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Tez kapsaminda Oncelikle siit/siit tiriinleri kontaminanti olarak bilinen 65 Bacillaceae ve
Anoxybacillaceae liyesine 6zgii gen dizileri (16S rRNA, rpoA, rpoB, gyrA, gyrB, spo0A,
spo0B, spollIAB) kullanilarak yeni primer/prob tasarimlari yapilmustir. Ik olarak
konvansiyonel PCR’la dogrulanan tasarimlardan 11’1 se¢ilmis, sonrasinda ise hizli ve
hassas tespit amaciyla 7 sporlu basilin genomik DNA’lartyla qRT-PCR optimizasyonlari
yiirlitiilmiis, i¢ ve dis grup caprazlamalar sonucunda internal kontrolle birlikte en uygun
4 primer/prob seti se¢ilmistir. Tekli (1) ve ¢oklu (¢) gRT-PCR ¢alismalariyla secilen 7
tiirlin spor ve vejetatif hiicrelerinin tespiti molekiiler diizeyde gergeklestirilmistir. Buna
gore Anoxybacillus; F81 (E1=%63, Ec=%83) ve DSM 2641 (Et=%72, Ec=%80),
Geobacillus; DSM 465 (E1=%120, Ec=%24) ve ATCC 43223 (Et=%118, Ec=%80),
Bacillus; DSM 1971 (E1=%86, Ec=%288), DSM 13 (E1=%76, Ec=%105) ve DSM 7
(ET=%66, Ec=%113) cinsleri i¢in kantitatif analizlerde lineer regresyon egrileri ve
etkinlik (%E) degerleri saptanmus, tespit edilebilirlikleri istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.  Siitten vorteks'/sonikasyon® yontemleriyle DNA izolasyonu
sonucunda, kit kapsaminda kullanilacak vorteksleme ile sirasiyla vejetatif hiicre ve
sporlardan 28-99 ve 30-1255 ng/uL genomik DNA izole edilebilmis, qRT-PCR’daki
Ustlinliigli gosterilmistir. Siit varliginda kiiltiire dayali yontemlerle tespit limitleri tim
temsilci tiirlerde 10>-10° KOB/mL olarak belirlenirken, vorteks veya sonikasyonla siitten
izole DNA’larla yiiriitilen qRT-PCR’da limitler Anoxybacillus i¢in ¥ ¥¢ & 10*-10%
Geobacillus i¢in ™ 103-10° ve & 10%-10°; Bacillus igin ™ 10°-10° ile * 10°-10° KOB/mL
olarak saptanmistir. Boylece, Anoxybacillaceae (Anoxybacillus, Anoxybacteriodes,
Thermoaerobacillus, Geobacillus, Parageobacillus) ve Bacillaceae (Bacillus) familyasi
tiyelerini 6zgiil olarak tespit edebilecek ticari bir kitin dn-tasarimi gerceklestirilmis, siit
kontaminant1 mikroorganizmalarin hassas, hizl1 ve giivenilir bir sekilde tespitine yonelik
multipleks qRT-PCR temelli yenilik¢i bir yaklagim sunulmustur.
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Anahtar Kelimeler: Bacillaceae, Anoxybacillaceae, familya, siit, kiiltiirel, qRT-PCR,
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DEVELOPING INNOVATIVE APPROACHES USING THE QPCR METHOD FOR

THE DETECTION OF SPORE-FORMING BACILLI OF THE BACILLACEAE AND

ANOXYBACILLACEAE FAMILIES WHICH CAUSES CONTAMINATION IN THE
PROCESS OF MILK AND DAIRY PRODUCTS

Ayse Bilisra KARAKAYA
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Supervisor: Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

Within the scope of the thesis, new primer/probe designs were created using gene
sequences (16S rRNA, rpoA, rpoB, gyrA, gyrB, spo0A, spo0B, spolllAB) specific to 65
members of Bacillaceae and Anoxybacillaceae, known as milk/dairy product
contaminants. Eleven designs initially validated by conventional PCR were selected,
followed by qRT-PCR optimizations using genomic DNA of seven spore-forming bacilli
for rapid and sensitive detection. After internal and external group cross-evaluations, the
most suitable four primer/probe sets, including an internal control, were identified. Single
(s) and multiplex (M) qQRT-PCR analyses successfully detected spores and vegetative cells
of seven target species at the molecular level. Quantitative analyses established linear
regression curves and efficiency (E%) values for Anoxybacillus (F81: Es=63%, Em=83%;
DSM 2641: Es=72%, Em=80%), Geobacillus (DSM 465: Es=120%, Em=24%; ATCC
43223: Es=118%, EM=80%), and Bacillus (DSM 1971: Es=86%, Em=88%; DSM 13:
Es=76%, Em=105%; DSM 7: Es=66%, EM=113%), with their detectability statistically
evaluated. DNA isolation from milk using vortex/sonication yielded 28-99 ng/uL and
30-1255 ng/uL of genomic DNA from vegetative cells and spores, respectively,
demonstrating superiority in qRT-PCR. Detection limits with culture-based methods
ranged from 10>-10° CFU/mL, while qRT-PCR with vortex/sonication-isolated DNA
showed limits of 10*-10° (Anoxybacillus, * ™4%), 10°~10°/10*-10° (Geobacillus, **), and
10°-10°/105—-10° CFU/mL (Bacillus, ). This study established a preliminary design for a
commercial kit to specifically detect Anoxybacillaceae  (Anoxybacillus,
Anoxybacteriodes, Thermoaerobacillus, Geobacillus, Parageobacillus) and Bacillaceae
(Bacillus) members, offering an innovative multiplex qRT-PCR-based approach for the
rapid, sensitive, and reliable detection of milk contaminants.

January 2025, 172 pages

Keywords: Bacillaceae, Anoxybacillaceae, family, dairy, culturel, qRT-PCR,
quantification
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1. GIRIS

Endospor iireten termofilik basillerin igsel termostabilite gostermeleri ve spor
olusturabilmelerinin yani sira, biyofilm {retimleriyle de termostabilitelerine katki
sagladiklar1 bilinmektedir (Flint vd. 2001, Burgess vd. 2010, Marchand vd. 2012).
Biyofilm matriksleri, basilleri bir arada tutarak, onlar1 yiizeye sabitlemekte ve hiicrelerin
dogrudan olumsuz ¢evre kosullari ile temasini engelleyerek, biyofilmin i¢ kisimlarindaki
hiicrelerin dis etkenlerden korunmasina neden olmaktadir (Flint vd. 2001, Burgess vd.
2010). Ayrica, biyofilmi olusturan hiicreler iirettikleri matriks materyali ile daha igteki
hiicreler ve sporlar i¢in bir siper olusturarak, popiilasyonun canli kalabilmesine firsat

tanimaktadirlar (Flint vd. 2001, Burgess vd. 2010, Burgess vd. 2014, Sadiq vd. 2018).

Termofilik basiller, yiiksek sicakliklara maruz kalmalarina karsin, giiclii sicaklik
adaptasyon yetenekleri sayesinde siit ve siit liriinleri, meyve sular1 ve glukoz suruplari
tiretiminde kullanilan endiistriyel fermentorlerde, jeotermal termik santrallerde ve
komiirle enerji iiretilen tesislerde, sicak su sondaj borularinin i¢ yiizeylerinde kolaylikla
gelisebilmekte, boylelikle hem fermentorlerin biyokorozyonuna hem de bu tiir ortamlarda
istenmeyen bir mikrobiyal yiikiin olusmasina neden olmaktadirlar (Flint vd. 2001, Nazina
vd. 2001, Vieille ve Zeikus 2001). Biyokorozyon, gida iiretim siireclerinde kullanilan
ekipman ve yiizey malzemelerinin kullanim émriinii kisaltarak ciddi ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Flint vd. 2001, Nazina vd. 2001, Vieille ve Zeikus 2001, Burgess vd.
2010, Burgess vd. 2014).

Spor liretici mikroorganizmalar her ortamda bulunmakla birlikte, toprak sedimentleri, toz
ve dogal su kaynaklari da dahil olmak iizere cok cesitli ¢evresel habitatlardan izole
edilebilmektedir (Te Giffel vd. 2002). Gida bilesenlerinde ve gidalarda karsilasilan
sporlar, 1s1ya dayaniklilik dereceleri de dahil olmak tizere biiyiik bir dogal ¢esitlilige sahip
olabilirler. Bu tiirlerin optimal gelisme sicaklifi sporlarinin termal direnci ile iliskili
olmakla birlikte, termofiller genellikle mezofilik tiirlerden daha yiiksek oranda sicakliga
direncli sporlar iiretebilmektedir (Warth 1978, Gerhardt ve Marquis 1989, Nicholson vd.
2000). Spor direncindeki belirgin farkliliklar sadece farkl tiirler arasinda degil, ayni tiire



mensup farkli suslar arasinda da gozlenmektedir (Van Asselt ve Zwietering 2006, Orsburn

vd. 2008, Adam vd. 2011, Luu-Thi vd. 2014, Berendsen vd. 2015, Xiao vd. 2015).

Birgok tiiriin sporlar1 121°C’de sterilizasyonla elimine olmakta fakat, bazi dayanikli
bakteriyel sporlar 150°C gibi yiiksek sicakliklarda dahi hayatta kalabilmektedirler
(Madigan vd. 1997). Sporlarin sahip olduklar1 hidrofobik karakterleri, 1s1ya, kuruma veya
dezenfektanlara karsi gosterdikleri dogal direncleri siit ile temas halinde bulunan
ekipmanlarin yilizeylerine tutunmasina ve temizleme islemlerinden sag ¢ikmalarina neden
olmaktadir (Andersson vd. 1995, Simmonds vd. 2003, Ryu ve Beuchat 2005). Genel
olarak pastorizasyon, sicakliga dayanikli sporlari etkili bir sekilde elimine etmemekle
beraber az islenmis gidalardaki spor yiikiinii yasal sinirlar igerisine ¢ekmekte veya
pastorize lriinlerin raf dmriinii uzatmaktadir. Biitiin bunlara ek olarak, gida endiistrisi,
yenilmeye hazir gidalar gibi iriinlerin iretim asamalari, yeni sistem bilesenlerinin ve
isleme teknolojilerinin kullanilmasi sonucu, yiiksek toleransa sahip direngli spor {ireticisi
bakterilerle giderek daha fazla karsi karsiya kalmaktadir (Heyndrickx 2011, Liicking vd.
2013). Ornegin, siit tozu, kakao tozu ve jelatin dzlerinden izole edilen sicakliga dayanikli
spor olusturan bakterilerin yiiksek kontaminasyon riskleri bildirilmistir (De Clerck vd.
2004, Riickert vd. 2004, Scott vd. 2007, Lima vd. 2011, Witthuhn vd. 2011). Ayrica
baharatlar veya konserve hazir gida iirlinlerinde kullanilan kurutulmus sebze benzeri
bilesenlerde de 6nemli kontaminasyon kaynaklar1 olusturduklari, yapilan aragtirmalar ile
gosterilmistir (Oomes vd, 2007, Postollec vd. 2012). Sporlari yok etmek i¢in, ultra yiiksek
sicaklik (UHT) islemleri ya da imbik sterilizasyonu gibi ¢ok daha yiiksek sicakliga
gereksinim duyan yontemlere ihtiya¢ vardir (Den Besten vd. 2018, Eijlander vd. 2019).
Ancak bu islemlerden sonra dahi, 1sil islemlere dayanikli sporlar hala canliliklarini
stirdiirebilmektedirler (Scheldeman vd. 2006). Ayrica, uygun kosullarda bu sporlarin
cimlenmesiyle olugan vejetatif hiicrelerin, amilaz, lipaz, proteaz gibi ¢esitli ekstraseliiler
hidrolitik enzim {iretim yetenekleri sonucunda 1s1l islem uygulanmis gidalardaki besin
kalitesinin diismesine ve bozulmalara sebep olduklari bilinmektedir. Ornegin, siit
kontaminanti olarak bilinen Bacillus cereus’un firettigi lipaz ve proteazlarin siitiin
eksimesi ve kesilmesine neden oldugu bilinmektedir (Li vd. 2018). Tiim bu durumlar
nihai tiiketiciler ve gida endiistirisi igin 6nemli birer sorun haline gelmektedir (Setlow

2014, Eijlander vd. 2019).



Tiim bunlara ek olarak, gida ile temasta bulunan ekipmanlarin yilizeyinde, biyofilm olarak
bilinen homojen veya heterojen ¢ok hiicreli mikrohabitatlarin olusumu 6zellikle siit ve
siit Uiriinleri endiistrisi i¢cin 6nemli diger bir problemdir. Zira biyofilm yapilar stirekli bir
kontaminasyona sebep olarak, sporlar i¢in bir rezervuar islevi gormektedir (Branda vd.
2001, Faille vd. 2014, McHugh vd. 2017). Yaygmn olarak uygulanan pastorizasyon
islemleri yalnizca vejetatif hiicreleri ortadan kaldirirken; siit trilinlerinin sporlarla
kontamine olmasi gida giivenligini etkilemekte ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Andersson vd. 1995). Siit ve siit iirlinleri, mikroorganizmalar i¢in miikemmel gelisme
ortamlaridir. Bu nedenle, kontaminasyonu 6nleme yontemleri kullanilmasina karsin nihai
tirtinlerde siklikla mikrobiyal yiik gozlenebilmektedir (Scheldeman vd. 2006, Scott vd.
2007, Shaheen vd. 2010). Daha kaliteli ve daha uzun raf dmriine sahip gida iirlinlerine
yonelik artan talep, yeni ambalaj malzemelerinin, teknolojik siireclerin ve sterilizasyon
yontemlerinin gelistirilmesini gerektirmektedir (Scheldeman vd. 2006, Shaheen vd.
2010). Bu da mikroorganizmalarin yeni eradikasyon yontemlerine uyum sagladik¢a
direnclerinin artmasina yol a¢maktadir (Scheldeman vd. 2006, Shaheen vd. 2010,
Checinska vd. 2015).

Gida patojenlerinin tespitinde her ne kadar altin standart olan kiiltiire bagli teshis
yontemleri kullanilsa da, bu yontem 24 ila 48 saat gibi uzun siirelerde yiiriitiilmektedir.
Son zamanlarda, gida kaynakli patojenlerin tespiti ve tanimlanmasi i¢in geleneksel
yontemlerin sahip oldugu sinirlamalarin tistesinden gelebilmek adina, yiiksek duyarlik ve
ozgiillige sahip farkli ve hizl teshis yontemleri gelistirilmistir (Law vd. 2015). Hizh
tespit yontemleri, niikleik asit bazli, biyosensor bazli ve immiinolojik bazli metotlar
olarak kategorize edilmistir (Zhao vd. 2014). Ayrica, arastirmacilar hala canli hiicrelerin
in situ analiz ve ayrimi i¢in hiz, duyarlilik, 6zgiilliik ve uygunluk agisindan iyilestirmeler
igeren yeni yontemler gelistirmeye devam etmektedirler (Zhao vd. 2014). Hizh tespit
yontemleri, 6zellikle gida endiistrisinde, ¢ig ve islenmis gidalardaki patojenlerin varligini
aninda tespit edebildikleri i¢in 6nemlidirler (Law vd. 2015). Bu yontemler zaman, is yiikii
ve maliyetten tasarruf saglayarak ayn1 zamanda beseri kaynakli hatalar1 azaltabilmektedir
(Mandal vd. 2011). Bununla birlikte, bu yeni nesil yontemlerinde bazi avantajlar1 ve
siirlamalar1 s6z konusudur (Law vd. 2015). Genel olarak, gidalarda bulunan patojen

bakterilerin tespiti i¢in kullanilan teknikler asagida listelenmistir;



- Kiiltiire bagli mikrobiyolojik yontemler (Davis 2014),

- Kiiltiirden bagimsiz tespit teknikleri (Janda ve Abbott 2014),

- Farkl tiirlerde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemlerini igeren niikleik
asit dizisine dayali tespit teknikleri (Thissen vd. 2014, Fraisse vd. 2017, Moriconi
vd. 2017),

- Biyokimyasal algilama teknikleri (Singh vd. 2013),

- Immiinolojik algilama teknikleri (Nagaraj vd. 2016)

- Elektriksel ve optik biyosensorleri igeren farkli biyosensor tabanli yaklasimlar
(Hernandez vd. 2014, Yoo ve Lee 2016, Shahdordizadeh vd. 2017, Chanda ve
Brindha 2018),

- Akis sitometrisi (Depince-Berger vd. 2016, Aebisher vd. 2017),

- Kiitle spektroskopisi olan veya olmayan gaz kromatografisi dahil olmak iizere
enstriimantal tabanli tespit teknolojileri (Saptalena vd. 2015),

- Elektrokimyasal ¢arpisma teknigi (Lee vd. 2016),

- Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) (Cheng ve Sun 2015),

- Raman spektroskopisi dahil olmak iizere farkli spektroskopi yontemleri (Pahlow
vd. 2015),

- Hiperspektral goriintiileme teknigi (Gowen vd. 2015, Rahman vd. 2016),

- Uzun menzilli yiizey plazmonla gii¢lendirilmis floresan spektroskopisi
(LRSPFS),

- Enzim baglantili immiinosorbent tahlili (ELISA),

- Endiiktif olarak eslestirilmis plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-MS) (Saravanan
ve 2021).

Bu tekniklerden giiniimiizde siklikla Kullanilan niikleik asit bazli yontemler arasinda,
konvansiyonel PCR (¢oklu PCR (multipleks PCR)), ger¢ek zamanli nicel PCR (kantitatif
Real-Time PCR= qRT-PCR), niikleik asit dizi bazli amplifikasyon (NASBA- Nucleic
Acid Sequence-Based Amplification), dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP-
loop-mediated isothermal amplification) ve mikroarray teknolojisi kullanilmaktadir (Law
vd. 2015). Multipleks PCR’1n temel prensibi geleneksel PCR’a benzemekle beraber,
standart reaksiyondan farkli olarak tek bir spesifik primer ¢ifti yerine birden fazla primer
seti kullanilmasidir (Law vd. 2015).



Kantitatif RT-PCR teknigi, PCR {iriinlerinin tespiti ve goriintiilenmesi i¢in kullanilan
agaroz jel elektroforezi uygulamasini gerektirmediginden klasik PCR'den farklilik arz
etmektedir (Law vd. 2015). Bu yontem, spesifik ¢ift etiketli problar veya interkalat
boyalar tarafindan tretilen floresan sinyalini dlgerek, ger¢cek zamanl bir sekilde olusan
PCR iirlinlerinin olusumunu siirekli olarak izlenebilmesine olanak saglamaktadir (Law
vd. 2015). gRT-PCR igin en yaygin olarak kullanilan floresan sistemleri arasinda SYBR
green, TagMan problar1 ve molekiiler isaret¢iler bulunmaktadir (Law vd. 2015). SYBR
green, ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) baglayici floresan bir boyadir (Hein vd. 2001).
TagMan problart ve molekiiler isaretgiler, SYBR green'in yaygin olarak kullanilan
alternatifleri olmakla birlikte, cogunlukla tercih edilen ve ¢ift boya problari olarak bilinen
TagMan problari, 5' ucunda raportdr boya ve 3' ucunda sondiirme boyasi (quencher)
olarak bir florofor i¢eren kalip zincirlere spesifik niikleotid sekansin tamamlayicisi olan
oligoniikleotitlerden olugsmaktadir (Hein vd. 2001, Levin 2004, Patel vd. 2006, Law vd.
2015). Raportdr ve sondiirme boyasinin florofor sinyalini olusturmasi, Taqg DNA
polimerazin 5’-3' ekzoniikleaz aktivitesine baglidir (Patel vd. 2006, Law vd. 2015). SYBR
Green’in dezavantaji ise 6zgilinligiiniin diisiik olmasi ve tiim ¢ift sarmalli DNA iiriinlerine
baglanmas1 ihtimalidir. Bu nedenle herhangi bir PCR {iriiniinii saptamak ig¢in
kullanilabilmekle birlikte, spesifik olmayan reaksiyon iiriinlerine de (primer dimerleri
gibi) baglanma olasilig1 barindirmaktadir (Levin 2004, Madani vd. 2005). TagMan
problar1 ve molekiiler isaretleyiciler ise diziye 6zgii problar olduklarindan dolay1 primer
dimerleri gibi spesifik olmayan iirlinlere baglanma olasiliklari SYBR Green’e gore daha
diisiik olup, daha yiiksek dogrulukta bir sonu¢ elde edilebilmektedir (Levin 2004).
TagMan tabanli qRT-PCR'in SYBR Green veya molekiiler igaret tabanli qRT-PCR'a
kiyasla daha spesifik oldugunu gosteren aragtirmalar da mevcuttur (Hein vd. 2001, Klerks
vd. 2004). Bununla birlikte, tiim bu PCR tabanli yontemlerin duyarliligi, tespit probu veya
boya (SYBR Green) se¢iminden ziyade esas olarak primerin spesifitesi, dizisi ve erime
sicakligindan etkilenmektedir (Klerks vd. 2004).

Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailesine ait cins iyeleri, pek ¢ok habitatta
bulunabilmekte, sahip olduklar1 termal direng sayesinde yiiksek sicakliklardan sag
cikabilmekte, spor ve biyofilm iiretebilmektedirler. Tiim bu yeteneklerinden otiirii

endiistriyel ortamdaki varliklariin gideriminin zor olmasi nedeniyle bu iki familya liyesi



sporlu basiller tez kapsamina dahil edilmislerdir. Insan saghigini dogrudan tehdit
etmemelerine karsin, islenilen {irlinlerdeki varliklart zamanla iissel olarak artmakta ve
hiicre dis1 bakteriyel enzimlerin aktiviteleri sonucunda besin kalitesinin diismesine ve
endiistriyel ekipmanlarda korozyona yol agarak nihai tiiketicilere diisiik besin degerine
sahip tirlinlerin sunulmasina neden olmaktadir. Bu durumlar ayrica iireticiye mali bir yiik
getirmektedir. Gida kontaminanti mikroorganizmalarin giinimiizde hizli tespitinin
yapildig1 alanlara bakildiginda, genellikle ticari qRT-PCR Kitlerinin kullanildigi
goriilmektedir. Bu ticari kitler i¢erisinde ¢ogunlukla birer gida patojeni olan Escherichia
coli, Bacillus cereus, Salmonella spp., Aspergillus sp., Listeria sp., ve Campylobacter sp.
gibi tiir ve cinsler yer almaktadir. Diinya niifusu ve gida sirkiilasyonu g6z Oniine
alindiginda patojenlerin tespitine yonelik bazi hizli tani kitlerinin ticari olarak tiretimi
yapilsa da iiretim agsamasinda kullanilan ekipman ve cihazlarin korozyonuna, gida
giivenliginin ve Uriiniin kalitesinin dolayli olarak diismesine neden olmakla birlikte
dogrudan patojen niteligini tasimayan diger sporlu basil kontaminantlarinin tespitinin
yapilmasini saglayan Kitler gerek literatiirde gerekse de patent galismalari arasinda

bulunmamaktadir.

Yukarida anlatilan bilgiler 15181inda, gida endiistrisinde {ireticiye mali yiik getiren, besin
kalitesi ile raf 6mriinii diisiiren, Siit ve siit tirtinlerinin tiretildigi ve islenildigi ortamlarda
siklikla bulunan sporlu basil kontaminantlarinin tespitinin, tez kapsaminda altin standart
olarak bilinen kiiltiire dayali tekniklere kiyasla, daha hizli ve daha giivenilir yapilmasi
amaclanmis ve Bacillaceae ile Anoxybacillaceae ailesine ait cinslerin qRT-PCR temelli

yaklasimla varliklariin tespitine yonelik bir metodoloji gelistirilmesi hedeflenmistir.

Yukarida 6zetlenen tiim bu bilgiler sonucunda, mevcut literatiir ve patent arastirmalarinda

saptanan bir agigin kapatilmasi hedeflenerek yola ¢ikilan bu tez ¢alismasi kapsaminda,

- Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailesine ait cinslerin molekiiler taksonomisinde
kullanilan gen bolgeleri se¢ilmis,

- Siit ve siit endiistrisinde siklikla karsilagilan sporlu basillerin bu gen bolgelerinin
hizalamalar1 yapilmas,

- Her bir gen bolgesi i¢in PCR asamasinda kullanilabilecek muhtemel primer ve

prob tasarimlar1 gergeklestirilmis,



Konvansiyonel PCR ve gRT-PCR yontemi ile cins igi ve cinsler arasi
caprazlamalar yapilarak primer/prob spesifiteleri belirlenmis,

Secilen primer ve prob setlerinin uyumu tekli ve ¢oklu qRT-PCR reaksiyonlariyla
incelenmis,

Belirlenmis 7 temsilci sporlu basilin (Anoxybacillus flavithermus DSM 2641,
Anoxybacillus kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 hs. Anoxybacillus
ayderensis, Geobacillus thermodenitrificans DSM 465, Geobacillus
stearothermophilus ATCC 43223, Bacillus subtilis 1971, Bacillus licheniformis
DSM 13, Bacillus amyloliquefaciens DSM 7) spor iiretim optimizasyonlari
yapilmis,

Siit varhiginda 7 temsilci tiiriin spor ve vejetatif hiicrelerinden cam boncuklarla
vorteksleme ve sonikayon yoOntemleriyle genomik DNA izolasyonlar
gerceklestirilmis,

Bu iki farkl siitten izolasyon yontemi, gerek elde edilen DNA miktarlar gerekse
de gRT-PCR etkinlikleri g6z oniine alinarak kiyaslanmus,

Siit ortaminda kiiltiirel ve kiiltiirel olmayan qRT-PCR teknikleriyle tespit limitleri
belirlenmis,

Tasarlanmig cins bazli primer/prob ciftlerinin cins i¢i ve cinsler arasi

hassasiyetleri ve etkinlik (Efficiency) degerleri saptanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Mikroorganizmalarin Siit ve Siit Uriinlerinde Sebep Oldugu Sorunlar

Siit, temel olarak protein, yag, laktoz, vitamin ve mineralden olusmaktadir (Nicklas vd.
2009, Cuboni vd. 2012, Kereste§ 2016). Igerisindeki proteinler, besinsel olarak gerekli
olan ve insanlar i¢in vazgeg¢ilmez bir aminoasit kaynagini olusturan kazein ve peynir alt1
suyundan olusmaktadir (Kubicova vd. 2019). Diger bir siit bilesen ise birincil bilesen
olarak bilinen ve enerji liretiminde biiyiik bir rol oynayan hidrokarbon yapidaki laktozdur
(Kubicova vd. 2019). Diisiik bir kolesterol seviyesi igeren siit yagi ve lesitin ise siitiin

diger 6nemli bilesenleri olarak bilinmektedir (Kubicova vd. 2019).

Beck ve Coad'a (2017) gore, inek siitii igerisinde ¢ogunlukla kalsiyum, fosfor ve
potasyum mineralleri olmakla birlikte, az miktarda demir ve bakir da bulunmaktadir.
Sayilan bilesenlere ek olarak, suda ve yagda ¢oziinen vitaminleri de igermektedir. inek
stitinde, A, B1, B2, B6 ve B12 vitaminleri, biyotin ve az miktarda C vitamini de
bulunmaktadir (Zelenidkova vd. 2008). Bu kadar yogun besin degerine sahip siit ve siit
tiriinlerindeki zengin igerikli besin maddelerinin bir arada bulunmasi, dogal olarak
mikroorganizmalarin bu ortamda gelismesi i¢in ideal bir zemin olusturmaktadir (Quigley
vd. 2013). Saglikl1 bir hayvandan sagaltimi yapilan siit baslangigta steril kabul edilmekle
birlikte, dis ortamlardaki toprak ve insan kaynakli gesitli bulasi kaynaklarindan gelen
mikroorganizmalar tarafindan kolonize edilebilmektedir (Quigley vd. 2013, Gleeson vd.
2013, Sadiq vd. 2018). Zengin besin degerinin yani sira, mikroorganizmalarca kontamine
olan siit ve tiriinlerinin islendigi ortamlarda gerekli sicaklik kosullar1 da saglandiginda,

mikroorganizmalar i¢in miikkemmel bir gelisim ortam1 olusmaktadir.

Cig siit, sagilan hayvan veya ciftlik emekgileri aracilifiyla uygunsuz sagilma
stireglerinden, ¢iftlik ortamlarindan, ¢elik tanklar, kaplar ile benzeri siit ekipmanlarindan
ve bunlara ek olarak, siit ve siit tozu islenmesinde kullanilan ekipmanlarda halihazirda
bulunabilen mikroorganizmalar tarafindan kontamine olabilmektedir (Gleeson vd. 2013,
Faille vd. 2014, VanderKelen vd. 2016, Sadiq vd. 2018). Bu kontaminasyon kaynaklari

sonucunda Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,



Salmonella sp., verotoksijenik E. coli (VTEC) gibi patojen bakteriler ve Bacillus cereus
gibi sporlu basiller siit ve siit tirlinleri igerisinde ve isletiminin yapildigr ortamlarda
siklikla bulunabilmektedirler (Baylis 2009, Quigley vd. 2013, Law vd. 2015). Bacillus
cereus gibi sporlu basiller sadece siit iiriinlerinin bozulmasina degil ayn1 zamanda gida
giivenligi sorununa sebep olmaktadir (Stenfors Arnesen vd., 2008, Ehling-Schulz vd.
2011, Quigley vd. 2013). Bu mikroorganizmalar siit kalitesini etkilemekle beraber,
iirettikleri lipaz ve proteazlar ile birlikte siit ve siit Uriinlerinin eksiyerek kesilmesine
neden olurlar (Li vd. 2018). Tiim bu saptamalar, mikroorganizmalarla kontamine olan siit
ve siit Uriinlerinin islenme siiregleri esnasinda gesitli uygulamalarla elimine edilmesi

gereksinimi ortaya koymaktadir.

Siit sagildig1 anda islenmesi zor oldugundan, ¢ig siitii belirli kosullarda saklayabilmek
amaciyla, insanlik tarihi ¢ig siitlin besin degerini korumak, raf dmriinii uzatmak ve halk
sagligr agisindan sorun teskil eden patojen siit kontaminantlarini uzaklastirmak ve
ortamdaki mikrobiyal yiikii azaltmak i¢in ve siit iriinlerine ¢esitli 1s1l islemler
uygulamistir. Louis Pasteur’iin 1862 yilinin Nisan ayinda ilk defa gidalarda bozulmay1
Onleyici bir 1s1l islem siireci olan Pastorizasyonu kesfetmesine kadar uygulamanin
siddetine ve kullanim amacina bagli olarak kaynatma yontemi ve sterilizasyon gibi ¢esitli
1s1l uygulama stiregleri uygulanmistir. Sonrasinda Nicholas Appert tarafindan kesfedilen
ve ticari alanda kullanim potansiyeli olan 1sil islem uygulamasi, zamanla gida
endiistrisinde dnemli bir teknoloji olusturmustur (Karel ve Lund 2003). Isil islemin
amaci, gida giivenliginden 6diin vermeden gida iirlinlerinin raf émriinii uzatmaktir. Bu
kapsamda, pastorizasyon ve sterilizasyon gibi ¢esitli 1s1l uygulama islemleri,

uygulamanin siddetine ve kullanim amacina gore segilebilmektedir (Karel ve Lund 2003).

Gilinlimiizde ise gida giivenliginden 6diin vermeden siit ve siit {iriinlerinin raf émriinii
uzatmak i¢in, Termizasyon, Pastorizasyon ve Yiiksek Isil Uygulamasi (Ultra Heat
Treatment, UHT) islemleri uygulanmaktadir (Karel ve Lund 2003). Termizasyon 57-
68°C aras1 sicakliklar kullanilarak siitin 19 saniye boyunca 1sitilmas1 olarak
tanimlanmistir (Lewis ve Heppell 2000). UHT ise, siitiin 135-154°C’de ve 1 ila 8 saniye
stiresince 1sitilmasini icermektedir (Penfield ve Campbel 1990). Pastorizasyon tanimi

ise, slit ve siit iiriinlerinin her bir kismina esit olarak uygun ekipman ile spesifik olarak



belirtilen siire/sicaklik kombinasyonunun uygulanmasi islemi olarak bilinmektedir (Food
and Drug Administration 2011). Siklikla kullanilan pastorizasyon siireci 72°C’de 15
saniyedir ve insanlar i¢in patojen olarak bilinen siit kontaminantlarin1 elimine ederek
mikrobiyal yiikii glivenli seviyeye ¢cekmek icin yeterlidir (O’Callaghan vd. 2019). Fakat,
tiim bu farkli 1s1l islem uygulamalara ragmen ortamdan elimine olmayan 1stya direngli
mikroorganizmalar, islem sonrasinda ortamda bulunmaya devam ederek dogrudan insan
sagligini tehdit etmeseler de besin kalitesini diisiirerek ve isletme ortamlarinda kullanilan

ticari ekipmanlarin 6mriinii kisaltarak tireticiye mali yiik getirmektedirler.

Siit ve ilgili isletmelerdeki kontaminantlarin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kiiltiire
dayali ve kiiltiire dayali olmayan ¢esitli tekniklerle yiiriitilen ¢ok sayidaki literatiir
calismasinda (Flint vd. 2001, Burgess vd. 2010, Burgess vd. 2014), siitiin dogal
kontaminant1 olarak bilinen patojen bakterilerin yani sira, termofilik veya fakiiltatif
termofilik spor olusturan basillerin de bu ortamlarda bulunabildikleri bilinen bir
fenomendir (Flint vd. 2001, Burgess vd. 2010, Quigley vd. 2013, Burgess vd. 2014, Liu
vd. 2020). Bu sporlar, siit ve siit Uriinlerinin islendigi kosullarda gerceklesen 1s1l
uygulamalarda igsel diren¢ mekanizmalariyla sag kalarak ve tiretim ekipmanlari lizerinde

biyofilm olusturarak son iiriiniin kontamine olmasina da sebep olurlar (Ryu vd. 2021).

Siit tirtinlerinden siklikla izole edilen bu spor iireticileri genellikle Bacillus, Geobacillus,
Anoxybacillus ve Paenibacillus cinsine ait liyelerdir (Xu ve Coté 2003, Fritze 2004,
Burgess vd. 2010). Siit ve siit iiriinlerinin bozulma sebeplerine yonelik arastirmalarda,
Bacillus subtilis’in siitiin bozulmasina yol agan ve sicakliga dayanikli lipolitik enzimler
tirettigi belirlenmistir (Schmidt-Dannert vd. 1997, Chen vd. 2003). Ustelik bu termostabil
enzimler pastdrizasyon ve termizasyon islemleri i¢in kullanilan sicaklik araligi olan 60
ila 75°C arasindaki sicakliklarda optimum aktivite gostermektedirler (Schmidt-Dannert

vd. 1997, Chen vd. 2003).

Firmicutes filumuna ait Bacillaceae ve Anoxybacillaceae familyalari; endospor iireticisi,
aerobik veya fakiiltatif anaerobik, basil (cubuk) seklinde, fenotipik agidan genis
cesitlilikteki Gram pozitif veya Gram degisken (variable) cinsleri kapsayan kalabalik bir
bakteri grubudur (Logan ve De Vos 2011, Chuvochina vd. 2023, Patel vd. 2024). Bu
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aileye mensup iiyeler, termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik habitatlar
da dahil olmak iizere dogada ¢ok ¢esitli karasal ve sucul ortamlarda yaygin olarak bulunan
toprak kaynakli mikroorganizmalardir (Coorevits vd. 2012, Logan ve De Vos 2015).
Yillar boyunca yapilan mikrobiyolojik c¢alismalarda, 6zellikle Bacillaceae ailesine
mensup iiyelerin, toprak, sediment ve havada bulundugu kanitlanmakla beraber, Kennedy
Uzay Merkezi'ndeki temiz odalarda ve hatta insan kani gibi alisilmadik ortamlarda
bulunabildikleri de belirlenmistir (Bottone 2010, Vaishampayan vd. 2010, Seiler vd.
2013). Ayrica, Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailesi liyelerine, tathh su ve deniz
ekosistemleri, camur, ¢esitli insan ve hayvan sistemleri, gida maddeleri (fermente gidalar
dahil), kompost ve kaplicalar gibi sistemler ile tuz golleri gibi ortamlarda da rastlanmigtir
(Mérquez vd. 2011, Schmidt vd. 2011, Hoyles vd. 2012). Son yillarda yapilan
taksonomik revizyonlarla beraber, Bacillaceae ailesine ait termofilik iiyelerin bir¢ogu
Anoxybacillaceae olarak adlandirilan yeni bir aileye tasinmis olup, iiyelerin cins

isimlendirmeleri de degismistir (Chuvochina vd. 2023, Patel vd. 2024)

Bu sporlu basiller, besin eksikligi basta olmak iizere cesitli ¢evresel fiziksel ve kimyasal
streslere maruz kaldiklarinda spor olusturma o6zelligini sergilerler (Doyle vd. 2015).
Mikroorganizmanin zorlu kosullar altinda hayatta kalmasini saglayan bu spor yapilari,
kimyasallara (Russell 1990), pH ve sicaklik degisimlerine (Blocher ve Busta 1983),
ozmotik soka ve ultraviyole 1sinlarina (Roberts ve Hitchins 1969) kars1 dogal bir direng
gostermektedir. Cevresel kosullar gelisim ve biiylime i¢in uygun hale geldiginde, sporlar
cimlenme olarak bilinen agamaya gecerek yeniden vejetatif yasam formuna doniisiirler

(Russell 1990).

Bacillaceae ve Anoxybacillaceae iiyeleri, zorlu endiistriyel islemlerde yiiksek pH ve
sicaklik degerlerine dayaniklt enzimler {iretebildiklerinden ¢ok sayida fayda da
saglamaktadirlar (Sharp vd. 2021). Yiiksek talep goren bu enzimatik {irlinlerin birgogu,
sporlu basiller kullanilarak yapilan endiistriyel fermantasyon siirecleri sonucunda diisiik
maliyetle kisa siire igerisinde {iretilebilmektedir. Ayrica, ilag, farmakoloji, tarim,
ambalajlama ve atik yOnetiminde yararli olabilme potansiyeli tasiyan ve mikrobiyal
hiicrenin disina salgiladiklar1 ekstraseliiler maddeler (EPS) de barindirmaktadirlar (Vert

vd. 2012). Bu aileye mensup iiyelerinin termostabil enzimleri, endiistriden yiiksek talep
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goren hiicresel iirlinler ile biyofilm yapilarinda bulunan ve biyoteknolojik 6nem arz eden
mikrobiyal hiicre dis1 maddeleri basta olmak iizere bu faydalar ile oldukga ilgi ¢ceken ve

siklikla ¢aligilan bir mikroorganizma grubu olarak bilinirler (Radchenkova vd. 2011).

Tim bu belirtilen faydalarina karsin, igme suyu boru sistemleri, jeotermal enerji
santralleri, sicak su sondaj borular1 ve hatlarinin i¢ yiizeyleri, siit ve siit liriinleriyle temas
eden yiizey ve ekipmanlar, meyve sular1 veya glikoz suruplarinin iiretiminde kullanilan
paslanmaz celik fermentorler gibi ¢esitli insan yapimi habitatlarin yaygin kontaminatlari
olduklart icin endiistriyel siirecler i¢in bir o kadar da risk teskil etmektedirler (Etoa ve

Michiels 1988, Flint vd. 2001).

Sporulasyon, spor olusturan Firmicutes’in olumsuz ¢evresel kosullara dayanabilmesini,
diinyaya ve hatta potansiyel olarak uzaya yayilmasini saglayan 6nemli bir hayatta kalma
mekanizmas1 olarak bilinir (Setlow 2006, Horneck vd. 2010). Hiicre bdliinmesiyle
dogrudan iliskili bir siire¢ olup, cok sayida regiilasyon noktastyla kontrol edilmektedir
(Veening vd. 2009). Bacillus subtilis lizerinde yapilan ¢alismalar sayesinde sporulasyon
stirecinin 500°den fazla genetik determinantla iliskili oldugu anlasilmistir. Sporulasyon
stireciyle alakalr genler Evre 0’dan Evre VI'ya kadar ¢esitlendirilen farkli ekspresyon

zamanlari ile karakterize edilmektedir (Galperin vd. 2012).

Gida endiistrisinde kullanilan sanitasyon ve temizlik stratejileri, olusan biyofilm yapisinin
kontrolii i¢in kullanilan temel giderim siireclerini kapsamaktadir (Huang vd. 2019). Siit
ve siit {rlinlerinin tretildigi ve islendigi ortamlarda kullanilan temizlik prosediirleri
icerisinde yer alan “Yerinde Temizlik” (Cleaning-In-Place) islemleri mikrobiyal yiikiin
azaltilmasina yonelik kullanilan temel bir stratejidir (Peng vd. 2002, Bremer vd. 2006).
Bu sanitasyon stratejisi, organik ve inorganik kontaminantlari ortamdan uzaklastirarak,
yiizey tizerindeki canli mikroorganizma oraninin %99'a kadar giderilmesini saglayacak
sekilde tasarlanmistir (Vlkova vd. 2008). Yerinde Temizlik sistemlerinin amaci, temizlik
igin gereken siireyi kisaltarak, deterjan ve dezenfektanlarin daha uygun konsantrasyonlar
ve sicakliklarda kullanilmasini ve soliisyonlarin geri kazanilmasini saglayarak, maliyeti
diisiirecek sekilde ekonomik bir optimizasyon prosediirii sunmaktir (Gracia ve Diaz,

2011, Thomas ve Sathian 2014). Fakat bu siirecin en biiylik handikaplarindan biri,
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biyofilm olusturan hiicrelerin (vejetatif ve spor hiicreleri) kullanilan bu kimyasallar
icerisinde canliliklarmi devam ettirebiliyor olmalaridir. Ornegin, siit ve siit {iriinleri
endiistrisinde siklikla kullanilan geleneksel yerinde temizlik yontemleri, olusan biyofilm
yapilarinin tamamen giderilmesinde basarili olamamistir (Bénézech ve Faille 2018).
Geleneksel, giiclii asidik ve bazik formiilasyonlar uygulanarak yapilan yerinde temizlik
calismalarinin da B. cereus, Anoxybacillus ve Geobacillus biyofilmlerini tamamen
ortadan kaldirmadigi goriilmiistiir (Bremer vd. 2006, Kumari ve Sarkar 2014, Karaca vd.
2022D).

Sahip olduklar1 tiim bu yetenekler sebebiyle, sporlu basiller siit ve siit {iriinlerinin
tiretildigi ve isletildigi ortamlarda hayatta kalabilmekte olup ortamdan uzaklastirilmalari

zorlu bir siirectir.

2.2 Bacillaceae Ailesi

Firmicutes filumunun isimlendirmesi 2021 yilinda degistirilerek Bacillota olmustur.
Firmicutes filumunda homotipik ve heterotipik es anlamli olarak kullanilan 9 farkli

isimlendirme mevcuttur (Parte vd. 2020). Bunlarin tamami Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Firmicutes filumunun yillar icerisinde kabul goren isimlendirmeleri

Isimlendirme Es anlam/ Yayin

Endobacteria (Cavalier-Smith 1998, Heterotipik es anlam, gegerli yaymi yok

Cavalier-Smith 2020)

Eurybacteria (Cavalier-Smith 1998) Heterotipik es anlam, gegerli yaymi yok

Thermodesulfobiota (Frolov vd. 2023) Heterotipik es anlam, ICNP*’de gegerli yayini
var

Bacillota (Whitman vd. 2018) Homotipik es anlam, gegerli yayini1 yok

Bacillaeota (Oren ve Garrity 2015a) Homotipik es anlam, gegerli yayini1 yok

Bacillota (Oren ve Garrity 2021) Homotipik es anlam, ICNP*’de gegerli yayini

Halanaerobiaeota (Alsufyani 2018) Eaerterotipik es anlam, gegerli yaymi yok

*ICNP: The International Code of Nomenclature of Prokaryotes
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Bergey’s Manual of Archaea and Bacteria’da su ana kadar tanimlanmis tiim aileler ve
cinsler yer almaktadir (Rainey vd. 2015). Bu basucu eserinde yer alan Bacillaceae
ailesine ayrilmis olan boliimiinde yapilan tanim; “Bacillus ve diger 18 cinsi igerisine alan
bu aile, 16S rRNA gen dizilerinin filogenetik analizlerine bagli olarak olusturulmustur.
Cogunlugu, Gram-pozitif hiicre duvari yapisina sahip ve endospor olusturma 6zelliginde,
acrobik veya fakiiltatif anacorbik kemo-organotrofik ¢ubuklardir” seklindedir (Logan ve
De Vos 2011). Ayrica tanimlama, bu 6zelliklerinin istisnalar1 da mevcuttur seklindedir

olarak devam etmektedir.

Domain: Bacteria
Alem: Firmicutes
Sinif: Bacilli

Takim: Bacillales
Aile: Bacillaceae

Aile: Anoxybacillaceae

Prokaryotik taksonomik siniflandirma her gegen yil yeni tiir ve cins kesifleriyle
giincellenmekte ve yenilenmektedir. Giintimiizde tiim genom dizi verilerindeki muazzam
artis nedeniyle Chuvochina ve arkadaslar1 (2023) ile Patel ve arkadaslarinin (2024)
yaptiklart giincel c¢alismalarla Bacillaceae ailesine ait cinslerin taksonomik
siniflandirilmasinda  biiyiik degisiklikler yapilmis olup, Anoxybacillaceae olarak
isimlendirilen ikinci bir aile olusturularak, termofilik 6zellikteki Geobacillus ve
Anoxybacillus cinsleri bu aile icerisinde yer almustir. Ozellikle cins, tiir ve alttiir
tanimlarinin yapildigi giincel literatiir incelendiginde, Logan ve De Vos (2011)’un
olusturdugu listenin daha da kapsamli bir hale getirildigi goriilmektedir (Parte vd. 2020,
Gupta 2020, Chuvochina vd. 2023, Patel vd. 2024).

2.2.1 Bacillus cinsi

Cohn tarafindan ilk defa 1872°de Bacillus olarak tanimlanan ve isimlendirilen bu cinsin
tiyeleri siniflandirilirken zamanla ciddi diizenlemelere maruz kalmais, cinsle iligkili birgok

filogenetik grup yeniden olusturulmustur (Stackebrandt vd. 1994, Logan vd. 2009, Gupta
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vd. 2020, Sekil 2.1). Cogunlukla hiicreler ¢ubuk sekilli, diiz veya hafif kivrimli, tekli veya
ikili halde bazi durumlarda zincir olusturabilen veya uzun filament yapilar halinde
bulunabilmektedir (Logan ve De vos 2015). Gram pozitif veya sadece gelismenin erken

sathalarinda Gram-pozitif olarak gozlenmektedir (Logan ve De vos 2015).

Ozellikle son yillarda yapilan arastirmalardan biri dikkat cekicidir. Gupta ve
arkadaglarinin (2020) gerceklestirdigi calismada, Bacillaceae ailesine dahil ve daha
oncesinden Bacillus cinsine ait ¢ogu tiriin sadece taksonomik simiflandirmalar
degismekle kalmayip, liyelerin cins siniflandirmalari da 16S rRNA genleri ve genomik

dizilemele verilerine gore yeniden revize edilmistir.

Siit tozlariin ana bakteriyel kontaminantlari olarak ¢ogunlukla Bacillus cinsine ait tiirler
bilinse de Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine ait iiyeler de 6nemli birer kontaminant

kaynagi olarak tanimlanmaktadir (Sadiq vd. 2018).

o(i; :‘*"P

° o

(Bar ¢ubugu 2 u’yi gostermektedir.)
Sekil 2.1 Bacillus tiirlerinin faz kontrast mikroskobu goriintiileri a) Bacillus cereus, b)

Bacillus thuringiensis, ¢) Bacillus licheniformis, d) Bacillus subtilis, ¢)
Bacillus pumilus (Logan 2012).
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2.3 Anoxybacillaceae Ailesi

2023 yilinda Chuvochina ve arkadaslarinin artan tim genom dizi bilgileriyle
gergeklestirdikleri ¢alismayla beraber, daha onceden Bacillaceae ailesine ait bazi
termofilik tliyelerin taksonomik siniflandirmasi degismis ve yeni bir aile olarak kabul
edilen Anoxybacillaceae ailesi igerisine dahil edilmislerdir. Chuvochina ve arkadaglarinin
(2023) yiiriittiigii bu arastirmada, sirasiyla bakteri ve arke genomlarinin %58 ve %931
yeniden siniflandirilmistir (Parks vd. 2018, Rinke vd. 2021, Chuvochina vd. 2023, Patel
vd. 2024). Sonrasinda ise Patel ve arkadaslarinin (2024) yiiriittiikleri son taksonomik
revizyon ¢alismastyla beraber, pek ¢ok termofilik basil cinsin siniflandirmasi degismis
olup, Parageobacillus (Aliyu vd. 2018), Anoxybacillus (Pikuta vd. 2000) Geobacillus
(Nazina vd. 2001) Saccharococcus (Nystrand 1984), Thermolongibacillus (Cihan vd.
2014b), Anoxybacteroides (Patel vd. 2024), Paranoxybacillus (Patel vd. 2024) ve
Thermaerobacillus (Patel vd. 2024) cinslerinin taksonomisi yeni olusturulan

Anoxybacillaceae ailesi altinda yeniden siiflandirilmistir (Chuvochina vd. 2023).

2.3.1 Anoxybacillus cinsi

Siit iiretiminin ve isletiminin yapildigi ortamlardan izole edilen diger bir cins olan
Anoxybacillus’un Moskova’nin Pushchino yerleskesinden izole edilen ilk temsilci tiirii
Pikuta ve arkadaslar1 (2000) tarafindan Anoxybacillus pushchinensis olarak adlandirilaran
ve 60°C’lik bir optimum gelisim sicakligina gereksinim duyan bir anaerobik termofildir.
Cinse ait liyeler, Gram pozitif, gubuk seklinde, fakiiltatif aerobik veya anaerobik, katalaz
degisken, alkalifilik, alkalitolerant veya nétrofilik, termofilik ve kemoorgonotrofik birer

spor lreticisi basildir (Pikuta vd. 2000).

2.3.2 Geobacillus cinsi

2001 yilinda Nazina ve arkadaslar tarafinda yapilan cins tanimindan bu yana, bu cinse
ait iiyeler de taksonomik olarak yeniden diizenlenmistir. Geobacillus tiyeleri Gram
pozitif, cubuk seklinde, zorunlu termofilik, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, notrofilik,

kemoorganotrofik, katalaz degisken ve endospor iireticisi hiicre yapisina sahiptirler
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(Nazina vd. 2001). Zaman igerisinde genomik verilerin artigina bagli olarak Geobacillus
cinsine ait Uyeler taksonomik revizyona ugramis, bir kismu Parageobacillus

isimlendirmesi alarak farkli bir cinse tasinmistir (Aliyu vd. 2018, Patel vd. 2024).

Bu cinsin optimum gelisme sicakligi 50°C’nin iizerinde olup, Geobacillus cinsine ait
tiirler, sicak su kaynaklari, petrol alanlari, derin deniz sedimentleri, seker rafineleri, siit
ve siit iirlinlerinin tiretildigi fabrikalar gibi yiiksek sicaklik barindiran ortamlardan izole
edilebilmistir (Zarilla ve Perry 1987, Nazina vd. 2001, Marchant vd. 2002, Ronimus vd.
2003, Tai vd. 2004, Takami vd. 2004, Scott vd. 2007).

2.4 Siit ve Siit Uriinlerinde Siklikla Yer Alan Sporlu Basil Tiirleri

90’11 yillarin bagindan bu yana yapilan ¢alismalarla 6zellikle Bacillus cinsi basta olmak
tizere Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailelerine ait cinslerin, gida endiistrisinde 6nemli
bir yere sahip olduklar1 bilinmektedir (Montville 1982, Meer vd. 1991, Kalogridou-
Vassiliadou 1992, Rosenkvist ve Hansen 1995, Hammer vd. 1995, Jensen 1999, Govan
vd. 1999, Heyndrickx ve Scheldeman 2002). ilk olarak, bu basiller her ortamda
bulunmaktadir. Bu durum ¢ig gida ve gida igeriklerinde kullanilan ham maddelerden
mevcudiyetlerini ortadan kaldirilmasini zorlastirmaktadir ve sterilizasyon islemi
sonrasinda yapilan doldurma ve paketleme asamasinda kolaylikla bulagi meydana
gelebilmektedir. Ikinci olark, sterilizasyon ve pastdrizasyon asamalarinda kullanilan 1s1l
islemler cogunlukla vejetatif hiicreleri 6ldiirmek icin yeterli olmakta fakat spor yapilarin
giderilmesi i¢in yetersiz kalmaktadir. Son olarak da bir¢ok spor yapisi adhezif 6zellikte
oldugundan, iiretim bandinin ve iiretimde kullanilan ¢esitli ekipmanlarin yiizeylerine
tutunmalar1 sonucu biyofilm yapisinin olusumuna neden olmaktadirlar (Heyndrickx ve
Scheldeman 2002). Siit ve siit {irlinleri icerisinde varligi saptanan Bacillaceae ve

Anoxybacillaceae ailesine mensup iiyelerden,

e Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
cereus, Bacillus pumilus, Bacillus smithii gibi birgok Bacillus tiiriiniin
(Scheldeman vd. 2002, Te Giffel vd. 2002, Riickert vd. 2004, Scheldeman vd.
2005, Durak vd. 2006, Huck vd. 2007, Ranieri vd. 2009, Reginensi vd. 2011,
Postollec vd. 2012, Seale vd. 2012, Dhakal vd. 2013, Di pinto vd. 2013, Liicking
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vd. 2013, Zhao vd. 2013, Burgess vd. 2014, Masiello vd. 2014, Buehner vd. 2015,
Sadiq vd. 2016a,b, Zain vd. 2016, Flint vd. 2017, Martinez vd. 2017, Janior vd.
2018a,b, Mugadza ve Buys 2018, Li vd. 2019),

e Anoxybacillus flavithermus basta olmak {izere birgcok Anoxybacillus tiiriiniin
(Reginensi vd. 2011, Postollec vd. 2012, Liicking vd. 2013, Zhao vd. 2013,
Burgess vd. 2014, Riickert vd. 2004, Sadiq vd. 2016a, Li vd. 2019)

e Geobacillus stearothermophilus basta olmak tizere birgok Geobacillus tiiriiniin
(Riickert vd. 2004, Scheldeman vd. 2005, Seale vd. 2012, Liicking vd. 2013, Zhao
vd. 2013, Burgess vd. 2014, Buehner vd. 2015, Sadig vd. 2016a, Li vd. 2019)
gerek klasik kiiltiirel gerekse de molekiiler tekniklerle siit ve siit tiriinlerindeki

varliklari tespit edilmistir.

Siit ve siit Girinlerinde mikrobiyolojik ve molekiiler biyolojik yontemlerle siklikla tespit
edilen Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailesine ait basillerin 6zellikle spor ve biyofilm
yapisi olusturma, yiiksek 1siya dayanabilme ve siit varliginda iyi gelisebilme karakterleri

nedeniyle mevcut literatiirde siit kontaminanti olan sporlu basiller olarak kabul edilirler.

2.5 Spor Kavrami ve Olusum Mekanizmasi

Firmicutes filumunda yer alan bircok cins, gelismelerine olanak saglamayan cevre
kosullartyla karsilastiklarinda sporlar olusturmaktadirlar (Swick vd. 2016, Setlow vd.
2019, Christie ve Setlow 2020). Bu bakteriler, besin kitligina morfolojik olarak farkli bir
hiicre formu olan endospor olusturarak yanit vermektedirler (Higgins ve Dworkin 2012).
Bu siire¢ sporulasyon olarak adlandirilmaktadir. Robert Koch (Koch 1876) ve Ferdinand
Cohn'un (Cohn 1876) 19. yiizyildaki yiriittiikleri temel calismalardan bu yana
mikrobiyolojik incelemelerin ana konusu olmuslardir (Higgins ve Dworkin 2012).
Endospor, asir1 sicakliklara, kurakliga, radyasyona ve hatta antibiyotikler de dahil olmak
tizere pek ¢cok kimyasal ajana kars1 direng gostererek yillar boyunca sag kalabilmektedir

(Cortesao vd. 2019, Setlow 2019)

Sporlar, ¢ogalan hiicrelere nazaran mikroskobik acidan daha farkli goriintirler (Higgins

ve Dworkin 2012). Bu morfolojik farklilagsma, hiicrenin bir kutbuna yakin asimetrik bir

18



boliinme ile baslar ve daha kiigiik bir hiicre olan 6n sporun ve daha biiyiik bir hiicre olan
ana hiicrenin olugmastyla sonuclanir (Higgins ve Dworkin 2012). Sporulasyon sirasinda
olusan septum, normal, orta hiicre béliinme septumuna benzemekle beraber ayni sekilde
olusmamaktadir. Sporulasyon septumunda iki bélmeyi ayiran daha ince bir peptidoglikan
tabakas1 da olugsmaktadir (Sekil 2.2 ve 2.3, Higgins ve Dworkin 2012). Cok sayida protein
spesifik olarak bu septumda lokalizedir ve bunlardan bazilar1 septumun yalnizca bir
tarafinda bulunur. Tamamlanmanin ardindan septum biikiilmeye baslar ve olusan kiigiik
Onspor tamamen ana hiicrenin igerisinde kalir (Sekil 2.2 ve 2.3, Higgins ve Dworkin

2012).

Cimlenme Asimetrik boliinme

Spor salinimi

i
O
1 [

Kilif olusum . .
s l { Korteks sentezi
\

Sekil 2.2 Sporulasyon (Higgins ve Dworkin 2012)
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Evre 0 Vejetatif hiicre. Kromozom, membran ve peptidoglikan hiicre duvari
goriilmektedir (spo0A, spo0B)

DNA replike olarak aksial filament seklinde iki kromozom olusur ve
hiicre boyunca uzanir ve bolinme kisimlar1 (noktali yerler) polar

Evre |
durumlara gog¢ eder.
Boliinme kisimlarindan sadece biri septum olusturur, biiyiik ana hiicre ve
Evre II ‘ kiiciik onspor kismi olusur. Polar septum, SpolllE DNA translokaz ,
& tarafindan taginan kromozomu 6n spor igerisinde olacak sekilde hapseder.
S
? Ana hiicrenin membrani, fagositik benzeri bir islemle 6nspor gevresine
Engulfment 0 dogru kapanir. Bu asamada 6nspor ¢evresinde proteince zengin kilif
z olugsmaya baslar.
@ Engulfment asamasindan sonra, 6nspor igerisinde ana hiicre sitoplazmast
Evre III yer alacak sekilde iki membran ile sinirlandirir; i¢ membran orijinal dnspor
a membrani olup, dig membran ana hiicreden gelmistir (spoll/4AB).
Peptidoglikandan olugan bir korteks i¢ ve digs membran arasinda sentezlenir.
Evre IV Kiiciik asit ¢oziiniir proteinler (small acid-soluble proteins- SASPs)
z kromozoma baglanmaya baslar.
Kilif olusumu bu asamada tamamlanir.
Evre V
- " @ Ana hiicre tarafindan sentezlenen dipikolinik asit (DPA) 6nspora yiiklenir.
vre V DPA HO Onspor cekirdegi, kismen dehidre hale gelir ve spor 1siya karsi direng
z kazanir.
Kilif DM

ortama salinmig olur. Sporun farkli yapilar su sekilde kisaltilmistir; DM:

Ana hiicre lize olur ve spor uygun kosullar gerceklesince ¢imlenecegi
Evre VII e s olu
0 Dis Membran, IM: I¢ membran
Kor

Sekil 2.2 Sporulasyon agamalar1 (Riley vd. 2022)

Normal vejetatif hiicre biiyiimesi, spor olusumu agisindan asama 0 olarak

tanimlanmaktadir. Bu agamayi, vejetatif hiicrenin asimetrik hiicre boliinmesi gegirerek,
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iki bolme olusturdugu ve daha kiiciigli 6nspor olarak adlandirilan, septum tarafindan
ayrilan bir asama olan Asama I takip etmektedir. Hiicre DNA'sinin bir eksenel filament
olarak olugmasiyla belirlenen asama I, baglangigta Ryter (1965) tarafindan tanimlanmis
olsa da artik bir agsama olarak kabul gormemektedir (Piggot ve Coote 1976, Errington
1990). Asama III'te, prespor ana hiicre tarafindan yutularak i¢ ve dis 6nspor zarlar ile
siirlanmais bir hiicre olan foresporu olusturur. Asama IV, i¢ ve dis dnspor zarlar1 arasinda
bulunan peptidoglikan (PG) tarafindan olusturulan spor korteksini meydana getirirken; b
durumu Asama V'te spor kabugu olusumunu takip eder. Asamalar IV ve V sirasinda,
ana hiicre ayrica ¢ok miktarda spor 6zgii bir molekiil olan piridin-2,6-dikarboksilik asit
(dipikolinik asit (DPA)) sentezler. Bu, foresporda birikir ve forespor su iceriginde
azalmaya neden olur. Spor olgunlasmasi, kabuk malzemesinin daha yogun goriiniim
kazandigt Asama VI'da gerceklesir. Son Asama (VII), vejetatif hiicre lizisini ve
olgunlagmis spor yapisinin salinimini gosterir. Olgun spor yapisi, kosullar tekrar vejetatif
hiicre olusumu i¢in uygun hale gelene kadar dormant mikroorganizmayi dis etkenlerden

korur (Leggett vd. 2012).

Tiim bu karmagik yolaklardan sonra olusan spor yapisi, kiigiik asit-¢oziiliir proteinlerle
(Small Acid Soluble Proteins-SASP) siki bir sekilde paketlenmis olan kromozomal
DNA’y1 igerir. Onspor yapisini saran proteinler, kor yapisini g¢evrelemekte ve
peptidoglikanca zengin korteks yapisi ise bu membran yapiy1 ¢evrelemektedir (Higgins
ve Dworkin 2011). Korteksi gevreleyen spor kilifinin i¢ ve dis katmanlar1 ana hiicre
tarafindan iretilen 80’den fazla proteine ev sahipligi yapmaktadir (Higgins ve Dworkin
2011). B. subtilis disindaki baz1 spor lireticisi tiirlerde ise spor yapisi ekzosporiyum ve S-
tabakas1 (Orn; B. anthracis (Laaberki vd. 2011)) gibi ek yapilarla gevrelenmistir (Higgins
ve Dworkin 2011).

Sporulasyon siireci sonunda olugan bu sporlar ana hiicreden lizis yoluyla ayrilarak ortama

salinirlar (Cortesao vd. 2019, Setlow ve Johnson 2019, Setlow 2019).
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Kabuk
a “‘ Dis kalif

Korteks 41(; kibf

Dis

membran A
I¢ membran

Bakteri
hiicre
duvan

100 nm

Sekil 2.3 Dormant yapidaki B. subtilis sporunun tabakalari (Christie ve Setlow 2020)

Sporun direncini ve hayatta kalma stratejisini yiiksek oranda etkileyen spor yapisi

icerisinde en 6nemli olan kisimlar asagidaki gibi maddelendirilebilir (Sekil 2.5);

1-
2-

Spor i¢ katmanlarini birgok kimyasal ve enzimden koruyan dis kilif yapisi,

Spor korteksinde bulunan peptidoglikan yap1 (kor hiicre duvarimin disinda
bulunmakla beraber, kor yapisi igerisinde bulunan su miktarin1 bazi tiirlerde
hiicrenin %25 gibi diisik bir oranda azalmasini saglamakta ve hiicreyi
korumaktadir),

I¢ membranlarm diisiik gecirgenligi,

Selatlanmis dipikolinik asit (DPA) oranimnin divalent katyonlarla (gogunlukla Ca*?
(CaDPA) iyonlar1) oraninin 1:1 olmast,

Spor DNA’sinin diisik molekiiler agirliga sahip koruyucu proteinlerle
paketlenmesi (Christie ve Setlow 2020).

Tiim bu 6zelliklere sahip spor yapilari, ortam kosullar: elverisli hale geldiginde yeniden

metabolik olarak aktive edilir ve hiicre ¢imlenmesi olarak bilinen bir agsamaya gecerek

hiicre tekrar gelisme dongiisiine ge¢mek icin vejetatif hiicre olusturur (Leggett vd. 2012).

Sporlarin sahip oldugu tiim bu direng profilleri ile spor olusumu sirasinda gegcirdikleri

karmasik molekiiler siirecler, gegmisten bugiine dek dikkat cekmektedir. Bu baglamda tez

kapsaminda se¢ilen sporulasyon genlerinin rolleri Boliim 2.7°de detaylandirilmistir.
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2.6 Prokaryotlarda Taksonomik Siniflandirma

Mikrobiyolojide tiir tanimi ve taksonomik smiflandirma, genel tiir tanimi ve
smiflandirmanin aksine daha karmasiktir. 80°’li yillarin ortasindan bugiine kadar
gerceklestirilen DNA tabanli dizi analizleri, 6zellikle mikrobiyolojik tiir tanimlarinda
blyiik degisikliklere neden olmustur. DNA-DNA hibridizasyon teknolojisinin
kesfedilmesinden ve uygulanmasindan giliniimiize kadar tiim genom verilerindeki devasa
arti, prokaryotlarin taksonomik simiflandirmalarinda da biiyiik degisiklikler

olusturmustur.

Taksonomi genel olarak sistematik olarak bilinen yapilandirmalarin biitiinii olup
geleneksel olarak ii¢ kisma ayrilmaktadir (Cowan 1968, Staley ve Krieg 1984, Vandamme
vd. 1996);

I.  Smiflandirma; organizmanin benzerligine gore taksonomik gruplandirmalarin
yapilmasi,
I.  Isimlendirme; smiflandirilan birimlerin etiketlendirilmesi ve
[1l.  Bilinmeyen organizmanin teshisi; organizmanin yapilandirilan smiflandirma

igerisinde yer alip almadiginin belirlenmesi.

Modern biyosistematigi tamamlamak i¢in filogeni ve polifazik yaklasim olarak bilinen
iki farkli klasik ve molekiiler taksonomi alani tanimlanmaktadir. Gegmis yillarda, 16S
rRNA ve 23S rRNA dizi verileriyle ortaya ¢ikan filogenetik iligkilerle yapilan bakteriyel
siiflandirmanin, bakteriler arasindaki dogal iliskiyi miimkiin oldugu kadar dogru bir
sekilde yansitmasi gerekliligi gegerli bir kuram haline gelmistir (Woese 1987, Vandamme
vd. 1996). Fakat bilimsel siirecte bu durum degiserek, calismalarin tiimdengelim bir
yaklasimla olusturulmasi amaciyla ilk olarak cins bazinda evrimsel siliregte korunakli gen
bolgelerinin secilmesi kabul gérmiistiir. Artik giiniimiizde tiim genom dizilemesi ve ANI
(Average Nucleotide Identity) degerlerini de kapsayan yeni nesil dizileme teknolojilerine
de bagli olarak, taksonomideki gelisimler de tanimlanma yeni bir tiiriin kriteri olarak altin

standart seklinde kabul edilmektedir.
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2.7 Taksonomik Calismalarda Molekiiler Saat Olarak Kullanilan Genler

2.7.1 16S rRNA geni

Mikrobiyolojide DNA dizi benzerligi, kemotaksonomik, fenotipik, serolojik ve
biyokimyasal ¢alismalarla birlikte tiir tanimlamalarinda bir standart olarak kabul
gormiistiir (Stackebrandt ve Goebel 1994). Bunlardan siklikla kullanilan 16S rRNA gen
dizilemesi, bakteri ve arkelerin filogenetik iliskilerini belirlemede O6nemli bir aragtir
(Stackebrandt ve Goebel 1994).

16S rRNA gen dizisi ilk kez 1985 yilinda filogenetik analizlerde kullanilmigtir (Lane vd.
1985). 16S rRNA gen bolgesi, mikroorganizmalarin filogenetik 6zelliklerini belirlemede
gerekli olan hiper-degisken bolgeleri ve primer tasarimi igin korunmus bolgeleri igermesi

nedeniyle bakteriyel topluluk analizlerinde en sik kullanilan belirte¢ gen halini almistir

(Tringe ve Hugenholtz 2008).

Tam uzunluktaki bir 16S rRNA gen dizisi, yiiksek derecede korunmus bolgelerle ayrilmis
toplam 9 hiper-degisken bolgeden olusmaktadir (Baker vd. 2003, Wang ve Qian 2009).
Ancak, bu diziler olduk¢a korunmus oldugu i¢in, yakin iligkili tiirler arasinda sundugu
¢oziiniirlik sinirhidir (Stackebrandt ve Goebel 1994). Dolayisiyla %97°den fazla
benzerlige sahip tiirlerin ayirt edilmesi zor olabilmektedir (Stackebrandt ve Goebel 1994).
Bu nedenle, filogenetik analizlerde tam gen dizilerinin kullanilmasi1 gerekmekte, aksi
takdirde hiper-degisken bolgelerdeki mutasyonlar evrimsel iliskileri bulaniklastirarak
yanlig yorumlara yol acabilmektedir (Stackebrandt ve Goebel 1994). Ayrica 16S rRNA
gen dizileri, 16S rRNA operonlar1 ve sus igerisindeki rekombinasyonlar nedeniyle
yaniltic1 olabilmektedir (Giirtler ve Mayall 2001). Bu sebeple, son yillarda mikrobiyolojik
teshiste onemli bir standart olarak kabul goren 16S rRNA gen dizilemesi, yerini evrimsel

olarak korumus diger korunmus aday genlerin kullanimina da gereksinim duymaktadir.

Geobacillus ve Bacillus tip suslarinin ve izolatlarnin 16S rRNA gen hizalamalar
durumunda, benzerlik %90 ila %100 oraninda elde edilmekte ve Zeigler (2005)’in de
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belirttigi tizere, Geobacillus tip suslari igerisindeki 16S rRNA gen dizi benzerligi %95°ten
fazla goriilmektedir (Meintanis vd. 2008). 16S rRNA geni modern bakteriyel
smiflandirma i¢in hala bir standart olarak kabul gormesine karsin, yakin akraba olan
takson ve suslarin ayrimi i¢in sinirli bir gesitlilik gosterdigi de bilinmektedir (Niibel vd.
1996). Diger yandan protein kodlayan genler daha yiliksek genetik farklilik gdstermekle
birlikte, yakin iligkili cinslerin smiflandirilmasinda kullanilmaktadir (Ko vd. 2003,
Bavykin vd. 2004, Konstantinidis ve Tiedje 2005, Zeigler 2005).

2.7.2 DNA bagimh RNA polimeraz beta alt iinitesi (rpoB)

RNA polimeraz, transkripsiyonda gorev alan ve tiim canli organizmalarda gen ifadesini
kontrol eden regiilator yolaklarin son hedefi olan 6nemli bir enzimdir (Borukhov ve
Nudler 2003). Bakterilerde RNA polimeraz, mRNA, rRNA ve tRNA’nin
sentezlenmesinden sorumlu olmakla beraber, 400 kDa boyutuna sahip bu ¢ekirdek enzim,
a-dimer (o2), B alt tinite, B’ alt {inite ve ® alt lnitesi olmak iizere 5 adet alt inite
icermektedir (Adékambi vd. 2009). Bu alt {initeler, bir adet ¢ alt tinitesinin baglanmasini
izleyen asamada holoenzim yapisina doniiserek promotorle transkripsiyonu baglatir
(Adékambi vd. 2009). RNA polimerazin katalitik aktivitesinin biiyiik ¢ogunlugu rpoB

geni tarafindan kodlanan f alt Ginitesi ile gergeklesir (Jin ve Gross 1989).

Bakterilerde rpoB geninin varligi ilk defa Morse ve arkadaslari (1996) tarafindan
bildirilmistir. Bu genin, evrimsel siirecteki varligi, molekiiler kronometre olarak
potansiyelini gozler oniine sermektedir (Bocchetta vd. 2000). Temel bakteriyel genlerin
yani sira, rpoB geni filogenetik analizler ve teshiste 6ne ¢ikmistir (Adékambi vd. 2009).
Rowland ve arkadaslar1 (1993) tarafindan yapilan klinik mikrobiyolojik ¢alismalarda,

rpoB gen dizisinin molekiiler identifikasyonunda kullanilabilirligi kanitlanmstir.

rpoB geni, genom benzerligi belirleyicisi olarak giiglii bir aday olma 6zelligi tagimaktadir.
Zira bu gen, RNA polimerazin  alt birimini kodlamakta ve filogenetik ve biyolojik
cesitlilik calismalar igin 16S rRNA'ya alternatif olarak Onerilmektedir (Drancourt ve
Raoult 2002, Da Mota vd. 2004). Aym1 zamanda bu gen tiim bakterilerde ortaktir,
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genomda tek bir kopya olarak bulunur ve 16S rRNA genine benzer sekilde korunmus ve

degisken dizi alanlarindan olusan bir mozaik yapiya sahiptir (Meintanis vd. 2008).

2.7.3 DNA bagimh RNA polimeraz alfa alt iinitesi (rpoA)

16S rRNA geninin taksonomik c¢alismada siklikla kullanilmasina ragmen, yiiksek
seviyede korunakli bolgeler icermesi nedeniyle ¢cok yakin akraba tiirler arasinda ayirim
yapilmasinin oniine ge¢mekte ve kullanimi siirlamaktadir (Stackebrandt vd. 2002).
Ornegin Streptococcus mitis ve Streptococcus oralis’in 16S rRNA dizi benzerlik oranlar
(%99) ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu tiirler arasindaki ayrimin yapilmasi igin yetersizdir
(Suzuki vd. 2005). rpoA geni, RNA polimerazin diger bir alt {initesi olan a altiinitesini
kodlayan gen bolgesidir. Park ve arkadaslarinin (2010) Streptococcus sp. iizerinde rpoA
gen bolgesini kullanarak yaptiklari taksonomik c¢alismanin sonucunda, cins diizeyinde
bahsi gecen gen bolgesinin giivenilir teshis ve filogenetik ayrismalarda kullanilabilecegi
belirtilmis olup, ayn1 zamanda Streptococcus cinsi igerisinde yapilan tiir ayrimlarinda

giiclii bir rol oynadigi kanitlamistir.

2.7.4 DNA giraz alfa alt iinitesi (gyrA4)

Iki alt iiniteden (gyrA ve gyrB) olusan DNA giraz, ATP-bagimli reaksiyonuyla negatif
stiper-sarmallarin olusmasini saglayarak ve DNA replikasyonun baslamasi i¢in onemli
bir temel olusturarak, DNA’nin uzamasinda Kritik bir rol oynar (Gellert vd. 1976, Barnes
vd. 2003).

Bir housekeeping geni olan gyr4, DNA replikasyonu i¢in temel olan ve tiim bakterilerde
mevcut olan DNA giraz altiinitesi o’ y1 (alfa) kodlar (Cozzarelli 1980). Bacillus tiirleriyle
yapilan tiim arastirmalarla, 16S rRNA geninden daha fazla filogenetik dogruluk sagladig:
gosterilmistir (Chun ve Bae 2000, Menard vd. 2016). Kismi dizilemeyle sekanslari
belirlenen gyrA geni B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. licheniformis, B.
mojavensis, B. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii, ve B. vallismortis dahil olmak iizere

7 farkli Bacillus susunun filogenetik analizlerinin yapilmasinda ve tiir teshisinde
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kullanilmistir (Chun ve Bae 2000). gyrA gen dizileri ayrica B. subtilis ve B.
amyloliquefaciens’in tanimlanmasinda ve bu iki yakin tiiriin rpoB genine nazaran daha
iyi bir sekilde ayrilmasinmi saglamistir (Chun ve Bae 2000). Ayrica toprak ve domates
fidesi koklerinden elde edilen Orneklerde, B. subtilis tiriiniin izolatlar arasindaki tiir
icerisindeki ayrimini ve dagilimini1 saglamada gyrA kullanilarak basari elde edilmistir

(Stefanic ve Mandic-Mulec 2009, Oslizlo vd. 2015, Liu vd. 2022).

2.7.5 DNA giraz beta alt iinitesi (gyrB)

DNA girazin diger bir alt iinitesi olan giraz B altiinitesini kodlayan gyrB geni ¢ogunlukla
filogenetik belirteg olarak kullanilmaktadir (Tourova vd. 2010). Baz1 bakteri gruplarinda
yapilan arastirmalarla gyrB geninde gergeklesen baz cifti degisim oraninin, DNA-DNA
hibridizasyon oraniyla korelasyon gosterdigi (Suzuki vd. 2001, Wang vd. 2007) ve yatay
gen transfer oraninin ribozomal genlerle benzer oldugu agiga ¢ikarilmistir (Kasai vd.
1998). gyrB dizilerinden tespit edilen evrim hizinin, 16S rRNA gen dizilerinden tespit
edilen hizdan daha fazla oldugu da kanitlanmistir (Yamamoto ve Harayama 1995).

gyrB gen dizilerinde kullanilan benzerlik analizleriyle, Pseudomonas, (Yamamoto ve
Harayama 1995 ve 1998) Bacillus (Yamada vd. 1999), Acinetobacter (Yamamoto ve
Harayama 1996) ve Gordonia (Kang vd. 2009) gibi pek ¢ok cinse ait suslarin basariyla
ayrimi saglanmistir (Tourova vd. 2010). Tiim bu c¢alismalarla elde dilen sonuglar, gyrB
geninin, tiir bazinda yapilan filogenetik ve taksonomik arastirmalarda, filogenetik
iligskilerin aydinlatilmasinda bir belirte¢ olarak kullanilmasi i¢in uygun oldugunu
gostermektedir (Yamamoto ve Harayama 1996 ve 1998, Yamamoto vd. 1999, Kasai vd.
2000, Niemann vd. 2000, Fukushima vd. 2002, Yanez vd. 2003, La Duc vd. 2004, Wang
vd. 2007).

rpoB, gyrA ve gyrB benzeri housekeeping genleri, mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi
i¢in ideal adaylardir zira 16S rRNA geninden ¢ok daha net bir sekilde filogenetik ayrimin
yapilmasini saglarlar (Chun ve Bae 2000, Kasai vd. 2000, Yamamoto vd. 2000, Hurtle
vd. 2004, Stefanic ve Mandic-Mulec 2009, Stefanic vd. 2012 ve 2015, Levican vd. 2013,
Menard vd. 2016). Birgok c¢alisma bakteriyel komiinitelerdeki cesitlilik analizlerinde
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rpoB ve gyrB genilerini molekiiler belirte¢ olarak kullanarak ve hedef bolge dizilemesi
yaparak analiz etmislerdir (Liu vd. 2022). Sonuglar, bahsi gecen tiim bu housekeeping
gen dizilerinin, bakteriyel komiinitelerin belirlenmesinde 16S rRNA genine oranla daha

dogru sonuglar verdigini gostermistir (Vos vd. 2012, Poirier vd. 2018, Ogier vd. 2019).

2.7.6 Spor olusumunda yer alan molekiiler diizenleyiciler

2.7.6.1 Sporulasyon erken evre regiilatorii (spo0A)

Sporulasyon baslangici, transkripsiyonun hem aktivatérii hem de baskilayicis1 gorevi
goren DNA baglayic1 bir protein olan Spo0QA tarafindan yonetilir (Fawcett vd. 2000,
Setlow 2007). Spo0OA, fosforilasyon yoluyla aktive edilir (Hamon ve Lazazzera 2001) ve
sporulasyon siireci baglamis olur. Fosforilasyon seviyesinin farkli durumlarinda, biyofilm
gelisminden (diistik seviyelerde fosforilasyon) sporulasyona (yiiksek seviyelerde
fosforilasyon) kadar bir dizi fizyolojik sonucu kapsar (Higgins ve Dworkin 2012, Sekil
2.6).

SpoOA~P ayrica 6F ve oF gibi forespor ve ana hiicrenin dogrudan transkripsiyonunda rol
oynayan spesifik regiilator proteinleri ifade eden genlerin ve operonlarin (SpollA, spollE,
spollG) transkripsiyonlarini direkt olarak kontrol etmektedir (Stragier ve Losick 1996).
SpoO0A ayrica gegis durumu regiilatorii olarak gorev yapan abrB geninin indirekt olarak
baskilanmasini saglayan belirli genlerin transkripsiyonunu da saglamaktadir (Strauch vd.

1990, Fawcett vd. 2000).
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Sekil 2.4 Spo0A aktivasyonu (Higgins ve Dworkin 2012)

SpoOA’nin fosforilasyonu, ¢esitli kinazlar ve bir¢ok ara faktérden olusan bir fosforelay
tarafindan kontrol edilir. Sekil 2.5’te SpoOA fosforilasyonunu engelleyen etkilesimler ve
fosforilasyona yol acan etkilesimler gdsterilmistir. Fosforelay'in baslangicinda, KinA ve
KinB kinazlar1 heniiz bilinmeyen sinyallere yanit vererek otofosforilasyon yapar ve daha
sonra fosfati SpoOF’ye aktarir. SpoOF, fosfat1 SpoOB’ye, ardindan SpoOB’de Spo0A’ya
iletir. Ugiincii bir kinaz olan KinC, fosforelay (yani SpoOF ve SpoOB’yi) atlayarak
dogrudan SpoOA iizerine etki eder. Bir dizi fosfataz (RapA, B, E, H ve SpoOE) ve kinaz
inhibitori (Sda ve Kipl) SpoOA fosforilasyonunu dogrudan veya dolayl olarak engeller.
Bu inhibitorler kendi igerisinde ayr1 diizenlemelere tabii oldugu i¢in yer verilmemistir.
KinD'nin SpoOA fosforilasyonuna kars1 calistigi gosterilmis, ancak bu diizenlemenin
hangi adimda gerceklestigi heniliz belirlenememistir (Kesikli ¢izgi, Sekil 2.5). Bu
etkilesimler agi, nihayetinde SpoOA’nin fosforilasyon durumunu temsil etmektedir

(Higgins ve Dworkin 2012).
2.7.6.2 Sporulasyon erken evre regiilatorii (spo0B)

SpoOA transkripsiyon faktoriiniin fosforillenmesiyle baglayan fosforil grubu aktarimi
(phosphorelay), diizenleyici fosfotransferaz olan Spo0B’nin kritik bir rol almasiyla

sporulasyon siirecini devam ettirir (Bird vd. 1993, Hoch 1993).
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Mattoo ve arkadaslarinin (2008) Bacillus anthracis lzerinde yaptigi caligsmalarda,
bakterinin hayatta kalma ve sporulasyonu {izerinde kritik bir rol oynadig: belirlenmistir.
Sporulasyon baslangicinda yer alan diger genlerle birlikte kritik bir 6neme sahip olan bu
gen bolgesi, Firmicutes ailesi igin bir molekiiler saat aday1 olarak da kullanilmaktadir

(Wunderlin vd. 2013).

2.7.6.3 Sporulasyon III. Evre regiilatorii (spollIAB)

Sporulasyon siirecinde, ilk olarak asimetrik bir septum olusarak, daha sonra spor haline
gelecek bir 6n spor ve bu kismin gelisimine katkida bulunan fakat sonradan yok olan bir
ana hiicre olmak tizere bakteri hiicresi ikiye boliiniir (Zeytuni vd. 2018). Bu agamada, en
az 9 protein gorev alarak, 6nspor ve ana hiicreyi birbirinden ayiran membran olusumunu
saglar (Crawshaw vd. 2014). Ana hiicrede tek bir spolllA operonu tarafindan kodlanan
bu proteinler (SpolllAA-AH) sigma faktorii o© ile kontrol edilmektedir (Illing ve
Errington 1991, Guillot ve Moran 2007). spolllAB mutantiyla yapilan ¢alismalarda,
sporulasyon asamasinda gergeklesen gen ekspresyonunun eksik olmasindan kaynakli ice
dogru ¢okmiis yapida sporlarin olustugu goézlenmis (Camp ve Losick 2009, Doan vd.
2009) olup, diger dort kanal proteini olan SpollIAD, SpolIIAE, SpollIAF ve SpollIAG
ile beraber kompleks bir yapi igerisinde bulunmasina karsin, yiiriitiilen tahmini yapisal
analizlerde korunakli bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir (Zeytuni vd. 2018). Zeytuni
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada (2018), SpollIAB katlanmasiyla V-ATPaz’in C
altlinitesindeki yapinin benzerligine dikkat ¢ekilmis olup, bu durumun ve hatta bakteriyel
salg1 sistemi ile enerji liretiminde gorev alan hiicresel mekanizmalar arasinda yer alan

molekiiler gérevlendirmede bir paylagima dikkat ¢ekilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Sporulasyon i¢in belirlenen besiyeri icerikleri ve kombinasyonlar1 (Cizelge 3.1) Karakaya

(2019)’da daha 6nce anlatildigr sekilde hazirlanmastir.

Cizelge 3.1 Sporulasyon besiyeri kombinasyonlar1 (Karakaya 2019)

TBL DSM 1X DSM 2X

TBL+ Glukoz DSM 1X+ Glukoz DSM 2X+ Glukoz

TBL+ Glukoz + L- glutamik DSM 1X+ Glukoz+ L- glutamik = DSM 2X+ Glukoz+ L- glutamik
asit asit asit

Cizelge 3.2 Triptik Soy Agar (TSA) Besiyeri igerigi

Triptik Soy Agar g/L Kimyasal Marka ve Kodlari
Kazein pepton (Tripton) 17 ¢ Merck 1.07213

Soya pepton 39 Fluka 70178

(D+) Glukoz monohidrat 2,50 Merck 1.08342

K2HPO4 259 Sigma P8281

NaCl 59 Merck 1.06404

Agar 30¢g Condalab 1802

Distile su 1000 mL

pH=7,3+0,2

Igerik 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.3 Bromkrezol Mor (BCP) Agar igerigi

BCP Agar g/L Kimyasal Marka ve Kodlar:
Kazein pepton (Tripton) 59 Merck 1.07213
Maya 6ziitii 3¢ Merck 1.03753
(D+) Glukoz monohidrat 2,50 Merck 1.08342
Siit tozu 2,590 Condalab 0230
Nisasta 59 Sigma 9005-84-9
Agar 309 Condalab 1802
Bromkrezol moru ¢ozeltisi (%4) 1mL

Distile su 1000 mL

pH=7,3+0,2

Bromkrezol Cozeltisi g/L

Bromkrezol moru 49 Merck 1.030250
%95°lik etanol 100 mL Merck 1.00983

Icerik 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.
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Cizelge 3.4 Serum Fizyolojik

Serum Fizyolojik 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve Kodlar1
NaCl 0,85¢ Merck 1.06404

dH20 100 mL

pH=7,0+0,2

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa) gecirilerek steril

edilmistir.

Cizelge 3.5 %10’luk Sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi

%10 Sodyum dodesil siilfat g/mL (w/v) Kimyasal Marka ve Kodlar1
Sodyum dodesil siilfat 109 Sigma L4390
dHx0 100 mL

Cizelge 3.6 10 mg/mL’lik Lizozim ¢ozeltisi

10 mg/mL’lik Lizozim 10 mL (w/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
Lizozim 0,01g Sigma L6876
10 mM Tris- HCI 10 mL

Cizelge 3.7 10 mM Tris-HC] Tamponu

10 mM Tris-HCI 100 mL Kimyasal Marka ve Kodlari
Trisma Base 0,12¢g Sigma T6066

dH20 100 mL

pH=8,00,2

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pum por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa) gegirilerek steril

edilmistir.

3.2 Bakteri Kiiltiirleri ve Gelisim Kosullar

Calisma kapsaminda referans tiirler ve izolatlar Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Aragtirma Laboratuvarinda bulunan -80°C stok kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Kiiltiir koleksiyonundan, toplam 22 adet fakiiltatif
termofilik ve mezofilik bakteri (Bacillus ve diger cinsler) segilerek, ideal gelisme
sicakliklart olan 37°C’de gelistirilmistir. Termofiller arasindan ise toplam 24 adet bakteri

belirlenerek (basta Anoyxbacillus ve Geobacillus olmakla beraber diger cinslerin de dahil
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oldugu) ideal kosullarda (Cizelge 3.8) gelistirilmistir. Ilerleyen galismalarda i¢ ve dis grup
caprazlamalarda kullanilmak {izere bakteri koleksiyonu genis ¢esitlilikte tutulmustur. Dis
grup olarak secilen bakteriler, iki aileye 6zgl (Bacillaceae ve Anoxybacillaceae)
tasarlanan primer- prob ciftlerinin farkli cinslere ait tiirlere baglanmama 6zgiilliiklerinin
teyidi agisindan c¢alisma kapsamina alinmislardir. Tez c¢aligmalart devam ederken
ozellikle Anoxybacillus cinsi basta olmak iizere segilen ii¢ cins, kendi icerisinde
taksonomik revizyonlara ugramis olup, tiim bakterilerin yeni taksonomik

isimlendirmeleri parantez i¢inde belirtilerek Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8 Tez calismalarinda kullanilan referans suslar ve gelisim kosullar

Gelisme Kosullari

Isimlendirme Koleksiyon Kodu (Besiyeri, pH, Sicakhik)
Anoxybacillus suryakundensis DSM 27374
Anoxybacillus mongoliensis DSM 19169
Anoxybacillus tepidamans DSM 16325
(Anoxybacteriodes tepidemans)

Anoxybacillus kamchatkensis (hs. DSM 14988
Anoxybacillus ayderensis)

Anoxybacillus gonensis NCIMB 13933
Anoxybacillus kestanbolensis NCIMB 13971
Anoxybacillus ayderensis NCIMB 13972
Anoxybacillus kaynarcensis DSM 21706
Anoxybacillus amylolyticus DSM 15939
(Anoxybacteriodes amylolyticum)

Anoxybacillus caldiproteolyticus DSM 15730
(Thermaerobacillus TSA, 7,00 £0,20, 55°C
caldoproteolyticus)

Anoxybacillus thermarum DSM 17141
Anoxybacillus voinovskiensis DSM 17075
(Anoxybacteriodes voinovskiense)

Anoxybacillus rupiensis DSM 17127
(Anoxybacteriodes rupiense)

Anoxybacillus kamchatkensis subsp. F81
asaccharedens hs. A. ayderensis

Anoxybacillus flavithermus DSM 2641
Geobacillus toebii DSM 14590
(Parageobacillus toebii)

Geobacillus kaustophilus DSM 7263
Geobacillus vulcanii DSM 13174
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Cizelge 3.8 Tez ¢alismalarinda kullanilan referans suslar ve gelisim kosullar1 (devami)

Isimlendirme Koleksiyon Kodu

Geobacillus thermoglucosidans DSM 2542
(Parageobacillus

thermoglucosidans)

Geobacillus thermoleovorans DSM 5366
Geobacillus thermodenitrificans  DSM 465
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980

Bacillus subtilis DSM 1971
Bacillus licheniformis DSM 13
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7
Bacillus halodurans DSM 497

(Halalkalibacterium halodurans)
Bacillus clausii enterogermina = -
(Shouchella clausii)

Dus grup patojenler ve diger termofiller

Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Streptococcus mutans ATCC 25175
Candida albicans ATCC 26555
Ureibacillus thermosphaericus DSM 10633
Aeribacillus pallidus DSM 3670

Gelisme Kosullar:
(Besiyeri, pH, Sicakhk)

TSA, 7,00 £0,20, 55°C

TSA, 7,00 £0,20, 37°C

TSA, 7,00 £0,20, 37°C

TSA, 7,00 £0,20, 55°C

3.3 Secilmis Temsilci Basillerden Yiiksek Miktarda Spor Uretimi, Sayimi ve

Saflastirilmasi

Caligmada termofilik ve mezofilik basillerin tespitine yonelik yaklagimlarin gelistirilmesi

amaglandigindan, spordan DNA izolasyon caligsmalari i¢in kullanilacak 3 adet cins ve 7

adet temsilci tiir se¢ilmistir (Cizelge 3.9).
Cizelge 3.9 Segilen 7 temsilci referans sus ve izolatlar

Bakteri ismi

Anoxybacillus flavithermus

Anoxybacillus kamchatkensis subsp. assacharedens (hs.
Anoxybacillus ayderensis)

Geobacillus thermodenitrificans

Geobacillus stearothermophilus

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

Bacillus amyloliquefaciens
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F81
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Karakaya (2019)’da yer alan spor iiretim optimizasyon kosullar1 kullanilarak, G.
stearothermophilus ATCC 43223", B. subtilis DSM 19717, B. licheniformis DSM 13T ve
B. amyloliquefaciens DSM 7"in spor iiretimlerinin gerceklestigi ideal besiyeri igerikleri
oncelikle 5 mL hacimlerde belirlenmistir. Diger secilen temsilci termofilik 3 tiir icin ise
Karakaya (2019)’da yer alan optimum besiyeri kosullar1 temel alinmistir. Sonrasinda her
bir bakteri i¢in belirlenen ideal besiyeri igerigi erlende 500 mL hacimde hazirlanarak
yiiksek hacimde spor iiretimi gerceklestirilmistir. Karakaya (2019)’da yer alan spor
toplama ve saflagtirma asamalar1 gerceklestirilmis ve bunlara ek olarak Bacillus cinsine
ait sporlarin saflagtirilmasi i¢in 80°C’de sicak su banyosunda 15 dakika siiresince
(Ceuppens vd. 2010, Hussain vd. 2020) isiyla muamele sonrasi, spor stoklari elde
edilmistir. Elde edilen spor stoklar1 100 pL’lik hacimlere boliinerek, ilerleyen

calismalarda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4 Biyoinformatik Cahsmalar

Tez ¢alismasi kapsaminda Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailesine ait iiyelerin giincel

bilgileri https://Ipsn.dsmz.de sitesindeki uluslararasi taksonomik simiflandirma

sisteminden faydalanarak ve Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’den elde
edilmistir (Logan ve De Vos 2009, Parte vd. 2020). Sonrasinda, tiim tiir adlarini1 kapsayan
bu listelerden, Amnoxybacillaceae ailesine ait Anoxybacillus, Anoxybacteoides,
Paranoxybacillus, Thermoaeribacillus, Geobacillus ve Parageobacillus cinsine ait
olanlarin tamami ile Bacillaceae ailesinden Bacillus cinsine ait olanlarin ise ¢ok sayida
tiir barindirmasi nedeniyle sadece siit ve siit iirlinlerinden izole edilen tiirler ¢alismaya
dahil edilmistir. Tiim tiir adlar1 binomiyal bakteri isimlendirmesindeki giincel bilgiler
dikkate almarak Cizelge 3.10’da sunulmustur. Buna gore Anoxybacillaceae
familyasindan 51 sayidaki tiirlin 8 genine ait diziler ile Bacillaceae familyasina ait 14
sayidaki tiiriin 8’er gen dizisi olmak iizere toplam 65 sayidaki tiirlin genleri primer/prob

tasarimlari i¢in ¢alisma kapsamina dahil edilmistir.

Her iki aileye ait cinslerin tiim genomun dizi verileri Database of the National Center for

Biotechnology Foundation (NCBI) sitesinden temin edilmistir (Wheeler vd. 2007).
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https://lpsn.dsmz.de/

Caligsma kapsaminda kullanilan tiim genom veya gen dizilerinin sahip oldugu GenBank

aksesyon kodlamalar1 Cizelge 3.11°da sunulmustur.

Cizelge 3.10 Siit iiriinleri kontaminant1 olduklar1 bilinen ve tez calismasi kapsaminda
primer/prob tasarimlarinda gen dizi bilgileri kullanilan mezofilik ve

termofilik sporlu basiller

Tiir ve Giincel 1JSEM 1JSEM Tiir Kiiltiir

Alt Tiirler Taksonomik Disindaki Tiir Validasyon Koleksiyon
Isimlendirmeleri Makalesi Makalesi Numaralari

Anoxybacillus amylolyticus Anoxybacteriodes Poli vd. 2006, Patel Euzeby 2006b, Patel vd. DSM 15939,
amylolyticum (Patel vd. 2024) vd. 2024 2024 MR3C

Anoxybacillus ayderensis - Dulger vd. 2004 Euzeby 2005¢ ABO4

Anoxybacillus bogrovensis - Atanassova vd .2008 | Euzeby 2009a DSM 17956;

NBIMCC 8427

Anoxybacillus
caldiproteolyticus

Thermaerobacillus

caldiproteolyticus (Patel vd.

Coorevits vd. 2012

Euzeby 2012b, Patel vd.
2024

R-35652, U458

2024)
Anoxybacillus calidus Paranoxybacillus calidus Cihan vd. 2014 Oren ve Garrity 2014a Cl161lab; DSM
(Cihan vd. 2014, Patel vd. 25220
2024)
Anoxybacillus contaminans Anoxjiagteriodes De Clerck 2004 Euzeby 2004c, Patel vd. = DSM .
contaminans (Patel vd. 2024) go24 15866; LMG
21881
Anoxybacillus eryuanensis = Zhang vd. 2011 Euzeby 2011b E-112; KCTC
13720
Anoxybacillus flavithermus - Pikuta vd. 2000 Anonymous 2001a DSM 2641;
WK1
Anoxybacillus flavithermus - Dai vd. 2011 Euzeby 2011d
subsp. flavithermus
Anoxybacillus geothermalis Hs. Filippidou vd. 2016 Oren ve Garrity 2016, ATCC BAA-
Anoxybacteroides rupiensis Patel vd. 2024 2555
(Inan Bektas vd. 2024, Patel
vd. 2024)
Anoxybacillus gonensis - Belduz vd .2003 Euzeby 2004a G2
Anoxybacillus kamchatkensis Hs. A. ayderensis (Inan Bektas = Kevbrin vd. 2005, Euzeby 2006a JWIVK-KG4
vd. 2022) Inan Bektas vd. 2022
Anoxybacillus kamchatkensis = Gul-Guven vd.2008, Hs. A. Inan Bektas vd. 2022 = - CIP 109280;
subsp. asaccharedens %;iezgensis (Inan Bektas vd. KG8
Anoxybacillus karvacharensis | Hs. Anoxybacillus Panosyan vd. 2021 Oren ve Garrity 2022 K1
kestanbolensis (Inan Bektas
vd. 2022)
Anoxybacillus kaynarcensis - Inan vd. 2013 Euzeby 2013 D1021
Anoxybacillus kestanbolensis - Dulger vd. 2004 Euzeby 2005¢c NCIMB 13971
Anoxybacillus - - - KW12
kualawohkensis
Anoxybacillus mongoliensis - Namsaraev vd. 2010 Euzeby 2011c DSM 19169; T4

Anoxybacillus pushchinensis

Anoxybacillus pushchinoensis

Pikuta vd. 2010

Anonymous 2001a

K1

corrig.

Anoxybacillus rupiensis Anoxybacteriodes rupiense Derekova vd. 2007 Euzeby 2008, Patel vd. DSM 17127
(Patel vd. 2024) 2024

Anoxybacillus salavatliensis Hs. Anoxybacillus gonensis Cihan vd. 2011a Euzeby 2011a A343; DSM
(Belduz vd. 2003, Inan Bektas 22626
vd. 2023)

Anoxybacillus sediminis Brevibacillus sedimenti (Patel Khan vd. 2018 Oren ve Garrity 2019b, YIM, PCH 117

vd. 2024) Patel vd. 2024
Anoxybacillus suryakundensis = - JS1, DSM 27374
Anoxybacillus tengchongensis = _ Zhang vd. 2011 Euzeby 2011b DSM 23211; T-

11

Anoxybacillus tepidamans Anoxybacteriodes tepidamans Coorevits vd. 2012 Euzeby 2012b, Patel vd. = DSM 16325; R-

(Patel vd. 2024) 2024 35643
Anoxybacillus thermarum - Poli vd. 2009 Euzeby 2011d AF/04
Anoxybacillus vitaminiphilus Paranoxybacillus Zhang vd. 2013 Oren ve Garrity 2014b, 3nP4; CGMCC

vitaminiphilus (Patel vd. 2024) Patel vd. 2024 1.8979
Anoxybacillus voinovskiensis Anoxybacteriodes Yumoto vd. 2004 Yumoto vd. 2004, Patel ~ JCM 12111

voinovskiense (Patel vd. 2024)

vd. 2024

(IJSEM: International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, Hs: Heterotipik sinomim)
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16682297/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15388701/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18842856/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21856988/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24052627/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24052627/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20173008/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11155986/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21521361/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27126386/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/13130012/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16142505/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19164875/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34596507/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22736500/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15388701/
https://link.springer.com/article/10.1134/S0026261710040119
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11155986/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17505776/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21077116/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29931494/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20173008/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21856988/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19710998/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23728374/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15280298/

Cizelge 3.10 Siit tirtinleri kontaminant1 olduklar1 bilinen ve tez ¢alismasi kapsaminda
primer/prob tasarimlarinda gen dizi bilgileri kullanilan mezofilik ve

termofilik sporlu basiller (devami)

Tiir ve
Alt Tiir

Geobacillus
caldoxylosilyticus

Geobacillus debilis

Geobacillus galactosidasius

Geobacillus gargensis

Geobacillus icigianus
Geobacillus jurassicus
Geobacillus kaue
Geobacillus kaustophilus
Geobacillus lituanicus

Geobacillus mahadia
Geobacillus pallidus

Geobacillus proteiniphilus
Geobacillus
stearothermophilus
Geobacillus subterraneus

Geobacillus thermantarcticus

Geobacillus
thermocatenulatus
Geobacillus
thermodenitrificans
Geobacillus
thermoglucosidasius

Geobacillus thermoleovorans
Geobacillus toebii

Geobacillus uralicus

Geobacillus uzenensis
Geobacillus vulcani
Geobacillus yumthangensis

Geobacillus zalihae

Giincel

Taksonomik
isimlendirmeleri
Saccharococcus caldoxylosilyt
icus (Ahmad vd. 2000 Patel
vd. 2024)

Caldibacillus debilis (Banat
vd. 2004, Coorevits vd. 2012)

Parageobacillus
galactosidasius (Poli vd. 2012,
Najar vd. 2020)
Hs.Geobacillus thermocatenul
atus (Golovacheva vd. 1991,
Nazina vd. 2001)

Aeribacillus pallidus
(Minana-Galbis vd.2010)

Parageobacillus
thermantarcticus (Aliyu vd.
2018)

Geobacillus gargensis (Nazina
vd. 2004)

Parageobacillus
thermoglucosidasius (Aliyu
vd. 2018)

Parageobacillus toebii (Sung
vd. 2002, Aliyu vd. 2016)

Parageobacillus
yumthangensis (Najar vd.
2018, Najar vd. 2020)

1JSEM
Disindaki Tiir
Makalesi
Fortina vd. 2001

Banat vd. 2004

Poli vd. 2011

Nazina vd. 2004

Bryanskaya vd.
2015

Nazina vd. 2005
Caglayan ve Bilgin
2011

Nazina vd.2001
Kuisiene vd. 2004

Mohtar vd. 2016
Banat vd. 2004

Semenova vd. 2019
Nazina vd. 2001

Nazina vd. 2001
Coorevits vd. 2012
Nazina vd. 2004
Nazina vd. 2001

Nazina vd. 2001

Nazina vd. 2001
Sung vd. 2002

Popova vd. 2002

Nazina vd. 2001
Nazina vd. 2004
Najar vd. 2020

Rahman vd. 2007

IJSEM Tiir
Validasyon
Makalesi

Anonymous 2002

Euzeby 2005a

Euzeby 2012a

Euzeby 2005a

Oren ve Garrity 2015¢

Anonymous 2001b

Euzeby 2005a

Euzeby 2005a

Oren ve Garrity 2020
Anonymous 2001b

Anonymous 2001b
Aliyu vd.2018

Anonymous 2001b
Anonymous 2001b

Anonymous 2001b

Anonymous 2001b

Anonymous 2003

Anonymous 2001b
Euzeby 2005a
Oren ve Garrity 2019a

Kiiltiir
Koleksiyon
Numaralari

DSM 12041;
NBRC 107762

DSM
16016;GB1; R-
35653

CF1B; DSM
18751

DSM 15378; Ga;
VKM B-2300

Glwl

DS1; NBRC
107829
NB

BGSC 90A1;
NBRC 102445
DSM 15325; N-
3; VKM B-2294
Geo-05

DSM 3670;
KCTC3564

1017

ATCC7953;
BGSC 9A20

CPW16
M1; R-35644

BGSC 93A1

BGSC 94A1;
KCTC3902

BGSC 95A1

BGSC 96A1;
ARTRW1
1017, NEB718

K2

U; BGSC 92A1
3s-1; PSS1
AYN2

T1; SURF-189

(IJSEM: International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, Hs: Heterotipik sinomim)
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11760948/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15545458/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21645983/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15545427/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25514918/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25514918/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15709364/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15545423/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27957389/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15545458/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31145676/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21856988/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12508894/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11321089/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15545427/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30222099/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17692114/

Cizelge 3.10 Siit tirtinleri kontaminant1 olduklar1 bilinen ve tez ¢alismasi kapsaminda
primer/prob tasarimlarinda gen dizi bilgileri kullanilan mezofilik ve

termofilik sporlu basiller (devami)

Tiir ve Alttiir

Bacillus aerophilus

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus badius

Bacillus cereus

Bacillus firmus

Bacillus invictae
Bacillus licheniformis
Bacillus mycoides

Bacillus safensis

Bacillus smithii
Bacillus sonorensis

Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis

Bacillus pumilus

Giincel
Taksonomik
Isimlendirmeleri

Pseudobacillus badius
(Verma vd.2019)

Cytobacillus firmus (Patel

ve Gupta 2020)

Bacillus altitudinis
(Shivaji vd. 2006)

1JSEM
Disindaki Tiir
Makalesi
Shivaji vd.2006
Priest vd.1987

Batchelor 1919

Frankland ve
Frankland 1887
Werner 1933

Branquinho
vd.2014
Chester 1901

Fligge 1886

Satomi vd. 2006

Nakamura vd.
1988
Palmisano vd.
2001

Cohn 1875

Berliner 1915

Gottheil 1901

IJSEM Tiir
Validasyon
Makalesi

Euzeby 2006¢

Verma vd.2024

Skerman vd.1980

Patel ve Gupta
2020

Oren ve Garrity
2015b
Skerman vd. 1980

Skerman vd.1980

Euzeby vd.2006d

Anonymous vd.
2001c
Skerman vd.1980

Skerman vd.1980

Skerman vd. 1980

Kiiltiir
Koleksiyon
Numaralari
28K; 232
BCRC
11601; DSM
7

DSM 23;
NBPM-293

CCM 2010;
BC33

JCM 2512;
NCTC
10335
BiFFUP1

ATCC
14580
ATCC 6462;
DSM 2048
FO-36b

DSM 4216;
JCM 9076
NBRC
101234
DSM 10

ATCC
10792
ATCC 7061;
NCTC
10337

(IJSEM: International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, Hs: Heterotipik sinomim)
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16825614/
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/00207713-37-1-69
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16558822/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25171924/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25171924/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16902000/
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/00207713-38-1-63
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/00207713-38-1-63
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11594594/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11594594/

6¢

Cizelge 3.11 Primer/prob tasariminda kullanilan termofilik ve mezofilik sporlu basillerin ilgili 8 gen dizilerine ait Genbank Aksesyon numaralari

isim]endirme Kiiltiir 16S rRNA rpoA rpoB spo0A spo0B spollIAB gyrA gyrB
Koleksiyon
Numarasi
Anoxybacillus AB04 NR_024837.1 NR 024837.1 NR 024837.1 NZ JXTG01000002.1 JXTG01000002.1 JXTG01000002.1 NZ_JXTG01000033.1 NZ JXTG01000033.1
derensis [45371..46315] [19612..23172] [319649..320428] [115439..115987] [302487..302999] [2060..4513] [4584..6506]
ay:
Anoxybacillus Cl61ab; DSM FJ430012.2 NZ_JACDUUO010000013.1 | NZ_JACDUU010000013.1 | NZ_JACDUU010000001.1 B NZ_JACDUUO010000001.1 NZ_JACDUU010000009.1 NZ_JACDUU010000009.1
lidus 25220 [46012.>46120] [19854..23414] [200122..200895] [181987..182499] [120581..123046] [118562..120478]
ca
Anoxybacillus DSM 2641; WK1 AF004589.1 NC_011567.1 NC_011567.1 NC_011567.1 [962372..963151] NC_011567.1 NC_011567.1 NC_011567.1 [6528..8978] NC_011567.1 [4539..6455]
flavith [133850..134794] [108086..111646] [728126..728671] [945214..945726]
avithermus
Anoxybacillus G2 AY122325.1 NZ_CP012152.1 NZ_CP012152.1 NZ_CP012152.1 NZ_CP012152.1 NZ_CP012152.1 NZ_CP012152.1 [6128..8587] NZ_CPO12152.1 [4135..6057]
. [132951..133895) [107192..110752] [1863382..1864161] [2071351..2071899] [1880802..1881314]
gonensis
Anoxybacillus TW/VK-KG4;G10 AF510985.1 CP025535.1 CP025535.1 CP025535.1 [2301874..2302653] B CP025535.1 CP025535.1 [1280098..1282557] CP025535.1 [1282628..1284550]
kamchatkensis hs [1149245..1150189] [1172389..1175949] [2284719..2285231]
amchatkensis hs.
Anoxybacillus
ayderensis
Anoxvbacillus K1 MK418417.1 NZ_MQAD01000038.1 NZ_MQAD01000038.1 MQAD01000005.1 - MQAD01000005.1 NZ_MQAD01000010.1 NZ_MQADO01000010.1
% yh 3 [9506..10450] [32643..36203] [637310..638089] [654738..655250] [1375..3825] [3898..5814]
arvacharensis
Anoxybacillus DSM 19169; T4 EF654664.1 NZ_JACHEQ010000016.1 [ NZ_JACHEQ010000006.1 | NZ_JACHEQ010000014.1 - NZ_JACHEQ010000014.1 NZ_JACHEQ010000006.1 NZ_JACHEQ010000006.1
liensi [9542..>10350] [16187..16399] [36552..37280] [53983..54495] [166992..169445] [165003..166919]
mongoliensis
Anoxybacillus K1 NR_037100.1 NZ_FOJQ01000013.1 NZ_F0OJQ01000013.1 NZ_F0JQ01000005. 1 B NZ_F0JQ01000005. 1 NZ_F0JQ01000022.1 NZ_F0JQ01000022.1
hehi . [45236..46180] [19472..23032] [1434..2216] [18893..19405] [1590..4043] [4115..6037]
pushchinensis
Anoxybacillus 1S1; DSM 27374T KC958552.1 NZ_LIOK01000031.1 NZ_LIOK01000023.1 NZ_LIOK01000006. 1 - NZ_LIOK01000006. 1 NZ_LIOK01000005. 1 NZ_LIOK01000005. 1
kundensis [9840.>10639] [8758..12318] [32604..33383] [50036..50548] [179047..181500] [177058..178974]
surya,
Anoxybacillus NCIMB 13971 ON331912.1 NZ_JALLIW010000014.1 JF279474.1 NZ_JALLIW010000004.1 - NZ_JALLIW010000004.1 NZ_JALLIW010000074.1 NZ_JALLIW010000074.1
kestanbolensi [45057..46001] [29..808] [17456..17968] [1220..3670] [3743..5659]
estanbolensis
! DSM 23211; T-11 FJ438370.1 X NZ_JACHES010000016.1 NZ_JACHES010000001.1 B NZ_JACHES010000001. 1 NZ_JACHES010000003. 1 NZ_JACHES010000003. 1
Anoxybacillus [19422..22982] [155523..156251] [138308..138820] [297323..299776] [295334..297250]
tengchongensis
Anoxybacillus AF/04; TF292514.1 NZ_JXTHO01000010.1 NZ_JXTHO01000010.1 NZ JXTHO01000003.1 - NZ_JXTH01000003.1 NZ_JXTH01000005.1 NZ_JXTHO01000005.1
thermarum [45685..46629] [19926..23486] [83700..84479] [66538..67050] [1531..3990] [4061..5983]
Anoxybacillus A343; DSM 22626 | EU326496.2 NZ_JANGZY010000014.1 | NZ_JANGZY010000014.1 | NZ_JANGZY010000004.1 - NZ_JANGZY010000004. 1 NZ_JANGZY010000001.1 NZ_JANGZY010000001.1
salavatliensis [45064..46008] [19304..22864] [17947..18726] [35370..35882] [1232..3691] [3762..5684]
Anoxybacteriodes DSM 15939; NR 042225.1 CP015438.1 JF279467.1 CP015438.1 [2470230..2471009] B CP015438.1 CP015438.1 [184352..186817] CP015438.1 [186889..188820]
lolvti MR3C [46930..47874] [1223276..1224790]
amylolyticus
Anoxybacteriodes R-35643; DSM FN428691.1 NZ_JACHEP010000021.1 NZ_JACHEP010000021.1 NZ_JACHEP010000013.1 - NZ_JACHEP010000013.1 NZ_JACHEP010000003. 1 NZ_JACHEP010000003. 1

tepidamans

16325

[10432..11376]

[33877..37440]

[65031..65810]

[47125..47637]

[184052..186523]

[182055..183971]
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Cizelge 3.11 Primer/prob tasariminda kullanilan termofilik ve mezofilik sporlu basillerin ilgili 8 gen dizilerine ait Genbank Aksesyon numaralari (devami)

isimlendirme Kiiltiir 16S rRNA rpoA rpoB spo0A spo0B spollIAB gyrd gyrB
Koleksiyon
Numarasi
Anoxvbacteriod DSM 17127 AJ879076.1 NZ_JACIDF010000 | NZ JACIDF010000 | NZ JACIDF010000002.1 B NZ_JACIDF010000002 | NZ_JACIDF010000007.1 NZ_JACIDF010000007.1
noxybacteriodes 013.1 013.1 [316813.317592] 1 [2106..4577] [4818..6734]
rupiense [19320..>20131] [43087..46650] [335330..335842]
Anoxybacteriodes JCM 12111 MT760344.1 - BMNP01000022. 1 BMNP01000029.1 BMNP01000009.1 BMNP01000005.1 BMNP01000007.1 BMNP01000007.1
voinovskiense [19837..23394] [30584..31363] [71015..71557] [10380..10892] [1459..3924] [3996..5918]
Brevibacillus sedimenti YIM; PCH MG661737.1 NZ_CP064048.1 NZ_CP064048.1 NZ_CP064048.1 B NZ_CP064048.1 NZ_CP064048.1 NZ_CP064048.1
117 [1339188..1340132] | [1312323..1315862] | [2827486..2828274] [2806710..2807228] [1132978..1135476] [1128900..1130825]
R-35653; FN428699.1 AZRV01000008. 1 NZ_KB912893.1 NZ KB912887. - NZ KB912887.1 NZ KB912886.1 NZ _KB912886.1
Caldibacillus debilis DSM 16016; [4362..5306] [20497..24066] [26976..27767] [9015..9530] [2137..4584] [4656..6581]
GBI 1
Glwl MK622844. 1 NZ_JPYA01000125. | NZ JPYA01000125. | NZ JPYA01000158.1 NZ_JPYA01000105.1 X NZ_JPYA01000010.1 NZ_JPYA01000010.1
Geobacillus icigianus 1 1 [263..1081] [14208..14753] [1764..4226] [4563..6476]
[11283..12227] [34647..38219]
DSI; NBRC AY312404.1 NZ BCQGO0100003 | NZ BCQGO100003 | NZ BCQGO1000031.1 NZ_BCQGO01000032.1 | NZ BCQGO1000051.1 | NZ BCQGO1000011.1 NZ_BCQG01000011.1
Geobacillus jurassicus 107829 6.1 6.1 [40965..41783] [165..713] [6984..7496] [1355..3829] [3974..5890]
[26575..27519] [430..4002]
BGSC 90A1; AY608934.1 NZ_CP038860.1 NZ_CP038860.1 NZ_CP038360.1 NZ_CP038360.1 NZ_CP038860.1 NZ_CP038860.1 NZ_CP038360.1
Geobacillus kaustophilus | NBRC 102445 [739381..740325] [713516..717088] [3015741..3016559] [3223209..3223757) [3033946..3034458] [606247..608703] [604180..606096]
N-3 AY044055.1 CP017692.1 CP017692.1 CP017692.1 - CP017692.1 CP017692.1 CP017692.1
Geobacillus lituanicus [2207814..2208758] | [2181765..2185337] | [972451..973230] [990481..990993] [2061887..2064364] [2059811..2061733]
Geobacill 1017 GU459251.2 NZ_MQMGO010000 | NZ MQMG010000 | NZ MQMGO1000041.1 NZ_MQMG01000001. | NZ MQMGO1000041. | NZ MQMGO1000002.1 NZ_MQMG01000002.1
eodacilius 17.1 17.1 [14471..15289] 1 1 [144936..147413] [142866..144782]
proteiniphilus [10895..11839] [34137..37709] [108134..108682] [32670..33182]
Geobacill BGSC 9A20; AY 6089281 NZ_JALS01000094. | NZ JALS01000094. | NZ JALS01000056.1 NZ_JALS01000013.1 NZ_JALS01000056.1 NZ_JALS01000012.1 NZ_JALS01000012.1
eodacilius ATCC 7953 1 1 [45310..46089] [6534..7094] [27547..28059] [1863..4346] [4500..6416]
stearothermophilus [10384..11328] [33760..37332]
Geobacill CPWI6 NZ_CP051162.1 NZ_CP051162.1 NZ_CPO051162.1 NZ_CPO051162.1 NZ_CPO051162.1 NZ_CP051162.1 NZ_CP051162.1 NZ_CP051162.1
eobactilus [607368..608924] [595712..596656] [567759..571331] [2872990..2873808] [3082242..3082802] [2891119..2891631] [456936..459404] [454867..456783]
subterraneus
Geobacill BGSC 93A1 AY608935.1 NZ_NEWKO0100000 | NZ _NEWKO0100000 | NEWKO01000001.1 B NEWKO01000001.1 NEWKO01000001.1 NEWKO01000001.1
eobactilus 2.1 2.1 [1247121..1247900] [1229219..1229731] [11060..13516] [13667..15589]
thermocatenulatus [1726591..1727535] | [1749828..1753400]
Geobacill BGSC 94A1; AY608960.1 NZ_CP017694.1 NZ_CP017694.1 NZ_CP017694.1 NZ_CP017694.1 NZ_CP017694.1 NZ _CP017694.1 NZ_CP017694.1
eodactitus KCTC3902 [1700232..1701176] | [1723720..1727292] | [2960104..2960937] [2717657..2718217) [2942296..2942808] [1831055..1833523] [1833676..1835592]

thermodenitrificans
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Cizelge 3.11 Primer/prob tasariminda kullanilan termofilik ve mezofilik sporlu basillerin ilgili 8 gen dizilerine ait Genbank Aksesyon numaralar1 (devami)

isimlendirme Kiiltiir 16S rRNA rpoA rpoB spo0A spo0B spollIAB gyrd gyrB
Koleksiyon
Numarasi
Geobacillus BGSC96A1; | AY608936.1 NZ_CP042251.1 NZ_CP042251.1 NZ_CP042251.1 NZ_CP042251.1 NZ_CP042251.1 NZ_CP042251.1 NZ_CP042251.1
ARTRW1 [142246..143190] [116381..119953] [2474630..2475448] [2683647..2684195] [2492834..2493346] [6427..8883] [4360..6276]
thermoleovorans
U; BGSC AF276304.1 NZ_NEWL0100000 | NZ NEWLO0100000 | NZ NEWLO01000002.1 NZ_NEWL01000002.1 | NZ NEWLO01000002.1 | NZ NEWLO01000010.1 NZ_NEWL01000010.1
Geobacillus uzenensis 92A1 9.1 9.1 [499060..499878] [298505..299065] [481239..481751] [76352..78820] [78975..80891]
[332311.333255] [355746..359318]
3S-1; PSS1 AJ293805.1 NZ_JPOI0I1000001. | NZ_JPOI0I000001. | NZ_JPOI01000001.1 NZ_JPOI01000001.1 NZ_JPOI01000001.1 NZ_JPOI01000001.1 NZ_JPOI01000001.1
Geobacillus vulcani 1 1 [2073608..2074429] [1851390..1851938] [2055696..2056208] [928733..931210] [931361..933277]
[797220..798164] [820518..824090]
TI; SURF-189 | AY166603.1 NZ_CP061470.1 NZ_CP061470.1 NZ_CP061470.1 NZ_CP061470.1 NZ_CP061470.1 NZ_CP061470.1 NZ_CP061470.1
Geobacillus zalihae [2834655.2835599] | [2808787..2812362] | [1618726..1619544] [1826055..1826603] [1636922..1637434] [2700420..2702876] [2698353..2700269]
NB AFA11066.1 B - - - B B -
Geobacillus kaue
Geo-05 KY744705.1 B - - - - . B
Geobacillus mahadia
K2 AY079151.1 B - - - B B -
Geobacillus uralicus
Paraceobacillus 1017; NEB718 | AF326278.1 NZ_CP070511.1 NZ_CP070511.1 NZ_CP070511.1 NZ_CP070511.1 NZ_CP070511.1 NZ_CP070511.1 NZ_CP070511.1
) b§ [336398..337342] [359716..363273] [1536820..1537599] [1324441..1324980] [1519173..1519685] [474796..477273] [477336..479252]
'oebu
Paraceobacill NBRC AB682661.1 NZ_JACICX010000 | NZ JACICX010000 | NZ JACICX010000012.1 BAWO01000002.1 NZ_JACICX01000001 | NZ_JACICX010000002.1 NZ_JACICX010000002. 1
arageobactiius 107762; DSM 020.1 020.1 [6966..47745] [9217..9759] 2.1 [235104..237590] [233124..235040]
caldoxylosilyticus 12041 [10163..11025] [33383..36952] [29374..29886]
Parazeobacill AYN2 MG603320.1 NWUZ01000001.1 NWUZ01000001.1 NWUZ01000001 .1 - NWUZ01000001.1 NWUZ01000001.1 NWUZ01000001.1
arageobacillius [318989..319933] [342307..345864] [2452341..2453120] [2472226..2472738] [439409..441886] [441949..443871]
yumthangensis
Parazeobacill R-35644T; M1 | FN428692.1 NZ_FOJS01000018. | NZ_FOJS01000018. | NZ_FOIS01000008.1 B NZ_FOJS01000008. 1 NZ_FOJS01000062. 1 NZ_FOJS01000062.1
arageobacilius 1 1 [37406..38185] [55313..55825] [6824..9289] [4844..6760]
thermantarcticus [45701..46645] [19795..23367]
Parageobacillus BGSC 95A1; | AYG608981.1 NZ_CP012712.1 NZ_CP012712.1 NZ_CP012712.1 NZ_CP012712.1 NZ _CP012712.1 NZ _CP012712.1 NZ_CP012712.1
thermoslucosid. DSM 2542 [469723..470667] [493004..496576] [3340099..3340878] [3540785..3541324] [3358023..3358535] [605876..608350] [608412..610328]
2
Paraceobacillus CF1B; DSM NR_108140.1 NZ NDYLO0100000 | NZ NDYLO0100000 | NDYLO1000002.1 - NDYL01000002.1 NZ_NDYLO01000002.1 NZ_NDYLO01000002.1
geobacty 18751 11 1.1 [926767..927546] [944682..945194] [1997855..2000332] [1995876..1997792]
galactosidasius [145829..146773] [119900..123457]
Paranoxybacillus calidus | C161ab;DSM | FI430012.2 NZ_JACDUU01000 | NZ JACDUU0I000 | NZ JACDUU010000001.1 B NZ JACDUU0100000 | NZ JACDUU010000009.1 NZ_JACDUU010000009.1
25220 0013.1 0013.1 [200122..200895] 01.1 [181987..182499] | [120581..123046] [118562..120478]
[46012..>46120] [19854..23414]
P bacill 3nP CGMCC | FI474084.1 NZ_QLMHO0100001 | NZ QLMHO0100001 | NZ QLMH01000002.1 B NZ_QLMHO01000002.1 | NZ QLMHO01000004.1 NZ_QLMHO01000004.1
aranoxybactiius 1.8979; 3nP4 6.1 [46678..47622] 6.1[20519..24082] [284738..285517) [303233..303745] [244523..246994] [242505..244421]
vitaminiphilus
™ bacill R-35652; NR_116989.1 NZ_CP064060.1 NZ_CP064060. 1 NZ_CP064060. 1 NZ_CP064060. 1 NZ_CP064060.1 NZ_CP064060.1 NZ_CP064060.1
ermoaerobactlius U458 [3277699.3278643] | [3251486..3255052] | [2009437..2010219] [2250572..2251111] [2027294..2027806] [3136653.3139121] [3134633..3136549]

caldoproteolyticus
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Cizelge 3.11 Primer/prob tasariminda kullanilan termofilik ve mezofilik sporlu basillerin ilgili 8 gen dizilerine ait Genbank Aksesyon numaralar1 (devami)

isimlendirme Kiiltiir 16S rRNA rpoA rpoB spo0A spo0B spollIAB gyrd gyrB
Koleksiyon
Numarasi
28K; 232 MNg845151.1 NZ_CP026008.1 NZ_CP026008.1 NZ CP026008.1 NZ_CP026008.1 NZ_CP026008.1 NZ_CP026008.1 NZ_CP026008.1
Bacillus aerophilus [1599225..1600169] | [1572178..1575759] | [3621241.3622044] [121022..121615] [3639371..3639886] [1453739..1456243] [1451589..1453505]
Bacillus BCRC 11601, EF433406.1 NC 014551.1 NC 014551.1 NC 014551.1 NC 014551.1 NC 014551.1 NC_014551.1 [7010..9469] NC 014551.1 [4877..6793]
aciius DSM 7 [150015..150959] [122979..126560] [2386310..2387110] [2642663..2643241] [2404435..2404950]
amyloliquefaciens
Bacillus inviet Bi. FFUP; GR-8 | JX183147.2 NZ_CP009108.1 NZ_CP009108.1 NZ_CP009108.1 NZ_CP009108.1 NZ_CP009108.1 NZ_CP009108.1 NZ_CP009108.1
actilus mvictae [1117731..1118675] | [1090685..1094266] | [3123632..3124435] [3378714..3379307] [3141762..3142277) [972202..974715] [970052..971968]
(Bacillus altitudinis)
Bacill ATCC 14580, MF461332.1 NC_006322.1 NC_006322.1 NC_006322.1 NC_006322.1 NC_006322.1 NC_006322.1 [6900..9368] NC_006322.1 [4796..6709]
actitus DSM 13 [146848..147792] [120755..124336] [2511884..2512684] [2807183..2807761] [2530185..2530700]
licheniformis
6462; DSM AF155956.1 NZ_CP093291.1 NZ_CP093291.1 NZ_CP093291.1 NZ_CP093291.1 NZ_CP093291.1 NZ_CP093291.1 NZ_CP093291.1
Bacillus mycoides 2048 [1950690..1951634] | [1924768.1928301] | [581921..582715] [822320..822868] [600959..601474] [1817093..1819564] [1815082..1817004]
FO-036b; AF234854.2 NZ_CP043404.1 NZ_CP043404.1 NZ_CP043404.1 NZ_CP043404.1 NZ_CP043404.1 NZ_CP043404.1 NZ_CP043404.1
Bacillus safensis PgKB20 [1395754..1396698] | [1420165..1423746] | [3073902..3074705] [2830087..2830680] [3055848..3056363] [1539920..1542424] [1542657..1544573]
JCM 9076; LC379073.1 NZ_CP012024.1 NZ_CP012024.1 NZ_CP012024.1 NZ_CP012024.1 NZ_CP012024.1 NZ_CP012024.1 NZ_CP012024.1
Bacillus smithii DSM 4216 [151357..152301] [125093..128650] [2185270..2186058] [2385871..2386422] [2204170..2204682] [7005..9470] [4978..6903]
NBRC 101234; | KT989851.1 NZ_CP021920.1 NZ_CP021920.1 NZ_CP021920.1 NZ_CP021920.1 NZ_CP021920.1 NZ_CP021920.1 NZ_CP021920.1
Bacillus sonorensis SRCM101395 [152567..153511] [126448..130029] [1846854..1847654] [1452364..1452954] [1828825..1829340] [6606..9080] [4502..6415]
CCM 2010; DQ207729.2 NZ_CPO72774.1 NZ_CP072774.1 NZ_CP072774.1 NZ_CP072774.1 NZ_CPO72774.1 NZ_CPO72774.1 NZ_CP072774.1
Bacillus cereus BC33 [139550..140494] [113629..117162) [4064923..4065717] [4309777..4310325) [4083991..4084506) [6195..8666] [4184..6106]
DSM 10; str. MN640967.1 NC 0009643 NC_000964.3 NC_000964.3 NC_000964.3 NC 0009643 NC 0009643 NC_000964.3
Bacillus subtilis 168 [148931..149875] [121919..12550] [2518023..2518826] [2853981..2854559] [2536181..2536696] [6994..9459] [4867..6783]
Bacill ATCC 10792 AF290545.1 NZ_CMO000753.1 NZ_CM000753.1 NZ_CM000753.1 NZ_CM000753.1 NZ_CMO000753.1 NZ_CMO000753.1 NZ_CM000753.1
acutus [73129..74073] [96460..99993] [3879527..3880321] [4122903..4123451] [3898592..3899107] [5087864..5090335] [5090424..5092346]
thuringiensis
ATCC 7061, 1Q424887.1 NZ_LT906438.1 NZ_LT906438.1 NZ_LT906438.1 NZ_LT906438.1 NZ_LT906438.1 NZ_LT906438.1 NZ_LT906438.1
Bacillus pumilus NCTC10337 [152133..153077] [125085..128666] [2185149..2185952] [2476651..2477235) [2203279..2203794] [6638..9139] [4489..6405]
Peendobacill DSM 23; LT549007.1 NZ_CP082363.1 NZ_CP082363.1 NZ_CP082363.1 NZ_CP082363.1 NZ_CP082363.1 NZ_CP082363.1 NZ_CP082363.1
bs;',‘ obactitus NBPM-293 [140149..141093] [114333..117887) [2378039..2378827] [2668646..2669191] [2396817..2397329] [6401..8887) [4339..6264]
adius
JCM2512; D78314.1 E UFTC01000001.1 UFTC01000001.1 UFTC01000001.1 . UFTC01000001.1 UFTC01000001.1
Cytobacillus firmus NCTC10335 [129914..133468] [3367136..3367924] [3592007..3592558] [6691..9216] [4627..6549]




3.4.1 Gen bolgelerine 6zgii DNA dizilerinin hizalanmasi

Calisma i¢in secilen /6S rRNA, rpoA, rpoB, spo0A, spoOB, spollIAB, gyrd ve gyrB
genleri, siit ve siit lirtinlerinde tespit edilen tiirlerden belirlenerek taranmis olup, ilgili gen
lokuslarinin aksesyon numaralar1 Cizelge 3.11°de daha once sunulmustur. NCBI veri
tabanindan elde edilen ve her gen bolgesine 6zgii diziler, her cins i¢in, MEGA 11
(Koichiro vd. 2021) ve CLUSTAL W web tabanh arayiizii (Sievers vd. 2011
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ Son Erisim Tarihi: Kasim 2024) kullanilarak
hizalama yapilmistir (Sekil 3.1). Eldeki veri setlerinden yola ¢ikilarak CLUSTAL W

analizi kullanilarak tim veriler .mas, .clustal num ve .docx versiyonlartyla kaydedilip

depolanmustir.

Anoxybacillus kamchatkensis hs. Anoxybacillus syderensis -TAGTCATCTITACCTAAGCITAATCCTAG————————————————— CTCTIICTRACTT 41
3 —~TAGTICATCTITACGTAAGCITAATCY

CTAGICATCTITACGTARGCTITAR!
~TAGTICATCTITACGTARGCTITAR!
CTAGTCATCTTTACGCAACCCTAR
CTAGTCATCTITCCETARGCCTARTCY

GRRATCRGCGAGGATGCCRRATAT 59
CARRTCAGCGAGGATGCCARATAT 59
CARRTCAGCGARGATGCCARATAT

tliensis hs. Anoxybacillus gonesnsis ~TGCTGEGRAR

hermserobacillus caldiproteolyticus ~TGATTGRAR

Paranoxybaci idus ATGATTGAAL

Paranoxybac. vitaminiphilus ATGATTGAARL
= %

Sekil 3.1 rpoA genine ait dizilerin CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) ila hizalanmas1

3.4.2 Filogenetik agac cizimleri

MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) ve CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) ile yiiriitiilen dizi
hizalama islemleri sonucunda secilen tiirlerin gene 6zgii olarak kendi igerisinde iki veya
ticerli grup olacak sekilde kladlar olusturduklar1 gézlenmistir. Bu bilgiler neticesinde
primer-prob tasarimlarinin da gerektiginde bir gen bolgesine ait birden fazla primer seti
kullanilarak yapilmasi mecburiyeti dogmustur. Bu asamadan sonra hizalamalar belirlenen
gruplar bazinda yeniden yapilarak ve tekrar MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) yazilimi
kullanilarak filogenetik aga¢ c¢izimine gidilmistir. Dosyalar .mas, .mtsx ve .mdsx

versiyonlariyla kaydedilip depolanmustir.
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3.4.3 Benzerlik tablolarinin olusturulmasi

Belirlenen gen bdlgelerine 6zgii olarak c¢izilen filogenetik agaclar, benzerlik oranlarinin
belirlenmesi i¢in MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) programi yardimiyla benzerlik
dendogramlarini gosteren matriksler olusturulmustur. Maximum likehood 6zelligi
secilerek yapilarak pairwise distance matriksiyle yilizde (%) benzerlik oranlar
belirlenmistir. Her bir dosya Excel’de diizenlenerek depolanmistir. S6z konusu tim
islemler (hizalama analizleri, filogenetik aga¢ ve pairwise distance analizleri), her 8 gen
bolgesi (16S rRNA, rpoA, rpoB, spo0A, spo0B, spollIAB, gyrA, gyrB, Cizelge 3.11)
lizerinden yeniden diizenlenmistir. Bu asamadan sonra primer- prob tasarimlarina

gecilmigtir.

3.4.4 Primer ve prob tasarimlari

Boliim 3.4.1’de CLUSTAL W’nin web arayiizii kullanilarak yiiriitiilen dizi hizalamalar
tizerinden farkli aday bolgeler secilerek primer ve prob tasarimlart oncelikle manuel
olarak yapilmistir. Her bir gen i¢in tasarlanacak primer-prob bolgeleri daha once
bahsedildigi lizere cinslerin iki veya ii¢ gruba ayrilmasindan dolay1 ikiser veya iicer set
olarak yapildigindan, primer-prob tasariminda 6zellikle CLUSTAL W (Sievers vd. 2011)
analizlerinde yer alan benzer bolgelerin yogunluklar1 goz Oniinde bulundurulmustur

(Sekil 3.2).
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ArpoA-fl primer 5' CGTGGATATGGTACAACTTTGG
Anoxybacillus ayderensis GGCARATTCGTCGTTGARCCACTIGAG

3
TRACTCCTTIA 120

Anoxybacillus pushchinoensis GGCARATTCGTCGTTGARCCACTIGAG TRACTCCTTIA 120
Anoxybacillus flavithermus GGCARATTCGTCGTTGARCCACTTGAG TALCTCCTTA 120
Anoxybacillus kestanbolensis GGCARATTCGTCGTTGARCCACTTGAG TALCTCCTTA 120
Anoxybacillus gonensis GGCARATTCGTCGTTGARCCACTTGAG TALCTCCTTA 119

Anoxybacillus salavatliensis hs. Anoxybacillus genensis GGCARATTCGTCGTTGARCCACTTGAG TALCTCCTTA 119

Thermoaerobacillus caldiprotecolyticus GGCARATTCGTCGTTGARCCACTIGAG TRACTCCTTIA 118
Paranoxybacillus vitaminiphilus GGCARATTCGTCGTTGARCCGCTTGAG TALCTCCTTA 120
O L e L Ed R e A L Ll ]
P- ArpoAl Probe 5/ CGTATCCTGTTATCCTCACTCCCT 3¢ 5
Anoxybacillus ayderensis CGT| GIGCCGCTGTAACATCIGITCARATAGATGET 180
Anoxybacillus pushchinoensis CGT| GIGCCGCTGTAACATCIGITCARATAGATGET 180
Anoxybacillus flavithermus CGT| GIGCCGCTGTAACATCIGITCARATAGATGET 180
Anoxybacillus kestanbolensis CGT| GTGCCGCTGTAACATCTGTTCARATAGATEET 180
Anoxybacillus gonensis CGT| GIGCCGCTGTAACATCIGITCARATAGATGET 179
Anoxybacillus salavatliensis hs. Anoxybacillus gonensis CGT| GIGCCGCTGTAACATCIGITCARATAGATGET 179
Thermoaerobacillus caldiproteclyticus CGT| GTGCCGCTGTGACATCTATTCARATAGATEET 179
Paranoxybacillus vitaminiphilus CGT| GTGCCGCTGTAACATCTGTGCARATAGATEET 180
Ak ke kR ke kR kR ko bk ok kR kR kR

ArpoArl Reverse primer 3r (5'-3' complementer zincir dizisindeki hali)

Anoxybacillus ayderensis EICITECACGALITITCARCARTTGATGGCGTICGIGGARAGATGTARCAACGATCATTTTIA 240
Ancxybacillus pushchinoensis GTATTECACGAATTTTCARCAATTGATGGCGTCGTGGAAGATGTARCAACGATCATTTTA 240
Anoxybacillus flavithermus ETATTECACGAGTTTTCALCAATTGATGGCGTCGTGGARAGATGTARCAACGATCATTTTA 240
Anoxybacillus kestanbolensis ETATTECACGAGTITITCARCARTTGATGGCGTICGIGGARAGATGTARCAACGATCATTTTIA 240
Anoxybacillus gonensis ETATTECACGAGTITITCARCARTTGATGGCGTICGIGGARAGATGTARCAACGATCATTTTIA 239
Anoxybacillus salavatliensis hs. Anoxybacillus gonensis ETATTECACGAGTITITCARCARTTGATGGCGTICGIGGARAGATGTARCAACGATCATTTTIA 239
Thermoaercobacillus caldiproteolyticus ETCGCTECATGAGTTCTCARCARTTGAAGGCGTCGTAGARAGATGTGACAGCARTTATTITTIA 239'
Paranoxybacillus vitaminiphilus ETATTECATGAATTTTCALC A AT TEALGGCGTCGTAGRARAGATGTARCAACAATTATTTTA 240

Aok ke s kR W okok ek Rk kR Wk ok Rk kW ek ok

Sekil 3.2. Tasarlanan primer ve problarin CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) analizi sonucu
ornek gosterimi (Ornek olarak ArpoA-f/rl, P-ArpoAl seti gosterilmistir)

Sekil 3.2°de bir 6rnegi goriilmekte olan hizalama sonuglarina gére 6n taramalarda en
yiiksek benzerlik gosteren bolgelerden uygun AG degerlerine sahip olan primer ve prob
ciftleri tasarlanmistir. Bu amagla web tabanli bir yazilim olan Premier Biosoft’un sundugu
Beacon Designer kullanilmistir (Sekil 3.3,

https://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/index.html Son Erisim Tarihi:

Kasim 2024, Premier Biosoft Interpairs, Palo Alto, CA). Primer ve prob ¢iftlerinin gen
tizerindeki yerlerinin belirlenmesi ve iirlin boyutunun 300 baz ciftini gegmemesi igin

tasarimlar SnapGene Viewer yazilimi ile de kontrol edilmistir (Sekil 3.4).

a ¢ free PREMIER Biosoft
Bi i ol

J Oligo Analysis | Sequence Analysis Beacon Designer Full Version

Assay Type:
® TagMan® O sverR®Green
Name: | |

Description | |

Sense Primer. 5[TTGCCCCTAGTGAGATTGCT K3 20 |bp
Anti-sense Primer. 5 [AAGACGGTCGTTTACGGATG K} 20 |op
Prove: 5 [ATCTGTCCACACGTCGATCGTTAAT [E3 25 |bp

Reaction Conditions:

Nucleic Acid Concentration: M
Mono lon Concentration mi
Free Mg+ Goncentration mM
Total Na+ Concentration 33284 mM

Restore Default | ‘ Analyze

Sekil 3.3 Premier Biosoft’un sundugu, Beacon Designer arayiizii
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a) Fle Edit View Enzymes Features Primers  Actions Tools Window  Help

D & B © C K O

Open Save Undo Copy
Selected: 133.937 .. 134.046 = 110 bp  [45% GC] == 2.846.74¢
>
1 I I I I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

T ' ' | v | v [ v v V v [
GTGTAAGCCCTTGAATAAGTACCCCCTTAAAGCTAACTCGACAGTAGCCAAATTAGCCCCAAAGCTGCAAAACTTCCTCCCAATTTCCTTACGACCTTTAACTTTTCGEE

TTTGGGTAACTCCTTACGTCGTATCCT
L i Il

1 1 1 1 1 1 1 1 1 ! 1 ! 1 1 L
t t t t + T T T

T T T T T T
TTTTAGCTTTGCCAACTTTAGTCGCTCCTACGGTTTATACCGTTTAAGCAGCAACTTGGTGAACTCGCACCTATACCATGTTGAAACCCATTGAGGAATGCAGCATAGEA

GTTATCCTCACTCCCTGGTGCCGCTBTAACATCTGTTCAAATAGATGGTGTATTGCACGAGTTTTCAACAATTGATGGCGTCGTGGAAGATGTAACAACGATCATTTTAA
1 1 1 1 I 1 ’ 1 1 ! : ! ’ ! : ! 1 ! 1 1 1 [ 154.090
T T T T T T T T T T T T T T ¥ T 8
CAATAGGAGTGAGGGEACCACGECGACATTGTAGACAAGTTTATCTACCACATAACGTGCTCAMAAGTTGTTAACTACCGCAGCACCTTCTACATTGTTGCTAGTAAAATT

133,980

Primer 1 rpoA p

ACATTAAAAAGCTAGCGCTAARAATTTATTCGBACGAAGAAAAGACGCT TBAGATTGATGTACAGGGTGAAGGAGTCGTTACAGCTGCCGACATTACTCACBATAGCGAT
L 1 L 1 ' 1 ' 1 } I } I } I ’ 1

134.200

T t t y T t T t T T T T T T T T T
Unique 6+ Cutters (Nonredundant) | ;6o 11111 AAATAAGCCTGCTICTTITTCTGEGAACTCTAACTACATGTCCCACTTCCTCAGCAATGTCOACOGCTGTAATOAGTGCTATCGETA

Q B Mep  sequence  Enzymes  Features  Primers  History [] Descriptic
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Sekil 3.4 Anoxybacillus (a) grup 1 ve (b) grup 2 icin rpoA gen bolgelerine 6zgii dizayn
edilen primer ve problarin gen lokusu iizerinde ilgili bdlgenin SnapGene
Viewer programi ile gosterimi
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3.5 Genomik DNA izolasyonlar:

Thermo Scientific (K0512) Genomic DNA purification kiti kullanilarak aktif bakteri
kiltiirlerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Yaklasik 18 saat siiresince optimum (Cizelge
3.8 ve 3.9) inkiibasyon kosullarinda gelistirilen bakteriler 0,03-0,04 mg agirligina sahip
olacak sekilde steril bir mikrofiij tlipi icerisine toplanmis, lizerlerine 10 mg/mL
konsantrasyonuna sahip 200 uL hacminde lizozim enzimi eklenerek, 37°C'de 30 dakika
siiresince inkiibe edilmistir. Siire sonunda ise belirtilen kitin protokolii uygulanmistur.
Elde edilen genomik DNA’larin son konsantrasyonu 200 ng/uL olacak sekilde
ayarlanmigtir. Calisma siiresince ana stok DNA’lar -20°C’de, 200 ng/uL olacak sekilde

ayarlanan ara stok DNA’lar ise +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.6 PCR Cahismalan

Bu asamada, qRT-PCR analizine geg¢ilmeden 6nce tasarlanan primer-prob c¢iftlerinden
ilkin primer setlerinin dogrulamasi1 konvansiyonel PCR ile yapilmistir. Bu kisimdaki en
kritik hususlardan biri, cins bazli tasarim sebebiyle hizalamalar primer setlerinde bulunan
dejenere baz sayisinin bazen birden fazla olmasi ve qRT-PCR ¢alismalarina 6zgii olarak
prob ile birlikte bir set olarak tasarlanmis olmasidir. Bu nedenle, baglanma dogrulugunun
teyidi amaciyla qRT-PCR analizleri 6ncesi bu ¢alismalar yapilmis olup, cins i¢i ve cinsler
arast yuriitiilmilis ¢aprazlamalar sonrasinda gen bolgesi ve prob se¢imleri bu sekilde

yapilmistir.

Konvansiyonel PCR c¢aligmalari, iireticinin (Thermo Scientific Tag DNA polymerase
(recombinant) EP0402) tavsiye ettigi hacim ve konsantrasyon degerlerinde yiiriitiilmiis
olup, gerektiginde primerlerin baglanma spesifitelerini tespit edebilmek amaciyla hacim
ve son konsantrasyon degerleri modifiye edilmistir (Cizelge 3.12). Reaksiyon
kosullarinda ise yine {iireticinin tavsiye ettigi kosullar uygulanmis olup, dimer-dimer,
cross dimer ve self dimer yapilar1 icin AG® degerlerini gercege yakin bir oranda sunan
Beacon Designer’in onerdigi sicakliklar baz alimmistir. Buna gore, her bir sicaklik 2

derece artirillarak yine her bir primer setine 6zgii en az 4 sicaklik degeri se¢ilmis ve
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boylece sicaklik gradiyenti uygulanarak (50-60°C araligi) primerlerin ideal baglanma
sicakliklart belirlenmistir (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.12 Konvansiyonel PCR karigimi

Hacim ve Konsantrasyonlar

Reaksiyon Bilesenleri Ureticinin Tavsiye Ettigi Hacim = Test Edilen

10X Tagq Buffer S5uL 2,5 uL

dNTP mix (10 mM) 1 uL 0,5 uL

Forward primer (10uM) 0,1-1 uM 0,5-1 uL

Reverse primer (10uM) 0,1-1 uM 0,5-1 uL

25 mM MgCl; 1-4 uM 2 ulL

Kalip DNA 10 pg-1 pg 0,5 uL (200 ng)

Taq polymerase (EP0402) 1,25U 0,25 uL

dH.0 Son hacim 50 pL olacak sekilde su = Son hacim 25 pL olacak
eklenir sekilde su eklenir (17,25-

18,25 uL)

Cizelge 3.13 Konvansiyonel PCR kosullari
Baslangi¢ denatiirasyonu = 95°C 1 dakika

Denatiirasyon 95°C 30 saniye 35 dongii
Baglanma Gradient (50-60°C) 30 saniye

Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 5 dakika

Bu reaksiyonlar cins i¢i ve cinsler arasi caprazlama reaksiyonlarmmin sayisini ve
hassasiyetini arttirmak amaciyla gergeklestirilmistir. Elde edilen tiim konvansiyonel PCR
sonuclar 15181nda ise 8 farkli gen bolgesi i¢in yapilan tasarimlar kendi gruplandirmalar
icerisinde taranarak, agaroz jel elektroforezinde amplikon varligi ve istenilen
biiyiikliiklere sahip olup olmadigina bakilmistir. Nihai olarak 3 gen bdlgesi ve i¢ kontrol

icin kullanilacak 1 gen bolgesi secilebilmistir.

3.7 Sanger DNA Dizileme Analizleri

In silico ¢aligmalarin dezavantajlarindan birisi de dizi ve hizalama bilgilerinin dogru
oldugu kabul edilmesine karsin, deneysel calismalarda ayni sonuglarin elde edilememe
olasiligidir. Bunu elimine edebilmek ve yapilan calismalarin dogrulugunu teyit

edilebilmek adina, tiim PCR c¢alismalar1 sonunda secilen primer setleriyle her bir temsilci
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olarak segilen cinse ait ve pozitif sonu¢ veren PCR iiriinleri segilerek, BigDye Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Kat. No: 4337455) kullanilarak saflastirilmis olup,
hizmet alim yoluyla (intergen) “forward ve reverse primerler” ¢ift okuma olacak sekilde
kapiler elektroforez yontemiyle, ABI 3130 cihazinda Sanger DNA dizileme analizi
yapilmistir. Boylece istenilen hedef gen bdlgelerini ¢ogaltabildikleri, elde edilen

amplikon dizilerinin NCBI veri tabaninda taranmasi sonucu teyit edilebilmistir.

3.8 qRT-PCR Cahismalan

llerleyen asamalarda multipleks (coklu reaksiyon) qRT-PCR ¢aligmalari
amaclandigindan, problarda kullanilan floresan boyalarda frekans ¢akigmasi olmamasi
amactyla her bir temsilci gruba ve internal kontrol grubuna, farkli kanallara sahip boya
cesitleri ve uyumlu olduklar1 quencher (soniimleyici) molekiilleri se¢ilmistir (Cizelge
3.14 ve Sekil 3.6). Cizelge 3.15’te secilen kanallarin dalga boylar1 ve cinse 6zgii boyalari
verilmigtir. Prob tiretimleri, belirlenen kanallar ve quencher molekiiller secilerek hizmet

alimi1 yoluyla (Sentebiolab Biyoteknoloji A. S.) temin edilmistir.

Cizelge 3.14 Tagman problar i¢in secilen reporter boya ve quencher ciftleri

Kodlamalar 5’ ucu 3’ucu Dalga Boyu (nm)

Eksitasyon Emisyon

Maksimum Maksimum
AspoOA FAM BHQ1 492nm 517 nm
GgyrB HEX BHQ1 530 nm 556 nm
BgyrB CY5 BHQ2 650 nm 670 nm
Internal Kontrol CFR610 BHQ2 590 nm 610 nm
(16S rRNA)

(Aspo0A=Anoxybacillus, Ggyrb=Geobacillus, BgyrB=Bacillus cinsleri)
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Sekil 3.5 Kullanilan boyalarin spektrofotometrik pozisyonlar1 (Yesil- FAM; A¢ik yesil-
HEX; Turuncu-CFR 610; Kirmizi- CY5)

Temin edilen Tagman problarin oncelikle ¢alistiklar1 kontrol edilmistir. Ayrica farkl
enzimler [Vazyme enzim L/N 7E571K1 (QT225-01) ve Vazyme buffer L/N 7E571K1
(T225-01-AB) seti, Solid Biodyne SolisFast Probe qPCR Mix with UNG (Kat. No: 28-
21-00001) ve 1Taq Universal Probes Supermix (Kat. No: 1725131)] ve farkli sicakliklar
(56-60°C) kullanilarak yapilan 6n denemeler sonucunda, izole edilen genomik DNA’lar
ile birlikte en iyi sonug veren enzimin iTaq Universal Probes Supermix (Kat. No: 1725131
BioRad, Cizelge 3.15 ve 3.16) oldugu saptanarak bundan sonraki tiim qRT-PCR

calismalarinda bu enzim kullanilmistir.
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Cizelge 3.15 qRT-Karigimi1 (iTaq Universal Probes Supermix (Kat. No: 1725131)

Kullanilan Hacim

icerik Hacim Son Konsantrasyon
ve Konsantrasyon
iTag Universal Probes 5 uL 1X 5 uL (2X)
Supermix (2X)
Forward ve Reverse Degisken 150-900 nM (Her bir 1 pL (5 uM- her bir
Primerler primer i¢in) primer i¢in)
Florojenik Probe Degisken 150-250 nM 1 uL (2,5 uM)
DNA Degisken 50ng- 5pg 1 uL (200 ng)
Niikleaz icermeyen su | Son hacmi 10 uL olacak = - 1uL
sekilde su eklenir
Toplam reaksiyon 10 puL - 10 uL

hacmi

gRT-PCR optimizasyon asamasi, reaksiyon kosullari ve baglanma/uzama sicakligi
degistirilerek gerceklestirilmistir (Cizelge 3.16). Gerektigi durumlarda ise primer/prob
konsantrasyonu degisikligine gidilerek (Cizelge 3.15), primer-prob ciftlerinin en uygun

calistig1 reaksiyon kosullar1 ve karisimi belirlenmistir.

Cizelge 3.16 qRT-PCR kosullar1 (iTaq Universal Probes Supermix (Kat. No: 1725131)

Polimeraz 95°C 5 dakika

Aktivasyonu ve

Baslangi¢

Denatiirasyonu

Denatiirasyon 95°C 5 saniye 39 dongii
Baglanma/Uzama ve Gradiyent (56-60°C) 30

Okuma saniye

3.8.1 Cinse 6zgii tasarlanan primer ve prob setlerinin cinsler arasi caprazlanmasi ve
caliyma kapsaminda belirlenen 7 basil i¢in hassasiyet degerlerinin belirlenmesi

Belirlenen primer ve prob setlerinin, ilk olarak i¢ ve dis grup c¢aprazlamalari
gerceklestirilmistir. Bu asamada kendi cinsi igerisinde ¢aprazlanan primer ve prob setleri,
cins disinda kalan diger bakteriler ile de ¢aprazlanmitir. Bu ¢aprazlamalar sonucunda,
bazi setler i¢in prob dizileri yeniden tasarlanarak, kendi grubu disinda en az pozitif sonug
veren primer ve prob setleri tespit edilerek, hassasiyet degerlerinin belirlenmesi

asamasina gecilmistir.
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Belirlenen primer ve prob setlerinin hassasiyet (LOD- Limit of Detection-Tespit Limiti)
degerlerinin tespiti amaciyla, calisma kapsaminda temcilsi olarak segilen 7 tiiriin genomik
DNA’lar1, 200 ng/uL, 20 ng/uL, 2 ng/uL, 200 pg/uL, 20 pg/uL, 2 pg/uL, 200 fg/uL, 20
fg/ul ve 2 fg/ulL (ng=nanogram, pg=picogram, fg=femtogram) konsantrasyonlara sahip
olacak sekilde bir seri diliisyon halinde hazirlanmis, en az 3 paralel olacak sekilde
reaksiyonlar kurulmustur. Reaksiyon bitiminde elde edilen Ct (threshold) degerlerinin
ortalamas1 alinmis, standart egrileri ¢izilerek, kantitatif analizler Microsoft Office Excel
programi kullanilarak etkinlik (efficiency-E) ve egim (slope) degerleri hedeflenen

giivenirlik araliginda hesaplanmistir.

3.8.2 Coklu qRT-PCR reaksiyon calismalari

Her bir temsilci cins i¢in belirlenen primer-prob setleri ve reaksiyonun sagligini kontrolii
icin segilen internal (i¢) kontrol primer-prob seti ile birlikte coklu reaksiyonlarin
optimizasyonlar1 yapilmistir (Cizelge 3.15 ve 3.16). Bu asamada, oOncelikli, 4 farkl
primer ve prob setinin farkli kombinasyonlarda ve ortak baglanma sicakliklarinda
uygunluklar1 denenmis olup, kullanilan enzimin c¢alisma kosullarin da g6z Oniinde
bulundurularak, ¢oklu reaksiyon kurulumuna gidilmistir. Tekli reaksiyonlarda yapilan
islemlere benzer sekilde, her bir cinse ait primer ve prob setlerinin birlikte en uygun
calistig1 kosullar1 ve ortami belirlemek adina, reaksiyon karisimi ve reaksiyon sicakligi

optimizasyonu yapilmistir.

3.9 Siite Inokiile Edilen Vejetatif ve Spor Hiicrelerinin Geri Kazanilmasi, DNA
izolasyonu ve qRT-PCR Calismalar:

Calisma kapsaminda belirlenen 7 basilden (Cizelge 3.9) elde edilen spor stoklari
121°C’de 5 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilen ticari siit igerisine bir seri
diliisyon olacak sekilde (10'- 10! KOB/mL) inokiile edilmistir. Her bir diliisyon
faktoriinden 500 pL hacimde 3 paralel 6rnek alinarak: bir paraleli sonraki asamalarda
DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilmus, ikinci paraleli de —20°C’ye kaldirilarak yedek olarak
saklanmistir. Geriye kalan ti¢lincii paralel ise TSA ve BCP besiyerlerine damla ve yayma

plak yontemleri kullanilarak inokiile edilmis ve petriler bakterilere uygun optimum
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sicakliklarda (mezofiller ve fakiiltatif termofiller i¢in 37°C, termofiller i¢in 55°C) bir gece
stiresince inkiibe edilmistir. Siire bitiminde petrilerde gelisen koloniler sayilarak,

logaritma 10 tabaninda spor konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Vejetatif hiicrelerin eldesi i¢in sporulasyonun en asgari diizeyde olmasi ve kolonilerin
toplanabilmesi adina 7 basilden en az 5 paralel olmak iizere TSA’ya ¢izgi ekim
yontemiyle inokiilasyonu yapilmis, 12 saat siiresince her bir bakteri uygun optimum
sicaklikla inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler %0,85 NaCl iceren steril serum
fizyolojik soliisyon igerisine toplanmistir. Toplanan pelet bir kez steril serum fizyolojik
soliisyon ile yikanmis ve santrifiij (6000 g 15 dakika) ile ¢oktiiriilen pelet tekrar serum
fizyolojik igerisinde siispanse edilerek, karigimdan steril siit icerisine bir seri diliisyon
yapilmistir. Ayni islemler tekrarlanarak 6rnek toplanmasi ve koloni sayimlari sonrasi
vejetatif hiicrelerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tiim 6rnekler kullanilana kadar —

20°C’de saklanmustir.

3.9.1 Spor stoklarinin siite inokiile edilmesi ve saatlik olarak sayimlari

Boliim 3.2°de iiretilen spor stoklarindan, nihai hacim 100 mL olacak sekilde, steril siit
igerisine son konsantrasyonu 10 KOB/mL olan 7 farkli spor stogu ayr1 ayr1 agtlanmugtir.
Sonrasinda her bir bakteri sporu optimum gelisme sicakliklarina uygun kosullarda
(fakiltatif termofiller i¢in 37°C, termofiller i¢in 55°C) 170 rpm’de inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon siiresince, inokiilasyonun ilk yapildigi 0. saat dahil olmak iizere,
6, 12, 18 ve 24. saatlerde deney diizenegi igerisinden toplam 1’er mL hacimde olacak
sekilde ornek alinmig, DNA izolasyonu i¢in 500 pL hacimlerde tiiplere bolistiiriilerek -
20°C’de muhafaza edilmistir. Ornek alimlarinin yapildigi zaman dilimlerinde, damla ve
yayma plaka yontemleri kullanilarak TSA (Cizelge 3.2) ve BCP (Cizelge 3.3)
besiyerlerine, hem toplam koloni sayisini belirlemek amaciyla hem de vejetatif hiicreleri
elimine ederek spor hiicrelerinin koloni sayimlarini yapabilmek adina termofiller i¢in
100°C’de 15 dakika siiresince kaynatilan, Bacillus’lar i¢in ise 80°C’de sicak su
banyosunda 15 dakika siiresince (Ceuppens vd. 2010, Hussain vd. 2019) muamele edilen
orneklerden ayr1 ayr1 inokiilasyon yapilmuis, petriler bakteri tiirlerinin optimum gelisme

sicakliklarinda 24 saat siiresince inkiibasyona birakilmistir.
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3.9.2 Toplanan siit 6rneklerinden DNA izolasyonu

Rueckert ve arkadaglarinin (2005a, 2005b ve 2006) yiiriittigl siitten hiicre toplama ve
DNA izolasyon yontemleri bu asamada kullanilmis olup, yontemin gegerliligi Karaca ve

arkadaslarinin (2022) yaptig1 calisma kapsaminda da teyit edilmistir.

DNaz I uygulamasi sonrasi sonikasyon ve cam boncukla vorteksleme olacak sekilde 2
farkli DNA izolasyon yontemi denenmistir (Xu ve Marco 2022). Ilk olarak toplanan
orneklerden iki paralel hazirlanarak DNaz I (Sigma- DN25-10MG) ile muamele
edilmistir. Son konsantrasyonu 200 Kunitz DNaz I icerecek sekilde 1 mL hacmindeki
ornekler, enzim aktivasyonu i¢in 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu asama
sonrasinda, 1 mL’lik 6rnege 200 pL hacminde 1,2 M trisodyum-sitrat ¢ozeltisi ve 200 L
hacminde n-decane (Merck Kat. No. 820383-0250) ilave edilerek hafifce
vortekslenmistir. Ornekler 16.100 g’de 10 dakika boyunca santrifiijlenerek, olusan
koagulant yapisini iceren siipernatant mikropipet ucu yardimiyla dikkatlice ortamdan
uzaklagtinnlmistir. Bu islemden sonra tiipler tekrar 16.000 g’de 2 dakika boyunca
santrifiijlenerek, olusan siipernatant pipetle uzaklastirilmistir. Pelet 1 mL hacminde steril
niikleaz, DNaz ve RNaz icermeyen distile su icerisinde siispanse edildikten sonra, DNaz
I enzim inaktivasyonu i¢in 80°C’de 10 dakika boyunca sicak su banyosunda inkiibe
edilmistir (Zheng vd. 2017). 1 mm c¢apindaki steril cam boncuklardan her bir tiipe, 50 mg
agirliginda olacak sekilde siispansiyon lizerine eklenmistir. Sonikasyonla izolasyon i¢in,
hazirlanan 6rnekler, 120 W (60 amplitude) ve 20 kHz’e (0,8 siklus) ayarlanmis 1 mm
capinda celik ve otoklavlanabilir 6zellikteki probla, vejetatif hiicreler i¢in 125 saniye,
spor hiicreleri icin ise 360 saniye siiresince ultrasonikasyona (Dr. Hielscher marka
UP200H model sonikator) ugratilmistir. Cam boncukla vorteksleme yontemi i¢in de ayni
gramajda cam boncuk iceren diger paralel drnekler ise ayni siireler kullanilarak ytiksek

hizda vortekse tabii tutulmustur.

Siire bitiminde tiim Ornekler tekrar 16.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiijlenerek,
genomik DNA’nin bulundugu siipernatant steril bir mikrofiij icerisine alinmistir. Mevcut
genomik DNA konsantrasyonu (ng/pL) ve saflik kontrolleri 260, 280 ve 230 nm’deki
absorbanslar1  dikkate almarak; A260/230 ve A260/A280 oranlar1 NanoDrop
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Spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific Nanodrop On/OneC Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer, Seri no. AZY 1811504) kullanilarak belirlenmistir. Siipernatant qRT-

PCR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.9.3 Siitten izole edilen DNA ile qRT-PCR kurulumu

Boliim 3.8’de yapilan ve optimize edilen qRT-PCR kosullar1 kullanilarak, Boliim 3.9.1
ve 3.9.2°de izole edilen DNA’lar ile birlikte qRT-PCR diizenekleri kurulmustur. Bu
asamada, KOB/mL cinsinden DNA konsantrasyonlar1 belirlenen DNA 0&rnekleri
kullanildigindan dolayi, primer ve prob ciftlerinin cins spesifik olacak sekilde KOB/mL

biriminden 6l¢iim hassasiyetlerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Vejetatif, spor ve saatlik orneklem alimlarindan yapilan inokiilasyon sonucu tim
KOB/mL sonuglar1 logaritma 10 tabaninda hesaplanmus, iki farkli izolasyon yontemiyle
(sonikasyon ve vorteksleme) elde edilen DNA’lar ile kurulan gqRT-PCR analizleri sonucu
Ct degerleri kullanilarak Microsoft Office Excel programinda toplu kalibrasyon grafikleri
cizilmistir. Her bir grafik i¢in en uygun matematiksel modellemeler (kiibik ve lineer,
gerektigi durumlarda her ikisi) Microsoft Office Excel programinda belirlenmis olup,
qRT-PCR verilerine karsilik gelebilecek teorik sayimlar (KOB/mL) ise her bir grafige

uygun olarak yapilan modellemedeki denklemler hesaplanarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Spor Uretimi Optimizasyonu

A. flavithermus DSM 2641, A. kamchatkensis subsp. assacharedens F81 ve G.
thermodenitrificans DSM 465’ spor tiretimleri 55°C’de ve 120 rpm’de oOnceki
calismalardaki bulgulara gore gergeklestirilmis olup (Karakaya 2019), G.
stearothermophilus ATCC 43223 i¢in 55°C’de, B. subtilis DSM 1971, B. licheniformis
DSM 13 ve B. amyloliquefaciens DSM 7 ise yeni belirlenen i¢in 37°C ve 120 rpm’de ki
optimum kosullarda spor tliretimleri yapilmistir. Bu dort basil i¢in saptanan spor iiretim

besiyerleri Sekil 4.1-4.4 arasinda verilmistir.

Geobacillus stearothermophilus ATCC 43223
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Sekil 4.1 G. stearothermophilus ATCC 43223 susunun farkli sporulasyon besiyerlerinde
24-48 saat sonunda olusturdugu spor sayim sonuglari (log (KOB/mL)

ATCC 43223 referans susunun 24 saat sonunda en yiiksek sporulasyon miktarmin,
DSM1X+ L-glutamik asit ve DSM2X kombinasyonlara sahip besiyerlerinde oldugu
gorilmistir (Sekil 4.1, Tek Yonlii Varyans Analizi, Wilcoxon testi, GraphPad Prism

(Versiyon 10.4.0)). 48 saat sonunda ise diger besiyeri kombinasyonlarinda sporulasyon
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oraninda diisilis gozlendiginden istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. ATCC 43223’{in

spor iiretimi i¢in bu sonuglara gére DSM2X besiyeri se¢ilmistir.

Bacillus subtilis DSM 1971

11 &€ 3 8 8 8 & 3 &
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Besiyerleri

Sekil 4.2 B. subtilis DSM 1971 susunun farkli sporulasyon besiyerlerinde 24-48 saat
sonunda olusturdugu spor sayim sonugclari (log (KOB/mL)

DSM 1971 referans susunun 48 saat sonunda olusturdugu en yiiksek sporulasyon
miktarinin DSM2X, DSM2X+Glukoz, DSM2X+L-glutamik asit ve DSM2X+Glukoz+L-
glutamik asit besiyeri kombinasyonlarinda ve 24. saatte gosterdigi belirlenmis (Sekil 4.2)
ve en ylksek sporulasyon miktarint DSM2X besiyerinde olusturdugu goriilmiistiir (Tek
yonlii varyans analizi, Welch testi p<0,05, Wilcoxon testi p<0,05, Mann Whitney
p=0,5296, GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)). Bu nedenle DSM 2X +L- glutamik asit

besiyerinde B. subtilis spor iiretimi gergeklestirilmistir.
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Bacillus licheniformis DSM 13
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Sekil 4.3 B. licheniformis DSM 13 susunun farkli sporulasyon besiyerlerinde 24-48 saat
sonunda olusturdugu spor sayim sonuglari (log (KOB/mL)

DSM 13 referans susunun 48 saat sonunda en yiiksek sporulasyonu, DSM1X+ L-
glutamik asit ve DSM2X kombinasyonlarinda gosterdigi belirlenmis olup (Sekil 4.3, Tek
Yonlii Varyans Analizi, Welch p=0,033, GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)), istatistiki

olarak da anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.4 B. amyloliquefaciens DSM 7 susunun farkli sporulasyon besiyerlerinde 24-48
saat sonunda olusturdugu spor sayim sonuglari (log (KOB/mL))

DSM 7 referans susunun 48 saat sonunda en yiiksek sporulasyonu, DSM2X+ L-glutamik
asit ve DSM2X+Glukoz+L-glutamik asit kombinasyonlara sahip besiyerlerinde
gosterdigi belirlenmis olup (Sekil 4.4, Tek Yonlii Varyans Analizi, Welch p=0,033,
GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)), istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Cizelge 4.1 Yiiksek hacimde ve yiiksek sporulasyon oranlarina sahip besiyerlerinde
tiretim sonucu elde edilen spor (KOB/mL) konsantrasyonlari

Spor Uretimi icin Secilen

Bakteri Ad1 R Spor Miktari
Besiyeri

G. thermodenitrificans DSM 465 TBL + L-glutamik asit ve DSM1X | 10 KOB/mL

G. stearothermophilus ATCC 43223 DSM1X+ L-glutamik asit ve 108 KOB/mL
DSM2X

A. flavithermus DSM 2641 DSM2X 105 KOB/mL

A. kamchatkensis subsp. TBL + L-glutamik asit 10° KOB/mL

asaccharedens F81 hs. A.

ayderensis

B. subtilis DSM 1971 DSM2X+L-glutamik asit ve 10° KOB/mL
DSM2X+Glukoz+L-glutamik asit

B. licheniformis DSM 13 DSM1X+ L-glutamik asit ve 10!t KOB/mL
DSM2X

B. amyloliquefaciens DSM 7 DSM2X+ L-glutamik asit ve 108 KOB/mL

DSM2X+Glukoz+L-glutamik asit

Tiim bakterilerin belirlenen optimum besiyerleri ve kosullarda 500 mL hacimde spor
tretimleri gercgeklestirilmis olup, spor saflasgtirma basamaklar1 (Karakaya 2019)

uygulandiktan sonra saf spor stoklari ileriki asamalarda kullanilana kadar -20°C’de
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muhafaza edilmistir. Cizelge 4.1’°de tiim bakterilerin spor {liretim kosullar1 ve elde edilen
spor stogu konsantrasyonlar1 verilmistir. Sadece A. flavithermus DSM 2641 tiirii yiiksek
hacimli besiyeri kullanilarak yapilan iiretimde hedeflenen konsantrasyonlara ¢ikmamis
olup, elde edilen spor stogu sadece saatlik deney kurulumu asamasi igin

kullanilabilmistir.

4.2 Dizi Hizalamalar1

Boliim 2.5 basligr altinda detayli olarak kuramsal temelleri incelenen ve belirlenen gen
bolgeleri, evrimsel siirecte korunmus olmalarindan dolayi secilen 8 gen (165 rRNA, rpoA,
rpoB, gyrA, gyrB, spo0A, spo0B ve spollIAB) bolgesine ait dizi hizalamalar1 yapilmistir.
Tiim veriler ¢ok uzun oldugundan dogrudan tez yazimina dahil edilmemis ancak bir
MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) ve CLUSTAL W hizalamasi bir 6rnek olarak Sekil 4.5 ve
4.6 sunulmustur. Diger dizilerin hizalamalar1 da benzer sekilde calisilarak, yedeklenip

saklanmistir.

Data  Edit  Search  Alignment Web  Sequencer  Display  Help
(=B EmEThe i «0xBxa+sar Q388

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Species/Abbry

1. Anoxybacieriodes amylolyicum DSM 15939 CP015436.1

2 Anorybacills ayderensis sirain ABO4 NR_024837.1

3. Anoxybacilus bogrovensis DSM 17956 JF273468 1

4. Thermaesobacillus caldiproteolyicus sirain U458 NZ_CP064060.1

5. Paranoxybacilus calidus DSM 25220 NZ_JACDUU010000013 1

6. Anoxybacilus fiavithermus WK1 NC_011367 1

T_Anoxybacilus gonensis sirain G2 NZ_CP012152.1

8. Anoxybacilus Anoxybac 10 CP025535.1
9 Anoxybacilus karvacharensis fis. | strain K1NZ_MQ
10. vabaulﬁkmmk!ﬂsm 13871 NZ_JALLIWO10000004.1

11. Armvbaul.snmuoiersls DSM 19189 NZ_JACHEQ010000016.1

12. Anaxy hinoensis strain K1 NZ_FO. 1

13. Anoxybacteriodes nupiense DSM 17127 NZ_JACIDF010000013.1 - -
14. Anaxybaciliss salavafiiensis hs. Anoxybacillus gonensis DSM 22625 NZ_JANGZY(10000014. -

15. Brevibacilus sedimenti sirain PCH 117 NZ_CP064048.1

18 ybac 27374 NZ_LIOK 1

17. Anaxybacienodes tepidamans DSM 16325 NZ_JACHEP010000021.1

18. Anoxybacillus themmarum sirain AF04 NZ_JXTH01000010.1

19 Paranuxybacilus viaminiphilss strain CGMCC 18979 NZ_QLMHO1000016.1

C

c
EE
c
:
-
i
c
E
:

Sekil 4.5 MEGA 11 (Koichiro vd.2021) yazilimi kullanilarak AgyrAf/r1l seti i¢in gen
bolgelerinin hizalanmasina ait bir arayiiz ekran goriintiisii 6rnegi.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Anoxybacillus karvacharensis hs. Anoxybacillus kestanbolensis
Anoxybacillus kestanbolensis

Anoxybacillus thermarum

Anoxybacillus kamchatkensis hs. Anoxybacillus ayderensis
Anoxybacillus ensis hs. Anoxybacillus gonensis

Anoxybacteriodes r
Anoxybacteriodes a
Anoxybacteriodes voinov.
Brevibacillus
Anoxybacillus
Anoxybacillus
Anoxybacillus t sis
Anoxybacillus mo
Anoxybacillus suryekunder
Paranoxybacillus calidus
E lus vit i

ensis

TATTCTTCTT 10
TATTCTTCTT 11
T---ATTCTTCTTGCAATTGTT 19
T---ACTCTTCTTGCAATTGTT 20
T---ACTCTTCTTGCRATTGTT 20
TACTCCTCTTGCA 14
TACTCTTCTTGCAR 14
T---AGTCTTCCTGTCTATCCT 19
TT---ATCCTTCGTCACTGCTTT 20
TT---ATGCTTCCTCTCCGCTTT 20
——RATACTACATCARGGATCGGRATACGGGCARAGTCTACACCRACCATTCCTC 52
TGTCTGAACGTGTARARAGAAATAAGTA--TTAGTCAAGAAATGCGTG 46
TGTCTGAACGAGTAARAGARAGTGAGTA--TTAGTCAAGAAATGCGTG 46
TGTCTGAAAGAGTAAAGGAAGTGAGTA- ~TTAGTCAAGAAATGCGTG 46
TGTCTGAAARGAGTARAGGAAGTGAGTA- —~TTAGTCAAGARATGCGTG 45
7777777777777 TGTCTGARAGRAGTARRGGRAGTGAGTA-~TTAGTCAAGRRATGCGTG 45
-TGTCGGAAAATCARAATTTACGAATTAGAGAAGTCAATA--TTAGTCAAGAAATGCGTT 57
-TGTCGGAAAATCARAATTTACGAATTAGAGAAGTCAATA--TTAGCCAGGAAATGCGTT 57

ATGTCAGAACRATACCATTCACGAATTCGAGRAGTGAATA- ~TTAGTCRAGRAATGCGCT 58
ATGTCAGARARCCAGRATTCACGAATTCGCGRAGTGAATA- ~TTAGCCRAGRAATGCGCT 58

Thermaerobacillus caldiprotsolyticus
Anoxybacteriodss tepidamans

Sekil 4.6 CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) web tabanli arayiizii AgyrAfir]l seti i¢in gen
dizilerinin hizalanmasina dair 6rnek ekran goriintiisii

Calisma kapsamina alinan bu 8 gen (/6S ¥rRNA, rpoA, rpoB, gyrA, gyrB, spo0A, spoOB
ve spollIAB), siit ve siit iirlinleri icerisinde bulunan sporlu basillere 6zgii olarak (Cizelge
3.10) hizalanarak, Boliim 4.4’te ki tasarimlar bu hizalamalarda yer alan benzerlik

bolgeleri dikkate alinarak yapilmistir.

4.3 Filogenetik Agac ve Benzerlik Tablolar:

MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) yazilim1 kullanilarak NCBI veritabanindan ¢ekilen tiim
dizi bilgileri, her bir cins ve her bir gene 6zgii olarak diizenlenerek siralanmistir. Siralama

sonrasinda ise, UPGMA (Unweighted Pair Group Method) algoritmas: baz alinarak ve

bootstrap degeri 1000 replika olarak secildikten sonra filogenetik agaglar olusturulmustur.
Olusturulan bu agaclarla tiir bazindaki kiimelenmelerin oldugu ¢ok daha net bir bicimde

gbzlenmistir (Cihan vd. 2018).

Elde edilen bu hizalama verilerine gore, gene gore degismekle beraber, hizalamalarin iki
veya ii¢ gruba bolindigi goézlenmis olup, benzerlikleri tespit edebilmek igin
siiflandirma yapilarak, bu tiirler gerektiginde grup 1 ve grup 2 seklinde farkli gruplar
altinda ayr1 ayr1 hizalanmistir. Filogenetik agaclarin belirlenen gen bdlgelerine 6zgii
olarak cizilmesinden sonra, benzerlik oranlarmin belirlenmesi i¢in yine MEGA 11
(Koichiro vd. 2021) ile dendogramlar olusturulmustur. Maximum likehood o6zelligi
secilerek yapilan pairwise distance matriksiyle % benzerlik oranlari hesaplanmistir. Bu

kisimda ¢alisilmis tiim gen gruplar1 yerine sadece her cinse 6zgii olarak se¢ilmis spesifik
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primer ciftlerine ait (Cizelge 4.5) bilgiler sunulmustur. Siit ve siit {iriinleri igerisinde
siklikla rastlanilan bakteriler i¢in nihai olarak se¢ilmis primer ve prob setlerine 6zgiil gen

bolgeleri i¢in ¢izilen filogenetik agaclar Sekil 4.7-4.9 arasinda sunulmustur.

Anoxybacilus karvacharensis hs. hs. Anoxybacilus kestanbolensis strain K1 NZ M O..ADUWDDDUDS.T
Ancxybacilus kestanbolensis NCIMB 13971 NZ JALLIW010000004.1
Anoxybacilus mongaliensis DSM 19169 NZ JACHEQ010000014.1
Anoxybacilus suryakundensis DSM 27374 NZ LIOK01000006.1
Anoxybacilus gonensis strain G2 NZ CP012152.1
Anoxybacilus salavatiensis hs. Anoxybacillus gonensis DSM 22626 NZ JANGZY 0100000041

~— Grup 1
Anoxybacilus pushchinoensis strain K1 NZ FOJQ01000005.1
Paranoxybacillus vitaminiphilus strain CGMCC 1.8979 NZ QLM H01000002 1
Anoxybacteriodes amylolticum DSM 15939 CP015438.1
Anoxybacteriodes voinovskiense JCM 12111 BMNP01000029.1
Thermaerobacilus caldiproteclytious strain U458 NZ CP064060. 1
Anoxybacteriodes rupiense DSM 17127 NZ JACIDF010000002 1

E]
5
&
100 59
100
100
53
52
_|: Paranoxybacillus calidus DSM 25220 NZ JACDUUO10000001.1
93 Ancxybacteriodes tepidamans DSM 16325 NZ JACHEPO10000013.1

100

—
—
[ Brevibacillus sedimenti strain PCH 117 NZ CP064048.1
Anaoxybacilus favithermus WK1 NC 011567.1
e ~ Grup 2
45 Ancxybacilus tengchongensis DSM 23211 NZ JACHES010000001.1
100 Anoxybacilus thermarum strain AF04 NZ JXTHO1000003.1
59 & Ancxybacilus ayderensis strain AB04 NZ JXT G01000002.1
82 = Anoxybacilus kamchatkensis hs. Anoxybacilus ayderensis strain G10 CP025535.1
—

Sekil 4.7 AspoOA grubu olarak secilen sporlu basillerin gen dizileriyle MEGA 11
(Koichiro vd.2021) programinda UPGMA algoritmasi kullanilarak elde edilen

agag
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9| Geobacillus gargensis BGSC 93A1 NEWK01000001.1 —_—
Geobacillus vulcani PSS1 NZ JPOI01000001.1
¥+ Geobacillus icigianus G1w1 NZ JPYA01000010.1
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 NZ JALS01000012.1
9 | Geobacillus thermodenitrificans KCTC 3902 NZ CP017694.1
Geobacillus uzenensis BGSC 92A1 NZ NEWL01000010.1
100 Parageobacillus thermoglucosidasius DSM 2542 NZ CP012712.1
q Parageobacillus toebii strain NEB718 NZ CP070511.1
o Parageobacillus yumthangensis strain AYN2 NWUZ01000001.1
Caldibacillus debilis DSM 16016 NZ KB912886.1

Geobacillus proteiniphilus strain 1017 NZ MQMG01000002.1
75

— Grup 1

Parageobacillus thermantarcticus strain M1 NZ FOJS01000062 .1
LL Geobacillus subterraneus CPW16 NZ CP051162.1
100

Geobacillus thermoleovorans strain ARTRW1 NZ CP042251.1
o Geobacillus zalihae SURF-183 NZ CP061470.1
Geobacillus jurassicus NBRC 107828 NZ BCQG01000011.1
100 ———————— Geobacillus lituanicus N-3 CPO17692 1
77 L eribacilus pallidus KCTC 3564 NZ CP017703.1
. Geobacillus kaustophilus NBRC 102445 NZ CP038860.1 - Grup 2
Saccharococcus caldoxylosilyticus DSM 12041 NZ JACICX010000002.1

100
100 - Parageobacillus galactosidasius DSM 18751

J\

6.00 4.00 200 0.00

Sekil 4.8 GgyrB grubu olarak se¢ilen sporlu basillerin gen dizileriyle MEGA 11 (Koichiro
vd.2021) programinda UPGMA algoritmasi kullanilarak elde edilen agac

—_
b Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 NC 0145511
8 Bacillus subfilis strain 168 NC 000964.3
100 Bacillus licheniformis DSM 13 NC 0063221
100 Bacillus sonorensis strain SRCM101395 NZ CP021920.1
" Bacillus pumilus NCTC10337 NZ LT906438.1 NZ LT9064381
0 Baf;f_Hus L_’-Jer_ophffus straln 23_2 N? ?POZ@OS.W —Grup 1
52 w0 Bacillus invictae (Bacillus altifudinis strain GR-8) NZ CP009108 .1
—————— Gytobacillus firmus NCTC10335 UFTCO01000001.1
[ I: Bacillus cereus strain BC33 NZ CP072774.1
100 Bacillus mycoides DSM 2048 NZ CP093291 1
\4: Pseudobacillus badius strain NBPIM-293 NZ CP082363.1
a0 Bacillus smithii strain DSM 4216 NZ CP012024.1 _
— Bacillus safensis strain PgKB20 NZ CP043404 1
100 L Bacis thuringiensis ATCC 10792 NZ CM000753.1 }G rup 2

0.80 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0.00

Sekil 4.9 BgyrB grubu olarak secilen sporlu basillerin gen dizileriyle MEGA 11 (Koichiro
vd. 2021) programinda UPGMA algoritmasi kullanilarak elde edilen agac

Secilen setlerin tasarlandig1 gen bolgeleriyle ilgili dendogramlar da Cizelge 4.2-4.4

arasinda sunulmustur.
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Cizelge 4.2 AspoOA-f/r ve P-spo0A seti i¢in gen dizilerinin hizalamasi sonrast MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) yazilimi ile yapilan Maximum
Likehood Pairwise benzerlik analizi

g z =2 | 2 2 2 £ =i 2 £
< = = 5 & z0 g Z - 3 g 2 35 <
2 g 2 £ < 232 S 5 | 3 2 5% T - 5
5 g g 2 5 g st | S 22 | % £ 24 52 = g
ol |5, | 3e % [ |Es|E 2| 2|3 .| 2% 8 | 8 :
52 | § sz | 3§ | & & $3| 3 f2 | sg2 | & S| 38 55 | &2 H
S5 < =) =& | = < << | = <z | %2 | = =5 | =8 =2 | =4 ~
Anoxybacteriodes amylolyticum DSM 15939 CP015438.1
Anoxybacillus ayderensis strain AB04 NZ JXTG01000002.1 98,93
Thermaerobacillus caldiproteolyticus strain U458 NZ_CP064060. 1 99,78 98,85
Paranoxybacillus calidus DSM 25220 NZ_JACDUU010000001.1 98,75 99,67 98,75
Anoxybacillus flavithermus WK1 NC_011567.1 98.91 99.87 98,82 99,65
Anoxybacillus gonensis strain G2 NZ CP012152.1 99,70 99,02 99.69 98,91 98,99
Anoxybacillus kamchatkensis hs. Anoxybacillus ayderensis strain G10 CP025535.1 98.91 99,97 98,83 99.66 99.87 98,99
A bacillus karvach 5is hs. A. bacillus k lensis strain K1 NZ_ MQADO01000005.1 99,70 99,08 99,66 98,93 99,03 99.87 99,05
Anoxybacillus kestanbolensis NCIMB 13971 NZ_JALLIW010000004. 1 9970 99,06 99.66 98,92 99,02 99,88 99,04 99,99
Anoxybacillus mongoliensis DSM 19169 NZ_JACHEQ010000014.1 99.69 99,02 99,66 98,92 98,99 99,87 98,99 99,90 99,90
Anoxybacillus pushchinoensis strain KI NZ_FOJQ01000005.1 99,69 99,01 99,68 98,87 98,99 99.85 98,99 99,84 99,84 99,83
Anoxybacteriodes rupiense DSM 17127 NZ _JACIDF010000002.1 99,78 98,83 99,79 98,70 98,81 99.69 98,81 99,69 99,69 99,68 99,68
A bacill lavatliensis hs. A bacillus gonensis DSM 22626 NZ JANGZY010000004. 1 99,70 99,01 99,69 98,90 98,98 99,99 98,98 99,88 99,88 99,87 99,85 99,69
Brevibacillus sediminti strain PCH 117 NZ_CP064048.1 98,87 99,53 98,78 99,51 99,53 98,96 99,52 98,96 98,94 98,92 98,93 98,74 98,95
Anoxybacillus suryakundensis DSM 27374 NZ_LIOK01000006.1 99,68 98,97 99,66 98,02 98,95 99.87 98,04 99,87 99,88 99,90 99,84 99,67 99,87 98,94
Anoxybacillus tengchongensis DSM 23211 NZ_JACHES010000001.1 98,91 99,88 98,84 99,63 99,87 98,98 99,87 99,01 99,01 98,97 98,95 98,79 98,97 99,54 98,92
Anoxybacteriodes tepidamans DSM 16325 NZ_JACHEP010000013.1 98,79 99,72 98,73 99,78 99,72 98.87 99,72 98,87 98,86 98,85 98,79 98,71 98,87 99,57 98,82 99,69
Anoxybacillus thermarum strain AF04 NZ_JXTHO01000003.1 98,92 99,96 98,84 99,67 99,86 99,02 99,94 99,06 99,05 98,99 99,00 98,80 99,01 99,52 98,94 99,86 99,71
Paranoxybacillus vi i train CGMCC 1.8979 NZ_QLMHO01000002.1 99,75 98,87 99,77 98,70 98,88 99,68 98,85 99,67 99,67 99,67 99,66 99,77 99,69 98,89 99,65 98,90 98,74 98,86
Anoxybacteriodes voinovskiense JCM 12111 BMNP01000029. 1 99,92 98,91 99,78 98,73 98,90 99,71 98,89 99,71 99,70 99,68 99,69 99,79 99,71 98,88 99,68 98,89 98,78 98,90 99,76

*(Bootstrap value 1000 replika olarak belirlenmistir, Turuncu olarak isaretli olanlar grup 1, digerleri grup 2 olarak siniflandirtlmistir, kirmizi yazil olanlar farkli cinse
ait tiirleri géstermekle beraber, en diisiik ve en yiiksek benzerlik oranlart kalin yazili olarak ¢izelgede isaretlenmistir)
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Cizelge 4.3 GgyrB-f/r ve P-GgyrB seti i¢in dizilerinin hizalamasi1 sonrast MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) yazilimi ile yapilan Maximum
Likehood Pairwise benzerlik analizi

= 5 =
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g ] €] G2 G S IS < G S < ] (CF= ICEY] a S < Y ] ] < C]
Saccharococcus caldoxylosilyticus DSM 12041
Caldibacillus debilis DSM 16016 NZ_KB912886.1 99.40
Parageobacillus galactosidasius DSM 18751 99,86 99,39
Geobacillus icigianus Glwl NZ_JPYA01000010.1 99,44 99,7 99,42
Geobacillus jurassicus NBRC 107829 NZ BCQG01000011.1 99,44 99.72 99.43 99.86
Geobacillus kaustophilus NBRC 102445 NZ_CP038860.1 99.78 99.42 99.77 99,46 9947
Geobacillus lituanicus N-3 CP017692.1 99,78 99,42 99,75 99,46 99,47 99,86
Aeribacillus pallidus KCTC 3564 NZ_CP017703.1 99,75 99,38 99,74 99.41 99,42 99,70 99,70
Geobacillus proteiniphilus strain 1017 NZ_MQMG01000002. 1 99,78 99.41 99,77 99.46 99.47 99,96 99.86 99.70
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 NZ JALS01000012.1 99,44 99,72 99,43 99,84 99.86 9947 99.47 99.41 99,47
Geobacillus subterraneus CPW16 NZ_CP051162.1 99,78 99.42 99,78 99.46 99.48 99.87 99.86 99,72 99,87 99,47
Parageobacillus thermantarcticus strain M1 NZ_FOJS01000062.1 99,88 99.39 99.89 99.43 99.44 99,78 99.77 99.75 99,79 99,44 99,79
Geobacillus thermocatenulatus BGSC 93A1 NEWK01000001.1 99.44 99.72 99.43 99.86 99.88 99.47 99.47 99.41 99.47 99.85 99.47 99.43
Geobacillus thermodenitrificans KCTC 3902 NZ_CP017694.1 99,44 99.71 9943 99,84 99,84 99.46 99,46 99.42 99,46 99.85 99.46 99,44 99.85
P illus ther idasius DSM 2542 NZ_CP012712.1 99.43 99.72 99.42 99.77 99.79 99.45 99.46 99.41 99.45 99.78 99.45 99.42 99.78 99.77
Geobacillus thermoleovorans strain ARTRW1 NZ_CP042251.1 99.78 99,42 99.77 99,46 99,47 99.99 99.86 99.70 99.96 99.46 99.87 99,78 9947 99.46 99.45
Parageobacillus toebii strain NEB718 NZ_CP070511.1 99.42 99.70 99.42 99.76 99.77 99.44 99.45 99.42 99.43 99.75 99.44 99.42 99.76 99.7 99.89 99.44
Geobacillus uzenensis BGSC 92A1 NZ_NEWL01000010. 1 99,44 99.72 99.43 99.85 99.86 99.46 99,47 9941 99,46 99.86 99.46 99,44 99.86 9991 99.79 99.46 99.78
Geobacillus vulcani PSS1 NZ_JPOI01000001.1 99.43 99.72 99.43 99.86 99.88 9947 99,47 9941 99,47 99.84 99.46 99,43 99.95 99.85 99.79 99.47 99.77 99.86
Parageobacillus yumthangensis strain AYN2 NWUZ01000001. 1 99.42 99.70 99.422 99.76 99.77 99.44 99.45 99.42 99.44 99.75 99.44 99.42 99.76 99.77 99.89 99.44 99,99 99.78 99.77
Geobacillus zalihae SURF-189 NZ_CP061470.1 99.78 99,42 99.770 99,46 99,47 99,99 99.86 99.70 99.96 9947 99.87 99,78 9947 99.46 99.45 99,99 99.44 99.46 99.47 99.44

*(Bootstrap value 1000 replika olarak belirlenmistir, Turuncu olarak isaretli olanlar grup 1, digerleri grup 2 olarak siniflandirtlmistir, kirmizi yazili olanlar farkli cinse
ait tiirleri géstermekle beraber, en diisiik ve en yiiksek benzerlik oranlart kalin yazili olarak ¢izelgede isaretlenmistir)
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Cizelge 4.4 BgyrB-f/r ve P-BgyrB seti i¢in dizilerinin hizalamasi sonrast MEGA 11 (Koichiro vd. 2021) yazilimi ile yapilan Maximum
Likehood Pairwise benzerlik analizi
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Bacillus aerophilus strain 232 NZ_CP026008.1

Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 NC_014551.1 99,71

Pseudobacillus badius strain NBPM-293 NZ CP082363.1 99,61 99,63

Bacillus cereus strain BC33 NZ_CP072774.1 99,67 99,64 99,59

Cytobacillus firmus NCTC10335 UFTC01000001.1 99,65 99,63 99,65 99,64

Bacillus invictae (B. altitudinis strain GR-8) NZ_CP009108.1 99,99 99,72 99,61 99,67 99,65

Bacillus licheniformis DSM 13 NC_006322.1 99,70 | 99,74 | 99,64 | 99,63 99,67 99,71

Bacillus mycoides DSM 2048 NZ_CP093291.1 99,66 | 99,62 99,59 | 99,88 99,63 99,66 | 99,64

Bacillus safensis strain PgKB20) NZ_CP043404.1 98,71 98,64 | 98,65 98,65 98,61 98,73 98,65 98,63

Bacillus smithii strain DSM 4216 NZ_CP012024.1 99,63 99,62 99,67 99,65 99,63 99,63 99,64 | 99,64 | 98,68

Bacillus sonorensis strain SRCM101395 NZ CP021920.1 99,70 | 99,75 99,64 | 99,64 99,65 99,71 99,90 | 99,63 98,69 | 99,63

Bacillus subtilis str. 168 NC_000964.3 99,71 99,78 99,63 99,64 99,66 99,71 99,73 99,62 | 98,60 | 99,62 | 99,72

Bacillus thuringiensis ATCC 10792 NZ_CM000753.1 98,77 | 98,66 | 98,66 | 98,68 98,67 98,78 | 98,67 98,70 | 99,67 | 98,74 | 98,69 | 98,65

Bacillus pumilus NCTC10337 NZ_LT906438.1 99,93 99,71 99,61 99,66 99,64 99,93 99,69 | 99,66 | 98,70 | 99,63 99,69 | 99,70 | 98,75

*(Bootstrap value 1000 replika olarak belirlenmistir, Turuncu olarak isaretli olanlar grup 1, digerleri grup 2 olarak siniflandirilmistir, kirmizi yazili olanlar farkl cinse
ait tiirleri gostermekle beraber, en diislik ve en yiiksek benzerlik oranlar1 kalin yazili olarak ¢izelgede isaretlenmistir)



4.4 Primer ve Prob Tasarimlari

Primer ve prob tasarimlari, hizalama sonucunda en c¢ok benzerlik gosteren gen dizi
bolgeleri secilerek oncelikle manuel olarak yapilmis, bu 6nciil tasarim sonrasinda Premier
Biosoft’un Beacon Designer web tabanli yazilimindan faydalanilmistir. Primer ve prob
tasarimlari olusturulurken, ti¢ farkli oligoniikleotit dizisinin hairpin, dimer — dimer ve self
dimer yapilarinin olusturdugu AG (Gibbs serbest enerji degisimi) degerleri, Forward ve
reverse primer dizisinin kodladig1 bolge boyutunun 300 baz ciftini gegmemesine, prob
dizisinin forward ve reverse primer dizilerinden uzun olmasi ve erime sicakliginin (Tm)
daha fazla olmas1 gibi hususlara dikkat edilmistir. Yontem 3.4’te anlatilan gruplara ve
benzerlik yogunlugunun c¢ok oldugu bolgelere dikkat edilerek tasarimlar yapilmstir.
Nihai primer ve prob tasarimlarinin dizileri ticarilesme siiregleri ve patent basvurusu
hassasiyetlerinden o6tiirli tez icerigine dahil edilmeden sadece cinslere 06zgli gen

bolgelerine gore olusturulmus kodlar seklinde sunulmustur (Cizelge 4.5)

Cizelge 4.5 Primer ve prob tasarimlarinin sporlu basillerin yakinlik derecelerine gore
yapilan kodlandirmalari

gyrA gyrB rpoA rpoB Spo0A spo0B spoll1AB

Primer Seti BgyrA-fir1, BgyrB-f/rl, BrpoA-f/rl, BrpoB-f/rl, BspoOA-f/rl, Bspo0B-f/rl, BspolllAB-f/r1,

(Forward/ BgyrA-f/r2 BgyrB-f/r2 BrpoA-f/r2 BrpoB-f/r2 BspoOA-f/r2 Bspo0B-f/r2 BspolllAB-f/r2
Reverse:

5’-3°/3’-5’)

Prob P-BgyrAl P-BgyrB1, P-BrpoAl, P-BrpoB1 P-Bspo0A1 P-Bspo0B1 P-BspolllAB1
(5°-3’) P-BgyrA2 P-BgyrB2 P-BrpoA2 P-BrpoB2 P-Bspo0A2 P-Bspo0B2 P-BspolllAB2
Primer Seti AgyrA-firl, AgyrB-firl, ArpoA-firl, ArpoB-f/rl, Aspo0A-f/rl, Aspo0B-f/r1, AspolllAB-f/r1,
(Forward/ AgyrA-fir2 AgyrB-fir2 ArpoA-f/r2 ArpoB-f/r2 Aspo0A-f/r2 Aspo0B-f/r2 AspolllAB-f/r2
Reverse:

5’-3°/3’-5)

Prob P-AgyrAl P-AgyrB1, P-ArpoAl, P-ArpoB1 P-Aspo0Al P-Aspo0B1 P-Aspoll1AB1
(5°-3%) P-AgyrA2 P-AgyrB2 P-ArpoA2 P-ArpoB2 P-Aspo0A2 P-Aspo0B2 P-Aspoll1AB2
Primer Seti GgyrA-firl, GgyrB-firl, GrpoA-firl, GrpoB-firl, Gspo0A-f/rl, Gspo0B-f/rl, GspolllAB-f/r1,
(Forward/ GgyrA-fir2 GgyrB-f/r2 GrpoA-f/r2 GrpoB-f/r2 Gspo0A-f/r2 Gspo0B-f/r2 GspolllAB-f/r2
Reverse:

5’-3°/3’-5°)

Prob P-GgyrAl P-GgyrB1, P-GrpoAl, P-GrpoB1 P-Gspo0OAl P-Gspo0B1 P-GspolllIAB1
(5°-3%) P-GgyrA2 P-GgyrB2 P-GrpoA2 P-GrpoB2 P-Gspo0A2 P-Gspo0B2 P-GspolllAB2

Cizelge 4.5’te yer alan kodlandirmalar, primer seti icin sirasiyla; ilk harflendirme
kisaltilmis olarak sporlu basillerin yer aldigi cinsleri, daha sonra tasarlandigi gen
bolgesini; f/r olarak belirtilen kisim primer setini (forward/reverse), en son da yer alan

rakam ise gruplandirmay1 (1=grup 1, 2=grup 2, Bknz Béliim 4.2 ve 4.3) ifade etmektedir.
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P ile ifade edilen ise ilgili prob dizisini isaret etmektedir. Ornegin, BgyrB-f/r1, P-BgyrB1,
Bacillus cinsi B, gyrB geni grup 1 i¢in tasarlanan forward ve reverse primer setini ve prob

dizisini temsil etmektedir.

4.5 Konvansiyonel PCR ve Sanger DNA Dizi Analizi Bulgular:

Her bir primer seti, kendi grubunda yer alan tiirler ve diger cinslerdeki yer alan tiirlerle
(Cizelge 3.8 ve 3.9) kendine 6zgii ideal PCR kosullarinda ¢alisilmistir. Boylece, cinsler
aras1 ve dis grup olarak belirlenen diger cins ve tiirlere baglanarak amplikon olusturan
primer setleri calisma kapsaminda elimine edilerek, sadece kendi cinsine ait tiirlerin
DNA'’larina spesifik baglanma gosteren primer setleri belirlenmistir. Segilen primer
setlerinin cins i¢i ve dis1 caprazlama reaksiyonlarina ait agaroz jel gortintiileri (Sekil 4.10-

4.13) ve belirlenen optimal PCR kosullar1 Cizelge 4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.6’da sar1 isaretli kutucuklardaki 11 primer cifti elverisli olabilecekleri
diisiiniilerek bir sonraki gqRT-PCR c¢alismalarinda smmanmak iizere secilmislerdir.
Bunlardan sar1 isaretli ve koyu kirmizi* (Cizelge 4.6) ile yazili primerler ise nihai olarak
gRT-PCR sonrast tiim calismalarda kullanilmak i¢in saptanmis primerlerdir. Bu
baglamda, toplam 4 adet primer seti belirlenmis olup (her bir cins i¢in birer adet
[Anoxybacillus 1¢in AspoOA-1/12, Bacillus i¢cin BgyrB-f/r1, Geobacillus i¢in GgyrB-1/r1]
ve A16STRNA-f/r1 ise i¢ kontrol olarak kullanilmak {izere bir adet) ilerleyen ¢aligmalar
bu primer setleri lizerinden gerceklestirilmistir (Cizelge 4.6). Bu dort primerden internal
kontrol olarak secilen A16SrRNA-f/r1 primeri ise beklendigi {izere, tlim cinslere ait

tiirlerde pozitif reaksiyon vermistir.
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Cizelge 4.6 Tasarlanan primer setlerine gore ideal PCR kosullar1 ve cins i¢i ve cinsler
arasi yapilan ¢aprazlamalar ile belirlenen reaksiyon sonuglari

Kontrol Gruplariyla Konvansiyonel PCR Caprazlama Sonugclar:
:OO_J = i i /Ozellikleri Bacillus/ Anoxybacillus/ . iql;'l's;ngl
T 9 Primer setleri /Ozellikleri Halalkalibacterium/ | Anoxybacteriodes/ PGeobacblllt_Jlsll G]:'j ;rimecrler
Shouchella Thermaerobacillus arageobactiius P
BrpoA-f/r1 /178 bp 52°C + +- - TE
BrpoB-f/r1 /159 bp 54°C + + +- TE
BgyrA-f/r1 /215 bp 52°C I +- +- . +
BgyrB-f/r1 /235 bp 50°C ar +- - - n
v | Bspo0A-f/r1 /187 bp 50°C A += - - +
= | BspoOB-f/r1 /164 bp - TE TE TE
§ BspollIAB-f/r1/141 bp
BrpoA-f/r2/131 bp 52°C + + + TE
BrpoB-f/r2/139 bp 52°C +- - R TE
BgyrA-f/r2/168 bp 52°C - - - TE
BgyrB-f/r2/302 bp 52°C + - B TE T
Bspo0A-f/r2/248 bp 50°C +- - R TE T
A16SrRNA-f/r1/264 bp aF + + + i
52°C
ArpoA-f/r1/203 bp 56°C + + 5 TE
w | ArpoB-f/r1/230 bp 52°C +- + +- TE
= | AgyrA-f/r1/283 bp 50°C + +- +- TE
E AgyrB-f/r1/185 bp 52°C - + - - &
% | Aspo0A-/r1/269 bp 52°C - + o - *
2 | Aspo0B-f/r1/230 bp 54°C - +- - TE
< ["ASpollIAB-f/r1/311 bp 52°C T T 5 TE
ArpoA-f/r2/139 bp 52°C + 4 + TE
ArpoB-f/r2/211 bp 52°C +- + +- TE
Aspo0A-f/r2/202 bp 56°C - + = B +
GrpoA-f/r1/200 bp 56°C - = + - +
GrpoB-f/r1/118 bp 52°C +- ¥ +- TE
» | GgyrA-fir1/197 bp 56°C - - - TE
= | GgyrB-1/r1/170 bp 52°C - - ¥ . o
& | Gspo0A-f/r1/156 bp TE TE B TE
S | Gspo0B-f/r1/90 bp TE TE - TE
O ["GspollIAB-f/r/166 bp 50°C - + T TE
GrpoB-f/r2/110 bp 52°C TE TE - TE
GgyrA-f/r2/221 bp 52°C +- +- + +-

(*+: primer seti hedeflenen cinse 6zgii tiirlere baglandi, +-: hedeflenen cins igerisindeki tiirlerin bir kismina
baglanip digerlerine baglanmadi; -: cinse 6zgii tiirlere baglanmadi, TE: test edilmedi, sartyla isaretli 11
primer: qRT-PCR i¢in segilenler, kirmizi yazilan primerler: nihai olarak se¢ilen 4 primer ¢iftini ifade eder)
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Sekil 4.10 Internal kontrol olarak kullanilan, Anoxybacillaceae ve Bacillaceae familya
tiyelerinin tamamina baglanan A16SrRNA-f/r1 primerinin konvansiyonel
PCR’da temsilci tiirlerle pozitif ¢apraz reaksiyon sonuglarina ait agaroz jel
goriintiisti. Jel iizerindeki bakteri tiirlerinin renklendirmesi cinslerine gore
yapilmistir (Amplikon boyutu: 264 bp, Tm: 52°C).

*Anoxybacillus, Anoxybacteriodes ve Thermoaerobacillus tyeleri; DSM 27374: A. suryakundensis,
DSM 19169: A. mongoliensis, DSM 16325: A. tepidemans (Anoxybacteriodes tepidemans), DSM 14988:
A. kamchatkensis (Anoxybacillus ayderensis), NCIMB 13933: A. gomnensis, NCIMB 13971: A.
kestanbolensis, NCIMB 13972: A. ayderensis, DSM 21706: A. kaynarcensis, DSM 15939: A. amylolyticus
(Anoxybacteriodes — amylolyticus), DSM  15730: A.  caldiproteolyticus  (Thermoaerobacillus
caldiproteolyticus), DSM 17141: A. thermarum, DSM 17075: A. voinovskiensis (Anoxybacteriodes
voinovskiensis), DSM 17127: A. rupiensis (Anoxybacteriodes rupiensis), DSM 2641: A. flavithermus, DSM
18475: A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (Anoxybacillus ayderensis),Geobacillus  ve

tiyeleri; DSM 465: G. thermodenitrificans, ATCC 12980: G. stearothermophilus, DSM
14590: G. toebii (Parageobacillus toebii), DSM 7263: G. kaustophilus, DSM 13174: G. vulcanii, DSM
2542: G. thermoglucosidans (Parageobacillus thermoglucosidans); DSM 5366: G. thermoleovorans;
Bacillus, ve Shouchella tiyeleri DSM 1971: B. subtilis, ATCC 6633: B. subtilis, DSM
13: B. licheniformis, DSM 7: B. amyloliquefaciens; DSM 497: B. halodurans (Halalkalibacterium
halodurans) B. clausii-Enterogermina (Shouchella clausii), Negatif Kontrol Grubu Uyeleri: DSM 10633:
Ureibacillus thermosphaericus, DSM 3670: Aeribacillus pallidus, ATCC 26555: Candida albicans, ATCC
27853: Pseudomonas aeroginosa, ATCC 25922: Escherichia coli, ATCC 25923: Staphylococcus aureus,
ATCC 29212: Enterococcus faecalis, ATCC 25175: Streptococcus mutans
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Sekil 4.11 Sadece Geobacillus ve Parageobacillus cinsi iiyelerinin tiirlerine baglanan
GgyrB-f/r1 primerinin konvansiyonel PCR’da temsilci tiirlerle capraz
reaksiyon sonuclarina ait agaroz jel gorintiileri. Jel ilizerindeki bakteri
tiirlerinin renklendirmesi cinslerine gore yapilmistir (Amplikon boyutu: 170
bp, Tm: 52°C)

*a) Anoxybacillus, Anoxybacteriodes ve Thermaerobacillus tyeleri; DSM 27374: A. suryakundensis,
DSM 19169: A. mongoliensis, DSM 16325: A. tepidemans (Anoxybacteriodes tepidemans), DSM 14988:
A. kamchatkensis (Anoxybacillus ayderensis), NCIMB 13933: A. gonensis, NCIMB 13971: A.
kestanbolensis, NCIMB 13972: A. ayderensis, DSM 21706: A. kaynarcensis, DSM 15939: A. amylolyticus
(Anoxybacteriodes — amylolyticus), DSM  15730: A.  caldiproteolyticus  (Thermoaerobacillus
caldiproteolyticus), DSM 17141: A. thermarum, DSM 17075: A. voinovskiensis (Anoxybacteriodes
voinovskiensis), DSM 17127: A. rupiensis (Anoxybacteriodes rupiensis), DSM 2641: A. flavithermus, DSM
18475: A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (Anoxybacillus ayderensis), b) Geobacillus ve

iyeleri; DSM 465: G. thermodenitrificans, ATCC 12980: G. stearothermophilus, DSM
14590: G. toebii (Parageobacillus toebii), DSM 7263: G. kaustophilus, DSM 13174: G. vulcanii, DSM
2542: G. thermoglucosidans (Parageobacillus thermoglucosidans); DSM 5366: G. thermoleovorans; ¢)
Bacillus, Halalkalibacterium ve Shouchella iyeleri_ DSM 1971: B. subtilis, ATCC 6633: B. subtilis, DSM
13: B. licheniformis, DSM 7: B. amyloliquefaciens; DSM 497: B. halodurans (Halalkalibacterium
halodurans) B. clausii-Enterogermina (Shouchella clausii), d) Negatif Kontrol Grubu Uyeleri: DSM
10633: Ureibacillus thermosphaericus, DSM 3670: Aeribacillus pallidus, ATCC 26555: Candida albicans,
ATCC 27853: Pseudomonas aeroginosa, ATCC 25922: Escherichia coli, ATCC 25923: Staphylococcus
aureus, ATCC 29212: Enterococcus faecalis, ATCC 25175: Streptococcus mutans
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Sekil 4.12 Sadece Bacillus cinsi liyelerinin tiirlerine baglanan BgyrB-f/r1 primerinin
konvansiyonel PCR’da temsilci tiirlerle ¢apraz reaksiyon sonuclarma ait
agaroz jel gorlntileri. Jel lizerindeki bakteri tiirlerinin renklendirmesi
cinslerine gore yapilmistir (Amplikon boyutu: 235 bp, Tm: 50°C)

*a)Anoxybacillus, Anoxybacteriodes ve Thermaerobacillus tyeleri; DSM 27374: A. suryakundensis, DSM 19169: 4.
mongoliensis, DSM 16325: A. tepidemans (Anoxybacteriodes tepidemans), DSM 14988: A. kamchatkensis
(Anoxybacillus ayderensis), NCIMB 13933: A. gonensis, NCIMB 13971: A. kestanbolensis, NCIMB 13972: A.
ayderensis, DSM 21706: A. kaynarcensis, DSM 15939: A. amylolyticus (Anoxybacteriodes amylolyticus), DSM 15730:
A. caldiproteolyticus (Thermoaerobacillus caldiproteolyticus), DSM 17141: A. thermarum, DSM 17075: A.
voinovskiensis (Anoxybacteriodes voinovskiensis), DSM 17127: A. rupiensis (Anoxybacteriodes rupiensis), DSM 2641:
A. flavithermus, DSM 18475: A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (Anoxybacillus ayderensis), b) Geobacillus ve

tiyeleri; DSM 465: G. thermodenitrificans, ATCC 12980: G. stearothermophilus, DSM 14590: G.
toebii (Parageobacillus toebii), DSM 7263: G. kaustophilus, DSM 13174: G. vulcanii, DSM 2542: G.
thermoglucosidans (Parageobacillus thermoglucosidans); DSM 5366: G. thermoleovorans, ¢) Bacillus,
Halalkalibacterium ve Shouchella iiyeleri_ DSM 1971: B. subtilis, ATCC 6633: B. subtilis, DSM 13: B. licheniformis,
DSM 7: B. amyloliquefaciens; DSM 497: B. halodurans (Halalkalibacterium halodurans) B. clausii-Enterogermina
(Shouchella clausii), d) Negatif Kontrol Grubu Uyeleri: DSM 10633: Ureibacillus thermosphaericus, DSM 3670:
Aeribacillus pallidus, ATCC 26555: Candida albicans, ATCC 27853: Pseudomonas aeroginosa, ATCC 25922:
Escherichia coli, ATCC 25923: Staphylococcus aureus, ATCC 29212: Enterococcus faecalis, ATCC 25175:
Streptococcus mutans
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BgyrB-f/r] primeri, konvansiyonel PCR'da kendi grubu i¢indeki Bacillus cinsi tiirleriyle
pozitif reaksiyon gostermistir. Bunun yani sira, artik farkli cinsler altinda siniflandirilan
Halalkalibacterium halodurans DSM 497 ve Shouchella clausii (Enterogermina)
tiirleriyle ise beklendigi sekilde negatif sonug¢ alinmistir. Ancak, “A. kamchatkensis™ hs.,
Anoxybacillus ayderensis DSM 14988, A. flavithermus DSM 2641 ve A. kaynarcensis
DSM 21706 gibi baz1 Anoxybacillus tiirleriyle birden fazla bant olusturarak spesifik
olmayan reaksiyonlar gostermistir (Cizelge 4.6). Buna ragmen, konvansiyonel PCR
caligmalarinda kismi reaksiyon gosteren bu ¢apraz etkilesimler, optimizasyon sonrasinda
gRT-PCR ¢aprazlamalarinda negatif sonug verdigi i¢in (Cizelge 4.8) ilk bulgular dikkate

alinmamustir.
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Sekil 4.13 Sadece Anoxybacillus, Anoxybacteriodes ve Thermaerobacillus cinsi
tiyelerinin tiirlerine baglanan AspoOA-f/r2 primerinin konvansiyonel PCR
sonuclarina ait agaroz jel goriintiileri. Jel iizerindeki bakteri tiirlerinin
renklendirmesi cinslerine gore yapilmistir (Amplikon boyutu: 202 bp, Tm:
56°C)

*a) Anoxybacillus, Anoxybacteriodes ve Thermaerobacillus tyeleri; DSM 27374: A. suryakundensis,

DSM 19169: A. mongoliensis, DSM 16325: A. tepidemans (Anoxybacteriodes tepidemans), DSM 14988:

A. kamchatkensis (Anoxybacillus ayderensis), NCIMB 13933: A. gonensis, NCIMB 13971: A.

kestanbolensis, NCIMB 13972: A. ayderensis, DSM 21706: A. kaynarcensis, DSM 15939: A. amylolyticus

(Anoxybacteriodes  amylolyticus), DSM  15730: A. caldiproteolyticus  (Thermoaerobacillus

caldiproteolyticus), DSM 17141: A. thermarum, DSM 17075: A. voinovskiensis (Anoxybacteriodes

voinovskiensis), DSM 17127: A. rupiensis (Anoxybacteriodes rupiensis), DSM 2641: A. flavithermus, DSM

18475: A. kamchatkensis subsp. asaccharedens (Anoxybacillus ayderensis), b) Geobacillus ve

iyeleri; DSM 465: G. thermodenitrificans, ATCC 12980: G. stearothermophilus, DSM

14590: G. toebii (Parageobacillus toebii), DSM 7263: G. kaustophilus, DSM 13174: G. vulcanii, DSM

2542: G. thermoglucosidans (Parageobacillus thermoglucosidans); DSM 5366: G. thermoleovorans; ¢)

Bacillus, Halalkalibacterium ve Shouchella iiyeleri DSM 1971: B. subtilis, ATCC 6633: B. subtilis, DSM

13: B. licheniformis, DSM 7: B. amyloliquefaciens; DSM 497: B. halodurans (Halalkalibacterium

halodurans) B. clausii-Enterogermina (Shouchella clausii), d) Negatif Kontrol Grubu Uyeleri: DSM

10633: Ureibacillus thermosphaericus, DSM 3670: Aeribacillus pallidus, ATCC 26555: Candida albicans,

ATCC 27853: Pseudomonas aeroginosa, ATCC 25922: Escherichia coli, ATCC 25923: Staphylococcus

aureus, ATCC 29212: Enterococcus faecalis, ATCC 25175: Streptococcus mutans
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Secgilen bu primerlerden (GgyrB-f/r1, AspoOA-f/r2, BgyrB-f/r1) sadece kendi grup
tiyeleriyle pozitif bant veren ve diger dis gruplarla reaksiyon vermeyen PCR amplikonlari
Sanger dizi analizine tabii tutulmustur. Internal kontrol olarak segilen A16SrRNA-f/rl
primer setinin PCR {iriinii i¢in ise B. licheniformis DSM 13 susu secilmistir. Elde edilen
diziler FASTA formatinda alinmig ve Unipro UGENE (Okonechnikov vd. 2012)
programinda diizenlendikten sonra, BLAST analiziyle hedef bolgeyi ¢ogaltabildikleri
teyit edilerek, dizilerin dogruluklar1 kontrol edilebilmistir. Bu amagla diziler ilk olarak
UGENE programinda, orijinal FASTA dizisi iizerinden her bir yonden ortalama 100 bp
kesim yapilarak (trimming) ve dizi haritalamasi (mapping) denilen bir yontem
kullanilarak diizenlenmistir. Her bir genomik DNA’nin referans dizisi NCBI iizerinden
secilerek (6rnegin PCR reaksiyonunun yapildigi genomik DNA olan G
stearothermophilus igin NCBI’da yer alan referans) gerek UGENE programi {lizerinden
(Sekil 4.14a-4.17a) gerekse de NCBI web araylizii (Sekil 4.14b-4.17b) ile BLAST
analizine almmustir. Ek olarak ise, CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) analiziyle daha
onceden primer ve prob dizayni i¢in hizalanan diziler ile tekrar teyit amagl hizalama

yapilmistir (Sekil 4.14c-4.17¢). Bu kisimda temsilci bazi sonuglar sunulabilmistir.
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Sekil 4.14 GgyrB-f/r1 primer seti ile G. stearothermophilus ATCC 12980’e ait genomik
DNA ile yapilan reaksiyon sonucu elde edilen PCR iirliniiniin Sanger dizileme
sonucunda elde edilen kromotogram verilerinin a) UGENE Unipro
(Okonechnikov vd. 2012) programi ile diizenlenmesi ve blastxn sonucunun
ekran goriintiisii b) web tarayicist ile NCBI veritabaninda yapilan blastxn

sonucu
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Sekil 4.14 GgyrB-f/r1 primer seti ile G. stearothermophilus ATCC 12980’e ait genomik
DNA ile yapilan reaksiyon sonucu elde edilen PCR iiriiniiniin Sanger dizileme
sonucunda elde edilen kromotogram verilerinin ¢) CLUSTAL W (Sievers vd.
2011) ile yapilan toplu dizi hizalamas1 sonucu (devam)
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Sekil 4.15 AspoOA-f/r2 primer seti ile A. caldiproteolyticus (Thermaerobacillus
caldoproteolyticus) DSM 15730’a ait genomik DNA ile yapilan reaksiyon
sonucu elde edilen PCR {iriiniiniin Sanger dizileme sonucunda elde edilen
kromotogram verilerinin a) UGENE Unipro (Okonechnikov vd. 2012)
programi ile diizenlenmesi ve blastxn sonucunun ekran goriintiisii b) web
tarayicisi ile NCBI veritabaninda yapilan blastxn sonucu
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pushohincansis TETTETCITATATTTTTTTCCARTATCTCEATARACTACTTTOSTARTCCRATCORREAR 240

GETCSTATTATATTTTTTCGCARTGTCTOGATARACARCTTTISTARTCCRATCOGRECAE 240

ztlisnziz hs. A. gonansis TETCSTATTATATTTTITCGCARTETCTOSATARACARCTTTTSTARTCCRTCORRECAR 240

suryakondensis TETCETATTATACTTTITGECEATATCTGEETATAGCACCTTOSTARTGERTCORRGEAE 240

karvacharensis hs. A. kestanbolemsis  TETCSTATTGTATTTTITCGCAATGICTGGGTARAGCACTITTSTARTTGRATCCARGRAR 240

kestanbolensis TETCSTATTSTATTTTITCGCAATGTCTGEETARAGCRCTITTSTARTTGRATCCRARGAE 235

i TETOSTATTATATTTTITTGCEATGICTGEATARAGCACT ITOSTARTTGATCOARGTAR 240

SETOSTETTATATTTIITCGCEATATCTGEATATARTACT ITOSTARTOGRTCOGRG0AE 240
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T. caldiproteolyticus GETESTGTTATATTTTITCGCCRTGETCTOEATAGACCACT TTOSTARTEGRACCERECAE 240
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i. gemensis CTCEACGTOSTTATACRCCATCEIARTOGCTTOGCETARATATARATATCCTTIARTATE 200

2. zalavatliemsiz hs. A. gonsasiz CTCEACGTOSTTATACACCATCECARTCECTTOGCETARATATARATATCCTTTARTATE 200

CTCEACGTOSTTETATACCATCECARTOECCTCACECRAATATARATATCOTTTARTGTE 200

. A. kestasholemsiz  TTCRACATOGTTGTATACCATCECAATCGCTTCACECRAXTATARATATCCTTTARTGTE 200

TICRACATCSTTGTATACCATCECAMTCOCTTCACCCRANTATARATATCCTTTARTGTE 208

CTCEACATCSTTGTATACCATTEOGATCRCTTCACECRRATATARATATCCTTIARTGTIE 200

CTCRRTGTCSTTATATACCATTEARRTTECTTCACECRRATATARATAGCCTTIARTGTE 200

TICARTGTOGTTATATACCATCEAAATCRCTTCACECRAATATARATAGCCTTTARTGTE 235

TICEATGTOSTTATATACCATGEAARTCRCTTCACETARATATARATACCCTTTARTATE 200

2. zupiemze TICEATATCATTATATACCATCEAAATCGCTTCACEEAGATATARGTATCCTTIARTGTE 2959

T. caldiprotealyticus CTCRMTATOSTTATACRCCATCEAARTACOCTCACCTARGTATARATATCCTTIARTATE  £00

Zszpell £x/2 CTCRATATCSTTATACACCATCEAARTACCCTCACCTAAGTATARATATCCTTTARTATE 224
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A. pushchinsansiz TECHSGARCACCEATTICGTGARTGATCTTTETAATCCTCECATCTARGTITTICEETTT 260

gonen SECTEEGACACTRRTT ICGTGARTGATETTTETARTECTCGCATCTARATTITTICRECTT 260

avatlisnsis hs. A. gomemsiz SECTEEEACACTRRTT ICGTGARTGATETTTETARTECTCGCATCTARATTITITICRECTT 260

TECEGEARCACCEATT ICGTEARTARTETTCETAATECTTGEATCTARATTTTTIGETTT 560

kazvacharensis hs. A. kestanbolensis TTTCETGAATAATEOTCETANI GOTTEOGTCTARATTTTICESTTT 260

kestanbolensis TTTCETGAATAATEOTCOTANI GOTTEORTCTARATITTICRETTT 258

TTTCETGARTEATETTCOTANTACTIGCATCRRAATTCTTORETTT 260

TTTCATGARTSATECTCOTARTECTTCOSTCTARATITTICEETTT 260

TTTCETGARTSATECTCOTALTECTEEOETCTAAATITTICEETTT 258

TTTCRTGARTSATECTIGTARTECTGECRTCRRGETITTICRETTT 260

TTTCRTGARTARTGCTCGTARTECTTGORTCTAGATITITIGECTT 258

caldoprotealyticus TECCSSTACACTRRTTICGTGARTGATECTTETARTECTCGCATCCRRATTTTICRETTIT 260

Aspeli £x/2 TECOEETACACTARTT ICATGARTATEECTCET— - ——— -~~~ ——————— 267

Bh ME WA B8 WNEAW EEAWN W B W

Sekil 4.15 AspoOA-f/r2 primer seti ile A. caldiproteolyticus (Thermaerobacillus
caldoproteolyticus) DSM 15730’a ait genomik DNA ile yapilan reaksiyon
sonucu elde edilen PCR {iriiniiniin Sanger dizileme sonucunda elde edilen
kromotogram verilerinin ¢) CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) ile yapilan
toplu dizi hizalamas1 sonucu (devam)
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Sekil 4.16 BgyrB-f/r1 primer seti ile B. subtilis DSM 1971 a ait genomik DNA ile yapilan
reaksiyon sonucu elde edilen PCR iirliniiniin Sanger dizileme sonucunda elde
edilen kromotogram verilerinin a) UGENE Unipro (Okonechnikov vd. 2012)
programi ile diizenlenmesi ve blastxn sonucunun ekran goriintiisii b) web

tarayicisi ile NCBI veritabaninda yapilan blastxn sonucu
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BgyrB-f/rl EGATGACGTARGE 20

B. licheniformis AGRARGRCETCCGE 957

B. sonorensis GGGAAGATGICCGE 957

B. amyloliquefaciens ATGATGTGAGR 880

B. subtilis GCCRGRRRRARAGEGCTTATTARAGARRATGATCCRARRCCTARGCEGAGATGACGTARGE 980

F o kEEkR RE xR Rk %

B. pumilus GAGGECTTAACRGCCATTATCTCCATCARRCATCCRAGATCCTCARTTCGARGEACRRACE

B. aerophilus CATTATCTCTATCARACATCCREACCCTCARTTCGARGEACRRACE

B. ctae GAAGGCTTGACAGCCATTIATCTIC CALA CCREACCCTCAATTCGARGGACRRACG

BgyrB-£f/rl GAAGGECTCGACRGCGATTATTTCART CARL CCTGATCCGCAGNT TGAGGENMARMSR

B. licheniformis GARGGTTTCGACAGCGATTATTICARTCARGCACCCEEATCCTCRAT RRGEECREACE

B. GAAGGTTTGACAGCGATTATTTCARTCARGCATCCEGRATCCGCAGTTTGARGEECAGACE

B. GAAGGECTGACTGCCATCATTTCARATTARGCACCCTEGATCCGCARTTCGARGEECAGACE

B. GAAGGECTGACAGCGATTATTICARTCARRCACCCTGATCCGCAGT TTGAGGGCCARACE

K% k% % RE k% k% k% kk K k% Ekk Rk k% k3 k% Kk kd kK

B.
B. AAGACAARGCTICI
B. AAGACRAARGCTC
B 7
B.
B.
B.
B. ACGATCRACCGAT ATTIICTIAC—-
* okk kk A * xx

B. pumilus GTGGRGRRAGS
B. asrophilus
B. victae
BgvrB-£/rl
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B. CATTGGARARATTCCT
B. CGCRCTIGGR
B. GGCGATGGRRACATTTATGCTGEARARRTC R

* P
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BayrB-£/rl CTTRATGGCG! 248
B. licheniformis GGTTATGGCC! 1193
B. CGTGATGGCAL CGCECRGRAR 1193
B. CTTRATGGCCE! CCCBGCGETAR 1198
B. TITRRTGGECGGCARGAGCARGRATGE 1198

T T

Sekil 4.16 BgyrB-f/r1 primer seti ile B. subtilis DSM 1971’a ait genomik DNA ile yapilan
reaksiyon sonucu elde edilen PCR iirliniiniin Sanger dizileme sonucunda elde
edilen kromotogram verilerinin ¢) CLUSTAL W (Sievers vd. 2011) ile yapilan
toplu dizi hizalamas1 sonucu (devam)
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Sekil 4.17 A16StRNA-f/r1 primer seti ile B. licheniformis DSM 13’e ait genomik DNA

ile yapilan reaksiyon sonucu elde edilen PCR fiirlinliniin Sanger dizileme
sonucunda elde edilen kromotogram verilerinin a) UGENE Unipro
(Okonechnikov vd. 2012) programi ile diizenlenmesi ve blastxn sonucunun
ekran goriintlisii b) web tarayicis1 ile NCBI veritabaninda yapilan blastxn
sonucu
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CRRCCCTTATT T TAGT TGO CAT CA-—TTARCTT GEECACT CTAGOEACACTGCORET AR
CRRCCCTTATTGITAGTTGCCRTCA--TTTACTT GEECACT CTAGOEAGRCTGCCRET GR
CARCCCTTGT CCTTART TECCATCA--TT CAGTT GEECACT CTARGEAGACTGCCF-TAC
CARCCCTORACCTTAGT TECCRECEAFT CARFT L G CACT CTARSET GACT ..v\.u\:\:-xi
O T oG OO T TAC T TE O C RGO AT CAR C T GEECACT CTAREET GACT GCORE TR
CEACCTTAGTTEC ARG A - TTCACTT GEECACTCTARCET GACTGOORECTR
CEACCTTAGTTECCREIA--TTCACT T GEECACTCTARCET GACTGOCRECTR
CEACCTTAGTTECCRECA--TTCAGTT HEECACTCTARGET GRACTGCCRECTR
CANCCCTCRACTTTAGTTECCRECA - TT CASTT CAECACTCTANECT GACTECREECTA
CRR T OGA LT TAC T TECCRE A -~ TT CACTT GEECACT CTAREET GACT GCOEE TR
CRRCCCTORACCTTAGT TGO CRE A -—TT CACTT G ACT CTAREET GACT GCORE TR
CEACCTTAGTTECCRECA--TTCAET T GEECACTCTARGET GACTGOOEET
3 TEACCTTAGTTECCRECA--TTCAGT T R ACTCTARGET GACTGCCRECTR
CRRCCCTTGCCTCTAGT TECCRGCA--TT CAGTT GEECACTCTAGRGS TGCCEGCTR
T eI CTCTAGT TS CAG A - TTCRETT GEECACTCTACAEEEACT G OOEECER
CECCTCTAGTTECCRECA-—CRAREET GEECACTCTACRGEEACT G COEET
CECCTCTAGTTECCRECA-—CRAREET GEECACTCTACRGEEACT G COEET
CECCTCTAGTTECCRECA--CGEREET FRECACTCTAGRGS TECCEECER
TRAGCTTAGTTECCAT A --TTARGT T GEECACTCTARGT T GACTGCCRET GR
——-CTTAGTTECCAG A --TTCACTT GEECACTCTARGET CACTGOCEET R
TEATCTTAGTTECCREA--TTCACT T GRECACTCTARCET GACTGOCRET GR
TEATCTTAGTTECCRECA~--TTCAGTT FEECACTCTARGET GACTGCCRET GR
TGEAT CTTAGT TECCRGCA--TTCAGT T GEECACTCTARGET GRACTGCCRET GR
CARCCCTTAT CCTTTRI TECCRECEE-TCCHFCl GREAACT CAARGEAGRCTGCCRET R
SRR OO TET COTTAST TACCRGCAC-CT e SET GG ACTCTAREEAGRCTSCORET 6L

NoRAW AN & T e

TARACCEEAGEARGETEEGEATEACETCARATCAT CATGCOCCTTRATEACCTEGECTACE
HRGETEEEEATEACETCAR TCAT CATGCOCCT IRTGACCTGEECTACR
TG TEACET AL TOAT CATECOCCTTATSACCTGEECTACE
GTEGEGRTEACETCARR TOAT CATSCOC T TATSACTTGEETALR
GTECCERTEACETCALL TCAT CATGCCCCTIATGACCTGGECTACE
GTEEEEATEACETCARA TCAT CATGCCCCT IATGACCTGEECTACE
GIGEEEATCACETCARA TCAT CATGOOCCTIRTGACCTGEECTACR
TG TEACET AL TOAT CATECOCCTTATSACCTGEECTACE
GTEGEGRTEACETCARR TOAT CATSCOC T TATSACTTGEETALR
GTEGEGRTEACETCARR TCAT CATGrOCCTTATEACCTGEECTACR
GTEGEERTEACETCARA TCAT CATGCCCCT TATGACCTGEECTACR

ARRETCEEAG GIEEEEHTEACETCALA TCAT CATGOOCCT IRTGACCTGEECTACR
ARRETCREAS GTESSEATEACETOALL TOAT CATSCOOCT TATSACCTGRECTALR
ARRETCREAS GTEEEEATEACETIALR TOAT CATGCODCT TATSACCTGREITACR
CRRETCEEAG! GIEEEGRTEACETCARA TCAT CRTGCOCCT TRTGACCTGREITACR
CRRETCEEAG GIEEEGRTEACETCARA TCAT CRTGCOCCT TATGACCTGEETACR
CARGTCEEAG GTEGGEETGACETCARA TCAT CRATGOOCCT IRTGACCTGEETACR

TCARL TOAT CATECOOCTTATSACCTEEECTACR
GIEEEGETEACETCARA TCAT CATGCOCCT TRTGAT TTGREITACR
GIEEEERTEACETCARA TCRT CRTGCOCCT TRTCCICTGGECTACR
GIEEEGRTEACETCARA TCAT CRTGCOCCT TATGACCTGEETACR
GTEEGEETEACETCARA TCRT CATGOOCCT TRTGACCTGEECTACR
GTEEEEHTEACETCALA TCAT CATGOOCCT IRTGACCTGEECTACR
TRRACTEEAG GIEEEEETEACETCALCTCAT CATGEOCCT TROGACCAGGEITACR
CRRRCCEEAGEARGETEEEGRTEACETCARET CAT CATGECCCTTRCEECTRAGEEITACR

BA L RRMARAA SRR ARE AR SRS AR A RA SR RS AN T

AlE_ RHE~ f.n’rl CRRRCCEERG

. i CRERCCEEAG
CRRRCCEGAEG
CRRRCCEEAG

CACETGCTACA A TG ATCeET ACAACCAST TECEAGCOSETCACGECAAGCTART CTCTCR
CROGTGCTACAATGEERRETACARACERET CECTAGROCGOEAGET
CRCETGCTACARTEGACGET ACRAR CEET CHIGA R CTOGCEAGACEEAGCCARATCOGARE

A CROETGCTACARTSGE0BETACRARGEETTEOGAR CCCECE, CRATCCCARE
Aa. CROETGCTACARTGGEORETACRAAGEET THIGAROOCGOR, CRATCOCCARE
A. goaensis CRCETECTAC AR TG EECEET AR AL ZEET CECGAR CONECE, CRATCOCALS
A. flavithermus CRCETGCTACA A TECEOEETACARACEETTEOGA R OOCEOEAGE CCAATCOOCARR
A CRCGTGCTAC AR TEGEORET ACRAACEET TEIGA L OOCGOEAGGEEECAGCCAAT OO AR
A CROETGCTACA A TEGEOGET ACRANGEET THOGAR ODDGCE CRATCCCARE
Aa. CRCOETGCTACARTGGEORETACRAAGEET CHOGARDOCGCE, CRATCOCCARE
A CRCETECTAC AN TEEEOEET ACAAN SEET CEOGAR OOCG0E TRATOEIARD
A CRCETECTACA R TG EEOEET AR AR CEET CEOGAR COCECEAGE CCAATCCCARE
Aamr: CRCETGCTAC AR TEGETEET ACRAA CEECACTGA R OO GOEAGCCTCEAGCEARTCCC AR
G. CROETGCTACARTGEGECEETACRAR BEECTEOGARCOCEORE

=8 CAOETGCTACA TG EECEET ACAAR GRS IT FOGAROOCGLR

=R CROETGCTAC A TG EECEET ACA AN AT EOGA L CON GO

=R CROETGCTACA TG ECEET ACA AL T EOGA L COCEOTT

. BT GCTAC AR TG GECEETRCRAR CEECTEOGAR OO

CRCETECTAC A A TG EACRRT AR AR CEECAGCEA R ROCEOE,
CRCETGCTACAATGEECRGARCARREEECAECEARECCE0E
CACETGCTACAATECEIAEALCAALCEECACEALEOCE0NE
CRCETGCTAC A T AR AR R A A CEECACORA R BTG,
CROETECTACARTGGRIRGRARCRARGEECAFDGARROCECE
CROSTGCTACRRTGGORCATACRRREAGARGCGACCTCRCE
CACGTGCTACARTGGTCEATACRAABECT TECTAARCCECER
SRRk b S Ak b A = wa P

Sekil 4.17 A16SrRNA-f/r1 primer seti ile B. licheniformis DSM 13’e ait genomik DNA
ile yapilan reaksiyon sonucu elde edilen PCR iirlinliniin Sanger dizileme
sonucunda elde edilen kromotogram verilerinin ¢) CLUSTAL W (Sievers vd.
2011) ile yapilan toplu dizi hizalamas1 sonucu (devam)

Ornegin, Sekil 4.14’te GgyrB-f/r1 primer dizisinin ¢ogalttig1 bdlge, orijinal olarak 170
bp uzunlugunda olup, yapilan iki yonlii Sanger analiziyle ortaya ¢ikan dizinin de 170 bp
uzunlugunda oldugu goriilmiistiir. Iki farkl arayiiz kullanilarak yapilan BLAST sonuglar
paralellik géstermekte olup, primerlerin genomik DNA iizerinde dogru bolgeyi cogalttigi
gbzlenmistir. Diger secilen primer setleri (Aspo0OA-f/r2 ve BgyrB-f/r1) ve internal kontrol
primer seti (A16SrRNA-f/r1) ile yapilan Sanger dizi analizleri de ayn1 sekilde kontrol
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edilerek dogruluklar teyit edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.14- 4.17 arasinda her

bir se¢ilen set i¢in baz1 temsilci sonuglar sunulmustur.

4.6 qRT-PCR Sonuclari

4.6.1 qRT-PCR optimizasyonlar1 ve cinsler arasi caprazlamalar

Boliim 4.4°te yapilan konvansiyonel PCR sonuglari 1s18inda, bu asamada ilk olarak 11
primer/prob adayi icerisinden qRT-PCR ile ¢alismak i¢in en uygun primer ve prob setleri
yeniden teyit edilmistir (Cizelge 4.5). Bu setler lizerinde qRT-PCR ¢alismalarina gegilmis
olup, sicaklik gradiyenti, primer ve prob konsantrasyonlari, uzama ve baglanma siireleri
gRT-PCR optimizasyonlari ile yiiriitiilmiistiir. qRT-PCR analizleri BioRad marka CFX96
Touch cihazinda yiiriitiilmis, verilerin diizenlenmesi i¢in cihazin yazilimi olan CFX

Maestro programinin yanisira ve Microsoft Office Excel programi da kullanilmaistir.

Yapilan bu optimizasyon siireci sonucunda ideal veri saglayan primer ve prob setlerinin
optimum ¢alisma kosullar1 belirlenebilmistir (Cizelge 4.7). Calisma dahilinde amaclanan
durum, tasarlanan primer ve prob setlerinin, temsilci olarak belirlenen basiller ile pozitif
sonu¢ vermesi, cinsler arasi ve dis grup olarak belirlenen farkli cinsler ile sonug
vermemesidir. Ayrica internal (i¢) kontrol olarak belirlenen primer ve prob setinin,
familya ve cinsten bagimsiz olarak sahip oldugu (16S rRNA) evrensel 6zellik sebebiyle,
her cins ve tiir ile sonug vermesi hedeflenmistir. Bu baglamda, belirlenen primer ve prob
setlerinin (AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2, GgyrB-f/r1, P-GgyrB1, BgyrB-f/r1, P-BgyrB1 ve
A16S-f/r1, P-A16S1) cins ici, cinsler arast ve dis grup olarak belirlenen bakterilerin
genomik DNA’lariyla, daha 6nceden belirlenmis olan optimum kosullarda qRT-PCR
diizenekleri kurulmus olup, elde edilen tiim caprazlama sonuglar1 Cizelge 4.8’de

verilmistir.
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Cizelge 4.7 Optimize edilen ve primer/prob setleri ve ideal ¢calisma kosullari

ideal
Primer- Baglanma
Prob Sicaklig Sonug- Grafik Sonug- Ct Degerleri
Setleri ]Tm.(‘ i
s
Aspo0A- 1500 (S _
L P Wel ¢ Fuor ¢ Taget &/ Cortent ()| Sample &) Cq {2
r 4
' / E03 FAM Unkn DSM 2641 25.05
pP2- 58°C (54_ 5 1000 R T ; o
/ . AD1 FAM Unkn Fa1 1230
Aspo0Al | 60°C) / /
500 ./. R / c05 FAM Neg Ctr N/A
/ y4 C06 FAM Neg Cir NAA
,
o o B % w
cye
700 .
= Wel & Fuor A Cortent ¢ Sample & Cq &
A16S- Cal Red 610 Unkn Fa1 1153
f/rl, 54°C (52- coz Cal Red 610 Unkn F81 946
P-A16S1 | 60°C) co3 Cal Red 610 Unkn DSM 2641 13.07
co4 Cal Red 610 Unkn DSM 2641 18.40
cos Cal Red 610 Meg Ctdl N/A
s
o —
a0 -
700 /
GgyrB: :Z ‘ wel Fluor O Cortent § Sample al cg O
3 s
f/glyP 58°C (58- g o/ [z Jrex Unkn ATCC 12980 2100
o B-l 60°C) 00 // HO4  HEX Unkn DSM 465 15.87
Ggyrl = : : B0  HEX Neg Ci N/A
00 £, N
o o E) 3u Py
Cyos
_— Wel (| Fuor & Taet ¢ Content | Sample O Ca =
“ L (01 Jors Unkn DSM 13 21.95
BgyrB- o 4 e Unkn DSM 13 19.41
firl 58°C (56- S co1 o5 Unkn DSM 1971 2135
p- 60°C £ 20 D01 s Unkn DSM 1571 1552
BgyrB1 ) ED oy Unkn DSM7 1619
1w Fa1 Cy5 Unkn D5M 7 1461 |
. GO1 cy5 Meg Ctr N/A
I A > - - HOT  oy5 Neg Cir N/A
cytes

(*Sample kodlari= A16S-f/r1, P-A16S1 ve Aspo0A-f/rl, P2-Aspo0Al seti, F81: “A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens’ hs. A. ayderensis, DSM 2641: A. flavithermus, DSM 465; GgyrB-f/r1, P-GgyrB1 seti, G.
thermodenitrificans, ATCC 12980: G. stearothermophilus; BgyrB-f/r1 P-BgyrB1 seti, DSM 13: B.
licheniformis, DSM 1971: B. subtilis, DSM 7: B. amyloliquefaciens.)

Belirlenen primer ve prob setleri, qRT-PCR reaksiyonlartyla kendi grubu igerisinde ve

kendi grubu disinda yer alan pozitif ve negatif kontrol bakterileriyle ¢aprazlanmustir.

Cizelge 4.8’de sunulan bakteri cins ve tiir isimleri giincel literatiire uygun olacak sekilde

isimlendirilerek 2025 yili itibariyle giincel taksonomik pozisyonlarinda sunulmustur.

Boylece, konvansiyonel PCR ¢aligsmalari sonrast, belirlenen cinse 6zgiil olarak baglandigi

gosterilen primerlerin, sonrasinda problarla eslestirilerek tekli gRT-PCR reaksiyonlariyla

grup spesifiteleri yeniden kontrol edilmis, segilen her bir set i¢in kendi gruplandirmalari

disinda yer alan farkli bir cinse baglanmayanlar tekrar teyit edilmis, nihai olarak gene

Ozgii tasarlanan primer ve prob seti se¢imi gerceklestirilebilmistir. Bu sonuclara gore;

Anoxybacillus cinsi i¢in tasarlanan AspoOA-f/r2/P2-Aspo0A2 primer/prob giftinin giincel
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taksonomik degisikliklere gore 3 farkli cinse bdliinen Anoxybacillus, Anoxybacteriodes
ve Thermoaerobacillus cinslerine, Geobacillus cinsi igin tasarlanan GgyrB-f/rl/P-
GgyrBl1 ¢iftinin ikiye ayrilan Geobacillus ve Parageobacillus iiyelerine ve Bacillus cinsi
icin tasarlanan BgyrB-f/rl/P-BgyrB1 ¢iftinin ise sadece Bacillus cinsi tiirlere
baglandiklar1 ancak kendi cinsleri disindaki tiyelere (Halalkalibacterium ve Shouchella
tiyeleri beklendigi lizere negatif qRT-PCR sonucu alinmistir) gRT-PCR reaksiyonlari
olusturmadiklar1 goriilmistiir. Tim bu tirlerden sadece AspoOA-f/r2/P2-Aspo0A2
primer/prob ¢ifti, hedeflenen Anoxybacillus ayderensis tiiriiyle konvansiyonel PCR
reaksiyonunda amplikon vermisken, gRT-PCR’da pozitif reaksiyon vermemistir. Bu
durum primer/prob tasarimi asamasinda kullanilan ve NCBI veri tabanindan alinan A.

ayderensis genom dizisi ile iliskilendirilmistir.
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Cizelge 4.8 Secilen 4 primer ve prob setiyle yapilan cins i¢i ve cinsler arasi qRT-PCR

caprazlama sonuglari

Aspo0A-f/r2
P2-Aspo0A2

A16S-f/r1
P-A16S1

GgyrB-f/r1
P-GgyrBl1

BgyrB-f/rl
P-BgyrBl1

Primer- prob konsantrasyonu

Onerildigi
sekliyle

Onerildigi
sekliyle

Primer 1/8,
prob 2

Onerildigi
sekliyle

Optimum baglanma sicakhig1 (Baglanma sicaklik araligi)

58°C (56-
58°C)

58°C (52-
60°C)

58°C (58-
60°C)

58°C (56-
60°C)

Anoxybacillaceae familyasi

Anoxybacillus cinsi ityeler

A. suryakundensis DSM 27374

A. mongoliensis DSM 19169

“A. kamchatkensis DSM 14988” hs A.ayderensis

A. gonensis NCIMB 13933

A. kestanbolensis NCIMB 13971

+| ||+ +

A. ayderensis NCIMB 13972

A. kaynarcensis DSM 21706

+

A. thermarum DSM 17141

+

|||+

“A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” F81 hs A.
ayderensis

+

A. flavithermus DSM 2641

+

+

Anoxybacteroides cinsi iiyeler

A. tepidamans DSM 16325

A.voinovskiensis DSM 17075

A. amylolyticus DSM 15939

A. rupiensis DSM 17127

+|+|+]+

++]+]+

Thermoaeribacillus cinsi iiye

T. caldiproteolyticus DSM 15730

+

+

Geobacillus cinsi liyeler

G. kaustophilus DSM 7263

G. vulcanii DSM 13174

G. thermoleovorans DSM 5366

G. thermodenitrificans DSM 465

G. stearothermophilus ATCC 12980

]+ +]+

+ 4|+ ]+

Parageobacillus cinsi ilyeler

P. toebii DSM 14590

+

+

P. thermoglucosidasius, DSM 2542

+

+

Bacillaceae familyasi

Bacillus cinsi ilyeler

B. subtilis ATCC 6633

B. subtilis DSM 1971

B. licheniformis DSM 13

B. amyloliquefaciens DSM 7

+|+|+]+

++]|+]+

Halalkalibacterium cinsi iiye

H. halodurans DSM 497

+

Shouchella cinsi iye

Shouchella clausii (Enterogermina)

+

Dis gruplar

Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Streptococcus mutans ATCC 25175

Candida albicans ATCC 26555

Ureibacillus thermosphaericus DSM 10633

[+ +]+]+]+

Aeribacillus pallidus DSM 3670

+

(+: pozitif sonug verenler, -: negatif sonug verenler, hs: heterotipik sinonim, kirmz isaretli tiirler: 7 temsilci tiirli ifade etmektedir)
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4.6.2 Optimize edilen primer/prob setleriyle tekli reaksiyonlardaki tespit limitleri
(LOD)

Calisma kapsaminda, belirlenen 4 primer ve prob setinin hassasiyet (LOD-Limit of
Detection-Tespit Limiti) degerlerini belirlemek amaciyla, belirtilen 7 temsilci tiiriin
genomik DNA’lar1, 200 ng/uL, 20 ng/uL, 2 ng/uL, 200 pg/uL, 20 pg/uL, 2 pg/uL, 200
fg/ul, 20 fg/uL ve 2 fg/uL (ng=nanogram, pg=picogram, fg=femtogram)
konsantrasyonlarda hazirlanmis, qRT-PCR reaksiyonlar1 en az 3 paralel olacak sekilde
kurulmustur. Sonrasinda elde edilen Ct (threshold) degerlerinin ortalamasi alinmis,
kullanilan DNA konsantrasyonunun miktarina karsilik gelecek sekilde kalibrasyon
grafigi cizilerek, etkinlik (efficiency-E) ve egim (slope) degerleri hesaplanmis ve
nihayetinde kantitatif analizleri giivenilirlik araliginda E= [10C!sPol1  denklemiyle
Microsoft Office Excel programi tizerinde yapilmistir. GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)
programi kullanilarak regresyon analizleri yapilmistir. Elde edilen tiim sonuglar Cizelge

4.9-4.12 arasinda sunulmustur.

Cizelge 4.9 A. flavithermus DSM 2641 ve “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” F81
hs. A. ayderensis tiirlerine ait genomik DNA’larinin AspoOA-f/r2, P2-
Aspo0A?2 primer/prob seti ile yapilan reaksiyonlarindan elde edilen ortalama
Ct degerleri ve standart sapma sonuglari

DNA miktar logo DNA Lineer DNA DSM 2641 F81
(ng/ml) (ng/ml) (ng/m) Ortalama Ct STD DEV Ortalama Ct STD DEV
0,000002 2,00E-06 5,7
0,00002 | 2,00E-05 47
0,0002 | 2,00E-04 3/
0,002 2,00E-03 2,7
0,02 | 2,00E-02 17 - - - -
02 2,00E-01 20,7 28,88 0,62 28,47 1,7
2 2,00E+00 0,3 24,61 0,48 24,88 2,47
20 2,00E+01 1,3 20,10 0,45 18,92 0,54
200 2,00E+02 2,3 16,27 0,35 14,86 0,41

*(Sar1 isaret: Tespit edilebilen minimum DNA konsantrasyon limitini, STDEV: standart sapmay1 ifade etmektedir)

AspoOA-f/12, P2-Aspo0A2 seti ile “A. kamchatkensis subsp. assacharedens” F81 hs. A.
ayderensis ve A.flavithermus DSM 2641 temsilci tiirleri i¢in lineer regresyon analizi
sonucunda sirasiyla p<0,05 ve p<0,001 giivenirlik degeri tespit edilerek, sonuglar

istatistiki olarak anlamli bulunmustur (GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)).
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Cizelge 4.10 A. flavithermus DSM 2641 ve “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens”
F81 hs. A. ayderensis tiirlerine ait genomik DNA’larimin A16S-f/rl, P-
A16S1 primer/prob seti ile yapilan reaksiyonlarindan elde edilen ortalama
Ct degerleri ve standart sapma sonuglari

DNA miktar log;o DNA Lineer DSM 2641 F81
(ng/ml) (ng/mb) (,];17,31) Ortalama Ct STD DEV Ortalama Ct STD DEV
0,000002 2,00E-06 57 } - - ;
0,00002 2,00E-05 47 ) - - ;
0,0002 2,00E-04 37 39,25 0,0 38,58 0,72
0,002 2,00E-03 27 26,67 0,12 34,78 0,90
0,02 2,00E-02 17 31,20 0,32 31,90 1,43
02 2,00E-01 20,7 25,92 0,46 26,99 0,28
2 2,00E+00 03 20,40 023 21,11 0,36
20 2,00E+01 13 17,04 0,09 15,85 1,02
200 2,00E+02 23 12,37 024 10,60 0,0

*(Sar isaret: Tespit edilebilen minimum DNA konsantrasyon limitini, STDEV: standart sapmayi ifade etmektedir)

A16S-f/r1, P-A16S1 seti ile “A. kamchatkensis subsp. assacharedens” F81 hs. A.
ayderensis ve A.flavithermus DSM 2641 temsilci tiirler i¢in lineer regresyon analizi
sonucu sirastyla p<0,001 istatistiki olarak anlamli bulunurken, p=0,110 giivenirlik degeri

istatistiki olarak anlamsiz bulunmustur (GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0))..

Cizelge 4.11 G. thermodenitrificans DSM 465 ve G. stearothermophilus ATCC 43223
tirlerine ait genomik DNA’larinin GgyrB-f/r1, P-GgyrB1 primer/prob seti
ile yapilan reaksiyonlarindan elde edilen ortalama Ct degerleri ve standart
sapma sonuglari

DNA miktar1 logio DNA Lineer DNA DSM 465 ATCC 43223
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ortalama Ct STD DEV Ortalama Ct STD DEV
0,000002 2,00E-06 -5,7 - - - -
0,00002 2,00E-05 -4,7 - - - -
0,0002 2,00E-04 -3,7 36,11 0,0 33,21 1,54
0,002 2,00E-03 2,7 32,43 0,51 30,57 0,78
0,02 2,00E-02 -1,7 30,42 0,27 27,59 0,62
0,2 2,00E-01 -0,7 27,31 0,22 24,19 0,04
2 2,00E+00 0,3 24,79 0,55 21,41 0,16
20 2,00E+01 1,3 20,96 0,99 18,75 0,67
200 2,00E+02 2,3 11,11 0,14 15,66 0,65

*(Sar1 isaret: Tespit edilebilen minimum DNA konsantrasyon limitini, STDEV: standart sapmay1 ifade etmektedir)

GgyrB-f/rl, P-GgyrB1 seti ile G. thermodenitrificans DSM 465 ve G. stearothermophilus
ATCC 43223 temsilci tiirler i¢in lineer regresyon analizi sonucu sirasiyla p=0,0834
istatistiki olarak anlamsiz bulunurken, p<0,001 giivenirlik degeri istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)).
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Cizelge 4.12 B. subtilis DSM 1971, B. licheniformis DSM 13 ve B. amyloliquefaciens
DSM 7 tiirlerine ait genomik DNA’larinin BgyrB-f/irl, P-BgyrBl
primer/prob seti ile yapilan reaksiyonlarindan elde edilen ortalama Ct
degerleri ve standart sapma sonuglari

DNA miktari (ng/ml) | log;o DNA (ng/ml) |Lineer DNA DSM 1971 DSM 13 DSM 7
(ng/ml)
Ortalama STDEV | Ortalama| STD | Ortalama STD
Ct Ct DEV Ct DEV
0,000002 2,00E-06 -5,7 - - - - - -
0,00002 2,00E-05 4,7 - - - - - -
0,0002 2,00E-04 3,7 - - 39,49 0,01 - -
0,002 2,00E-03 2,7 39,71 0,0 35,57 0,17 39,20 0,10
0,02 2,00E-02 -1,7 35,16 0,80 31,23 0,17 33,30 0,08
0,2 2,00E-01 -0,7 30,44 1,12 27,43 0,07 29,69 0,32
2 2,00E+00 0,3 27,66 0,15 23,19 0,71 24,82 0,31
20 2,00E+01 1,3 24,47 0,31 19,52 0,12 20,49 0,53
200 2,00E+02 2,3 21,42 0,67 15,19 0,10 16,33 0,29

*(Sar1 isaret: Tespit edilebilen minimum DNA konsantrasyon limitini, STDEV: standart sapmayi ifade etmektedir)

BgyrB-f/rl, P-BgyrB1 seti ile B. subtilis DSM 1971, B. licheniformis DSM 13 ve B.

amyloliquefaciens DSM 7 temsilci tiirler igin lineer regresyon analizi sonucu sirasiyla

p=0,220 istatistiki olarak anlamsiz bulunurken, diger iki tiir i¢in ise p<<0,05 istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (GraphPad Prism (Versiyon 10.4.0)).
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Cizelge 4.13 Tekli reaksiyonlarin hassasiyet ¢caligmalarindan elde edilen amplifikasyon

grafikleri
Primer- S . .
Pﬁ)rgesreti Bakteri ismi Amplifikasyon Grafigi

“A. kamchatkensis -

subsp. assacharedens” Aot

F81 hs. A. ayderensis ve

A flavithermus DSM

2641
Aspo0OA-
fr2, P2-
Aspo0A2

1) 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0
Cycles

“A. kamchatkensis Aifoation

subsp. assacharedens” ;

F81 hs. A. ayderensis ve

A.flavithermus DSM
A16S-firl, | 2641
P-A16S1

G. thermodenitrificans Ampicaton

DSM 465
GgyrB-firl, e
P-GgyrB1 G. stearothermophilus

ATCC 43223

Amplification

3000 1

= zooo L

1000

o 10 20 30 40
Cycles
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Cizelge 4.13 Tekli reaksiyonlarin hassasiyet caligmalarindan elde edilen amplifikasyon

grafikleri (devam)
Primer- Bakteri ismi Amplifikasyon Grafigi
Prob Seti
B. subtilis DSM 1971 o . srttestn
B. licheniformis DSM - ‘ nscsn
13
BgyrB-firl g
P-BgyrB1 .
0 10 Q;D‘! 30 40
B. amyloliquefaciens ‘ npcten ‘ .
M 7 . ]
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Cizelge 4.14 Tekli reaksiyonlarin belirlenen primer ve prob setleriyle temsilci tiirler arasinda yiiriitiilen semi kantifikasyon grafikleri

Aspo0A-f/r2, P2-Aspo0A2

A.kamchatkensi
s subsp.
assacharedens
F81 icin

E=%63

y =-4,6796x + 25,53

Lineer Standart Egri R® = 0.9913

35,00
30,00

28,47

24,88

14,86

15,00
10,00
5,00
0,00
-0,5 0 0,5 1 15 2 25
Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

Threshold Siklusu (Ct)

1
[y

Threshold Siklusu (Ct)

y =-2,032In(x) + 25,53

Logaritmik Standart Egri
R2=0,9913

35.00)g147
30,00

25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

0,00E+00 5,00E+01 1,00E+02 150E+02 2,00E+02 250E+02

Logaritmik DNA miktart (ng/mL)

A.flavithermus
DSM 2641

E= %72

: oy = -4,2326x + 25,857
Lineer Standart Egri Y

R2=0,999
~ 2888 3500

) 30,00 | 24,61

>

[%2)

=}

<

wn

= 10,00

g 5,00

= 0,00

-1 -0,5 0 05 1 15 2 25

Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

Threshold Siklusu (Ct)

Logaritmik Standart Egri Y= -1838In(x) + 25,857

R2=10,999
35,00,g/g8
30,002461
25,00 1\20'11
20,00 | N —rr— Y
15'00 .................... el
10,00
5,00
0,00

0,00E+00 5,00E+01 1,00E+02 1,50E+02 2,00E+02 2,50E+02
Logaritmik DNA miktar1 (ng/mL)
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Cizelge 4.14 Tekli reaksiyonlarin belirlenen primer ve prob setleriyle temsilci tiirler arasinda yiiriitiilen semi kantifikasyon grafikleri (devami)

A16S-f/r1, P-A16S1

A.kamchatkensis
subsp.
assacharedens

Lineer Standart Egri

y =-4,7346x + 22,377

Logaritmik Standart Egri Y =-2056In(x) + 22,377

Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

F81icin R?*=0,9894 2=0,9894
P g 50,00 50,00
=%62 e 3478 3190 40,00 € 4000
E " 3 00 z
e N = < 21,11 < 30,00
(2] (92
k= 10,60 w 20,00
o o
= 10,00 £ 1000 WY
= 0,00 £
.4 -3 -2 -1 0 1 2 = 000
' . 0,00E+00 5,00E+01 1,00E+02 1,50E+02 2,00E+02 2,50E+02
Lineer DNA miktart (ng/mL) Logaritmik DNA miktar1 (ng/mL)
A flavithermus
DSM 2641 -
. o y =-4,6683x + 22,861 e < =-2,027In(x) + 22,861
. Lineer Standart Egri R = 0,994 Logaritmik Standart Egri S ((),394
=%63 3925 45,00 45,00
g 36,67 40,00 g 40,00
= e 35,00 = 35,00
2 25,98,00 £ 30,00
< X 25,00
2 20,00 2 20,00
=] ’ =] ’
g 15.00 12,37 E 15,00 | e
= S B ey — —®
o 10,00 o 10,00
= =
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Cizelge 4.14 Tekli reaksiyonlarin belirlenen primer ve prob setleriyle temsilci tiirler arasinda yiiriitiilen semi kantifikasyon grafikleri (devami)

GgyrB-fir1, P-GgyrB1

G.
thermodenitrificans
DSM 465

E=%120

Lineer Standart Egri y
36,11
: 40,00
= 32,43 :
8 30,42
2
E
~ 20,00
w
=
S 10,00
=
S
= 0,00
F 3 -2 1 0

Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

=-2,908x + 25,183
R>=0,9939

20,96

Threshold Siklusu (Ct)

Logaritmik Standart Egri y =-1,263In(x) + 25,183
R>=0,9939

40,00

35,00
30,00
25,00 [
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15,00

10,00

5,00

0,00
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Logaritmik DNA miktar1 (ng/mL)
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stearothermophilus
ATCC43223
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Cizelge 4.14 Tekli reaksiyonlarin belirlenen primer ve prob setleriyle temsilci tiirler arasinda yiiriitiilen semi kantifikasyon grafikleri (devami)

BgyrB-f/r1 P-BgyrB1

B. subtilis

Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

DML Lineer Standart Egri y = -3,6082x + 29,094 Logaritmik Standart Egri y = -1,567In(x) + 29,094
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Cizelge 4.14 Tekli reaksiyonlarin belirlenen primer ve prob setleriyle temsilci tiirler arasinda yiiriitiilen semi kantifikasyon grafikleri (devamt)

BgyrB-f/r1 P-BgyrB1

B.
amyloliquefaciens
DSM 7

E=%66

Lineer Standart Egri

Threshold Siklusu (Ct)

39,20
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y =-4,5042x + 26,41

R*=0,9968
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Literatiirde kabul goren goriise gore, grafiklerde slope (egim) degerinin -3,1 ila -3,6
arasinda olmasi, yiiksek bir qRT-PCR etkinliginin (%90-%110 etkinlik) olduguna isaret
etmektedir. Buna gore lineer grafik denklemlerinde bulunan E ve egim degerlerinin
sirastyla %62 ile %120 ve -2,9080 ile -4,0370 araliklarinda olduklar1 goriilmiistiir (gizelge
4.15). Egrilerin R? degerleri oldukca yiiksek olmasina karsin hassasiyetin kabul goren
araliklarinin kismen disinda fakat yakin egim ve E degerleri tespit edilebilmistir. Bu
durum genellikle tiir tespiti i¢in spesifik grafiklerde beklenen araliklarda
hesaplanabilirken, ¢cok sayida tiiriin tespit edildigi cins spesifik grafiklerde ise tam hedef
aralig1 yakalanamamaktadir. Bu durum cins spesifik primer/prob tasarimlarinda ¢ok
sayida tiirlin teshisi amaciyla dejenere primer kullanimiyla agiklanabilmektedir (Yu vd.
2005, Lim vd. 2011). Buna karsin, tekli qRT-PCR reaksiyonlarinda hedeflenen hassasiyet
degerlerine yaklasilmis ve cins temelli primer/problarin her durumda ¢alisilan cinse ait

ilgili tlirdi teshis edebildigi gosterilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, Aspo0A-f/r2, P2-Aspo0A2 primer/prob setiyle Anoxybacillus
tirlerinin minimum 0,2 ng/mL konsantrasyondaki DNA’lar1 (Ct: 28,88-28,67), A16S-
f/rl, P-A16S1 primer/prob setiyle Anoxybacillus tiirlerinin en az 0,0002 ng/mL’lik
DNA’larnn (Ct: 39,25-38,58); BgyrB-f/rl, P-BgyrBl primer/prob setiyle Bacillus
tirlerinin minimum 0,002 ng/mL’lik DNA’lart (Ct: 39,71-39,20) ila 0,0002 ng/mL
DNA’lar1 (Ct: 39,49) ve GgyrB-f/rl, P-GgyrB1 primer/prob setiyle ise Geobacillus
tiirlerinin en az 0,0002 ng/mL DNA’lar1 (Ct: 36,11-33,21) tespit edilebilmistir. Ayrica,
astlanan hiicre konsantrasyonu arttik¢a klasik kiiltiirel sayimla ters orantili olarak, izole
edilen DNA miktarindaki artisla ters orantili sekilde, teorik sayim yapilan qRT-PCR’dan
elde edilen Ct degerlerinde de diisiis yasandig1 da dikkat gekmektedir (Cizelge 4.9- 4.12).
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Cizelge 4.15 Temsilci tiirlerin 200 ng/ulL-2 fg/ul konsantrasyonlardaki genomik
DNA’lan ile yiiriitilmiis tekli qRT-PCR reaksiyonlarin kalibrasyon
grafigi denklem verileri

Primer/Prob Temsilci tiir Lineer Denklem/ | R? E degeri (%)
Egim

Aspo0A-f/r2, “A. kamchatkensis subsp. assacharedens” F81 hs. A. y=-4,6796x+25,53 0,9913 63
P2-Aspo0A2 ayderensis

A flavithermus DSM 2641 y=-4,2326x+25,857 | 0,9990 72
GgyrB-firl, G. stearothermophilus ATCC 43223 y=-2.9447x+22,425 | 0,9991 118
P-GgyrB1 G. thermodenitrificans DSM 465 y=-2,9080x+25,183 | 0,9939 120
BgyrB-firl, B. amyloliquefaciens DSM 7 y=-4,5042x+26,41 0,9968 66
P-BgyrB1 B. licheniformis DSM 13 y=-4,0370x+24,552 0,9997 76

B. subtilis DSM 1971 y=-3,6082x+29,094 | 0,9884 86
AL16S-/rl, “A.kamchatkensis subsp. assacharedens “F81 hs. A. y=-4,7346x+22,377 | 0,9894 62
P-A16S1 ayderensis

A. flavithermus DSM 2641 y=-4,6683x+22,861 | 0,9940 63

4.6.3 Coklu reaksiyon calismalari ve tespit limitleri

Her cins i¢in belirlenen primer ve prob setlerinin birlikte ¢calisma kosullarini belirleyemek
adina ilk olarak c¢oklu reaksiyon optimizasyonlart yapilmistir. En uygun c¢alisma
konsantrasyonlar1 ve reaksiyon hacimleri 6zellikle {i¢ primer ve prob setinin birbiriyle
olan iligkilerine bakilarak belirlenmis olup, her bir cins i¢in temsilci tiirler kullanilarak
caprazlamalar yapilmis, ideal konsantrasyon ve baglanma sicakliklari belirlenmistir

(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16 Ideal olarak belirlenen ¢oklu reaksiyon kosullari

Tekli Reaksiyon i¢in Coklu (Multipleks) Reaksiyon i¢in Kullanilan Hacim ve

icerik Kullanilan Hacim ve Konsantrasyon
Konsantrasyon
iTaq Universal Probes Supermix 5 uL (2X) 5 uL (2X)
2X)
Forward ve Reverse Primerler 1 puL (5 uM- her bir Aspo0A-f/r2 BgyrB-f/r1
primer) 0,5 pL (10 uM- 0,5 pL (10 uM- | 0,125 uL (10 uM-

her bir primer) her bir primer) her bir primer)
Florojenik Prob 1 uL (2,5 uM) 0,5 pL (5 uM) 0,5 pL (5 uM) 0,5 uL (5 uM)
DNA (200 ng) 1 uL 1 uL
Niikleaz igermeyen su 1uL 1,375 pL
Toplam reaksiyon hacmi 10 pL 10 L

Ilerleyen asamalarda, hassasiyet derecelerini belirleme amaciyla tekli reaksiyonlarda
oldugu gibi 200 ng- 2 fg araliginda bir seri diliisyonla hazirlanan genomik DNA’lar
kullanilmis ve ¢oklu reaksiyon karigiminda bulunan primer ve prob giftleriyle birarada

birlikte kurulan qRT-PCR diizeneklerinde hassasiyet dereceleri belirlenmistir.
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Sekil 4.18 Coklu (multipleks) reaksiyonlarin CFX Maestro yazilimdan elde edilen

amplifikasyon grafikleri
a) “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” F81 hs. A. ayderensis, FAM kanal1 (2 paralel mavi), b) 4.
flavithermus DSM 2641, FAM kanali (2 paralel mavi), ¢) G. thermodenitrificans DSM 465, HEX kanali
(2 paralel yesil), d) G. stearothermophilus ATCC 43223, HEX kanali (2 paralel yesil).
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Sekil 4.18 Coklu (multipleks) reaksiyonlarin CFX Maestro yazilimdan elde edilen

amplifikasyon grafikleri
e) B. amyloliquefaciens DSM 7, CYS5 kanali1 (2 paralel mor), f) B. licheniformis DSM 13, CYS5 kanal1 (2
paralel mor), g) B. subtilis DSM 1971 CY5 kanal1 (2 paralel mor), h) Tiim reaksiyonlarin birlikte goriiniimii

(devam).
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Cizelge 4.17 Coklu reaksiyonlarda primer ve prob setleriyle temsilci tiirlerin calisildigi semi kantifikasyon grafikleri

Aspo0A-f/r2, P2-Aspo0A2+ GgyrB-f/rl, P-GgyrB1+ BgyrB-f/r1, P-BgyrB1

A.kamchatkensi
s subsp.
assacharedens
F81 igin

E=%83

F81 icin Lineer Standart Egri y = -3,8016x + 20,839
R*=0,9976

27,47 30,00

25,00
19,86

20,00 15,90
15,00
10,00

5,00

Threshold Siklusu (Ct)

0,00
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15

Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

1
N

F81 i¢in Logaritmik Standart Egri

30,0@7,47

y =-1,651In(x) + 20,839
R?=0,9976

Threshold Siklusu (Ct)

5,00

0,00
0,00E+00  5,00E+00  1,00E+01  1,50E+01 2,00E+01  2,50E+01

Logaritmik DNA miktar1 (ng/mL)

A.flavithermus
DSM 2641

E= %80

DSM 2641 i¢in Lineer Standart Egri
29,39 35,00

y =-3,9111x + 22,136
R2=0,978

2435 30,00

------------------ 17’74

Threshold Siklusu (Ct)

1
N

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15
LineerDNA miktar1 (ng/mL)

DSM 2641 i¢in Logaritmik Standart Egri

y =-1,699In(x) + 22,136
35,0(&9’39 R*=0,978
30,00,

2435
25,00 20,18
20,00 - 17,74

15,00
10,00
5,00

0,00
0,00E+00  5,00E+00 1,00E+01 1,50E+01 2,00E+01  2,50E+01

Logaritmik DNA miktar1 (ng/mL)

Threshold Siklusu (Ct)




€01

Cizelge 4.17 Coklu reaksiyonlarda primer ve prob setleriyle temsilci tiirlerin ¢aligildigi semi kantifikasyon grafikleri (devami)

Aspo0A-f/r2, P2-Aspo0A2+ GgyrB-f/rl, P-GgyrB1+ BgyrB-f/r1, P-BgyrB1
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_ 30,00 y =-3,8838x + 25,763 30,00, y =-1,687In(x) + 25,763
O 25,00 © 25,00
S | T, S 9,61
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Cizelge 4.17 Coklu reaksiyonlarda primer ve prob setleriyle temsilci tiirlerin ¢aligildigi semi kantifikasyon grafikleri (devami)

Aspo0A-f/r2, P2-Aspo0A2+ GgyrB-f/rl, P-GgyrB1+ BgyrB-f/r1, P-BgyrB1

Lineer DNA miktar1 (ng/mL)

B. subtilis o o .
DSM 1971 DSM 1971 igin Lineer Standart Egri DSM 1971 igin Logaritmik Standart Egri
E=%288
30,0
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---------- 18,78
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2 10,00 £ 10,00
g g
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B' - . . [
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Cizelge 4.17 Coklu reaksiyonlarda primer ve prob setleriyle temsilci tiirlerin ¢alisildigi semi kantifikasyon grafikleri (devamni)

Aspo0A-f/r2, P2-Aspo0A2+ GgyrB-f/rl, P-GgyrB1+ BgyrB-f/r1, P-BgyrB1
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Ideal kosullar1 belirlenen ¢oklu gRT-PCR reaksiyon karisimlari ile calisma kapsaminda
belirlenen 7 temsilci tiirden elde edilen genomik DNA’lar (200 ng/uL) test edilmis olup,
CFX Maestro yazilimindan elde edilen amplifikasyon goriintiileri toplu halde Sekil
4.18°de verilmistir. Bu ¢oklu reaksiyonlarda “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens”
F81 hs. A. ayderensis ve A. flavithermus DSM 2641 FAM kanalinda; G.
thermodenitrificans DSM 465 ve G. stearothermophilus ATCC 43223 HEX kanalinda; B.
amyloliquefaciens DSM 7, B. licheniformis DSM 13 ve B. subtilis DSM 1971 ise CY5
kanalinda, tiim secilen primer ve prob setleri birlikte iken dahi hedef cinse 6zgii pozitif
reaksiyonlar olustugu goriilmektedir. Reaksiyonlara ait ekran goriintiilerinden de
anlasilacagi lizere, her bir cinse ait primer ve prob seti sadece kendi cinsine ait tiirlerle
reaksiyona girmekte ve bir arada bulunduklarinda bir diger reaksiyonu engelleyecek
sekilde davranmamakta, 3 kanaldaki farkli renkte 1s1malar rahatlikla ayirt edilebilmekte,
yalanct pozitif sonuglara neden olmamaktadirlar. Dolayisiyla, ¢oklu reaksiyonlar tiglii
primer-prob seti kullanilarak yiiriitilmiistiir. Ancak, tiim bakterilerde mevcut olan 16S
rRNA genini temel alan pozitif kontrol olarak A16S-f/r1, P-A16S1 primer/prob seti diger
3 primer-prob seti ile bir arada ¢oklu reaksiyona alindiginda, tiim kanallar1 baskilayip,
ortamdaki DNA’larin tamamin kullanarak CFR610’a 6zgii tek bir amplifikasyon grafigi
verilmistir. Kullanilan 1Taq (Universal Probes Supermix (Kat. No: 1725131)) enzim
uretici tavsiyesi c¢oklu reaksiyonlarda ikiden fazla primer ve prob seti i¢in garanti
vermemekte, dolayisiyla dort primer ve prob setinin birlikte bulundugu ¢oklu
reaksiyonlarda basarili olmamasi durumu anlasilir bulunmustur. Bu sebeple A16S-f/r1,
P-A16S1 setinin i¢ kontrol olarak ayri1 bir halde kullanilmasi diisliniilmiis ve ¢oklu

reaksiyonlaria dahil edilmemistir.
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Cizelge 4.18 Temsilci tiirlerin 200 ng/pl-2 fg/ul konsantrasyonlardaki genomik DNA’lar1
ile yiiriitilmiis ¢oklu qRT-PCR reaksiyonlarinin kalibrasyon grafigi
denklem verileri

Coklu Temsilci tiir Lineer Denklem/ Egim R? oklu E Tekli E
Reaksiyon degeri degeri
(%) %
Aspo0A-f/r2, “A. kamchatkensis subsp. |y =-3,8016x + 20,839 0,9976 83 63
P2-Aspo0A2+ assacharedens” F81 hs. A. ayderensis
GgyrB-firl, A .flavithermus DSM 2641 y =-3,9111x + 22,136 0,9780 80 72
P-GgyrB1+ G. stearothermophilus ATCC 43223 y =-3,8838x + 25,763 0,9436 80 118
BgyrB-firl, G. thermodenitrificans DSM 465 y =-10,699x + 41,16 0,9987 24 120
P-BgyrB1 B. amyloliquefaciens DSM 7 y =-3,027x + 23,944 0,8974 113 66
B. licheniformis DSM 13 y =-3,1924x + 21,995 0,9919 105 76
B. subtilis DSM 1971 y =-3,6288x + 23,059 0,9854 88 86

Coklu reaksiyonlarda kullanilan setler ve (AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2 + GgyrB-f/rl, P-
GgyrBl1 + BgyrB-f/rl, P-BgyrBl) temsilci tiirler ile A. kamchatkensis subsp.
assacharedens” F81 hs. A. ayderensis (p<0,001, anlamli), A.flavithermus DSM 2641
(p<0,001, anlamli), G. thermodenitrificans DSM 465 (p<0,05, anlamli), G.
stearothermophilus ATCC 43223 (p=0,153, anlamsiz), B. subtilis DSM 1971 (p<0,05,
anlamli), B. licheniformis DSM 13 (p=0,798, anlamsiz) ve B. amyloliquefaciens DSM 7

(p=0,208,anlamsiz) arasinda lineer regresyon analizleri de yapilmistir (Cizelge 4.17).

Tekli ve coklu reaksiyonlardan elde edilen etkinlik degerleri (E) kiimiilatif bir
degerlendirmeye tabii tutuldugunda s6z konusu degerlerin ¢oklu reaksiyonlarda farklilik
gosterdigi, temsilci tiirler bazinda degerlendirdiginde tekli reaksiyonlara oranla kabul

edilebilirlik araligina (%90-%110) daha ¢ok yaklastigi goriilmektedir (Cizelge 4.18).

4.6.4 Siitten izole edilen DNA’lar ile yapilan qRT-PCR calismalari

Tez caligmalar1 kapsaminda secilen 7 basilin (G. thermodenitrificans DSM 465, G.
stearothermophilus ATCC 43223, A. flavithermus DSM 2641, “A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens” F81 hs. A. ayderensis, B. subtilis DSM 1971, B. licheniformis DSM 13
ve B. amyloliquefaciens DSM 7) nihai toplam vejetatif hiicre sayim sonuglar1 logaritma
cinsinden KOB/mL seklinde hesaplanmistir. logio(KOB/mL) birimindeki kiiltiirel sayim

sonuclari, izole edilen DNA’lara ait spektrofotometrik Ol¢im verileri ve cinse 6zgl
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primer/prob setleriyle kurulan qRT-PCR sonuglarindan elde edilen Ct degerleri toplu

olarak Cizelge 4.19-4.25 araliginda verilmistir.

Cizelge 4.19 “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” F81 hs. A. ayderensis igin
vejetatif kiiltiirden yapilan sayim ve qRT-PCR sonuglari

Asilanan Vejetatif Ornek DNAY DNAS Ortalama Ortalama

Msiktarl (KOJB/mL) (ng/uL) | (ng/pL) TSA® | BCP* CtY STDEVY Ct STDEV®
10! 28,8 1279 - - - - - -
10° 32,9 126,9 2,34 - - - - -
103 97,1 1333 3,71 - - - 39,43 0,06
10* 56,0 110,0 5,01 - - - 29,67 0,0
10° 130,1 162,6 5,75 - 34,05 0,35 32,78 2,22
10° 37,2 151,3 7,29 - 31,44 0,0 27,42 0,83
107 63,2 97,8 7,85 - 28,51 0,42 22,93 0,92
108 85,3 162,0 9,28 - 28,11 0,34 19,87 2,38
10° 328.8 472.5 9,95 - 17,41 0,37 19,14 1,29

(*; log(KOB/mL), V; vorteks, 5; sonikasyon, STDEV; Standart sapma)

Cizelge 4.20 A. flavithermus DSM 2641 i¢in vejetatif kiiltiirden yapilan sayim ve qRT-

PCR sonuglari

Asilanan Vejetatif Ornek DNAY DNAS Ortalama v Ortalama

Miktar1 (KOB/mL) (ng/uL) | (ng/uL) g | BCh CtY RIDEY Cct’ STDEV®
10! 93,3 160,9 1,30 - - - - -
102 134,8 73,6 1,30 - - - - -
10° 66,3 72,9 3,58 - - - - -
10* 41,8 98,3 5,34 - - - - -
10° 61,3 115,1 5,74 - - - 38,11 0,0
10° 76,1 67,8 6,95 - - - 32,36 0,0
107 43,9 76,6 7,90 - - - 28,07 0,0
10® 158,7 122,1 8,95 - 32,57 0,79 28,08 0,0
10° 528,1 687,5 9,90 - 17,15 1,41 19,34 0,0

(*; log(KOB/mL), V; vorteks, 5; sonikasyon, STDEV; Standart sapma)

Cizelge 4.21 G. thermodenitrificans DSM 465 i¢in vejetatif kiiltiirden yapilan sayim ve

gqRT-PCR sonuglari

Asilanan Vejetatif Ornek Miktar DNAY DNAS Ortalama

(12 OB/mL) 1 (ng/uL) (ng/uL) TSA* BCP* pans Ortalama CtS
10! 179,2 30,3 - - -
10? 43,7 53,8 2,18 2,30 -
103 69,0 50,0 3,67 3,18 -
104 48,0 77,0 491 4,79 -
10° 55,4 55,5 6,09 6,70 -
10° 56,1 48,0 6,95 7,41 -
107 41,1 85,3 7,88 8,13 -
108 89,0 206,4 9,13 9,48 -
10° 393,7 710,0 10,70 10,76 -

(*; log (KOB/mL), V; vorteks, ; sonikasyon, STDEV; Standart Dagilim)
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Cizelge 4.22 G. stearothermophilus ATCC 43223 i¢in vejetatif kiiltiirden yapilan sayim

ve qRT-PCR sonuglari

Agilanan Vejetatif Ornek DNAY DNAS Ortalama v | Ortalama S

Miktar1 (KOB/mL) (ng/uL) | (ng/pL) TSA® | BCP* CtY STDEV Ct’ STDEV
10" 33,7 59,0 2,00 1,60 - - - -
102 44,3 71,6 2,90 1,85 - - -
10° 69,2 99,0 3,73 4,04 - - -
10* 69,6 44,3 5,17 5,49 39,69 0,00 - -
10° 90,4 68,4 6,78 6,21 36,96 0,00 33,06 0,20
10° 90,7 60,4 7,67 7,77 31,02 0,00 32,18 0,95
107 100,3 109,8 8,23 8,10 29,89 0,00 26,62 0,31
10® 72,1 202,6 9,29 9,30 24,63 0,70 23,97 0,66
10° 529,5 9114 10,51 10,78 14,50 0,05 14,11 0,50

(*; log (KOB/mL), V; vorteks, S; sonikasyon, STDEV; Standart sapma)

Cizelge 4.23 B. licheniformis DSM 13 igin vejetatif kiiltiirden yapilan sayim ve qRT-PCR

sonugclari

Asilanan Vejetatif Ornek DNAY DNAS Ortalama Ortalama

Msiktarl (K(J)B/mL) (ng/pL) | (ng/pL) 18| BCt* Ct¥ BV Ct’ STDEV®
10! 184,3 148,2 2,90 2,70 - - - -
10% 133,2 131,2 3,80 3,59 - - 38,89 0,00
10° 114 163,2 4,73 4,85 - - 32,84 0,19
104 202,3 186,0 5,60 5,70 - - 30,47 0,00
10° 89,4 233.5 7,27 7.00 30,96 0,43 29,47 1,73
10° 189,3 141,7 8,28 7,95 27,97 0,77 26,03 1,37
107 104,5 168,1 9,15 9,22 25,41 0,52 27,07 2,00
108 1259 301,4 9,90 9,90 25,54 0,08 24,52 1,97
10° 990,7 1255,1 10,6 10,78 14,97 1,23 19,94 0,87

(*; log (KOB/mL), V; vorteks, S; sonikasyon, STDEV; Standart sapma)

Cizelge 4.24 B. subtilis DSM 1971 i¢in vejetatif kiiltiirden yapilan sayim ve qRT-PCR

sonuglari
Asilanan Vejetatif Ornek DNAY DNAS Ortalama Ortalama .
Msiktarl (KOJB/mL) (ng/uL) | (ngury | TSAT | BCP* ct STDEV™ ct STDEV®
10 132,2 154,5 2,48 2,85 - - - -
102 103,1 473 3,72 3,33 - - - -
10° 1404 150,9 4,78 4,56 - - - -
10* 37,4 122,4 5,1 5,48 - - - -
10° 173.,5 78,4 6,26 6,51 - - - -
10° 126.,4 116,7 7,3 7,72 38,71 0,0 34,13 0,0
107 65,9 332,1 8,6 8,64 37,45 0,0 30 2,64
108 1358 227,6 9,88 9,68 32,21 0,0 20,45 1,55
10° 453,1 1203 10,78 10,53 18,36 1,48 20,15 1,39

(*; log (KOB/mL), V; vorteks, S; sonikasyon, STDEV; Standart sapma)
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Cizelge 4.25 B. amyloliquefaciens DSM 7 igin vejetatif kiiltiirden yapilan sayim ve qRT-

PCR sonuglar1

. e £ \% S

10' 150,2 3842 - - - - - -
10 2222 142 2,3 2 - - - -
10° 109,5 112,9 354 | 323 - - - -
10° 179,5 182,6 4,19 3 - - - -
10° 217.8 128,1 53 53 30,65 0,25 33,42 0,03
10° 116,1 163,1 6.3 6 26,78 0,72 23,26 0,16
107 219,6 582,1 6,88 8,04 25,29 0,25 22,03 0,31
10° 272,3 611,7 9,3 8,6 21,94 0,27 18,61 0,41
10° 635 825.6 924 | 9,18 16,49 0,85 17,78 0,87

(*; log (KOB/mL), V; vorteks, 5; sonikasyon, STDEV; Standart sapma)

Boliim 4.1°de elde edilen spor stoklar1 kullanilarak, steril tam yagl siit igeren falkonlar
icerisine bir seri diliisyon yapilmistir (1071-10). Konsantrasyonlarin teyidi amaciyla,
TSA ve BCP agar besiyerlerine inokiilasyon yapilarak her bir cinse ait ideal sicaklik
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde gelisen koloniler sayilarak nihai
toplam spor sayim sonuglar1 logaritma cinsinden KOB/mL hesaplamalar1 yapilmistir.
Buna gore logaritma 10 tabaninda sayilan sporlarin KOB/mL degerleri, izole edilen
DNA’lara ait spektrofotometrik 6l¢ctim sonuglar1 ve cinse 0zgii primer/prob setleriyle
kurulan qRT-PCR sonuglarindan elde edilen Ct degerlerinin tamami toplu olarak Cizelge

4.26-4.31 araliginda verilmistir.

Cizelge 4.26 G. thermodenitrificans DSM 465 tiirline ait spor stoklarinin siite inokiile
edilmesi sonrasi izole edilen DNA konsantrasyonlari, koloni sayim
sonuclart ve GgyrB-f/rl, P-GgyrBl seti ile kurulan qRT-PCR
reaksiyonundan elde edilen ortalama Ct degerleri

Asilanan DSM 465 spor DNA DNA TSA log BCP log Y e

miktar1 (KOB/mL) (ng/pL)" (ng/pL)* (KOB/mL) (KOB/mL)
10! 134,4 1159 1,30 3,00 - -
102 49,6 92,8 2,51 2,61 - -
10° 49,6 91,3 4,02 4,02 - -
10* 112,4 121,5 4,00 4,74 - 37,18
10° 51,8 72,2 5,60 5,48 36,02 31,61
10° 85,3 70 6,00 6,30 34,65 27,85
107 116,8 78,7 7,00 7,30 27,72 26,42
10® 76,3 99 8,00 8,78 25,54 21,40
10° 81,6 90,2 9,00 9,30 21,52 18,55

(V: vorteks, S: sonikasyon)
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Cizelge 4.27 G. stearothermophilus ATCC 43223 tiiriine ait spor stoklarinin siite inokiile
edilmesi sonrasi izole edilen DNA konsantrasyonlari, koloni sayim

sonuglart ve GgyrB-f/rl, P-GgyrBl seti ile kurulan qRT-PCR
reaksiyonundan elde edilen ortalama Ct degerleri
Asilanan ATCC 43223 spor DNA DNA TSA log BCP log ot s
miktar1 (KOB/mL) (ng/pL)" (ng/pL)* (KOB/mL) (KOB/mL)
10' 140,9 82,3 0,60 - - -
107 81,8 92,7 2,79 - - -
10° 425 155 392 3,56 35,93 -
10° 73,6 80,7 5,11 4,79 37,14 35,64
10° 30,0 94,6 5,48 5,48 27,02 34,43
10° 68,5 63,7 6,90 6,81 24,11 27,75

(V: vorteks, S: sonikasyon)

Cizelge 4.28 “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” F81 hs. A. ayderensis tiiriine ait
spor stoklarinin siite inokiile edilmesi sonrasit izole edilen DNA
konsantrasyonlari, koloni sayim sonuclari ve AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2
seti ile kurulan qRT-PCR reaksiyonundan elde edilen ortalama Ct degerleri

Asilanan F81 spor miktar: DNA DNA TSA log BCP log ¥ ce

(KOB/mL) (ng/pL)" (ng/nL)* (KOB/mL) (KOB/mL)
10! 78,9 90,8 ND - - -
10% 50,5 51,4 2,85 - - -
10° 48,6 112,2 4,65 - - -
10* 42,5 138,9 5,79 - 38,89 39,26
10° 45,2 60,5 6,70 - 36,91 38,76
10° 46,4 62,8 7,70 - 32,69 27,81
107 45,1 86,2 8,58 5,78 22,72 23,48

(*: vorteks, S: sonikasyon)

Cizelge 4.29 B. licheniformis DSM 13 tiiriine ait spor stoklarinin siite inokiile edilmesi
sonrast izole edilen DNA konsantrasyonlari, koloni sayim sonuclar1 ve
BgyrB-f/r1, P-BgyrB1 seti ile kurulan qRT-PCR reaksiyonundan elde edilen
ortalama Ct degerleri

Asilanan DSM 13 spor miktar: DNA DNA TSA log BCP log ct e

(KOB/mL) (ng/nL)Y (ng/pL)* (KOB/mL) (KOB/mL)
10" 69,8 69,8 2,00 2,48 - -
102 55,3 55,3 2,79 2,81 - -
10° 44,2 44,2 4,04 4,02 - -
10 63,1 63,1 4,70 5,08 - -
10° 44,4 44,4 5,60 5,95 - 33,38
10° 46,6 46,6 7,00 7,16 35,43 31,65
107 49,3 49,3 7,70 8,02 31,04 28,12
108 59,7 59,7 8,90 8,78 26,39 24,75
10° 51,6 51,6 10,00 10,15 23,27 20,26

(V: vorteks, S: sonikasyon)
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Cizelge 4.30 B. subtilis DSM 1971 tiirline ait spor stoklarinin siite inokiile edilmesi
sonrast izole edilen DNA konsantrasyonlari, koloni sayim sonuglar1 ve
BgyrB-f/r1, P-BgyrB1 seti ile kurulan qRT-PCR reaksiyonundan elde

edilen ortalama Ct degerleri

Asilanan DSM 1971 spor DNA DNA TSA log BCP log ot s
miktar1 (KOB/mL) (ng/pL)" (ng/pL)* (KOB/mL) (KOB/mL)
10 147,5 111,7 - - -
10? 71,7 258,3 2,85 - -
10° 66,5 187,1 3,51 3,54 -
10* 66,0 178,5 4,41 3,43 -
10° 58,0 61,9 5,40 5,32 -
10° 76,4 83,9 6,04 6,28 - -
107 50,3 92,9 7,15 7,18 - 39,80
10° 111,1 68,1 8,23 8,43 - 36,08
10° 58,7 135,3 9,30 9,11 31,45 26,41

(*: vorteks, S: sonikasyon)

Cizelge 4.31 B. amyloliquefaciens DSM 7 tiirline ait spor stoklarinin siite inokiile edilmesi
sonrast izole edilen DNA konsantrasyonlari, koloni sayim sonuclar1 ve
BgyrB-fir1, P-BgyrB1 seti ile kurulan qRT-PCR reaksiyonundan elde edilen
ortalama Ct degerleri

Asilanan DSM 7 spor DNA DNA TSA log BCP log v e
miktar1 (KOB/mL) (ng/pL)¥ (ng/pL)* (KOB/mL) (KOB/mL)
10" 93,3 156,5 2,00 -
102 42,7 51,7 2,08 2,67
10° 43,3 92,0 3,55 391
10* 53,9 123,0 4,00 5,08 -
10° 50,7 119,8 5,30 7,16 31,23
10° 58,7 93,7 6,30 7,63 - 28,11
107 53,2 89,9 7,00 8,00 30,42 23,69

(V: vorteks, S: sonikasyon)

Hem vejetatif hem de spor hiicrelerinden elde edilen bu degerler (Cizelge 4.19-4.31),
ilerleyen asamalarda toplu kantifikasyon grafiklerinin olusturulmasi ve teorik sayimlarin

bulunmasi i¢in gerekli formiilasyonlarin ¢ikarilmasinda kullanilmistir.

llerleyen asamalarda ise, ayni spor stoklar1 kullanilarak, 24 saatlik deney kurulumu
gerceklestirilmisti. TSA ve BCP agar besiyerlerine yapilan inokiilasyon sonucu
inkiibasyon bitimi sonrasinda gozlenen koloniler sayilarak KOB/mL hesaplamalari
yapilmigtir. Logaritma 10 tabaninda KOB/mL degerleri ve hem vejetatif hiicrelerinden
hem de spor hiicrelerinden izole edilen DNA’lara ait spektrofotometrik dl¢iim sonuglari
ve cinse 0zgii primer/prob setleriyle kurulan qRT-PCR sonuglarindan elde edilen Ct

degerlerinin tamami Cizelge 4.32-4.38 arasinda sunulmustur.

112



Sekil 4.19 Siit ve 7 temsilci tiir ile kurulan deney diizeneklerinin fotograflari

Vejetatif hiicrelerden (Cizelge 4.19-4.20), spor hiicrelerinden (Cizelge 4.26-4.31) ve
saatlik siit orneklem alimlarindan (Cizelge 4.32-4.37) elde edilen tiim veriler ile
kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.20-4.28). En uygun matematiksel
formiilasyonlar Excel iizerinden se¢ilmis olup Cizelge 4.20-4.27 arasinda sunulan

verilerle teorik sayimlar1 hesaplanmigtir.
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A. kamchatkensis subsp. asaccharadens F81

@. ® Vejetatif Sonikasyon
& TR Vejetatif VVorteks
Spor Sonikasyon

Spor Vorteks

6 7
LOG(KOB/ML)

Sekil 4.20 “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” F81 hs. A. ayderensis’in, vejetatif
hiicre ve sporlarimin logaritmik koloni sayim sonuglar1 ve AspoOA-f/r2, P2-
Aspo0OA2 primer-prob setiyle elde edilen Ct degerlerine gore olusturulan
kalibrasyon egrilerinin grafigi

Ticari siite agilanan 10! ila 107 konsantrasyonlarindaki F81 izolatinin vejetatif hiicre ve
sporlari, plaka sayim yontemi kullanilarak log (KOB/mL) cinsinden hesaplanmistir
(Cizelge 4.32). Ayn1 zamanda siite asilanan bu Orneklerden yapilan iki farkli DNA
izolasyon yontemi sonrasinda AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2 seti ile qRT-PCR reaksiyonlari
yiritilmistir. Sekil 4.20°deki 4 farkli deney diizenegine ait Microsoft Office Excel

programindan elde edilen kalibrasyon egrisinin formiilleri asagida sunulmustur:

15 Vejetatif sonikasyon: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve sonikasyon

yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir.
y=-3,4199x+51,911 (R*=0,9787)

2; Vejetatif vorteks: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve vorteks yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmistir.
y=-0,2729x> + 0,8256x + 39,708 (R>= 0,8727)

3; Spor sonikasyon: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve sonikasyon yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmistir

y=-1,287x>+12,17x +12,736 (R*>= 0,9368)
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Spor vorteks: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve vorteks yontemiyle DNA

izolasyonu yapilmistir
y =-2,4663x* +29,755x - 50,977 R>= (0,9914)

Cizelge 4.32 “A. kamchatkensis subsp. asaccharedens” hs. A. ayderensis F81’in kiiltiirel
sayim ve AspoOA-1/12, P2-Aspo0A2 seti ile yapilan qRT-PCR sonucu elde
edilen Ct degerlerinden elde edilen teorik sayim (qQRT-PCR) sonuglarinin
her DNA iki izolasyon yontemi ile kiyaslanmasi

Ornekleme Vejetatif hiicre
TSA BCPY Teorik Teorik DNA Cct¥ SDEVY DNA Ct SDEV®
v sayim" sayim® (ng/uL)Y (ng/uL)$
6h 3,17 - 3,37 4,84 37,0 33,45 0,59 51,2 35,33 0,06
12h 4,00 - 3,55 5,39 21,0 34,56 0,00 64,2 33,47 0,95
18 h 5,00 - 4,05 6,67 174,4 28,26 1,63 276,4 29,10 0,0
24 h 6,00 - 4,12 6,36 222,6 27,26 0,15 2393 30,14 0,27
Spor
Ornekleme | TSA | BCPY Teorik Teorik DNA CctY SDEVY DNA ct SDEVS
% sayim" sayim® | (ng/uL)¥ (ng/uL)$
Oh 3,76 - 5,06 4,34 29,4 36,49 0,18 41,9 37,33 0,61
6h - - 4,23 4,16 23,7 30,79 0,61 56,6 35,33 0,45
12h 3,00 - 4,09 3,04 53,7 29,54 0,53 59,4 24,94 0,4
18 h - - 4,58 4,16 504 33,65 1,01 512,8 35,39 0,0
24 h - - 4,08 4,02 277,8 29,38 0,14 386,1 33,86 1,94

(*log (KOB/mL), “: vorteks, *: sonikasyon, SDEV: Standart sapma)

A. flavithermus DSM 2641 tiirti i¢cin Boliim 4.1°de daha 6nce sozii edildigi iizere sporlar
icin hedeflenen konsantrasyona ¢ikilamadigindan o&tiirii, diisiik konsantrasyondaki spor
stogu (10* KOB/mL) sadece saatlik deney kurulumunda kullanilmistir. S6z konusu
deneyden elde edilen tiim sonuglar Cizelge 4.33’te sunulmus, ancak sporlar igin
kalibrasyon grafikleri yapilamadigindan teorik sayimlari hesaplanamamistir.  Sekil
4.21°de ise sadece vejetatif hiicrelerden hazirlanan 6rnekler kullanilarak yapilan iki farkli

izolasyon yonteminin kiyaslandigi kalibrasyon egrileri sunulmustur.
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A. flavithermus DSM 2641
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Sekil 4.21 A. flavithermus DSM 2641’°1in vejetatif hiicre ve sporlarinin logaritmik koloni
sayim sonuglar1 ve AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2 seti ile elde Ct degerlerine gore
olusturulan kalibrasyon egrilerinin grafigi

1; Vejetatif sonikasyon: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve sonikasyon

yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir.
y =-0,1685x2 - 1,4079x + 51,142 (R? = 0,9248)
25 Vejetatif vorteks: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve vorteks yontemiyle
DNA izolasyonu yapilmistir.
=-7,2815x> + 120,57x - 462,23 (R*= 1)

Cizelge 4.33 A. flavithermus DSM 2641’1n kiiltiirel sayim ve AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2
seti ile yapilan qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden elde edilen
teorik sayim (qRT-PCR) sonuglariin her iki DNA izolasyon yontemi ile

kiyaslanmasi
Ornekleme Vejetatif hiicre
TSAY BCPY Teorik Teorik DNA Cct¥ SDEVY DNA Cts SDEV®
sayim" sayim® (ng/uL)Y (ng/uL)®
6h 3,36 - 0,75 1,17 80 39,97 0,59 166,3 32,24 0,06
12h 3,47 - 0,7 1,25 117,9 34,67 0,0 167,7 30,84 0,95
18 h 3,00 - 0,2 1,11 91,1 31,13 1,63 168 33,31 0,0
24h - - 0,76 0,91 149,5 36,32 0,15 284.9 36,79 0,27
Spor
Ornekleme | TSAS | BCPS Teorik Teorik DNA Ct¥ SDEVY DNA Cct SDEVS
sayim" sayim® (ng/uL)Y (ng/uL)®
0h 3,81 - - - 70,3 - 0,18 191,7 19,73 0,61
6h - - - - 130,7 33,27 0,61 206 27,99 0,45
12h - - - - 68,9 37,13 0,53 284.,6 27,60 0,4
18h - - - - 83,4 25,60 1,01 269,8 32,08 0,0
24 h - 161 28,50 0,14 185,4 38,36 1,94

(* log (KOB/mL), V: Vorteks, 5: Sonikasyon; SDEV: Standart sapma)
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Her iki tiire ait AspoOA-f/r2, P2-Aspo0A2 seti ile yapilan qRT-PCR c¢alismalarinda
sonuclar farklilik gdstermekle beraber, cins bazinda bakildiginda toplu bir yorum

yapilabilmekte ve KOB/mL cinsinden teorik 6l¢iim yapilabilmektedir.

G. thermodenitrificans DSM 465 durumunda ise, vejetatif hiicrelerin yer aldigi
orneklerden yapilan izolasyonlar GgyrB-f/r1, P-GgyrB1 primer/prob seti ile yiiriitiilen
gRT-PCR analizlerinde sonu¢ vermemis olup, koloni sayimlari mevcut olmakla beraber,
spor sayimlar1 hem kiiltiirel sayim hem de qRT-pCR reaksiyonlariyla yapilan teorik
sayimlarin sonuglarindan elde edilmistir. Bu durumun daha 6nce bahsedildigi iizere
primer ve prob dizilerinde bulunan dejenere bazlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Bu sebeple, Sekil 4.22°de sadece sporlardan yapilan iki farkli izolasyon teknigi

karsilastirilmis olup, sonuglar Cizelge 4.34’°te sunulmustur.

G. thermodenitrificans DSM 465

0,5 N S AN B SN # Spor
| e 3 Sonikasyon

Spor Vorteks

3 4 5 6 7 8 9 10
LOG(KOB/ML)

Sekil 4.22 G. thermodenitrificans DSM 465’in sporlarinin logaritmik koloni sayim
sonuglar1 ve GgyrB-f/rl, P-GgyrB1 primer/prob seti ile elde edilen Ct
degerlerine gore olusturulan kalibrasyon egrilerinin grafigi

15 Spor sonikasyon: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve sonikasyon yontemiyle
DNA izolasyonu yapilmistir

y =-4,0688x + 55,869 (R* = 0,9709)

Spor vorteks: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve vorteks yontemiyle DNA
izolasyonu yapilmistir
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y =-3,7476x + 57,372 (R> = 0,935)

Cizelge 4.34 G. thermodenitrificans DSM 465’in kiiltiirel sayim ve GgyrB-firl, P-
GgyrB1 seti ile yapilan qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden elde
edilen teorik sayim (qRT-PCR) sonuglarinin her iki DNA izolasyon
yontemi ile kiyaslanmasi

Ornekleme Vejetatif hiicre
TSA BCPY Teorik Teorik DNA ctY SDEVY DNA Cts SDEV
v sayim" sayim® | (ng/uL) (ng/uL) S
v s
6h 4,47 3,47 - - 98,2 35,78 1,38 148,4 - -
12h 4,00 3,00 - - 73,9 27,32 1,05 53,9 32,57 0,56
18 h 5,00 - - - 114 22,77 0,46 141,5 23,83 0,59
24 h 4,00 4,00 - - 147 29,88 0,67 365,2 28,96 0,64
Spor
Ornekleme | TSA | BCP' | Teorik Teorik DNA ctY SDEVY DNA Ccts SDEV
v saymm" sayim® | (ng/uL) (ng/uL) S
v s
0h 3,60 3,55 - - 69,1 - - 187 - -
6h 3,45 - - - 113,1 - - 126,7 - -
12h 3,00 - 6,17 5,24 130,3 34,23 0,45 95,1 34,53 1,09
18 h 3,00 - 7,51 5,91 64,6 29,22 0,48 94,2 31,79 0,36
24 h 3,00 - 5,85 5,17 350,4 35,44 0,0 6173 34,81 0,0

(* log (KOB/mL), V: Vorteks, S: Sonikasyon; SDEV: Standart sapma)

G. stearothermophilus ATCC 43223 ile kurulan 4 farkli deney diizeneginden elde edilen
verilerle Microsoft Office Excel programinda kalibrasyon egrileri ¢izilmis olup toplu
olarak Sekil 4.23’te verilmistir. Farkli izolasyon tekniklerinin karsilagtirildig: tiim veriler

Cizelge 4.35’te sunulmustur.

G. stearothermophilus ATCC 43223
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Sekil 4.23 G. stearothermophilus ATCC 43223’iin sporlarinin logaritmik koloni sayim
sonuglar1 ve GgyrB-f/rl, P-GgyrB1 seti ile elde edilen Ct degerlerine gore
olusturulan kalibrasyon egrilerinin grafigi

118



1; Vejetatif vortex: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve vorteks yontemiyle DNA
izolasyonu yapilmistir
y=-0,6242x%+ 5,1166x + 30,017 (R? = 0,9897)
25 Vejetatif sonikasyon: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve sonikasyon
yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir.
y =-0,8138x> + 9,0002x + 9,6261 (R>=0,971)
35 Spor vorteks: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve vorteks yontemiyle DNA
izolasyonu yapilmistir
y =-0,6962x> + 3,1031x + 34,536 (R2=0,776)

Spor sonikasyon: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve sonikasyon yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmistir
y =-4,0562x + 55,7 (R*=0,9606)

Cizelge 4.35 G. stearothermophilus ATCC 43222’iin kiiltiirel sayim ve GgyrB-f/rl, P-
GgyrB1 seti ile yapilan qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden elde
edilen teorik sayim (qQRT-PCR) sonuglarinin her iki DNA izolasyon yontemi
ile kiyaslanmasi

Ornekleme Vejetatif hiicre
TSA BCPY Teorik Teorik DNA ctY SDEVY DNA Ct SDEV®
v sayim" sayim® | (ng/uL)Y (ng/uL)®
6h 4,63 4,03 8,32 5,52 99,6 36,64 0,0 88,8 36,69 -
12h 5,00 5,00 8,08 11,64 35,8 35,90 0,0 118,3 35,22 0,0
18h 8,04 8,27 8,27 8,59 96,9 25,77 0,91 139,6 26,86 4,48
24 h 7,30 7,11 8,24 8,42 2239 27,69 0,86 286,9 27,68 0,71
Spor
Ornekleme | TSA | BCP¥ Teorik Teorik DNA CctY SDEVY DNA Ctd SDEV*S
v sayim" sayim® | (ng/uL)Y (ng/uL)®
0h 3,79 3,28 4,5 5,667 77,1 38,45 1,88 1223 32,67 0,0
6h 3,73 3,69 4,51 6,11 166,2 32,85 0,73 78,3 30,95 0,89
12h 3,00 3,00 4,43 5,95 198.,4 33,95 0,37 124 31,56 5,40
18h 3,00 3,6 4,42 4,777 86,5 33,42 0,04 106,9 36,32 5,61
24 h 5,30 3,00 4,51 5,08 388,3 36,21 0,13 727,71 32,14 0,04

(* log (KOB/mL), V: Vorteks, 5: Sonikasyon; SDEV: Standart sapma)

Iki farkli DNA izolasyon yonteminden elde edilen drneklerin BgyrB-f/rl, P-BgyrB1 seti ile
yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda ¢izilen kalibrasyon grafikleri, tiir igerisinde
gruplandirilarilarak (Sekil 4.24, 4.25 ve 4.26) toplu halde sunulmustur. B. subtilis DSM 1971 ve
B. amyloliquefaciens DSM 7’nin sporlarinin vorteksleme islemi sonrasinda elde edilen DNA’lari
ile gergeklestirilen qRT-PCR analizlerinden tiir bazinda tek bir veri elde edilmis olup, ilgili
grafikler (sirasiyla Sekil 4.25 ve 4.26) iizerinde sadece nokta halinde gosterilmistir. Her iki DNA
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izolasyon yonteminin kiyaslamasindan elde edilen tiim sonuglar Cizelge 4.36 ve 4.38 arasinda

sunulmustur.

45,00 B. licheniformis DSM 13

40,00 P'S
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Sekil 4.24 B. licheniformis DSM 13’{in sporlarinin logaritmik koloni sayim sonuglari ve
BgyrB-f/rl, P-BgyrB1 seti ile elde edilen Ct degerlerine gore olusturulan
kalibrasyon egrilerinin grafigi

1; Vejetatif sonikasyon: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve sonikasyon

yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir.
y =-2,169x + 44,739 (R*=0,8982)

2; Vejetatif vorteks: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve vorteks yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmigtir
y =-3,8457x + 59,923 (R* = 0,7939)
3; Spor sonikasyon: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve sonikasyon yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmistir
y =-3,2792x + 53,905 (R? = 0,9728)
Spor vorteks: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve vorteks yontemiyle DNA

izolasyonu yapilmistir

y = -3,7944x + 61,667 (R = 0,9637)
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Cizelge 4.36 B. licheniformis DSM 13’1in, kiiltiirel sayim ve BgyrB-f/r1, P-BgyrB1 seti
ile yapilan qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden elde edilen teorik
sayim (qRT-PCR) sonuglarinin her iki DNA izolasyon yontemi ile

kiyaslanmast
Ornekleme Vejetatif hiicre
TSAY BCPY Teorik Teorik DNA CtY SDEVY DNA ct SDEVS
sayim” sayim® | (ng/uL)¥ (ng/uL)$
6h 3,90 3,00 101,9 - - 50,7 - -
12h 7,98 8,15 7,06 5,26 71,8 32,75 0,20 71,0 33,33 0,36
18h 10,30 | 10,20 6,55 11,69 65,4 34,72 0,0 299,3 19,38 0,26
24 h 10,04 | 10,16 6,86 12,18 176,2 33,54 1,07 153,3 18,31 0,45
Spor
Ornekleme | TSA' | BCP" Teorik Teorik DNA ctY SDEVY DNA Cts SDEV®
sayim" sayim® | (ng/uL)¥ (ng/uL)*
0h 3,42 3,44 - - 109,4 - - 185,5 - -
6h 4,78 3,00 - - 2274 - - 72,7 - -
12h - - - 8,62 174,1 - - 101,7 25,62 0,61
18 h - - 5,78 10,03 119,6 39,71 0,0 117,1 20,13 0,73
24 h 4,00 43 6,24 9,08 188,1 37,96 1,33 687,9 24,12 2,32

(* log (KOB/mL), V: Vorteks, S: Sonikasyon; SDEV: Standart sapma)

B. subtilis DSM 1971
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Sekil 4.25 B. subtilis DSM 1971’in sporlarinin logaritmik koloni sayim sonuglar1 ve
BgyrB-firl, P-BgyrB1 seti ile elde edilen Ct degerlerine gore olusturulan
kalibrasyon egrilerinin grafigi

1; Vejetatif sonikasyon: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve sonikasyon

yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir.
y =-3,9223x + 63,282 (R*=0,9812)

2; Vejetatif vorteks: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve vorteks yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmigtir
y=-2,745x*> + 44,131x - 137,61 (R2=0,9771)
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3; Spor sonikasyon: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve sonikasyon yontemiyle

DNA izolasyonu yapilmistir
y =-6,2236x + 85,296 (R? = 0,9369)
Spor vorteksten: elde edilen sonug tek deger oldugu i¢in nokta seklinde Sekil 4.25’te

yer alan grafik tlizerinde verilmistir ve bundan &tiirii Cizelge 4.37°de yer alan teorik

sayimlar yapilamamistir.

Cizelge 4.37 B. subtilis DSM 1971 in kiiltiirel sayim ve BgyrB-f/r1, P-BgyrB1 seti ile
yapilan qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden elde edilen teorik
sayim (qRT-PCR) sonuglarinin her iki DNA izolasyon yoOntemi ile

kiyaslanmast
Ornekleme Vejetatif hiicre
TSA" | BCP' | Teorik | Teorik | DNA | Ct* | SDEV' | DNA Ct | SDEV®
saymm" sayim® (ng/uL)Y (ng/uL)$
6h 4,02 3,00 - - 30,5 - - 57,0 - -
12h 8,32 8,20 16,29 8,97 125,4 38,92 0,0 83,8 28,06 0,18
18 h 10,10| 9,95 16,45 10,59 81,7 32,94 0,08 159,5 21,74 0,60
24 h 10,26 10,13 16,31 10,82 77,5 34,49 2,88 124,8 20,84 0,68
Spor
Ornekleme | TSAY | BCPY Teorik Teorik DNA CctY SDEVY DNA Ct SDEV*S
sayim" sayim® | (ng/uL)¥ (ng/uL)®
0h 3,18 2,96 - - 30,8 - - 140,7 - -
6h - - - - 46,5 - - 83,9 - -
12h - - - 10,14 65,2 34,60 2,76 90,7 22,14 0,33
18h 8,00 6,48 - 10,22 152,6 26,46 0,38 185,2 21,67 0,72
24 h 7,90 7,60 - 10,10 110,1 30,06 0,31 230,8 22,38 0,24

(* log (KOB/mL), V: Vorteks, S: Sonikasyon; SDEV: Standart sapma)
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B. amyloliquefaciens DSM 7
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Sekil 4.26 B. amyloliquefaciens DSM 7’nin sporlarinin logaritmik koloni sayim sonuglari
ve BgyrB-firl, P-BgyrB1 seti ile elde edilen Ct degerlerine gore olusturulan
kalibrasyon egrilerinin grafigi

1; Vejetatif sonikasyon: koloni sayimina vejetatif hiicreler dahildir ve sonikasyon

yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir.
y =-3,5577x + 48,65 (R*=0,8022)
2; Vejetatif vorteks: koloni sayimina vejetatif hiicreleri dahildir ve vorteks yontemiyle
DNA izolasyonu yapilmigtir
y =-3,3496x + 48,361 (R? = 0,9738)
3; Spor sonikasyon: koloni sayimina spor hiicreleri dahildir ve sonikasyon yontemiyle
DNA izolasyonu yapilmistir
y =-4,3452x + 54,617 (R* = 0,9602)
Spor vorteksten: elde edilen sonug tek deger oldugu i¢in nokta seklinde Sekil 4.26’da

yer alan grafik iizerinde verilmistir ve bundan 6tiirii Cizelge 4.38’de yer alan teorik

sayimlar yapilamamuistir.
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Cizelge 4.38 B. amyloliquefaciens DSM 7’nin kiiltiirel sayim ve BgyrB-t/r1, P-BgyrB1
seti ile yapilan qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden elde edilen
teorik sayim (qRT-PCR) sonuglariin her iki DNA izolasyon yontemi ile

kiyaslanmast
Ornekleme Vejetatif hiicre
TSAY BCPY Teorik Teorik DNA CtY SDEVY DNA Ccts SDEVS
sayim” sayim® | (ng/uL)¥ (ng/uL)$
6h 3,85 3,90 - - 31,3 - - 96,1
12h 4,88 4,65 - - 31,4 - - 60,5 - -
18 h 10,0 9,15 6,61 7,81 122,1 26,20 1,23 181,6 20,89 0,07
24 h 10,08 9,30 4,33 8,46 111,5 33,83 0,11 157,1 18,52 0,81
Spor
Ornekleme | TSA' | BCPY Teorik Teorik DNA ctY SDEVY DNA Cts SDEV®
saym" sayim® | (ng/uL)Y (ng/uL)s
Oh 3,12 3,38 - - 42,4 - - 405,8
6h 3,00 3,30 - - 30,9 - - 92,1
12h 4,00 4,60 - - 58,9 - - 207
18 h 3,00 3,00 - - 283,7 - - 647,6 - -
24 h 3,00 3,00 - 3,36 447 32,17 3,89 1081,5 26,96 0,08

(* log (KOB/mL), V: Vorteks, 5: Sonikasyon; SDEV: Standart sapma)

DNA biitiinliigiiniin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarla (KOB/mL) yapilan ¢alismalarda
dikkate deger degiskenlik gosterdigi gozlenmistir. Sekil 4.21 ve 4.28 araliginda yer alan
modeller, Microsoft Office Excel programiyla en uygun model veya modeller (lineer,
kiibik veya her ikisi) segilerek olusturulmustur. iki farkli DNA izolasyon ydntemi
kiyaslandiginda, siitten izole edilen DNA konsantrasyonlarinin nanodrop verilerine gore
vorteksleme i¢in vejetetatif hiicre ve spordan sirasiyla 28,8-990,7 ng/uL ve 30,3- 1255,1
ng/pL minimum ve maksimum araliklar da izole edilebilmistir. Bu durum sonikasyon
yapildig1 takdirde vejetatif hiicreden 30-147,5 ng/uL, spordan ise 44,2-258,3 ng/uL

olarak ol¢tilmiistiir.

BCP agar sayimi1 ISO standartlarinda yer almasina karsin, yapilan sayim sonuglarinda
farkl tiir ve cinslerdeki bakterilerin sayimlarinda hassasiyetinin degistigi goriilmiistiir.
Bu nedenle toplanan siit drneklemelerinden koloni olusturma birimleri hesaplanirken,
TSA ve BCP besiyerlerine inokiilasyon prosediirii de uygulanmis, sayimlar hem TSA
hem de BCP agar besiyerlerinde es zamanli gergeklestirilmistir. Elde edilen kiiltiirel
sayim sonuglar Cizelge 4.32-4.38’de (kiiltiire dayali yontemde tiim cinsler i¢in tespit
limiti: 102-10° KOB/mL) sunulmustur. Buna gére, Anoxybacillus cinsi i¢in kiiltiire dayali
olmayan gRT-PCR teknigiyle de 10%-10° KOB/mL (vorteks ve sonikasyon yontemleriyle

DNA izolasyonu sonrasi), Geobacillus igin vorteks sonras1 10%/10*-10° KOB/mL ve
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sonikasyon sonrast 10%-10° KOB/mL toplam hiicre ve spor varlig1 tespit edilebilmistir.

Buna karsin Bacillus cinsi i¢in, hassasiyet daha diisiik olup, vorteks ile 10%/107/10°- 10°
KOB/mL, sonikasyonla ise 10%107- 10° KOB/mL’lik daha diisiik tespit limitleri elde

edilmistir.

Bu ¢aligma kapsamuyla birlikte,

>

Stit ve siit triinlerinde siklikla gozlenilen mezofilik ve termofilik ¢ok
sayida sporlu basil tiirleri ve belirlenen 8 gene ait dizileri, web tabanl veri
bankalarindan temin edilmis,

Her bir gene 6zgii diziler cinse ait tiirler arasinda biyoinformatik araclarla
hizalanmas,

Sporlu basillerin ayrimini yapilabilecek primer ve prob tasarim setlerinin
AG oranlar1 BeaconDesigner web arayiizli kullanilarak ve manuel olarak
tasarlanmuis,

Tliim primer setlerinin dogruluklari, cins i¢i ve cinsler arasi yapilan
konvansiyonel PCR ve qRT-PCR ¢alismalariyla tespit edilmis ve cins i¢i
ve dis1 gruplarin genomik DNA’lar1 kullanilarak qRT-PCR reaksiyonlarin
kantitatif analizleri gergeklestirilmis,

On eliminasyonu yapilan primer/prob setlerinin tekli ve ¢oklu reaksiyon
uyumlar1 optimize edilmis,

Siit varliginda spor hiicrelerinden iki farkli yontem olan sonikasyon ve
vorteksleme ile DNA izolasyonlar1 yapilmis,

Elde edilen spor ve hiicre DNA’lariyla optimize edilen qRT-PCR
caligmalar1 sonucunda DNA biitiinliikleri kanitlanarak, kantitatif 6l¢timleri
ve istatistiksel analizleri yapilmis,

Coklu qRT-PCR reaksiyonlarin cins bazinda etkinlik degerleri (E) ve

tespit limitleri, klasik kiiltlirel sayim yontemiyle kiyaslanmistir.

Tim bu elde edilen bilgiler 1s181nda, Anoxybacillus, Geobacillus ve Bacillus cinslerine

ait sporlardan izole edilen DNA’lar ile qRT-PCR yontem optimizasyonu ilk defa bu kadar

kapsamli bir sekilde ¢alisilmis olup, 6zellikle siit ve siit iirlinleri endiistrisinde iglem goren

tirtinler icerisindeki sporlarin belirlenmesi konusunda hizli ve ayn1 zamanda tezin amaci

olan gRT-PCR yontem optimizasyonu gerceklestirilmis ve ticari bir iirlin ortaya

koyulmasi adina ilk adimlar tamamlanmustir.
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5. TARTISMA

Mezofilik ve termofilik bakteriler gibi gida {irlinlerinde bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar, siitiin islendigi ortamlar da ve siit icerisinde tespit edilmektedirler
(Skeie vd. 2019). Siitte tespit edilen Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni ve Bacillus cereus gibi mikroorganizmalar yalmizca gida
zehirlenmesine neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda lipaz ve proteaz iiretimi yoluyla siit
tiriinlerin kalitesini diisiirerek, asitlesmesine ve bozulmasina da neden olurlar (Li vd.
2018, Willis vd. 2018). Ozellikle spor olusturan basiller yaygm gida kontaminantlart
olarak bilinmektdir. Urettikleri sporlarin iiriin igerisindeki mevcudiyeti énemli bir
problem olup, gida bozulmasina ve hatta gida kaynakli hastaliklara neden
olabilmektedirler (Muphy vd. 1999, Lopez-Brea vd. 2017, Ryu vd. 2021). Siitiin sahip
oldugu igerik sebebiyle (Nicklas vd. 2009, Cubori vd. 2012, Kerestes 2016), spor olusumu
kolaylikla gergeklesebilmekte, kullanilan sterilizasyon yontemleri bakteriyel yiikii
tamamiyla giderememekte ve bu da iiretici i¢in uzun vadede sorunlarin olugsmasina sebep
olabilmektedir. Gida sanayinde siklikla kullanilan yerinde temizlik prosediirlerinde (CIP-
Cleaning In Place) kullanilan kostik (alkali) ve nitrik asit kullaniminin, bakteriyostatik
kosullarin olusmasina neden oldugu (White ve Rabe 1970, Stewart ve Seiberling 1996),
fakat mikroorganizmalarin gideriminde yetersiz kaldig1 (Hinton vd. 2002, Parkar vd.
2003 ve 2004) kanitlanmistir. Basta Tiirk Gida Kodeksi’nde yer alan Mikrobiyolojik
Kriterler yonetmeligine ve Avrupa Birligi’nce kabul goren Codex Alimentarius’a gore,
stit ve stit Tirtinleri igerisindeki mikrobiyal yiik tayinin yapilmas: gereklidir. Bu baglamda
iliskili ISO standartlarinda (Orn: ISO/TS 27265:2009| IDF/RM 228:2009) altin standart
olarak koloni sayimminin yapilmast beklenmektedir. Fakat bu yontem, maliyet artisi
(besiyeri kullanim1 ve bununla ilgili sarf giderleri, ¢alisacak inkiibatoériin uzun siireli
kullanimma bagl elektrik giderinin artmasi), yetismis personel eksikligi, personel
hatalarinin sonuglari etkilemesi (kontaminasyon ve sayimda olusabilecek diger hatalar),
uzun zaman gereksinimi (sayimm sonuglari i¢in standartlarda istenilen siirenin 3 ila 5 giin

ve daha fazla siire gerektirmesi) gibi pek ¢ok dezavantaja sahiptir.

Bu baglamda ilk olarak, qRT-PCR yontemiyle tespit yonteminin olusturulmasi amaciyla,

7 temsilci basil tiirii secilerek, sporlari tiretilmistir. Magnezyum, kalsiyum ve potasyum
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gibi mineraller, spor olusum siirecinde kritik bir rol oynamakta, olgun sporlarin gelisimi
icin elzem olmasmin yanm sira spor olusumunu da desteklemektedir (Vinter 1969).
Kalsiyum, spor olusumunun baglangicinda sporun kor bolgesinde birikmekte (Johnstone
vd. 1994, Palop vd. 1999) ve sporulasyonu baslatan genlerin ifadelerinde artisa yol
agmaktadir (Oomes vd. 2009). Mineral tuzlar genellikle sporulasyon i¢in kullanilan
besiyerlerine eklenmektedir (Cooney ve Freese, 1976, Kaul ve Singh, 1982, Warriner ve
Waites, 1999). Siit iirlinlerinde dogal olarak bulunan bu mineraller, termofilik basillerin
sporulasyon fazina gegisini tesvik edebilmektedir (Holt 1985). Bu baglamda segilen 7
temsilci basil tiiriiniin ti¢ii (G. thermodenitrificans DSM 465, A. flavithermus DSM 2641,
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 hs. A. ayderensis) igin sporulasyon
optimizasyonu daha oOnce yapilmis olup (Karakaya 2019), kalan dordii i¢in (G.
stearothermophilus ATCC 43223, B. subtilis DSM 1971, B. licheniformis DSM 13, B.
amyloliquefaciens DSM 7), spor iiretiminin en fazla oldugu besiyerleri tez kapsaminda
belirlenerek, daha once yapilan ¢alismalart dogrular nitelikte yiiksek spor tiretimleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.1-4.4, Cizelge 4.1, Karakaya 2019, Karakaya vd. 2022).

Siit ve siit lirlinlerinden tespit edilen mikroorganizmalarin filogenetik siniflandirmalarina
bakildiginda, 6nemli bir cogunlugun Bacillaceae ve Anoxybacillaceae ailelerine mensup
tiyelerden olustugu gortilmektedir (Scheldeman vd. 2002, Te Giffel vd. 2002, Riickert vd.
2004, Scheldeman vd. 2005, Durak vd. 2006, Huck vd. 2007, Ranieri vd. 2009, Reginensi
vd. 2011, Postollec vd. 2012, Seale vd. 2012, Dhakal vd. 2013, Di pinto vd. 2013, Liicking
vd. 2013, Zhao vd. 2013, Burgess vd. 2014, Masiello vd. 2014, Buehner vd. 2015, Sadiq
vd. 2016a,b, Zain vd. 2013 ve 2016, Flint vd. 2017, Martinez vd. 2017, Janior vd.
2018a,b, Mugadza ve Buys 2018, Li vd. 2019). Bu kontaminantlarin tespiti
mikrobiyolojik ve molekiiler biyolojik yontemlerle yapilmistir. Li ve arkadaslarinin
(2019) gerceklestirdigi ¢alismada hem segici besiyeri hem de 16S rRNA bolgesi baz
alinarak, sozii edilen her iki yontemle birlikte, Bacillus, Geobacillus ve Anoxybacillus
cinsine ait siit kontaminant1 iiyelerin tespiti yapilmistir. Ivy ve arkadaglarinin (2012) ve
birkag sene sonra Masiello ve arkadaslarinin (2014) rpoB gen bolgesiyle
gerceklestirdikleri molekiiler arastirmalarda ise Bacillus cereus grubu ayirt edilebilmis ve
Bacillus subtilis tirii ve gruplandirma teshisleri yapilabilmistir. Ayn1 gen bdlgesini

kullanarak tiir ayrim1 yapabilen bir¢ok ¢alisma (Huck vd. 2007, Seale vd. 2012, Dhakal
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vd. 2013, Martinez vd. 2017), kullanilan gen bdlgesinin ayirt edilebilirlik 6zelligini
Bacillus cinsi bazinda kanitlamistir. Ancak tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen
konvansiyonel PCR analizleri rpoB geninin, diger cinsler ile (Anoxybacillus ve
Geobacillus, Cizelge 4.6) ayirt edici 6zelliginin sorgulanabilirligini koymustur. Genomda
bulunduklar1 yakinliklardan ve ayni organelin alt tinitelerinin ifadesini saglayan iki
genden biri olan rpoA igin de ayni durum gozlenmis olup cins temelinde ayirt

edilebilirliklerinin diistik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6).

Durak ve arkadaslarinin (2006) gyrB genini kullanarak yaptigi molekiiler tespit ile
Bacillus ve Paenibacillus cinslerine ait tiirler teshis edilebilmis, Zain ve arkadaslarinin
(2016) gerceklestirdigi calismada ise, Ozellikle Bacillus cinsine ait tiirlerin ayirt
edilebilirligi kanitlanmistir. Bunlara ek olarak gyrB geninin benzerlik analizlerinde
siklikla kullanildig1 (Yamamoto ve Harayama 1995, 1996 ve 1998, Yamada vd. 1999,
Kang vd. 2009 ve Tourova vd. 2010) bilinmektedir. Bu tez kapsaminda alinan
mikroorganizmalarin ¢esitliligi gz Oniinde bulunduruldugunda, gergeklestirilen genis
kapsamli tarama ile daha 6nce yapilmis ¢alismalara ek olarak, Anoxybacillus, Geobacillus
ve Bacillus cinsleri bazinda da genel bir ayrimin gerceklestirilebilecegi gosterilmistir
(Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.8). Ancak, dikkat cekici bir sekilde, genom igerisinde gyrB
genine yakin bir bolgede bulunan gyr4 geni i¢in ayni1 sey soylemek miimkiin olmamistir

(Cizelge 4.6).

Firmicutes aleminde yapilan karsilastirmali genomik analizler, tiim spor olusturan
tirlerde korunmus spor genlerininin genomik imzasi olarak degerlendirebilecegini
gostermistir (Stragier vd. 2002, Onyenwoke vd. 2004, De Hoon vd. 2010, Wu vd. 2019,
Galperin vd. 2012). Ozellikle sporulasyonun ana baslaticisi olan spo0A iizerinde yapilan
caligmalarla, bu genin sadece Firmicutes alemine 6zgii oldugu diisiiniilse de (Galperin
2006), sonraki caligmalarda spor ireticisi olmayan mikroorganizmalarda da
bulunabilecegi gosterilmistir (Farrow vd. 1994, Rainey vd. 1994, Kloos vd. 1998,
Bredholt vd. 1999, Miroshnichenko vd. 2008). Bununla birlikte, sahip oldugu korunmus
bolgeler sebebiyle 6zellikle spor olusturan mikroorganizmalarin belirlenmesinde bir
molekiiler belirte¢ olarak kullanimi kabul gérmiistiir (Wunderlin vd. 2013). Bu gen

bolgesi ile yapilan mutasyon ¢alismalarinda ise (Haman ve Lazazzera 2001) spo0A gen
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bolgesinin eksikliginin ii¢ boyutlu biyofilm yapisinin olusturulmasinda etkili oldugu
kanitlanmis olup, bu durum bakterilerin canliliklarin1 uzun vadede etkiledigi sonucunu
ortaya ¢ikarmistir. Brown ve arkadaslar1 (1994) ile Brill ve Wiegel’in (1997)
gerceklestirdigi ¢alismalarla sporulasyon transkripsiyon faktorii olan spo04’nin PCR
tabanli molekiiler arastirmalarda tespit amaciyla kullanabilirligi kanitlanmistir. S6z
konusu caligsmalarda, gen bolgesinin sadece endospor iireticisi Bacillus ve Clostridium
cinslerinde bulundugu da belirtilmis olup, Brown ve arkadaslarinin (1994)
gerceklestirdigi calismada ise bakteri genomunda tek bir kopya olarak bulunduguna
dikkat ¢ekilmistir. Ayn1 zamanda s6z konusu c¢aligmalarda, gen bolgesine 6zgii molekiiler
belirteglerin, spor iireticisi olmayan cinslerde pozitif sonu¢ vermedigi de belirtilmistir.
Yine Rueckert ve arkadaslari (2006) termofilik basillerin sayiminda spo0A genini
kullanmis olup, dizi uzunlugu ve niikleotid icerigi agisindan yiiksek bir cesitlilik
gosterdigini de belirtilerek, termofilik basillerin ayriminin, qRT-PCR’da yer alan erime
noktalarindaki (Tm) farkliliklara gore yapilabildigini belirtmistir. Tez ¢alismasinda ise
erime noktasi farkliligina gereksinim duyulmadan spo0A geni kullanilarak, tek bir erime
noktasinda, tek bir cins (Anoxybacillus) tespitine ve sayimina yonelik primer/prob

tasarimi yapilabilmistir.

Diger sporulasyon transkripsiyon faktorleri olan spo0B i¢in ise, Spo0OB fostoransferazin,
sporulasyon asamasinda olusan fosforelay ile transkripsiyon aktivasyonu arasinda kritik
ve temel bir baglant1 sagladigi belirlenmistir (Tzeng vd. 1998). Ancak spo04 ile ayni
operon igerisinde yer almalarina karsin, molekiiler diizeyde cins ayriminin ayni diizeyde

olmadigini bu ¢aligma kapsaminda sdyleyebilmek miimkiindiir.

B. subtilis ve SpollIAB proteini iizerinde yapilan yapisal ¢alismalarda (Zeytuni vd. 2018),
proteinin igerigindeki atomik yapinin, bakteriyel sekresyon sistemlerinde bulunan
mekanizmalara benzer bir yapiya sahip oldugu belirtilmis, ayrica bu protein yapisinin
gosterdigi katlanmanin V-ATPaz C-alt birimi ile yapisal benzerlik gosterdigine dikkat
cekilmistir. Tez ¢calismasinda spollIAB gen dizisi temel alinarak yiiriitiilen PCR ve qRT-
PCR calismalariyla, bu benzerligin sadece protein katlanma motifleri diizeyinde degil
ayni zamanda molekiiler diizeyde de olabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica, ¢alisma

kapsaminda NCBI veritabanindan temin edilen spo0B ve spollIAB gen dizilerinin sahip
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oldugu dizi kalitesinin diisiik oldugu, belirlenen cins gruplarina dahil tiirler arasinda
yapilan hizalamalar ile ortaya ¢ikarilmis olup, bu konudaki literatiir agikligida tespit

edilebilmistir.

Bu yontemler dahilinde, optimum kosullar1 belirlenen primer ve prob setleri her cins igin
ayr1 ayri secilerek ilk olarak cins i¢i ve cinsler arasi ¢aprazlamalari gergeklestirilmistir.
Primer ve prob setlerinin tasarlandiklart cinse olan &zgiilliikkleri gerceklestirilen tekli
gRT-PCR analizleriyle kanitlanmistir (BKz. Boliim 4.7.2). Sonrasinda da ¢oklu qRT-PCR
reaksiyon kurulumlarinin optimizasyonlar1 yapilarak, primer ve prob setlerinin saglikli
calistiklar1 reaksiyon kosullari belirlenmis, tek bir sicaklikta (58°C) calisabilirlikleri
kanitlanmis ve kantifikasyon analizleri yapilmistir. Rueckert ve arkadaslarinin (2006)’da
SYBR Green ile gergeklestirdikleri qRT-PCR ¢alismasinda, genomik DNA ile
gerceklestirdikleri kantifikasyon analizlerinde en diisiik genomik DNA tespit limitinin
(hiicre basina ortalama 2 ila 8,9 fg DNA) 17 ila 75 hiicre arasindaki diisiik bir tespit
smirina denk gelmekte oldugunu bulmuslardir (Bakken ve Olsen, 1989, Rueckert vd.
2006). Ayn1 zamanda, sulandirilmis siit tozundan 800 KOB g vejetatif hiicre ve 6400
KOB g spor tespiti yapabilmislerdir (Rueckert vd. 2006). Tez galismasi kapsaminda
belirlenen temsilci tiirlerle yiiriitilen gRT-PCR kalibrasyon analizleriyle ise AspoOA-
f/r2, P2-Aspo0A2 primer/prob setiyle, Anoxybacillus tiirlerinin minimum 0,2 ng/mL
konsantrasyondaki DNA’lari, A16S-f/rl, P-A16S1 primer/prob setiyle Anoxybacillus
tirlerinin en az 0,0002 ng/mL’lik DNA’lar1, BgyrB-f/r1, P-BgyrB1 primer/prob setiyle,
Bacillus tiirlerinin minimum 0,002 - 0,0002 ng/mL DNA’lart GgyrB-f/rl, P-GgyrB1
primer/prob setiyle ise Geobacillus tiirlerinin en az 0,0002 ng/mL DNA’lar1 (Ct: 36,11-
33,21) tespit edilebilmistir. Tez verilerindeki hassasiyet limitleri Rueckert ve
arkadaglarmin (2006) buldugu sonuglara nazaran daha yiiksek bulunmakla birlikte, tezde
cins bazinda ayirim saglanabilirken, Rueckert ve arkadaslarinin (2006) yaptiklar
arastirmada sadece A. flavithermus, G. stearothermophilus, B. licheniformis ve B. subtilis
tirlerinde bulunan spoOA gen bolgelerini kullanarak primerleri kiimilatif olarak
tasarladiklarindan Anoxybacillus, Geobacillus ve Bacillus cinslerinin ayriminin erime
noktasi sicaklik farkliligindan otiirii yapilabildigini belirtmislerdir. Yeni gelistirilen bu
gRT-PCR yontemiyle birlikte ise bu duruma gerek kalmamais, tek bir erime sicakliginda

(58°C) ti¢ farkli cinse yonelik ayrim yapilabilmistir.
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Tekli qRT-PCR reaksiyonlarinda amplifikasyon verimliligini belirlemek adina, 7 temsilci
basilin 200 ng/ul-2 fg/ul araligindaki konsantrasyonlarla 4 primer/prob giftiyle elde
edilen Ct degerleri kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve E degeri, E=[10(-
1/slope)] -1 formiiliiyle hesaplanmistir. Mevcut literatiirede, grafiklerde slope (egim)
degerinin -3,1 ila -3,6 arasinda olmasi, yiiksek bir qRT-PCR etkinliginin (%90-%110
etkinlik) olduguna isaret etmektedir. Buna gore tez ¢alismasmin lineer grafik
denklemlerinde saptanan E ve egim degerlerinin sirasiyla %62 ile %120 ve -2,9080 ile -
4,0370 araliklarinda olduklar1 goriilmiistiir. Egrilerin R? degerleri oldukca yiiksek
olmasina karsin hassasiyetin kabul goren araliklarinin kismen disinda fakat hedefe yakin
egim ve E degerleri tespit edilebilmistir. Ancak literatiirde kabul géren bu durum
genellikle tiir tespiti i¢in spesifik grafiklerde beklenen araliklarda hesaplanabilirken,
oneride hedeflenen ve ¢ok sayida tiiriin tespit edildigi cins spesifik grafiklerde ise hedef
araligi tam olarak yakalanamamaktadir. Bu durum cins spesifik primer/prob
tasarimlarinda c¢ok sayida tiirlin teshisi amaciyla dejenere primer kullanimiyla
aciklanmaktadir (Yu vd. 2005, Lim vd. 2011). Buna karsin, tekli qRT-PCR
reaksiyonlarinda hedeflenen hassasiyet degerlerine yaklasilmis ve cins temelli

primer/problarin her durumda ¢alisilan cinse ait ilgili tiirti teshis edebildigi gosterilmistir.

Hizli tespit yontemleri, Ozellikle gida endiistrisinde, ¢ig ve islenmis gidalardaki
patojenlerin varligimi aninda ya da kisa siirede tespit edebilme kapasitelerine sahip
olduklar1 igin Onemlidirler (Law vd. 2015). Geg¢mis ¢alismalara baktigimizda,
mikroorganizma tespitinde Ozellikle patojeniteye sahip bakterilerin iizerine
yogunlasildig1 goriilmektedir (Oliver vd. 2005, Fusco ve Quero 2014, Stingl vd. 2021,
Costa vd. 2022). Insan sagligim tehdit eden durumlarin éniine gegme amactyla hizli bir
sekilde tespit yontemlerinin arastiritlmasi ve gelistirilmesi de onemi bir yaklasim olup,
ortamda bulunan bakterilerin olusturdugu biyofilm benzeri hayatta kalma stratejilerinin
olusturdugu mikrohabitatlarin diger bakterilere de bir savunma kalkani, bir rezervuar
gorevi gorme olasiligt da bulunmaktadir. Tez ¢aligmalari kapsaminda bu siit ve siit
tirtinlerinde siklikla g6zlenen bakterilerin sahip oldugu biyofilm olusturma ve spor iiretme
yetenekleri onlarin esas se¢im nedenleri arasindadir. S6z konusu cinsler igerisindeki
patojen B. cereus grubuna dahil bakteriler (Henderson vd.1995, Chen ve Tsen 2002) sahip

olduklar1 bu ozelliklerler sebebiyle hizli tespit yontemleri ve Kkitleri igerisinde yer
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almalarma karsin, diger sporlu basillerin tespit edilmesine yonelik ayirt edici derinlikte
bir calisma heniiz bulunmamaktadir. Ozellikle sahip olduklar1 spor olusturma
yeteneklerinden kaynakli standart DNA izolasyon yontemlerine karsi direncli bir yap1
olusturduklart g6z o6niinde bulunduruldugunda bu durum daha da karmasik bir hal
almaktadir. Tez ¢aligmalart kapsaminda gelistirilen QRT-PCR tespit yontemi i¢in, spor
yapilarinin harici bir DNA izolasyon kitine gerek duyulmaksizin her laboratuvarda
bulunan cihazlarla yapilabilecek izolasyon olanaklar1 6niinde bulundurularak iki yontem
secilmis ve birbirleriyle karsilastirilarak en verimli yontem belirlenmistir. Elde edilen
gRT-PCR bulgular 1s181nda, sonikator gerektiren yontemin aksine kompleks bir cihaz
gerektirmeden, her laboratuvarda bulunabilecek cihazlarla yapilabilecek boncuk ile
vorteksleme yonteminin, siit varhiginda yiliksek miktarda spor/hiicresel DNA
ekstraksiyonu i¢cin muhtemes, kolay ve yiiksek hassasiyette qRT-PCR sonuglari

saglayabildigi goriilmiistiir.

Karaca ve arkadaslarinin (2022a) yiiriittiigii ¢alismada, SYBR Green kullanilarak G.
thermodenitrificans DSM 465 ve A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 tiirlerine
ait hiicreler, sporlardan sonikasyonla DNA izolasyonu sonrasinda tiire 6zgii primerlerle
gRT-PCR ile 10>-108 KOB/mL oraninda tespit edilebilmistir. Tez ¢alismas1 dahilinde ise
temsilci tiirlerle yiiriitiilen ve elde edilen tespit degerleri (Anoxybacillus icin 103,
Geobacillus igin 10°, Bacillus igin ise 102 KOB/mL) daha yiiksek bulunmustur. Bununla
birlikte, bu ¢aligmada yalnizca tek bir tiire odaklanilmayip, farkl cinslere yonelik primer
ve prob tasarimi gergeklestirildiginden, hassasiyet farkliliklariin gdzlenmesi
beklenebilir bir durumdur. Bagka bir arastirma olan, Oliwa-Stasiak ve arkadaslarinin
(2011) gerceklestirdigi calismada ise B. cereus grubu igerisinde yer alan iiyelerin tespitine
yonelik bir qRT-PCR ydntemi gelistirilmistir. Bu ydntem ile birlikte 10* KOB/mL
degeriyle B. weihenstephanensis ve B. pseudomycoides tiirlerinin ayrimini

saglayabilmislerdir.

Tezde elde edilen Bacillus cinsine 6zgii DNA izolasyon sonuglar1 incelendiginde,
nanodrop 6l¢iimlerinde diger tiirlerden elde edilen DNA konsantrasyonlari benzer olsa da
gRT-PCR'dan elde edilen Ct degerleri ve KOB/mL tespit limitleri arasinda farkliliklar

gbzlenmistir. Bu durum, kullanilan izolasyon yontemlerinin cins bazinda farkli sonuglar
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verdigini ve mezofilik Bacillus spor formlarinin, termofilik Anoxybacillus ve Geobacillus

sporlarindan yapisal olarak farkli oldugu ile agiklanabilmistir.

Ayrica, Karaca ve arkadaslariin (2022a) yaptigir ¢alismadan farkli olarak kullanilan
primer ve prob tasarimlar, cins bazinda tespite olanak saglayacak sekilde ¢ok sayida tiiriin
birarada hizalanmasi sonucu goriilen benzer dizilerin yani sira dejenere bazlarin da
kullanimin1 geretirmistir. Dejenere baz sayisi (primer dizilerinde en fazla 5, prob
dizilerinde ise en fazla 3) goz 6niinde bulunduruldugunda 10° KOB/mL farkliligmin
bulunmasi beklenen bir durumdur. Her ne kadar baska bir benzer ¢calisma olan Rueckert
ve arkadaslariin (2006) SYBR green ile yaptig tiir tespitine yonelik (Geobacillus ve
Anoxybacillus) ¢alisma sonucunda, Tagman prob kullanimin daha spesifik sonuglar elde
edilmesini saglayacagi sOylenmis olsa da, bu calisma kapsaminda gergeklestirilen
yontemler ile bu durumun cins bazinda yapilan tespitte, gecerli olmadigi sdylenebilir.
Rueckert ve arkadaglar1 (2006) SYBR Green’i maliyeti diisiirmek i¢in ¢alismaya igerisine
dahil etmisler, ancak kontaminasyon sebebiyle olusabilecek potansiyel yanlis negatifleri,
erime egrisi yoluyla amplifikasyon iriinlerini ayirt ederek elimine etmislerdir. Bu
calismada ise, Tagman prob kullanildig1 i¢in buna gerek kalmaksizin, daha giivenilir

sonuglar elde edilebilmistir.

Ug farkli primer prob ciftinin beraber olarak kullanildigi ¢oklu QRT-PCR
reaksiyonlarinda amplifikasyon verimliligini belirlemek adina, tekli reaksiyonlardakine
benzer kantitatif grafikler ¢izilmis, slope (egim), E degeri ve R? degerleri hesaplanmustir.
Elde edilen E degerleri her ii¢ temsilci basil cinsi icin de %24 ve %113 araliginda, R?
degerleri1 ise 0,89 ve 0,99 araliginda olmakla beraber tiire gore degiskenlik
gostermektedir. Tek primer ve prob seti igeren reaksiyonlara oranla, E ve R? degerleri
belirgin bir degiskenlik gostermekte olup, bu durum ii¢ farkli cinse 6zgii tasarlanan
primer ve prob setlerinin reaksiyon karigimi igerisinde birlikte bulunmasiyla agiklanabilir.
Bu amagla belirlenen tez caligmalar1 kapsaminda, siit ve siit iiriinleri endiistrisinde
sorunlara sebep olan sporlu basillerin tespitine dayali qRT-PCR tabanli bir kit i¢in yontem
optimizasyonu basarili bir sekilde yapilmistir. Kuisine ve arkadaglarinin (2009) yaptiklari
caligmada Anoxybacillus i¢in SpoOA gen bolgesine spesifik primer ve prob tasarimiyla,

spo0A genindeki degiskenligi Geobacillus cinsi igerisinde degerlendirerek, taksonomik
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amaglar icin kullanilabilirligini kanitlamiglardir. Ayrica, Ohkubo ve arkadaslarinin
(2019) yaptiklart A. flavithermus ve G. stearothermophilus i¢in tiir spesifik qRT-PCR
diizeneginde spoOA genini temel almalar1 da bu durumu kanitlar niteliktedir. Bunlarin
disimda sporulasyon asamasinda benzer géreve hizmet eden genlerin, yakin cinsler

arasinda bu kadar farklilik gostermesi ilgi ¢ekici bulunmustur.

Fernandez-No ve arkadaslarinin (2010) gergeklestirdigi calismada, 16S rRNA gen
bolgesi kullanilarak, B. cereus, B. licheniformis ve B. subtilis tiirlerinin tespiti basarili bir
sekilde gerceklestirilmis ve gida orneklerinde bu Bacillus tiirlerini 165 KOB/g oraninda
tespit edebilmislerdir. Ancak bu ¢alisma da tez kapsaminda ele alindigi sekliyle spor veya
vejetatif hiicre ayrimi yapilmamistir. Ayrica, uygulanan yontemin hassasiyet limiti, tez
kapsaminda elde edilen degerlerden daha diisiiktiir. Kullanilan gen bdlgesinin bu farkta
onemli bir rol oynadigi géz 6niinde bulunduruldugunda, tez ¢alismasindan elde edilen

sonuclarin bu durumla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Calisilan diger bir gen bolgesi olan gyrB, pek ¢cok housekeeping gende goriildiigii tizere
genellikle tiim genomda yalnizca bir veya iki kopya olarak bulunmaktadir (Liu vd. 2022).
Mikrobiyal c¢esitliligin tespitinde, yliksek kopya sayilarina sahip genlere kiyasla diisiik
kopya sayisina sahip genlerin kullanimi, farkli gen kopyalarindaki tek niikleotid
polimorfizmlerinden (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) kaynaklanan c¢esitliligin
yiiksek sekilde tahmin edilmesini 6nleyerek daha dogru bir ¢esitlilik analizi yapilmasini
saglayabilmektedir (Liu vd. 2022). Calisma kapsaminda segilen gyrB geniyle ilgili
literatiire bakildiginda, Lee ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 ¢aligma dikkat cekmektedir.
Oncelikle Pseudomonas aerugionasa tiiriiniin aerosol halde ortaya salmimini ve daha
sonra jelatin filtre kullanarak ortamdan toplanmasini takiben gyrB bazli qRT-PCR
asamalar1 gerceklestirilmistir (Lee vd. 2011). Arastirma bulgularinda secilen gen
bolgesine spesifik tasarlanan gRT-PCR galismasinm, 10*-10° KOB/mL oraninda tespit
yapilabildigi ifade edilmistir (Lee vd. 2011). qRT-PCR ile ilgili tespit yapilan diger
caligmalarda ise (Ruan vd. 2017) gyrB geninin uygunlugu tipki ¢oklu reaksiyonlarda

gozlenen sekilde kullanilmaya uygun bir aday gen olduguna isaret etmektedir.
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gRT-PCR ile ilgili tespit arastirmalarinin yapildig: literatiire bakildiginda (Fernandez-No
vd. 2010, Lee vd. 2011, Oliwa-Stasiak vd. 2011, Ruan vd. 2017) hiicrelerden DNA
izolasyonlarinin ticari kitler kullanilarak gergeklestirildigi goriilmiistiir. Bu durum qRT-
PCR etkinligini biiyiik oranda etkilemekte olup, ek olarak 6lii hiicrelerden gelen DNA’lar
ile ilgili ilave bir ayrim yapilmadigi da goriilmiistiir. Stit ortaminda bu calisma
kapsaminda belirlenen kantifikasyon grafiklerinden teorik koloni sayimlari belirlenmekle
beraber, benzer sekilde Rueckert ve arkadaglarinin (2006) s6z ettigi sekilde cesitli
nedenlerle esdeger qRT-PCR yanitin1 daha az veya daha fazla temsil edebilmektedir. Bir
bakteri kiltiirii igerisindeki gen ve hiicre sayisi arasindaki korelasyon, biiyiime fazina
bagl olarak degisiklik gosterdigi bilinen bir fenomendir (Ludwig ve Schleifer 2000).
Boylelikle Rueckert ve arkadaslarinin (2006) s6z ettigi bu durum ¢alisma kapsamindan
elde edilen verilerle uyumlu bulunmustur. Ayrica 6lii hiicrelerden gelebilecek DNA ’lari
Dnaz I kullanilarak eliminasyonu bu agsamada 6nemli olmakla beraber, elde edilen veriler
cergevesinde kullanilan yontem sebebiyle 6lii hiicrelerden gelen DNA’larin tamamen

tespiti miimkiin olamamaktadir.

gRT-PCR ile yapilan teorik sayim ile Kkiiltiirel sayim arasindaki korelasyonu
belirleyebilmek igin, siite asilanan her bir vejetatif hiicre ve spor), konsantrasyonundan
TSA (Triptik Soy Agar) besiyeriyle paralel olarak BCP (ISO 27265:2009| IDF/RM
228:2009 standardinda yer alir) besiyeri kullanilmis olup, bu sonuglara gore cins bazinda
kiiltir temelli koloni olusturma birimlerinde farkliliklar gézlenmistir. Bu farkliliklar
arasinada Anoxybacillus cinsine mensup kolonilerin TSA besiyerinde gelismesine
karsilik BCP besiyerinde koloni olusumu gozlenmemis olmasi gelmektedir. Geobacillus
ve Bacillus’a ait tiirlerde ise anlamli bir farklilik g6zlenmemistir. Spor yapilarinin
¢imlenme durumlarinda degiskenlik gosterdigi g6z 6niinde bulunduruldugunda ve uygun
kosullarin ~ olusmast  durumunda dahi spor formundan vejetatif duruma
gecemeyebildikleri ve buna ek olarak VBNC (viable but not culturable) durumundaki
bakterilerin koloni olusturma birimlerinin gozlenebilmesi i¢in, ¢ogu ISO standardi da
dahil olmak {lizere On zenginlestirme olarak belirtilen basamagin arastirmalarda
kullanilmasina gerek duyuldugu bilinmektedir (Parichehr vd. 2019, Wang vd. 2023).
Yine de sadece sporlarla yapilacak bu 6n zenginlestirme durumunda dahi istenilen

¢imlenme sonucu alinamayabilmektedir. Bundan dolay1r molekiiler yaklagimlar daha
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dogru bir sonug¢ saglamaktadir. Icerigi sebebiyle, TSA besiyerine gére daha kisith bir
yapiya sahip olan BCP besiyerinin, farkli cinslerde farkli sonuglar vermesi, séz konusu
ISO standardinda yer alan besiyeri i¢eriginin tekrar gozden gegirilmesi gerekliligini de

gozler Oniine sermektedir.

Sonug olarak;

Glintimiizde, 2020 yilinda baslayan COVID-19 pandemisinin ardindan neredeyse her
tahlil ve tespit laboratuvarinda bir zorunluluk haline gelen Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) cihazlarinin varligi, bu ¢alismanin temel ilham kaynagini
olusturmustur. Pandeminin sona ermesiyle atil kalma riski tagiyan bu cihazlarin kullanim
alanlarin1 genisletmek amaciyla yola ¢ikilan bu inovatif ¢aligmada, bakterilerin en
direncli yapilart olan sporlarin dogru izolasyon teknikleriyle elde edilen DNA’larinin
gRT-PCR ile basariyla tespit edilebilecegi gosterilebilmistir. Bu dogrultuda, literatiirde
ilk kez bu kadar genis bir sporlu basil grubunu kapsayan, yenilik¢i bir kit prototipi
gelistirilebilmistir.

Boylece tek bir miiltipleks qRT-PCR reaksiyonuyla Anoxybacillaceae (Anoxybacillus,
Anoxybacteriodes, Geobacillus, Parageobacillus ve Thermaerobacillus cinsleri) ve
Bacillaceae (Bacillus) familyalarindan 6 farkli cinse ait iiyeler spesifik olarak tespit
limitleri dogrultusunda ve yiiksek etkinlikte teshis edebilen bir prototip yaklasim
gelistirilmistir. Bu yaklasimin ileride siit ve siit iirlinleri ile iliskili endiistrilerde 6nemli

bir kullanim potansiyeli olusturmasi1 beklenmektedir.

Gelistirilen yontem, yalnizca tekli primer ve prob setlerini degil, ayn1 zamanda birden
fazla primer ve probun bir arada uyumlu ¢aligmasini da saglamakta ve tek bir reaksiyonla
birden fazla sporlu basil cinsini tespit edebilme pratikligi sunmaktadir. Bu 6zgiin tasarimli
yaklagim, kit iiretiminde maliyeti diisiirmekle kalmayip, igerdigi yenilik¢i planlama
sayesinde ozellikle siit ve siit triinleri ireticileri i¢in daha yiiksek kar potansiyeli

sunmaktadir.
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Prototipin optimizasyon siirecinin tamamlanmasinin ardindan, patent bagvurusunun
yapilmas1 ve iiretim i¢in sanayi ortakliklarinin kurulmasi hedeflenmektedir. Ozellikle siit
endiistrisinde sporlu basillerin kontaminasyonunun tespiti gibi kritik bir sorunu ¢é6zmek
icin gelistirilen bu yontem, degismesi gerektigi gozlenen ISO standartlarma da yeni
¢Ozliim Oneri sunmaktadir. Ayrica, bu sistemin, diger mikroorganizma cinslerinin ve/veya
tirlerinin tekli veya c¢oklu tespiti igin yapilacak optimizasyon ¢aligmalari i¢in de bir
model olusturarak Onciiliik edebilecegi O6ngoriilmektedir. Bu kapsamli ve yenilikgi

yaklasim hem bilimsel hem de endiistriyel agidan 6nciil bir ¢calisma mahiyeti tasimaktadir.
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