliginde ve 2-5 pm uzunlugundadir. Hiicreler siklikla tek tek olusur ancak iki ila
dort hiicreden olusan birkag zincir de goriiliir. Gram-pozitif, hareketli, katalaz pozitif,
fakiiltatif anaerobiktir. Maksimum biiylime sicakligi yaklagik 55°C, minimum ise

yaklagik 15°C’dir. Biliyiime pH 5.7°de gergeklesir. Biiylime %3 NaCl’de gerceklesir
ancak %35, %7 veya %10 NaCl’de ger¢eklesmez (Palmisano ve ark., 2001).
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1.5.1.4. Bacillus pumilus

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Siif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus

Tiir: Bacillus pumilus

Bacillus  pumilus bakterisi aerobiktir. Toprakta ve bazi bitkilerin koklerinde
bulunmaktadir. Antifungal ve antibakteriyal etkinlige sahip oldugu icin bu ozelligi
sayesinde bitkilerle simbiyotik bir sekilde yasar ve bitki gelismesini destekleyici olarak
rol oynar (Sari ve ark., 2007; Joo ve ark., 2004). Bacillus pumilus’tan elde edilen proteaz
enzimi gida, deterjan, kimya ve deri endistrisinde kullanilir (Pan ve ark., 2004). Bacillus
pumilus’un Uretmis oldugu hiicre dis1 enzim olan alkalin serin proteaz Cin’de deri
sanayisinde kil giderme asamasinda kullanilir (Pan ve ark., 2004). Bu bakteri diisiik besin

degerinde olan kosullarda, hidrojen peroksitte (H20.), kimyasal dezenfeksiyonda ve diger
zor kosullarda endospor olusturabildiginden dolay1 direnglidir (Parvathi ve ark., 2009).

1.5.1.5. Bacillus amyloliquefaciens

Domain: Bacteria
Sube: Bacillota

Sinif: Bacilli

Takim: Caryophanales
Aile: Bacillaceae
Cins: Bacillus

Tiir: Bacillus amyloliquefaciens
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Gram-pozitif cubuklar, hiicreler genellikle zincirler olusturur ve hareketlidir, peritrik
flagella ile birliktedir, oval sporlar, sismemis sporangia’da merkezi veya parasantraldir.
Gelisme i¢in en uygun sicaklik 30 ile 40°C’dir. 15°C’nin altinda veya 50°C’nin lizerinde
ireme meydana gelmez. Bacillus amyloliquefaciens, diinyadaki amilaz ve proteazin
tiretiminin ¢ogundan sorumludur (Priest ve ark., 1987). Bacillus amyloliquefaciens,
diinya ¢apinda a-amilaz ve proteazin biiylik bir kismindan sorumludur. Daha 6ncesinde
Bacillus subtilis ile yakin akrabalig tespit edilmis olup, organizma, “B. subtilis subsp.
amyloliquefuciens” (Tsuru, 1962) alt tiir statlisii verilmistir veya B. subtilis’e ekstraseliiler
enzimlerin bol miktarda iiretildigi bir varyant olarak dahil edilmistir (Gordon ve ark.,
1973). Bu nedenle, “Bacillus amyloliquefaciens”, B. subtilis ve B. subtilis grubunu
olusturan diger iki tiir olan Bacillus licheniformis ve Bacillus pumilus ile yakindan
iligkilidir. Bu organizmalar bircok ortak 6zelligi paylasmakta olup, aralarinda ayrim

yapilabilen ¢ok az karakter bulunmaktadir (Gordon ve ark., 1973).
1.5.1.6. Bacillus cereus

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simf: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus

Tiir: Bacillus cereus

Bacillus cereus, spor olusturan, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir. Hiicreleri ¢ubuk
seklinde oldugundan dolay1r “Bacillus” (¢cubuk) adimi tasir. “Cereus” (mum) adi, agar
tabakalarinda kolonilerinin mumumsu bir goriintii olusturdugu i¢in bu isim verilmistir
(Frankland ve Frankland 1887). Bacillaceae ailesinde bulunan Bacillus cereus
cogunlukla toprakta, hububatta, baharatlar, kuru gidalar, et, siit ve yumurtada bulunur.
Bacillus cereus, Gram-pozitif bir bakteridir (uzun siire boyunca beklemis suslarda

degisiklik gosterebilmektedir), endospor olustururlar. Bitkilerin iistlinde de yayginca

bulunan Bacillus cereus, sentral ya da subterminal sekildedir, elipsoidal sporlart vardir.
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Peritrik flagellalar sebebiyle hareketli, aerobik ve aerob-fakiiltatif anaerob sartlarda
tireyebilmektedir (Wijnands, 2006). 4 ile 55°C arasinda genis bir sicaklik araliginda
iireyebilirler ve optimum iireme 30-40°C arasindadir (Roberts ve ark., 1996). Mikroskop
ile incelendiginde hiicreler ¢omak seklinde, cift cift veya zincir seklinde, 1.2-10 pm
uzunlukta, 0.5-2.5 pm genislikte goriilmektedir (Holt ve ark., 1994). Bacillus cereus,
lesitinaz enzimi pozitif, ampisiline direngli ve hemolitik etkinlik gostermektedir. Karbon
kaynagi mannitol, arabinoz, ksiloz yerine glikozu kullanir. Bunun yani sira Bacillus
cereus nisasta ve jelatini hidroliz edebilme yetenegine sahiptir ve nitrat1 da indirgeyebilir

(Agata ve ark., 2002).
1.5.1.7. Bacillus paralicheniformis

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simf: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus

Tiir: Bacillus paralicheniformis

Hiicreler Gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik, hareketli, endospor olusturan ¢ubuklardir.
Merkezi veya subterminal elipsoidal endosporlar sismis sporangiumlarla birlikte gozlenir.
Katalaz iiretir ancak oksidaz iiretmez. Nitrat azaltimi, arginin dihidrolaz, lireaz, eskiilin
hidrolizi, jelatin hidrolizi, kazein hidrolizi, nisasta hidrolizi ve B-galaktosidaz aktivitesi
icin pozitif sonuclar vermektedir. Asit glikozdan tiretilir. Sitrik asit kullanmaz. L-alanin,
stiksinik asit ve D-glukuronik asit kullanilmas1 ve D-galaktoz, L-pirogliitamik asit, D-
galakturonik asit, musik asit veya D-sorbitol kullanilmamasi temelinde en yakin
akrabalarindan ayirt edilebilir. Basitrasin, fengycin ve lantipeptid tretir. Likenisidin

tiretmez. Hiicre duvari peptidoglikan1 mezo-diaminopimelik asit icerir (Dunlap, 2015).
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1.5.1.8. Virgibacillus proomii

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Siif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Virgibacillus

Tiir: Virgibacillus proomii

Hiicreler hareketli, Gram-pozitif, genellikle uzun c¢ubuklardir, bazen o6zellikle eski
kiiltiirlerde zincirler ve/veya filamentler olustururlar. Sismis sporangia'da terminal, bazen
subterminal pozisyonlarda bulunan kiiresel ila elipsoidal endosporlar tasirlar.
Organizmalar fakiiltatif olarak anaerobik ve katalaz pozitiftir. Biiytime 15°C ile 50°C
arasinda, optimum sicakligin ise yaklasik 37°C arasinda gerceklesebilir. Gazsiz asit N-
asetilglukozamin, arbutin, D-fruktoz, galaktoz, D-glikoz, inositol, maltoz, D-mannoz,
riboz, salisin, D-tagatoz ve trehaloz gibi karbonhidratlardan iiretilirken, amigdalin,
selobiyoz ve glukonat (bu ii¢ii genellikle negatif), glikojen, metil a-D-glukozit, ramnoz,
nisasta ve sakaroz. karbonhidratlarindan asit iiretimi degiskendir. Adonitol, D- veya L-
arabinoz, D- veya L-arabitol, dulsitol, eritritol, D- veya L-fukoz, P-gentiobiyoz, gliserol,
iniilin, laktoz, D-liksoz, mannitol, D-melibioz, D-melezitoz, metil a-D-mannosid,
metilksilosid, D-rafinoz, sorbitol, L-sorboz, D-turanoz, ksilitol veya D- veya L-ksiloz gibi

karbonhidratlardan asit iiretilmez (Heyndrickx ve ark., 1998).
1.5.1.9. Bhargavaea ginsengi

Domain: Bacteria
Sube: Bacillota

Simif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Caryophanaceae
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Cins: Bhargavaea

Tiir: Bhargavaea ginsengi

Bacillus beijingensis ve Bacillus ginsengi, Nisan 2009’da ginseng kok dokusundan
izole edilen yeni tiirler olarak rapor edilmistir (Qiu et al., 2009); kisa bir siire sonra,
Ekim 2009°da Bhargavaea adl1 yeni bir cins tanitilmistir (Manorama ve dig., 2009).
Bhargavaea cinsinin tanimi, Manorama ve digerleri (2009) tarafindan verilen tanimla
aymidir, ancak asagidaki degisikliklerle birlikte hiicreler ¢ubuktan kokoid ¢ubuga
kadar degisen sekildedir. Baz1 suslar iireaz tretebilir. Bhargavaea ginsengi Gram-
pozitif, hareketsiz, orta derecede tuz tolere edebilen ve spor olusturmayan
organizmalardir. L-lizin, b-galaktozidaz, galaktozidaz, D-galaktoz, glikojen, D-
mannoz, D-mannitol, D-glukoz, D-riboz negatiftir. Esteraz ve esteraz lipaz pozitiftir

(Verma ve arkadaslari, 2012).
1.5.1.10. Oceanobacillus polygoni

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Bacillaceae

Cins: Oceanobacillus

Tiir: Oceanobacillus polygoni

Oceanobacillus polygoni hiicreleri Gram-pozitif, peritris kameili, diiz ¢ubuklardir ve
sismis sporangia i¢inde merkezi bir konumda elipsoidal sporlar {iretirler. Katalaz ve
oksidaz pozitiftir. Gelisim sicaklig1 araligir 5-48°C’dir ve optimum gelisme 35°C’de
goriilmektedir (pH 10). Biiytime i¢in NaCl konsantrasyonu aralig1 %3-12"dir ve optimum
%?3’tiir (pH 10). Kazeini hidrolize eder ancak jelatin, nisasta, ksilan, seliiloz veya Tween

20, Tween 40, Tween 60 ve Tween 80’1 hidrolize etmemektedir. Gliserol, D-riboz, D-

ksiloz, D-glikoz, D-fruktoz, D-mannoz, inositol, mannitolden asit iiretilir (Hirota, 2013).
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1.5.1.11. Ornithinibacillus scapharcae

Domain: Bacteria
Sube: Bacillota

Siif: Bacilli

Takim: Caryophanales
Aile: Bacillaceae
Cins: Ornithinibacillus

Tiir: Ornithinibacillus scapharcae

Ornithinibacillus scapharcae hiicreleri Gram-pozitiftir, aerobiktir, peritrik flagella ile

hareketlidir ve ¢ubuk seklindedir. Sus hemolitik aktiviteye sahiptir ve endospor olusturur.

Sporlar kiireseldir ve sismis sporangia’nin bir terminalinde veya her iki terminal

pozisyonunda bulunurlar. Katalaz ve oksidaz pozitiftir. Bliylime ¢esitli kosullar altinda

gercgeklesir: 10-37°C; %0-%35 NaCl ve pH 7-10. Optimum biiytime, %1 NaCl varliginda

30°C’de ve pH 8-9°da gergeklesir (Shin ve ark., 2012).

1.5.1.12. Alkalihalobacillus clausii

Domain: Bacteria
Sube: Bacillota

Simf: Bacilli

Takim: Bacillales

Aile: Bacillaceae

Cins: Alkalihalobacillus

Tiir: Alkalihalobacillus clausii

Alkalihalobacillus, alkali ve tuzlu kosullarda

yasayan bir bakteri cinsidir.

Alkalihalobacillus clausii, Bacillus taksonomisine temel katkilarda bulunan Alman

bakteriyolog Dieter Claus’a ithafen Claus’un adindan tiiretilerek ‘clausii’ adin1 almistir.

Alkalihalobacillus clausii antimikrobiyal bilesikler {iretimi nedeniyle probiyotik aktivite
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sergilemektedir. Antimikrobiyal aktivite ve bagisiklik diizenleyici etkiler gibi bir¢ok
saglik yarar1 rapor edilen potansiyel bir probiyotik sustur (Patel, ve Gupta, 2020).

1.5.2. Staphylococcus cinsi

Stafilokok cinsi ilk defa 1880 yilinda Iskogyali Cerrah Sir Alexander Ongston bir hastanin
diz eklemindeki apsede tanimlamistir. Bundan sonra Ongston apseden izole ettigi
bakterileri saglikli kobaylar ve fareler lizerindeki deneyler sonucunda apseleri yeniden
olusturmus ve bu bakteri etkeninin enfeksiyoz oOzellikte oldugunu kanitlamstir.
Mikroskop ile yaptig1 incelemelerde etken iiziim salkimi sekline benzediginden dolay1
Yunanca {iziim salkimi anlamina gelen staphylo, tane anlamina gelen coccus ile
“Staphylococcus” olarak adlandirilmistir (Adams ve Moss, 2008; Myles ve Datta, 2012;
Henry, 2013).

1.5.2.1. Staphylococcus hominis subsp. hominis

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Simif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Staphylococcaceae

Cins: Staphylococcus

Tiir: Staphylococcus hominis subsp. hominis

Staphylococcus hominis subsp. hominis koloniler ya pigmentlidir (krem-saridan sari-
turuncuya kadar) ya da pigmentsizdir (gri-beyaz). Optimum biilylime sicakligi 35°C’dir.
Tim suglar, D-glikoz, P-D-fruktoz, maltoz, sukroz ve gliserolden aerobik olarak asit
iretir. D-ksiloz, L-arabinoz, D-sorbitol, D-sellobiyoz, salisin ve D-rafinozdan asit
iiretilmez. Ureaz pozitiftir, arjinini ve glukozu kullandiklar1 bilinmektedir. DNA G+C

icerigi %30-36 mol’diir. Staphylococcus hominis subsp. hominis genellikle insan

derisinden ve bazen de klinik 6rneklerden izole edilmistir (Kloos, 1998).
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1.5.2.2. Staphylococcus warneri

Domain: Bacteria

Sube: Bacillota

Siif: Bacilli

Takim: Caryophanales

Aile: Staphylococcaceae

Cins: Staphylococcus

Tiir: Staphylococcus warneri

Staphylococcus warneri kolonileri 0.5-1.2 pm ¢apinda kiiresel sekildeki hiicrelerin tek
tek, ciftler halinde veya dortlii bir araya gelmeleri ile olusmustur. Hiicre duvarlar gliserol,
glukoz, teikoik asit, ve N-asetilglukozaminden olusmaktadir. Koloniler diiz, ¢ogunlukla
ortasi1 yliksek, opak renkte, ylizeyleri parlaktir. Tek tek olusan koloniler selektif olmayan
kat1 besiyerinde 3-6 mm ¢apinda koloniler olusturabilmektedirler. Koloniler yaslandikca
yagl ve yapigkanimsi bir yapida olurlar. Bir¢ok izolat 15-45°C sicaklik araliginda
gelismesine ragmen, optimum olarak 30-40°C’de gelisme gosterir (Brenner, 2005). S.

warneri baliklarda cilt altinda yerlesmis olan, nadiren insanlarda enfeksiyona sebep olan

oportunist bir balik patojenidir (Gil ve ark, 2000).
1.5.2.3. Staphylococcus nepalensis

Domain: Bacteria
Sube: Bacillota

Sinif: Bacilli

Takim: Caryophanales
Aile: Staphylococcaceae
Cins: Staphylococcus

Tiir: Staphylococcus nepalensis
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Staphylococcus nepalensis tirii ilk kez Spergser ve arkadaglari tarafindan (2003)
Himalaya bolgesindeki (Nepal) kegilerin solunum yollarindan alinmig 6rnekler ile izole
edilmistir (Spergser ve ark., 2003). Staphylococcus nepalensis, %10 tuz iceren kompleks
agar besiyerinde beyaz renkte koloniler olusturur, Gram pozitif, morfolojik yapis1 kok
seklindedir. Optimum iireme %10 tuz igeren ortamlarda, 30-37°C de ve pH 7°de
gerceklesir. Endospor olusturmazlar, hareketsiz, pozitif katalaz ve metil kirmizisi
reaksiyonlar1 gosteren, oksidaz negatif sonug¢ veren hiicrelerdir. Bu tiiriin hiicreleri 1.1-
1.6 um capinda ve hareketsizlerdir. Katalaz pozitif mikroorganizmalardir. Genomik
DNA’nin G+C oraninin %33 mol. oldugu belirtilmistir (Spergser ve ark., 2003; Kloos ve
Schleifer, 1986).

1.5.2.4. Kocuria rosea

Domain: Bacteria
Sube: Actinomycetota
Simf: Actinomycetes
Takim: Micrococcales
Aile: Micrococcaceae
Cins: Kocuria

Tiir: Kocuria rosea

Hiicreler kiireseldir ve ciftler, tetradlar ve kiimeler halinde olusurlar. Koloniler
dairesel, hafif digbiikey, piiriizsiiz (bazen piiriizlii) ve pembe veya kirmizidir. Suda
¢ozlinebilen eksopigment olugsmaz. Koloni morfolojisi ve rengi yasla birlikte daha
belirgin hale gelir; hiicre morfolojisi kiiltiir yasina veya ortama bagl degildir. %7.5
NaCl’e kadar NaCl konsantrasyonlarinda gelisim gostermektedir. Oksidaz testi
negatiftir (nadiren zayif pozitif). Ureaz, lesitinaz, fosfataz, galaktosidaz negatiftir.
Eskiilin ve jelatinin hidrolizi negatiftir; Tween 80 ve nisastanin hidrolizi suslar
arasinda degisir. Asetoin iretimi negatif veya zayiftir; indol ve hidrojen siilfiir
iretilmez. Mannoz, galaktoz, laktoz ve gliserolden asit olusmaz; Glikozdan asit
tiretimi degiskendir. Optimum biiylime sicakligr 25 -37°C arasindadir. Tiim suslar

tetrasiklin, eritromisin, oleandomisin, novobiyosin, metisilin, kanamisin, polimiksin,
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vankomisin, penisilin G, streptomisin, kloramfenikol ve neomisin'e duyarlidir.

Lizozime kars1 hafif direngli veya direnglidir (Stackebrandt ve ark., 1995).
1.5.2.5. Micrococcus luteus

Domain: Bacteria
Sube: Actinomycetota
Simf: Actinomycetes
Takim: Micrococcales
Aile: Micrococcaceae
Cins: Micrococcus

Tiir: Micrococcus luteus

Hiicreler Gram-pozitif kok seklindedir. Katalaz pozitiftir, aerobiktir. Biiyiime 4 -
45°C’de ve pH 5-12°de ve %10 NaCl varliginda gergeklesir. Jelatin ve nisasta hidrolize
edilmez. Esteraz ve lipaz pozitiftir. D-glikoz, D-mannoz, iireaz, reaksiyonlari

degiskendir (Huang ve ark. 2019).
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BOLUM 2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. NaCl icermeyen halofil besiyeri (pH 7.0) (Ventosa ve ark., 1982)

CaCl2.2H20 036¢g
Distile su 1000 mL
FeCl 100 pLL
Glukoz lg
KCl 2g
Maya 6ziitii 10g
MgS04.7H20 lg
NaHCO:s 0.06 g
NaBr 023 ¢
Agar 20g
Proteaz Pepton S5¢g

2.1.1.2. %1.17 NaCl iceren halofil besiyeri (0.2 M, pH 7.0)

NaCl 11.7 g
KCl 2¢g
CaCl2.2H20 036¢g
FeCl 100 pL
NaBr 023 ¢
MgS04.7H20 lg
NaHCO; 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya oziiti 10 g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 mL
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2.1.1.3. %2 NaCl iceren halofil besiyeri (0.34 M, pH 7.0)

NaCl 20g
KCl 2g
CaCl2.2H20 036¢g
FeCl 100 pLL
NaBr 023 ¢
MgS04.7H,0 lg
NaHCO;3 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya 6ziitii 10g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 M1

2.1.1.4. %3 NaCl iceren halofil besiyeri (0.51 M, pH 7.0)

NaCl 30g
KCl 2g
CaCL.2H;O 036¢g
FeCl 100 uL
NaBr 023 ¢
MgS0O4.7H,0 lg
NaHCO;s 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya oziitii 10g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 mL
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2.1.1.5. %S5 NaCl iceren halofil besiyeri (0.85 M, pH 7.0)

NaCl S0g
KCl 2g
CaCl.2H;0O 036¢g
FeCl 100 uL
NaBr 023 ¢
MgS04.7H,0 lg
NaHCO; 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya 6ziitii 10g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 mL

2.1.1.6. %8 NaCl iceren halofil besiyeri (1.36 M, pH 7.0)

Agar 20¢g
CaCl2.2H20 0.36¢g
Distile su 1000 mL
FeCl 100 uL.
Glikoz lg
KCl 2g
Maya 06ziitii 10g
MgS04.7H20 lg
NaHCO;s 0.06 g
NaBr 023 g
NaCl 80 g
Proteaz Pepton S5¢g
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2.1.1.7. %10 NaCl iceren halofil besiyeri (1.7 M, pH 7.0)

Agar 20g
CaCl2.2H>0 036 ¢
Distile su 1000 mL
FeCl 100 uL
Glukoz lg
KCl 2¢g
Maya oziitii 10g
MgS04.7H,0 lg
NaHCO; 0.06 g
NaBr 023 ¢g
NaCl 100 g
Proteaz Pepton 5¢g

2.1.1.8. %12 NaCl iceren halofil besiyeri (2 M, pH 7.0)

Agar 20g
CaCL.2H;O 036¢g
Distile su 1000 mL
FeCl 100 uL
Glukoz lg
KCl 2g
Maya 06ziitii 10g
MgS04.7H,0 lg
NaHCO:s 0.06 g
NaBr 023 ¢
NaCl 120 g
Proteaz Pepton S5¢g
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2.1.1.9. %15 NaCl iceren halofil besiyeri (2.5 M, pH 7.0)

Agar 20g
CaCl2.2H>0 036 ¢
Distile su 1000 mL
FeCl 100 uL
Glukoz lg
KCl 2¢g
Maya oziitii 10g
MgS04.7H,0 lg
NaHCO; 0.06 g
NaBr 023 ¢g
NaCl 150 g
Proteaz Pepton 5¢g

2.1.1.10. %17.5 NaCl iceren halofil besiyeri (3 M, pH 7.0)

NaCl 175 g
KCl 2g
CaCl2.2H20 036¢g
FeCl 100 uL
NaBr 023 ¢
MgS0O4.7H,0 lg
NaHCO;s 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya oziiti 10 g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 mL
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2.1.1.11. %20 NaCl iceren halofil besiyeri (3.4 M, pH 7.0)

NaCl 200 g
KCl 2g
CaCl2.2H20 036¢g
FeCl 100 pLL
NaBr 023 ¢
MgS0O4.7H,0 lg
NaHCO; 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya o6ziitii 10g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 mL

2.1.1.12. %25 NaCl iceren halofil besiyeri (4.2 M, pH 7.0)

NaCl 250 g
KCl 2g
CaCl2.2H20 036¢g
FeCl 100 uL
NaBr 023 ¢
MgS0O4.7H,0 lg
NaHCO; 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya oziiti 10 g
Glukoz lg
Agar 20¢g
Distile su 1000 mL
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2.1.1.13. %30 NaCl iceren halofil besiyeri (5.1 M, pH 7.0)

NaCl 300 g
KCl 2g
CaCl2.2H,0 036¢g
FeCl 100 pL
NaBr 023 ¢
MgS04.7H,0 lg
NaHCO; 0.06 g
Proteaz Pepton S5¢g
Maya oziitii 10g
Glukoz lg
Agar 20g
Distile su 1000 mL

2.1.1.14. Nisasta besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

Nisasta 25¢g
NaCl 11.7 ¢
Agar 20g
Distile su 1000 mL

Otoklavda 20 dakika 121°C’de steril edilmistir (Caglayan, 2019).

2.1.1.15. Pullulan besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

AZCL-pululano 10 g
NaCl 11.7¢g
Agar 20g
Distile su 1000 mL

Otoklavda 10 dakika 121°C’de steril edilmistir (Caglayan, 2019).
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2.1.1.16. Seliiloz besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

Karboksimetil seliiloz 2g
CaCl.6H,O 02¢g
KCl 2g
MgS04.7H20 20g
Kazaminoasit lg
Maya oziitii lg
NacCl 11.7¢
Distile su 1000 mL

2.1.1.17. Ure agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

A Eriyigi

Pepton lg
D-Glukoz lg
Mono potasyum fosfat (KH2POj) 2g
Fenol kirmizisi (% 0.2) 6 mL
Agar 20g
%1.17 NaCl igeren tuzlu su 866 mL
B Eriyigi

Ure 20¢g
%1.17 NaCl igeren tuzlu su 134 mL

2.1.1.18. Ksilan besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

NaCl 11.7¢g
AZCL-Xilano 10g
Agar 20¢g
Distile su 1000 mL

121°C’de 10 dakika otoklavda steril edilmistir (Caglayan, 2019).
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2.1.1.19. Jelatin agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

Tripton S5¢
Maya Oziitii 5g
CaCl.6H,O 02¢g
Jelatin 20g
KCl 2g
MgCl,.6H0 20g
NaCl 11.7¢g
Agar 20g
Distile su 1000 mL

2.1.1.20. Kazein agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

A Eriyigi

Tripton 209
Agar 209
%1.17 NaCl igeren tuzlu su 500 mL
B Eriyigi

Skim milk 209
%1.17 NaCl igeren tuzlu su 500 mL

Bu ayri iki erlen 10 dakika 121°C’de steril edilmistir. Otoklav islemi uygulanmistir ve

sonrasinda karistirilarak steril petri kaplari igerisine dokiilmiistiir (Caglayan, 2019).

2.1.1.21. DNaz besiyeri (%2 NaCl, pH 7.0)

DNaz agar 42 ¢
NaCl 20g
Distile su 1000 mL

Otoklavda 20 dakika 121°C’de steril edilmistir (Caglayan, 2019).
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2.1.1.22. Tween 80 agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

TS10 1000 mL
Maya ekstrakti S5¢g

pH 7.0

Agar 20g
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121°C’ de 20 dakika sterilizasyonu yapildiktan sonra besiyerine 10 g Tween

80 ilave edilmistir.

2.1.1.23. Mueller Hinton Agar besiyeri

Et 6zt 20¢g
Kazein (hidrolizat) 1759
Nisasta 15¢
Agar 170 ¢g
Distile su 1000 mL

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Barnett ve Venghaus, 1989; Birbir ve ark.,
2002).
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2.1.2. Kullamlan Cozeltiler

2.1.2.1. Kongo kirmizisi

Kongo kirmizisi 0.1g

Distile su 1000 mL
2.1.2.2.Frazier ayiraci

HgCl» 124 ¢

HCI 16 mL

Distile su 80 mL
2.1.2.3.Katalaz test ajami

Hidrojen peroksit 3mL

Distile su 100 mL
2.1.2.4.0ksidaz test ajam

Dimetil-p-fenilendiamin hidroklorid lg

Distile su 100 mL
2.1.2.5.McDowell-Trump fiksatifi

0.2 M fosfat tamponu 50 mL

%37 formaldehit 11 mL
%25’lik gluteraldehit 4 mL
2.1.2.6.0.2 M fosfat tamponu

Na;HPO4.2H20 3.56¢
NaH;P04.2H20 3.12¢g
Distile su 100 mL
2.1.2.7.0.1 M fosfat tamponu

0.2 M fosfat tamponu 500 mL
Distile su 500 mL
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2.1.2.8.%35 etanol

FEtanol 35 mL

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2.1.2.9. %50 etanol

FEtanol 50 mL

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

2.1.2.10. %75 etanol

Etanol 75 mL

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2.1.2.11. %95 etanol

Etanol 95 mL

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2.1.2.12. %?2’lik osmiyum tetroksit

Osmiyum tetroksit ampiilii lg

Distile su 50 mL

2.1.2.13. %4’liik gluteraldehit cozeltisi

0.2 M fosfat tamponu 50 mL

%25’lik gluteraldehit 16 mL

2.1.2.14. Gram’1n iyot ¢ozeltisi

Potasyum iyodiir 2g
Iyot kristalleri lg
Steril distile su 300 mL
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2.1.2.15. Kiristal viyole cozeltisi

Cozelti A

Kristal viyole (%85) 2¢g
Etil alkol (%95) 20 mL
Cozelti B

Amonyum okzalat 08¢
Steril distile su 80 mL

2.1.2.16. Safranin cozeltisi (Norrell ve Messley, 1997)

Safranin 25¢g
% 95°1ik Etil alkol 100 mL
Steril distile su 100 mL

2.1.2.17. 0.5 No’lu Mc Farland bulaniklik standard
0.18 M H»SO4 9.95 mL
0.048 M BaCl, 0.05 mL

Baryum klortir ¢ozeltisi ve stilfiirik asit ¢ozeltisi oldukca iyi sekilde karistirilmistir (Cetin,
1980).

2.1.2.18. %1’lik Amino asit iceren soliisyonlar (L-sistein, glisin, L-treonin, L-prolin,
L-histidin)

%1°lik L-sistein soliisyonu

L-sistein 10g

Steril distile su 100 mL

%1°lik glisin soliisyonu
Glisin 10g
Steril distile su 100 mL
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%1°lik L-treonin soliisyonu

L-treonin 10g
Steril distile su 100 mL

%1’lik L-prolin soliisyonu

L-prolin 10g
Steril distile su 100 mL

%1°lik L-histidin soliisyonu

L-histidin 10g
Steril distile su 100 mL

2.1.2.19. 1X Tris-asetat ve EDTA (Tris Asetat) calisma tamponu

100 mL aldigimiz 10X Tris Asetat (TAE) stok tamponu distile su ile 1000 mL’ye

tamamlanacak ve 1X TAE calisma tamponu hazirlanmistir.
2.1.2.20. Jel-yiikleme boyasi

GelPilot 1 kb ladder (100) jel yiikleme boyasi jeldeki kuyucuklara yiikleme 6ncesinde
ekstre edilmis DNA veya PCR iiriinii ile karistirilmastr.

2.1.2.21. Ladder DNA
1 kb DNA ladder 10 uL

Jel-yiikleme boyasi 90 uL

Yukarida belirtilen malzemeler eppendorf tiipiiniin icerisine konularak +4°C’de

saklanmustir.

2.1.2.22. Agaroz jel
Agaroz SeaKem LE 04¢g

1X TAE galisma tamponu 40 mL
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Yukarida belirtilen malzemeler erlen igerisine konularak mikrodalga firinda 560°C’de
1 dakika birakilmistir. Mikrodalga firindan alindiktan 5 dakika sonra jel tepsisine

dokiilmiistiir.

2.1.2.23. Niikleotid karisim
dNTP karigimi1 125 ul
Steril ddH>O 875 uL

Yukarida belirtilen malzemeler eppendorf tiipli icerisine 1 ml konularak -20°C’de

saklanmistir.

2.1.2.24.Primerler

Primer 12 uL
Steril ddH>O 88 uL

Yukarida belirtilen malzemeler eppendorf tiipli icerisine 1 ml konularak -20°C’de

saklanmistir.

2.1.2.25.Stok antimikrobiyal madde soliisyonunun hazirlanmasi
Potasyum dimetil-ditiyokarbamat (50%) 2 2(2000.000 pg)
Steril distile su 10 mL

2 g antimikrobiyal madde tartilarak 10 mL distile su ile karistirilarak stok soliisyon

(200.000 pg/mL) hazirlanmistir.
2.1.3.Araclar ve gerecler

Fen Edebiyat Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
mevcut bulunan Pasteur Firin1 (Kermanlar), Distile Su Cihaz1 (GFL), pH Metre (WTW),
Buzdolab1 (Argelik), Elektroforez tanki, Terazi (Sartorius Analytic), Gii¢ kaynagi, Etliv
(Niive EN500), Goriintiileme sistemi, Otoklav (Web MLW), Biyogiivenlik Kabini, Vortex
Tiip Karistiricis1 (Niive), Mikroskop (Olympus), Santriflij (Sigma), Calkalamali Etiiv
(Edmund Biihler), Santrifiij aleti, Mikrodalga firin (Argelik), PCR aleti, Ceker Ocak

kullanilmistir.
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2.2.Yontem
2.2.1. Kiiciikbas hayvan derilerinin tabakhanelerden toplanmasi

Bu projede incelenen kiigiikbas hayvan derisi numuneleri Tuzla Deri Organize Sanayi

bolgesindeki tabakhanelerden temin edilmistir.

2.2.2. Haloversatil ozellik gosteren bakterilerin toplam sayisinin belirlenmesi ve

izole edilmesi

Kiiciikbas hayvan derilerinde var olan toplam haloversatil bakteri sayisi, toplam proteaz
ve toplam lipaz iireten haloversatil bakteri sayilarini belirlemek i¢in her bir deri
numunesinden 20’°ser gram alinarak her birine 180 mL %1.17 NaCl igeren steril fizyolojik
tuzlu su igerisine eklenmistir ve galkalayici etiiv araciligryla 37°C’de 200 rpm’de 4 saat
calkalanmistir. Hazirladigimiz numunelerden 1 mL alinarak 9 mL %1.17 NaCl iceren
steril tuzlu su icerisine eklenerek karistirilmustir (10'). Seyreltme islemi 10°ya kadar
yapilmistir. Toplam haloversatil, toplam proteaz ve toplam lipaz enzimi {ireten
haloversatil bakteri sayilarmi saptamak i¢in 100 pL direkt ve seyreltilmis bakteri
diliisyonlarmdan (107!, 102, 10 ve 10°) alarak yayma plak yontemi ile %15, %20 ve
%25°1ik NaCl igeren agarli besiyerlerine ayr1 ayr1 ekim islemi yapilmistir. Ekim islemi
yaptigimiz petri kaplar1 35°C’de 7 giin inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresi sonucunda
besiyerlerinde iiremis olan koloniler sayilmistir. Elde ettigimiz koloni sayilari ve
seyreltme katsayisini ¢arparak ham deri numunelerinin 1 graminda mevcut olan toplam
haloversatil, toplam proteaz ve toplam lipaz iireten haloversatil bakteri sayilar
hesaplanmistir. Besiyerlerine Orneklerin ekimi {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir
(Gonzales ve ark., 1978; Montalvo-Rodriquez ve ark., 1998; Harley ve Prescott, 2002).
Farkli pigmentasyona sahip izolatlar secilerek %1.17 NaCl iceren halofil besiyerine saf

kiiltiirleri elde edilene kadar ¢izgi ekimi yapilmistir (Caglayan, 2019).
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2.3.Haloversatil Bakterilerin En Uygun Gelistikleri Tuz Konsantrasyonlarinin,

Sicaklik ve pH Degerlerinin Belirlenmesi
2.3.1.Haloversatil bakterilerin tuz konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Tuz igermeyen ve farkli tuz (%1.17, %2, %3, %S5, %8, %10, %12, %15, %17.5, %20,
%25, %30 NaCl) seviyelerine sahip halofil besiyerleri otoklavda 121°C’de 20 dakika
steril edilmistir. Daha sonra ise petri kutularina dokiilmiistiir. Kiigiikbas hayvan
derilerinde izole edilen haloversatil bakteriler hazirlanan halofil besiyerlerine ¢izgi ekim
yontemiyle ekilmistir. Ekim yapilan petriler 35°C’de bir giin siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Bu siiregte izolatlarin petrideki gelisimleri ve gelisim gosterdikleri optimum

tuz ylizdeleri arastirilmistir (Caglayan, 2019).
2.3.2.Haloversatil bakterilerin farkh sicakhiklarda gelisimlerinin belirlenmesi

Ayrica haloversatil 6zellik gosteren izolatlar %1.17 NaCl ile hazirlanarak (pH 7.0) halofil
besiyerine ekimi yapilmig ve farkli sicaklik derecelerine gore (4°C, 10°C, 20°C, 25°C,
35°C, 37°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C) ayarlanmis etiivlerde 1 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Bu silire boyunca izolatlarin gelisimi siirekli olarak
incelenmistir. Bunu sonucunda haloversatil bakterilerin gelisim gosterdigi optimum

sicaklik degerleri tespit edilmistir.
2.3.3.Haloversatil bakterilerin farkh pH degerlerinde gelisimlerinin belirlenmesi

IN HCI ve 1N NaOH kullanilarak hazirlanan halofil besiyerlerinin pH degerleri 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0 olarak ayarlanmistir. Bu farkli pH seviyelerindeki
besiyerleri otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilerek petri kutularma eklenmistir.
Haloversatil bakterilerin farkli pH seviyelerinde olan halofil besiyerlerine ekimi
yapilmistir. Ekim islemi yapilan petri kutular1 35°C’de 1 gilin boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siireci sonunda ise izolatlarin gelisim gosterdigi optimum pH

degerleri tespit edilmistir (Caglayan, 2019).
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2.4.Haloversatil Bakterilerin Gram Boyamalarinin Yapilmasi

24 saatlik haloversatil izolatlar1 giinliik saf bakteri kolonilerinin kiiltlirlerinden steril 6ze
kullanilarak alinarak %1.17 NaCl igeren steril tuzlu su igerisinde sulandirilmistir. Temiz
bir lam iizerine ince bir katman halinde yayilarak havada kurumaya birakilmistir.
Kurumus olan lam {i¢ kez atesten gecirilerek bakterilerin lama fikse edilmesi edilmesi
saglanmistir (Dussault, 1955). Bir sonraki adim da lamin {izerine kristal viyole (%1.17
NaCl) dokiilerek 1 dakika bekletildikten sonra kristal viyolenin uzaklastirilmasi i¢in tuzlu
su soliisyonu ile tiim yiizey 5 saniye yikanmistir. Sonra ise preparatin iistline Gram’in iyot
cozeltisi (%1.17 NaCl) dokiilerek 1 dakika bekletildikten sonra tekrar tuzlu su
soliisyonlart ile yikanmigtir. Preparata %95°lik alkol damlatilarak 20 saniye beklenmis
sonra tuzlu su (%1.17 NaCl) soliisyonu ile yikanmistir. Karsit boya olarak safranin lamin
iistline (%1.17 NaCl) dokiilerek 1 dakika beklenmis ve tuzlu su soliisyonu ile yikanarak
havada kurumaya birakilmistir (Dussault, 1955; Birbir, 1991). Boyama isleminden sonra
hazirlanan preparat immersiyon yagi ile mikroskopta 10x100 objektifle incelenmistir.
Incelemenin sonucunda pembe bakteriler Gram-negatif, mor bakteriler Gram-pozitif

olarak agiklanmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.5.Haloversatil Bakterilerin 16S rRNA Dizi Analizine Gore Tanimlanmasi

2.5.1.Kiiciikbas hayvan derisi orneklerinden haloversatil o6zellikteki izolatlarin

toplam DNA’larinin izole edilmesi

Kiiciikbas hayvan derisi 6rneklerinden izole edilecek olan haloversatil bakterilerin DNA
izolasyon islemi, QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) DNA izolasyon kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir (QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook, 2010).

2.5.1.1.QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) DNA izolasyon kitinin protokolii:

1. 5 mL siv1 Haloversatil besiyerinde 100 rpm c¢alkalayici etiivde iireyen 1 giinliik
haloversatil bakteri izolat kiiltlirlinden 1.5 mL alinarak mikrosantrifiij tiipii icerisine
konulmustur ve 7500 rpm 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra
iistteki slipernatant atilarak sivi haloversatil bakteri kiiltiirlerinden 1.5 mL eklenmistir ve

santrifij islemi ii¢ defa ayni sekilde tekrarlanmistir.
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2. Mikrosantrifijj tiiplerinin dibindeki pelletin {istiine 180 pL enzim soliisyonu (20 mg/mL
lizozim; 20 mM Tris-HCL, pH 8.0; 2 mM EDTA; %1.2 Triton) eklenmistir. Pelletin
homojen bakteri siispansiyonu haline getirilmesi mikropipet ile yapilmistir.

3. 37°C’deki etiivde homojen bakteri siispansiyonu 30 dakika bekletilmistir.

4. Sonrasinda 20 pL proteinaz K ve 200 pL ilave tampon eklenmis ve vorteks ile
karistirilmastar.

5. 56°C’deki etiivde bu bakteri siispansiyonu 30 dakika bekletildikten sonra, sicak su
banyosunda 95°C’de 15 dakika bekletilmistir.

6. Sonrasinda ise bu bakteri siispansiyonu 2 dakika 7500 rpm’de santrifiij edilmistir.

7. Bu siispansiyona 200 uL %96’lik etanol eklenerek 15 saniye vortekslenmistir. Daha
sonra siispansiyon 3 dakika 7500 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islemden sonra bu bakteri
siispansiyonundan 750 pL alinarak, QIAamp Mini spin kolon tiipiine konulmus ve 8000
rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

8. Santrifiijleme islemi bittikten sonra, santrifiij tiiptiniin iist kismindaki filtreli kismi
alinarak steril toplama tiipiline yerlestirilmistir. Filtreli mini spin kolon tiipiiniin icerisine
500 pL Yikama Tamponu-1 eklenmistir ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir. Bir kez
daha filtreli spin kolon tiipti, ayr steril toplama tiip igerisine konularak 500 pL Yikama
Tamponu-2 eklenmis ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiijlenmistir.

9. Filtreli QIAamp Mini spin kolon tiipii steril 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiiniin iistiine
yerlestirilmistir ve DNA’y1 kolondan temin etmek i¢in 200 pL Eliisyon Tamponu
eklenerek 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir. Bunun sonucunda filtredeki DNA’nin
mikrosantrifiij tiipii igerisinde toplanmustir.

10. izole edilen DNA’lar jelde yiiriitiildiikten sonra, -20°C’de saklanmigtir (Sambrook ve
Russell, 2001).
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Sekil 2.1. QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Sekil 2.2. QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Sekil 2.3. Santrifiij cihazi.
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2.5.1.2.Haloversatil ozellikteki izolatlarin 16S rRNA gen bolgelerinin PCR ile

cogaltilmasi

Tiplerin igerisine 5 mL 10X PCR Tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM steril
KCl), 2.5 pL MgClL (25 mM), 8 uL dNTPs (PCR niikleotid karisimi 10 mM lik), 1 puL
izole edilmis genomik DNA, 0.5 uL. Taq DNA polimeraz, 28 uL ddH-O, 2.5 pL ileri
primeri, 2.5 pL geri primeri ilave edilmistir (Saiki ve ark.,1985; Saiki ve ark., 1988;
Mullis ve Faloona, 1987). Ileri primer 16F27 (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve
geri primer 16R1492 (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") kullanilmistir. ilk
denatiirasyon 95°C’de 5 dk, 25 dongii 94°C’de 1 dk (denatiirasyon i¢in), 50°C’de 1 dk
(hibridizasyon icin) ve 72°C’de 2 dk (polimerizasyon ig¢in) seklinde uygulanmigtir
(Sambrook ve Russell, 2001). Bacteria i¢in ileri primer olarak 16F27 (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') ve geri primer olarak 16R1488 (5'-
CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC-3") kullanilmistir (Mellado ve ark., 1995).
Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise soyledir: Ik denatiirasyon isleminde 95°C’de 5 dk
stire ile gerceklestirildikten sonra, 25 dongii 94°C’de 1 dk (denatiirasyon i¢in), 50°C’de 1
dk (hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2 dk (polimerizasyon i¢in) seklinde gerceklestirilmistir
(Sambrook ve Russell, 2001).

2.5.1.3.Haloversatil izolatlara ait olan PCR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

Oncelikle jel tepsisi elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmistir. Elektroforez tankinin
bir ucu siyah renkte “—” kutup, diger ucu kirmiz1 renkteki “+> kutuptur. Jel tepsisine
tarak yerlestirilerek kuyucuk olusturulmustur. DNA’nin hareketi, “—" elektrottan “+”
elektrota dogru oldugundan dolay1 kuyucuklarin “— kutba yani siyah uca yakin olmasina
dikkat edilmistir. Erlenmayerin i¢erisine 40 mL 1X TAE ¢alisma tamponu ve 0.4 g agaroz
konulmus ve karigtirilmistir. Olusan karisim 560°C mikrodalga firinda 1 dakika
birakilarak agaroz ¢oziindiiriilmiistiir. 1-2 dakika sonra, jel bulunan erlenmayere 2.5 puL
etidyum bromiir (0.5 pg/mL) eklenmistir. Pipetin ucunda etidyum bromiir boyasinin
kalmamasina dikkat edilmis ve pipetin ucu ile jel birkag¢ kez cekilip birakilmistir. Jel ve
etidyum bromiir boyasinin tam olarak karigmasi i¢in elle ¢alkalanmistir. Sonrasinda jel,
tepsinin igerisine dokiilmistiir. 10 dakika sonra jel tam olarak donduktan sonra tarak
cikarilmistir. Jel elektroforezinin yapilacagi giin taze 1X TAE c¢alisma tamponu

hazirlanmistir. Donmus agaroz jel lizerine 1X TAE calisma tamponu yani elektroforez
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tamponu 1 cm &rtecek kadar elektroforez tankinin igerisine konulmustur. ilk kuyucuga
10 pL ladder DNA, ladder-DNA’daki 1500 bp uzunlugundaki bant ile izole edecegimiz
DNA’larin jel elektroforezinin karsilastirilmasi i¢in yerlestirilmistir. Bu islemden sonra,
parafilm iistiine numune sayisi1 kadar 5 pL jel-yiikleme boyasindan konulmustur. Daha
sonra, her bir DNA ekstresinden 5 pL alinarak parafilmin iistiine 5 pL jel yiikleme boyasi
ile mikropipet ile karigtirllmistir. Haloversatil bakterilere ait DNA ekstreleri ayr1 ayri jelde
bulunan kuyucuklara yerlestirilmistir. Sonrasinda tankin kapagi kapatilarak, “—"" uca ve
“4+”’uca ait olan kablolar hem tanka hem de gii¢ kaynagina takilarak 30 dakika siiresince
80 V, 100 mA elektrik akim1 ile DNA jelde yiiriitilmiistiir. 30 dakika sonucunda, gii¢
kaynagi kapatilarak, jel tankdan alinmig ve goriintiileme sistemi altinda goriintiilenmistir.

DNA bantlariin goriintiisii bilgisayara kaydedilerek yazici ile ¢iktist alinmustir.
2.5.1.4.Haloversatil 6zellik gosteren izolatlarin tanimlanmasi

16S rRNA firiinleri QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) kiti ile saflastirilip
dizilemeye gonderilmistir.
QIAquick PCR Purification Kit’inin protokolii:

1. 45 pL PCR fdriiniin lizerine 225 pL Baglayicti Tampon (1/5 oraninda)
eklenmistir. QIAquick kolon tiiplerinin igerisine PCR {iriinii ve Baglayici
Tampon karisimi mikropipet yardimiyla konulmustur. QIAquick kolon tiipii,
mor renkli filtre igeren kisim ile bunun igerisine konuldugu ve atik sivinin
toplandig1 dis kistmdaki tiipten olugsmaktadir.

2. QIAquick kolon tiipii 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Toplama
tiiptindeki atik s1v1 atilarak iki tiip yeniden i¢ ige konulmustur.

3. PCR iiriiniinde var olan istenmeyen maddelerin yikanmasi i¢in QIAquick
kolon tiiptine 750 pL Yikama Tamponu eklenerek ve 13.000 rpm’de 1 dk
santrifiijlenmistir.

4. QIAquick kolon tiipliniin filtreli kismi, steril 1.5 mL’lik mikrosantrifiij
tipiine konmustur. Alttaki mikrosantrifiij tiipiiniin igerisine DNA’y1
alabilmek i¢in 50 pL Eliisyon Tamponu (10 mM TrisCl, pH 8.5) eklenmis
ve 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir (QlAamp DNA Mini and Blood
Mini Handbook, 2010).
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Saflagtirilan PCR iiriinleri 16S rRNA geninin baz dizisi analizlerinin yapilmas1 amaciyla
diziye gonderilmistir.

Her bir izolata ait olan ileri ve geri primer dizileme sonucglart Dosya ChromasPro
Programa ile incelenmistir. Elde edilen 16S rRNA dizileri ChromasPro Programi, BLAST

ve EZTAXON arama programlariyla benzerlik oranlar1 tespit edilmistir.

Sekil 2.4. QIAquick PCR Saflagtirma Kiti (Qiagen)

Sekil 2.6. Elektroforez tanki.

57



Sekil 2.7. Elektroforez tanki.

2.6.Haloversatil Bakterilerin Urettikleri Onemli Enzimlerin incelenmesi

Nisasta, jelatin, Tween80, seliiloz, iire, kazein, ksilan, pullulan, DNaz iceren besiyerleri
ayr1 ayr1 otoklavlanan besiyerleri steril petrilere steril kabinde dokiilmiistiir. Yalnizca iire
agar tliplerde yatik agar seklinde hazirlanmistir. Hazirlandiktan sonra 121°C de 20 dakika

siire boyunca otoklavda steril edilmistir.
2.6.1.Seliilaz aktivitesi

%10 NaCl igeren agarli Seliilozlu besiyeri igerisine karboksimetil seliiloz eklenerek
hazirlanmistir. Karboksimetil seliiloz ¢ozdiiriildiikten sonra besiyerinde pH 7.0’ye
ayarlanmistir. Otoklav iginde 121°C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril olan petri
kutularina dokiilmiistiir. Seliiloz besiyerine bakteriler i¢ i¢e dairesel halkalar biciminde
ekilmistir. Etiivde ekim yapilan petri kutular1 35°C’de 1 giin bekletilmistir. Inkiibasyon
siiresi bitince seliiloz besiyerinde iiremis olan bakteri kolonileri %0.1’lik Kongo
Kirmizis1 ¢ozeltisi ile 30 dakika boyanmis ve sonrasinda 1 M NaCl c¢ozeltisi ile
yikanmistir. Bakteri kolonilerinin ¢evresinde seffaf bolge olusmasi durumunda pozitif

seliilaz aktivitesi oldugu degerlendirilmistir (Limauro ve ark., 2001).
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2.6.2.Ksilanaz aktivitesi

Besiyerinde gelismis olan izolatlardan steril 6ze ile alinmig ve steril Ksilan besiyerine
plaga ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir ve etiivde petriler 35°C’de 1 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra kolonilerin cevresinde gozlenen seffaf

bolgeler pozitif ksilinaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Sanchez-Porro, 2005).
2.6.3.Ureaz aktivitesi

Yatik agar olarak hazirlanmis ve indikatédr olarak fenol kirmizist igeren steril Ure Agar
besiyeri igeren tiiplere izolatlar steril 6ze ile ekilmistir ve 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonucunda besiyerinde gozlemlenen pembe renk (Sekil 2.8.) iireaz

pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Sanchez-Porro, 2005).

Sekil 2.8. Ureaz aktivitesi deneyi.
2.6.4.Proteaz aktivitesi

Besiyerinde gelisme gosteren izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Jelatin Agar
besiyeri iistiine plaga ¢izim methodu ile ekim yapilmis ve etiivde petriler 35°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra petrinin {istiinii 6rtecek miktarda Frazier
ayiract dokiilmiistiir. Frazier ayiraci dokiildiikten sonra kolonilerin ¢evresinde gozlenen
seffaf bolgeler pozitif proteaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott,

2002; Sanchez-Porro, 2005).
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2.6.5.Kazeinaz aktivitesi

Besiyerinde gelisme gosteren izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Kazein besiyerine
plaga ¢izim methodu ile ekim yapilmis ve etiivde petriler 35°C” de 1 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra besiyerinde gelisen kolonilerin ¢evresinde seffaf

bir bolge olusmasi kazeinaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.6.6.DNaz aktivitesi

Besiyerinde gelisme gosteren izolatlardan steril bir 6ze ile alinarak steril DNaz besiyerine
plaga cizim yontemi ile ekim yapilmistir ve etiivde petriler 35°C* de 1 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon islemi sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerin {istiinii
kaplayacak kadar 1 N HCl damlatilmistir. Bu test ile izolatlarin besiyerinde var olan
DNA’y1 parcalayip parcalayamadiklar: test edilmistir. Koloninin ¢evresinde seffaf bir
bolge olusmasi DNaz pozitif aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Bilgehan, 2004; Harley
ve Prescott, 2002).

2.6.7.0Kksidaz testi

Besiyerinde gelisme gosteren bakteri kolonilerinden steril 6ze ile alinmis ve Para-
aminodimetilanilin monohidroklorid ayiract doktiiglimiiz filtre kagidi {izerine
stirlilmiistiir. 5-10 saniye igerisinde mavi-mor renk olusmasi pozitif sonu¢ verdigi
degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Gonzalez ve ark., 1978; Quesada ve ark.,
1982).

2.6.8.Katalaz testi

Besiyerinde gelisen saf kolonilerin tizerine 1-2 damla kadar %3 hidrojen peroksit (H20>)
damlatilmistir. Besiyerinde bulunan koloni ylizeyinde gaz kabarciklarinin (Sekil 2.9.)

olusmasi pozitif katalaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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Sekil 2.9. Katalaz aktivitesi deneyi.
2.6.9.Pullulanaz aktivitesi

Besiyerinde gelisme gosteren izolatlardan steril bir 6ze ile alinmis steril Pullunan
besiyerine plaga ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir ve petriler 35°C’de 1 giin etiivde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kolonilerin ¢evresinde goriilen seffaf bolgeler

pozitif pullulanaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Sanchez-Porro, 2005).
2.6.10.Lipaz aktivitesi

Besiyerinde gelisme gosteren izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Tween 80 Agar
besiyeri iizerine plaga ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir ve petriler 35°C’de 1 giin
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda besiyerinde gelisme gosteren kolonilerin
cevresinde opak bolgelerin goriilmesi pozitif lipaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir

(Harley ve Prescott, 2002).
2.6.11.Nisasta aktivitesi

Haloversatil izolatlar steril 6zelerle alinarak plaga ¢izim yontemi ile nisasta besiyerine
ekilmistir ve petriler 35°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda nigasta besiyeri ilizerinde gelisen kolonilerin iistiine besiyerinin tamamini
kaplayacak sekilde Gram’in iyot ¢ozeltisi eklenmistir. Kolonilerin ¢evresinde seffaf
bolgelerin gdzlemlenmesi nisasta hidrolizinin pozitif oldugu seklinde degerlendirilmistir

(Harley ve Prescott, 2002).
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2.7.Haloversatil Bakteriler Tarafindan Farklhi Amino Asitlerin ve Farkh Seker

Kaynaklarinin Kullanmilmasi

Mikroorganizmalarin metabolik Ozellikleri hakkinda bilgi sahibi olmak endiistriyel
islemlerde onlarla miicadele etmek i¢in ¢ok dnemlidir. Bu ¢alismada, haloversatil bakteri
izolatlarinin metabolik aktivitelerini degerlendirmek i¢in 5 amino asit ve 5 seker
kullanilmigtir. Amino asit kaynaklarmin kullanimi %1 glisin, L-histidin, L-sistein, L-
prolin, L-treonin kullanilarak incelenmistir. Amino asitler i¢in ortam %1.17 NaCl
¢ozeltisi icinde %0.05 dekstroz, %0.5 si1g1r 6zii, %0.0005 piridoksal, %0.001 bromokresol
moru, %0.5 pepton, %0.0005 kresol kirmizist icermektedir. Bakteri inokulasyonundan
sonra test tiipleri 35°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Test tiiplerinde mor renk
olugmasi (Sekil 2.10.) pozitif test sonucu olarak kabul edilmistir (Caglayan, 2019).

Sekil 2.10. Aminoasit Deneyi Pozitif ve Negatif Test Ornegi.

Haloversatil izolatlarin farkli seker kaynaklarinin kullanimi %1 laktoz, D- galaktoz,
maltoz, D-ksiloz, D-glukoz kullanilarak ayri ayri incelenmistir. Seker ortami ise %0.001
fenol kirmizis1 ve %0.5 maya oziitii igermektedir. Kirmiz1 renkten sar1 renge donmesi
(Sekil 2.11.) pozitif test sonucu olarak kabul edilmistir (Harley ve Prescott, 2002;
Caglayan ve ark., 2018).
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Sekil 2. 11. Seker Deneyi Pozitif ve Negatif Test Ornegi

2.8.Haloversatil Bakteri izolatlarmin Farkh Antibiyotiklere Karsi Inhibisyon

Zonlarmin Belirlenmesi

Halofil besiyerinde iiremis olan saf kiiltiir halindeki haloversatil bakterilerden her bir
izolat steril bir 6ze ile alinmig ve sivi besiyerine ekilmistir sonra 35°C’de 1 giin
inkiibasyona birakilmistir. Haloversatil bakteri kiiltiirlerinin yogunlugu 1 mL’de 1x108
kob seklinde (0.5 McFarland standardi) ayarlanmistir. Bu siispansiyonlardan 0.1 mL
alinarak steril Mueller Hinton Agar besiyerinin iizerine homojen bir sekilde yayilmaistir.
Haloversatil bakteri izolatlarinin cesitli antibiyotiklere kars1 olusturduklari inhibisyon
zonlarmi incelemek i¢in Kirby-Bauer disk difiizyon methodu kullanilmistir.
Amoksisilin/klavulanik asit (AMC30, 20/10 ug, 30 ug), siprofloksasin (CIP5, 5 ng),
gentamisin (CN10, 10 ug), meropenem (MEM10, 10 pg) antibiyotik diskleri steril bir
pensle alinarak Mueller Hinton Agar besiyerinin iizerine konulmustur. Sonrasinda bu
petri kutular1 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonucunda
disklerin ¢evresindeki inhibisyon zonlari (mm) Sl¢tilmiistiir (Weber ve ark., 1988; CLSI,
2010).
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2.9.Enzim Ureten Haloversatil Bakterilerin Keci Derisinde Meydana Getirdigi

Zararm Cevresel Taramah Elektron Mikroskobunda Incelenmesi

40 giinliik depolama siiresi sonucunda ham deriler elektron mikroskobu ile incelenmis
ve enzim iireten haloversatil 6zellikteki izolatlarin deriye verebilecegi zararlar elektron
mikroskobunda goriintiilenmistir.

Kontrol: 59.5 g ham deri 6rnegi + 200 mL tuzlu su

Deney: 59.5 g ham deri 6rnegi + 180 mL tuzlu su + 20 mL enzim iireten haloversatil
ozellikteki izolatlarm karisik kiiltiirii (107 kob/mL)

McFarland 0.5 bulaniklik tiipiine gore (10® 32 kob/mL) ayarlanmis ve 1/10 oraninda
sulandirilmistir (107 kob/mL).

2.9.1.Ham deri orneginin cevresel taramah elektron mikroskobuna hazirlanmasi

Ham deri numuneleri jiletle Smmx5mm olacak bi¢imde kesilmistir. Ustiinde bulunan
killar ve pislikler deriden uzaklastirilmistir. pH 7.2°1 olan 0.1 M fosfat tamponu ile
hazirlanmis olan %4°lik gluteraldehit ¢ozeltisi (0.1 M fosfat tamponu ile hazirlanmig, Ph
7.2) 30 dk boyunca uygulanmistir. Fosfat tamponuyla hazirlanan (%0.1M) %]1°lik
osmiyum tetroksit c¢ozeltisi, Orneklerin lizerine 24°C’de bir saat boyunca islem
gormistiir. Ardindan, deri 6rnekleri iki kez steril damitilmis su, %35, %50, %75, %95 ve
mutlak etanol ile yitkanmistir.

Deri ornekleri sirasiyla, hava kuruma islemi i¢in etanol-heksametildisilazan (HMDS)
karisim ¢ozeltisi [1:1 (v/v)] (1x30 dakika), etanol-HMDS [1:2 (v/v)] (1x30 dakika) ve
HMDS (2x30 dakika) ile isleme tabi tutulmustur. Hava kuruma isleminden sonra, kegi
derisi ornekleri, HMDS’nin uzaklastirilmasi i¢in 14 saat boyunca bir desikator igine
konulmustur. Kurumus olan numuneler Thermo Fisher Scientific-Quattro SEM
tarafindan Bogazici Universitesi, Istanbul, Tiirkiye’de incelenmistir. Ornekler elektron
mikroskobunun plakasinin iistiine ¢ift tarafli yapiskan bant ile yerlestirilmis ve elektron

mikroskobunda incelenmistir (Murtey ve Ramasamy, 2016).
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Sekil 2.12. Kegi Derisi (Kontrol).

Sekil 2.14. Kegi Derisi Karisik Kiiltiir ilavesi Sonras.

65



2.10.Deriye Zarar Veren Bakterilerin Antimikrobiyal Madde ile Kontrolii

Aktif icerigi potasyum dimetil-ditiyokarbamet olan (%50 w/v) antimikrobiyal maddenin

farkli konsantrasyonlar1 haloversatil bakterilere uygulanmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Antimikrobiyal Maddenin Farkli Konsantrasyonlarda Hazirlanmasi.

Tk Stok Distile 19 ml distile suyun 19 ml distile
konsantrasyon (mL) su ilavesinden 6nceki suyun
(ug/mL) (mL) konsantantrasyon ilavesinden
(ng/mL) sonra son
konsantrasyon x
0.5
(ng/mL)
200.000 2 0 200.000 5000
200.000 2 2 100.000 2500
200.000 1 3 50.000 1250
50.000 2 2 25.000 625
50.000 1 3 12.500 312
50.000 1 7 6250 156
6250 2 2 3125 78
6250 1 3 1562.5 39
6250 1 7 781.25 19.5
781.25 2 2 390.63 9.8
781.25 1 3 195.31 4.9
781.25 1 7 97.66 2.4
97.66 2 2 48.83 1.2
97.66 1 3 24.41 0.6
97.66 1 7 12.21 0.3
12.21 2 2 6.10 0.15
12.21 1 3 3.05 0.07
12.21 1 7 1.53 0.038

Arastirmamizda potasyum dimetil-ditiyokarbamet igeren antimikrobiyal maddenin
0.038, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.4, 4.9, 9.8, 19.5, 39, 78, 156, 312, 625, 1250, 2500 ve
5000 pg/mL’lik konsantrasyonlart hazirlanarak disk difiizyon metoduyla uygulanmistir
(Tablo 2.1.). Aragtirmamizda Bacillus sonorensis (izolat S2b), Bacillus pumilus (izolat
S3b), Virgibacillus proomii (izolat S3c), Bacillus licheniformis (izolat S4d), Bacillus
cereus (izolat S5a), Staphylococcus warneri (izolat S9a), Alkalihalobacillus clausii
(izolat  S10b), Bacillus pumilus (izolat S10c) tiirleri kullanilmistir. Bu
mikroorganizmalardan Bacillus sonorensis (izolat S2b), Bacillus pumilus (izolat S3b),
Virgibacillus proomii (izolat S3c¢), Bacillus licheniformis (izolat S4d), Bacillus cereus

(izolat S5a), Staphylococcus warneri (izolat S9a), Alkalihalobacillus clausii (izolat
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S10b), Bacillus pumilus (izolat S10c) tiirleri proteolitik ve lipolitik aktivite
gostermektedir.

Steril kosullarda bu bakteriler halofil besiyerine ekilmistir. 35°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra izolatlarin her biri, ayr1 bir halofil agar besiyerine ¢izgi ekim
yontemiyle ekilmis ve 35°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakildiktan sonra saf
koloniler elde edilmistir. Bu saf kolonilerden steril 6ze ile alinarak %1.17 NaCl iceren
fizyolojik tuzlu su soliisyonlar1 igerisine ekilmistir. Bu izolatlar fizyolojik tuzlu su
icerisinde McFarland 0.5 bulanmkligia gore ayarlanmistir (10% kob/mL). Tiim tiiplerin
icerisine bakteri siispansiyonlarindan 0.5’er mL eklenerek, etiivde 35°C’de 1 giin
tiremeye birakilmigtir. Tiiplerde {iremenin olup olmadigini anlamak i¢in bulanikliga
bakilmistir. Antimikrobiyal diskler, antimikrobiyale ve mikroorganizmalarin iiremesine
olumsuz etkisi olmayan Whatman No:1 siizge¢ kagidi kullanilarak hazirlanmistir. Kagit
delme zimbasi yardimiyla 6 mm ¢apinda diskler kesilmistir (Bilgehan, 2004). Steril petri
kutularina Mueller Hinton Agar (MHA) dokiilmiistiir. McFarland 0.5°e gore ayarlanmis
izolatlar MHA iizerine ayr1 ayr ekiivyon ¢ubuguyla yayma plak yontemi ile ekilmistir.
Potasyum Dimetil-ditiyokarbamet’in 18 farkli konsantrasyonu (0.038, 0.07, 0.15, 0.3,
0.6,1.2,2.4,4.9,9.8, 19.5, 39, 78, 156, 312, 625, 1250, 2500, ve 5000 pg/mL) disklere
10 pL emdirilmistir. Kuruyan diskler ekimi yapilan izolatlarin tizerine steril pens ile
birakilmistir. Ekimi yapilan petri kutular1 etiivde 35°C’de 1 giin bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra disklerin gevresinde olusan inhibisyon bélgelerinin caplari

Olclilmiistiir.

2.11.Haloversatil Bakterileri Hiicrelerinin Elektron Mikroskobunda

Goriintiillenmeye Hazirlanmasi

Bu adim, tamamen diger arastirmacilar tarafindan bahsedilen prosediirden farkli olarak
gerceklestirilmistir (Ammar, 2017; Glauert, 1975; Glauert, 1975). Bakteri hiicreleri,
10000 rpm’de 5 dakika siiresince santrifiijlenmistir. Sonrasinda, supernatant dagitildiktan
sonra 0.2 M Na-fosfat tampon tuzlu (PBS) ile pelletler yikanmistir. 20.44 g Na;HPOu,
6.72 g NaH2PO4, 500 mL dH>O ile hazirlanmistir. Bakteri hiicreleri, %0.25 glutaraldehit
ile 25°C’de 30 dakika siiresince sabitlenmis, sonrasinda 35°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bakteri hiicreleri, Na-PBS (pH 7.2) ile ii¢ kez yikanmis ve pelleti toplamak

icin santrifiijlenmistir. Daha sonra, pellet, etanol serilerinden ge¢irilmis ve oda
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sicakliginda mutlak etanolde inkiibe edilmistir. Daha sonra, 10 pL’lik pellet steril lamel
lizerine yayilmis ve Marmara Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii (istanbul, Tiirkiye)
tarafindan sputtering kaplama makinesi kullanilarak altin ile kaplanmistir. Ornekler,
Thermo Fisher Scientific-Quattro SEM tarafindan Bogazici Universitesi, Istanbul,

Tiirkiye’de incelenmistir.
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BOLUM 3: BULGULAR ve TARTISMA

3.1.Haloversatil Ozellik Gosteren Bakterilerin Toplam Sayilar1 ve pH Degerleri

Calismamizda inceledigimiz 10 adet tuzlanmis kiiclikbas hayvan derisi Orneklerinin
tamaminda haloversatil bakteri sayilar1 (7x10%-2.7x10° kob/g) oldugu saptanmistir (Tablo
3.1.). Tuzlanmis kiiciikbag derisi 6rneklerindeki toplam haloversatil bakteri sayisinin 4
ornekte 10% kob/g (%40), 6 drnekte 10° kob/g (%60), oldugu belirlenmistir. Kiiciikbas
hayvan derilerinde toplam proteolitik haloversatil bakteri sayisi alinan deri 6rneklerinin
tamami (10* kob/g) ve 1x10*-8x10* olarak saptanmustir. Inceledigimiz deri 6rneklerinin
%90’1nda toplam toplam lipolitik haloversatil bakteri sayis1 10* kob/g ve %10’u 10° kob/g
saptanmistir ve 1x10*1.3x10° araligindadir. Yaptigimiz bu arastirmada, farkli deri
ornekleri tlizerinde bulunan haloversatil bakteri sayilari belirlenmistir. Bu veriler,
kiigiikbas hayvan derilerinde bulunan haloversatil bakteri tiirlerinin dagilimin1 ve
miktarlarin1 anlamamiz konusunda yardimci olmaktadir. Ozbay ve Caglayan (2022)
tarafindan yapilan bir arastirmada, deri isletmelerinden toplanan islatma sivilarindaki
haloversatil bakterilerin toplam sayilarinm Oligotrofik Agar Ortami’nda 3.8x10* ile
1.1x10° CFU/mL araliginda ve Halofilik Agar Ortami’nda 6.7x10* ile 1.6x10° CFU/mL
araliginda oldugunu belirlemislerdir. Ayrica arastirmacilar, orneklerdeki toplam
proteolitik haloversatil bakteri sayilarmin Jelatin Agar Ortami’nda 1.2x10* ile 5.8x10°
CFU/mL araliginda oldugunu bildirmislerdir (Ozbay ve Caglayan, 2022) Ayrica, toplam
lipolitik haloversatil bakteri sayilarmin Tween 80 Agar Ortami’nda 2.3x10* ila 4.6x10°
CFU/mL araliginda ve Rhodamine B-Zeytinyag1 Agar Ortami’nda 6.0x10° ile 1.5x10°
CFU/mL araliginda oldugu belirlemislerdir (Ozbay ve Caglayan, 2022). Haloversatil
bakterilerle ilgili yapilan bir diger ¢alismada, tuz 6rneklerindeki haloversatil bakterilerin
toplam sayilar1 Halofilik Agar Ortami’nda 6x10° CFU/g ile 1.3x10° CFU/g arasinda
bulmuslardir. Proteolitik haloversatil bakteri toplam sayilar1 ile lipolitik haloversatil
bakteri toplam sayilar1 sirastyla Jelatin Agar Ortami’nda 1x10°-7x10° CFU/g ve Tween80
Agar Ortami’nda 1.4x10°-3.1x10* CFU/g olarak bulmuslardir (Abdulhusein, ve
arkadaslari, 2023).

69



Tablo 3.1. Kiiciikbag Hayvan Derilerindeki Toplam Haloversatil Bakteri Sayisi, Toplam
Proteolitik Haloversatil Bakteri ve Toplam Lipolitik Haloversatil Bakteri Sayilar1 (kob/g).

Deri Toplam Toplam Proteolitik | Toplam  Lipolitik
Ornegi Haloversatil Bakteri | Haloversatil Bakteri | Haloversatil Bakteri
Sayisi Sayisi Sayisi
(kob/g) (kob/g) (kob/g)
1 | TKDO1 |1.3x10° 1x10* 1x10*
2 | TKDO2 | 8x10* 3x10* 2x10*
3 | TKDO3 | 1.5%x10° 5x10* 1.3x10°
4 | TKDO4 | 1.6x10° 4x10* 6x10*
5 | TKDO5 | 8x10* 2x10* 1x10*
6 | TKDO6 | 1x10° 8x10* 8x10*
7 | TKDO7 |2.7x10° 5%10* 2x10*
8 | TKDOS8 | 9x10* 1x10* 6x10*
9 | TKDO9 | 1.5%x10° 3x10* 4x10*
10 | TKDO10 | 7x10* 1x107 3x10*

TKDO: Tuzlanmis Kiiciikbas Hayvan Derisi Ornegi

Caligmamizda inceledigimiz 10 adet tuzlanmis kiigiikbas hayvan derisi 6rneklerinin pH
degerleri 6.50-6.88 arasinda bulunmustur (Tablo 3.2.).

Taze deriler mikroorganizmalarin gelisim gostermesi i¢in uygun pH ve yiiksek nem ve
besin igerigine sahip oldugu bilinmektedir. Boyle bir durumda da mikroorganizmalar
hizla gelismektedirler (Polkade, 2007). Elde ettigimiz pH verileri, her bir deri parg¢asinin
cevresel kosullarimin pH seviyelerini gostermektedir. pH degerleri, bu haloversatil
bakterilerin yasam ve metabolizma kosullar1 hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglamistir.
Bu sonuglar dogrultusunda inceledigimiz deri 6rnekleri haloversatil bakterilerin gelisim

gbstermesi i¢in uygundur.
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Tablo 3.2. Kiigiikbas Hayvan Derilerindeki Haloversatil Bakteri Orneklerinin pH

Degerleri
Numara Deri Ornegi pH Degeri
1 TKDOI 6.79
2 TKDO2 6.64
3 TKDO3 6.76
4 TKDO4 6.68
5 TKDOS 6.68
6 TKDO6 6.86
7 TKDO7 6.88
8 TKDOS 6.75
9 TKDO9 6.61
10 TKDO10 6.50

TKDO: Tuzlanmis Kiigiikbas Hayvan Derisi Ornegi

3.2. Haloversatil Bakterilerin En Uygun Gelistikleri Tuz Konsantrasyonlarinin,

Sicaklik ve pH Degerleri

Kiigiikbas hayvan derilerinden izole edilerek tanimlanan haloversatil izolatlarin
gelisebildikleri tuz tolerans degerleri belirlenmistir (Tablo 3.3.). Tiim izolatlar 0-
17.5% NaCl araliginda biiyiiyebilmistir, optimum biiylime degeri %1.17 NaCl olarak
belirlendi. Bu nedenle, tiim izolatlar haloversatil olarak kabul edildi (Kushner, 1978;

Grant ve ark., 1998).
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Tablo 3.3. Kiigiikbas Hayvan Derilerinden Izole Edilen Haloversatil izolatlarin

Gelisebildigi Tuz Toleranslari.

izolat | Filogenetik
Kodu | olarak benzedigi | %0 | %1.7 | %2 | %3 | %S5 | %8 | %10 | %12 | %15 | %17.5 | %20 | %25 | %30

tiir

1 Sla Solibacillus + + + + + + + + + + - - -
silvestris

2 S1b Bacillus + + + + + + + + + + - - -
licheniformis

3 S2a Staphylococcus + + + + + + + + + + i _ _
warneri

4 S2b Bacillus + + + + + + + + + + - R -
sonorensis

5 S2¢ Kocuria rosea + + + + + + + + + + - - -

6 S3a Oceanobacillus + + + + + + + + ¥ n N - -
polygoni

7 S3b Bacillus pumilus + + + + + + + + + T N - -

8 S3c Virgibacillus + + + + + + + + + + - R R
proomii

9 S4a Staphylococcus + = + + + + + + + + - _ _
hominis subsp.
hominis

10 | S4b Bhargavaea + + + + 4+ + T + + T N N ~
ginsengi

11 | S4c Bacillus + it + + + + + + + + - - -
amyloliquefaciens

12 | S4d Bacillus + + + + + + + + + + - - -
licheniformis

13 | S5a Bacillus cereus + + + + + + + + + + - - R

14 | S5b Bacillus + + + + + + + + + + - - -
paralicheniformis

15 | S6a Alkalihalobacillus + + + + + + + + + + - - _
clausii

16 | S6b Solibacillus + + + + + + + + + + - R R
silvestris

17 | Séc Staphylococcus + + + + + + + + + + - _ R
nepalensis

18 | S7a Staphylococcus + + + + + + + + + + - _ R
warneri

19 | S7b Staphylococcus + + + + + + + + + + - R R
warneri

20 | S8a Micrococcus + + + + + + + + + + - R -
luteus

21 | S8b Ornithinibacillus + + + + + + + + + + - - _
scapharcae

22 | S8c Alkalihalobacillus + + + + + + + + + + - - -
clausii

23 | S9a Staphylococcus + + + + + + + + + + - R -
warneri

24 | S10a Ornithinibacillus + + + + + + + + + + - - -
scapharcae

25 | S10b | Alkalihalobacillus + + + + + + + + + + - - -
clausii

26 | S10c | Bacillus pumilus + + + + + + + + + + - - R
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Kiiciikbag hayvan derilerinden izole edilerek tanimlanan haloversatil izolatlarin
gelisebildikleri pH degerleri belirlenmistir (Tablo 3.4.). 5-12 araliginda S1b, S2b,S3a,
S3b, S6a,S8¢,S10b izolatlar1; 6-11 araliginda S2c¢, S3c, S8a, S8b, S10a izolatlar1; pH
5-11 araliginda Sla, S2a, S4b, S4c, S4d, S5a, S5b, S6b, S6c, S7a, S7b, S9a, S10c
izolatlar1 bliylime gosterdi. Ayrica, Bacillus paralicheniformis izolatt S5b, pH 8’de
optimal olarak biiyiidii. 4 pH’ de hi¢bir izolat biiylime gostermedi.

Daha 6nce Camalti Tuzlasi’ndan alinan tuz 6rneklerinden izole edilen Staphylococcus
saprophyticus subsp. saprophyticus, Bacillus simplex, Bacillus pumilus, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus,  Staphylococcus  petrasii  subsp. jettensis,  Vibrio
neocaledonicus, Salinivibrio costicola subsp. vallismortis, Bacillus haynesii, Kocuria
sediminis, Pseudomonas psychrotolerans, Rhodococcus enclensis, Marinomonas
communis, Vibrio olivae, Bacillus subtilis subsp. stercoris tiirleri, 0-3 M NaCl (en
uygun biiyiime i¢in 0.2 M NaCl), pH 5-12 ve 10-55°C kosullarinda ¢ogalabilmistir
(Caglayan, 2022). Arastirmaci tuz drneklerinden izole ettigi 35 haloversatil bakteriyi
molekiiler olarak tanimlamistir ve Staphylococcus epidermidis’i (6 izolat) en sik
rastlanan tiir oldugunu bildirmistir. Staphylococcus warneri, Corynebacterium
aurimucosum, Staphylococcus caprae tirleri ise iki izolat olarak tanimlanmistir.
Staphylococcus pasteuri, Peribacillus frigoritolerans, Staphylococcus haemolyticus,
Lysinibacillus telephonicus, Kocuria rosea, Paenibacillus illinoisensis, Kocuria
Polaris, Bhargavaea ginseng, Bacillus haynesii, Bacillus sonorensis, Bacillus
licheniformis, Pseudomonas oryzihabitans, Bacillus subtilis, Bacillus piscis,
Staphylococcus hominis, Micrococcus yunnanensis, Staphylococcus saccharolyticus,
Pseudomonas iranica, Micrococcus luteus, Staphylococcus capitis subsp. urealyticus,
Corynebacterium  minutissimum, Bacillus  paralicheniformis,  Staphylococcus
taiwanensis tiirlerinden sadece bir izolat tanimlanmistir. Tiim izolatlar 0-17% NaCl,
pH 5-11 ve 19-55°C’de ¢ogalmis ve tiim izolatlar en uygun biiylime degerini %1.17
NaCl olarak bildirmistir (Abdulhusein, ve arkadaslari, 2023).
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Tablo 3.4. Kiigiikbas Hayvan Derilerinden izole Edilen Haloversatil Izolatlarin
Gelisebildigi Optimum pH Degerleri.

polat | Mllogenck olarak | 40 |50 |60 |70 [80 |90 |100 110 |120

odu | benzedigi tiir

1 Sla Solibacillus silvestris | - + + + + + + + .

2 S1b Bacillus - + + + + + + + +
licheniformis

3 | S2a Staphylococcus - + + + + + + + -
warneri

4 | S2b Bacillus sonorensis - + + + + + + + +

5 | S2c Kocuria rosea - - + + + + I T -

6 | S3a Oceanobacillus - + + + + + + + T
polygoni

7 | S3b Bacillus pumilus - + + + + + + + T

8 | S3c Virgibacillus proomii | - - + + + + n + -

9 | S4a Staphylococcus - - + + + + + + T
hominis subsp.
hominis

10 | S4b Bhargavaea ginsengi_| - + + + + + + + -

11 | S4c Bacillus - + + + + + + + -
amyloliquefaciens

12 | S4d Bacillus licheniformis | - + + + + + + T -

13 | S5a Bacillus cereus - + + + + + + + -

14 | S5b Bacillus - + + + + + + + -
paralicheniformis

15 | S6a Alkalihalobacillus - + + + + + + T +
clausii

16 | S6b Solibacillus silvestris | - + + + + + + T -

17 | Séc Staphylococcus - + + + + + + + -
nepalensis

18 | S7a Staphylococcus - + + + + + + + -
warneri

19 | S7b Staphylococcus - + + + + + + + -
warneri

20 | S&a Micrococcus luteus - - + + + + + + _

21 | S8b Ornithinibacillus - - + + + + + T i
scapharcae

22 | S8c Alkalihalobacillus - + + + + + + + T
clausii

23 | S9a Staphylococcus - + + + + + + + -
warneri

24 | S10a | Ornithinibacillus - - + + + + + + -
scapharcae

25 | S10b | Alkalihalobacillus - + + + + + + + +
clausii

26 | S10c | Bacillus pumilus - + + + + + + T -
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Kiiciikbag hayvan derilerinden izole edilerek tanimlanan haloversatil izolatlarin
gelisebildikleri sicaklik degerleri belirlenmistir (Tablo 3.5.). Izolatlarin biiyiime
sicaklik degerleri birbirinden biraz farklilik gostermistir. S1b, S2b, S3a, S3b, S4c, S4d,

S5a, S5b, S10c izolatlar1 15-55°C araliginda; 20-50°C araliginda S1a, S2a, S3c, S7a,
S7b, S9a, S10a izolatlart; 20-45°C araliginda ise S2c, S4a, S4b, S6a, S6b, S6c, S8a,
S8b, S&8c, S10b biiylime gosterdi.

Tablo 3.5. Kiigiikbas Hayvan Derilerinden Izole Edilen Haloversatil izolatlarin
Gelisebildigi Optimum Sicaklik Degerleri.

izolat Filogenetik olarak 4 10 [ 20 [ 25 |35 |37 [40 [ 45 |50 |55 |60
Kodu benzedigi tiir °C |°C | °C |°C [°C [°C |°C |°C |°C |°C |°C
1 Sla Solibacillus silvestris - - + s + + + + + - -
2 | Slb Bacillus licheniformis - - + + + + + + + + -
3 | S2a Staphylococcus warneri - - * + a2 + + + + - -
4 | S2b Bacillus sonorensis - - + + + + + + + + -
5 S2c Kocuria rosea - - + i + + + + - - -
6 | S3a Oceanobacillus polygoni | - - + + + + + + + + -
7 | S3b Bacillus pumilus - - s + + + + + + + -
8 | S3c Virgibacillus proomii - - i + + + + + + - -
9 S4a Staphylococcus hominis - - + s + + + + - - -
subsp. hominis
10 | S4b Bhargavaea ginsengi - - + + + g + + - - -
11 | S4c Bacillus - - + + + + + + + + -
amyloliquefaciens
12 | S4d Bacillus licheniformis - - + + + + + + + + -
13 | S5a Bacillus cereus - - + + + + + + + + -
14 | S5b Bacillus - - + + + + + + + + -
paralicheniformis
15 | S6a Alkalihalobacillus clausii | - - + + + + + + - - -
16 | S6b Solibacillus silvestris - - + + + + + + - - -
17 | Sé6c Staphylococcus - - + + + + + + - - -
nepalensis
18 | S7a Staphylococcus warneri - - + + + + + + + - -
19 | S7b Staphylococcus warneri - - + + + + + + + - -
20 | S8a Micrococcus luteus - - + + + + + + - - -
21 | S8b Ornithinibacillus - - + + + + + + - - -
scapharcae
22 | S&¢ Alkalihalobacillus clausii | - - + + + + + + - - -
23 | S9a Staphylococcus warneri - - + + + + + + + - -
24 | S10a Ornithinibacillus - - + + N n + + + - -
scapharcae
25 | S10b Alkalihalobacillus clausii | - - + + + + + + - - -
26 | S10c Bacillus pumilus - - + + + + + + + + -
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3.3.Haloversatil Bakterilerin Gram Boyamasi

Toplamda 26 izolat elde edilmis ve en fazla izolat (4 adet) 4 numarali deri 6rneginden
elde edilmistir. En az izolat (1 adet) ise 9 numarali deri 6rneginden elde edilmistir. 2
numarali deri 6rneginden 3 adet izolat, 3 numarali deri 6rneginden 3 adet izolat, 5
numarali deri orneginden 2 adet izolat, 6 numarali deri drneginden 3 adet izolat, 7
numarali deri 6rneginden 2 adet izolat, 8 numarali deri drneginden 3 adet izolat, 10
numarali deri 6rneginden 3 adet izolat elde edilmistir. Yapmis oldugumuz Gram boyama
analizi sonucunda haloversatil bakteri izolatlarimizin %100’lintin Gram-pozitif (+)
oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 3.6.). Bakterilerin morfolojileri incelendiginde ise
cubuk ve yuvarlak formda olduklar goriilmiistiir. Ornegin, izolatlar Sla, S1b, S2b, S3a,
S3b, S3c, S4b, S4c, S4d, S5a, S5b, S6a, S6b, S8b, S8c, S10a, S10b ve S10c Gram pozitif
cubuk bakterilerdir. izolatlar S2a, S2¢, S4a, S7a, S7b, S8a, S6¢ ve S9a ise Gram pozitif
yuvarlak morfolojiye sahiptir. Bu veriler, izolatlarin temel morfolojik 6zelliklerini ve
Gram reaksiyonlarin1 gostermektedir. Yuvarlak formda olan bakterilerin orant %31,

cubuk formda olanlar ise %69’dur.
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Tablo 3.6. Kiiciikbas Hayvan Derilerinden Izole Edilen Haloversatil Bakteri izolatlarinin

Gram Boyama ve Morfolojileri.

izolat Kodu izolatin Adx Gram Reaksiyonu Morfoloji
1 Sla Solibacillus silvestris + Cubuk
2 S1b Bacillus licheniformis + Cubuk
3 S2a Staphylococcus warneri + Yuvarlak
4 S2b Bacillus sonorensis + Cubuk
5 S2¢ Kocuria rosea + Yuvarlak
6 S3a Oceanobacillus polygoni + Cubuk
7 S3b Bacillus pumilus + Cubuk
8 S3c Virgibacillus proomii + Cubuk
9 S4a Staphylococcus hominis subsp. hominis + Yuvarlak
10 S4b Bhargavaea ginsengi + Cubuk
11 S4c Bacillus amyloliquefaciens + Cubuk
12 S4d Bacillus licheniformis + Cubuk
13 S5a Bacillus cereus s Cubuk
14 S5b Bacillus paralicheniformis + Cubuk
15 S6a Alkalihalobacillus clausii + Cubuk
16 S6b Solibacillus silvestris + Cubuk
17 Séc Staphylococcus nepalensis + Yuvarlak
18 S7a Staphylococcus warneri + Yuvarlak
19 S7b Staphylococcus warneri + Yuvarlak
20 S8a Micrococcus luteus + Yuvarlak
21 S8b Ornithinibacillus scapharcae + Cubuk
22 S8c Alkalihalobacillus clausii + Cubuk
23 S9a Staphylococcus warneri i Yuvarlak
24 S10a Ornithinibacillus scapharcae + Cubuk
25 S10b Alkalihalobacillus clausii + Cubuk
26 S10c Bacillus pumilus + Cubuk
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3.4.Haloversatil Bakterilerin 16S rRNA Dizi Analizi

Arastirmamizda toplamda 26 farkli izolat tanimlanmistir (Tablo 3.7.). Bu izolatlar 16S
rRNA analizine gore teshis edilmistir. Genetik benzerlik oranlar1 ve erisim numaralari, bu
organizmalarin tanimlanmasina ve siniflandirilmasina yardimeci olmaktadir ve bu
sonugclar, deri endiistrisi ve mikrobiyoloji alaninda yapilan bir¢ok ¢alisma i¢in kaynak
olmaktadir. Kiiciikbag hayvan derilerinden izole edilen 26 haloversatil bakterilerin 4
tanesi Staphylococcus warneri, 3 adet Alkalihalobacillus clausii, 2 adet Solibacillus
silvestris, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Ornithinibacillus scapharcae, 1 adet
Kocuria rosea, Oceanobacillus polygoni, Virgibacillus proomii, Staphylococcus hominis
subsp. hominis, Bhargavaea ginsengi, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis,
Bacillus cereus, Bacillus paralicheniformis, Staphylococcus nepalensis, Micrococcus
luteus olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar, ¢alismanin bir pargasi olarak incelenen
mikroorganizmalarin tiirlerini ve genetik 6zelliklerini belirlenmesinde yardimei olmustur.
Bu bilgiler basta deri endiistrisi olmak iizere ¢esitli endiistri kollarinda ve mikrobiyolojik
arastirmalarda kaynak olarak dnemli bir yere sahiptir. Arastirmamizda 10 farkli cinsten
bakteri teshis edilmistir. Bu cinslerden en ¢ok Staphylococcus cinsi (6 izolat) ve Bacillus
cinsi (6 izolat) teshis edilen cinslerden olmustur. Solibacillus cinsinden (2 izolat),
Ornithinibacillus cinsinden (2 izolat), Alkalihalobacillus cinsinden (3 izolat),
Bhargavaea cinsinden (1 izolat), Kocuria cinsinden (1 izolat), Oceanobacillus cinsinden
(1 izolat), Virgibacillus cinsinden (1 izolat), Micrococcus cinsinden (1 izolat) teshis

edilmistir.
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Tablo 3.7. Kiigiikbas Hayvan Derilerinden Elde Edilen Izolatlarin 16S rRNA Dizileme

Sonuglart.
izolat Filogenetik olarak Uzunluk | Query | Benzerlik(%) | Erisim
Kodu benzedigi tiir (bp) length Numarasi
1 Sla Solibacillus silvestris 1371 999 99.40 OR835202
2 Slb Bacillus licheniformis 1451 1177 | 99.24 OR835208
3 S2a Staphylococcus warneri 1495 929 100 OR835209
4 S2b Bacillus sonorensis 1451 993 99.50 OR835214
5 S2c Kocuria rosea 1457 1103 99.37 OR835215
6 S3a Oceanabacillus polygoni 1518 1136 | 99.65 OR835216
7 S3b Bacillus pumilus 1263 1133 | 99.74 OR835217
8 S3c Virgibacillus proomii 1405 999 99.80 OR835218
9 Sda Staphylococcus hominis 1463 1119 99.55 OR835220
subsp. hominis
10 S4b Bhargavaea ginsengi 1506 1144 99.56 OR835221
11 S4c Bacillus amyloliquefaciens 1498 1094 99.45 OR835222
12 S4d Bacillus licheniformis 1145 1055 99.81 OR835223
13 | Sha Bacillus cereus 1297 1019 | 99.90 OR835224
14 S5h Bacillus paralicheniformis 1178 1095 99.73 OR835227
15 S6a Alkalihalobacillus clausii 1407 1014 99.70 OR835225
16 | Séb Solibacillus silvestris 1371 857 99.77 OR835229
17 S6¢ Staphylococcus nepalensis 1340 1080 99.91 OR835230
18 S7a Staphylococcus warneri 1276 799 99.62 OR835231
19 S7b Staphylococcus warneri 1495 992 99.70 OR835234
20 S8a Micrococcus luteus 1455 1127 99.47 OR835233
21 | S8b Ornithinibacillus 1434 1080 | 99.63 OR835238
scapharcae
22 S8c Alkalihalobacillus clausii 1370 1068 | 99.81 OR835237
23 S%a Staphylococcus warneri 1495 1014 ] 99.61 OR835239
24 S10a Ornithinibacillus 1434 1127 99.03 OR835240
scapharcae
25 S10b Alkalihalobacillus clausii 1407 986 99.70 OR835241
26 S10c Bacillus pumilus 1094 878 99.32 OR835242
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3.5.Haloversatil Bakterilerin Urettikleri Onemli Enzimlerin incelenmesi

Kiiciikbag hayvan derilerinden izole ettigimiz haloversatil bakterilerin enzim
aktivitelerini inceledigimizde %88 oraninda proteaz pozitif, %69 oraninda lipaz pozitif,
%8 oraninda ksilinaz pozitif, kazeinaz %27 oraninda pozitif, nisasta %23 pozitif, %8
DNaz pozitif, %31 seliilaz pozitif, %54 iireaz pozitif, %100 katalaz pozitif, %54 oksidaz
pozitif, %100 pullulanaz negatif aktivite gdstermistir (Tablo 3.8.).

Ozbay ve Caglayan (2022) tarafindan bildirilen haloversatil izolatlar, proteaz %83, lipaz
%83, kazeinaz %67, amilaz %50, selillaz %17 iiretebiliyordu. Ancak, bu izolatlar
ksilanaz, DNaz, pullulanaz ve iireaz iiretmiyordu. Caglayan (2019), haloversatil
izolatlarin yarisindan fazlasinin katalaz, oksidaz, proteaz, lesitinaz gibi farkli enzimleri
iiretebildigini, ancak izolatlarin yarisindan azinin seliilaz, lipaz, deoksiriboniikleaz,
pullulanaz, amilaz, iireaz ve kazeinaz iiretebildigini bildirmistir (Caglayan, 2019). Ozbay
ve Caglayan (2022) ise haloversatil izolatlarin sirastyla %83, %83, %67, %50, %17 sinin
lipaz, proteaz, kazeinaz, amilaz, seliilaz iiretebildigini, ancak higbir izolatin ksilanaz,
DNaz, pullulanaz ve iireaz iiretmedigini bulmustur. Yapilan bir ¢alismada haloversatil
bakterilerin iirettikleri enzimlerin sonuglar %40°1 esteraz, %66°s1 lireaz, %77’s1 proteaz,
%6’s1 kazeinaz, %17’si lipaz, %6’s1 ksilanaz, %17’si seliillaz, %20’si amilaz, %20’si
DNaz ve %43’l oksidazi iiretebildigini %100’iiniin katalaz {irettigi ve higbirinin

pullulanaz iiretemedigini bildirmistir (Abdulhusein, ve arkadaslari, 2023).
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Tablo 3.8. Kiigiikbas Hayvan Derilerinden izole Edilen Haloversatil Izolatlarin
Enzimatik Ozellikleri.

izolat Haloversatil Tiirler ~
© N
o - AN s oo B8
i d | 8| 2 5] 2 N | = s S | 2
°cle|lB | 3| 8| | 8|52 5%
[ = X a X Z [a) @ | 2 ¥ o
1 Sla Solibacillus silvestris + - - - - - - N + + R
2 S1b Bacillus licheniformis + + - - + + - + - + +
3 S2a Staphylococcus warneri + + - - - - - - + + -
4 S2b Bacillus sonorensis + + - - + - + - + +
5 S2¢ Kocuria rosea + - - - - - R - - + T
6 S3a Oceanobacillus polygoni | - - - - - - - - + + +
7 S3b Bacillus pumilus + + - - + - R ¥ ¥ + +
8 S3c Virgibacillus proomii + + - - - - + - ¥ T -
9 Sda Staphylococcus hominis | - - - - - - - - - + -
subsp. hominis
10 | S4b Bhargavaea ginsengi + - - - - - + = - + -
11 | S4c Bacillus + - o - R + 4 + B T T
amyloliquefaciens
12 | s4d Bacillus licheniformis + + - E + + - + - + +
13 | S5a Bacillus cereus + + - = + + - - - + -
14 | S5b Bacillus + + 3 - 3 I - - - + -
paralicheniformis
15 | S6a Alkalihalobacillus + + - - - R R R + + T
clausii
16 | Séb Solibacillus silvestris + - - T - - - - + + -
17 | S6c Staphylococcus - + = - - C - - + + -
nepalensis
18 | S7a Staphylococcus warneri + + - - - - - - + + -
19 | S7b Staphylococcus warneri + + - - - - - - + + -
20 | S8a Micrococcus luteus + - - - - - - - - + +
21 | S8b Ornithinibacillus + + + - + - - + - + +
scapharcae
22 | S8c Alkalihalobacillus + + - - - - - - n + T
clausii
23 | S9a Staphylococcus warneri + + - - - - - - + + -
24 | S10a Ornithinibacillus + + + - + - - + - + +
scapharcae
25 | S10b Alkalihalobacillus + + - - - - - - n T T
clausii
26 | S10c Bacillus pumilus + + - - + - - + + + +
Pozitif izolatlarin sayisi 23 | 18 2 0 7 6 2 8 14 | 26 | 14
Pozitif izolatlarin yiizdesi (%) 88 | 69 | 8 0 27 | 23 | 8 | 31 | 54 | 100 | 54
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3.6.Haloversatil Bakterilerin Kullandigi Amino Asit ve Seker Kaynaklar

Kiiciikbas hayvan derilerindeki haloversatil izolatlarin karbon kaynaklarma gore
reaksiyonlarini incelenmistir. izolatlarin her birinin, laktoz, D-galaktoz, D-ksiloz, D-
glukoz ve maltoz sekerlerine verdigi tepkiler incelenmistir (Tablo 3.9.). Bakteri
izolatlarinin laktoz %42 pozitif sonu¢ vermistir. D-galaktoz icin izolatlarin %46 pozitif
sonug vermistir. D-ksiloz i¢in %58 pozitif vermistir. D-glukoz i¢in %81°s1 pozitif sonug
vermistir.  Maltoz i¢inse %73 pozitif sonu¢ gdstermisti. Bu  sonuglar,
mikroorganizmalarin farkli sekerleri nasil metabolize ettiklerini anlamak i¢in bize bilgi

vermektedir.

Tablo 3.9. Kiiciikbas Hayvan Derilerinden Izole Edilen Haloversatil Bakteri izolatlarmin

Seker Kaynaklarimi1 Kullanima.

izolat izolatin Ad1 Laktoz | D- galaktoz D-ksiloz | D- glukoz Maltoz
Kodu

1 Sla Solibacillus silvestris - - - - -

2 | Slb Bacillus licheniformis s - + + +
3 | S2a Staphylococcus warneri - - - + +
4 | S2b Bacillus sonorensis - + + + +
5 S2¢ Kocuria rosea - - + + -

6 | S3a Oceanobacillus polygoni - - - - +
7 | S3b Bacillus pumilus + + + + -

8 | S3c Virgibacillus proomii - + - + +
9 | Sd4a Staphylococcus hominis subsp. + + - + +

hominis

10 | S4b Bhargavaea ginsengi - - + + +
11 | S4c Bacillus amyloliquefaciens + + + + +
12 | S4d Bacillus licheniformis + - + + +
13 | S5a Bacillus cereus - - - + +
14 | S5b Bacillus paralicheniformis + - + + +
15 | Sé6a Alkalihalobacillus clausii + + + + +
16 | S6b Solibacillus silvestris - - - - -

17 | Sé6c Staphylococcus nepalensis + + + + +
18 | S7a Staphylococcus warneri - - - + +
19 | S7b Staphylococcus warneri - - - + +
20 | S8a Micrococcus luteus - - - + +
21 | S8b Ornithinibacillus scapharcae - + + - -

22 | S8&¢ Alkalihalobacillus clausii + + + + +
23 | S9a Staphylococcus warneri - - - + +
24 | S10a Ornithinibacillus scapharcae - + + - -

25 | S10b Alkalihalobacillus clausii + + + + +
26 | S10c Bacillus pumilus + + + + -

Pozitif izolatlarin sayisi 11 12 15 21 19
Pozitif izolatlarin yiizdesi (%) 42 46 58 81 73
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Bu tablo, izole ettigimiz haloversatil bakterilerin belirli amino asitlere olan
reaksiyonlarin1 gstermektedir. izolatlarin her birinin, L-sistein, L-proline, L-treonin, L-
histidin ve glisin amino asitlerini kullanip kullanmadiklar1 bu ¢alismada arastirilmistir
(Tablo 3.10.). izole ettigimiz haloversatil bakterilerin %80°i L- sistein pozitif reaksiyon
vermigstir. Bakterilerin %80’ i L- proline pozitif reaksiyon vermistir. %80 L- treonin
pozitif reaksiyon gostermistir. Bakterilerin %31°1 L- histidin pozitif reaksiyon gosterir.
Son olarak glisine kars1 haloversatil bakteri izolatlarinin %881 pozitif reaksiyon gosterir.
Bu sonuglar, haloversatil bakteri izolatlarinin amino asit kullanim yeteneklerini ve

metabolik 6zelliklerini yansitmaktadir.

Tablo 3.10. Kiiciikbas Hayvan Derilerinden izole Edilen Haloversatil Bakteri

Izolatlarinin Amino Asit Kaynaklarini Kullanimu.

izolat izolatin Adx L- sistein | L- proline | L- treonin | L- histidin | Glisin
Kodu

1 Sla Solibacillus silvestris - + + - +
2 S1b Bacillus licheniformis - - + - +
3 S2a Staphylococcus warneri + + + + +
4 | S2b Bacillus sonorensis + - - - -

4 S2¢ Kocuria rosea + + + + +
5 S3a Oceanobacillus polygoni o + - - +
7 S3b Bacillus pumilus + + + - +
8 S3c Virgibacillus proomii + + + + +
9 S4a Staphylococcus hominis subsp. + + + - +

hominis

10 | S4b Bhargavaea ginsengi + + + + +
11 | S4c Bacillus amyloliquefaciens + + + - -

12 | S4d Bacillus licheniformis - + - +
13 | S5a Bacillus cereus + + - + +
14 | S5b Bacillus paralicheniformis + - + - -

15 | Séa Alkalihalobacillus clausii + + - - +
16 | S6b Solibacillus silvestris - + + - +
17 | Séc Staphylococcus nepalensis - - + - +
18 | S7a Staphylococcus warneri + + + + +
19 | S7b Staphylococcus warneri + + + + +
20 | S8a Micrococcus luteus + + + - +
21 | S8b Ornithinibacillus scapharcae + + + - +
22 | S8c Alkalihalobacillus clausii + + - - +
23 | S9a Staphylococcus warneri + + + + +
24 | S10a Ornithinibacillus scapharcae + + + - +
25 | S10b Alkalihalobacillus clausii + + - - +
26 | S10c Bacillus pumilus + + + - +
Pozitif izolatlarin sayisi 21 21 20 8 23
Pozitif izolatlarin yiizdesi (%) 80 80 80 31 88
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3.7.Bakterilerin Antibiyotik Direncleri

Calismamizda izole ettigimiz haloversatil bakterilerin amoksisilin/klavulanik asit
(AMC30, 20/10 pg, 30 ug), siprofloksasin (CIP5, 5 pg), gentamisin (CN10, 10 pg),
meropenem (MEMI10, 10 pg) antibiyotiklerine karsi olusturduklari inhibisyon zonlari
incelenmistir (Tablo 3.11).

Solibacillus silvestris (Sla) izolatinin amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’ e
kars1 22 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karst 35 mm, gentamisin (10 pg)’e karst 25 mm
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 ug) antibiyotigine kars1 hig¢
inhibisyon ~ zonu  olusturmamistir. ~ Solibacillus  silvestris ~ (S6b)  izolatinin
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug)’e kars1 35 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi
35 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 25 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Meropenem (10 pg) antibiyotigine karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmamastir.

Bacillus licheniformis (S1b) izolatinin amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’e
kars1 10 mm, siprofloksasin (5 pg)’e kars1 11 mm, gentamisin (10 pg)’e karst 23 mm
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 pg) antibiyotigine kars1 hi¢
inhibisyon  zonu olusturmamustir.  Bacillus  licheniformis  (S4d) izolatinin
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’e kars1 9 mm, siprofloksasin (5 ug)’e karsi
40 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 22 mm, meropenem (10 pg)’e kars1 10 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Staphylococcus warneri (S2a) amoksisilin/klavulanik
asit (20/10 pg, 30 pg)’e kars1 25 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karst 26 mm, gentamisin
(10 pg)’e karst 18 mm, meropenem (10 pg)’e karsi 10 mm inhibisyon zonu olusturdugu
tespit edilmistir. Staphylococcus warneri (S7a) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30
ug)’e kars1 20 mm, siprofloksasin (5 pg)’e kars1 25 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 24
mm, meropenem (10 pg)’e karst 16 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
Staphylococcus warneri (S7b) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’e karst 8
mm, siprofloksasin (5 pg)’e kars1 25 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 18 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 pg), antibiyotigine karsi hig
inhibisyon zonu olusturmamustir. Staphylococcus warneri (S9a) amoksisilin/klavulanik
asit (20/10 ng, 30 png)’ e karst 33 mm, siprofloksasin (5 pg)’e kars1 40 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Gentamisin (10 pg) ve meropenem (10 pg)

antibiyotigine karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Bacillus sonorensis (S2b)
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amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’ e kars1 23 mm, siprofloksasin (5 pug)’e kars1
38 mm, gentamisin (10 pg)’e karst 20 mm, meropenem (10 pg)’e karst 7 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Kocuria rosea (S2¢) amoksisilin/klavulanik asit (20/10
ug, 30 png), siprofloksasin (5 pg), gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg)
antibiyotiklerine karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Oceanobacillus polygoni
(S3a) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pug, 30 pg)’e karst 31 mm, siprofloksasin (5 pug)’e
kars1 32 mm, gentamicin (10 pg)’e kars1 31 mm, meropenem (10 pg)’e karst 21 mm
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.  Bacillus  pumilus  (S3b)
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug)’e kars1 15 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi
11 mm, gentamicin (10 pg)’e karst 7 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
Meropenem (10 pg) antibiyotigine karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Bacillus
pumilus (S10c) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’e karst 11 mm,
siprofloksasin (5 pg)’e karst 14 mm, gentamisin (10 pg)’e karst 9 mm inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 png) antibiyotigine karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmamustir. Virgibacillus proomii (S3c¢) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30
ug)’e karst 10 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karst 28 mm, gentamisin (10 ug)’e karsi 25
mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 pg) antibiyotigine
kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmamastir. Staphylococcus hominis subsp. hominis (S4a)
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug)’e kars1 13 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi
5 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 20 mm, meropenem (10 pg)’e karst 16 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Bhargavaea ginsengi (S4b) amoksisilin/klavulanik asit
(20/10 pg, 30 pg)’e kars1 32 mm, siprofloksasin (5 ug)’e karst 30 mm, gentamisin (10
ng)’e karst 27 mm, meropenem (10 pg)’e karst 9 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir. Bacillus amyloliquefaciens (S4c) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30
ug)’e karst 23 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karst 34 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 26
mm, meropenem (10 pg)’e kars1 18 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
Bacillus cereus (S5a) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’e karst 6 mm,
siprofloksasin (5 pg)’e kars1 26 mm, gentamisin (10 pg)’e karsi 18 mm, meropenem (10
ng)’e karst 15 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Bacillus paralicheniformis (S5b) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ng)’e karsi 8
mm, siprofloksasin (5 pg)’e karst 32 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Gentamisin (10 pg) ve meropenem (10 pg) antibiyotigine karsi hi¢ inhibisyon zonu
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olusturmamistir. Alkalihalobacillus clausii (S6a) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg,
30 pg)’e karst 18 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karst 34 mm, gentamisin (10 pg)’e karsi
30 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 pg) antibiyotigine
karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Alkalihalobacillus clausii  (S8c)
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug)’e karst 17 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi
31 mm, gentamisin (10 pg)’e karst 29 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
Meropenem (10 pg) antibiyotigine karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir.
Alkalihalobacillus clausii (S10b) amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug)’e kars1 9
mm, siprofloksasin (5 pg)’e kars1 21 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 23 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 pg) antibiyotigine kars1 hi¢ inhibisyon
zonu olusturmamistir. Staphylococcus nepalensis (S6c¢) amoksisilin/klavulanik asit
(20/10 pg, 30 pg)’e karst 18 mm, gentamisin (10 pg)’e karsi 13 mm inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir. Meropenem (10 pg), siprofloksasin (5 pg) antibiyotigine
karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamstir. Ornithinibacillus scapharcae (S8b)
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pug)’e kars1 28 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi
32 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 21 mm, meropenem (10 pg)’e karst § mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir.  Ornithinibacillus  scapharcae  (S10a)
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug)’e kars1 26 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi
8 mm, gentamisin (10 pg)’e kars1 9 mm, meropenem (10 pg)’e kars1 10 mm inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Micrococcus luteus (S8a) amoksisilin/klavulanik asit
(20/10 pg, 30 pg)’e kars1 28 mm, siprofloksasin (5 pg)’e karsi 21 mm, gentamisin (10
ng)’e karst 21 mm, meropenem (10 pg)’e karst 9 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit

edilmistir (Tablo 3.11.).
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Tablo 3.11. Antibiyotiklere karst haloversatil test izolatlarinin inhibisyon zon g¢aplari

(mm).
izolat Kodu izolatin Adx AMC | CIP | CN | MEM
1. Sla Solibacillus silvestris 22 35 25 -
2. S6b Solibacillus silvestris 35 35 25 -
3. S1ib Bacillus licheniformis 10 11 23 -
4. S4d Bacillus licheniformis 9 40 22 10
5. S2a Staphylococcus warneri 25 26 18 10
6. S7a Staphylococcus warneri 20 25 24 16
7. S7b Staphylococcus warneri 8 25 18 10
8. S9a Staphylococcus warneri 33 40 - -
9. S2b Bacillus sonorensis 23 38 20 7
10. | S2c Kocuria rosea - - - -
11. | S3a Oceanobacillus polygoni 31 32 31 21
12. | S3b Bacillus pumilus 15 11 7 -
13. | S10c Bacillus pumilus 11 14 9 -
14. | S3c Virgibacillus proomii 10 28 25 -
15. | S4a Staphylococcus hominis subsp. hominis 13 5 20 16
16. | S4b Bhargavaea ginsengi 32 30 27 9
17. | S4c Bacillus amyloliquefaciens 23 34 26 18
18. | S5a Bacillus cereus 6 26 18 15
19. | S5b Bacillus paralicheniformis 8 32 - -
20. | Sé6a Alkalihalobacillus clausii 18 34 30 -
21. | S8c Alkalihalobacillus clausii 17 31 29 -
22. | S10b Alkalihalobacillus clausii 9 21 23 -
23. | Séc Staphylococcus nepalensis 18 - 13 -
24, | S8b Ornithinibacillus scapharcae 28 32 21 8
25. | S10a Ornithinibacillus scapharcae 26 8 9 10
26. | S8a Micrococcus luteus 28 21 21 9

AMC30: Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 ug), CIP5: Siprofloksasin (5 pg),

CN10: Gentamisin (10 pg), MEM10: Meropenem (10 pg).
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3.8.Deriye Zarar Veren Bakterilerin Antimikrobiyal Madde ile Kontrolii

Arastirmamizda potasyum dimetil-ditiyokarbamet iceren antimikrobiyal maddenin
0.038, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.4, 4.9, 9.8, 19.5, 39, 78, 156, 312, 625, 1250, 2500 ve
5000 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 disk difiizyon metoduyla sekiz farkli haloversatil
izolata uygulandiginda asagidaki sonuclar elde edilmistir (Tablo 13).

Bacillus sonorensis (1zolat S2b) 0.6-5000 pg/mL konsantrasyonlarinda 8-45 mm’lik zon
cap1 olusturmustur (Tablo 3.12.). Bacillus pumilus (Izolat S3b) 2.4-5000 pg/mL
konsantrasyonlarinda 8-45 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. Virgibacillus proomii (1zolat
S3¢) 0.6-5000 pg/mL konsantrasyonlarinda 9-40 mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. Bacillus
licheniformis (izolat S4d) 0.6-5000 pg/mL konsantrasyonlarida 7-42 mm’lik zon capi
olusturmustur. Bacillus cereus (1zolat S5a) 0.6-5000 pug/mL konsantrasyonlarinda 9-45
mm’lik zon ¢ap1 olusturmustur. Staphylococcus warneri (1zolat S9a) 19.5-5000 pg/mL
konsantrasyonlarinda 8-45 mm’lik zon capt olusturmustur. Alkalihalobacillus clausii
(Izolat S10b) 39-5000 pg/mL konsantrasyonlarinda 8-40 mm’lik zon cap1 olusturmustur.
Bacillus pumilus (izolat S10c) 9.8-5000 pug/mL konsantrasyonlarinda 10-48 mm’lik zon

¢ap1 olusturmustur.
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Tablo 3.12. Haloversatil Bakterilerin Aktif Igerigi Potasyum dimetilditiyokarbamat Olan

Antimikrobiyalin Farkli Konsantrasyonlarmin Disk Diflizyon Metodunun Uygulanarak

Olusan Inhibisyon Zonu Caplar1 (mm).

Diskteki son —_
= S =
konsantrasyon g = v = 2 =
= S = g = 2 I S
/mL S IS Q 5 o S
(remb) 2 |7 |3 |&g |& |§ |z b
2 = = 'S 2 a = =
= S S =
g 5 2sl8s|8 |8=|88 |5
7] o = ™ = o o o L2 4 o
(%) (%) g %] w 0 %] o wm c n (%)
= ) S s |2 5|2 > £ | £ 5 =
= = ~ |5 = = = = £ = = = = <
T S|88 |28 |8 8|8 |82 |22 |85¢
m »w | oy | SCS | oS | o ho |l o o
Zon Cap1 (mm)
1 5000 45 45 40 42 45 45 40 48
2 2500 35 40 35 40 40 40 40 40
3 1250 34 35 33 32 32 38 35 35
4 625 33 30 28 27 30 30 35 30
5 312 30 27 27 27 29 23 25 30
6 156 29 26 23 24 27 22 20 25
7 78 22 23 22 22 23 18 14 20
8 39 21 19 18 19 18 10 8 15
9 19.5 16 18 17 12 15 8 - 12
10 9.8 13 12 14 12 9 - - 10
11 49 12 10 12 12 12 - - -
12 2.4 11 8 10 9 11 - - -
13 1.2 9 - 10 9 10 - - -
14 0.6 8 - 9 7 9 - - -
15 0.3 - - - - - - - -
16 0.15 - - - - - - - -
17 0.07 - - - - - - - -
18 0.038 - - - - - - - -
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3.9.Enzim Ureten Haloversatil Bakterilerin Keci Derisinde Meydana Getirdigi

Zararm Cevresel Taramah Elektron Mikroskobunda Incelenmesi

Haloversatil bakteri tiirlerinin karisik kiiltiirii ile muamele edilen deri 6rnegini 40 giin
bekletildikten sonra incelenmistir ve derinin yapisinda yumusama ve yapiskan bir
goriintii, killarda kopmalar ve kokusma oldugu tespit edilmistir. Haloversatil bakteri
tiirlerinin aktivitelerinin deri yapisin1 olumsuz etkileyerek kaliteli deri elde edilmesini
de engelledigi sonucuna varilmistir. Haloversatil bakterilerin kullandiklar1 ¢esitli
enerji ve karbon kaynaklar1 ve firettikleri lipaz ve proteaz enzimleri deri yapisi
tizerinde nasil bir etkisi oldugu (Sekil 3.1.) elektron mikroskobunda (Thermo
Scientific Quattro S, Bogazi¢i Universitesi, Istanbul) incelenmistir. Kegi derisi
ornegini kullandigimiz kontrol grubunda (Sekil 3.2.), ke¢i derisinin yapist normal
gorlinmektedir ve deri yapisinda ya da kil yapisinda Onemli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Derinin yapisinda bir bozukluk yoktur, killar kil kokiinde sabit bir
sekilde goziikmektedir bu da bize killarda bir dokiilme olmadigint gostermektedir.
Keci derisine karisik haloversatil bakteri kiiltiiriinii ekledikten sonra deri yapisim
taramali elektron mikroskobu goriintiisiinde ise ke¢i derisinin yapisinin bozuldugu
artik kil kokiiniin ve killarin goriintiilenemedigi killarin dokiildiigii, deri liflerinde
kopmalara neden olarak zarar verdigi goriintilenmistir (Sekil 3.3.). Haloversatil
1zolatlarin karigik kiiltiiriiniin deri kolajen liflerini ve tiiyleri yok ettigini goriilmektedir
(Sekil 3.3.). Bu sonuglar, haloversatil bakterilerin kiiclikbas hayvan derisinde geliserek

deri tlizerinde olumsuz etkilere sebep oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 3.1. Elektron mikroskobu (Thermo Scientific Quattro S, Bogazi¢i Universitesi,
Istanbul.)
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12/8/2022 'mago HV spot vac mode det mode WD HFW pressure  |———100 um——]
10:14:54 AM 800 x 20.00kV 4.0 ESEM GSED SE 10.8 mm 518 um 100 Pa

Sekil 3.2. Kegi derisi 6rneginin SEM goriintiisii (Kontrol).

» . ; v
= > ¢ &5
PR UGG :
12/8/2022 mag O HV spot | vac mode | det mode WD HFW pressure F——20 um—
10:26:22 AM 3000 x 20.00kV 4.0 ESEM GSED SE 104 mm 138 um 100 Pa

Sekil 3.3. Haloversatil bakteri tiirlerinin karisik kiiltiirli ile muamele edilmis ke¢i derisi

orneginin SEM goriintiisii.
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Izolatlara ait hiicrelerin elektron mikroskobundaki goriintiileri Sekiller 3.4-3.19 arasinda

verilmistir.

023 vac mode spot det mag O WD mode HFW F———2 um-
PM High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 40000 x 9.9 mm SE 10.4 um

£t
<R Ao
o

£ — ___ : =2
3 vac mode HV spot det mag o WD mode HFW I 5 um {
M High vacuum 5.00kV |3.5 ETD 10000 x 9.5 mm SE 41.4 pm

Sekil 3.5. Bacillus licheniformis hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Goriintiisii.
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nod! H det mag O WD mode HFW

c mode Vv spot
VM High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 30000 x 9.6 mm SE 13.8 um

Sekil 3.6. Bacillus pumilus hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Gorlintiisii.

.9@-,,,

- \"“\‘,/ Yy

J -~
3 vacnm nag O WL node HFW

V| High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 17000 x 9.0 mm SE 24.4 pym

Sekil 3.7. Bacillus amyloliquefaciens hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Goriintiisii.
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3 vac mode HV spot |det mag 0O WD mode HFW F—2pum—
M High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 40000 x 10.1 mm SE 10.4 pm

7

e
vac mode HV spot det mag W mode HFW
High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 40000 x 9.6 mm SE 10.4 ym

Sekil 3.9. Bhargavaea ginsengi hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Goriintiisii.
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vac mode HV spot det mag O WD mode HFW
High vacuum 5.00kVv 3.5 ETD 60000 x 10.1 mm SE 6.91 um

Sekil 3.10. Ornithinibacillus scapharcae hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Gortintiisii.

3 vac mode HV spot det mag o WD mode HFW

M High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 16000 x 10.0 mm SE 25.9 um

Sekil 3.11. Alkalihalobaccillus clausii hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Gortintiisii.
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2023 vac mode HV spot det mag O WD mode HFW
33 PM High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 60000 x 9.5mm SE 6.91 uym

Sekil 3.12. Staphylococcus hominis subsp. hominis hiicrelerinin Elektron Mikroskobu

Goruntisi.

vac mode HV spot det mag o WD mode HFW
High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 20000 x 9.4 mm SE 20.7 ym

Sekil 3.13. Staphylococcus warneri hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Goriintiisii
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vac mode HV spot det mag 0O WD mode HFW
High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 80000 x 94 mm SE 5.18 ym

4/28/2023 vac mode Y spot (det mag O WD mode | HFW [ — T p—
4:44:45 PM High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 80000 x 9.9 mm SE 5.18 ym

Sekil 3.15. Staphylococcus nepalensis hiicrelrinin Elektron Mikroskobu Goriintiisii.
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vac mode HV spot |det mag o WD mode HFW
High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 10000 x 9.6 mm SE 41.4 ym

de H\ spot det mag o WD mode

vacuum 5.00kV 3.5 ETD 80000 x 9.6 mm SE

Sekil 3.17. Kocuria rosea hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Goriintiisii.
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mode HV spot det mag o WD mode HFW

High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 16000 x 9.4 mm SE 25.9 ym

L 5

)23 vac mode let mag 1

202 HV po' [ nag C wD mode HFW
) PM  High vacuum 5.00kV 3.5 ETD 60000 x 9.4 mm SE 6.91 um

Sekil 3.19. Micrococcus luteus hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Gortintiisii.
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BOLUM 4: SONUCLAR

Tuzlanmis kii¢iikbas hayvan derisi 6rneklerindeki toplam haloversatil bakteri sayilari
(7x10%-2.7x10° kob/g) araliginda, 4 drnekte 10* kob/g (%40), 6 6rnekte 10° kob/g
(%60) oldugu belirlenmistir. Derilerdeki toplam proteolitik haloversatil bakteri sayist
alinan deri orneklerinin tamaminda 1x10*-8x10* kob/g olarak saptanmustir.
Inceledigimiz deri 6rneklerinin %90’1nda toplam toplam lipolitik haloversatil bakteri
sayis1 10% kob/g ve %10’u 10° kob/g saptanmustir ve 1x10%-1.3x10° araligindadir. Bu
arastirmada kiiciikbas hayvan derilerinden izole ettigimiz haloversatil bakterileri
tanimlamak amaciyla geleneksel tanimlama yontemleri ve 16S rRNA analizi yapilarak
bakteriler teshis edilmistir. Deriden izole ettigimiz haloversatil bakterilerin Gram
boyama methoduna goére kullandig1 seker ve amino asit kaynaklar1 gibi biyokimyasal
testleri, bu bakterilerin {irettikleri enzimler yonilinden arastirmalar yapilarak
haloversatil bakterilere iligkin bilgiler elde edilmistir. Arastirmamizda 10 farkli cinsten
bakteri teshis edilmistir. Bu cinslerden en ¢ok Staphylococcus cinsi (6 izolat) ve
Bacillus cinsi (6 izolat) teshis edilen cinslerden olmustur. Solibacillus cinsinden (2
izolat), Ornithinibacillus cinsinden (2 izolat), Alkalihalobacillus cinsinden (3 izolat),
Bhargavaea cinsinden (1 izolat), Kocuria cinsinden (1 izolat), Oceanobacillus
cinsinden (1 izolat), Virgibacillus cinsinden (1 izolat), Micrococcus cinsinden (1
izolat) teshis edilmistir. 16S rRNA dizileme sonuglarina gore izole edilen 26 adet
haloversatil bakteri izolatinin Solibacillus silvestris (2 izolat), Bacillus licheniformis
(2 izolat), Staphylococcus warneri (4 izolat), Bacillus sonorensis (1 izolat), Kocuria
rosea (1 1izolat), Oceanobacillus polygoni (1 izolat), Bacillus pumilus (2 izolat),
Virgibacillus proomii (1 izolat), Staphylococcus hominis subsp. hominis (1 izolat),
Bhargavaea ginsengi (1 izolat), Bacillus amyloliquefaciens (1 izolat), Bacillus cereus
(1 izolat), Bacillus paralicheniformis (1 izolat), Alkalihalobacillus clausii (3 izolat),
Staphylococcus nepalensis (1 izolat), Micrococcus Iluteus (1 1izolat) ve
Ornithinibacillus scapharcae (2 izolat) gibi 17 farkl tiire ait oldugu bulunmustur.
Kiiciikbag hayvan derilerinden izole ettigimiz haloversatil bakterilerin enzim
aktivitelerini inceledigimizde %88 oraninda proteaz pozitif, %69 oraninda lipaz
pozitif, %8 oraninda ksilinaz pozitif, kazeinaz %27 oraninda pozitif, nisasta %23
pozitif, %8 DNaz pozitif, %31 seliilaz pozitif, %54 iireaz pozitif, %100 katalaz pozitif,
%354 oksidaz pozitif, %100 pullulanaz negatif aktivite gostermistir.
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Haloversatil bakterilerin 23 tanesi proteaz 18 tanesi lipaz pozitif sonu¢ vermistir. Bu
durum deri endiistrisi agisindan zararl olmaktadir ¢iinkii bu enzimler deriye zarar vererek
deri kalitesini diisiirmektedir. Bu veri bizlere deri iiretim siire¢lerinde 6nlem alma imkani
sunmaktadir. Bu enzimlerin deri endiistrisine sagladig1 avantajlardan biri ise enzimlerin
cesitli deri isleme basamaklarinda derinin yapisi disinda bulunan proteinlerin ve yaglarin
giderilerek temizlenmesinde bazi proteazlar deriden killarin uzaklastirilmasinda ve
derinin yumusatilmasinda gibi basamaklarda kullanilmasidir. Ayrica irettikleri diger
enzimler ile kagit endiistirisi, meyve sulari, gida, biyoyakit endiistrisi, ilag sektorii,
kontakt lens temizleyicilere kadar pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilabilme sansi
sunmaktadirlar. Bakteri izolatlarinin %42’si laktoz pozitif sonu¢ vermistir. D-galaktoz
i¢in izolatlarin %46°s1 pozitif sonug vermistir. D-ksiloz i¢in %581 pozitif sonug vermistir.
D-glukoz icin %81’1 pozitif sonu¢ vermistir. Maltoz icinse %73’ pozitif sonug
gdstermistir. Izole ettigimiz haloversatil bakterilerin %80’i L-sistein pozitif reaksiyon
gostermistir. Bakterilerin %80°1 L-proline pozitif reaksiyon gostermistir. %80’1 L-treonin
pozitif reaksiyon gostermistir. Bakterilerin %31°1 L-histidin pozitif reaksiyon
gostermistir. Son olarak glisine kars1 haloversatil bakteri izolatlarinin %88’1 pozitif
reaksiyon gostermistir. Bu calismada kullanilan haloversatil bakteri izolatlarinin
antibiyotiklerin bazilarindan hi¢ etkilenmedikleri ve inhibisyon zonu olusturmadiklari
saptanmistir. Kocuria rosea amoksisilin/klavulanik asit (AMC30, 20/10 pg, 30 pg),
siprofloksasin (CIP5, 5 pg), gentamisin (CN10, 10 pg), meropenem (MEM10, 10 pg)
antibiyotikleri karsisinda hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Solibacillus silvestris
(S1a), Solibacillus silvestris (S6b), Bacillus licheniformis (S1b), Bacillus licheniformis
(S4d), Staphylococcus warneri (S2a), Staphylococcus warneri (S7a), Staphylococcus
warneri (S7b), Staphylococcus warneri (S9a), Bacillus sonorensis (S2b), Oceanobacillus
polygoni (S3a), Bacillus pumilus (S3b), Bacillus pumilus (S10c), Virgibacillus proomii
(S3c), Staphylococcus hominis subsp. hominis (S4a), Bhargavaea ginsengi (S4b),
Bacillus amyloliquefaciens (S4c), Bacillus cereus (S5a), Bacillus paralicheniformis
(S5b),  Alkalihalobacillus  clausii  (S6a), Alkalihalobacillus  clausii  (S8c),
Alkalihalobacillus clausii (S10b), Staphylococcus nepalensis (S6c¢), Ornithinibacillus
scapharcae (S8b), Ornithinibacillus scapharcae (S10a), Micrococcus luteus (S8a)
tiirlerinin %96.15’1 amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, 30 pg)’e karsi, %92.30°u
siprofloksasin (5 pg)’e karsi, %88.46’s1 gentamisin (10 pg)’e, %46.15’i meropenem (10
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ng)’e kars farkli biiyiikliiklerde inhibisyon zonlar1 olusturduklar tespit edilmistir. izole
ettigimiz haloversatil bakteriler arasinda uygulanan antibiyotiklere kars1 en biiyiik ¢apta
inhibisyon zonu olusturan Bacillus licheniformis (S4d) ve Staphylococcus warneri (S9a)
oldugu tespit edilmistir. Bacillus licheniformis (S4d) ve Staphylococcus warneri (S9a)
izolatlar1 siprofloksasin (CIPS, 5 ug)’e kars1 40 mm’lik inhibisyon zonu olusturmuslardir.
Amoksisilin/klavulanik asit (AMC30, 20/10 ug, 30 pug)’e karsi en biiyiik ¢apta inhibisyon
zonu olusturan izolat Solibacillus silvestris (S6b) olmustur ve 35 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur. Gentamisin (CN10, 10 pg)’e karsi en biiyiik capta inhibisyon zonu
olusturan izolat Oceanobacillus polygoni (S3a) olmustur ve 31 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur. Meropenem (MEM10, 10 pg)’e karst en biiylik ¢apta inhibisyon zonu
olusturan izolat Oceanobacillus polygoni (S3a) olmustur ve 21 mm’lik inhibisyon zonu

olusturmustur.

Arastirmamizda haloversatil bakterilerin deriye verdigi zarar1 incelemek igin elektron
mikroskobu kullanilmistir. Kegi derisine ekledigimiz karisik kiiltiir halindeki haloversatil
bakterilerin derinin yapisinda yumusama, kokusma ve killarda kopmalara sebep oldugu
gbzlemlenmistir. Cevresel taramali elektron mikroskobu goriintiilerinde ke¢i derisinde kil
kokiiniin hasar gordiigli killarin koptugu, derinin lifsi yapisinin parcalandigi da agikca
gorilintiilenmistir. Bu bakterilerin deriyi olumsuz etkileyerek zarar verdigi sonucuna
varilmistir. Kiiciikbas hayvan derilerindeki proteolitik ve lipolitik bakteriler derilerin
kalitesine zarar vermesini engelleyerek kaliteli deri ortaya ¢ikarmak amaglanmis ve bu
ama¢ dogrultusunda antimikrobiyal madde olarak Potasyum dimetil-ditiyokarbamet
kullanilarak antibakteriyel etkisi arastirilmis ve deney sonucunda potasyum dimetil-
ditiyokarbametin  Bacillus sonorensis (Izolat S2b), Bacillus pumilus (Izolat S3b),
Virgibacillus proomii (1zolat S3c), Bacillus licheniformis (1zolat S4d), Bacillus cereus
(Izolat S5a), Staphylococcus warneri (izolat S9a), Alkalihalobacillus clausii (Izolat
S10b), Bacillus pumilus (1zolat S10c) tiirleri etkili oldugu goriilmiistiir. Bu arastirma deri
endiistrisi basta olmak {lizere bir¢cok farkli alanda bakteriler ve onlarin iirettikleri
enzimlerin kullanilmas1 agisindan biliylik avantaj saglama potansiyelinin oldugu
saptanmistir. Haloversatil bakterilerle ilgili yapilan az sayidaki ¢alismaya bir yenisini

daha ekleyerek bu bakterilerle ilgili daha ¢ok bilgi sahibi olmamiz1 saglamistir.
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EKLER

Ek 1. Sl1a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Siras
Baz sayisi: 1371

Erisim Numarasi: OR835202

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Solibacillus silvestris

>Sla
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCT
GATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTA
CAATCCGAACTGAGAACGATTTTATCGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTG
GCAACCGTTTGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGC
AGTCTCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAACTAAGAATAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
CCATGCACCACCTGTCACCGTTGCCCCCGAAGGGGAAACTATGTCTCCAT
AGTGGTCACCGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGC
TGCAGCACTGAGGGGCGGAAACCCCCCAACACTTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCG
CCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGACAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTATCCTCTT
CTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGG
GCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTAACAAGGTACCGTCAAGGTAGCGCCGTTACTAC
CCTACTTGTTCTTCCTTGCACAGAGTTTTACGAACCGAAATCCTTCTTC
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EK 2. S1b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1451

Erisim Numarasi: OR835208

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus licheniformis
>S1b

CTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAG
CGATTCCGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAAC
AGATTTGTGGGATTGGCTTAGCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGC
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCA
AGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGT
ACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGA
AACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAG
TTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAA
GAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCC
ACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGG
TTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCT
AACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGC
TCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCTACTGCTGCCTCCCGTA
GGAATCTGGGCCGGGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCAATCCCCTCTCAGGTC
GGCTACCCACCGTCCCCTTGGTGAACC
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EK 3. S2a izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1495

Erisim Numarasi: OR835209

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Staphylococcus warneri
>S2a

ACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTC
GAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTG
ACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTA
AGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAA
GACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGC
TTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCC
CCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATT
CCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCAC
GGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGC
TTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGG
CTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATCAGGTACCGTCAAGATG
TGCACAGTTACTTACACATTTGTTCTTCC
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EK 4. S2b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1451

Erisim Numarasi: OR835214

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus sonorensis
>S2b

ACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTC
GAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAGCAGATTTGTGGGATTGGCTTA
GCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTA
AGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAG
CCCTATCTCTAGGGGTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTT
AATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCAC
TCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCC
ACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCA
CTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGG
TTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCGCGCTT
TACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACC
GCCCTGTTCGAACGGTACTTGTTCTTCCTAACAACAAAATTTTACGATCC
GAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAAACTTTC
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EK 5. S2c¢ izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1457

Erisim Numarasi: OR835215

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Kocuria rosea
>S2¢

TTAGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATT
ACTAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTG
TACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGA
TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATG
AGTCCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACC
ACCTGTCCACCAGCCCCGAAGGGAAACCCCATCTCTGGGGCGGTCCGGTG
AATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCAT
GCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTT
GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGA
AAACGTGGAATGTCCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTC
AGTAACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCT
GCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTA
GTCTGCCCGTACCCACTGCAGACCCGGGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACAG
CAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACA
ACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCCGG
CGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTCTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGG
TTTACAACCCGAAAGGCCGTCATCCCTCAGGCGGCGTCGCTGCATCAGGC
TTCCGCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAATCTGGG
CCG
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EK 6. S3a izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1518
Erisim Numarasi: OR835216
Filogenetik olarak benzedigi tiir: Oceanobacillus polygoni

>S3a

CCTCACCGACTTCGGGTGTTACCAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGA
ATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGGTTCGCTTCCCTTTGTTCC
ATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGT
CACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGCG
GAAACCCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTCGCTACCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACA
GACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGTACTCAAGTCCTCC
AGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTAAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTT
AAAAGACCGCCTGCGAGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTAGGTACCGTCAAGGTTGGGTCAGTTACTACCCAACTTGTTCTTCCC
TAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAGGCGGCGTTG
CTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCG
TAGGAATCTGGGCCGGGTCTCAGTCCCAGTGTGGCC
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EK 7. S3b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1263

Erisim Numarasi: OR835217

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus pumilus
>S3b

GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCAT
GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGAC
TGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTC
TCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTA
GGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGC
TGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCT
CCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTT
CTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGG
GCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTC
TCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCA
TCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAAATCC
CTACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGG
CCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACCCATCGTC
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EK 8. S3c¢ izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1405

Erisim Numarasi: OR835218

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Virgibacillus proomii

>S3c
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCT
GATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTG
CAATCCGAACTGAGAATGGTTTTGTGGGATTTGCTTGGCCTCACGGCTTC
GCTGCCCTTTGTTCCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
AGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
CCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAACTCCCTATCTCTAGG
GCCGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCTTTTGAGT
TTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTG
CAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGG
CGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCACGCTTTCGCACC
TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC
ACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCT
GTACTCAAGTCCTCCAGTTTCCAATGGCCCTCCACGGTTAAGCCGTGGGC
TTTCACATCAGACTTAAAAGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGGGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAAC
GGCACTTGTTCTTCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACTTCTTC
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EK 9. S4a izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1463
Erisim Numarasi: OR835220

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Staphylococcus hominis subsp.

>S4a
ACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACT
AGCGATTCCGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGA
ACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATT
GTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTG
CCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGT
CACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAACTTCTATCTCTAGAAGGGTCAAAGGAT
GTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGG
TCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGG
CGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTA
CAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCA
TTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTT
CCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGAC
TTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTT
CTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACGTTTGTTCTTC
CCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCAGGCGGCGT
TGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCTACTGCTGCCTCCC
GTAGGAATCTGGACCGGGT
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EK 10. S4b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1506

Erisim Numarasi: OR835221

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bhargavaea ginsengi

>S4b
TTACCCCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTA
CTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTG
GGAACGGTTTTCTGGGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTCGCAGCCCTCTGT
ACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGAT
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGA
GTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC
TGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAGGCCCTGTCTCCAGGGTGGTCAGAG
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTG
CGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAG
GGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAG
TTACAGACCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTAC
GCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTCCTCTTCTGCACTCAAGT
CCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCA
GACTTAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAAC
GCTGGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTATTTAGCCGTGGC
TTTCTGGTAAGGTACCGTCAGGGCACCGGCAGTTAACCGATGCTTGTTCT
TCCCTTACAACAGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGCTCACGCGGC
GTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAATCTGGGCCGTGTCTCAATCCCAGTGTGGCCAATC
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EK 11. S4c izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1498

Erisim Numarasi: OR835222

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus amyloliquefaciens

>S4c¢
ACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACA
GCGATTCCGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAA
CAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTG
TCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGC
CCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC
ACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTC
AAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCG
TACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGG
AAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAG
ACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCA
GTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTA
AGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTG
GTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCC
TAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAGGCGGCGTTG
CTCCGTCGAACTTTCGTCCATTGCGGAAAAATCCCTACTGCTGC
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EK 12. S4d izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1145
Erisim Numarasi: OR835223

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus licheniformis

>S4d
TCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTCCGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACA
GATTTGTGGGATTGGCTTAGCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCC
AACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCAC
TCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTA
CTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAG
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGAC
CAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCA
CCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGT
TTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAG
AAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTGGCCA
CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGT
TAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTA
ACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAGGCGGCGTTGCT
CCGTC
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EK 13. S5a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1297

Erisim Numarasi: OR835224

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus cereus

>S5a
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGA
TCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
ATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGC
AGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAG
TCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGT
TTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCA
GCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCG
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTC
AGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAT
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGC
ACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTT
TCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTC
CGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAG
CACTTGTTCTTCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCAC
TCAGCGGCGTTGCTCCGTC
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EK 14. S5b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1178
Erisim Numarasi: OR835227

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus paralicheniformis

>S5b
CCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAA
CAGATTTGTGGGATTGGCTTAGCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTG
CCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGC
CCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC
ACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTC
AAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCG
TACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGG
AAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAG
ACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCA
GTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTA
AGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTG
GTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCT
AACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAGGCGGCGTTGC
TCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGAAGATTCCTACTGCTGCCTCC
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EK 15. S6a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1407
Erisim Numarasi: OR835225

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Alkalihalobacillus clausii

>S6a
GGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGA
TTACTAGCAATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAA
CTGAGAATGGCTTTATGGGATTGGCTTCACCTCGCGGCTTCGCTGCCCTT
TGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTT
AGAGTGCCCAACTCAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACC
ACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCAATCTCTTGGGTGGTCAAA
GGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTT
GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGTGTTAACTTCGGCACTAC
GGGCATCGAAACCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCA
GTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTA
CGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAG
CTCCCCAGTTTCCAATGGCCGCTCGGGGTTGAGCCCCGAGATTTCACATC
AGACTTAAGAAGCCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAA
CGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAATTAGCCGTGG
CTTTCTGGTGAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACCGCT
TCTTCCCTCACAACAAAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCCTCACTCACGC
GGCGTTGCTCGTCA
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EK 16. S6b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1371
Erisim Numarasi: OR835229

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Solibacillus silvestris

>S6b
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCT
GATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTA
CAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATCGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTG
GCAACCGTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGC
AGTCTCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAACTAAGAATAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
CCATGCACCACCTGTCACCGTTGCCCCCGAAGGGGAAACTATGTCTCCAT
AGTGGTCACCGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGC
TGCAGCACTGAGGGGCGGAAACCCCCCAACACTTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCG
CCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGACAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTATCCTCTT
CTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGG
GCTTTCACATCAGACTTAAGGAACACCTGCGCGCGCTTTACCCCCAATAA
TTCCGGA
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Ek 17. S6¢ izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1340
Erisim Numarasi: OR835230

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Staphylococcus nepalensis

>S6c¢
CTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAGACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTA
GCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGA
ACAACTTTATGGGATTTGCATGACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTATT
GTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGT
CACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGTTGTCAAAGGAT
GTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGG
TCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGG
CGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTA
CAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCA
TTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTC
CCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGAC
TTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTT
CTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACATTTGTTCTTC
CCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCAGGCGGCGT
TGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAA
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EKk 18. S7a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1276

Erisim Numarasi: OR835231

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Staphylococcus warneri

>S7a
AACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTAGCTGCCC
TTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATG
ATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAAC
TTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCA
CCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGT
CAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA
CCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCA
CTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGC
GTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATC
TCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACT
CAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCA
CATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCCCGCTTTACTCCCAATAATTCCGG
ATAACGCTTGCCACCTACGTTTTACCGCGGCTGCTGGCACGTAATTACC
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Ek 19. S7b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1495
Erisim Numarasi: OR835234

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Staphylococcus warneri

>S7b
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCT
GATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTA
CAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTA
GCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
AGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
CCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTA
GAGCGGTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGC
TGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCA
CATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTT
CTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGG
GCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
ATTAGCCGTGGCTTTCTGATCAGGTACCGTCAAAATGTGCACAGTTACTT
ACACATTTGTTCTTCCCTGATAACAGAGTTTTACAATCCGAA
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EK 20. S8a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1455
Erisim Numarasi: OR835233

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Micrococcus luteus

>S8a
AGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGA
GACCGGCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCATTGTA
CCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATT
TGACGTCGTCCTCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAG
TCCCCACCATTACGTGCTGGCAACATGGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTGAACCCGCCCCAAAGGGGAAACCGTATCTCTACGGCGATCGAGAAC
ATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATG
CTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGC
GGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCGCGGAAA
CCGTGGAATGGTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAG
TTACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGC
GCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGT
CTGCCCGTACCCACCGCAGAATCCGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCACGAC
AGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAA
CGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTG
CTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTT
TACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCAAGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTG
CGCCCATTGTGCATATTCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGGCCGT
GTCTCATTCCCAGTGTGGCCGGTCACC
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Ek 21. S8b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1434
Erisim Numarasi: OR835238

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Ornithinibacillus scapharcae

>S8b
ACCTCACCGACTTCGGGTGTTACCAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACT
AGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAG
AATGGTTTTATGGGATTTGCTCGACCTCGCGGTTTTGCTGCCCTTTGTAC
CATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGT
GCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTG
TCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTGGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGC
CGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGC
GGAAACCCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTAC
AGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCAT
TTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCCTC
CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTAAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACT
TAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTG
GCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTTC
TGGTTAGGTACCGTCAAGGTACAATCAGTTACTATTGTACTTGTTCTTCC
TAACAACAGAGTTTTACAATCCGAAAACCTTCATCATTCAAGCGGCGTTG
CTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGA
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EKk 22. S8¢ izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1370
Erisim Numarasi: OR835237

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Alkalihalobacillus clausii

>S8c
CCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCAATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGA
ATGGCTTTATGGGATTGGCTTCACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTACC
ATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTCAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGT
CACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCAATCTCTTGGGTGGTCAAAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
ACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGTGTTAACTTCGGCACTACGGGCAT
CGAAACCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACA
GACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGCTCCCC
AGTTTCCAATGGCCGCTCGGGGTTGAGCCCCGAGATTTCACATCAGACTT
AAGAAGCCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTGAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACCGCTTCTTCC
CTCACAACAGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCGTT
GCTCCGTCGAACTTTCGT
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EK 23. S9a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1495
Erisim Numarasi: OR835239

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Staphylococcus warneri

>S9a
TACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCACGCTGATCTACGATTAC
TAGCGATTCCCGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGA
GAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTA
TTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATT
TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAG
TGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGG
ATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGC
GGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGG
GGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGT
TACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCG
CATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
TTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAA
ACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACG
CTGGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCT
TTCTGATCAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATTTGTTCT
TCCCTGATAACAGA
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EKk 24. S10a izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1434

Erisim Numarasi: OR835240

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Ornithinibacillus scapharcae

>S10a
ACCTCACCGACTTCGGGTGTTACCAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACT
AGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAG
AATGGTTTTATGGGATTTGCTCGACCTCGCGGTTTTGCTGCCCTTTGTAC
CATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGT
GCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTG
TCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTGGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGC
CGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGC
GGAAACCCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTAC
AGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCAT
TTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCCTC
CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTAAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACT
TAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTG
GCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTTGCCGGGGCTTTC
TGGTTAGGTACCGTCAAGGTACAATCAGTTACAATGGTACTTGTTCTTCC
CTAACAACAGAGTTTTACAATCCGAAACCTTCATCACTCAGGCGGCGTTG
CTCCGTCGAACTTTCGTCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGT
AGGAATCTGGGCCGTGTCTCAATCCCA
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Ek 25. S10b izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Siras:
Baz sayisi: 1407
Erisim Numarasi: OR835241

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Alkalihalobacillus clausii

>S10b
ACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCAATTCCGGCTTCATGCAGGC
GAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGCTTTATGGGATTGGCTTC
ACCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTCAATGCTGGCAACTA
AGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAG
CCCAATCTCTTGGGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTT
AATGTGTTAACTTCGGCACTACGGGCATCGAAACCCCTAACACCTAGCAC
TCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC
ACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCA
CTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGCTCCCCAGTTTCCAATGGCCGCTCGGGG
TTGAGCCCCGAGATTTCACATCAGACTTAAGAAGCCGCCTGCGCGCGCTT
TACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTGAGGTACCGTCAAGGTACC
GCCCTATTCGAACGGTACCGCTTCTTCCTCACAACAAAGCTTTACAACCC
GAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCA
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Ek 26. S10c¢ izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz sayisi: 1094
Erisim Numarasi: OR835242

Filogenetik olarak benzedigi tiir: Bacillus pumilus

>S10c
ATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCA
ACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACT
CTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAA
CCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
AGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCAC
CGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTT
TCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGA
AACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCAC
CTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTT
AGGTACCGTCAGGGGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAAAA
ACGAAGCTTTACAATCCGAAAACTTCTT
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