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OZET

Yapilan bu c¢alismada topraktan izole edilen Gram-pozitif sporlu basiller
kullanilmigtir. Topraktan izole edilen 15 adet Bacillus cinsi bakteri izolatlarinin morfolojik,
biyokimyasal, molekiiler ve fizyolojik karakterizasyonlar1 yapilarak tanimlanmaya
calisilmustir. Yapilan karakterizasyon sonucunda 1 izolat Bacillus pumilis, 1 izolat Bacillus
majovensis, 3 izolat Bacillus thuringiensiss, 1 izolat Bacillus cereus, 1 izolat Bacillus
amyloliquefaciens olarak tiir seviyesinde identifiye edilirken 8 izolat Bacillus sp. olarak
cins seviyesinde identifiye edilebilmistir.

Izolatlarin direng profillerini belirlemek amaci ile cesitli gruplara ait antibiyotikler
kullanilmistir. Yapilan antibiyogramlar sonucunda izolatlarin biiyiik cogunlugunda bir veya
birden fazla antibiyotige karsi direng tespit edilmistir. izolatlarin agir metal direng profilleri
stvi diliisyon teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Yapilan arastirma sonucunda
izolatlarin Bakir (CuSQy), kursun (Pb(NO,);), krom (CrCl,), demir (FeSO,) ve manganez
(MnCly) agir metallerine kars1 yiiksek bir direng profili tespit edilmistir. Yapilan plazmit
izolasyonlari sonucunda 7 izolatin bir veya birden fazla plazmit tasidigi ve Bacillus subtilis
W168 susuna yapilan transformasyon sonucu, 2 izolatin tagidig1 plazmitin antibiyotik ve
agir metal direncini aktarabildigi tespit edilmistir.

Izolatlarin bakteriyosin icerikleri agar damlatma metodu ile gergeklestirilmistir.
B13 izolat1 diger tiim izolatlar {lizerine aktivite gosterirken, en etkili aktivitesi B17 izolat1
lizerine olmustur. B13 bakteriyosininin Gram pozitif, Gram negatif ve mayalar iizerine
antimikrobiyal etkisi belirlenmistir. Yapilan g¢alisgmalarda B13 bakteriyosininin en iyi
aktivitesi pH 7,0’da tespit edilmistir. Optimum bakteriyosin aktivitesi 30°C—37°C arasinda
gostermistir. Proteinaz K, lizozim, tripsin, lipaz ve katalaz enzimlerinin 5 mg/mL son
hacimdeki konsantrasyonlarinda aktivitenin tamamen inhibe oldugu gozlenmistir. Etil
alkol, eter ve hekzan organik coziiciiler1 enzim aktivitesini distriirken, formaldehit,
kloroform, aseton, propanol, methanol, tween-80, triton X-100 organik ¢oziiciileri ve
deterjanlar aktiviteyi tamamen inhibe etmistir. B13 bakteriyosinin kismi saflastirilmasi

neticesinde yaklasik olarak 5 kDa agirliginda bir protein oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Antibiyotik direnci, Agir metal direnci, Bakteriyosin.
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SUMMARY

Bacteriocin Contents of Bacillus Isolated From Soil of Rize Province, Determination

of Transferable Antibiotic and Heavy-metal Resistance

In this study, bacillus with Gram-positive spore isolated from soil were used. 15
Bacillus species bacteria isolated from soil characterized based on morphological,
biochemical, molecular and physiological. Results have shown that level of species
characterization can be made for 1 isolate Bacillus pumilis, 1 isolate Bacillus majovensis, 3
isolate Bacillus thuringiensiss, 1 isolate Bacillus cereus, 1 isolate Bacillus
amyloliquefaciens while 8 isolate Bacillus sp.

Some antibiotics were used in order to determine resistance profile of isolates.
Results of antibiograms have shown a large number of isolates have resistance toward one
or more antibiotics. Heavy-metal resistance profiles of isolates have been investigated by
dilution method. Investigations have shown that isolates have high resistance profile
toward copper (CuSQO,), lead (Pb(NO),), chrome (CrCl,), iron (FeSO,) and manganes
(MnCly). Plasmid isolation investigations have shown 7 isolate have one or more plasmid
and transformation to Bacillus subtilis W168 strain from that of 2 isolate have transferable
antibiotic and heavy-metal resistance.

Bacteriocin contents of isolates were investigated via agar drop method. B13 isolate
have shown activity on others, B17 isolate have the highest activity. Antimicrobial effect of
B13 bacteriocin to Gram-negative, Gram-positive and fungi have been determined.
Optimum activity for B13 bacteriocine determined at pH 7,0 and 30-37 °C. Final
concentration of 5 mg/mL for proteinase K, lysosime, tripsine, lipase, and catalase
enzymes have inhibited activity. While ethyl alcohol, ether, and hexane organic solvents
reduces activity, formaldehyde, chlororform, acetone, propanol, methanol, tween-80, triton
X-100 organic solvents and detargents inhibated activity definately. Purification of B13

bacteriocin have shown weight of protein is 5 kDa.

Keywords: Bacillus, Antibiotic resistance, Heavy-metal resistance, Bacteriocin.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris
1.2. Mikrobiyoloji Ana Bilim Dah

Mikroskobun kesfinden dnce dogadaki biitiin canli yaratiklarin hayvan ya da bitki
oldugu diisiiniiliirdii. ik insanlar iirkiitiicii doga olaylar1 ve bulasici hastaliklarla
karsilasinca korkmuslar ve dogal afetlerin tanrilarin kendilerine verdigi cezalar oldugunu
diistinerek hastaliklardan korunma carelerini tapinaklarda aramiglardir (Mutlu vd., 1999).

Ik olarak tibbin kurucusu ve babasi kabul edilen Hipokrat topraktan ¢ikan kotii
havanin hastaliklara yol actigini bildirmistir. Ronesans doneminde (1453-1600) tip
alaninda pek ¢ok gelisme meydana gelmis ve ilk mikroskop Hollandali Antony Von
Leeuwenhoek tarafindan yapilmistir. Bu nedenle modern mikrobiyolojinin kurucusu kabul
edilir. Bir bilim olarak mikrobiyolojinin gercek anlamda gelismesi ise Louis Pasteur’un
fermentasyonda mikroorganizmalarin roliinii gdstermis, ismi ile anilan Pastérizasyon
islemini, sarbon ve kuduz asilarini bulmustur. 1866 yilinda Haeckel mikroorganizmalarin
bitki ve hayvanlardan farkli oldugunu gorerek Protista adini verdigi yeni bir aleme dahil
etmistir (Mutlu vd., 1999).

Yurdumuzda mikrobiyoloji alanindaki ilk ¢alismalar ise as1 yapmakla baslamis ve
buna da ¢igek hastalig1 ve as1 hazirlama ¢abalar1 onderlik etmistir. Bu yondeki aktiviteler,
1840 yilindan sonra giderek gelismis ve cigcek asis1 hazirlanarak basari ile kullanilmistir
(URL-1).

Mikrobiyoloji bilim dali, biyolojinin sayisiz alt kollarindan yalnizca birisi olmasina
karsin biyolojinin temelini olusturdugunu sodyleyebiliriz. Mikroorganizmalar mikroskobun
icadindan sonra kesfedilmesine karsin yalmizca mikroskopla goriilebilen canlilardir.
Mikroorganizmalardan tip alaninda, endiistride, tarimda ve gida sanayisinde kullanilan ¢ok
onemli canlilardir. Diger bilinenleri ise algler, tek hiicreli yosunlar, tathh su

mikroorganizmalari, mayalar ve viriislerdir (Madigan vd., 2009).



1.3. Bakteriyolojinin Tarihgesi

Bakteriler ilk defa 1676’da Antonie van Leeuwenhoek tarafindan, kendi tasarimi
olan tek mercekli bir mikroskopla gézlemlenmistir. Onlara “animalcules” (hayvancik)
adinm1 takmus, gdzlemlerini Kraliyet Akademisi’ne yazilmis bir dizi mektupla yayimlamistir
(Mutlu vd., 1999).

Bacterium adi ¢ok daha sonra, 1838’de Christian Gottfried Ehrenberg tarafindan
kullanima sokulmus, eski Yunanca “kii¢iik asa” anlamina gelen bacterion’dan tiiretilmistir.

Latince kullanimiyla Bacteria bakteri sdzctigiiniin gogulu, bacterium ise tekildir (URL-2).

1.4. Prokaryotik Hiicreler

Zarla cevrili gercek bir c¢ekirdegi, endoplazmik retikulumu, plastitleri ve
mitokondrileri gibi organelleri bulunmayan hiicredir. Bakteriler, mavi-yesil algler bu
canlilara ornektir. Elektron mikroskobunun gelistirilmesiyle birlikte, biyologlar hiicre i¢i
yapilart inceleme firsati buldular. Bu arastirmalar sonunda canlilar aleminde iki temel
hiicre tipi oldugu ortaya ¢ikt1; Prokaryotik ve Okaryotik hiicre. Yapisal olarak daha basit
olan prokaryotik hiicre yapisi sadece bakterilerde bulunur. Diger biitiin organizmalar yani
protista, mantarlar (fungi), bitkiler ve hayvanlar, daha karmasik olan Okaryotik hiicre
yapisina sahiptir.

Prokaryotlar ya da Prokaryota; bakteriler, mavi-yesil algler, riketsiyalar,
aktinomisetler ve mikoplazma gruplarinin dahil oldugu; gercek c¢ekirdek zarlar1 ve
membrana bagli organelleri olmayan, fosfolipid barindiran hiicre duvari ve tek helezonlu
DNA molekiilii hiicre i¢inde serbest halde bulunan mikroorganizmalar1 kapsayan canlilar
tist alemdir. Organeller ve karmasik sitoplazma yapisi bu canlilarda bulunmaz. Mavi-yesil
algler ¢ekirdeksiz hiicrelerin en gelismis kolunu olusturur. Hemen hemen hepsi kromozom
olarak ¢ember seklinde bir DNA zinciri i¢erirken, mitoz boliinme yapmazlar. Her hiicrede
haploit olan tek kromozom, agilarak bir hiicrenin bir ucundan diger ucuna hareket ederek

kendini eslediginde, hiicre boliniir (Madigan vd., 2009).



1.5. Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bakteriler taksonomik olarak smiflandirilirken “Prokaryot” smifina dahil edilirler.
Prokaryot sinifindaki canlilarin viicutlar1 yalnizca bir hiicreden olusur. Prokaryotik
hiicrelerde belirgin bir ¢ekirdek yoktur. Tek kromozomlu niikleoid olup sirkiiler bir DNA
molekiilii seklindedir ve histon proteini bulunmaz. Kendisini sitoplazmadan ayiran niikleer
membrani bulunmaz (Mutlu vd., 1999).

Bakteri sitoplazmasinin iginde RNA, DNA, glikojen, protein, yag tanecikleri,
ribozomlar goriiliir. Mitokondri, c¢ekirdek, endoplazmik retikulum, golgi aygit1 gibi zarla
gevrili 6zel yapilar yoktur. Oksijenli solunum yapan bakterilerde mezozom denilen zar
katlantilar1 vardir. Mezozom, okaryot hiicrelerdeki mitokondrinin gérevini yapar. Solunum
enzimleri mezozom zarlarinda ve sitoplazmada bulunur.

Bakteriler 151k mikroskobu ile goriilebilecek kadar kiiciik canlilardir. Biiyiikliikleri
mikron ile olgiliir. Genellikle 2-10 mikron boyunda, 1-2 mikron genisliginde olabilir.
Bakteriler iki hiicre ortiisiine sahiptir. i¢ kistmda hiicre zari, hiicre zarinmn iistiinde ise
protein, karbonhidrat ve yaglardan olusan hiicre duvari (¢eper) vardir. Baz1 bakterilerde
hiicre duvarina ek olarak, polisakkaritlerden olusmus, koruyucu bir kapsiil bulunur (URL-
3).

Bakteriler sitoplazmalarinda mevcut plazmit denilen kromozomdan bagimsiz kiigiik
DNA pargas1 seklindeki yapilarla bakteriler arasi genetik bilgi degisimi yapabilirler.
Ornegin; antibiyotik direng genleri tasiyan plazmide sahip bakteriler, plazmitlerini yakin
cevresindeki bakterilere aktararak antibiyotik tedavisine direngli bakteri populasyonlarinin
olusmasimi saglar. Bakteriler hareketlerini kamgi (flajella) denilen uzantilarla saglarlar.
Yuvarlak bakterilerde kamgi yoktur, hareketleri pasiftir. Daha ¢ok ¢ubuk ve spiral
bakteriler kamgilidir. (Mutlu vd., 1999) Bakterilerin bazi tiirleri uygun olmayan ortamlarda
1stya, kurakliga dayanikliligr saglamak amaci ile “ Spor “ veya “Kist” ad1 verilen yapilar
olustururlar. Bakteriler, kendilerini bu yapilar sayesinde uzun siire dis ortamdan izole
edebilirler. Sartlar uygun oldugunda kist veya sporlarini kirarak tekrar hiicre i¢i metabolik
faaliyetlerini harekete gegirirler. (URL-3).

Bakteriler ¢ok genig bir yasama alanina sahiptirler. Antartika’da 0 derecedeki
buzullarin igerisinde yasadiklar1 gibi, “Gayzer” adi verilen ve 100 derece sicakliktaki

kaynar su piiskiirten kuyularda bile yasarlar (URL-4). Toprakta, deniz suyunda, okyanusun



derinliklerinde, yer kabugunda, deride, hayvanlarin bagirsaginda, asitli sicak su
kaynaklarinda, radyoaktif atiklarda biiyiiyebilen tipleri vardir. Mikroorganizmalarin o
kadar cok tiirii vardir ki bu tiirlerin yalnizca % 1°1 insan ve diger canlilar {izerinde hastalik
meydana getiriler. Geriye kalan % 99’luk ¢ogunluga sahip tiirler ise dogada simbiyotik ya
da kommensal olarak yasarlar (URL-4). Tipik olarak bir gram toprakta bulunan bakteri
hiicrelerinin sayist 40 milyon, bir mililitre tatli suda ise bir milyondur. Toplu olarak
diinyada bes milyon ton bakteri bulunmaktadir. Bu da diinyadaki biokiitlenin ¢ogunu
olusturur (URL-2). Bu biiyiikk biokiitlenin biiyilk bir kismi toprakta yasamini
stirdirmektedir. (Berkeley ve Logan, 1997).

1.6. Toprak Mikroflorasi

Topraklarda hem mikroskobik boyutlarda ve hem de makroskobik nitelikte
karmagik bir canlilar diinyas1 bulunmaktadir. Bakteriler toprakta bulunan en kiiclik ve en
bol mikroorganizmalardir. Incelendiginde bir gram toprakta milyonlarca bakteri
bulunabilir. Toprak mikroflorasinda bulunan bazi bakteri tiirler toprak ortamindaki ¢ok
kiigiik degisikliklerden bile etkilenebilirken, baz tiirler ise siddetli soguk, sicak ve kurak
ortam gibi ¢ok zor toprak kosullarinda bile canli kalabilirler. Baz1 bakteriler olusturduklar

sporlar vasitasiyla toprakta uzun siire spor formlari1 olusturarak canli kalabilirler (URL-5).

1.7. Bacillus Cinsi Bakteriler ve Ozellikleri

Ust alem : Bacteria

Alem : Eubacteria

Sube : Firmicutes

Simf : Bacili

Takim : Bacillales

Familya : Bacillaceae

Cins : Bacillus

Tiir : B.subtilis, B.cereus, B.mycoides, B.amyloluguefaciens



Toprak mikroflorasinin 6énemli bir mikroorganizmasi1 Bacillus cinsi bakterilerdir.
“Bacillaceae” ailesi igerisinde yer alirlar. Bacillus’lar, aerop ve fakiiltatif anaerop, gram
pozitif basillerdir. Beklemis kiiltiirlerde bakterinin gram ile boyanma ozelligi degisken
olabilir veya bazen de gram negatif olabilir. Bakterilerin ¢evresindeki peritris flajellalar

bulunmasi nedeni ile bir¢ok tiir hareketlidir (Topgal, 2010).

1.7.1. Hiicre Morfolojileri

Bacillus’lar tek veya c¢ok sayida hiicreden olusan uzun zincirler meydana
getirebilirler. Hiicreler parabazal kisim ve protein kristalleri igerebilir. Ana hiicrede
bulunan sporun sekli ve sporogoniumun yeri, Bacillus sp. tiirlerinde karakteristik bir
ozellik gosterir. Endosporlar genellikle silindirik, elipsoidal, oval ya da yuvarlaktir.
Sporlar, sporogonium’un i¢inde merkezde, merkeze yakin, uca yakin, ugta veya lateralde
bulunurlar (Lennete vd., 1985). Bazi tiirleri kapsiil olusturabilme o6zelligine sahiptir.
Olusturulan kapsiil ¢ogunlukla poli-D ya da L-glutamik asit yoniinden zengindir. B.
circulans, B. megaterium, B. mycoides ve B. pumilis gibi diger Bacillus tiirleri karbohidrat
igerikli kapsiil olusturabilirler (URL-1).

1.7.2. Koloni Morfolojileri

Bacillus suslariin koloni yiizeylerinin goriintiileri genellikle g¢evresel kosullara
bagli olarak degisir. Bu kosullardan en 6nemli olanlart mikroorganizma kiiltiiriiniin bagh
bulundugu besiyerinin bilesimi ve inkiibasyon sicakligidir. Cevresel sartlarin farklilasmasi
ile kiiltiiriin kendisinde de bazi farklilagmalar meydana gelir. Sadece kii¢iikk koloni
formlarma sahip suslarin disinda koloninin ¢api1, besiyeri ve igerisindeki agar
konsantrasyonuna bagl olarak degisir. Bacillus kolonileri genellikle seffaf ya da parlak
renklidir. Bazen krem renkli kolonilerde olusabilir. Bacillus tiirlerinin birgogunda pigment
tiretimi yoktur. Fakat Bacillus megaterium suslar1 6zellikle kazein igeren agarda sar1 renkte

pigment olustururlar (Lennete vd., 1985).



1.7.3. Hiicre Duvar Yapilari

Gram-pozitif  bakterilerde yaygin olan hiicre duvar yapist degiskenligi
Bacillus’larda meydana gelmez. Bacillus’larda vejetatif hiicre duvar yapisi peptidoglukan
tabakadan olusur. Teikoik asit tipleri Bacillus tiirleri arasinda ve tiir igerisinde bile
degisiklik gosterebilmektedir. Teikoik asit yapisi birgok Bacillus tiiriinde hiicre
membranlarinda lipoteikoik asit olarak ortak formda bulunmaktadir (URL-1).

Bacillus suslarinda peptidoglukan tabaka yogun halde bulunan murein tipi
dogrudan birbirine bagli mezo-diamino pimelik asit seklindedir. Baz1 Bacillus tiirlerinde

ise hiicre duvar teikoik asit yapisina sahiptir (Ozgelik, 1995).

1.7.4. Endospor Yapilar

Bacillus subtilis’te 1siya direngli endosporlar ilk olarak Cohn tarafindan
tanimlanmistir. Daha sonra Koch endospor yapisini patojen Bacillus antrachis’te
gostermistir. Endosporlar, dogada bir¢ok dayanikli hiicrenin bulundugunun bir kanitidir.
Bacillus’lar ekstrem sartlarda vejetatif hiicreden spor formuna gecerek uzun yillar boyunca
canli kalabilirler. Sporlar genellikle aerobik veya anaerobik kosullarda olgun basillerde,
ortamda gida maddelerinin veya mineral, lireme, nitrojen, karbon ve lireme kaynaklarinin
azaldig1 durumlarda olusmaktadir. Sporlar fiziksel ve kimyasal sartlar olumsuz oldugunda
da hiicre tarafindan olusturulurlar. Hiicre sporlar1 tim bu olumsuzlara vejetatif hiicreden
cok daha fazla dayaniklhidirlar. Sporun sekli, biiyiikliigii ve yilizey bi¢imi tiirlere gore
degisiklik gosterir. Spora sertligini kalsiyum ve dipikolinik asit saglar. Sporulasyonda her
safha tiire gore degisiklik gostermekle birlikte 5—13 saat spor olusumu i¢in gereklidir. Spor
olusumu tahminen 50 den fazla gen tarafindan idare edilen genetik diizeyde bir olaydir ve

tiire karakteristiktir (URL-1).

1.7.5. Beslenme ve Gelismeleri

Birgok Bacillus tiirii basit organik bilesikleri (sekerler, aminoasitler, organik asitler)
kullanabilen, kemoheterotrof canlilardir. B. megaterium gibi birkag tiir organik olmayan
daha spesifik gelisim faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. ¢ogu tiir optimum 30—40°C arasindaki

(mezofil) sicakliklarda gelisir. Fakat cins optimum 65°C’nin lizerine kadar sicaklikta



tireyebilen tiirlerde igerir (URL-1).

1.7.6. Ekolojileri

Genel olarak aerobik endospor olusturan basiller i¢in birinci habitat topraktir.
Toprakta bakteri uygun cevre kosullarinda ve yeterli besini saglayabildiginde biiyiime
faaliyetlerini gerceklestirir. Kotii ¢evre kosullarinda ve besin tiikendigi zaman ise spor
olustururlar (URL-1).

Endosporlu aerobik Bacillus tiirleri hemen hemen biitiin dogal habitatlardan ve
diger pek ¢ok kaynaklardan izole edilebilirler. Bunlar ¢ok yaygin olarak toprakta ve bitki
dokiintiilerinin oldugu yerlerde bulunurlar. Kutup bolgeleri, sicak su kaynaklari, kaplicalar,
tath ve tuzlu sular, ¢6l topraklar1 bu cinsin yasayabildigi alanlardir. Karbon ve azot
dongiisiinde 6nemli rol oynarlar. Diger habitatlari ise, derin deniz suyu sedimentleri, peynir

stit gibi yiyecekler ve patojen olanlar i¢in ise insanlar verilebilir (Earl vd., 2008).

1.7.7. Ekstraselliiller Enzimleri

Enzimler kimyasal tepkimelerde katalizor gorevi yapan hayvan, bitki ve
mikroorganizmalardan salgilanan protein yapisinda veya bir kismi protein olan
biyomolekiillerdir (Bhart, 2000; Smith, 1996).

Endiistriyel kaynakli enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli
enzimlere gore Kkatalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan iiriin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleridir
(Wiseman, 1987). Mikroorganizmalar, biyokimyasal ¢esitlilikleri ve genetik
manipiilasyonlara uygunlugu gibi sebeplerden dolayr da miikemmel bir enzim kaynagi
olarak degerlendirilmektedir (Rao vd., 1998). Giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin
yaklasik %90’1 mikroorganizmalarin fermantasyonu ile iiretilmektedir (Godfrey ve West,
1996).

Salgilama sekillerine gore enzimler intraselliiler ve ekstraselliiler olmak tizere iki
kisma ayrilirlar. Ekstraselliiler enzimler, besiyeri ve hiicre yapilarinin dis kismi ile baglanti

halinde olan enzimler olarak tanimlanir. Gram-negatif bakterilerde proteinler i¢ ve dis



membran arasindaki periplazmik bosluk arasinda kalirlar. Gram-pozitif bakterilerde ise
enzimler dogrudan besiyerinde salgilanirlar. Intraselliiler enzimlerin aksine, ekstraselliiler
enzimlerin stabilitesi yliksek olup, ¢evre kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabilirler
(John, 1987).

Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kokenlidir. Giiniimiizde
mikrobiyal enzimlerin ¢ogu, Oonemli arastirma konusu olmustur, diinyanin hemen her
yerinde iiretilmeye ve sanayi, endiistri alaninda kullanilmaya baslanmistir. Endiistri
alaninda kullanilan pek ¢ok mikrobiyal enzimin Bacillus cinsine ait tiirler tarafindan

sentezlendigi bilinmektedir (Kalisz, 1988).

1.7.8. Endiistriyel Alanda Kullanilan Enzimler

Mikrobiyal enzimler arasinda en yaygin olarak kullanilanlar a-amilaz, glikoamilaz,
glikoizomeraz ve proteazlardir. o-amilaz enzimi gida endiistrisinin farkli alanlarinda,
meyve suyu endiistrisinde, deterjan iiretiminde, eczacilikta ve tekstil endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini
karbonhidratazlar, %3’linii lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir.
Karbonhidratazlar grubuna giren a-amilaz enzimi %13’lik oran ile onemli bir yer
tutmaktadir (Wiseman, 1987).

Amilazlar, nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize eden ekstraselliiler
enzimlerdir. Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen
uygun kosullarda kisa siirede elde edilmesinden dolayr mikroorganizmalar asil kaynag:
olusturmaktadir (Wiseman, 1987). a-Amilazin uygulama alani1 oldukca genis ve cesitlidir.
Bu enzimler tekstil ve kagit endistrisinde, nisastanin sivilagtirilmasinda, alkol
fermantasyonunda, ekmek, glikoz ve friiktoz suruplarinin yani sira tutkal tiretiminde de
kullanilmaktadirlar (Bailey ve Ollis, 1987; Igarashi vd., 1998; Bajpai ve Bajpai, 1989).
Meyve suyu endiistrisinde de uygulama alani bulan enzim, O6zellikle elma ve armut
sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir (Eksi, 1989).

Endiistriyel uygulamalarida siklikla rastlanan enzimlerden biri de proteaz enzimidir.
Proteazlar, uygun kosullarda proteinlerin peptid baglarinin hidrolizini katalizlemektedirler.
Ayrica, proteazlar kullanim alanlarinin fazlalig: ile sanayi enzimlerinin en genis kismini

olusturmaktadir. Proteaz enzimi; deterjan sanayinde, deri sanayinde, c¢esitli klinik



uygulamalarda, kozmetik ve ila¢ sanayinde, giimiis eldesinde, gida sanayinde, peynir
yapiminda, bira yapiminda, firincilikta, sigir yemi iiretiminde, atik isleme sanayinde, D, L-
amino asitlerin sentez ve ¢oziindiiriilmesinde kullanilmaktadir (Kasavi, 2006).

Seliilazlar, seliilozu glikoza parcalayabilme kapasitesindeki hidrolitik enzim
grubudurlar. Mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar (memeliler hari¢) tarafindan
tiretilirler ve genellikle bir seliilaz sistemi olarak birden fazla farkli enzimden olusurlar.
Seliilazlar endiistriyel olarak kullanilan enzimler igerisinde, proteaz ve amilazlardan sonra
ticlincii 6nemli biyoteknolojik enzimlerdir. Seliillozu hidrolize eden enzimler genis capta
mantar ve bakterilerden elde edilmektedir. Ticari alanda en fazla tercih edilen seliilaz
enzimi Trichoderma reseei (Teeri vd., 1998) susundan elde edilmektedir. Bu organizma
disinda Aspergillus, Penicillium, Basidiomycetes ve Bacillus suslarindan da farklhi
Ozellikleri olan seliilaz enzimleri tiretilmistir (Tomme vd., 1995).

Seliilotik enzimler, sivi kazancini arttirmak ve iyi bir renk elde etmek icin alkol
tiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica selillaz kot pantolonlarin  biyolojik olarak
taglanmasinda kullanilmaktadir (Niehaus vd., 1999). Ayn1 zamanda meyve sularinin
berraklastirilmasi, zeytinyaglarin ekstraksiyonunda da kullanilmaktadir, bununla beraber
firmcilik  diriinlerinin  kalitesinin arttirilmasinda  kullanilmaktadir. Ote yandan bira
mayalanmasinda ve sarap iiretiminde de rol oynarlar (Galante vd., 1998).

Lipazlar (EC.3.1.1.3, triacilgliserol agil hidrolaz) hayvansal ve bitkisel yaglarin
normal kosullar altinda tersinir hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bunun diginda
esterifikasyon, transesterifikasyon gibi reaksiyonlari da katalizlemektedir. Bu enzim diinya
capindaki enzim satiglarinin sadece %4’liik kismina sahiptir (Paiva vd., 2000; Balcao ve
Malcata, 1998).

Lipaz enzimi gida sanayi de dahil olmak tizere pek ¢ok sektorde kullanima sahiptir.
Bu enzimin kullanim alanlar1 unlu mamul ve igecek sektorlerinde, 6zellikle temizlik ve
kozmetik sektorlerinde, kagit ve eczacilik sektorlerinde oldukg¢a fazla kullanilmaktadir

(URL-3).



1.8. Antibiyotik ve Agir Metal Direnci
1.8.1. Antibiyotik Direnci

Antimikrobiyallar, bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilan, bakteri, virlis ve
parazit gibi mikroorganizmalar1 6ldiirmek ya da baskilamak i¢in kullanilan ilaglardir.
Antibiyotikler, sadece bakterilere karsi etki goOsteren antimikrobiyal alt gruplaridir.
Antibiyotikler; (i) hiicre duvari sentezini engelleyerek, (ii) protein sentezini inhibe ederek
(iii) hiicre membran fonksiyonunu inhibe edenler, (iv) DNA/RNA sentezini inhibe ederek,
etkilerini gosterirler (Walsh, 2003).

I- Hiicre Duvar1 Sentezini Iinhibe Edenler
a) B- laktam grubu antibiyotikler
i- Penisilinler
ii- Sefalosporinler
iii- Karbapenemler
iv- B- laktam inhibitorleri
b) B- laktam grubu igermeyen antibiyotikler
i- Glikopeptidler: Vankomisin, teikoplanin
ii- basitrasin

iii- Sikloserin

II- Hiicre Membran Fonksiyonunu Inhibe Edenler
a) Polimiksinler
b) Nistasin ve Amfoterisin B

[11- Protein Sentezini Inhibe Edenler
a) Ribozomun 50 S alt {initesinin fonksiyonunu bozanlar

i- Makrolidler: Kloramfenikol, Eritromisin, Azitromisin,
b) Ribozomun 30 S alt iinitesinin fonksiyonunu bozanlar

i- Tetrasiklinler

ii- Aminoglikozidler: Gentamisin, Amikasin, Netilmisin
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IV- Niikleik Asit Sentezini Inhibe Edenler
a) RNA polimeraza etki edenler: Rifampisin, Aktinomisinler
b) DNA replikasyonunu inhibe edenler: Kinolonlar

C) Prokiirsor sentezini inhibe edenler: Sulfonamidler, Trimetoprim

1.8.2. Agir Metal Direnci

Bir¢ok mikroorganizmanin ¢esitli metallerin varliginda gelisimlerini devam
ettirebildigi bilinmektedir (Bruins vd., 2000; Choudhury ve Srivastava 2001). Metaller ve
metalloidler hem prokaryotik hemde okaryotik olmak {izere tiim mikroorganizmalar i¢in
toksiktir ve bu organizmalar metallere karsi direnclik mekanizmalari gelistirmislerdir.
Gelistirilen bu diren¢ mekanizmasi ile bazi mikroorganizmalar ¢ok yiiksek metal
konsantrasyonlarinda bile ¢ogalabilme yetenegine sahiptiler (Ellis vd., 2003).

Yapilan arastirmalarda bazi metallere direngli mikroorganizmalar teshis edilmistir.
Bu calismalar, ¢ogunlukla, Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ve Bacillus sp. gibi 6nemli direnglilik gosteren Gram-negatif ve Gram-pozitif aerobik
bakterileri icermektedir. Toksik metallere kars1 diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesine
yol agan etmen, mikroorganizmalarin bulundugu g¢evrede, toksisiteye sebep olan metalin
varlig1 ve bu metalin organizma iizerinde yarattig1 strestir (Guzzo vd., 1999).

Metal direnclilik sistemlerinin biiyiik bir kismini aktif transport veya tasima
sistemleriyle metalin mikroorganizmadan uzaklagtirilmasi olusturmaktadir.
Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalarindan uzaklastirmak i¢in aktif transportu
kullanirlar. Non-esansiyal metaller normal olarak besin tagima sistemleri ile hiicre igine
girmektedir. Fakat hizl1 bir sekilde hiicre disina taginmaktadir. ATPaz bagimli olan veya
ATPaz bagimli olmayan bu tagima sistemleri katyon veya anyonlara karsi oldukca
spesifiktir (Silver 1998; Nies ve Silver 1995).

Diisiik konsantrasyonlarda bile toksik olan kadmiyum non-esansiyal bir metaldir.
Cd(IT)’nin enzimatik detoksifikasyon ile daha toksik kadmiyum formlar1 olusmaktadir. Bu
nedenle, Cd(II) i¢in en Onemli direnglilik mekanizmasi bu metali hiicre i¢inden disari
pompalayan sistemdir (Bruins vd., 2000).

Ayrica K¥, Mg*?, Mn*?, Zn*2 Ni*?, PO,3, SO,2, AsO,° AsO?, Co*?, Ag* ve Pb™

iyonlarinin da tasima sistemleri ile hiicreden uzaklastirildig1 bildirilmektedir (Silver 1998,
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Nies ve Silver 1995).
Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Micrococcus, Pseudomonas, Salmonella, Sarcina,

Shigella, Staphylococcus ve Streptococcus, Hg(Il)’ye karsi direng gdsteren cinsler olarak
bilinmektedir (Sadhukhan vd., 1997).

1.9. Bakteriyosin

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan {iretilen antibakteriyal aktiviteye sahip,
protein ya da proteinlerle birlikte bazi yan gruplar da igerebilen metabolitler olarak
tanimlanmaktadir (Klaenhammer, 1993; Jack vd., 1995). ilk bakteriyosin 1925 yilinda
Gratia tarafindan tanimlanmistir. Escherichia coli tarafindan iiretilen protein yapisindaki
bu inhibitér madde kolisin olarak isimlendirilmistir (Gratia, 1925). Kolisinin bulunmasini
takiben 1928 yilinda cesitli laktik asit streptokoklarin (laktokoklarin) bazi laktik asit
bakterileri iizerine inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir (Rogers ve Whittir, 1928).
Bundan bes yil sonra Whitehead, (1933) protein yapisinda inhibitér bir madde
tanimlamistir (Mattick ve Hirsch, 1947). Gida kaynakli patojenlerin inhibisyonun da,
fermantasyonun kontroliinde, gidanin raf Omriiniin uzatilmasinda ve mikrobiyolojik
giivenirligin saglanmasinda rol alan maddelerdir (Andersson, 1989; Foegeding vd., 1992).
Genel olarak bakteriyosinlerin 6zelliklerini agagidaki gibi siralayabiliriz:

Protein yapisindadirlar.

Bakterisidal aktiviteye sahiptirler.

Etki mekanizmalar1 dardir ve genellikle gram (+) mikroorganizmalara karsi
etkilidirler.

Bakteri hiicresini pargalamadan inhibe ederler.

Proteolitik enzimlerle inaktive olurlar.

Etki mekanizmalari, hiicre duvarinin ¢ift yonlii gegirgenligini arttirarak ve
sitoplazmik maddelerin hiicre disina ¢ikmasina neden olmasmma dayanmaktadir.
Bakteriyosinlerin hiicreye karsi etkisi ele alindiginda, bakteriyosin molekiilleri hiicre
yiizeyindeki 6zel alicilara saldirirlar, sadece bakteriyosine duyarli hiicre bu baglantiy
yapabilir ve hiicre duvarindaki makromolekiilerin degismesine neden olur. Boylece diger
molekiiller i¢in gecirgen hale gelir. Bakteriyosin molekiilleri ve diger molekiiller hiicre

duvarindan igeri girerek ve sitoplazmik membran ile temas haline gelirler. Sitoplazmik
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membranin dengesini bozarak canlilik kaybina neden olurlar (Erem ve Pur, 1994).

Bakteriyosinler, benzer aktivite Ozelliklerinden dolayi, birgok kaynakta
antibiyoiklerle karistirllmaktadir. Bakteriyosinleri antibiyotiklerden ayiran temel Olgiit;
bakteriyosinlerin antibiyotiklere nazaran ¢ok daha dar bir etki spertrumuna sahip olmalari
ve sadece yakin akraba tiirler lizerinde bakteriyosidal ya da bakteriyostatik etkiye sahip
olmalaridir (Uymaz, 2009). Bunun yani sira; bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen
tirlinlerdir, antibiyotikler ise enzimatik islenme sonucu aktif formlarmi kazanirlar. Her
bakteriyosinin kendi bagisiklik proteini vardir. Bu bagisiklik proteinini kodlayan genler,
bakteriyosinlerin yapisal genleri ile baglantilidir. Antibiyotik bagisikligin1  yoneten
determinantlar ise yapisal antibiyotik genleri ile baglantili degildir. Bakteriyosinler
genellikle gelisme fazinda firetilir ve iki bilesenli bir sistem tarafindan regiile edilir.
Antibiyotikler ise gelisimin durma fazinda iiretilen ikincil metabolitler olarak
tanimlanmaktadir (Nes vd., 2002).

Bakteriyosin sentezleme yetenegine sahip bakteriler incelendiginde, oldukca genis
bir yelpaze ile karsilasilmaktadir. Basta Laktobacillus ve Lactococcus olmak iizere
Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilere ait
pek ¢ok tiir, bakteriyosin lretme yetenegine sahiptir (Gorris, 1996). Gram negatif
bakteriler tarafindan Tretilen bakteriyosinler genel olarak mikosinler olarak
adlandirilmaktadir. Mikosinler; protein biytkliikleri, mikrobiyal hedefleri, etki
mekanizmalar1 ve direng sistemler agisindan farkliliklar igermektedir (Gouaux vd., 2005).
Bakteriyosinleri ¢ogu gram pozitif bakteriler tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Fakat son
arastirmalar bazi Arkea iliyeleri tarafindan da bakteriyosinlerin iiretildigini gostermistir

(Riley ve Wertz, 2002).

1.9.1. Gram Pozitif Bakterilerden Elde Edilen Bakteriyosinler

Gram pozitif bakteriler bakteriyosinlere 6zgii regiilasyonlara sahiptir. Gram pozitif
bakterilerde bakteriyosin liretimi genellikle logaritmik fazdan duragan faza gecis sirasinda
gerceklesmektedir. Nisin tiretimi logaritmik fazin ortalarinda baglar ve hiicrenin duragan
faza girmesi ile en yliksek diizeye ulasir. Ekspresyonun yogunlugu hiicre dongiisiine degil
kiiltiir yogunluguna baglidir (Hammami vd., 2007). Evrensel bakteriyosin veri tabaninda

39 adet lantiyonin igeren bakteriyosin (sinif 1) 40 adet lantiyonin igermeyen bakteriyosin
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(sinif 11) ve siniflandirilmayan tiirler olmak iizere 145 bakteriyosin yer almaktedir (Linda
vd., 2008). Gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler dort gurup
altinda toplanmistir. Gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler bu
siniflandirmada yer almamaktadir. Zira gram negatif bakterilerin iirettigi bakteriyosinler
ayr1 bir sinif olarak kabul edilmektedir (Klaenhammer, 1993; Nes vd., 1996; Ennaher vd.,
2000). Gram pozitif bakteriler tarafindan iretilen antimikrobiyal bilesiklerin
siniflandirilmasinda pek c¢ok farkli ozellik kullanilmaktadir. Peptitler, distiilfid ve
monosiilfid (lantiyonin) baglari ile etki spektrumlar1 esas alindiginda 4 gruba ayrilir. En iyi
calisilmis bakteriyosin grubu gida korumasinda kullanim potansiyellerinden dolayr laktik
asit bakterileri (LAB) tarafindan fretilen bakteriyosinledir. Klaenhammer bu
bakteriyosinleri; molekiiler agirliklar1 1s1  duyarliliklari, enzimatik duyarliliklari,
translasyon sonras1t modifiye edilen amino asitlerin olup olmamasi ve etki mekanizmalarini

esas alarak dort grup altinda smiflandirmistir (Klaenhammer, 1998).

1.9.1.1. Grup | Bakteriyosinler

Lantibiyotikler olarak da adlandirilan bu grup icerisinde yer alan bakteriyosinler,
translasyon sonrasinda modifiye edilen kiiciik peptitleri icermektedir. Bu bakteriyosinler
lantionin ve F-metillantionin gibi modifiye olmus tioether amino asitleri ve karakterize
edilirler. Grup 1 bakteriyosinlerin molekiiler agirliklar1 1,9 kDa ile 4,6 kDa arasinda
degismektedir (Oscariz ve Pisabarro, 2001; O’Sullivan vd., 2002). Lantibiyotikler grubuna
dahil bakteriyosinler, olgunlagsmis peptitlerin amino asit kompozisyonu esas alinarak 6
kategoriye ayrilmistir. S6z konusu kategoriler; nisin alt grubu (nisin A ve nisin Z), laktisin
481 alt grubu (laktisin ve J49), laktisin3147 alt grubu (PIwF ve Ltn A2 ), mersaisin alt
grubu (plantarasin C, Ltn Al ve PIwG), sitolisin alt grubu (CyIL1 ve CylL2 ) ve laktosin S
alt grubunu admi almaktadir (Twomey vd., 2002). Bu gruptaki bakteriyosinler kimyasal
yapilarina ve antimikrobiyal aktivitelerine gore ise 1A ve IB antibiyotikleri olmak tizere iki
gruba ayrilirlar.

Grup lA: Bu gruptaki bakteriyosinler net pozitif yiike sahip ve hidrofobik
polipeptid yapisindadirlar. Membran aktif peptidler olup bakteri zarinda gozenek
olusturarak antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Grup IB’deki bakteriyosinlere

kiyasla daha esnek bir yapiya sahiptirler (Chen ve Hoover, 2003).
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Grup IB: Bu gruptaki bakteriyosinler yiiksiiz veya negatif yiiklii olup, globiiler
peptid yapisindadir.  Spesifik enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler (Twomey vd., 2002).

1.9.1.2. Grup Il Bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler Grup I’den farkli olarak lantiyonin i¢ermezler ve 10
kDa’dan kiigciik genelde 1s1 sabit ve translasyon sonrasinda modifiye olmayan
bakteriyosinleri i¢ceren olduk¢a genis bir gruptur (Ennahar vd., 2000). Bu grup da kendi
aralarinda ti¢ gruba ayrilmistir (Callewaert vd.,1999).

Grup I1A: Bu gruptakiler 6zellikle Listeria’ya karsi aktif olup, yapilarinda bulunan
peptid’in  N-terminalinin sonunda Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizisine
sahiptirler (Chen ve Hoover, 2003). Genellikle sitoplazmik membran {izerinde iyonik
dengeyi bozmak ve organik fosfatin hiicre digina akmasini saglamak suretiyle inhibitor
etkilerini gosterir. Pediocin AcH/PA1, mesentericin Y105, sakacin A ve P, carnobactericin
B2 bu alt gruba dahil baslica bakteriyosinlerdir (Oscariz ve Pisabarro, 2001).

Grup IIB: Bu gruptaki bakteriyosinler primer yapilar1 birbirinden farkli iki
polipeptid igerirler. Ayr1 ayr1 aktivite gosterebildikleri gibi, etkin bir sekilde aktif hale
gelebilmeleri igin her ikisinin de aktif olmas1 gerekmektedir. Iki polipeptidin aktif hale
gelmesiyle, hiicre membraninda gozenek olusturarak antimikrobiyal —aktivite
gostermektedir. Bu grubun en 6nemli temsilcileri L50A-enteocin L50B, Lactococcin M-
Lactococcin N ve plantaricin JK ikili bakteriyosinlerdir (Hechard ve Sahl, 2002).

Grup I1C: Bu gruptaki bakteriyosinler, Grup II’deki bakteriyosinlerin 6zelliklerini
gosteren, Grup IIA ve IIB disindaki diger bakteriyosinlerdir. Bu gruptakilerin bir¢cogu
sistein amino asit rezidlisi icermekte ve bu bakteriyosinlere thiolbiotic’ler veya
cystibiotic’ler denilmektedir. Tiyo-aktif bakteriyosinler olup, aktiviteleri igin indirgenmis

sistidin rezidiisiine gereksinim duyarlar (De Martinis vd., 2002).

1.9.1.3. Grup |11 Bakteriyosinler
Grup III bakteriyosinler Biiylik molekiiler agirligmma sahip (>30kDa) ve 1siya
duyarl proteinlerden olugmaktadir. Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin biiyiik bir kismi1

Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan sentezlenmektedir. Helvetisin J, laktisin A, laktisin
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B, helvetisin V-1829 ve enterolisin A bu grubun en bilinen {iyeleridir. Grup III tyesi
bakteriyosinlerin ¢ogu 1stya duyarli proteinler olmasina ragmen, helvetesin-J gibi 1s1 stabil

tiyeleri de bulunmaktadir (Klaenhammer, 1993).

1.9.1.4. Grup IV Bakteriyosinler

Dordiinci grup altinda siniflandirilan  bakteriyosinler, polipeptit yapisinda,
lipoprotein veya glikoprotein gibi ilave bazi yapilar icermeleri ile karakterize edilmektedir.
Plantarasin-S, laktosin 27 ve leukonosin S bu gruba dahil bazi bakteriyosinlerdir
(Klaenhammer, 1993; Nes vd., 1996; Ennahar vd., 2000; Nes ve Holo, 2002). Bu
smiflandirma  bakteriyosin  aktivitesinin  protein  dist  yan  gruplardan da
kaynaklanabilecegine isaret eden sinirli sayida literatiir verisi esas alinarak yapilmistir.
Ancak yan gruplarin bakteriyosin aktivitesi hicbir arastirmada kesin bir sekilde

tamimlanamamustir (Oscar ve Pisabarro, 2001; Madera vd., 2003).

1.9.2. Bacillus amyloliquefaciens ve Bakteriyosinleri

Bacillus amyloliquefaciens BamHI restriksiyon enziminin kaynagi olan bir Bacillus
turtidiir. Bacillus amyloliquefaciens 1943 yilindan Japon bilim adami1 Fukumoto tarafindan
topraktan tanimlanmistir (URL-7).

B. amyloliquefaciens'de, aerobik, katalaz pozitif, Gram-pozitif gubuk seklinde ve
hareketli bir organizmadir. Dogada bol miktarda toprak 6rneklerinde bulunur. Bacillaceae
ailesinin  diger iyeleri oldugu endospor olusturabilir. Bacillus amyloliquefaciens
daha diisiik G + C igerikli organizma olarak siniflandirilir (URL-8).

Bakteriyosinlerin biiyiik ¢ogunlugu 6zellikle et ve siit iirlinleri gibi gidalar ile yakin
iliskili olan laktik asit bakterilerinde g¢alisilmistir. Oysaki Bacillus’lar bir¢ok sanayiye
uygun tiir icermeleri ve gida endiistrisinde giivenli kullanim ge¢migleri ile antimikrobiyal
peptitlerin arastiritlmasinda alternatif bir genusdur. Bacillus’lar tarafindan {iretilen bir ¢ok
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler tanimlanmistir (Halimi vd., 2010). Bacillus
amyloliquefaciens tiiri tarafindan tretilen bakteriyosinler son yillarda baz1 galismalarda
incelenmistir (Sutyak vd., 2008; Halimi vd., 2010; Lisboa vd., 2006).
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1.9.3. Bakteriyosinlerin Kullanim Alam

Bakteriyosinler gidalarin biyokimyasinda, terapotik amaglarla, bitki patolojisine
karst kanser gelisimini Onleyici potansiyelleri ile ilgili yapilmis cesitli calismalar
bulunmaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar gostermistir ki, gidalarin korunmasinda
bakteriyosinlerin kullanim1 pek ¢ok yarar saglamaktadir (Cleveland vd., 2001).
Bakteriyosinler genel olarak gidalarin korunmasinda kullanilsa da lantibiyotiklerin toksik
etkilerinin olmayis1 ve Gram-pozitif insan ve hayvan patojenlerine kars1 aktiviteye sahip
olmalar1 klinik etkilerinin de arastirilmasina Onciilik etmektedir. Bakterileri gruplari
igerisinde laktik asit bakterilerini (LAB) olusturan; Lactobacillus, Laktococcus,
Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus cinsleri tarafindan iiretilen bakteriyosinler
antibiyotiklerin gelistirilmesi agisindan en umut verici gruptur. LAB’lar uzun yillardir
probiyotik ve gda koruyucu olarak kullanilmalar1 nedeniyle LAB kokenli
bakteriyosinlerin oral ve gastrointestinal antibiyotikler olarak kullanilmasi olasidir (De
Vuyst ve Leroy, 2007; Sit ve Venderas, 2008). Bazi lantibiyotiklerin etki mekanizmalarinin
kesin olarak belirlenmesi ve yeni tanimlanan bir mekanizma ile ¢oklu-ilag¢ direncliligine
sahip patojenlere karsi aktiviteye sahip olmalari, tedavi amaci ile kullanimlarina olanak
saglamaktadir. Ornegin iki peptidil laktisin 3147 Staphylococcus aureus (methisilin
direngli S.aureus da dahil), enterokoklar (VRE dahil), streptokoklar (S. pneumoniae,
Streptococcus mutans), Clostridium botulinum ve Propionibacterium acnesn gibi bakteri
tiirlerine kars1 in vitro etkinlige sahiptir (Sit ve Vederas, 2008).

Gida uygulamalarinda kullanilmak {izere bakteriyosin arastirmalari yapildiginda
izole edilen bakteriyosinin kullanima uygun olmasi i¢in bazi1 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Uretici sus GRAS statiisiinde bakteriyosin patojen bakterileri de kapsayan
genis bir etkinlige ya da spesifik patojenlere karsi inhibisyon etkinlige sahip i1siya
dayanikli, saglik a¢isindan risk tasimayan, kaliteyi ve aromay arttirict 6zellikte olmalidir
(Holzepfel vd., 1995). Bakteriyosinler gidalarin raf 6mriinii uzatmaktadir. Sicakligin zararl
olacag sartlar altinda ekstra koruma saglamaktadirlar. Gida zinciri boyunca, gida kaynakh
patojenlerin  bulunma riskini azaltmaktadir. Bakteriyosinler sayesinde, gidalarin
bozulmasindan kaynaklanan ekonomik kayiplar azalmaktadir ve kimyasal koruyucular
daha az kullanilmaktadir. Is1 islem daha az kullanildigi i¢in gidalardaki besleyici maddeler

ve vitaminler daha az zarar goriir. Ayrica “yeni” (daha az asidik, daha diisiik tuz
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konsantrasyonuna sahip, yiiksek su igerikli) gidalarin pazarlanmasini saglamaktadirlar
(Unliitiirk ve Turantas, 1999). Her ne kadar bakteriyosinlere karsi mikroorganizmalarin
diren¢ kazanmasi nadir ise de 6zellikle Listeria monocytogenes’ in nisin ve pediosin gibi
geleneksel bakteriyosinlere karsi toleransinin arttigi bildirilmistir (Rosch ve Knochel,
1998; Van Schaik vd., 1999). Bu sebeple, antimikrobiyal aktiviteye sahip yeni
bakteriyosinlerin arastirilmasi ve etki mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi oldukg¢a onemli

bir alan haline gelmistir (Galvin vd., 1999).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Hareket Besiyeri

3 g Sigir eti oziitii,, 10 g Jelatin, 5 g Sodyum Kloriir alinip 1000 mL dH,O’da
karistirildi ve 121°C’ de 15 dk. otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra 5 mL steril deney
tiiplerine boliinerek hareket besiyeri hazirlandi. Kullanilacagi siireye kadar +4°C’ de

muhafaza edildi.

2.1.1.2. Nitrat Besiyeri
3 g Sigir eti Oziitii, 5 g Pepton, 1 g Potasyum Nitrat alinip 1000 mL dH,O’da
karistirildi. Karisim 3 mL olarak tiiplere dagitildi ve 1,1 atm basingta 121 °C‘de 15 dk.

otoklavda steril edildi. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.3. Kligler Agar Besiyeri

5,5 g toz halindeki Kligler Agar besiyeri tartilip 100 mL dH,O igerisinde ¢6ziildi
ve 1,1 atm basingta 121 °C‘de 15 dk. otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra 6 mL olarak
tiiplere dagitildi. Yatik agar olacak sekilde sogutuldu. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de

muhafaza edildi.

2.1.1.4. Jelatinaz Besiyeri
3 g Sigrr eti 6ziitii, 5 g Pepton, 120 g Jelatin alinip 1000 mL dH,0O’da karistirild1 ve
121°C’ de 15 dk. otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra 4 mL olarak tiiplere dagitildi.

Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.5. Ure Agar Besiyeri
2,1 g toz halindeki Ure Agar Base besiyeri tartildi ve 100 mL dH,O igerisinde

¢oziildii. 1,1 atm basingta 121 °C‘de 15 dk. otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutuldu ve
50 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra steril su ile steril sartlarda %1 lik hazirlanmis {ire

soliisyonundan %S5 ilave edildikten sonra steril tiiplere 3 mL dagitildi. Kullanilacag siireye
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kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.6. indol Besiyeri
2 g Pepton, 0,5 g NaClI tartild1 ve 100 mL dH,O igerisinde ¢6ziildii ve 2 mL olarak
tiiplere dagitildi. 1,1 atm basingta 121 °C*de 15 dk. otoklavda sterilizasyon igslemine tabi

tutuldu. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.7. Metil Red- Voges Proskauer Besiyeri

0,7 g Polypepton, 0,5 g Glukoz, 0,5 g K;HPOq tartildi ve 100 mL dH,0'da ¢oziildi.
Coziinen besiyeri 4 mL olarak tiiplere dagitildi ve 1,1 atm basingta 121 °C‘de 15 dk.
otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Kullanilacagi siireye kadar +4°C’ de

muhafaza edildi.

2.1.1.8. Citrat Agar Besiyeri

22,5 g toz halindeki Citrat Agar besiyeri tartilip 1000 mL dH,O igerisinde ¢6ziildii
ve 1,1 atm basingta 121 °C‘de 15 dk. otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutuldu.
Otoklavdan sonra tiiplere 5 mL olarak dagitildi. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de

muhafaza edildi.

2.1.1.9. Miiller Hinton Besiyeri

34 g toz halindeki Miiller Hinton besiyeri tartilip 1000 mL dH,O igerisinde ¢oziildii
ve 1,1 atm basingta 121 °C’ de 15 dk. otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Gerekli
oldugunda igerisine % 1,5 agar ilavesi ile Miiller Hintor agar besiyeri hazirlandi.

Kullanilacagi siireye kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.10. Koagulaz Besiyeri
Steril plazma 2 mL olacak sekilde steril tiiplere boliindii ve kullanilacag: siireye

kadar +4°C’ de muhafaza edildi.
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2.1.1.11. Lesitinaz Besiyeri

20 g Kazein, 5 g Yeast Exract, 2,59 NaCl, 20 g Agar tartilip 1000 mL dH,O’da
¢ozildii ve 1,1 atm basingta 121 °Cde 15 dk. otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutuldu.
Sterilizasyon asamasindan sonra besiyerinin 50°C’ye kadar sogutulmasi saglandi. Dis
yiizeyi dezenfekte edilen (antibiyotik ile beslenmeyen tavuk yumurtasi olmalidir) dikkatli
bir sekilde steril ortamda sar1 kisimlart ayrildi. Steril olarak elde edilen yumurta sarisinda
100 mL (yaklasik olarak 2 adet yumurtadan saglanabilmektedir) besiyeri icerisine ilave
edildi ve homojen bir sekilde karismasi saglandi. Petri kaplarina dokiilerek sogumasi
beklendi. Lesitinaz besiyeri uzun siire +4°C’de muhafa edilemez. Besiyerinin 2 giin

icerisinde kullanilmas1 gerekmektedir.

2.1.1.12. Liiria Bertani (LB) Besiyeri

1 g Tryptone, 0,5 g YeastExtract, 0,75 g NaCl tartilip 100 mL dH,0O igerisinde
¢Oziildii ve 1,1 atm basingta 121 °C’da 15 dk. otoklavlanarak steril edildi. Gerekli
oldugunda icerisine % 1,5 agar ilavesi ile LB agar besiyeri hazirlandi. Kullanilacag: siireye

kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.13. Niitrient Broth Besiyeri

8 g toz halindeki Niitrient Broth besiyeri tartilip 1000 mL dH-O igerisinde ¢oziildii
ve 1,1 atm basingta 121°C’ de 15 dk. otoklavlanarak steril edildi. Gerekli oldugunda
igerisine % 1,5 agar ilavesi ile Niitrient agar besiyeri hazirlandi. Kullanilacag: stireye kadar

+4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.14. Amilaz Besiyeri

0,3 g Beef Exract, 0,1 g Soluble Starch, 1,2 g agar tartildi ve 100 mL dH,0
icerisinde ¢oziildii. 1,1 atm basingta 121°C’ de 15 dk. otoklavlanarak steril edildi. Steril
petri kaplaria dagitilip, kurumasi beklendi. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhataza

edildi.

2.1.1.15. Proteaz Besiyeri
1 g siit tozu, 0,1 g Yeast Extract, 2,6 g Agar tartilip 100 mL dH,O igerisinde

¢oziildii ve 1,1 atm basingta 121°C’ de 15 dk. otoklavlanarak steril edildi. Steril petri
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kaplarina dagitilip, kurumasi beklendi. Kullanilacagi siireye kadar +4°C’ de muhafaza
edildi.

2.1.1.16. Seliilaz Besiyeri

1 g CMC (Karboksi Metil Seliilaz), 1 g Yeast Extract, 1 g NaCl, 1 g Tripton, 1,5 g
Agar tartilip 100 mL dH,O igersinde ¢oziildii ve 1,1 atm basingta 121°C’ da 15 dk.
otoklavlanarak steril edildi. Besiyeri steril petri kaplarina dokiilerek donmasi beklendi.

Kullanilacagi siireye kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.1.17. Lipaz Besiyeri

2 g Agar, 0,8 g Niitrient Broth, 0,4 g NaCl, 1 g Gum Arabic tartilip 100 mL dH,0
icerisinde ¢Oziildii ve 1,1 atm basingta 121°C’ da 15 dk. otoklavlanarak steriledildi.
Otoklavdan c¢ikan besiyerinin 55°C’ye kadar kadar sogumasi beklendi. Daha sonra
igerisine %2,5 steril Zeytin Yagi ve 1 mg/ml Rhodomin B ayiracindan 10 mL eklenerek

homojen bir sekilde karismasi saglanildi. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhafaza
edildi.

2.1.1.18. Tryptic Soy Siv1 Besiyeri
30 g toz halindeki Tryptic Soy Sivi besiyeri tartildi 1000 mL dH,O i¢inde ¢oziildi

ve 1,1 atm basing 121 °C’de 15 dk. otoklavda sterilizasyon islemine tabii tutuldu.

2.1.1.19. Brain Heart Infusion Siv1 Besiyeri
30 g toz halindeki Brain Heart Infusion Sivi besiyeri tartildi 1000 mL dH,O i¢inde

¢oziildii ve 1,1 atm basing 121 °C’de 15 dk. otoklavda sterilizasyon islemine tabii tutuldu.

2.1.1.20. Modified Compentence Sivi Besiyeri
Stok solusyonlar hazirlandi ve belirtilen yontemler ile sterilize edildi. (Tablo 1). Bu
solusyonlar daha sonra oda sicakliginda saklanirken, hazirlanan MC besiyeri ise filtre ile

steril edildikten sonra kullanilmak tizere +4°C’de sakland..
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Tablo 1. MC besiyerinin bilesenleri, son konsantrasyonlar: ve sterilizasyon yontemleri.

Ana soliisyon Son 50 mli¢in  Sterilizasyon
Konsantrasyon Y ontemi

1 M Potasyum fosfat buffer 100 mM 5mL Otoklav ile

1 M trisodyum sitrat (NazCgHsO5) 3mM 150 uL Otoklav ile

1 M Magnezyum siilfat (MgSOa) 3mM 150 uL Otoklav ile

% 50 Glukoz % 2 2mL Filtre ile

% 50 Potasyum glutamat (KCsHgNO,;) % 0.2 200 uL Filtre ile

% 10 Kazein hidrolizat % 0.1 500 puL Filtre ile

22 mg/mL demir amonyum sitrat 22 pg/ml 50 uL Filtre ile

(CeHs+ayFexNyO7)

2 mg/mL triptofan (C11H12N20,) 50 pg/ml 1,25 mL Filtre ile
(1518a hassas)

Steril dH,0 46,7 mL Filtre ile
(15182 hassas)

2.1.2. Kullamlan Ayiraglar

2.1.2.1. Nitrat Ayiraci
Ayira¢ A: 0,5 g Alpha Naphthylamine %30°luk 100 mL Acetic Asit (SN) ile
karigtirildi.
Ayirag B: 0,8 g Sulfanik Asit %30’luk 100 mL Asetic Asit(SN) ile karistirildi.
Ayira¢ C: Cinko Tozu

2.1.2.2. Kovaks Ayiraci
10 g p-Dimethylaminobenzaldehyde, 150 mL izoamyloalko, 50 mL HCI ile ¢6ziiliip
151k gecirmeyen siseye dolduruldu ve kullanilincaya kadar +4 °C” de muhafaza edildi.

2.1.2.3. Metil Red Ayiraci
0,015 g metil kirmizis1 %95°lik 150 mL etil alkolde ¢o6ziildii ve {izerine 100 mL
dH,O0 ilave edildi. Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
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2.1.2.4. Voges — Proskauer Ayiraci
Soliisyon A: 6 g a-naphthol 100 mL %95°lik ETOH ile ¢oziildii.
Soliisyon B: 40 g Potasyum hidroksit 100 mL dH,O ile ¢oziildii.

2.1.2.5. Oksidaz Ayiraci
1 g dimethyl-p-phenylenediamine hydrochloride 100 mL dH,0O igersinde ¢6ziildii

(Taze hazirlanip kullanilmalidir).

2.1.2.6. Gram Boyama
Amonyum oksalat Kristal Viyole i¢in; 20 mL Sol X ve 80 mL Sol Y karistirilip
istenilen boya elde edildi.
Sol X: 10 g kristal viyole ile 100 mL % 55 lik etanol karistirildu.
Sol Y: Amonyum oksalatin %1'lik ¢ozeltisi hazirlandi.
Iyot Soliisyonu igin; 1g Iyot, 2g Potasyum iyodiir 300 mL dH,O ile ¢oziildii.
Safranin igin; 0,25 g safranin %95 lik 10 mL etanol igerisinde ¢oziildii ve dH,O ile

son hacim 100 mL olacak sekilde tamamlandi.

2.1.2.7. Spor Boyama
Malasit Yesili i¢in; 5 g malasit yesili 100 mL dH»O igerisinde ¢oziildii.
Safranin igin; 0,25 g safranin %95 lik 10 mL etanol igerisinde ¢oziildi ve dH,0 ile

son hacim 100 mL olacak sekilde tamamlandi.

2.1.2.8. Kongo Kirmzisi
0,1 g Kongo Red tartildi ve 100 mL dH,0 igerisinde ¢ozildi.

2.1.2.9. IN NaCl
58,5 g NaCl tartild1 ve 1000 mL dH,0 igerinde ¢oziildii.
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2.1.3. Kullamlan Kimyasallar

2.1.3.1. 50X TAE (Tris-Asetik-Asit EDTA tamponu)
242 g Trisma Base, 57,1 mL Glasial Asetik Asit, 100 mL 0,5 M EDTA (pH: 8,0) son
hacim dH,0 ile 1000 mL’ye tamamlandi.

2.1.3.2. % 30 Akrilamid/Bis Akrilamid Soliisyonu
29,2 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid bir miktar dH,O ¢6ziiliir ve son hacim 100 mL
olacak sekilde dH,O ile ayarlama yapilir.

2.1.3.3. %10’luk APS (Amonyum per Siilfat)
0,1 g APS 1 mL dH,O igerisinde ¢oziilerek hazirlanir. Bu soliisyon taze olarak

hazirlanmalidir.

2.1.3.4. Ornek Yiikleme Tamponu (5X)
0,6 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 5 mL Gliserol (% 50), 2 mL % 10 w/v SDS, 0,5 mL
beta-merkaptoetanol, 1 mL % 1 w/v Bromfenol mavisi 0,9 mL dH,O ile karistirilarak

hazirlandi.

2.1.3.5. Elektroforez Tamponu
3 g Tris, 14,4 g Glisin, % 0.1°1ik 10 mL SDS 1000 mL dH,0 ile karistirildi.

2.1.3.6. Jel Boyama Soliisyonu
0,2 g Coomassie Brillant Blue R-250, 50 mL Metanol, 10 mL Glasial asetik asit
100 mL dH,O0 ile karistirildi.

2.1.3.7. Jelden Boyay1 Uzaklastirma Soliisyonu
5 mL Metanol, 7 mL Glasial asetik asit 100 mL dH,O ile karistirildi.

2.1.3.8. Ayirma ve Toplama Jellerinin Hazirlanmasi
Ayirma ve toplama jellerinin hazirlanmasinda Tris-glisin SDS-poliakrilamit jeli

kullanilmis ve kullanilan jel bilesimi Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Tris-glisin SDS-poliakrilamit Jel Elektroforezi i¢in ¢oziinme jeli bilesenleri.

Jel dokiimii basina bilesen hacmi (mL)

5mL 10 mL 15mL 20 mL 25mL 30mL 40mL 50 mL

% 10

H,0 1,9 40 5,9 7,9 9,9 11,9 15,9 19,8
% 30 akrilamit karigim1 1,7 3,3 5,0 6,7 8,3 10,0 13,3 16,7
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 2,5 3,8 50 6,3 7,5 10,0 12,5
% 10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
% 10 amonyum persiilfat 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02
% 12

H,0 1,6 3,3 49 6,6 8,2 9,9 13,2 16,5
% 30 akrilamit karigim1 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 16,0 20,0
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 2,5 3,8 50 6,3 7,5 10,0 12,5
% 10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
% 10 amonyum persiilfat 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02
% 15

H,0 1,1 2,3 34 4,6 5,7 6,9 9,2 115
% 30 akrilamit karigimi 2,5 50 7,5 10,0 12,5 15,0 20,0 25,0
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 2,5 3,8 50 6,3 7,5 10,0 12,5
% 10 SDS 0,05 0,2 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
% 10 amonyum persiilfat 0,05 0,2 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02

2.2. Metot

2.2.1. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan indikatdr organizmalar Refik Saydam Hifzissitha Merkezinden
ve Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyon (ATCC) Merkezinden temin edilmistir. Calismada
Escherichia. coli ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 709, Bacillus cereus
Roma 709, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus feacalis ATCC 29212,
Pseudomonas auroginosa ATCC 43288, Klebsiella pnemonia ATCC 13883, Lysteria
monocytogenesis ATCC 43251 indikator bakterileri ve Candida tropicalis ATCC 13803,
Candida albicans ATCC 60193, Saccharomyces cerevisia ATCC 96581 indikatdr mayalart
kullanilda.

2.2.2. Bacillus Tiirlerinin Topraktan izolasyonu

Rize ilinin Fener, Pazar, Giineysu, Engindere, Cayeli, Derepazari, Camlihemsin,
Kalkandere ve Alipasa bolgelerinden toprak yilizey materyali siipiiriildiikten sonra steril bir
spatula ile toprak ylizeyinden 2—-5 cm derinlikten yaklasik 10 g toprak steril cam
kavanozlarin igerisine alinarak en kisa siirede laboratuara getirildi.

Alman toprak orneklerinden 1 g tartilip steril 9 mL serum fizyoloji igeren
erlenmayerlerin igerisine eklenildi, karistirict lizerinde 5 dk. hizli bir sekilde karistirilmasi
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saglanildi. Ornekler su banyosunda 65 °C’de 60 dk. Tutularak, vejetatif bakteri formlarmin
dlmesi ve ortamda bu bakterilerin sporlu formlarinin kalmasi saglandi. Orneklerden seri
diliisyonlar hazirlanarak Nutrient Agar besiyerlerine ekimleri yapildi ve 35°C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra saf bakteri kiiltiirleri kullanilmak iizere
gliserol stok yontemiyle -20 °C'de muhafa edildi. Tiim bu islemlerde g¢alismanin tam

verimliligi i¢in aseptik kosullara ¢cok dikkat edildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.3. Bacillus Tiirlerinin Morfolojik identifikasyonu

2.2.3.1. Niitrient Agar ve Siv1 Besiyerlerine Ekim

Daha once % 20 gliserol stok halinde sakli tutulan bakteri kiiltiirleri, Niitrient agar
besiyerine aseptik kosullarda tek koloni ekimleri yapilarak 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibe
edildi. Elde edinilen saf kiiltiirlerden bakteri koloni rengi, tipi ve biytkligi gibi
morfolojik karakterleri belirlenerek caligmaya dahil edildi. Ayn1 zamanda saf kiiltiirler

Niitrient S1v1 Besiyerlerinde de inkiibe edilerek sivi besiyerinde tireme sekli tespit edildi.

2.2.3.2. Gram Boyama

Gram boyama bakterilerin tanimlanmasi ve simiflandirilmast i¢in kullanilan en
faydali metotlardan biridir (Claus 1992). Bu farklilastirict bir boyama olup bakterileri ya
gram olumlu (+) ya da gram olumsuz (-) olarak ikiye ayirir.

Temiz bir lam iizerine bir damla serum fizyoloji damlatildi. Steril 6ze ile bakteri
kolonilerinden alind1 ve lam {izerine konan serum fizyoloji icerisinde homojen bir sekilde
¢oziildii. Havada kurutulup, alevde tespit edildi. Soguduktan sonra;

a)Lam lizerindeki materyal 1 dk. Kristal Viyole igerisinde bekletildi.

b) dH,0 ile yikand:.

c) 1,5- 2 dk. Lugol igerisinde bekletildi.

d) Alkolle renk gidinceye kadar yikandi.

e) dH,0 ile yikandi.

Kuruduktan sonra mikroskopta immersiyon yagi yardimiyla gézlendi. Mor renkle
boyanan bakteriler gram pozitif, pembe renkle boyanan bakteriler gram negatif olarak

degerlendirildi.
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2.2.3.3. Endospor Boyama

Endospor boyama islemi Prescott (Prescott, 1996)’un belirttigi yOnteme gore
yapildi. Buna gore; taze kiiltiirleri hazirlanan bakteriler, lam iizerine 1 damla dH,O ile iyice
yayilarak havada kurutuldu, ardindan 3 kez alevden gegirilerek fikse edildi. Ornekler 5
dakika malasit yesili ile alevde etkiye birakildi ve buharlastik¢a boya ilave edildi. dHO ile
yikanan Ornekler 30 sn safranin ile boyandi ve dH,O ile tekrar yikanip havada

kurutulduktan sonra bakteri sporlarinin morfolojileri, mikroskopta incelendi.

2.2.3.4. Kapsiil Boyama

Izolatlarin kapsiil yapisina sahip olup olmadiklarmin belirlenmesi icin her bir izolat
Nutrient Agar besiyerine ekilerek, 35°C’de 24-48 s inkiibasyona birakildi. Bakteriyel
smear hazirlandi ve agik havada kurutuldu. Kristal viyole boyasi ile 5—7 dk boyandi.
%20’lik CuSOy ile yikandi ve acik havada kurutularak mikroskop altinda incelendi. Kapsiil
boyama negatif bir boyama yontemidir. Buna goére, mavi renkli bir sahada, mor-eflatun
renkli boyanmis hiicrelerin etrafinda boyanmamis seffaf bir bdlgenin olmasi, kapsiiliin

varligini gosterir (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.3.5. Hareket Testleri

Izolatlarin hareketli olup olmadiklarmin arastirilmasi igin “lam-lamel arasi
preparasyon” teknigi kullamldi. Izolatlarin hareketli olup olmadigim belirlemek igin,
hazirlanan 24 saatlik kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alind1 ve temiz bir lam {izerine konulup
lamelle kapatildi. Hazirlanan bu preparat mikroskopta incelendi ve izolatlarin hareketli

olup olmadigina karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4. Bacillus Tiirlerinin Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

2.2.4.1. Jelatin Hidroliz Testi

Jelatinin izolatlar tarafindan hidroliz edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmasi
amaciyla hazirlanan jelatinaz besiyeri, steril deney tiiplerine dokiildii. Izolatlarin her biri,
bu deney tiiplerine ekildi ve sonra 35°C’de, 72-96 s inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
inkiibe edilen tiipler etiivden alindi, 20°C’ye ayarli yeni bir etiive aktarildi. Burada 4 saat

inkiibe edildikten sonra besiyerinin sivi olusuna gore testin pozitif, kati olusuna gore
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negatif olduguna karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.2. indol Testi

Indol testi icin daha dnce hazirlanan besiyerlerine her bir izolattan ekim yapild1. 35
C°’de gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere ayirag olarak 1 mL Kovaks kimyasali
ilave edildi. Tiipiin tist kisminda kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif sonug, sar1 halkanin

olusumu negatif sonug olarak degerlendirildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.3. Metil Kirmzis1 ve Voges-Proskauer Testleri (MRVP)
Bu test icin MRVP broth besiyeri hazirlandi. Her bir izolattan iki ayr1 tiip olacak

sekilde, besiyeri iceren tiiplere ekim yapildi. 35°C’de, 48 s inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir izolatin bir tiipiine, 250 pL metil kirmizisi ilave edildi.
Kirmiz1 renk olusumu MR testi icin pozitif, sar1 renk olusumunun negatif sonug¢ olduguna
karar verildi.

Her bir izolatin diger tiiplerine ise, 600 pL VP-I kimyasalindan ve 200 uL VP-I1I
kimyasalindan ilave edildi. Tiiplerin kapaklar agik birakilarak 15-20 dk bekletildi. Pembe-
kirmiz1 arasi renk olusumu VP testi i¢in pozitif, agik kahverengi renk olusumu negatif

sonug olarak degerlendirildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.4. Sitrat Testleri

Baz1 bakteriler ortamda fermente edebilecekleri maddeler (glikoz, laktoz gibi)
bulunmadig1 durumlarda, sitrat1 karbon ve enerji kaynag: olarak kullanabilirler. Izolatlarin
sitrati fermente edip etmediklerini belirlenmek i¢in, “Simmon’s sitrat besiyerinden”
slantlar hazirlandi. Her bir izolattan slantlara ekim yapildi ve 35°C’de, 48-72 s
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerinin renginin yesilden maviye

doniistip doniismemesine gore testin sonucuna karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.5. Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretim Testleri

Izolatlarin hidrojen siilfiir (H,S) iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla
Kligler Iron Agar (KIA) besiyeri kullanildi. Her bir izolat, KIA besiyerinden hazirlanan
slantlara ekildi ve 35°C’de 48-72 s inkiibe edildi. Izolatlar siilfat kaynag: olarak besiyeri
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icerisinde bulunan sodyum tiosiilfattan H,S iiretirlerse, olusan H,S yine besiyeri igersinde
indikator olarak bulunan demir siilfat ile reaksiyona girerek siyah bir ¢okelek olusturur.
Inkiibasyonun ardindan slantlarin alt kisminda siyah rengin olusup olusmamasima gore

testin sonucuna karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.6. Ure Hidroliz Testleri

Bazi bakteriler iireaz enzimi iireterek, iireyi alkalik bir son {iriin olan amonyak ve
CO,’e doniistiiriirler. izolatlarda iireaz enziminin varhiginin belirlenmesi amaciyla iireaz
besiyeri hazirlandi. Her bir izolattan besiyerine ekim yapildi, 35°C’de 48-72 s inkiibe
edildi. Eger izolatlar {ireaz enzimi iretiyorlarsa, lirenin amonyaga parcalanmasi sonucu
alkali bir ortam olusur. Bu besiyeri icersinde indikatdr olarak bulunan fenol kirmizisinin,
besiyerinin rengini koyu pembeye doniistiirmesine yol agar. Inkiibasyonun sonucunda
besiyerinin koyu pembeye doniisiip doniismedigine bakilarak testin sonucuna karar verildi
(Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.7. Nitrat1 Indirgeme Testleri

Izolatlarin nitrat1 nitrite indirgeyip indirgemediklerinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla
Nitrat Broth Besiyeri hazirland: ve steril tiiplere 3’er mL dokiildii. Her bir izolattan tiiplere
ekim yapild1 ve 35°C’de 48-72 s inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda izolatlarin nitrati
indirgeyip indirgemedikleri ortama iki farkli ¢ozeltinin ilavesiyle belirlendi. Ortama
Ayirag-A ve Ayirag-B’den 250°ser pL eklenmesi sonucu, koyu kirmizi renk olusumu

gozlenip gozlenilmemesine gore testin sonucuna karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.8. Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz enzimi olusturup olusturmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla
Niitrient Agar Besiyeri hazirlandi. izolatlar bu besiyerini igeren petrilere ekildikten sonra,
24-48 s 35°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan petrilere %3’liik H,O, ¢ozeltisi
ilave edildi ve olusan gaz kabarciklarina gore testin pozitif olduguna karar verildi (Prescott

ve Harley, 2001).
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2.2.4.9. Oksidaz Testi

Izolatlarin oksidaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla Niitrient
Agar Besiyerleri hazirlandi. Her bir izolattan petrilere ¢izgi ekim yapildi. 35°C’de 24-48 s
inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayiraci ilave edildi. Olusan koyu mavi renge

gore testin pozitif olduguna karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.4.10. Koagulaz Testi

Steril tiiplere 2 mL olacak sekilde dagitilan plazma iizerine, agar besiyerinde lireyen
kolonilerden bir 6ze dolusu veya 0,1 mL broth besiyeri sivisindan alinarak ilave edildi.
35°C’de yaklasik 16 s inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplerde pthtilasma olusmasi
mikroorganizmalarin koagulaz salgiladiginin gostergesi olarak kabul edildi (Prescott ve
Harley, 2001).

2.2.4.11. Lesitinaz Testi

Yumurta sarisinda bulunan lipoprotein komplekslerinin bakteriler tarafindan
olusturulan lesitinaz enzimleri ile hidrolize edilebilme durumunu belirlemek i¢in yapilan
teste lesitinaz besiyeri kullanildi. Bakteri izolatlari yumurta sarili besiyerine ekildikten
sonra 35°C de 1 giin inkiibe edildi. Koloniler etrafinda lesitin hidroliz zonu olusan

acilmalar ve opaklasmalar pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

2.2.5. Bacillus Tiirlerinin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.5.1. izolatlarin Optimum Biiyiime Sicakhiklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla Nutrient Broth
besiyeri i¢inde 16-24 s biiyliyen kiiltiirlerden, OD600 = 0,1 olacak sekilde yeniden
Nutrient Broth besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 10, 15, 30, 37, 45, 50 ve
55°C’de 18 s sallayicida inkiibe edildi. Optimum olarak blyiidiigli sicakliklar ortaya
cikarildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.5.2. izolatlarin Biiyiiyebildikleri pH Arahklarinin Belirlenmesi
Izolatlarin biiyiiyebildigi pH araligmin belirlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12) sahip Nutrient Broth besiyerlerine inokiile edildi ve
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35°C’ye ayarli su banyosunda gece boyu inkiibasyona birakildi. inkiibasyon neticesinde
tireme olup olmadigina spektrofotometrede (OD600 nm’de) Olglimler yapilarak karar

verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.5.3. izolatlarin NaCl Toleranslarinin Belirlenmesi

Izolatlarm NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7, 8, 10, 12 ve 15
oraninda NaCl ihtiva eden LB Broth besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 3’er mL
deney tiiplerine alinarak her bir izolattan ekim yapildi. Gece boyu 35°C’ye ayarli su
banyosunda inkiibe edildi. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarin hangi

oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar verildi (Prescott ve Harley, 2001).

2.2.6. Bacillus izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

2.2.6.1. Genomik DNA izolasyonu
Bacillus izolatlari, genomik DNA izolasyonu i¢in LB Broth besiyerinde

calkalamal1 su banyosunda 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. Genomik DNA izolasyonu,

Sambrok ve ark., (1989)’nin genomik DNA izolasyon prosediirlerine gore asagida

belirtildigi sekilde gergeklestirildi.

e Gece kiltiirleri 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.

o Tiiplerdeki pelletlerin iizerine 500 uL. TE tamponu eklenerek (10 mM Tris pH 8; 1
mM EDTA pH 8) ¢oziildii.

e Her bir tipe 50 pL lizozim enzimi konularak vortekslendi (1/4 mercimek
biiyiikliigiinde lizozim).

e Tipler 37 °C’de 1 s bekletildi.

e Her bir tiipe 50 uL % 10’luk SDS eklenerek 5-6 defa alt iist edildi ve 37 °C’de 30 dk
bekletildi.

e Sonra her tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (Na-Ac pH 5.2) eklendi ve 65 °C’de
10-30 dk beklenerek her 10 dk bir alt iist edildi.

e Her tiipe 500 pL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi, vortekslendi ve 5
dk 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

e Tiiplerin iist kismindaki s1v1 kisim temiz ependorf tiiplerine aktarildi.

e Tiplere tekrar 500 pL kloroform ilave edildi ve tiiplerine alt iist edilerek 13.000

32



rpm’de 5 dK santrifiij edildi ve istte kalan sivi kisim temiz tiiplere aktarildi.

e Tiiplere tekrar 500 pL kloroform ilave edildi. Tiipler alt {ist edilerek 13.000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi ve tstte kalan s1vi kisim temiz tiiplere aktarildi. Béylece bu islem ti¢
defa tekrarlandi. Bu tiiplere 1/10 hacim sodyum asetat ve 2 hacim (yaklasik 900 ul) %
96’lik soguk EtOH ilave edilerek -20 °C’de 45 dk bekletildi.

e Daha sonra tiipler 13.000 rpm’de 15 dK santrifiij edildi ve iist kisimdaki sivilar atildi.

e Kalan pelleterin iizerine 500 uL % 70’lik soguk EtOH ilave edilerek tekrar 13.000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

o Pelletler 37 °C’de kurutulduktan sonra 75 pL TE igerisinde ¢6ziildii.

Izole edilen DNA’lar % 1°lik etidyum bromiir igeren agaroz jelde yiiriitiilerek UV
15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen DNA Ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi.

2.2.6.2. 16S rRNA Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

16S rRNA genleri, her bir izolattan elde edilen genomik DNA'dan 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) ileri ve 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogaltildi. Primerler MACROGEN (Hollanda) firmasindan elde edildi. PCR reaksiyon
sartlari: 12 ng kalip DNA, 5 puL 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM
steril KC1), 1,5 mM MgCl,, | U Tag DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri
primeri, 170 mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP olacak sekilde
hazirlandi ve bu karigimi steril saf su ile 50 pL’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pL'lik
tiplerde ve Thermocycler (Eppendorf)’de gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve
stireleri ise; ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de 4 dk olarak gergeklestirildikten sonra, 36
dongii 94 °C’de 1 dk (denatiirasyon igin), 56 °C’de 1 dk (hibridizasyon igin) ve 72 °C’de 2
dk (polimerizasyon igin) seklinde gergeklestirildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin Sul’si %
1,1°1ik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir boyasi (0,5pg/ml) ile boyandiktan sonra
UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen PCR firiinleri sekans edilmek {izere
MACROGEN (Hollanda) firmasina gonderildi (Sevim vd., 2010).

Sekanslama isleminde ise 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") ve 800R
(5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’) primerleri kullanildi (MACROGEN).
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2.2.6.3. Veri Analizi

Elde edilen biitiin 16S rRNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi
ile diizenlendi ve NCBI GenBank’ta BLAST lanarak GenBank’ta yer alan diger 16S rRNA
dizileri ile yiizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin morfolojik
tanimlamalarini dogrulamak i¢in kullanildi. 16S rRNA dizilerinin Cluster analizi ayni
sekilde BioEdit programini kullanarak ClustalW programi ile yapildi ve buradan elde
edilen veriler MEGA (Tamura vd., 2011, version 5) filogenetik programi yardimiyla
neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri olarak
degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligi MEGA 5.0 programi kullanarak
se¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1.000 tekrarli olacak sekilde test edildi.

2.2.7. Bacillus Tiirlerinin Ekstraselliiler Enzim Uretimlerinin Belirlenmesi

2.2.7.1. Amilaz Enzim Uretiminin Belirlenmesi

Izolatlarin amilaz enzimine sahip olup olmadigi Amilaz Besiyerine ekimleri
yapilarak incelendi. Ekimleri yapilan petri kaplar1 35°C’de 2 giin inkiibasyona tabi tutuldu
ve daha sonra iyot soliisyonu ile petri ylizeyleri kaplandi. Amilaz iireten izolatlar

kolonilerin etrafinda olusan beyaz zonla belirlendi (Akbalik, 2003).

2.2.7.2. Proteaz Enzim Uretiminin Belirlenmesi

Bacillus tiirlerinin proteaz enzimi {iretimleri Proteaz Besiyerinde test edildi.
Izolatlarin besiyerine ekimleri yapildi ve 35°C’de inkiibasyona tabi tutuldu. Diizenli
araliklarda kontrol edilerek petri etrafinda acik zon olusturan koloniler proteaz pozitif

olarak kabul edildi (Carlisle ve Falkinham, 1989).

2.2.7.3. Seliilaz Enzim Uretiminin Belirlenmesi

Bacillus tiirlerinin seliilaz enzim {iretimleri hazirlanan Seliillaz Besiyerinde test
edildi. Izolatlarin besiyerine ekimleri yapildi ve 35°C’de 24 s inkiibe edildi. Daha sonra
sellilaz aktivitesinin belirlenmesi igin petri kaplar1 Kongo kirmizis1 boyas: ile kaplandi ve
rengin ac¢ilmasi i¢in IN NacCl ilave edilip 15 dk beklendi. Zemin kirmiz1 renge boyanirken
seliilaz iireten kolonilerin ¢evresinde boyanmayan seffaf zonlarin varligi seliilaz pozitif

olarak degerlendirildi (Hols vd., 1994).
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2.2.7.4. Lipaz Enzim Uretiminin Belirlenmesi

Bacillus tiirlerinin lipaz enzim aktiviteleri hazirlanan Lipaz Besiyeri ile test edildi.
izotlarlarin besiyerine ekimleri yapildi ve 35°C’de 48 s iiremeleri icin beklendi. Daha
sonra petri kaplar1t UV 354 nm 15181 altinda kontrol edildi ve parlak turuncu renk gozlenen

koloniler lipaz pozitif olarak degerlendirildi (Jette ve Ziomek, 1994).

2.2.8. Bacillus izolatlarinin Antibiyotik Direnc Profillerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal hassasiyet testleri National Committee for Clinical Laboratory
Standarts (NCCLS) standartlarinda Gram pozitif- aerobik bakteriler kriterlerine uygun
olarak, standart disk difiizyon yontemi ile yapildi ve degerlendirildi.

Bu calismada, bakteriyel hiicre duvari sentezini inhibe eden antibiyotiklerden
ampisilin (A, 10pg), metisilin (ME, 5pg), amoksasilin (AX, 25ug), oksasilin (OX, 1pg),
sefalotin (KF, 30pg), vankomisin (VA 30pg); bakteriyel protein sentezini inhibe eden
antibiyotiklerden eritromisin (E, 15ug), streptomisin (S, 10ug), tobramisin (TOB, 10ug),
neomisin (N, 30ug), gentamisin (CN, 10ug), kanamisin (K, 30ug), tetrasiklin (TE, 30ug),
kloramfenikol (C, 30ug); bakteriyel niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotiklerden
norfloksasin (NOR, 10ug), siproflaksain (CIP, 5ug), trimetoprim/sulfametoksazol (SXT,
1,25ng/23,75ug), rifampisin (RF, 30ug) ve novabiosin (NV, 30ug) kullanildi.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in izolatlar LB Agar besiyerinde bir gecelik
kiiltiirleri gerceklestirildi. Inkiibasyondan sonra her bir izolatdan steril serum fizyoloji
icerisinde bulaniklik degeri 0,5 McFarland olacak sekilde sulandirildi. Bu bulaniklik
diizeyinde yaklagik olarak 1,5x10° bakteri/mL bakteri oldugu varsayildi. Uretici firmanin
tarifine gore hazirlanip steril petri plaklarina 4 mm kalinhiginda dékiilmiis Mueller-Hinton
agar (pH 7,2-7,4) yiizeyi kurutuldu. Steril bir ekiivyon ¢ubugu yardimi ile bulaniklig
ayarlanmug kiiltiirlerin Mueller-Hinton agar besiyeri yiizeylerine yayma ekimleri yapildi.
Ekim yapildiktan sonra agar yiizeyi tekrar kurutuldu. Dort derece sicaklikta saklanmakta
olan antibiyotik diskleri alinarak, agar ylizeyine temas edecek sekilde ve disk aralarinda en
az 24 mm olacak sekilde yerlestirildi. Disklerin yerlestirilmesinden sonra petri kaplari
35°C bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra antibiyotik diskleri etrafinda olusan
zonlarin ¢aplari dlgiilerek degerlendirilme yapildi.

Ciplak goz ile degerlendirilerek tam inhibisyonun gbzlendigi alanin ¢api (disk ¢ap1
dahil) bir cetvel yardimiyla 6lgiildii. Inhibisyon smir1 ¢iplak gozle goriilebilir {iremenin
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bittigi ¢izgi olarak kabul edildi. Olgiilen zon ¢aplar1 NCCLS kitapcigindaki ilgili

tablolardaki degerler ile karsilastirilarak bakteri test edilen antibiyotige karsi "duyarli" veya

"direngli" olarak degerlendirildi. Orta hassas duyarliliga sahip suslar "duyarli" olarak

degerlendirildi. Ilgili degerler Tablo 3’de gosterilmektedir. NCCLS kriterlerine uyularak

kullanilan MH agar, antibiyotik diskleri ve yapilan deneyin gegerliligini gdostermek igin

kontrol bakteri susu olarak B. subtilis W168 susu kullanildu.

Tablo 3. NCCLS rehberinde Gram pozitif / aerobik bakteriler i¢in belirtilen zon caplari
yorumlama standartlari.

Zon Cap1
Antibiyotik Disk Icerigi (ng) R (Direngli) I(Orta Hassas)  S(Hassas)
Tetrasiklin 30 14> 15-18 >19
Gentamisin 10 12> 13-14 >15
Eritromisin 15 13> 14-17 >18
Kloramfenikol 30 12> 13-17 >18
Tobramisin 10 12> 13-17 >18
Streptomisin 10 11> 12-14 >15
Neomisin 30 12> 13-17 >18
Kanamisin 30 13> 14-17 >18
Ampisilin 10 13> 14-16 >17
Metisilin 5 9> 10-15 >15
Amoksasilin 25 13> 14-16 >17
Oksasilin 1 10> 11-15 >16
Norfloksasin 10 12> 13-15 >16
Novabiosin 30 16> 17-19 >20
Rifampisin 30 16> 17-19 >20
Sefalotin 30 14> 15-17 >18
Siproflaksasin 5 15> 16-18 >19
Vankomisin 30 14> 15-18 >19
Trimetoprim/ 1.25/23.75 10> 11-15 >16

stlfametoksazol
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2.2.9. Bacillus izolatlarinin Agir Metal Direnc Profillerinin Belirlenmesi

Bacillus izolatlarinin agir metal direng profilleri sivi diliisyon testi ile
gerceklestirildi (Turnidge vd., 2003). izolatlar LB agar besiyeri igerisinde 35°C’de bir
gecelik kiiltiirleri yapildi. Kiiltiirlerden ertesi giin LB sivi besiyeri igerisinde 600 nm’de
OD 0,4 olacak sekilde sulandirma yapildi ve belirli konsantrasyonlarda agir metal igeren
96’lik mikroplaytin her bir kuyucuguna 20 pL damlatildi. Mikroplaytler isimlendirilerek
35°C’de calkalamali inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra playtler,
spektrotometrede 600 nm hiicre yogunlugu Odlgiilerek iiremenin oldugu ve olmadigi
konsantrasyonlar belirlendi. Uremenin olmadigi son konsantrasyon MIC (minimum
inhibisyon konsantrasyonu) olarak tespit edildi.

Bu calismada agir metal olarak bakir, kursun, demir, krom, ¢inko, civa, nikel,
kobalt, mangan ve kadmiyum metalleri kullanildi. Bu agir metallerin suda ¢oziilebilir tuzlu
formlar1 kullanildi. Bakir i¢in; bakir kloriir (CuSO4. 5H,0), kursun igin; kursun nitrat
(Pb(NOs3),), demir i¢in; demir siilfat (FeSO4.7H20), krom i¢in; krom kloriir (CrClz. 6H,0),
cinko i¢in; ¢inko siilfat (ZnSO4. 7H,0), civa igin; civa kloriir (HgCly), nikel i¢in; nikel
kloriir (NiCl,. 6H,0), kobalt igin; kobalt kloriir (CoCl,), mangan igin; mangan kloriir
(MnCly), kadmiyum i¢in; kadmiyum nitrat (Cd(NO3),. 4H,0) tuzlart kullanildi.

Tim tuzlar steril dH,O igerisinde c¢oziiliirken, civa kloriir DMSO igerisinde
coziilerek kullanildi. Agir metal tuzlarinin konsantrasyonlar1 0- 4000 pg/mL olacak sekilde

belirli konsantrasyonlarda hazirlandi.

2.2.10. Bacillus izolatlarimin Plazmit Profillerinin Belirlenmesi

Plazmit profillerinin belirlenmesinde (Moskuil ve Chambliss, 1993 ) PAL miniprep
prosediirii uygulandi. Herbir izolat 10ml LB Sivi besiyeri igerisinde 37 °C’de 1 gecelik
inkiibasyona birakildi. Gece kiiltiirleri 10.000 rpm de 5 dk santrifiijlendi ve siipernetant
kismi1 uzaklastirildi. Pellet tizerine 200 uL SET (% 25 siikroz, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-
HCI [pH 8,0]) ve 1 mg lizozim ilave edilerek vorteks yardimi ile homojen karigimi
saglandi1. Mikrosantrifiij tliplerine aktarilan homojenizat 10 dk 37 °C’de inkiibe edildi. Taze
hazirlanmig 350 pL NaOH sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi (0,2 N NaOH, %1 sodyum
dodesilsiilfat) eklendi ve mikrosantrifiij tiipii siispansiyon kaybolana kadar calkalandi.
Siispansiyona 350 pL soguk 3M K* ve 5 M asetat ¢ozeltisi eklendi. Bu ¢ozelti vakit

kaybetmeden orta hizda 10 sn vortekslendi. Siispansiyon mikro santrifiijde 5 dk son hizda
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santrifiijlendi ve 750 pL siipernetant yeni santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 650 uL soguk
fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) karisimi eklenerek 1 dk vortekslendi. Karisim 5 dk
santrifiijlendi ve 620 pL sulu faz yeni bir mikrosantrifiij tlipiine aktarildi, bu faza 620 puL
soguk kloroform-izoamil alkol (24:1) eklendi ve 30 sn vortekslendi. Karisim 3 dk en
yiiksek hizda santrifiijlendi ve 550 pL sulu faz yeni santrifijj tiipiine aktarildi. Plazmit DNA
esit miktarda soguk (-20 °C) izopropanol ilavesi ve ¢alkalama ile ¢oktiiriildii. Stispansiyon
5 dk santrifiijlendi ve izopropanol uzaklastirildi. Pellet 1 mL %70’lik etanol ile yikandi ve
2 dk santrifiijlendi. Daha sonra etanol havalandirma ile uzaklastirildi ve 37 °C’de 5 dk
kurutuldu RNaz (20 pg/mL) iceren 50 pL d.i.H,0 ile ¢oziildi.

Izole edilen plazmitler etidyum bromiir boyasi igeren % 0,7’lik agaroz jelde

yiriitiildii ve U.V 15181 altinda goriintiilendi.

2.2.11. Aktarilabilir Antibiyotik ve Agir metal Direncinin Tespiti icin Bacillus subtilis

W168 Susundan Kompatent Hiicre Hazirlama ve Transformasyon

Kompotent hiicre hazirlamak i¢in, B. subtilis W168 susu 1 mL Luria Bertani (LB)
Broth igerisinde 37 °C’de gece boyu biiyiitiildii. Bir gecelik kiiltiirden SmL MC (Modified
Competence) besiyerine 1:100 oraninda ekim yapildi. Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600
nm dalga boyunda OD 0,6 olacak sekilde biiyiitiildii.

Hiicre yogunlugu 600 nm’de 0.6 olunca, 1 mL hiicreye 10 uL izole edilen plazmit
DNA’s1 eklendi ve 1 saat 37 °C’de calkamali inkiibatérde biiyiitiildii. Hiicreler 1 saat
biiyiitiildiikten sonra 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve pellet 100 uL siipernatant
icerisinde ¢oziildii. Hiicreler ampisilin iceren LB Agar besiyerine yayild1 ve petri kaplar

koloniler, belli oluncaya kadar, 1-2 giin 37 °C’de inkiibe edildi.

2.2.12. Transformantlarin Antibiyotik ve Agir Metal i¢eriklerinin Belirlenmesi

Transformasyon petrisinde gozlenen koloniler, segilerek ampisilinli sivi ve kati
besiyerlerine inokiilasyonlar1 saglandi. Transformant kolonilerdeki antibiyotik direncinin
tespiti National Committee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) standartlarinda
Gram pozitif- aerobik bakteriler kriterlerine uygun olarak, standart disk diflizyon yontemi
ile Boliim 2.12°de anlatildig: sekilde gergeklestirildi.

Transformant kolonilerdeki agir metal direnglerinin tespiti, sivi diliisyon test

(Turnidge vd., 2003) metodu ile Boliim 2.13’de anlatildig sekilde gergeklestirildi.
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2.2.13. Bacillus izolatlarimin Bakteriyosin Aktivitesinin Belirlenmesi

Topraktan izole edilen ve identifikasyonlar1 sonucunda Bacillus cinsine ait 15 adet
izolatin bakteriyosin igerikleri incelendi. izolatlar MHB besiyerinde 35 °C’de 16 s
inkiibasyona tabi tutuldu. Daha sonra hiicreler, 12 000 rpm’de santrifiij edilerek toplandi.
Bakteriyosin igerdigi diislinlilen siipernatant kisimlar1 kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi. Bakteriyosin aktiviteleri “Agar Damlatma Yontemi” ile test edildi. Bu
yontemde MacFarland 0.5 bulaniklik degerinde ayarlanalan, 15 adet Bacillus susu MHA
igeren petri kaplarina steril ekiivyon ¢ubuklar ile yayildi. Daha sonra her bir petri lizerine
toplanan silipernatant kisimlarindan yaklasitk 20 pL damlatilarak, 35°C’de bir gece
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda petri yiizeylerindeki inhibisyon zonlari
Olciilerek hangi izolatin bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu ve hangi izolatin bu

bakteriyosin aktivitesi i¢in en hassas indikator izolat oldugu tespit edildi.

2.2.14. En iyi Bakteriyosin Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesi belirlenen izolatin en iyi bakteriyosin aktivitesini hangi
sartlarda olusturdugunu tespit edebilmek i¢in, izolat 10 mL MHB, BHI, TSB ve NB Broth
besiyerlerinde 35°C biiyiitiildii ve hiicreler 16, 24, 36 ve 48. s'lerde santriflij edilerek
uzaklastirildi (9000Xg, 10 dk). Siipernatantlar 0,45 pum capinda filtrelerden siiziilerek
hiicre serbest siipernatanti (CFS, cell free siipernatant) elde edildi ve antimikrobiyal
aktivite i¢in kullanildi. Bakteriyosin aktivitesi agar-spot (Motta ve Brandalli, 2002)
yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu yontemde 200 nLL. MHB besiyeri igerisinde erken
logaritmik faza (OD600 0,3-0,4) kadar biiyiitiilmiis, antagonistik izolat kiiltiirliniin {izerine
4 mL MHB yumusak agar (% 0,6) ilave edilip homojen karigmasi sagland1 ve ince
dokiilmiis MHA petrilerinin lizerine dokiilerek yayildi. Daha sonra bu yumusak agar petrisi
tizerinde steril delici yardimi ile kuyucuklar acildi. Bu kuyucuklar igerisine 100 pL hiicre
serbest siipernatantinda ilave edildi ve petri kaplar1 35°C’de inkiibe edildi. Bakteriyosin
inhibisyonu agar lizerinde berrak zonlarin tespiti ile belirlendi. Boylece bakteriyosin
aktivitesi goriilen izolatda aktivetinin hangi besiyerinde ve hangi inkiibasyon zamaninda
gerceklestigi bu sekilde tespit edildi. Bundan sonraki asamalardaki deneylerde en iyi

antimikrobiyal aktivitenin belirlendigi sartlar kullanilarak devam edildi.
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2.2.15. Antibakteriyal Etki Spektrumlarimin Kuyucuk Yontemiyle Belirlenmesi

Antibakteriyal aktivite denemeleri 12 farkli indikator bakteri ve 3 indikatdr maya
susu kullanilarak gergeklestirildi. Bakterilerin agar ortamindaki 16 s'lik kiiltiirlerinden,
dH,O 0,5 MacFarland bulanikhigina esdeger siispansiyonlar hazirlandi ve bu
stispansiyonlardan steril ekiivyon ¢ubuklar1 vasitastyla MHA besiyeri lizerine homojen bir
sekilde yayildi. Petri yiizeyleri kuruduktan sonra 5 mm ¢apli steril agar delici ile besi
ortamlarinda kuyucuklar agildi. Hazirlanan kuyucuklara, CFS’lardan 100 pL konularak
petriler +4 °C’de 2 s bekletildikten sonra, plaklar suslarin gelisebildigi sicaklik
derecelerinde inkiibe edildi. Ertesi giin olusan zonlarin ¢aplar dlgiilerek bakteriyosinin etki
spektrumu belirlendi.

2.2.16. Bakteriyosin Karakterizasyonu

2.2.16.1. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Bakteriyosin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini denemek amaciyla en iyi
aktivitenin tespit edildigi izolatdan MHB besiyerinde 24 s inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra santriflij islemine tabi tutuldu ve CFS’lerin bulundugu siipernatant kisim ayrildu.
Sicakligin bakteriyosin iizerine etkisini tespit etmek i¢in CFS’ler 30, 45, 60 ve 95 °C’de 30
dk ve 2 s inkiibe edildi ve 121 °C’de 20 dk otoklavlandi. Oda sicakligina gelmesi
beklendikten sonra CFS’ler en hassas indikator izolata karsi kuyucuk yontemiyle denendi.
Islem gérmemis CFS’ler kontrol olarak kullanildi. Indikator bakterinin bulundugu plaklar
uygun sicaklikta 24 s inkiibe edildikten sonra zon ¢aplari dlgiilerek aktivite degerlendirildi
(Powell vd., 2007). Tiim denemeler iki tekrarl yapildi.

2.2.16.2. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Enzimlerin Etkisi

Bakteriyosin aktivitesi tizerine gesitli enzimlerin etkisini denemek amaciyla elde
edilen CFS’ler kullanildi. CFS’ler proteinaz K, lizozim, tripsin, lipaz ve katalaz
enzimleriyle son konsantrasyonlar1 0,5 mg/ mL ve 5 mg/mL olacak sekilde karistirildi ve
37 °C de 1 s inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, enzim aktivitesini durdurmak igin
CFS’ler su banyosunda 95-97 °C de 5 dk tutuldu. Karisimlar, en hassas indikatore Karsi
kuyucuk yontemiyle test edildi. 1 s 37 °C de inkiibasyondan sonra enzimle muamele

edilmis CFS’ler ve kontrol gruplarindan (tek basina enzimler, enzimlerin hazirlandig:
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tampon ve enzimlerle muamele edilmemis CFS) 100 pL kuyucuklara dolduruldu ve
inkiibasyona birakildi. Zon ¢aplarina bakilarak aktiviteleri degerlendirildi (Riosen vd.,
2005). Tiim denemeler iki tekrarli yapildi.

2.2.16.3. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine pH’ min EtKisi

Aktivite lizerine pH’nin etkisini arastirmak i¢in, MHB besiyerinde 24 s biiyiitiilmiis
kiiltir siipernatantlarinin pH’lari, steril 1 M NaOH ya da steril 1 M HCI ile, 3-11 arasinda
ayarland1. pH’lar1 ayarlanan CFS’ler 2 s oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra, Kkiiltiir stipernatantlarinin pH’lar1 tekrar 7’ye ayarlandiktan sonra kuyucuk
yontemiyle en hassas indikator susa karst agar kuyucuk yontemi ile denendi. pH’s1 3-11
arasinda ayarlanmis MHB ortamlari da pH’lart 7°ye ayarlandiktan sonra negatif kontrol
olarak kullanildi. Tiim denemeler iki tekrarl yapildi (Deraz vd., 2005).

2.2.16.4. Baz1 Organik Coziiciilerin ve Deterjanlarin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi
Cesitli organik ¢oziiciilerin (Bizani ve Brandelli, 2002) ve deterjanlarin (Todorov ve
Dicks, 2006) bakteriyosin aktivitesi iizerine etkilerini arastirmak i¢in organik ¢oziiciilerden
formaldehit, kloroform, aseton, propanol, metanol, etil alkol, hekzan, etil eter, Tween 80 ve
Triton X-100’den % 20 olacak sekilde stok c¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiler,
CFS’ler ile son konsantrasyon % 10 olacak sekilde karistirildi ve 37 °C de 1 s inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra 6rneklerin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyucuk metodu ile
en hassas indikator susa karsi denendi. Pozitif kontrol olarak islem gérmemis CFS (dH,O
ile seyreltilmis), negatif kontrol olarak ise organik ¢oziiciilerin ve deterjanlarin dH,O ile
hazirlanmis stok cozeltileri, son konsantrasyonlar1 ayni olacak sekilde eklenip denendi.

Tim denemeler iki tekrarli yapildi.

2.2.17. izolatin Biiyiime Egrisinin ve Bakteriyosin Uretim Evrelerinin Belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesi gosteren izolatin biiylime egrileri ve bakteriyosin iiretim
evreleri bu izolat i¢in en iyi aktivitenin goriildiigii MHB besiyeri igerisinde biiylitiilmesi ile
gerceklestirildi. Bacillus izolatt MHB besiyeri igerisinde 35°C’de galkalamali inkiibatorde
16 s inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra izolat taze MHB besiyeri igerisine 600 nm’de OD:
0,1 olacak sekilde yeniden inokiilasyonu sagland1 ve 35°C’de inkiibasyona tabi tutuldu.

Inkiibasyona birakilan ornekden belirli araliklarda hem absorbans olgiimleri alinarak
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bliylime egrileri c¢ikartildi, hemde bu araliklarda alinan orneklerden bakteriyosin
aktiviteleri agar kuyucuk yontemi ile tespit edildi.
Izolatlardaki bakteriyosin iiretiminin gelisimin hangi evresinde basladig ve

maksimum aktiviteye hangi saatte ulastig1 belirlendi.

2.2.18. Bakteriyosinin Kismen Saflagtirilmasi

Bakteriyosin aktivitesi belirlenen izolat 300 mL MHB besiyeri iceren 1L
erlenmayer icerisinde 35°C’de 24 s inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir
9000 rpm’de 30 dk santrifiij edilerek hiicreler uzaklastirildi. Hiicre igcermeyen siipernatanta
yavas yavas % 70 oraninda amonyum siilfat ilave edildi ve 4°C’de gece boyunca manyetik
karistirict iizerinde karigmasi saglandi. Karisim santrifiij edildikten sonra (4°C’de 8000 g/
60 dk), ylizeyde ve altta biriken pellet toplanarak 10 mL sodyum fosfat tamponunda (pH
6,5) yeniden ¢oziildii. Siispansiyon 2L ayni tampon igerisinde bir gece diyaliz edilerek

kontaminantlarin uzaklastirilmasi saglandi.

2.2.19. Bakteriyosinin Molekiil Agirhiginin Belirlenmesi

Bakteriyosinin molekiil agirligi SDS-PAGE (Sodyum dodecil siilfat- Poliakrilamid
jel) kullanilarak saptandi. Diyaliz edilmis 6rnek SDS-PAGE jeline yliklenerek elektroforez
islemine tabi tutuldu. Elektroforez isleminden sonra jel iki kisma boliindii ve jellerden
birisi Coomassie blue G-250 ile 1 s boyanip, boyay1 uzaklastirma iglemine tabi tutuldu.
Antimikrobiyal aktivite testi i¢in diger jel 1 s siiresince steril d.i. H,O su ile yikandi ve
bunu takiben biiyiik petri kutusunda bulunan agar {izerine, bu jel dikkatlice konuldu. Jel
tizerine indikator susu iceren 45°C’deki yumusak agar dokiiliip 30°C’de 24 s inkiibasyon
islemine tabi tutuldu. inkiibasyon isleminden sonra zonun goriildiigii bolge Coomassi blue

ile boyanmus jel ile karsilastirilarak molekiilere agirligi belirlenmeye ¢alisildi.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada Rize ilinin belirli 9 bolgesindeki topraklardan alinan 6rneklerden 15
adet Gram pozitif basil izole edilmistir. Yapilan Gram ve spor boyama deneyleri ile bu
bakterilerin Gram pozitif, spor olusturabilen basil seklinde bakteriler oldugu
gdzlemlenmistir. Izole edilen bakteriler LB agar besiyerinde c¢izgi ekim ydntemiyle
tiretildikten sonra, diger caligmalarda kullanilmak iizere gliserol stoklar1 yapilmis ve

bundan sonraki ¢alismalarda bu stoklar kullanilmistur.

3.1. Gram-pozitif Basillerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Gram pozitif basiller morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile Niitrient Broth
ve Agar besiyerilerine ekimleri yapilmis ve gram boyama, spor boyama, Niitrient Agarda
koloni tipi, koloni rengi, koloni biiyiikliigii, hareket 6zellikleri ve Niitrient Broth igerisinde
tireme Ozellikleri gibi ¢esitli morfolojik 6zellikleri tespit edilmistir (Tablo 4). Elde edilen

bu veriler tiir analizlerinde kullanilmistir.

Tablo 4. izolatlarin morfolojik 6zellikleri.

No Koloni Koloni Koloni N.B Ureme Gram Spor  Spor Sekli ~ Hareket
Rengi Tipi Biiyiikligi Ozelligi Boyama

Bl Krem P Kiiglik Bulanik + + Merkezi +
B2 Krem P-M Orta Tortu + Merkezi -
B5 Krem P Orta Bulanik + + Merkezi +
B4 Krem P Biiyiik Tortu + + Merkezi +
B5 Krem P Yaygin Tortu + + Merkezi +
B6 Krem P-M Orta Bul.-Tor. + + Merkezi +
B7 Krem P-M Orta Tortu + + Merkezi +
B9 Krem P Orta Bul.-Tor. + + Terminal +
B12 Krem D-M Orta Tortu + + Terminal -
B13  Krem P-M Biiyiik Bul.-Tor. + + Merkezi

B15 Krem P Orta Bulanik + + Terminal

B16 Krem P Orta Bulanik + + Merkezi -
B17 Krem P Orta Bulanik + + Terminal +
B19 Krem P Orta Bulanik + + Merkezi +
B20 Krem P Kiigiik Bulanmik + + Terminal +

P: Piirtiiklii, M: Mukoid, D: Diiz, +: Pozitif, -:Negatif
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3.2. Gram-pozitif Basillerin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Topraktan izole edilen Gram-pozitif basiller biyokimyasal &zelliklerinin tespit
edilmesi icin c¢esitli bir¢gok farkli biyokimyasal test besiyerlerine inokiilasyonlari
yapilmistir. Inkiibasyon neticesinde izolatlarin biyokimyasal test sonuglar tespit edilmis

(Tablo 5) ve tiir analizlerinin yapilmasi igin kullanilmustir.

Tablo 5. Izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri.

KIA*

¥ or g L e oy B
S 2 £ z 2 3 £ £ 5 B & 3%
Z g ¥ 5 6 > 0 T = 5 Z 5 3 2 3
Bl + + ++ A A - - - - - + - - -
B2 + + 4 Ak A - - - T
B3 + + +/- A Alk - - - - + + + -
B4 + + --  Alk Alk - - - - + - - - -
BS + + 4 Ak A - - - T -
BE + + 4 Ak A - - - - + - - +
B7 + + 4 A A - - - T -
B9 + + +- A Ak - - - - + + + - -
B2 + + - Ak Ak - - - T
B13  + + - Ak A - - - - + - - - -
B15 - +  +- A Ak - - - - + + + - +
B16 - + +H+ A A - - - - + + + - +
B17 - + +/+ A Alk - - - - + + - - +
B19 - +  +- Ak A - - - - + + + - -
B20 - + 4~ A Ak - - - - + + + - +

*: KIA; Kligler Iron Agar besiyeri, D: Dip, Y: Yiizey, G; Gaz, H,S: Hidrojen siilfiir, +:
Pozitif, -:Negatif, +/-:Zayif pozitif

3.3. Gram-pozitif Basillerin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin fizyolojik 6zellikleri olarak {ireyebildigi pH araliklar1 (3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,
11 ve 12), 1s1 ve NaCl toresanslar1 belirlenmistir. Izolatlarm hepsi 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 pH
degerlerinde iireme 6zelligi gosterirken, bazi izolatlar pH 10,0 degerinde de iireme 6zelligi
gostermislerdir (Tablo 6).

NaCl toleransinin belirlenmesi icin izolatlat % 3’ten % 15°e kadar degisen degisik
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NaCl’li LB Broth besiyerlerinde iiretilmislerdir. Bu besiyerlerine inokiilasyonlar1 saglanan
izolatlar gece boyu 35°C’ye ayarli su banyosunda inkiibe edilmislerdir. Ureme olan ve
olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarin hangi oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar
verilmigtir. Tiim izolatlarin % 3, % 5 ve % 7'lik tuz igeren ortamlarda iirerken, bazi
izolatlar % 10’luk ortamda tiremislerdir. B12 izolat1 ise % 12’lik NaCl konsatrasyonunda
tireme Ozelligi gosteren tek izolattir (Tablo 6).

Izolatlarn optimum biiyiime sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla LB Broth
besiyerine ekim yapilmistir. Hazirlanan kiiltiirler 10, 15, 30, 37, 45, 50 ve 55°C’de gece
boyu inkiibe edilerek 1s1 toleranslar1 tespit edilmistir. izolatlarin 1s1 toleranslarinda ¢ok
genis bir yelpaze gostermislerdir. Izolatlar 15°C’den 55°C’ye kadar ulasan farkli
sicakliklarda biiylime 6zelligi gostermislerdir (Tablo 6).
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Tablo 6. izolatlarm farkli pH, NaCl ve 1s1 ortamlarinda {ireme durumlari.

Uygulama Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B9 Bl12 Bl13 B15 Bl16 Bl7 B19 B20
pH

5,0 + + + + + + o+ + + + + + + + +
6,0 + + + + + + o+ + + + + + + + +
7,0 + + + + + + o+ + + + + + + + +
8,0 + + + + + + o+ + + + + + + + +
9,0 + + + + + + o+ + + + + + + + +
10,0 - - + + - - - - - - + + + + +
11,0 - - - - - - - - - - - - - - -
12,0 - - - - - - - - - - - - - - -
NaCl (%)

3 + + + + + + o+ + + + + + + + +
5 + + + + + + o+ + + + + + + + +
7 + + + + + + o+ + + + + + + + +
10 + V4 - + - zZ - + - Y4 - - - - -
12 + - - - - - - - - - - - - - -
Is1 (°C)

15 - - + + + + 4+ + + - + + + + +
30 + + + + + + o+ + + + + + + + +
37 + + + + + + 4+ + + + + + + + +
45 + + + + + + o+ + + + + + + + +
50 + + + + + - + + + - + + + + +
55 + + - + + - + + + - + + + - +
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3.4. Gram-pozitif Basillerin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarn MACROGEN firmasina yaptirilan 16S rRNA dizi analizleri sonucunda
sekanslar Gen Bank’ta var olan diger bakterilerin 16S rRNA genleriyle karsilastirilarak
yiizde benzerlikler tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 7. izolatlar ile diger bakterilerin 16S rRNA genlerinin yiizde benzerlikleri.

izolat Benzer oldugu bakteriler Gen Bank No Or(t;:)m ¢ Ber(lg/i ; lik
B1 Bacillus pumilus NB5 JQ768260.1 %100 % 99
Bacillus pumilus R71 JQ428828.1 %100 % 99
Bacillus pumilus KB66 JF327485.1 %100 % 99
B2 Bacillus subtilis BE-91 GQ845009.1 %100 % 99
Bacillus subtilis CICC10028 AY881638.1 %100 % 99
Bacillus subtilis E9-1 FJ573171.1 %100 % 99
B3 Bacillus cereus MMRL2 HM804296.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis HD-789 CP003763.1 %100 % 99
Bacillus cereus 5.1 JX444509.1 %100 % 99
B4 Bacillus subtilis subsp. subtilis CICC10261 GQ375238.1 %100 % 99
Bacillus subtilis subsp. subtilis CICC 10260 GQ375237.1 %100 % 99
Bacillus subtilis subsp. subtilis CICC 20522 GQ375215.1 %100 % 99
B5 Bacillus tequilensis St11 JN700073.1 %100 % 99
Bacillus tequilensis Kt9-29 JF460757.1 %100 % 99
Bacillus tequilensis N-29 JF798376.1 %100 % 99
B6 Bacillus thuringiensis serovar shandongiensis AB617498.1 %100 % 99
Bacillus sp. MG-2011-11-BZ FR872470.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis JDM138 JX035961.1 %100 % 99
B7 Bacillus tequilensis N-29 JF798376.1 %100 % 99
Bacillus subtilis NS04 JX126865.1 %100 % 99
Bacillus subtilis NS03 JX126864.1 %100 % 99
B9 Bacillus mojavensis NS02 JX126863.1 %100 % 99
Bacillus mojavensis HNHS6 JN999835.1 %100 % 99
B12 Bacillus subtilis strain JAM1_1A JN644507.1 %100 % 99
Bacillus subtilis Y21-1 AB300819.1 %100 % 99
Bacillus subtilis Y16-1 AB300818.1 %100 % 99
B13 Bacillus amyloliquefaciens P2 JQ715455.1 %100 % 99
Bacillus amyloliquefaciens OV12 HE681733.1 %100 % 99
Bacillus amyloliquefaciens X-278 JN866600.1 %100 % 99
B15 Bacillus thuringiensis serovar darmstadiensis AB617485.1 %100 %100
Bacillus thuringiensis serovar sotto AB617478.1 %100 %100
Bacillus thuringiensis serovar fukuokaensis AB617477.1 %100 %100
B16 Bacillus thuringiensis WY9 JQ936681.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis HD-789 CP003763.1 %100 % 99
Bacillus cereus LSH1 JX129893.1 %100 % 99
B17 Bacillus cereus 2109 JF947356.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis HD-789 CP003763.1 %100 % 99
Bacillus cereus LSH1 JX129893.1 %100 % 99
B19 Bacillus thuringiensis WY9 JQ936681.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis HD-789 CP003763.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis HD-771 CP003752.1 %100 % 99
B20 Bacillus cereus LQ270 EF472265.1 %100 % 99
Bacillus thuringiensis HD-789 CP003763.1 %100 % 99
Bacillus cereus LSH1 JX129893.1 %100 % 99
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/314909569?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JNZEVSZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401872063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3CZD5NAZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/400268244?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JNZEVSZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/256265114?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JP02CCW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/256265113?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JP02CCW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/256265091?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JP02CCW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/375004689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JPJNS4T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343976673?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JPJNS4T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334303038?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=3JPJNS4T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364502540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JPK925T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/398649529?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JPK925T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/393192047?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JPK925T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334303038?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JPKTEJZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/400294514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JPKTEJZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/400294513?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JPKTEJZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/400294512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JPZ6TRZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/379975089?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=3JPZ6TRZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348161419?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JR505PV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/150372725?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JR505PV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/150372724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=3JR505PV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384492680?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JR5U4CZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/379055994?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=3JR5U4CZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/377656738?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=3JR5U4CZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364502527?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JR6A6C701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364502523?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JR6A6C701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364502522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JR6A6C701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392514582?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JR6RSUE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401872063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JR6RSUE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401668581?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JR6RSUE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/336171092?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JRYG8Y101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401872063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JRYG8Y101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401668581?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JRYG8Y101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392514582?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JRNBMPN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401872063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JRNBMPN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401787476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JRNBMPN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/141447915?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3JRNMEMR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401872063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3JRNMEMR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401668581?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3JRNMEMR01N

Topraktan izole edilen gram pozitif basiller ve bu izolatlarin yakin iligkili oldugu
bakteriler ile filogenetik benzerlikleri belirlenmistir. Elde edilen dendogram’a gore B1 nolu
izolat Bacillus pumilis suslari ile, B6, B16 ve B19 izolatlar1 Bacillus thuringiensis suslari
ile, B9 izolat1 Bacillus mojavensis suslar1 ile, B13 izolat1 Bacillus amyloliquefaciens suslari
ile, B17 izolat1 Bacillus cereus suslari ile, B2, B3, B4, B5, B7, B12, B15 ve B20 izolatlar
ise Bacillus sp. suslari ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Topraktan izole edilen Gram Pozitif Basillerin filogentik analizi.

48



3.5. Gram-pozitif Basillerin Identifikasyonu

Yapilan morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler Bergeys Manuel of
Systemathics (Kaynak) kitabindaki siniflandirma kriterleri ele alinarak siiflandirilmistr.
Yapilan identifikasyon sonucunda 9 izolat tiir seviyesinde, 6 izolat ise cins seviyesinde
identifiye edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda B. pumilis, B. mycoides, B. circulans, B.
sp., B. cereus, B. amyloliqufaciens tanimlanan Bacillus cinsleridir (Tablo 8).

Yapilan filogenetik c¢alismalar sonucunda ise Bacillus izolatlarindan 7 izolat tiir
seviyesinde karakterize edilirken, 8 izolat sadece cins seviyesinde karakterize edilebilmistir
(Tablo 8).

Tablo 8. Morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve filognetik analizler sonucunda Bacillus
izolatlarinin identifikasyonu.

Izolat  Geleneksel yontemlere gore Filogenetik analize gore

Bl Bacillus pumilis Bacillus pumilis

B2 Bacillus mycoides Bacillus sp.

B3 Bacillus cereus Bacillus sp.

B4 Bacillus circulans Bacillus sp.

B5 Bacillus sp. Bacillus sp.

B6 Bacillus sp. Bacillus thuringiensis
B7 Bacillus sp. Bacillus sp.

B9 Bacillus sp. Bacillus mojavensis
B12 Bacillus mycoides Bacillus sp.

B13 Bacillus amyloliqufaciens Bacillus amyloliqufaciens
B15 Bacillus cereus Bacillus sp.

B16 Bacillus sp.

B17
B19
B20

Bacillus cereus
Bacillus sp.

Bacillus cereus

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis

Bacillus sp.
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3.6. Bacillus izolatlarin Ekstraselliiler Enzim Icerikleri

Izolatlarin enzim aktivitelerini belirlemek amaciyla amilaz, proteaz, seliilaz, lipaz
besiyerleri hazirlanmstir.

Amilaz {iretimini tespit etmek i¢in izolatlar amilaz besiyerinde ekimleri yapilmis ve
inkiibasyondan sonra enzim iiretimi agar petrilerinin yiizeyine liigol soliisyonu
damlatilarak belirlenmistir. Yapilan inceleme sonucunda B1 ve B19 izolatlar1 hari¢ tiim

izolatlarin amilaz pozitif oldugu tespit edilmistir (Sekil 2, Tablo 9).

Negatif

Pozitif

Sekil 2. Amilaz test sonuglari.

Proteaz iiretimini tespit etmek ig¢in izolatlar proteinaz besiyerine ekimleri
yapilmistir ve inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra petri yiizeyinde
meydana gelen opak zonlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan inceleme sonucunda

B3 izolat1 harig tiim izolatlar pozitif olarak belirlenmistir (Sekil 3, Tablo 9).
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Pozitif

Negatif

Sekil 3. Proteaz test sonuglart.

Seliilaz tiretimini tespit etmek i¢in izolatlar seliilaz besiyerine ekimleri saglanmustir.
Inkiibasyondan sonra petri kaplar1 Kongo kirmizisi ile boyanmis ve NaCl ile yikanarak
sonuclar tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda B17 ve B19 izolati negatif, B15,
B16 ve B20 izolatlar1 ise zayif pozitif olarak tespit edilmistir. Diger tiim izolatlar pozitif

olarak degerlendirilmistir (Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi., Tablo 9).

egatif

Pozitif

Sekil 4. Seliilaz testi sonuglari.

Lipaz iretimini tespit etmek i¢in izolatlar lipaz besiyerine ekimleri yapilmistir.
Lipaz besiyerine ekimleri yapilan izolatlar inkiibasyondan sonra UV 15181 altinda
incelenerek parlak zonlar olusturan izolatlar pozitif, olusturmayanlar ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda B6 ve BI13 izolatlar1 pozitif diger

izolatlar ise negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 5, Tablo 9).
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Pozitif

Pozitif

Negatif Negatif

Sekil 5. Lipaz test sonuglart.

Tablo 9. Bacillus izolatlarinin ekstraselliiler enzim aktiviteleri.

Ornek No Amilaz Proteaz Seliilaz Lipaz
Bl + + -
B2 +
B3
B4
B5
B6
B7
B9
B12
B13
B15
B16
B17
B19
B20 +
Z: Zayif, +: Pozitif, N: Negatif

+ + + + + + + + + + 4+ +
NN+ + + + + + + + +
1

+ + + + + + + + + + 4+ +

N

3.7. Bacillus izolatlarinin Antibiyotik Direnc Profilleri

Bacillus izolatlarinin antibiyotik direng profilleri agar disk difiisyon metodu
kullanilarak tespit edilmistir. Direng profillerini belirlemek amaci ile gesitli gruplara ait 22
adet antibiyotik kullanilmistir. Yapilan antibiyogramlar sonucunda Basitrasin, Optokin ve

Klindamisin antibiyotiklerine karsit tiim izolatlarin (% 100) direngli olduklar1 tespit
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edilmistir (Tablo 10). Amoksasilin antibiyotigine 12 izolatin (% 80), metisilin ve
rifampisin antibiyotiklerine 8 izolatin (% 53), oksasilin antibiyotigine 7 izolatin (% 47),
ampisilin  ve sefalotin antibiyotigine 6 izolatm (% 40), tobramisin ve
trimetoprim/siilfametaksazol antibiyotigine 4 izolatin (% 27), tetrasiklin, vankomisin ve
kanamisin antibiyotigine 2 izolatin (% 13) direng gosterdigi tespit edilmistir. Norfloksasin,
gentamisin, sifroflaksin, streptomisin, kloramfenikol, neomisin ve novabiyosin

antibiyotiklerine kars1 ise herhangi bir direng tespit edilememistir (Tablo 10,Tablo 11).
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Tablo 10. Bacillus izolatlarinin antibiyotik direng profilleri.

Antibiyotikler Bl B2 B3 B4 B5

(o]

~

o

[
N

e
w

[y
a1

=
D

[
\l

=
©

N
o

Ampisilin (AMP)
Metisilin (ME)
Eritromisin (E)
Basitrasin (B)
Klindamisin (CLD)
Norfloksasin (NOR)
Sefalotin (KF)
Gentamisin (G)
Siproflaksin (CIP)
Streptomisin (S)
Tobramisin (TOB)
Amoksasilin (AX)

Kloramfenikol (C)
Trimethoprim
/Sulfametaksazol (SXT)

Tetrasiklin (TE)
Vankomisin (VA)
Oksasilin (OX)
Optakin (OP)
Rifampsin (RF)
Neomisin (N)
Kanamisin (K)
Novabiosin (NV)

T
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I0OIT00000 0O T00ITITIT0ITO0O0OITOO0O
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H: Hassas, D: Direngli
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Antimikrobiyal test sonuglarina gore antibiyotiklere karsi en az direng gosteren
Bacillus izolat1 B7, B12 ve B13 izolatlaridir. En fazla direng gosteren izolat ise B3 ve B15
olarak tespit edilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Identifiye edilen Bacillus’larin antibiyotik direng oranlari.

B.pumilis  B.thuringiensis  B. mojavensis  B.cereus  B.amy.” B. sp

(DINY? (DIN) (DIN) (O/N)  (DIN)  (D/N)  oplam %
AMP® o 203 oL 1 oL 308 6/15 40
ME o 213 11 11 o 418 815 53
E o 03 o o o 0/8 015 0
B 11 313 11 11 11 88 15/15 100
CLD 11 313 11 11 11 88 1515 100
NOR oL 03 oL oL oL 0/8 015 0
KF 01 213 oL 11 oL 3/8 6/15 40
G o 013 o o o 0/8 015 0
cIp o 03 o o o 0/8 015 0
S o 03 o o o 0/8 015 0
TOB 11 03 o o o 3/8 415 27
AX 11 313 11 11 o 68 1215 80
c oL 03 oL oL oL 0/8 015 0
SXT oL 13 oL 11 01 218 a5 27
TE oL 03 oL oL oL 2/8 215 13
VA o 03 o o o 218 215 13
oX o 213 11 11 o 3/8 715 a7
op 11 3/3 11 11 11 88 1515 100
RF o 213 11 o o 5/8 815 53
N oL 03 oL oL o 0/8 015 0
K oL 03 oL oL oL 2/8 215 13
NV o1 03 oL oL oL 0/8 015 0

% D: Direngli izolat sayisi, N: toplam izolat say1s1

®: B. amy.: Bacillus amyloliqufaciens

© AMP: Ampisilin, ME: Metisilin, E: Eritromisin, B: Basitrasin, CLD: Klindamisin, NOR:
Norfloksasin, KF: Sefalotin, G: Gentamisin, CIP: Siproflaksasin, S: Streptomisin, TOB:
Tobramisin, AX: Amoksasilin, C: Kloramfenikol, SXT: Trimetoprim/siilfametaksazol, TE:
Tetrasiklin, VA: Vankomisin, OX: Oksasilin, OP: Optokin, RF: Rifampisin, N: Neomisin,
K: Kanamisin, NV: Novabiosin

3.8. Bacillus izolatlarinin Agir Metal Direnc Profilleri

Bacillus izolatlarin1 agir metal direng profilleri sivi diliisyon test metodu
uygulanarak yapilmistir. Direng profillerinin belirlemek icin farkli agir metallerin suda
¢oziilebilir tuz formlar1 kullanilmistir. Yapilan arastirma sonucunda izolatlarin bakir
(CuS0Oy), kursun (Pb(NOy),), krom (CrCl,), demir (FeSO,) ve mangan (MnCl,) agir
metallerine kars1 yiliksek bir direng profili tespit edilmistir (Tablo 12). En diisiik direng
oran1 ise civa (HgCly), daha sonra ise kadminyum (Cd(NO,),) ve kobalt (CoCl,)
metallerine kars1 oldugu belirlenmistir (Tablo 12).
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Tablo 12. Bacillus izolatlarinin agir metal direng profilleri (ug/mL).

CuSO; Pb(NO;), CoCl, CrCl, 2ZnSO, FeSO, HgCl, Cd(NO;), MnCl, NiCl

B1 1000 2000 250 1000 2000 1500 O 250 1000 250
B2 1000 2000 50 1000 250 1500 O 25 750 250
B3 1500 3000 100 2000 2000 2000 25 500 1000 1000
B4 1500 2000 100 1000 250 1500 O 12 750 500
B5 1500 2000 100 1000 250 1500 O 12 750 500
B6 1000 2500 100 1000 250 1000 O 250 1500 500
B7 1500 2500 50 1000 250 1500 O 25 500 500
B9 1500 2500 50 1000 250 1500 25 500 1000 500
B12 1000 1500 100 1000 250 1500 O 25 750 500
B13 1000 3000 100 1000 250 1500 O 50 1500 250
B15 1500 3000 100 1000 500 1000 25 500 1000 1000
B16 1500 2500 250 1000 500 1000 25 500 1000 2000
B17 1000 2500 250 1000 500 1000 O 250 1000 1000
B19 1000 1000 100 1000 750 1000 12 500 1500 1000
B20 1000 1000 50 1000 250 750 0 12 750 250

3.9. Bacillus izolatlarimin Plazmit Profillerinin Belirlenmesi

Bacillus izolatlarindan yapilan plazmit izolasyonu sonucunda; 15 izolattan 7’sinin
(B3, B9, B15, B16, B17, B19, B20) bir veya birden fazla plazmit tasidig1 tespit edilmistir
(Sekil 6).

56
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Sekil 6. Bacillus izolatlarindan elde edilen plazmitlerin agaroz jel goriintiisii.

3.10. Bacillus izolatlarimin Aktarilabilir Antibiyotik ve Agir Metal Direncleri

Izole edilen plazmitler Bacillus subtilis W168’e transformasyon teknigi ile
aktarilmistir. Yapilan transformasyon deneyi sonucunda; B15 ve B16 izolatlardan elde
edilen plazmitlerin, transformant olarak ampisilin igeren petrilerde biiyiidigi tespit
edilmistir. Transformant B15 ve B16 hiicrelerinde yapilan antibiyogram test sonuglarina
gore; yaban tip B15’den izole edilen plazmitler iizerinde oksasilin, tetrasiklin, metisilin,
vankomisin, trimethoprim siilfametaksazol, amoksasilin, sefalotin, tobramisin, rifampisin,
kanamisin, ampisilin diren¢ genlerinin bulundugu ve bu genlerin transformasyon ile B.
subtilis W168 hiicresine aktarildig: tespit edilmistir (Tablo 13).

Yaban tip Bl6’dan izole edilen plazmitler iizerinde ise oksasilin, metisilin,
trimethoprim  siilfametaksazol, amoksasilin, sefalotin, rifampisin, ampisilin direng
genlerinin bulundugu ve bu genlerin transformasyon ile B. subtilis W168 hiicresine
aktarildig1 tespit edilmistir (Tablo 13).

Transformasyon deneyinde kullanilan B. subtilis W168 hiicresinin ise optakin,
basitrasin ve klindamisin antibiyotiklerine kars1 dogal direngli oldugu tespit edilmistir

(Tablo 13).
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Tablo 13. Transformat hiicrelerin antibiyotik direng profilleri.

Yaban tip Yaban Tipin Antibiyotik Profili Transformant Transformat Antibiyotik Profili
B15 Amp, Me, B, Cld, Kf, Tob, Ax, Bacillussubtilis  Amp, Me, Kf, Tob, Ax, Sxt, Te, Va,
Sxt, Te, Va, Ox, Op, Rf, K W168 (B15) Ox, Rf, K
B16 Amp, Me, B, Cld, Kf, Ax, Sxt, Bacillussubtilis  Amp, Me, Kf, Ax, Sxt, Ox, Rf
Ox, Op, Rf W168 (B16)
W168 B, Cld, Op

Amp: Ampisilin, Me: Metisilin, B: Basitrasin, Cld: Klindamisin, Kf: Sefalotin, Tob:
Tobramisin, Ax: Amoksasilin, Sxt: Trimethoprim Siilfametaksazol, Te: Tetrasiklin, Va:
Vankomisin, Ox: Oksasilin, Op: Optakin, Rf: Rifampisin, K: Kanamisin

Yapilan transformasyon deneyleri sonucunda yaban tip B15 ve B16 izolatlarindan
izole edilen plazmitlerin Krom (CrCls3), Cinko (ZnSOj), Demir (Fez(SO,)3), Kadminyum
(Cd(NOs3),) ve Nikel (NiCl,) metallerine kars1 direng olusumunu saglayan genleri tasidigi
ve W168 hiicresine aktarilan bu plazmitlerin hiicreyi agir metallere kars1 direngli duruma

getirdigi tespit edilmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Transformat ve yaban tip hiicrelerin agir metal direng profilleri (ug/mL).

Yaban Tip Kontrol Transformat
B15 B16 W168 B15 B16
CuSO,4 1500 1500 100 100 100
Pb(NO;). 3000 2500 1000 1000 1000
CoCl, 100 250 100 100 100
CrCls 1000 1000 100 1000 1000
ZnS0,4 500 500 100 500 500
Fex(SO4); 1000 1000 100 1000 1000
HgCl 25 25 0 0 0
Cd(NOz). 500 500 25 500 500
MnCl, 1000 1000 1000 1000 1000
NiCl, 1000 2000 100 1000 2000

3.11. Gram Pozitif Bakterilerden Bakteriyosin Ozelliginin Taranmasi

Rize ilinden belirli lokalizasyonlardan alinan toprak Orneklerinden 15 adet gram
pozitif basil izole edilmistir. Yapilan Gram ve Spor boyama deneyi ile bu bakterilerin
Gram pozitif, spor olusturabilen basil seklinde bakteriler oldugu gézlemlenmistir. Bu gram

pozitif bakterilerden bakteriyosin 6zelligini taramak i¢in tiim izolatlar MHB besiyerinde
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bir gece kiiltiire edilmis ve siipernatant kisimlari santrifiij yardimi ile elde edilmistir. Daha
sonra elde edilen bu siipernatant kisimlar diger bakteriler lizerinde bakteriyosin etkisinin
olup olmadig1 agar damlatma yontemi ile tespit edilmistir. Steril serum fizyoloji igerisinde
0,5 MacFarland bulaniklikta hazirlanan hiicre siispansiyonlart MHA besiyeri {izerine steril
ekiivyon c¢ubuklar1 ile homojen bir sekilde yayilmis ve siipernatant kisimlar bu petri
yiizeylerine damlatilarak inkiibasyona birakilmistir. Olusan zon ¢aplart incelenerek
bakteriyosin aktivitesinin olup olmadig1 arastirilmistar.

Yapilan c¢apraz deney sonucunda BI13 izolatinin nerdeyse tiim izolatlarin
biiylimesini inhibe ettigi goriilmiistiir (Tablo 15). Bunun yani sira B17 izolatinin en hassas
izolat oldugu ve en fazla sekonder metabolitlerden etkilendigi tespit edilmis ve B17 nolu
izolat en hassas organizma olarak se¢ilmis ve bundan sonraki deneylerde B13 izolatinin
bakteriyosin karakterizasyonlar1 B17 izolat1 lizerinde gerceklestirilerek yapilmistir.

Yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyon
deneyleri sonucunda, B13 izolat: tiir seviyesinde Bacillus amyloliquefaciens olarak, B17

izolat1 ise Bacillus cereus olarak tanimlanmistir.
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Tablo 15. Gram-pozitif basillerden bakteriyosin aktivitesinin belirlenmesi.

Konak Hiicre

B12
B13
B15
B16
B17
B19
B20

oAb 1 NN OO < IO O I~ O
Lizat m m M 0 m m m m

Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B9
B12

B13

B15
B16
B17
B19
B20
+: 5 mm, ++: 7 mm, +++: >10 mm

3.12. En iyi Bakteriyosin Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesi oldugu tespit edilen B. amyloliquefaciens B13 izolatinin en
1yl bakteriyosin aktivitesinin hangi kosullarda olusturdugunu bulmak i¢in, B13 izolati
MHB (Miiller Hilton Broth), BHI besiyeri (Brain Heart Infusion), TSB besiyeri (Triptic
Soy Broth) ve NB (Nutrient Broth) besiyerlerinde 16, 24, 36 ve 48 s calkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen saatler sonunda kiiltiirlerden ImL
alinarak santriflij edilmistir. Siipernatant kisimlar elde edilmis ve BI3 izolatin hangi
besiyerinde en iy1 bakteriyosin iirettigi ve optimum bakteriyosin aktivitesi tespit edilmistir.
En hassas i1zolat olarak se¢ilen B17 izolat1 steril serum fizyoloji igerisinde 0,5 MacFarland
bulanikliga ayarlanip, MHA besiyerine homojen olarak yayilmis ve kurumasi beklenmistir.
B17 izolatinin {izerine belirli saat araliklarinda alinan farkli besiyeri ortamlarindaki CFS
(Cell Free Siipernatant)’ler damlatilmistir. Petri kaplar1 35°C’de bir gece inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyondan sonra petri yiizeyinde olusan inhibisyon zonlar1 dlgiilerek

optimum bakteriyosin tiretim kosullari tespit edilmistir (Tablo 16).
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Olusan zon ¢aplar 6l¢iildiigiinde en iyi bakteriyosin aktivitesinin MHB besiyerinde
24 saatlik inkiibasyon sonucunda olustugu gézlemlenmistir (Tablo 16, Sekil 7). Projemizin

bundan sonraki deneylerinde bu kosullar uygulanarak deneyler gergeklestirilmistir.

Tablo 16. En iyi bakteriyosin aktivitesinin goriildigii kosullar.

Besiyeri Saat  Zon ¢ap1 (mm)
16
24
BHI 36
48
Kontrol*
16
24
TSB 36
48
Kontrol* -
16 14
24 22
MHB 36 15
48 15
Kontrol* -
16
24
NB 36
48
Kontrol*
* Kontroller sadece besiyerlerinden olusmaktadir.

o N o1 O

N D

N o N
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Sekil 7. Agar damlatma metodu ile optimum bakteriyosin aktivitesinin tespiti.

I: BHI-16s, II: BHI-244, 11I: BHI-36s, IV: BHI-48s, V: TSB-16s, VI: TSB-24s, VII: TSB-
36s, VIII: TSB-48s, IX: MHB-16s, X: MHB-24s, XI: MHB-36s, XII: MHB-48s, XI1I: NB-
16s, XIV: NB-24s, XV: NB-36s, XVI: NB-48s, XVII: BHI-Kontrol, XVIII: TSB- Kontrol,
XI1X: MHB-Kontrol, XX: NB-Kontrol

3.13. B13 Bakteriyosinin Antimikrobiyal Etki Spektrumu

B13 bakteriyosinin antimikrobiyal etki spektrumunu belirlemek i¢in 8 indikator
bakteri ve 3 indikatdor maya kullanilmistir. Agar kuyucuk yontemi ile yapilan deney
sonucunda B13 bakteriyosinin Enterococcus feacalis, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenesis bakterileri ve Candida tropicalis ve Candida albicans

mayalar1 lizerinde antimikrobiyal ve antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 17).
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Tablo 17. B13 bakteriyosininin antimikrobiyal etki spektrumu.

Indikatdr Organizma Inhibisyon zonu (mm)

Escherichia coli ATCC 25922 -
Yersinia pseudotuberkulosis ATCC 709 -

Bacillus cereus Roma 709 20
Staphylococcus aureus ATCC 25923 15
Enterococcus fecalis ATCC 29212 17

Pseudomonas auroginosa ATCC 43288 -
Klebsiella pneumonia ATCC 13883 -

Listeria monocytogenesis ATCC 43251 9
Candida tropicalis ATCC 13803 13
Candida albicans ATCC 60193 13

Saccharomyces cerevisia ATCC 96581 -

3.14. B13 Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

B13 bakteriyosin aktivitesi tizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in CFS’ler 30,
45, 60 ve 95 °C’de 30 dk ve 2 s inkiibe edilmis, ayn1 zamanda 121 °C’de 20 dk
otoklavlanmistir. Kontrol olarak ise 1stya maruz birakilmamis CFS’ler kullanilmistir.
Yapilan deney sonucunda 30 dk sonunda bakteriyosin aktivitesinde dnemli bir azalmanin
olmadigi, 2 s inkiibasyonda ise 60°C’de belirli azalma gozlenirken 90°C’de ise hig
aktivitenin kalmadigr goézlemlenmistir. Ayni sekilde 120°C’de 20 dk sonrasinda da

aktivitenin olmadig1 gozlemlenmistir (Tablo 18).
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Tablo 18. Bakteriyosin aktivitesi lizerine sicakligin etkisi.

Uygulanan sicaklik (°C) Inhibisyon zonu (mm)
30 dk 2
30 21 20
45 18 15
60 18 10
90 16 -
Otoklav* - -
Kontrol B13 22 22

*] atm basing 121°C 20dk

3.15. B13 Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Enzimlerin Etkisi

B13 bakteriyosin aktivitesi iizerine ¢esitli enzimlerin etkisini denemek amaciyla
CFS’ler proteinaz K, lizozim, tripsin, lipaz ve katalaz enzimleriyle, son konsantrasyonlar1
0,5 mg/ mL ve 5 mg/mL olacak sekilde karistirilmis ve 37 °C de 1 s inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 1s1 ile inaktive edilen enzimler ve kontrol olarak ise enzim ve
tamponlar kullanilarak deney gergeklestirilmistir. Deney sonucunda 0,5 mg/mL
konsantrasyonlardaki  enzimlerin  bakteriyosin  aktivitesini  azalttigi, 5 mg/mL
konsantrasyondaki enzimlerin ise aktiviteyi tamamen yok ettigi tespit edilmistir (Tablo 19).
Kontrolde ise yalmiz basina enzim ve tamponlarin B17 bakterisinin iiremesi lizerine

herhangi bir etki gdstermedigi tespit edilerek deneyin dogrulugu tespit edilmistir.

Tablo 19. Bakteriyosin aktivitesi {izerine enzimlerin etkisi.

Enzimler Inhibisyon zonu (mm)
0,5mg/mL  5mg/mL
Proteinaz K 12 -
Lizozim 9 -
Tripsin 12 -
Lipaz 12 -
Katalaz 12 -

3.16. B13 Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

B13 bakteriyosinin aktivitesi iizerine pH’nin etkisi incelemek i¢cin B13
bakteriyosini igeren siipernatant kisminin (CFS kisimlar1) pH’st 3-11 arasinda birer

kademe artirilarak 2 s oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra CFS’lerin
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pH’lar1 yeniden 7,0’a ayarlandi ve pH’in bakteriyosin aktivitesi ilizerine etkisi tespit
edilmistir. Yapilan inceleme sonucunda bakteriyosin aktivitesinin asidik pH’dan bazik
pH’ya gore daha az etkilendigi belirlenmistir. pH 3’ten 7’e dogru gittikge bakteriyosin
aktivitesinde de artmanin oldugu, optimum aktivitenin ise pH 7,0’da oldugu tespit
edilmistir. pH nin 7,0’dan bazige dogru ilerledikge ise aktivitenin azaldigi, pH10 ve pHI1’
de ise hi¢ aktivitenin olmadigr gozlemlenmistir (Tablo 20). Kontrol olarak ise pH’lar

ayarlanmis besiyeri ortami kullanilmistir.

Tablo 20. B13 Bakteriyosin aktivitesi tizerine pH’nin etkisi.

pH’nin etkisi (oda sicakliginda) Inhibisyon zonu (mm)

2 saat
3.0 5
4.0 10
5.0 12
6.0 18
7.0 21
8.0 17
9.0 5
10.0 -
11.0 -

3.17. B13 Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Organik Coziiciilerin/Deterjanlarin Etkisi

B13 bakteriyosin aktivitesinin iizerine organik ¢oziiciilerin ve deterjanlarin etkisi
incelemek i¢in organik coziiclilerden formaldehit, kloroform, aseton, propanol, metanol,
etil alkol, hekzan, etil eter, deterjanlardan ise Tween 80 ve Triton X-100 son
konsantrasyonda % 10’luk olacak sekilde hazirlanmig ve B18 bakterisi iizerine aktivitesine
bakilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda formaldehit, kloroform, aseton, propanol,
methanol, tween-80 ve triton X-100’{in bakteriyosin aktivitesini bozdugu tespit edilmistir.
Etil alkol, hekzan ve etil eter’in ise bakteriyosin aktivitesini az miktarda etkiledigi tespit

edilmistir (Tablo 21).
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Tablo 21. B13 Bakteriyosin aktivitesi {izerine organik ¢6ziiciilerin ve deterjanlarin etkisi.

Organik Coziiciiler/Deterjanlar Inhibisyon zonu (mm)
%10 (vol/vol)
Etil Alkol 15
Hekzan 15
Etil Eter 10
Formaldehit -
Kloroform -
Aseton -
Propanol -
Methanol -
Tween-80 -
Triton x-100 -

3.18. Bacillus amyloliquefaciens B13 Izolatimin Biiyiime Egrisinin ve Bakteriyosin

Uretim Evrelerinin Belirlenmesi

Bacillus amyloliquefaciens hiicresi bakteriyel biiylime evresinin ve biiyiime
periyodu igerisinde bakteriyosin {iretim evrelerinin belirlenmesi amact ile MHB
besiyerinde bir gecelik kiiltirden 600 nm’de OD 0,1 olacak sekilde yeniden inokiilasyonu
saglanmis ve 35°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona taabi tutulmustur. Inkiibasyon
stiresince belirli zaman araliklarinda alinan 6rnekler ile hem absorbans Glgiimleri hem de
bakteriyosin igerigi belirlenmesi gerceklestirilmistir.

Yapilan deney sonucunda Bacillus amyloliquefaciens B13 izolatinin 10 saatlik siire
zarfinda logaritmik biliyiime fazinin sonuna geldigi ve durgun faza giris yaptig1 tespit
edilmistir. Bakteriyosin iiretimi logaritmik fazla birlikte artmis ve durgun fazda maksimum
seviyeye cikmistir. Bacillus amyloliquefaciens B13 izolati igin maksimum bakteriyosin
tiretimi 24-30. saatler arasinda olmustur (Sekil 8). Durgun faz ilerledik¢e bakteriyosin

aktivitesinde azalma meydana gelmistir.
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OD600 nm
inhibition halo (mm)

60

Time (h)

Sekil 8. MHB besiyerinde 35°C’de Bacillus amyloliquefaciens’in biiyiime egrisi ve
antimikrobiyal aktivitesi.

0: Biiytime egrisi, A: Antimikrobiyal aktivitesi.

3.19. B13 Bakteriyosinin Kismi Saflastirilmasi ve Molekiiler Biiyiikliigiiniin Tespiti

Bacillus amyloliquefaciens B13 bakteriyosinin kismi saflagtirilmasi % 70 amonyum
stilfat ¢oktiiriilmesi ile gerceklestirilmistir. Coktliirme islemi sonucunda protein ¢okelti 20
mM fosfat tamponu igerisinde ¢oziilmiis ve ayni tampon igerisinde bir gece diyaliz
edilmistir. Diyaliz isleminden sonra elde edilen bakteriyosin aktivitesi B17 izolati iizerine

agar kuyucuk yontemi ile test edilmistir (Sekil 9).
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3 mm

Sekil 9. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda goriilen B13 bakteriyosin aktivitesi.

Aktivitenin goriilmesinden sonra kismi olarak saflastilan B13 bakteriyosini SDS-
PAGE jeline yiiklenmis ve elektroforez islemine taabi tutulmustur. Jele 6rnekler iki kopya
halinde yiiklenmis ve bir kopyanin basina protein markir ilave edilmistir. Elektroforez
isleminden sonra jel ikiye kesilmis ve protein markirin oldugu kistm Coomassi Brillant
Blue ile boyanarak protein bantlart gézlemlenmistir (Sekil 10). Yapilan boyama islemi
sonucunda, jelde yaklasik olarak 5 kDa agirliginda bir proteinin yogunlastigi tespit
edilmistir. Bu protein bandinin B13 bakteriyosin proteini oldugu diisiilmiis ve direkt olarak

jel aktivite deneyi yapilarak dogrulanmaya ¢alisilmistir.
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B13 bakteriyosin
proteini

10 kDa
5 kDa

Sekil 10. B13 bakteriyosinin SDS-PAGE jelinde goriintiilenmesi.

M: Markir (Fermentas, Page Ruler TM Unstained Board Range Protein Ladder), 1: CFS
kisim, 2: Amonyum siilfat ¢oktiiriilmesinden sonra diyaliz edilmis B13 bakteriyosin
proteini.

Elektorofez isleminden sonra kesilen jelin diger kismi ise MHA igeren petri kabinin
tizerine koyulmus ve iizeri indikatér (B17) organizmanin bulundugu yumusak agar ile
kaplanmustir. Inkiibasyon sonucunda agar yiizeyinde yaklasik 5kDa proteinin oldugu
hizada bir inhibisyon zonu olustugu tespit edilmistir (Sekil 11). Bu sonuglar neticesinde
Bacillus amyloliquefaciens 13 izolatinin sahip oldugu bakteriyosinin yaklasik olarak 5 kDa

agirliginda oldugu tespit edilmistir.

Bakteriyosin
aktivitesi

Sekil 11. B13 bakteriyosininin agar aktivitesi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

4.1. Topraktan izole Edilen Gram-pozitif Basillerin Identifikasyonu

Bu c¢alisma Rize bolgesindeki topraklarda bulunan Gram pozitif basillerin
identifikasyonunun, ekstraselliiler enzim aktivetelerininin, antibiyotik ve agir metal
direnclerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir.

Arastirmada izole edilen 15 bakteri tiiriiniin Bacillus cinsine ait oldugu ortaya
cikarilmistir. Bacillus cinsi biiyiik bir grup olup, Gram-pozitif, aerobik, endospor olusturan
cubuk sekilli bakterilerin heterojen bir grubunu ig¢ine almaktadir. Cins igerisinde biiyiik
oranda fenotipik ¢esitlilik ortaya ¢ikarilmis olup, tiir icerisinde veya tiirler arasinda énemli
miktarda fenotipik farkliliklar ortaya ¢ikarilmistir. Genelde Bacillus cinsine ait olan tiirler
Gram pozitif olarak boyanir ve spor yapisi gozlenir. Ancak sporlanma 6zelliginin Bacillus
tirlerinde ¢ok ¢abuk kaybolabildigi bilinmektedir (Sneath, 1986; Claus ve Fatz, 1989;
Gordon, 1981). Yapilan ¢alismada elde edilen izolatlarin hepsi aerobik, Gram-pozitif, basil
morfolojisine sahip ve ¢ogu hareketli bakteriler olarak tespit edilmistir. Yapilan spor
boyama deneyleri sonucunda izolatlarin tiimiiniin spor olusturdugu ve sporlarin merkezi ve
terminal olarak hiicre i¢inde konumlandigi gézlenmistir (Tablo 4).

Bacillus tiirleri katalaz ve asit iretirler ama gaz olusturmazlar. Biitiin tiirleri
Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanl1 Agar gibi besiyerlerinde
oldukca iyi iirerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol iceren; nitrojen
kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Bonwart,
1989). Elde edilen izolatlarin bazi biyokimyasal ve biiylime ozellikleri bakimindan
birbirlerine gore farkliliklar gdstermis ve bazi dzellikler bakimindan mevcut olan Bacillus
tiirlerinden ayrildiklar1 tespit edilmistir. Izolatlarmin tamaminmn katalaz testi sonucunun
pozitif oldugu ve KIA besiyerinde gaz olusturamadiklar1 gézlenmistir (Tablo 5).

Bacillus cinsine ait tiirler genellikle 30-37 °C sicaklikta ve pH 6,7- 7,0 araliginda
optimum tireme Ozelligi gosterirler (Taubman, 1992). Yapilan ¢alismada Bacillus cinsine
ait tlirlerin optimum iireme sicaklik araligi 30-45 °C ve pH 5-9, NaCl tolerans deger
araliklart % 3-7 olarak belirlenmistir. Bu araliklarda izolatlarin tiimiiniin iiredigi
goriilmistiir. NaCl konsantrasyonu % 15-20 diizeylerine ¢ikarildiginda ise her hangi bir

tireme gozlenmemistir (Tablo 6).
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Bacillus'lar topraktan, topragin iist kismindaki emilmemis yagmur sularindan,
¢oplerden, enfekte olmus bitki materyallerinde olmak tizere c¢evreden kolaylikla izole
edilebilirler. Sporlarin ¢evre sartlarina olaganiistii direngli olmalar1 ve dormansilerinden
dolay1 her habitatta uzun siire canli kalabilme &zelligine sahiptirler (Ince Yilmaz, 2003).
Calismamizda kullanilan; 7 izolat B. pumilis, B. mojavensis, B. thuringiensis, B. cereus, B.
amyloliqufaciens tiir diizeyinde, 8 izolat ise Bacillus sp. olmak iizere cins seviyesinde izole
edilmistir (Tablo 8).

4.2. Bacillus Izolatlarimin Ekstraselliiler Enzim I¢erikleri

Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kokenlidir. Glinlimiizde
mikrobiyal enzimlerin ¢ogu, O6nemli arastirma konusu olmustur, diinyanin hemen her
yerinde lretilmeye devam edilmekte, sanayi ve endiistri alaninda kullanilmaktadir.
Endiistri alaninda kullanilan pek ¢ok mikrobiyal enzimin Bacillus cinsine ait tiirler
tarafindan sentezlendigi bilinmektedir (Kalisz, 1988). Gram pozitif organizmalar arasinda
amilaz, selilaz ve antibiyotik iiretme yetenegi olduk¢a yaygmdir. Ozellikle Bacillus
stearotermophilus, Zymomonas mobilis, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve
Termoactinomyces sp. bu 6zellige sahip organizmalardir (Smith vd., 1986). Izolatlarda
yapilan testlerde ekstraseliiler enzim aktivitesinin amilaz i¢in % 87, proteaz i¢in % 93,
seliilaz i¢in % 87 pozitif oldugu goriilmiistlir. Lipaz enzimi varligr ise % 13’de kalmigtir.
Yapilan bu testlerde Lipaz enzimi iiretiminin pozitif oldugu B6 ve BI3 izolatlarinin,
amilaz, protez ve seliilaz iginde pozitif sonug gosterdigi goriilmistiir (Tablo 9). Bacillus
cinsi lyelerinin salgiladiklar1 ve dis ortama verdikleri cesitli enzimlerinin endiistriyel
oneme sahip oldugu daha dnce yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (Ito, 1997; Mawadza
vd., 2000).

4.3. Bacillus izolatlarimin Antibiyotik ve Agir Metal Direng¢ Profilleri ve Bu Direncin
Aktarilabilirligi

Antibiyotik duyarlilik testlerinde izole edilen tiim bakteriler basitrasin, optokin ve
klindamisin antibiyotiklerine karsi direngli bulunmustur (Tablo 10). Bazi Bacillus tiirleri
basitrasin, polimiksin ve subtilin gibi peptid antibiyotikleri {ireterek ¢esitli

mikroorganizmalarin iliremesini engellerken, kendilerini bu antibiyotiklere karsi koruma
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mekanizmalarinmi gelistirirler. Basitrasin, Bacillus subtilis Tracy 1 susu ve B. licheniformis
tarafindan {tretilir ve peptidoglikanin sentezini inhibe ederek etkili olur. (Ohki vd., 2003).
Optokin pnemokoklarin tedavisinde etkin kullanilan bir antibiyotik olup, diger a-hemolotik
suslarda etkili degildir (URL-4). Klindamisin antibiyotigi ise daha ¢ok anaerobik bakteri
infeksiyonlarinda ve bazi protozoa enfeksiyonlarinda etkili olan bir antibiyotiktir (URL-5).

Calismada ampisiline ve sefalotine direng oran1 % 40, oksasiline direng % 47,
metisiline direng oran1 % 53, amoksisiline direng oran1 % 80 olarak tespit edilmistir (Tablo
11). Penisilin tiirevi antibiyotikler ve ampisilin hiicre duvar sentezinin inhibe eden
antibiyotikler olup diinya ¢apinda tiiketilen antibiyotiklerin % 50'sinden fazlasini bu grup
antibiyotikler olusturmaktadir. Bu grup antibiyotiklere karsi olusan direng genellikle
transfer edilebilir direng plazmitleri (R-plazmit) tizerinde bulunmakta ve bu da direncin
ayni tlir veya farkli mikroorganizmalar arasinda hizlica yayilmasma sebep olmaktadir
(Nwosu, 2001).

Calismada aminoglikozid grubu antibiyotiklerden gentamisin, kanamisin, neomisin,
tobramisin, streptomisin, glikopeptidlerden vankomisin kullanilmigtir. Bu antibiyotiklerden
neomisin, streptomisin ve gentamisine karsi higbir susta diren¢ bulunamamustir. Banerjee
vd., (2004) tarafindan yapilan calisgmada da aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi
diisiik oranda direng belirlenirken, vankomisine direng belirlenememistir.

Kloramfenikole kars1 direng, kloramfenikol asetiltransferaz enziminin varligi
sonucu goriilmektedir. Gram pozitif ve negatif bakterilerde bu enzimin sentezlenmesi
genellikle plazmid, bazen de kromozomal kontrol ile gozlenmektedir (Oztiirk, 1997).
Yapilan ¢alismada kloramfenikole karsi direng belirlenememistir.

Calismada kullanilan makrolid grubu antibiyotiklerden olan eritromisine direng
belirlenememistir. Kinolon grubu antibiyotiklerden siproflaksasin, norfloksasin ve
novabiosine karsi direng belirlenemezken, rifampisine kars1 % 53 gibi yiiksek bir direng
orani belirlenmistir.

Calismada sulfonamid grubu antibiyotiklerden trimethoprim/siilfometakzasol ve
tetrasikline kars1 % 27 ve % 13 gibi bir direng orani belirlenmistir (Tablo 11).

Aslim vd., (2002) tarafindan topraktan izole edilen 30 adet Bacillus'u ¢oktan aza
dogru sirasiyla B. subtilis, B. megaterium, B. firmus, B. sphaericus, B. thuringiensis, B.

pumilus ve Bacillus sp. olarak tanimlamislar ve gentamisin, sulbaktam-ampisilin,
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kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin, vankomisin, sefalotin, penisilin G'ye Kkarsi
antibiyotik duyarliliklarina bakmigslardir. Tiim suslarin penisiline direngli, vankomisine
duyarli, suslarin %76'sinin ampisiline, %20'sinin eritromisine, %3"iniin kloramfenikole ve
%7'sinin tetrasikline kars1 direngli oldugunu bildirmislerdir.

Agir metal iyonlar1 tasidiklari teknolojik onem nedeniyle cesitli endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmakta ve bu endiistrilerden gelen atik sular kalici toksik etkiye sahip
agir metal iyonlarmi 6nemli miktarlarda igermektedirler (Norberg ve Persson, 1984;
Wehrheim ve Wettern, 1994; Bhide vd., 1996). Calismanin bu kisminda iilkemiz
endiistrisinde siklikla kullanilan ve bu nedenden dolay gerek toprak ve gerekse atiksularda
bol miktarda bulunan agir metallere karsi Bacillus’larin direng profilleri incelenmistir.
Yapilan c¢alisma sonucunda endiistride oldukga siklikla kullanilan bakir, krom ve demir
gibi metallere kars1 yiiksek oranda direng tespit edilmistir. Bu sonug bize gostermektedir ki

mikroorganizmalar olumsuz sartlara kuvvetli bir bicimde adaptasyon saglamaktadirlar.

4.4, Bacillus Izolatlarinin Bakteriyosin Icerigi

Bakteriyel izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilirken pek ¢ok farkli metot
kullanilmaktadir. Bu metotlar arasinda, agar ortaminda yapilanlara 6rnek olarak, damlatma
testi ve kuyucuk testi (Hernandez vd., 2005), agar disk diflizyon yontemi (Motta ve
Brandelli, 2002), ve tiglii agar tabakas1 (Todorov, 2000) yontemleri verilebilir. Yaptigimiz
bu caligmada topraktan izole edilen Gram-pozitif bakterilerin {rettikleri bakteriyosin
aktivitesi ilk olarak agar damlatma yontemi ile belirlenmistir. B. amyloliquefaciens B13
izolatinin etkin bakteriyosin Ttrettigi tespit edildikten sonra diger tiim asamalardaki
bakteriyosin etkisi agar kuyucuk yontemi ile gerceklestirilmistir.

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan dogrudan ribozomal olarak sentezlenen,
ekstraseliiler peptid veya proteinlerdir ve genelde iiretici organizmaya yakin akraba tiirlere
karsi antibakteriyal aktivite gosterirler. Ornegin, Gram pozitif bakterilerin iirettigi
bakteriyosinlerin biiylik bir kismi, daha ¢cok Gram pozitif bakteriler iizerine etkilidir.
Bununla birlikte hem Gram pozitif, hem de Gram negatif temsilcilerin gelisimini
engelleyen bakteriyosinler de bulunmaktadir (Tablo 15) (De Vuyst ve Vandamme, 1992;
Riley ve Wertz, 2002b). B13 bakteriyosinin antimikrobiyal etki spektrumu incelendiginde

genel olarak gram-pozitif mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugu gram-negatif
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organizmalar1 ise etkilemedigi tespit edilmistir. Ayni zamanda B13 bakteriyosininin
antifungal aktiviteye de sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 17).

Biitiin mikroorganizmalarin hayati aktivitelerini devam ettirdikleri ii¢ ¢esit sicaklik
vardir; minimum, optimum ve maksimum. En diisiik ve en yiiksek sicaklik dereceleri
arasindaki aralik ¢ogalma araligidir. Sicaklik isteklerine gore mikroorganizmalar; psikrofil
(sogugu seven), mezofil (orta derece sicakligi seven) ve termofil (sicagi seven) olarak {i¢
gruba ayrilir. Termofillerin ¢ogu Actinomyces ve Bacillus cinslerindendir. Az miktarda
termofil kiif mantar1 da vardir. Bacillus stearothermophilus ve Bacillus coagulans vb.
bakteriler sicaga dayanikli sporlarindan dolayr konserve endiistrisinde onemli bir yere
sahiptirler (Ozsahin, 2006). B13 bakteriyosini 30 dk da 30°C, 45°C, 60°C ve 90°C da
aktivite gosterirken, 2 s 1s1l isleme kosularinda ise inhibit6r aktivitede azalma gozlenmistir.
90°C da hicbir aktivite goriilmemistir. Yiiksek derecelerde uygulanan 1s1l isleme dayanikli
olmast bu proteinin yapisindan kaynaklandigi ve s6z konusu bakteriyosinin yapisinda
ikincil ve tugilinciil yapilarin olmadigini, daha ¢ok globiiler yapida oldugunu ortaya
koymaktadir (Tablo 18).

B13 bakteriyosin aktivitesi lizerinde enzimlerin etkisini denemek amaciyla CFS’ler
proteinaz K, lizozim, tripsin, lipaz ve katalaz enzimleri kullanilmistir. Bu enzimler farkli
konsantrasyonlarda kullanilarak oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. B13 bakteriyosini
0,5 mg/mL son hacim konsantrasyondaki enzimler ile muamele edildiginde, antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Fakat son hacimdeki konsantrasyon 5 mg/mL'ye ¢ikarildiginda
antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Bu sonuglar B13 tarafindan iiretilen antimikrobiyal
maddenin, farkli konsantrasyondaki enzimler uygulamasindan etkilendigini ve aktivitesini
kaybettigini gostermistir. Bakteriyosin aktivitesinin lipazdan etkilenmesi, bakteriyosinin
aktivitesinde karbonhidrat ve lipid bilesenlerinin etkisi oldugunu; katalazdan etkilenmesi,
inhibitdr aktivitesinin H,O,'den kaynaklandigimi gostermektedir. Uretilen antimikrobiyal
maddenin protein dogasinda olup olmadigi, uygulanan enzim aktivitelerince belirlenmistir.
Bakteriyosin aktivitesinin proteolitik enzimlerden tripsin, proteinaz K ile muamelesinden
sonra kaybetmesi, bu molekiiliin protein tabiatinda oldugunu ortaya koymaktadir. Bazi
karbonhidrat veya lipit yan gruplar da igerebilmelerine ragmen, bakteriyosinlerin tiimiinde
antibakteriyel etkinlik ana protein yapidan kaynaklanmaktadir (Tablo 19) (Dobrzanski vd.,
1982; Van Belkum vd., 1989; Jimenez-Diaz vd., 1990; Piard vd., 1990; Dieye vd., 2001).
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Topraktan izole edilen B. amyloliquefaciens B13 bakteriyosinin iizerine pH’1n etkisi
incelendiginde, asidik ortamda bakteriyosin aktivitesinin diisiik oldugu pH 7'ye yaklastik¢a
aktivitenin maksimum seviyeye ¢iktigi, fakat ortamin pH’s1 10 oldugunda herhangi bir
aktivitenin kalmadig1 tespit edilmistir. Bakteriyosinler iizerine yapilan bir¢cok c¢alismada
aynt sonuglar gozlemlenmektedir. Cogunlukla bakteriyosinler asidik ortamlarda diisiik
aktiviteye sahip iken, pH degeri 9 ve lizerine ¢iktig1 zaman aktivitede biiylik diislis veya
tamamen bozulma goriilmistiir (Tablo 20) (Lisboa vd., 2006; Naclerio vd., 1993; Bizani
ve Bradelli, 2002).

Bakteriyosin aktivitesi lizerinde deterjanlarin etkisi, aktif molekiilin yapist
hakkinda bilgi vermektedir. Organik deterjanlarin proteinlerin dogal yapilarindaki
hidrofobik merkezle kompleks olusturarak, proteinin agilmasina ve {li¢ boyutlu yapisinin
bozulmasina neden olmaktadir. Deterjan uygulamasi ile bakteriyosin aktivitesinde bir
kayip meydana gelmesi bakteriyosinin kismi denatiirasyonu yada aktivitesi lizerinde
stabilizasyon  etkisi olan diger molekiillerle  birlikteliginin ~ bozulmasindan
kaynaklanmaktadir (Ivanova vd., 1998). Bundan yola ¢ikarak c¢alistigimiz Gram-pozitif
basillerin bakteriyosin proteininin {i¢ boyutlu yapisin1i bozan kimyasallar farklilik
gostermektedir. Etil alkol, hekzan ve etil eterin bakterilerde olumsuz bir etki
gostermeyisindeki sebep, hidrofobik merkezlerine etki edememis olmasidir (Tablo 21).

Bakteriyosinlerin iiretimi genelde, bakteriyel gelisimle yakindan ilgilidir. Ciinkii
bakteriyosinler sadece iiretici organizmanin gelisimi sirasinda sentezlenirler. Bakteriyosin
aktiviteleri, gelisme fazinin sonunda, proteazlarin degredasyonundan dolay: azalmaktadir
(Kim vd., 2006). B13 bakteriyosini i¢in yapilan bakteriyel biiylime grafigi ve bakteriyosin
tretim safthalarimin belirlenmesi deneyinde, B13 bakteriyosinin bakteriyel biiylime
sathasindaki logaritmik fazla beraber artmaya basladigi ve maksimum seviyeye durgun
fazda geldigi tespit edilmistir. Durgun fazin sonuna dogru bakteriyosin aktivitesinde bir
diisiis oldugu goriilmiistiir. Bu da proteaz degredasyonundan dolayi oldugu diistintilmiistiir.

Amonyum siilfat (% 70) c¢Oktiirme esasina gore kismi saflagtirmasi yapilan B.
amyloliquefaciens B13 bakteriyosinlerinin sodyum dodezil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) sistemi kullanilarak yapilan analizleri sonucu; molekiiler
blytikligl yaklasik 6 kDa olarak tespit edilmistir.

Calismamizda belirlenen izolatin irettigi bakteriyosinin molekiiler biiyiikligi,
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literatiir bulgularinda bu tiir i¢in tanimlanan molekiiler biiytikliikklerle uyumlu bulunmustur
(Lisboa vd., 2006). Bakteriyosinlerin bazi tiplerinde goriilen iireme ortamlarinda dimer,
timer ya da tetramer olusturma O6zellikleri (Anastasiadou vd., 2008; Millette vd., 2007)
SDS-PAGE sistemlerinde dogru molekiiler biiyiikliiklerin saptanmasinda sorunlara yol
acmaktadir. Diger yandan izolasyon yontemine bagli olarak yaygin bir sekilde ortaya ¢ikan
bakteriyosin yan gruplarinin kaybi da, elektroforetik sistemlerde kesin molekiiler biiyiikliik
tanisim1  giiclestirmektedir. Bu nedenle SDS-PAGE sistemlerinde gercgeklestirilen 6n

tanilarin ileri biyokimyasal analizler yapilarak desteklenmesi zorunludur.
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5. ONERILER

Topraktan izole edilen gram-pozitif basillerin bakteriyosin igeriklerinin, antibiyotik
ve agir metal direngliliklerinin belirlenmesi isimli ¢aligmada Rize ilinden ¢esitli
bolgelerden toprak ornekleri alinmis, bu 6rneklerden Gram-pozitif basiller izole edilmis ve
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik oOzelliklerinden yararlanilarak identifiye
edilmislerdir, identifiye edilen izolatlarin ekstraselliiler enzim {iretimleri ve agir metal ve
antibiyotik diren¢ profilleride belirlenmistir. Daha sonra Gram-pozitif basillerden izole
edilmis ve bakteriyosin igerikleri taranarak, kismi saflastirilmalar1 gergeklestirilmistir. Bu
calismanin devami ve daha ayrintili olarak gergeklestirilebilmesi i¢in asagida Onerilen
maddeler yapilmalidir.

Arastirmalar sonucunda elde edilen kapsiillii bakteri sayilar1 azda olsa, halk sagligi
acisindan bu bakterilerin herhangi bir patojeniteye sahip olup olmadiklar1 arastirilmalidir.

Calismada izolatlardan belirlenen ekstraselliiler enzimlerin karakterizasyonlar1 daha
ayrintili olarak incelenmelidir.

Karakterizasyonu yapilan enzimlerin endiistriyel kullaniom i¢in uygunlugu
arastirilmalidir.

Izolatlarin  antibiyotik direng mekanizmalar1 molekiiler olarak karakterize
edilmelidir.

Izolatlarda agir metal direncinin olusumunu saglayan mekanizma ve genler ayrmtili
olarak agiklanmalidir.

Bakteriyosin proteinini kodlayan gen bdlgesi bulunarak bakteriyosin igerigi daha
1yi aydinlatilmalidir.

B13 bakteriyosinin etki spektrumu incelendiginde Gram-pozitif organizmalar ve
mayalar tizerine etkili oldugu tespit edilmistir. Yalniz ¢alismada kullanilan indikator
organizmalar belirli sayidadir. Etki spektrumunun belirlenebilmesi i¢in 6zellikle patojen

bakterilerden olusan daha fazla indikatdr organizma kullanilmalidir.
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EKLER

Tablo 22. Antibiyotik direng zonlar1 (mm).

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bll B12 B13 Bl14 Bi15 B16 Bl17 B18 B19 B20
Ampisilin (AMP) 21 19 O 25 20 20 16 19 25 19 20 20 22 20 0 0 0 0 0 0
Metisilin (ME) 19 19 0 0 12 20 17 20 O 20 20 21 15 15 0 0 0 0 0 0
Eritromisin (E) 28 33 21 25 25 3% 30 23 25 30 31 29 25 27 25 25 25 25 19 25
Basitrasin (B) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Klindamisin (CLD) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 O 0
Norflaksasin (NOR) 30 27 21 32 35 25 30 25 3 35 35 35 25 30 23 25 30 27 27 25
Sefalotin (KF) 25 31 0 28 35 30 20 29 25 28 30 30 35 27 0 0 0 15 0 0
Gentamisin (GM) 25 15 16 23 22 24 25 23 23 25 20 24 25 25 16 20 20 17 20 15
Siproflaksin (CIP) 3% 32 24 3% 35 3% 3% 3B 3 3 35 34 36 30 21 25 30 25 28 25
Streptomisin (S) 23 12 15 15 14 6 14 15 19 19 0 19 15 13 14 20 20 18 19 15
Tobramisin (TOB) 12 24 1 25 0 25 25 30 21 26 29 28 25 23 10 20 20 18 17 15
Amoksasilin (AX) 11 0 0 12 0 9 15 15 0 25 15 17 15 14 0 0 0 0 0 0
Kloramfenikol (C) 15 32 16 29 19 3% 3% 29 26 30 30 30 30 25 18 23 25 25 26 22
Trimethoprimm
Siilfametaksazol 3% 27 0 26 30 3% 30 29 33 30 32 30 34 30 0 0 0 0 17 17
(SXT)
Tetrasiklin (TE) 24 16 11 15 15 15 22 16 25 25 30 30 15 27 10 20 25 22 20 18
Vankomisin (VA) 19 16 14 21 15 17 20 19 27 19 20 24 21 12 13 16 15 20 17 15
Oksasilin (OX) 17 15 0 19 19 8 17 21 O 24 15 19 20 20 0 0 0 0 0 0
Optakin (OP) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rifampsin (RF) 21 0 13 0 15 24 20 18 O 25 20 22 21 15 15 15 20 20 12 17
Neomisin (N) 17 17 15 20 21 21 20 25 23 25 20 23 18 22 18 17 17 17 19 16
Kanamisin (K) 22 20 10 25 15 25 25 21 27 25 30 32 25 25 11 21 21 20 17 20
Novabiosin (NV) 23 21 18 25 23 29 23 25 19 25 25 26 24 20 20 21 25 24 22 17
Ampisilin (AMP) 19 19 0 0 12 20 17 20 O 20 20 21 15 15 0 0 0 0 0 0

88



OZGECMIS

1988 yilinda istanbul ilinde dogdu. Ilkokulu Mehmet Akif Ersoy Ilkdgretim Okulu'nda
okudu. Lise egitimini Eyiip Lisesi'nde tamamladi. 2005 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi
Rize- Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiine basladi. 2009 yilinda mezun oldu. Ayni yil
Karadeniz Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii'nde yiikseklisansa
basladi. 2010 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Yabanci Diller Meslek Yiiksek
Okulu'ndan mezun oldu. 2011 yilinda Rize Universitesi'ne yatay gecis yapt.

89



