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ONSOZz

Bu aragtirmada, kana maruz kalmis toprakta 16S rRNA analizlerine gore Aktinomiset
cesitliligin belirlenmesi amaglanmistir. Tez ¢alismasini gerceklestirme firsati vererek
akademik hayata ilk adimimi atmami saglayan; arastirmayi, bilimsel calismay1
Ogrenirken zengin akademik birikimiyle bana destegini esirgemeyen degerli
danismanim sayin Prof. Dr. Emine Simer ARAS’a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez calismamin yliriitiilmesi esnasinda gosterdigi ilgi ve ¢alismalarimdaki destekleri
ile krymetli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, sayesinde ¢cok sey 6grendigim ve
yiiksek lisans hayatim boyunca gosterdigi anlayis ve fedakarliklardan dolay1 degerli
arkadasim ve hocam Dr. F. Seyma GOKDEMIR e tesekkiirlerimi sunarim.

Yillar 6nce kariyerimi gerceklestirmek istedigim alan olan Adli Bilimler ile Yiiksek
Lisans egitimime bagladigim ilk giinden itibaren bilgi ve deneyimleriyle bana katk1
saglayan c¢ok degerli Adli Bilimler Enstitiisi O0gretim Tlyelerine, ideallerim
dogrultusunda ilerlememde her zaman destek olduklari i¢in sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Son olarak gosterdikleri anlayis ve fedakarliklardan dolayi, uzakta olsalar da her
zaman yanimda hissettigim, varliklariyla giic buldugum degerli aileme, canim
anneme, babama, ablama ve sevgilime sonsuz tesekkiir ederim.
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SEKILLER

Gri renkle belirtilen David O Carter tarafindan adli
mikrobiyolojinin kullanimi1 hakkindaki agiklanmasi (Carter ve
ark., 2017).

Felsenstein’e  (1993) gbre  maximum-likelihood agaci;
Actinomycetaceae familyesinde tanimlanmais tiirlerin 16S rRNA
genlerinin ~ sekanst  kullanilarak  aralarindaki  iliskiler
gosterilmektedir (Ruan, 2013).

Ana hiicre duvari bilesenlerine dayanan dort Aktinomiset grubu.

E. coli'de 16S rRNA'nin yapisal organizasyonu. Topografi ve
ikincil yap1 (Stiegler ve ark.,1981).

B1 izolatinin 6nden goriinsii

B5 izolatinin 6nden goriinsii

B4 izolatinin 6nden goriinsii

B1, B4, BS izolatlarinin 16S rRNA analizlerine gére Neighbour-
joining (Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soy agact. Bootstrap degeri 1000 tekrarl olarak yapilmastir.

B3 izolatinin 6nden goriinsii
B8 izolatinin 6nden goriinsii
B9 izolatinin 6nden goriinsii
B14 izolatinin 6nden goriingii
B6 izolatinin 6nden goriinsti
B13 izolatinin 6nden goriingii

B3, B6, B8, B9, B14 izolatlarinin 16S rRNA analizlerine gore
Neighbour-joining (Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987)
filogenetik soy agaci. Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak
yapilmistir.
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Sekil 3.12

B13 izolatlarinin 16S rRNA analizlerine gore Neighbour-joining
(Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci.
Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak yapilmustir.
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CIZELGELER

Test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA gen bolgesi
dizi analizine gore benzerlik degerlikleri.

16 S rRNA gen bolgesine gore B1 izolatina ait en yakin tip
tdrlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B4 izolatina ait en yakin tip
tdrlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore BS izolatina ait en yakin tip
tirlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B3 izolatina ait en yakin tip

tirlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B6 izolatina ait en yakin tip
tirlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B8 izolatina ait en yakin tip
tirlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B9 izolatina ait en yakin tip
tdrlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B14 izolatina ait en yakin tip
tirlerinin % nukleotit benzerligi.

16 S rRNA gen bolgesine gore B13 izolatina ait en yakin tip

trlerinin % nukleotit benzerligi.
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1. GIRIS

Aktinomisetler, Gram-pozitif bakterilerin bir ¢esididir ve dogada, 6zellikle toprakta,
yaygin olarak bulunmaktadir. Toprak habitatindaki Aktinomisetlerin gesitligi; cografi
konum, organik maddeler ve topragi isleme gibi faktorlerden etkilense de bazi
aragtirmacilar siklikla kuru alkali toprakta bulundugunu belirtmislerdir (Agadagba,
2014). Ayrica bu bakteri grubu belirgin bir morfolojik 6zellige sahiptir; aerobik, gram
pozitif, filamentli (Jeffrey ve ark.,2008) ve G+C igerigi bakimindan zengin bir DNA
ile % 57-75 aras1 GC yuzdesine sahiptir (Lo ve ark., 2002). Bu aerobik bakterinin tibbi
ve tarimsal alanlarda ekonomik olarak énemli oldugunu kanitlamistir. Tibbi alanda;
insan saglhigi igin gerekli bazi metabolitlerin Uretilmesinde 6nemli bir rol oynar ve
Diinya’da bulunan antibiyotiklerin yaklasik % 80’1 Aktinomisetlerden {iretilir.
Ozellikle Streptomyces ve Micromonospora tiirlerinden birgok antibiyotik ve sekonder
metabolit Uretilmektedir (Pandey ve ark., 2004). Aktinomisetlerden firetilen bazi
antibiyotiklere 6rnek olarak; Streptomisin, Gentamisin, Rifampisin ve Eritromisin
verilebilir (Jeffery ve ark., 2008). Bazi arastirmacilara gore; tarim Sektorinde,
Aktinomisetlerin topraktan izole edilen ikincil metabolitleri birgok bitki patojenine
kars: giiclii bir inhibitdr olma potansiyeline sahiptir (Jeffrey ve ark., 2007). Ornegin,
Tiirkiye'nin tarim alanlarindan izole edilen Aktinomiset bakterileri, elmada ates
yaniklig1 hastaligini (Fireblight) bulastiran Erwina amylovora bakterilerini inhibe
etme kabiliyetine sahiptir. Buna ek olarak, tas tiimorii (Crown gall disease) hastaliginin
kaynagi olan Agrobacterium tumefaciens'in biyimesini de inhibe edebilmektedir
(Jeffery ve ark., 2008).

Mikroorganizmalar insanlarin yasadigi her yerde siklikla bulunabildigi igin fiziksel

acidan ideal bir kanit olarak kabul edilmislerdir. Fakat mikroorganizmalarin habitatlari



her yerde bulunmamaktadir. Dolayisiyla, onlarin varligi, tercih ettikleri yasam
alanlarina baglidir. Ayrica onlar benzersiz bir dayaniklilik seviyesine sahiptir; ekstrem
ortamlarda hayatta kalabileceklerinden ve kendilerini son derece dayanikli bir yapiya
doniistiirebileceklerinden dolay1 kesfedilme olasiliklari yiiksektir. Adli mikrobiyoloji
arastirmalart incelendiginde, birgok bakterinin adli tipta nemli oldugu goriilmektedir.
Fakat, arastirma yapilirken sadece i¢ o6nemli filuma (Phylum) odaklanilmistir;
Aktinobacteriler, Firmicutes ve Proteobacteria. Her filum Onemli tiirlerden olusur.
Ayrica adli olarak ta; insan derisinde bulunan bazi tiirler, gida ve toprak {izerinde de
bulunmaktadir. Bu nedenle adli sorusturmada dikkate alinacak bir kanit olarak kendini
gostermektedir, ancak adli mikrobiyolojinin medikolegal ¢er¢evede kullanilabilmesi
igin daha genis kapsamli ¢alismalar gelistirilmelidir (Carter ve ark., 2017). Bu alanda
bulunmakta olan muazzam c¢abalar ve aragtirmalara ragmen, Kkanin toprak
habitatlarinin (zerindeki etkisinin arastiritlmasinda eksiklik vardir. Dinamik bir
ortamda mikrobiyal yasama kabiliyeti onlarin yasam belirtilerinin en O6nemli
ozelligidir. Belli mikroorganizmalarin tutarlilifi ve hayatta kalma yetilerinde kanin
etkisi ve dnemi fark edilince, toprak habitatlarinda bulunan bakterilerin molekdler

taksonomisinde bir referans olarak sunulabilecektir.

Prokaryotlar arasinda taksonomik iligkilerin kurulmasi i¢in 16S rRNA gen dizilerinin
analizleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu genin, izole edilen diger turlerden elde
edilen diziler ile karsilastirararak, s6z konusu prokaryotlarin dogru bir sekilde
siiflandirilmast ve tanimlanmasi saglanmaktadir. Yavas biiyliyen bakterilerin
blyume surelerini kisaltilarak ve klinik teshisi hizlandirilarak antibiyotik tedavilerine
yardimer oldugu bilinmektedir. Kanla i¢ ice gegmis toprak 6rneklerinden elde edilen
izolatlarin 16S rRNA geni analiz edilince toprak ortamindaki Aktinomiset tirlerine,
kan ve dogal elementlere maruz kalmanin organizmanin varligim siirdiiriilebilirligini

etkileyip etkilemeyecegi konusunda bir ipucu vermesi amaglanmistir.



1.1. Adli mikrobiyoloji

1.1.1. Adli mikrobiyoloji nedir

Adli bilim; hukuk sorunlarinda kullanilan bir bilim olarak tanimlanmaistir.
Adli bilim uzmanlarinin yani sira kriminal uzmanlar da olay yerinden elde
edilen bulgulari, fail ile bilimsel yontemi karsilastirilmak igin kullanirlar.
Benzer bir sekilde adli mikrobiyologlar kanitlari, olay yerine yerlestirmek, bio-
terorizm olaylarini incelemek, 6liim nedenini ve zamanini belirlemek icin
kullanirlar. Olay yeri incelemesinde, adli mikrobiyoloji arasgtirma yontemleri
kullanilirken mikroorganizmalarin biiylimesini etkileyen nem, oksijen,
sicaklik, mikroorganizmalarin enerji ve besin maddelerine kars1 direnci gibi bir
kag parametreye de dikkat edilmesi gerekir. Bu adli alan 2001 yilinda ABD’de
Antraks saldirisindan sonra dikkat ¢ekmeye baglamigtir. Mikrobiyologlar
tarafindan saldirilarda kullanilmis olan Bacillus anthracis sporlarinin tespit
edilmesi gerekmektedir (Spencer ve ark., 2003). Adli mikrobiyoloji
incelemesinde mikroorganizmalar ¢ogunlukla mekansal kanit olarak
kullanilmigtir. Mekansal kanit; Locards prensibi kullanarak insanlar1, nesneler,
hastaliklar ve/veya konumlarla iliskilendirmek igin fiziksel bir delil olarak
kullanilabilecegini savunmaktadir (Carter ve ark., 2017). Ayrica, toprak, boya,
cam ve elyaf benzer tekniklerle kanit olarak incelenmek (izere
kullanilmaktadir. Ancak, son arastirmalara gore mikroorganizmalarin
Ozglinliklerinden dolayr zamansal kanit olarak kullanilabilecekleri
kanitlamigtir.  Zamansal kanit; mikroorganizmalarinin  ¢evrelerindeki
degisikliklere hizli bir sekilde adapte olabilmesi igin yeteneklerini kullanarak
ve bu degisiklikleri gecici olarak oOngorerek bir tarih  seridi
olusturabileceklerinin bir kanitidir. Bu yetenek sayesinde zamansal kanit
olarak olim sonrast araliklari ve insan Yyerlerinin tahmin edilmesi

kolaylagmaktadir (Carter ve ark., 2017).
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Sekil 1.1 Gri renkle belirtilen David O Carter tarafindan adli mikrobiyolojinin kullanimi
hakkindaki agiklanmasi (Carter ve ark., 2017).

1.1.2. Bio-sug

2014 yilinda yayinlanmis olan Klinik Mikrobiyoloji bulteninde bio-sug,
bir hastaliga neden olan toksinin silah olarak bir gruba veya bir insana karsi
kullanildigi bir su¢ olarak tamimlanmistir. Bir toksinin silah olarak
kullanilmasinda iki yaklagim s6z konusudur, bunlar gizli ya da agik operasyon
olarak adlandirilmaktadir. Gizli operasyonda ilk kez toksini bir tehdit olarak
taniyan tibbi bir laboratuvar uzmani bulunmaktadir, a¢ik operasyonda ise olay
yerinde acil durum midahalesinde bulunan eleman toksini taniyan ilk kisi
olmaktadir (Lehman ve ark., 2014).

Bio-terdrizm veya bio-sug’larda bulasict bir kaynagin tanimlanmasi veya

olusturulmas1  amaciyla ~magdurlarda bulunan bulasict  kaynagin,



saldirganlardan izole edilenlerle iligkilendirilmesi Onemlidir. Mikrobiyal
analizde insan DNA’smin incelenmesinde kullanilan ydntemler vardir. Ornek
olarak; mikrosatellite ve minisatellite lokus tipleme analizi, tek-nikleotit
polimorfizm analizi ve multilokus sekans analizi gibi analizler
verilebilmektedir. Insanlara gére, bakteri ve virtslerin DNA parmak izlerinin
daha zor oldugu agiklanmigtir. Ciink( bakteri ve virus turleri daha c¢ok
tanimlanabilmekte ve teshis edilebilmektedir. Ayrica bakteriler haploittir, hizli
ve eseysiz Urerken rekombinant gen transferi ve yatay gen transferi

gecirebilmektedirler (Lehman ve ark., 2014).

ABD’de 2012 yilinda bir laboratuvar uzmani tarafindan hepitit C virtisii (HCV)
ile hastalar kasitli olarak enfekte edildigi stiphesiyle suglanmistir. Laboratuvar
uzmanit HCV hastasinin HCV pozitif olan kanin1 hastane cihazlarinda ve
hastalar Uzerinde kullanilan siringalart kirletmek amaciyla kullanmistir.
Ancak, ka¢ tane hastanin enfeksiyon riski altinda oldugu bilinmemektedir.
Suphelinin ¢alistigt New Hampshire Hastanesi’nde tedavi olan 32 hastadan
izole edilen HCV suslarinin, siiphelinden izole edilen HVC suslari ile eslestigi
tespit edilmistir (Montgomery, 2013).

1.1.3. iz kamit1

Mikroorganizmalarin, adli mikrobiyolojideki en yaygin Ozellikleri
mikrobiyolojik alanda kanit olarak kullanilmalaridir. Kanitlar basit¢e; Locards

prensibi uygulanarak yok denecek kadar az izlerin 6zellikle mahkemelerde



kullanilabilecegini belirtmistir. Ornegin; bir saldirgan ormanlik alanda
magdurla bulusmaya giderken aslinda bir cinayet islemek amaciyla yola
cikmigtir. Saldirgan ormanda magduru beklemis ve olay yerine vardiginda
magdura vurarak onu oOldirmiistiir. Saldirgan orada beklerken Uzerindeki
kiyafetler agacglara takilmig ve ortamdaki bitki patojeni olan fungus ile
Kirlenmigtir. Saldirganin arabasinda bulunan mantar sporlari olay yerinde
olduguna dair izleri desteklemektedir. Bunlar siiphelinin olay yerinde olup
olmadigma dair yeterli degildir Ancak, sorusturma sirasinda énemli bir kanit

olarak kullanilmistir (Hawskort ve ark., 2011).

Bugunlerde adli mikrobiyolojinin en énemli sorunu, mikroorganizmalar icin
bir minimal gelisim esigi olusturmaktir (Carter ve ark., 2017). Vass ve
arkadaglar1 (1992) mikrobiyal aktivitenin olmamasi i¢in 0° C’yi kullanmugtir.
Halbuki Carter ve arkadaslari (2017) bazi mikroorganizmalarin ve serbest
ekstraseluler enzimlerin aktivitesinin (sirasiyla) 0° C’nin Ustiinde veya altinda
da aktif kalabileceginden dolayr bu yontemin tamamen dogru olmadigini
aciklamiglardir. Birkag taksondan olusan basit mikrobiyal topluluklar veya tek
smiftan olugsan mikrobiyal topluluklar kullanilarak adli mikrobiyoloji igin
minimal bir gelisim esigi olusturmanin miimkiin olabilecegi agiklansa da 6lum
sonrasindaki kamitlar ve mikrobiyolojik incelemelerdeki mikrobiyal
topluluklar karmasiktir, bu nedenle bu soruna bir ¢6ziim bulmak zordur (Carter
ve ark., 2017).

1.1.4. Oliim zamam ve nedeninin belirlenmesi



Adli mikrobiyolojik arastirmalarda birgok bakterinin adli tip alaninda
onemli oldugu goriilmektedir. Fakat, arastirma yapilarken sadece ii¢ dnemli
filuma odaklamilmustir; Aktinobacteriler, Firmicutes ve Proteobacteria.
Aktinobakteri filumu insan derisinde, toprak lizerinde ve su ortamlarinda da
bulundugu i¢in adli tipta Onemi olduk¢a fazladir. Corynebacterium
Aktinobakteriler’in bir alt sinifidir ve genellikle toprakta, gidalar iizerinde,
insan derisinde ve insan mukozasinda bulunmaktadir. Bu alt sinif tutarli ve
ilging bir miktarda gozlenirken ayristirici materyallerle iliskilendirilmistir
(Carter ve ark., 2014). Curiime asamalari siiresince bakteri kolonizasyonunun,
tutarhh  ve belirli miktarda kalmasindan dolayr adli bilimler ile
iligkilendirilmektedir. Bu yetenegi gosterince dinamik yasam alaninda hayatta
kalabilecegi anlamina gelir. Bu durum kanitlar i¢in dnemli bir 6zelliktir (Carter
ve ark., 2017). Carter ve arkadaslar1 (2014) hayvan 61diigii zaman kisa dmiirli
besin alimi oldugunda organizmalarda hizli bir tepki uyandiracagini
aciklamistir. Bu mikroorganizmalar; Bakteria, Archaea ve mikrobiyal
Okaryotlardir. Ayrica topraktaki mikrobiyal topluluklar besinlerin geri
doniistim sirasinda, 6zellikle ¢iiriimede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir ceset
clruydnce organik ve amonyak agisindan zengin besinleri salivermekten
dolay1 topragin pH ve besin bilesimini degistirir ondan dolayr mikrobiyolojik
aktivitenin uyarilmasiyla sonuglanir (Hauther ve ark., 2015). Cesedin ¢uriime
bolgesi (CDI); organizmanin biiyiikligiine gore ¢iiriiyen bir cesetin besin ve
metabolik yan drtnlerinin  yarigapini olusturan bir alanidir. Cesetin
cevresindeki yesil oOrtiistiniin biiyiimesini bu yarigap engeller (Carter ve ark.,
2007, Weiss ve ark., 2016). insan cesedinin ¢iriimesi nedeniyle bakteriler,
zorunlu oksijensiz bakteroit gibi bir toprakta 198 gune kadar ylksek
konsatrasyonda bulundugu tespit edilmistir (Carter ve ark., 2007, 2014,
Cobaugh ve ark., 2015, Metcalf ve ark., 2013).

Farelerin ¢ilirime hiz1 iki farkli toprak tiriinde incelenmistir. Kullanilan

toprak turleri; mikrobiyal olarak zengin olan ve mikrobiyal toplulugu olmayan



(steril) topraktir. Ayrica, mikrobiyal agidan zengin bir topraga gomiilmiis olan
memeli cesetlerin, bu agidan zengin olmayan topraga gore daha yiiksek bir
cliriime oranina sahip oldugu sonucuna varilmistir. Deneyde kullanilan
farelerde, mikrobiyal a¢idan zengin olmayan topraga gomiilmiis olan farelerin,
yalnizca gomiilii olanlardan 7-10 gun sonra endojen mikrobiyal topluluklari
olan toprakta gomiilmiis olana kiyasla aktif ve gelismis bir sekilde eristigi
gercegi ortaya konulmustur (Carter ve ark., 2017).

Oliim sonrasi zaman araliklarnin (PMI) belirlenmesinde medikolegal
incelemelerin dnemi bayuktir. Genelikle, bir ceset kesfedildiginde ¢iiriime
asamalarina gore 6lim zamani (PMI) belirlenebilmektedir (Megyesi ve ark.,
2005). Clrime asamalari ise; erimis cilt, 6lim lekesi, 6lim sertligi, siskinlik,
viiciit sivilarinin yayilmasi ve iskeletlenmedir. Nemlilik, rutubet, oksijenin
bulunalabilirligi, giines 1s1g1na maruz kalmasi, 6liiniin gomilmesi, 6liim sekli
ve sebebi ve ceset kompozisyonu gibi bazi faktorler bir cesetin ¢iirtime hizini
etkileyebilir (Carter ve ark., 2007; Mann ve ark., 1990). Son zamanlarda
clirime siireglerinde mikroorganizmalarin rolii 6nem kazanmistir (Gunn ve
Pitt, 2012; Lauber ve ark., 2014). Clrlmiis olan cesedin gevresindeki (6rnegin
toprak) mikroorganizmalar (hem prokaryotik hem de okaryotik) bu cesedin
curimesinde rol oynarlar. Bagislik sisteminin islevi sonlandiktan sonra
cesetlerin i¢inde ve disinda bulunan mikrooganizmalar, cesedin dokularini ve
yaglarin1 pargalamaya baslar (Janaway ve ark., 2009). Mikroorganizmalarin
clirimesinde rol oynama yetenegine sahip oldugu tespit edildikten sonra
bahsedilen mikrooganizmalarin bolluk, varlik ve transmigrasyonunun olup
olmadigr PMI'nin tahmininde kullanilabilir mi diye bir soru ortaya ¢ikmistir

(Carter ve ark., 2017).



Bir ceset ormanlik bir ortama atildigi zaman adli mikrobiyolojik vaka
olarak kullanabilmektedir (Hawksworth ve ark., 2011). Bu durumda, cesetteki
kan eksikligine gére magdurun baska bir yerde 6ldiiriildiigli ve ormana atildigi
tespit edilmistir. Adli mikrobiyoloji kullanarak cesetteki ¢camur incelenirken
cesedin yakinindaki akintidan siiriiklenmis oldugu tespit edilerek sakatlanmig
batin incelediginde onun iizerinde biiyliyen sporlar tiretmeyen Mucor biemalis
mantarinin kolonisine rastlanilmistir. Mucor yeni bir 6len organlarda yetismez
ve normalde o6limden 1 hafta sonra gozlenir. Kii¢iik ve olgunlasmamis
koloniye gore mantarin yaklasik 1-2 giin 6nce biiyiidiiglinli ifade etmis ve
mantarin miselyumun bozulmamis durumda oldugu i¢in kiif olusumunun viicut
stiriiklendikten sonra ve kesfedilmeden 2 guin 6nce gergeklestigi gosterilmistir.
Analiz sonuglarina gore ceset ormana atilmadan bir hafta 6nce dldiirtilmiistiir

(Hawksworth ve ark., 2011).

Adli incelemelerde 6lim sebebini belirlemek ¢ok 6nemlidir. “Bu insan
cinayete mi kurban gitti yoksa dogal sebeplerden mi 61di?” sorusuna net cevap
verilmesi gerekmektedir. Bunun yani sira, olast durumlar i¢in destekleyici
bilim dallarindan yardim alinmaktadir. Ornegin; bogulma siiphesi olan bir
olayda; bogulmanin 6lim sebebi olup olmadigini belirlenmek igin adli
mikrobiyolojinin kullanimi1 ¢ok faydali olabilir. Adli mikrobiyologlar
tarafindan, bogulan magdurlarin kan ve doku 6rnekleri incenlenmektedir. Suda
bulunan cesetlerin tizerindeki bakteri tiirlerinin ve bakteriyoplankton varligi

arastirtlmaktadir. (Kazizaki ve ark., 2011).

1.2. Aktinobakteriler



Aktinobakteriler hem antibiyotik treteminde ekonomik olarak hem de her
habitatta bulunabilmesi sebebiyle ¢ok dnemli organizmalardir. Ruan’e (2013) gore
Aktinobakteri filumu 6 kategoriye ayrilmistir; Aktinobakteriler, Asidimikrobi,
Coriobacteria, Nitriliruptoria, Rubrobacteria ve Thermoleophilia (Ruan, 2013).
Aktinobakteri sinifi ayrica 16 dereceye ayrilmistir;  Actinomycetales,
Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales,
Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, Micrococcales,
Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales,
Streptosporangiales, Incertae sedis. Bu bakteriler ya aerobik ya fakiltatif ya da
anaerobik gram pozitif bakterilerdir. Muramik asit veya teikoik asit igeren sert bir
hiicre duvarina sahip olduklar1 bilinmektedir. Aktinobakterilerin ¢ogunlugu kemo-
organatroflar olduklar1 i¢in pH’1 ndtr ortamlarda yetisebildikleri gozlenmistir.
Fakat, bazilar1 asidofilik ya da alkalofilik davranislar sergilemistir. Ayrica, bu
filumdaki baz1 bakteriler termofilik bazilarinin ise halofilik olduklar1 bilinmekte
ve her grubun farkli morfolojik &zellikleri bulunmaktadir. Ornegin; ayni filumda
sekil olarak; kok (cocci) gibi morfolojik 6zellikleri oldukg¢a farklilasmis fenotipik
olarak cesitlilik gosteren bakteriler bulunabilmektedir (Ruan, 2013).

1.2.1 Aktinomiset

Aktinomycetales takimi  dort familya da  incelenmektedir;
Streptomycetaceae, Actinomycetaceae, Actinoplanaceae ve
Myvobacteriaceae. Klavuzda da Aktinomycetales takiminin filogenisi, 16S
rRNA dizi analizi ve aileye 6zgu (Family-specific) 16S rRNA nukleotit
dizi deseni kullanilarak belirlenmistir (Ruan, 2013). Maksimum likelihood

(ML) algoritmasina dayanarak (Felsenstein, 1993) bakterilerin kendi
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aralarindaki iliskiler ve dereceler asagidaki gibi yorumlanmistir (Schaal ve

ark., 2006):

ORDER I. ACTINOMYCETALES

E Actinanmyces ge ias DSM 68447 (XB0414)
Actinamyces isaall CIP 103259' (X82450)
Actinomyces howalW NCTC 11636' (X80411)
Actinovnyces massianss 4401292' (EFS58367)
Actinoniyces ruminicols BT17 (DQOT2005)
yoas dentals R18168' (AJ697609)

Actinomyces ancola CCUG 46080' (AJ507298)
Actinemycas denticolens NCTC 114907 (X80412)
Actinamyces bowden DSM 15435' (AJ234039)
Actnomyoss slacki CCUG 32792 (AJ234066)
Actinamyces naesfundi NCTC 103017 (X81062)
Actinomycss viscosus NCTC 109517 (X82453)
Achnamyces bovis NCTC 111535' (X81061)
Actinomycos urogentals CCUG 38702'(AJ243791)
Actinompeas caful DSM 15415 (AJ276805)
Actinomyces graevenizi CCUG 27204 (AJ540309)
Ar_!mcmy\:cs radicidantis DSM 15433 (AJ251986)
vs DSM 154367 (AJ249326)
_l_ Ad.vonmnu auropseus CCUG 32780 (YOBA28)
Actinomyeas hongkengensis HKUS' (AF433168)
Actnomyoas manmmama\um CCUG 41710 (AJ276405)
Actinomyces fordesvuinens CIP 103149" (X82448)

A Jt CCUG 46092" (AJ508455)
Actnomyces vacomaxiae R10176' (AJ427451)
Actinamyces georgae DSM 6843" (X20413)
Actinomyeas meyes ATCC 355687 (X82451)
Actinomycas odonfoyneus CCUG20536" (AJ234040)
Actinomycas funcensis DSM 9168" (X78720)
Actinomyces cardiffensis CCUG 448977 (AJ421779)
Actinomycas funkai DSM 15537° (AJ404880)
Achnomyces hyovaginals NCFB 2983' (X69616)
Actinomyces radingae CCUG 34270" (X78719)
Actinamyces canis DSM 155367 (AJ243891)
Actinomycas suimesdiicks CCUG 39276 (AJ277385)

100 ¢ Actnamyces new subsp antrafus DSM 8577 (AM084229)
_“ﬂmyc:s e subsp nowi DSM 85767 (AMOBA228)
Vaibaculum cambranse CCUG 4499387 (AJ491326)
_{ Mabiluncus mubars CCUG 20071 (AJ318410)
ﬂL' Motiuncus curtisd subsp cufisl CCUG 21018 (AJ318408)
Mobiuncus curtisi subsp hotmesi CCUG 177627 (AJ427624)

22 Arcanabactanim haemaolyticum CIP 1033707 (AJ234059)
Arcanabactenum phocas DSM 10002' (X97049) n

Ar bactenum imalm M430/94i2" (AJ250959) SUbL lus{er 1
Ascanobactanivm fippocoisse CCUG 44697 (AJI00T67)
Arcancbactanum talomezense DSM 17162" (AJS79696)
Arcanobactenum bonasi DSM 171637 (AJ879637)
Arcancbaclerium pyogenss NCTC 52247 (X79225)
Arcanohactenum abormisuns Strain Murakami' (AB305159)
82 Arcancbacterium bamardias DSM 9152' (X79224)
o Actinabaculum urinafe CCUG 46083' (AJ439453)
Actinabecalum schaaly CCUG 274207 (Y10773)
Actinobaculum sws DSM 20639 (S83623)

77

100

Subcluster 11

100 %

Sekil 1.2 Felsenstein’e (1993) gdre maximum-likelihood agaci; Actinomycetaceae familyesinde
tamimlanmus trlerin 16S rRNA genlerinin sekansi kullanilarak aralarindaki iligkiler gosterilmektedir
(Ruan, 2013).
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Streptomycetacea ve Actinomycetaceae aileleri ¢cogunlukla Aktinomiset’ten
olusmustur ve ana hiicre duvari yapisina (biyokimyasal parametreler)

dayanarak Aktinomiset’i igerigindeki seker yapisina gore dort grupta

siiflandirmistir:
Hiicre duvar tipi _ Seker Deseni Cinsler
I Ozel seker deseni yoktur Streptomyces,
- - - _ Streptoverticillium, vb
I Araginose, Xylose Aktinoplanes, Mikromonospora,
(monosakkarit) vb
III Seker bulunmamaktadir Dermatofilus, Planomonospora,
vb
v Galaktoz, Arabinoz Mvykobakterium, Nockardia, vb

Sekil 1.3 Ana hiicre duvari bilesenlerine dayanan dort Aktinomiset grubu (Ruan,
2013).

Aktinomiset; heterojen aerobik fakdltatif bir bakteri grubu olarak
tanimlanmistir ve toprakta iplik benzeri filamentli biiylime sekilleriyle
bulunmaktadir. Dogada yaygin olarak bulunup genellikle yeni kazilmig
topragin “toprakli” kokusuyla iliskilendirilirler. Bir¢ok ekosistemde yaygin bir
sekilde dagilmig olmasina ragmen Oncelikle toprak sakinleri olarak
smiflandirilmistir. Derin deniz sedimentlerinde veya Mariana Cukuru gibi su

ekosistemlerinde de gozlenmistir (Chamikara, 2016).

Aktinomycetaceae familyasi Gram-pozitif, DNA’sinda, G+C igerigi %
55 ile 71 arasinda dagilim gosteren canlilar olarak tanimlanabilmektedir.
Filamentli ya da cubuk bicimli, dallanan, koko-basil ya da kokoid ve
haraketsiz mikroorganizmalardir. Bu grupta, optimum bir sekilde biylmek

icin eklenen CO; ile havada veya 36+1 °C sicaklikta anaerobik olarak biiyiiyen
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canlilar bulunmaktadir. Ancak yalmzca Aktinomyces ruminicola 46 °C
sicaklikta en iyi sekilde biiyiiyebilmektedir (Schleifer ve Kandler, 1972;
Schleifer ve Seidl, 1985). Bu tirln peptidoglikan yapis1 ASa, A5B ya da A4
tipidir. Hiicre duvarlari 6zel karakteristik sekerlere sahiptir; Bunlardan bazilari;
galaktoz, glikoz, mannoz, ramnoz ve 6-ksiloz’dur. Bu grupta arabinoz sekeri
bulunmaz. Solunum kinonlar1 doygun menaquinonlarin 8, 9 ve 10 (MK-8, -9,
-10) izopren Unitesi ile farkli kombinasyonlarindan olusabilmektedir. Ancak,
bazi tiirler metilenmis MK-10 icerirler. Bu canlilarin siniflandiriimasinda
fosfolipidin iki tird dikkat alinir, tip | ve tip 11 . Tip I, tanisal fosfolipidlere
sahip degildir. Ancak, tip III fosfolipide sahip organizmalar fosfatidilkolin
icermektedir (Lechevalier ve ark., 1977). Simdiye kadar incelenmis olan biitiin
tirlerde gozlenen fosfolipidler; difosfatidilgliserol, fosfatidilgliserol,
fosfatidilinositol ve fosfatidilmannoz’lardir. Bazi tiirler diiz zincirli doygun ve
tekli doymamis yag asitleri sergilemistir ve bunlar genellikle uzun zincirli
hicresel yag asitleri olarak tanimlanir. Bazi tiirlerde ya iso-metil-dall1 ya anti-
iso-metil-dalli ya da siklopropan halkasi ilave edilmis yag asidi tiirleri
bulunmaktadir (Ruan, 2013).

1.3 16S rRNA analizi

16S rRNA gen analizi toprakta bulunan bakterileri tanimlamak i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Genis kapsamli veriler Uretilerek, veritabanlarinda var
olan muhtemel varyasonlarin tespit edilmesi amaci ile kullanilmaktadir. Ancak,
toprakta bulunan bakteri tiirlerinin sayisinin fazla olmasi yiiziinden analizler zor
olabilir. Bilim adamlar1 bakteri incelemesinde 16S rRNA gen analizi kullanmayi
tercih ederler (Carter ve ark., 2017). Mikrobiyal ¢esitliligin ve siniflandirmanin
incelenmesinde ve bakterilerin tanimlanmasinda bir filogenetik belirteg olarak 16S
rRNA gen dizi analizi kullanilir (Woese, 1987, Schroeder ve ark., 2001). 16S
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rRNA geni yuksek derecede korunumlu nukleotit dizilerinden olusur. Bazi
degisken nikleotit bolgeleri bulunmaktadir. Bu degisken bolgeler cins ya da tire
0zgu olabilir (Jenkins ve ark., 2012). PCR primerleri kullanilarak rRNA’nin

korunumlu bdlgeleri veya hadeflenen genin degisken dizileri ¢ogaltilarak analiz
edilebilmektedir (Relman, 1999).

Sekil 1.4. E. coli'de 16S rRNA'nin yapisal organizasyonu. Topografi ve ikincil yap1 (Stiegler ve
ark., 1981).

Clarridge (2004)’e gore PCR’dan elde edilen niikleotid dizileri analiz edilince,
veritabaninda mevcut olan sekanslar ile karigtirilarak bakteriler tanimlanabilir.
Ancak, mikroorganizmalarin  karakterizasyonunda bazi  parametrelerin
(kemotaksonomik ozellikler gibi) ayristirici olmast nedeniyle ve glvenli bir
prokaryotik taksonomi sistemi olmadigindan dolayr mikroorganizmalarin bir tir
ya da alt tiir diizeyinde siniflandirilmasi zorlasmaktadir (Kim ve ark., 2011). Buna
ragmen 16S rRNA dizi mikrorganizmalarin siniflandirilmasi igin fenotipik
gozlemlere dayanan bir siniflandirmadan daha iyidir (Carter ve ark., 2017). Son
yirmi yilda 1,3 milyondan daha fazla bakterinin ve 54,000 arkenin 16S rRNA gen

14



dizileri arsivlenmistir. Bu diziler hem laboratuvarda kultiir yapilan hem de kultlr

yapilmayan prokaryotlardan elde edilmistir (Cole ve ark., 2013).

Son adli arastirmalarda, ¢lrime asamalarinin incelemesinde mikrobiyal
topluluklarin 6nemi gosterilmek i¢in molekiil bazli bir analiz metodu kullanilarak
ciirime asamalar1 arastirilmaktadir. Ornegin, ¢iiriime esnasindaki mikrobiyal
topluluklarin gosterilmesi i¢in bir kobay fare denemesinde U¢ g¢esit toprak
kullanilmistir; ¢Ol topragi, ¢ayir ve orman topragi. Fare cesetleri topraktan
alindiktan 10, 20 ve 30 guin sonra belirgin mikrobiyal ¢esitlilik gdzlenmistir. 16S
rRNA, 18S rRNA ve ITS bolgelerinin analizleri yapilmistir. 16S rRNA dizileri,
dinyanin her yerinden, farkli habitatlardan ve insanlarin mezar topraklarindan elde
edilen 16S rRNA bilgileri ile birlestirilmistir. 16S rRNA analizleri kullanilarak,
mezar topraklari biiyiik 6l¢iide mezar olmayan topraklardan ayirt edilebilmektedir
(Metcalf ve ark., 2016, Carter ve ark., 2017).

Topraktaki mikroganizmalarin biyocesitlilige birkag faktorler eklenebilir. Bu
faktorler; topragin kimyasal ve/veya biyolojik degisiklikleri, organik maddeler
maruz kalma, giines 1s18ina maruz kalma, sicaklik degisiklikleri ve besin
madderleri igin rekabetleri vb. dolaysiyla, topragin mikrobik ¢esitliliginin
degismesine neden olur, bu nedenle mikrobiyolojik bulgular kapsamli bir sekilde
incelemeli ve analiz edilmelidir. Bu calismada; bir hafta boyunca kana maruz
birakilmis toprak orneklerinden, segici besi yeri kullanarak yapilan izolasyonlar
sonucunda elde edilen izolatlarin, 16S rRNA gen bolgesi dizi analizleri yapilarak

hangi tiirlerin bulundugunun tespit edilmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahsacak kanlarin temini ve toprak uygulamasi

Yapay cinayet mahalli olusturmak ve calismada kullanabilmek amaciyla
Ankara Liv Hospital Hastahanesi Biyokimya ve Hematoloji Laboratuvarindan,
gonillii dondrler tarafindan verilen ancak nakil tarihi dolmus kanlardan 2 Unite
temin edilmistir. Calisma sahas1 olarak Ankara Universitesi Tandogan Kampiisii,
Fen Fakiiltesi bahcesinde ¢ok fazla hareketin olmadig1 agaglik bir alan secilmistir.
Secilen alanin dogal ortama yakin olmasina dikkat edilerek daha sonra, temin
edilen Kkanlar se¢ili bolgeye uygulanmistir ve topragin 7 giin siire ile dogal
kosullarda inkiibasyonu saglanmistir. 7. giin kana maruz kalmis topraktan ve kana

maruz kalmamis topraktan numuneler alinarak bakteriyel izolasyon yapilmigtir.

2.2. Diliisyon plak teknegi ile topraktan bakteri izolasyonu

Kana maruz kalmis toprak 6rneklerinden 1g tartilarak, igerisinde cam boncuk
ve 9 ml steril ringer ¢ozeltisi bulunan siselere aktarilmistir. Hazirlanan 1071%°luk
soliisyonlar toprak kolloidlerine tutunmus mikroorganizmalarin sporlarint ve
misellerini kolloidlerinden ayirmak igin 30 dakika siire ile ¢alkalanmistir. Daha
sonra istenmeyen vejetatif formlarin kontaminasyonunu azaltmak i¢in 55°C’de su

banyosunda 30 dakika bekletilmistir. Seri diliisyonlar seklinde seyreltilen toprak
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orneklerinden, 0.1 ml alinarak Cycloheximide (50pg/ml), Rifampisin (0.5pg/ml)
ve Nystatin (50pg/ml) antibiyotigi ilave edilmis (GYME) glikoz yeast malt agar
(pH:7,2; yeast ekstrakt, 4.0 g/L; malt ekstrakt, 10.0 g/L; glukoz, 4.0 g/L; agar, 20
g/L) inokile edilmistir. Inokiilasyonda yayma plaka yontemi kullanildi.
Inokiilasyon yapilan petriler; 28°C’de 14 giin siire ile inkiibasyona birakilmigtir
(Shirling ve Gottlieb, 1966; Weyland 1981).

2.3. Izolatlarin secimi, saflastiriimasi ve saklanmasi

GYME agarda 14 giinlik inkiibasyon sonunda karsilastirmali koloni
morfolojileri dikkate alinarak aktinomiset ve nadir aktinomiset olabilecek izolatlar
segilecek, segilen koloniler aseptik kosullarda cycloheximide (50 pg/ml) ilaveli
GYME agar’a (pH:7,2; yeast ekstrakt, 4.0 g/L; malt ekstrakt, 10.0 g/L; glukoz, 4.0
g/L; agar, 20 g/L) cizgi ekim metodu ile aktarildi. 28°C’de 14 giin siire ile
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda saf olarak elde edilen izolatlarmn
sporlart ve miselyumlar1 %20°lik gliserol igeren otoklavlanmis vidali kapakli

tiplere steril kiirdan ile transfer edilip ve -20 °C de muhafaza edildi.

2.4. Pellet elde edilmesi
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-20 °C de saklanan izolatlar cycloheximide (50 pg/ml) ilaveli GYME agar
ortaminda aktiflestirildikten sonra, antibiyotik ilavesiz GYME brotha steril 6ze
yardimi ile ekildi ve calkalamali inkiibatorde 7 giinliik inkiibasyona birakildi.
Kiiltiirlerin saflig1 i¢in antibiyotik ilavesiz Gyme agar’a ekim yapild1. Inkiibasyon
sonrasinda 1,5 ‘lik ependorflara aktarilan hiicreler 13000 rpm’de ¢oktiiriildi ve
steril TE ile yikandi. Bu islem 2 defa tekrarlandiktan sonra ¢okelmis izolatlar

ddH.0 ile yikandi ve DNA izolasyonuna kadar -20 °C’de saklandi.

2.5. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarin DNA’lart CTAB (Wilson, 2001) yontemiyle manuel olarak
gerceklestirildi. Izole edilen DNA’larmn saflik derecesi Thermo Nanodrop Light-
spectrophotometer cihazinda 6lgiilerek kaydedildi. Goriintiileme amaciyla %1°lik
agaroz jel ile elektroforez yapildi ve UV-Transilimiinator de DNA bantlarini
gorintilenmesi saglandi. CTAB izolasyonu yapilmak i¢in kullanilan malzemeler;
TE tamponu, %10 sodyum dodecyl siilfat (SDS), 20 mg/ml proteinaz K, 5 M NaCl,
CTAB/NaCl soliisyond, 24:1 kloroform/izomil alkol, 25:24:1
fenol/kloroform/izomil alkol, izopropanol ve %70’lik etanol.

Uygulama:

1. Kiiltiirlerden 1.5 ml alinarak 2 dakika mikrosantrifuj edildi ve slipernatant
atildu.

2. Pelletlere 567 ul TE tomponu eklenerek, stispansiyon haline getirildi. %10
SDS solusyonundan 30 pl ve 20mg/ml proteinaz K dan 3 pl eklenerek nihai
konsantrasyon 100 pg/ml’a getirildi. Karisim iyice karistirildiktan sonra 37

°C derecede 1 saat inkubasyona birakildi.
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10.

1 saatin ardindan, 5 M NaCl solisyonundan 100 pl alinarak soliisyona
eklendi.

CTAB/NaCl soliisyonundan 80 ul alinip karisim ile karistirildiktan sonra 65
°C derecede 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Yaklasik esit miktarda kloroform/izomilalkol (0.7 ile 0.8 ml) karisima
eklenerek karistirildiktan sonra 4 ile 5 dakika boyunca santriftj edildi.

Sulu ve viskoz siipernant1 yeni bir mikrosantrifiij tlplne transfer edildi. 650
pl fenol/kloroform/izomil alkol eklendi. 5 dakika boyunca 15000 rpm’de
santrifuj edildi.

Slpernatant yeni bir tipe transfer edildi ve cokeltilmek igin 0.6 ml
izopropanol eklendi. DNA c¢okeltisi olusuna kadar tlp alt-Gst edildi.
Ardindan 5 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi.

CTAB kalintis1 gidermek i¢in DNA ¢dkeltisi %70 etanol ile yikandi ve oda
sicakliginda 5 dakika boyunca 15000 rpm’de santrifiij edildi.

Sonra siipernatant1 dikkatlice alinip pellet kurumak i¢in birakildi.

100 pl TE tamponu icinde pellet ¢ozuldu ve UV transiliminatorde

g6zlemlendi.

2.6. 16S rRNA gen bolgesi ve PCR amplifikasyonu

Genomik DNA izolasyonu tamamlanan test izolatlarinin 16S rRNA gen

bolgesi PCR amplifikasyonlar1 27F ve 152R evrensel primerleri kullanilarak

gerceklertirildi (Lane, 1991). Hazirlik asamasinda, 50 pl ¢ozelti i¢in, 25 pl Hot

Start Master Mix, 1 pl (10 pmol/pl) 27F primeri, 1 ul (10 pmol/pl) 1525R primeri,

2 ul kalip (50-70 ng/pul) DNA ve 21 pl niikleaz igermeyen su kullanildi. Reaksiyon
sartlari, 95°C’de 2' (6n denatiirasyon), 95°C’de 1', 55°C’de 1°, 72°C’de 1' (30
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dongii) ve 72°C’de 5' olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen PCR uriinleri
kullanima kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.7. 16S rRNA iiriinlerinin saflastirilmasi ve dizi analizi

PCR amplifikasyon irtinleri %1,5’1lik agaroz jelde DNA markor ile birlikte 100
voltta 30 dakika ydritilerek UV-transilimiinatér ile goriintiiliidii. Istenilen
biiytikliikte elde edilen bantlarin saflagtirilmasi i¢in Fermantas PCR piirifikasyon
kiti kullanildi. DNA dizi analizi EpiGen Firmasin tarafindan gergeklestirildi.

2.8. 16S rRNA dizi verilerinin analizi

Izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi tamamlandiktan sonra hangi
cinse ve tiire ait oldugu belirlendi. Eztaxon server (http://eztaxon-
e.ezbiocloud.net/; Kim vd., 2011)’da bulunan global hizalama algoritmalari
kullanarak izolatlarin en yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA nukleotit
benzerligi belirlendi. Filogenetik analizler i¢in MEGA X, hizalama i¢in ise ayni

programm CLUSTRAL W (Kumar vd., 2007) secenegi kullanildi.
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3. BULGULAR

TOPRAKTAN iZOLE EDIiLEN BAKTERI

Kana maruz kalmamis topraktan (Kontrol grubu) yapilan izolasyon sonucunda

aktinomiset olabilecegi diisiiniilen bakteri izole edilememistir. Ancak, kana

maruz kalmis topraktan yapilan izolasyon sonucunda GYME besiyerinden 14

bakteri
adlandirilmistir. Cizelge 3.1°de test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA

izole edilmistir. Izole edilen bakteriler Bl’den Bl14’a kadar

gen bolgesi dizi analizine gore benzerlik degerleri verilmektedir.

Cizelge 3.1 Test izolatrlar ve tip tiirlerl arasindaki 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore

benzerlik degerlikleri

En Yakin Tip Tiirlari Gen Bank No % Benzerlik
Micromonospora saelicesenis AJ783993 97.74
Bl | Micromonospora ureilytica FN658641 97.66
Micromonospora profondi KF494813 97.58
Streptomyces pratensis JQ806215 96.69
B3 Kitasatospora cinereorects AB184646 96.53
Streptomyces halstedii AB184142 96.45
Micromonospora saelicesenis AJ783993 97.92
B4 Micromonospora ureilytica FN658641 97.84
Micromonospora profondi KF494813 97.76
Micromonospora saelicesenis AJ783993 95.83
B5 Micromonospora vinacea FN658651 95.58
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Micromonospora zamorensis LT607755 95.41
Streptomyces halestedii AB184142 96.43
B6 Streptomyces pratensis JQ806215 96.36
Kitasatopora cinereorecta AB184646 96.35
Streptomyces pratensis JQ806215 96.27
B8 | Streptomyces griseus subsp. M76388 95.96
griseus
Streptomyces fluvissimus CP005080 95.87
Streptomyces griseus subsp. M76388 96.38
B9 griseus
Streptomyces pratensis JQ806215 96.31
Kitasatopora cinereorecta AB184646 95.91
Actinomadura cremea AF134067 96.26
B13 Actinomadura apis AB557596 95.54
Actinomadura deserti MF972517 95.12
Streptomyces pratensis JQ806215 97.46
B14 Streptomyces halstedii AB184142 97.27
Kitasatopora cinereorecta AB184646 97.27

B1 izolati diiz, diizensiz turuncu koloni olarak tanimlanabilir (Sekil 3.1) ve
izolatin %97,94 benzerlikle en yakin akrabast Micromonospora saelicesenis’tir
(Cizelge 3.1). Benzer bir sekilde B5 izolati B1 izolati ile ayn1 morfolojik 6zelikleri
sahiptir fakat bazi bolgelerde krateriform olarak tamimlanabilir (Sekil 3.2) ve B5
izolatin %95,83, %95,58 benzerlikler, sirasiyle, en yakin akrabasi da Micromonospora
saelicesenis ve Micromonospora vinacea’dir (Cizelge 3.1). B4 izolat1 ise B1 ve BS
izolatlar1 ile ayn1 morfolojik 6zelliklere de sahiptir ancak, izolat diizensizdir ve
karteriform bir biyiime deseni gostermistir (Sekil 3.3). Izolatin %97,92 benzerlikle en

yakin akrabasi de Micromonospora saelicesenis’tir (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.1 B1 izolatinin 6nden goriinlsii.

Sekil 3.2 B5 izolatinin 6nden goriinsii.
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Sekil 3.3 B4 izolatinin 6nden goriinusii.

Sekil 3.4’°te goriilen filogenetik soy agacina gore B1, B4, ve B5 izolatlar1 tiimii
Micrormonospora cinsi iiyesi olduklari tespit edilmistir. Micromonospora sp. B4 ve
Micromonospora sp. B5’in yakin iliski oldugu; Micromonospora sp. B4 ve
Micromonospora sp. B5, Micromonospora sp. Bl ile ortak soyu paylastigini

gostermektedir.
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Micromonospora_equina [JF912511|
Plantactinospora_mayteni |[FJ214343
Micromonospora_schwarzwaldensis [KC517406]
Micromonospora_nickelidurans |HQ174560]
Micromonospora_rifamycinica [LRMV01000349]
Micromonospora_phytophila |[FNB58661|
Micromonospora_aurantiaca [CP002162|

Micromonospora_luteiviridis |FNE58669)|
Micromonospora_purpureochromogenes |LTE07410)
Micromonospora_maoerensis |KC469639|
Micromonospora_vulcania |KF956808|
Micromonospora_parathelypteridis |[KU997023)

Micromonospora_luteifusca |[FNG58633)

Micromonospora_jinlongensis [KC134254|
Micromonospora_zamorensis |LT607755]

ALEralE

Micromonospora_zeae |KC287242)

Micromonospora_vinacea |[FN658651|
Micromonospora_noduli [FNE58649]
Micromonospora_lupini |AJ783996)|

Micromonospora_taraxaci |[KC439463

Micromonospora_chokoriensis |LTE07409]

o

Micromonospora_violae |[KC161209|

Micromonospora_profundi |KF494813)

Micromonospora sp. B1

Micromonospora_ureilytica |FING58641|

Micromonospora_saelicesensis [AJ783993)
— Micromonospora sp. B5

L Micromonospora sp. B4

Sekil 3.4 B1, B4, B5 izolatlarinin 16S rRNA analizlerine gore Neighbour-joining (Jukes ve
Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak
yapilmuigtir.
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Cizelge 3.2 16S rRNA gen bolgesine gore B1 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nukleotit

benzerligi
Sira Bakteri Accession | Nikleotit | Farkh p-Distance
Numarasi | Benzerlig | Nukleotit | mesafeleri
i [Total
(%) Nukleotit
1 Micromonospora
saelicesensis AJ783993 97,74 27/1196 0,016
2
Micromonospora ureilytica FN658641 97,65 28/1196 0,017
3
Micromonospora profundi KF494813 97,57 29/1196 0,018
4
Micromonospora noduli FN658649 97,49 30/1196 0,019
5
= Micromonospora vinacea FN658651 97,49 30/1196 0,019
| 6
& Micromonospora chokoriensis | LT607409 97,24 33/1196 0,023
©
=7
S Micromonospora zamorensis | LT607755 97,15 34/1196 0,023
S| 8 KC16120
2 Micromonospora violae 9 97,15 34/1195 0,023
Sl 9 KC28724
é Micromonospora zeae 2 97,07 35/1196 0,023
10 | Micromonospora KU99702
parathelypteridis 3 96,90 37/1196 0,025
11
Micromonospora luteifusca FN658633 96,90 37/1196 0,025
12
Micromonospora phytophila | FN658661 96,90 37/1195 0,025
13 KC13425
Micromonospora jinlongensis | 4 96,82 38/1196 0,026
14 KC43946
Micromonospora taraxaci 3 96,82 38/1196 0,027
15 | Micromonospora HQ17456
nickelidurans 0 96,79 38/1184 0,027
16 | Micromonospora equina JF912511 96,77 38/1179 0,027

Micromonospora sp. B1 izolatina ait, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonuclara gore en c¢ok nikleotit benzerligi gosterdigi Ornekler Cizelge 3.2°de

verilmistir. Sonuglara gore; 1196 nikleotit arasindan 27 nukleotidlik fark ve % 97,74

benzerlik oraniyla en yuksek benzerlige sahip tiir Micromonospora saelicesensis tir.

Micromonospora saelicesensis ve Micromonospora sp. Bl izolat1 arasindaki genetik
uzaklik 0,016 olarak belirlenmistir. 28 ve 29 nikleotit farkla ve % 97,65 ve % 97,57
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benzerlik ile Micromonospora ureilytica ve Micromonospora profundi sirasiyla 0,017

ve 0,018 genetik uzaklik degerlerine sahiptir.

Cizelge 3.3. 16S rRNA gen bolgesine gore B4 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % niikleotit

benzerligi
Sira Bakteri Accession | Nikleotit | Farkh p-Distance
Numarasi | Benzerlig | Nikleotid/ | mesafeleri
i Total
(%) Nukleotid

1 Micromonospora
saelicesensis AJ783993 | 97,92359 | 25/1204 0,021
2 Micromonospora ureilytica | FN658641 | 97,84053 | 26/1204 0,021
3 Micromonospora profundi KF494813 | 97,75748 | 27/1204 0,022
4 Micromonospora noduli FN658649 | 97,67442 | 28/1204 0,023

5 Micromonospora
chokoriensis LT607409 | 97,42525 | 31/1204 0,026
< 6 Micromonospora vinacea FN658651 | 97,42525 | 31/1204 0,023
m| 7 Micromonospora violae KC161209 | 97,33998 | 32/1203 0,027

2 8 | Micromonospora
S zamorensis LT607755 | 97,09302 | 35/1204 0,027

2/ 9 | Micromonospora
e phytophila FN658661 | 97,09061 | 35/1203 0,029
g 10 | Micromonospora zeae KC287242 | 97,00997 | 36/1204 0,028
g 11 | Micromonospora taraxaci KC439463 | 97,00997 | 36/1204 0,030

S| 12 | Micromonospora
parathelypteridis KU997023 | 97,00997 | 36/1204 0,030

13 | Micromonospora
maoerensis KC469639 | 96,84385 | 38/1204 0,032
14 | Micromonospora luteifusca | FN658633 | 96,84385 | 38/1204 0,029

15 | Micromonospora
jinlongensis KC134254 | 96,7608 39/1204 0,030

16 | Micromonospora
luteiviridis FN658669 | 96,7608 39/1204 0,033
17 | Micromonospora vulcania | KF956808 | 96,7581 39/1203 0,033
18 | Micromonospora lupini AJ783996 | 96,7581 39/1203 0,030

19 | Micromonospora
nickelidurans HQ174560 | 96,72269 | 39/1190 0,033
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Micromonospora sp. B4 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonuglara gore en ¢ok nukleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.3’te

verilmistir. Sonuglara gore; 1204 niikleotit arasindan 25 niikleotitlik fark ve % 97,92

benzerlik oraniyla en yiksek benzerlige sahip tiir Micromonospora saelicesensis tir.

Micromonospora saelicesensis ve Micromonospora sp. B4 izolat1 arasindaki genetik
uzaklik 0,021 olarak belirlenmistir. 26 ve 27 nikleotit farkla ve % 97,84 ve % 97,75

benzerlik ile Micromonospora ureilytica ve Micromonospora profundi sirastyla 0,021

ve 0,022 genetik uzaklik degerlerine sahiptir.

Cizelge 3.4 16S rRNA gen bolgesine gore B5 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nukleotit

benzerligi
Sira Bakteri Accession | Nukleotit | Farkh p-
Numarasi | Benzerligi | NUkleoti | Distance
(%) d/Total mesafeleri
Nukleoti
d
Micromonospora AJ78399
1" | saelicesensis 3 95,82 50/1198 0,034
FN65865
2 | Micromonospora vinacea | 1 95,57 53/1198 0,037
B Micromonospora LT60775
gl 3 | zamorensis 5 95,40 55/1198 0,038
s Micromonospora FN65864
al 4 | ureilytica 1 95,40 55/1198 0,038
g FN65864
€| 5 | Micromonospora noduli | 9 95,40 55/1198 0,038
S KF49481
= 6 | Micromonospora profundi | 3 95,32 56/1198 | 0,039
Micromonospora LT60740
7| chokoriensis 9 95,24 57/1198 0,040
KC28724
8 | Micromonospora zeae 2 95,15 58/1198 0,041
KC16120
9 Micromonospora violae 9 95,15 58/1197 0,041
Micromonospora FN65863
10 | luteifusca 3 94,99 60/1198 0,043
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Micromonospora sp. B5 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen
sonuclara gore en fazla nikleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.4°te
verilmistir. Sonuglara gére; 1198 nikleotit arasindan 50 nikleotidlik fark ve % 95,82
benzerlik oraniyla en yiksek benzerlige sahip tiir Micromonospora saelicesensis tir.
Micromonospora saelicesensis ve Micromonospora sp. B5 izolat1 arasindaki genetik
uzaklik 0,034 olarak belirlenmistir. 53 ve 55 nikleotit farkla ve % 95,57 ve % 95,40
benzerlik ile Micromonospora vinacea ve Micromonospora zamorensis sirasiyla 0,037

ve 0,038 genetik uzaklik degerlerine sahiptir.

B3 izolat1 beyaz, yiikseltilmis diizensiz lobat koloni olarak tanimlanabilir (Sekil
3.5) ve %96,96 benzerlikle en yakin akrabas1 Streptomyces pratensis’tir (Cizelge 3.1).
B8 beyaz, diizensiz bir lobat koloni olarak tanimlanabilir (Sekil 3.6) ve B8 izolati
%96,27 benzerlikle en yakin akrabasi Streptomyces pratensis’tir (Cizelge 3.1). B9
izolati, B8 izolatin ayn1 morfolojik benzerlikleri paylasip diiz, beyaz, diizensiz, ve
loblat kolon1 olarak tanimlanabilir (Sekil 3.7). B9’un %96,38 benzerlikle en yakin
akrabasi Streptomyces griseuys subsp. griseus’tur (Cizelge 3.1). B14 izolat1 da beyaz,
diizensis, diiz ve lobat koloni olarak tanimalanbilir (Sekil 3.8). Izolatin %97,46
benzerlikle en yakin akrabasi B8 izolatindaki gibi, Streptomyces pratensis’tir (Cizelge
3.1).
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Sekil 3.5 B3 izolatinin 6nden goriinusii.

Sekil 3.6 B8 izolatinin 6nden goriinisii
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Sekil 3.7 B9 izolatinin 6nden goriinsii

Sekil 3.8 B14 izolatinin 6nden goriingii

B6 izolat1 beyaz, dairesel yiikseltilmis koloni olarak tanimlanabilir (Sekil 3.9) ve
%96,43 benzerlikle izolatin en yakin akrabasi Streptomyces halestedi’dir (Cizelge 3.1)
B13 izolat1 ise beyaz, dairesel, krateriform koloniler olarak tanimlanabilir (Sekil 3.10).

Izolatin %96,26 benzerlikle en yakin akrabasi Aktinomadura cremea’dir (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.9 B6 izolatinin 6nden goriinsii.

Sekil 3.10 B13 izolatinin 6nden goriinlsii
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Streptomyces_rubiginosohelvolus |AB184240|
Streptomyces_lunaelactis |[KM207217]
Streptomyces_pluricolorescens |AB184162]
Streptomyces_parvus |AB184756|
Streptomyces_globisporus [AB184203)
Streptomyces_badius |AY999783)|
Streptomyces_pratensis [JQ806215]
Streptomyces_setonii [MUNBO1000146)
Streptomyces_anulatus |DQ026637|
Streptomyces_puniceus |AB184163]
Streptomyces_luridiscabiei [LIQV01000394|
Streptomyces_fulvissimus |CP005080|

Streptomyces_fulvorobeus [AB184711|
Streptomyces_microflavus |AB184284|

Streptomyces_griseus_subsp._griseus [M76388|
Streptomyces_cyaneofuscatus [JOEMO1000050]
Kitasatospora_cinereorecta |AB184646)

Streptomyces_flavovirens |AB184834]
Streptomyces_halstedii |AB184142
Streptomyces sp. B3

Streptomyces sp. B14

Streptomyces_sindenensis |[AB184759)|
— Streptomyces_yanii |AB00G159)|

(B Streptomyces sp. B8

Streptomyces sp. B6

Streptomyces sp. B9
E Streptomyces_nitrosporeus |AB184751]
Streptomyces_griseus_subsp._griseus [M76388]

Sekil 3.11 B3, B6, B8, B9, B14 izolatlarinin 16S rRNA analizlerine gore Neighbour-joining
(Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. Bootstrap degeri 1000 tekrarl

olarak yapilmgtir.

Sekil 3.11°de Streptomyces sp. B8 ve Streptomyces yanii arasindaki yakin iliski
gosterilmektedir. Filogenetik agacda Streptomyces sp. B6 ve Streptomyces sp. B9’in
Streptomyces nitrosporeus ile ortak soyu paylastiklar1 ve Streptomyces sp. B9 ve

Streptomyces nitrosporesus arasindaki yakin iligkide olduklari gosterilmektedir.
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Streptomyces sp. B3 ve Streptomyces sp. B14 ile Streptomyces halstedii’nin ise ortak

soyu paylastiklar1 gOstermektedir. B3, 6, 8, 9, ve 14 izolatlariin timdndn

Streptomyces sp. cinsine ait tiyeler olduklar1 anlagilmaktadir.

izelge 3.5. 16S rRNA gen bolgesine gore B3 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nikleotit
Cizelg g g g y p

benzerligi
Sira Bakteri Accession NUKleotit | Farkh p-Distance
Numarasi Benzerligi | NUkleoti | mesafeleri
(%0) d/Total
Nukleoti
d

1 | Streptomyces pratensis JQ806215 96,69 39/1180 0,027

2 | Kitasatospora cinereorecta | AB184646 96,52 42/1210 0,029
B 1| 3 | Streptomyces halstedii AB184142 96,44 43/1210 0,031
o 4 | streptomyces fulvorobeus AB184711 96,44 43/1209 0,030
§ 5 | Streptomyces fulvissimus CP005080 96,36 44/1210 0,031
E’ 6 | Streptomyces flavovirens AB184834 96,36 44/1210 0,031
8| 7 | streptomyces microflavus | AB184284 96,36 | 44/1210 0,031
s 8 | Streptomyces anulatus DQ026637 96,36 44/1210 0,031

9 | Streptomyces cyaneofuscatus | JOEM01000050 96,36 44/1210 0,031

10 | Streptomyces luridiscabiei LIQV01000394 96,36 44/1210 0,031

11 | Streptomyces globisporus AB184203 96,36 44/1209 0,031

12 | Streptomyces

pluricolorescens AB184162 96,28 45/1210 0,032
13 | Streptomyces
rubiginosohelvolus AB184240 96,28 45/1210 0,027

Streptomyces sp. B3 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonuglara gore en fazla nukleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.5’te

verilmistir. Sonuglara gore; 1180 niikleotit arasindan 39 niikleotidlik fark ve % 96,69

benzerlik oraniyla en ylksek benzerlige sahip tiir Streptomyces pratensis tir.

Streptomyces pratensis ve Streptomyces sp. B3 izolatilarinin arasindaki genetik
uzaklik 0,027 olarak belirlenmistir. 42 ve 43 nikleotit farkla ve % 96,52 ve % 96,44
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benzerlik ile Kitasatospora cinereorecta ve Streptomyces halstedii sirasiyla 0,029 ve

0,031 genetik uzaklik degerlerine sahiptir.

Cizelge 3.6. 16S rRNA gen bolgesine gore B6 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nlkleotit benzerligi

Sira Bakteri Accession NuUKleotit | Farkh p-Distance
Numarasi Benzerligi | Nukleotid | mesafeleri
(%) [Total
Nikleotid
1 Streptomyces halstedii AB184142 96,43 43/1206 0,029
Streptomyces pratensis JQ806215 96,36 43/1182 0,029
3 Kitasatospora
cinereorecta AB184646 96,35 44/1206 0,029
Streptomyces griseus
4 | subsp. griseus M76388 96,34 44/1203 0,031
R 5 Streptomyces fulvissimus CP005080 96,18 46/1206 0,031
oy 6 Streptomyces flavovirens AB184834 96,18 46/1206 0,031
(2]
g 7 Streptomyces microflavus | AB184284 96,18 46/1206 0,031
5 8 Streptomyces anulatus DQ026637 96,18 46/1206 0,031
3| 9 Streptomyces JOEM0100005
an cyaneofuscatus 0 96,18 46/1206 0,031
10 LIQV0100039
Streptomyces luridiscabiei | 4 96,18 46/1206 0,031
11 Streptomyces fulvorobeus | AB184711 96,18 46/1205 0,031
12 | Streptomyces
pluricolorescens AB184162 96,10 47/1206 0,032
13 Streptomyces
rubiginosohelvolus AB184240 96,10 47/1206 0,032
14| streptomyces globisporus | AB184203 96,09 47/1205 0,032
15 MUNBO010001
Streptomyces setonii 46 96,01 48/1206 0,031
16 Streptomyces puniceus AB184163 96,01 48/1206 0,033

sonuclara gore en c¢ok

Streptomyces sp. B6 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

nikleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.6’da

verilmistir. Sonuglara gore; 1206 nikleotit arasindan 43 nukleotidlik fark ve % 96,43

benzerlik oraniyla en ylksek benzerlige sahip tiir Streptomyces halstedii tir.
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Streptomyces halstedii ve Streptomyces sp. B6 izolati arasindaki genetik uzaklik 0,029
olarak belirlenmistir. 43 ve 44 nukleotit farkla ve % 96,36 ve % 96,35 benzerlik ile

Streptomyces pratensis ve Kitasatospora cinereorecta sirasiyla 0,029 de genetik

uzaklik degerlerine sahiptir.

izelge 3.7. 16S rRNA gen bolgesine gore B8 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nikleotit
Cizelg g g g y p

benzerligi
Sira Bakteri Accession Nukleotit | Farkh p-
Numarasi Benzerligi | Nukleoti | Distance
(%) d/Total mesafeleri
Nukleoti
d
1 Streptomyces pratensis JQ806215 96,27 43/1154 0,029
ol 2 Str_eptomyces griseus subsp.
) Griseus M76388 95,95 48/1187 0,035
23' 3 Streptomyces fulvissimus CP005080 95,87 49/1187 0,036
S| 4 | streptomyces flavovirens AB184834 95,87 | 49/1187 0,038
S .
S > Streptomyces microflavus AB184284 95,87 49/1187 0,036
(e}
ﬁ 6 Streptomyces anulatus DQ026637 95,87 49/1187 0,036
(9]
7 JOEMO0100005
Streptomyces cyaneofuscatus | 0 95,87 49/1187 0,036
Streptomyces luridiscabiei LIQV01000394 95,87 49/1187 0,036
Kitasatospora cinereorecta AB184646 95,78 50/1186 0,031
10
MUNB010001
Streptomyces setonii 46 95,70 51/1187 0,036

Streptomyces sp. B8 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonuclara gore en fazla nikleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.7°de

verilmistir. Sonuglara gére; 1154 nikleotit arasindan 43 nikleotidlik fark ve % 96,27

benzerlik oraniyla en ylksek benzerlige sahip tiir Streptomyces pratensis tir.
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Streptomyces pratensis ve Streptomyces sp. B8izolat1 arasindaki genetik uzaklik 0,029
olarak belirlenmistir. 48 ve 49 nukleotit farkla ve % 95,95 ve % 95,87 benzerlik ile
Streptomyces griseus subsp. griseus ve Streptomyces fulvissimus sirasiyla 0,035, 0,36

genetik uzaklik degerlerine sahiptir.

Cizelge 3.8. 16 S rRNA gen bolgesine gore B9 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nukleotit

benzerligi
Sira Bakteri Accession Nukleotit | Farkh p-
Numarasi Benzerligi | NUkleotid | Distance
(%) [Total mesafeleri
Nikleotid
1 Streptomyces griseus subsp.
o griseus M76388 96,37 44/1215 0,042
g 2 Streptomyces pratensis JQ806215 96,31 44/1193 0,036
[72]
8| 3 | Kitasatospora cinereorecta | AB184646 95,90 50/1222 0,040
E| 4 | streptomyces flavovirens | AB184834 95,89 50/1218 0,039
§ 5 Streptomyces halstedii AB184142 95,81 51/1218 0,040
@ 6 Streptomyces yanii AB006159 95,79 49/1164 0,042
7 Streptomyces lunaelactis KM207217 95,76 51/1203 0,041
8 Streptomyces fulvissimus CP005080 95,74 52/1222 0,042
9 Streptomyces microflavus AB184284 95,74 52/1222 0,042
10 | Streptomyces anulatus DQ026637 95,74 52/1222 0,042

Streptomyces sp. B9 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonucglara gore en c¢ok nikleotit benzerligi gosterdigi O6rnekler Cizelge 3.8’de
verilmistir. Sonuglara gore; 1215 nukleotit arasindan 44 nukleotidlik fark ve %96,37
benzerlik oraniyla en Yyiksek benzerlige sahip tiir Streptomyces griseus subsp.
griseus tir. Streptomyces griseus subsp. griseus ve Streptomyces sp. B9 izolati

arasindaki genetik uzaklik 0,042 olarak belirlenmistir. 44 ve 50 nukleotit farkla ve
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%96,31 ve %95,90 benzerlik ile Streptomyces pratensis ve Kitasatospora cinereorecta

sirasiyla 0,036, 0,40 genetik uzaklik degerlerine sahiptir.

Cizelge 3.9. 16 S rRNA gen bolgesine gore B14 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nikleotit

benzerligi
Sira Bakteri Accession | Nukleotit | Farkh p-
Numarasi1 | Benzerligi | NUkleotid/ | Distance
(%) Total mesafeleri
Nukleotid
1 Streptomyces pratensis JQ806215 97,45 30/1181 0,020
2 Streptomyces halstedii AB184142 97,26 33/1208 0,023
3 Kitasatospora cinereorecta AB184646 97,26 33/1208 0,023
4 Streptomyces fulvorobeus AB184711 97,18 34/1207 0,025
S Streptomyces fulvissimus CP005080 97,10 35/1208 0,025
6 Streptomyces flavovirens AB184834 97,10 35/1208 0,027
7 Streptomyces microflavus AB184284 97,10 35/1208 0,025
S, 8 Streptomyces anulatus DQ026637 97,10 35/1208 0,025
o9 JOEMO0100
& Streptomyces cyaneofuscatus | 0050 97,10 35/1208 0,025
3 LIQV0100
2| 10 | streptomyces luridiscabiei 0394 97,10 35/1208 0,025
‘?i)‘. Streptomyces griseus subsp.
s 1| griseus M76388 97,10 35/1207 0,025
12 | Streptomyces globisporus AB184203 97,10 35/1207 0,026
13 | streptomyces pluricolorescens | AB184162 97,01 36/1208 0,026
14 | Streptomyces yanii AB006159 96,96 35/1153 0,025
MUNBO010
15 Streptomyces setonii 00146 96,93 37/1208 0,025
16 | Streptomyces puniceus AB184163 96,93 37/1208 0,027
17 | Streptomyces badius AY999783 96,85 38/1208 0,026
18 | Streptomyces parvus AB184756 96,85 38/1208 0,026
19 | streptomyces sindenensis AB184759 96,85 38/1207 0,026
20 | Streptomyces nitrosporeus AB184751 96,85 38/1207 0,029
21 Streptomyces lunaelactis KM207217 96,82 38/1195 0,027

Streptomyces sp. B14 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonuclara gore en fazla nikleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.9°de
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verilmistir. Sonuglara gore; 1181 nikleotit arasindan 30 nukleotidlik fark ve %97,45
benzerlik oraniyla en ylksek benzerlige sahip tiir Streptomyces pratensis tir.
Streptomyces pratensis ve Streptomyces sp. B14 izolati arasindaki genetik uzaklik
0,020 olarak belirlenmistir. 30 ve 33 nikleotit farkla ve %97,45 ve % 97,26 benzerlik
ile Streptomyces halstedii ve Kitasatospora cinereorecta sirasiyla 0,020, 0,23 genetik

uzaklik degerlerine sahiptir.

Sekil 3.12’de goriilen filogenetik agaca gore Actinomadura sp. B13 ile
Actinomadura cremea’nin ortak soyu paylastiklar: ve B13 izolatinin bir Actinomadura

cinsi oldugunu gostermektedir.
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Actinomadura_maheshkhaliensis [AB331731|
Actinomadura_glauciflava |JAF153881|
Actinomadura_coerulea |U49002|
Actinomadura_citrea |U49001|
Actinomadura_mexicana |AF277195]
Actinomadura_formosensis |JAF002263)|
Actinomadura_fibrosa |JAF163114]
_|:Actinomadura_montaniterrae ILC126428|
Actinomadura_barringtoniae |[KFE67497|
Actinomadura_napierensis |AY568292|
Actinomadura_geliboluensis [HQ157187|
Actinomadura_chokoriensis |AB331730|
Actinomadura_meyerae |jgi.1107661|
Ij Actinomadura_algeriensis |KT259320|
Actinomadura_sediminis [JF272484
Actinomadura_apis |AB557596|

ﬂomadura_deseni |MFa72517|

Actinomadura_rifamycini |U49003]

Actinomadura_cremea |AF134067|

Actinomadura sp. B13

0.0050

Sekil 3.12 B13 izolatlarinin 16S rRNA analizlerine gére Neighbour-joining (Jukes ve Cantor,

1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak yapilmustir.

40



izelge 3.10. 16 S rRNA gen bolgesine gore B13 izolatina ait en yakin tip tiirlerinin % nikleotit
Cizelg g g g y p

benzerligi
Sira Bakteri Accession Nikleotit | Farkh p-Distance
Numarasi Benzerligi | Nukleoti | mesafeleri
(%) d/Total
Nukleoti
d
1 Actinomadura cremea AF134067 96,26 45/1204 0,034
- 2 Actinomadura apis AB557596 95,53 54/1210 0,040
—
m
%' 3 Actinomadura deserti MF972517 95,11 59/1208 0,049
©
2 4 Actinomadura rifamycini u49003 94,94 60/1187 0,047
©
e
2| 5 | Actinomadura algeriensis KT259320 94,87 62/1209 0,050
©
<
6 Actinomadura sediminis JF272484 94,45 67/1209 0,055
7 Actinomadura napierensis AY568292 94,30 66/1158 0,058
8 Actinomadura mexicana AF277195 94,14 70/1195 0,057
9 Actinomadura chokoriensis
AB331730 94,05 71/1195 0,060
10 | Actinomadura
maheshkhaliensis AB331731 94,02 72/1205 0,056

Actinomadura sp. B13 izolatinin, Eztaxon sunucu verilerinden elde edilen

sonuglara gore en cok nikleotit benzerligi gosterdigi ornekler Cizelge 3.10°da

verilmistir. Sonuglara gére; 1204 niikleotit arasindan 45 nikleotidlik fark ve % 96,26

benzerlik oraniyla en Yyiksek benzerlige sahip tiir Actinomadura cremea tir.

Actinomadura cremea ve Actinomadura sp. B13 izolati arasindaki genetik uzaklik
0,034 olarak belirlenmistir. 54 ve 59 nukleotit farkla ve %95,53 ve % 95,11 benzerlik

ile Actinomadura cremea ve Actinomadura deserti sirastyla 0,040, 0,49 genetik

uzaklik degerlerine sahiptir.
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4. TARTISMA

Bir bakteri tlirlinlin tanimlanmasi i¢in, bakteriyel filogenide 16S rRNA “altin standart”
olmasma ragmen (Vandamme ve ark., 1996) bu gen bolgesi, bir ¢ok bakterinin
genomunda pek ¢ok sayida kopyasi bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, birbiriyle cok
yakin iligkili turlerde, bu gen bolgesinin yeterli ayrismayi saglamadigini gostermistir
(Liu ve ark., 2005; Guo ve ark., 2008). Ad hoc komitenin bakteriyolojide tiir tanimi
i¢in birden fazla genin birlestirilerek kullanilmasini 6nermesiyle (Stackebrandt ve ark.,
2002) bakteriyel sistematik ve filogenide farkli yaklagimlar arastirmacilar tarafindan
tercih edilmeye baglanmistir (Naser ve ark., 2006; Guo ve ark., 2008; Young ve ark.,
2008, Gokdemir 2014).

Son aragtirmalarda, mikroorganizmalarin  ¢evrelerine uyum  potansiyeli
yeteneklerinden yararlanilarak, mikroorganizmalarin bir zaman Kkanit1 olarak
kullanilabilecegi gosterilmektedir. Cevrelerine uyum potansiyelindeki degisiklik
gecici olarak tahmin edilebilir, bu nedenle o&liim sonrasi araliklarin (PMI)
belirlenmesinde yararlidir (Carter ve ark., 2017). Janssen (2006)’a gore Aktinobakteri
gibi baskin bakteriler de dahil toprakta 32 bakteri filumu mevcuttur.

Bu tez ¢alismasinda, insan kaninin toprakta bulunan Aktinomiset gesitligi Uzerindeki
etkisinin ve kana maruz kalmis topraktaki Aktinomiset cesitliliginin belirlenmesi
amaglanmistir. “Toprak, insan kanina belli bir siire maruz kaldiktan sonra mevcut olan
Aktinomiset toplulugunun ¢esitligini degistirebilir.” hipotezinden yola ¢ikarak, 2 tinite

500 ml dondr kan1 topraga dokiilmiis ve 7 giin boyunca bekletilmistir. Sonrasinda hem
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kana maruz kalmig topraktan hem de kansiz topraktan kontrol amacli numuneler
alinarak bakteri izolayonu yapilmistir. Ancak elde edilen bulgulara gére; kontrol grubu
petrilerinde Aktinomiset ¢esidi bakteri izole edilememistir ve kana maruz kalmis
topraktan alinan Orneklerde ise ilk asamada toplamda 14 adet Aktinomiset izole
edilmistir. Izolatlar B1 ile B14 arasindaki kodlar ile isimlendirilmistir. Ancak izole
edilen orneklerden 10 tanesi kiiltiire alinabilmis ve stoklanabilmistir. Analizlere

kiiltiire alinabilen bakteriler ile devam edilmistir.

DNA izolasyonunun ardindan yapilan 16S rRNA analizlerine gére Micromonospora,
Streptomyces ve Actinomadura cinslerine ait Akinomiset turli bakterileri izole
edilmistir. 16S rRNA analizine ve Eztaxon sonuce gore Bl, B4 ve BS5 izotlarn
Micromonospora cinsi oldugu; Micromonospora sp. B1, Micromonospora sp. B4 ve
Micromonospora sp. B5'in Micromonospora saelicesenis ile yakindan iliskili oldugu
belirlenmistir. Oysa, B3, B6, B8, B9 ve B14’{in Streptomyces cinsine ait oldugu;
Streptomyces sp. B3, Streptomyces sp. B8 ve Streptomyces sp. B14, Streptomyces
pratensis ile yakindan iliskili oldugu belirlenmistir. Streptomyces sp. B6 ve
Streptomyces sp. B9 un ise Streptomyces halestedii ve Streptomyces griseus subsp.
griseus ile yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. B13 izolatinin Actinomadura cinsi
oldugu; Actinomadura sp. B13, Actinomadura cremea ile yakindan iliskili oldugu

bulunmustur.

Ancak Micromonospora, Streptomyces ve Actinomadura cinslerine ait olarak bulunan
baktreilerin tam tiir teshisinin yapilabilmesi i¢in polifazik taksonomi kurallarindan
yararlanmalidir. Polifazik taksonomi; Polifazik taksonomi hem fenetik (fenotipik ve
genotipik) hem de filogenetik bilgiyi kullanan siniflandirma kurallarinin biitinidiir.
Mikroorganizmalardan elde edilen farkli verilerin birlestirilmesi ve ortak olarak
degerlendirilmesi esasina dayanir. Genotipik karakterizasyonlar icin DNA, RNA ve

protein temelli analizler gerekmektedir., Fenotipik veriler icinse kemotaksonomik
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belirtegler ve diger parametreler (Enzim kullanimi, morfoloji, seroloji vb.)
degerlendirilmelidir (Goodfellow ve ark., 1997, 1999). Bdoylelikle elde edilen

izolatlarin tiir ve tiir at1 taksonomik seviyeleri belirlenebilecektir.
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5. SONUC VE ONERILERI

Bu tezin amaci, toprakta bulunan mikrobiyal toplululuklarindan Aktinomiset’in olay
yeri incelemesinde bir referans olarak kullanilip kullanilamayacagini belirlemekti.
Bulgulara gore bir toprak insan kanina maruz kalirsa topragin mikrobiyal
toplulugunun c¢esitliliginde bir degisiklik gerceklesecektir. Ayrica bir toprak insan
kanina bir hafta maruz kaldiktan ¢esitli Aktinomisetlerin izole edilebileceegi tespit
edilmistir. Bulunan cinsler; Micromonospora, Streptomyces ve Actinomadura’dir.
Fakat hangi tiire ait oldugunu belirlemek veya yeni bir tir olup olmayacagini
belirlemek icin daha kapsamli analizler gerekmektedir. izolatlarmn tiirlerinin tam
olarak belirlenmesi insan ve toprak igeren olay yeri adli incelemelerinde referans

olarak kullanilabilecek ve bir taksonomik veritabani olusturmasini saglayacaktir.

Ilerde yapilacak arastirmalar, daha genis parametrelere dayanarak yapilamalidir. ilk
olarak, kanin toprak iizerindeki etkisinin ne kadar oldugunu belirlemek i¢in toprak
ornekleri cesitli araliklarla toplanmali ve analizi edilmelidir. Ikincisi, daha genis
laboratuar analizleri (farkli pH, sicaklik, tuz toleransi, N ve C kullanimi, farkli
inklibasyon sureleri) kullanilmalidir. Ugiinciisii, kanin etkisini anlayabilmek icin ve
farkli tiirlerin tanimlanma imkani olup olmadigina 6grenmek icin deney farkli hava
mevsimlerinde ve farkli ¢esit topraga uygulanmalidir. Son olarak, deneyde kullanilan
kan, sadece kan bankalarindan alinmamali1 ve ayn1 zamanda etik kurallar kapsaminda
canli donodrlerden de alinmalidir. Ciinkii, bir kiginin gilinliik aliskanliklarinin veya
kullandig1 ilaglarin kana maruz kalan topragin Aktinomiset cesitliligini etkilemesi
olasiligi mevcuttur. Bu nedenle, bu olasiligr ortadan kaldirilmak igin daha detayli

aragtirmalar yapilmalidir.
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OZET

Kana Maruz Kalmis Toprakta 16S rRNA Analizlerine Gore Aktinomiset

Cisetliligin Belirlenmesi

Aktinomisetler, toprakta yaygin olarak bulunan ve antibiyotik Gretimi gibi sebeplerden
dolay1 ekonomik olarak dnemli olan mikrobiyal bir gruptur. Bakteriyel filogenide 16S
rRNA “altin standart” olarak tanimlan ve taksonlar arasinda evrimsel olarak korunmus
bir gen bolgesidir. Adli bilimlerde ve olay yeri incelemesinde adli mikrobiyoloji
alaninin gelistirilmesi i¢in, kriminal agidan incelemelerin yani sira farkli bakis agisiyla
da yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle, adli mikrobiyoloji igin bu tez
caligmasiin 6nemli bir referans olacag diistiniilmektedir. Bu tez ¢alismasinda 16S
rRNA analizi kullanarak bir hafta boyunca kana maruz kalmis toprak Orneklerinden
Micromonospora, Streptomyces ve Actinomadura cinslerine ait ornekler izole
edilmistir. izole edilen bakterilerin, Eztaxon sunucu ile niikleotit benzerlikleri ve p-
distance degerleri belirlenmistir. Neigboor joing metodu ile filogenetik dendogramlari
cizilmistir. Adli mikrobiyoloji ac¢isindan, benzer bir c¢alismaya literatiirde
rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alisma gelecek ¢aligmalar i¢in 6nemli bir baslangic
ve rehber 6zelligi tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Aktinomiset, Adli mikrobiyoloji, 16S rRNA.
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SUMMARY

Determining the effect of human blood on the Actinomycetes diversity in blood

exposed soil using 16S rRNA analysis

The order of Actinomycete’s popularity have centred mainly around its use in the
pharmecutical industry for the production of antibiotics, coupled with its common
existence as microbial community of soil. 16S rRNA gene in bacterial phylogeny is
known as the “gold standard” for the evolutionary conserved gene region in the taxa.
In order to develop a more comprehansive field of microbiology for the use in criminal
investigation, different approaches and presepctives must be developed. This thesis
represents an important refrence in the development of forensic microbiology. In this
thesis; Micromonospora, Strpetomyces and Actinomadura were isolated from blood
exposed soil, after one week of exposure, and were identified using 16S rRNA
analysis. The neucleotide similarities and p-distance values of the isolated bacteria
were determined using Eztaxon server. Phylogenetic tree was construcred using
Neighboor-joining method. A similar study was not found in literature pretaining to
fornsic microbiology therefore, this study may represent an important starting point
and guide for future studies.

Key words: Actinomycete, Forensic microbiology, 16S rRNA.
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