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ÖZET 
 

 

Pseudonocardia, filamentöz Gram-pozitif bakteriler sınıfına ait bir cins olup, 

toprakta ve sucul ortamlarda yaygın olarak bulunur. Bu bakterilerin endofitik olarak 

bitkilerin içinde veya çevresinde yaşadığı, bazı türlerinin ise böceklerin vücutlarında 

simbiyotik olarak yaşam sürdüğü bilinmektedir. Pseudonocardia türleri pek çok 

endüstriyel ve biyoteknolojik uygulamada kullanılan doğal ürünlerin üretiminde 

önemli bir rol oynarlar. 

 Laboratuvarımızda yapılan çalışmalar sırasında morfolojik özelliklerine bakarak 

Pseudonocardia grubuna dahil bir bakteri olabileceği düşünülen kahverengi pigment 

üreten bir suş tespit edilmiştir. Bu tez çalışmasında bu bakterinin tanımlanması, 

karakterize edilmesi ve biyoteknolojik potansiyelinin ortaya çıkarılması 

amaçlanmıştır. Bunun için, bazı biyokimyasal identifikasyon testlerinin ardından 

bakterinin tüm genomu dizilenmiş, biyoinformatik analizler yapılmış ve bu izolatın 

Pseudonocardia cinsine ait  olduğu doğrulanmıştır. Bakteriye özgü ikincil 

metabolitlerin antimikrobiyal ve antitümör özelliklere sahip olduğu belirlenmiş ve 

sentezlediği enzimler tespit edilmiştir. Karakterizasyon çalışmaları kapsamında kültür 

sıvılarının ve özütlerinin test edilen Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus 

faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans 

mikroorganizmaları üzerinde herhangi bir antimikrobiyal etkisi tespit edilememiştir. 

İzolatın α-amilaz enzim aktivitesine sahip olduğu ancak lipaz ve proteaz aktivitesinin 

olmadığı gözlenmiştir. Pseudonocardia izolatının çeşitli ağır metallere ve UV ışığına 

karşı oldukça dirençli olduğu, farklı pH ve sıcaklıklarda büyüyebildiği gözlenmiştir. 

Apramisin, nalidiksik asit ve kloramfenikole karşı duyarlı olduğu bulunan bakterinin, 

penisiline ve ampisiline dirençli olduğu tespit edilmiştir. Bakterinin, polietilen glikol 

(PEG) içerikli minimal besiyerinde zorlanmadan büyüyebilmesi, plastik türevlerini de 

parçalayabilme potansiyelinin olabileceğine işaret etmiştir.  

Bu tez çalışması, Pseudonocardia izolatının karakterizasyonu ve biyoteknolojik 

potansiyelinin belirlenmesi açısından bir ön çalışma olup ileride yapılacak daha 

kapsamlı araştırmalar ve uygulamalar için temel oluşturacaktır. 

 

Anahtar Kelimeler: Pseudonocardiaceae, tüm genom sekansı, pigment, 

filogenetik ağaç, karakterizasyon. 
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SUMMARY  
 

 

 Pseudonocardia is a genus of filamentous Gram-positive bacteria, commonly 

found in soil and aquatic environments. Some species of these bacteria are known to 

live endophytically within or around plants, while certain species maintain a symbiotic 

relationship within insect bodies. Pseudonocardia species play a significant role in the 

production of natural products used in various industrial and biotechnological 

applications. 

 During our laboratory studies, a strain producing a brown pigment was identified 

based on its morphological characteristics, indicating potential affiliation with the 

Pseudonocardia genus. This thesis aims to identify, characterize, and uncover the 

biotechnological potential of this pigment-producing bacterium. To achieve this, 

following specific biochemical identification tests, the bacterium's entire genome was 

sequenced, and bioinformatics analyses confirmed its classification within the 

Pseudonocardia genus. Unique secondary metabolites with antimicrobial and 

antitumor properties were identified in the bacterium, along with the enzymes 

responsible for their synthesis. As part of characterization studies, the antimicrobial 

effects of the bacterial culture fluids and extracts were tested against microorganisms 

including Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. However, no antimicrobial 

effects were observed. The isolate exhibited α-amylase enzyme activity while lacking 

lipase and protease activities. The Pseudonocardia isolate displayed robust resistance 

to various heavy metals and UV light, demonstrating its adaptability to different pH 

levels and temperatures. The bacterium showed sensitivity to apramycin, nalidixic 

acid, and chloramphenicol, while it exhibited resistance to penicillin and ampicillin. 

The bacterium's ability to thrive in minimal media containing polyethylene glycol 

(PEG) suggests a potential to degrade plastic derivatives. 

 This thesis work serves as a preliminary investigation into the characterization of 

the Pseudonocardia isolate and the determination of its biotechnological potential. It 

will provide a foundational basis for more comprehensive future research and 

applications. 

Keywords: Pseudanocardiaceae, whole genome sequence, pigment, phylogenetic 

tree, characterization. 
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1. GİRİŞ 

 

Pseudonocardia cinsi, Actinomycetes grubuna ait olup Pseudonocardiacea 

ailesinin bir üyesidir. Bu cinsin üyeleri toprakta, bitkide ve çevrede yaygın olarak 

bulunan aerobik, mezofilik, hareketsiz, katalaz ve Gram pozitif bakterilerdir. 

Pseudonocardia’lar genel olarak G+C içeriği yüksek DNA’ya sahip olup ilk olarak 

Acromyrmex  türü yaprak kesen karıncalardan izole edilmiştir ve  bazı üyelerinin bu 

karıncaların kütikülünde simbiyotik olarak yaşadığı bulunmuştur. 

Pseudonocardia’lar, bu karıncaların yuvasına zarar veren Escovopsis türü parazit 

mantarlardan koruyan antimikotik özellikte bileşikler sentezlemektedir. 

Pseudonocardia türleri, antibiyotik, herbisit, pestisit ve kemoterapötik ajanlar gibi 

farmakolojik ve endüstriyel açıdan değerli olan pek çok ikincil metabolizma 

bileşiklerinin doğal üreticileridir. Bu bakteriler, farklı organik maddelerin 

parçalanması için enzimatik aktiviteler gösterebilmekte ve çevresel kirliliklerle ilişkili 

organik bileşiklerin parçalanması ve ayrıştırılması gibi degradasyon süreçlerinde 

önemli işlevleri yerine getirebilmektedirler [1]-[5].  

 

1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

 

Laboratuvarımızda yapılan çalışmalar sırasında büyüme profiline bakarak 

Pseudonocardia grubuna dahil bir bakteri olabileceğini düşündüğümüz kahverengi 

pigment üreten bir suş izole edilmiştir.  

Bu tez çalışmasında, kahverengi pigment üreten bu bakterinin tanımlanması, 

tüm genomunun dizilenerek biyoinformatik analizler yardımıyla biyoteknolojik 

potansiyelinin ortaya çıkarılması ve ön  karakterizasyonunun yapılması amaçlanmıştır.  

Elde edilen ön bilgiler, ileride yapılacak olan çalışmalara ışık tutacak ve farklı 

bilimsel çalışmalara konu olacaktır. Özellikle ürettiği pigment/pigmentler ve 

potansiyel diğer ikincil metabolitler açısından dikkat çeken bu bakterinin; 

biyoteknoloji, farmakoloji ve kozmetik endüstrisi gibi alanlarda kullanım potansiyeli 

için ön veriler toplanacaktır. 

 

 



 

2 

2. AKTİNOBAKTERİLER 

 

 Aktinobakteriler, bazı bilim insanları tarafından bakteri ile mantar arasında bir 

yaşam formu kabul edilen ve genomik DNA’larında yüksek oranda guanin+sitozin 

içeriğine sahip, Gram-pozitif ve filamentli bakteri grubudur. Toprakta, tatlı suda ve 

deniz habitatında yaşayan aktinomisetlerin hem termofilik hem de mezofilik türleri 

mevcuttur. Gerek klinik gerekse biyoteknolojik alanlarda çok yaygın kullanılan 

antibakteriyel, antifungal ve antitümör özelliklere sahip ikincil metabolit ürünlerini 

sentezleyebilmektedirler [6].  

 Aktinomisetlerin hücre dışına salgıladıkları amilaz, lipaz ve proteaz gibi enzimler 

gıda, tekstil ve kâğıt, hijyen (deterjan, sabun vb.) endüstrilerinde çok yaygın olarak 

kullanılmaktadır [7], [8].  

 Saprofit özelliğine sahip olan aktinobakteriler, organik madde degredasyonlarında 

ve dönüşümlerinde, bitki gelişimi ve ürün verimi için toprağın işlenmesinde ve besin 

değerinin artırılmasında ve karbon çevriminde son derece önemli bir yere sahiptir [9].  

 

2.1. Aktinobakterilerin Pigment Üreticileri: 

Pseudonocardia’lar 

 

 Pseudonocardia cinsi ilk olarak 1957 yılında Henssen tarafından hif ve spor 

zincirlerinin kendine özgü akropetal yapısıyla karakterize edilmiştir [10]. 

Pseudonocardiaceae familyası, Actinobacteria şubesine ve Pseudonocardiales 

takımına aittir [11]. Pseudonocardia cinsinin üyeleri aerobik, mezofilik veya 

termofiliktir. Katalaz pozitif, Gram pozitif ve lizozime dirençli aktinomisetler olarak 

tanımlanırlar [12]. Pek çok spesifik Pseudonocardia türü, Çin ve Avustralya 

topraklarından, ağaçlarından ve bitki köklerinden izole edilmiş olup su 

ekosistemlerinde de bulunabilirler. Pseudonocardia "serbest yaşayan" olarak 

bilinmektedir. 

  Pseudonocardia cinsinin üyeleri hareketsizdir ve hava miselyumları düz veya 

zikzak spor zincirleri oluştururlar. Pseudonocardia türlerinin hifleri, suda 

çözünmelerini sağlayan daha yüksek bir polariteye sahiptir [13]. Bu bakterilerde ana 

menakinon (K2 vitamini) menakinon-8’dir (MK-8) (%H), ana yağ asidi izo-dallı 

heksadekanoik asittir. Türler arasında farklılık gösteren polar lipid profili, 
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fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin içerebilir; fosfolipidlerin tipi ya fosfolipid-II ya 

da fosfolipid-III'tür. Pseudonocardia suşlarının G+C içeriğinin %68-79 olduğu tahmin 

edilmektedir. Ayrıca hücre duvarında mezodiaminopimelik asit, arabinoz ve galaktoz 

tespit edilmiştir [11]. Son zamanlarda, bu aktinomisetler, antibiyotikler, 

antimikotikler, antitümör ve bağışıklık modüle edici faktörler gibi biyoaktif ikincil 

metabolitleri üretmeleri, çevresel iyileştirme konusunda benzersiz ekolojik etkileri 

sayesinde biyoteknoloji, eczacılık, tarım vb. alanlarda büyük ilgi görmüştür. 

Mikrobiyal ikincil metabolitler, geç büyüme fazında üretilen düşük moleküler kütleli 

bileşenler olup, mikrobiyal büyüme için doğrudan gerekli olmasa da çevresel koşullara 

uyum sağlama, hayatta kalma ve popülasyon dinamiği açısından önem arz etmektedir. 

İkincil metabolitler genellikle toksinler veya antimikrobiyal ajanlar gibi güçlü 

biyolojik aktiviteler sergiler. Pseudonocardia türleri de bu ikincil metabolitlerin 

önemli kaynaklarındandır.  

Bazı Pseudonocardia türleri, yaprak kesici Attine (Atta ve Acromyrmex türü) 

karıncalarıyla simbiyotik bir ilişki içinde yaşarlar (Şekil 2.1) [14], [21]. Atta ve 

Acromyrmex karınca cinsleri attine karıncaları olarak bilinse de aralarında bazı 

farklılıklar bulunur ve genellikle farklı habitatlarda bulunurlar [15]. Attine karıncaları, 

uçtan uca uzanan bir coğrafi aralıkta yaşayan 17 cinsten 250'den fazla tanımlanmış 

türü kapsayan [14], [16] en iyi çalışılan böcek-mikrop ortak yaşamlarından biridir. 

Karıncalar, antimikrobiyal bileşenleri üreten metaplevral bezlere sahiptir (Şekil 2.2). 

Bakteriler, böcek üzerinde kript adı verilen yapılarda da bulunabilir. 

Pseudonocardia’ların, yaprak kesen karınca zararlısı siyah bir maya olan 

Escovopsis'in büyümesini engelleyen antibiyotik özelliklere sahip bileşikler üreterek 

karıncayı korumaktadır [17], [18]. 

Tüm genom dizileme tekniklerinin hızlı gelişmeleri ile, veri tabanında giderek 

daha fazla Pseudanocardia genomik verisi birikmiştir. Günümüze kadar 75 

Pseudonocardia türünün kayıtlara geçildiği bilinmektedir ve bazıları  Tablo 2.1’de 

listelenmiştir.  Pek çok Pseudonocardia'ya özgü gen kümesi ve bunların, örneğin 

birçok doğal biyoaktif ürünün sentezi ile ilgili işlevleri artık mevcuttur, büyük 

miktarlarda endüstriyel olarak boşaltılan çevresel kirleticilerin biyolojik bozunması, 

istilacı genetik elementlere karşı savunma [19], insan tıbbında, hayvan sağlığında ve 

bitki korumada büyük uygulama potansiyelleri gösterilmeye devam edilmektedir [20]. 

Bu yararlı potansiyeller, Pseudonocardia cinsine büyük ilgi çekmiştir. Bununla 

birlikte, Pseudonocardia için genetik manipülasyon araçlarının eksikliği, bu cinsin 
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daha derin araştırmalarını ve daha fazla uygulamalarda kullanımını büyük ölçüde 

engellemiştir. 

 

 

Şekil 2.1: Acromyrmex türü yaprak kesen karıncaların ortak-yaşarları ile yuvalarında 

yaşayan mikroorganizmalar arasındaki etkileşimlerin özeti. 
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Şekil 2.2: A) ve B) Karıncanın (Cyphomyrmex longiscapus) vücudunun çoğunu 

kaplayan dış iskeletindeki foveae açıklıklarını gösteren fotoğrafları. Bu fovealar, 

antibiyotik üreten Pseudonocardia bakterilerini içerir. C) Işıklı mikrograf görüntüsü, 

birçok bakterinin mevcut olduğunu gösteren tek bir foveayı göstermektedir. D) 

Transmisyon elektron mikrografı görüntüsü kript içinde Pseudonocardia bakterisi 

bulunan tek bir glandüler hücreyi göstermektedir. 
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2.1.1.  Pseudonocardia’nın Biyoteknolojideki Yeri ve Önemi 

 

 Yeni izole edilen Pseudonocardia türlerinin sayısının gün geçtikçe artmasına 

rağmen, bu bakteriler tarafından sentezlenen biyoaktif doğal ürünlerin çeşitliliği ve 

bunların tıp ve biyoteknolojideki uygulamaları hakkında oldukça az çalışma 

mevcuttur.  

Yapılan bazı biyoteknolojik çalışmalarda, Pseudonocardia türlerinin 

sentezlemiş olduğu  ikincil metabolitler belirlenmiş, yüzey ve yeraltı  kirleticilerine 

sebebiyet veren zararlı bileşenleri parçalayıp daha az zararlı formlara dönüştürdükleri 

görülmüştür. Daye ve arkadaşları tarafından yapılmış olan bir çalışmada, bazı 

Pseudonocardia suşlarının, insan sağlığı için oldukça zararlı bileşikler olan 

alkilpiroditinleri (azot içeren aromatik bir bileşik) ve  tetrahidrofuran (THF)'ı, 

parçalayabildiklerini göstermiştir [77]. THF’yi  parçalayabilen türler arasında 

Pseudonocardia 1190 ve Pseudonocardia K1 suşları mevcuttur [78], [79]. Dieldrin, 

yüksek toksisitesi ve çevredeki kalıcılığı nedeniyle kullanımı yasaklanmış olsa da 

tarım alanlarında zararlıları kontrol etmek için yaygın olarak kullanılan bir 

organoklorin insektisittir. Topraktan izole edilen Pseudonocardia KSF27 suşu 

dieldrini parçalama özelliğine sahiptir ve dieldrin ile kirlenmiş çevrenin remediasyonu 

için kullanılmıştır [80].  

 Günümüzde plastik atıklar önemli bir çevresel sorun olarak kabul 

edilmektedir. Polilaktik asit (PLA), ambalaj malzemeleri, filmler, elyaf ve 

dokunmamış kumaşlar gibi endüstrilerde kullanılan alifatik bir polyester ve biyo-

uyumlu bir termoplastiktir. Bacillus smithii, Bacillus brevis ve Paenibacillus 

amylolyticus gibi birçok toprak mikroorganizmasının yanı sıra  Pseudonocardia 

RM423 türü de PLA'yı parçalayabilmektedir [81]. Yapılan başka bir çalışmada, 

Pseudonocardia alni AS4.1531'in yüksek tuz konsantrasyonunda PLA'yı 

parçalayabildiği gösterilmiştir [82].  

Klorlu çözücülerde bir stabilizatör olarak görev alan, solunum yollarında ve 

gözlerde tahrişe neden olan 1,4-dioksan, önemli bir su kirleticisi ve oldukça 

karsinojenik etkiye sahip bir bileşiktir [83], [84]. Bir çalışmada, Pseudonocardia 

CB1190 suşunun 1,4-dioksan’ın varlığında büyümeye devam ettiği ve bileşiğin 

mineralizasyonunu sağladığı görülmüştür. Özellikle Pseudonocardia N23 suşunun 
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genomunda, 1,4-dioksanın parçalanması ile ilişkili olan THF monooksijenaz genleri 

bulunmuştur [83], [84], [85].  

Pseudonocardia türleri tarafından üretilen ikincil metabolitler hakkında çok az 

çalışma bulunmaktadır [86]. Pseudonocardiaceae familyasındaki bazı cinsler, 

vancomycin [87], eritromisin [88] ve rifamisin [89] gibi antibiyotikleri 

üretebilmektedirler. Bunlara ek olarak, Pseudonocardia türleri tarafından sentezlenen 

bu zamana kadar belirlenen ikincil metabolitler Tablo 2.2’de listelenmiştir. 

Pseudonocardia B6273 suşundan izole edilen  fenazostatin D, nöro-koruyucu etkilere 

sahip yeni bir fenazin türevidir. Bu ikincil metabolit ürünü S. aureus, E. coli, Bacillus 

subtilis ATCC 6051, Streptomyces viridochromogenes, Mucor miehei, C. albicans, 

Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana ve Scenedesmus subspicatus'a karşı 

etkisizdir [90].  

 

Tablo 2.2. Çeşitli Pseudonocardia türleri tarafından sentezlenen ikincil metabolitler. 

 

İkincil 

Metabolit 
Kaynak İkincil 

Metabolit 
Kaynak İkincil 

Metabolit 
Kaynak 

Branimisin B-C [91] NPP A1 [97] Diazaantrakinonlar [103] 

4-(2-asetamidoetil) 

fenil asetat 
[92] Phenazostatin D [98] Fenazostatin D [101] 

4-((1,4-diokso-

oktahidro-pirolo[1,2-

a] pirazin−3-il)metil) 
fenil asetat 

[92] Vitamin D3 

hidroksilaz 
[99] Nistatin P1 [104] 

Pseudonocardian A-
C 

[93] Diketopiperazinler [100] Gerumisin [105] 

Dentigerumisin [94] 3-(4-

hidroksibenzil) 
heksahidropirolo 

[1,2a] pirazin−1,4-

dion[siklo(L-Pro-
L-Tyr)] 

[101] NPP B1 [106] 

Nistatin-benzeri 

Pseudonocardia 
Polien (NPP) 

[95] 3-benzil heksahidro 

pirolo[1,2-a] 

pirazin-1,4-

dion[siklo(L-Pro-

L-Phe)] 

[101] Ginsenosit [107] 

Selvamisin [96] Pseudonocardid A–
G 

[102] Pseudonocardonlar 
A–C 

[108] 
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Pseudonocardia carboxydivorans M-227 tarafından sentezlenen branimisin 

ailesine ait branimisin B ve C adlı iki yeni antibiyotik, Gram-pozitif ve Gram-negatif 

bakterilere karşı antibakteriyel aktivite göstermektedir [91]. Pseudonocardia 

endophytica JN087501 ise 4-2-(asetamidoetil) fenil asetat ve 4-((1,4-dioks-o-

oktahidro-pirrolo[1,2-a] pirazin-3-il)metil) fenil asetat sentezler ve bu bileşikler, 

fırsatçı ve patojenik mantar ve bakterilere karşı antimikrobiyal aktiviteye sahip olup 

MDA-MB-231, HeLa, MCF-7 ve OAW-42 hücre hatlarına karşı güçlü sitotoksik etki 

göstermektedir [92].  

 Pseudonocardia'dan izole edilen kültür ortamı kaynaklı iki bileşik olan 3-(4-

hidroksibenzoil) hekzahidropirrolo[1,2-a] pirazin-1,4-dion [siklo(l-Pro-l-Tyr)] ve 3-

benzil hekzahidropirrolo[1,2-a] pirazin-1,4-dion [siklo(l-Pro-l-Phe)], fakültatif ve 

patojenik bakterilere, mantarlara ve kanser hücre hatlarına karşı etkili olan 

antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitümör ve anti-hiperglisemik etkilere sahiptir 

[101], [141], [142]. Pseudonocardia'dan izole edilen yeni kinolon bileşikleri selektif 

ve güçlü bir anti-Helicobacter pylori etkisine sahiptir. Pseudonocardian A-C, 

antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelere sahip diazaantrakinon türevleri olarak 

Pseudonocardia SCSIO 01299 suşundan izole edilmiştir [107]. Çalışmalar, 

Pseudonocardia YIM M13669 tarafından üretilen pseudonocardidler A-G'nin 

Mycobacterium smegmatis MC2 155'e karşı antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri 

olduğunu göstermiştir [102].  

  Bunun yanı sıra, dentigerumisin [94], nistatin-benzeri Pseudonocardia 

polieni (NPP) [96] ve diğer bazı türler antimikrobiyal ve sitotoksik etkilere sahip 

biyolojik aktif bileşiklere sahiptir. Diazaantrakinonlar, Pseudonocardia SCSIO 01299 

suşundan izole edilmiştir ve üç farklı tümör hücre hattına karşı sitotoksisite 

göstermenin yanında Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 ve Bacillus thuringiensis SCSIO BT01'e karşı antibakteriyel etkiye sahip 

olduğu gösterilmiştir [103]. Ayrıca, Pseudonocardia CL38489 suşu Hint toprak 

örneğinden izole edilmiş ve doğal kinolon ürünlerinin bir grubunu üretmektedir. Bu 

nedenle, kronik gastrit, peptik ülser ve mide kanseri hastalarında H. pylori'ye karşı 

aday antibiyotikler haline gelmiştir [109]. 

 Bir çalışmada, Hindistan'da on farklı epifit orkide türünde bulunan endofitik 

aktinobakteriler arasında üç Pseudonocardia suşunun da yer aldığı görülmüştür. Bu 

suşların in vitro ekstraselüler enzim üretimi, bitki büyüme teşvik edici (PGP; plant 

growth-promoting) etkileri ve fungal fitopatojenlere karşı biyokontrol aktivitesi 
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gösterdiği anlaşılmıştır ve bu sayede sürdürülebilir tarım üretimi için umut verici 

adaylardır [110]. 

  Antibiyotik direncinin gün geçtikçe artması, kanser vakalarına her gün 

yenilerinin eklenmesi ve çevresel kirleticilerin yaşamı tehdit etmesi gibi acil çözüm 

bekleyen sorunların giderilmesi için yeni bileşiklerin keşfi elzemdir. Pseudonocardia 

suşları yeni biyoaktif bileşikler için önemli potansiyel bir kaynaktır. Biyokimyasal ve 

fenotipik testlerin sınırlamaları göz önüne alındığında, yeni izole edilecek suşların tüm 

genomlarının dizilenerek biyoinformatik yazılımlar yardımıyla analizleri ile metabolik 

yolakların belirlenmesi ve suşların biyoteknolojik potansiyellerinin ortaya çıkarılması 

önem taşımaktadır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1 Kullanılan Kimyasallar 

 

Pepton (BactoTM, Merck), NaCl (Sigma-Aldrich), % 99.5 Etanol (Riedel de 

Haen), Triptik soya besiyeri (Merck), K2HPO4 (Merck), K2SO4 (Merck), TES Buffer 

(Applichem), Maya özütü (BactoTM), Et özütü (CondaLab), Agar (Merck ve Titan 

Biotech), NaOH (Merck), SDS (Merck), Bacto kazamino asit (BD), Fenol (Sigma 

Aldrich), Kloroform (Sigma Aldrich), İzoamil alkol (Sigma Aldrich), %99 Gliserol 

(Sigma Aldrich), Sükroz (Merck), CaCl2 (Merck), MgCl2 (Merck), KCl (Riedel de 

Haen), Metanol (Sigma Aldrich), CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) 

(Merck), Nişasta (Merck), Skimmilk Tozu (LabM), Süt Tozu (LabM), Dekstroz 

(Bacton Dickinson), TES Buffer (Applichem), Potato Dextrose (Sigma-Aldrich), 

Kazein Peptone (CondaLab), Tribütirin (Sigma-Aldrich), Glisin (Merck), Brain Heart 

Infusion (BHI) (Sigma-Aldrich), D-Glikoz (IsoLab), Gliserol (IsoLab), Tween 80 

(Sigma-Aldrich), Polietilen glikol (PEG) (Sigma-Aldrich).  

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

 

 -80 ⁰C derin dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Steril Kabin 

(Heraeus, HP48), +4 ⁰C ve -20 ⁰C Buzdolabı (Arçelik), Masa Üstü Santrifüj (VWR, 

Microsent 17R), Çalkalamalı inkübatör (Innova 40), Ultrasantrifüj (Beckman 

CoulterTM AvantiTM J-30I Centrifuge), Agaroz Jel Görüntüleme Cihazı (Azure 

Biosystem, c600), Yatay Elektroforez Sistemi (Biorad, Mini-Sab Cell CT), Güç 

kaynağı (Biorad, PowerPac Basic), Otoklav (Hirayama, Hicla HVE-50, HVE-110), 

BioSpec-nano (UV1800 Shimadzu/Biotech), pH Metre (Hana Instruments, pH 211 

Microprocessor pH Meter), Spektrofotmetre (Biorad, Smartspec 3000), Su banyosu 

(Techne, TE-10A Tempette), Buz makinesi (Bar-Line BF85), UV Spektrofotometre 

(Beckman Coulter DU 530), İnkübatör (Wisecube), Mikrodalga Fırın (Samsung), 

Sonikasyon cihazı (Branson), ‘NanoDrop Lite’ Spektrofotometre Cihazı (Thermo 

Scientific). 
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3.1.3. Kullanılan Enzimler 

 

 Bu tez çalışmasında RNaz (BioFroxx) ve Lizozim (Sigma-Aldrich) enzimleri 

kullanılmıştır. 

 

3.1.4. Kullanılan DNA Moleküler Belirteci 

 

 İzole edilen genomik DNA’nın, agaroz jel yürütülmesi deneyinde kullanılan DNA 

moleküler belirteç Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.1. 1 kb Moleküler DNA Belirteci (Fermantas, SMO311). 
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3.1.5. Mikroorganizmalar ve Besiyerleri 

 

3.1.5.1. Mikroorganizmalar 

 

 Bu tez çalışması kapsamında kullanılan mikroorganizmalar Tablo 3.1’de 

listelenmiştir. 

 

Tablo 3.1: Çalışmada kullanılan mikroorganizmalar ve türleri. 

 

Mikroorganizma Adı Türü 

Bacillus subtilis ATCC 8739 Gram (+) Bakteri 

Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-) Bakteri 

Enterococcus faecalis ATCC 29122 Gram (+) Bakteri 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram (+) Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Gram (-) Bakteri 

Pseudonocardia izolatı  Gram (+) Bakteri 

Candida albicans ATCC 10231 Fungus 

 

3.1.5.2. Kullanılan Besiyerleri 

 

 Sunulan çalışmada istenilen hacimde dH2O ile hazırlanan besiyerleri 121 ºC’ta 

20-25 dk otoklavlanarak steril edilmiştir. 121 ºC’ta steril edilemeyen ek çözelti veya 

kimyasallar 0,45’lik filtrelerden geçirildikten sonra steril besiyerine gereği kadar 

eklenmiştir. Kullanılan besiyerlerinin içeriği ve amaçları aşağıda Tablo 3.2’de, KM 

besiyerinin hazırlanışı ve ek karışımları Tablo 3.3’te listelenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

14 

Tablo 3.2: Kullanılan besiyerleri ve amaçları. 

 

KULLANILAN BESİYERLERİ VE AMAÇLARI 

B. subtilis, E. coli, E. faecalis, S. 

aureus ve P. aeruginosa 

hücrelerinin büyütülmesi  

 

C. albicans hücrelerinin büyütülmesi 

Luria Bertani (LB) Besiyeri  

(pH 7.0) (1L) 

✓ 5 g Maya özütü 

✓ 10 g Pepton 

✓ 5 g NaCl  

✓ +15 g Agar (LB agar için) [28] 

Maya Özütü-Pepton-Dekstroz 

Besiyeri (YEPD) (1L) 

✓ 10 g Maya özütü 

✓ 20 g Pepton 

✓ 20 g Dekstroz ya da Glikoz 

✓ 20 g Agar [27] 

Hill-Käfer Besiyeri (KM) (pH 6.5) (1L)  

✓ 20 g D-glikoz 

✓ 2 g Pepton/Tripton 

✓ 1 g Maya özütü 

✓ 1 g Kazein Hidrolizat 

✓ 50 ml Makronutirient Karışımı(20X)1* 

✓ 10 ml Mikronutrient Karışımı (100X)2* [115] 

Pseudonocardia izolatının 

büyütülmesi 

 

Pseudonocardia Sporlandırma 

Tripton Soya (TSB) 

Besiyeri (1L) 

✓ 30 g %3 Oxoid Tripton 

Soya besiyeri 

✓ +15 g Agar (TSA için) 

[14] 

Maya Özütü-Malt 

Özütü Besiyeri 

(YEME) (1L) 

✓ 3 g Maya özütü 

✓ 3 g Malt özütü 

✓ 5 g Pepton 

✓ 10 g Glikoz 

✓ 340 g Sükroz  

 TBO Agar (100 ml) 

✓ 2 g Domates 

Salçası 

✓ 2 g Yulaf Ezmesi 

✓ 2.5 g Agar 

MS Agar (100 ml) 

✓ 2 g Mannitol 

✓ 2 g Soya Unu 

✓ 2 g Agar 

ISP2 Agar (100 ml) 

✓ 1 g Malt ekstratı 

✓ 0.4 g Maya ekstratı 

✓ 0.4 g Glikoz 

✓ 1.5 g Agar 

Antimikrobiyal Etki Proteaz Enzim Aktivitesi 

Brain Heart Infusion (BHI) 

Agar Besiyeri (1L) 

✓ 37 g BHI 

✓ 15 g Agar 

TSA Skimmilk Agar 

Besiyeri (pH 7.0) (100 

ml)  

✓ 28 g Skimmilk tozu  

✓ 5 g TSB 

✓ 15 g Agar [149] 

Nutrient Skimmilk 

Agar Besiyeri (pH 

7.0) (50 ml) 

✓ 0.4 g Nutrient 

Broth 

✓ 0.5 Skimmilk 

✓ 0.75 g Agar [145] 

Skimmilk Agar Besiyeri (%1) (pH 7.0) 

(50 ml) 

✓ 0.25 Pepton 

✓ 0.15 g Et özütü 

✓ 0.5 g Skimmilk 

✓ 0.75 g Agar  

ISP9 + %1 Kazein 

Agar Besiyeri (pH 

7.0) (50 ml) 

✓ 0.5 g Nişasta 

✓ 0.2 g Maya özütü 

✓ 0.2 g Malt özütü 

✓ 0.1 g CaCO3.2H2O 

✓ 0.5 g Kazein  

✓ 0.8 g Agar [146] 

α-Amilaz Enzim Aktivitesi Lipaz Enzim Aktivitesi 

%1 Nişasta’lı Tripton Soya Besiyeri (1L) 

✓ 30 g %3 Oxoid Tripton Soya besiyeri 

✓ 10 g Nişasta 

✓ +15 g Agar (TSA için) 

Tribütirin Agar Besiyeri (1L) 

✓ 2.5 g Et özütü 

✓ 2.5 g Kazein Pepton 

✓ 3 g Maya özütü 

✓ 10 ml Tribütirin 

✓ 12 g Agar  

Tween 80 Agar (50 ml) 

✓ 0.4 g Nutrient Broth 

✓ 0.005 g CaCl2.2H2O 

✓ 0.5 ml Tween 80 

✓ 0.8 g Agar [147] 

PEG Degradasyonu 

                           M9 Besiyeri (1L) 

✓ 100 ml 5X Tuz Solüsyonu 

✓ 1 ml 1M MgSO4 

✓ 0,3 ml 1M CaCl2 

✓ 20 ml %20’lik Glikoz  

✓ 15 g Agar 

M9 Besiyeri için Tuz Solüsyonu (10X) (1L) 

✓ 75,2 g Na2HPO4.2H2O 

✓ 30 g KH2PO4 

✓ 5 g NaCl 

✓ 5 g NH4Cl 

 

 

 

 

✓ 1 ml Fe-EDTA (100X)
3*

 

✓ 1 ml Vitamin karışımı (100X)
4*

  

✓ + 12 g Agar (KM agar için) [23] 
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 Vitamin karışımı (100X) hariç diğer tüm bileşenler 800 ml dH2O’da çözünür ve 

10N KOH ile pH=6.5’e ayarlanır. Hacim 999 ml’ye kadar tamamlanır. Ardından 121 

°C’ta 20 dk boyunca steril edilir. 45-50 °C’a kadar soğutulan besiyerine önceden 

0.45’lik filtreden geçirilmiş vitamin karışımı (100X) eklenir ve karıştırılır. 

 

Tablo 3.3: Hill-Käfer Besiyerine eklenen bileşenler. 

 

Makronutrient 

Karışımı (20X) (1L)1* 

Mikronutrient Karışımı (100X) (1L)2* 

 12 g NaNO3 

 10.4 g KCl 

 10.4 g MgSO4.7H2O 

 30.4 g KH2PO4 

 2.2 g ZnSO4.7H2O 

 1.1 g H3BO3 

 0.5 g MnSO4.4H2O 

 0.16 g CoCl2.5H2O 

 0.16 g CuSO4.5H2O 

 0.11 g (NH4)Mo7O24.4H2O 

1L dH2O ile çözünür ve +4 °C’de saklanır. 

Fe-EDTA (100X) (1L) (50 ml)3* 

 0.77 g Na2EDTA 

 0.55 g FeSO4.7H2O 

50 ml dH2O ile çözünür ve kaynayana kadar ısıtılır. 

Soğuyana kadar  ~30 dk boyunca karıştırılır. Ardından  

+4 °C’ye kaldırılır. 

Vitamin Karışımı (100X) (100 ml)4* 

  10 g Tiamin 

 0.04 g Glisin 

 0.01 g Nikotik asit 

 0.01 g Piridoksin 

100 ml dH2O ile çözünür ve 0,45’lik filtreden geçirilir. Her 

birinde 1 ml olacak şekilde steril eppendorflara paylaştırılır. 

Ardından -20 °C’ye kaldırılır. 
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3.1.6. Kullanılan Solüsyonlar ve Çözeltiler 

 

 Tez çalışması kapsamında deneysel yöntemlerde kullanılan solüsyonların ve 

çözeltilerin kimyasal içerikleri Tablo 3.4’te sunulmuştur. Tüm sterilizasyon işlemleri 

121ºC’ta 20-25 dakika süreyle otoklavlayarak hazırlanılmıştır. Otoklavlanan  

çözeltiler  “*” işareti ile işaretlenmiştir. 

 

Tablo 3.4: Kullanılan çözelti ve solüsyonların kimyasal içerikleri. 

 

Çözelti Kimyasal İçeriği 

 

CTAB/NaCl Solüsyonu 
 %10 CTAB 

 0.7 M NaCl 

Fenol:CIA  25:24:1 Fenol:Kloroform:İzoamil Alkol 

 

TE Tamponu (1X)* 
 10 mM Tris (pH 8.0) 

 1 mM EDTA (pH 8.0) 

%20 SDS (10 mL)  2 g SDS 

5M NaCl (10mL)*  2,92 g NaCl 

 

Fofsat Salin Tamponu (PBS) 

(pH 7.4) (250 mL)* 

 2,015 g NaCl 

 0,055 g KCl 

 0,2875 g Na2HPO4 

 0,05 g KH2PO4 

Sodyum Fosfat Tamponu 

(20 mM) 

 0,185 g Na2HPO4 

 0,427 g NaH2PO4 

 

Sonikasyon Lizis Tamponu 

(pH 7.4)* 

 20 mM Sodyum Fosfat Tamponu 

 50 mM NaCl 

 5 mM İmidazol 

%10’luk Lügol Çözeltisi  RTA A.Ş. tarafından temin edilmiştir. 

 

Commasie Blue 

 % 50 Metanol 

 % 0.05 Commasie 

 % 10 Asetik asit 

 % 40 dH2O 

 

Destaining Solüsyonu 

 % 50 Metanol  

 % 10 Asetik asit  

 % 40 dH2O 
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3.1.7. Kullanılan Biyoinformatik Uygulamaları/Programları 

 

 Bu tez çalışmasında kullandığımız Pseudonocardia türü bakterinin gen düzeyinde 

analizlerini gerçekleştirmek için kullanılan biyoinformatik uygulamaları ve 

programları Tablo 3.5’te listelenmiştir. 

 

Tablo 3.5: Kullanılan biyoinformatik uygulamaları ve programları. 

 

Uygulama/Program 

Adı 

Amacı 

 

antiSMASH 

Bakteri, mantar ve bitki genomlarında ikincil metabolit 

biyosenteziyle ilişkili gen kümelerinin genom çapında 

hızlıca tanımlanmasına, açıklanmasına ve analizine olanak 

tanır [29].  

 

 

MEGA11 

Moleküler Evrimsel Genetik Analizi (MEGA) yazılımı, 

organizma ve genom evrimsel modellerini ve süreçlerini 

keşfetmeye yönelik gelişmiş evrimsel analizler yapmak ve 

filogenetik ağaç oluşturmak için kullanılmaktadır [110].  

 

EzBioCloud 

Bakteriler ve Arkea türlerinin 16S rRNA genlerinin 

belirlenmesinde, biyoinformatik olarak karşılaştırmasında 

ve belirli bir suşu tanımlanmasında kullanılmaktadır [111].  

 

 

 

ExPasy 

İsviçre Biyoinformatik Enstitüsü grubu tarafından 

geliştirilen ve 160'tan fazla veri tabanı ve yazılım aracına 

erişim imkânı sunmaktadır. Bu araçlar, genomik, 

proteomik, yapısal biyoloji, evrim ve filogeni, sistem 

biyolojisi ve tıbbi kimya gibi birçok araştırma alanında 

kullanılan çeşitli analizler ve hesaplamalar için 

kullanılmaktadır [122].  

 

KEGG 

KEGG (Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi), genomik 

bilgileri daha yüksek düzeyli işlevsel bilgilerle 

ilişkilendiren, gen işlevlerinin sistematik analizi için bir 

bilgi tabanıdır [123].  
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3.2. Yöntemler 

 

3.2.1. Pseudonocardia İzolatına İdentifikasyon Testlerinin 

Uygulanması 

 

 Bakterilerin sistematik sınıflandırılması ve tanımlanması için kullanılan ve 

oldukça kapsamlı bir referans kaynağı olan Bergey'nin Sistematik Bakteriyoloji El 

Kitabı  baz alınarak, bazı identifikasyon testleri uygulanmıştır [124].  

 İdentifikasyon testler Tablo 3.6’da listelenmiştir. Besiyerleri ve ayraçlar RTA ve 

GBL A.Ş tarafından sağlanmıştır. 

 

Tablo 3.6: İzolata uygulanan identifikasyon testleri. 

 

İdentifikasyon Testleri 

Sitrat Testi Metil Kırmızısı (MR) Testi SIM Testi 

Nitrat Testi Voges-Proskauer (VP) Testi Katalaz Testi 

Jelatinaz Testi Glikoz Testi Tuz-Mannitol Testi 

Üreaz Testi Sükroz Testi Hemoliz Testi 

 Laktoz Testi  

 

 

3.2.2. Pseudonocardia İzolatının Morfolojik Yapısının İncelenmesi ve 

Gram Boyama ile Boyanması 

 

 Morfolojik yapısının görüntülenmesi amacıyla, 50 ml TSB besiyerinde 30 °C’ta 

72 saat boyunca büyütülen kültürden ~15-20 µL alınıp lama aktarılmıştır. 20X ‘de 

görüntüsü alınmıştır.  

 Geleneksel Gram boyama işlemi uygulanmıştır ve 20X ‘de görüntüsü alınmıştır. 
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3.2.3. Olası Pseudonocardia İzolatından Genomik DNA İzolasyonu 

 

 Pseudonocardia izolatının genomik DNA’sı, Hopwood ve arkadaşları’nın (1985) 

metodunun basamakları Pseudonocardia izolatına uygun şekilde değiştirilip izole 

edilmiştir. 50 ml LB ve YEME besiyerlerine -80 °C %40’lık gliserollü stok  

solüsyonundan 250’şer μl inoküle edilerek, 30 °C’ta 180 rpm’de 72 saat boyunca 

büyütülmüştür. 100 ml LB ve YEME besiyerine ön kültürden 1:10 oranında ekim 

yapılarak hücreler tekrar  72  saat 30 °C’ta 180 rpm’de inkübe edilmiştir. Hücreler 50 

mL’lik falkonlara alınarak oda sıcaklığında 4500 rpm’de 20 dk santrifüjlenmiş ve 

ardından 17 ml TE tamponu eklenerek vorteks yardımıyla  çözülen pelletlerin üzerine 

lizozim (2 mg/ml) eklenmiştir.  Karışım ~1 saat 37 ℃’ta inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonrasında 500 μl %20 SDS ve 500 μl (10 mg/ml) RNaz eklenen örnekler 

37℃’ta ~1 saat daha inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından örnek üzerine 1500 μl 

5 M NaCl ve 1200 μl CTAB/NaCl solüsyonu eklenerek 65 ℃’a ayarlanmış su 

banyosunda 10-15 dakika bekletilmiştir. Süre sonunda oda sıcaklığına kadar  

soğutulan örnekler eşit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol (fenol:CIA) (25:24:1) 

solüsyonu ile muamele edildikten sonra oda sıcaklığında 4500 rpm’de 30 dakika 

boyunca santrifüj edilmiştir. Bu işlemden sonra fenolü uzaklaştırmak için örnekler 

aynı hacimde CIA (24:1) ile muamele edildikten sonra oda sıcaklığında 4500 rpm’de 

30 dakika santrifüj edilmiştir. Yeni bir falkona alınan üst fazların üzerine 0,6 hacim 

izopropanol eklenerek yaklaşık 1 saat boyunca oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrasında oda sıcaklığında, 4500 rpm’de 20 dakika boyunca santrifüj 

işleminin ardından süpernatant uzaklaştırılarak pelletler oda sıcaklığında kurutulmaya 

bırakılmıştır. Kurutulan pelletler 2 ml TE tamponunda çözülerek 500’er μl olacak 

şekilde eppendorflara paylaştırılmıştır. Örneklerin üzerine eşit hacimde fenol:CIA 

(25:24:1) solüsyonu eklenerek oda sıcaklığında 13.000 rpm’de 5 dakika boyunca 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası oluşan üst faz dikkatli bir şekilde yeni bir 

eppendorfa alınmış ve aynı hacimde fenol:CIA (25:24:1) eklenerek tekrar santrifüj 

edilmiştir. Bu işlemden sonra fenolü uzaklaştırmak için örnekler aynı hacimde CIA 

(24:1) ile muamele edildikten sonra oda sıcaklığında 13.000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Tüm bu işlemlerin ardından yeni eppendorflara bölüştürülerek üst faz 

üzerine 0,6 hacim izopropanol eklenerek ~1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

Kurutmaya bırakılmış olan pelletlerin üzerine 3 kat hacim soğuk %70’lik etanol ilavesi 
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yapılmış ve gece boyu -20℃’de bekletilmiştir. Bu işlemin ardından 4℃’ta 13000 rpm’ 

de 30 dakika santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatant 

uzaklaştırılarak pellet kurutulmuş ve dH2O’ da çözülmüştür. Hem LB hem YEME 

besiyerinde büyütülmüş hücrelerinden izole edilmiş genomik DNA’lar NanoDrop’ta 

ölçülmüştür ve çalışmalar YEME besiyerinde bütüyülmüş olan hücrelerden izole 

edilen genomik DNA’dan devam edilmiştir. 

 

3.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi  
 

 

 Genomik DNA izolasyonun başarılı olup olmadığını göstermek için agaroz jel 

elektroforezi yöntemine başvurulmuştur. % 0.8’lik (w/v) agaroz jel, 50 ml 1X TAE 

tamponuna 0,4 g toz agarozun eklenmesi ile hazırlanmış ve ardından agarozun 

çözünmesi için mikrodalgada ısıtılmıştır. Oda sıcaklığına soğutulan 50 ml agaroz jel 

çözeltisine RedSafe® (5 μl/100 ml) (20.000X) kimyasalı ilave edilmiştir. Kasete 

dökülen çözelti oda sıcaklığında bekletilerek polimerize olduktan sonra izole edilmiş 

DNA örneklerine 1/10 hacminde 6X DNA yükleme boyası eklenip karıştırılarak jele 

yüklenmiştir. GeneRuler™ 1 kb’lik moleküler DNA belirteci de jele yüklenmiştir. 

Daha sonra örnekler, içinde 1X TAE yürütme tamponu bulunan elektroforez tankında 

110 V  45-50 dk yürütülmüştür. Ardından UV ışık altında görüntülenmiştir. 

 

3.2.4. Olası Pseudonocardia İzolatının Tüm Genom DNA’sının 

Dizilenmesi 

 

 Pseudonocardia türüne ait olduğundan şüphelendiğimiz izolatın tüm genomu 

GenEra Diagnostik A.Ş. tarafından dizilenmiştir. 

 

3.2.5. Pseudonocardia İzolatının Büyüme Profilinin 

İncelenmesi 

 

 Pseudonocardia izolatının zamana bağlı büyüme profilinin oluşturulması için ilk 

önce 50 ml TSB besiyerinde 72 saat büyütülmüş olan ön kültürün ıslak ağırlığı 

hesaplanmış ve hücreden 500 μl alınıp 100 ml TSB besiyerine ekilmiştir. Toplamda 
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hücrelerin 384 saat (16 gün) boyunca inkübasyonu sağlanmıştır. Bu çalışma üçer 

replikadan oluşmaktadır. Her 24 saatte 5’er ml örnek alınıp falkonlara aktarılmıştır. 

Oda sıcaklığında 4500 rpm’de 20 dakika santrifüjlenip süpernatant atılmıştır. 

Besiyerinden kurtulmak için iki kez 5 ml dH2O ile yıkanan hücreler (4500 rpm, 20 dk, 

25℃) -20 ℃’a kaldırılmıştır. 16. gün sonunda -20℃’tan alınan hücreler yoğunluğuna 

göre 3-5 ml dH2O eklenip çözünmeleri sağlandıktan sonra daha önceden hassas 

terazide tartılmış olan tartım kaplarına aktarılmıştır. Hücreler 70 ℃’a ayarlanmış 

etüvde 3-4 gün boyunca kurutulmuştur. İşlem sonunda tartım kapları hassas terazide 

tartılmış ve hücrelerin mg/ml cinsinden değerleri hesaplanmıştır. 

 

3.2.6. Pseudonocardia İzolatının Antimikrobiyal Etkisinin 

İncelenmesi 

 

 Bu deney sürecinde Pseudonocardia izolatının süpernatantı, sonikasyon işlemi 

sonucu elde edilen pellet ve süpernatantların ve metanollü ekstraksiyonlarının, 

antimikrobiyal etkisinin B. subtilis, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus ve C. 

albicans üzerinde etkileri incelenmiştir. C. albicans hariç diğer tüm bakteriler 20 ml 

LB besiyerine ekimi yapılmış ve 37 °C’ta ~24 saat büyütülmeye bırakılmıştır. 0,5 

McFarland bulanıklıkta bakteri süspansiyonları gereği kadar alınıp BHI agara 

yayılarak ekilmiştir. C. albicans hücreleri  20 ml YEPD besiyerine katı kültürden bir 

miktar alınıp ekilmiş ve 1 saat boyunca çalkalanmadan 37 °C’ta büyütülmüştür. 30 µl 

alınıp KM agara yayılarak ekimi yapılmıştır. 

 100 ml TSB besiyerinde 72 saat 30 °C’ta büyütülen  Pseudonocardia izolatları 

steril 50 ml’lik  falkonlara alınarak oda sıcaklığında 4500 rpm’de 20 dk boyunca 

santrifüjlenip çöktürülmüştür. Süpernatanttan 1.5 ml alınıp steril eppendorfa 

aktarılmıştır. Ardından sonikasyon işlemi ile pellet ve süpernatantlar elde edilmiştir. 
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3.2.6.1. Pseudonocardia İzolatının Sonikasyon Yöntemi ile 

Parçalanması ve Ekim Aşaması 

 

 Elde edilen pelletlerin üzerine 2’şer ml soğuk PBS (pH 7.4) eklenip vorteks 

yardımıyla çözündükten sonra 4000 rpm, +4 °C’ta 30 dakika santrifüjlenir. 

Süpernatantı dökülen örneklere bu işlem bir kez daha yapılır. İşlem sonrası süpernatant 

atılır ve 2’şer ml soğuk PBS (pH 7.4) eklenip karıştırıldıktan sonra hemen  -80 °C’a 

kaldırılır. Gece boyu inkübasyondan sonra oda sıcaklığında 4500 rpm’de, 25 dakika 

santrifüj edildikten sonra pelletlerin üzerine 1’er ml soğuk sonikasyon liziz tamponu 

eklenir.  

 Hücreler mekanik yollarla parçalanmak üzere ilk etapta 30 sn süreyle ve %50 

genlikte (amplitüde) sonikasyona maruz bırakılmıştır. Sonikasyon zamanı 30 saniyede 

sabit bırakılarak aynı işlem 3 kez daha tekrarlanmıştır. Toplam 3-5 dakika boyunca 

sonikasyon devam edilmiştir. Bu süreçte ısınmayı engellemek amacıyla buz üzerinde 

içinde çalışılmıştır. Sonikasyonda parçalanan örnekler +4 °C’ta 4000 rpm’de 45 

dakika çöktürülmüştür. 

 Uygun katı besiyerlerine ekilen hücrelerin üzerine, sıvı kültürden elde edilen 

süpernatant, sonikasyon sonucu parçalanan hücrelerden elde edilen süpernatant ve 

pelletler ile ilaveten bu üç örneğin metanollü ekstraksiyonları, disk difüzyon yöntemi 

şeklinde her bir kâğıda 7 µL örnek alınıp damlatılmıştır (Şekil 3.2). Ardından bütün 

hücreler 24 saat 37 °C’ta inkübe edilmiştir. Disklerin etrafında zon oluşması 

durumunda, izolatımıza ait örneklerin antimikrobiyal etkisinin olduğunu 

göstermektedir.  

 

Şekil 3.2: Antimikrobiyal etki düzeni. 
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3.2.7. α-Amilaz Enzim Aktivitesinin İncelenmesi 

  

 Ham nişastayı sindiren amilazlar; mantarlar, mayalar ve bakteriler dahil 

mikroorganizmalardan bitkilere ve insanlara kadar çeşitli canlı organizmalar 

tarafından üretilir. Ekstraselüler hidrolitik enzimler arasında, amilazlar, yüksek 

endüstriyel değerlerinden dolayı özel bir statüye ve enzim biyoteknolojisinde çok 

önemli yere sahiptir. Bu deneyin amacı, izolatımızın hücre dışı α-amilaz enzim 

aktivitesi yoluyla ortamdaki nişastayı parçalama yeteneğine sahip olup olmadığını 

belirlemektir. Bunun için, ön sıvı kültüre kürdan yardımıyla bandırılan hücreler %1 

nişasta içeren TSA besiyerinin tam ortasına ekilmiştir. İnkübasyon süreleri 72, 144 ve 

216 saat (3, 6 ve 9 gün) olarak belirlenmiş olup bu süreler sonunda hücrelerin üzerini 

kaplayacak şekilde %10’luk iyot solüsyonu (lügol çözeltisi) damlatılıp ~30 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilir.  

 Pseudonocardia izolatının zamana bağlı α-amilaz enzim aktivitesinin 

hesaplanması için Miller ve arkadaşlarının geliştirdikleri spektrofotometrik yöntemin 

modifiye edilmesiyle gerçekleştirilmiştir [117]. İlk önce 50 ml TSB besiyerinde 72 

saat büyütülmüş olan ön kültürün ıslak ağırlığı hesaplanmış ve hücreden 500 μl alınıp 

120 ml TSB besiyerine ekilmiştir. Bu çalışma üçer replikadan oluşmaktadır. 

İnkübasyon süreleri 24, 48, 72, 96 ve 120 saat olarak belirlenmiş ve 24 saatte bir 

~1.5’er ml örnek alınıp eppendorflara aktarılmıştır. 13.300 rpm’de 5 dk 

çöktürüldükten sonra dikkatli bir şekilde süpernatanttan 1’er ml alınıp falkona 

aktarılır. Daha önce hazırlanmış olan %1’lik nişasta solüsyonundan 1’er ml alınıp 

süpernatanta eklenir ve 10 dk boyunca 35 °C’de inkübasyona bırakılır. Daha sonra 

reaksiyonu durdurmak amacıyla 2’er ml 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) eklenerek 10 

dk 95-100 °C’ta tekrar inkübasyona bırakılmıştır. 3,5 Dinitrosalisilik asit yüksek 

sıcaklıkta indirgen şekerlerin uçlarıyla reaksiyona girerek reaksiyonun durmasını ve 

renk oluşumunu da sağlamaktadır. Ardından  buzda oda sıcaklığına soğutulmuş ve 

hacmi 10 ml’ye dH2O ile tamamlanmıştır. 540 nm dalga boyunda ölçülmüştür. Elde 

edilen verileri kullanarak  

Şekil 3.3’teki formülle α-amilaz enzim aktivitesinin değeri Enzim Ünitesi (U/ml) 

şeklinde hesaplanmıştır. 1 dakikada 1 μmol substratı (çözünür nişasta) ürüne 

dönüştüren amilaz enzim miktarı 1 ünite olarak ifade edilmiştir. 
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Şekil 3.3: Enzim aktivitesi formülü. 

 

3.2.8. Proteaz Enzim Aktivitesi 

 

 Proteazlar; bitki, hayvan ve diğer mikroorganizma kalıntılarını ayrıştırarak  besin 

döngüsünün devamlılığının sağlanmasına katkıda bulunur. Buna ek olarak gen ifadesi, 

protein mobilasyonu ve enzim modifikasyon çalışmaları gibi önemli biyolojik 

süreçlerde rol almaktadır. İzolatımızda proteaz enzim aktivitesinin olup olmadığını 

göstermek amacıyla iki farklı besiyerinde büyütülmüştür. Bu çalışmada Skimmilk 

Agar, Nutrient Skimmilk Agar, TSB Skimmilk Agar ve  %1’lik Kazein ISP9 Agar 

besiyerleri kullanılmıştır ve sıvı ön kültüre steril kürdan ucuyla bandırılıp agarın 

ortasına nokta ekim yapılmıştır ve 72 saat 30 °C’ta büyütülmüştür.  

 

3.2.9. Lipaz Enzim Aktivitesi 

 

 Lipazlar; bakteri, maya, mantar, bitki ve hayvanlardan izole edilebildikleri halde 

bunların arasında bakteriyel lipazlar yüksek verimle elde edilmeleri, 

mikroorganizmaların hızlı büyümesi ve genetik manipülasyon kolaylığı açısından 

temizlik teknolojisinde ticari olarak oldukça önemlidirler. İzolatın lipaz enzim 

aktivitesinin olup olmadığını öğrenmek adına iki farklı besiyeri kullanılmıştır. 

Tribütirin agar ve Tween 80 agar besiyerlerine nokta ekim yapılmıştır ve 30 °C’ta 9 

gün boyunca inkübasyonu sağlanmıştır. 
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3.2.10. Ağır Metal Dirençliliği 

 

 Canlı organizmalardaki ağır metal iyonları, hücre zarı, mitokondri, çekirdek, 

DNA ve enzimler gibi hücre organellerini ve bileşenlerini etkileyerek hasara ve 

konformasyonel değişikliklere sebep olmaktadır. Ağır metalle kirlenmiş topraktaki 

baskın bakteri gruplarından biri de aktinobakterilerdir Ağır metal miktarının yoğun 

olduğu koşullarda hayatta kalabilmek için bu bakteriler, metallerin indirgeme, 

oksidasyon veya metilasyon yoluyla daha az toksik ve daha az hareketli formlara 

dönüşmesini içeren direnç mekanizmaları geliştirmek zorunda kalırlar. Bu 

mekanizmalar sayesinde bakteriler, biyoremediyasyon adı verilen biyolojik 

yöntemlerle kontamine ortamların iyileştirilmesinde kullanılır [112], [113], [114].  

 Pseudonocardia izolatının ağır metal dirençliliğinin karşılaştırılması, 6 farklı ağır 

metalin farklı konsantrasyonlarını (Tablo 3.7) içeren TSA besiyerlerine 50 µl kadar 

hücre yayılarak ekilmiş ve 96 saat  30 °C’ta inkübasyonları ile sağlanmıştır.  

 

Tablo 3.7: Kullanılan ağır metaller ve konsantrasyonları. 

 

Ağır Metal Adı Konsantrasyonlar (µg/ml) 

CdCl2 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 

CoCl2 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 

CrCl3 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 

CuCl2 200, 400, 800, 1600, 3200, 6400 

Pb(NO3)2 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 

ZnCl2 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 

 

3.2.11. UV Toleransı 

 

 Bu çalışmada, UV toleransını gözlemlemek amacıyla ilk olarak 50 ml TSB 

besiyerinde 72 saat büyütülmüş olan ön kültürden her seferinde 3 ml hücre alınıp  

sırasıyla 5, 10 ve 20 dk boyunca UV ışık altında bekletilmiştir. UV ışık altında 

bekletilen hücreler 10-4, 10-6 ve 10-8 oranında seyreltilip TSA besiyerine yayma ekim 

yapılarak ekilmiştir. Kontrol amaçlı UV ışığına maruz bırakılmayan hücreler de aynı 

oranlarda seyreltilip TSA’ya ekilmiştir. Bu çalışma üçer replikadan oluşmaktadır. 96 

saat boyunca  30 °C’ta inkübasyonları sağlanmıştır ve tek koloni düşmesi 
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hedeflenmiştir. İnkübasyon sonunda gözlemlenen tek koloniler sayılmıştır, dilüe 

oranları baz alınarak hesaplama yapılmıştır. Maruz bırakılan UV süresine göre grafik 

oluşturulmuştur. 

 

3.2.12. Farklı Besiyerlerinde Sporlandırma ve Spor Sayımı 

  

 Pseudonocardia türleri sporlanarak üremektedir. Bu bilgi doğrultusunda, 50 ml 

TSB besiyerinde 72 saat büyütülmüş olan ön kültürden ıslak ağırlık hesaplanmıştır ve 

MS agar, ISP2 agar ve TBO agar besiyerlerine 100 µL hücre yayma ekim ile ekilmiştir. 

15-20 gün boyunca 30 °C’ta sporlanmaya bırakılmıştır. Sporlanma sonunda her bir 

besiyerindeki sporlar %40’lık soğuk gliserol ile toplanmıştır ve -80 °C’a kaldırılmıştır. 

Spor sayımı için toplanan sporlar 10-4, 10-6 ve 10-8 oranında seyreltilip TSA besiyerine 

yayma ekim yapılarak ekilmiştir. Bu çalışma üçer replikadan oluşmaktadır. 96 saat 

boyunca  30 °C’ta inkübasyonları sağlanmıştır. İnkübasyon sonunda gözlemlenen tek 

koloniler sayılmıştır, seyreltme oranları baz alınarak hesaplama yapılmıştır. 

 

3.2.13. Farklı pH ve Sıcaklıkların Pseudonocardia İzolatının Büyüme 

Profiline Etkisi 

 

 Bu çalışmada, ıslak ağırlığı hesaplanan ön kültürden 500’er µL alınıp, pH=5, 7, 9 

ve 10 ‘a ayarlanmış 120 ml TSB besiyerlerine ekim yapılmıştır ve sıcaklık 30 °C olarak 

sabit tutularak 120 saat boyunca büyümeye bırakılmıştır. Öte yandan pH=7’ye 

ayarlanmış 120 ml TSB besiyerlerine ıslak ağırlığı hesaplanan ön kültürden 500’er µL 

alınıp ekilmiştir ve  25 °C, 30 °C, 35 °C ve 45 °C’de 120 saat boyunca büyümeye 

bırakılmıştır. Her 24 saatte bir 5 ml alınan örnekler, ikişer defa dH2O ile yıkanmıştır 

(4000 rpm, 15 dk, 25 °C). Yıkanan  örnekler -20 °C’ta saklanır. 120 saat sonunda 

hücreler 2-3 ml dH2O ile çözünmüştür ve daha önceden tartılan tartım kaplarına 

aktarılmıştır. 70 °C’a ayarlanmış olan etüvde 3-4  gün kurumaya bırakılmıştır. Kuruma 

sonrası tartım kapları tekrar tartılmış ve kuru ağırlık miktarı mg/ml şeklinde 

hesaplanarak grafik oluşturulmuştur. 
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3.2.14. Antibiyotik Direnci 

 

 Antibiyotik olarak β-laktam halkasına sahip olan penisilin diski (10U) 

(Bioanalyse) kullanılmıştır. Buna ek olarak apramisin (50 μg/mL), ampisilin (100 

μg/mL), nalidiksik asit (25 μg/mL) ve kloramfenikol (25 μg/mL) kullanılmıştır. 

 Ön kültürden 100 µL alınıp TSA besiyerine yayma ekim yapılmıştır. Penisilin (10 

U) diski agarın tam ortasına konulmuştur. Diğer antibiyotiklerden 7’şer µL alınıp 

agarın ortasına yerleştirilen emdirme kağıdının üstüne eklenmiştir. Antibiyotikli 

disklerin etrafında zon oluşmaması durumunda Pseudonocardia izolatının kullanılan 

antibiyotiklere dirençli olduğunu göstermektedir. 

  

3.2.15. Polietilen Glikol (PEG) Degradasyonu 

 

 Polietilen glikol (PEG), polimerik bir bileşiktir ve birçok endüstriyel ve tıbbi 

uygulamada yaygın olarak kullanılan bir polimer türüdür. Boyaların, verniklerin, 

elektronik devrelerin, plastiklerin ve diğer birçok endüstriyel ürünün üretiminde 

kullanılmaktadır. Çevresel atıkların başında plastikler gelmektedir ve doğada 

parçalanması çok güçtür [150].  

 Bu çalışmada Pseudonocardia izolatının PEG’i degrade edip etmediğini anlamak 

amacıyla %1’lik PEG içeren M9 besiyerine nokta ekim yapılmıştır. Toplamda 18 gün 

boyunca 30°’ta inkübasyonda bırakılmıştır. 6, 12 ve 18 gün sonunda petri Coommasie 

Blue ile ~20 dk boyunca boyanmıştır ve Destaining Solüsyonu ile ~20 dk yıkanmıştır. 

Hücre etrafında görülecek şeffaf zon PEG’in degrade olduğunu gösterecektir. 
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4. SONUÇLAR 

 

4.1. Olası Pseudonocardia İzolatının Büyüme Eğrisi, 

Morfolojik ve Biyokimyasal Özellikleri 

 

 TSB besiyerinde 16 gün boyunca büyütülen izolatın zamana bağlı büyüme eğrisi 

Şekil 4.1’de gösterilmiştir. Bakterinin 72 saatte (3. gün) durağan faza ulaştığı ve bu 

fazda uzun bir süre kaldığı görülmüştür.  

  

 

Şekil 4.1: Pseudonocardia izolatının zamana bağlı büyüme eğrisi. 

 

TSB besiyerinde 72 saat büyütülen kültürün morfolojisi incelendiğinde hifli 

yapıda olduğu, öbeklenerek pelletler halinde büyüdüğü ve Gram pozitif olduğu 

görülmektedir (Şekil 4.2). Olası Pseudonocardia izolatının tanımlanması için 

öncelikle bazı biyokimyasal identifikasyon testleri yapılmış ve sonuçlar Tablo 4.1’de, 

görselleri ise Şekil 4.3’te sunulmuştur. Elde edilen bulgular, farklı araştırmacılar 

tarafından izole edilmiş 61 farklı Pseudonocardia suşunun tabii tutulduğu testlerin 

sonuçlarıyla karşılaştırılmış [4] ve izolatın Pseudonocardia ile benzer özellikler 

taşıdığı tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.2: A) İzolatın ışık mikroskobu altındaki morfolojik görüntüsü (20x). Lacivert 

ok (     ) hücreyi, kırmızı ok (     ) ise oluşan hifleri göstermektedir. B) İzolatın Gram 

boyama sonucu (20x). 

 

 

Tablo 4.1: Biyokimyasal test sonuçları.  

 

Test Adı Sonuç Test Adı Sonuç 

Sitrat Testi + Katalaz Testi + 

Nitrat Testi + Glikoz Testi -/+ 

Jelatinaz Testi - Sükroz Testi + 

Üreaz Testi + Laktoz Testi - 

SIM Testi - Mannitol-Tuz Testi + 

Metil Kırmızısı (MR) Testi - Hemoliz Testi - 

Voges-Proskauer (VP) Testi - 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

30 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Şekil 4.3: Biyokimyasal identifikasyon test sonuçlarının görselleri. 

 

4.2. Olası Pseudonocardia İzolatından Genomik DNA 

İzolasyonu 

 

İzolatın moleküler olarak tanımlanması için genomik DNA’sı izole edilmiş (Şekil 

4.4), dizi analizi yapılmış (GenEra Diagnostik A.Ş.) ve genomun biyoinformatik 

analizi gerçekleştirilmiştir. Analizler için kullanılan yazılımlar ve programlar Tablo 

3.5.‘te listelenmiştir. Bu izolata ait genomik DNA’nın ~5.75 Mb boyutunda ve % 

74.45 GC oranında olduğu tespit edilmiştir. EzBioCloud propramı yardımıyla elde 

edilen 16S rRNA dizisinin (Şekil 4.4) NCBI veri tabanı BLAST sonuçlarına göre 

izolatın Pseudonocardia türüne ait olduğu tespit edilmiştir. İzolatın Pseudonocardia 

türleri arasındaki yerini ve benzerliğini anlamak amacıyla tüm Pseudonocardia 

suşlarına ait 16S rRNA’lar kullanılarak MEGA 11 üzerinden Neighbor-Joining modeli 
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kullanılarak filogenetik ağaç oluşturulmuştur (Şekil 4.5). Pseudonocardia izolatının 

sentezlediği olası ikincil metabolitler, tüm genoma ait DNA dizisi kullanılarak 

antiSMASH programı vasıtasıyla tespit edilmiştir. Elde edilen ikincil metabolitler ve 

türleri Tablo 4.2‘de listelenmiştir. 

 Pseudonocardia izolatının sentezlediği başlıca önemli enzimler, proteinler ve 

vitaminler, genomik DNA dizisine ait en uzun ilk 15 kontig dizisi baz alınarak (sonraki 

dizilerin sonuçları tekrar etmektedir) BLAST programı ile analiz edilmiş ve en yüksek 

benzerlik oranına sahip ilk 3 bakteriye ait bilgiler kullanılmıştır. Analiz sonuçlarına ait 

ayrıntılı bilgiler Tablo 4.2’den Tablo 4.9’a kadar gruplara göre kategorize edilerek 

listelenmiştir.  

 

 

Şekil 4.4: Olası Pseudonocardia izolatından izole edilen genomik DNA. 

M: 1 kb’lık moleküler DNA belirteci.  
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Şekil  4.5: İzolatın 16S rRNA dizisi. 

 

Tablo 4.2: Pseudonocardia izolatı tarafından sentezlenen olası ikincil metabolitler ve 

türleri. 

 

İkincil Metabolit Türü 

İkarugamisin Antibiyotik, Antitümör 

Rustmisin  Antibiyotik 

Fosfonoglikanlar Antifungal 

Funisamin Antibiyotik 

SF2575 
 Poliketit (Tetrasiklin) 

 Sakkarit 

 

Antitümör 

Kendomisin B Antibiyotik, Antitümör 

Lankasidin C Antibiyotik 

Ektoin Antiultraviyole 

Nistatin benzeri  

     Pseudonocardia polien 

Antibiyotik 

Sakaroşelinler 

(A, B, C, D, E, F, G, H) 

Antitümör 

Stenotrisin Antibiyotik 

Streptamidin Antibiyotik 

Karotenoid Antitümör 
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Şekil 4.6: 16S rRNA dizisi ile oluşturulan filogenetik ağaç.  

İzolat “Pseudonocardia sp.” olarak gösterilmiştir. 
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Tablo 4.3: Pseudonocardia izolatı tarafından sentezlenen olası vitaminler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sentezlenen 

Olası 

Vitaminler 

İlgili Vitamin Sentazlar ve Proteinler 

B1 *Thiamine pyrophosphate protein *Thiamine biosynthesis protein ThiJ 

*Thiamine biosynthesis protein ApbE *Thiamine-monophosphate kinase 

*Thiamine ABC transporter permease *Thiamin pyrophosphokinase *Thiamine 

biosynthesis protein ThiS 

B2 *Riboflavin biosynthesis protein RibBA *Riboflavin synthase subunit alpha 

*Riboflavin biosynthesis protein RibD *Riboflavin kinase 

B5 Pantothenate synthetase 

B6 Pyridoxine/pyridoxamine 5'-phosphate oxidase 

B7 *Acetyl-CoA carboxylase biotin carboxylase subunit  *Biotin sulfoxide 

reductase *ATP-dependent dethiobiotin synthetase BioD 

*Biotin-[acetyl-CoA-carboxylase] ligase *Dethiobiotin synthetase 

*Biotin biosynthesis protein BioC *Biotin--acetyl-CoA-carboxylase ligase 

*Biotin transporter BioY 

B12 *B12-dependent methionine synthase * Vitamin B12-dependent ribonucleotide 

reductase *Cobalamin biosynthesis protein CobD *Cobalamin-binding protein 

*Cobalamin/Fe3+-siderophore ABC  transporter ATP-binding protein * Putative 

cobalamin synthesis protein *Hypothetical cobalamin synthesis protein 

P47K/CobW *Putative cobalamin biosynthesis protein  CobN *Putative 

cobalamin biosynthesis protein CobI *Cobalamin biosynthesis protein CbiX 

*Cobalamin biosynthesis protein CbiM *Cobalamin biosynthesis protein CobQ 

K2 *Ubiquinone/menaquinone biosynthesis methyltransferase 

*Dimethylmenaquinone methyltransferase 

Folat Dihydrofolate synthase 

Diğer  İlgili Sentazlar  

Kinolinate 

(Nikotinik asit 

mononükleotidi) 

Quinolinate synthetase 

Metanogen 

(metan üretimi) 
Coenzyme F390 synthetase 
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Tablo 4.4: Pseudonocardia izolatının dirençli olabileceği bileşikler ve elementler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Olası Bileşikler ve 

Elementler 

Türü İlgili Direnç Proteinleri 

Bakır (Cu) Geçiş Metali Copper resistance protein 

Bleomisin Antitümör Putative glyoxalase/bleomycin resistance 

protein 

Kloramfenikol Antibiyotik Chloramphenicol resistance protein 

Daunorubisin Antitümör Daunorubicin resistance protein DrrA 

family 

Tellür (Te) Toksik Yarı Metal Tellurium resistance protein TerC 

Arsenik (As) Toksik Arsenic resistance protein 

Hidroperoksit Ağartıcı Organic hydroperoxide resistance protein 

Amonyum (NH₄⁺) Güçsüz asit Quaternary ammonium compound-

resistance protein SugE 

Diğer Türü İlgili Direnç Proteinleri 

Hücresel ilaç direnci 

pompaları 

İyon çiftlerini veya ilaç 

moleküllerini hücre içinden 

dışarı taşıyan pompalar 

Putative drug resistance transporter, 

EmrB/QacA family protein 

Bacillus cereus/ 

kloramfenikol-florfenikol 

Mikroorganizma/ 

Antibiyotik 

Bcr/CflA family drug resistance efflux 

transporter 
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Tablo 4.5: Pseudonocardia izolatı tarafından degrade edilen olası bileşikler. 

 

Degrade Edilen Olası 

Bileşikler 

Türü İlgili Degradasyon Enzimleri 

Sinnamik asit Aromatik bileşik Bifunctional 3-phenylpropionate/cinnamic acid 

dioxygenase ferredoxin 

Atrazin Herbisit Hydroxydechloroatrazine ethylaminohydrolase 

Katekol 
 

Bitkilerde 

antioksidan 
*Catechol 1,2-dioxygenase * 

Benzoat Antimikrobiyal *Benzoate transporter *2,3-dihydroxybenzoate-

AMP ligase *2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate 

dehydrogenase *4-chlorobenzoate--CoA ligase 

Benzen 
 

Aromatik bileşik Benzene 1,2-dioxygenase 

Gentisik asit Katalizör Gentisate 1,2-dioxygenase 

Allofanat 
 

Poliüretan üretimi Allophanate hydrolase  

Protokateşuat Aromatik bileşik *Extradiol dioxygenase *Protocatechuate 4,5-

dioxygenase subunit beta *2,3-dihydroxybiphenyl 

1,2-dioxygenase 

Hidroksi kinol Aromatik bileşik Hydroxyquinol 1,2-dioxygenase 
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Tablo 4.6: Pseudonocardia izolatı tarafından sentezlenen olası lipazlar. 

 
Sentezlenen Olası Lipazlar Görevi 

Lysophospholipase Fosfolipid metabolizması, lizofosfolipidlerin hidrolizi 

Monoacylglycerol lipase Monoasilgliserol hidrolizi 

GDSL family lipase Bitkilerde lipit hidrolizi 

Phospholipase D 
Fosfolipid hidrolizi, hücre zarı geçirgenliği ve sinyal   

iletimi 

 

Tablo 4.7: Pseudonocardia izolatı tarafından sentezlenen olası proteazlar. 

 

Sentezlenen Olası Proteazlar Görevi 

Clp protease ClpP, ClpS Hücrelerde protein yıkımı 

Zinc protease Hücre döngüsü düzenlemesi ve proteinlerin parçalanması 

Zinc metalloprotease Proteinlerin parçalanması 

Lon protease 
Proteinlerin doğru katlanması, hatalı katlanmanın 

düzeltilmesini ve proteinlerin parçalanması 

CAAX protease Protein işleme ve sinyal transdüksiyonu 

HtpX protease  
Proteinlerin doğru katlanması, hatalı katlanmanın 

düzeltilmesini ve proteinlerin parçalanması 
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4.3. Pseudonocardia İzolatının Antimikrobiyal Etkisi 

  

 Pseudonocardia’ya ait kültür süpernatantının, sonikasyon sonucu elde edilen 

süpernatant ve pelletin antimikrobiyal özellik taşıyıp taşımadığını belirlemek için 6 

farklı mikroorganizma kullanılmıştır. İzolatın farklı ekstraksiyonlarının, Bacillus 

subtilis ATCC 8739, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 

29122, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

ve Candida albicans ATCC 10231 mikroorganizmaları üzerinde yapılan bu çalışmada 

herhangi bir antimikrobiyal etkisinin olmadığı görülmüştür. 
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4.4. α-Amilaz Enzim Aktivitesi 
 

 İzolatın α-amilaz enzimini ürettiği %1’lik nişastalı TSB agarda 3, 6 ve 9 gün  

boyunca büyütülen hücrelerin lügol çözeltisiyle muamale edilmesiyle   tespit edilmiştir 

(Şekil 4.7). %1’lik nişastalı sıvı TSB besiyerinde büyütülen Pseudonocardia izolatının 

α-amilaz enzim aktivitesi de ölçülmüştür (Şekil 4.8).  

 

 

Şekil 4.7: Pseudonocardia izolatının α-amilaz üretimi. 

 

 

Şekil 4.8: Pseudonocardia izolatının α-amilaz enzim aktivitesi (U/ml). 
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4.5. Proteaz Enzim Aktivitesi 

 

 Bölüm 3.2.7.’te listelenen 4 farklı besiyerine nokta ekim yapılan hücrelerin 3, 6 

ve 9. gün sonundaki proteaz aktivite testine ait sonuçlar Şekil 4.9’da gösterilmiştir. 

Elde edilen sonuçlara göre bakterinin ekstraselüler proteaz aktivitesinin olmadığı 

belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9: Pseudonocardia izolatına ait proteaz aktivitelerinin farklı besiyerinde 

gösterilmesi. A) TSB Skimmilk agar B) Skimmilk Agar C) Nutrient Broth Skimmilk 

Agar D) ISP9+%1 Kazein Agar. 
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4.6. Lipaz Enzim Aktivitesi 

 

 Tablo 3.2’de listelenen besiyerlerine nokta ekim yapılan hücrelerin 3, 6 ve 9. gün 

sonundaki lipaz aktivite testine ait sonuçlar Şekil 4.10’da gösterilmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre 9. gün sonunda Tween 80 agarda hücre etrafında opak zon oluşması 

nedeniyle  lipaz aktivitesinin az da olsa olduğu görülmektedir (Şekil 4.10. A-9.gün). 

Fakat tribütirin agarda herhangi bir zon oluşmamıştır. 

 

 

Şekil 4.10: Pseudonocardia izolatına ait lipaz aktivitelerinin farklı besiyerlerinde 

gösterilmesi. A) Tween 80 Agar. B) Tribütirin Agar.  
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4.7. Ağır Metal Dirençliliği 

 

 Tablo 3.7.‘de listelenen ağır metaller ve uygulanan konsantrasyonlar sonucunda 

elde edilen sonuçlar Tablo 4.11.’de özetlenmiştir. Sonuçlara ilişkin detaylı görsellere 

Ek A’da yer verilmiştir. Kontrol olarak ağır metal içermeyen TSA besiyerinde de 

bakteri büyütülmüştür. Bu verilere göre Pseudonocardia izolatının CdCl2 dışındaki 

diğer ağır metallere oldukça dirençli olduğu tespit edilmiştir. Yüksek konsantrasyonlar 

da bile (3200 µg/ml CoCl2 hariç) büyümenin olduğu gözlemlenmiştir.  

 

Tablo 4.11: Farklı ağır metal ve konsantrasyonlarının Pseudonocardia izolatı 

üzerindeki büyüme etkisi. Üç artı (+++) üremenin çok fazla, çift artı (++) üremenin 

fazla, tek artı (+) üremenin az olduğunu ve eksi işareti (-) üremenin olmadığını 

göstermektedir. 

 

Ağır Metalsiz (Kontrol) +++ 

CdCl
2
 (µg/ml) CrCl

3 
(µg/ml) ZnCl

2 
(µg/ml) 

12,5 ++ 100 +++ 100 +++ 

25 + 200 +++ 200 +++ 

50 - 400 +++ 400 +++ 

100 - 800 +++ 800 +++ 

200 - 1600 +++ 1600 +++ 

400 - 3200 +++ 3200 ++ 

CoCl
2
 (µg/ml) CuCl

2
 (µg/ml) Pb(NO

3
)
2
 (µg/ml) 

100 +++ 200 +++ 100 +++ 

200 +++ 400 +++ 200 +++ 

400 +++ 800 +++ 400 +++ 

800 ++ 1600 +++ 800 +++ 

1600 + 3200 ++ 1600 +++ 

3200 - 6400 + 3200 +++ 
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4.8. UV Toleransı 

 

 Sırasıyla 5, 10 ve 20 dk boyunca UV ışığı altında bırakılan Pseudonocardia 

hücreleri TSA besiyerine yayılmış, inkübasyon sonucu oluşan tek koloniler sayılmış 

ve 1 ml’deki koloni oluşturan birim (KOB/ml) hesaplanmıştır (Şekil 4.11). UV dozu 

Joule/metrekare/saniye (J/m2) birimi ile ifade edilmektedir [139]. Deneyde 5., 10. ve 

20. dakikalarda bakterilere uygulanan UV dozu sırasıyla  2400 J/m2, 4800 J/m2 ve 

9600 J/m2‘dir. UV’ye maruz kalmayan bakterilerin sayısı 289x108 KOB/ml iken 5 dk 

UV ışığında kalan hücrelerin yaklaşık % 95,33’nün, 10 dk sonunda ise % 97,785’inin 

öldüğü görülmüştür. İlginç bir şekilde UV ışığı altında beklenen 20 dk sonunda bakteri 

sayısının 23.5x108 KOB/ml’a yükseldiği görülmüştür. 

 

 

Şekil 4.11: Pseudonocardia’nın UV direnci ölçüm grafiği. 
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4.9. Pseudonocardia’nın Farklı Besiyerlerinde Sporlanması 

 

 MS, ISP2 ve TBO agar besiyerlerine 100’er µL ekilip inkübe edilmesiyle elde 

edilen sporlar Şekil 4.12’de gösterilmiştir. Sporların %40’lık gliserol ile toplanıp dilüe 

edilmesi sonucu elde edilen sporlar sayılmış ve 1 ml’deki koloni oluşturan birim 

(KOB/ml) değerleri hesaplanmıştır (Şekil 4.13). Spor sayımına göre MS, ISP2 ve TBO 

besiyerinden elde edilen bakteri sayıları sırasıyla 10.5x108 KOB/ml, 5.3x108 KOB/ml 

ve 1.3x108 KOB/ml şeklindedir. Sporlanmayı destekleyen en iyi besiyerinin MS 

besiyeri olduğu görülmüştür.  

 

 

Şekil  4.12: Pseudonocardia izolatının farklı besiyerlerinde sporlandırılması. 

A) MS agar B) ISP2 agar C) TBO agar. 

 

 

Şekil 4.13: Pseudonocardia izolatının farklı besiyerlerindeki spor sayımları. 
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4.10. Farklı pH ve Sıcaklıkların Pseudonocardia İzolatının 

Büyümesi Üzerindeki Etkisi 

 

 Pseudonocardia izolatının farklı pH değerlerine (5, 7, 9 ve 10) sahip TSB 

besiyerindeki büyüme grafiği Şekil 4.14‘te, farklı sıcaklıklardaki (25 °C, 30 °C, 35 °C 

ve 45 °C) büyüme grafiği ise Şekil 4.15‘te gösterilmiştir.  

pH 7’de 72. saatte durağan faza giren hücrelerin pH 5, 9 ve 10’da durağan faza 

96. saatte geçtiği bulunmuştur. 96. ve 120. saatlerde pH 5, 9 ve 10’da hücre sayısının 

pH 7’ye göre daha fazla olduğu görülmüştür.  

 

 

Şekil 4.14: Pseudonocardia izolatının farklı pH’lara sahip TSB besiyerindeki 

büyüme grafiği. 
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İzolatın farklı sıcaklık değerlerindeki büyüme miktarlarına bakıldığında, en fazla 

üremenin 30 °C’de olduğu ve 72. saatte durağan faza ulaştığı görülmüştür. 35 °C’de 

üremenin 30 °C’ye oranla ~1,5 kat daha az olduğu ve hücrelerin 72. Saatte durağan 

faza girdiği gözlenmiştir. 25 °C’de büyüyen hücrelerin 96. saatte durağan faza girdiği 

görülmüştür. 45 °C, üremenin en az olduğu sıcaklık olarak bulunmuştur. Bu sıcaklıkta 

hücreler 48. saatte durağan faza geçmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.15. Pseudonocardia izolatının farklı sıcaklıklardaki büyüme grafiği.  
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4.11. Antibiyotik Direnci 

 

 Bu çalışmada penisilin diski (10U), apramisin (50 μg/mL), ampisilin (100 μg/mL), 

nalidiksik asit (25 μg/mL) ve kloramfenikol (25 μg/mL) kullanılmıştır. Şekil 4.16’te 

kullanılan antibiyotiklerin etkileri gösterilmektedir. Buna göre, Pseudonocardia 

izolatının CLSI değerlerine göre apramisin, nalidiksik asit ve kloramfenikole hassas 

olduğu, penisilin ve ampisiline dirençli olduğu anlaşılmıştır.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.16: Pseudonocardia izolatının antibiyotik direnci. A) Penisilin (10U). B) 

Nalidiksik asit (25 μg/mL). C) Ampisilin (100 μg/mL) D) Apramisin (50 μg/mL)  

E) Kloramfenikol (25 μg/mL). 
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4.12. Polietilen Glikol (PEG) Degradasyonu 

 

 %1’lik PEG içeren M9 agar besiyerine hücreler nokta ekim ile ekilmiştir. 6, 12 ve 

18 günün sonunda Commasie Blue ile boyanan petrilerin sonuçları Şekil  4.17’da 

gösterilmiştir. Her ne kadar boyama sonucunda hücrenin etrafında açık renkli geniş bir 

halka görülmese de Pseudonocardia’nın PEG’i karbon ve enerji kaynağı olarak 

kullanarak büyüyebildiği görülmektedir. 

 

 

 

Şekil 4.17: Pseudonocardia izolatının PEG degradasyonuna ilişkin sonuçları. 
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5. TARTIŞMA VE ÖNERİ 

 

Pseudonocardia, Actinobacteria sınıfına ait Gram pozitif bir bakteri cinsi olup 

birçok habitatta bulunur ve farklı organizmalarla mutualist bir şekilde yaşarlar [10], 

[118].  İlk defa yaprak kesici karınca türüne ait Acromyrmex’lerin bağırsaklarında 

bulunan bu bakteriler biyoteknolojik önemi olan farklı ikincil metabolitler 

üretmektedir [1], [2].  

Laboratuvarımızda yapılan çalışmalar sırasında, her zaman çalıştığımız 

aktinomiset gruplarından farklı morfoloji sergileyen ve kahverengi pigment üreten bir 

bakteri, biyoteknolojik değeri olabilir şüphesiyle izole edilmiştir. Bu tez çalışmasında, 

söz konusu izolat biyokimyasal testler aracılığıyla ve genomu dizilenerek 

Pseudonocardia olarak tanımlanmış ve ön karakterizasyonu yapılmıştır. 

İlk incelemelerde, Gram pozitif hif oluşturan bir bakteri olduğu belirlenen izolata 

biyokimyasal identifikasyon testleri uygulanmıştır. Elde edilen bulgular, farklı 

araştırmacılar tarafından izole edilmiş 61 farklı Pseudonocardia suşunun test 

sonuçlarıyla karşılaştırılmış [4] ve diğer suşlarla büyük oranda benzediği bulunmuştur. 

Literatür araştırmalarında Pseuodonocardia türü ifade edilirken katalaz pozitif ve 

hareketsiz bakteri tanımı yapılmakta olup [118], söz konusu izolatın da bu özellikleri 

taşıdığı görülmüştür. Çoğu Pseudonocardia türü gibi bizim izolatımızın da sitratı 

karbon kaynağı, amonyum tuzlarını da nitrojen kaynağı olarak kullanabilme 

yeteneğine sahip olduğu bulunmuştur. İzolatımızın nitrat testi pozitif olup çoğu 

Pseudonocardia türü gibi nitratı (NO3) redükte ederek nitritlere (NO2) ve hatta daha 

ileri basamaklara amonyak (NH3) ve nitrojen gazına (N2) kadar ayrıştırabildiği 

anlaşılmıştır. Glikozu kısmen, sükrozu tamamen karbon ve enerji kaynağı olarak 

kullanabilen izolatın, laktozu kullanamadığı bulunmuştur. Jelatinaz aktivitesi 

olmayan, MR-VP testi negatif sonuç veren izolatın, %5’lik koyun kanlı agar’da 

büyüdüğü ancak hemoliz yeteneğinin olmadığı görülmüştür.  

İzolatımızın %7.5’luk NaCl içeren mannitol agardaki renk değişimine göre 

(pembeden sarıya) hem yüksek tuz konsantrasyonuna dayanıklı olduğu hem de D-

mannitolü karbon kaynağı olarak kullanabildiği sonucuna varılmıştır. Daha önce Şahin 

ve ekibi tarafından yeni izole edilen 11 farklı Pseudonocardia suşun sadece 1 tanesinin 

yüksek tuz konsantrasyonuna dayanıklı olduğu ve aynı zamanda mannitolü 
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kullanabildiği anlaşılmıştır. Aynı çalışmada, 11 suştan 7 tanesinin ise sadece D-

mannitolü kullabildiği görülmüştür [44]. 

Hemoliz yeteneği gözlenmeyen izolatın patojen olup olmayacağı konusunda 

yaptığımız araştırmalarda, Pseudonocardia’nın ciddi bir hemoliz aktivitesi olmasa bile 

enfeksiyona sebebiyet veren patojen suşlarının olduğu bulunmuştur. Travmatik beyin 

yaralanması geçiren bir hastanın beyin omurilik sıvısı örneğinden Pseudonocardia 

carboxydivorans'ın izole edilmesiyle, Pseudonocardia’nın ilk enfeksiyon vakası 

literatüre girmiştir [124]. Diğer bir çalışmada, İdiyopatik Trombositopenik Purpura 

(kemik iliğinde üretilen ve kanamanın durdurulmasında görevli trombositlerin kandaki 

sayısının azalması durumu) ve Splenektomi (dalağın cerrahi işlem ile çıkarılması) 

sonrası uzun süreli kortikosteroid kullanımına bağlı olarak gelişen Pseudonocardia 

oroxyli enfeksiyonu nedeniyle hastalarda Süpüratif Sialadenitin (tükürük bezlerinin 

enfeksiyonuna bağlı olarak ortaya çıkan bir durum) vakası bildirilmiştir [125].  

İdentifikasyon çalışmalarına ek olarak izolatın, endüstriyel önemi büyük olan α-

amilaz, proteaz ve lipaz enzim aktiviteleri de incelenmiştir. %1’lik nişastalı TSA 

besiyerinde büyütülen bakterinin α-amilaz ürettiği gözlenmiş, enzim aktivitesi 

ölçümleriyle de bu bulgu desteklenmiştir. Bazı Pseudonocardia suşlarının nişastayı 

parçalayabilen enzimlere sahip olduğu bilinmektedir [4]. 2011 yılında yapılmış olan 

bir çalışmada, 56 farklı aktinomiset suşu amilaz aktivitesi bakımından incelenmiş ve 

en düşük 2.04 U/ml, en yüksek ise 6.48 U/ml değerleri elde edilmiştir [130]. Buna ek 

olarak, 2020 yılında yapılmış bir çalışmada geviş getiren hayvanların işkembe 

sıvısından amilolitik aktinobakteriler izole edilmiş, içlerinden 10 izolatın amilaz 

ürettiği ve elde edilen en yüksek amilaz aktivitesinin 2.53 U/ml olduğu bulunmuştur 

[131]. Bacillus licheniformis tarafından üretilen α-amilaz enzim aktivitesinin ise 54 

U/ml olduğu bilinmektedir [132]. Enzim üretimi konusunda mikroorganizmalar 

arasında farklılıklar bulunmakta olup aktinomisetlerin α-amilaz enzim aktivitesinin 

çok yüksek olmadığı bilinmektedir. Bir aktinomiset üyesi olan izolatın ürettiği enzimin 

aktivite değerleri de bu duruma bir örnektir. 

Dört farklı besiyerinde proteaz aktivitesi için değerlendirilen izolatın 

ekstraselüler proteaz aktivitesinin olmadığı görülmüştür. Literatür araştırmalarına göre 

Pseudonocardia suşlarının çoğunlukla proteaz negatif olduğu, ortamda bulunan 

kazeini parçalayamadıkları bilinmektedir [4], [44]. Yaptığımız biyoinformatik 

analizler sonucunda tespit edilen proteazların intraselüler enzimler oldukları ve 
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bunların çoğunluğunun proteinlerin yanlış katlanmalarını düzenleme özelliği 

gösterdikleri bulunmuştur. 

Lipaz enzim aktivitesi için kullanılan farklı beisyerlerinden sadece %1’lik 

Tween 80 içeren besiyerinde, 9. gün sonunda, kısmî pozitif olarak 

değerlendirilebilecek bir sonuç elde edilmiştir. Şahin ve ekibi, 11 Pseudonocardia 

suşundan 8’inde %1’lik Tween 80 içeren besiyerinde pozitif sonuç almıştır [44]. 

Aşağıda detaylıca bahsedilecek olan biyoinformatik analizlere göre izolatımızın 

fosfolipaz D (PLD) enzimini sentezlediği ve bu enzimin ekstraselüler olduğu 

bilinmektedir. Bu enzim sayesinde kısmi pozitif sonuç alındığı düşünülmüştür. 

Biyokimyasal testler ile kısmî tanımlaması yapılan izolatın moleküler seviyede 

de tanımlanması ve biyoteknolojik potansiyelinin in siliko olarak belirlenmesi için 

genomik DNA’sı dizilenmiştir. 16S rRNA dizisi kullanılarak izolatın taksonomik 

konumu belirlenmiş ve Pseudonocardia cinsine ait olduğu doğrulanmıştır. 

Biyoinformatik analiz sonuçları, izolatımızın birçok biyoaktif bileşik sentezleme 

potansiyeline sahip olduğunu göstermiştir. İlk dikkat çeken özelliği olan kahverengi 

rengi, bakterinin bir ikincil metabolit olan karotenoid üretme yeteneğinden 

kaynaklanmaktadır. Karotenoidler sarı, turuncu, kırmızı ve kahverengi arasında 

değişen renklerden sorumlu doğal pigmentlerdir. Biyolojik olarak üretilen 

karotenoidlerin besinsel (provitamin A), antioksidan ve fotokoruyucu gibi tıbbi etkileri 

vardır. Mikroalgler, mikrofunguslar ve bakteriler tarafından sentezlenen karotenoidler 

β-karoten, likopen, lutein, astaksantin, kantaksantin ve zeaksantin  şeklinde çeşitli 

gruplara ayrılır ve farklı molekül yapılarına göre bu sayı artabilmektedir [127], [128]. 

Bu çalışma kapsamında, izolatın hangi karotenoid formunu sentezlediği 

araştırılmamıştır fakat, bir mikroalg olan Phaedactylum tricornutum tarafından 

sentezlendiği bilinen fukoksantin, kahverengi renkli bir karotenoid olup [129] izolatın 

fukoksantin benzeri bir molekül üretebileceği düşünülmüştür.  

Biyoinformatik analiz sonuçlarına göre çeşitli sentaz (vitamin ve diğerleri), 

hidrolaz (degradaz ve peptidaz) ve transferaz enzimlerini ve buna bağlı olarak çeşitli 

protein gruplarını da sentezleyebildiği tespit edilmiştir. Vitaminler, organizmaların 

yaşamsal fonksiyonları için gerekli olan organik bileşiklerdir ve vitamin sentazlar 

tarafından sentezlenmektedir. Degradazlar, biyolojik sistemlerde organik maddelerin 

parçalanmasından sorumlu enzimlerdir ve kompleks moleküllerin daha küçük 

bileşenlerine dönüştürülmesini sağlar. Biyolojik sistemlerde moleküler döngülerin 

sürdürülmesi ve hücre içi ve dışı maddelerin dönüşümü için önemli rol oynarlar. 
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Peptidazlar, proteinlerin peptit bağlarını çözerek peptitleri hidrolize ederek amino 

asitlere parçalarlar. Transferazlar, bir kimyasal grubu bir molekülden başka bir 

moleküle transfer eden enzimlerdir. Bu enzimler, bir substratın belirli bir kimyasal 

grubunu başka bir bileşik üzerine aktararak reaksiyonları katalizler. 

Bu tez çalışması kapsamında, izolatın farklı besiyerlerinde sporlanması, plastik 

türevlerini parçalayabilme potansiyeli, farklı fizyolojik koşullar altında (pH, sıcaklık 

vb.) büyümesi, antimikrobiyal etkisi, ağır metal, UV ve antibiyotik direnci de 

çalışılmıştır. 10-14 günde sporlandığı bilinen Pseudonocardia [4], MS, ISP2 ve TBO 

besiyerlerinde büyütülmüş ve sporlanmayı en çok destekleyen besiyerinin MS olduğu 

görülmüştür. Bunun sebebinin, yaptığımız identifikasyon test sonuçlarına göre MS 

besiyeri içeriğinde bulunan mannitolü karbon ve enerji kaynağı olarak 

kullanabilmesinden kaynaklandığı düşünülmüştür. Yapılan diğer çalışmalarda ISP2 

besiyerinin sporlandırma amaçlı çok sık kullanıldığı görülmüş [21], [41], [44], [146] 

fakat bu çalışmayla MS besiyerinin Pseudonocardia için en etkili besiyeri olduğu 

bulunmuştur. 

Genom analizine göre farklı çevresel kirleticileri parçalayan enzimlere sahip 

olduğu görülen izolatın polietilen glikol parçalama yeteneği test edilmek istenmiştir. 

%1’lik PEG içeren M9 besiyerine ekilen ve toplamda 18 gün boyunca inkübe edilen 

hücrelerin etrafında çok küçük bir zon elde edilmiştir. Ancak besiyerinde bulunan 

%2’lik glikozun hemen tükeneceği bilindiğinden, bakterinin bu besiyerinde hiç 

zorlanmadan büyüyebilmesi, PEG’i karbon ve enerji kaynağı olarak kullanabildiğini 

göstermiştir.  Fakat biyoinformatik analizlerde PEG degradasyonu ile direk ilişkili 

olabilecek bir enzim bulunamamıştır. Kohlweyer ve arkadaşları tarafından izole edilen 

Pseudonocardia K1 suşunun da PEG içeren besiyerinde büyüdüğü görülmüştür [79].  

Pseudonocardia suşlarının genel olarak ISP2 katı besiyerinde büyütüldüğü, 

optimum sıcaklık olarak 25 °C-28 °C’ta ve optimum pH olarak ise 7.0-7.5 değerlerinin 

tercih edildiği bilinmektedir [21], [41], [44], [146]. Bu çalışmada, yukarıda adı geçen 

sporlandırma ve PEG içeren besiyerleri dışında katı besiyeri olarak TSA, sıvı besiyeri 

olarak ise TSB kullanılmıştır. Literatürde, Pseudonocardia cypriaca ve 

Pseudonocardia salamisensis suşlarının TSA besiyerinde büyümediği [44] bilgisi 

mevcut olmasına rağmen, bizim suşumuzun bu besiyerinde büyüyebildiği 

gözlenmiştir. Bakteri, pH değerleri 5, 7, 9 ve 10 olan besiyerlerinde oldukça rahat 

büyümüştür ama optimum pH 7 olarak bulunmuştur. Bizim bulgularımızı destekler 
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şekilde, Şahin ve ekibinin izole ettiği 11 Pseudonocardia suşun arasından 9’unun pH 

5 ve 10’a dayanıklı olduğu görülmüştür [44]. 

Farklı sıcaklıklarda (30 °C, 35 °C, 25 °C ve 45 °C) büyütülen izolatın optimum 

büyüme sıcaklığı literatürle uyumlu olacak şekilde 30 °C olarak bulunmuştur. Farklı 

sıcaklıklarda pigmentasyon miktarının değiştiği gözlenmiştir. Pigmentasyonun en 

yoğun olduğu sıcaklık sırasıyla 35 °C, 30 °C ve 25 °C şeklinde olup en az 

pigmentasyonun gerçekleştiği sıcaklık 45 °C olarak bulunmuştur. 

Pseudonocardia izolatının B. subtilis, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa, S. 

aureus ve C. albicans üzerinde antimikrobiyal etkisi, izolata ait farklı 

ekstraksiyonların kullanılması (süpernatant, sonikasyon sonucu elde edilen 

süpernatant ve pellet ile bunların metanollü ekstraksiyonları) ile çalışılmıştır. Fakat 

kullanılan mikroorganizmalara karşı, bu çalışma için, herhangi bir antimikrobiyal etki 

gözlenmemiştir. Oysa yapılan biyoinformatik analizlerde, antimikrobiyal özellik 

taşıyan ikincil metabolitlerin varlığı saptanmıştır. Daha önce yapılan bir çalışmada, 

Pseudonocardia sp. JB05’in farklı ekstraksiyonları kullanılmış ve S. aureus’a oldukça 

yüksek ve B. subtilis’a kısmî antimikrobiyal etkisi olduğu; E. coli ve P. aeruginosa’ya 

ise hiçbir etki yapmadığı görülmüştür [133]. In siliko sonuçlarla uyumlu olmayan 

sonuçlarımızın, farklı konsantrasyonda özütlerin kullanılmasıyla, farklı çözücülerin 

devreye sokulmasıyla tekrarlanmasının gerekliliği açıktır.  

Biyoinformatik analizler vasıtasıyla izolatımızın ağır metallere, özellikle bakır 

ve çinko metaline dirençli olabileceği görülmüştür. Bu sebeple; CdCl2, CoCl2, CrCl3, 

CuCl2, Pb(NO3)2, ZnCl2 ağır metallerinin farklı konsantrasyonlarını içeren 

besiyerlerinde izolat büyütülmeye bırakılmıştır. İzolatımızın CdCl2’e hassas olduğu ve 

diğer ağır metallerin oldukça yüksek konsantrasyonlarında oldukça iyi ürediği 

bulunmuştur. Laboratuvarımızda yapılmış olan başka bir çalışmada, bir aktinomiset 

olan Streptomyces coelicolor’ın 400 µg/ml CdCl2 ve 3200 µg/ml Pb(NO3)2 

konstrasyonunun altında kalan değerlerde büyüyebildiği görülmüştür [134]. 

İzolatımızın  Streptomyces coelicolor’a göre CdCl2’e çok daha hassas olduğu fakat 

Pb(NO3)2’a S. coelicolor’a çok daha dirençli olduğu görülmüştür. Bildiğimiz 

kadarıyla, Pseudonocardia türlerinin ağır metal direnci daha önce çalışılmamıştır. Bu 

tez çalışması, Pseudonocardia’nın çalışılan ağır metallere karşı oldukça dirençli 

olduğunu  göstermektedir. 

Bakteri kökenli karotenoid pigmentlerin radyasyon koruyucu ve antioksidan 

özelliklere sahip olan ikincil metabolitler olduğu bilinmektedir [136], [137], [138]. Bu 
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çalışmada, izolatımızın ürettiği karotenoidlerin UV ışığına karşı koruyucu etkisi olup 

olmadığı da değerlendirilmiştir. UV ışığına maruz kalmayan hücrelerin sayısına göre 

değerlendirildiğinde; 5 dk sonunda hücre sayısının ~21,5 kat, 10 dk sonunda ~45 kat 

ve 20 dk sonunda ~12,3 kat düştüğü görülmüştür. 10. dakikaya kadar hücre sayısında 

ciddi azalma görülmüştür, fakat pigmentasyon açısından gözle görülür belirli bir fark 

bulunmamasına rağmen 20. dakikada hücre sayısında ufak bir artış gerçekleşmiştir. 

Yapılan farklı çalışmalarda Bacillus subtilis’in en düşük 220 J/m2 UV dozunda; küf 

grubuna ait Aspergillus niger’in  3300 J/m2 UV dozunda; tütün mozaik virüsünün 4400 

J/m2 UV dozunda ve maya türü olan Saccharomyces sp.’nin ise 176 J/m2 UV dozunda 

inhibe oldukları gösterilmiştir [140], [143]. İzolatımızın 9600 J/m2 UV dozunda bile 

yaşayabilmesi UV ışığına oldukça dirençli olduğunu göstermiştir. Bunun sebebinin, 

izolatımızın GC oranının %74.45 gibi oldukça yüksek bir oran olmasından 

kaynaklandığı düşünülmüştür. Aktinomiset’lerin yüksek GC oranları sayesinde 

UV’nin sebep olduğu DNA hasarlarını tolere edebildiği bilinmektedir [144]. 

 Pseudonocardia izolatının apramisin, ampisilin, nalidiksik asit, penisilin ve 

kloramfenikole karşı direnci test edildiğinde penisilin (10U) ve ampisiline (100 μg/ml) 

dirençli olduğu fakat apramisin, nalidiksik asit ve kloramfenikole hassas olduğu tespit 

edilmiştir. İzolatın, penisiline direnç göstermesi, biyoinformatik analizler sonucu 

bulunan β-laktam grubu antibiyotiklere olan potansiyel direnci doğrulamıştır. In siliko 

olarak kloramfenikol antibitiyotiğine direnci olduğu saptanan suşun, bu antibiyotiğe 

25 µg/ml konsantrasyonda hassas olduğu görülmüştür. 25 µg/ml’den daha düşük 

konsantrasyonlarda biyoinformatik analizle uyumlu bir sonuç elde edilmesi mümkün 

olabilir.  

  Bu tez çalışmasından elde edilen tüm sonuçlar değerlendirildiğinde, 

Pseudonocardia izolatının geniş yelpazede biyoaktif bileşikler/enzimler üretebildiği 

ve pH, sıcaklık, ağır metal, UV gibi stres faktörlerine oldukça dayanıklı olduğu 

bulunmuştur. Yeni izolatın, biyoteknolojik potansiyeli hakkında ön bilgi niteliği 

taşıyan bu çalışma, gelecekte yapılacak daha kapsamlı araştırmalar için başlangıç 

materyali olacaktır.  
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Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü’nde lisans eğitimini bölüm birincisi 

olarak tamamladıktan sonra 2020 yılında Gebze Teknik Üniversitesi Fen Bilimleri 

Enstitüsü Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı’nda yüksek lisans eğitimine 

başladı. Eğitim süresi boyunca 2210-A TÜBİTAK BİDEB bursu dahil olmak üzere 

çeşitli başarı bursları kazandı. 
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EKLER 
 

Ek A: Ağır Metal Dirençliliği Deney Sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil A1: Pseudonocardia izolatının CdCl2’a direnci.  

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaraları sırasıyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 µg/ml 

konsantrasyonlarını ifade etmektedir. 
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Şekil A2: Pseudonocardia izolatının CoCl2’a direnci. 

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaraları sırasıyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 µg/ml 

konsantrasyonlarını ifade etmektedir.



 

73 

 

Şekil A3: Pseudonocardia izolatının CrCl2’a direnci. 

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaraları sırasıyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 µg/ml 

konsantrasyonlarını ifade etmektedir.
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Şekil A4: Pseudonocardia izolatının CuCl2’a direnci. 

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaraları sırasıyla 200, 400, 800, 1600, 3200 ve 6400 µg/ml 

konsantrasyonlarını ifade etmektedir.
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Şekil A5: Pseudonocardia izolatının ZnCl2’a direnci. 

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaraları sırasıyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 µg/ml 

konsantrasyonlarını ifade etmektedir.
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Şekil A6: Pseudonocardia izolatının Pb(NO3)2’a direnci. 

1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numaraları sırasıyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 µg/ml 

konsantrasyonlarını ifade etmektedir. 

 
 

 

 

 


