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OZET
Yiksek Lisans Tezi

TOPRAKTAN ANTIBIYOTIK URETEN BACILLUS SP.” LERIN TARANMASI,
ANTIBIYOTIK URETIMI UZERINE BAZI PARAMETRELERIN ETKIiSi VE
SPORULASYONLA [LISKISININ BELIRLENMESI

Alev USTA

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Dog. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu calismada, Tirkiye’ nin 25 farkli ilinden alinan toprak orneklerinden 57 adet
antibiyotik potent bakteri izole edilmistir. 57 bakterinin morfolojik ve fizyolojik
Ozellikleri arastirilmis ve 52 bakteri Bacillus cinsi olarak belirlenmistir. Bacillus tiirleri
karsit-¢izgi metodu ile antibiyotik iiretimi i¢in taranmistir. Antibiyotik iiretim testleri,
25 Bacillus susunun kullanilan test mikroorganizmalar1 iizerinde etkili oldugunu
gostermistir. Shigella sonnei ile en biiyiik inhibisyon zonuna (25 mm) sahip Bacillus’ un
bir susu se¢ilmis ve Bacillus sp. EA62 olarak isimlendirilmistir.

Bacillus sp. EA62’ den antibiyotik iiretimi 6 farkli ortamda test edilmis ve antibiyotik
tretimi Shigella sonnei’ ye kars1 agar kuyu diflizyon metodu ile tespit edilmistir. Bir
ortam en biiylik inhibisyon zonunu (15 mm) goéstermistir ve bu ortam daha sonraki
caligmalar i¢in secilmistir. Seg¢ilen bu ortamda antibiyotik iiretimi ile sporulasyon
arasindaki iliski arastirilmistir. Buna gore, antibiyotik {iretimindeki artis ile
sporulasyonun paralel oldugu belirlenmistir.

Bacillus sp. EA62’ den antibiyotik tiretimi i¢in farkli iiretim sartlarinin optimizasyonu
(inkiibasyon zamani, pH, glukoz ve nitrojen konsantrasyonlari) gerceklestirilmistir.
Secilen izolattan antibiyotik iiretimi i¢in optimum kosullar 72. saat (15 mm), pH 7.5 (23
mm), % 3 glukoz (25 mm) ve % 0.3 yeast ekstrakt (23 mm) olarak bulunmustur.

Bu yeni izole edilen sus endiistriyel 6l¢ekte biiyiik bir potansiyele sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Antibiyotik taramasi, Antibiyotik tiretimi, Sporulasyon.

2012, xiii + 89 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

SCREENING OF ANTIBIOTIC PRODUCING BACILLUS SP. FROM SOIL, EFFECT
OF SOME PARAMETERS ON THE PRODUCTION, AND DETERMINATION OF
RELATIONSHIP WITH SPORULATION

Alev USTA

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 57 antibiotic potent bakteria were isolated from soil samples that provided
from 25 different cities of Turkey. Morphological and physiological features of 57
bacteria were investigated, and 52 bacteria were determined as Bacillus genus. Bacillus
species were screened for the production of antibiotic by cross-streak method.
Antibiotic producing test indicated that 25 Bacillus strains had effect on the used test
microorganisms. One strain of Bacillus that had the biggest inhibition zone (25 mm)
with Shigella sonnei was selected, and it was named as Bacillus sp. EA62.

Production of antibiotic from Bacillus sp. EA62 was tested in six different media, and
antibiotic production was determined by agar well diffusion method against Shigella
sonnei. One medium was observed the biggest inhibition zone (25 mm), and this
medium was selected for further studies. In this selected medium releationship between
the antibiotic production and the sporulation was investigated. Accordingly, it was
determined that the increase of antibiotic production parallel to sporulation.

Optimization of different growth conditions (time of incubation, pH, glucose and
nitrogen concentrations) for antibiotic production by Bacillus sp. EA62 was performed.
Optimum conditions for the production of antibiotic by selected isolate were obtained to
be 72 hour (15mm), pH 7.5, % 3 glucose (25 mm), and % 0.3 nitrogen concentration
(23 mm).

This newly isolated Bacillus strain maybe great potential for antibiotic production at
industrial scale.

Key Words: Bacillus, Antibiotic screening, Antibiotic production, Sporulation.

2012, xiii + 89 sayfa.
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1.GIRIS

Antibiyotikler, genellikle bazi1 bakteri ve mantar gibi canli mikroorganizmalar
tarafindan iireme ortamlarinda sentezlenen, bir¢ok mikroorganizmanin iiremesini
durdurucu veya oldiiriicii etki gosteren ve cogunlukla enfeksiyon hastaliklarinin

tedavisinde kullanilan maddelerdir.

Kimyasal yapilar1 belli veya yapay olarak elde edilen maddelere, kemoterapotik; dogal
kaynakl1 olanlara ise antibiyotik denmesine karsin giinlimiizde antibiyotiklerin ¢ogunun
sentetik ya da yarisentetik yontemlerle elde edilmesi miimkiin oldugundan, antibiyotik
deyimi, tedavide kullanilan kemoterapotik ve antibiyotik niteligindeki maddeler i¢in

genel bir ad olarak kullanilmaktadir.

50 yildan fazla zamandir, bakteri ve fungus enfeksiyonlarina karsi kullanilmakta olan
antibiyotikler, bagisiklik baskilayici ajanlar, hipokolesterolemik ajanlar, enzim

inhibitorleri ve antiparazitik ajanlar olarak da kullanilmaktadirlar (Demain 1999).

Dogada yaygin olarak bulunan antibiyotikler; topragm, suyun, kanalizasyon ve
kompostun mikrobiyal populasyonunda diizenleyici rol oynamaktadirlar (Awais ve ark.
2007).

Antibiyotik tiretimi, birkag ¢esit toprak bakterileri ve mantarlarin 6zelligidir ve hayatta
kalma mekanizmasi olarak nitelendirilmektedir (Talaro ve Talaro 1996, Jensen ve
Wright 1997).

Antibiyotikler, Bacillaceae, Actinomycetales ve Mycophyta’ taki bazi cinsler tarafindan
cok basamakli biyosentetik yollar ile iiretilen sekonder metabolitlerdir. Antibiyotik
sentezi i¢in yapisal ve diizenleyici genler rol oynamaktadir ve bir antibiyotik 15-20
genin ortak trtintidiir (Demain ve ark. 1983).

Antibiyotikler ilk olarak penisilin ve siilfonamidlerin kullanimi ile 1940’ 11 yillarda
yaygmn olarak kullanim alan1 bulmustur. Ilag¢ sektdrii hizla gelismis ve bu ilaglarin 100

den fazla ¢esidi gelistirilmistir. 1990' larda mikroorganizmalardan yilda 200-300



yeni biyoaktif iirin elde edilirken, 1997' de bu rakamin 500 oldugu bildirilmektedir
(Demain 1999).

Diinyada antibiyotikler oldukg¢a fazla kullanilmaya baglanmis, 6rnegin sadece Amerika
Birlesik Devletleri' nde 1998 yili iginde 150 milyon regete yazildigi bildirilmistir (Levy
1998). Antibiyotik kullannomindaki bu biiyiime bakterilerin bu ajanlar tarafindan
oldiiriilmeye direngli olma yetenegi ile paraleldir ve dolayisiyla etkili antibiyotiklerin
sayisinda her gecen yil diisiis gozlenmistir (Levy 1998). Son yillarda, ¢ok sayida
patojen mikroorganizma suslarinin ortaya c¢ikmasi antibiyotiklere karsi direng
gelistirmistir ve bu da halk saglig1 icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Gergek su ki,
bazi patojen mikroorganizmalar var olan tiim antibiyotiklere kars1 direngli ve tedavi
edilememektedir. Bu nedenle tamamen yeni tip antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmaktadir

(Conlon ve ark. 2006).

Birgok ilag firmasi, ge¢misteki genis spekturumlu yaklasim yerine, tek bir bakteri tiirii
veya cinsi ile dar spektrumlu antimikrobiyallerin belirlenmesi {izerine odaklanmaktadir
(Mincey 2001). Ancak, mikroorganizmalardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin
cogu hayvan deneylerini gecememekte, sadece birka¢ tanesi tibbi olarak faydali
bulunarak ticari olarak iiretilmektedir (Eltem ve Ugar 1998, Muhammad ve ark. 2009).
Ancak yine de siirekli olarak yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi beklenmekte ve bu
sebeple de Streptomyces, Bacillus ve Penicillium gibi birka¢ cinse ait tiirler
antimikrobiyal madde iiretme yetenekleri bakimindan dogadan incelenmektedirler.
Bunlar arasinda yer alan Bacillus tiirleri, antibiyotik tiretme kapasitesi yoniinden en ¢ok

incelenen organizmalar arasina girmistir (Perez ve ark. 1993, Eltem ve Ugar 1998).

Bacillus’ lar, genis metabolik akiviteye sahip olusu, izolasyonunun Kkolayhigi,
tiretiminde kompleks besi ortamina ihtiyag duymamasi, kisa siirede gelisimi vb.
nedenlerden dolayr aragtirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Rosovitz ve ark. 1998,
Wipat ve Harwood 1999). Yapilan arastirmalarda Bacillus cinsinin antimikrobiyal
madde iiretim potansiyelinin yiiksek oldugu, antibiyotik iiretimiyle biyoteknoloji
endistrisine katki saglayabildikleri bildirilmistir (Eltem ve Ugar 1998, Wipat ve
Harwood 1999).



Bacillus’ larin birkag tiirii polipeptid sinifindan antibiyotikler iiretmektedirler.
Antibiyotik veya antimikrobiyal madde ireten Bacillus tiirleri arasinda Bacillus subtilis,
Bacillus polymyxa, Bacillus brevis, Bacillus licheniformis, Bacillus circulans ve
Bacillus cereus gibi tiirler yer almaktadir. Birgogu basitrasin, polimiksin ve subtilin gibi
peptid antibiyotikler iiretmektedirler (Morikawa ve ark. 1992, Perez ve ark. 1993,
Drablos ve ark. 1999).

Kimyasal insektisit ve pestisitlerin yarattig1 ¢cevre kirliligi ve dogal bakteriyel antagonist
ajanlarla biyolojik kontrol saglamanin 6neminden dolayr Bacillus bakterileri bu
bakimdan ciddi potansiyele sahiptir ve bitki hastaliklarin1 baskilayan bir¢ok antibiyotik
tiretmektedirler (Hiraoka ve ark. 1992, Stabb ve ark. 1994, Milner ve ark. 1996). Bunun
yani sira, balik iiretim merkezlerindeki ciddi ticari kayiplara karsi da, Bacillus’ larin
rettigi antibiyotikler kullaniliyor (Sugita ve ark. 1998). Ayrica bir¢ok mantar ve
mayanin neden oldugu hastaliklarla, mantarlarin neden oldugu bazi bitki hastaliklarinda
miicadelede Bacillus® lar tarafindan firetilen antibiyotikler kullanilmaktadir. Bacillus’
larin diger bir ozelligi de cesitli boceklere karst etkin bakteriyel kontrol ajani
olmalaridir. Bacillus thuringiensis, Bacillus larvae ve Bacillus popillae, Lepidoptera

larvalarina patojenik etki gostermektedirler (Rosovitz ve ark. 1998).

Bacillus suglarinin antibakteriyel aktivite gosterdigi Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler arasinda Yersinia enterocolitica, Micrococus flavus, Staphylococcus aureus
(Chatterjee ve ark. 1992, Aslim ve ark. 2002), E. coli (Perez ve ark. 1992, Aslim ve
ark. 2002), Pseudomonas aeroginosa (Perez ve ark. 1992) ve Micrococcus luteus (Perez

ve ark. 1993) gibi patojen bakterilerin oldugu bildirilmistir.

Genellikle antibakteriyel ajan olarak kullanilan Bacillus® lar ayrica antifungal (Milner
ve ark. 1995, Leifert ve ark. 1995, Kajimura ve ark. 1995), antiviral (Vollenbroich ve
ark. 1997, Steller ve ark. 1998), antiamobositik (Galvez ve ark. 1994) ve anti-
mikoplazma (Peypoux ve ark. 1999) ajam1 olarak da kullanilabilen genis bir
antimikrobiyal aktiviteye de sahiptirler.

Ozellikle son yillarda, uluslararasi ila¢ endiistrisinin arastirma-gelistirme ¢alismalar1 her

yil arttig1 halde, yeni kesfedilen ve patenti alinan ila¢ sayisinda ciddi bir diislis oldugu



bildirilmektedir (Pollack 2002). Bu nedenle, Bir¢ok Bacillus tiiriiniin sahip oldugu

biyokontrol aktivitesi, ila¢ endiistrisi i¢cin onem tasimaktadir.

Genel olarak mikroorganizmalardan yiiksek oranda antibiyotik iiretimi i¢in, iiretim
ortamlarinin  degistirilmesi yoluna gidilmektedir. Ozellikle antibiyotik iiretiminin
besiyeri pH’ sina ve besiyerindeki besin maddelerine bagl olarak degistigi bildirilmistir
(Leifert ve ark. 1995). Ayrica yapilan gesitli calismalarda spor olusumu ve antibiyotik
tiretimi arasinda dogrudan veya dolayli olarak bir ilgini oldugu ifade edilmektedir (Nam

ve Ryu 1985).

Bu ¢alismada kendi dogal kaynaklarimizdan anitibiyotik potent bakterilerin izole
edilmesi, bunlar iginden Bacillus sp.” lerin saptanmasi ve en biiyiikk inhibisyon zonu
gosteren bir adet Bacillus sp. bakterisinin 6 farkli sivi iireme ortaminda iretilerek
antibiyotik iiretim kapasitesinin ve antibiyotik iiretimi ile sporulasyon arasindaki
iliskinin belirlenmesi hedeflenmistir. Segilen tireme ortaminda farkli pH degerlerinin,
karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz ve azot kaynagi olarak kullanilan yeast

ekstraktin farkli konsantrasyonlarinin antibiyotik liretimi iizerine etkileri arastirilacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Antibiyotiklerin Tarihcesi

Yunanca’ da anti=karsi, biyos=yasam anlamina gelen ve 1889 yilinda Lous Pasteur’ un
ogrencisi Paul Vuillemin tarafindan bu kelimeler birlestirilerek tiiretilen antibiyotik

kelimesi, yasama karsi anlamina gelmektedir (Awais ve ark. 2007).

Eski Misirlilar, Cinliler ve Orta Amerika yerlileri enfekte yaralarin tedavisinde kiifleri
kullanmiglardir, fakat onlar kiiflerin antibakteriyel 6zellikleri ve hastaliklarin tedavisi
arasindaki iliskiyi o zamanlar anlayamamislardir. Yapilan aragtirmalar 2500 yi1l 6nce
Cinlilerin, kiifli soya fasiilyesinden yapilan ilaglar1 tedavi amaciyla kullandiklarini

gostermektedir.

1800’ li yillarin sonlarina dogru antibiyotik arastirmalart yapilmaya ve hastaliga

sebebiyet veren bakterileri yok etmek i¢in ilaglar gelistirmeye baslanmuistir.

1877 yilinda Pasteur ve Joubert mikroorganizmalardan tedavi amaciyla
yararlanilabilecegini diisiinmiislerdir ve 1880’ lerde zararsiz bakterileri, hastalik yapan
bakterilere karsi kullanmak i¢in aragtirmalar yapmislardir. Buna gore “Replacement”
ad1 verilen tedavi yontemi gelistirilmistir. Bu yontemin temelini, bir hastalik etkeninin
tremesini in vitro kosullarda inhibe edebilen, ancak kendisi patojen olmayan bir
bakteriyi, tedavi amaciyla hastalara enjekte etmek olusturmaktaydi. Bu yontem
tiiberkiiloz, difteri, veba, kolera ve sarbon gibi hastaliklarda kullanilmistir (Versalovic
ve Vilson 2008).

1890’ 11 yillarda Alman doktorlar Rudolf Emmerich ve Oscar Loéw, Pseudomonas
aeruginosa’ dan elde ettikleri ve Pyocynase olarak adlandirdiklar ilk etkili ilac1 yapan
aragtirmacilardir. Bu ilag, hastanelerde kullanilan ilk antibiyotik olmustur, fakat

genellikle istenilen etkiyi gosterememistir (Emmerich ve Low 1899).

1920’ 1i yillarda “Replacement” ad1 verilen yontem ile bazi bagirsak enfeksiyonlarinin
tedavisinde  Lactobacillus  acidophilus’ un, streptokok tasiyiciligmma karsi
Staphylococcus aureus’ un sik olarak kullanildig: bildirilmektedir (Versalovic ve Vilson
2008).



1928 yilinda Sir Alexander Fleming Staphylococcus aureus kolonilerinin, bir kiif olan
Penicillium notatum tarafindan iiremelerinin engellendigini gdzlemlemistir. Bu
mantarin kiltlir filtratlari, deneysel enfeksiyonlarda birgok bakteriye karsi giigli
bi¢imde etkin bulunmus ve Fleming, iireyen kiif mantarlarinin Penicillium tiirtinden

olusundan esinlenerek etkili maddeye penisilin adini vermistir (Derderian 2007).

1932 yilinda Klarer ve Mietzsch adli arastirmacilar bir¢ok azo boyasinin patentini almis,
iclerinde Prontosil’ in de bulundugu bu maddelerin in vitro deneylerde antibakteriyel
ozellik gostermediklerini bildirmislerdir (http://en.wikipedia.org/wiki/Prontosil, 2012).

1935 yilinda Alman kimyager Gerhard Domagh, Prontosil’ i in vivo kosullarda
streptokoklara karsi denemistir. Cok etkili oldugunu saptayarak, enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisini siilfonomidlerle baslatmis ve Prontosil iizerinde yaptigi

calismalardan dolay1 1938 yilinda Nobel 6diiliinii kazanmistir (Domagh 1935).

1940 yilinda Oxford Universitesi Tip Fakiiltesinden Florey, Chain ve Abraham penisilin
konusu ile yeniden ilgilenmeye baslamis, bu antibiyotigin farelerde olusturulan
streptokok enfeksiyonlardaki yiliksek etkinligini deneysel olarak kanitlamis ve
sonuglarin1 1940°da yayinlamiglardir (Manson ve Pollocmk 1953).

1942 wyilinda penisilinler klinikte denenmeye baglanmistir ve bu yila kadar
stilfonamidler antibakteriyel kemoterapinin en etkili ilaci olarak yaygin bigimde
kullanilmistir. Diger yandan ayni yil igerisinde, Penisilin G Procaine iiretim islemi
Howard Walter Florey ve Ernst Chain tarafindan kesfedilmistir ve giiniimiizde ilag
olarak kullanilmaktadir. Fleming, Florey ve Chain, 1945 yilinda penisilin iizerindeki
caligmalarindan ~ dolayr  tip  alaninda  Nobel  &diiliinii  paylasmislardir

(http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillin, 2012)

1943 yilinda Amerikan mikrobiyolog Selman Abraham Waksman, Streptomyces griseus
kiiltiirlerinden, aminoglikozidler olarak adlandirilan ilaglarin yeni bir smifi olan
streptomisini elde etmistir. Streptomisin, yan etkileri fazla olmasina ragmen tiiberkiiloz

gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Kresge ve ark. 1942).

Diger yandan, ikinci diinya savasini izleyen yillarda, genis insan kitlelerine yayilan

tiiberkiiloz hastaliginin denetim altina alinmasinda biiylik katkisi olan streptomisin,



Ozellikle gram negatif mikroorganizmalarda ve Mycobacterium’ larda giderek artan
direng gelismelerine yol agmistir ve boylece daha dar alanlarda daha bilingli olarak

kullanilmaya baglanmistir.

1947 yilinda Amerika’ da Bacillus polymyxa kiiltiirlerinden, Polimyxin adi verilen ve
daha ¢ok gram-negatif mikroorganizmalara etkili oldugu bilinen bir madde elde
edilmistir (Stansly ve ark. 1947). Aym madde Ingiltere’de Aerosporin adiyla
yayimlanmistir (Ainsworth ve ark. 1947).

1950 yilinda Japonya’da Bacillus colistinus kiiltiirlerinden elde edilen ve Colistin adi
verilen yeni bir madde elde edildgi bildirilmistir ve Gram-negatif bakterilere karsi etkili

bir ila¢ olarak klinikte kullanilmaya baslanmistir (Kumazawa ve Yagisawa 2002).

1955 yilinda Amerika Birlesik Devletler’ inde Lloyd Conover tarafindan en ¢ok regete
edilen genis spektrumlu antibiyotik olan  Tetrasiklinin  patenti alinmistir
(http://www.invent.org/hall_of fame/32.html).

1957 yilinda Umezawa ve arkadaslar1 Streptomyces kanamyceticus kiiltiirlerinden
kanamycin admi verdikleri bir aminoglikozidi elde etmislerdir (Umezawa 1958). Bu
aminoglikozid Pseudomonas ve Bacteroides gruplari disinda kalan diger gram-negatif
bakterilere karsi ¢ok etkili, Staphylococcus aureus disindaki gram-pozitif bakterilere
kars1 etkisiz, Mycobacterium tuberculosis’ e kars1 etkili oldugu ifade edilmektedir
(Kumazawa ve Yagisawa 2002). Diger yandan aymi yil igerisinde Nystatin adli
antibiyotigin patenti alinmig ve birgok fungal enfeksiyonlara karsi kullanildig: ifade

edilmistir.

1963 yilinda Weinstein ve arkadaslari Micromonospora purpurea Kkiiltiirlerinden,
aminoglikozid grubuna ait yeni bir antibiyotik olan Gentamicini izole etmislerdir
(Weinstein  ve ark. 1963). Gentamisin uzun yillardir gram-negatif bakteri
enfeksiyonlarina karsi kullanilmaktadir. 1970 yilinda Preston ve Wick, Streptomyces
tenebrarius kiiltiirlerinden  Nebramisin  diger adiyla tobramisin adi verilen
aminoglikozid grubuna ait yeni bir antibiyotik izole etmislerdir. 1974 yilinda kullanim
alanina giren bu antibiyotigin etki spektrumunun Gentamicin’ e benzedigi

bildirilmektedir (Preston ve Wick 1971).



1972 yilinda Kawaguchi ve arkadaslar1 aminoglikozid grubundan ilk sentetik iiriin olan
Amikacin’ i tip diinyasina tanitmiglardir. Kanamycin A’dan iretilen ve 1977 yilinda
genel kullanima giren Amikacin, Pseudomonas, Providencia ve indol pozitif
Proteuslar’ 1 da igine alan genis bir gram-negatif mikroorganizma spektrumuna karsi en
etkili aminoglikozid olarak tanimlanmistir. Amikacin’ in adenilat, asetilat ve fosforilat
gibi, aminoglikozidleri inaktive eden enzimlere dayanikli oldugu i¢in, gentamycin ve
tobramycin’e direng kazanmis gram-negatif bakterilere karsi da ¢ok etkili oldugu ifade
edilmektedir (Kwaguchi ve Nakagawa 1978).

1981 yilinda Smith Kline Beecham, semisentetik antibiyotik olan Amoxicillin ya da
amoxicillin/clavulanate potasyum tabletlerinin patentinin alindig1 ve ilk olarak 1998
yilinda Amoxicillin, Amoxil ve Trimox ticari adi altinda satisa sunuldugu

bildirilmektedir (http://en.wikipedia.org/wiki/GlaxoSmithKline#History, 2012).

1990’ It yillardan giiniimiize yeni antibiyotikler kesfedilmis ve bunlar bir tablo haline
getirilmistir (bkz. Sekil 2.1).

POLIPEPTIDLER
R]'ZFA_\IS]'Z\'LER
MAKROLIDLER

LINKOSAMIDLER

SIKLOSERIN
TETRASH‘INL.E].Q . STREPTOGRAMISINLER
GLIKOPEPTIDLER
AMINOGLIKOZIDLER . . . 0XAZOLIDINONLER
NITROMIDAZOLLER MUPIROSIN
LIPOPEPTIDLER
BETA-LAKTAMLAR QIUNOLONLER
KLORAMFENIKOL T PLEUROMUTILINLER|
SULFONAMIDLER TRIME1ROPRIM

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Sekil 2.1. 1930 ve 2010 yillarn arasinda kullanilan antibiyotik siniflart
(www.rff.org/RFF/Documents/ETC-06.pdf, 2008)



2.2. Mikrobiyal Metabolitler

Canli mikroorganizmalarda gerg¢eklesen metabolizma sonucunda ortaya ¢ikan triinler
mikrobiyal metabolitler olarak adlandirilmaktadir. Bu metabolitler primer (birincil) ve

sekonder (ikincil) olmak {izere iki grupta incelenmektedir.

2.2.1. Primer metabolitler

Logaritmik faz (gelisme fazi) boyunca diizenli olarak iiretilen ve mikroorganizmanin
gelismesi i¢in gerekli olan tiriinler, trofofaz denilen fazda tiretilmekte (bkz. Sekil 2.2) ve
bu fazin drinleri primer metabolitler (bkz. Cizelge 2.1) olarak adlandirilmaktadir

(http://www.ensymm.com/pdf/ensymm_fermentation_abstract.pdf, 2005).

Primer Metabolitler

Etanol
Sitrik asit
Aseton ve biitanol
Amino asitler

Vitaminler

Cizelge 2.1. Primer metabolitlere 6rnekler

2.2.2. Sekonder metabolitler

Ortamda bulunan bir veya daha ¢ok esas nutrientin tiiketilmesi ile biiyiime durdugunda,
mikroorganizma idiofaz denen iiretim periyoduna (bkz. Sekil 2.2) girmekte ve bu fazda
tiretilen driinler sekonder metabolitler olarak adlandirilmaktadir (bkz. Cizelge 2.2).
Sekonder metabolitlerin sentezinde hem yapisal hem de diizenleyici genler hizmet

etmektedir (http://www.ensymm.com/pdf/ensymm_fermentation_abstract.pdf, 2005).



Sekonder Metabolitler

Enzim inhibitorleri

Cizelge 2.2. Sekonder metabolitlere 6rnekler

Sekonder metabolitlerin primer metabolitlerden farkli 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlar:
1. Az organizma tarafindan sentezlenir.

2. Ureme ya da gelisme icin gerekli degildirler.

3. Sentezleri iireme sartlarina baglidir, indiiklenebilir.

4. Birkag ara {iriinden tretilir.

5. Cok miktarlarda iiretilmesi miimkiindiir.

Sekil 2.2. Mikroorganizmalarda tireme egrisi (Waites 2006).
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2.3. Antibiyotik Uretim Mekanizmalar

Antibiyotikler, ribozomal ve nonribozomal olmak iizere iki farkli mekanizma ile

sentezlenmektedir.
2.3.1. Ribozomal sentez mekanizmasi

Biyolojik aktiviteye sahip oligo ve polipeptid yapisindaki antibiyotiklerden bir kismi
ribozomal sentez mekanizmasi tarafindan iretilmektedir. Bu sentez normal protein
sentezidir ve ribozomal mekanizma yardimiyla antibiyotiklerin tiretilmesidir (bkz. Sekil
2.3).

Ribozom, protein sentezinin yapildigt mRNA ile tRNA’ lar arasindaki baglantinin
kuruldugu organeldir. Biiyiik ve kii¢iik alt birim olmak iizere iki kisimdan meydana
gelmekte ve protein sentezi sirasinda birlesmektedirler. Her bir ribozomda baglanma
bolgeleri bulunmaktadir. Polipeptide eklenmek igin bekleyen aminoagil-tRNA, A
yiizeyinde beklerken, sentezlenen polipeptid P yiizeyinde durmaktadir. Yiikiinii bosaltan
tRNA ise ribozomdan ¢ikmak i¢in ribozomun E bolgesine gegmektedir. Bu islemlerin
olabilmesi icin mRNA kodonlar1 ile tRNA antikodonlar1 arasindaki eslesmelerin uygun

olarak gerceklesmesi gerekmektedir.

Sekil 2.3. Ribozomal sentez (http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2012)
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Ribozomlarda protein sentezi birka¢ asamada gergeklesir;

1. Aktivasyon asamasi: Her bir amino asidi tRNA’ ya baglayan 20 c¢esit aminoagil-
tRNA sentetaz enzimi bulunmaktadir. Bu enzimin aktif yiizeylerinden birine Once
amino asit ardindan ATP, AMP’ ye donliserek amino aside ve sonra enzime baglanir.
Daha sonra amino aside 6zgii tRNA enzime baglanir ve amino asitle tRNA arasinda bir
bag olusur. Bu sirada AMP de agiga cikar. tRNA ile birlesen amino asit, enzimden
serbest birakilarak sitoplazmaya gecer (bkz. Sekil 2.4).

Amin

asit Y~ Aminoagll -tRNA
f senletaz

DO Abneiea]

Pirofosfat ®c’x

/

’
Fosfat ]

AMP \

Aminoagil tRNA% -+

Sekil 2.4. Ribozomal peptid sentezinde aminoasitin aktivasyon agamasi

\

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2012)

2. Baglama agsamasi: DNA' y1 kaynak olarak kullanan RNA polimeraz enzimi tarafindan
tiretilen mRNA molekilii, IF (Initiation Factors) proteinlerinin yardimiyla Once
ribozomun kiiciik alt birimine baglanir. Daha sonra mRNA 5' ucundan okunmaya
baslar. AUG kodonu protein sentezini baslatict kodondur. Bu kodona Met-tRNA
(bakterilerde fMet-tRNA) molekiilii baglanir. Daha sonra ribozomun biiyiik alt birimi
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ile kiiciik alt birimi birlesir ve protein sentezi ilerler. Gerekli olan enerji GTP’den
saglanir. Bagslatict kodona uyan tRNA, ribozomun P bdlgesine yerleserek A bolgesine

kodona uygun yeni bir aminoagil-tRNA gelmesi beklenir (bkz. Sekil 2.5).

) 2
T Kuglik alt birim

Sekil 2.5. Ribozomal peptid sentezinde baslama asamasi

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2012)

3. Uzama asamasi: Ribozomun A yiizeyine uygun antikodona sahip tRNA gelir ve
hidrojen baglariyla kodona baglanir. Bu sirada 2 molekiil GTP harcanir. ikinci
basamakta P yiizeyde bulunan polipeptid, A yiizeyine gelen amino asit ile birlesecek
bicimde ortama aktarilir. Ribozom, mRNA {izerinde 3' yoniine dogru hareket ederek A
yiizeyinde bulunan tRNA ile birlikte polipeptidi P yiizeyine aktarir. P ylizeyinde
bulunan tRNA ise E yilizeyine gecerek ribozomdan uzaklastirilir. Enerji GTP’den
saglanir. Ribozom, mRNA {izerinde 5'—3' yoniinde hareket eder (Translokasyon) (bkz.
Sekil 2.6).

;2 3)}RNA A yiizeye

aa baglamaya hgzir

s 'E::: EONNR NS =
Ribozom yeni o / Qﬁlamr
2GDP

ajtiblalilulilsl dlial
4)aa polipep
2 tide baglanir

Sekil 2.6. Ribozomal peptid sentezinde uzama asamasi

s ANDNEAY .}‘f"!. s
GDP
5)XRNA E yilzey
harekset edip ¢ikar
\\{ﬁi?

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2012)
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4. Sonlanma ve ribozomlardan birakilma asamasi: Uzama, mRNA fiizerinde durma
kodonlarina kadar devam eder. A ylizeyine serbest birakici faktorler geldiginde okuma
sonlanir. Bu faktorlerin A ylizeyine gelebilmesi i¢in mRNA’daki kodonun UAG, UAA
veya UGA seklinde olmas1 gerekir. Hidroliz enzimleri yardimiyla P yiizeyinde bulunan

polipeptit serbest birakilir. Béylece protein sentezi sonlanmis olur (bkz. Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Ribozomal peptid sentezinde sonlanma ve ribozomlardan birakilma asamasi

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2012)

Bu asamalardan sonra olusan polipeptid 6zgiil {i¢ boyutlu yapisimi alacak sekilde
katlanir ve cesitli enzim ve kofaktorlerin rol aldigi sentez sonrast modifikasyonlar
yardimiyla olgun protein molekilii olusmaktadir (Nelson 2000). Ribozomal yolla

sentezlenen antibiyotiklere 6rnekler Cizelge 2.3’ tedir.

Antibiyotik Mikroorganizma

Subtilin Bacillus subtilis

Ericin Bacillus subtilis
Mersacidin Bacillus amyloliquefaciens
Sublancin Bacillus subtilis

Subtilosin Bacillus subtilis

Cizelge 2.3. Ribozomal yolla sentezlenen bazi antibiyotikler (Stein 2005)
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2.3.2. Nonribozomal sentez mekanizmasi

Nonribozomal sentez mekanizmasi ilk olarak 1971 yilinda, Fritz Lipmann tarafindan
One siiriilmiis ve “thiotemplat mekanizmasi1” olarak adlandirilmistir (Lipmann 1971).
Buna gore, nonribozomal sentez mekanizmasinda, peptidler yliksek molekiil agirlikli
multienzimler olan nonribozomal peptid sentetazlar (NRPS) araciligiyla

sentezlenmektedirler.

Nonribozomal Peptit Sentetazlar domainlerden olusmus biiyiikk multi-fonsiyonel
enzimlerdir ve bu domainler; Adenilasyon (A), Tiyolasyon (T) ya da peptidil tasiyici
protein (PCP) ve Kondensasyon (C) olarak adlandirilmistir. Bunlarin disinda
Nonribozomal Peptit Sentetazlar, yeni sentezlenen peptidin salinmasinda gorev
yapmakta olan Tiyoesteraz (TE) ve L-’ yi D-amino asite ¢evirme gorevini iislenen

Epimeraz (E) domaini de icerebilmektedirler.

Domainlerin bir araya gelmesiyle modiil olarak adlandirilan alt birimler meydana
gelmektedir (bkz. Sekil 2.8). Yaklasik 1000 aminoasit igeren ve molekiil agirligi 120
kDa civarinda olan her bir modiil, belirli bir aminoasitin eklenmesi i¢in 6zgiildiir ve
peptid sentetazda bulunan modiil sayisi, genellikle olusan peptiddeki aminoasitlerin
sayisina esittir. Modiillerin siras1 sentezlenen peptiddeki yapi taslarmin dizilisini
belirler. Peptid sentetazlari kodlayan genler 20 kb ve {istii biiyilikliikte gen kiimeleri

halinde diizenlenmektedirler ve tek bir modiilii kodlayan gen 3 kb civarindadir.
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Sekil 2.8. Nonribozomal peptid sentetazlarda modiiller
(http://linux1.nii.res.in/~zeeshan/nrps.html, 2012)

Nonribozomal sentez mekanizmasinda da ribozomal sentez mekanizmasina benzer
olarak; aktivasyon, baslama, zincir uzamasi ve sonlanma asamalari bulunmakta ve
gerekli enerji  ATP hidrolizinden saglanmaktadir. Fakat ribozomal sentez
mekanizmasindan farkli olarak kalip gorevini mRNA yerine peptid sentetazlar
iistlenmekte ve olusan triinlerde standart L-aminoasitlere ek olarak D-aminoasitler, ¢ok

cesitli sira dis1 ve modifiye aminoasitler de bulunabilmektedir.

Genel olarak nonribozomal peptid sentezi; aminoasitlerin aktivasyonu, baglama, uzama

ve sonlanma olmak iizere dort asamada ger¢eklesmektedir.

1-Aminoasitin Aktivasyonu: Adenilasyon bolgesi, aminoasitin tanindig1 6zgiil bir diziye
sahiptir. Aminoasit bu 6zgiil dizi tarafindan tanindig1 zaman, ATP’ deki adenil gruplar
kullanilarak adenilasyon reaksiyonu gerceklesmekte ve boylece aminoagiladenilat
olusarak, aminoasit aktive olmaktadir (bkz. Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Aminoasitin aktivasyon asamasi (http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/koumoutsi-alexandra-2006-12-04/HTML/chapterl.html, 2012)

2- Baglama ve uzama: Bu asamada adenilasyon bolgesindeki aminoasit, Tiyolasyon
(T)/peptidil tasiyici protein (PCP) bolgesine baglanir. 4’-fosfopantotein grubu bu
bolgedeki bir serinin hidroksiline kovalan olarak baglanmakta ve ileri geri hareket
ederek, aminoasitleri adenilasyon bodlgesinden kondensasyon bolgesine tagimaktadir.
Adenilasyon yoluyla aktive olmus olan aminoasitler, tiyoester olusturmak tizere peptidil
tastyici protein bogesindeki fosfopantotein grubunun ucundaki siilthidril (-SH) grubuna

kovalan olarak baglanirlar ve aminoasitlerin iizerindeki AMP’ ler serbest birakilir.

Peptid bagi olusumu kondensasyon (C) bolgesinde gergeklesmektedir. Aminoasit,
fosfopantotein grubunun ileri geri salinim yapan kolu yardimiyla bir kondensasyon
bolgesindeki alict konumuna taginmakta ve bir 6nceki modiiliin fosfopantetein tasiyicisi
tarafindan verici konumuna yerlestirilmis olan aminoasit veya peptidil grubu ile

kondensasyon, yani peptid bagi olusumu gerceklesir.

Yeni olusan peptid tiyoesteri, yine fosfopantetein grubu tarafindan bir sonraki
modiildeki alict konumuna taginarak burada diger modiil tarafindan getirilmis aminoasit
ile aralarinda peptid bagi olusturulmakta ve bu sekilde zincir uzamasi devam etmektedir

(bkz. Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Baglama ve uzama asamast (http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/koumoutsi-alexandra-2006-12-04/HTML/chapterl.html, 2012)

3- Sonlanma: Peptid sentezinin sonlanmasi ve olusan peptidin sentetazdan ayrilmasi en
sonda yer alan tiyoesteraz (TE) bolgesi tarafindan gergeklestirilmektedir (bkz. Sekil
2.11). Sentez tamamlanip iiriin serbest birakildiktan sonra da bazi yap1 modifikasyonlari

gerceklesebilmektedir.

HoN

: ';b Ry O "o
poan onor substrate acceptor substrate

Sekil 2.11. Sonlanma asamasi (http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/koumoutsi-
alexandra-2006-12-04/HTML/chapterl.html, 2012)
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Sekil 2.12. Nonribozomal sentez mekanizmasi (Biiber ve Agan 2004)

Nonribozomal yolla (bkz. Sekil 2.12) sentezlendigi gosterilen ilk antibiyotikler
Gramisidin S ve tirosidindir (Gevers ve ark. 1969, Roskoski 1970). Diger nonribozomal

yolla sentezlenen antibiyotiklerden bazilar1 Cizelge 2.4 de verilmektedir.

Nonribozomal yolla sentezde iglev goren multi enzimleri kodlayan genler, besinsel
strese yanit olarak transkripsiyonel seviyede diizenlenmektedir. Sporulasyonda gorev
alan SpoOA geninin iriinii olan Spo0OA regiilator proteini tarafindan kontrol
edilmektedir. Ayrica logaritmik fazin sonuna dogru ti¢ regiilatér (SpoOH, ComA, DegU)
proteinin de antibiyotik iiretimini etkiledigi ifade edilmektedir (Marahiel ve ark. 1993).
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Antibiyotik Organizma

Aktinomisin Streptomyces clavuligerus
Basitrasin Bacillus licheniformis
Bialafos Streptomyces hygroscopicus
Bleomisin Streptomyces verticillus
Daptomisin Streptomyces roseosporus
Enniatin Fusarium oxysporum
Eksokelin Mycobacterium smegmatis
Fengisin Bacillus subtilis

Gramisidin S Bacillus brevis

Lovastatin Aspergillus terreus
Pristinamisin | Streptomyces pristinaespiralis
Siklosporin Tolypocladium niveum
Siringomisin Pseudomonas syringae
Surfaktin Bacillus subtilis

Tirosidin Bacillus brevis
Mycobacillin Bacillus subtilis

Cizelge 2.4. Nonribozomal yolla sentezlendigi gosterilen bazi antibiyotikler (Biiber ve
Acgan 2004)

2.4. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler bir¢ok kritere goére smiflandirilmaktadir fakat giiniimiizde en yaygin
bilimsel smiflandirma etki gilicleri ve etki mekanizmalarina gore yapilan

siiflandirmadir.
2.4.1. Antibiyotiklerin etki giiclerine gore simflandirilmasi

Antibiyotikler mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore iki farkli gruba
ayrilmaktadirlar.  Bunlardan  birincisi  statik  (durdurucu)  etkili  olanlardir

(bakteriyostatik/fungustatik ~ vb.). Bunlar  mikroorganizmalarin  iiremelerini
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durdurmaktadir. Tetrasiklinler, siilfonamidler ve makrolidler bu simifa girmektedirler.
Bunlarin ikinci grubu ise sidal (6ldiiriicti) etkili olanlardir (bakteriyosidal/fungusidal
vb.) ve mikroorganizmalar1 dldiirerek yok etmektedirler. Penisilin, Sefalosporin gibi

beta-laktamlar, Vankomisin ve Rifamisinler bu gruba girmektedirler.
2.4.2. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi
Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore 5 farkl sekilde siniflandirilmaktadir.

1. Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe ederek ve otolitik (bakteri hiicresini pargalayan)
enzimleri aktive ederek etki gdsteren antibiyotikler: Penisilinler, Basitrasinler,

Sefalosporinler ve Vankomisinler bu grup icerisinde yer almaktadirlar.

2. Hiicre zar1 islevini bozarak etki eden antibiyotikler: Bunlar hiicre zarinin
gecirgenligini arttirlp sitoplazma igindeki genellikle aminoasit, niikleotitler gibi
bilesiklerin disar1 ¢ikmasina ve dolayisiyla mikroorganizmanin 6liimiine sebep olurlar.

Polimiksinler, Amfoterisin B ve Gramisidin bu grupta yer almaktadirlar.

3. Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek etki gosteren antibiyotikler:
Aminoglikozidler ve Tetrasiklinler ribozomlarin protein sentezi sirasinda kullandiklar
30S bolgelerine tutunarak; Eritromisin, Klindamisin ve Kloramfenikoliin ribozomlarin
protein sentezi sirasinda kullandiklar1 50S bdlgelerine tutunarak protein sentezini

durdurmaktadirlar.

4. Bakterilerin DNA ve RNA sentezini (niikleik asid sentezini) bozarak etki eden
antibiyotikler: Bu grupta yer alan Rifamisinler, DNA’ ya bagimli RNA polimeraz
enziminin B alt birimine baglanarak mRNA sentezini engellemektedirler. Rifamisin
disinda, Kinolonlar, Metronidazoller ve Nitrofurantoinler de bu grupta

bulunmaktadirlar.

5. Bakteriyel antimetabolitler denilen ve intermedier metabolizmayr bozan
antibiyotikler: Bunlar yapica substratlara benzerler ve enzimlerin {izerindeki etkin yerler
icin onlarla yarisarak bakterilerin metabolizmasi i¢in gerekli baz1 maddelerin yapisini
bozarlar. Siilfonamidler, Siilfonlar, izoniazid, Trimetoprim ve Ethambutoller bu grupta

yer almaktadirlar.
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2.5. Antibiyotik Ureten Mikroorganizmalar

Antibiyotikler daha ¢ok Bacillaceae, Actinomycetales ve Mycophyta grubundaki
canlilar tarafindan tiretilmektedir. 1990' larda mikroorganizmalardan yilda 200-300 yeni
biyoaktif {iriin elde edilirken, 1997' de bu rakamin 500 oldugu bildirilmektedir (Demain
1999). Buna ragmen, siirekli olarak yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi beklenmekte ve
bu sebeple de Streptomyces, Bacillus, Tolypocladium, Fusarium, Mycobacterium,
Aspergillus ve Penicillium gibi birkag cinse ait tiirler antimikrobiyal madde iiretme
yetenekleri bakimindan dogadan incelenmektedirler. Bunlar arasinda yer alan Bacillus
tiirleri, antibiyotik iiretme kapasitesi yoniinden en ¢ok incelenen organizmalar arasina

girmistir (Perez ve ark. 1993, Eltem ve Ugar 1998).
2.5.1. Bacillus Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillaceae familyasi icerisinde Bacillus ve Clostridium olmak {izere iki ana alt grup
bulunmaktadir (Garrity 2004). Baslangigta Bacillus tiirleri arasinda yer alan bazi
bakteriler, DNA yapilarindaki G+C oranlarina gore ayri cinsler olarak tanimlanmaistir.
Bunlar; Alicylobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Virgibacillus ve
Halobacillus cinsleridir. Son simiflandirma ile Bacillus grubu igerisinde 50 gegerli tiir
kalmistir. Burada en iyi bilinen tiirler ise B. subtilis, B. anthracis, B. cereus, B.
licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. sphaericus ve B.
thuringiensis’ tir. Bunlarin rRNA dizilislerine bakilarak t¢ tiir Bacillus ana grubu
belirlenmistir.  Bunlar; “B. subtilis” grubu, “B. cereus” grubu ve “B. circulans”
grubudur (Logan ve Turnbull 1999).

Bacillus tiirlerinin ¢ogu tabiatta saprofit olarak bulunmaktadirlar. Bacillus tiirleri
tabiatta ciirliyen organik materyallerde, toz, toprak, yesil sebzelerde, suda ve bazi
tiirlerde de normal viicut florasinda bulunmaktadir. Bazi tiirler, insanlarda, hayvanlarda,
diger memelilerde ve boceklerde zorunlu patojen veya firsatgr enfeksiyon etkenidirler
(Berkeley ve Logan 1997, Logan ve Turnbull 1999). Bacillus’ lar arasinda B. anthracis
ve B. cereus insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturmalar1 agisindan en Onemli
tirlerdir. Bunlarin disinda kalan Bacillus tiirleri insanlarda ve hayvanlarda nadiren

enfeksiyon etkenidirler (Banwart 1983).
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Bacillus hiicreleri ¢ubuk seklinde ve diiz, 0,5-2,5 um eninde 1,2-10 um boyundadirlar,
uclar1 yuvarlak ya da kare seklindedir ve ortamda bazen ¢iftler ya da zincirler halinde
bulunurlar. Hepsi Gram (+) olmakla beraber, yash kiiltiirlerde Gram (-) olarak da
goriilebilirler. Bacillus’ lar peritrik6z kamgiya sahip ve hareketlidirler. Hepsi endospor
olusturmaktadirlar. Endosporlar bazen oval, bazen yuvarlak ya da silindirik sekilde
olabilirler. Birgok zorlu kosula kars1 direnglidirler. Bu cinste yer alan bakteriler hem
aerobik hem de fakiiltatif anaerobik kosullarda tireyebilmektedirler. Sicaklik, pH ve
tuzluluga kars1 yiiksek fizyolojik yetenekleri nedeniyle bunlara karsi toleranslar1 vardir.
Gelisebildikleri minimum sicaklik derecesi 25°C ila 75°C arasindadir. Ureyebildikleri
minimum pH bazi asidofilik karakterli tiirler i¢in 7,5 ila 8,0’ e kadar ¢ikmaktadir.
Katalaz pozitif ve fermentatif ya da oksijenli solunum gosteren bir metabolizmaya sahip
organotrofturlar. Kolayca kiiltire alinabilirler ve yapilarinda heterojenlik
bulunmamaktadir (Holt ve ark. 1994). Bu grupta bulunan tiirlerin ¢ogu nutrient agarda
kolayca tireyebilmektedirler (Ayhan 2000). Bacillus’ larin, rutin besi yerlerindeki koloni

morfolojisi bakteri tiiriine gore farkliliklar gdstermektedir.

Koloniler genellikle 1-6 mm arasinda dalgali veya sagakli kenarli olmaktadirlar.
Bacillus® larin alt tiir diizeyinde tanimlanmalari, ancak bakteri morfolojisinin

belirlenmesi, biyokimyasal ve fizyolojik testlerin yapilmasi ile miimkiin olabilmektedir.

Bacillus cinsi bakteriler; antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endiistriyel oneme sahip olmalar1 ve kolay tretilebilmeleri sebebiyle, bakteriler
arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardir (Rosovitz ve ark. 1998, Wipat ve Harwood

1999).

Bacillus’ lar ¢ok ¢esitli metabolik 6zelliklerinin yani sira genis fizyolojik yetenekleri ile
de psikrofilikten termofilige; asidofilikten alkalifilige; halotoleranttan halofilige genis
bir yelpazeye sahiptir ve bu nedenle endiistriyel uygulamalarda kullanilma
potansiyelleri yiiksektir. Ayrica sporlanma kabiliyetleri ve metabolizmal faaliyetlerinin
cesitliliginin, genis bir ¢evreye yayillmalarinda Onemli avantajlar sagladigi da
belirtilmektedir (Sneath 1986, Rosovitz ve ark. 1998).

Birgok biyoteknolojik ¢aligmada kullanilan Bacillus’ lar, tirettikleri proteinler nedeniyle

ticari dneme sahiptirler. Bacillus® larin tirettigi endiistriyel enzimlerden olan subtilisin,
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selulaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde, notral proteazlar siit endiistrisinde, farkli
amilaz ve pullulanazlar besin ve meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Bazi
Bacillus tiirleri ise proteolitik, sakkarolitik ve lipolitik enzimleri nedeniyle besin

endiistrisinde 6nem tagimaktadir (Rosovitz ve ark. 1998).
2.5.2. Bacillus’ larda spor olusumu

Endospor, Bacillus ve Clostridium tiirlerinde meydana gelen metabolik aktivitelerinin
durdugu ve gecici bir slire uykuya yattiklar1 form olarak tanimlanmaktadir. Optimum
ortam kosullar1 kayboldugunda dis etkenlere karsi daha direngli form olan endosporlar
olusmakta ve uygun ortam kosullar1 tekrar saglandiginda spor c¢imlenerek vejetatif
hiicreyi meydana getirmektedir. Bacillaceae familyasinda yer alan Bacillus tiirlerinin en
onemli oOzelliklerinden biri biiylime evresinin durgun fazinda besin maddelerinin
azalmasina bagl olarak kaybolan optimum ortam sartlarinda endospor olusturmalaridir
(Tunail 2009).

Spor olusumu karmasik, yaklasik 10 saatlik bir degisim siirecidir ve bu siirecte birbirini

izleyen evreler su sekilde sirananabilmektedir (bkz. Sekil 2.13);

1. Vejetatif hiicrenin protoplazma membrani, igeriye dogru karsilikli girinti yapar ve bir

septum olusur. Hiicre DNA’ sinin bir kismi1 bu yeni olusum (6n spor) i¢inde kalir.
2. Hiicre protoplazmas1 6n sporu sararak igine alir ve ikinci membrani olusturur.
3. Iki membran arasinda spor duvar1 ve korteks gelisir.

4. Ana hiicre tarafindan Korteksin diginda bir protein ceket olusturulur.

5. Lizis ile olgun spor serbest kalir.
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Sekil 2.13. Sporulasyon asamalari
(http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap04/lecture8.htm, 2012)

Endospor olusturan Bacillus cinsindeki endospor formlari ve pozisyonlari cesitlilik
gostermektedir. Silindirik, elipsoidal, oval veya yuvarlak sekillerde olabilmektedir.
Ayrica, sporlar hiicre igerisinde sentral (ortada) ya da terminal (ugta) olarak yerlesebilir
(bkz. Sekil 2.14).

1 2 3 4 5 6

Sekil 2.14. Bakterilerde goriilen spor tipleri. 1-4 Merkezi, 2-3-5 Terminal, 6 Lateral
endosporlar (http://en.wikipedia.org/wiki/Endospore, 2012)

25



Bacillus sporlari sicakliga vejetatif hiicrelerden 10° kez, UV 1simaya 7-50 kez daha
dayaniklidirlar. Ayni zamanda, sporu ¢evreleyen membranlar, korteks ve spor paltosu
gibi yapilarla ¢esitli kimyasal ajanlara kars1 direng de gelistirilmistir (Rosovitz ve ark.
1998).

2.5.2.1. Spor olusumu ile antibiyotik iiretimi arasindaki iliski

Bacillus tiirlerinde besinsel stresler (aglik) hayatta kalma yetenegini arttirmada birgok
islemlerin aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Bu aktivasyonlar genetik yetkinligin
gelismesini, sporulasyonu, bazi parcalayicit enzimlerin sentezlenmesini ve antibiyotik
tiretimini kapsamaktadir. Bu islemlerdeki fonksiyonel genler logaritmik fazdan duragan
faza gecis sirasinda aktive edilmekte ve bu genlerin transkripsiyonu baslangic

seviyesinde bazi mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir.

Sporulasyon veya ¢imlenme ile iligkili olan, hormon veya sinyal molekiillerinin
antibiyotik tretme aktivitesine neden olabilecegi de ifade edilmektedir (Yilmaz ve
Beyatli 2003). Ciinkii quorum sensing mekanizmasini kullanan canlilar, bu mekanizma
ile sporulasyon (Miller ve Bassler 2001), biyofilm olusumu, antibiyotik iiretimi,
patojenite faktorlerinin salgilanmasi gibi bir¢ok fenotip QS mekanizmasiyla kontrol
edilen davraniglar gostermektedir. Bu mekanizma ortamdaki hiicre konsantrasyonuyla

dogrudan iliskilidir (Pierson ve ark. 1994, Wood ve ark.1997).

Birgok arastirma, peptid antibiyotik iireten Bacillus suslarinda sporulasyon sirasinda
meydana gelen fizyolojik degisikliklerin, antibiyotik {iretimini diizenledigini
gostermektedir. Molekiiler genetik ¢alismalar, Bacillus' larda bazi peptid antibiyotik
biyosentez genlerinin, endospor olusumu olaymi aktive eden operonda yer aldiginm
(Nam ve Ryu 1985, Marahiel 1992), polisistronik transkripsiyonel birimlerde
yerlestigini ve Bacillus hiicreleri duragan faza ulastiklarinda gen ekspresyonunu
yonlendiren tek bir diizenleyici sistem tarafindan kontrol edildigini gostermektedir

(Klein ve ark. 1992, Mannanov ve Safiyazov 1996).

Bacillus tiirlerinin, ge¢ logaritmik faz veya erken duragan fazda sekonder (ikincil)
metabolit olarak antibiyotik {iiretme kapasitesinde oldugu ve sporulasyon olay:
basladiginda, antimikrobiyal madde iiretimine de basladiklar1 ifade edilmektedir
(Galvez ve ark. 1994, Milner ve ark. 1995, Wipat ve Harwood 1999).

26



Peptid antibiyotiklerin biyolojik rolleriyle ilgili bir ¢aligmada sporulasyon sirasinda
¢ogu durumda antibiyotiklerin, bakteriyel iireme dongiisiiniin ayni noktasinda ve
sporlanmanin basladigi kosullar altinda iiretilmekte oldugunu gostermektedir (Nakano
ve Zuber 1990). Baska bir ¢alisma, sporulasyon mutanti suslarda antibiyotik aktivitesi
olmadigint gostermistir (Schaeffer 1969). Bu durum, paralel diizenleyici metabolik
yollarin varligin1 agiklamaktadir. Fakat bu hipotez bazi bilim adamlari tarafindan kabul

gormemistir (Modest ve ark. 1984).

Peptid antibiyotik biyosentez genleri erken sporulasyon gen iiriinleri olan Spo0OA, gecis-
durum regiilatorii AbrB ve yetkinlik gen iirlinleri olan ComA, ComP ve ComQ gibi

cesitli faktorler tarafindan diizenlenmektedir.

Spo0A, sporulasyonu diizenleyici (regiilatdr) proteinlerdir ve SpoOA geni tarafindan
kodlanmaktadir. Bu gen olumsuz cevresel kosullarda bir uyaricinin gelmesi ile aktive

edilmektedir.

AbrB geni tarafindan iiretilen AbrB proteini sporulasyon ile duragan faz ve logaritmik

faz arasindaki gecis durumu boyunca sentezlenen genlerin represoriidiir.

Hiicre i¢indeki AbrB proteinlerinin konsantrasyonu, SpoOA proteini tarafindan kontrol
edilmektedir ve AbrB genleri ¢evresel kosullarda hiicresel bir cevap olarak ifade

edilmektedir.

AbrB vejetatif hiicrelerde transkripsiyon regiilator genidir. Antibiyotik iiretimi AbrB
genlerinin negatif kontrolii altindadir. SpoOA’nin yoklugunda AbrB ¢ok fazla

tiretilmekte ve birgok duragan faz genlerinin ifadesi inhibe edilmektedir.
2.6. Bacillus’ lar Tarafindan Uretilen Baz1 Antibiyotikler

Bacillus antimikrobiyal aktivite agisindan arastirilmis ilging cinslerdendir, ¢iinkii
Bacillus tiirleri biyolojik aktiviteleri ile ¢ok sayida peptid iiretmektedirler. Bacillus
subtilis ve Bacillus brevis’ ten 167 adet peptid antibiyotigin iretildigi ifade edilmistir.
Bunlardan, 66 farkli peptid antibiyotik Bacillus subtilis suslarindan, 23 tanesi ise
Bacillus brevis’ ten elde edilmistir (Berdy 1974). Bacillus’ lar tarafindan tretilen

antibiyotiklerden bazilar1 Cizelge 2.5 te verilmistir.
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BAKTERILER ANTIBIYOTIKLER

Bacillus cereus cerein, zwittermisin

Bacillus thuringiensis tochisin

Bacillus brevis gramisidin, tirosidin

Bacillus circulans circulin

Bacillus laterosporus laterosporin

Bacillus licheniformis basitrasin

Bacillus polymyxa polimiksin

Bacilus subtilis subtilin, mikobacilin, bacilin, difficidin, fengisin
Bacillus megaterium megasin

Bacillus coagulans coagulin

Cizelge 2.5. Bacillus’ lar tarafindan iiretilen bazi antibiyotikler

2.6.1. Basitrasin

Basitrasin (bkz. Sekil 2.15), Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen siklik
polipeptidlerin bir karigimidir (Laland ve Zimmer 1984, Hughes ve Poole 1989,
Azevedo ve ark. 1993). 12 aminoasitten olusan peptid antibiyotik Basitrasin (Ishihara ve
Shimura 1988), multifonksiyonel thiotemplate mekanizmasi ile nonribozomal olarak
sentezlenmektedir. BAl, BA2 ve BA3 olmak {izere ii¢ multifonksiyonel enzim

Basitrasin sentezini katalizlemektedir.

Basitrasin 6zellikle gram pozitif bakterilerin hiicre duvari {izerine etkili olmaktadir.
Hiicre duvari sentezi sirasinda peptidoglikanin polimerizasyonunu inhibe etmektedirler.
Bazi Gram pozitif ve basillere karst etkili olan Basitrasin, Enterobacter' ler ve
Pseudomonas' lara karsi etkisiz olmasina karsin, A grubu beta-hemolitik streptokoklar
bu antibiyotige ¢ok duyarlidir ve bu bakterilerin identifikasyonunda Basitrasine
duyarhilik aranmaktadir (Yiicel ve ark. 1998, Drablos ve ark. 1999).
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Sekil 2.15. Basitrasin (http://www.fi.wikipedia.org/wiki/Tiedosto:Bacitracin.png, 2012)

2.6.2. Gramisidin

Bacillus brevis 'den elde edilen siklik dodekapeptid antibiyotik olan Gramisidin' in A,
B, C ve D olmak iizere 4 formu vardir. 1946 yilinda Gramisidin iireticisi olan sus, ilk
olarak, Moskova yakinlarinda topraktan izole edilmistir ve B. brevis var. G.B. olarak

tamimlanmustir (Brazhnikova ve ark. 1973).

B. brevis tarafindan iretilen, kiigiik siklik peptidler olan Gramisidin (bkz. Sekil 2.16),
thiotemplate mekanizmas1 dedigimiz multienzimler aracilifiyla nonribozomal olarak
sentezlenmektedir. Gramisidin’ nin sentezi gramisidin sentetaz 1 (GS1) ve gramisin
sentetaz 2 (GS2) olmak {iizere iki enzimden olusan ¢ok fonksiyonlu enzim kompleksi

olan gramisidin sentetaz tarafindan katalizlenmektedir (Lipmann ve ark. 1986).

15 aminoasitten olugan bu antibiyotigin, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1
etkili oldugu bildirilmektedir (Agathos ve Demain 1988, Tung 1995). Bakterilerin
hiicre duvarma kars: etkilidirler ve hiicreleri hemolize ugratmaktadirlar. Ozellikle bel
soguklugu (Gonore) hastaligina sebep olan Neisseria cinsine karsi etkili oldugu
bildirilmektedir. Gramisidin, cerrahide yaralarin temizlenmesinde ve jinekolojide de

yaygin olarak kullanilmaktadir (Sarigeker 1983, Tung 1995).
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Sekil 2.16. Gramisidin (http://www.usermeds.com/medications/gramicidin, 2012)

2.6.3. Mikobasilin

1958 yilinda ilk defa B. subtilis bakterisinden izole edilmistir. 13 aminoasitlik
antibiyotik olan Mikobasilin (bkz. Sekil 2.17) thiotemplate mekanizmas: dedigimiz
multienzimler araciligiyla nonribozomal olarak sentezlenmektedir. Mikobasilin

sentezini katalizleyen enzim kompleksi ti¢ boliimden olugmaktadir:
1. A, ilk pentapeptidin sentezi sirasinda diizenleyen,

2. B, nonapeptid sentezini katalizleyen ve

3. C, son lriiniin sentezini katalizleyen.

Mikobasillin antifungal aktiviteye sahip olmakla beraber, hemolitik aktiviteye de sahip
oldugu bildirilmektedir (Banarjee 1977).
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Sekil 2.17. Mikobasilin (http://en.wikipedia.org/wiki/Mycobacillin, 2012)

2.6.4. Tirosidin

Tirosidin, ilk defa 1939 yilinda, Bacillus brevis kiiltiiriinden elde edilen, 10 aminoasitlik
bir antibiyotiktir (bkz. Sekil 2.18).

Tirosidinin biyosentez mekanizmasi, Gramisidinin sentez mekanizmasina benzemekte
ve tirosidin sentetaz 1 (TY1), tirosidin sentetaz 2 (TY?2) ve tirosidin sentetaz 3 (TY3)

olmak tizere ii¢ enzim tarafindan katalizlenmektedir.

Tirosidinin gram pozitif ve negatif bakterilerin hiicre duvarina etki gosterdigi ancak
zehirli oldugundan sadece ¢ok giiclii antiseptik olarak kullanilabildigi bildirilmektedir
(Saniseker 1983, Tung 1995).

‘%ﬁ@

Sekil 2.18. Tirosidin (http://chem257.pbworks.com/w/page/15645836/Tyrocidine,
2012)
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2.6.5. Siirfaktin

Siirfaktin, ilk olarak B. subtilis ATCC 1332 kiiltiiriinden izole edilen (Cooper 1981) ve
7 aminoasitten olusan bir antibiyotiktir (bkz. Sekil 2.19). Nonribozomal sentez

mekanizmasiyla sentezlenmektedir.

Siirfaktin giiclii bir biyosiirfaktan olarak bilinir ve deterjan etkisi gostererek hiicre
membraninin gegirgenligini bozmaktadir. Siirfaktinin, suyun yiizey tansiyonunu 72' den

27,9 mN/m degerine diistirdiigii ifade edilmektedir (Desai ve Banat 1997).

Antibakteriyel, antifungal ve antimikoplazma aktivitelerine ek olarak hemolitik aktivite

de goOstermektedir. Diger yandan, bakterilerde biyofilm olusumunu Onledigi

bildirilmektedir (Romero ve ark. 2007).

Siirfaktine ek olarak, B. licheniformis’ den iiretilen Lichenysin A, BL-86 ve B. brevis ve
B. polymyxa tarafindan olusturulan biyosurfaktanlar olan, Gramisidinler ile
Polimiksinlerin de dikkate deger ylizey aktif 6zellikleri olan molekiiller oldugu ifade
edilmistir (Desai ve Banat 1997).

Sekil 2.19. Siirfaktin (http://www.acschemtox.org/inside/Pages/newsletter_12-09.aspx,
2012)
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2.6.6. Basilisin

Basilisin, basit yapili ve ribozomal yolla sentezlenen peptid yapili antifungal bir
antibiyotiktir (bkz. Sekil 2.20). B. subtilis Marburg 168 susu tarafindan tiretildigi ve L-
alanine ve sira dig1 bir aminoasit olan L-anticapsine igeren bir dipeptid oldugu idafe
edilmektedir (Walker ve Abraham 1970).

Sekil 2.20. Basilisin (http://www.guidechem.com/dictionary/1395-22-8.html, 2012)

2.6.7. Subtilin

Subtilin iyi bilinen ribozomal orjinli bir antibiyotiktir (bkz. Sekil 2.21). Subtilin onciilii,
ribozomlarda sentezlenir ve threonin ve serin dehidrasyonu gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlarla dehidroformuna doniisiir. Bunlar Subtilin polipeptit zincirinde sistin

birimlerine katilir ve Sonug olarak 32 aminoasitlik Subtilin olusur (Klein ve ark. 1992).

Gram pozitif bakterilerden 6zellikle Neisseria catarrhalis ve Neisseria gonorrhoeae ve
cesitli patojen mantarlara karsi etkili oldugu bildirilmektedir. Subtilinin ytiksek sicaklik
ve diisiik pH degerlerinde stabil oldugu ve otoklav edilse dahi tamamen antibakteriyel
aktivitesi korumakta oldugu bildirilmektedir (Nakano ve Zuber 1990).

33



Sekil 2.21. Subtilin (http://www.guidechem.com/cas-139/1393-38-0.html, 2012)

2.6.8. iturin

Bacillus subtilis tarafindan nonribozomal yolla iretilen iturin, 7 aminoasitten
olusmaktadir (bkz. Sekil 2.22). Iturin, hiicre membranmin gegirgenligini bozarak,
niikleotit, protein, polisakkarit ve lipitlerin hiicre disina ¢ikmasina neden olmaktadir.
Ozellikle birgok mantar ve mayanmn neden oldugu hastaliklarla miicadelede
kullanilmaktadir. Bitkilerde kiilleme denilen hastalia sebebiyet veren Podosphaera
fusca mantarina kars1 kullanilan bir antibiyotik oldugu bildirilmektedir (Romero ve ark.
2007). Diger yandan, Saccharomyces cerevisiae’ ya (Latoud ve ark. 1987) ve
Penicillium notatum’ a kars1 da etkili oldugu da bildirilmektedir (Xianging ve ark.
2010).
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Sekil 2.22. iturin (http://blogs.princeton.edu, 2012)
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2.6.9. Zwittermisin

Bacillus cereus tarafindan nonribozomal olarak sentezlenen Zwittermisin, 5
aminoasitten olusan bir antibiyotiktir (bkz. Sekil 2.23). Mantarlarin neden oldugu bazi
bitki hastaliklarinda etkili oldugundan dolay1 tarim endiistrisi i¢in 6nemli bir antibiyotik
oldugu bildirilmektedir (Rosovitz ve ark. 1998). Bir ¢alismada, Phytophthora
medicaginis’ in gelisimini inhibe ederek sebep oldugu hastaligin engellendigi ifade
edilmektedir (Silo-Suh ve ark. 1994).
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Sekil 2.23. Zwittermisin (http://en.wikipedia.org/wiki/Zwittermicin_A, 2012)

2.6.10. Cerein

Bacillus cereus tarafindan iiretilen Cerein’ in, Gram pozitif bakterilerin genis bir
bolimiine etki eden bir antibiyotik oldugu ifade edilmektedir (Oscariz ve ark. 1999).
Cerein’ in Ozellikle Listeria innocua’ ya karsi etkili oldugu bildirilmektedir (Sebei ve
ark. 2007). Micrococcus luteusa” a karsi da etkili oldugu ifade edilen
(http://bactibase.pfba-lab-tun.org) bu antibiyotigin, Gram negatif bakterilere karsi
inaktif oldugu bildirilmistir (Oscariz ve Pisabarro 2000).
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2.6.11. Polimiksinler

Bacillus cluster ve ozellikle Bacillus polymyxa’ dan elde edilen, polipeptid
antibiyotiklerden olan polimiksinler, A, B, C, D, E olmak iizere bes ¢esitten olusan 10
aminoasitlik nonribozomal orjinli bir antibiyotiktir (bkz. Sekil 2.24). Katyonik
siirfaktanlar gibi etki eden ve hiicre zarinin yapisim1 bozan polymiksinlerin, tedavide
daha ¢cok B ve E tipinin kullanildig1 bildirilmektedir. Gram pozitif bakterilere ve
anaeroblara etkisiz olan polimiksinler, Gram negatif bakterilere, 6zellikle Pseudomonas

aeruginosa ' ya karsi etkilidir.

Sekil 2.24. Polimiksin (http://www.antibioticslist.com/polymyxin-m.html, 2012)

Bunlarin yani sira, Tochisin, Thuricin ve Entomocidus antibiyotikleri de Bacillus cinsi
tiyeleri tarafindan iiretilmektedir (Cherif ve ark. 2001). Bacillus thuringiensis tarafindan
tiretilen Tochisin’ in, diger Bacillus suslarina kars1 etki gosteren bir antibiyotik oldugu
bildirilmektedir (Paik ve ark. 1997). Thuricin ve Entomocidus, Listeria monocytogenes,
Streptococcus pyogenes ve Pseudomonas aeruginosa gibi patojen bakterilere karsi aktif
oldugu bildirilmektedir. Diger yandan, Kanosamine antibiyotigi, Bacillus cereus
tarafindan dretilmekte ve bu antibiyotigin Oomycetes grubuna ait kiiflere karsi
inhibisyon etkisinin oldugu belirlenmistir. Ayrica, Bacillus subtilis, Fengymycin ve

Eumycin gibi antifungal peptit antibiyotikler de tiretmektedir.
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2.7. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlari

Antibiyotiklerin yaygin olarak klinik tedavide antimikrobiyal madde olarak
kullanimlarinin yani sira (Cruger 1984) ¢iflik hayvanlar1 ve bitkilerdeki hastaliklarin
tedavisinde, besinlerin korunmasinda, biyokimyasal ve kiiltiir ortamlarinda segici ajan
olarak da kullanilmaktadirlar (Waksman 1967, Porter 1976, Berdy 1986, Lancini ve
ark. 1995).

2.7.1. Enfeksiyon hastahiklarin tedavisinde kullanim

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi, mikrobiyal kaynakli hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in
antibiyotiklerin diizenli bir sekilde verilmesi olarak ifade edilmektedir (Lancini ve ark.

1995). Antibiyotikler bu amagla giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
2.7.2. Hayvancilikta kullanimi

Hayvanlarin c¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir.
Antibiyotiklerin hayvancilikta kullanilmaya baglamasinin ilk yillarinda medikal amagli
olarak Penicilin, Tetrasiklin, Eritromisin, Streptomisin gibi antibiyotikler bir¢ok tilkede
kullanmilmistir. Besin degeri olan hayvanlarda pek c¢ok antibiyotigin kullanimina
sinirlandirmalar getirilmistir. Hayvancilikta kullanilan antibiyotiklere 6rnek Monensin,

Rumensin ve Salinomisin verilebilir (Berdy 1986).
2.7.3. Antibiyotiklerin ziraat alaninda kullanimi

Kiltiir bitkilerini, bakteriler, viriisler, bocek ve parazitlerin sebep oldugu bitkisel
hastaliklardan korumak amaciyla ¢ok sayida antibiyotik kullanilmaktadir (Waksman
1967, Arai ve ark. 1976, Drautz ve ark. 1985, Berdy 1986, Lancini ve ark. 1995).

Antibiyotiklerin ziraat alanindaki uygulamalar1 su sekilde siralanabilinir (Lancini ve
ark. 1995).

1-Bakteriyal enfeksiyonlarin kontrolu amaciyla, 6zellikle, Erwina sp. ve Xhantomonas
sp. enfeksiyonlarina kars1 Streptomisin kullanilmaktadir.

2-Fungal enfeksiyonlarin kontroliinde Blastisidin S, Siklohegzimid ve Kasugamisin gibi
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antibiyotikler kullanilmaktadir.

3-Antibiyotik 6zellik gosteren ¢ok sayida sentetik bilesiklerin bazilar1 bitki zararlilarinin
kontroliinde herbisit olarak kullanilmaktadirlar.

2.7.4. Arastirma materyali olarak kullaninm

Baz1 bilimsel arastirmalarda tedavi edici olmayan fakat biyokimyasal araglar olarak
birgok antibiyotik kullanilmaktadir. Bu antibiyotiklerden bazilar1 enzim inhibitorii
olarak kullanilip hiicresel metabolizmada goérev alan bir molekiiliin islevinin
saptanmasinda  kullanilmaktadir.  Ornegin, protein  sentezinde bircok bilgi,
Kloramfenikol ve Siklohegzimidin inhibitor olarak kullanilmasi ile otaya ¢ikarilmigtir
(Waksman 1967, Umezawa ve ark. 1972, Lancini ve ark. 1995). Diger yandan,
prokaryot ve Okaryotlarda RNA polimeraz arasindaki farklilik Rifamisin kullanilarak
belirlenmistir. Bunlarin yaninda antibiyotikler, markirlar olarak veya konjugasyon
denemelerinde verilen karakterlerdeki mikroorganizmalari segmek amaci ile ve hedef
enzim inhibisyonu sonucunda, hedef enzimin genetik haritada gen pozisyonunun
belirlenmesinde, bir veya daha ¢ok antibiyotik diren¢ genleri tasiyan vektorlerin gen
transferi icin kullanildigi genetik miihendisliginin biitin islemlerinde, rekombinant
klonlarin se¢iminde kullanilmaktadir (Lancini ve ark. 1995). 1948 yilinda Leben ve
Keitt tarafindan bulunan ve Streptomyces cinsine ait tiirler tarafindan iiretilen Antimisin,
solunumun elektron tasima calismalarinda, oksidatif inhibitor olarak kullanilmaktadir
(Berdy 1986).

2.8. Antibiyotik Tarama Yontemleri
2.8.1. Karsit-¢izgi yontemi

Yeni mikrobiyal izolatlardan antibiyotik taramak amaciyla, ilk defa Sir Alexander
Fleming tarafindan  kullanilmis  olan  Kkarsit-gizgi  (cross-streak) — metodu
uygulanabilmektedir (bkz Sekil 2.25 ve Sekil 2.26). Bu yonteme gore olasi antibiyotik
tireticisi olan organizma, petrinin iigte birlik kismin1 kaplayacak sekilde bir kdsesine
ekilir ve uygun sicaklikta inkiibe edilir. Iyi bir biiyiime elde edildikten sonra siv1 besi

yerinde gelistirilmis olan test bakterileri, olasi antibiyotik iireticisi olan bakteri hiicre
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kiitlesine dikey olacak sekilde 6ze ile ¢izgi ekim yapilarak inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonunda ortaya ¢ikan inhibisyon zonlari, test bakterilerinin iireyemedigini
ve bu da bakterinin etkili bir antibiyotik tirettigini gostermektedir (Madigan ve ark.
2000).

Sekil 2.25. Sir Alexander Fleming-karsit ¢izgi (cross streak) metodu

(http://biologyonline.us/Microbiology/Fall08WhiteEarth/MicroLabManual/Lab2/4.htm,
2012)

olasi antibiyotik
Ureticisi cizgi ekimle
inokile edilir

test organizmasinin gizgi
ekim ile inokilasyonu yapilir

elisme ve antibiyotil

2= e = " test organizmasinin gelisimi igin
retimi icin inkibe edilir @ kil edilir

=

agar igerisine

~ Geligmenin oldudu
antibiyotik salinir

zonlar

Duyarl test
arganizmalarnnin
inhibisyon zonlarn

G

hilcre kiltlesi

Sekil 2.26. Karsit-¢izgi yontemi (Madigan ve ark. 2000)
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2.8.2. Agar kuyu difiizyon yontemi

Agar kuyu difiizyon yonteminde, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart
sispansiyonun yayildig1 agar plaklar1 yiizeyine steril kosullarda kuyucuklar agilir. Daha
sonra antibiyotik 6rnegi kuyucuklara belirli miktarda doldurulur. Boylelikle,
kuyucuklardaki antibiyotik, agar icerisine yayilir ve test bakterisine etkili oldugu
diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, Sekil 2.27° de goriildiigi gibi
kuyucuklarin ¢evresinde bakterilerin liremedigi dairesel bir inhibisyon alani olusur

(Nathan ve ark. 1978).

- inhibisyon
zonu

direncli
mikroorganizmalarin

iiredigi bilge

Sekil 2.27. Agar kuyu difiizyon yontemi
(http://archive.microbelibrary.org/edzine/details.asp?id=1796&Lang=, 2012)

2.8.3. Agar disk difiizyon yontemi

Agar disk difiizyon yontemi, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi olarak bilinmektedir.
Belirli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test mikroorganizmasindan
hazirlanan standart silispansiyonun yayildigi agar plaklar1 yilizeyine yerlestirilir.
Boylelikle, diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve etkili oldugu diizeylerde test
bakterilerinin iiremesini engeller. Bunun sonucunda, Sekil 2.28” da goriildiigi gibi disk
cevresinde bakterilerin tireyemedigi dairesel bir inhibisyon zonlart olusur (Kirby ve ark.

1957, Bauer ve ark. 1959).

40



DISK
ZON ZON YOK)

ZON ZON

Sekil 2.28. Agar disk difiizyon yontemi
(http://www.kmle.co.kr/search.php?Search=disk+diffusion+method&Page=2, 2012)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Bu ¢alismada, 25 farkli ilden alinan toprak ornekleri antibiyotik potent Bacillus sp.” leri
saptamak i¢in kullanilmistir. Bacillus sp.” lerde karsi-¢izgi yontemiyle antibiyotik
taramasi yapildi ve en biiyiik inhibisyon zonu gosteren 1 adet Bacillus sp. secilerek daha

sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere kiiltiir saklama besiyerinde korunmustur.

Kullanilan toprak oOrneklerinin alindigi iller; Adana, Amasya, Ankara, Antalya,
Ardahan, Balikesir, Bilecik, Burdur, Edirne, Hatay, Istanbul, Izmir, Kastamonu,
Kayseri, Kiitahya, Malatya, Manisa, Mersin, Mugla, Nigde, Ordu, Sakarya, Sivas,
Trabzon ve Tunceli’ dir (bkz. Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kullanilan toprak 6rneklerinin alindigi iller

(http://Iwww.turkeywrestling.com/haber-23-1l-temsilcilerimiz.html, 2012)
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Antibiyotiklerin taranmasinda kullanilacak olan 5 adet test bakterisi Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Boliimii” nden temin edilmistir (bkz. Cizelge 3.1).

Test Bakterileri Katalog Numaralari
Shigella sonnei ATCC 9290
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Yersinia enterolitica ATCC 9610
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Cizelge 3.1. Kullanilan test bakterileri ve katalog numaralari
3.2. Yontem
3.2.1. Topraktan antibiyotik iireten bakterilerin taranmasi

25 adet toprak Orneginin her biri Nutrient agarli ortama ekilen her bir test
mikroorganizmasi iizerine serpilmis ve 37°C° de 24 saat etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda petri kaplari bakteri kolonilerinin etrafindaki inhibisyon

zonlarmin varligina gore antibiyotik iiretimleri kontrol edilmistir.
3.2.2. Bakteri iiretiminde kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan bakterilerin saklanmasi ve gelistirilmesi amaciyla Cizelge 3.2° de
verilen besiyerleri kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri, 30 glinde 1 kez yeniden hazirlanan
agarli besiyerine asilanmak sureti ile korunmuslardir. Kullanilacak Bacillus sp.” ler ve

test bakterileri, Cizelge 3.2” de verilen bakteri gelistirme besiyerinde gelistirilmistir.

Icerik Kiiltiir Saklama Bakteri Gelistirme
Besiyeri (%00) Besiyeri (%00)

Nutrient

Broth 0.8 0.8

NaCl 0.8 -

Agar 2.0 -

pH 7.0 7.0

Cizelge 3.2. Bakteri tiretiminde kullanilan besiyerleri
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3.2.3. Bacillus’ un taksonomik siniflandirilmasi icin morfolojik ve biyokimyasal

ozelliklerinin belirlenmesi

Saf kiiltiirlerin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenerek, Bergey’s Manual of
Systematic Microbiology’ den alinan tayin anahtarina gore Bacillus’ lar belirlenmistir
(Buchanan ve Gibbons 1974). Bacillus cinsini tanimlamak i¢in katalaz, hareketlilik,
nisastanin hidrolizi, gram boyama ve spor boyama testleri yapilmistir. Biyokimyasal
testlerde kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinda Cizelge 3.3” de belirtilen maddeler
erlende karistirilmis ve bu sekilde 121°C’ de 15 dakika siire otoklavlanmistir. Otoklav
islemi bittikten sonra 50-55°C’ ye kadar sogutulan besiyeri, 180°C” de 1 saat pastor

firminda steril edilen petri kaplarina 15° er ml dokiilerek sogumaya birakilmustir.

icerik |Hareketlilik | Nisastamn | Katalaz Spor Gram
Testi Hidrolizi Testi Boyama | Boyama
(% 9) Testi(%9)| (%0) (% 9) (% 9)
Nisasta - 0.5 - - -
Nutrient 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Broth
Agar 1 2 2 1 1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0

Cizelge 3.3. Biyokimyasal testlerde kullanilan besiyerleri (Cotuk 2003)

3.2.3.1. Hareketlilik testi

Hareketlilik testi igin agar ve Nutrient Broth kullanilarak ortam hazirlanmistir (bkz.
Cizelge 3.3). Steril petriler, alt tarafindan kalemle ¢izilerek ikiye boliinmiis ve bakteri
ekilecek kisim isaretlenmistir. Belirlenen bolgeye 0.1 ml pipetlenen tiremis sivi kiiltiir,
cizgiyi gecmeyecek sekilde, dragalski 6zesi ile iyice yayildiktan sonra 37°C’ de 18 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir (Temiz 1994).
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3.2.3.2. Katalaz testi

Katalaz testinde kati ve sivi ortamlar kullanilarak, farkli yontemlerle test
yapilabilmektedir. Calismamizda, Cizelge 3.3’ de belirtilen ortama ekilmis bakteriler,
18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda olusan koloniler iizerine 1-2
damla %3’ lik H,O, damlatilmis ve gaz ¢ikisi olup olmamasina gore degerlendirme

yapilmistir (Cotuk 2003).
3.2.3.3. Nisastanin hidrolizi testi

Bacillus tiirleri a-amilaz enzimi iretimi agisindan Onemlidir ve birgogu nisastay1
pargalayabilme yetenegindedir (Priest 1977). Cizelge 3.3’ de gosterilen nisastanin
hidrolizi testi i¢in kullanilan ortama, fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri diliisyon yapilan
bakteriler tek koloni olusturacak sekilde ekilip, 37°C’ de, 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda, besiyerine % 0.5 | (iyot) ve % 5 KI (potasyum
iyodiir) ile hazirlanmis iyot ¢ozeltisi damlatilarak koloniler etrafinda agik renkli bolge

olusumu izlenmistir (Koneman ve ark. 1992).
3.2.3.4. Gram boyama

Gram boyama islemi Temiz (1994)’ in belirttigi yonteme gore yapilmistir. Buna gore;
bakterilerin 18 saatlik taze kiiltlirlerinden, steril 6ze ile alinarak 1 damla steril distile su
ile yayma preparat hazirlanmis ve preparatlar havada kurumaya birakilmistir. Kuruma
tamamlandiktan sonra lamlar 3 defa alevden gegirilerek tespit islemi yapilmistir. Daha
sonra lamlarin {izerine, mikrobiyal film tabakasini kaplayacak sekilde, bol miktarda %
1’ lik kristal viyole damlatilarak 1 dakika beklenmistir. Kristal viyole yikanarak
uzaklastirildiktan sonra lamlarin tizerine % 0.5 | ve % 5 KI ile hazirlanmis gram iyodin
(lugol) dokiilerek yine 1 dakika beklenmistir. Boya, suyla uzaklastirilmig ve lamlar %
95’ lik etil alkol ile renk kayboluncaya kadar yikanmistir. Ardindan, film tabakasinin
tizerine % 95 lik alkoliin 10 ml’ si i¢inde % 0.25 gr olarak hazirlanan safranin
eklenerek 45 saniye beklenmis ve boya yikanarak uzaklastirilmistir. Bu sekilde
hazirlanan preparatlar, havada kurutulmus ve immersiyon yagi ile 10x100° lik
oblektifte, Olympus CX31 marka 151tk mikroskobunda incelenmistir. Iyi boyanmis olan
orneklerde Gram (+) olan mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renkli, Gram (-)

olanlar ise a¢ik pempe renkli gériintimleri ile ayirt edilmistir.
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3.2.3.5. Spor boyama

Endospor boyama islemi Ozkaya ve Durlu (2000)° nun belirttigi yonteme gore
yapilmistir. Buna gore; taze kiiltiirleri hazirlanan bakteriler, lam {izerine 1 damla steril
distile su ile iyice yayilarak havada kurutulmus ardindan 3 kez alevden gegirilerek fikse
edilmistir. Ornekler % 5° lik malasit yesili ile alevde 5 dakika etkiye birakilmis ve
buharlastik¢a boya ilave edilmistir. Distile su ile yikanan 6rnekler 30 saniye safranin ile
boyanmis ve distile suyla tekrar yikanip havada kurutulduktan sonra bakteri sporlarinin

morfolojileri, Olympus CX31 marka arastirma mikroskobu kullanilarak incelenmistir.
3.2.4. Bacillus sp.” lerde karsit-¢cizgi yontemi ile antibiyotik taranmasi

Bacillus sp.” lerin antibiyotik {iretim kapasitelerini belirlemek tizere karsit-¢izgi (cross-
streak) testi kullanilmistir (Madigan ve ark. 2000). Her bir Bacillus sp. Nutrient agarli
petri kabinin bir tarafim kaplayacak sekilde ekilmis (yatay) ve petri kablar1 37°C’ de 48
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, Nutrient Broth besi yerinde bir
gecelik kiiltiir olarak {iretilen test bakterileri (Shigella sonnei, Salmonella typhimurium,
Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus) olasi
antibiyotik treticisi Bacillus sp. hiicre kitlesine dikey (karsit) olacak sekilde oze ile
cizgi ekim yapilarak, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu meydana
gelen inhibisyon zonlar cetvel ile 6l¢iilmiistiir. En biiyiik inhibisyon zonunu olusturan 1

adet Bacillus sp. segilerek deneylere bu sus ile devam edilmistir.
3.2.5. Antibiyotik iiretimi i¢in uygun besiyeri secimi

Bacillus sp. susunun antibiyotik iiretim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla, farkli
icerikli 6 adet besi ortami denenmis ve en yiliksek antibiyotik iiretiminin elde edildigi
besiyeri tespit edilmistir. Kullanilan ortamlar Cizelge 3.4’ de belirtilmistir. Tim
besiyerleri pH’ lar1 7.0 ye ayarlandiktan sonra 121 °C’ de 15 dk. siire ile otoklavda
sterilize edilmistir. Besi ortamindaki glukoz ayr1 olarak filtrasyon (0.45 pum) ile sterilize

edilerek besi ortamina ilave edilmistir.
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Besiyeri 1 (g/L)

Besiyeri 2 (g/L)

Besiyeri 3 (g/L)

Besiyeri 4 (g/L)

Besiyeri 5 (g/L)

Besiyeri 6 (g/L)

. (Carvalhove | (Haddar veark. | (Hanlon veark. | (Paulusve Gray (11i¢ ve ark. (Awais ve ark.
Icerik ark. 2010) 2007) 1982) 1964) 2010) 2010)
Glukoz 10 5 15 10 15 -
(NH.),S0, |2 - - 20 - -
K,HPO, 13.6 - - 2.6 - 0.5
Mgso,7H,0 |0.2 0.025 0.5 0.2 0.5 0.2
CaCl, 6H,0 0.42 0.015 0.1 - - 0.015
FesO,7H,0 |2.29 0.00275 0.01 - - 0.01
MnCl4H,0 |01 0.0025 0.01 - - -
ZnCl, 0.17 - - - - -
CuCl, 0.03 - - - - -
CoCl, 6H,0 0.06 - - - - -
Na,Mo0,2H,0 | 0.06 - - - - -
KH,PO, - 3.55 24 - - 0.5
NH,CI - 0.5 10 - -

yeast ekstrakt | - - - 5 - -

NaCl - - - 0.1 3 -
CaCO; - - - - 3 _

Soy bean® - - - - 1 -
L-Glutamikasit? | - - - - - 5
Na,HPO, - 10.75 40 - - -
(NH,),HPO, |- - - - 0.5 -
MnS0O,.H,0 - - - - - 0.01
CuSO,7H,0 |- - - - - 0.01
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0

Cizelge 3.4. Antibiyotik iiretiminde kullanilan besiyerleri

! Besiyeri 5° te Soy Bean yerine Yeast Ekstrakt kullamlmustir.

2 Besiyeri 6° ta Glutamik asit yerine Pepton kullanilmustr.
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3.2.6. Bakteri iiretim kosullar:

Kiltiir saklama ortamindan steril 6ze ile alinan Bacillus sp. susu, igerisinde 30 ml
bakteri gelistirme besiyeri (bkz. Cizelge 3.2) bulunan 100 ml’ lik erlene asilanmus,
37°C’ de 150 devir/dk calkalama hizina sahip inkiibatorde 18 saat siire ile liretilmistir.

Bakterinin 18 saatlik gecelik kiiltiiriiniin 600 nm’ deki optik yogunlugu (OD)
spektrofotometre (Beckman Coulter-DU 700) kullanilarak, bir standart elde edebilmek
amaciyla, steril fizyolojik tuzlu su ile 0,3’ ¢ ayarlanmustir. Bu sekilde ayarlanan Bacillus
sp. kiiltiir ¢6zeltisinden, igerisinde 100 ml antibiyotik tiretim besiyeri (bkz. Cizelge 3.4)
bulunan 250 ml’ lik erlenlere %10 oraninda asilanmis ve 30°C’ de 150 devir/dk
calkalama hizina sahip inkiibatdrde 96 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bakteri liremesi
ve antibiyotik iiretim tayini 24, 48, 72 ve 96. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme

grafigi ¢ikarilmis ve maksimum antibiyotik iiretim zamani saptanmustir.
3.2.7. Bakteri iiremesinin ol¢iilmesi

Bakteri iiremesinin belirlenmesi amaciyla, besiyerinin bulanikligi spektrofotometrik
olarak olgiilmistiir. 3.2.6° da belirtildigi iizere inkiibasyona birakilan besiyerlerinden,
belirlenen saatlerde (24, 48, 72 ve 96) 6rnek alinarak, 600 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmustur. Antibiyotik iiretiminde kullanilan besiyeri kor olarak
kullanilmistir ve optik yogunluk (OD) degerlerinin okunmasiyla bakteri lireme miktari

belirlenmistir.

Elde edilen optik yogunluk (OD) degisimleri, zamana karsi grafiklenerek gelisme

egrileri ¢ikarilmistir.
3.2.8. Antibiyotik iiretiminin tespiti

Antibiyotik tiretiminin tespiti i¢in Agar Kuyu Difiizyon Metodu (Agar Well Diffusion
Method) kullamlmustir  (Sen ve ark. 1995). Oncellikle, antibiyotik {iretim
besiyerlerinden her 24 saatte alinan 6rnekler 0.2 um ¢apindaki filtreden gegirilerek steril

ependorf tiiplere aktarilmis ve kullanilana kadar +4 °C muhafaza edilmistir.

Test bakterisi Nutrient Broth’ ta 24 saat boyunca fiiretilmis ve iiretim sonucunda

kiltirtin - optik  yogunlugu (OD) spektrofotometre (Beckman Coulter-DU 700)
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kullanilarak steril fizyolojik tuzlu su ile ODggo:0.3’e ayarlanmistir. Bu kiiltiir Nutrient
agarli petri kabimin tamamina steril pamuk uglu plastik ekiivyon ¢ubuk ile yayilmistir.
Petri kaplarinda steril sartlarda 7 mm’ lik kuyucuklar agilmis ve ependorf tiiplerdeki
filtre edilmis 6rnekten 100 ul olacak sekilde bu kuyucuklara doldurulup, 24 saat 37 °C’
de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kuyucuklar etrafinda olusan inhibisyon zonlari

kontrol edilmis ve cetvelle dl¢tilmiistiir.
3.2.9. Antibiyotik iiretiminin sporulasyon ile iliskisinin saptanmasi

Antibiyotik lretiminin sporulasyon ile iliskisini saptamak i¢in maksimum antibiyotik
tretiminin elde edildigi besiyerinde (Besiyeri 5) her 24 saatte (24-96 saat) alinan
ornekler 75°C° de 15 dk. su banyosunda bekletilerek vejetatif hiicrelerin 6lmesi
saglanmistir. Daha sonra seri diliisyonlar yapilarak Nutrient agarli petri kaplarina yayma
yontemiyle ekimler yapilmis ve 37°C’ de 18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir
(Moita ve ark. 2005). Bu siire sonunda petri kaplar1 kontrol edilerek olusan koloniler
saythir ve Koloniler cfu/ml olarak hesaplanir. Deneyler iki kez tekrarlanmis ve

ortalamasi alinmistir.
3.2.10. Antibiyotik iiretimi iizerine baz1 faktorlerin etkisinin belirlenmesi
3.2.10.1. pH’ nin etkisi

Farkli pH degerlerinin antibiyotik {iretimi {izerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla pH
6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 olarak ayarlanmis besiyerlerinde bakterinin {iretimi 3.2.6’ da
belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Bakteri iiretimi 96. saate kadar yapilmis ve
antibiyotik iiretiminin maksimum oldugu 72. saatte agar kuyu difiizyon metodu ile
antibiyotik tiretimine bakilmistir. Ayrica 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklerden

bakteri lireme tayini yapilmistir.
3.2.10.2. Glukoz konsantrasyonunun etkisi

Glukoz konsantrasyonunun antibiyotik iiretimi iizerine etkisini aragtirmak amactyla besi
ortaminda karbon kaynagi olarak bulunan glukoz miktarimin (%1.5) degisimine
gidilmistir. Bu amagla, besi ortaminda % 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 olmak {iizere glukoz
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bakteri iiretimi 96. saate kadar yapilmis ve antibiyotik

tiretiminin maksimum oldugu 72. saatte agar kuyu difiizyon metodu ile antibiyotik
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tiretimine bakilmigtir. Ayrica 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklerden bakteri

tireme tayini yapilmistir.
3.2.10.3. Nitrojen konsantrasyonunun etkisi

Besi ortaminda nitrojen yani azot kaynagi olarak bulunan Yeast ekstrakt miktarinin (%
0.1) degisimine gidilerek besi ortamina % 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 nitrojen
konsantrasyonlar1 kullanilarak antibiyotik {iretimleri iizerine etkisine bakilmistir.
Bakteri tiretimi 96. saate kadar yapilmis ve antibiyotik tiretiminin maksimum oldugu 72.
saatte agar kuyu difiizyon metodu ile antibiyotik tliretimine bakilmistir. Ayrica 24, 48,

72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklerden bakteri iireme tayini yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Topraktan Antibiyotik Potent Bakterilerin Belirlenmesi

Calismada kullanilan 25 adet toprak 6rneginin her biri Nurtient agarli ortama ekilen her
bir test mikroorganizmasi iizerine serpilmis ve 37°C’ de 24 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucunda petri kaplar1 bakteri kolonilerinin etrafindaki inhibisyon
zonlarinin varhigina gore antibiyotik iretimleri kontrol edildi. 25 farkli toprak
orneginden, antibiyotik potent 57 adet bakteri izole edilmistir. Inhibisyon zonuna sahip
koloniler antibiyotik potent o6zellik gosteren bakteriler olarak degerlendirildi.

Kolonilerin besiyerindeki goriintiisii Sekil 4.1 de gosterilmektedir.

Sekil 4.1. Antibiyotik potent bakteri kolonilerinin gériintimi
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4.2. Biyokimyasal ve Morfolojik Testler

Inhibisyon zonu olusturan bakteriler arasindan Bacillus cinslerini belirlemek amaciyla
biyokimyasal ve morfolojik testler yapildi. Buna gore, Bacillus cinsini belirlemek

amaciyla asagidaki tayin anahtar1 kullanilmaktadir (bkz. Sekil 4.2)

Bacillaceae
| Hiicreler kalin comaklar halinds | | Hiicreler dairesel
l Spalmurﬂhﬂ
r ]
Katalaz (+ Katalazi-i |

Buacillus

[ ]

| Mikrosemfilik| [ Anaerobik |
| |

Sporolactobacilus Clostridium

Sekil 4.2. Bacillus sp. izolatlarinin taksonomik 6zellikleri (Buchanan ve Gibbons 1974)

4.2.1. Biyokimyasal testler

4.2.1.1. Katalaz testi

Genellikle aerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturulan bir enzim olan katalaz,
ortamdaki hidrojen peroksiti (H20,) su ve oksijene ayirmaktadir. 3.2.3.2° ye gore
yapilan katalaz testi sonucu, petri kaplarindaki kati bakteri kiiltiirlerine H,O;
damlatildiginda, serbest oksijen gaz kabarciklar1 halinde gézlemlendi. Bu gézleme gore
hidrojen peroksit ayrismistir ve bu da katalaz varligin1 géstermektedir. Denemeye alinan
57 bakteriden 52’ si katalaz (+) olarak degerlendirildi (bkz. Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Petri kabinda katalaz (+) bakteride serbest oksijenin kabarciklar halinde

gorunimu
4.2.1.2. Nisasta hidroliz testi

Iyot varliginda nisasta, besiyerinde mavi siyah bir renk vermektedir. 3.2.3.3* e gore
yapilan nisasta hidroliz testinin sonucuna gore, kolonilerin etrafinda agik renkli bir zon
olusumunun goézlenmesi pozitif bir sonug¢ olarak degerlendirildi. Mavi-siyah goriilen
yerler ise enzimin olmadigmin bir gostergesidir. Denenen 57 bakteriden 52 adedinin
nigasta hidroliz (+) oldugu goriilmis ve 5 adedi ise etrafinda agik zon olusumu

gozlenmedigi i¢in nisasta hidroliz (-) olarak degerlendirildi (bkz. Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Nisasta hidrolizi sonucunda iyotla boyanmis ve boyanmamis bolgeler

53



4.2.2. Morfolojik testler
4.2.2.1. Hareketlilik testi

3.2.3.1°e gore yapilan hareketlilik testi sonucunda 52 adet bakterinin hareketli oldugu
gozlenirken 5 adet bakterinin ise hareketsiz oldugu gézlemlendi (bkz. Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Petri kabinda agarli besiyerinde hareketlilik kontrolii

4.2.2.2. Gram boyama

Gram boyama 3.2.3.4> e gore yapilmustir. ilk boya olarak kullanilan kristal viyoleyi
hiicre ig¢inde tutabilen bakteriler Gram (+) olarak kabul edildi. Denemeye alinan
bakterilerden 52 adedi mor menekse bir renk gostererek Gram (+) olarak
degerlendirildi. Incelemeler Olympus CX31 marka 151k mikroskobunda, 100X objektifle

immersiyon yagi ile yapildi. Boymama sonucu elde edilen goriintiiler Sekil 4.6 © dadir.

Sekil 4.6. Isik mikroskobunda Gram (+) bakterilerin gériiniimii (100X)
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4.2.2.3. Spor boyama

Spor olusumu Bacillaceae familyasmin tipik 06zelligidir. Endospor olusumu bu
familyanin {yeleri olan Bacillus ve Clostridium cinsi bakterilerde goriilmektedir.
Denemeye alinan bakterilerde spor boyama 3.2.3.5° e gore yapildi ve bakterilerin
hepsinin  sporlu olduklari saptandi. Incelemeler Olympus CX31 marka 151k
mikroskopinda, 100X objektifle immersiyon yagi ile yapildi. Boymama sonucu elde
edilen goriintiiler Sekil 4.7” dedir.

Sekil 4.7. Isik mikroskobunda sporlarin gériiniimii (100X)

Yapilan biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda elde edilen 57 bakteriden 52
tanesinin Bacillus oldugu tespit edildi. Tespit edilen Bacillus’ lar karsit-¢izgi metodu ile

antibiyotik taramasi i¢in denemeye alindi.
4.3. Bacillus sp.’ lerde Karsit-Cizgi Yontemi ile Antibiyotik Taramasi

Karsit-¢izgi yontemiyle antibiyotik taramasi 3.2.4° e gore yapildi. Denemeye alinan 52
adet Bacillus’ tan 25 tanesi ¢alismada kullanilan farkli test bakterilerine kars1 inhibisyon
zonlar1 gostermistir. Cizelge 4.1 de goriildiigii lizere Balikesir ilinden alinan topraktan
izole edilen ve Bacillus sp. EA62 olarak adlandirilan bakteri, en biiyiik inhibisyon
zonunu Shigella sonnei’ ye karsi gostermistir (bkz. Sekil 4.8). Bundan sonraki
caligmalara antibiyotik potent olan Bacillus sp. EA62 ve test bakterisi olan Shigella

sonnei ile devam edildi.
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Sekil 4.8. Bacillus’ larda karsit-¢izgi yontemiyle antibiyotik taramasi

1. Shigella sonnei

2. Salmonella typhimurium
3. Yersinia enterolitica

4. Klebsiella pneumoniae
5. Staphylococcus aureus
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Karsit-Cizgi Yontemiyle Antibiyotik Taranmasi Sonucu Elde Edilen inhibisyon
Zonlar1 (mm)
Shigella Salmonella | Yersinia Klebsiella |Staphylococcus
Bakteri No. | sonnei typhimurium |enterolitica |enterolitica | aureus
1 (Kiitahya) |11 mm 12 mm 12 mm - 10 mm
2 (Ordu) - 4 mm 8 mm - -
3 (istanbul) |7 mm 9 mm 8 mm - 5mm
4 (istanbul) |3 mm 4 mm 5 mm - 4 mm
5 (Balikesir) | 10 mm 12 mm 12 mm - 11 mm
Bacillus sp.
EA62

(Bahkesir) | 25mm - - - 20 mm
7 (Amasya) |- 5mm 20 mm - 4 mm
8 (Ankara) |- - - - 20 mm
9 (Ankara) |11 mm 12 mm 12 mm - 10 mm
10 (Sakarya) |- 4 mm 8 mm - -
11(Bilecik) |7 mm 9 mm 8 mm - 5mm
12 (Izmir) 3 mm 4 mm 5mm - 4 mm
13 (izmir) - - - - 20 mm
14 (1zmir) 10 mm 12 mm 12 mm - 11 mm
15 (Malatya) | - 5mm 20 mm - 4 mm
16 (Edirne) |- - - - 24 mm
17 (Edirne) | - - - 10 mm 11 mm
18 (Trabzon) |- - - - 18 mm
19 (Sivas) - - - - 15 mm
20 (Nigde) |- - 5 mm - 4 mm
21 (Nigde) |- 3 mm 2 mm 4 mm 2 mm
22 (Adana) |- 4 mm 4 mm - 3 mm
23 (Adana) |- - 2 mm 5mm -
24 (Hatay) |- - 2mm 2 mm 5mm
25 (Hatay) - - - 7 mm

Cizelge 4.1. Toprak orneklerinden izole edilen bakterilerin, test bakterilerine karsi
inhibisyon zon ¢aplari
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4.4. Antibiyotik Uretimi I¢in Uygun Besiyeri Secimi

En biiyiik inhibisyon zonu gosteren Bacillus sp. EA62 3.2.5° te belirtilen besiyeri ve
kiiltiir sartlarinda iretildi. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 6rnekler alinarak Shigella sonnei
test bakterisine karsi agar kuyu difiizyon metodu ile antibiyotik taramasi yapildi.
Kullanilan besiyerleri arasindan Cizelge 3.4’ te icerigi verilen Besiyeri 5’ te antibiyotik
tiretiminin digerlerine gore daha fazla oldugu inhibisyon zon caplariyla gosterilmistir
(bkz. Cizelge 4.2. ve Sekil 4.10). Diger yandan Besiyeri 1 ve 2’ de bakteri tiremesi
gozlenmesine ragmen, antibiyotik tiretiminin olmadig tespit edildi. Besiyeri 3 (10 mm),
4 (12 mm) ve 6 (11 mm)’ da sadece 72. saatte inhibisyon zonu gozlenirken, diger
saatlerde higbir zon gozlemlenmedi. (bkz. Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Kullanilan Besiyeri
5’ te en yiiksek inhibisyon zonu (15 mm), bakteri iireme egrisinin duragan fazi olan 72.
saatte elde edildi. 96. saatte ise inhibisyon zonunda bir azalma goriildi. Antibiyotik

tiretim ortami1 olarak Besiyeri 5 se¢ilmis ve bundan sonraki ¢alismalara bu besiyeri ile

devam edildi.

Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3 Besiyeri 4 Besiyeri 5 Besiyeri 6
Inkiibasyon zon zon zon zon zon zon
Siiresi capi capi capi cap ¢api capi

ODsoo | (mm) | ODeoo | (mm) | ODeoo | (Mm) | ODggo | (Mm) | ODggo | (mm) | ODgo | (mm)
24 .saat 0,68 - 0,71 |- 0,59 - 0,63] - 0,62 12 (0,71 |-
48.saat 0,97 - 0,98 | - 0,97 - 0,99 0,98 14 (0,97 |-
72.saat 1,13 |- 1,00 - 1,00 10| 1,11] 12 (1,10 15 |1,10 11
96. saat 0.66 | - 0,69 |- 0,53] - 0.60] - 0.65 12 (0.68 |-

Cizelge 4.2. Farkli besiyerlerinde iiretilen Bacillus sp. EA62’ nin iireme ve inhibisyon
zonlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.9. Bacillus sp. EA62’ nin 6 farkli besi ortaminda zamana bagli iireme degerleri
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Sekil 4.10. Farkli iireme ortaminda tiretilen Bacillus sp. EA62’ nin antibiyotik tiretimi

iizerine inkiibasyon zamaninin etkisi

1- Besiyeri 1, 2- Besiyeri 2, 3- Besiyeri 3, 4- Besiyeri 4, 5- Besiyeri 5, 6- Besiyeri 6.
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4.5. Antibiyotik Uretimi ile Sporulasyon Arasindaki iliskinin Belirlenmesi

Antibiyotik {iretimi ile sporulasyon arasindaki iligki 3.2.9” a gore yapilmistir. 24, 48 ve
72. saatlerde iremenin artist ve sporulasyonun da kismen artisina paralel olarak
antibiyotik tretiminde bir artis saptandi. 96. saatte antibiyotik tretiminde diisiis,

sporulasyonda ise artis oldugu belirlendi (bkz. Cizelge 4.3).

inkiibasyon OD¢no inhibisyon Zon | Koloni Sayim
Siiresi (saat) Cap1 (mm) (cfu/ml)

24 0.72 12 7,65x10°

48 0.97 14 9,33x10°

72 1.10 15 10,9x10°

96 0.65 12 12,6x10°

Cizelge 4.3. Bacillus sp. EA62’ nin ilireme, zon ¢ap1 ve koloni sayimlarinin sonuglari

4.6. Antibiyotik Uretimi Uzerine Bazi Faktorlerin Etkisinin Belirlenmesi

Bakterilerin antibiyotik tretimleri bulunduklar1 ortama baghi oldugundan, ortam
sartlarmnin  degistirilmesi antibiyotik iiretim miktarina etki etmektedir. Bu nedenle
calismamizda pH, glukoz ve nitrojen konsantrasyonlar1 olmak {izere {i¢ parametrenin

antibiyotik {iretimi tizerine etkileri arastirildi.
4.6.1. pH’ nin etkisi

Bakteri gelismesi ve antibiyotik iiretimi lizerine etkilerini arastirmak {izere en iyi
antibiyotik tiretiminin saglandig1 Besiyeri 5 ortaminin pH’ s1 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0
olarak ayarlandi. Maksimum antibiyotik sentezinin saglandig1 72. saatte agar kuyu
diftizyon metodu ile farkli pH’ larin antibiyotik iretimi {izerine etkisi arastirildi (bkz.
Sekil 4.12). Ayrica 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan orneklerde lireme tayini yapildi
(bkz. Cizelge 4.4).
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Elde edilen sonucglara gore, bakteri iiremesi denenen herbir pH’ da 72. saatte

maksimuma ulagsmistir (bkz. Sekil 4.11). Farkli pH ortamlarinda antibiyotik iiretimleri

karsilastirildiginda ise maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 23 mm ile pH 7.5 te

Olctilmiistiir. pH 6.0 ve 8.0’ de ise 17 mm olarak bulunarak, asidik ve bazik ortamlarda

antibiyotik Uretiminin fazla diisiik olmadigi saptanmistir (bkz. Sekil 4.12 ve Sekil

4.13).
pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 pH 8.0
Uretim Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon
(Saat) ODgqo zonu ODggo zonu ODgoo zonu ODggo Zonu ODgog zonu
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

24 0,51 - 0,63 - 0,7 - 0,81 - 0,74 -

48 0,82 - 0,88 - 0,82 - 0,9 - 0,93 -

72 0,97 17 0,99 18 1,03 18 1,2 23 1,12 17

96 0,5 - 0,53 - 0,67 - 0,63 - 0,62 -

Cizelge 4.4. Farkli pH degerlerinin, Bacillus sp. EA62’ nin antibiyotik iiretimi ve
tiremesi tlizerine etkileri

Ureme (OD)

1,4

24

48

inkiibasyon siiresi (saat)

72

96

—4—pH 6.0

pH 6.5
—te=pH 7.0
—==pH 7.5

st pH 8.0

Sekil 4.11. Farkli pH degerlerine sahip besi ortamlarinda Bacillus sp. EA62’ nin
zamana bagli iireme degerleri
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Sekil 4.12. Farkli pH degerlerine sahip besi ortamlarinda Bacillus sp. EA62’ nin 72.
saatte antibiyotik tiretimi (1: pH 6.0, 2: pH 6.5, 3: pH 7.0, 4: pH 7.5, 5: pH 8.0)

)

Inhibisyon zon capi1 (mm
= e e

=
OB 0O MNB OO0
| | | | | | | | |

pH degerleri

Sekil 4.13. 72. saatte farkli pH degerlerine sahip besi ortamlarinda Bacillus sp. EA62’
nin olusturdugu inhibisyon zonlarinin karsilastirilmasi
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4.6.2. Glukoz konsantrasyonunun etkisi

Besi ortaminda karbon kaynagi olarak bulunan Glukoz miktarinin degisimine gidilerek
besi ortammda % 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 olmak {lizere farkli Glukoz konsantrasyonlari
kullanildi. Maksimum antibiyotik sentezinin saglandig1 72. saatte agar kuyu diflizyon
metodu ile farkli glukoz konsantrasyonlarinin antibiyotik {iretimi {izerine etkileri
arastirildi (bkz. Sekil 4.15). Ayrica 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklerde tireme
tayini yapildi (bkz. Cizelge 4.5).

Elde edilen sonuglara gore, bakteri iremesi denenen herbir glukoz konsantrasyonunda
(% 0.5-3) 72. saatte maksimuma ulagmistir (bkz. Sekil 4.14). Farkli glukoz
konsantrasyonlarinda antibiyotik {iretimleri karsilastirildiginda ise maksimum
inhibisyon zonu 72. saatte 25 mm ile % 3’ liik glukoz konsantrasyonunda 6l¢iildii (bkz.
Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Glukozun % 0.5-2.5 arasi konsantrasyonlarindaki inhibisyon
zon Olgtimlerinde biiyiik farkliliklar gozlenmedi [%0.5 (19mm), %1 (18 mm), %1.5 (20
mm), %2 (21 mm), %2.5 (20 mm)].

Uretim % 0,5 glukoz| % 1 glukoz |% 1,5 glukoz| % 2 glukoz |% 2,5 glukoz| % 3 glukoz
(saat)
Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon
ODggg zonu ODggg zonu ODggo zonu ODggo zonu ODggo zonu ODggg zonu
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
24 0,69 - 0,74 0,75 0,73 0,71 0,68
48 0,91 - 0,93 0,82 0,9 0,93 0,91
72 0,98 19 0,99 18 1,1 20 1,01 21 1,05 20 1,1 25
96 0,64 - 0,6 0,67 0,6 0,68 0,61

Cizelge 4.5. Farkli glukoz konsantrasyonlarina sahip besi ortamlarinin, Bacillus sp.
EA62’ nin antibiyotik iiretimi ve tiremesi iizerine etkileri
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——"%0.5 glukoz
=—%1 glukoz
=% 1,5 glukoz
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Sekil 4.14. Farkli glukoz konsantrasyonuna sahip besi ortamlarinda Bacillus sp. EA62’
nin zamana bagli tireme degerleri

Sekil 4.15. 72. saatte farkli glukoz konsantrasyonuna sahip besi ortamlarinda Bacillus
sp. EA62’ nin antibiyotik tiretimi (1: %0.5 glukoz, 2: %1 glukoz, 3: %1.5 glukoz, 4:
%2 glukoz, 5: %2.5 glukoz, 6: %3 glukoz)
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Sekil 4.16. 72. saatte farkli glukoz konsantrasyonuna sahip besi ortamlarinda Bacillus
sp. EA62’ nin olusturdugu inhibisyon zonlarinin karsilastirilmast

4.6.3. Nitrojen konsantrasyonunun etkisi

Besi ortaminda nitrojen kaynagi olarak bulunan Yeast ekstrakt miktarinin degisimine
gidilerek besi ortammda % 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 olmak iizere farkl
konsantrasyonlar1 kullanildi. Maksimum antibiyotik sentezinin saglandigi 72. saatte
agar kuyu difiizyon metodu ile farkli nitrojen konsantrasyonlarinin antibiyotik {iretimi
tizerine etkileri arastirildi (bkz. Sekil 4.18). Ayrica 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan
orneklerde tireme tayini yapildi (bkz. Cizelge 4.6).

Elde edilen sonuglara gore, bakteri {iremesi denenen herbir yeast ekstrakt
konsantrasyonunda (% 0.1-0.6) 72. saatte maksimuma ulasmistir (bkz. Sekil 4.17).
Farkl1 yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda antibiyotik iiretimleri karsilastirildiginda ise
maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 23 mm ile % 0.3” lik yeast ekstrakt
konsantrasyonunda Sl¢iilmiistiir (bkz. Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Yeast ekstraktin diisiik
ve ylksek konsantrasyonlarinda fazla bir etkinin olmadig1 saptanmistir [% 0.1 (21 mm),

% 0.2 (21 mm), % 0.3 (23 mm), % 0.4 (22 mm), % 0.5 (22 mm), % 0.6 (21 mm)].
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% 0,1 yeast | % 0,2 yeast | % 0,3 yeast | % 0,4 yeast | % 0,5 yeast | % 0,6 yeast
ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt
Uretim
(saat) inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon
zonu zonu zonu zonu zonu zonu
ODggo (mm) ODeggo (mm) ODsggo (mm) ODeggo (mm) ODeggo (mm) ODggo (mm)
24 0,67 - 0,78 - 0,71 - 0,73 - 0,8 - 0,79 -
48 0,9 - 0,92 - 0,94 - 0,92 - 0,91 - 0,98 -
72 1,01 21 1,04 21 0,99 23 1,12 22 1,17 22 1,11 21
96 0,65 - 0,69 - 0,63 - 0,63 - 0,68 - 0,67 -

Cizelge 4.6. Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarina sahip besi ortamlarinin Bacillus
sp. EA62’ nin antibiyotik iiretimi ve tiremesi lizerine etkileri
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48 72
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Sekil 4.17. Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonuna sahip besi ortamlarinda Bacillus sp.
EA62’ nin zamana bagli lireme degerleri
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Sekil 4.18. 72. saatte farkli yeast ekstrakt konsantrasyonuna sahip besi ortamlarinda
Bacillus sp. EA62’ nin antibiyotik tiretimi (1: %0.1 yeast ekstrakt, 2: %0.2 yeast
ekstrakt, 3:%0.3 yeast ekstrakt, 4: %0.4 yeast ekstrakt, 5: %0.5 yeast ekstrakt, 6: %0.6
yeast ekstrakt)
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Sekil 4.19. 72. saatte farkli yeast ekstrakt konsantrasyonuna sahip besi ortamlarinda
Bacillus sp. EA62’ nin olusturdugu inhibisyon zonlarinin karsilastiritlmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisindeki en 6nemli sorun, antibiyotiklerin diinyada
gelisiglizel ve yaygin olarak kullanilmasindan dolayi, antibiyotiklere direngli
mikroorganizmalarin varligidir. Bu nedenle, son yillarda etki alam1 genis ve gig¢li
antibiyotikler iireten yeni mikroorganizma tiplerinin dogadan arastirilmasi Onem

kazanmistir (Demain 1999).

Antibiyotik {ireten mikroorganizmalar daha c¢ok Bacillaceae, Actinomycetales ve
Mycophyta grubunda yer almaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, 6zellikle
Bacillaceae familyasindan Bacillus cinsi mikroorganizmalarin antibiyotik tiretme

kapasitesinin yiiksek oldugu bildirilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada Tiirkiye topraklarindan antibiyotik potent olarak degerlendirilen
toplam 57 bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin Bacillus cinsi olup olmadigini
belirlemek tizere yapilan ¢alismalarda 52 bakterinin Bacillus” un karakteristik
ozelliklerini gosterdigi, Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’e (Buchanan
ve Gibbons 1974) gore yapilan morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda tespit
edilmistir. Bacillus cinsi oldugunu tespit ettigimiz bakterilerde antibiyotik taramasi
yapilmig ve 25 adedinin ¢alismada kullanilan farkli test bakterilerine karsi inhibisyon
zonu verdigi gozlenmistir. En biiyiik inhibisyon zonu Shigella sonnei test bakterisine
kars1 gosteren 1 adet Bacillus sp. bakterisi segilmis ve Balikesir topragindan elde

ettigimiz bu bakteri Bacillus sp. EA62 olarak adlandirilmistir.

Bacillus sp. EA62’ nin 6 farkli igerikli ireme ortaminda antibiyotik iiretim kapasitesi
arastirtlmig ve en iyi sonug veren 1 adet ortam segilerek deneylere bu ortam (Besiyeri 5)
ile devam edilmistir. Ayni zamanda antibiyotik tretiminin maksimum oldugu

inkiibasyon zamani da saptanmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore bakteri iremesinin ve antibiyotik {iretiminin maksimum
oldugu zaman 72. saat olarak belirlenmistir. Inhibisyon zonu Shigella sonnei’ ye kars
15 mm olarak Olc¢lilmiistiir. Bakterinin antibiyotik liretimi 24. saatte basladigi ancak
duragan faz olan 72. saatte maksimuma ulastigi, 96. saatte ise lretimin azaldigi (12

mm) saptanmigtir. Dolayisiyla 72. saatin bakteri liremesinin duragan ve 96. saatin ise
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olim fazi oldugu saptanmistir. Benzer sonuglar Kalpana ve ark. (2010) Bacillus
laterosporus’ ta ve Hasan ve ark. (2009) Bacillus pumilus’ te maksimum antibiyotik
tiretim zamani 72. saat olarak belirtilmistir. Kalpana ve ark. (2010), antibakteriyel
aktivitenin ilk olarak 24. saatte gozlemlendigini, 72. saatte maksimuma ulastigini ve 96-
120 saatleri arasinda ise bir diisiis oldugunu bildirmislerdir. Hosoya ve ark. (1998),
antibiyotik sentezinin logaritmik faz sonu ile duragan faz arasinda basladigini
belirtmektedir. Hasan ve ark. (2009)’ da ¢alismalarinda 72. saate kadar iiretim yapmis
ve maksimum antibiyotik {iretiminin serbest Bacillus pumilus SAF1 hiicresinde M.
luteus (ATCC # 10240)° a karst 24 mm ve immobilize Bacillus pumilus SAF1
hiicresinde ise S. aureus (ATCC # 6538) a kars1 22 mm’ lik inhibisyon zonu ile 72.

saatte oldugunu bildirmislerdir.

Buna karsin, Awais ve ark. (2007) ise, Bacillus pumilus’ ta Basitrasin antibiyotiginin O-
144 saatleri arasinda iiretimi yaparak inkiibasyon zamaninin etkisini arastirmislardir.
Calismamizdan farkli olarak maksimum inhibisyon zonlarini Staphylococcus aureus (19
mm) ve Micrococcus luteus (17 mm)’ a kars1 24. saatte elde ettiklerini ve 24. saatten
144, saate kadar kademeli bir sekilde giderek diistiigiinii belirtmislerdir. Haavik (1974),
Bacillus licheniformis ATCC 14580’ nin sadece logaritmik faz sirasinda basitrasin
tirettigini rapor etmistir. Buna karsin Egorov ve ark. (1986), basitrasin sentezinde
maksimum verimin logaritmik faz sonunda ve sporulasyonun baslangicinda elde
edildigini bildirmislerdir. 20 saatlik vejetatif B. licheniformis kiiltiirii maksimum
bacitrasin {irtinii vermistir (Yousaf 1997). Diger yandan, Muhammad ve ark. (2009)
yaptiklari bir ¢aligmada termofilik Bacillus tiirlerinde maksimum inhibisyon zonlarimi
Staphylococcus aureus (24 mm) ve Micrococcus luteus (22 mm)’ a kars1 48. saatte elde
ettiklerini ve 48. saatten sonra ise kademeli bir sekilde diisiis oldugunu belirtmislerdir.
Benzer olarak Muazz ve ark. (2007), Bacillus subtilis MZ-7’ de inhibit6r bilesiklerin

konsantrasyonunun 48. saatte maksimuma ulastigini bildirmislerdir.

Genel olarak Bacillus’ larda antibiyotik iiretim zamani 24-72 saatlerde olmaktadir.
Maksimum antibiyotik iiretim zamanlarinin farkli saatlerde bulunmasi Bacillus tiiriine

gore degismektedir. Bu da metabolik yollarinin farkli olusu ile ifade edilebilir.
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Uretim ortaminin igerigi ve ortam pH’ smin antibiyotik {iretimi {izerine etkili oldugu
bilinmektedir (Leifert ve ark. 1995). Ozellikle besiyeri igeriginde karbon ve azot
kaynaklar1 antibiyotik {iretiminde ©nemli kaynaklardir (Gupte ve Kulkami 2002).
Antibiyotik tiretimi genellikle liretim ortamindaki kolay tiiketilen karbon kaynaklar1
ortamda bittigi zaman aktive edilmektedir (lwai ve Omura 1982). Kolayca
pargalanabilen karbon kaynaklarinin etkisinin enzimatik siireglerin katabolit represyonu
tarafindan kontrol edildigi ve bunlarin yiiksek konsantrasyonlarmin polipeptid
antibiyotiklerin enzimatik sentezini azalttigi ya da inhibe ettigi bildirilmistir (Haavik
1974). Baz1 mikroorganizmalarda ise, glukozun inhibitor etkisi, pH’ daki azalma ile
ilgili gorlilmiistir. Bu azalma, organik asitlerin ortamda birikmesi sonucu olusan
asidifikasyondan dolayr meydana geldigi belirtilmistir (Espeso ve ark. 1993). Karbon
kaynagi olarak kullanilan sekerler arasinda glukozun antibiyotik iiretiminde en iyi
kaynak oldugu ifade edilmektedir (Yousaf 1997). Bu amagla yeni izole ettigimiz
Bacillus sp. EA62 bakterisinin antibiyotik iiretimi lizerine karbon kaynagmnin etkisini
aragtirmak iizere glukozun % 0.5-3 arasinda farkli konsantrasyonlar1 denenmistir.
Yapilan ¢alismalarda Shigella sonnei’ ye karsi en bilyiik inhibisyon zon ¢ap1 25 mm ile
%3’ liikk glukoz konsantrasyonuna sahip besi ortaminda gozlenmistir. Glukozun % 0.5-
2.5 arast konsantrasyonlarindaki inhibisyon zon Ool¢iimlerinde biiyiik farkliliklar
gozlenmemistir [%0.5 (19mm), %1 (18mm), %1.5 (20mm), %2 (21mm), %2.5
(20mm)].

Benzer sonuglar baska arastiricilar tarafindan da elde edilmistir. Hasan ve ark. (2009),
serbest ve immobilize Bacillus pumilus tarafindan antimikrobiyal bilesiklerin tiretimi
tizerine farkli glukoz konsantrasyonlarinin (%1-5) etkisini incelemis ve maksimum
inhibisyon zonlarinin S. aureus (32 mm) ve M. luteus’ a kars1 (24 mm) %3’ lik glukoz
konsantrasyonunda elde ettiklerini bildirmislerdir. Srinivasulu ve ark. (2003) ise,
kalsiyum alginatta immobilize olmus Streptomyces marinensis NUV-5 hiicrelerinde
neomisin tretiminin %3 maltoz konsantrasyonunda daha fazla oldugunu ifade

etmislerdir.

Bunlardan farkli olarak, Awais ve ark. (2007) tarafindan Bacillus pumilus ve B. subtilis’

te basitrasin antibiyotiginin iiretimi tizerine farkli glukoz miktarlarinin (%1-5) etkisi
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incelenmistir. En iyi aktivitenin (26 mm) M. luteus’ a karst %5’ lik glukoz
konsantrasyonunda, S. aureus’ a kars1 ise (21 mm) % 4’ likk glukoz konsantrasyonunda
elde edildigi bildirilmislerdir. Bunlarin yani sira B. subtilis’ te, M. luteus’ a karst %1’
lik glukoz konsantrasyonunda en iyi aktivite (19 mm) elde edilirken, S. aureus’ a karsi

bir inhibisyonun olmadig1 bildirilmistir.

Muhammad ve ark. (2009), termofilik Bacillus tiirlerinde farkli glukoz
konsantrasyonlariin (% 0.25-3.0) antibiyotik iiretimi iizerine etkisini arastirmistir. En
Iyi antimikrobiyal aktivitenin Staphylococcus aureus (22 mm) ve Micrococcus luteus’ a
kars1 (26 mm) %2 glukoz konsantrasyonunda oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 zamanda
artan glukoz konsantrasyonlarinda antibiyotik {iretimi {izerine pozitif bir etkinin

oldugunu ifade etmektedirler.

Haddar ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada basitrasin iiretimi igin gliserol,
glukoz, siikroz, sitrik asit ve nigasta gibi farkli karbon kaynaklar1 kullanmistir. En fazla

etkiyi %2 gliserol ile elde ettiklerini bildirmislerdir.

Kamat ve ark. (2011), maksimum antibiyotik {iretimini, karbon kaynagi olarak dekstroz

iceren ortamda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Karbon kaynagmin yani sira nitrojen kaynagi da antibiyotik iretiminde 6nemli bir
faktordiir. Nitrojen kaynagi olarak Glutamik asit ve Alanin’ in antibiyotik iiretimini
arttirdi@i bildirilmistir. Amino asitler hizlica tiiketilen kaynaklardir ve mikrobiyal
metabolizma i¢in Onemlidirler. Ciinkii protein ve polipeptidlerin yapr taslarini
olusturmaktadirlar (Egorov 1985). Amino asit konsantrasyonunun artisi ile antibiyotik
tiretimi azalmaktadir. Bu da muhtemelen bakteri hiicrelerine girebilmek i¢in membran
reseptorlerindeki amino asit molekiilleri arasindaki rekabetten dolayidir (Al-Khafaji

1990).

Bu amagla yeni izole ettigimiz Bacillus sp. EA62 bakterisinin antibiyotik tiretimi
izerine nitrojen kaynaginin konsantrasyonlarinin etkilerini arastirmak tizere besiyeri
icerigindeki yeast ekstraktin (%0.1-0.6) farkli konsantrasyonlari denenmistir. Yapilan

calismada Shigella sonnei’ ye karsi en biiyiikk inhibisyon zonunun 23 mm ile % 0.3
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Yeast ekstrakt konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Yeast ekstraktin diisikk ve
yiikksek konsantrasyonlarinda fazla bir etkinin olmadigi saptanmistir (21-22 mm).
Oysaki yapilan bir ¢alismada nitrojen konsantrasyonunun antibiyotik tiretimini
etkilemekte oldugunu ve artan konsantrasyonda antibiyotik iiretiminin de arttig1
bildirilmistir (Muhammad ve ark. 2009). Bu bilim adamlari, termofilik Bacillus
tirlerinde besi ortaminda nitrojen kaynagi olarak kullandigi glutamik asitin farkli
konsantrasyonlarinin (% 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve 2) antibiyotik tretimi {izerine etkisini
arastirmistir ve en iyi aktivitenin %1.5 glutamik asit konsantrasyonunda ve maksimum
inhibisyon zonunun Staphylococcus aureus (22 mm) ve Micrococcus luteus’ a kars1 (26

mm) oldugunu gézlemlemislerdir.

Hanlon ve Hodges (1981), yaptiklar1 ¢calismada B. licheniformis’ in 0.01 M glutamik
asit konsantrasyonu iceren besi ortaminda maksimum antibiyotik iirettigini bildirirken,
Haddar ve ark. (2007) ise maksimum antibiyotik aktivitesini (134.3 units mL™) % 0.05

glutamik asit konsantrasyonunda elde etmislerdir.

Farkli glukoz ve nitrojen konsantrasyonlarinin antibiyotik iretimi {izerine etkisini
arastiran c¢aligsmalarda farkli sonuglarin elde edilmesi, kullanilan mikroorganizma
cesidine ve ortamdaki diger bilesenlerin etkilesimlerine bagli olarak degismektedir.
Dolayisiyla bu da gostermektedir ki, mikroorganizmalarin kullandigi metabolik yollar
farkli olabilmektedir. Ciinkii, biyosentetik yollardaki farklilik antibiyotik tiretimini
etkileyebilir.

Mikroorganizmalardan antibiyotik iiretimi lizerine ortam pH’sinin etkisi énemlidir. pH’
daki degisiklikler sekonder metabolitlerin biyosentezinin diizenlenmesi gibi ¢ogu

hiicresel islemleri etkileyebilmektedir (Solé ve ark. 1997).

Calismamizda, pH degerinin antibiyotik {iretimini ne ydnde etkiledigini belirlemek
amaciyla farkli pH degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0) ortamlar hazirlanmis ve elde
ettigimiz sonuglara gore en yiiksek antibiyotik tiretimi Shigella sonnei’ ye karst 23 mm
inhibisyon zonu ile pH 7.5’ de gozlenmistir. Asidik ve bazik kosullarin antibiyotik
tiretimi lizerine negatif bir etki etmedigi gozlenmektedir. pH 6.0 ve pH 8.0’ de

inhibisyon zonlarinin ayni olmasi (17 mm), mikroorganizmanin her iki ortamda da
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iretim yapabildigini gostermektedir. Sonuglarimiza benzer olarak Chiba ve ark. (1999),
antibiyotik iiretiminin genel olarak 6.0-7.5 pH araliginda gerceklestigini ve alkali

ortamin asidik ortama nazaran daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Buna karsin, Hasan ve ark. (2009), serbest ve immobilize Bacillus pumilus SAF1
tarafindan antimikrobiyal bilesiklerin tlretimi {izerine farkli pH degerlerinin etkisini
arastirmistir. Maksimum inhibisyon zonunu M. luteus (30 mm) ve S. aureus (32 mm)
kars1 pH 7.0’ de elde ettiklerini bildirmislerdir. Benzer olarak Yousaf (1997)’ da B.

licheniformis’ ten maksimum basitrasin iiretiminin pH 7.0’ de oldugunu bildirmislerdir.

Diger yandan, Anker ve ark. (1947), maksimum basitrasin iretimin pH 7.8 ve 8.0
oldugunu belirtirken, Iglewski ve Gerhardt (1978), Bacillus subtilis’ te Proteus
vulgaris’ e karst 5.7 ile 6.8 pH araliklarinda antimikrobiyal aktivite elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Farkli bir sonug olarak, Kalpana ve ark. (2010), pH’ nin antimikrobiyal madde tiretimi
lizerine etkilerini arastirmak tizere 5.5-8.0 pH araliklarmi kullanmistir. Antibiyotik
tiretimi i¢in optimum pH’ nin 7.0-7.5” te 32 mm’ lik inhibisyon zonu ile Staphylococcus

aureus’ a kars1 gozlemlemislerdir.

pH 4.0-9.0 araliklarinda antibiyotik iiretimi yapan Muhammad ve ark. (2009) ise, en iyi
aktivitenin sirastyla pH 5.0 ve 4.0’ te oldugunu bildirmislerdir. Bunun yani sira, pH’ nin
artmasiyla beraber aktivitede diisiis oldugunu ve minimum aktiviteyi pH 9.0’ da elde

ettiklerini belirtmislerdir.

Bagka bir ¢alismada, Bacillus pumilis, M. luteus’ a kars1 pH 8.0” de maksimum aktivite
gosterirken (18 mm) ve Bacillus subtilis” in ise pH 9.0 degerinde (15 mm) gosterdigi
bildirilmektedir (Awais ve ark. 2007).

Bacillus antibiyotikleri genel olarak sporulasyonun erken basamaginda iiretilmektedirler
(Hasan ve ark. 2009). Antibiyotik iiretimi ile sporulasyon arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla yaptigimiz arastirmalarda 24, 48 ve 72. saatlerde iiremenin artig1 ve
sporulasyonun da kismen artisina paralel olarak antibiyotik iiretiminde bir artis

saptanmistir. 96. saatte antibiyotik {liretiminde diislis, sporulasyonda ise artis oldugu
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belirlenmistir. 96. saat 6liim faz1 olarak degerlendirilmis ve bu fazda sporulasyon dogal
olarak artacaktir. Yaptigimiz caligmada da antibiyotik iiretimi ile sporulasyonun erken
safhasinda antibiyotik {iretiminin fazla olmasi sporulasyon ile antibiyotik tretimi
arasinda bir iliski oldugunu géstermektedir. Bizim ¢alismamiza benzer olarak Katz ve
Demain (1977) yaptiklar1 c¢alismalarda sporulasyon gibi antibiyotik {iretimininde
logaritmik faz sonu ya da duragan fazda gerceklestigini rapor etmislerdir. Peptid
antibiyotiklerin biyolojik rolleriyle ilgili bir calismada sporulasyon sirasinda c¢ogu
durumda antibiyotiklerin, bakteriyel iireme dongiisiinlin aym1 noktasinda ve
sporlanmanin basladigi kosullar altinda dretilmekte oldugunu gostermektedir

(Majumdar ve ark. 1986, Nakano ve Zuber 1990).

Nam ve Ryu (1985), calismalarinda Bacillus circulans’ ta Butirosin {iretimi ile
sporulasyon arasinda iliski oldugunu belirlemis ve sporulasyon mutanti suslarda
antibiyotik aktivitesi olmadigin1 gdstermislerdir. Bu gozlemlerin antibiyotik tiretimi ile
sporulasyon arasindaki iliskiyi destekledigini ifade etmektedirler. Bu durum, paralel
diizenleyici metabolik yollarin varligimi agiklamaktadir. Fakat bu hipotez bazi bilim
adamlar1 tarafindan kabul gérmemistir (Modest ve ark. 1984). Moita ve ark. (2005)
yaptiklar1 calismada antifungal metabolit {retimi ile sporulasyon arasinda bir
korelasyon olmadigint ve spor iretimi i¢in optimum inkiibasyon kosullarimin,
antibiyotik iiretimini tesvik eden kosullarla ayni olmadigini rapor etmislerdir. Buna
benzer olarak Chevanet ve ark. (1986) ve Hanlon ve ark. (1981) da benzer sonuglar

elde ettiklerini bildirmislerdir.

Goriildiugi gibi literatiirlerde Bacillus tiirlerinden elde edilen antibiyotikler ile ilgili ¢ok
cesitli sonuglar bildirilmektedir ve bu da bize Bacillus tiirlerinin ¢ok ¢esitli 6zelliklerde

antibiyotiklere sahip olduklarini gostermektedir.

Bu ¢alismada; Tirkiye’ nin 25 farkli ilinden alinan toprak orneklerinden 57 adet
antibiyotik treten bakteri izole edilmistir. 57 bakterinin morfolojik ve fizyolojik

ozellikleri arastirilmis ve 52 bakteri Bacillus cinsi olarak belirlenmistir.

Bacillus tiirleri antibiyotik tiretimi i¢in taranmis ve 25 test mikroorganizmalar1 {izerinde

etkili oldugunu goriilmistiir. Shigella sonnei ile en biiyiik inhibisyon zonuna (25 mm)
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sahip Bacillus’ un bir susu secilmis ve Bacillus sp. EA62 olarak isimlendirilmistir. Bu
bakteri 6 farkli antibiyotik {iretim ortaminda tiiretilerek en iyi iiretimin saglandigi zaman

ve besiyeri belirlenmistir.

Antibiyotik {iretimi iizerine bazi parametrelerin etkisine bakilmis bu amagla,
inkiibasyon zamani, pH, glukoz ve nitrojen konsantrasyonlari denenmistir. Secilen
izolattan antibiyotik iiretimi i¢in optimum kosullar 72. saat (15 mm), pH 7.5 (23 mm),

% 3 glukoz (25 mm) ve % 0.3 yeast ekstrakt (23 mm) olarak bulunmustur.

Antibiyotik {retimi ile sporulasyon arasindaki iliski aragtirillmistir. Buna gore,

antibiyotik tiretimindeki artis ile sporulasyonun paralel oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, yapilan yiiksek lisans tezinde yeni izole edilmis bir izolatin yiliksek
oranda antibiyotik liretim kapasitesi saptanmistir. Bu calisma ila¢ endiistrisine 151k
tutacak katkilar saglayabilir. Bu konuda iilkemizde yeterli calisma olmadigindan

antibiyotik {ireten yeni izolatlarin kesfi ¢aligmalara onciiliik edebilir.
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