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Termofil Bakteriler; Sicak Su Kaynaklarinda Yagayan Gram Negatif
Basillerin izolasyon ve Identifikasyon Yontemleri'

Seda Ercan Akkaya,? Merih Kivang®

Ozet

Bizim yasam kosullarimizdan oldukga farkl sartlarda yasayan canli gruplarindan biri
olan ekstrem termofillik bakteriler son yillarda olduk¢a yogun ilgi duyulan arastirma
odaklarindan biri olmugtur. Pek ¢ok canli grubunun yasayabilmesinin imkansiz
oldugu sicakliklarda bile enzimlerini kullanabilen ve yasamlarini surdurebilen ekstrem
termofiller termostabil biyokatalizorlerinden dolay1 c¢ok ilgi ¢cekmektedir. Birgok
hipertermofil mikroorganizma, Archaea grubu i¢inde yer almaktadir. Bunlarin bir alt
grubunun ise optimum 75 °C’de yasayan ekstrem termofiller oldugu bildirilmistir.

Bu derlemede termofilik Gr (-) basillerin yagama ortamlarinin 6zellikleri, izolasyonlari
ve tanimlama yo6temleri, Thermus ve Meiothermus cinslerine ait genel Ozellikler
sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Gr (-) termofiller, Thermus, Meiothermus, Termal kaynaklar

Girig

GuUnumuzde biyosferin yaygin ve 6énemli bir kismini olugturan mikroorganizmalarin
besin Uretiminde kullanilanlar ve hastalik yapanlarinin diginda blyuk bir gogunlugu,
tanimlanamamigtir (1).

Yasam kosullarimizdan oldukga farkl sartlarda yasayan ekstrem canl gruplarindan
biri olan termofilik bakteriler son yillarda yodun ilgi duyulan arastirma odaklarindan
biri olmustur. Pek ¢ok canli grubunun yasayabilmesinin imkénsiz oldugu sicakliklarda
bile enzimlerini kullanabilmeleri ve yasamlarini strdlrebilmeleri, arastirmacilari bu
konuda calismalar yapmaya yoneltmistir. DUnyamizda solfatarik alanlar, hidrotermal
kuyular, sicak su kaynaklari gibi cesitli jeotermal alanlardan aerobik termofillerin
izolasyonlari yapilmaktadir (2).
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Yapilan pek ¢cok calismada sicakhdin mikroorganizmalarin fizyolojik aktiviteleri ve
gelisimleri Uzerindeki en oOnemli faktorlerden biri oldugu, yuksek sicakligin farkh
mikroorganizmalar tarafindan farkli dizeyde tolere edildigi tespit edilmis; pek c¢ok
Okaryotik canli kisa bir slre bile 50 °C sicakliga dayanamazken bazi
mikroorganizmalarin oldukga ytksek sicakliklarda yasayabildigi bildirilmistir (3).

Ekstrem  termofiller icinde  yiksek sicaklikta  yasayanlar  termostabil
biyokatalizorlerinden dolayi ¢ok ilgi gekmektedir. Birgok ekstremofil mikroorganizma,
Archaea grubu iginde yer almaktadir. Bunlarin diger bir grubu ise optimum 75 °C’de
yasayan ekstrem termofillerdir (1).

Jeotermal kaynaklar agisindan oldukga zengin olan llkemizde iller Bankasi'nin 2001
yihinda yayinlamis oldugu listeye goére resmi kayitlara alinmig 140 adet jeotermal
saha bulunmaktadir (4). Yapilan literatlr arastirmalari bu alanda daha 6nce yapiimig
kapsamli galismalarin olmadigini ortaya koymaktadir.

Bu derleme, Ulkemiz termal kaynaklarinin genel o6zelliklerinin tanimlanmasi, bu
alanda yapilacak olan yeni arastirmalara yol gostermesi ve ulkemizde yeterince
cahisiimamis olan termofilik tlrlerin biyoteknolojik dnemleri anlatilmaya c¢alisiimistir.

Termal gevreler

Pek cok sicak kaynak, kaynama noktasina yakin sicakliklara sahiptir. Ayrica bazi
termal gukurlarda 150-500 °C civarinda buhar figkirir. Deniz dibindeki hidrotermal
cukurlar 350 °C ya da daha yiiksek sicakliklara sahiptir. Diinya Uzerindeki sicak su
kaynaklari Bati Amerika, Orta Afrika, Yeni Zelanda, izlanda, Japonya, Italya,
Endonezya, Orta Amerika, Orta Afrika gibi Ulkelerin bulundugu genis bir alanda
bulunur. Bunlarin yaninda Yellow Stone Ulusal parki olduk¢a farkh sicak su
kaynagini bir arada bulunduran buylUk bir alandir. Bu sicak sular, gesitli kimyasal
bilesiklere ve c¢esitli pH degerlerine sahip olmakla birlikte kemoorganotrof
mikroorganizmalar icin yeterli dizeyde besin maddesine sahiptir (1,5).

Termofil mikroorganizmalar optimum 45 °C’de, hipertermofiller optimum 80 °C’de
blyUmektedirler. Bu ylksek sicaklik dogada sinirli alanlarda bulunur. Ornegin giines
enerjisi ile 1sinan topraklar giin ortasinda yaklasik 50 °C’ye hatta bazen 70 °C'ye
ulasabilmektedir. Kompostlar ve silolarda sicaklik 50-65 °C’ye ulasmaktadir. Bunun
yaninda son derece yuksek i1siya sahip volkanik alanlar da dogada yer almaktadir

(6).

Derin deniz gukurlarinin bulundugu c¢evrelerde obligat anaerobik pek c¢ok tur
bulunmasina ragmen son zamanlarda bu alanlarda yasayan fakultatif aerobik tirlere
de rastlanmis, diger taraftan pek ¢cok zorunlu aerobik bakteri Orta Atlantik siniri ve
Guaymas havzasinda bulunan derin deniz hidrotermal gukurlarindan izole edilmistir.
Bu sonuglara bakarak termofilik, obligat ya da fakultatif aerobik populasyonlarin
hidrotermal gukurlarin oksidatif mikrohabitatlarinda yer aldiklari saptanmistir (7).

Ulkemiz sinirlan icinde ise sicakligi 40 °C’nin (izerinde olan 133 adet sicak su
kaynag! bulunmaktadir (4).



Sicak sulardaki termofiller

Termofilik basilller genellikle sicak su kaynaklari, solfatarlar ve jeotermal olarak
Isinmig topraklardan izole edilirler. Termofil olmalarina ragmen mezofil gevrelerde de
bulunabilirler. Bu c¢evrelerin yani sira topraktan, gulbreden, lagim aritma
sistemlerinden, nehir ve gollerden, hava kontaminantlarindan ve konservelerden de
izole edilebilirler (8).

Kuzey irlanda Eyjafjordur bélgesindeki deniz tabaninda bulunan biiyiik deniz dibi
sicak su konik kaynaklarinin kesfedilmesi ve tanimlanmasi Uzerine yapilan bir
calismada 72 °C’de pH'i 10 olan su 6rnekleri incelenmis, Gr(+) bakteriler, Archaea ve
Desulfurococcus mobilis Uyeleri izole edilmigtir. Bu izolatlara 16S rRNA analizi
uygulanmig, izole edilen 45 izolatin 41’inin Aquifecales ordosuna, 10 tanesinin
Korarchaeota’ya ait dizilim gosterdigi saptamistir. izolatlarin fizyolojik dzelliklerinin
tamamiyla kaynak suyu habitatinin indikatorleri oldugu belirlenmis, karasal
mikroorganizmalarin yeraltindan tasinmis olabilecegi bildirilmistir(9).

Yellowstone Ulusal Parkinda yapilan bir calismada, sicakhigi 35-60 °C, pH’si 7-9 olan
5 farkli sicak su kaynagindan alinan érneklerde yeni klorofilli stlfurstz bakteri turleri
izole edilmis ve bazi alanlarin tire spesifik oldugu gosterilmistir (10).

Beldlz ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise Archaea ve Eubacteria tirlerinin
dinyamizin ilk dénemlerinden bu yana var oldugu ve pek c¢ok farkli cinsi icerdigi
bildirilmig, Turkiye’nin kuzeydogu bdlgesi sicak sularinda bulunan termofilik Bacillus
flavothermus turlerinin karakterizasyonu yapilmaya calisiimigtir (11).

Termofilik Gram negatif basiller

Prokaryot canlilarin yasamini surdurebilmesi igin farkli Ust sicaklik limitleri vardir.
Fotosentezde bu limit 75 °C civarindadir. Yiksek sicakliklarda tiir gesitliligi sinirhdir.
Yeryuzinde sicak alanlar daha ¢ok sicak su kaynaklari tarafindan olusturulur. Sicak
su kaynaklari farkli pH degerlerine sahip olabilir. Bunlar pH 2-4 ve pH 8-10 arasinda
olanlardir. Notr pH da olan sicak su kaynaklari ¢ok yaygin dedildir. Dogal termal
cevrelerde sicaklik 30-100 °C, pH 1-11 arasindaki degerlerde degisebilir (6).

Sicak su kaynaklarinda yaygin olarak bulunan bakterilerin basinda Thermus cinsi
gelir. Bu cinsin birincil yayilma alanlari éncelikle termal gcevrelerdir. Ulkemizde termal
cevrelerin kimyasal yapisi ile ilgili yapilmis detayl calismalar bulunmamaktadir.
Thermus cinsine ait tirlerin dagihiminda kimyasal yapinin yani sira 1s1gin da etkisi
vardir. Su sicakliginin canhlarin dagihmi tzerindeki etkisi hakkinda bilgiler olmasina
ragmen kimyasal elementlerin biyolojik ¢evre Uzerindeki etkisi hakkinda yapilmis
calismalar sinirlidir. Nitrojen, fosfor, organik karbon, ¢ozinmus gazlar ve sulfit miktari
canlilar Uzerinde Onemli etkiye sahiptir. Ayrica bazen kaynak ic¢i ve disindaki
konsantrasyonlari da degismektedir. Ornegin kaynak icindeki miktar ylizeyle
karsilastirilirsa, pH disuk, sulfit yiksek oranlarda bulunabilir. Sicak su kaynaklarinin
kimyasal yapisinin Thermus’larin fenotipleri Uzerinde de etkili oldugu bildirilmistir
(12).



Da Costa ve Rainey’in calismasinda, Thermaceae familyasi icinde yer alan
Thermus’lar incelenmistir. Bu grubun Uyelerine ait butin suslar Gr(-), cubuk seklinde
flamentli, hareketsiz, pek ¢cogu sari ya da kirmizi pigmentli, bazilari seffaf renktedir.
Zorunlu aerobik olmalarina ragmen bazi suglarin nitrat ve nitriti elektron alicisi olarak
kullanip anaerobik bluyume gosterdikleri saptanmistir. Tium Uyeleri oksidaz pozitif, 50-
70 °C’de optimum buylyebilen, endospor olusturamayan, menaquinon 8’i dominant
olarak bulunduran bu grubun, Thermus ve Meiothermus olarak iki cinse ayrildigi
bildirilmistir (13).

Bu iki cinse ait Uyelerin optimum buyume sicakliklari ile ilgili yapilan arastirmalardan
elde edilen sonuglara gore de T. aqugticus YT-1 optimum 70 °C, maksimum 79 °C,
minimum 40 °C’de gelisme gosterir ve pek ¢ok sus da T. aquaticus gibi gelisir. T.
filiformis, optimum 73 °C, maksimum 80 °C, minimum 37 °C’de, T. thermophillus,
optimum 65-72 °C, maksimum 85 °C, minimum 47 °C’de, Meiothermus ruber,
optimum 60 °C, maksimum 70 °C, minimum 35-40 °C’de, M. cerberus optimum 55
°C’de M. cliaphilus optimum 50 °C’'de, M. silvanus optimum 55 °C’de gelistigi
bildirilmigtir (14).

Besin kaynaklari

Yapilan arastirmalardan tespit edildigine gore Thermus turleri zorunlu heterotroftur.
BlyUmeleri igin organik besin kaynaklarina ihtiyag duyarlar. Bu canlilar 70-75 °C deki
termal kaynaklarda ¢ok yaygin olarak bulunurlar (15).

Alg ve bakterilerin kaynak yuzeyinde olusturdugu tabakanin ¢urumesi ile Thermus
icin organik besin maddeleri ortaya ¢ikar. Bu ortl izolatdr gorevi yaptigindan dusuk
hava sicakliklarinda da buyume imkéani saglar. Ayrica sicak su kaynaginda serbest
veya bir yere bagli olarak yasayan heterotroflarin 6lmesi ve ¢lrimeleri sonucunda
aciga cikan organik substratlar da Thermus tarafindan kullanilir. Yine sicak su
kaynaklarinda 73-75 °C’de gelisen ve fotosentez yapan kemoototroflar da bu canlilar
icin besin kaynagidir. Sicak su kaynaklarinin etrafinda bulunan topraktan ve bitki
Ortisinden kaynaga akan besin maddeleri de Thermus igin besin olabilir. Bu tar
ortamlarda agiga c¢ikan besin maddelerinin Thermus’larin geligsebilmesini ve
yaylimasini etkiledigi bildirilmigstir (12).

Ayrica jeotermal olarak isinan tesisler ile evsel ve endustriyel olarak isinmis sulardan
da Thermus izolasyonu yapilmigtir (15).

Thermus turlerinin beslenme sekilleri Gzerine yapilmig kapsamli arastirmalar yoktur.
Ancak c¢ok sinirli besin maddeleri ile buyime gdsterebilmeleri onlarin oligotrof
olduklarini gostermektedir. Thermus tarlerinin pH ve sicaklik ihtiyaglari oldukca
degiskendir. pH 5.1-10.5 arasinda degisirken sicaklik toleranslari 30-90 °C’ler
arasinda degisim gosterir. Thermus turleri gogunlukla obligat aerobiktir, ancak
¢6zlinmus oksijenin dusuk oldugu sulardan da izolasyon yapilmistir. Diger taraftan
nitrat ve nitrit indirgeyen turlerin Yeni Zelanda ve Yellowstone parkindan izole edildigi
bildirilmigtir (16).

Ayrica, dusik ve yuksek sllfit iceren gevrelerden Thermus izolasyonu yapilmistir.
Thermus turleri Uzerinde yapilan tuzluluk toleransi aragtirmalarina gore notral ya da



alkali oOzellikteki ortamlarda, dugsuk tuz konsantrasyonunda yaygin buyume
g6zlendigi, maksimum tuz toleransinin % 6 oldugu bildiriimigtir. Rhodothermus
marinus si§ deniz suyundan izole edilmis olmasina karsin, T. aquaticus YT1’in tuz
orani % 0,5 olsa bile gelisemedigi, pek ¢cok sus % 1‘de buylyemezken, bazi
halotolerant suglarin ise % 3-5 oraninda gelistikleri saptanmigtir (12).

Enzimleri

Mikroorganizmalar, yagsamlarini surdurebilmek igin gevresel sartlara adaptasyonlarini
saglayan cesitli enzimlere sahiplerdir. Sicak su kaynaklari Gzerinde gelisen termofiller
ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Bu galismalarin ¢gogu yuksek sicakliga direng
gOsteren termofil enzimlerin arastiriimasi Uzerinedir. Son yillarda bakteriyal
kaynaklardan 2400’Un Uzerinde endonukleaz enzimi identifiye edilmig, bu enzimlerin
220’sinin  farkh  ozellik gosterdigi ve c¢ogunlukla Thermus ve Bacillus
stearothermophilus turlerinden izole edildigi bildirilmigtir (17). T. thermophilus HB8
susu ile yapilan bir galismada pulsed-field jel elektroforezi ile endonukleaz Hpal,
Munl ve Ndel enzimlerinin gen haritalari ¢ikariimig, bu enzimlerin gen buyuklagunun
1.74 Mbp oldugu saptanirken, E.coli ve diger mezofillerin genlerinden daha kuguk
yapiya sahip olduklari bildirilmigtir (18).

Yuksek sicakliklara adapte olmus Thermus tdrlerinin sahip oldugu enzimler,
mezofillerin enzimlerine gore sicakliga daha dayaniklidir. Bilinen enzimler igerisinde
en yaygin olani T. aquaticus dan izole edilen Tag DNA Polimerazdir (1). Thermal
dayaniklihga sahip enzimler sunlardir: Laktat dehidrojenaz, Malat dehidrojenaz,
izositrat dehidrojenaz, 3-izopropanol dehidrojenaz, Ferrodoksin, GALP dehidrojenaz,
L-alanin dehidrojenaz, NADH dehidrojenaz, NADH oksidaz, Katalaz, Superoksit
dismutaz, Sitokromlar, tRNA metil transferaz, RNA polimeraz, DNA polimeraz,
Proteaz, Amilaz, Glikozidaz, Pullulanaz, Alkalin fosfotaz, Ribonukleaz, Asparginaz,
inorganik fosfotaz, ATPaz, DNA endonukleaz, Anthranilat sentetaz, Enolaz,
Fumaraz, Tripton sentetaz, D-Ksiloz isomeraz, Aminoacilsentetaz, CoA sentetaz,
DNA ligaz (19, 20).

Enzimler Gzerine yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Thermal kaynaklardan
izole edilen Thermus cinsine ait 152 restriksiyon endonukleaz enzimi varlidi
arastinimig, 27 izolatta Taql izosizomerin varligi gozlenmistir. (17). Diger bir
calismada da farkli Thermus turlerinden izole edilen iki farkli Taql endonukleaz,
E.coli icine klonlanmig, saflastiriimis ve ozelliklerini belirleme ¢alismalari yapilmistir.
izole edilen tsp321'in sicaga daha direncli oldugu, 90 °C’de aktivitesini strdirdigii
bildirilmistir (21).

Plazmitleri

Thermus’larda plazmit yapilari, ilk olarak 1978’de tanimlanmigtir. Sekiz sus Uzerinde
calisma yapilmig bunlardan dort tanesinde plazmid DNA bulunmustur. 11 restriksiyon
enzimi kullanilarak pTT1 plazmiti haritasi yapiimigtir. Daha sonra yapilan benzer
caligmalarile T. flavus da pTF62, T. thermophillus da pVV8 plazmiti izole edilmistir.



Ayrica T. aquaticus'dan yapilan izolasyonda da doért plazmit bulundugu saptanmistir
(22). Yapilan bir bagka galismada da T. ruber’e ait 64 megadalton buyukligunde
plazmit varhigi saptanmistir (23).

Bakteriyofajlari

Ik olarak 1975’de Thermus tlrlerini enfekte eden bakteriyofajlarin oldugunu bildirmis,
yapilan farkh bir calisma da iki tabakali agar plaklari Gzerinde T. thermophillus HB8
lizerinde cesitli bakteriyofajlar izole edilmistir. izole edilen fajlarin Thermus cinsine ait
Japonya orjinli bes farkh tirt daha enfekte ettigi ancak Japonya orjinli olmayan T.
aquaticus YT1 susunun bu enfeksiyona diren¢ gosterdigi bildirilmigtir (22).

Siniflandirma

Thermus cinsi

Thermus cinsi uyeleri karasal sicak su kaynaklarindan yaygin olarak izole edilen
ekstrem termofilik, aerobik bakterilerdir. Bitlin suslar optimum olarak 55 °C’nin
uzerindeki sicakliklarda notr ve alkali pH seviyelerinde, zorunlu heteretrof olarak
gelisirken, nadiren miksotrofik olarak gelisen suslar da bulunur. Bazi Thermus
tarlerinin O, yerine NO3, Fe(lll) ve S°U elektron alicisi olarak kullandi§i ve anaerobik
sartlar altinda yasayabildikleri saptanmistir. Thermus’lar pek ¢ok dogal ve yapay
kaynakta bulunabilirler. ilk izole edilen Thermus aquaticus Ulusal Yellow Stone
Parkindan noétr ve alkali sicak sulardan izole edilmis, daha sonra yapilan
calismalarda Yellow Stone Parki ve diger karasal sularin yani sira deniz dibindeki
termal gukurlardan da izole edilmistir(14).

Williams ve Sharp’in bildirdigine gore Thermus cinsine ait bakteriler gram negatif,
heterotrofik, hareketsiz, ¢ubuk seklindedir. Cogu zorunlu aerobiktir. pH 6,0-10,5
araliginda, optimum nétr pH'da ve 55-80 °C araliginda, optimum 70 °C’de gelisen,
disuk konsantrasyonlu organik materyallerin bulundugu ortamlarda buyuyebilen
bakterilerdir. % 0,1 tripton, % 2,5-3 yeast ekstrakt ve dusik mineral tuzlarinin
bulundugu besi ortamlari, gelismeleri icin yeterlidir. Bu grup bakteriler icin 6zel bir
zenginlestirme ortami yoktur; mineral tuz iceren minimal organik ortamlarda
gelisebilirler. Thermus suslari segici olarak Thermus besi ortaminda, ¢alkalamali
inkiilbasyon ortaminda gelisir. ilk yapilan calismalarda Japon bilim adamlari bu
bakterileri Flavobacterium thermophillum grubuna dahil etmisler daha sonraki
calismalar sonucunda Thermus ismi verilmistir (14, 24).

Thermus aquaticus

Cubuk seklinde 0.5-0.8um capli, kisa flamentli, 70 °C’de 48 saat inkibasyon
sonucunda 1 mm g¢apinda parlak sari koloniler olusturur. Kazein, jelatin ve nisastayi
hidroliz edebilen, laktoz ve melibiozu kullanamayan, nitrat ve nitriti indirgeyemeyen
bu tirin tamaminda, 3-OH yag asidinin bulundugu, yag asidi oraninin iso15 igin
%28, iso 17 igin %48 oldugu saptanmis, % G+C oraninin ise 60-64 arasinda
bulundugu (Tablo 1 ve 5) bildirilmistir (13, 25).



Thermus brockianus

Cubuk seklinde, kisa flamentlere sahip, soluk sari koloniler olusturan, kazeini
hidrolize edemeyen bu turin yalnizca birkaginin nisasta ve jelatini kullanabildigi,
nitrat ve nitriti indirgedigi, laktoz, trehaloz ve melibiozu karbon kaynagi olarak
kullandigi (Tablo 1., 3., 5), 3-OH yag asidi bulundurmadigi ve % G+C oraninin 63
oldugu bildirilmistir (3).

Thermus filiformis

Parlak sari koloniler olusturan T. filiformis, sabit flamentli ve gubuk seklindedir. Tip
susu Wai33 yuksek oranda anteiso ve anteiso 3-OH yag asidi igerirken, diger
suslarda anteiso 3-OH yag asidinin dusuk oranda, 3-OH yag asidinin hi¢ olmadigi, %
G+C oraninin ise 65 oldugu (Tablo 1., 3., 5) bildirilmistir (26, 13).

Thermus oshimai

Cubuk seklindeki hicreler kisa flamentlere sahiptir. Soluk sari ya da renksiz koloniler
olusturan T. oshimai kazein ve fibrini indirgeyebilir. Sakkaroz, maltoz, laktoz ve
trehalozu karbon kaynagi olarak kullanir, a ve B-galaktozidaz enzimlerine sahiptir, %
G+C orani 63 tur (13).

Thermus scodoductus

Flamentli hiicrelere sahip olan T. scodoductus, 0,5x1,5um boyutlarinda, 65-70 °C’'de
bayuyebilir ve renk olugsturmaz ancak yagh kulturler koyu renkte pigment olusturur. %
G+C orani 65’dir (Tablo 1., 3., 5) (27, 13).

izlanda’'da siilfitce zengin nétral sicak sularda yapilmis bir arastirmada termofilik,
faklltatif, miksotrofik sulfur oksitleyen bakteri Thermus scotoductus izolasyon ve
identifikasyonu yapilmig, izole edilen yeni IT-7254 susunun elektron vericisi olarak
elementel silfur ve tiosulfati, elektron alicisi olarak oksijen ve nitrati kullandigi,
karbon kaynagi olarak asetat ve diger organik bilesiklerden yararlandigi saptanmis,
yeni izolatin T.scotoductus’a % 84 DNA:DNA homolojisi gdsterdigi bildiriimigtir (28).

Thermus thermophilus

Kisa flamentlere sahip gubuk sekilli hicreler, Thermus besi yerinde parlak sari
koloniler olusturur. Batln suslar % 3 NaCl iceren Thermus besi ortaminda ve 80-82
°C sicaklikta bliyime gosterebilir. Bu tir, iginde halotolerant suslari da barindirir. %
G+C orani 65 dir (13). Denizin 2000 metre derininde bulunan termal kaynaklardan
alinan su oOrnekleri ile yapiimig bir galismada izole edilen Thermus thermophilus
Gy1211 susunun optimum 75 °C, pH 8,0, % 2 NaCl'de gelistigi, bu sus ile % 74 DNA-
DNA homolojisi gosteren T. thermophilus HB-8'in ise bu sartlar altinda zayif buyume
gOsterdigi saptanmistir (29).



Tablo 1. Thermus cinsinin biyokimyasal 6zellikleri (+: Pozitif, -: Negatif, ND: Veri yok )

(13).
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Karakteristikler = =
Pigmentasyon Koyu Koyu
sari Acik sari sari Aclik sari | Renksiz Sari Sari
Koloni 0z. Kompak | Yaygin | Kompak | Kompak | Kompak ND ND
Opt. sicaklik 70 70 70 70 65-70 ND ND
80 °C’de bliyime - - - - - - -
%1 NaCl + ND - - - - +
%3 NaCl - - - - - - -
Anaerobik. bay. - + - + + ND ND
Oksidaz + + + + + ND ND
Katalaz + + + + + ND ND
DNaz + ND - - ND ND ND
a-galaktozidaz + + + + ND - +
B-galaktozidaz - + + + ND + +
Elastin + ND - + ND + -
Fibrin + ND - + ND + +
Kazein + - - + ND + +
Jelatin + - + + - + +
Nisasta + - - - - + +
Arbutin - + + + ND + +
Eskulin - + + + + + Z
D-Glikoz + + + + + + +
D-Fruktoz + + + + ND + +
L-Ramnoz - ND - ND ND ND
L-Arabinoz - ND - - - ND ND
D-Ksiloz - - - - ND - -
D-Galaktoz + + + + ND - +
D-Mannoz + ND - + ND ND ND
D-Sellloz + - - - ND - +
Laktoz + + + + ND - -
Sakkaroz + + + + ND - -
D-Trehaloz + + + + ND - -
D-Melibioz + + + + ND - -
D-Rafinoz + + + + ND - -
Dekstrin - ND - - ND ND ND
Salisin - ND + + ND ND ND
D-Mannitol - ND + + ND ND ND
D-Sorbitol - ND - - ND ND ND
myo-inositol - ND - - ND - -
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Gliserol - ND - - + - -
PirGvat + + + + + ND ND
Asetat + ND + + ND ND ND
Sitrat - ND - - ND - Z
Laktat - ND - - ND ND ND
Malat + ND + + ND - ND
Siksinat + ND + + - ND +
Arjinin + ND + + ND - ND
Pirolin + + + + + ND +
Ornitin + ND + + ND ND ND
Serin + ND - - ND - +
Asetamit - ND - - ND ND ND
%GC 64 63 65 63 65 ND ND

Meiothermus cinsi

Meiothermus ruber orijinal susu, 1984’'te termal kaynaklardan alinan sicak su
orneklerinde potato-yeast-extract-pepton besi ortaminda 1986 yilinda yapilan baska
bir calismada ise, maya fabrikasindan alinan atik su orneklerinde Uretilmis diger
Meiothermus izolatlari ise Thermus besi ortaminda geligtirilerek izole edilmiglerdir.
Meiothermus turleri Thermus besi ortaminda kolayca buyuyebilmektedir. M. ruber,
sivi Thermus besi ortami izerinde 60 °C’de 2-3 giin 6n zenginlestirmeden sonra, kati
besi ortaminda kirmizi pembe koloniler olusturur. Meiothermus cinsinin ilk susu
Loginova ve Egorova tarafindan Kamckhatka Peninsula’dan 1975 yilinda izole
edilmis ve Thermus ruber olarak isimlendirilmistir ancak bu tlr Approved List of
Bacteria Names icinde yer almamistir. isim daha sonra 1984 yilinda orijinal olarak
yayinlanmig ve Thermus cinsi i¢ine dahil edilmistir. Bu gruba ait farkh tarlerin
izolasyonundan sonra dusuk sicaklikta Gremeleri, DNA-DNA homolojileri ve 2-OH
yag asidi seviyeleri dikkate alinarak 1996 yilinda Nobre ve arkadaslarinin ¢alismalari
ile Meiothermus olarak isimlendiriimeleri teklif edilmistir. Yapilan galismalarda, M.
ruber, M. silvanus, M. cerberus, M. cliarophilus tdrlerinin temel biyokimyasal ve
fizyolojik karakteristiklerine gore kolayca ayrilabildikleri bildirilmistir (24, 30, 13).

Meiothermus ruber

Bu ture ait bakterilerin uzunluklari degisken olup, hicrelerin geniglikleri ise 0,5-0,8
pm dir. Koloniler, 1-2 mm ¢apinda ve koyu kirmizi yada pembe renklidir. Bu tir
katalaz pozitif olamsi, yuksek sicaklikta buylyebilmesi ve yag asidi dizilisi ile bu
cinsin diger Uyelerinden ayrilir. Bakteriosin benzeri yapilarin varli§i tespit edilen M.
ruber suksinat, malat ve myo-inositol't kullanir, % G+C orani ise, 61-66 olarak
bildirilmistir (Tablo 2, 3, 4) (31, 13, 23).

Portekiz'in kuzeyinde bulunan Vizela ve i¢ bolgesindeki Alcafachea’dan alinan sicak
su kaynaklarindan alina 6rneklerde turuncu-kirmizi pigmentli Thermus silvanus



sp.nov. ve sari pigmentli T. chliarophilus sp. nov. izole edilmis, T. silvanus 55 °C, T.
chliarophilus, 50 °C’de optimum blylime gostermis, her iki tir de katalaz negatif
Ozellikte olup biyokimyasal 6zellikleri, yag asidi dizilisleri ve 16S rRNA diziliglerinin T.
ruber ve diger formlardan farkl oldugu bildirilmigtir (32).

Tablo 2. Meiothermus turlerinin biyokimyasal 6zellikleri (+: Pozitif, -: Negatif, ND:

Veri yok) (30, 31, 13).

[2)

Ozellikler " %’ "

8 = g = 8'»— 2 © 2]

8 T R 8 35 | 85 =

8o SN =2 | £33 | &% £

=3 = = °= = =

0T SND) 7] SN} [ N) ]

S = =0 =0 N =
Buyudkluk (uboy/genislik) | 0,5-0,8x5-10 | 0.5-0,8x3-6 | 0.5-0,8 | 0,5-0,8 | 0.5-0,8 ND
Koloni rengi Pmb-Krm A. Krm. Trn-Krm. | Sart | Krm-Trn | Sari
Spct. da absorbsiyon 446,482,520 | 452,474,496 ND ND Nd ND
Koloni bayUklGgi(mm) 2-4 ND 0,5-1,2 |0,8-1,2 1-2 ND
Yuvarlak ug + + ND ND ND ND
Halka gérinim + ND ND ND ND ND
Kahverengi goérinim + ND ND ND ND ND
Jelatin hidrolizi - + + . + ND
Nisasta hidrolizi - - - + - +
Fibrin hidrolizi ND + - + + ND
Elastin hidrolizi ND + + + +
Casein hidrolizi ND + + + +
Nitrat indirgenmesi - - + . - +
Katalaz + + - - - +
Oksidaz + + + + + "
DNaz ND + + + + ND
A-galaktozidaz ND + - + + ND
B-galaktozidaz ND + + + + ND
Min.pH 4,5 ND 5 5 5 ND
Opt.pH 8,5 ND 8 8 7,5 8,3
Max.pH 10 ND 10 10 10,5 ND
Min.°C 40 35-40 40 40 35 ND
Opt.°C 55 60 55 50 55 55-60
Max. °C 70 70 65 60 60 ND
Sakkaroz - + - + + +
Maltoz - + + + + +
Asetat + - - - ND +
Mannitol + + - + - +
Sorbitol + + + - +
Sitrat - - - - - ND
PirOvat ND - + + + +
% G+C 66,4 61 63,6 69,9 60,9 65,1
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Tablo 3. Thermus ve akraba turlerin karakteristikleri (Opt: Optimum, Mak: Maksimum,
Min: Minimum, +: Pozitif sonug, -: Negatif sonug, ND: Veri yok) (14).

Omiti Buyume
rnitin 50 ©
. , % . Mena- sicakligr °C
Tar ve tip Sus G+C P?BEgg- quinon

9 Min. | Opt. | Mak.
T.aquaticus YT1 67
ATCC 25106 65 + + 70 79 40
DSM 625 64
T.ruber BKMB1258 66
(Meiothermus Ruber)
NCIMB 11269 62 * A R G
DSM 1279 61
T. thermophillus HB8 DSM625 64
ATCC2762 69 + + 73 85 40
NCIMB 11244 62
T. filiformis Wai 33AI ATCC 43280 65 ND + 73 80 37
T. brockianus Ys-36 NCIMB 60 + + 70 ND ND
Rhodothermus marinus ATCC 43812 64
DSM 4252 65 ND ND 70 77 54

Meiothermus cerberus

Bu tarin Uyeleri kirmizi-turuncu renkli koloniler olusturur. Katalaz negatif, sistein,
tiosulfat ve tioglikonat gibi bilesikleri indirgeyebilir, Thermus besi ortaminda tUreme
gosterir; pirGvat, glutamat ve pirolini kullanabilirler. 3-OH yag asitlerinin orani 2-OH
yag asitlerinden daha yuksektir. % G+C orani 60,9 olarak bildirilmigtir (Tablo 2, 4)
(27, 13). Chung ve arkadaslarinin yaptiklari bir galismada izlanda jeotermal
kaynaklarindan ylksek seviyede 3-hidroksi yag asidi iceren (Tablo 4), kirmizi-turuncu
pigmentli, 55 °C ‘de optimum biylme gdsteren Meiothermus cerbereus sp. nov.,
izole edilmis bu izolatin buyumek igin sivi besi ortaminda sistein, tiosulfat, tioglikolat
ihtiyaci incelenmisg, diger Meiothermus turlerine benzemedigi tespit edilmistir (27).

Meiothermus chliarophilus

Hucre ve koloni 6zellikleri diger tirlerdeki gibi olan bu tur, parlak sari koloni olusturur,
katalaz negatiftir, dUsuk sicakliktaki sularda dreme gosterir ve 69,9 % G+C oranina
sahiptir (Tablo 2) (32, 13).

Meiothermus silvanus

izlanda ve Portekiz sicak sularindan izole edilen bu tir, yaklasik 55 °C’de gelisen,
kirmizi koloni olusturan, katalaz ve a-glikosidaz negatiftir. Pirolini hidroliz edemez, 2-
OH anteiso yag asidi orani diger turlerdekinden daha fazladir. Bu turtn glikolipitleri
uzun zincirli 1-2 diol ve gliserolipidlerin karisimindan olusur. % G+C oraninin ise 63,6
oldugu bildirilmigtir (Tablo 2) (32, 13).

Meiothermus rosaceus

Chen ve arkadaslarinin yaptiklari bir galismada, Yuan China sicak su kaynaklarindan
izole edilen ve pembemsi kirmizi pigment olusturan M. rosaceus, Gr(-), 40-70 °C'de
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ureyen, sakkaroz ve maltozu kullanamayan, nisasta ve jelatini hidroliz edemeyen, %
G+C orani 66,4 olan yeni tur olarak bildirilmistir (31).

Tablo 4. Meiothermus cinsine ait bazi turlerin yag asidi analizleri (35, 31, 21).

Yag Asitleri S8 23 S| £ e | E 3
s | 2= .85 | ©s .= =
[OR7) [OR7) LEW [ONT) O oA
=0 =0 =0on0 =0 =+~ =0
13:0 Iso 0,6 0,8 1,5 1,4 0,7 1,3
14:Iso 0,7 0,7 1,7 2,7 0,7 ND
14:0 0,6 0,3 0,7 - - -
13:0 Iso 30H 0,4 0,8 - - 1,1 0,5
15:1 Iso w9c 2,7 - - 3,8 0,3 -
15:0 Iso 33,0 25,6 42 1 34,6 38,4 46,5
15:0 Anteiso 5,5 26,5 8,1 11,1 2,9 3,0
15:0 1,8 0,4 2,1 1,6 2,0 0,5
16:1 Alcohol 0,8 - - 1,9 - -
16:0 Iso 2,9 1,5 2,5 4.0 2,6 ,
15:0 Iso 20H 0,7 0,9 0,5 - 0,7 1,1
16:0 7,6 6,4 9,1 45 6,1
UN 1,1 2,5 0,7 - 0,4 -
15:0 Iso 30OH - - 1,0 - - 2,5
17:1 Iso w9c 6,6 - - 4.8 1,1 -
17:1 Anteiso w9c 1,0 - - - - -
17:0 Iso 13,3 10,0 16,4 5,8 17,4 27,6
17:0 Anteiso 3,7 6,4 2,7 2,5 2,4 1,8
17:1 w6ec 0,8 1,3 0,7 - 0,3 -
17:0 0,8 0,3 1,2 - 1,7 0,3
16:0 20H 0,6 0,5 0,4 - 1,0 -
17:0 Iso 20H 7.8 9,6 7,3 3,3 12,0 6,9
17:0 Anteiso 20H 0,4 3,0 0,6 - 0,2 -
17:0 Iso 30H 1,1 - - 4.7 - 0,8
17:0 Anteiso 30H 0,6 - - 1,4 - -
18:0 Iso diol - 1,6 - - 45 1,6

Meiothermus taiwanensis

Taiwan sicak su kaynaklarinda izole edilen bu tlrin aerobik, spor olusturmayan,
kirmizi pigment olusturan, optimum 55-60 °C’de gelisen, ancak 40-70 °C ler arasinda
buyume gOsterebilen, heterotrofik uzun flamentli, farkh genisliklere sahip oldugu
tespit edilmis ve yeni tir olarak énerildigi bildirilmistir (Tablo 2, 4) (33).

Meiothermus timidus

Sari pigment olusturan, 55-60 °C’deki sicakliklarda ve pH 8,3 de optimum gelisme
gOsteren, katalaz ve oksidaz pozitif olan, ramnoz, ribitol ve gliserolu karbon kaynagi
olarak kullanamayan M. timidus, Pires ve arkadaglari tarafindan Portekiz ve Azores
sularindan izole edilmigtir. Meiothermus cinsi iginde yeni tur olarak yer almasi
onerilmistir (34).
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Tablo 5. Thermus cinsine ait yag asidi analizleri. (50).

— ()] 2]
= n = =
g Q § % oo T = a
€ |5 |&n |% |ES |En |2 |E
2+ |EY |Ed |22 |29 |§5H |8+ |
S | 2 sz |29 |E3 o auw | S
F> | FX |FT | > |2 F®O |0 | I
14:0 iso 0,9 - - 16 09 05 - 08
15:0 iso 17,6 50,7 10,8 33,5 4.1 37,7 15,8 324
15:0 anteiso 1,9 2,9 1,7 3.1 18,9 3,8 16,1 4.7
15:0 - 1,3 1,9 0,6 - 3,7 1,1 -
16:0 iso 13,0 1,0 9,6 12,1 8,4 3,1 3,8 5,8
16:0 16,3 9,0 11,9 9,2 3,5 2,7 8,0 8,0
UNP - - - - 2,9 - 2,5 -
15:0 iso 3-OH 3,2 - - - 0,6 - - -
15:0 anteiso 3-OH - - - - 1,1 - - -
17:0 iso 27,0 31,1 51,0 341 6,6 36,1 25,3 41,9
17:0 anteiso 2,7 1,9 6,2 3,3 36,7 3,7 25,8 57
17:0 - - 3,1 - - 2,1 1,2 -
16:0 iso 3-OH 2,4 - - - 0,9 - - -
16:0 3-OH 2,5 - - - - - - -
18:0 iso 0,6 - 1,4 0,5 0,9 - - -
18:0 0,9 - - - - - - -
17:0 iso 3-OH 7,6 - - - 2,4 - - -
0,7 - - - 8,8 - - -

Diger Termofilik Basiller

Thermomicrobium

Zorunlu aerobik, Gr(-) ve heteretroftur. Absorbans piki 494 nm olan kirmizi karatenoit
pigmenti olusturmaktadir. ilk olarak % 0,1 yeast extract, % 0,1 tripton iceren Allen’s
salts besi ortami plaklari (izerinde 70 °C’de 5 giin inklibasyon ile izole edilmistir. 45-
80 °C ve pH 7,5-8,7 arasinda gelismektedir. Optimum biytumenin 70-75 °C ve pH
8,2-8,5 arasinda oldugu bildirilmistir (Tablo 6.) (35).

Thermoleophillum

Mineral salt besi ortaminda 60 °C’de pH 6,5-7,5 arasinda 1 haftada blyiime gosteren
Gr(-) cubuklardir. Koloniler kiiglik yari seffaf yada beyazdir. 45-70 °C ler arasinda
bayume gostermektedir. 50 pg/ml Chlortetracyclin, 50 pg/ml streptomicin, 5 ug/ml
canamicin, 5 ug/ml eritromicin, 5ug/ml neomicin, 10 ug/ml cloramphenicol, 10 pug/mi
penicilin, 1 ug/ml novabiocine hassasiyet gostermektedir. Butlin suslarin tek tur
icinde yer aldigi bildirilmistir (Tablo 6) (35, 12).

Rhodothermus

Gr(-) cubuk seklinde flamentsiz ve hareketsiz bakterilerdir. Kirmizi karetenoit igerirler.
% 2 NaCl katilmig, % 0,25 yest extrakt ve % 0,25 tripton igeren besi yeri 162 de,
optimum 65 °C ve pH 7,0 da gelismektedir. 54-77 °C arasindaki sicakliklara, % 0,5-6
NaCl degerlerine tolorans gostermektedir. 5 ng/ml kanamisin, 30 pg/ml eritromisin,
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15 pg/ml neomisin, 30 ug/ml cloramfenikol, 5 pug/ml penisilin G, 10 IU ampisilin, 10
ug/ml tetrasiklin, 15 pg/ml polymiksine hassasiyet gosterdigi saptanmistir (Tablo 6)

(12).

Tablo 6. Diger Termofilik Basillerin Biyokimyasal Ozellikleri. (12).

Karakter Thermomicrobium Thermoleophillum Rhodothermus
Hiicre formu Pleomorfik gubuk 1,3- Kisa gubuk Cubuk
1,8x3-6 um 0,4x 0,7-1,5um 0,5x 2-2,5um
Blylme sekli Tek ya da cift hiicre Tek hicre Tekguaccriea cift
Optimum °C 70-75°C 60°C 65 °C
Blylme araligi 45-80°C 45-70°C 54-77 °C
Hicre duvari Protein alt tnitesi P.e.ptldoglu.k.an ND
icinde ornitin
G+C %64 %69-70 %64,5
Optimum pH 8,02-8,5 7,0 7,0
Karbon kaynaklari
Glikoz - - +
Laktoz ND - +
Sakkaroz + - +
Maltoz ND - +
Glutamat + - +
Pruvat ND - +
Asetat - - +
Gliserol + - -
Mannitol - - ND
n-Alkanez C12-30 ND + ND
Jelatin hidrolizi ND ND -
Katalaz ND + +
Oksidaz ND ND +
Nitrattan Nitrit ND ND -
Sacchorococcus

Gr(+) Ozelligi sahip, 50-100 hilcrenin bir araya gelmesi ile toplu halde bulunan
bakterilerdir. Seker fabrikalarindan izole edildikleri ve 70 °C’de pH 6,5 de 16-24 saat
suren inkibasyon sonunda gelisme gosterdikleri bildirilmistir (Tablo 7) (12).

Acidothermus

Gram boyama reaksiyonlari degisebilen 0,4-0,5 um ¢apli, 2-5 um uzunlugunda ince
cubuk seklinde, spor olusturmayan bakterilerdir. Flamentlere sahiptirler. pH 5,2’de,
icine % 0,05 yeast-extrakt, % 0,05 D-sellobioz, ve % 0,5 selulozik substrat ilave
edilmis, duslik fosfat iceren tuzlu besi ortaminda 50-65 °C’de 1-2 haftada gelisebilen
bu grubun Uyelerinin oksidaz pozitif, katalaz negatif reaksiyon gosterdikleri
bildirilmistir. (Tablo 7) (12).
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Tablo 7. Diger Termofilik Basillerin Biyokimyasal Ozellikleri. (51).

Karakter Sacharrococcus Acidothermus Scodothermus
Hiicre formu Kok Basil Basil
1-2 um 0,4x 0,2-5um 0,5x -1,5um
- . . o . Tek ya da
Blyume sekli Dizensiz yiginlar Tek hucre Gift hiicre
Optimum °C 68-70°C 50-60°C 60°C
Buylme araligi 50-78°C 37-70°C 42-73°C
Huicre duvari Peptidoglikan-DAP | Peptidoglikan-DAP ND
G+C % %47,8 %60,7 %65,5
Optimum pH ND 5,0 7,5
Maltoz + + +
Pirolin ND ND +
Glutamat ND - +
Asetat ND ND +
Piruvat - - -
Sakkaroz + - +
Glikoz + -
Lactoz -(degigken) ND -
Ksiloz + ND ND
Mannitol + + ND
Seluloz ND + ND
Pirolin ND ND +
Glutamat ND ND +
Nitrat ND ND -
Jelatin hidrolizi - + -
Katalaz + - +
Oksidaz + + +
Lipaz + ND ND
Nitrattan Nitrit - - +
Antibiyotik direnci Polimixin B Penicilin G Polimixin B
Scodothermus

Gr(-) 1,5um uzunlugunda, 0,5 um genisliginde bakterilerdir. % 0,25 yeast extrakt ve
% 0,25 tripton ilave edilmis besi yeri 162 de 72 °C’de 2 glnde gelisirler. Optimum pH
7,5 olmasina ragmen pH 6-8 arasinda da gelisme gosterirler. Sicakhgi 70-80 °C olan
jeotermal kaynaklardan izole edilebilirler (Tablo 7). Buylumek igin vitamin ve blyime
faktorlerine ihtiyag duymayan bu grubun anaerobik ya da c¢ok duslk oksijen
konsantrasyonlarinda gelistikleri bildirilmistir (12).

1.4. Sicak Sulardaki Hipertermofiller

Pek cok sicak su kaynagi, suyun kaynama noktasina yakin sicaklik degerlerine
sahiptir. Bu sularda hiperthermofillerin ¢ok c¢esitli tlrlerine rastlamak mumkundur. Bu
mikroorganizmalarin buyumeleri, birka¢ gun zenginlestirildikten sonra gozlenebilmig
ve buyuyen prokaryot kolonileri mikroskobik olarak incelenmigtir. Yapilan ekolojik
calismalarda sicak kaynaklarda bulunan mikroorganizmalarin ¢ok hizli bayuadagu ve
bir saatten daha kisa bir slrede boélindikleri kaydedilmis elde edilen kultarlerin
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cogunun oldukga farkli morfolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip oldugu saptanmistir.
Ribozomal RNA dizilimleri kullanilarak yapilan calismalarda, cesitli tlrlere ait
bakteriler ve hipertermofilik Archaea arasinda buylk evrimsel cesitlilik oldugu
gosterilmistir. Bu hipertermofillerin bazilarinin 100 °C’nin Ustiinde optimum bilyime
gOsterdikleri; bundan dolayi da laboratuvarda kaynama noktasina ulasan sicaklikta,
basing altinda buyutulebildikleri bildirilmistir (5).

Archaea’lar yuksek tuz, yuksek sicaklik, dusuk pH ve anoksik ortamlar gibi ekstrem
cevre sartlarina adapte olabilmis mikroorganizmalardir. Bu 6zelliklerinden dolayidir ki
yasam ilk defa ortaya ciktiginda Dunya uzerinde Archaealar dan bir grubun var
oldugu diasunulmektedir (1).

Tablo 8. Hipertermofilik Basillerin Karakteristik Ozellikleri. (39).

| ) o, DNA Sicaklik Optm

Cins Morfoloji intiyaci rgilz/:o . oH
Min. Ort. Mak.

Sulfolobales
Sulfolobus Loblu kok Ae 37 55 75 87 2-3
Acidianus Kok Fac 31 60 88 95 2
Metallosphere Kok Ae 45 50 75 80 2
Thermoprotales
Stygiolobus Loblu kok An 38 57 80 89
Thermoproteus Basil An 56 60 88 96
Thermophillum Basil An 57 70 88 95 55
Pyrobaculum Basil Fac 46 74 100 102 6
Desulfurococcales
Desulfurococcus Kok An 51 70 85 95 6
Staphylothermus Kok-kimesi An 35 65 92 98 6-7
Pyrodictium Flamentli disk An 62 82 105 110 6
Pyrolobus Kok Fac 53 90 106 113 5,5
Thermodiscus Kok An 49 75 90 98 55
Igneococus Kok-diizensiz An - 65 90 103 5
Hyperthermus Kok-diizensiz An 56 75 102 108 7
Archaeglobales
Archaeglobus Kok An 46 64 83 95
Ferroglobus Kok-diizensiz An 43 65 85 95
Thermococcales
Thermococcus Kok An 37-57 70 88 98 6-7
Pyrococcus Kok An 38 70 100 106 6-8
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Filogenetik olarak Archaea Ug¢ blUyuk gruba ayrilmaktadir. Bunlar Crenarchaeota,
Euryarchaeota ve Korarchaeota dir. Korarchaeota evrimsel olarak dallanma
g6stermez. Crenarchaeota Uyelerinin bilinen timi son derece sicak ortamlarda
yasayan hipertermofil tarleri igerir. Pek ¢ok hipertermofil, kemolitotrofik ototroftur.
Yasadiklari ortamlar fotosenteze uygun olmadigindan bu mikroorganizmalar zorlu
cevresel sartlarin tek primer ureticileridir (5).

Hipertermofillerin sogukta yasayan akrabalari buzlu kutup bdlgesi sularindan izole
edilmistir. Euryarchaeota ise Archaea nin ¢esitli fizyolojik 6zellikteki gruplarini kapsar.
Bunlarin gogu Crenarchaeota’lar gibi hipertermofil, kemolitotrofik ototroftur ve metani
metabolizmalarinda kullanirlar. Archaea aleminin filogenetik farki, son derece
termofilik dogaya sahip mikroorganizmalar olmalaridir. Bu canlilar sicak seven
prokaryotlari temsil ederler. Hipertermofillerin  bazilarinin  suyun kaynama
noktasindan daha yuksek sicakliklarda gelistigi bildiriimektedir (1).

Birgok hipertermofilik Archaea, jeotermal 1sinmis topraklardan ya da elementel sulfit
iceren sulardan izole edilmistir. Bunlardan birgok tarin sulfird cesitli yollarla
metabolize ettigi gosterilmistir. Hipertermofillerin ¢ogu zorunlu anaeroptur. Eneriji
uretim mekenizmalari kemoorganotrofik ya da kemolitotrofiktir. Thermococcus ve
Thermoproteus organik bilegikleri oksitler ve S’i elektron alicisi olarak kullanir. Pek
cok hipertermofilik Archaea kemolitotrofik olarak bulyuyebilmekte ve Hy yi enerji
kaynad! olarak kullanmaktadir. Ornegin Pyrodictium’'un, 110 °C’nin Uzerindeki
sicakliklarda, H, ve S eklenmis mineral tuz ortaminda anaerobik olarak gelistigi
bildirilmistir (5).

Hipertermofilik Archaea diger prokaryotlarin gelisemedigi ¢ok yuksek sicakliklarda
gelisebilmektedir. Eucaryotlar ve Eubacteriler ile karsilastirildiginda, Archaea
zarlarinin, Eucaryotlar ve Eubacterilere benzemekle beraber kimyasal olarak tek
katmanl olduklari gorilmektedir. Bu zarlarda lipitlerin birbirinin igine dogru isaret
eden hidrofobik kisimlari kovalent baghdir. Tek katmanli lipitten olusan zarlar
hipertermofilikler arasinda olduk¢a yaygindir. Ayrica yag asitlerince zayif, eter
baglariyla gliserole bagli hidrokarbon yarimlari bakimindan zengindir.

Hucre duvari incelemeleri yapilan Archaea’lardan Methanobacterium  tirlerinin
pseudopeptidoglukan olarak adlandirilan peptidoglukan benzeri bir yapiya sahip
olduklari, bu yapinin aminoasitlerinin digerlerinden farkli olarak L formunda oldugu ve
icerdigi amino sekerler arasinda ,1-3 baglari bulunmadigi saptanmistir (1).

Son on yildir ekstrem sicaklik, basing, pH ve iyonik ortamlarda gelisebilen ekstrem
mikroorganizmalar arastirmacilarin dikkatini cekmektedir. Ekstrem termofiller sira digi
durumlarda gelisme gosterdiginden g¢esitli modifikasyonlar gerektiren kaltur
metotlarinin gelistiriimesi oldukga gerekli olmustur. Buna ragmen, hidrothermal
kaynaklardaki Archaea varhidinin saptanmasi klasik mikrobiyal metodlarin
kullanimiyla yeterince verimli olmamaktadir. Bu konuda son yillarda yapilmis bir
calismada kulture alinamayan Archaea’nin oOzellikleri, 16S rDNA primerleri ve
proplari kullanilarak yapilmaktadir (36). Bu canlilarin yasam 6zelliklerinin tespitinde
onceden kullanilan izolasyon tekniklerindeki gibi basit yapili genlerin tespiti ve
kataloklanmasinin yerine ginumuzde kullanilan tekniklerle, ekolojik ¢evreden buyuk
miktarda DNA izolasyonu yapilarak, termofilik canlilarin fizyolojik potansiyellerinin
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belilenmeye calisildigi ve bu yontemin gunumuzde oldukga yaygin oldugu
bildirilmigtir (36, 37, 38).

Siniflandirma

Sulfolobales

Solfatar alanlar ve yulksek asitlige sahip sularda buluna Sulfolobales Uyeleri disuk
iyonik degerlere sahip, icine sulfur karigtinimis ve pH’si 3’e ayarlanmis gesitli besi
ortamlarinda buiyiirler. inkiibasyon sicakhigi tire gére degismekle birlikte, ortam
asitligi, organik substratlarin varhgi ve sicaklk artigi segici 0zellik gostermektedir
(Tablo 8) (1, 39, 40)

Termofilik ve hipertermofilik Archaea’nin 12 farkli tart ile yapilan bir ¢alismada,
optimum buylime sartlarinda organik solutlerin birikimi arastiriimig, Pyrobaculum
aerophilum, Thermoproteus tenax, Thermoplasma acidophilum ve Sulfolobales
ordosunun uyelerinin trehaloz Urettigi saptanmistir. P. furious di-myo-inositol-
1,1'(3,3)-fosfat ve B-mannosilgliserat, Methanothermus fervidus, cyclic-2,3-
difosfogliserat ve - mannosilgliserat birikimi yaparken Pirodictium occultum da yalniz
di-myo inositol-1,1’(3,3’)-fosfat birikimi oldugu bildirilmistir (41).

Thermoprotales

Bu gruba ait Archaea, sicakligi 100 °C ve daha yiiksek volkanik biotoplarda bulunur.
Flamentli gubuklar seklinde olan hiicreleri degisen uzunluktadir. igine silfir ilave
edilmig, duguk tuz konsantrasyonlu besi ortaminda, H2/CO, (80:20 v/v ) anaerobik
gaz solunumuyla, bir haftada biylime gosterirler (Tablo 8) (42, 43)

Bu konu yapilan bir galismada, Pyrobaculum cinsine ait yeni bir archaea uyesi
bulunmus, bu tirin 100 °C’de optimum blylime gosteren, zorunlu anaerop 6zellikte
oldug@u bildirilmigtir (43).

Archaeglobales

Bu grup iginde yer alan bakteriler sulfat indirgeyen mikroorganizmalardir. Deniz
altindaki anaerobik hidrotermal alanlarindan izole edilirler. Buyumek igin yuksek
sicaklik ve tuza ihtiyag duyarlar. 85 °C’de sulfat ve tiosulfat iceren deniz suyunda, 6n
zenginlestirme yapildiktan sonra, anaerobik sartlarda N»/CO, yada H,/CO, (80:20), 3
bar basing altinda, 70 °C’de, pH 6,9'da (Tablo 8) ve 80 rpm’de, 8 giinde 1-2 mm ¢apl
yesil-siyah koloniler olugtururlar (44).

Thermococcales

Thermococcaceae adinda bir tek familya, Thermococcus ve Pyrococcus olarak iki
cinse sahip bu ordonun uyeleri, deniz solfatar alanlari ve alkali jeotermal
kaynaklardan izole edilmistir. Bu ordonun henlz isimlendiriimemis Uguncu bir cinsi
daha oldugu dusunulmektedir. Bilinen buatin turler termofilik ve anaerobiktir.
BlylUmeleri igin 85-110 °C sicaklik, No/CO, yada H,/CO, den olusan anaerobik ortam
sartlarinda, tripton, maya ekstrakti, glikojen, ve elementel sulfure ihtiya¢ duyduklari
saptanmistir (Tablo 8) (45).

Japonya’'da sicak kaynaklardan izole edilmig bir archaea olan Thermococcus sp.
Uzerinde yapilmis bir ¢alismada, besin, ilag ve kozmetik endustrisinde kullanilan
cyclomaltodekstrin gulukanotransferaz uretimi gergeklestirilmistir (46).
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Desulfurococcales

Desulfurococcales ordosu uyelerinin bilinen pek ¢ok Archaea gibi deniz altindaki
volkanik habitatlarda yasadiklari bildirilmektedir. Bu canlilar ortalama 100 °C’de
gelisirler ancak, Pyrolobus optimum 106 °C’de gelisme gostermektedir. Pyrodictium
dyeleri elemental sulfir ilave edilmis ortamlarda dizensiz diskler halinde gelisirken,
Pyrolobus fumari 113 °C gelisme sicakligi ile bilinen en termofilik turddr. 121 °C
otoklav sicakligina 1 saat dayanabilmektedir. Pyrolobus’un ototrof oldugundan
yanardag bacalari, hidrotermal kaynaklarin ¢ikis alanlarinda buyume gosterdigi
bildirilmistir (1).

Hipertermofiller ile yapilan bir ¢alismada da elektron dondra olarak hidrojen, akseptor
olarak ise Fe(lll)-sitrat bulunan besi yerinde Pirodictium islandicum buyutaimustar. P.
islandicum hucre sayisi artarken Fe(lll) azaldigi bulunmustur. P. islandicum’un hucre
suspansiyonunda elektron dondérl olarak hidrojen kullaniimasinin yaninda U(vi),
Tc(vi), Cr(vi), Co(in) ve Mn(iv) metallerini de indirgedigi gorulmastar. (47).

Sonug

Bircok hipertermofil mikroorganizma, Archaea grubu iginde yer almaktadir. Bunlarin
bir alt grubunun ise optimum 75 °C’de yasayan ekstrem termofiller oldugu bildirilmistir

(1)

Archaea grubuna ait mikroorganizmalar son derece ekstrem sartlara uyum saglamis
canhlardir. Hipertermofiller olarak adlandirilan bu mikroorganizmalarin pek ¢ogu
suyun kaynama noktasi sicakligindan daha ylksek sicakliklarda gelisebilir.
Gunumuzde hipertermofiller ve bunlardan izole edilen enzimler, yiksek isilarda
bozulmaya ugramadiklarindan dolayr endustride pek ¢ok reaksiyonun
gerceklesmesinde, atik metallerin toksisitesinin azaltilmasinda, biyolojik metal
Ozutlemesi gibi alanlarda kullaniimaktadir (46, 41, 47). Ayrica biyolojik indirgenmenin
hidrotermal alanlarda metallerin gesitlenmesine katkida bulundugu ve hipertermofilik
mikroorganizmalar ya da onlarin enzimlerinden toksik metallerin indirgenmesi ve
metaller ile kontamine olmus sularin ve boya endustrisinde anaerobik aritma
tanklarindaki atik suyun yeniden kullanilabilir hale gelmesinde yararlanilabilecedgi
bildirilmistir (47, 48).

Tarkiye sicak su kaynaklari bakimindan oldukga zengin bir Glke olmasina ragmen,
yapilan literatlr arastirmalarinda bu kaynaklarin mikrobiyal 6zellikleri ve bu alanlarda
yayllim gdsteren mikroorganizmalarin izolasyonu, identifikasyonu ve biyoteknolojik
acidan oldukga buyuk degere sahip olan enzim sistemlerinin arastirilmasi ve enzim
izolasyonlarinin yapilmasina yonelik kapsamli g¢alismalara rastlaniilmamistir. Bu
konuda yapilan ¢aligmalarin artmasiyla biyoteknolojik ve ekonomik dnemi son derece
yuksek olan termofillerin Ulke ekonomisine 6nemli katkida bulunacagi agiktir.
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