50

ERCIYES UNIVERSITESiI VETERINER FAKULTESI DERGISI
Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University

Derleme / Review Article
13(1), 50-57 , 2016

Bakteriyel Taksonomi ve Yeni Tiirlerin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

H. Dilsad ACIKALIN', H. Kaan MUSTAK!

"Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, 06110, Ankara-TURKIYE

Ozet: Mikroorganizmalarin farkli ve benzer 6zelliklerini dikkate alarak gruplara ayirma ve belirleme islemlerinin olusturdugu
sisteme taksonomi denir. Bakterilerin siniflandirmasi ve adlandirmasi icin kullanilan konvansiyonel yontemlere alternatif ola-
rak molekuler tani yontemleri gelistirilmis, bunlar arasinda da 16S rRNA dizi analizi ve DNA:DNA hibridizasyon yontemleri en
gecerli teknikler olarak ortaya konulmustur. Siniflandirmada %70 veya daha fazla DNA:DNA hibridizasyonu gosteren ve 16S
rRNA sekanslamasinda %97 veya daha fazla benzerlik gdsteren suglar ayni tiir olarak dikkate alinir. identifiye edilen tirler
belirlenen kurallara gore cesitli bilimsel dergilerde yayimlanir ve resmi protokoller izlenerek ulusal kultir koleksiyonlarinda yer
alirlar. Bu derlemede, yeni bakteri turlerini tanimlayabilmek igin gerekli olan metotlar kisaca anlatilarak bu tirlerin siniflandiril-
masi ve ulusal kiltir koleksiyonlarina girebilmesi igin gerekli kosullar 6zetlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri, hibridizasyon, taksonomi, 16S rRNA
Bacterial Taxonomy and Methods in Identifying New Species

Summary: The system which separates the microorganisms into the different groups by considering the similar and different
characteristics of the microorganisms is named taxonomy. Molecular diagnostic methods as alternatives to conventional
methods used for classification and naming of bacteria have been developed, including the 16S rRNA sequence analysis and
DNA: DNA hybridization methods have been put forward as the most current techniques. Strains showing 70% or more DNA:
DNA hybridization and 97% or more 16S rRNA sequence homology is considered to be the same species. As a result of these
rates, strains which have been identified as different bacterial species can be published in various scientific journals and by
entering the national culture collection thought monitoring official protocols. In this paper, requisite methods to identify new
bacterial species are summarized briefly explaining the conditions to enter into the national culture collections.
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iclerinde birbiri ile iligkili G¢ alani kapsar. Siniflandir-
ma, ortak benzerlikleri veya evrimsel iliskileri esas
alinarak organizmalarin “taksa” adi verilen gruplar

Girig

Mikroorganizmalar birbirinden son derece farkli

Ozellikler tasidiklarindan, ortak Ozellikleri dikkate
alinarak siniflandiriimis ve gruplar halinde dizen-
lenmistir. Bu amagla olusturulmus ve resmen kabul
edilmis sisteme taksonomi denir (18). Taksonomi
(yunanca taxis: dizenleme, siraya koyma; nomos:
kanun) biyolojik siniflandirma bilimi olarak tanim-
lanabilir. Taksonomi siniflandirma, isimlendirme ve
tanimlama olmak Uzere birbirinden farkli ama kendi
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icinde diizene konulmasidir. isimlendirme, her bir
organizmaya, yayimlanmig kurallara uygun olarak
isim verme islemidir. Tanimlama ise taksonominin
uygulama tarafidir; organizmalarin hangi taksona
ait olduklarini belirleme iglemidir. Bu sekilde orga-
nizmalar tam bir taksonomik sema icinde yerlestiri-
lebilirler. Bir siniflandirma semasi, en buyuk ve en
genel olan “alem” ile baslayip en kiiguk ve en 6zel
olan “tir” ile sona ermek lGzere asagiya dogru inen
yedi dizi seklinde duzenlenir. Bdylece bir mikroor-
ganizma hiyerarsik bir diizende daha blyUk grup-
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larin bir Gyesi olan kiglk, homojen bir grup icine
yerlestirilir (27).

“Bergey’s Manual” ve “The Prokaryotes”

Bergey’s Manual, 1923’den beri mikrobiyologlar
tarafindan kullaniimaktadir ve bilinen tim prokar-
yotik turlere ait 6zet bilgiler iceren ciltler halinde bir
ansiklopedi seklindedir. Konusunun uzmani tara-
findan yazilmis her bdlum, tablolar, sekiller ve tes-
histe kullanilabilecek diger sistematik bilgileri icerir.
Bergey’s Manual, ilk defa 1923’te David Hendricks
Bergey tarafindan basiimistir (27). Gunimuizde
Bergey’s Manual, ribozomal RNA dizilemesi (rRNA)
ve genomik ¢alismalarin bol miktarda fenotipik bilgi
ile harmanlandigi pek ¢cok kavrami igine alir. Yeni
Onerilen isimleri onaylayan International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJ-
SEM), bu isimlerin prokaryotlarin taksonomisinde
temel bir kaynak olan Bergey’s Manual of Systema-
tic Bacteriology adli kitaba dahil edilmesinin dnina
acar (18).

Prokaryotik cesitliligi inceleme ve arastirmada
kullanilan ikinci temel kaynak ise “The Prokaryo-
tes”dur. ilk baskisi 1981’de yayimlanmis olup; bu
¢alismanin 4100°den fazla sayfa igeren (dort cilt)
ikinci baskisina (1992), su an online olan uguncu
bir baskisi ile “http://141.150.157.117:8080/prok-
PUB/index.htm” adresinden ulasilabilmektedir.
Elektronik baski prokaryotik taksonomi ve filogeni-
de hizla ortaya ¢ikan yeni verilerin yansitilabilmesi
icin sikhkla glincellestiriimektedir (6).

Bergey’s Manual ve The Prokaryotes, mikrobiyo-
loglara bugunki bilgimiz dahilindeki prokaryotik
taksonomi ve filogeni hakkinda detayl bilgiler sag-
layan hem bir kurulug, hem de yeni izole ettikleri
prokaryotlari tanimlamalarinda kullanacaklari te-
mel kaynaklardir (2).

Mikrobiyal Evrim

Mikroorganizmalarin evrimi, mutasyon ve selek-
siyon kokenlidir. Bu Darwinist yaklagimda butin
organizmalar gegmiste var olmus ortak bir atadan
kdken alirlar. Last Universal Common Ancestor
(LUCAYdan beri mikroorganizmalar da bu gorisU
destekleyecek sekilde atalarindan koken almis ve
mikrobiyal evrimi gergeklestirmigti. LUCA, 3.5-
3.8 milyar yiIl 6nce yasadigi varsayilan dinyadaki
tum organizmalarin son ortak atasi canliya verilen
isimdir. DUnya Uzerinde su an yasayan canlilarin
ortak Ozelliklerinden yola cikarak LUCANIn bazi
dzellikleri belirtilmistir. Ornegin; genetik materya-
li DNAdIr, genetik kod proteine ifade edilmektedir
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ve diger tim fonksiyonlar proteinlerce yuratalir. Bu
gorusler Meksikali bilim adami Antonio Lazcano
Araujo’nun “The Prodigious Bacteria”, “The Spark
of Life” ve “The Origin of Life” adl kitaplarinda des-
teklenmektedir (12).

Mikrobiyal evrimi molekiler anlamda takip ede-
bilmek ise asagida agiklanan cesitli yontemlerle
mumkuandur (16).

Genomik Degisiklikler

DNA sekans varyasyonlari organizmalarin geno-
munda tim gen kazanma ya da kaybetmelerini
iceren mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Repli-
kasyondaki hatalardan meydana gelen ya da UV
gibi dis faktoérlerden kaynakli mutasyonlar dogal
seleksiyon acisindan mikroorganizmalarin haya-
tinda 6nemli yer tasimaktadir (14). Adaptif mutas-
yonlar mikroorganizmalarin digerleriyle yarigini ve
dogal seleksiyonla hayatta kalma sanslarini arttir-
maktadir. Mikroorganizmalarin genomunda birikim
yapan bu mutasyonlar yararli olabildigi gibi mik-
roorganizma aleyhinde de olabilir. Prokaryotlarin
haploid olmasi onlarin evrimini de etkiler. Mutas-
yonlar ayrica, gen UrininU ve baska bir yarisma
faydasini hiicreden elimine eden gen kaybina da
yol agmaktadirlar. Gen kaybinda ekstrem durum-
lari, genelde zorunlu besinlerini konakgilarindan
alan zorunlu simbiyontlar ve parazitleri kapsayan
evrim hikayeleri olusturmaktadir. Bu onlarin daha
cok dogal seleksiyon ile iligkili oldugu durumlarda
g6rulmektedir (18).

rRNA Dizilerinden Elde Edilen Mikrobiyal Fi-
logeni

rRNA, ribozomlarda bulunan bir RNA tipidir, ri-
bozomun protein senteziyle iligkili katalitik fonk-
siyonundan sorumludur. Ribozomal RNAnIn
gorevi, mRNA'daki bilginin translasyon sireci si-
rasinda aminoasit dizisine ¢evrilmesi igin tasiyici
RNA (tRNA) ile etkilesmek ve uzayan peptit zin-
cirine aminoasit takmaktir. Hicre sitoplazmasinda
bulunan RNA'nin %80’i rRNA'dan olugur. Filogene-
tik analizlerde kullanilan bir molekil olan rRNAlar,
mukemmel sayilabilecek evrimsel kronometreler
olup énemli 6zelliklere sahiptirler (19). 16S rRNA
hem ylksek derecede korunmus, hem de yuksek
derecede degisken bolgelere sahiptir. Bu degisken
bdlgeler sayesinde bakteri ve arkelerden 16S rRNA
genlerinin 6zel primerleri sentezletilir ve bu primer-
ler, her bir gruba ait tirlerin varligini arastirmak igin
kullanilir. EGer ¢cok daha 6zel primerler kullanilirsa
her bir gruptaki 6zel alt gruplar hedeflenebilir (28).
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Bakteriyel 16S rRNA genleri, degisik bakteriler ara-
sinda 6nemli sekans farkhliklari gdsteren dokuz
degisken bodlge igerirler. Bu degisken bdlgelerin
sekanslari diagnostik tahliller ve diger bilimsel ca-
lismalar icin hedef olusturmaktadir (4). Oxyphoto-
bacteria’ya ait bir galismada V6, V7 ve V8 degis-
ken bolgelerden 16S rRNA sekanslamasina dayall
siniflandirma ve sus karakterizasyonu yapilmigtir
(25). Yapilan diger bir calismada ise iki laktik asit
bakterisine ait (Lactococcus spp. ve Leuconostoc
spp.) V1 ve V3 degisken bdlgelerinden 16S rRNA
sekanslamasina dayali spesifik DNA problari gelis-
tirilmis ve hibridizasyon deneyimleriyle PCR teknik-
leri birlestirilmistir. Sonug¢ olarak identifikasyon igin
hizli ve hassas bir metod gelistirilmistir (17).

Ribozomlar hem prokaryot hem de 6karyotlarda
blylk alt birim ve kiiglk alt birim olmak Uzere iki
altbirimden olusur (29).

Prokaryotlarda buUyukltkleri 5S, 16S, 23S olan u¢
cesit ribozomal RNA molekillt vardir. 16S rRNA
ribozomun 30S kigUk alt biriminin bir pargasi ol-
dugundan “Small Subunit rRNA”(SSU) rRNA kigik
alt birim dizilemesi kisaltmasi,16S dizilemesi ile es
anlama gelmektedir. “S” Svedberg’i simgeler. Bu
alt birimler santrifijleme sirasinda hangi hizda ¢6-
keldikleri ile iligkili olarak adlandirilir (23).

rRNA dizilerine ait cok genis bir veri tabani mevcut-
tur. Ornegin, Ribozomal Veri Tabani Projesi (RDP)
su an sayisi 100.000’i asan bu tur dizilere sahiptir.
RDP’ye internet Uzerinde erisilebilmekte ve dizi-
lerin yani sira filogenetik egitimler, referans kay-
naklar, yeni olusturulan dizilerin gosterimi ve diger
birtakim 6zellikleri de icermektedir (http://rdp.cme.
msu.edu/html) (11).

Yeni bulunan diziler, RDP’deki veya GenBank
(Amerika Birlesik Devletleri), DDBS (Japonya) ve
EMBL (Almanya) gibi diger genetik veri tabanindaki
mevcut dizilerle karsilastirilabilir. SSU rRNA dizile-
rinin karsilastirilmasinda saf kilttirle ¢alisilabilir an-
cak bu kesin bir sart degildir. isleme baglamak igin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak
genomik DNA'dan 16S rRNAyI kodlayan gen ¢o-
daltihr. Daha sonra PCR Uriini Sanger metodu ya
da dizilemesi denilen dideoksi DNA dizileme meto-
du ile dizilenir. Bu prosediir oldukga hizli ve spesifik
calisir. SSU rRNA'lardaki korunmus dizilere komp-
lementer PCR primerleri kullanarak, dizileme amaci
ile sadece ¢cok az miktardaki materyalden ¢ok yuk-
sek miktarda DNA Urinu elde edilebilir. Dizileme
tamamlandiktan sonra dizi verileri bilgisayar analizi
icin hazir hale gelir. BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) algoritmasina dayanan web sitesin-
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de (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) homolog
genler identifiye edilip daha dnce sekansi yapilimis
binlerce spesifik diziyle kargilastirilabilir (10).

Konvansiyonel bakteriyolojik kiltlirin zaman alici
olmasi ve Uretilmesi zor olan bakterilerin yarattigi
guglukler nedeniyle, son yillarda molekiler tani
yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Bakteri siniflandir-
masi ve adlandirmasi igin kullanilan molekiiler tani
yontemleri arasinda bulunan, bakteri kulttirinden
16S rRNA dizi analizi en gecerli yontemdir (15).

Evrimsel Yagsam Agaci

Evrimsel yasam agaci yasamin bir haritasidir.
Tum organizmalara ait hiicrelerin evrimsel tarihle-
rini resmeder ve U¢ domaini agikga ortaya cikarir.
Evrimsel agacin koku, yerylzinde mevcut tim
yasam formlarinin ortak bir atayr (LUCA) yani ev-
rensel atayi paylastigi evrimsel tarihteki bir noktayi
temsil eder (14).

Daha dnceden canlilar dinyasi bes alem icerisinde
gruplandiriyordu: Plantea, Animalia, Fungi, Protista
ve Monera. Molekiler filogeni, bes alem sisteminin
bes temel evrimsel soyu temsil etmedigini ortaya
ctkarmigtir. Bunun yerine yeryuzindeki hlcresel
yasam, ikisi kendine has sekilde mikrobiyal ve sa-
dece prokaryotik hicrelerden olusan “domain” adi
verilen (¢ temel soy Uzerinden evrimlesti. Uglinci
soy ise Okaryotlari icerip monera hari¢ 6zgun bes
alem sisteminin hepsini kapsar. Prokaryotik grup-
lar, Bacteria ve Archaea’dir; Okaryotik domain Eu-
karyota olarak adlandirilir. Bu terimler yasamin G¢
domainini temsil eder ki domain biyolojik taksonla-
rin en ust seviyesidir. Bu sebeple bitkiler, hayvan-
lar, funguslar ve protistalarin hepsi Eukarya domai-
ni icerisindeki alemler olarak kabul edilir (2).

Mikrobiyal Taksonomi ve Kullanilan Yéntemler

Klasik Taksonomi: Taksonomiyi ve filogeniyi bir-
birinden ayirmak énemlidir ¢iinkd bu iki terim ger-
cekte farkli anlamlara gelmektedir. Bakteriyel tak-
sonomi klasik anlamda fenotipik analizlere dayanir.
Bunlar bir organizmanin neye benzedigi, enerji me-
tabolizmasi, enzimleri ve diger 6zelliklerini kapsar.
Her ne kadar prokaryotlarin filogenisini genotipik
analizler ortaya cikarsa da, fenotipik analizler bak-
teriyel teshis ve siniflandirmada énemli rol oyna-
maktadir. Bu, 6zellikle mikrobiyal tani gibi teshisin
kendisinin bir amag¢ oldugu durumlarda daha da
One ¢ikmaktadir (27).

Klasik bakteriyel taksonomide pek cok fenotipik
karakter degerlendirilir ve elde edilen veriler orga-
nizmalar tirden domaine kadar olan taksonomik



Erciyes Univ. Vet. Fak. Derg. 13(1) 50-57, 2016

basamaklara gruplandirmak igin kullanilir (30). Tak-
sonomik degere sahip karakterler: morfoloji, bes-
lenme ile fizyoloji ve habitattir (22).

GC Oranlari: Bir organizmanin genomik DNA'sIn-
daki GC orani, taksonomik sonuglari yorumlarken
kullanilan aydinlatici 6zelliklerden biridir. GC orani,
bir organizmanin, DNA'sindaki guanin (G) ve sito-
zin (C) bazlarini iceren toplam nukleik asit ylzdesi
olarak tanimlanir. Bu oran, DNA'nin erime sicakli-
ginin 6lgimi veya kromatografi yontemleri gibi ¢e-
sitli ydontemlerle belirlenebilir (5). GC orani oldukga
degisiklik gosterip, prokaryotlar arasinda bilinen en
dusuk degeri %20 iken en ylksek degeri yaklasik
%80 kadardir. Cok cesitli organizmalarin DNA baz
icerikleri belirlenmis olup, bir organizmanin GC
orani bilgisi duruma bagh olarak veri olabilir. Me-
sela iki organizmaya ait GC oranlari benzer olabilir
fakat hem taksonomik hem de filogenetik agidan
birbirlerinden oldukga farkhlik gosterebilirler, ¢link
DNA'daki tek bir baz igerigi ile baz dizisinde cesitli-
lik gézlenmesi mimkundir. Bu durumun aksine iki
organizmanin GC oranlarinin %5’den fazla farkhlik
gOstermesi, sadece birkac ortak DNA dizisi payla-
sabilecekleri anlamina gelir ve bu nedenle birbir-
leriyle yakin iliskide olma ihtimalleri de duser (18).

Molekiiler Taksonomi (Kemotaksonomi): Kemo-
taksonomi olarak da adlandirilan molekuiler tak-
sonomi, hiucredeki bir veya daha ¢ok yapi tasinin
molekiler analizini kapsar. Rutin olarak kullanilan
kemotaksonomik yontemlerin basinda genomik
DNA:DNA hibridizasyonu, ribotiplendirme, ¢ok lo-
kuslu dizilerin tiplendirilmesi (MLST) ve lipit profille-
rinin ¢ikariimasi gelir (24).

DNA:DNA Hibridizasyonlar: GC baz yuzdesi bir
tirin genomik DNA'sinda mevcut olan her bir nik-
leotidin yUzdesini verir ama o niikleotidlerin dizisi
hakkinda kesin bir bilgi vermez. Diziler énemlidir,
cunki iki organizmanin DNA'sinda ¢ok sayida ben-
zer nukleotid dizisinin olmasi, muhtemelen oldukga
benzer (eger ayni degilse) genler icerdikleri anla-
mina gelir. Bu iki DNA birbiri ile hibridize edildigin-
de, gen dizilerinde buyuk oranda benzerlik olmasi
beklenir. Genomik hibridizasyon, iki DNA arasinda-
ki dizi benzerliginin derecesini olger ve rRNA dizile-
mesinin ayrim saglayamadigi durumlarda ¢ok ya-
kin iliskiye sahip organizmalarin ayirt edilmesinde
kullanilir (18).

iki organizmanin ayni taksonomik dereceye sahip
oldugunu goéstermek icin, iki DNA arasindaki hib-
ridizasyon miktarinin ne kadar olmasi gerektigi
hakkinda kesin bir kural yoktur. Yine de iki organiz-
manin %70 veya uzerindeki hibridizasyon degerine
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sahip olmasi dnerilir. Bunun aksine iki organizmayi
ayni cinse dahil etmek i¢in, en azindan %25 hibri-
dizasyon degeri gereklidir (18).

DNA:DNA hibridizasyonu, iki organizmanin gen-
lerindeki kiguk farkhliklari ortaya ¢ikarmakta kul-
lanilan hassas bir yontemdir ve bu sebeple yakin
akraba oldugu dusunidlen mikroorganizmalarin
yeni bir tir olup olmadigini sorgulamada kullanilir.
Taksonomik ¢alismalarda kullanilan genomik hibri-
dizasyon aslinda SSU rRNA dizilemesi ve fenotipik
analizlerin, iki farkh tir oldugundan sliphelenilen
organizmalar arasinda belirgin bir farkhlik ortaya
koyamadidi durumlarda kullanilir (24).

Ribotiplendirme: Ribotiplendirme, daha 6nce ri-
bozomal RNA temelli filogenetik karakterizasyonda
konu edilen bazi yontemleri, bakteriyel siniflandir-
mada kullanilan bir tekniktir. Ancak ribotiplendirme-
de, karsilastirmali dizi analizi ydntemlerinde farkli
olarak dizileme yapilmaz. Bunun yerine bir mikro-
organizmanin genetik materyalinin restriksiyon en-
zimleri ile kesilmesi sonucu olugan kendine 6zgu
deseni Olcer ve bu pargalar ayrilip bir rRNA probu
ile incelenir (26).

iki organizmanin rRNAlari arasindaki farkliliklar,
Ozel restriksiyon enzimleri kesim bolgelerinin varli-
gini veya yoklugunu belirlediginden, belirli bir bak-
teri tlrindn restriksiyon deseni de sadece o tlre
6zgldur. Aslinda ribotiplendirme ¢ok tanimlayici
oldugundan “molekdiler ayak izi” olarak da adlandi-
rilir, ¢inkl neredeyse tim organizmalar igin essiz
bir seri ortaya ¢ikar (18).

Pratikte ribotiplendirmeye bir koloninin veya sivi
kiltirin DNA'sI ile baslanir. PCR kullanilarak 16S
rRNA ve onunla ilgili molekullerin genleri ¢cogaltihr,
bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile muamele
edilir, elektroforezle ayrilir ve sonra problanir. Jel-
de gorulen DNA parcalarinin olusturdugu desenler
sayisallastirilip, bir veri tabaninda mevcut referans
organizmalarin desenleri ile karsilastirma yapmak
icin bilgisayar ortami kullanilir. Ribotiplendirme
hem hizli (olasi bir dizilemeyi, dizi siralamasini ve
ribozomal RNA dizileme ydntemlerinin gerektirdigi
analizlere ihtiya¢ duymadigindan) hem de spesifik
bir ydntem oldugundan bakteriyel teshiste kullani-
lir. Bu sebeplerden dolayi, ribotiplendirme sadece
yeni turlerin belirlenmesinin yaninda klinik tani,
gida, su ve iceceklerin mikrobiyal analizi gibi pek
¢ok uygulama alanina da sahiptir (18).

Cok Lokuslu Dizi Tiplendirmesi (Multilocus
Sequence Typing)-MLST: Hem rRNA dizilemesi
hem de ribotiplendirmedeki kisitlamalardan biri de,
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analizlerin sadece tek bir gen Uzerinde odaklanma-
sidir. MLST bu sorunu ortadan kaldiran ve bir tlr
icerisindeki suslarin karakterizasyonunda kullani-
lan yararli bir tekniktir (21).

MLST bir organizmadaki “yasamsal faaliyetleri kod-
layan” (house-keeping) yedi adet gene ait pargala-
rin dizilimleri ile ayni organizmanin farkli suslarin-
daki 6zdes gen gruplarinin karsilastiriimasini igerir.
Bu genler, hiicrenin temel fonksiyonlarini kodlar ve
plazmidlerden ziyade kromozomlar Uzerinde yer-
lesmistir. Her bir gen igin yaklasik olarak 450 bp’lik
dizi, PCR ile ¢ogaltilir ve dizilenir. Daha sonra kar-
silastirmali dizileme verileri bir dendogram ile ifade
edilir (1).

MLST de bir gen igin benzer dizilere sahip suslarin,
o gende ayni allele sahip oldugu sdylenir ve o gen
icin ayni say! tayin edilir (7). Bir gen pek ¢ok farkh
allele sahip olabilir ve ayni tdr icerisindeki bir grup
susa ait bir gende 10 ila 30 adet allel bulunabilir.
Her tlre, o tlre 6zgu bir seri say! (¢ok lokuslu dizi
tipi) verilerek sonuglandirilir. Daha sonra her dizi
tipi arasindaki benzersizlik, 0’dan (suslar benzer-
dir) 1’e (suslar sadece uzaktan iliskilidir) kadar olan
baghlik uzaklig! ile bir dendogram cizilerek ifade
edilir (18).

MLST cok yakin akraba suslari bile ayirt edebilme
glclne sahiptir. Bu nedenle organizmalari tir se-
viyesine kadar tanimlamada, rRNA dizilemesine
gore ¢ok daha iyi bir yontemdir. MLST analizlerin-
de incelenen yedi genle ve gen basina 20 allelle,
birka¢ milyar farkl genotipin ayriminin yapilabildigi
hesaplanmistir. Bunun aksine MLST organizmalari
tlr seviyesinin Uzerinde karsilastirma yapmaya uy-
gun degildir. CUnkl daha yuksek seviyelerdeki bir
taksonun anlamli bir filogenisini olusturamayacak
adar duyarhidir (21).

Mikrobiyal Tiirler ve Yeni Tiirlerin Ortaya Cikisi

Bir prokaryotik tir birgcok bagimsiz 6zellikte ylksek
derecede benzerlik gdsteren sus gruplari olarak
tanimlanir. Bu 6zellikler, halen %70 veya daha faz-
la DNA:DNA hibridizasyonu iceren ve 16S rRNA
sekanslamasinda %97 veya daha fazla benzerlik
gOsteren diger bir deyisle %3’den daha az farkli-
lik gosteren suslari gruplandirmak igin géz éniinde
bulundurulup dikkate alinir (25). Deneysel verilere
godre bu iki kriter gecerli, gtivenilir ve prokaryotikle-
rin yeni tir identifikasyonunda tutarlidir. Bunun gibi
genotipik kriterler 7000’in Uzerinde bakteri tiri ve
arkenin resmi olarak tanimlanmasini saglamistir
(18).
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Yeni bakteri turleri nasil ortaya cikar? Bakteriyel
tirlesmenin yatay (horizontal) gen transferinden
etkilenmektedir. Yatay gecis, genlerin turler arasin-
da konjugasyon, transdiksiyon ve transformasyon-
la aktarimidir. Prokaryotlar seksiel olarak segici
degildir ve gen degisimini genis bir filogenetik hat
Uzerinde yapabilirler. Bu nedenle bir ekotipin ka-
zandidi yeni bir genetik yetenek, mutasyondan ve
seleksiyondan ziyade diger ekotipteki hiicrelerden
gelen genlerden ortaya c¢ikabilir. Yatay gen akisi-
nin etkisine ragmen tirlesmenin temelde yatay ak-
tarimdan ¢ok mutasyon ve periyodik seleksiyonla
yonlendirildigi distndlmektedir (20).

Adlandirma ve Bergey’s Manual

Biyolojide binominal adlandirma sistemi kullanildi-
gindan, prokaryotlara da cins isimleri ve tir epitet-
leri verilmektedir. Kullanilan terimler, organizma igin
uygun tanimlamayi saglayan Latince veya Yunan-
canin Latince bir tirevidir ve italik yazilir. Ornegin
Bacillus (B) subtilis, B. cereus ve B. megaterium’ u
gibi 100°’den fazla Bacillus cinsi tanimlanmistir. Bu
tur epipetleri sirasiyla “ince uzun”, “mumsu” ve “iri
doért ayakl” anlamina gelir ve her organizma igin
karakteristik olan anahtar bir morfolojik, fizyolojik
veya ekolojik 6zelligi ifade eder (18).

Prokaryotlarin adlandiriimasi, Bacteria domaininde
oldugu kadar Archaea domaininde de bakteriyolo-
jik kodlama kurallari ile yapilir. “Uluslararasi Bak-
teri Adlandirma Kodu” prokaryotlarin resmi olarak
adlandirilmasi igin yasal bir gergeve olusturur ve
yeni verilerin taksonomik diizenlemeler gerektirdigi
durumlarda kullaniimak Gzere var olan isimlerin de-
gistirilmesi icin gerekli talimatlari icerir. Hatta 6zgln
isimlendirme isleminde bir hata yapildiginda veya
bir isim gecersiz hale geldiginde, isimleri reddet-
mek i¢in bagvurulan kurallari dahi igerir. Kodlama
tim prokaryotik tdr, cins, aile ve takim adlandiril-
masi icin gerekli kurallari kapsar (18).

Sonug

Ulusal mikrobiyal kultdr koleksiyonlari mikrobi-
yal sistematigin temelleri icin dnemli bir kaynaktir.
Arastiricilar bu kalici koleksiyonlari, mikroorganiz-
malari istek Uzerine ve genellikle belirli bir Gcret
karsiliginda, tip ve endistri i¢in siniflayarak saklar-
lar. Cesitli saklama ydntemleri olsa da genellikle bir
dondurucuda canli kilturler olarak saklarlar. Kultir
koleksiyonlarinin iligkili ve anahtar roli suslarin
zengin kaynakl depolaridir (18).

Yeni bir organizma izole edildiginde ve essiz oldu-
gu dusundldigunde, bu organizmalarin yeni olarak
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tanimlanabilmesi igin diger turlerden yeterince fark-
li oldugundan emin olunmall veya yeni bir cinsin
tanimlanmasi igin ise daha énce tanimlanan cins-
lerden yeterince farkli olduguna kesin olarak karar
verilmelidir. Yeni bir bakteri tird izole edilip bilimsel
bir dergide yayimlandiginda, bu sus diger turlerle
ileriki taksonomik arastiriimalarda karsilastirilabil-
mesi i¢in taksonun nomenklaturel tipi olarak tanim-
lanir ve tayin edilir. Yeni bir cins veya turin resmi bir
taksonomik adlandirmasini yapabilmek igin, izola-
tin detayh bir tanimlamasi ile dnerilen ismi bilimsel
olarak yayinlanmali ve organizmanin canh kulturd,
uluslararasi iki kaltir koleksiyonuna génderilmeli-
dir. Kultdr koleksiyonlarina 6rnek olarak American
Tar Kdaltdr Koleksiyonu (American Type Culture
Collection, ATCC, Manassas, Virginia, ABD) veya
Alman Mikroorganizma ve Hilcre Kulttr Koleksiyo-
nu (Deutsche Sammlungvon Mikroorganismenund
Zellkulturen, DSMZ, Braunschweig, Almanya) veri-
lebilir. Depozit edilen sus yeni tirn tip susu ve ona
benzer oldugu dustnulen diger suslarin karsilasti-
rilabildigi bir standart haline gelir (18).

Kultir koleksiyonlari, depozit edilen kltirleri ge-
nelde ¢ok dusuk sicakliklarda dondurarak (-80 ile
-196°C ) veya dondurup kurutarak liyofilize halde
muhafaza eder. Bu uygulama taksonomik agidan
botanik ve zoolojik yaklasimdan farkhdir. Bu disip-
linler yeni tirler ile karsilastirmada kullanmak igin
(614) numuneleri (ya kurutulmus herbaryum ma-
teryali veya kimyasal olarak fikse edilmis hayvan
numuneleri) muhafaza ederler. Bunun aksine mik-
robiyologlar her zaman bilimsel arastiricilara dagi-
tilabilecek, farkli laboratuvarlarda gelistirilebilecek
ve calisilip karsilastirilabilecek yasayan tip suslari
kullanirlar. Bu yaklagim mikroorganizmalarin 6zel-
liklerinin 6zellikle molekiler seviyede daha detayl
ve verimli sekilde karsilastirimasina olanak saglar
(18).

Egder yeni bir tirin tanimlanmasi International
Journal of Systematican d’Evolutionary Microbio-
logy (IUSEM) yerine baska bir dergide yayinlanmis-
sa, prokaryotlarin taksonomisi ve siniflandiriimasi
icin gereken resmi yayin belgesi ile yayinlanmig bir
kopyaya makalenin bu dergiye sunulmasi ve ayri-
ca yeni bir prokaryotik takson oldugu kabul edilme-
den 6nce isminin onaylanmasi gerekir. IJSEM her
baskida yeni olusturulmus isimlerin onaylanmis bir
listesini yayinlar ve prokaryotik taksonomide aras-
tirmalar icin kullanilan bir yayin kaynagi olarak is
gorur. Yeni ve resmi prokaryotik isimler internet
sitesi adresinden (www.bacterio.cict.fr) de takip
edilebilir. Site ilk olarak 28 Ocak 1998'de “List of
Bacterial Names with Standing in Nomenclature”
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olarak ortaya ¢ikariimis, sonradan bu “List of Pro-
karyotic names with Standing in Nomenclature”
seklinde degistirilmistir. Bu site 1997°de Jean P.
Euzéby tarafindan kurulmustur. Nomenklatirdeki
listelenmis bakteriler J.P.Euzeby tarafindan derlen-
migtir. Arastirici icin iletisim adresi sdyledir; Eco-
le Nationale Vétérinaire de Toulouse, 23 chemin
des Capelles, F-31076 Toulouse cedex 3, France
(E-mail: j.euzeby@envt.fr) (8).

Bakteriyal nomanklatiir ayrica “http://www.dsmz.
de/bactnom/bactname.htm” adresinde de gtincel-
lenmekte ve arastiricilarin acgik erigsimine sunul-
maktadir. DSMZ'nin agik adi Deutche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Mik-
roorganizmalarin Alman Koleksiyonlari ve Hucre
Kdltirleri) olup Leibniz Enstitisi’ne aittir (9).

Acik erigsimlerden biri ise CICSPS (Chairman In-
ternational Commettee on Systematics of Prokar-
yotes Subcommittee)’ye ait olup, bakterilerin tak-
sonomisi hakkindaki gesitli kararlarini “Minutes of
the Closed Online Meeting” adi altinda IJSEM (In-
ternational Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology)'de yayinlamistir. Oturumlar ve alinan
kararlar madde madde duzenlenmis ve paylagima
sunulmustur (3).

ICSP (The International Committee on Systematics
of Prokaryotes) bakterilerin ve arkelerin nomankla-
tiru ve taksonomisini denetlemekten sorumludur.
ICSP, IUSEM’in ve International Code of Nomenc-
lature of Bacteria’'nin yayinlarini denetler ve pro-
karyotlarin farkl gruplari icinde yeni tirlerin tanim-
lanmasi i¢in sart standartlari kuran ve revize eden
bircok komiteye rehberlik hizmeti vermektedir (18).
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