Mikrobiyal Ureme ve
KontrolQ



* Bakteriyal Hiicre Boliinmesi
* Ikiye béliinerek cogalma (binary fission)

* Mikrobiyolojide Greme hicrelerin sayisindaki artis olarak tanimlanmakatadir.
Eschericia coli gibi cubuk seklindeki bir bakterinin Gremekte olan kultlrtinde
hlcreler kendi orijinal uzunluklarinin yaklasik iki katina ¢cikana kadar uzarlar ve
daha sonra hucreyi iki kardes hicreye ayiracak olan bdlmeyi olustururlar. Bu
islem ikiye bolinme (binary fission) olarak adlandirilir. Bir septum olusumu ile
bolme gerceklesir. Bir hicre nihayetinde iki hucre olusturmak icin
bolindlginde bir generasyon meydana geldi denir. Bolinme icin gerekli

zamana da generasyon zamani adi verilir.
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Figure 5.1 Binary fission in a rod-shaped prokaryote. Cell numbers doubls
every generation.



* Bir generasyon sirasinda htcresel bilesenlerin timu dogrusal olarak

artar ve hucrelerin dengeli buylime durumunda oldugu ifade edilir. Her

bir karde hicre bagimsiz hicre seklinde var olabilmek icin kromozom

ile ribozomlar,diger butin makromolekller kompleksler, monomerler

ve inorganik iyonlardan yeterli miktarda kopyalar almaktadir. Replike

olmus DNA molekulindn iki
bolUnme sirasinda membrana
daralma kromozomlarin her bir

ayrilmasina neden olur.

kardes hucre arasinda paylastirilmasi

pagli halde kalmis DNA'ya baghdir ve

kardes hlcreye bir tane gelecek sekilde



* Bakterilerde generasyonun ortaya cikmasi icin gereken zaman oldukca
degiskendir ve hem beslenme, hem genetik faktorler hemde sicakliga

baghdir.



* Fts proteinleri ve Hiicre Bolinmesi

e Butlin bakterialarda mevcut olan bir dizi protein hicre bdolinmesi icin
gereklidir. Bu proeinler FTS proteinleri olarak adlandirilir ve en temeli olan

FtsZ ikiye bolinerek cogalma islevinde dnemli bir rol oynar.
* Divizom

 Fts proteinleri hicrede birbiri ile etkilesime girerek divizom olarak
adlandirilan boélinme aparatini olustururlar. Cubuk seklindeki htcrelerde
divizom olusumu FtsZ molekullerinin tam hicrenin merkezin etrafindaki
halkaya baglanmasi ile baslar; bu halka hicre boélinme dizlemini

olusturacaktir.



* E.coli hucrelerinde yaklasik 10000 FtsZ molekull halka olsuturacak sekilde
polimerize olur ve daha sonra bu halka FtsA ve ZipA dahil olmak Gzere duser
hiicre bolinme proteinlerini ceker. Zip A, FtsZ halkasini sitoplazmik

membrana baglayan ve onu stablize eden bir capadir.

* Divizom Ftsl gibi peptidoglikan snetezinde gerekli olan FTS proteinlerinide

icerir.

* Divizom,hucrenin uzunlugu orijinal boyunun iki misline cikana kadar cubuk
seklindeki bir htcrenin merkezinde divizom septum olarak adlandirilan
sitoplazmik membran ve hicre duvar materyal sentezini diizenler. Uzayan

hicre daha sonra bollunerek iki kardes htiicre meydana getirir.
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* DNA replikasyonu, Min Proteinleri ve Huicre Bolinmesi

e FtsZ halkasi olusmada once DNA replike olur, cinkid halka duplike olmus

nukleoidler arasindaki boslukta ortaya cikar.

* MinC, MinD ve MinE proteinleri FtsZ'nin hicrenin tam ortasina yerlesmesine

yardimci olmak icin birbirleri ile etkilesime girerler.

* MinD sitoplazmik memranin i¢ yuzeyinde sarmal bir yapi olusturur. Bu
protein yapilari hiicre DNA si eslestikten ve yeterli uzunluga ulastikdan sonra
FtsZ proteinin (halkasinin) replike olmus DNA'nin tam ortasina baglanmasina

yardimci olur.
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* Hicre wuzamasi devam ederken ve septum olsumu baslarken,
kromozomun iki kopyasi birbirinden uzaklasir, her biri kendi kardes

hiicresine gecer.
* Hizli-Gireyen hicrelerde Genom replikasyonu

* E.coli ve diger bir cok prokarytot kromozomun halkasal yapisi DNA
replikasyonunu hizlandirmak icin bir firsat yaratir. Bunun sebebi halksal
genomlarda replikasyonun replikasyon orjininden cift yonlii (bidirectional)
olmasidir. Cift yonlu replikasyon esansinda sentez bir kalip zincir
Uzerinden meydana gelir ve bu DNA'nin mumkin oldugunca cabuk bir

bicimde replike olmasina izin verir.



* Yapilan calismalarda E.colideki genom replikasyonu gerekli zamani minumum 40
dakika olarak bulunmustur. Ancak e.coli 20 dakida bir boéltinebildigine gore bu

sorunun ustesinden nasil gelmistir?

* Bu sorunun ¢6zumu 40 dakikadan daha kisa bir ikilenme zamninda Ureyen E.coli
hicrelerinin birden fazla DNA replikasyon c¢atali icermesidir. Yan DNA
replikasyonun son turu tamamlanmadan 6nce DNA replikasyonunun yeni turu
baslar ve dolayisiyla bazi genler birden fzla kopya halinde bulunur. Bu durum
genomu replike etmek icin gerekli olan zamandan daha kisa generasyon
zamanlarinda her bir kardes hlicrenin septum olusum zamaninda genoma ait bir

kopyalama almasini saglar.



Chromosome Single replication forlk (

0 20 60
l | |
Time (min)

(@) Generation time, 1 h; replication time, 40 min.
Multiple replication forks
Chromosome
0 60

Time {(min)
(b) Generation time, 20 min; replication time, 40 min.



* MreB ve Hiucre Morfolojisi
* Hucre sekli ve MreB

* Bacteria’da en temel sekil belirleyen faktér MreB olarak adlandirilan bir
proteindir. MreB bacterialarda basit bir hicre iskeleti olusturur. MreB
sitoplazmik membranin hemen altinda hucrenin iccervresinde ipliklerden bir
sarmal olusturur. MreB hicre iskeleti, hticre duvari biyimesinde gérev yapan
diger proteinleri bir kalip icerisinde toplayarak hicre seklini belirler. Cubuk
seklindeki bakterilerde Mreb kodlayan genin in aktivasyonu hicrelerin kok

seklini almasina sebep olur.
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* Popiilayon Uremesi
 Mikrobiyal Uremenin Kantitatif Yonleri

* Hlcre boélunmesi sirasinda, tek bir hicreden iki hiicre meydana gelir. Bunun
gerceklesmesi icin gereken siire boyunca (generasyon zamani) hem toplam

hiicre sayisi hemde kitle iki katina cikar.
* Ureme Dongiisii

* Cesitli nedenlerden dolayi kapali kaplata tretilen mikroorganizmalarda belli
bir seviyeye kadar populasyon artisi gozlenir. Daha sonra besin tikendikten

sonra populasyon coklis asamasina gecer.



* Bu ylizden popilasyon icin tipik bir Greme egrisi elde edilir. Ureme
egrisi; Lag fazi, Ussel Greme, durgun faz ve o6lim fazini iceren Greme

donglsunin timunu ifade eder.
* Lag Fazi

* Mikrobiyal kultur taze bir besi yerine inokule edildiginde tGrem lag fazi
denilen bir strecin ardindan baslar. Bakteriler bsei yerinde cogalmaya
baslamadan once cestili zorunlu bilesenleri sentezlemek zorundadir
bunun icinde belirli bir zaman gecmelidir. Bu zaman lag fazi olarak

adlandirilir.



» Ussel Ureme Fazi

* Ussel Greme sirasinda mevcut kaynaklar ve diger faktdrlere baglh olarak
hiicre poptilasyonu dizenli araliklarla iki katina cikar. Ussel olark tireyen

hiicrelerin Gremenin Ussel fazinda oldugu soylenir.

* Ussel Greme oranlar biyik élciide farklilik gosterir. Ussel Greme hizi
hem cevresel kosullardan (sicaklik, besi yerinin bilesimi) hemde genetik

Ozelliklerden etkilenir.



* Durgun ve Oliim Fazlari

e Kiltir ortamindaki temel besinlerin tikenmesi veya Uremis olan
mikroorganizmalarin metabolik atiklari sonucu buylime sinirlanir ve bir
sire sonra durur. Bu sebeplerden logaritmik Greme sona erdiginde

populasyon durgun faza girer.

* Durgun fazda hucre sayisinda net bir artis yada azalis yoktur ve

dolayisyla populasyonun Greme hizi sifirdir.



* Bazi hucreler durgun fazda bolinebilirler ancak meydana geln htcre
sayisinda net bir artis yoktur. Bunun nedeni popilasyondaki bazi
hicrelerin cogalmasina ragmen digerlerinin 6lmesidir. Bu iki islem

biribirini dengelemektedir (Kriptik Greme)

* Bununla birlikte er yada gec poptlasyon logaritmik bir fonksiyon olarak
meydana gelen treme dongusu o6lum fazina girecektir. Genelde hicre
Olim hizi Greme hizindan cok daha vyavastir ve canli hucreler

populasyonda glinlerce hatta aylarca kalabilir.
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 Sicakligin mikroorganizmalar uzerine etkisi

* Mikroorganizmalar cevrelerinin kimyasal ve fiziksel durumundan buyuk élcude

etkilenirler ve dort faktor dremeyi buylk olctide kontrol eder.
 Sicaklik,pH, suyun mevcudiyeti ve oksijen
* Mikroorganizmalarin sicaklik siniflari

* Cok duisuk yada cok yuksek sicakliklarda mikroorganizmalar Greyemez ve hatta
olebilirler. Uremeyi destekleyen minimum ve maksimum sicakhklar farkl
organizmalar arasinda buylk olcude degisir ve genellikle organizmanin

yasadigi cevrenin ortalama sicakligini ve sicaklik araligini yansitir.



e Kardinal sicakliklar

* Sicaklik canli organizmalarda iki karsit sekilde etkiler. Sicaklik arttikca
enzimatik tepkimelerin hizi artar ve Greme daha hizli olur. Bununla
beraber belirli bir sicakligin Gstinde proteinler ve diger hiicre bilesenleri
denature olabilir ve geri donlisi olmayan bir sekilde zarar gorebilir. Her
mikroorganizma icin altindaki dgerlerde Gremenin mumkin olmadig
minumum sicakhk, en iyi dremenin oldugu optimum sicaklik ve
Uzerindeki degerle GUremenin mumkin olmadigi maksimum sicakliklari

degerleri vardir.



* Kardinal Sicakliklar olarak adlandirilan bu Gg¢ sicaklik her organizma icin

tipiktir ve turler arasinda dnem

(srowth rate

i Olctde farklilik gostermektedir.
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* Bir organizmanin maksimum Ureme sicakligi daha yukarisinda temel bir enzim
gibi zorunlu hucre bilesenlerinden bir veya dha fazlasinin denature oldugu
sicakligi yansitir. Bir organizmanin minumum Ureme sicakligini kontrol eden
faktorler net degildir. Bununla beraber besin trasnportunun ve biyoenerjik
fonskyionlarin gerceklesebilmesi icin sitoplazmik memebranin yari-akiskan
durumda kalmasi gerekmektedir. Yani eger organizmanin sitoplazmik membrani
trasnport islemlerini dizgiun bir sekilde yerine getiremeyecek ceya artik
proton motive gic¢ olusturamayacak noktaya gelirse organizma Ureyemez.
Optimum sicaklik ise hicresel bilesenlerin tamaminin kendi maksimum

hizlarinda foksiyon gosterdigi durumu yansitmaktadir.



* Organizmalarin sicaklik farklari

* Organizmalar arasinda c¢ok dusuk optimumlardan c¢ok yuksek
optimumlara uzanan bir devamlilik olsa da, sicaklik optimumlarindaki
Uremelerine gore mikroorganizmalari dort genis sinifa ayirmak
mumkunddur: dustk optimum sicakliga sahip psikrofiller, orta aralikta
sicakliga sahip mezofiller, ylksek sicakliga sahip termofiller ve oldukca

yuksek sicakliga sahip hipertermofiller.
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* Mikrobiyal ireme lizerinde diger cevresel etkenler
* pH Etkisi

* pH degeri 7 den kiclk olanlar asidik 7 den bluyuk olanlar ise baziktir.
Sicaklik araligina benzer sekilde her mikroorganizmanin 2-3 pH unitelik
pH araligina sahiptir ve bu aralikta treme mumkundir. Ayrica her bir
organizma Uremenin en iyi sekilde gerceklestigi optimum bir pH

degerine sahiptir.



Table 5.2 Relationships of microorganisms to pH

Physiological class Approximate pH

(optima range) optimum for growth Example organism®
Neutrophile [ Eschenichia coll
(pH > 5.5 and <8)
Acidophile (pH < 5.5) o Rhodopifa globiformis
3 Acidithiobacillus ferrooxidans
1 Picrophilus oshimae
Alkaliphile (pH = 8) 8 Chloroflexus aurantiacus
9 Bacillus firmus
10 Natronobactenum gregoryi

“Picrophilus and Natronobacterium are Archaea; all others are Bactena.



e Asidofiller

* Ph 5.5 in altinda en iyi sekilde Greme gosteren organizmalar asidofil olarak

adlandirilir.

 Asidofil olmayi belirleyen kritil etmen sitoplazmik memranin stabilitesidir. pH
notralite sinirlarina vyuikseldiginde ekstrem asidofilik olan bakterilerin
sitoplazmil membranlari tahrip olur ve hiucreler erirr. Bu durum bu
organizmalarin sadece asidi tolere eden organizmalar olmadigini ve
sitoplazmik membranin stabilitesi icin ylksek konsantrasyonlarda protonlarin

aslinda gerekli oldugunu gostermektedir.



* Alkalifil

* 8 veye daha fazla pH optimumunda Ureme gdsteren bakteriler
alkalifiller olarak adlandirilir. Bazi alkalifilik bakteriler ayni zamanda

halofiliktir.

* Sitoplazmik membranin dis yuzeyi oldukca bazik oldugundan hicre
proton motif gict Gretmekte zorlanmaktadir. Bu sorunu gidermek icin
transport tepkimeleri ve hareketi desteklemek icin H den ziyade
sodyum (Na) kullanimidir. Yani proton motive glic yerine sodium

motive eder.



* Sitoplazmik pH ve tamponlar

* Organizma uremesi gerekli optimal pH sadece hticre disi ortami ifade
eder; makromolekdllerin tahribatini engellemek icin hicre icin pH notr

olmalidir.

e Kesikli kulturlerde mikrobiyal UGreme sirasinda pH daki buyudk
degisiklikleri engellemek icin kultir ortamina Ureme icin gerekli

besinlerle beraber cogunlukla tamponlar eklenir.



* Ozmolarite ve Mikrobiyal ireme

* Su yasam icin ¢O6zucudir ve suyun kullanabilirligi mikroorganizmalarin

turemesini etkileyen 6nemli bir faktordur.

* Suyun kullanilabilirligi, su aktivitesi olarak adlandirilir. Ozmozda su yuiksek
konsantrasyona sahip oldugu bolgeden (disuk c¢o6ziinen konsantrayonu)
disik su konsantrasyonu (yiksek coztiinen konsantrasyonu) oldugu bodlgeye
dogru hareket etme egilimindedir. Bir hlicrenin sitoplazmasi tipik olarak
ortama gore yogundur ve suyun egilimi hticreye girme yonundedir. Bu durum

pozitif su dengesi olarak ifade edilir ve bu durum normaldir.



* Ancak hucreden daha yogun ortamda hucre icindeki su disari cikmak
isteyecektir. Hlicre bununla basa cikacak bir stratejisi yoksa dehidre
olacak ve Uremesi mumkin olmayacaktir.

* Halofiller ve bunlarla iliskili mikroorganizmalar

* Deniz suyu gibi yuksek tuz konsantrasyonunun oldugu ortamlarda
Ureyebilen bakteriler halofiller olarak adlandirilir.

* Halofillerin aksine organizmalar belirli bir seviyeye kadar olan c¢ozeltiyi
tolere edebilir konsantrasyon artarsa tUremeleri duru bu organizmalara

halotolerant adi verilmektedir.



e Oldukca tuzlu ortamlarda Greme yetenegi gosteren halofiller ekstrem

halofiller olarak adlandirilir.

Halotolerant il Halophile
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salinarum
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* Oksijen ve mikrobiyal ireme

* Mikroorganizmalarin Oksijen siniflari

* Mikroorganizmlar oksijen ihtiyaclarina gére gruplandirilir. Aeroplar tam
oksijen derisiminde Ureyebilir. Mikroaerofiller, sadece havada mevcut
olandan daha az seviyede mevcut olan oksijen kullanan aeroplardir.

* Pek cok aerop fakiiltatif tir yani uygun besin ortaminda 02 yoklugunda

bile Ureyebilirler.



* Bazi organizmalar oksijenli solunum yapmazlar ve anaerop olarak
adlandirilirlar. Iki tip anaerop vardir: 02 yi tolere eden kullanmasada
varliginda Ureyebilen aerotolerant anaeroblar ve 02 varliginda inhibe

olan hatta olen zorunlu anaeroblar. Anoksik mikrobial habitat dogada

oldukca yaygindir.



Table 5.5 Oxygen relationships of microorganisms

Group Relationship to O, Type of metabolism Example® Habitat®

Obligate Required Aerobic respiration Micrococcus luteus (B) Skin, dust

Facultative Not required, but growth better Aercbic respiration, anaerobic ~ Escherichia coli (B) Mammalian large intestine
with O, respiration, fermentation

Microaerophilic Required but at levels lower than Aerobic respiration Spirllum volutans (B) Lake water
atmospheric

Aerotolerant Not required, and growth no Fermentation Streptococcus pyogenes (B) Upper respiratory tract
better when O, present

Obligate Harmful or lethal Fermentation or anaerabic Methanobacterium formicicum (A)  Sewage sludge, anoxic lake

respiration sediments



* Aeroblar ve Anaeroblar icin Kliltur Teknikleri

* Aeroblarin Gremesi icin yogun bir seklide havaladirmaya ihtiyac vardir.
O yluzden ekim yapilmis besi ortam surekli bir calkayalayici ile
karistiriilmali yada ozel dizenekler ile ortama surekli oksijen girmesi

saglanmalidir.

* Anerob kultard icin sorun 02 saglamak degil oksijeni uzaklastirmaktir.
Besi yerlerine ayrica oksijen baglayan ajanlar koymak bu yontemin en
onde gelen yapisidir. Tiyoglkat adi verilen besi ortami ortamdaki O2 vi

baglayarak suya donusturdr.



* Tiyoglikat tip boyunca O2 ile reaksiyona girdikten sonra O2 sadece
besinin hava ile temas ettigi bolgede bulunur. Zorunlu aeroplar bu tip
tiplerin yalnizca Ust kisminda bulunur. Fakultatif organizmalar tip
boyunca Urerler ancak Ureme Ust kisma yakin bdlgelerde daha iyidir.
Mikroaerofiller Gst kisma yakin bolgerde ama dogrudan ust bdlge
olmyan yerde Urerler. Anaeroblar ise oksijenin ulasamayacagi sadece

dibe yakin kisimlarda urerler.
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