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OZET

Pseudonocardia, filamentdéz Gram-pozitif bakteriler siifina ait bir cins olup,
toprakta ve sucul ortamlarda yaygin olarak bulunur. Bu bakterilerin endofitik olarak
bitkilerin i¢inde veya ¢evresinde yasadigi, bazi tiirlerinin ise boceklerin viicutlarinda
simbiyotik olarak yasam siirdiigli bilinmektedir. Pseudonocardia tiirleri pek g¢ok
endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamada kullanilan dogal iiriinlerin iiretiminde
onemli bir rol oynarlar.

Laboratuvarimizda yapilan ¢aligsmalar sirasinda morfolojik 6zelliklerine bakarak
Pseudonocardia grubuna dahil bir bakteri olabilecegi diisiiniilen kahverengi pigment
tireten bir sus tespit edilmistir. Bu tez calismasinda bu bakterinin tanimlanmasi,
karakterize edilmesi ve biyoteknolojik potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi
amagclanmistir. Bunun icin, bazi biyokimyasal identifikasyon testlerinin ardindan
bakterinin tiim genomu dizilenmis, biyoinformatik analizler yapilmis ve bu izolatin
Pseudonocardia cinsine ait  oldugu dogrulanmistir. Bakteriye 6zgli ikincil
metabolitlerin antimikrobiyal ve antitiimor 6zelliklere sahip oldugu belirlenmis ve
sentezledigi enzimler tespit edilmistir. Karakterizasyon ¢alismalari1 kapsaminda kiiltiir
sivilarinin ve dzitlerinin test edilen Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans
mikroorganizmalari iizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkisi tespit edilememistir.
[zolatin a-amilaz enzim aktivitesine sahip oldugu ancak lipaz ve proteaz aktivitesinin
olmadig1 gozlenmistir. Pseudonocardia izolatinin cesitli agir metallere ve UV 1s181na
kars1 oldukga direngli oldugu, farkli pH ve sicakliklarda biiytiyebildigi gézlenmistir.
Apramisin, nalidiksik asit ve kloramfenikole kars1 duyarli oldugu bulunan bakterinin,
penisiline ve ampisiline direncli oldugu tespit edilmistir. Bakterinin, polietilen glikol
(PEQG) i¢erikli minimal besiyerinde zorlanmadan biiyiiyebilmesi, plastik tiirevlerini de
parcalayabilme potansiyelinin olabilecegine isaret etmistir.

Bu tez ¢alismasi, Pseudonocardia izolatinin karakterizasyonu ve biyoteknolojik
potansiyelinin belirlenmesi agisindan bir 6n g¢alisma olup ileride yapilacak daha

kapsamli aragtirmalar ve uygulamalar i¢in temel olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Pseudonocardiaceae, tiim genom sekansi, pigment,

filogenetik agac, karakterizasyon.



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 a-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. GIRIS

Pseudonocardia cinsi, Actinomycetes grubuna ait olup Pseudonocardiacea
ailesinin bir {iyesidir. Bu cinsin {iyeleri toprakta, bitkide ve cevrede yaygin olarak
bulunan aerobik, mezofilik, hareketsiz, katalaz ve Gram pozitif bakterilerdir.
Pseudonocardia’lar genel olarak G+C igerigi yiiksek DNA’ya sahip olup ilk olarak
Acromyrmex tiirii yaprak kesen karincalardan izole edilmistir ve bazi {iyelerinin bu
karincalarin kiitikiiliinde simbiyotik olarak yasadigi bulunmustur.
Pseudonocardia’lar, bu karincalarin yuvasina zarar veren Escovopsis tlirli parazit
mantarlardan  koruyan antimikotik  Ozellikte  bilesikler  sentezlemektedir.
Pseudonocardia tirleri, antibiyotik, herbisit, pestisit ve kemoterapotik ajanlar gibi
farmakolojik ve endiistriyel agidan degerli olan pek c¢ok ikincil metabolizma
bilesiklerinin dogal iireticileridir. Bu bakteriler, farkli organik maddelerin
parcalanmasi i¢in enzimatik aktiviteler gosterebilmekte ve gevresel kirliliklerle iligkili
organik bilesiklerin parcalanmasi ve ayristirilmast gibi degradasyon siireclerinde

onemli islevleri yerine getirebilmektedirler [1]-[5].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Laboratuvarimizda yapilan caligmalar sirasinda biiylime profiline bakarak
Pseudonocardia grubuna dahil bir bakteri olabilecegini diisiindiigiimiiz kahverengi
pigment iireten bir sus izole edilmistir.

Bu tez calismasinda, kahverengi pigment iireten bu bakterinin tanimlanmasi,
tim genomunun dizilenerek biyoinformatik analizler yardimiyla biyoteknolojik
potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi ve 6n karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmustir.

Elde edilen 6n bilgiler, ileride yapilacak olan ¢alismalara 151k tutacak ve farkl
bilimsel calismalara konu olacaktir. Ozellikle {irettigi pigment/pigmentler ve
potansiyel diger ikincil metabolitler agisindan dikkat c¢eken bu bakterinin;
biyoteknoloji, farmakoloji ve kozmetik endiistrisi gibi alanlarda kullanim potansiyeli

i¢in On veriler toplanacaktir.



2. AKTINOBAKTERILER

Aktinobakteriler, baz1 bilim insanlar tarafindan bakteri ile mantar arasinda bir
yasam formu kabul edilen ve genomik DNA’larinda yiiksek oranda guanin+sitozin
icerigine sahip, Gram-pozitif ve filamentli bakteri grubudur. Toprakta, tatli suda ve
deniz habitatinda yasayan aktinomisetlerin hem termofilik hem de mezofilik tiirleri
mevcuttur. Gerek klinik gerekse biyoteknolojik alanlarda c¢ok yaygin kullanilan
antibakteriyel, antifungal ve antitimor 6zelliklere sahip ikincil metabolit iiriinlerini
sentezleyebilmektedirler [6].

Aktinomisetlerin hiicre disina salgiladiklar1 amilaz, lipaz ve proteaz gibi enzimler
gida, tekstil ve kagit, hijyen (deterjan, sabun vb.) endiistrilerinde ¢cok yaygin olarak
kullanilmaktadir [7], [8].

Saprofit 6zelligine sahip olan aktinobakteriler, organik madde degredasyonlarinda
ve doniisiimlerinde, bitki gelisimi ve iirlin verimi i¢in topragin islenmesinde ve besin

degerinin artirtlmasinda ve karbon ¢evriminde son derece dnemli bir yere sahiptir [9].

2.1. Aktinobakterilerin Pigment Ureticileri:
Pseudonocardia’lar

Pseudonocardia cinsi ilk olarak 1957 yilinda Henssen tarafindan hif ve spor
zincirlerinin  kendine 0zgii akropetal yapisiyla karakterize edilmistir [10].
Pseudonocardiaceae familyasi, Actinobacteria subesine ve Pseudonocardiales
takimima aittir [11]. Pseudonocardia cinsinin {iyeleri aerobik, mezofilik veya
termofiliktir. Katalaz pozitif, Gram pozitif ve lizozime direncli aktinomisetler olarak
tanimlanirlar [12]. Pek ¢ok spesifik Pseudonocardia tiri, Cin ve Avustralya
topraklarindan, agaclarindan ve bitki koklerinden izole edilmis olup su
ekosistemlerinde de bulunabilirler. Pseudonocardia "serbest yasayan" olarak
bilinmektedir.

Pseudonocardia cinsinin liyeleri hareketsizdir ve hava miselyumlari diiz veya
zikzak spor zincirleri olustururlar. Pseudonocardia tirlerinin hifleri, suda
¢Oziinmelerini saglayan daha yiiksek bir polariteye sahiptir [13]. Bu bakterilerde ana
menakinon (K2 vitamini) menakinon-8’dir (MK-8) (%H), ana yag asidi izo-dalli

heksadekanoik asittir. Tiirler arasinda farklilhik gdsteren polar lipid profili,



fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin igerebilir; fosfolipidlerin tipi ya fosfolipid-1I ya
da fosfolipid-1II'tiir. Pseudonocardia suslarinin G+C igeriginin %68-79 oldugu tahmin
edilmektedir. Ayrica hiicre duvarinda mezodiaminopimelik asit, arabinoz ve galaktoz
tespit edilmistir [11]. Son zamanlarda, bu aktinomisetler, antibiyotikler,
antimikotikler, antitiimér ve bagisiklik modiile edici faktorler gibi biyoaktif ikincil
metabolitleri liretmeleri, ¢evresel iyilestirme konusunda benzersiz ekolojik etkileri
sayesinde biyoteknoloji, eczacilik, tarim vb. alanlarda biyiik ilgi gormiistiir.
Mikrobiyal ikincil metabolitler, ge¢ biiylime fazinda iiretilen diisiik molekiiler kiitleli
bilesenler olup, mikrobiyal biiyiime i¢in dogrudan gerekli olmasa da ¢evresel kosullara
uyum saglama, hayatta kalma ve popiilasyon dinamigi agisindan 6nem arz etmektedir.
Ikincil metabolitler genellikle toksinler veya antimikrobiyal ajanlar gibi giiclii
biyolojik aktiviteler sergiler. Pseudonocardia tirleri de bu ikincil metabolitlerin
onemli kaynaklarindandir.

Baz1 Pseudonocardia tiirleri, yaprak kesici Attine (Atta ve Acromyrmex tiiri)
karincalariyla simbiyotik bir iliski icinde yasarlar (Sekil 2.1) [14], [21]. Atta ve
Acromyrmex karinca cinsleri attine karincalar1 olarak bilinse de aralarinda bazi
farkliliklar bulunur ve genellikle farkl: habitatlarda bulunurlar [15]. Attine karincalari,
uctan uca uzanan bir cografi aralikta yasayan 17 cinsten 250'den fazla tanimlanmis
tiirii kapsayan [14], [16] en iyi c¢alisilan bocek-mikrop ortak yasamlarindan biridir.
Karincalar, antimikrobiyal bilesenleri iireten metaplevral bezlere sahiptir (Sekil 2.2).
Bakteriler, bocek iizerinde kript adi verilen yapilarda da bulunabilir.
Pseudonocardia’larin, yaprak kesen karinca zararlist siyah bir maya olan
Escovopsis'in biiylimesini engelleyen antibiyotik 6zelliklere sahip bilesikler tlireterek
karincay1 korumaktadir [17], [18].

Tiim genom dizileme tekniklerinin hizli gelismeleri ile, veri tabaninda giderek
daha fazla Pseudanocardia genomik verisi birikmistir. Gliniimiize kadar 75
Pseudonocardia tirinitin kayitlara gecildigi bilinmektedir ve bazilar1 Tablo 2.1°de
listelenmistir. Pek ¢ok Pseudonocardia'ya 6zgii gen kiimesi ve bunlarin, 6rnegin
birgok dogal biyoaktif iirlinlin sentezi ile ilgili islevleri artik mevcuttur, biiylik
miktarlarda endiistriyel olarak bosaltilan ¢evresel kirleticilerin biyolojik bozunmasi,
istilact genetik elementlere kars1 savunma [19], insan tibbinda, hayvan sagliginda ve
bitki korumada biiylik uygulama potansiyelleri gosterilmeye devam edilmektedir [20].
Bu yararli potansiyeller, Pseudonocardia cinsine biiyiik ilgi c¢ekmistir. Bununla

birlikte, Pseudonocardia i¢in genetik manipiilasyon araclarinin eksikligi, bu cinsin



daha derin arastirmalarin1 ve daha fazla uygulamalarda kullanimini biiylik 6l¢iide

engellemistir.
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Sekil 2.1: Acromyrmex tiirii yaprak kesen karincalarin ortak-yasarlar ile yuvalarinda
yasayan mikroorganizmalar arasindaki etkilesimlerin 6zeti.



Sekil 2.2: A) ve B) Karincanin (Cyphomyrmex longiscapus) viicudunun ¢ogunu
kaplayan dis iskeletindeki foveae agikliklarini gosteren fotograflari. Bu fovealar,
antibiyotik {ireten Pseudonocardia bakterilerini igerir. C) Isikli mikrograf goriintiisii,
birgok bakterinin mevcut oldugunu gosteren tek bir foveay1 gostermektedir. D)
Transmisyon elektron mikrografi goriintiisii kript iginde Pseudonocardia bakterisi
bulunan tek bir glandiiler hiicreyi gostermektedir.
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2.1.1. Pseudonocardia’mn Biyoteknolojideki Yeri ve Onemi

Yeni izole edilen Pseudonocardia tiirlerinin sayisinin giin gegtikce artmasina
ragmen, bu bakteriler tarafindan sentezlenen biyoaktif dogal {iriinlerin cesitliligi ve
bunlarin tip ve biyoteknolojideki uygulamalar1 hakkinda olduk¢a az ¢alisma
mevcuttur.

Yapilan bazi Dbiyoteknolojik ¢alismalarda, Pseudonocardia tiirlerinin
sentezlemis oldugu ikincil metabolitler belirlenmis, yiizey ve yeralt1 Kkirleticilerine
sebebiyet veren zararli bilesenleri pargalayip daha az zararli formlara doniistiirdiikleri
goriilmiistiir. Daye ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan bir calismada, bazi
Pseudonocardia suslarinin, insan sagligi i¢in oldukc¢a zararli bilesikler olan
alkilpiroditinleri (azot igeren aromatik bir bilesik) ve tetrahidrofuran (THF)",
parcalayabildiklerini gostermistir [77]. THF’yi  parcalayabilen tiirler arasinda
Pseudonocardia 1190 ve Pseudonocardia K1 suslart mevcuttur [78], [79]. Dieldrin,
yiiksek toksisitesi ve ¢evredeki kaliciliglt nedeniyle kullanimi yasaklanmis olsa da
tarim alanlarinda zararlilart kontrol etmek i¢in yaygm olarak kullanilan bir
organoklorin insektisittir. Topraktan izole edilen Pseudonocardia KSF27 susu
dieldrini parcalama 6zelligine sahiptir ve dieldrin ile kirlenmis ¢evrenin remediasyonu
icin kullanilmistir [80].

Giliniimiizde plastik atiklar 6nemli bir ¢evresel sorun olarak kabul
edilmektedir. Polilaktik asit (PLA), ambalaj malzemeleri, filmler, elyaf ve
dokunmamis kumaslar gibi endiistrilerde kullanilan alifatik bir polyester ve biyo-
uyumlu bir termoplastiktir. Bacillus smithii, Bacillus brevis ve Paenibacillus
amylolyticus gibi bir¢ok toprak mikroorganizmasinin yani sira Pseudonocardia
RM423 tiirti de PLA'y1 parcalayabilmektedir [81]. Yapilan baska bir calismada,
Pseudonocardia alni  AS4.1531'in  yiikksek tuz konsantrasyonunda PLA'y1
parcalayabildigi gosterilmistir [82].

Klorlu ¢oziiciilerde bir stabilizator olarak gorev alan, solunum yollarinda ve
gozlerde tahrise neden olan 1,4-dioksan, O6nemli bir su kirleticisi ve oldukca
karsinojenik etkiye sahip bir bilesiktir [83], [84]. Bir calismada, Pseudonocardia
CB1190 susunun 1,4-dioksan’in varhiginda biiyimeye devam ettigi ve bilesigin

mineralizasyonunu sagladigi gériilmiistiir. Ozellikle Pseudonocardia N23 susunun



genomunda, 1,4-dioksanin parcalanmasi ile iligkili olan THF monooksijenaz genleri
bulunmustur [83], [84], [85].

Pseudonocardia tiirleri tarafindan iiretilen ikincil metabolitler hakkinda ¢ok az
calisma bulunmaktadir [86]. Pseudonocardiaceae tfamilyasindaki bazi cinsler,
vancomycin [87], eritromisin [88] ve rifamisin [89] gibi antibiyotikleri
uretebilmektedirler. Bunlara ek olarak, Pseudonocardia tiirleri tarafindan sentezlenen
bu zamana kadar belirlenen ikincil metabolitler Tablo 2.2°de listelenmistir.
Pseudonocardia B6273 susundan izole edilen fenazostatin D, ndro-koruyucu etkilere
sahip yeni bir fenazin tiirevidir. Bu ikincil metabolit lirlinii S. aureus, E. coli, Bacillus
subtilis ATCC 6051, Streptomyces viridochromogenes, Mucor miehei, C. albicans,
Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana ve Scenedesmus subspicatus'a Karsi

etkisizdir [90].

Tablo 2.2. Cesitli Pseudonocardia tiirleri tarafindan sentezlenen ikincil metabolitler.

Branimisin B-C [91] NPP Al [97] Diazaantrakinonlar [103]
4-(2-asetamidoetil) [92] Phenazostatin D [98] Fenazostatin D [101]
fenil asetat
4-((1,4-diokso- [92] Vitamin D3 [99] Nistatin P1 [104]
oktahidro-pirolo[1,2- hidroksilaz

a] pirazin—3-il)metil)
fenil asetat

Pseudonocardian A- [93] Diketopiperazinler [100] Gerumisin [105]
C
Dentigerumisin [94] 3-(4- [101] NPP B1 [106]
hidroksibenzil)
heksahidropirolo

[1,2a] pirazin—1,4-
dion[siklo(L-Pro-

L-Tyn)]
Nistatin-benzeri [95] 3-benzil heksahidro [101] Ginsenosit [107]
Pseudonocardia pirolo[1,2-a]
Polien (NPP) pirazin-1,4-
dion[siklo(L-Pro-
L-Phe)]
Selvamisin [96] Pseudonocardid A— [102] Pseudonocardonlar [108]
G A-C




Pseudonocardia carboxydivorans M-227 tarafindan sentezlenen branimisin
ailesine ait branimisin B ve C adli iki yeni antibiyotik, Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gostermektedir [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 bilesikler,
firsat¢1 ve patojenik mantar ve bakterilere kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olup
MDA-MB-231, HeLa, MCF-7 ve OAW-42 hiicre hatlarina kars1 giiclii sitotoksik etki
gostermektedir [92].

Pseudonocardia'dan izole edilen kiiltiir ortam1 kaynakli iki bilesik olan 3-(4-
hidroksibenzoil) hekzahidropirrolo[1,2-a] pirazin-1,4-dion [siklo(l-Pro-1-Tyr)] ve 3-
benzil hekzahidropirrolo[1,2-a] pirazin-1,4-dion [siklo(I-Pro-1-Phe)], fakiiltatif ve
patojenik bakterilere, mantarlara ve kanser hiicre hatlarina karsi etkili olan
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitiimor ve anti-hiperglisemik etkilere sahiptir
[101], [141], [142]. Pseudonocardia'dan izole edilen yeni kinolon bilesikleri selektif
ve giiclii bir anti-Helicobacter pylori etkisine sahiptir. Pseudonocardian A-C,
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelere sahip diazaantrakinon tiirevleri olarak
Pseudonocardia SCSIO 01299 susundan izole edilmistir [107]. Calismalar,
Pseudonocardia YIM M13669 tarafindan {iretilen pseudonocardidler A-G'nin
Mycobacterium smegmatis MC2 155'e kars1 antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri
oldugunu gostermistir [102].

Bunun yani sira, dentigerumisin [94], nistatin-benzeri Pseudonocardia
polieni (NPP) [96] ve diger bazi tiirler antimikrobiyal ve sitotoksik etkilere sahip
biyolojik aktif bilesiklere sahiptir. Diazaantrakinonlar, Pseudonocardia SCSIO 01299
susundan izole edilmistir ve li¢ farkli tiimor hiicre hattina karsi sitotoksisite
gostermenin yaninda Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ve Bacillus thuringiensis SCSIO BTO01'e kars1 antibakteriyel etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [103]. Ayrica, Pseudonocardia CL38489 susu Hint toprak
orneginden izole edilmis ve dogal kinolon iirlinlerinin bir grubunu iiretmektedir. Bu
nedenle, kronik gastrit, peptik iilser ve mide kanseri hastalarinda H. pylori'ye karsi
aday antibiyotikler haline gelmistir [109].

Bir calismada, Hindistan'da on farkli epifit orkide tiiriinde bulunan endofitik
aktinobakteriler arasinda {i¢ Pseudonocardia susunun da yer aldig1 goriilmiistiir. Bu
suslarin in vitro ekstraseliiler enzim iiretimi, bitki biiyiime tesvik edici (PGP; plant

growth-promoting) etkileri ve fungal fitopatojenlere karsi biyokontrol aktivitesi



gosterdigi anlasilmistir ve bu sayede siirdiiriilebilir tarim iiretimi i¢in umut verici
adaylardir [110].

Antibiyotik direncinin giin gectikce artmasi, kanser vakalarina her giin
yenilerinin eklenmesi ve ¢evresel kirleticilerin yagami tehdit etmesi gibi acil ¢6ziim
bekleyen sorunlarin giderilmesi i¢in yeni bilesiklerin kesfi elzemdir. Pseudonocardia
suslar1 yeni biyoaktif bilesikler i¢in dnemli potansiyel bir kaynaktir. Biyokimyasal ve
fenotipik testlerin sinirlamalar1 g6z oniine alindiginda, yeni izole edilecek suslarin tiim
genomlarinin dizilenerek biyoinformatik yazilimlar yardimiyla analizleri ile metabolik
yolaklarin belirlenmesi ve suglarin biyoteknolojik potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi

Onem tasimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler
3.1.1 Kullamilan Kimyasallar

Pepton (BactoTM, Merck), NaCl (Sigma-Aldrich), % 99.5 Etanol (Riedel de
Haen), Triptik soya besiyeri (Merck), KoxHPO4 (Merck), K2SO4 (Merck), TES Buffer
(Applichem), Maya oziitii (BactoTM), Et 6ziitii (CondalLab), Agar (Merck ve Titan
Biotech), NaOH (Merck), SDS (Merck), Bacto kazamino asit (BD), Fenol (Sigma
Aldrich), Kloroform (Sigma Aldrich), izoamil alkol (Sigma Aldrich), %99 Gliserol
(Sigma Aldrich), Siikroz (Merck), CaCl, (Merck), MgCl> (Merck), KCI1 (Riedel de
Haen), Metanol (Sigma Aldrich), CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide)
(Merck), Nisasta (Merck), Skimmilk Tozu (LabM), Siit Tozu (LabM), Dekstroz
(Bacton Dickinson), TES Buffer (Applichem), Potato Dextrose (Sigma-Aldrich),
Kazein Peptone (CondaLab), Tribiitirin (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. Kullanilan Cihazlar

-80 °C derin dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Steril Kabin
(Heraeus, HP48), +4 °C ve -20 °C Buzdolab1 (Argelik), Masa Ustii Santrifiij (VWR,
Microsent 17R), Calkalamali inkiibatér (Innova 40), Ultrasantrifiij (Beckman
CoulterTM AvantiTM J-30I Centrifuge), Agaroz Jel Goriintiileme Cihazi (Azure
Biosystem, ¢600), Yatay Elektroforez Sistemi (Biorad, Mini-Sab Cell CT), Giig
kaynag1 (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), Inkiibatér (Wisecube), Mikrodalga Firm (Samsung),
Sonikasyon cihazi (Branson), ‘NanoDrop Lite’ Spektrofotometre Cihazi (Thermo

Scientific).
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3.1.3. Kullanilan Enzimler

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

kullanilmistir.

3.1.4. Kullanilan DN A Molekiiler Belirteci

izole edilen genomik DNA nin, agaroz jel yiiriitiilmesi deneyinde kullanilan DNA

molekiiler belirte¢ Sekil 3.1°de gosterilmistir.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Sekil 3.1. 1 kb Molekiiler DNA Belirteci (Fermantas, SMO311).
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3.1.5. Mikroorganizmalar ve Besiyerleri

3.1.5.1. Mikroorganizmalar

Bu tez calismast kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar Tablo 3.1’de

listelenmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve tiirleri.

Mikroorganizma Adi Tiru
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 izolati Gram (+) Bakteri

Candida albicans ATCC 10231 Fungus

3.1.5.2. Kullanilan Besiyerleri

Sunulan caligmada istenilen hacimde dH>O ile hazirlanan besiyerleri 121 °C’ta
20-25 dk otoklavlanarak steril edilmistir. 121 °C’ta steril edilemeyen ek ¢ozelti veya
kimyasallar 0,45°1ik filtrelerden gegirildikten sonra steril besiyerine geregi kadar
eklenmistir. Kullanilan besiyerlerinin icerigi ve amaclar1 asagida Tablo 3.2’de, KM

besiyerinin hazirlanisi ve ek karisimlart Tablo 3.3’te listelenmistir.
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Tablo 3.2: Kullanilan besiyerleri ve amaglari.

Luria Bertani (LB) Besiyeri
(pH 7.0) (1L)

v’ 5 g Maya oziitii

v 10 g Pepton

v 5 gNaCl

v’ +15 g Agar (LB agar i¢in) [28]

Tripton Soya (TSB) Maya Oziitii-Malt
Besiyeri (1L) Oziitii Besiyeri
v 30 g %3 Oxoid Tripton (YEME) (1L)

Soya besiyeri v'3 g Maya oziitii

v +15 g Agar (TSA igin) v'3 g Malt dziitii
[14] v'5 g Pepton
v'10 g Glikoz
v'340 g Siikroz

Brain Heart Infusion (BHI) TSA Skimmilk Agar

Agar Besiyeri (1L) Besiyeri (pH 7.0) (100
v 37 g BHIL ml)
v 15 g Agar v' 28 g Skimmilk tozu

v 5gTSB
v 15 g Agar [149]

%1 Nisasta’h Tripton Soya Besiyeri (1L)
v 30 g %3 Oxoid Tripton Soya besiyeri

v 10 g Nisasta

v +15 g Agar (TSA igin)

M9 Besiveri (1L)
v 100 ml 5X Tuz Soliisyonu
v' 1 ml IM MgSO4

v 0,3 ml IM CaCl,

v 20 ml %20’lik Glikoz

v 15 g Agar

Maya Oziitii-Pepton-Dekstroz
Besiyeri (YEPD) (1L)
v 10 g Maya oziitii
v 20 g Pepton
v 20 g Dekstroz ya da Glikoz
v 20 g Agar [27]

TBO Agar (100 ml)

v’ 2 g Domates
Salgast

v 2 g Yulaf Ezmesi

v 2.5 g Agar

Nutrient Skimmilk

Agar Besiyeri (pH

7.0) (50 ml)

v 04 g Nutrient
Broth

v 0.5 Skimmilk

v 0.75 g Agar [145]

v 2.5 g Et bziitii

v’ 2.5 g Kazein Pepton
v’ 3 g Maya oziitii

v 10 ml Tribiitirin

v 12 g Agar

Hill-Kifer Besiyeri (KM) (pH 6.5) (1L)
4 20 g D-glikoz v 1 ml Fe-EDTA (IOOX)P
¢ Zielepialipir v 1 ml Vitamin karigimi (IOOX)A*
A o velozit v +12 g Agar (KM agar igin) [23]
v 1 g Kazein Hidrolizat
v 50 ml Makronutirient Karigim1(20X)"*
v 10 ml Mikronutrient Karisimi (100X)>* [115]
MS Agar (100 ml) ISP2 Agar (100 ml)
v’ 2 g Mannitol v 1 g Malt ekstrati
v’ 2 g Soya Unu v 0.4 g Maya ekstrati
v 2 g Agar v 0.4 g Glikoz
v 1.5gAgar

Skimmilk Agar Besiyeri (%1) (pH 7.0)
(50 ml)

v' 0.25 Pepton

v 0.15 g Et oziitii

v 0.5 g Skimmilk

v 0.75 g Agar

Tribiitirin Agar Besiyeri (1L)

ISP9 + %1 Kazein
Agar Besiyeri (pH
7.0) (50 mI)

v 0.5 g Nisasta

v 0.2 g Maya oziitii
v 0.2 g Malt 8ziitii
v 0.1 g CaCO3.2H,0
v 0.5 g Kazein

v 0.8 g Agar [146]

Tween 80 Agar (50 ml)
v 0.4 g Nutrient Broth
v 0.005 g CaCl>.2H,O
v 0.5 ml Tween 80
v 0.8 g Agar[147]

M9 Besiveri icin Tuz Soliisyonu (10X) (1L)
v’ 75,2 g Na2HPO4.2H20
v 30 g KH2PO4
v 5 gNaCl
v''5 ¢ NH4CI
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Vitamin karisimi (100X) hari¢ diger tiim bilesenler 800 ml dH>O’da ¢oziiniir ve
10N KOH ile pH=6.5’¢ ayarlanir. Hacim 999 ml’ye kadar tamamlanir. Ardindan 121
°C’ta 20 dk boyunca steril edilir. 45-50 °C’a kadar sogutulan besiyerine onceden

0.45°1ik filtreden gecirilmis vitamin karisimi (100X) eklenir ve karistirilir.

Tablo 3.3: Hill-Kéafer Besiyerine eklenen bilesenler.

Makronutrient Mikronutrient Karisim (100X) (1L)*
Karisim (20X) (1L)"
*12 g NaNO; *2.2 g ZnS0O4.7TH20 *0.16 g CoCl,.5H,O
*10.4 g KCI *1.1 g H3BO; *0.16 g CuSO4.5H:0
*10.4 g MgSO4.7TH:0 | %0.5 g MnSO4.4H,0 *0.11 g (NHs)M07024.4H,0
*30.4 g KH,POs

1L dHO ile ¢bziiniir ve +4 °C’de saklanir.
Fe-EDTA (100X) (1L) (50 ml)**
* 0.77 g Na2EDTA 50 ml dH,O ile ¢oziinlir ve kaynayana kadar isitilir.
* 0.55 g FeS04.7H,O | Soguyana kadar ~30 dk boyunca karistirilir. Ardindan
+4 °C’ye kaldirilir.
Vitamin Karigimi (100X) (100 ml)**

* 10 g Tiamin 100 ml dHO ile ¢oziiniir ve 0,45°1ik filtreden gegirilir. Her
* 0.04 g Glisin birinde 1 ml olacak sekilde steril eppendorflara paylastirilir.
* 0.01 g Nikotik asit Ardindan -20 °C’ye kaldirlir.

* 0.01 g Piridoksin
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3.1.6. Kullamilan Soliisyonlar ve Cozeltiler

Tez caligmas1 kapsaminda deneysel yontemlerde kullanilan soliisyonlarin ve
¢ozeltilerin kimyasal igerikleri Tablo 3.4’te sunulmustur. Tiim sterilizasyon islemleri
121°C’ta 20-25 dakika stlireyle otoklavlayarak hazirlanilmistir. Otoklavlanan

¢Ozeltiler “*” isareti ile isarctlenmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlarin kimyasal igerikleri.

* %10 CTAB
CTAB/NaCl Soliisyonu e
Fenol:CIA *  25:24:1 Fenol:Kloroform:izoamil Alkol
* 10 mM Tris (pH 8.0)
TE Tamponu (1X)* % 1 mMEDTA (pH 8.0)
%20 SDS (10 mL) * 2 gSDS
5M NaCl (10mL)* * 2,92 g NaCl
* 2,015 g NaCl
Fofsat Salin Tamponu (PBS) * 0,055 gKCl
(pH 7.4) (250 mL)* * 0,2875 g Na;HPO4
* 0,05 g KH,PO4
Sodyum Fosfat Tamponu %+ 0,185 g Na,HPO,
(20 mM) * 0,427 g NaH,PO4
* 20 mM Sodyum Fosfat Tamponu
Sonikasyon Lizis Tamponu % 50 mM NaCl
(pH 7.4)* * 5 mM Imidazol
%10’luk Liigol Cozeltisi * RTA A.S. tarafindan temin edilmistir.
* % 50 Metanol
Commasie Blue * % 0.05 Commasie
* % 10 Asetik asit
* % 40 dH0
* % 50 Metanol
Destaining Soliisyonu * % 10 Asetik asit
* % 40 dH0
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3.1.7. Kullamilan Biyoinformatik Uygulamalari/Programlari

Bu tez ¢alismasinda kullandigimiz Pseudonocardia tirii bakterinin gen diizeyinde
analizlerini gergeklestirmek icin kullanilan biyoinformatik uygulamalari ve

programlari Tablo 3.5’te listelenmistir.

Tablo 3.5: Kullanilan biyoinformatik uygulamalar1 ve programlari.

Bakteri, mantar ve bitki genomlarinda ikincil metabolit
biyosenteziyle iligkili gen kiimelerinin genom c¢apinda
hizlica tanimlanmasina, a¢iklanmasina ve analizine olanak
tanir [29].

Molekiiler Evrimsel Genetik Analizi (MEGA) yazilimi,

organizma ve genom evrimsel modellerini ve siire¢lerini
kesfetmeye yonelik gelismis evrimsel analizler yapmak ve

filogenetik aga¢ olusturmak i¢in kullanilmaktadir [110].

Bakteriler ve Arkea tiirlerinin 16S rRNA genlerinin
belirlenmesinde, biyoinformatik olarak karsilagtirmasinda

ve belirli bir susu tanimlanmasinda kullanilmaktadir [111].

Isvigre Biyoinformatik Enstitiisii grubu tarafindan
gelistirilen ve 160'tan fazla veri tabani1 ve yazilim aracina
erisim imkan1 sunmaktadir. Bu araglar, genomik,
proteomik, yapisal biyoloji, evrim ve filogeni, sistem
biyolojisi ve tibbi kimya gibi bir¢ok arastirma alaninda
kullanilan  ¢esitli analizler ve hesaplamalar icin
kullanilmaktadir [122].

KEGG (Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi), genomik

bilgileri daha yiikksek diizeyli islevsel bilgilerle
iligkilendiren, gen islevlerinin sistematik analizi i¢in bir

bilgi tabanidir [123].
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3.2. Yontemler

3.2.1. Pseudonocardia  Izolatina  Identifikasyon  Testlerinin
Uygulanmasi

Bakterilerin sistematik siniflandirilmasi ve tanimlanmasi i¢in kullanilan ve
oldukca kapsamli bir referans kaynagi olan Bergeynin Sistematik Bakteriyoloji El
Kitab1 baz alinarak, bazi identifikasyon testleri uygulanmistir [124].

Identifikasyon testler Tablo 3.6’da listelenmistir. Besiyerleri ve ayraglar RTA ve
GBL A.S tarafindan saglanmstir.

Tablo 3.6: izolata uygulanan identifikasyon testleri.

Identifikasyon Testleri

Sitrat Testi Metil Kirmizis1 (MR) Testi SIM Testi
Nitrat Testi Voges-Proskauer (VP) Testi Katalaz Testi
Jelatinaz Testi Glikoz Testi Tuz-Mannitol Testi
Ureaz Testi Siikroz Testi Hemoliz Testi
Laktoz Testi

3.2.2. Pseudonocardia Izolatimn Morfolojik Yapisinin incelenmesi ve

Gram Boyama ile Boyanmasi

Morfolojik yapisinin goriintiilenmesi amaciyla, 50 ml TSB besiyerinde 30 °C’ta
72 saat boyunca biiyiitiilen kiiltiirden ~15-20 pL alimip lama aktarilmistir. 20X ‘de
goriintiisii alinmustir.

Geleneksel Gram boyama islemi uygulanmistir ve 20X ‘de goriintiisti alinmistir.
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3.2.3. Olas1 Pseudonocardia izolatindan Genomik DNA izolasyonu

Pseudonocardia izolatinin genomik DNA’s1, Hopwood ve arkadaslari’nin (1985)
metodunun basamaklar1 Pseudonocardia izolatina uygun sekilde degistirilip izole
edilmistir. 50 ml LB ve YEME besiyerlerine -80 °C %40’lik gliserollii stok
soliisyonundan 250’ser ul inokiile edilerek, 30 °C’ta 180 rpm’de 72 saat boyunca
blyiitiilmiistiir. 100 ml LB ve YEME besiyerine on kiiltiirden 1:10 oraninda ekim
yapilarak hiicreler tekrar 72 saat 30 °C’ta 180 rpm’de inkiibe edilmistir. Hiicreler 50
mL’lik falkonlara alinarak oda sicakliginda 4500 rpm’de 20 dk santrifiijlenmis ve
ardindan 17 ml TE tamponu eklenerek vorteks yardimiyla coziilen pelletlerin {izerine
lizozim (2 mg/ml) eklenmistir. Karisim ~1 saat 37 °C’ta inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 500 pl %20 SDS ve 500 pl (10 mg/ml) RNaz eklenen &rnekler
37°C’ta ~1 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan &rnek {izerine 1500 pl
5 M NaCl ve 1200 ul CTAB/NaCl soliisyonu eklenerek 65 °C’a ayarlanmis su
banyosunda 10-15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda oda sicakligina kadar
sogutulan ornekler esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol (fenol:CIA) (25:24:1)
sollisyonu ile muamele edildikten sonra oda sicakliginda 4500 rpm’de 30 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Bu islemden sonra fenolii uzaklastirmak icin 6rnekler
aynt hacimde CIA (24:1) ile muamele edildikten sonra oda sicakliginda 4500 rpm’de
30 dakika santrifiij edilmistir. Yeni bir falkona alinan {ist fazlarin {izerine 0,6 hacim
izopropanol eklenerek yaklasik 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda oda sicakliginda, 4500 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij
isleminin ardindan siipernatant uzaklastirilarak pelletler oda sicakliginda kurutulmaya
birakilmistir. Kurutulan pelletler 2 ml TE tamponunda ¢oziilerek 500’er ul olacak
sekilde eppendorflara paylastirilmistir. Orneklerin iizerine esit hacimde fenol:CIA
(25:24:1) soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 13.000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir
eppendorfa alinmis ve ayni1 hacimde fenol:CIA (25:24:1) eklenerek tekrar santrifiij
edilmistir. Bu islemden sonra fenolii uzaklastirmak i¢in 6rnekler ayni1 hacimde CIA
(24:1) ile muamele edildikten sonra oda sicakliginda 13.000 rpm’de 5 dakika santrifii
edilmigtir. Tiim bu islemlerin ardindan yeni eppendorflara boliistiiriilerek iist faz
tizerine 0,6 hacim izopropanol eklenerek ~1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Kurutmaya birakilmis olan pelletlerin {izerine 3 kat hacim soguk %70’lik etanol ilavesi

19



yapilmis ve gece boyu -20°C’de bekletilmistir. Bu islemin ardindan 4°C’ta 13000 rpm’
de 30 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak pellet kurutulmus ve dH>O’ da ¢oziilmiistiir. Hem LB hem YEME
besiyerinde biiyiitiilmiis hiicrelerinden izole edilmis genomik DNA’lar NanoDrop’ta
Olciilmiistiir ve caligmalar YEME besiyerinde biitliylilmiis olan hiicrelerden izole

edilen genomik DNA’dan devam edilmistir.

3.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Genomik DNA izolasyonun basarili olup olmadigint géstermek i¢in agaroz jel
elektroforezi yontemine bagvurulmustur. % 0.8’lik (w/v) agaroz jel, 50 ml 1X TAE
tamponuna 0,4 g toz agarozun eklenmesi ile hazirlanmig ve ardindan agarozun
¢ozlinmesi i¢in mikrodalgada 1sitilmistir. Oda sicakligina sogutulan 50 ml agaroz jel
cozeltisine RedSafe® (5 ul/100 ml) (20.000X) kimyasali ilave edilmistir. Kasete
dokiilen ¢ozelti oda sicakliginda bekletilerek polimerize olduktan sonra izole edilmis
DNA o6rneklerine 1/10 hacminde 6X DNA yiikleme boyasi eklenip karistirilarak jele
yiiklenmistir. GeneRuler™ 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci de jele yiiklenmistir.
Daha sonra 6rnekler, i¢inde 1X TAE yiirlitme tamponu bulunan elektroforez tankinda

110 V 45-50 dk yiirttiilmiistiir. Ardindan UV 11k altinda goriintiilenmistir.

3.2.4. Olast Pseudonocardia izolatmm Tiim Genom DNA’sinin

Dizilenmesi

Pseudonocardia tiirtine ait oldugundan siiphelendigimiz izolatin tiim genomu

GenEra Diagnostik A.S. tarafindan dizilenmistir.

3.2.5. Pseudonocardia Izolatimn Biiyiime Profilinin

Incelenmesi

Pseudonocardia izolatinin zamana bagli bliylime profilinin olusturulmasi i¢in ilk
once 50 ml TSB besiyerinde 72 saat biiyiitiilmiis olan 6n kiiltlirlin 1slak agirligi

hesaplanmis ve hiicreden 500 pl alinip 100 ml TSB besiyerine ekilmistir. Toplamda
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hiicrelerin 384 saat (16 giin) boyunca inkiibasyonu saglanmistir. Bu calisma iiger
replikadan olusmaktadir. Her 24 saatte 5’er ml 6rnek alinip falkonlara aktarilmistir.
Oda sicakliginda 4500 rpm’de 20 dakika santrifiijlenip siipernatant atilmistir.
Besiyerinden kurtulmak i¢in iki kez 5 ml dH»O ile yikanan hiicreler (4500 rpm, 20 dk,
25°C) -20 °C’a kaldirilmistir. 16. giin sonunda -20°C’tan alinan hiicreler yogunluguna
gore 3-5 ml dH,O eklenip ¢oziinmeleri saglandiktan sonra daha onceden hassas
terazide tartilmis olan tartim kaplarma aktarilmistir. Hiicreler 70 °C’a ayarlanmis
etiivde 3-4 giin boyunca kurutulmustur. Islem sonunda tartim kaplar1 hassas terazide

tartilmig ve hiicrelerin mg/ml cinsinden degerleri hesaplanmistir.

3.2.6. Pseudonocardia izolatinin Antimikrobiyal Etkisinin

Incelenmesi

Bu deney siirecinde Pseudonocardia izolatinin siipernatanti, sonikasyon islemi
sonucu elde edilen pellet ve silipernatantlarin ve metanollii ekstraksiyonlarinin,
antimikrobiyal etkisinin B. subtilis, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus ve C.
albicans lizerinde etkileri incelenmistir. C. albicans hari¢ diger tiim bakteriler 20 ml
LB besiyerine ekimi yapilmis ve 37 °C’ta ~24 saat biiyiitiillmeye birakilmistir. 0,5
McFarland bulaniklikta bakteri silispansiyonlar1 geregi kadar almip BHI agara
yayilarak ekilmistir. C. albicans hiicreleri 20 ml YEPD besiyerine kat1 kiiltiirden bir
miktar alinip ekilmis ve 1 saat boyunca ¢alkalanmadan 37 °C’ta biiyiitiilmustiir. 30 pl
alinip KM agara yayilarak ekimi yapilmstir.

100 ml TSB besiyerinde 72 saat 30 °C’ta biiyiitiillen Pseudonocardia 1zolatlar
steril 50 ml’lik falkonlara alinarak oda sicakliginda 4500 rpm’de 20 dk boyunca
santrifiijlenip ¢Oktiliriilmiistiir. Siipernatanttan 1.5 ml alinip steril eppendorfa

aktarilmistir. Ardindan sonikasyon islemi ile pellet ve siipernatantlar elde edilmistir.
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3.2.6.1. Pseudonocardia izolatimn Sonikasyon Yontemi ile

Parcalanmasi ve EKim Asamasi

Elde edilen pelletlerin iizerine 2’ser ml soguk PBS (pH 7.4) eklenip vorteks
yardimiyla ¢6ziindiikten sonra 4000 rpm, +4 °C’ta 30 dakika santrifiijlenir.
Siipernatant1 dokiilen rneklere bu islem bir kez daha yapilir. Islem sonrasi siipernatant
atilir ve 2’ser ml soguk PBS (pH 7.4) eklenip karistirildiktan sonra hemen -80 °C’a
kaldirilir. Gece boyu inkiibasyondan sonra oda sicakliginda 4500 rpm’de, 25 dakika
santrifiij edildikten sonra pelletlerin iizerine 1’er ml soguk sonikasyon liziz tamponu
eklenir.

Hiicreler mekanik yollarla parcalanmak {izere ilk etapta 30 sn siireyle ve %50
genlikte (amplitiide) sonikasyona maruz birakilmistir. Sonikasyon zamani 30 saniyede
sabit birakilarak ayni islem 3 kez daha tekrarlanmistir. Toplam 3-5 dakika boyunca
sonikasyon devam edilmistir. Bu siiregte 1sinmay1 engellemek amaciyla buz lizerinde
icinde calisilmistir. Sonikasyonda pargalanan ornekler +4 °C’ta 4000 rpm’de 45
dakika ¢oktiiriilmiistiir.

Uygun kati besiyerlerine ekilen hiicrelerin {izerine, siv1 kiiltiirden elde edilen
slipernatant, sonikasyon sonucu pargalanan hiicrelerden elde edilen siipernatant ve
pelletler ile ilaveten bu li¢ 6rnegin metanollii ekstraksiyonlari, disk difiizyon yontemi
seklinde her bir kagida 7 pL 6rnek alimip damlatilmistir (Sekil 3.2). Ardindan biitiin
hiicreler 24 saat 37 °C’ta inkiibe edilmistir. Disklerin etrafinda zon olusmasi
durumunda, izolatimiza ait Orneklerin antimikrobiyal etkisinin oldugunu

gostermektedir.

* Siipernatant, Bacillus subtilis
* Sonikasyon siipernatanti Escherichia coli

*Sonikasyon pelleti Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans

7 uL /
7 nL —~
* Metanol Ekstraksiyonlari

h'-'——_——-——"'
« Metanol \______——-—"/
e —

Sekil 3.2: Antimikrobiyal etki diizeni.
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3.2.7. a-Amilaz Enzim Aktivitesinin Incelenmesi

Ham nigastay1 sindiren amilazlar, mantarlar, mayalar ve bakteriler dahil
mikroorganizmalardan bitkilere ve insanlara kadar c¢esitli canli organizmalar
tarafindan {retilir. Ekstraseliiler hidrolitik enzimler arasinda, amilazlar, yiiksek
endiistriyel degerlerinden dolay1 6zel bir statiiye ve enzim biyoteknolojisinde ¢ok
onemli yere sahiptir. Bu deneyin amaci, izolatimizin hiicre dis1 a-amilaz enzim
aktivitesi yoluyla ortamdaki nigastay1 par¢alama yetenegine sahip olup olmadigini
belirlemektir. Bunun i¢in, 6n sivi kiiltiire kiirdan yardimiyla bandirilan hiicreler %1
nisasta iceren TSA besiyerinin tam ortasina ekilmistir. Inkiibasyon siireleri 72, 144 ve
216 saat (3, 6 ve 9 giin) olarak belirlenmis olup bu siireler sonunda hiicrelerin iizerini
kaplayacak sekilde %10’luk iyot soliisyonu (liigol ¢ozeltisi) damlatilip ~30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilir.

Pseudonocardia 1izolatinin zamana bagli o-amilaz enzim aktivitesinin
hesaplanmasi i¢in Miller ve arkadaslarinin gelistirdikleri spektrofotometrik yontemin
modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir [117]. ilk 6nce 50 ml TSB besiyerinde 72
saat biytitiilmiis olan 6n kiiltiiriin 1slak agirlig1 hesaplanmig ve hiicreden 500 pl alinip
120 ml TSB besiyerine ekilmistir. Bu c¢aligma iiger replikadan olusmaktadir.
Inkiibasyon siireleri 24, 48, 72, 96 ve 120 saat olarak belirlenmis ve 24 saatte bir
~1.5’er ml Ornek alimip eppendorflara aktarilmistir. 13.300 rpm’de 5 dk
coktiiriildiikten sonra dikkatli bir sekilde siipernatanttan 1’er ml alinip falkona
aktarilir. Daha Once hazirlanmis olan %]1°lik nisasta soliisyonundan 1’er ml alinip
stipernatanta eklenir ve 10 dk boyunca 35 °C’de inkiibasyona birakilir. Daha sonra
reaksiyonu durdurmak amaciyla 2’er ml 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) eklenerek 10
dk 95-100 °C’ta tekrar inkiibasyona birakilmistir. 3,5 Dinitrosalisilik asit yiiksek
sicaklikta indirgen sekerlerin uglariyla reaksiyona girerek reaksiyonun durmasini ve
renk olusumunu da saglamaktadir. Ardindan buzda oda sicakligina sogutulmus ve
hacmi 10 ml’ye dH>O ile tamamlanmistir. 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen verileri kullanarak
Sekil 3.3’teki formiille a-amilaz enzim aktivitesinin degeri Enzim Unitesi (U/ml)
seklinde hesaplanmistir. 1 dakikada 1 pmol substrati (¢oziiniir nisasta) iriine

dontistiiren amilaz enzim miktari 1 tinite olarak ifade edilmistir.
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AC x VT x SF

Enzim Aktivitesi (U/ml)=

T(dk) x VE
AC: Absorbans (540 nm)
Vi Toplam Reaksiyon Hacmi (ml)
SF: Seyreltme Faktorii
T: Reaksiyon Zamani (dk)
Vi Enzim Hacmi (ml)

Sekil 3.3: Enzim aktivitesi formiili.

3.2.8. Proteaz Enzim Aktivitesi

Proteazlar; bitki, hayvan ve diger mikroorganizma kalintilarini ayristirarak besin
dongiisiiniin devamliliginin saglanmasina katkida bulunur. Buna ek olarak gen ifadesi,
protein mobilasyonu ve enzim modifikasyon caligmalar1 gibi 6nemli biyolojik
siireclerde rol almaktadir. Izolatimizda proteaz enzim aktivitesinin olup olmadigim
gostermek amaciyla iki farkli besiyerinde biiylitiilmiistiir. Bu ¢alismada Skimmilk
Agar, Nutrient Skimmilk Agar, TSB Skimmilk Agar ve %]1’lik Kazein ISP9 Agar
besiyerleri kullanilmistir ve sivi 6n kiiltiire steril kiirdan ucuyla bandirilip agarin

ortasina nokta ekim yapilmistir ve 72 saat 30 °C’ta biiytitiilmiistiir.

3.2.9. Lipaz Enzim Aktivitesi

Lipazlar; bakteri, maya, mantar, bitki ve hayvanlardan izole edilebildikleri halde
bunlarin  arasinda  bakteriyel lipazlar yiliksek verimle elde edilmeleri,
mikroorganizmalarin hizli biiylimesi ve genetik manipiilasyon kolaylig1 agisindan
temizlik teknolojisinde ticari olarak olduk¢a Onemlidirler. Izolatin lipaz enzim
aktivitesinin olup olmadigin1 6grenmek adina iki farkli besiyeri kullanilmistir.
Tribiitirin agar ve Tween 80 agar besiyerlerine nokta ekim yapilmistir ve 30 °C’ta 9

giin boyunca inkiibasyonu saglanmustir.
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3.2.10. Agir Metal Direncliligi

Canli organizmalardaki agir metal iyonlari, hiicre zari, mitokondri, ¢ekirdek,
DNA ve enzimler gibi hiicre organellerini ve bilesenlerini etkileyerek hasara ve
konformasyonel degisikliklere sebep olmaktadir. Agir metalle kirlenmis topraktaki
baskin bakteri gruplarindan biri de aktinobakterilerdir Agir metal miktarinin yogun
oldugu kosullarda hayatta kalabilmek igin bu bakteriler, metallerin indirgeme,
oksidasyon veya metilasyon yoluyla daha az toksik ve daha az hareketli formlara
donligmesini igeren diren¢ mekanizmalar1 gelistirmek zorunda kalirlar. Bu
mekanizmalar sayesinde bakteriler, biyoremediyasyon adi verilen biyolojik
yontemlerle kontamine ortamlarin iyilestirilmesinde kullanilir [112], [113], [114].

Pseudonocardia izolatinin agir metal direngliliginin karsilastirilmasi, 6 farkli agir
metalin farkli konsantrasyonlarini (Tablo 3.7) igeren TSA besiyerlerine 50 ul kadar

hiicre yayilarak ekilmis ve 96 saat 30 °C’ta inkiibasyonlari ile saglanmigtir.

Tablo 3.7: Kullanilan agir metaller ve konsantrasyonlart.

Agir Metal Adi Konsantrasyonlar (ug/ml)

CdCL 12.5, 25, 50, 100, 200, 400
CoClLx 100, 200, 400, 800, 1600, 3200
CrCls 100, 200, 400, 800, 1600, 3200
CuCl 200, 400, 800, 1600, 3200, 6400
Pb(NO3):2 100, 200, 400, 800, 1600, 3200
ZnCl 100, 200, 400, 800, 1600, 3200

3.2.11. UV Toleransi

Bu ¢alismada, UV toleransini gozlemlemek amaciyla ilk olarak 50 ml TSB
besiyerinde 72 saat biiyiitiilmiis olan 6n kiiltiirden her seferinde 3 ml hiicre alinip
sirastyla 5, 10 ve 20 dk boyunca UV 1sik altinda bekletilmistir. UV 1s1k altinda
bekletilen hiicreler 104, 10 ve 10® oraninda seyreltilip TSA besiyerine yayma ekim
yapilarak ekilmistir. Kontrol amagh UV 1s181na maruz birakilmayan hiicreler de ayni
oranlarda seyreltilip TSA’ya ekilmistir. Bu ¢aligma {iger replikadan olusmaktadir. 96

saat boyunca 30 °C’ta inkiibasyonlari saglanmistir ve tek koloni diismesi
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hedeflenmistir. Inkiibasyon sonunda gézlemlenen tek koloniler sayilmustir, diliie
oranlar1 baz alinarak hesaplama yapilmistir. Maruz birakilan UV siiresine gore grafik

olusturulmustur.
3.2.12. Farkh Besiyerlerinde Sporlandirma ve Spor Sayim

Pseudonocardia tiirleri sporlanarak tiremektedir. Bu bilgi dogrultusunda, 50 ml
TSB besiyerinde 72 saat biiyiitiilmiis olan 6n kiiltiirden 1slak agirlik hesaplanmistir ve
MS agar, ISP2 agar ve TBO agar besiyerlerine 100 pL hiicre yayma ekim ile ekilmistir.
15-20 giin boyunca 30 °C’ta sporlanmaya birakilmistir. Sporlanma sonunda her bir
besiyerindeki sporlar %40’ lik soguk gliserol ile toplanmistir ve -80 °C’a kaldirilmustir.
Spor sayimu i¢in toplanan sporlar 104, 10 ve 107 oraninda seyreltilip TSA besiyerine
yayma ekim yapilarak ekilmistir. Bu ¢alisma {iger replikadan olusmaktadir. 96 saat
boyunca 30 °C’ta inkiibasyonlar1 saglanmistir. inkiibasyon sonunda gézlemlenen tek

koloniler sayilmistir, seyreltme oranlar1 baz alinarak hesaplama yapilmstir.

3.2.13. Farkh pH ve Sicakliklarin Pseudonocardia izolatimn Biiyiime

Profiline Etkisi

Bu ¢aligmada, 1slak agirlig1 hesaplanan 6n kiiltiirden 500’er pL alinip, pH=S5, 7, 9
ve 10 ‘aayarlanmis 120 ml TSB besiyerlerine ekim yapilmistir ve sicaklik 30 °C olarak
sabit tutularak 120 saat boyunca biiyiimeye birakilmistir. Ote yandan pH=7’ye
ayarlanmis 120 ml TSB besiyerlerine 1slak agirlig1 hesaplanan 6n kiiltiirden 500’er pLL
almip ekilmistir ve 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 45 °C’de 120 saat boyunca biiylimeye
birakilmistir. Her 24 saatte bir 5 ml alinan 6rnekler, ikiser defa dH>O ile yikanmistir
(4000 rpm, 15 dk, 25 °C). Yikanan o&rnekler -20 °C’ta saklanir. 120 saat sonunda
hiicreler 2-3 ml dH20 ile ¢ézlinmiistiir ve daha onceden tartilan tartim kaplarina
aktarilmigtir. 70 °C’a ayarlanmis olan etiivde 3-4 giin kurumaya birakilmistir. Kuruma
sonras1 tarttm kaplari tekrar tartilmis ve kuru agirlik miktar1 mg/ml seklinde

hesaplanarak grafik olusturulmustur.
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3.2.14. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik olarak [-laktam halkasina sahip olan penisilin diski (10U)
(Bioanalyse) kullanilmistir. Buna ek olarak apramisin (50 pg/mL), ampisilin (100
pug/mL), nalidiksik asit (25 pug/mL) ve kloramfenikol (25 pg/mL) kullanilmistir.

On kiiltiirden 100 uL alimip TSA besiyerine yayma ekim yapilmstir. Penisilin (10
U) diski agarin tam ortasina konulmustur. Diger antibiyotiklerden 7’ser uL alinip
agarin ortasina yerlestirilen emdirme kagidinin istiine eklenmistir. Antibiyotikli
disklerin etrafinda zon olusmamasi durumunda Pseudonocardia izolatinin kullanilan

antibiyotiklere direngli oldugunu gostermektedir.

3.2.15. Polietilen Glikol (PEG) Degradasyonu

Polietilen glikol (PEG), polimerik bir bilesiktir ve bircok endiistriyel ve tibbi
uygulamada yaygin olarak kullanilan bir polimer tiiriidiir. Boyalarin, verniklerin,
elektronik devrelerin, plastiklerin ve diger bircok endiistriyel {iriiniin iiretiminde
kullanilmaktadir. Cevresel atiklarin basinda plastikler gelmektedir ve dogada
parcalanmasi ¢ok giictiir [150].

Bu calismada Pseudonocardia izolatinin PEG’1 degrade edip etmedigini anlamak
amaciyla %1’lik PEG iceren M9 besiyerine nokta ekim yapilmistir. Toplamda 18 giin
boyunca 30°’ta inkiibasyonda birakilmistir. 6, 12 ve 18 giin sonunda petri Coommasie
Blue ile ~20 dk boyunca boyanmistir ve Destaining Soliisyonu ile ~20 dk yikanmaistir.

Hiicre etrafinda goriilecek seffaf zon PEG’in degrade oldugunu gosterecektir.
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4. SONUCLAR

4.1. Olas1 Pseudonocardia Izolatimn Biiyiime Egrisi,

Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

TSB besiyerinde 16 gilin boyunca biiyiitiilen izolatin zamana bagl biiylime egrisi
Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bakterinin 72 saatte (3. giin) duragan faza ulastigi ve bu

fazda uzun bir siire kaldig1 goriilmiistiir.

PSEUDONOCARDIA BUYUME EGRiSi

Kuru Agirhk (miligram/ml)
o

0 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

GUNLER

Sekil 4.1: Pseudonocardia 1zolatinin zamana bagli bliyiime egrisi.

TSB besiyerinde 72 saat biiyiitiilen kiiltlirlin morfolojisi incelendiginde hifli
yapida oldugu, Obeklenerek pelletler halinde biiyiidiigli ve Gram pozitif oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.2). Olast Pseudonocardia izolatinin tanimlanmasi igin
oncelikle baz1 biyokimyasal identifikasyon testleri yapilmis ve sonuglar Tablo 4.1°de,
gorselleri ise Sekil 4.3’te sunulmustur. Elde edilen bulgular, farkli arastirmacilar
tarafindan izole edilmis 61 farkli Pseudonocardia susunun tabii tutuldugu testlerin

sonuclariyla karsilastirilmis [4] ve izolatin Pseudonocardia ile benzer 6zellikler

tasidig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.2: A) Izolatin 151k mikroskobu altindaki morfolojik goriintiisii (20x). Lacivert

ok (—) hiicreyi, kirmiz1 ok (—) ise olusan hifleri gdstermektedir. B) izolatin Gram

boyama sonucu (20x).

Tablo 4.1: Biyokimyasal test sonuglari.

Test Ad1

Sitrat Testi
Nitrat Testi
Jelatinaz Testi

Ureaz Testi
SIM Testi

Metil Kirmizis1 (MR) Testi

Voges-Proskauer (VP) Testi

+ Katalaz Testi

+ Glikoz Testi

- Siikroz Testi

+ Laktoz Testi
- Mannitol-Tuz Testi

- Hemoliz Testi
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Jelatinaz 5 3 Ureaz Sitrat Nitrat Glikoz Stikroz Laktoz | Katalaz
; TM Testi 8 A
Testi S e R Testi Testi Testi Testi Testi Testi Testi

Sekil 4.3: Biyokimyasal identifikasyon test sonuglarinin gorselleri.

4.2. Olas1 Pseudonocardia lizolatindan Genomik DNA

izolasyonu

Izolatin molekiiler olarak tanimlanmasi icin genomik DNAs1 izole edilmis (Sekil
4.4), dizi analizi yapilmis (GenEra Diagnostik A.S.) ve genomun biyoinformatik
analizi gerceklestirilmistir. Analizler i¢in kullanilan yazilimlar ve programlar Tablo
3.5.°te listelenmistir. Bu izolata ait genomik DNA’nin ~5.75 Mb boyutunda ve %
74.45 GC oraninda oldugu tespit edilmistir. EzBioCloud proprami yardimiyla elde
edilen 16S rRNA dizisinin (Sekil 4.4) NCBI veri tabani BLAST sonuglarina gore
izolatin Pseudonocardia tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. izolatin Pseudonocardia
tiirleri arasindaki yerini ve benzerligini anlamak amaciyla tim Pseudonocardia

suslarina ait 16S rRNA’lar kullanilarak MEGA 11 {izerinden Neighbor-Joining modeli

30



kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.5). Pseudonocardia izolatinin
sentezledigi olasi ikincil metabolitler, tim genoma ait DNA dizisi kullanilarak
antiSMASH programi vasitasiyla tespit edilmistir. Elde edilen ikincil metabolitler ve
tiirleri Tablo 4.2°de listelenmistir.

Pseudonocardia izolatinin sentezledigi baslica énemli enzimler, proteinler ve
vitaminler, genomik DNA dizisine ait en uzun ilk 15 kontig dizisi baz alinarak (sonraki
dizilerin sonuglar1 tekrar etmektedir) BLAST programu ile analiz edilmis ve en yiiksek
benzerlik oranina sahip ilk 3 bakteriye ait bilgiler kullanilmistir. Analiz sonuglarina ait
ayrmtilt bilgiler Tablo 4.2°den Tablo 4.9’a kadar gruplara gore kategorize edilerek

listelenmistir.

10000 bg

3000 bg

1000 bg

250 bg

Sekil 4.4: Olas1 Pseudonocardia izolatindan izole edilen genomik DNA.
M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci.
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__—_
TTGTTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTTCGG
GGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGACCTGCCCTCCACTCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAA
TACCGGATAGGACCACTGATCGCATGGTTGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTGGGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTG
GTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGGTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGG
CCITCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCAGGGACGAAGAGCAATTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAACACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCGCGTCGGC
CGTGAAAACTTGGGGCTTAACTCTGAGCGTGCGGTCGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGT
GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCATTCCACGG
TTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACCAGACATCCCTA
GAGATAGGGCTTCCCTTGTGGTTGGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCTCATACAGAGGGCTGCGAG
ACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGTGAGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTTGGAGTCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTTGGTAAC
ACCCGAAGCCGGCGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAG
CCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

Sekil 4.5: izolatin 16S rRNA dizisi.

Tablo 4.2: Pseudonocardia izolat1 tarafindan sentezlenen olasi ikincil metabolitler ve

tirleri.

Ikincil Metabolit Tiirii
Ikarugamisin Antibiyotik, Antitimor
Rustmisin Antibiyotik

Fosfonoglikanlar Antifungal
Funisamin Antibiyotik
SF2575
* Poliketit (Tetrasiklin) Antitimor
* Sakkarit
Kendomisin B Antibiyotik, Antitimor
Lankasidin C Antibiyotik
Ektoin Antiultraviyole
Nistatin benzeri Antibiyotik
Pseudonocardia polien
Sakaroselinler Antitimor
(A,B,C,D,E, F, G, H)
Stenotrisin Antibiyotik
Streptamidin Antibiyotik
Karotenoid Antitimor
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Pseudonacardia autotraphica strain IMSNU 20030
Pseudonocardia autotrephica strain NERL B11273
Pseudonocardia compacta strain IMSNU 20111
Pseudonacardia compacta strain NRRL B16170

Pseud:
Pseudonocardia antitumoralis strain SCSI0 01299
Pseudonocardia frifici strain NEAU-YY211

ardia fongiuensis strain LM 137

Pseudonocardia ammonioxydans strain H9

Pseud. ardia eytatoxica strain MCCB 268
Pseudonocardia nantengensis strain KLBMP 1282
Pseudonocardia endophytica strain YIM 36035
Preudonocardia soli strain NWg-21
Pseudonacardia parietis strain 04-5t-002
Pseudonocardia antimicrobica strain ¥IM 63235

Pseud ardia ne: dicida strain HA11164

as

s0

36

26

Pseudonocardia sp.

Pseudonacardia carboxydivorans strain ¥ 8
Pseudonocardia alni strain IMSNU 20049
Pseudonocardia antarctica strain DVS 5al
Pseudonocardia alni strain DSM 44104
Pseudonocardia alni strain DSM 44104
Pseudonocardia tropica strain YIM 61432
Pseudonocardia asaccharolytica strain 580
Pseudonocardia eucalypti strain EUM 374
Pseudonocardia acaciae DSM 43401 strain GMEKUQ093
Pseudonocardia spinosispora strain LM 141
Pseudonocardia spinosa strain JCM 3136
Pseudonocardia orexyli strain D10
Pseudonocardia pini strain CAP47R
Pseudonocardia thailandensis strain CMU-NEKS-70
Pseud ardia xishanensis strain YIM 63638

Preud. ardia ailaonensis strain YIM 45505

S 73

57

Pseudonocardia mangrovi strain SMC 193
Pseudonocardia yuanmonensis strain YIM 73926
Pseudonocardia lutea strain NEAU-G57 1

70

Pseud: ardia kjensis strain A4038

50

a7

N

ag

Pseud: ardia halophobica strain IMSNU 21327
Pseudonocardia halophobica strain DSM 43089
Pseudonocardia halophobica strain NERL B-16314
Pseudonocardia halophobica strain DSM 43089
Pseudonacardia prafindimaris strain GY0356
Pseudonocardia chloreetheniverans strain 5L-1
Pseud ardia sediminis strain YIM M13141

40

Pseud ardia tetrahydrofiranoxydans strain K1
Pseudonacardia hydrocarbonaexydans strain IMSNU 22140
Pseudonacardia sulfidexydans strain 392

Pseudonocardia dioxaniverans CB1190

Pseudonocardia benzenivorans strain B3

Pseudonacardia diexanivorans CB1190

Pseudonacardia mongeliensis strain MN0OE8-A0270
Pseudonocardia ihuvsgulensis strain MNOE-A 0297
Pseudonocardia rhizephila strain YIM 67013

a8

Pseud. ardia salamisensis strain K236
Pseudonecardia alaniniphila strain Y-16303
Pseudonocardia yunnanensis strain IMSNU 22019
Pseudonocardia yunnanensis strain IFO 15681
Pseudonocardia acidicola strain K10HNS
Pseudonacardia bannensis strain YIM 63101
Pseudonocardia nigra strain ATKO03
Pseudonocardia saturnea strain NRRL B-16172
Pseudonocardia satirnea strain IMSNU 20052
Pseudonacardia xinjiangensis strain XJ 45
Pseudonocardia aurantiaca strain Y-14860

Pseud ardia sichuanensis strain KLBEMP 1115

99

a5

0.01

d

Pseudonocardia zijingensis strain 6330
Pseudonacardia hierapolitana strain PM2084
Pseudonocardia cypriaca strain KT2142
Pseudonocardia broussonetiae strain Gen 01
Prseudonocardia seranimata strain YIM 63233
Pseudonacardia petraleaphila strain IMSNU 22072

Sekil 4.6: 16S rRNA dizisi ile olusturulan filogenetik agag.
Izolat “Pseudonocardia sp.” olarak gosterilmistir.




Tablo 4.3: Pseudonocardia izolat1 tarafindan sentezlenen olasi vitaminler.

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

BS

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 Cobl *Cobalamin biosynthesis protein CbiX
*Cobalamin biosynthesis protein CbiM *Cobalamin biosynthesis protein CobQ

*Ubiquinone/menaquinone biosynthesis methyltransferase
*Dimethylmenaquinone methyltransferase

Folat

Kinolinate
(Nikotinik asit
mononiikleotidi)

Dihydrofolate synthase

Quinolinate synthetase

Metanogen
(metan iiretimi)

Coenzyme F390 synthetase

34



Tablo 4.4: Pseudonocardia izolatinin direngli olabilecegi bilesikler ve elementler.

Bakiar (Cu) Gegis Metali Copper resistance protein
Bleomisin Antitimor Putative glyoxalase/bleomycin resistance
protein
Kloramfenikol Antibiyotik Chloramphenicol resistance protein
Daunorubisin Antitiimor Daunorubicin resistance protein DrrA
family
Telliir (Te) Toksik Yar1 Metal Tellurium resistance protein TerC
Arsenik (As) Toksik Arsenic resistance protein
Hidroperoksit Agartici Organic hydroperoxide resistance protein

Amonyum (NHy")

Hiicresel ila¢ direnci

pompalari

Gligsiiz asit

Iyon giftlerini veya ilag
molekiillerini hiicre iginden

disar1 tagtyan pompalar

Quaternary ammonium compound-

resistance protein SugE

Putative drug resistance transporter,

EmrB/QacA family protein

Bacillus cereus/

kloramfenikol-florfenikol

Mikroorganizma/

Antibiyotik

Ber/CflA family drug resistance efflux

transporter
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Tablo 4.5: Pseudonocardia izolat: tarafindan degrade edilen olasi bilesikler.

Degrade Edilen Olasi Tiiru Tlgili Degradasyon Enzimleri
Bilesikler
Sinnamik asit Aromatik bilesik | Bifunctional 3-phenylpropionate/cinnamic acid
dioxygenase ferredoxin
Atrazin Herbisit Hydroxydechloroatrazine ethylaminohydrolase
Katekol Bitkilerde
o *Catechol 1,2-dioxygenase *
antioksidan
Benzoat Antimikrobiyal *Benzoate transporter *2,3-dihydroxybenzoate-
AMP ligase *2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate
dehydrogenase *4-chlorobenzoate--CoA ligase
Benzen Aromatik bilesik Benzene 1,2-dioxygenase
Gentisik asit Katalizor

Gentisate 1,2-dioxygenase

Allofanat Poliiiretan iiretimi Allophanate hydrolase
Protokatesuat Aromatik bilesik *Extradiol dioxygenase *Protocatechuate 4,5-
dioxygenase subunit beta *2,3-dihydroxybiphenyl
1,2-dioxygenase
Hidroksi kinol Aromatik bilesik Hydroxyquinol 1,2-dioxygenase
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Tablo 4.6: Pseudonocardia izolat1 tarafindan sentezlenen olasi lipazlar.

Lysophospholipase Fosfolipid metabolizmasi, lizofosfolipidlerin hidrolizi
Monoacylglycerol lipase Monoasilgliserol hidrolizi
GDSL family lipase Bitkilerde lipit hidrolizi

Fosfolipid hidrolizi, hiicre zar1 gegirgenligi ve sinyal
Phospholipase D
iletimi

Tablo 4.7: Pseudonocardia izolat1 tarafindan sentezlenen olasi proteazlar.

Clp protease ClpP, ClpS Hiicrelerde protein yikimi

Zinc protease Hiicre dongiisii diizenlemesi ve proteinlerin par¢alanmasi
Proteinlerin par¢alanmasi

Zinc metalloprotease

Proteinlerin dogru katlanmasi, hatali katlanmanin
diizeltilmesini ve proteinlerin par¢calanmasi
CAAX protease Protein isleme ve sinyal transdiiksiyonu

Lon protease

Proteinlerin dogru katlanmasi, hatali katlanmanin
HtpX protease diizeltilmesini ve proteinlerin pargalanmasi
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4.3. Pseudonocardia izolatinin Antimikrobiyal Etkisi

Pseudonocardia’ya ait kiiltlir slipernatantinin, sonikasyon sonucu elde edilen
siipernatant ve pelletin antimikrobiyal 6zellik tasiyip tasimadigini belirlemek i¢in 6
farkli mikroorganizma kullanilmistir. izolatin farkli ekstraksiyonlarinin, 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 mikroorganizmalari iizerinde yapilan bu ¢alismada

herhangi bir antimikrobiyal etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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4.4. a-Amilaz Enzim AKtivitesi

Izolatin a-amilaz enzimini iirettigi %1°lik nisastali TSB agarda 3, 6 ve 9 giin
boyunca biiyiitiilen hiicrelerin liigol ¢6zeltisiyle muamale edilmesiyle tespit edilmistir
(Sekil 4.7). %1°1ik nisastal1 s1vi TSB besiyerinde biiyiitiilen Pseudonocardia izolatinin

a-amilaz enzim aktivitesi de 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.8).

3. Giin 6. Giin 9. Giin

Sekil 4.7: Pseudonocardia izolatinin a-amilaz tiretimi.

PSEUDONOCARDIA 0-AMILAZ ENZIiM AKTIiVITESI

Enzim Aktivitesi (U/ml)

Saatler

Sekil 4.8: Pseudonocardia izolatinin a-amilaz enzim aktivitesi (U/ml).
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4.5. Proteaz Enzim Aktivitesi

Boliim 3.2.7.’te listelenen 4 farkli besiyerine nokta ekim yapilan hiicrelerin 3,

6

ve 9. giin sonundaki proteaz aktivite testine ait sonuglar Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Elde edilen sonucglara gore bakterinin ekstraseliiler proteaz aktivitesinin olmadig:

belirlenmistir.

3. Giin 6. Giin 9. Giin

Sekil 4.9: Pseudonocardia izolatina ait proteaz aktivitelerinin farkli besiyerinde

gosterilmesi. 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 yapilan hiicrelerin 3, 6 ve 9. giin
sonundaki lipaz aktivite testine ait sonuglar Sekil 4.10°da gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore 9. giin sonunda Tween 80 agarda hiicre etrafinda opak zon olusmasi
nedeniyle lipaz aktivitesinin az da olsa oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10. A-9.giin).

Fakat tribiitirin agarda herhangi bir zon olusmamagtir.

3. Giin 6. Giin 9. Giin
J
Tueen 80 A9 qeas B0 Frer wwé‘; faer -
6N 4 e o Y \\
£ ;

Sekil 4.10: Pseudonocardia izolatina ait lipaz aktivitelerinin farkli besiyerlerinde
gosterilmesi. A) Tween 80 Agar. B) Tribiitirin Agar.
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4.7. Agir Metal Direncliligi

Tablo 3.7.‘de listelenen agir metaller ve uygulanan konsantrasyonlar sonucunda
elde edilen sonuclar Tablo 4.11.’de 6zetlenmistir. Sonuclara iligkin detayli gorsellere
Ek A’da yer verilmistir. Kontrol olarak agir metal icermeyen TSA besiyerinde de
bakteri bliyltiilmistiir. Bu verilere gore Pseudonocardia izolatinin CdCl> disindaki
diger agir metallere oldukga direngli oldugu tespit edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlar

da bile (3200 pg/ml CoCl; harig) biiylimenin oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 4.11: Farkl1 agir metal ve konsantrasyonlarinin Pseudonocardia izolati
iizerindeki biiyiime etkisi. Ug art1 (+++) iiremenin ¢ok fazla, cift art1 (++) iiremenin
fazla, tek art1 (+) liremenin az oldugunu ve eksi isareti (-) iiremenin olmadigini
gostermektedir.

CoCl, (ng/ml)
100 +++
200 ot
400 +++
800 ++
1600 +

3200 -
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4.8. UV Toleransi

Sirasiyla 5, 10 ve 20 dk boyunca UV 15181 altinda birakilan Pseudonocardia

hiicreleri TSA besiyerine yayilmis, inkiibasyon sonucu olusan tek koloniler sayilmis

ve 1 ml’deki koloni olusturan birim (KOB/ml) hesaplanmistir (Sekil 4.11). UV dozu

Joule/metrekare/saniye (J/m?) birimi ile ifade edilmektedir [139]. Deneyde 5., 10. ve
20. dakikalarda bakterilere uygulanan UV dozu sirasiyla 2400 J/m?2, 4800 J/m? ve
9600 J/m?‘dir. UV’ye maruz kalmayan bakterilerin say1s1 289x10% KOB/ml iken 5 dk
UV 1s181inda kalan hiicrelerin yaklasik % 95,33 niin, 10 dk sonunda ise % 97,785 inin

oldiigii goriilmiistiir. iging bir sekilde UV 15181 altinda beklenen 20 dk sonunda bakteri

sayisiin 23.5x10® KOB/ml’a yiikseldigi goriilmiistiir.

300

250

200

150

100

Bakteri Sayis1 (x108 CFU/ml)
Z

PSEUDONOCARDIA UV TOLERANSI

289
I
13,5 6.4 23,5
i I
UV'siz [ ) 10 20

UV Maruziyeti (dk)

Sekil 4.11: Pseudonocardia’nin UV direnci 0lglim grafigi.
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4.9. Pseudonocardia’nin Farkh Besiyerlerinde Sporlanmasi

MS, ISP2 ve TBO agar besiyerlerine 100’er pL ekilip inkiibe edilmesiyle elde

edilen sporlar Sekil 4.12°de gdsterilmistir. Sporlarin %40°’lik gliserol ile toplanip diliie

edilmesi sonucu elde edilen sporlar sayilmis ve 1 ml’deki koloni olusturan birim
(KOB/ml) degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.13). Spor sayimina gére MS, ISP2 ve TBO
besiyerinden elde edilen bakteri sayilar1 sirastyla 10.5x10% KOB/ml, 5.3x10% KOB/ml

ve 1.3x10% KOB/ml seklindedir. Sporlanmay1 destekleyen en iyi besiyerinin MS

besiyeri oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.12: Pseudonocardia izolatinin farkli besiyerlerinde sporlandirilmasi.

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

12

10

Bakteri Sayis1 (x102 CFU/ml
[@))

PSEUDONOCARDIA SPOR SAYIMI

10,5

I

1,3

MS m[SP2 ETBO

Besiyerleri

Sekil 4.13: Pseudonocardia izolatinin farkli besiyerlerindeki spor sayimlari.
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4.10. Farkh pH ve Sicakhiklarin Pseudonocardia izolatimin

Biiyiimesi Uzerindeki Etkisi

Pseudonocardia izolatimin farkli pH degerlerine (5, 7, 9 ve 10) sahip TSB
besiyerindeki biiytime grafigi Sekil 4.14te, farkli sicakliklardaki (25 °C, 30 °C, 35 °C
ve 45 °C) biiylime grafigi ise Sekil 4.15te gosterilmistir.

pH 7°de 72. saatte duragan faza giren hiicrelerin pH 5, 9 ve 10°da duragan faza
96. saatte gectigi bulunmustur. 96. ve 120. saatlerde pH 5, 9 ve 10’da hiicre sayisinin
pH 7’ye gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Pseudonocardia Farkh pH'lardaki Biiyiime Grafigi
pH=S5 pH=7 —&—pH=9 —@—pH=10

N 2 [~

W

w

Kuru Agirhik (miligram/ml)
[ -~

0 24 48 72 96 120
Saatler

Sekil 4.14: Pseudonocardia izolatimin farkli pH’lara sahip TSB besiyerindeki
biiyiime grafigi.
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Izolatin farkli sicaklik degerlerindeki biiyiime miktarlarina bakildiginda, en fazla
tiremenin 30 °C’de oldugu ve 72. saatte duragan faza ulagtigi goriilmiistiir. 35 °C’de
iiremenin 30 °C’ye oranla ~1,5 kat daha az oldugu ve hiicrelerin 72. Saatte duragan
faza girdigi gézlenmistir. 25 °C’de biiyiiyen hiicrelerin 96. saatte duragan faza girdigi
goriilmiistiir. 45 °C, iiremenin en az oldugu sicaklik olarak bulunmustur. Bu sicaklikta

hiicreler 48. saatte duragan faza ge¢mistir.

Pseudonocardia Farkh Sicakhiklardaki Biiyiime Grafigi

10 —0—25°C —0—30°C —0—35°C —0—45°C

Kuru Agirhik (miligram/ml)

1
— .

0 24 48 72 96 120
Saatler

Sekil 4.15. Pseudonocardia izolatinin farkli sicakliklardaki biiylime grafigi.
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4.11. Antibiyotik Direnci

Bu caligmada penisilin diski (10U), apramisin (50 pg/mL), ampisilin (100 pg/mL),
nalidiksik asit (25 pg/mL) ve kloramfenikol (25 pg/mL) kullanilmistir. Sekil 4.16’te
kullanilan antibiyotiklerin etkileri gosterilmektedir. Buna gore, Pseudonocardia
izolatinin CLSI degerlerine gore apramisin, nalidiksik asit ve kloramfenikole hassas

oldugu, penisilin ve ampisiline diren¢li oldugu anlasilmistir.

Sekil 4.16: Pseudonocardia izolatinin antibiyotik direnci. A) Penisilin (10U). B)
Nalidiksik asit (25 pg/mL). C) Ampisilin (100 ug/mL) D) Apramisin (50 pg/mL)
E) Kloramfenikol (25 pg/mL).
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4.12. Polietilen Glikol (PEG) Degradasyonu

%1’lik PEG igeren M9 agar besiyerine hiicreler nokta ekim ile ekilmistir. 6, 12 ve
18 giiniin sonunda Commasie Blue ile boyanan petrilerin sonuglari Sekil 4.17°da
gosterilmistir. Her ne kadar boyama sonucunda hiicrenin etrafinda agik renkli genis bir
halka goriilmese de Pseudonocardia’nin PEG’i karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanarak biiytiyebildigi goriilmektedir.

6. Giin 12. Giin 18. Giin

Sekil 4.17: Pseudonocardia izolatinin PEG degradasyonuna iliskin sonuglari.
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5. TARTISMA VE ONERI

Pseudonocardia, Actinobacteria sinifina ait Gram pozitif bir bakteri cinsi olup
bir¢ok habitatta bulunur ve farkli organizmalarla mutualist bir sekilde yasarlar [10],
[118]. Ilk defa yaprak kesici karinca tiiriine ait Acromyrmex’lerin bagirsaklarda
bulunan bu bakteriler biyoteknolojik ©6nemi olan farkli ikincil metabolitler
iretmektedir [1], [2].

Laboratuvarimizda yapilan calismalar sirasinda, her zaman c¢alistigimiz
aktinomiset gruplarindan farkli morfoloji sergileyen ve kahverengi pigment {ireten bir
bakteri, biyoteknolojik degeri olabilir siiphesiyle izole edilmistir. Bu tez ¢calismasinda,
s0z konusu izolat biyokimyasal testler araciligiyla ve genomu dizilenerek
Pseudonocardia olarak tanimlanmis ve 6n karakterizasyonu yapilmistir.

[k incelemelerde, Gram pozitif hif olusturan bir bakteri oldugu belirlenen izolata
biyokimyasal identifikasyon testleri uygulanmistir. Elde edilen bulgular, farkli
arastirmacilar tarafindan izole edilmis 61 farkli Pseudonocardia susunun test
sonuclariyla karsilastirilmis [4] ve diger suslarla biiyiik oranda benzedigi bulunmustur.
Literatiir arastirmalarinda Pseuodonocardia tiri ifade edilirken katalaz pozitif ve
hareketsiz bakteri tanimi1 yapilmakta olup [118], s6z konusu izolatin da bu 6zellikleri
tasidigr goriilmistiir. Cogu Pseudonocardia tirii gibi bizim izolatimizin da sitrati
karbon kaynagi, amonyum tuzlarim1 da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme
yetenegine sahip oldugu bulunmustur. Izolatimizin nitrat testi pozitif olup c¢ogu
Pseudonocardia tiirii gibi nitrat1 (NO3) rediikte ederek nitritlere (NO7) ve hatta daha
ileri basamaklara amonyak (NH3) ve nitrojen gazina (N2) kadar ayristirabildigi
anlagilmistir. Glikozu kismen, siikrozu tamamen karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilen izolatin, laktozu kullanamadigr bulunmustur. Jelatinaz aktivitesi
olmayan, MR-VP testi negatif sonu¢ veren izolatin, %5’lik koyun kanli agar’da
biiyiidiigii ancak hemoliz yeteneginin olmadig1 goriilmiistiir.

Izolatimizin %7.5’luk NaCl igeren mannitol agardaki renk degisimine gore
(pembeden sariya) hem yiiksek tuz konsantrasyonuna dayanikli oldugu hem de D-
mannitolii karbon kaynagi olarak kullanabildigi sonucuna varilmistir. Daha 6nce Sahin
ve ekibi tarafindan yeni izole edilen 11 farkli Pseudonocardia susun sadece 1 tanesinin

yiksek tuz konsantrasyonuna dayaniklt oldugu ve ayni zamanda mannitolii
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kullanabildigi anlasilmistir. Ayni1 ¢aligmada, 11 sustan 7 tanesinin ise sadece D-
mannitolii kullabildigi gorilmiistiir [44].

Hemoliz yetenegi gozlenmeyen izolatin patojen olup olmayacagi konusunda
yaptigimiz arastirmalarda, Pseudonocardia’nin ciddi bir hemoliz aktivitesi olmasa bile
enfeksiyona sebebiyet veren patojen suslarinin oldugu bulunmustur. Travmatik beyin
yaralanmas1 gegiren bir hastanin beyin omurilik sivis1 dérneginden Pseudonocardia
carboxydivorans'm izole edilmesiyle, Pseudonocardia’nin ilk enfeksiyon vakasi
literatiire girmistir [124]. Diger bir ¢alismada, idiyopatik Trombositopenik Purpura
(kemik iliginde tiretilen ve kanamanin durdurulmasinda gorevli trombositlerin kandaki
sayisinin azalmasi durumu) ve Splenektomi (dalagin cerrahi islem ile ¢ikarilmasi)
sonrast uzun siireli kortikosteroid kullanimina bagl olarak gelisen Pseudonocardia
oroxyli enfeksiyonu nedeniyle hastalarda Siipiiratif Sialadenitin (tiikiiriik bezlerinin
enfeksiyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan bir durum) vakasi bildirilmistir [125].

Identifikasyon ¢alismalarma ek olarak izolatin, endiistriyel dnemi biiyiik olan a-
amilaz, proteaz ve lipaz enzim aktiviteleri de incelenmistir. %1°lik nisastali TSA
besiyerinde biiyiitillen bakterinin o-amilaz {rettigi gozlenmis, enzim aktivitesi
Olciimleriyle de bu bulgu desteklenmistir. Bazi Pseudonocardia suslarinin nigastay1
parcalayabilen enzimlere sahip oldugu bilinmektedir [4]. 2011 yilinda yapilmis olan
bir ¢alismada, 56 farkli aktinomiset susu amilaz aktivitesi bakimindan incelenmis ve
en diisiik 2.04 U/ml, en yiiksek ise 6.48 U/ml degerleri elde edilmistir [130]. Buna ek
olarak, 2020 yilinda yapilmis bir calismada gevis getiren hayvanlarin iskembe
stvisindan amilolitik aktinobakteriler izole edilmis, i¢lerinden 10 izolatin amilaz
tirettii ve elde edilen en yiiksek amilaz aktivitesinin 2.53 U/ml oldugu bulunmustur
[131]. Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen a-amilaz enzim aktivitesinin ise 54
U/ml oldugu bilinmektedir [132]. Enzim iiretimi konusunda mikroorganizmalar
arasinda farkliliklar bulunmakta olup aktinomisetlerin a-amilaz enzim aktivitesinin
cok yiiksek olmadigi bilinmektedir. Bir aktinomiset iiyesi olan izolatin iirettigi enzimin
aktivite degerleri de bu duruma bir 6rnektir.

Dort farkli besiyerinde proteaz aktivitesi icin degerlendirilen izolatin
ekstraseliiler proteaz aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir. Literatiir arastirmalarina gore
Pseudonocardia suslarimin ¢ogunlukla proteaz negatif oldugu, ortamda bulunan
kazeini parcalayamadiklart bilinmektedir [4], [44]. Yaptigimiz biyoinformatik

analizler sonucunda tespit edilen proteazlarin intraseliiler enzimler olduklar1 ve
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bunlarin ¢ogunlugunun proteinlerin yanlis katlanmalarii diizenleme 6zelligi
gosterdikleri bulunmustur.

Lipaz enzim aktivitesi i¢in kullanilan farkli beisyerlerinden sadece %1’lik
Tween 80 iceren besiyerinde, 9. giin sonunda, kismi pozitif olarak
degerlendirilebilecek bir sonug elde edilmistir. Sahin ve ekibi, 11 Pseudonocardia
susundan 8’inde %1’lik Tween 80 igeren besiyerinde pozitif sonug¢ almistir [44].
Asagida detaylica bahsedilecek olan biyoinformatik analizlere gore izolatimizin
fosfolipaz D (PLD) enzimini sentezledigi ve bu enzimin ekstraseliiler oldugu
bilinmektedir. Bu enzim sayesinde kismi pozitif sonug¢ alindig1 diisiiniilmiistiir.

Biyokimyasal testler ile kismi tanimlamasi yapilan izolatin molekiiler seviyede
de tanimlanmasi ve biyoteknolojik potansiyelinin in siliko olarak belirlenmesi i¢in
genomik DNA’s1 dizilenmistir. 16S rRNA dizisi kullanilarak izolatin taksonomik
konumu belirlenmis ve Pseudonocardia cinsine ait oldugu dogrulanmistir.

Biyoinformatik analiz sonuglari, izolatimizin bir¢ok biyoaktif bilesik sentezleme
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Ilk dikkat ¢eken 6zelligi olan kahverengi
rengi, bakterinin bir ikincil metabolit olan karotenoid {liretme yeteneginden
kaynaklanmaktadir. Karotenoidler sari, turuncu, kirmizi ve kahverengi arasinda
degisen renklerden sorumlu dogal pigmentlerdir. Biyolojik olarak {iretilen
karotenoidlerin besinsel (provitamin A), antioksidan ve fotokoruyucu gibi tibbi etkileri
vardir. Mikroalgler, mikrofunguslar ve bakteriler tarafindan sentezlenen karotenoidler
B-karoten, likopen, lutein, astaksantin, kantaksantin ve zeaksantin seklinde cesitli
gruplara ayrilir ve farkli molekiil yapilarina gore bu say1 artabilmektedir [127], [128].
Bu calisma kapsaminda, izolatin hangi karotenoid formunu sentezledigi
aragtirtlmamistir fakat, bir mikroalg olan Phaedactylum tricornutum tarafindan
sentezlendigi bilinen fukoksantin, kahverengi renkli bir karotenoid olup [129] izolatin
fukoksantin benzeri bir molekiil tiretebilecegi diistiniilmiistiir.

Biyoinformatik analiz sonuglarina gore cesitli sentaz (vitamin ve digerleri),
hidrolaz (degradaz ve peptidaz) ve transferaz enzimlerini ve buna bagl olarak cesitli
protein gruplarin1 da sentezleyebildigi tespit edilmistir. Vitaminler, organizmalarin
yasamsal fonksiyonlari i¢in gerekli olan organik bilesiklerdir ve vitamin sentazlar
tarafindan sentezlenmektedir. Degradazlar, biyolojik sistemlerde organik maddelerin
parcalanmasindan sorumlu enzimlerdir ve kompleks molekiillerin daha kiigiik
bilesenlerine doniistiiriilmesini saglar. Biyolojik sistemlerde molekiiler dongiilerin

stirdiiriilmesi ve hiicre i¢i ve dis1t maddelerin doniisiimii i¢in 6nemli rol oynarlar.
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Peptidazlar, proteinlerin peptit baglarint ¢ozerek peptitleri hidrolize ederek amino
asitlere pargalarlar. Transferazlar, bir kimyasal grubu bir molekiilden baska bir
molekiile transfer eden enzimlerdir. Bu enzimler, bir substratin belirli bir kimyasal
grubunu bagka bir bilesik tizerine aktararak reaksiyonlar1 katalizler.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, izolatin farkli besiyerlerinde sporlanmasi, plastik
tiirevlerini parcalayabilme potansiyeli, farkli fizyolojik kosullar altinda (pH, sicaklik
vb.) biiylimesi, antimikrobiyal etkisi, agir metal, UV ve antibiyotik direnci de
calisilmistir. 10-14 giinde sporlandigi bilinen Pseudonocardia [4], MS, ISP2 ve TBO
besiyerlerinde biiyiitiilmiis ve sporlanmay1 en ¢ok destekleyen besiyerinin MS oldugu
goriilmiistiir. Bunun sebebinin, yaptigimiz identifikasyon test sonuglarina gore MS
besiyeri iceriginde bulunan mannitolii karbon ve enerji kaynadi olarak
kullanabilmesinden kaynaklandig: diisiiniilmiistiir. Yapilan diger calismalarda ISP2
besiyerinin sporlandirma amagli ¢ok sik kullanildigi goriilmiis [21], [41], [44], [146]
fakat bu galigmayla MS besiyerinin Pseudonocardia i¢in en etkili besiyeri oldugu
bulunmustur.

Genom analizine gore farkli gevresel kirleticileri pargalayan enzimlere sahip
oldugu goriilen izolatin polietilen glikol parcalama yetenegi test edilmek istenmistir.
%1’lik PEG igeren M9 besiyerine ekilen ve toplamda 18 giin boyunca inkiibe edilen
hiicrelerin etrafinda ¢ok kiigiik bir zon elde edilmistir. Ancak besiyerinde bulunan
%?2’lik glikozun hemen tiikenecegi bilindiginden, bakterinin bu besiyerinde hig
zorlanmadan biiyiiyebilmesi, PEG’1 karbon ve enerji kaynag1 olarak kullanabildigini
gostermigtir. Fakat biyoinformatik analizlerde PEG degradasyonu ile direk iliskili
olabilecek bir enzim bulunamamistir. Kohlweyer ve arkadaslari tarafindan izole edilen
Pseudonocardia K1 susunun da PEG iceren besiyerinde biiytidiigii goriilmiistiir [79].

Pseudonocardia suslarinin genel olarak ISP2 kati besiyerinde biiyiitiildiigi,
optimum sicaklik olarak 25 °C-28 °C’ta ve optimum pH olarak ise 7.0-7.5 degerlerinin
tercih edildigi bilinmektedir [21], [41], [44], [146]. Bu ¢alismada, yukarida ad1 gegen
sporlandirma ve PEG igeren besiyerleri disinda kati1 besiyeri olarak TSA, s1v1 besiyeri
olarak ise TSB kullanmilmistir. Literatiirde, Pseudonocardia cypriaca ve
Pseudonocardia salamisensis suslarmin TSA besiyerinde biiylimedigi [44] bilgisi
mevcut olmasina ragmen, bizim susumuzun bu besiyerinde biiyiiyebildigi
gbzlenmistir. Bakteri, pH degerleri 5, 7, 9 ve 10 olan besiyerlerinde oldukga rahat

biliylimiistiir ama optimum pH 7 olarak bulunmustur. Bizim bulgularimiz1 destekler
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sekilde, Sahin ve ekibinin izole ettigi 11 Pseudonocardia susun arasindan 9’unun pH
5 ve 10’a dayanikl1 oldugu goriilmiistiir [44].

Farkl sicakliklarda (30 °C, 35 °C, 25 °C ve 45 °C) biiyiitiilen izolatin optimum
bliytime sicakligi literatiirle uyumlu olacak sekilde 30 °C olarak bulunmustur. Farkli
sicakliklarda pigmentasyon miktarinin degisti§i gdzlenmistir. Pigmentasyonun en
yogun oldugu sicaklik sirasiyla 35 °C, 30 °C ve 25 °C seklinde olup en az
pigmentasyonun gergeklestigi sicaklik 45 °C olarak bulunmustur.

Pseudonocardia izolatimin B. subtilis, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa, S.
aureus ve C. albicans Tlzerinde antimikrobiyal etkisi, izolata ait farkli
ekstraksiyonlarin  kullanilmas1 (slipernatant, sonikasyon sonucu elde edilen
siipernatant ve pellet ile bunlarin metanollii ekstraksiyonlari) ile ¢alisilmistir. Fakat
kullanilan mikroorganizmalara karsi, bu calisma i¢in, herhangi bir antimikrobiyal etki
gbozlenmemistir. Oysa yapilan biyoinformatik analizlerde, antimikrobiyal o6zellik
tastyan ikincil metabolitlerin varlig1 saptanmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada,
Pseudonocardia sp. JB05’in farkli ekstraksiyonlar1 kullanilmis ve S. aureus’a oldukca
yiiksek ve B. subtilis’a kismi antimikrobiyal etkisi oldugu; E. coli ve P. aeruginosa’ya
ise hi¢bir etki yapmadigi goriilmiistiir [133]. In siliko sonuglarla uyumlu olmayan
sonuglarimizin, farkli konsantrasyonda o6ziitlerin kullanilmasiyla, farkli ¢oziiciilerin
devreye sokulmasiyla tekrarlanmasinin gerekliligi agiktir.

Biyoinformatik analizler vasitasiyla izolatimizin agir metallere, 6zellikle bakir
ve ¢inko metaline direngli olabilecegi goriilmiistiir. Bu sebeple; CdClz, CoCly, CrCls,
CuCly, Pb(NOs3)2, ZnCl, agir metallerinin farkli konsantrasyonlarini igeren
besiyerlerinde izolat biiyiitiilmeye birakilmistir. [zolatimizin CdCl,’e hassas oldugu ve
diger agir metallerin oldukca yiiksek konsantrasyonlarinda oldukca iyi {iiredigi
bulunmustur. Laboratuvarimizda yapilmis olan baska bir ¢alismada, bir aktinomiset
olan Streptomyces coelicolor’in 400 pg/ml CdCl, ve 3200 pg/ml Pb(NO3)2
konstrasyonunun altinda kalan degerlerde biiyliyebildigi goriilmiistir [134].
[zolatimizin  Streptomyces coelicolor’a gdre CdCly’e ¢ok daha hassas oldugu fakat
Pb(NOs)2’a S. coelicolor’a ¢ok daha direngli oldugu goriilmistiir. Bildigimiz
kadariyla, Pseudonocardia tiirlerinin agir metal direnci daha 6nce ¢alisilmamistir. Bu
tez ¢alismasi, Pseudonocardia’nin ¢alisilan agir metallere karsi oldukg¢a direngli
oldugunu gostermektedir.

Bakteri kokenli karotenoid pigmentlerin radyasyon koruyucu ve antioksidan

ozelliklere sahip olan ikincil metabolitler oldugu bilinmektedir [136], [137], [138]. Bu
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calismada, izolatimizin iirettigi karotenoidlerin UV 1s181na kars1 koruyucu etkisi olup
olmadig1 da degerlendirilmistir. UV 15181na maruz kalmayan hiicrelerin sayisina gore
degerlendirildiginde; 5 dk sonunda hiicre sayisinin ~21,5 kat, 10 dk sonunda ~45 kat
ve 20 dk sonunda ~12,3 kat diistiigli goriilmiistiir. 10. dakikaya kadar hiicre sayisinda
ciddi azalma goriilmiistiir, fakat pigmentasyon agisindan gozle goriiliir belirli bir fark
bulunmamasina ragmen 20. dakikada hiicre sayisinda ufak bir artis gergeklesmistir.
Yapilan farkli ¢alismalarda Bacillus subtilis’in en diisiik 220 J/m?> UV dozunda; kiif
grubuna ait Aspergillus niger’in 3300 J/m? UV dozunda; tiitiin mozaik viriisiiniin 4400
J/m? UV dozunda ve maya tiirii olan Saccharomyces sp.’nin ise 176 J/m* UV dozunda
inhibe olduklar1 gosterilmistir [140], [143]. Izolatimizin 9600 J/m? UV dozunda bile
yasayabilmesi UV 15181na oldukca direngli oldugunu gdstermistir. Bunun sebebinin,
izolatimizin GC oraninin %74.45 gibi olduk¢a yiiksek bir oran olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. Aktinomiset’lerin yiiksek GC oranlar1 sayesinde
UV’nin sebep oldugu DNA hasarlarini tolere edebildigi bilinmektedir [ 144].

Pseudonocardia izolatinin apramisin, ampisilin, nalidiksik asit, penisilin ve
kloramfenikole kars1 direnci test edildiginde penisilin (10U) ve ampisiline (100 pg/ml)
direncli oldugu fakat apramisin, nalidiksik asit ve kloramfenikole hassas oldugu tespit
edilmistir. izolatin, penisiline diren¢ gostermesi, biyoinformatik analizler sonucu
bulunan B-laktam grubu antibiyotiklere olan potansiyel direnci dogrulamistir. In siliko
olarak kloramfenikol antibitiyotigine direnci oldugu saptanan susun, bu antibiyotige
25 pg/ml konsantrasyonda hassas oldugu goriilmiistiir. 25 pg/ml’den daha diisiik
konsantrasyonlarda biyoinformatik analizle uyumlu bir sonug elde edilmesi miimkiin
olabilir.

Bu tez c¢alismasindan elde edilen tiim sonucglar degerlendirildiginde,
Pseudonocardia izolatinin genis yelpazede biyoaktif bilesikler/enzimler iiretebildigi
ve pH, sicaklik, agir metal, UV gibi stres faktorlerine olduk¢a dayanikli oldugu
bulunmustur. Yeni izolatin, biyoteknolojik potansiyeli hakkinda 6n bilgi niteligi
tagtyan bu calisma, gelecekte yapilacak daha kapsamli arastirmalar i¢in baglangic

materyali olacaktir.
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basladi. Egitim siiresi boyunca 2210-A TUBITAK BIDEB bursu dahil olmak iizere

cesitli basar1 burslar1 kazandi.
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EKLER

Ek A: Agir Metal Direncliligi Deney Sonuglar:
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Agir Metalsiz
(Kontrol)

Sekil Al: Pseudonocardia izolatinin CdCl,’a direnci.
1,2, 3, 4,5 ve 6 numaralar sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml

konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
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Agir Metalsiz
(Kontrol)

Sekil A2: Pseudonocardia izolatinin CoCly’a direnci.
1,2, 3,4, 5 ve 6 numaralari sirastyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 pg/ml

konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
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Agir Metalsiz
(Kontrol)

Sekil A3: Pseudonocardia izolatinin CrCl,’a direnci.
1,2, 3,4, 5 ve 6 numaralar sirastyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 pg/ml

konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
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Agir Metalsiz
(Kontrol)

Sekil A4: Pseudonocardia izolatinin CuCl,’a direnci.
1,2, 3,4,5 ve 6 numaralari sirasiyla 200, 400, 800, 1600, 3200 ve 6400 pg/ml

konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
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Agir Metalsiz
(Kontrol)

Sekil AS5: Pseudonocardia izolatinin ZnCly’a direnci.
1,2, 3,4, 5 ve 6 numaralari sirasiyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 pg/ml

konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
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Agir Metalsiz
(Kontrol)

Sekil A6: Pseudonocardia izolatinin Pb(NO3),’a direnci.
1,2, 3,4, 5 ve 6 numaralar sirastyla 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 pg/ml

konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
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