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Havada, suda, toprakta,
vicudumuzda... Bakteriler her
yerde. Onlari géremesek de aslinda
Dunya tzerindeki canlilarin kitlece
yarisindan fazlasini olusturuyorlar.

Sayilari kadar cesitlilikleri de yiiksek.

Kimilerine viicudumuzun saghkh
isleyisi icin bagimliyiz, kimileri

bizi oldurebilecek kadar tehlikeli,
kimileriyse ekolojik dengenin
devami icin 6nemli islevler goriiyor.
Viicudumuzun ve dogal cevrenin
onemli birer bileseni olmalarinin
yani sira insan yasamindaki

en dikkat cekici faydalarindan

biri glinimtizde kullanilan
antibiyotiklerin neredeyse yarisinin
kaynagi olmalari.
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Sasirtici olansa yeryuziindeki
bakterilerin biytiik cogunlugunun
heniiz taninmiyor olmasi.

Simdiye kadar laboratuvar ortaminda
blydtullp incelenebilen bakteriler
tlm bakterilerin tahminen

%1'inden daha az. Geriye kalan
blylk cogunluktan elde edilebilecek
bilgilerin hem yeni ilaglar
gelistirilmesine hem de bakterilerin
etkili oldugu tim dogal stireglerin
daha iyi anlasilmasina yonelik

ci1gir acicl etkiler yaratabilecegi
dngoriltyor. iste bilim

insanlar simdiye kadar karanlikta
kalmis bu cogunlugu, laboratuvar
ortaminda incelemenin yeni

yollarini ariyor.
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Kayip Bakteriler Nasil Fark Edildi?

Belirli bir ortamdaki bakterilerin hepsinin labo-
ratuvar ortaminda ¢ogaltilamadigina iliskin ilk dog-
rudan kanit mikroskop incelemelerinden elde edil-
di. Mikroskopta gozlenen bakterilerin sayisinin petri
kabinda biiyiiyenlerden gok daha fazla oldugu goz-
" lendi “Biiyiik sayim anomalisi” olarak adlandirilan
bu olgu ortamdan ortama gesitlilik gosterse de, mik-
roskopta gozlemlenen sayilar petri kabinda gozlem-
lenen sayilarin yiizlerce ya da binlerce kati olabili-
yor. Bu gozlem hem arastirmacilari kiiltiir yontemle-
ri tizerinde ¢alismaya tesvik etti hem de laboratuvar
ortaminda biyiitillemeyen bakterilerin filogenetik

Dogal bir ortamdan alinan drek (1) bir petri kabindaki steril (hichir mikroorganizmanin bulunmadigi)

besi ortamina aktarilir (2). Kapagi kapatilan petri kabi uygun sicaklikta bir siire bekletilirse besi yerinde bakteri
kolonilerinin olustugu gériiliir. Bu, bakterileri kiiltire almakta kullanilan klasik yontemdir.

Ancak bakterilerin %1'den az bir kismi bu yontemle kiiltiire alinabiliyor.

petri kabi denen 6zel tabaklar icindeki besi

ortamlarinda buytiiliyor. Bakterilerin bi-
ylimesi tek bir bakterinin besi ortaminda ¢ogalarak
koloni adi verilen toplulugu olusturmasi anlamina
geliyor. Bakterinin laboratuvar ortaminda bu sekil-
de, bagka bakterilerden ayrilmis saf kiiltiir olarak bii-
yiitiilmesine bakteriyi kiiltiire alma deniyor. Bakteri-
leri kiiltiire almadan genetik olarak incelemeyi sag-
layan baz1 teknikler olsa da fizyolojileri ile ekolojide,
konak¢1 organizmanin saghiginda ve dogal iiriinle-
rin tiretiminde iistlendikleri rolleri tam olarak anla-
manin yolu onlari kiiltiire almaktan geciyor. Simdiye
kadar kiiltiire alinabilen bakterilerin var olan bakte-
ri tiirlerinin %1'den daha kiigiik bir kismina kargilik
geldigi tahmin ediliyor.

B akteriler laboratuvar ortaminda klasik olarak

kimliklerini, yani canli siniflandirmasinda hangi ka-
tegoriye dahil olduklar: konusunu giindeme getirdi.
Acaba bunlar kiiltiire alinabilenlerden farkli bakteri-
ler miydi? Kiiltiire alinamayan bakterilerin 6lii hiic-
reler olabilecegi bile 6ne siiriildii, ancak pek gogunun
aslinda metabolik agidan etkin oldugu gosterildi. Dis
ortamlardan alnan karisik 6rneklerden dogrudan
DNA dizilimi verisi elde etmeye yarayan molekiiler
teknikler sayesinde, ortamda bulunan mikroorganiz-
malarimn kimlikleri konusunda bilgi edinmek miim-
kiin oldu. Siniflandirma agisindan anlam tagtyan be-
lirli gen bélgelerinin dizilimlerinin incelenmesi, kiil-
tiir ortaminda higbir zaman goézlenmemis muazzam
bir canli gesitliligi ortaya cikardi. Oyle ki 1987'de Carl
Woese tarafindan tanimlanan on bir subelik (bakte-
ri kralhgindaki en iist diizey kategori) siniflandir-
ma bugiin yerini, ¢ogu kiiltiire alinamayan {iyelerce
temsil edilen seksen besin iizerinde subeye birakti.
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Muazzam Ama Kayip Cesitlilik

Biyolojik ¢esitliligi 6l¢me yollarindan biri ya-
sam agacinin belirli bir dalindaki, gegerli bicimde
tanimlanmug tiir sayisini belirlemektir. Gozlemlen-
mesi, fark edilmesi ve dolayisiyla tanimlanmasi ¢e-
sitli sebeplerle gorece daha zor olan pek ¢ok can-
I1 grubu igin biyologlar -tanimlanmuis tiirlerden ya
da iligkili baska canl gruplarinin sayisindan yola ¢1-
karak- tir ¢esitliligine ilisgkin tahminlerde bulunur.

Northeastern Universitesinden Eric J. Stewart
bu tiir bir tahmini bakteriler icin kabaca su sekilde
yapiyor: Diinyadaki toplam tahmini bocek tiirii sa-
y1s1 800.000 ile 1,2 milyon arasinda. Tahmini bak-
teriyel gesitlilik de en az bu kadar, biiyiik ihtimalle
de bundan kat kat fazla olmali. Ciinkii her bir bo-
cek tiirtiniin kendine has en az bir bakteri tiiriiy-
le endosimbiyotik iliski icinde yasadig1 kabul edi-
liyor. Dogal ¢evredeki farkli bakterilerin yagayabi-
lecegi, ok daha fazla sayida farkli yasama ortami
da hesaba katilirsa ¢ok daha biiyiik sayilara ulagilir.
Iste bu biiyiik sayilara kargin, simdiye kadar geger-
li bigimde tanimlanmis bakteri tiiri sayisinin sa-
dece 7000’in biraz iizerinde olmas: saskinlik uyan-
dirtyor. Aradaki bu biiyiik farkin en 6nemli sebebi
bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in
saf kiiltiirlerine ihtiya¢ duyulmasi. Bakterilerin saf
kiltiirleri elde edilemedigi stirece gerekli fizyolojik
bilgilerin elde edilmesi ¢ok zor. Bakterilerin bu an-
lamda “kayip” olarak nitelenen biiyiik ¢ogunlugu-
nun devasa bir metabolik ¢esitlilik de barindirdig:
tahmin ediliyor.

Faydali Maddelerin Kaynagi Olarak
Bakteriler

Heniiz kiiltiire alinamamis bakterilere yonelik
aragtirmalara olan ilgi son yillarda hayli artmis du-
rumda. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri kiiresel
olcekte hissedilmeye baslanan antibiyotik krizi. Mev-
cut antibiyotiklerin yaklagik yarisi bakterilerden elde
edilmisti. Yeni antibiyotikler aramak i¢in de simdiye
kadar incelenmemis bakterilere yonelmek gerekiyor.

Hastalik yapici bakteriler gitgide daha fazla an-
tibiyotige karsi direng gelistiriyor. Hatta gegtigimiz
yilin Kasim ayinda Cinde, bakterilerin heniiz direng
gelistirmedigi son antibiyotik olarak bilinen kolisti-
ne kars: direng gosteren bakteriler kesfedildi. Cok-
lu antibiyotik direnci olan, siiper-mikrop olarak da
anilan direngli bakterilerin, 6zellikle de hastaneler-
de tehlikeli enfeksiyonlara yol agarak yilda 700.000
civarinda 6liime neden oldugu tahmin ediliyor.
Eger bir ¢6ziim bulunamazsa 2050’ye gelindigin-
de bu enfeksiyonlarmn her yil 10 milyonun iizerin-
de, yani gliniimiizde kanserden kaynakli 6liimler-
den daha fazla 6liime neden olacag: tahmin ediliyor.
Dolaysiyla insanligin acilen yeni antibiyotiklere ih-
tiyaci var. Bu ihtiyag bazi yetkili mercileri de inisiya-
tif almaya itti. Gegtigimiz yilin Mayis ayinda Diinya
Saghk Orgiitii (DSO) antibiyotik direnciyle savas-
maya yonelik kiiresel bir plana onay verdi. Ingiltere
hiikiimeti tarafindan gorevlendirilen bir kurul kiire-
sel ilag endiistrisine antibiyotik aragtirmalarini yeni-
den canlandirmak i¢in toplam 2 milyar dolar dege-
rinde yatirim yapma ¢agrisinda bulundu. Kuruldaki
aragtirmacilar, yeni ilaglarin kesfi icin kiiltiire alina-
mayan mikroorganizmalari arastirmaya yénelik al-
ternatif yollar bulunmasi gerektigini de vurguladi.
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Cevreden bir 6rnek
(burada topraktan) alinir.

Ticari olarak erisilebilir ila¢ nitelikli kimyasal
maddelerin yarisini bakterilerden elde edilen dogal
triinler ve bunlarin tiirevleri olusturuyor. Bakteri-
lerin tirettigi kiiciik dogal molekiillerin gesitliliginin
bir milyar 6zgiin bilesigin tizerinde oldugu tahmin
ediliyor. Dolayisiyla sadece sinurli sayida bakterinin
incelenebilmesinin en temel sonuglarindan biri an-
tibiyotiklerin kegfedilme siirecinin sekteye ugramasi.
Klinik kullanima basariyla uyarlanan son yeni anti-
biyotik sinifi 1987de kesfedilmisti. O zamandan beri
yenilik olarak sadece mevcut antibiyotiklerin tiirev-
leri ya da cesitlemeleri piyasaya siiriildii. “Antibiyo-
tik boslugu” olarak adlandirilan bu durum hala de-
vam ediyor.

Ustelik bakterilerden elde edilebilecek dogal
driinler antibiyotiklerle sinirli da degil. Mikroorga-
nizma kaynakl ¢esitli ikincil metabolitler organ na-
killerinde, kanser tedavisinde, kolesterol kontroliin-
de, ayrica bocek, mantar ve parazit karsit1 kimyasal
maddeler olarak islev goriiyor. Dolayisiyla daha ce-
sitli ve daha fazla mikrobiyal dogal tiriiniin elde edil-
mesinin insan yasaminin ¢ok farkl alanlarinda fay-
da saglayacag ortada.

iChip'in Calisma ilkesi
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Neden Kiiltiire Ainamiyorlar?

Bakterilerin  biiyiik ¢ogunlugunun laboratu-
var ortaminda biylitilememesinin ana sebebi bi-
lim insanlarmm bu canlilarin dogal ortaminda-
ki bazi temel unsurlar1 gozden kagirmasi. Yani so-
run yeterince denememeleri ya da akillica ¢oziim-
ler sunamamalar1 degil. Bir mikroorganizmanin
dogal ortamindaki hangi unsurun laboratuvarda
eksik kaldigini bulabilmek i¢in besin, pH, ozmo-
tik kogullar, sicaklik ve daha pek ¢ok unsurun sa-
yisiz kombinasyonuyla denemeler yapmak gereki-
yor. Buysa makul bir siire ve ¢aba harcanarak is-
tesinden gelinemeyecek kadar kapsamli bir is.

Standart besi ortamlarini bakterinin ihtiya¢ duy-
dugu diistiniilen unsurlar1 ekleyerek modifiye et-
mek, bakterileri kiiltiire alma ¢aligmalarinda klasik
yaklagim olarak siiregeldi ve dnceden kiiltiire alina-
mayan pek cok bakterinin kiiltiire alinmasinda ise
yaradi. Ancak bakterilerin ¢ogu igin yetersiz kalan
bu yaklasim artik yerini yavas yavas farkl stratejilere
birakmaya bagladi.

4

Alinan drnek seyreltilir ve
iChip plakasi seyreltilmis
ornek icine alinir.

Boylece her bir kuyucuga tek
bir bakteri hiicresi diismesi
saglanir.

iChip plakalar molekdilleri
gegirebilen bir zarla kaplanir.
Bu zar bakterilerin cevreyle
etkilesimine ve kendi
aralarindaki kimyasal iletisime
de imkan tanir.

iChip cihazi cevresel 6rnegin
alindigi ortama geri konur.

Burada kiiglik molekuller
ve bagka organizmalardan
kaynakl metabolitler
iChip'teki bakterilerin
bliyiimesine yardim eder.
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Dogal Ortamin Nimetlerinden
Faydalanmak

Bakteriler dogada ¢ok ¢esitli ortamlarda, gogu za-
man da bagka canlilarla bir arada yasiyor. Bu yiizden
de ¢ogu bakteri i¢in laboratuvarda uygun biiyiime
ortamini olusturmak bir sorun. Bu durum aragtir-
macilar1 alternatif bir yaklasgima yonlendirdi. Aras-
tirmacilar, her bakteri kendi dogal ortaminda rahat-
¢a yagadigina gore onlari laboratuvardaki yapay bir
ortam yerine kendi ortamlarinda biiylitmenin daha
iyi bir fikir olabilecegini diisiindii. Tabii bu durumda
asilmasi gereken en 6nemli zorluk bakterileri ortam-
daki diger mikroplardan ayri olarak elde edebilmek.

Northeastern Universitesinden Slava Epstein ile
Kim Lewis bakterilerin dogal ortamlarinda biyii-
mesini saglayacak ¢ip seklinde bir cihaz gelistirdi.

Basparmak biiyiikliigiindeki iChip adli cihazda
¢ok kiigiik hacimli, 384 kuyucuk var. Bu kuyucuk-
lar agarla (besi ortamina fiziksel destek saglayan jo-
lemsi malzeme) karistirilan ve her bir kuyucuga sa-
dece bir hiicre girmesini saglamak amaciyla seyrelti-
len toprak ornekleriyle dolduruluyor. Cip molekiille-
rin iki yonlii gecisine izin veren ancak bakterileri ku-
yucuklara hapseden 6zel bir zarla kaplaniyor. Daha
sonra arastirmacilar ¢ipi toprak 6rneklerinin alindig1
dogal ortama, 6rnegin ¢ayirlik bir alana yerlestiriyor.

Aragtirmacilar bir ay bu sekilde beklettikleri ¢ip-
lerin kuyucuklarindaki kolonileri petri kaplarina ak-
tardi. Daha sonra da petri kaplarinda biiytittiikle-
ri kiiltiirlerden aldiklar: 6ziitleri antibiyotik etkinligi
agisindan inceledi. Bu yontemle 10.000 kadar bakteri
tiirii izole ettiler. Bu sayi, toprak orneklerini dogru-
dan petri kaplarma aktarmis olsalar yani klasik yon-
temi kullanmig olsalar elde edecekleri saymimn ¢ok
tizerinde. Arastirmacilarin elde ettigi kiiltiirlerden
biri teiksobaktin adli antibiyotigi sentezleyen, Elfthe-
ria terrae adi verdikleri bir bakteriye aitti. Bu kesif
hayli ses getirdi ¢iinkil bu antibiyotik 1987den beri
kesfedilen ilk antibiyotikti. Ustelik direngli bakteri-
ler tizerinde etkili oldu ve hedef mikroorganizmalar
teiksobaktine direng gelistirmedi, 20-30 y1l kadar da
direng gelistirmeyecegi diistiniiliiyor.

Bakterilerin dogal ortamindan yararlanilarak el-
de edilen bagarilardan biri de Alphaproteobacteri-
a smifina ait SARI11 grubundan bakterilerin izole
edilmesiydi.

Daha once kiiltiire alinamamis olsalar da,
Diinyada bityiik miktarda SAR11 grubu bakteri bu-
lundugu ve bunlarin okyanuslardaki birincil iire-
timde, yani fotosentezle organik madde iiretimin-
de 6nem tagtyan bir canli grubu oldugu biliniyordu.

Giovannoni ve ekibi bu bakterileri kiiltiire alabil-
mek i¢in bakterilerin dogal ortami olan okyanus su-
yunu biiyiitme ortamu olarak kullandi. Ancak aras-
tirmacilar hiicreleri ayr1 ayri bolmelere hapsetme-
ye ¢alismak yerine, SAR11 grubu bakterilerin okya-
nus suyu Orneklerinde en ¢ok bulunan canlilardan
olmasini bir firsat olarak degerlendirdi. Bir seyrelt-
me teknigi kullanarak bakterileri diger organizma-
lardan ayirdilar. Bu teknikte belirli bir hacimde sa-
dece bir ya da birkag¢ bakteri bulunacak gekilde bir
dizi seyreltme islemi gerceklestiriliyor. Arastirmaci-
lar bakterileri bu sekilde mikrolitre hacimli kuyu-
cuklarda ayirmayi ve bakterilerin saf kiiltiirlerini el-
de etmeyi basardi. SAR11 grubu bakterilerin kiiltii-
re alinmasi da bu bakterilerle ilgili pek ¢ok arastir-
ma yapilmasina imkéan sagladi. Bakterilerin genom
dizilimi belirlendi ve bakterilerin besin ihtiyaclari-
nin daha iyi anlagilmasina ve kiiltiir kosullarimin ge-
ligtirilmesine yonelik yeni bilgiler elde edildi. Ayrica
bu bakterilerin fotosentezinde gorev alan proteoro-
dopsin isimli proteinin islevi agiklik kazanmaya bas-
lad1. Bunun da okyanuslardaki karbon dongiisiiniin
daha iyi anlagilmasina katki saglamasi bekleniyor.

Metagenomik Yaklagimla
Kiiltiirden Bagimsiz Aragtirmalar

Bir yanda bakterileri kilttre alma teknikleri konu-
sundaki calismalar, diger yanda tek hiicre genom
analizleriyle yuritulen calismalar stredursun, bir
kisim arastirmacilar da bakterilerden elde edile-
bilecek faydali maddeleri, bakteri kiiltiirleriyle de
bakterileri fiziksel olarak ayirmakla da hi¢ ugras-
madan, dogrudan toplu DNA verilerini inceleye-
rek arastiryor. Metagenomik olarak adlandirilan
bu yeni yaklasimda pek ¢ok farkli organizmay ice-
ren karisik 6rneklerde DNA dizi analizi yapiliyor. Bu
sekilde olusturulan metagenomik kitlphaneler
biyoinformatik yontemleriyle inceleniyor. Kiitiip-
haneler farkl iki yaklasimla taraniyor. Dizi temelli
yaklasimda kiittiphanede belirli DNA dizileri olup
olmadigi (6rnegin bilinen bir enzime iliskin genin

DNA dizisi) arastirihyor. islev temelli yaklagimday-
sa kituphane, bakterilerin gosterdikleri 6zellikler
ya da islevleri (6rnegin bir pigmentin ya da bir an-
tibiyotigin var olup olmadidi) acisindan taraniyor.

Simdiye kadar bilim insanlari bu yaklasimla ila¢
ozellikli yeni maddeler bulmayi ve beklenmedik
yerlerde yeni direnglilik genleri kesfetmeyi basardi.
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DNA'nin Anlattiklan

Bir kisim bilim insani ise bakterileri, farkli bir
yaklagimla kiiltiire alma basamagini tamamen atla-
yarak ve dogrudan tek bir bakteriye ait DNA bilgile-
rini inceleyerek arastirryor.

Onceleri ¢ok sayida farkli mikroorganizmanin
karigtk olarak bulundugu 6rneklerdeki tiim DNA
molekiillerinin dizin analizi iizerinden incelemeler
yapryorlardl. Bu yaklasim, s6z konusu 6rnekte, da-
ha 6nce kiltiire alinamamis bakteriler olup olma-
dig1 konusunda fikir verse de o bakterilerin biitiinii
hakkinda pek fazla bilgi saglamiyordu. Zaten kiiltii-
re alinabilenler disinda ¢ok cesitli bakteriler de oldu-
gu konusundaki en énemli kanitlardan biri bu gene-
tik verilerdi.

Gelismis DNA dizin analizi teknikleri sayesinde
artik kiiltiire almaya gerek kalmadan da bakteriler
hakkinda daha ayrmtili bilgiler edinmek miimkiin.
Oyle ki kiiltiire alinmamus tek bir hiicrenin genomu
bile incelenebiliyor. ABD Enerji Bakanlig1 biinyesin-
deki Joint Research Centerdan Tanja Woyke yakla-
sik on yillik bir ge¢misi olan bu teknigi, bilinmeyen
bakterileri kegfetmek amacryla kullaniyor. Woyke ve
ekibi Nevadadaki bir ilicanin dip tortusu ve Pasifik
Okyanusundaki bir hidrotermal baca da dahil do-
kuz farkli ortamdan 6rnek topladi. 200 kadar hiic-
reyi ayirdilar ve genom dizilimlerini ¢ikardilar. Ge-
nom verilerinin analizi sonucunda bakteriler, daha
once kiiltiire alinmig temsilcileri bulunmayan 20 ye-
ni gruba ayrildi.

Isve¢ Federal Teknoloji Enstitiisiinden Jérn Piel
ve ekibi yine ayn1 teknigi kullanarak deniz siingerle-
rinde bulunan, daha 6nce kiiltiire alinmamig bakte-
rileri arastirdr. Deniz siingerlerinin ¢ok cesitli kimya-
sal maddeler salgiladig biliniyordu. Bunlar arasinda
antikanser ve antibiyotik nitelikli maddeler ile bas-
ka tibbi uygulamalara yonelik ozellikler gosteren pek
gok madde var. Deniz siingerlerinin, viicut agirlikla-
rinin %4011 bulan miktarda mikroorganizma top-
luluklar igerdigi de biliniyordu. Bunlarin salgilanan
¢ok cesitli kimyasal maddenin de kaynag: oldugu
diisiiniilityordu, ancak bu mikroorganizmalar kiil-
tiire alinamadig1 icin bu kesin olarak bilinmiyordu.

Piel ve ekibi siingerden izole ettikleri hiicrelerin
ayr1ayr1 DNA dizi analizlerini yapt1 ve bu hiicrelerin
genomlarinda, biyolojik olarak etkin molekiillerin
tiretiminde rol oynadig: bilinen iki gen kiimesinin
var olup olmadigini aragtirdi. Bu genleri Enthotheo-
nella adl1 bakteride buldular. Bu bakteri {izerindeki
daha ayrmtili analizlerse daha sasirtict bir durumu
ortaya ¢ikardi. Goriiniise gére bu bakteri siingerde-
ki biyoetkin bilesiklerin neredeyse tamaminin {ire-
timinden sorumluydu. Piel'in ekibi simdi de Enthot-
heonella’daki gen kiimelerini kiiltiire alinabilen bir
organizmaya, 6rnegin Escherichia coli'ye aktarip soz
konusu maddelerin tiretimini saglamay1 amagliyor.

Karanlktaki Bakteriler Umut Isigi

Arastirmacilar farkl kiiltiire alma teknikleri kul-
lanarak yeni bakteri tiirleri izerinde yaptiklar: ¢ok
sinirli kapsamdaki aragtirmalarda bile yeni bilgile-
re ulagti. Buna kiiresel antibiyotik krizinin ¢éziimii-
ne yardimei olma potansiyeli tastyan yeni bir antibi-
yotik de dahil. Bazi bakterilerin kiiltiire alabilme-
si biitin bir aragtirma alaninin kaderini degistirdi.
Simdiye kadar elde edilen bilgilerin biiyiik bir buz-
dagmin tepesi oldugu diisiiniilityor. Yeni teknoloji-
lerin yardimuyla karanlikta kalmis daha fazla bakteri
glin 15181ma ¢ikarildikea insanligin ve gezegenimizin
gelecegi i¢in faydali olabilecek daha fazla bilgiye eri-
silebilecegine ise kesin goziiyle bakiliyor.
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