OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HALOFILIK ARKEA VE BAKTERIA IDENTiIFIKASYONUNDA FT-
IR(FOURIER TRANSFORM-INFRARED SPEKTROSKOPISI)
KULLANIMI

GULSAH ALBAYRAK

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Tleri Teknolojiler Anabilim Dah
Damisman: Prof.Dr. Kiymet GUVEN
2010, 83 sayfa

Bu ¢alismada halofilik prokaryotlarin FT-IR(Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi) ile identifikasyonu amag¢lanmistir. Farkli besiyerleri kullanilarak
12 adet halofilik bakterinin FT-IR ile analizi yapilmigtir. Bu
mikroorganizmalardan 8 tanesi Arkea domaini, 4 tanesi ise Bakteria domaini
iiyesidir. Ayrica Izmir Camalt1 Tuzlasindan izole edilen 6 Bakteria ve 9 Arkea
domain {iiyesi bakterininde FT-IR profilleri ¢ikarilmistir. FT-IR analizi sonrasi
elde edilen spektrumlar SPSS istatistik programi kullanilarak Hiyerarsik Kiime
Analizi yontemi yardimiyla karsilagtirilmis ve incelenen orneklerin  Arkea ve
Bakteria domain olarak iki ayr1 kiime olusturduklar1 gozlenmistir. Calismada
kulanilan Bakteria domain iiyeleri; Chromahalobacter salexigens, Halomonas
elongata, Pseudomonas halophila, Salinibacter ruber’in bir kiimede, Arkea
domaini iyelerinden  Haloferax  mediterranei,Halococcus  dombrowskii,
Haloarcula hispanica, Haloarcula marismortui, Haloarcula argentinensis,
Halorubrum xinjiangense, Haloarcula mukohatei, Haloferax alexandrines’un ise
diger bir kiimede toplandig1 gézlenmistir
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In this study, identification of halophilic procaryotes by using FT-
IR(Fourier Transform Infrared Spectroscopy) was aimed. Twelve different
halophilic microorganisms were analyzed with FT-IR by using different media.
Eight species from this microorganisms belong to arkea domain and four of them
belong to bacteria domain. Also 6 Bacteria and 9 Arkea species FT-IR profiles
were taken which were isolated from Izmir Camalt1 Saltern. The spectra obtained
after FT-IR analyses was compared using SPSS statistics programme;
Hierarchical Cluster Analysis, and two cluster was obtained contains two different
groups of organisms Arkea and Bacteria. It was observes that Bacteria domain
members Chromahalobacter salexigens, Halomonas elongata, Pseudomonas
halophila, Salinibacter ruber congregated in one cluster and the Arkea members
Haloferax mediterranei, Halococcus dombrowskii, Haloarcula hispanica,
Haloarcula marismortui, Haloarcula argentinensis, Halorubrum xinjiangense,
Haloarcula mukohatei, Haloferax alexandrines congregated in another cluster.
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1.GIRIS

Halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojik agidan dikkat c¢eken
organizma grubudur. Tuz miktarinin yiiksek oldugu ortamlara adaptasyonlariyla
ekstrem organizmalar grubundadirlar. Asirt derecede halofilik bakteriler, ekstrem
kosullara uyum gostermis 6zel yapilar1 nedeniyle biyoteknoloji alaninda g¢alisan
bir ¢ok arastirmacinin ilgisini ¢eken organizmalardir. Asir1 tuzluluga
dayanikli enzimleri, tuzluluga kars1 koyabilmek igin kullandiklari stratejiler,
zor sartlarda enerji iiretimine olanak saglayan 6zel proteinlerinin varligi gibi
kendilerine has olan 6zellikleri, onlarin biyoteknoloji alaninda son derece degerli
araclar olarak goriilmelerine yol agmaktadir. Bu nedenle asir1 derecede halofilik
bakterilerin tanimlanmas1 ve hiicre yapilarinin detayli bir sekilde ortaya konmasi
gerekmektedir. Halofilik prokaryotlarin identifikasyonunda kullanilan mevcut
yontemler Polimeraz Zincir Reaksiyonu, DNA-DNA Hibridizasyonu, Yag Asiti
Metil Esterlerinin Analizi gibi oldukca fazla zaman gerektiren yontemlerdir ve bu
yontemlerin kullanilmas1 olduk¢a maliyetlidir. Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FT-IR) cihazinin bakterilerin identifikasyonda kullanilmasi ise
diger geleneksel olarak kullanilan yontemlere kiyasla daha basit, daha ucuz ve
cabuk sonug verebilen bir yontem olmasi nedeniyle dnemlidir. Bu ¢alismada FT-
IR ile halofilik prokaryotlarin Arkea (Archaea) / Bakteria (Bacteria) domain
diizeyinde ayirimi hedeflenmistir ve bu cihazin halofilik organizmalarin

identifikasyonunda kullanilmasi ilk defa denenmistir.



1.1. Mikroorganizmalarin Smiflandirilmas1 ve Identifikasyonu I¢in

Kullanilan Yontemler

Mikroorganizmalarin  siniflandirilmasinda ~ ve  identifikasyonunda

kullanilan yontemler fenotipik ve genotipik yontemler olarak ikiye ayrilirlar.

1.2. Fenotipik Yontemler

Bir bakterinin belirlenebilen 6zellikleri tiirler arasindaki farkliliklar
ortaya koymada kullanilan pek ¢ok 6zelligi vermektedir. Tipik olarak, yeni bir
tiiri tamimlarken ve ayrica bir bakteriyi identifiye etmek i¢in bu Ozelliklerin
birgogu ilgili strain ya da strainler i¢in belirlenir. Elde edilen sonuglar daha
onceden elde edilmis bilinen organizmanin sonuglart ile karsilagtirilir. Kullanilan
spesifik Ozellikler organizmanin ¢esidine baghdir ve test i¢in segilen bu 6zellikler,
daha 6nceden elde edilen giivenilir bilgiler aracilig1 ile belirlenir (Giiven 2009).

Bunun yaninda, sivi besiyerinde iirerken zar yapip yapmadigi, eger zar
varsa zarin yapist (ince, kalin), tortu meydana gelmesi, liremenin tiip icinde
homojen olup olmadigi gibi 6zellikler, kat1 besiyerinde meydana gelen koloninin
diiz, konveks, tirtilli, mat, parlak, diigmeli, piiriizlii olmasi gibi ozellikler,
pigmentasyon, zon olusumu, gelisme sicaklik simirlarinin saptanmasi da
identifikasyonda en ¢ok kullanilan karakteristikler arasindadir (Halkman ve

Tunail 2010).
1.2.1. Morfolojik Ozellikler
Morfolojik ya da yapisal oOzellikler, taksonomistlere organizmalari

siniflandirmak i¢in yardimei olmustur. Yiiksek yapili organizmalar genellikle

anatomik detaylarina gore siniflandirilirlar. Fakat birgok mikroorganizma yapisal



ozelliklerine gore siniflandirilmast i¢in oldukca basit yapidadir. Metabolik ya da
fizyolojik oOzellikleri farkli olabilen organizmalar, bir mikroskopta ayni
goriinebilirler. Aslinda yiizlerce bakteri tiirli, kiigiik basil ya da kiiciik kok
seklindedir. Hiicre morfolojisi filogenetik iligkiler hakkinda bize az bilgi verir.
Ancak morfolojik 6zellikler bakteriye identifikasyonunda hala kullanilan

ozelliklerdir (Giiven 2009). Fenotipik 6zellikler Tablo 1.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 1.1. Taksonomik degere sahip bazi fenotipik &zellikler Kaynak:Genel Mikrobiyoloji
(Gtiven 2009)

Temel kategori Ozellikler

Morfoloji Koloni morfolojisi, Gram reaksiyonu, hiicre biiyiikligi ve sekli,
flagella  varligi, spor olusturup olusturmadigi, inkliizyon
cisimciklerinin varlig1

Hareket Hareketsiz, kayma hareketi, flagellar hareket, gaz vezikiilleri
sayesinde hareket, kiimelesme hareketi

Metabolizma Enerji  doniisim  mekanizmasi  (fototrof,  kemoorganotrof,
kemolitotrof), bazi karbon, azot ve siilfiir bilesiklerinin kullanimi,
sekerlerin fermantasyonu, azot fiksasyonu, kiiltiirel sartlar (gelisme
faktorii gereksinimi, oksijen gereksinimi, pH vs)

Fizyoloji Gelisim igin gerekli olan sicaklik, pH ve tuz araligi, oksijen
gereksinimi (aerobik, fakiiltatif anaerobik), oksidaz ya da katalaz
varlig, ekstraseliiler enzimlerin tiretimi

Hiicre kimyasi Yag asitleri, polar lipitler, solunum kinonlar1

Diger ozellikler Pigmentler, [iiminesans, antibiyotik duyarlilig, serotip

1.2.2. Diferansiyel Boyama

Bakteri identifikasyonunda kullanilan ilk adimlardan biri diferansiyel

boyamadir. Diferansiyel boyama birden fazla boya kullanilarak yapilan



mikroskobik incelemedir. Bakterilerin ¢ogu ya Gram-negatif ya da Gram
pozitiftir. Diger difernsiyel boyamalar, asit-fast boyama gibi, daha sinirli bir
mikroorganizma grubu i¢in yararlidir. Bu boyama yontemleri hiicre duvarlarinin
kimyasal bilesimine dayalidir ve bu nedenle hiicre duvar1 igermeyen bakteri ya da
farkli duvarlar igeren Arkea’larin identifikasyonu i¢in yararli degildir (Giiven

2009).

1.2.3. Biyokimyasal Testler

Basta karbonhidratlar olmak tizere cesitli besin maddelerini kullanabilme
ozelligi, belirli enzimleri meydana getirebilme, bazi maddeleri olusturabilme
ozelliklerinin belirlenmesi ile identifikasyon yapilmaktadir ( Halkman ve Tunail).
Bakterileri identifiye etmek i¢in gerekli olan zaman, hizli identifikasyon
yontemleri ya da segici ve farkli ortamlarin kullanimi ile miimkiin oldugu kadar
azaltilabilir. Bilindigi gibi segici ortamlar istenilen organizmanin gelisimini
destekleyip , rekabetci organizmanin gelisimini baskilayan igerikler icermektedir.
Mayalar, diger funguslar ve bakteriler icin hizli biyokimyasal sistemler
gelistirilmistir. Biyokimyasal testlerin bir siirlamasi mutasyonlar ve plazmit
aktarimidir. Bunlar farkli 6zellikte strainlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bir
organizma ¢ok sayida test kullanilmadik¢a dogru bir sekilde tanimlanamayabilir.
API, VITEK gibi otomatik biyokimyasal test sistemleri hizli identifikasyon

saglayan test sistemlerine 6rnektir (Gliven 2009).

1.2.4. Serolojik Testler

Seroloji, serum ve serumda meydana gelen immiin cevap g¢alismalarini

igeren bir bilimdir. Mikroorganizmalar antijeniktir yani hayvan viicuduna

girdiklerinde antikor olusumunu saglarlar. Antikorlar kanda dolasan proteinlerdir



ve bakterilerle (antijen) oldukga spesifik bir sekilde birlesirler. Tibbi 6neme sahip
bircok mikroorganizmanin identifikasyonunda kullanilan antikor soliisyonlari
ticari olarak mevcuttur. Serolojik testler sadece mikrobiyal tiirler arasinda degil
ayrica tiir igerisindeki strainler arasindaki farkliligi da ortaya koyar. Farkl
antijene sahip strainler serotip, serovar olarak adlandirilir. ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) testleri ayni anda ¢ok cukurlu mikrotitrasyon petrilerinde
gergeklestirilir ve pek ¢ok hastalik taramasinda 6rnegin, AIDS hastalig1 etmeni
viriise (HIV) kars1 antikor varligini belirlemede kullanilir. Bir diger serolojik test,
Western blotting, hasta kan serumundaki antikorlari identifiye etmek i¢in veya
ELISA testlerini dogrulamak amaciyla 6zellikle HIV enfeksiyonlarinda kullanilir
(Giiven 2009).

1.2.5. Yag Asiti Metil Esterlerinin Analizi (FAME)

Hiicrelerin sitoplazmik membranlarindaki ve dis membranlarindaki
lipitlerde bulunan yag asit tiplerinin ve oranlarinin karekterizasyonudur.
Patojenlerin ve diger zararli bakterilerin teshisinin yapildigi, klinik tani, halk
saglhig, gida ve sularn inceleyen laboratuvarlarda genis bir kullanim alanina
sahiptir. Prokaryotlardaki yag asiti igerikleri oldukga cesitlilik gosterip, bu
degisiklikler yag asitinin zincir uzunlugu, c¢ift bag, halka yapisi, dallanmis
zincirler veya hidroksil gruplar igerip icermemesi gibi farkliliklar1 kapsar. Bu
nedenle yag asiti profili genellikle belirli bir bakteria tiirlinii teshis edebilir.
FAME baz1 dezavantajlara sahiptir. Bir organizmanin yag asiti profili sicaklik,
biiyiime fazi, gelistirilen besiyerine gore degisiklik gosterdiginden, FAME
analizleri 0zellikle siki standardizasyonlar gerektirir. Bu sebeple; tutarlt sonuglar
almak i¢in, veri tabaninda ayni kosullarda gelistirilmis organizmalarin yag asiti
profilleri ile karsilagtirmak istenilen organizmayi belirli bir besiyerinde ve

sicaklikta gelistirmek sarttir. Pek ¢ok mikroorganizma i¢in bu miimkiin



olmadigindan, FAME analizleri sadece belirli kosullarda gelistirilebilen

organizmalar ile sinirlidir.

1.3. Genotipik Yontemler

1.3.1. DNA-DNA Hibridizasyonu

GC (Guanin-Sitozin) baz ylizdesi bir tiirliin genomik DNA’sinda mevcut
olan her bir niikleotidin yiizdesini verir ancak o niikleotidlerin dizisi hakkinda
kesin bir bilgi vermez. Diziler 6nemlidir, ¢iinkii iki organizmanin DNA’sinda ¢ok
sayida benzer niikleotid dizisinin olmasi, muhtemelen olduk¢a benzer genler
icerdikleri anlamina gelir. Bu iki DNA, birbiri ile hibridize edildiginde, gen
dizilerinde biiylik oranda benzerlik beklenir. Genomik hibridizasyon, iki DNA
arasindaki dizi benzerliginin derecesini Olger ve rRNA dizisinin ayirim
saglayamadigr durumlarda c¢ok yakin iligkiye sahip organizmalarin ayirt
edilmesinde kullanilir. DNA-DNA hibridizasyonu, iki organizmanin genlerindeki
kiigiik farkliliklar1 ortaya c¢ikarmakta kullanilan hassas bir yontemdir ve yakin

akraba olan organizmalar1 ayirt etmede kullanilir (Cokmiis 2010).

1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction =

PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu bir DNA molekiiliinlin se¢ilen bir bolgesinin
secici ¢ogaltimi ile sonuglanir. Bolgenin smirlarindaki diziler bilindigi stirece
herhangi bir DNA molekiiliiniin, herhangi bir bolgesi segilebilir. Bir PCR’1
yapmak i¢in sinir dizileri bilinmelidir; DNA molekiiliine, ¢ift sarmalin her bir
sarmalina bir tane olmak iizere, iki kisa oligoniikleotid hibritlesmelidir. DNA

sentezi reaksiyonu i¢in primer olarak kullanilan bu oligoniikleotidler, ¢ogaltilacak



bolgeyi sinirlar (Bardak¢r ve ark. 2009). PCR giiniimiizde ¢ok yaygin olarak
kullanilmakta ve tercih edilmektedir. Bu teknik ile klonlamaya gerek kalmaksizin
hedef DNA’nin in vitro ortamda enzim yardimi ile ¢ogaltilmasi saglanir. PCR ile
3-5 saatte yaklasik 20,000 baza kadar olan spesifik genlerin 300 milyon kadar
kopyast amplifikasyon sonucu sentezlenmektedir. Bir fosilden veya faili meghul
sanik tespitinde bir kan lekesinden gen klonlamasi1 veya DNA dizi analizi i¢in
yeterli miktarda DNA bulunmaz. Az miktardaki doku hatta tek bir hiicreden elde
edilen DNA miktarin1 artirabilmek icin PCR kullanilmaktadir. Ayrica viriis
tarafindan heniiz yeni enfekte olmus kan veya lenf igerisindeki etmen PCR ile
teshis edilebilir. PCR, genomik DNA’da dizisi bilinen veya dizisi heniiz tespit
edilmemis olarak klonlanan yabanci DNA’nin ¢ogaltilmasin1 ve bunun dizi
analizini tespit etmeye yarayan dnemli bir tekniktir. Giinlimiizde olduk¢a 6nemli

olan insan genom projesi bu teknik sayesinde tamamlanmistir (Dilsiz 2009).

1.3.3. DNA Parmak Izi (DNA fingerprinting)

Bu teknik, temelde bireylere 6zgii olan hiperdegisken bolgeler (HVR)
olarak bilinen polimorfik bolgelerin veya degisken sayida sirali tekrar bolgelerinin
(VNTR) tespiti seklinde Ozetlenebilir. DNA dizisi tek yumurta ikizleri disinda
bireyden bireye farklilik gosterir. Bireylerin aynt kromozom ve lokuslarinda
goriilebilen niikleotid farkliliklar1 polimorfizm olarak isimlendirilir. DNA’daki bu
fakliliklarin incelenmesine DNA parmak izi teknigi adi verilir. Insanlar arasindaki
DNA dizi benzerligi yaklasik 9%99.9 oranindadir. %0.1 gibi bir farkliliktan
yararlanarak her bireye 6zgli DNA parmak izi restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesildikten sonra olusan bant farkliliklar1 elektroforez yontemi ile tespit
edilmektedir. Jel iizerinde ayrilan DNA bantlar1 membrana aktarildiktan sonra
radyoaktif olarak etiketlendirilmis problar igeren alkali bir ortama konulur. Bu

problarin uyumlu olduklar1 bolgeler ile hibritlesmesi ile farkliliklar tespit edilir.



Southern teknigi olarak bilinen bu yontemde kaynak DNA’nin taze ve fazla
miktarda bulunmas1 gerktiginden bunun yerine son zamanlarda PCR yonteminden

yararlanilmaktadir (Dilsiz 2009).

1.3.4. Ribotiplendirme

Ribozomal RNA temeline dayanan filogenetik analizlerden elde edilen
bilginin bakteriyel identifikasyon amaciyla kullanilmasi ribotiplendirme olarak
adlandirilir. Ribotiplendirmede karsilastirmali dizi analizi yontemlerinden farkli
olarak dizileme yapilmaz. Bunun yerine bir organizmanin DNA’sinin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan kendine 6zgli deseni Olger ve bu pargalar
ayrilip bir ribozomal RNA probu ile incelenir. iki organizmanin ribozomal
RNA’lar1 arasindaki fakliliklar, 6zel restriksiyon enzimi kesim bolgelerinin
varligim1 veya yoklugunu belirlediginden belirli bir bakteria tiiriiniin restriksiyon
deseni de sadece o tire Ozgiidiir. Aslinda ribotiplendirme ¢ok tanimlayici
oldugundan “molekiiler ayak izi” olarak adlandirilir, clinkii neredeyse tiim
organizmalar i¢in essiz bir seri bant ortaya ¢ikar.

Pratikte ribotiplendirmeye bir koloninin veya sivi kiltiriin DNA’s1 ile
baglanir. PCR kullanarak 16S rRNA ve onunla ilgili molekiillerin genleri
cogaltilir, bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile muamele edilir,
elektroforezle ayrilir ve sonra problanir. Jelde gorilen DNA parcalarinin
olusturdugu desenler sayisallastirilip, bir veri tabaninda mevcut referans
organizmalarin desenleri ile karsilastirma yapmak i¢in bilgisayar ortami kullanilir.
Ribotiplendirme, hem hizli hem de spesifik bir yontem oldugundan bakteriyal
identifikasyonda kullanilir. Bu sebeple, ribotiplendirme klinik tani, gida, su ve
igeceklerin mikrobiyal analizi gibi pek cok uygulama alanina sahiptir (Cokmiis

2010).



1.4. Filogenetik iliskiler

Tirler aras1 filogenetik iliskiler bazi  molekiillerin  dizilerinin
karsilastirilmasiyla ortaya ¢ikarilabilir. Ozellikle ribozomal RNA’lar olmak iizere
ribozomlart olusturan makromolekiiller, evrimsel iligkileri saptamak ig¢in
miikemmel araglardir. Biitiin hiicrelerde ribozom bulundugu i¢in bu molekiiller;
prokaryotik ve Okaryotik biitiin canlilarin filogenetik agacinin olusturulmasinda
kullanilmistir. Ribozomal RNA’lar, oldukca biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel
olarak yaygin molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin korundugu ¢ok
sayida bolge igerirler. Prokaryotlarda biiytikliikleri 5S, 16S ve 23S olan ii¢ ¢esit
ribozomal RNA molekiilii vardir (Tablo 1.2.). Okaryotlarda ise dizileme
calismalari, islevsel olarak benzer fakat biraz daha biiyiik olan 18S molekiilii
tizerine odaklanmigtir (Tablo 1.2.). 16S ve 18S rRNA ‘lar1 ribozomon kiigiik alt
biriminin bir pargasi olduklarindan, SSU (kiiglik alt birim) dizilemesi kisaltmasi,

16S veya 18S dizilemesi ile es anlama gelmektedir (Cokmiis 2010).

Tablo 1.2. Prokaryotlarda ve dkaryotlarda rRNA biiyiikliikleri

Biiyiikliigii (baz sayis1)

Prokaryotlarda Okaryotlarda
rRNA'nin Alt Uniteleri 58, 238, 16S 58, 5,88, 28S, 18S
Kiigiik Alt Unite 16S 18S
Kiigiik alt iinitenin 1500 niikleotid 1900 niikleotid

Diger alt iinitelerin

Biiyiikliigii

5S: 120 niikleotid
23S: 2904 niikleotid

5S: 120 niikleotid
5,8S: 160 niikleotid
28S: 4718 niikleotid
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Carl Woese ve arkadaslar1 ¢alismalarinda evrensel filogenetik bir arag
olarak rRNA kii¢iik alt iinitesinin yararliligini gostermislerdir. Bu ¢alismalar ile
mikroorganizmalar arasindaki dogal akrabaligi ortaya koyabilecek yeni bir
prokaryotik sistematigin Onerilmesi saglanmstir. Bdylece 2003 yilinda Isvec
Kraliyet Bilim Akademisi tarafindan, biyolojide bilimsel basarinin en yiiksek
Olclitii olarak goriilen Crafoord ddiiliine layik goriilmiistiir (Giiven 2009).

Biyologlar daha 6nce yasayan organizmalar1 5 farkli aleme ayirmislardi;
Bitkiler, Hayvanlar, Fungi, Protista ve Bakteria. DNA dizileme temelli filogenetik
analizler bu ayrimin bes farkli evrimsel kokene dayanmadigini ortaya koydu.
Yeryiiziinde hiicresel diizeyde hayat 3 farkli tip hiicreden evrimlesti. Bu 3 farkh
birimin her birine domain adin1 aldi. Bu domainler: Bakteria, Arkea ve Eukarya
(Okaryotlar) dir. Domainlerin ortak atasal bir organizmadan veya Diinyadaki
yagsamin  baslangicinda  organizma topluluklarindan ayrilarak  olustugu
diistiniilmektedir. Bu domainlerden ikisi; Bakteria ve Arkea nukleuslarinin bir
zarla cevrili olmadigi hiicreler toplulugundan olusurlar. Boyle hiicrelere
prokaryotik hiicreler adi verilir. Diger grubu olusturan Okaryotlar; Bakteria
disindaki tiim orjinal bes alemi i¢ine alir. Bakteria, Arkea ve Eukarya terimleri
yasamin 3 domainini ifade eder. Domain en yliksek biyolojik taksondur. Bunun
yaninda; Bitkiler, Hayvanlar, Fungi ve Protista, Eukarya domainine ait alemlerdir

(Madigan ve ark. 2009).
1.5. Domainlerin Ozellikleri ve Domainler Arasindaki Farklar
1.5.1. Hiicre duvarlar
Peptidoglikan (muramik asit) genellikle tiim bakterilerin hiicre duvarinda

bulunmaktadir. Okaryotlar ve arkebakteriler peptidoglikana sahip degillerdir.

Selilloz veya kitinden olusan hiicre duvari bazi Okaryotlarda bulunmaktadir.
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Arkebakterilerde pseudopeptidoglikan, polisakkarit, protein veya glikoproteinden
olusan hiicre duvari tipleri bulunabilmektedir. Mikrobiyal hiicre duvarlar
cesitlilik gostermektedir ve Bakteria’yr Arkea’dan ayiran en oOnemli 6zellik

peptidoglikanin varlig1 ya da yoklugudur (Tablo 1.3.).

1.5.2. Lipidler

Arkea’y1 Bakteria’dan ayiran baska bir 6zellik te membran lipidlerinin
yapisidir. Bakteria ve Okarya membran lipitleri, yag asitleri iginde ester bagi ile
bagli gliserolden ibarettir. Yag asitlerinin yapisi ¢cok degisken olabilmektedir
ancak onemli olan gliserole bagl ester bagnmn tanimlayici olmasidir. Ornegin
Arkea iiyeleri lipidleri eter bagli molekiillerden olugmaktadir.

Ester bagl lipitlerde yag asitleri diiz bir zincir halinde iken Arkea’da yag
asitlerinin yerinde gliserole eter bagi ile bagl fitanil ya da bifitanil tipte dallanmis

hidrokarbonlar bulunmaktadir.

1.5.3. RNA Polimeraz

Tiim canlilarda transkripsiyon DNA bagimli RNA polimerazlar tarafindan
yapilmaktadir. DNA kalip gbrevini goriirken olusan iiriin de RNA’dir. Bakteri
hiicrelerinin RNA polimerazlari tek bir ¢esittir ve kuaterner yapidadir. Bu klasik
RNA polimeraz a, B, B> ve o’ adl1 4 polipeptidin aktif polimeraz i¢inde 2:1:1:1
oranlarinda kombinasyonundan olusmaktadir. Arkea RNA polimerazlar ise
Bakteria’ya gore daha komplekstir ve bunlar 8 veya daha fazla polipeptid
icermeleriyle Okaryotlara benzerler. Okaryotlarn temel polimerazlari 3 tanedir ve

10-12 polipeptid icermektedirler.
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3 domainin protein sentezleme mekanizmalari, rRNA dizilimlerindeki ve

protein sentezleme faktorlerindeki farkliliklardan dolay1 birbirinden ayrilmaktadir.

Arkea ve Bakteria ribozomlar1 ayni1 biiyiikliiktedir. Buna ragmen Arkea’da protein

sentesi daha ¢ok okaryotlarinkine benzer (Giiven 2009).

Tablo 1.3. Bakteria, Arkea ve Eukarya arasindaki ayirici temel 6zelliklerin 6zeti (Brock 2009)

Ozellikler

Morfolojik ve Genetik
Prokaryotik hiicre yapisi

Kovalent sekilde kapali ve halkasal DNA’nin

varligt
Histon proteinlerinin varlig

Membranla ¢evrili ¢ekirdek

Hiicre duvari

Membran lipitleri
Ribozomlar

Baslangi¢ tRNA's1
Fizyolojik/Ozel Yapilar
Metanogenez
Nitrifikasyon
Denitrifikasyon

Azot fiksasyonu

Klorofilli Fotosentez

Rodopsinli enerji metabolizmasi

Gaz kesecikleri

Bakteria

Evet

Evet

Hayir
Yok

Muramik asit var

Ester bagh
708

Formilmetiyonin

Hayir
Evet
Evet
Evet

Evet

Evet

Evet

Arkea

Evet

Evet

Evet
Yok

Muramik asit
yok
Eter bagh
708

Metiyonin

Evet
Hayir
Evet
Evet

Hayir

Evet

Evet

Eukarya

Hayir
Hayir

Evet
Var

Muramik asit
yok
Ester bagh
80S

Metiyonin

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir
Evet(klorop-
lastlarda)
Hayir

Hayir
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Molekiiler filogeniler biitiin hiicreler arasinda evrimsel iliskileri ortaya
cikarmistir. RNA-temelli filogeniler mikrobiyolojinin pek ¢ok alt disiplinini
etkileyen yeni araclar olusturmuslardir. Bunlara, o6zellikle mikrobiyal
siiflandirma, mikrobiyal ekoloji ve klinik tanilar dahildir (Cokmiis 2010).

Ribozomal RNA dizilerinin elde edilmesi ve filogenetik agaclarin
olusturulmasi, molekiiler biyoloji ve bilgisayar analizlerinin beraber yliriitiilmesi
sonucu su an oldukga rutin hale gelmistir. Yeni bulunan diziler, Ribozomal Veri
Tabani Projesi (RDP)’ deki veya GenBank (Amerika), DDBS (Japonya) ve
EMBL (Almanya) gibi diger genetik veri tabanlarindaki mevcut dizilerle
karsilastirilabilir. Daha sonra aga¢ olusturan bir algoritma kullanarak bu bilgileri

en iyi sekilde ifade eden filogenetik bir agag cizilebilir (Cokmiis 2010).

1.6. Farklh Domainlerdeki Gen Analizleri

Karsilagtirmali genomikte farkli gen ve gen ailelerinin karsilastirilmasi
temel gorevdir. Pek ¢ok farkli mikroorganizmanin kromozomlarinin dizileme
caligmalar1 tamamlanmistir ancak karsilastirma sonuglart sasirticidir. Arkea’daki
DNA replikasyonu, transkripsiyon ve translasyondan sorumlu genler Eukarya’ya;
Bakteria grubundan daha ¢ok benzemektedir. Ancak yine sasirtict bir sekilde
Arkea’daki metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumlu genler ise

Eukarya’ya degil, Bakteria’ya daha ¢ok benzemektedir (Madigan ve ark. 2009).

1.7. Halofilik Bakteriler

Tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu dogal habitatlardaki ozmotik
etkiler oldukca fazla ilgi cekmektedir. Deniz suyu yaklasik %3 oraninda NaCl ve
az miktarlarda da olsa diger mineral ve elementleri icermektedir. Denizde bulunan

mikroorganizmalar, deniz suyunun su aktivitesinde optimum gelisme
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gostermelerine ek olarak, 6zel olarak sodyum iyonlarina da gereksinim duyarlar.
Bu tiir organzimalar halofiller olarak isimlendirilirler. Halofillerin gelisimi igin
belirli bir miktar NaCl’ye ihtiya¢ vardir, ancak optimum miktar organizmalar
arasinda degisiklik gosterir. Ornegin diisiik (%1-6) ve orta (%7-15) diizeyde
NaCl’ye ihtiya¢ duyan halofiller sirasiyla zayif halofil ve 1limli halofil olarak
adlandirilirlar. Cok tuzlu cevrelerde gelisme yeteneginde olan organizmalar
ekstrem halofiller olarak adlandirilirlar. Bu organizmalar optimum gelisme igin,
tiirlere bagli olarak %15-30 oraninda NaCl gereksinirler (Cokmiis 2010).

Halofilik mikroorganizmalar optimum olarak 0.2 M NaCl’nin {izerindeki
tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen ve bazilarinin ise 5M NaCl de bile
gelisebildikleri  gbézlemlenen organizma grubu olarak tanimlanir. Bu
ektremofillere; tuz golleri, tuzlu topraklar, soguk tuzlu ortamlar, alkalin tuzlu
habitatlar, tuzlanmig balik, et ve diger gidalarda rastlanilabilir. Halofilik
mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve siiflandirilmasi genellikle 16S rDNA dizi
analizi ve diger kemotaksonomik kriterlere gore yapilir. Halofiller asir1 tuzlu
ortamlarda yasayabilmek i¢in pek ¢ok mekanizma gelistirmislerdir. Kurumadan
kaginmak i¢in gelistirilen en yaygin metod ise gliserol, glisin betain ve amino asit
gibi organik ¢6ziinen maddeleri su kaybini 6nlemek i¢in kullanmalaridir. Ayrica
Halobakteriler, 1sikla ¢alisan klor pompasi olan ‘halorodopsin’ adi verilen
molekiilii hiicre i¢i iyon konsantrasyonunu ayarlamak i¢in kullanirlar. Orta
Doguda bulunan Olii Deniz ve Utah’da bulunan Biiyiik Tuz golii simdiye kadar en
cok calisilan iki asir1 tuzlu ortamlardir (Thaler 2005).

1.7.1. Halofilik Arkea
Haloarkea adi da verilen bu grup; tuzun yiiksek oldugu tuz golii, bolca

tuzlanmis gidalar, etler ve baliklar gibi yapay tuzlu ortamlarda yasayan

prokaryotik organizmalardir. Halofilik arkea Gram negatiftir ve hiicreler ikiye
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boliinerek iiremesini gergeklestirir. Dinlenme evresi ve spor olusturma gézlenmez.
Pek cok halobakteria hareketsizdir sadece bir ka¢ suslar tasidiklar1 kamg1 ve gaz
vezikiilii gibi yapilarla zayif bir hareket gosterir. Halobacterium ve Halococcus
cinsleri; toplam hiicresel DNA miktarinin %25-30 kadarinit igeren biiyiik
plazmitler tagimalar1 siradisidir. Bu plazmitlerdeki GC oran1 %57-60 ‘dir ve
kromozomal DNA’dan belirgin olarak farklilik gosterir (kromozomal DNA %66-
68 oraninda GC igerir). Ekstrem halofillerin plazmitleri kiigiik kromozom
yapilarina ragmen dogal olarak bulunan bilinen en biiyiik plazmitlerdir (Madigan
ve ark. 2009).

Ekstrem halofilik Arkea tiirlerinin biiylik bir kismi zorunlu aerob’dur.
Halobakterilerin ¢ogu enerji kaynagi olarak amino asitleri veya organik asitleri
kullanirlar ve optimal liremeleri i¢in baglica vitaminler olmak {izere pek ¢ok
tireme faktoriine ihtiyac duyarlar. Birkag Halobacterium tiiriiniin karbonhidratlari
okside ettigi bilinmektedir ancak bu ¢ok nadir goriilen bir oOzelliktir.
Halobacterium’da a, b ve c tipi sitokrom igeren elektron transport zincirleri
bulunmaktadir ve membran aracili kemiozmotik olaylar sonucu ac¢iga cikan bir
proton motive gii¢ ile aerobik iireme agamasinda enerji elde edilmektedir. Bazi
halofilik  Arkea anaerobik iireyebilmektedirler. Bazi tiirlerde seker
fermantasyonuna bagli anaerobik solunum yapildigr gosterilmistir (Cokmiis

2010).

1.7.2. Halofilik Bakteria

Halofiller bakteriyal domain i¢inde tiim filumlar igerisinde
yayilmiglardir. Halofilik bakteriler fizyolojik Ozelliklerine goére ¢ok farklilik
gosterirler: Aerobik ve anaerobik kemoototroflar, fotoototrofik ve fotoheterotrofik
tiirler oldugu kadar kemolitotrofik tiirler de vardir. Hipersalin ortamlardan izole

edilmis bakterilerin ¢ok az1 %15'den fazla tuzlulukta gelisebilmektedir. Bunlar



arasinda anaerobik halofillerden Halanaerobiales
(anoksijenik fotosentez yapabilen halofilik alkalofil) iiyeleri, Actinopolyspora
(doymus tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen aktinomiset) ve Salinibacter

(aerobik, heterotrofik, pigmentli) bulunmaktadir. Halofilik bakteria iiyeleri;

veE

halofilik arkea iiyeleri kadar iyi ¢alisiimamistir (Oren 2002).

Bactercides

Escherichia

Bacillus
Synechococcus
Deinococcus

Thermotoga

Aquifex

Uncultured archaea

! ;- Nanoarchaeum
Pyrobaculum
Aeropyrum
Sulfolobus
Pyrococcus
Methanococcus
Methanothermobacter
Archaecglobus
Halobacterium
Haloferax

Methanosarcina

Homo

Zea
Saccharomyces
Paramecium

Giardia Trypanosoma

Microsporidia

Korarchaeota
Nanoarchaeota
Crenarchaeota

Euryarchaeota

Bacteria

Eukarya

Sekil 1.1.Arkea, Bakteria ve Eukarya Domainleri Kaynak: www.nature.com

Halorhodospira
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Bazi ekstrem halofilik tiirler Tablo 1.4. de goriilmektedir.

Tablo 1.4. Baz1 Ekstrem Halofilik Arkea Cinsleri (Madigan ve ark. 2009)

Cins Morfoloji DNA(%molGC) Habitat

Halobacterium Cubuk 66-71 Tuzlanmus balik,deri,agirt tuzlu goller,tuzl
Halorubrum Cubuk 62-71 Olii Deniz, tuzlalar
Halobaculum Cubuk 70 Olii Deniz

Haloferax Diiz disk 60-66 Olii Deniz, tuzlalar

Haloarcula Diizensiz disk  63-65 Tuz havuzlari, Olii Vadi, deniz tuzlalar
Halococcus Kok 59-66 Tuzlanmig balik, tuzlalar
Halogeometricum Cubuk 59-60 Solar tuzlalar
Haloterrigena Cubuk, oval 59-60 Tuzlu toprak
Haloalkalifiller

Natronobacterium Cubuk 65 Yiiksek derecede tuzlu soda golleri
Natrinema Cubuk 70 Tuzlanmis balik, deri
Natrialba Cubuk 60-63 Soda golleri, kiy1 kumu
Natronomonas Cubuk 61-64 Soda golleri

Natrococcus Kok 63-64 Soda golleri
Natronorubrum Diiz hiicreler  59-60 Soda golleri
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1.8. Halofilik Bakterilerin Biyoteknolojik Onemleri

Halofilik mikroorganizmalar ¢ok yiiksek oranda tuz igeren ortamlarda
yasayabilirler bu yiizden ekstremofiller grubuna girerler. Bu ekstremofilik
mikroorganizmalar, halen pek ¢ok biyoteknolojik siirecin siirdiiriilebilmesi i¢in
kullanilmaktadirlar. Ornegin halobakteria’ lar bakteriyorodopsin iiretiminde
kullanilirlar. Halofilik mikroorganizmalarin biyoteknolojik olarak kullanildig1 pek
¢ok alan vardir. Bu alanlar1 genel olarak 6zetlemek gerekirse, ¢esitli polimerlerin
tiretimi (polisakkaritler), enzimlerin iiretimi, uyumlu ¢oziinlir maddelerin {iretimi,
yag gerikazaniminin artirilmasi, kanser teshisi, ilag goriintiileme, atiklarin ve

toksik bilesiklerin biyodegradasyonunda kullanimlaridir (Ventosa ve Nieto 1995).

1.8.1. Polimerik Maddelerin Uretimi

Eksopolisakkaritlerin, lipozomlarin, lektinlerin ve biyoplastiklerin iiretimi
halofilik  organizmalardan elde edilen biyoteknolojik Oneme  sahip
biyomateryallerdir. Ekstrem halofillerden olan Haloferax mediterranei hiicre dist
polimerik madde olan B-hidroksibutirat (PHB) ve B-hidroksibutirat'in kopolimeri
olan poly-B-hidroksialkonat (PHA)igerebilirler. Poly-B-hidrosialkonat igerikleri
tuzluluga bagl olarak kuru agirliklarinin %19-38'kadar olabilmektedir (Margesin
ve Schinner 2001; Oren 2002).

Poly-B-hidroksialkonat biyolojik parcalanabilir plastiklerin iiretiminde
kullanilir. Boyle termoplastikler (biyolojik polyesterler) polypropilenlere benzer
olarak yiliksek diren¢ ve diisiik erime sicakligi gibi miikemmel o&zelliklere

sahiptirler (Oren 2002).
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1.8.2. Gida Biyoteknolojisi

Halotolerant mikroorganizmalar tuz varliginda meydana gelen pek cok
fermantasyon siireci sirasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Bu organizmalar iiriinlere
0zgl tat ve aromanin olusumununu saglayan fermantasyon asamalarinda gorev
alirlar. Gida ve kozmetik maddelerinde, multivitamin preparatlarinda kullanilan B-
Karoten gibi maddelerin tiretiminde gorev alirlar (Margesin ve Schinner 2001).

Besinlerden izole edilen Micrococcus varians, salgadan izole edilen Vibrio
costicola gibi ¢ok sayida halofilik bakteriler vardir. Pek ¢ok caligma besinleri
kontamine edenleri arastirmak {izere yapilmaktadir. Ayrica tat vericiler olarak
bilinen ticari trlinlerde iiretilmektedir. Mesela Tayland'da "nam pla" denilen
fermente edilmis balik sosu geleneksel olarak iki parga balik ve bir parca deniz
tuzu eklenerek yapilir. Karigim konsantre tuzlu su ile kaplanir ve yaklagik bir yil
fermente olmasi i¢in birakilir. Halobacterium ve Halococcus olarak identifiye
edilmis olan kirmizi halofilik Arkea'lar yaklagik ii¢ hafta sonra maksimum
yogunluklarina ulagirlar ve fermantasyon periyodu boyunca bu durumlarini
stirdiiriirler. Halobakterial proteazlar bu siirecte muhtemelen rol oynamaktadirlar.
Arkea metabolizmasinca olusan iriinlerin bu sosun aromasina katki yaptigi

diistintilmektedir (Oren 2002).

1.8.3. Enzim Uretimi

Arkeal enzimler, yiiksek tuzda gorev yaptiklar1 ve organik ¢oziiciilere karsi
direngli olduklar1 i¢in biyoteknolojik islemlerde kullanilirlar. Enzimler 6rnegin;
amilaz, gelatinaz, lipaz, DNaz, selliilaz, B-galaktozidaz, katalaz ve kazeinazlar
farkli alanlarda kullanilabilenlerdir. Tekstil ve deterjan endiistrisinde kullanilan
enzimler enzim endiistrisinin % 65'ini  olusturmaktadir. Endistri temelli

mikrobiyal enzimlerin biiyiikk bir ¢ogunlugu bakterial proteazlardir ve deterjan
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katkis1 olarak kullanilir. Pek cok deterjan proteaz, amilaz, lipaz ve seliillaz
enzimleri igerir. Bu enzimler diisiik sicaklikta enerji tasarrufu saglarlar. Lipazlar
camasir ve bulasik deterjanlarinda kat1 ve sivi yaglar1 temizleme kapasitesinden
dolay1 genis kullanim alanina sahiptir (Oren 2002).

Ektoin'ler Halomonas elongata tarafindan iiretilen bir maddedir ve enzim
diizenleyici olarak kullanilir. Enzimin raf dmriini ve enzim hazirlama islemini
arttirir. Nemlendirme 6zelligini arttirmak igin cilt kremlerinde kullanilir (Oren

2002).

1.8.4. Kanser Teshisi

Halobacterium salinarium 84- kDa proteini iretir. Bu protein kanser
hastalarinda tiretilen C- myconcogene karsi iiretilen antibadileri kesfetmek igin
kullanilir. Bu genetik miihendisliginde E.coli iginde {iretilen insan myc

proteininden daha pozitif sonuglar vermektedir (Oren 2002).

1.8.5. Petrol Eldesi

Haloferax mediterranei hiicre dis1 polisakkarit iiretir. Bu salg1 kalinlastirici
ve jel maddesi olarak viskoziteyi stabilize eder. Bu polisakkarit pH, sicaklik ve
yiiksek tuz konsantrasyonuna karst direnclidir ve bu nedenle petrol kuyularindan

petrol ¢ikarma islemini iyilestirmek i¢in kullanilabilir (Oren 2002).

1.8.6. Cevre Biyoteknolojisi

Halofillerin tuz varliginda hidrokarbonlar1 oksitlemesi, petrol iirlinleriyle

kontamine olan tuzlu ekosistemlerin biyolojik iyilestirmesi i¢in yararhidir. Basarili

biyoremediyasyon Orneklerine deniz, Arktik ve Antartik ortamlarda
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rastlanmaktadir. Petrol biyodegradasyonu ve yiiksek tuzluluk arasinda sanilan ters
iliskinin aksine (tuzlulugun %20’den fazla oldugu ortamlarda) yeni bulunan bir
halo-termotolerant tiirii olan Streptomyces albaxialis’in ham petrol ve petrol
rtinlerini %30 oranindaki tuz varliinda bile aynistirabildigi goriilmiistiir
(Margesin ve Schinner 2001).

Alkali endiistriyel sular veya tuzlu sulardan biyolojik fosfatin
uzaklastirilmasi i¢in halofilik bakterilerin kullanilmas1 miimkiindiir. Biyolojik
fosfat1 ¢ekmesi i¢in mikroorganizmalarin kullanilmasi 6nerilmektedir (Garcia ve
ark. 2005). Halomonas sp.nin tuzlu fenolik atik sularin temizlenmesinde
kullanilabilecegi gosterilmistir.

Aromatik bilesiklerle kontamine olmus tuzcul c¢evrelerde halofilik
bakterilerin katabolik roliinii Garcia ve ark., (2005) aragtirmiglardir. Hipersalin
Oklahoma biiyiik tuz diizliiklerinde benzen ve toluenin aerobik parcalanirlilig: test
edilmis ve halofilik mikroorganizmalarin pargalamadaki rolii gosterilmistir
(Nicholson ve Fathepure, 2005). Lefebvre ve ark. (2005) deri isleme atik suyunun

biyolojik olarak temizlenmesi i¢in halofilik mikroorganizmalar1 6nermislerdir.

1.8.7. Alternatif Enerji

Hidrojen; kolaylikla elektrik enerjisine doniistiiriilebilmesi ve kolaylikla
yanabilmesi nedeniyle gelecegin enerji kaynagi olarak goriilmektedir.
Fotosentetik bakteriler; H, iiretimindeki avantajlar1 g¢esitli biyolojik kaynaktaki
organik maddelerin 151k yardimiyla doniistiiriilmesinde kullanilabilmeleridir.
Fotosentetik bakteri igeren bir halofilik bakteri toplulugunun % 3 NaCl ve 151k
varliginda ham nigastayr direk olarak H, iiretimini gergeklestirebildikleri
gorilmiistiir. Halofilik kiiltiir sistemleri, basit bir deniz suyu besiyerinde iiretilerek
biyokiitleden H; {iiretimi i¢in ekonomik bir yontemdir (Margesin ve Schinner

2001).
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1.8.8. Tarim

Buz-gekirdeklesme aktivitesi (Ice-nucleation activity-INA) yapay buz ve
kar tiretimi i¢in enerji tasarrufu sagladig icin biyoteknolojik olarak onemli bir
avantaj saglar. Buz-cekirdeklesme aktivitesi suyun 0 °C’nin daha altindaki
sicakliklarda (-7 °C ve -5 °C’den daha yiiksek sicakliklarda) donma yetenegidir.
Bu 6zellik gida endiistrisinde; dondurma iiretiminde ve tat kayb1 olmaksizin etkin
buz konsantrasyonunu saglamak icin kullanilir. Patojenik olmayan bakterilerden;
buz c¢ekirdeklesme aktivitesinden sorumlu genin transferi ve ekspresyonu
ekonomik agidan ilgi cekici olabilir. Fitopatojenik Pseudomonas syringae’den
izole edilen buz-¢ekirdeklesme geni inaZ basarili bir sekilde halofilik bakterilere
transfer edilmistir (Margesin ve Schinner 2001).

Tuzlu topraklarin tarima elverigli hale getirilmesi i¢in olas1 bir strateji de
halofilik organizmalardaki tuza dayanikliligin ekonomik degeri olan tarim

tirlinlerine aktarilmasidir (Margesin ve Schinner 2001).

1.9. infrared Spekroskopisi (IR)

Infared spektrofotometreleri numuneden gegen 1sin frekanslarmi analiz
ederek bir spektrum haline getiren cihazdir. Frekans veya dalga boyu analizi,
cihazda  bulunan  bir monokromatdr  aracih@iyla  yapilir.  Infrared
spektrofotometreleri baslica dorde ayrilir:
1-Kalitatif analizler i¢in (yapi1 tayini) i¢in gelistirilen greytingli cihazlar. Bunlara
dispersif cihazlar da denir.
2-Kalitatif ve kantitatif analizler i¢in gelistirilen Fourier doniisiimlii, cok amagh
cihazlar

3-Katilarin analizleri i¢in gelistirilen reflektans IR fotometreleri.
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4-Atmosferdeki organik maddelerin tayini icin gelistirilen dispersif olmayan
cihazlar

Infrared cihazlari tek 151n demetli veya c¢ift 151n demetlidir. Cift 151 demetli

cihazlar, iyi uygulandigi zaman, havada bulunan gazlardan 6zellikle de CO0, ve
H,O dan (O; ve N, den degil) gelen zemin absorpsiyonlarini sifira yaklastirir
(Giindiiz 2005).
IR maddenin infrared 1sinlarim1 absorblamasi temeline dayanir. Isigin
absorblanmasinin 0l¢iildiigli yontemdir. IR 1s1n1; dalga boylart (A) 800 nm —
400.000 nm arasinda olan bolgeye IR bolgesi denir. Dalga boylar1 yerine daha ¢ok
dalga sayis1 kullanilir.

IR’de genellikle 400 cm™ — 4.000 cm™ arasindaki bélge taranmaktadir. Bu
genis aralik 3 boliimde incelenmektedir.

1) 2500 cm™ -4000 cm™ yakimn IR
2) 4000 cm™ — 650 cm™ orta IR
3) 650 cm™ — 25 cm™ uzak IR blge denir.

IR 1sinlarinin enerjileri, molekiillerde titresim enerji diizeyleri arasindaki
farklara karsilik gelmektedir. IR 1sininin absorblanmasiyla molekiilde titresim
enerji diizeyleri arasinda bir gecis gergeklesir. Titresim enerji diizeyleri
molekiildeki titresim hareketi sonucu ortaya ¢ikan enerji diizeyidir. Molekiildeki
atomlarin birbirlerine yaklasip, uzaklagsmalart (bag uzunlugunun artip azalmasi)
ya da bag agilarinin degismesi ile ortaya cikan hareketlere titresim hareketleri
denir. Bir molekiilde genel olarak 3 tiir hareket vardir. Bunlar 6teleme, donme,
titresim hareketleridir. Molekiiliin 3 boyutlu hareketi; yer degistirmesi Oteleme,
molekiiliin x, y, z eksenleri boyunca yaptigt donme hareketidir. n atomlu
molekiiliin uzayda belli bir yone olan hareketini tanimlamak i¢in x, y, z
koordinatlar1 boyunca olusturulan vektorel bilesenler kullanilabilir. n atomlu bir
molekiilde olusturulacak vektorel bilesenlerin sayist 3n tane vektorel bilesen

kullanmak gerekmektedir (Y1ldiz ve Geng 1993).
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IR spektroskopisi daha ¢ok nitel analiz yani yap1 tayini amaciyla kullanilir.
Ciinkii bir maddenin IR spektrumu o maddenin en karakteristik 6zelliklerinden
biridir. Sadece optik izomerlerin IR spektrumlar1 birbirinin aynidir. Herhangi bir
reaksiyonun izlenmesinde de (reaksiyonun olup, olmadigini, verimlerin
hesaplanmasi i¢in) IR spektrumu kullanilabilir. IR Spektroskopisi nicel
analizlerde de kullanilabilir. Nicel analiz, absorbsiyonun Beer-Lambert kanununa
uygun olmasindan yararlanilarak yapilir. IR spektrumlarinda diizey eksen
absorbansi degil, % gecirgenligi gosterir. Bu nedenle analiz igin secilen pikin
zemin ¢izgisine karsilik gelen yiizde gecirgenlik degeri ile pikin maksimuma
karsilik gelen yiizde gecirgenlik degerinin logaritmik farklar1 alinir ve nicel analiz
i¢in o bilesik i¢in karakteristik alan ve spektrumda siddetli olarak gozlenen bir pik
secilir.

Bu yontem nicel analizde kullanilabilmesine ragmen ¢ok fazla tercih
edilmez. Bunun sebepleri;
1- Monokromator ¢ikis araligi genis oldugu icin Beer-Lambert kanunundan
sapmalar fazladir.
2- Spektrum daha karmasiktir, bu durum pikin zemin ¢izgisinin
belirlenmesinin zorlugunu doguracaktir.
3- Bu yontemde hiicre genisligi belirsizlige sebep olabilir (Lambert ve

ark.1987).

1.10. IR Cihazinin Bashca Parcalari

1.10.1. Numune Kaplan

Infrared cihazinda kullanmilan numune kaplari UV ve goriiniir alan

cihazinda kullanilanlardan ¢ok farklidir.
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1.10.2. Isin Demeti Kesicileri

Infrared cihazlarina, kaynaktan gelen 1s1n demetlerini modiile etmek igin
bir 151n demeti yolu kesicisi kullanilir. Bu alet saniyede 5-10 devir yapan bir yarim
aynadir. Boyle bir alet detektor sisteminin kagak 1sinlarin, esas 1sinlardan
ayirmasina yardim eder (infrared i1sinlari bir ¢ok kaynaktan 1sinim sonucu

gelebilir). Devri diisiik kesicilerle daha iyi sinyaller alinir.

1.10.3. Isik Demeti Siddetini Ayarlayicilar

Infrared cihazlarinda referans maddesinden gegen 151k demetinin siddeti,
numuneden gegen 1s1n demetinin siddetine esit yapilir. Bunun i¢in disleri testereye
benzeyen bir tarak kullanilir. Referans ve numuneden gegen 1sik demetleri
siddetlerinin farkina gore, 6zel bir motorla (senkronize motorla) hareket ettirilir
(demet siddetleri birbirine esit yapilir). Ayrica bu motor yazicisint dondiiren ikinci
bir motorla uyumlu olarak c¢aligir. Buna gére, monokromatorun prizma veya optik
agindan ¢ikan A; dalga boyundaki 1s1n demetine gore, iizerinde spektrum kagidi
bulunan tambur dondiiriiliir ve kagittaki A; dalga boyu, yazicinin 6niine getirilir. A,
dalga boyundan sonraki dalga boylarinda bir absorpsiyon varsa birinci motor buna
uygun olarak hareket eder ve taragi asagiya indirerek 1sin demetlerinin esit
olmasini saglar. Bu arada tambur iizerindeki kagida yazan ug¢ da, tarakla birlikte
asagiya iner. Absorpsiyon olmadigi zaman tarak ve igne ayni zamanda yukari
cikar. Monokromator dispersiyon cihazi, spektrum kagidi tamburu, yazict ug ve

demet kesici tarak ayni zamanda ve birbirleriyle uyumlu olarak calisirlar.
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1.10.4. Monokromatorlar

IR monokromatorlarinda mercekler bulunmaz. Onun yerine ¢ok sayida
ayna kullamilir. Bunlar, parlak yiizeyli toplayici aynalardir. Infrared
spektroskopisinde hem prizmalar hem de optik aglar kullanilir. Prizma ¢esitli
maddelerden yapilir. Bu maddeler ve kullanilma alanlar1 soyledir:

Kuvars prizmalar 0,8-3 pm (12500-3300 cm™) arasinda kullamlir. Ama
dispersiyonu kétiidiir. 4 pm’ den sonra siddetle absorplama yapar.

-Sodyum kloriir prizmalart 5-16 um arasinda iyi, 2,5-5 um arasinda ise daha iyi
sonug verir. 20 pm den sonra siddetle absorpsiyon yapmaya baglarlar.

-Kalsiyum bromiir prizmalar1 2,4-7,5 um arasinda kullanilir

-Potasyum bromiir prizmalar1 15-40 um (675-250 cm™) arasinda uzak infrared
bolgesinde kullanilir.

-Sezyum bromiir prizmalar1 10-50 um arasinda kullanilir.

-Lityum floriir prizmalar1 1-5 pm (10000-2000 cm™) yakin infrared alaninda
kullantlir.

Prizma maddelerinin ¢ogu nem c¢ekici olduklarindan ve nemden zarar
gordiiklerinden ¢ok iyi korunmalar1 gerekir. Optik aglar {lizeri parlak aliiminyum
levhasiyla kapli cam veya plastikten yapilir. Boyle aglara yansitict aglar da denir

(Giindiiz 2005).

1.11. IR Spektroskopisinde Kullanilan Cozeltiler ve Bashica Numune

Hazirlama Teknikleri

Infrared spektroskopisi i¢in hazirlanan numune; kati, sivi, ¢ozelti ve gaz
halinde olabilir. incelenen numunenin yapisina bagl olarak &rnek hazirlama
yontemleri degisir. Biitiin fazlarda, 6rnek kaplarmin KBr, NaCl gibi alkol

halojeniirlerden IR 1s1min1 geciren malzemelerden yapilmis olmasi gerekir. Bunlar
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nem c¢ekici maddelerdir. Bu yiizden kuru ortamda ¢alisiimalidir (Lambert ve ark.

1987).

1.12. Katilarin IR Spektrumunun Alinmasi

Katilarin spektrumu kat1 halde veya c¢ozelti haline getirilerek alinir.
Madde kat1 haldeyken, dimerlesme ve molekiiller arasi hidrojen baglar1 verebilir.
Cozelti halindeyken ise ¢oziicli molekiilleriyle ¢esitli sekillerde etkilesebilir. Eger
her iki halde de etkilesme yoksa iki halin spektrumlar1 birbirinin ayni olur. Bu
nedenle bir maddenin kat1 ve ¢ozelti hallerinin spektrumlarinin alinmasi, yapisi
hakkinda daha yararli bilgiler verebilir.

Bir maddenin kat1 halinin spektrumu genellikle Nujol (sivi parafin),
hekzaklorobiitadien veya potasyum bromiir i¢inde alinir. Bu amacla madde iyice
toz haline getirilir. Isin yansimasi ve dagilmasini 6nlemek amaciyla maddenin
parcaciklarinin boyutlar1 kullanilan 1sinlarin dalga boyundan daha kiigiik
olmalidir. Maddenin ger¢ek spektrumunu ortaya c¢ikarmak icin alinan
spektrumundan, bu spektrumda kullanilan yardimci maddenin (Nujol gibi)
spektrumu ¢ikarilir (Gilindiiz 2005).

Kat1 numunelerde; 2 ¢esit 6rnek hazirlama teknigi kullanilabilir. Tablet
hazirlama teknigi; bu teknikte bir mg’lik (5-10 mg) incelenecek kati numune 50-
100 mg KBr ile karnistirilir. Bu karisim agot havanda 6giitiilerek tanecik boyutu
kiiciiltiiliir ve 10 ton gibi yiiksek basing ve basing altinda sikistirilarak tablet
haline getirilir (Lambert ve ark.1987).

Ortam olarak kullanilan KBr’nin avantaj saglayan yonleri soyledir:

1-KBr; IR alaninda absorbsiyon yapmaz.

2-KBr ile yapilan numune diskleri uzun siire muhafaza edilebilir.

3-Maddenin konsantrasyonu istendigi gibi ayarlanabilir.
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Ancak, KBr’nin iyi olmayan yonleri de vardir. Bunlarida baslica soyle
6zetlemek miimkiindiir:

1-Disk yapma sirasinda maddenin simetri 6zellikleri degisebilir.

2-KBr nem cekici 6zellikte oldugundan, dikkat edilmesi gerekir. Eser
oranda absorbe edilen su OH bdélgesinde pik verir ve spektrumu karistirir (Giindiiz

2005).

1.12.1. Disk Haline Getirme Teknigi

Numuneyi disk haline getirme tekniginde; analiz edilmek istenen
maddeden yaklasik 1mg. alinip agat bir havanda iyice toz haline getirilir. Bunun
tizerine yaklagik 100mg. potasyum bromiir konulur ve yine iyice ezilerek ince,
homojen bir karigim yapilir. Bu karisimdan uygun miktarda alinarak preste ince
seffaf disk haline getirilir. Disk yapilirken daha yiiksek basinglarda daha iyi disk
olacag diisiincesine kapilinmamalidir. Clinkii, gereginden fazla olan basing diskte
yildiz seklinde catlamalara yol agar. Diskin yapildig1 kismin havasi alinirsa, i¢inde
hava kabarciklar1 da kalmaz. Numuneyi disk haline getirmede dikkat edilecek en
onemli nokta, disk yapilacak parcaciklarin biiyiikliiklerinin, kullanilan 1sinlarin
dalga boylarindan biiyiik olmamasidir. Parcaciklar, kullanilan isinlarin dalga
boylarindan daha biiyiik olursa, 1s1nin biiyiik bir kismi1 etrafa yayilir yani sagilma

olur (Giindiiz 2005).

1.12.2. Siispansiyon Haline Getirme Teknigi

Stispansiyon haline getirme tekniginde 3-5 mg. kadar numune agat bir
havanda iyice ezilir. Uzerine nujol denilen saf parafinden 1-2 damla konulur ve
yine iyice karistirilir. Bu sekilde hazirlanmis olan siispansiyondan bir kiigiik

damla NaCl veya KBr diskinin iizerine akitilir. Uzerine ayn1 maddeden ikinci bir
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disk kapatilarak silispansiyonun diskler arasinda diizgiin bir sekilde yayilmasi
saglanir. Bu islem yapilirken elle disklerin sadece yan kenarlarindan tutulur, hig
bir zaman 151n demetlerinin gectigi yiizeylere elle dokunulmamalidir. Disklerin
cap1 genellikle 1-2 cm. , kalinliklar1 da 0.2-0.4 cm. kadardir. Diskleri temizlemek
icin genellikle susuz polar olmayan ¢oziicliler kullanilir. Diskler temizlenir
temizlenmez ince ve yumusak bir kagitla kurutulur. Aksi halde diskler iizerinde su
toplanir ve diski ¢ozer (suda ¢oziinmeyen diskler hari¢). Diskler kurutulduktan
sonra bir desikatorde muhafaza edilir. Gerek siispansiyon, gerekse potasyum
bromiir diskleri 6zel olarak yapilmis metalik gerceveye yerlestirilerek spektrum

alinir. Diskler kapiller olayi ile birbirlerine tutunurlar (Glindiiz 2005).

1.12.3. Cozelti Haline Getirme Teknigi

Bir maddenin spektrumunu almak i¢in kullanilan yollardan biri de, onu
uygun bir ¢oziiciide ¢ozelti haline getirmektir. Bunun icin maddenin oldukca
derisik bir ¢ozeltisi hazirlanir (%0,1-10 gibi). Dikkat edilmesi gereken nokta;
kullanilan ¢ozelti, numunenin koyulacagr pencereyi ¢ozebilecek yapida
olmamalidir (Giindiiz 2005).

Cozelti hazirlanacaksa, ¢oziicii se¢imi onemlidir. Coziiciiniin IR 1sinlarini
absorblamayan bir ¢6ziicii olmasi gerekir. Bu ¢dziiciiler proton igermeyen ve polar
olmayan c¢oziiciilerdir. Ornegin CCly, CS, IR de ¢oziicii olarak kullamlabilir
(Tablo 1.5.). Fakat tiim IR 1sinlarin1 gegiren tek ¢oziicli bulmak miimkiin degildir.
Bu yiizden spektrumun farkli bolgeleri i¢in farkli ¢oziiciiler kullanarak
spektrumlart kaydetmek gerekir. Daha sonra da her bir spektrumdan elde edilen
bilgiler toplanarak molekiiliin yapisi aydinlatilmaya caligilir.

Diger teknik; mineral yaglar icerisinde asili hale getirme teknigi,
incelenecek kati numune nujal gibi bir mineral yagla karistirilarak kati

taneciklerin yagi igerisinde dagilmalari saglanir ve bu karisim sivilar igin
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kullanilan 6rnek kabina konularak spektrum kaydedilir. Fakat burada kullanilan
mineral yaginda IR 1sinlarin1 absorblayabilecegi dikkate alinmali ve yaga ait IR
pikleri fark alinarak spektrumdan ¢ikarilmalidir.

Bazi boyalar, polimerler, yapigkanlar gibi viskozitesi yiiksek maddelerin
IR spektrumlarin kaydedilmesi i¢in IR 1ginlarinin kirilma indisi yiiksek bir
malzeme i¢inde tam yansima ile ilerlemesinden yararlanilir. Burada incelenecek
ornek kirilma indisi yiiksek malzeme ile distan temas halindedir.

Burada IR iginlart kirilma indisi yiiksek malzeme iginde tam yansima ile
ilerlerken yansimanin oldugu her bir ana yiizeyde distaki 6rnekle etkilesir ve IR
1sinlar1 absorblanir. Boylece maddenin IR spektrumu kaydedilebilir. Bu yonteme
i¢ yansima spektroskopisi (IRS) veya azalan tam yansima spektroskopisi (ATR)
denir (Giindiiz 2005).

1.13. Sivilarin IR spektrumlari

Numune sivi halde ve uygun bir ¢oziiciisii de bulunamamigsa, bir disk
tizerine kiicik bir damla alinir ve ayni cinsten iki disk arasinda ¢ok ince
(genellikle 0,01 mm. kadar) bir film haline getirilir. S1vi fazdaki numunelerde 2
durum vardir. Saf sivi haldeki numune ya da ¢6zelti halindeki numune olabilir.
Saf sivilar i¢in kalinlig1 yaklasik 0,02 mm, ¢ozeltiler i¢in 0,5 mm kalinligindaki
ornek kaplar1 kullanilir (Glindiiz 2005; Lambert ve ark.1987).

1.14. Gazlarin IR spektrumlari

Diisiik sicaklikta kaynayan maddelerin ve gazlarin spektrumlari 6zel
olarak yapilmis vakumlu numune kaplarinda alinir. Uzun silindir bigimindeki
ornek kaplar1 kullanilir. Bu kap i¢inde 1s1nin 6rnekle etkilestigi yolu arttirmak icin

15101 yansitarak ilerleten aynalar kullanilir. Gazlarda 151n demetinin gectigi yoldaki
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absorplatict tanecikler ¢ok az oldugundan, 1s1n demetinin yolu aynalarla

metrelerce uzatilir (Giindiiz 2005; Lambert ve ark.1987).

Tablo 1.5.Bazi1 ¢oziiciilerin IR gegirgen (en az %75) olduklari araliklar (Giindiiz 2005)

IR gecirgen olduklar1 arahk

[ Karbontetraklorir | 5000-1300 cm™ (Imm) |
Karbondisiilfiir 1300-625 cm™" (1mm)
Kloroform 3000-1300 cm™ (1mm)
Sikloheksan 2700-1600 ve 850-700 cm™ (1mm)
Benzen 3000-2000 ve 1000-780 cm™ (1mm)
Dioksan 810-700 cm™ (1mm)
Isopropanol 3200-1540 cm™ (1mm)
Metil siklopentan 2800-1480 cm™ ve 1350-980 cm™ (1mm)
Tetrakloroetilen 3600-1370 cm™ (1mm)
Su 2930-1750 ve 1580-930 cm™ (0,01mm)
Aseton 2900-1800 ve 1080-910 cm™ (0,1mm)

1.15. infared Spektroskopisinin Bakteri Hiicrelerinin  Yapisim

Incelemede Avantajlan

Son yilllarda mikrobiyolojik analizlerde yeni, hassas ve artan kesinlikte

teknikleri ortaya ¢ikmistir. Bu teknikler: Molekiiler spektroskopiler FTIR, MS,
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GC, HPLC’ dir. Bu gelismeler; mikrobiyolojideki molekiiler genetik tekniklerin
ilerlemesi ile yasanmistir. Bakteriler az sayida morfolojik sekilde olmalarina
ragmen (kok, cubuk, spiral, kiire) kimyasal icerik ve yapilart ¢ok ¢esitlidir.
Prokaryotik bakterilerin sitoplazmik yapilar1 hayvanlar, bitkiler, mayalar ve
funguslarden oldukg¢a basit olmasimna ragmen plazma zarmin dig tarafi ¢ok
kompleks ve farkli yapilardan olusur. Orta infrared bolgede 4000-1000 cm™ arasi
goriilen absorpsiyon bantlart molekiildeki fonksiyonel grup ve baglara aittir. 1400
ecm™ den diisiik dalga boylarmdaki IR absorpsiyon bantlari molekiil yapisindaki
0zel bir grup atomdan degil molekiiliin iskeletsel titresimlerinden kaynaklanir.
Pek c¢ok biyolojik molekiiliin orta bolge spektrumu daha once elde edilen veri
tabanlar1 ve literatiirler sayesinde bilinmektedir ve bilinmeyen saf bilesiklerin

tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Mantsch 1996).

1.16. Fourier Transform infrared Spektroskopisi (FT-IR)

Infrared spektroskopisi biyolojik molekiillerin calisiimasinda giiglii bir
teknik olarak goriilmektedir ve bu yoOntemin biyolojik problemlerin
¢oziilmesindeki kullanimi, Infared spektroskopisinin bir ¢esidi olan FT-IR nin de
bulunmasiyla giderek artmistir. Infrared spektroskopisinin en biiyiik
avantajlarindan birisi de her Ornegin, her asamada c¢alisilmasina olanak
saglamasidir. Sivi, kati, gaz, toz, fiber pek ¢ok yiizey uygun preparasyon metodu
uygulanarak incelenebilmektedir. Proteinler, peptidler, lipitler, biyomembranlar,
karbonhidratlar, farmasétikler, gida maddeleri, bitki ve hayvan dokular1 basarili
bir sekilde infrared spektroskopisiyle analiz edilebilmektedir (Stuart 1997).

Proteinlerin ve polipeptidlerin yapilarinin anlagilmas: i¢in spektroskopi
kullanim1 1950’lere dayanmaktadir. 1970’lerde arastirmacilar bu teknigi protein
yapt dinamiklerini daha iyi anlamak i¢in hidrojen dotaryum degisimini

gozlemlemekte kullanmislardir. IR spektroskopisi daha sonraki yillarda niikleik
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asit, lipit ve karbonhidratlarin incelenmesinde de kullanilmistir (Beekes ve ark.
2007).

Lipidler, proteinler, peptidler, biyomembranlar, niikleik asitler, hayvan
dokulari, mikrobiyal hiicreler, bitkiler ve klinik numuneler infrared
spektroskopisiyle basarili bir sekilde calisilmistir. Mikroskobik yontemler diger
cok yonlii analitik yontemlerle birlestirildigi zaman kompleks 6rneklerin mikron
boyutlarinda incelenmesine olanak saglamaktadir (Stuart 1997).

Bir 6rnegin IR spektrumu; 6rnegin i¢inden gegen yogun IR radyasyonuyla
elde edilmektedir. Spektrumdaki karekteristik dalgalar, yogunluk ve bant
genislikleri; molekiillerdeki fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde ve biyolojik
molekiilerdeki farkli yapilarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. IR spektroskopisi
proteinlerin yapisal 6zelliklerinden bilgi elde edilmesinde kullanilan ilkin analitik
metodlardan birdir. 1950’lerin baglarinda IR spektrumundaki polipeptid ve ikincil
yapilarinin olusturdugu spesifik bantlarin yerleriyle aralarinda bir baglant1 oldugu

gorilmistiir (Beekes ve ark. 2007).

1.16.1. FT-IR’nin Mikrobiyolojide Kullanimi

-Hiicrenin Kkimyasal yapisi ve hiicre bilesenleri: Bakteriler smirli sayida
morfolojik formda olabilmelerine ragmen kimyasal yap1 ve bilesenleri ¢ok
cesitlidir. Prokaryotlar (Bakteriler); Hayvanlar, bitkiler, mantarlar ve fungiden
(6karyotlar) daha basit yapida olsalar da plazma membranlarinin disinda oldukga
karmasik ve farkli yapilar igerirler. Bu gruplarin hiicrelerinin kimyasal yapisi ve
hiicre bilesenlerini incelemede FT-IR biiylik avantaj saglar.

-Bakterilerdeki taksonomik ¢alismalar: Prokaryotlarin taksonomisi; bakterilerin
ayirimini, siniflandirilmasini ve identifikasyonunu igerir. Taksonomide kullanilan

klasik yontemler; mikroskopik ve renklendirme tekniklerine ek olarak; katabolik
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reaksiyonlart inceleme, besin maddelerinin kullanimu, iirettikleri metabolitler ve
antibiyotiklere kars1 duyarlhiliklaridir.

Bakteriyal ¢esitlilik her zaman biyokimyasal ¢esitlilik demektir. Bu da FT-
IR spektroskopisinin taksonomik c¢aligsmalar i¢in ¢ok degerli bir teknik oldugunu
ortaya koyar c¢linkii FT-IR spektrumu, hiicrenin sahip oldugu biyokimyasal
kompozisyon hakkinda bilgi verir. Bakteriyal FT-IR spektrumlarimin karmasik
olmasi nedeniyle elde edilen veriler, Ana Bilesenler Coziimlemesi (Principal
Component Analysis= PCA), faktor analiz teknikleri, kiimeleme analizi, yapay
noral aglar ve cesitli veritabani arama algoritmalariyla birlikte daha anlagilabilir
sonuglar vermektedir. FT-IR spektroskopisiyle bakterilerin cins, tlir ve hatta sus
seviyesinde bile ayirimlar yapilabilmektedir.
-Belirli hiicre bilesenlerinin belirlenmesi ve identifikasyonu: Sarbon hastaligi
etmeni Bacillus anthracis’de virulensin ger¢eklesmesine neden olan poliglutamik
asit kapsiili bulunmaktadir. Bu kapsiiliin varligi FT-IR spektroskopisi ile
belirlenebilmektedir. Ayrica endosporlarin olusumu, B poli-hidroksibiitirat ve
glukojen benzeri depo maddelerinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir.

FT-IR tiim bunlara ek olarak ilag-hiicre etkilesimlerinin izlenmesinde,
biyofilm yapilarinin analizinde, ve canli bakterilerin membranlarinin analizinde de
kullanilabilmektedir (Mantsch 1996). Ayrica enfeksiyonlardan sorumlu
mikroorganizmalarin identifikasyonunda da hizli bir teknik olarak karsimiza
cikmaktadir (Stuart 2004). Biyolojik FT-IR spektrumunun bant frekanslar1 Tablo
1.6. ve Tablo 1.7. de gosterilmektedir.
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Biyolojik FT-IR Spektrumunun Bant Frekanslari

Tablo 1.6. Biyolojik FT-IR analizi bant frekanslar1 (Beekes ve ark. 2007, Garip ve ark. 2007)

Frekans (cm™)

Karsilik geldigi molekiil yapilar

~3500
~3200
~3307
2959
2934
2927
2876
2857
1741-1715
~1655
~1637
1548
1515
1468
~1400
1310-1240
1250-1220
1200-900
1085
900-600

Hidroksil gruplarinda O-H gerilimi
Proteinlerin N-H gerilimi
Polisakkarit ve proteinlerde N—H ve O—H titresimi
Yag asitlerindeki metil gruplarinda asimetrik CHj titresimi
CH, gruplarinda C—H titresimi
Yag asitlerinde metilen gruplarinda asimetrik CH, titresimi
Yag asitlerindeki metil gruplarinda simetrik CHj titresimi
Yag asitlerinde metilen gruplarinda simetrik CH, titresimi
Esterlerde, karbonik ve niikleik asitlerde C=0 titresimi
a-Heliks yapisina ait Amid 1
Amid 1
Amid 2
Tirozin band1
CH,’de C—H deformasyonu
COO' ‘da simetrik C=0 titresimi
Proteinlerde Amid 3 band bilegenleri
Fosfodiesterlerde P=0 titresimi
C-0O-P, P-O-P karbonhidratlarinda C—-O-C, C-O
PO, ‘de P=0 titresimi

Parmak izi bolgesi
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Tablo 1.7. FT-IR biyolojik bant frekanslar1 (Schmitt ve Flemming 1998)

Wavenumber Bant Girisimleri
[em™')
1 Yag asiti 3400 OH of water
Bilgesi 2956 CH, asym. stretch
i 2920 CH, asym. stretch
2870 CI1; sym. stretch
2850 CH, sym. stretch
— 1745/1735 > C=0 stretch, Ester, fatty acids
2 Protein 1705 > C=0 stretch, Ester, carboxylic groups
Bilgesi 16521648 Amide I, (C=0) different conformation
15501548 Amidc 11, N=H, C-N and structure of protcins
— 1460-1454 C-H bend. from CH,
3 Kansik 1400-1398 C-0O bend. from carboxylate ions
Bilge 1303 Amide IT (C-N)
1240 P=0 from phosphate
1222 P_O
1114 C-0-P, P-O-P
. - 1085 ring vibrations
4 Polisaklearit —45) C-0, C-0-C from
Bolgesi ,
- polysaccharides

Orjinal bir biyofiziksel metod olan FT-IR; biyokimya ve ilag
arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Mikrobiyolojideki giincel uygulamalar
ve prion ¢aligmalarindaki sonuglar bu teknigin hizli ilerleyisinin bir kanitidir. FT-
IR spektroskopisi; mikroorganizmalarin tanimlanmasinda, klinik tipta ve
biyoterdrizmin Onlenmesinde kullanilan ¢ok giiclii bir tekniktir. Sadece bunlarla
sinirl1 olmamakla birlikte pek ¢ok farkli kullanim alani vardir (Tablo 1.8.).
Patalojik prion proteininin yapisal 6zelliklerini a¢iklamada, sinir dokusu ve kanda
prionlarin neden oldugu molekiiler degisiklikleri agiklamada kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarla yapilan agir metal biyosorpsiyonunda; hiicre ylizeyindeki
agir metal tutma bolgelerinin saptanmasinda da kullanilabilir (Preisner ve ark.

2007).
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Tablo 1.8. Literatiirdeki Mikrobiyolojik FT-IR Calismalar1 (Garip ve ark. 2009)

L. curvatus ve L. paracasei

Calisilan Mikroorganizmalar Yil Referans Makalenin Orjinal Ad1
Staphylococcus, Streptococcus, 1990 | Helm ve ark. | Classification and identification
Clostridium, Legionella species ve of bacteria by Fourier-
Escherichia coli transform infrared
spectroscopy
Bacillus cereus, Bacillus mycoides, | 1998 Beattie ve Discrimination among Bacillus
Bacillus thrungiensis ark. cereus, Bacillus mycoides,
Bacillus thrungiensis and some
other species of the genus
Bacillus by Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy
Candida albicans 2000 | Orsini ve ark. | FT-IR microspectroscopy for
microbiological studies
Pseudomonas aeruginosa, 2001 | Filip ve ark. An attempt to differentiate
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas spp. And other
Pseudomonas putida, ve soil bacteria by FT-IR
Pseudomonas stutzeri spectroscopy
Enterococcus tiirleri ( E. faecalis, E. | 2003 Guibet ve Discrimination and
faecium, E. durans ve E. hirae) ark. classification of Enterococci by
Fourier transform infrared (FT-
IR) spectroscopy
Listeria monocytogenes ATCC 2004 | Lin ve ark. Discrimination of Intact and
19114, L. innocua ATCC 51742, L. Injured Listeria monocytogenes
innocua ATCC 33090, ve L. by Fourier Transform Infrared
monocytogenes ATCC 7644 Spectroscopy and Principal
Component Analysis
Streptococcus crista, Strep. 2004 | Vander Mei | Grouping of oral streptococcal
salivarius ve Strep. Rattus ve ark. species using fourier-transform
infrared spectroscopy in
comparison with classical
microbiological identification
Bacillus subtilis 2004 | Filip ve ark. FT-IR spectroscopic
characteristics of differently
cultivated Bacillus subtilis
Lactobacillus, L. sakei, L. plantarum, | 2004 | Oust ve ark. FT-IR spectroscopy for

identification of closely related
lactobacilli
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Tablo 1.8. (Devam) Literatiirdeki Mikrobiyolojik FT-IR Caligmalar1 (Garip ve ark. 2009)

Acinetobacter tiirleri 2004 | Winder ve The rapid identification of
ark. Acinetobacter species using
Fourier transform infrared
spectroscopy
Candida albicans, Candida glabrata, | 2005 | Essendoubi | Rapid identification of Candida
Candida parapsilosis, Candida ve ark. species by FT-IR
tropicalis, Candida krusei, ve microspectroscopy
Candida kefyr
Bacillus cereus, Salmonella enterica, | 2006 | Al-Holy ve Classification of foodborne
Escherichia coli ve Listeria spp. ark. pathogens by Fourier
Transform Infrared
Spectroscopy and pattern
recognition techniques
Campylobacter coli ve 2006 | Mouwen ve | Artificial neural network based
Campylobacter jejuni. ark. identification of
Campylobacter species by
Fourier transform infrared
spectroscopy
S.arlettae, S.capitis, S.caprae, 2006 | Lamprell ve Discrimination of
S.carnosus, S.epidermis, S.equorum, ark. Staphylococcus aureus strains
S.felis, S.gallinarum, S.lentus, from different species of
S.intermedius, S.pasteuri, S.pulvereri Staphylococcus using Fourier
transform infrared (FTIR)
spectroscopy
Enterobacter aerogenes, 2006 | Sandt ve ark. FT-IR microspectroscopy for
Enterobacter cloacae, Klebsiella early identification of some
spp., Citrobacter koseri; Proteus clinically relevant pathogens
mirabilis, Escherichia colli,
Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, ve
Enterococcus faecium
Lactobacillus, Lactococcus, 2007 Dziuba ve Identification of lactic acid
Leuconostoc, Pediococcus ve ark. bacteria using FTIR
Streptococcus tiirleri spectroscopy and cluster
analysis
Listeria monocytogenes d6rnekleri 2007 | Oust ve ark. FT-IR microspectroscopy:
apromising method for the
rapid
Identification of Listeria
species
Staphylococcus aureus 2007 Amiali ve Evaluation of Fourier transform
ark. infrared spectroscopy for the

rapid identification of
glycopeptide-intermediate S. 4
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Tablo 1.8. (Devam) Literatiirdeki Mikrobiyolojik FT-IR Caligsmalar1 (Garip ve ark. 2009)

Listeria innocua FH, Lactococcus 2008 | Alexandrakis | Detection and identification of

lactis, Pseudomonas fluorescens, ve ark. bacteria in an isolated
Pseudomonas mendocina ve system with Near-Infrared
Pseudomonas putida Spectroscopy and

Multivariate Analysis

Acinetobacter baumanni, 2008 | Preisner ve Uncertainty assessment in FT-
Enterococcus faecium ve ark. IR spectroscopy based bacteria
Staphylococcus aureus/epidermidis classification models
Bacillus cereus, B.megaterium, 2009 | Forrester ve Chemometric analysis of
B.subtilis, B.thrungiensis ark. multiple species of Bacillus

bacterial endospores using
infrared spectroscopy:
Discrimination to the strain
level

1.16.2. FT-IR Bulgularinin istatistiksel Analizi

FT-IR ile yapilan analizlerin spektrumlarinin karsilagtirilmasinda pek ¢ok
farkli istatistiksel yaklagim uygulanmaktadir. Literatiire baktigimizda ge¢miste
pek ¢ok arastirmacinin FT-IR spektrumlarinin istatistiksel analizi i¢in farkli
yontemler kullandiklar1 gorilmektedir. Lin ve arkadaslar1 (2004) Listeria
tiirlerinin identifikasyonunda Ana Bilesenler Cozliimlemesi (Principal Component
Analysis= PCA) kullanmislardir. Caligmalarda kullanilan diger istatistiksel
yontemler ise Hiyerarsik Kiimeleme Analizi  (Hierarchical Cluster
Analysis=HCA), Kismi En Kiiciik Kareler Regresyon Yontemi (Partial Least
Square Regression=PLSR), Soft Independent Modeling of Class Analogy
(SIMCA) teknigi, Kanonik Varyete Analizi (Canonical Variate Analysis=CVA),
farkl1 zamanlarda alinan spektrumlarin kaydedilmesi ve bunlarin ortalamasinin
almarak analiz edilmesi, Infrared spektroskopisi cihazinin spektrumu kendi
programi araciligl ile diizeltmesi gibi farkli teknikler kullanilarak yapilmistir
(Burgula ve ark. 2007).

FT-IR analiz sonuglarinin bir istatistiksel yontemle birlestirilerek

degerlendirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in kullanilan istatistiksel yontemler
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olarak Multivaryete Istatistik Analizi (Multivariate Statistical Analysis=MSA),
Faktor analizi, Yapay Noral Aglar (Artificial Neural Networks=ANN), Hiyerarsik
Kiimeleme Analizi (Hierarchical Cluster AnalysissHCA) 0&rnek olarak

gosterilebilir (Beekes ve ark. 2007).

1.16.3. FT-IR Spektroskopisinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Modern FTIR cihazlarmin kullanimi ¢ok kolay, hizli, ¢ok hassas ve yiiksek
bir verimlilikle ¢alistyor olmasidir. FTIR’nin eski versiyonlarina gore dalga
boyunun ¢ok daha net okunabildigi,genis olmayan yani daha kesin pikler elde
edilebilmektedir. Biitiin bu avantajlarinin yaninda FTIR ’nin baz1 yetersizlikleri de
var. Bunlar:

. FT-IR; atomlar1 ve tek atomlu iyonlari, elementleri, helyum ve argon gibi
inert gazlari saptayamamaktadir.

. FT-IR; N, ve O, gibi ¢ift atomlu molekiilleri saptayamaz (Bu bazi
durumlarda;analiz i¢in vakuma yapmaya gerek kalmadigi i¢in bir avantaj olarak
goriilebilir).

. Besin maddesi igeren biyolojik numuneler ¢ok kompleks karigimlardir bu
yiizden FTIR spektrumlart karmasiktir; iist iiste cakisan pikler ve sinyal
maskelenmesi gibi durumlar goriilebilir.

. Pek cok biyolojik 6rnek; yiiksek bir absorbsiyon bandina sahip ve diger
onemli sinyalleri ortebilecek su igerir. Pek cok oOrnek hazirlama prosediirleri
suyun etkisini en aza indirmeyi gerektirir.

. Cogu FTIR cihaz1 tek 151tk demetli cihazlar olduklari icin; deneyler
sirasinda ¢evredeki her hangi bir degisiklik (Karbondioksit ve subuhari)
spektrumda siiphelere neden olmaktadir.

FT-IR spektrumu analiz etmek i¢in kullanilan ¢ok degiskenli istatistiksel
metodlarda, mikrobiyal hiicrelerin FTIR absorpsiyon spekrumunun spesifikligi
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yilksek parmak izi bolgelerine sahip oldugu goriilmistir. FTIR tiir alti
katergorilerde bile mikrobiyal karekterizasyonu saglamistir. Bunun yaninda FTIR
metodlar1 giivenilir identifikasyon teknikleri oldugunu da kanitlamistir. FTIR
spektroskopisi hizli bir metod olmasmin yani sira mikroorganizmalarin biitiin
gelisim fazlarinda ¢alisma olanagr verdigi icin de antibiyotik duyarliligi,
mikrobiyal metabolizma ve diger ilaglarla olan etkilesimlerin caligilmasina da
olanak verir. Klinik mikrobiyoloji ¢alismalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir
(Sandt ve ark. 2006).

FT-IR; biyokimya ve ila¢ calismalarinda ¢ok amacli bir arastirma araci
haline gelmistir. Mikrobiyojideki giincel uygulamalar ve prion ¢aligmalarindaki
sonuclar da bu teknigin ilerleyisinin gii¢lii bir kamtidir. FT-IR spektroskopisi;
mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda, klinik tipta ve  biyoterdrizmin
Onlenmesinde kullanilan ¢ok giiclii bir tekniktir. Sadece bunlarla smirh
olmamakla birlikte pek c¢ok farkli kullanim alam1 vardir: Patalojik prion
proteininin yapisal 6zelliklerini agiklamada, sinir dokusu ve kanda prionlarin
neden oldugu molekiiler degisiklikleri agiklamada kullanilmaktadir (Burgula ve
ark. 2007).

Sekil 1.2. Analizde Kullanilan FT-IR Cihazi



Sekil 1.3. FT-IR cihazinda numune konulan kisim

Sekil 1.4. Hidrolik Pres Cihazi

42
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2.MATERYAL ve METOD
2.1. MATERYAL

2.1.1. Calismada Kullanilan Halofilik Bakteriler

Bu c¢alismada toplam 28 adet prokaryotik mikroorganizma kullanilmistir.
Bunlardan 12 tanesi referans kiiltiirler olup; 16 tanesi ise Izmir Camalt:
Tuzlasindan izole edilen kiiltiirlerdir. Kiiltiirler ve temin edildikleri yerler Tablo

2.1. ‘de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Caligmada kullanilan bakteriler ve temin edildikleri yerler

Arkea Kaynak Bacteria Kaynak
Haloferax mediterranei Josefa Anton, Spain Halomonas elongata Josefa  Anton,
Spain
Haloferax alexandrinus M.Burcin Mutlu,| Pseudomonas halophila DSM| Josefa  Anton,
Turkey 3050 Spain
Haloarcula hispanica Michael Dyall-Smith,| Chromahalobacter salexigens Josefa  Anton,
Australia Spain
Haloarcula mukohatei M.Burcin Mutlu,| Salinibacter ruber Josefa  Anton,
Turkey Spain
Haloarcula marismortui M.Burcin Mutlu,
Turkey
Haloarcula argentinensis M.Burcin Mutlu,
Turkey
Halococcus dombrowskii Helga Stan-Lotter,
Austria
Halorubrum xinjiangense M.Burcin Mutlu,
Turkey
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Calismada ayrica Camalt1 Tuzlasindan izole edilmis olan halofilik bakterilerin de

karsilastirilmasi yapilmistir.

Daha 6nce Camalti Tuzlasindan izole Edilmis Olan Halofilik Bakteriler

Tablo 2.2.. Camalt1 Tuzlasindan Izole Edilen Halofilik Bakteri Ornekleri

Bakteria

C12 C15 C18 C19 C21 C22
C23 C24 C27 C29 C37
C43 C46 C50 Cs1 C52

2.1.2. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.3. %30 luk Tuzlu Su Cozeltisi

MgSO4THO ..o, 35¢g
MgCL.6H2O. .o 30g
NaBr. o 08¢g
HNACOS .o eeeens 02¢g
KOl 7g

(071 ) T 05¢g
NaCluoooii e, 240 g

Coziiniinceye kadar karigtirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5%e
ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).
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2.1.4. %23 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 767 ml
Saf SU. et 200 ml
Pepton......oooooiiii S5¢g
Yeast Ekstrakt............oooooiiiiiii lg

Coziinlinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1t 7.5%e
ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.5. %25 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr.......oooovviiiiii, 0.65¢
HNaCO;3 ...covviiiiiiin 0.167 g
KCl.ii, 50¢g
CaCly e, 0.723 g
MgSO4.THyO..vviiinn, 49492 g
MgCL.6H,0.......ceeeeeee 34.567 g
NaCl..oooooiiiii 195¢
Yeast Ekstrakt ........cccooeuneeneee. I-5¢g

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7°ye ayarlanarak 121 C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).
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2.1.6. %30 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr.......ooooviiiiiii, 0.78 g
HNaCOsz oo, 02¢g
KCLoooii 60g
CaCly e 0.868 g
MgSO4.7THyO..oeiee 59.39¢
MgCL.6H,O........ceene.. 4148 g
NaCl...ooooiiiiiii 234 ¢

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7°ye ayarlanarak 121 C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

2.1.7. %25 Deniz Suyu (SW) (g/1) Kat1 Besiyeri

NaBr.......oooooiiiiiii 0.65¢
HNaCOsz .o, 0.167 g
KCl.i, 50¢g
CaCly v, 0.723 g
MgSO4.THyO..viveinn, 49492 g
MgCL.6H,O........ooevenee. 34567 g
NaCl..oooooiiiii 195¢
Yeast Ekstrakt ........cccceenneennne I-5¢g
Agar agar........ccceeeeveeeiieeeeieeens 15¢g/1t

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).
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2.1.8. %30 Deniz Suyu (SW) (g/l) Kat1 Besiyeri

NaBr......oooooviiiiiii, 0.78 g
HNaCOs oo, 02¢g
KCLoooii 60g
CaCly v 0.868 g
MgSO4.7THyO..oeiiee 59.39¢
MgCL.6H,O........ceene.. 4148 g
NaCl...ooooiiiiiii 234 ¢
AgaT.uiiiiiiiiiieeeeeee e, 15 g/lt

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7°ye ayarlanarak 121 C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

2.1.9. %23 MGM Kat1 Besiyeri

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 767 ml
SafSu.....oii 200 ml
Pepton......ooovviiii 5¢g
Yeast Ekstrakt............ccoooiiiii lg
AQAT AZAT....eiiiiieiiiieeee e e 15¢

Coziinliinceye kadar karnistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5%e
ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).
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2.2. METOD

2.2.1. Bakterilerin Cogaltilmasi

-80°C’deki %15’lik gliserol ortaminda saklanan mikroorganizmalar; %23
’lik  Modifiye Gelistirme Medium (MGM) sivi ortamina  alinarak
canlandirilmalar1 saglanmistir. Calkalamali inkiibatorde 150 rpm. de 3-4 giin
gelistirildikten sonra kati % 23 MGM ortamina aktarilarak, petrilerde 37 °C ‘de
bir hafta inkiibasyona birakilmistir. Gelisen organizmalardan, bir 6ze dolusu
ornek steril ependorflara alinmistir. Ependorftaki 6rneklerin tiimii kapaklar1 agik
bir sekilde 24 saat bir desikatorde birakilarak oOrneklerin igerisindeki suyun
ucurulmasi hedeflenmigtir. Ayni islem; farkli besiyerlerinin FT-IR profillerine

etkisini incelemek amaciyla Sea Water kat1 besiyerinde tekrarlanmistir.

2.2.2. Bakterilerin Tablet Haline Getirilmesi

24 saat desikatorde birakilan iglerindeki su ugurulan Ornekler spatiil
yardimiyla agot havana alinarak (10-60 pg biyomas analiz i¢in yeterlidir), toz
haline getirilmis ve daha sonra lizerine bir miktar KBr (Potassium Bromide for
Infrared Spectroscopy-infrared Spektroskopisi icin KBr/ BDH Spectrosol)
eklenerek havanda toz haline getirme islemine devam edilmistir. Bu karigim
hidrolik presleme makinasi yardimiyla yaklasim 200 atmosfer basing altinda

tablet haline getirilmistir.

2.2.3. Bakterilerin FT-IR Analizi

Elde edilen tabletler Perkin Elmer 100 Series FT-IR ‘de incelenmis ve elde

edilen spektrumlar kaydedilmistir. Caligmanin tekrar edilebilirligini incelemek
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icin her bir mikroorganizma tiiri 3 ayr tablet olarak basilmis ve her birinden elde
edilen spektrumlar kaydedilmistir. Hem Sea water kati hem de %23 MGM kati

ortaminda da gelistirilen mikroorganizmalarin FT-IR profilleri kaydedilmistir.

2.2.4. Bakterilerin FT-IR Profillerinin istatistiksel Analizi

Mikroorganizmalarin  FT-IR analizlerinin tamamlanip, profillerinin
cikarilmasinin ardindan elde edilen spektrumlar FT-IR Perkin Elmer 100 Series
Infrared Spektroskopisinin programi, Essential FT-IR programi ve ACD Labs 10
programi yardimiyla okunmustur. Spektrumlardaki piklerin sayisal degerleri SPSS
15 analiz programi kullanilarak Anadolu Universitesi Istatistik Boliimiinden Dog.
Dr. Berna YAZICI yardimiyla analiz edilmistir. SPSS 15 programi kullanilarak
Hiyerarsik kiime (Hierarchical cluster analyses) analizi yapilmistir ve ayni
program yardimiyla dendogram elde edilmistir. Ikinci bir dendogram c¢izim
programi olarak da Clustan 8 Graphics programi kullanilmistir ve ikinci bir

dendogram elde edilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Bakterilerin Cogaltilmasi

%23 MGM ve %25 Sea Water kat1 besiyerlerinde gelistirilen referans ve
Camalt1 izolat1 28 adet test mikroorganizmasi 37 °C de 1 hafta inkiibasyondan
sonra krem, kirmizi, pembe gibi degisik renklerde koloniler olusturmustur (Sekil
3.1.)

Referans Kiiltiirler

Sekil 3.1. Farkli pigmentasyona sahip referans bakterilerin Sea Water agar iizerindeki goriintiileri
a: Salinibacter ruber
b: Haloarcula hispanica

c: Pseudomonas halophila
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Camalt: izolatlar

Sekil 3.2. Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin Sea Water agar lizerindeki goriintiileri

3.2. Calismada Kullanilan Arkea Uyesi Bakterilerin FT-IR Profilleri

Calismada kullanilan referans 6rneklerden Arkea’ya ait olan bakterilerin
FT-IR profilleri aym sekile konularak karsilastirilmalar1 saglanmistir. Sekil
3.3.’de goriildiigli gibi tiim bakterilerin FT-IR profilleri birbiri ile ortiismektedir

ve birbirinden farklilik gostermemektedir.
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Tearns et aswc s
L]

Waenstes

- Haloferax mediferranel
@ Haloarcula mukohatei
”E_[j Haloarcula hispanica

ﬁ Halorubrum fingiangense
ﬁ Haloarcula marismorfid
. Haloferar alexandrinus
. T - Haloarcula argenfinensis

Sekil 3.3.Kullanilan referans Arkea iiyelerinin spektrumlarmin karsilastirilmas:t (Sea-Water

besiyeri kullanilmistir).

3.3. Cahsmada Kullamlan Bakteria Uyesi Bakterilerin FT-IR
Profilleri

Calismada kullanilan referans 6rneklerden Bakteria’ya ait olan bakterilerin
FT-IR profilleri ayn1 sekile konularak karsilastirilmalar1 saglanmistir. Sekil 3.4.
de goriildigli gibi tim bakterilerin FT-IR profilleri birbirine benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 3.4. Kullanilan referans Bakteria’larin spektrumlarinin karsilastiriimasi (™S ;. pey, :

PP /iqlophila, B H. elongata,E=I(C.salexigens)

3.4. Farkhh Besiyeri Kullaniminin Bakterilerin FT-IR Profillerine
Etkisi

Farkli besiyerlerinin FT-IR profiline etkisini incelemek amaciyla %25 Sea
Water ve %23 MGM kat1 besiyerinde iiretilen mikroorganizmalarin FT-IR

profilleri karsilastirilmigtir.
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3.4.1. Farkh Besiyerleri Kullanilarak Uretilen Arkea Uyesi Halofilik

Bakterilerin FT-IR Profillerinin Karsilastirilmasi

Arkea grubu bakterilerin farkli besiyerlerindeki FT-IR profilleri
karsilastirildiginda; profillerin ~ Ortlistiigi  agikca goriilmektedir. Ayni tiir
mikroorganizmalarin farklt % T degerine sahip olmalari, tablet i¢in kullanilan
biyomas miktarmin farkli olmasindan ileri gelmektedir (Glindiiz 2005). Profillerin
geneline bakildiginda ayn1 dalga boylarinda pik verdikleri goriilmektedir. Ayni tiir
mikroorganizma olduklar1 halde farkli besiyerlerinde, farklilik gosteren dalga

boylar1 sekiller iizerinde isaretlenerek gerekli agiklamalar yapilmistir.

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Sekil 3.5. H.alexandrinus (:MGM-Modifiye Gelistirme Medium, (il Deniz Suyu-Sea
Water)
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Sekil 3.7. H.dombrowski: - : MGM; -: Deniz Suyu
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Sekil 3.10. H.mediterranei: - MGM ;. Deniz Suyu
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Sekil 3.11. H.mukohatei: - :MGM; . Deniz Suyu
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Sekil 3.12. H.xinjiangense: - ‘MGM; . : Deniz Suyu

3.42. Farkh Besiyerlerinde Uretilen Bakteria Uyesi Halofilik
Bakterilerin FT-IR Profillerinin Karsilastirilmasi

T S8

38.6
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em-1

Sekil 3.13. C.salexigens:- MGM; . : Deniz Suyu
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Sekil 3.14. H.elongata: - MGM . ; Deniz Suyu
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Sekil 3.16. P halophila: B MGM: [l Deniz Suyu

Farkli besiyeri kullaniminin FT-IR profillerini genel olarak etkilemedigi
goriilityor. Pikler genel olarak ayni bolgelerde gelmisler, ancak % T degerleri ayni
mikroorganizma kullaniminda degiskenlik gostermektedir. Bu degisme FT-IR
profilleri alinmak {izere tablet hazirlama sirasinda farkli miktarlarda

mikroorganizma kullanilmasindan ileri gelmektedir.

3.,5. Camalt’ndan izole edilen halofilik bakterilerin FT-IR

profillerinin karsilastirilmasi

Camalti1 tuzlasindan izole edilen halofilik bakterilerin genel FT-IR
profillerini goézlemlemek amaciyla tiim mikroorganizmalar ayni sekil tizerinde
gosterilmistir. Arkea ve Bakteria’ya ait Orneklerin birbirinden farkli iki genel

profil olusturduklar1 gézlenmektedir (Sekil 3.17.)
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Tablo 3.1. 4 genel FT-IR spektrum bolgesi

Wavenumber Bant Girisimleri
[em™')
1 Yag asiti 3400 OH of water
Bilgesi 2956 CH, asym. stretch
) 2920 CH, asym. stretch
2870 CI1; sym. stretch
2850 CH, sym. stretch
— 1745/1735 > C=0 stretch, Ester, fatty acids
2 Protein 1705 > C=0 stretch, Ester, carboxylic groups
Bilgesi 16521648 Amide I, (C=0) different conformation
15501548 Amidc 11, N=H, C-N and structure of protcins
—— 1460-1454 C-H bend. from CH,
3 Kansik 14001398 C-0O bend. from carboxylate ions
Bilge 1303 Amide IT (C-N)
1240 P=0 from phosphate
1222 P_O
1114 C-O-P, P-O-P
. - 1085 ring vibrations
4 Polisakkarit 145 C-0, C-0-C from
Bolgesi ,
- polysaccharides

om0 300

T T
2000 1000
‘wavenumbers

Sekil 3.17.Camalt: izolatlarinin FT-IR profilleri(Kirmiz1 rengin yogun oldugu bélgede bakteria,
mavi rengin yogun oldugu bdlgede ise arkea domainine ait bakterilerin yogunlastigi goriilmektedir

(Sea-Water besiyeri kullanilmistir).
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Parmalk iz Bélgesi

‘ Bolgesi "‘ ' Eangt: Bolge

Tablo 3.17.’yi bolgelere ayirdigimizda Camalti izolatlarindan Arkea ve
Bakteria arasinda farklilik gosteren bolgeler yag asiti bolgesi ve ozellikle 1500-
1000 cmaraliklarindaki karisik bélgede goriilmektedir. 900-600 cm-' bolgeside
parmak izi bolgesi olarak bilinmektedir ve her mikroorganizmanin kendine 6zgii

bolgesi oldugu i¢in buradaki farkliliklarda goze ¢arpmaktadir.
3.5.1. Camalt: izolatlarinin FT-IR profillerinin karsilastirilmasi

Camaltindan izole edilen mikroorganizmalar Sea Water kati besiyerinde

iiretilerek karsilastirmalar1 yapilmistir.

V4

T T T T
4000 3000 2000 1000
Wavenuml bers

Sekil 3.18 ﬁ Haloarcula hispanica (C51) - Haloarcula sp. (C29)
' Halorubrum sp. (C23) - Haloarcula vallismortis (C50)
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T T T - T
4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Sekil 3.19. Dizi Analizi Sonuglarina Gére Haloarcula sp. Cikan izolatlar

. C51: %97 Haloarcula hispanica

- C46: %93 Haloarcula sp.
. C29: %85 Haloarcula sp.
’ C50: %95 Haloarcula vallismortis

C52: %89: Haloarcula hispanica

3.5.2. Camalt: izolatlarindan Bakteria domainine ait olan bakterilerin

karsilastirilmasi

Camalt1 izolatlarindan Bakteria domainine ait olanlar (C12, C15, CI18,

C19, C21, C22) orneklerinin FT-IR profilleri karsilastirilmistir.

T T T T
4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Sekil 3.20. Camalti izolatlarindan Bakteria domainine ait olanlar (C12, C15, C18, C19, C21, C22)
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3.5.3. Camalti izolatlarindan  Haloarcula  hispanica tiirlerinin

karsilastirilmasi

T T T T
4000 3000 e 2000 1000

Sekil 3.21. Camaltt Haloarcula hispanica izolatlariyla, referans Haloarcula hipanica’nin
karsilastirilmasi

- Camalt izolat1 C51: %97 Haloarcula hispanica
. Michael Dyall-Smith, Avustralya’den temin edilen Haloarcula hispanica
. Camalt1 Izolat1 C52: %89 Haloarcula hispanica (aym tip besiyerinde gelistirilmislerdir)

3.5.4. Camalt1 izolatlarindan Halorubrum sp.’lerin karsilastiriimasi

Camalt1 Izolatlarindan dizi analizi sonuglarma gore %89, %94 ve %89 gibi
degisen oranlarda Halorubrum sp. olduklari belli olan C24, C37 ve C43

bakterilerinin karsilastirilmasi yapilmistir ve FT-IR profillerinin genel olarak

birbirine benzedigi gorilmiistir (Sekil 3.22.).
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4000 3000 2000 1000
venubers

Sekil 3.22. Camalti Halorubrum sp. izolatlarmm karsilastirilmasi

B c24 Dizi ANALIZI SONUCU: %89 Halorubrum sp.
C37 %94 Halorubrum sp.
. C23: %89 Halorubrum sp.

3.5.5.Camalt1 izolati ve Referans Halorubrum sp. Orneklerinin

Karsilastirilmasi

Camalt1 Izolatlarindan dizi analizi sonuglarma gore %89, %94 ve %89 gibi
degisen oranlarda Halorubrum sp. olduklari belli olan C24, C37 ve C43
bakterileri ile referans Halorubrum xinjiangense’nin karsilastirilmast yapilmistir
ve FT-IR profilleri arasinda cins seviyesinde incelendiginde farklilik goriilen

bolgeler isaretlenmistir (Sekil 3.23.).



66

T T T T
4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Sekil 3.23.Camalt1 izolat ve referans Halorubrum sp. Orneklerinin karsilastiriimasi

. C24 DIZI ANALIZI SONUCU: %89 Halorubrum sp.
C37 %94 Halorubrum sp.
. C23: %89 Halorubrum sp.
- M .Burcin Mutlu, Tiirkiye’dan alinan Halorubrum xinjiangense

3.5.6. Camalt1 izolati ve Referans H.hispanica Orneklerinin

Karsilastirilmasi

Camalt1 izolatt olan ve dizi analizi sonucuna gore %97 oraninda
Haloarcula hispanica oldugu bilinen C51 numarali izolat ve referans Haloarcula

hispanica’ nin karsilagtirilmasi yapilmistir (Sekil 3.24.).

T “ T T T
4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Sekil 3.24. Camalt1 izolati H.hispanica ve referans H. hispanica karsilagtirilmasi

A iichacl Dyall-Smith, Australia’den temin edilen Haloarcula hispanica
. Camalt1 Izolat: C51 dizi analizi sonucu %97 Haloarcula hispanica
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3.5.7. Aym tiire ait olduklar1 bilinen Camalti izolatlarinin

karsilastirilmasi
Dizi analizi ile ne olduklari belirlenemeyen ancak ayni tiir olduklar

bilinen C18 ve C19 numarali izolatlarin FT-IR profilleri karsilagtiriimistir.
Profillerin birbiriyle tamamen ortiistiikleri goriilmektedir (Sekil 3.25.).

N T TNy

4000 3000 . 2000 1000

Sekil 3.25.Dizi analiziyle belirlenemeyen ancak ayni olduklari bilinen ¢amalti izolatlar

Cl1s: cro:[

3.5.8. Camalti izolatlarindan Halobacillus sp. Orneklerinin

karsilastirilmasi

Camalt1 izolatlarindan dizi analizi sonucu Halobacillus sp. olduklari
bilinen C12 ve C22 nolu izolatlar karsilastirtlmistir. FT-IR profillerinin Ortlistigl
gozlenmistir (Sekil 3.26.).

_— AV

4

Sekil 3.26. Camalti izolatlarindan C12 ve C22’nin karsilastirilmasi
- C12 dizi analizi sonucu: Halobacillus sp.

’ C22 dizi analizi sonucu: Halobacillus sp.



3.6. Halofilik Bakterilerin Hiyerarsik Kiime Analizi (HCA)

CASE 0O 3 10 13 20 25
Label DMNum + + + + +
&

f a

a

c

d

h

b

g

S [¢]

k

]

1

Sekil 3.27.Referans halofilik bakterilerin HCA analizi
a: Haloarcula argentinensis

b.: Haloarcula mukohatei

¢ Haloarcula hispanica

d: Haloferax alexandrinus

e Haloarcula marismortui

f: Halorubrum xinjiangense

g: Halococcus dombrowskii

h: Haloferax mediterranei

i: Chromahalobacter salexigens
J: Halomonas elongata

k: Pseudomonas halophila

1: Salinibacter ruber

68
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Ayni sayisal veriler kullanilarak bir de Clustan Graphics 8 programiyla
dendogram elde edilmistir (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2.Spektrumlara gore yapilan kiime analizi

Ik Ikinci | Uzaklik
Kiime | Kiime | Degerleri
i k 1,213

e f 1,613

a c 1,794

a e 2,111

a d 2,468

b g 3,709

i ] 3,851

b h 4,031

a b 4,071

i 1 31,346
a i 132,206

Yapilan kiime analizi sonuglarina gore; a, c, e, f, d, b, g, h (Haloarcula
argentinensis, Haloarcula hispanica, Haloarcula marismortui, Halorubrum
xinjiangense, Haloferax alexandrinus, Haloarcula mukohatei, Haloferax
mediterranei) bir kiimede; 1, k, j, | (Chromahalobacter salexigens, Pseudomonas
halophila, Halomonas elongata, Salinibacter ruber) ise diger bir kiimede
toplanmistir.

Ik kiime iki alt gruba ayrilmustir. Ilk alt grubu a, c, e, f, d ve ikinci alt

grubu ise b, g, ve h olusturmaktadir.
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Ikinci kiime de kendi iginde iki alt gruba ayrilmistir. Ilk alt grubu i, k ve j
olustururken ikinci alt grupta bulunmaktadir.

Yapilan uzaklik analizi sonuglarna gore; a ve i arasindaki uzaklik en
fazladir(132,206), (a:Haloarcula argentinensis, i: Chromahalobacter salexigens).
Aralarindaki uzaklik en az olan, yani birbirine en yakin olan (31,346) ikili ise; i ve
k olmustur ( i: Chromahalobacter salexigens, k: Pseudomonas halophila). Yani
birbirine en yakin tiirler Chromahalobacter salexigens ve Pseudomonas
halophila olarak ortaya ¢ikmistir. Sonuglar ayrica Clustan Graphics 8 ile farkli
bir dendogramda da gosterilmistir (Sekil 3.28.).

i
k ﬁi
i]
1,0 2000 w0 380 TR0 S&0 1150 1340
Single Linkage

Sekil 3.28. Referans halofilik bakterilerin dendogramu (Clustan graphics 8 programu ile ¢izilmistir)

a: Haloarcula argentinensis g: Halococcus dombrowskii

b.: Haloarcula mukohatei h: Haloferax mediterranei

c: Haloarcula hispanica i: Chromahalobacter salexigens
d: Haloferax alexandrines j: Halomonas elongata

e: Haloarcula marismortui k: Pseudomonas halophila

f: Halorubrum xinjiangense 1: Salinibacter ruber



3.7. Izmir Camalt: Tuzlas: izolatlarinin Hiyerarsik Kiime Analizi

Camalt1 tuzlasindan izole edilen halofilik bakterilerin kendi iglerinde
hiyerarsik kiime analizi yapilmistir ve yapilan kiimeleme analizi sonucu bakteriler
2 ana alt kiimeye ayrilmislardir. Ik kiimede C12, C21, C22, C15, C18 ve C19
toplanirken ikinci kiimede C29, C50, C23, C46, C51, C37, C52, C27 ve C43
toplanmistir. Ilk kiime kendi iginde iki alt kiimeye ayrilmustir, ilk alt kiimede
C12,C21 ve C22 ikinci alt kiimede ise C15, C19, ve C18 toplanmistir. ikinci
kiime de kendi i¢inde iki kiimeye daha ayrilmistir, birincisinde C29, C50, C23,
C46, C51, C37 toplanirken; ikincisinde C27 ve C43 toplanmistir.

CASE @ 5 10 13 20 23
Label DMNum + + + + + +

C.12
c21
C22
C.15
c.19
C.18
c29
C.50
C.23 b
C.A46
C.351
C37

C32 )
abacteria

T —
.43 boarchaea

Sekil 3.29. Camalt1 Tuzlasi izolat1 halofilik bakterilerin HCA analizi

3.8. izmir Camalt1 Tuzlasi ve Diger Orneklerin Birlikte Hiyerarsik
Kiime Analizinde Degerlendirilmesi

Camalt1 tuzlasindan izole edilen halofilik bakteriler ve referans bakterilerin
hiyerarsik kiime analizi yapilmistir ve yapilan kiimeleme analizi sonucu bakteriler
2 ana alt kiimeye ayrilmislardir. Ilk ana kiimede C12, C21, C22, C15, C18 ve C19
bulunurken diger ana alt kiimede a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k, I, C29, C50, C52, C46,
C23, C51, C37 ve C43 bulunmaktadir (Sekil 3.30.).



CASE o 5 10 13 20 23
Label INum —+ —+ —+: + +. +

C1r —
C.21
c2?2 —
C13  —
c.19
c.13s —
C.29
C.50
C.52

16

[
[F5)

(]

[¥5)

FoancmmemoannOR0T T 0
Bholoin b '
i

Sekil 3.30 Referans halofilik bakteriler ve Camalti Tuzlasi izolati halofilik bakterilerin HCA

analizi
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Arkea/Bakteria ayirimi i¢in kullanilan yontemlerden birisi Arkea ve
Bakteria spesifik primerler kullanilarak; 16S rRNA geninin, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile amplifikasyonudur ancak bu yontem olduk¢a zahmetli ve
maliyetlidir.

Arastirmacilar Arkea/Bakteria varliginin polar lipid fraksiyonlarindaki
farkliliklara gore ortaya konmasi iizerine odaklanmislardir. Son olarak Oren,
Arkea’da en azindan 12 farkli glikolipidin  bulundugunu bildirmistir.
Glikolipidler seker kisimlariin tipleri, siilfatin bulunup bulunmayisi ve sayilarina
gore farklilik gostermektedirler. Glikolipidlere ek olarak fosfotidil gliserolsiilfat,
fosfotidil gliserofosfat ve fosfotidil gliserofosfatin metil esterleri gibi fosfolipidler
halofilik Arkea’da yaygin olarak bildirilmistir. Bakteria’da bulunan en yaygin
fosfolipidler fosfotidil etanolamin, fosfotidilkolin, fosfotidikasit ve
fosfotidilgliserofosfattir (Ventosa 2004).

Calismamizda; Arkea/Bakteria ayirimi igin halihazirda kullanilan
yontemler olan 16S rRNA analizi, Yag asidi metil esterlerinin, gaz
kromatografisiyle analizi (FAME), gibi uzun zaman ve maliyet gerektiren
yontemlere alternatif olarak, FT-IR ‘nin Arkea/Bakteria ayirimi i¢in uygun bir

yontem olup olmadigi arastirilmistir.

Neden FT-IR?

Infrared spektroskopisi biyolojik molekiillerin calisiimasinda giiglii bir
teknik olarak goriiliiyor ve bu yontemin biyolojik problemlerin ¢oziilmesindeki
kullanim1 FT-IR’nin de bulunmasiyla giderek artmistir. Infrared spektroskopisinin
en biiyiik avantajlarindan birisi de her 6rnegin, her asamada ¢alisilmasina olanak
saglamasidir. Sivi, kati, gaz, toz, fiber pek ¢ok yiizey uygun preparasyon metodu
uygulanarak incelenebilmektedir. Proteinler, peptidler, lipidler, biyomembranlar,
karbonhidratlar, farmasétikler, gida maddeleri, bitki ve hayvan dokular1 basarili

bir sekilde infrared spektroskopisiyle analiz edilebilmektedir (Stuart 1997).
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Lipitler, proteinler, peptidler, biyomembranlar, niikleik asitler, hayvan
dokulari, mikrobiyal hiicreler, bitkiler ve klinik numuneler infrared
spektroskopisiyle basarili bir sekilde calisilmistir. Mikroskobik yontemler diger
cok yonlii analitik yontemlerle birlestirildigi zaman kompleks 6rneklerin mikron
boyutlarinda incelenmesine olanak saglamaktadir (Stuart 1997).

Cesitli mikroorganizmalarain identifikasyonunda kullanilan geleneksel
yontemler; morfolojik 6zelliklere, biyokimyasal reaksiyonlara, serolojik
reaksiyonlara, bakteriyofaja duyarlilik ve 16S rDNA dizi analizine dayanir. Ancak
bu tekniklerin tiimii yorucu, zaman alan ve ¢ogu zamanda kesin degildir (Garip
2009).

FT-IR biiyiik bir hassaslikla c¢alisan bir fizikokimyasal tekniktir.
Makromolekiillerdeki kimyasal baglarda bulunan ¢ok kiigiik a¢1 ve uzunluk
degisiklikleri bile kolaylikla saptayabilen bu cihaz, molekiillerdeki yapisal
degisikliklerin detayl bir sekilde incelenmesine olanak saglar (Garip 2009).

Mikroorganizmalarin identifikasyonunda kullanilan kiiltiir hazirlanmasi,
ELISA gibi immiinolojik metodlar, ve PCR, in-situ hibridizasyonu gibi molekiiler
biyolojik teknikler gibi geleneksel yontemlerdir. Genellikle kesin sonuclar
vermekle birlikte bu tekniklerin higbiri 1 dakika gibi kisa bir siire i¢inde
uygulanabilir hale getirilememistir (Foster ve ark. 2004). FT-IR spektroskopisi
yiiksek derecede duyarli, herhangi bir reagent kullanimini1 gerektirmedigi i¢in sik
sik kullanilmasi1 ekonomik olan, hizli ve zararsiz bir tekniktir. Cins, tiir ve tiir alt1
kategorilerdeki bakterilerin siniflandirilmasinda basarili bir sekilde kullanilir ve
elde edilen spektrumlarin, spektral veritabanlariyla karsilastirilmasi sonucu
bakterilerin identifikasyonu yapilir. Bunun yani sira, FT-IR bakterilerin
identifikasyonunda herhangi bir bakteriyal 6rnek goriintiileme tekniklerinden ¢ok
daha hizli sonu¢ vermektedir (Kirkwood et al.2004).

Mikroorganizmalarin ~ karekterizasyonunda  ve  identifikasyonunda
kullanilan ¢esitli spektroskopik tekniklerden en umut verici olan1 FT-IR’dir. FT-
IR ¢ok hizli bir method ve kullanicilara spektrumun tamaminin bir ka¢ saniye
iginde goriintiilenmesi olanagini saglamaktadir. Yapidaki degisiklikler ve hiicre
duvarmin yapisindaki maddeler, polisakkarit, lipit ve proteinler; tilirler arasindaki

farkliliklar1 gosterecek sekilde spektruma yansimaktadir (Al-Holy ve ark. 2006).
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FT-IR spektroskopisi hi¢ bir taksonomik kriteri 6nceden se¢meye bagl
kalinmaksizin, bakterilerin siniflandirilmast i¢in kullanilabilir. Tek boyutlu
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PFGE) ve DNA-DNA hibridizasyonunun aksine
serogrup ve cins seviyesinde ayirimlar i¢in kullanilabilir. Verilerin eldesi PAGE
ve diger tekniklere kiyasla ¢ok hizlidir. Analiz i¢in 6rneklerin hazirlanmasi basit
ve hizhidir ve sadece 10-60 pg biyomas analiz igin yeterlidir, hiicrelerin
parcalanmasi, saflastirilmasi gibi asamalara gerek yoktur. Klasik testlerin ve
Kemotaksonominin aksine, FT-IR biitiin bakteri gruplarina uygulanabilir (Helm
ve ark. 1991).

Iste biitin bu bahsedilen avantajli 6zelliklerinden dolayr FT-IR
spektroskopisi  mikrobiyolojik  Orneklerin  incelenmesinde,  bakterilerin
identifikasyonunda son derece kullanish bir cihazdir. Bu ¢alismada da bu avantajhi
yonleri gdz Oniline alinarak halofilik bakterilerin identifikasyonunda kullanilan
geleneksel yontemlere (Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 16S rRNA analizi)
bir alternatif olarak kullanilip kullanilamayacag arastirilmistir.

Mikroorganizmalar FT-IR analizine hazirlanirken 24 saat boyunca
ependorflarin  kapaklar1 agik  birakilarak iglerindeki suyun ugurulmasi
hedeflenmistir. Ciinkii su Infrared spektroskopisi analizinde biiyiik bir alanda
girisim yaparak diger piklerin goriillememesine neden olmaktadir. Bu nedenle
analiz oncesi boyle bir islem uygulanmistir.

Hiyerarsik Kiime Analizi (HCA) sonucuna gore birbirine en uzak noktada
bulunan mikroorganizmalarin FT-IR profillerinin karsilagtirilmas: Sekil 4.1.’de
yapilmigtir. Camalt1 tuzlasindan izole edilen mikroorganizmalarin dizi analizi

sonuglar1 Tablo 4.1. ve Tablo 4.2. de gdsterilmistir.
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Transmittance
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4000 3000 ] 1000
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Sekil 4.1. Hiyerarsik Kiime Analizi (HCA) sonucuna gore birbirine en uzak noktada bulunan
mikroorganizmalar : C.salexigens ﬁ H.argentinensis .

(2926 cm-1): asimetrik CH, titregimi

(2854 cm-—1): yag asitlerindeki asimetrik CH, titresimi

(1548 cm-1):Amid 2

(1444 cm-1): COO" ‘da simetrik C=0 titresimi

Bolgelerinde farkliliklar goriilmektedir.



Tablo 4.1. izmir Camalt1 Tuzlas: Izolatlar1 Bakteria Domainine ait Dizi Analizi Sonuglar
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Dizi Dizi Analizi |Dizinin | Eslesen | Gen Bankasindaki En Yakin
Analizi |I¢in Segilen |Uzunlugu | Baz Karsiligi
I¢in Primerler Sayist
Izolatlar
M13F 1029 603/616 | %97 Halobacillus sp.
341F 756 438/444 | %98 Halobacillus sp.
Cl12 785F 1222 679/680 | %99 Halobacillus sp.
907R 1160 652/655 | %99 Halobacillus sp.
1AB 659 367/368 | %99 Halobacillus sp.
MI13F 973 541/542 | %99 Halomonas halophila
341F 1020 567/568 | %99 Halomonas halophila
C21 785F 1099 611/612 | %99 Halomonas halophila
907R 1175 653/654 | %99 Halomonas halophila
MI3R 1031 674/676 | %99 Halomonas salina
MI13F 1115 659/674 | %97 Bacillus permians
1B 720 415/423 | %98 Halomonas halophila
341F 729 408/409 | %99 Unculture Virgibacillus sp.
C15 785F 872 508/518 | %98 Bacillus permians
907R 780 472/485 | %97 Unculture Virgibacillus sp.
MI3R 549 335/348 | %98 Bacillus morismortui
1B 1003 558/559 | %99 Halobacillus sp.
341F 823 464/469 | %98 Halobacillus sp.
C22 907R 1265 709/713 | %99 Halobacillus sp.
MI3R 715 416/425 | %99 Halobacillus profundi

C18 ve C19’un ne oldugu bilinmiyor ama ayni mikroorganizma olduklar biliniyor.
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Tablo 4.2.1zmir Camalt1 Tuzlas1 izolatlar1 Arkea Domainine ait Dizi Analizi Sonuglar1

Dizi Analizi I¢in | Eslesen Baz | Gen Bankasindaki En Yakin Karsilig1
Secilen Temsilci | Dizisi

Izolat

C23 ve C24 255/453 %89 Halorubrum sp.

C29 407/532 %85 Haloarcula sp.

C37 812/921 %94 Halorubrum sp.

C46 657/812 %93 Haloarcula sp.

C50 659/700 %95 Haloarcula vallismortis

Cs1 584/690 %97 Haloarcula hispanica

C52 459/686 %89 Haloarcula hispanica

C27 ve C43 “lin ne oldugu bilinmiyor.

Sonuc olarak;

. FT-IR yontemi ile referans ve Camalti izolati olan halofilik prokaryotlarin
Arkea/Bakteria domainleri seviyesinde ayrilabildigi gosterilmistir.

. FT-IR yontemi ile referans ve Camalti izolat1 olan Bakteria {iyelerinin tiir
seviyesinde ayrilanbildigi gosterilmistir.

. FT-IR yontemi ile referans ve Camalti izolati olan Arkea iiyelerinin tiir
seviyesinde ayrilabildigi gosterilmistir.

Tiir diizeyinde de aymrm yapilabilecegi yaptigimiz ¢alismalardan
anlasilmaktadir. Dizi analizi sonuglarina gore gen bankasindaki en yakin karsiligi
%85 Haloarcula sp. Olan mikroorganizmanin; elimizdeki Haloarcula hispanica
ve Haloarcula vallismortis tiirleriyle spektral olarak karsilastirilmast sonucu; tiirii
belitli olmayan Haloarcula sp. izolatinin Haloarcula vallismortis’ e FT-IR profili

olarak daha yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2.)
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400 3000 i 2000 ‘ 1000
Sekil 4.2. Dizi Analizi Sonuglarina Goére Haloarcula sp. Cikan izolatlar

- C51: %97 Haloarcula hispanica

C46: %93 Haloarcula sp.

C50: %95 Haloarcula vallismortis

C52: %89: Haloarcula hispanica

[
@  C29: %85 Haloarcula sp.
=
=

Calismamizda yapilan istatistiksel analiz yontemleri ile FT-IR ‘nin tiir
seviyesindeki halofilik prokaryotlarin ayiriminda da kullanilabilecegi goriiliiyor.
Her farkli tiir kiimeleme analizinde farkli bir kiimede toplanmaktadir. Bundan
yola c¢ikarak; tuzlu ortamlarda sik rastlanan organizmalarin FT-IR profillerinin
yiiklendigi bir kiitliphane olusturularak; yeni caligilan tuzlu bir ortamda genel
olarak hangi tiirlerin oldugu FT-IR analizleriyle anlagilabilir. Organizmalarin FT-
IR analizleri; PCR, dizi analizi gibi molekiiler metodlarla kombineli olarak
kullanilarak bir sonu¢ elde edilebilir. Dizi analizi sonucu gen bankasindaki
karsihigiyla diisik yiizdeyle eslesen mikroorganizmalarin identifikasyonunda
kullanilabilecegi tahmin edilmektedir.

Literatiirde daha Once halofilik mikroorganizmalarla yapilan calisma
bulunmadigindan  elde  edilen  FT-IR  spektrumlarn literatiir  ile
karsilagtirlamamaktadir. Ancak biyolojik molekiillerin FT-IR  bantlarinin
degerleri bilindigi i¢in elde ettigimiz verileri Tablo 1.6. daki Biyolojik FT-IR
analizi bant frekanslari ile karsilatirabiliriz. Arkea ve Bakteria’daki farkliliklarin
genel olarak yaklasik 3000’li dalga boylarinda pik veren Yag asiti bolgesinin
(2959: Yag asitlerindeki metil gruplarinda asimetrik CHj titresimi ; 2934: CH,
gruplarinda C—H titresimi; 2927 : Yag asitlerinde metilen gruplarinda asimetrik

CH, titresimi; 2876: Yag asitlerindeki metil gruplarinda simetrik CHj titresimi;



80

2857: Yag asitlerinde metilen gruplarinda simetrik CH, titresimi), 1500-1000
bolgeleri arasindaki karisik bolgenin ve 900-600 dalga boylar1 arasindaki parmak
izi bolgesinin farkli oldugu goriilmektedir (Sekil 3.17.).

1500-1000 bolgeleri arasinda amid bandi bolgeleri bulunmaktadir ve
900-600 dalga boylar1 arasindaki parmak izi bolgesi her bir mikroorganizma igin
spesifiktir. Bu yiizden ayirt edici bolgedir. Parmak izi bolgesinin aydinlatilmasi
bizlere daha ¢ok bilgi verecektir.

Arkea ve Bakteria i¢in genel olarak farklilik veren bolgeler; Arkea ve
Bakteri’nin  farkli  kimyasal = molekiiller icermesindendir ve FT-IR
spektrumlarindaki farklilik igeren bolgelerin bu farkli kimyasal molekiillerden
oldugu diisiiniilmektedir.

Bu caligmanin  yapilmasi sirasinda 28 adet farkli halofilik
mikroorganizmanin FT-IR profilleri ¢ikarilmistir. Ancak farkl: tiirlerde olan diger
halofilik mikroorganizmalarinki ¢ikarilmamustir. Ileride bu mikoorganizmalarinda
FT-IR profilleri ¢ikarilarak biyoteknolojik agidan ¢ok dnemli bu grubun bir FT-IR
kiitliphanesi olusturulabilir. Boylece ilk kez c¢alisilan tuzlu bir ortamda bu
bakterilerin varligi, FT-IR kiitiiphanesi sayesinde kolaylikla bulunabilir.

Bu yontemin daha ileri istatistiksel metodlarla Dbirlestirilip halofilik
mikroorganizmalarda tiir altt kategorilerde kullanilip kullanilamayacagi
arastirtlmalidir, Yersinia enterocolitica (Kuhm 2006), Lactobacillus suslar1 (Oust
2004), Enterococcus faecium (Preisner 2006) gibi pek ¢ok mikoorganizma tiir alt1
kategoriler seviyesinde FT-IR ile incelenmis ve identifikasyonlar1 yapilmistir.

Ancak halofilik mikroorganizmalarda arastirilmamustir.
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