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tez calismasinda;

- tez i¢indeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,

- gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,

- bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

-atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

- kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu tiniversite veya bagka bir liniversitede baska bir
tez ¢alismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.
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OZET
Doktora Tezi

BACILLUS SP. SUSLARININ PATOJEN BAKTERILERE KARSI
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESI, ANTIMIKROBIYAL MADDE URETIMI
UZERINE BAZI BESINSEL VE FiZIKSEL FAKTORLERIN ETKISI, KISMI

SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Alev USTA AK

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu caligmada, yiiksek lisans tez ¢alismamizdan elde edilen 5 adet antibiyotik potent
Bacillus sp. suslar1 16S rRNA analizi ile adlandirilmistir. Bu suslardan 4 tanesi Bacillus
thuringiensis ile ve 1 tanesi Brevibacillus laterosporus ile %100 sekans benzerligi
gostermistir. Bu tiirlerin antimikrobiyal madde iiretme kapasiteleri agar kuyu difiizyon
yontemi ile saptanmuistir. Brevibacillus laterosporus EA62 olarak adlandiran bakteri en
biiylik inhibisyon zonunu (19 mm) gostermis ve ¢alismalara bu bakteri ile devam
edilmistir.

B. laterosporus EA62’ den antimikrobiyal madde iiretimi i¢in besinsel (aminoasit,
karbon, azot, metal kaynaklar1) ve bazi fiziksel faktorlerin (pH ve sicaklik) etkileri
arastirtlmis ve besi ortaminin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu yeni izolat
antimikrobiyal madde iiretiminde glutamik asit varliginda 19 mm, glukoz varliginda 19
mm, tripton varliginda 20 mm, MgSO4+CaCOs varliginda 19 mm ile en genis
inhibisyon zonlar1 gostermistir. En genis inhibisyon zonlari pH 7.0°de 19 mm ve 37
°C’da sicaklik 19 mm olarak bulunmustur. Modifiye ortamda antimikrobiyal madde
tiretimi ise kontrol ortamina gore artig gostermistir.

Kismi olarak saflagtirilan antimikrobiyal maddenin SDS-PAGE ile molekiiler agirlig
6,3 kDa olarak belirlenmistir. B. laterosporus EA62’den elde edilen yeni bilesenin MIK
degeri >256 ug/mL olarak saptanmistir. B. laterosporus EA62 tarafindan iiretilen
antimikrobiyal maddenin Rf degerleri, standart antibiyotik (streptomisin ve basitrasin)
Rf degerleri ile karsilastiriimistir.

B. laterosporus EA62 endiistriyel dlgekte antimikrobiyal ajan tiretmek igin biiyiik bir
potansiyele sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Brevibacillus, Antimikrobiyal madde, Optimizasyon,
Kismi saflastirma.

2017, xiii + 116 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

ANTIMICROBIAL ACTIVITIES AGAINST SOME PATHOGEN BACTERIA OF
BACILLUS SPECIES STRAINS, EFFECT OF THE CERTAIN NUTRITIONAL AND
PHYSICAL PARAMETERS ON THE PRODUCTION OF ANTIMICROBIAL
SUBSTANCES, PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERIZATION

Alev USTA AK

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

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 5 antibiotic potent Bacillus sp. strains were identified based on 16S rRNA
analysis. Four of these strains showed 100% sequence similarity with Bacillus
thuringiensis and 1 of them with Brevibacillus laterosporus. The antimicrobial
substance production capacities of these species were determined by agar well diffusion
method. The bacteria as named Brevibacillus laterosporus EA62 showed the greatest
inhibition zone (19 mm) and studies have been continued with this bacterium.

The effects of nutritional (amino acid, carbon, nitrogen, metal sources) and some
physical factors (pH and temperature) on the production of antimicrobial agent of B.
laterosporus EA62 were investigated, and optimization of the medium was performed.
This new isolate were showed the widest inhibition zone with 19 mm in the presence of
glutamic acid, with 19 mm in the presence of glucose, with 20 mm in the presence of
tripton, with 19 mm in the presence of MgSO4+CaCOs in antimicrobial agent
production. The largest inhibition zones were found to be 19 mm at pH 7.0 and 19 mm
at 37 °C. The production of antimicrobial substance in modified media were showed
increase compared to the control medium.

The molecular weight of the partially purified antimicrobial substance was determined
to be 6,3 kDa by SDS-PAGE. The new component from B. laterosporus EA62 the MIC
value was determined as >256 pug/mL. The Rf values of the antibiotic produced by B.
laterosporus EA62 was compared with standard antibiotic (streptomycin and bacitracin)
Rf values.

B. laterosporus EA62 may have a great potential for producing antimicrobial agents on
the industrial scale.

Key Words: Bacillus, Brevibacillus, Antimicrobial substances, Optimization, Partial
purification.

2017, xiii + 116 page.
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1.GIRIS

Antimikrobiyaller veya antibiyotikler, bazi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
ve yine mikroorganizmalar iizerinde Oldiiriicii veya gelisimini engelleyici faaliyet

gosteren bilesiklerdir.

20. yilizyilin baglarinda ¢agin en biiyiik kesiflerinden biri olan antibiyotiklerin bulunmasi
ve tretimi, tip tarihindeki en biiyiik basarilardan birini teskil etmektedir (Van Hoek ve
ark. 2011). Fakat antibiyotiklerin yaygin olarak kullanimlari, hatali ve akilci olmayan
kullanimlarin1 da beraberinde getirmistir. Gelismis iilkelerde en fazla satilan ilaglar
icinde antibiyotikler ikinci sirada iken, iilkemizde ve gelismekte olan iilkelerde birinci
siradadir. Antibiyotiklerin yaygin kullanimlar1 beraberinde direng sorununu giindeme
getirmistir. Bu durum go6zoniine alindiginda bir enfeksiyon hastaligi karsisinda akilci

antibiyotik se¢imi kaginilmaz olmaktadir (Tabak 1997).

Antibiyotik kullanimmin sikligt ve kullanimdaki artis ile direng gelisiminin
engellenmesi bir tarafa, mikroorganizmalar bu duruma direncin bir¢ok ¢esidini
gelistirerek cevap vermisler ve antimikrobiyal ila¢ kullanimi arttik¢a, bakteriyel
patojenlerin sahip olduklar1 diren¢ mekanizmalarinin seviyesi ve karmasikligi da

artmistir (Tenover 2006).

Antibiyotiklere erisimin diizenlenmemis olmasi, antibiyotiklere direngli patojenlerin ve
onlarin diren¢ genlerinin go¢ etmesinin ve yayilmasmin temel nedenidir (Takeuchi
1984). Sadece Avrupa’ da 25 bin hastanin yaygimn kullanilan antibiyotiklerin tedavi
etmedigi bakteri enfeksiyonlar1 sebebiyle 6ldiigii rapor edilmistir (Simirnova ve ark.
1996). Bu nedenle, yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve gelistirilmesi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Dogal kitliklarina ragmen, yeni antimikrobik ajanlar, potansiyel olarak bu
tiir ajanlar iireten mikroorganizmalarin tarama ve izolasyon islemlerine tabi tutulmasiyla

kesfedilebilir (Barsby ve ark. 2002, Ren ve ark. 2007)

llag firmalar1, genis spekturumlu yaklasim yerine, tek bir bakteri tiirii veya cinsi ile dar
spektrumlu antimikrobiyallerin elde edilmesi i¢in ¢aligmalar yiiritmektedirler (Mincey
2001). Ancak yapilan c¢alismalar sonucu mikroorganizmalardan elde edilen
antimikrobiyal maddelerin biiyiik bir kismi klinik deneyleri gegememekte, sadece birkag

tanesi tibbi olarak faydali bulunarak ticari olarak tiretilmektedir (Eltem ve Ucgar 1998,



Muhammad ve ark. 2009). 1980 sonrasi, antibiyotik madde arayan birgok kurum
finansal zorluklar nedeni ile ¢alismalarini sonlandirmiglardir ve bu konuda sadece
onemli arastirmalar devam etmistir (Varaldo 2002). Ancak yine de siirekli olarak yeni
antibiyotiklerin kesfedilmesi beklenmediginden gilinlimiizde halen Streptomyces,
Bacillus, Brevibacillus ve Penicillium gibi birkag cinse ait tiirlerden halen giiniimiizde
antimikrobiyal madde aranmaktadir ve yeni antibiyotiklerin bulunusu oldukca
azalmistir (Wise 1998). Bunlar arasinda yer alan Bacillus ve Brevibacillus tiirleri,
antimikrobiyal madde tiretme kapasitesi yoniinden en ¢ok incelenen organizmalar

arasina girmistir (Perez ve ark. 1993, Eltem ve Ucar 1998).

Brevibacillus cinsi, daha 6nce Bacillus brevis olarak taninan suslarin genetik olarak
1996 yilinda yeniden smiflandirilmas: ile belirlenmistir. O zamandan bu yana,
Brevibacillus' tan antibakteriyel ve antifungal 6zellikle birgok biyoaktif bilesik izole
edilmistir (Favret ve Yousten 1985, Rivers ve ark. 1991, Orlova ve ark. 1998, Huang ve
ark. 2005). Brevibacillus laterosporus susunun, Fusarium, Aspergillus ve Alternaria
gibi farkli mantar tiirlerinin gelisimini inhibe ettigi (Zhang ve ark. 2013) ve bir B.
laterosporus A60 susunun, Pseudomonas cinsinin Gram negatif bakterilerine kars1 aktif
oldugu bulunmustur (Dai ve ark. 2000). Ayrica B. laterosporus susunun bir kiiltiiriinde
Tauramamid olarak belirtilen bir lipopeptit antibiyotigi kesfedilmistir (Wu ve ark.
2013).

Bacillus cinsinin birkag tiirii polipeptid sinifindan antibiyotikler {iiretmektedir.
Antibiyotik Bacillus tiirleri arasinda, B. subtilis, B. polymyxa, B. brevis, B.
licheniformis, B. circulans, B. cereus, B. thuringiensis ve Brevibacillus laterosporus
bulunmaktadir (Tagg ve ark. 1976, Katz ve Demain 1977, Jack ve ark. 1995, Shida ve
ark. 1996, Sanders ve ark. 2003). Bir¢ogu basitrasin, polimiksin ve subtilin gibi peptid
antibiyotikler tiretmektedirler (Morikawa ve ark. 1992, Perez ve ark. 1993, Drablos ve
ark. 1999).

Bacillus cinsine ait bircok tiirlin yan1 sira diger Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin bakteriyosinler veya bakteriyosin benzeri maddeler iirettigi de gosterilmistir
(James ve ark. 1991). Nitekim, ¢ogunlukla soy serilerinin savunma mekanizmalarinin
bir parcasi olarak en az bir bakteriyosin iirettigi gosterilmistir (Riley 1998, 2003).
Bakteriyosinlerin baslangicta sadece Lactobacillus tarafindan tiretildigi tespit edilse de,



sonradan farkl tlirler ve ¢oklu suslar tarafindan iiretildigi gosterilmistir. Ayni sekilde,
Bacillus cinsine ait bir¢ok tiiriin bakteriosinler ve/veya bakteriosin benzeri maddeler

tirettigi bildirilmistir (James ve ark. 1991).

Bacillus cinsi tyelerinin, ¢ogunlukla smif II bakteriosinler i¢ine yerlestirilmis
antibiyotikler olarak simiflandirilan bakteriyosinler tirettigi bilinmektedir (Svetoch ve
ark. 2005, Le Marrec ve ark. 2000). Bacillus'dan baska, Paenibacillus cinsininde
polimiksinler gibi antimikrobiyal maddeler iirettigi bilinmektedir. Bununla birlikte,
Brevibacillus ve Geobacillus gibi diger cinslere ait tiirler antimikrobiyaller igin
arastirtlmaktadir (Hyung ve ark. 2001, Faheem ve ark. 2007, Ren ve ark. 2007,
Chawawisit ve Lertcanawanichakul 2008, Pokusaeva ve ark. 2009). Bu nedenle, bu cins
ve diger yakinlarini, antimikrobik maddeler igin arastirma, bu alandaki bilgiyi
arttirmanin yani sira, ¢esitli uygulamalar i¢in yeni bakteriyosinlerin izolasyonu da

saglayabilir.

Bacillus ve Paenibacilus cinslerine ait cesitli tiirlerin farkli bakteriosinler irettigi
gosterilse de, birkag Brevibacillus taksonu tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddeler
ayrintili bir sekilde karakterize edilmemistir. Dahasi, B. brevis (Hyung ve ark. 2001,
Faheem ve ark. 2007) ve B. laterosporus’un (Ren ve ark. 2007) genis pH ve sicaklik
kararliligina sahip bakteriyosin benzeri inhibitdr maddeler iirettigi gosterilmistir

(Chawawisit ve Lertcanawanichakul 2008).

B. laterosporus susunun bir kiiltiiriinde Tauramamid olarak belirtilen bir lipopeptit
antibiyotigi kesfedilmistir. Bir lipopeptid genellikle bir peptit zincirine baglanmis
spesifik bir lipofilik kisimdan olusur. Bu kategori, potansiyel olarak antibakteriyel,
antifungal ve antiviral ajanlar olarak yararl antimikrobiyal maddeleri igerir. Makovitzki
tarafindan sentezlenen bir dizi lipopeptid, hedef patojenlerle etkilesime girmis ve hiicre

membraninin sizmasina ve pargalanmasina yol agmistir (Makovitzki ve ark. 2014).

Kimyasal insektisit ve pestisitlerin ¢evre kirliligi yaratmasindan ve dogal bakteriyel
antagonist ajanlarla biyolojik kontrol saglamanin éneminden dolay1 Bacillus bakterileri
ciddi potansiyele sahiptir ve bitki hastaliklarin1 baskilayan birgok antibiyotik
tretmektedirler (Hiraoka ve ark. 1992, Stabb ve ark. 1994, Milner ve ark. 1996). Ayrica

birgok mantar ve mayanin neden oldugu hastaliklarla ve mantarlarin neden oldugu bazi



bitki hastaliklar ile miicadelede Bacillus’lar tarafindan iretilen antibiyotikler
kullanilmaktadir. Bacillus’ larin diger bir 6zelligi de gesitli bocek tiirlerine karsi etkin
bakteriyel kontrol ajan1 olmalaridir. Bacillus thuringiensis, Bacillus larvae ve Bacillus
popillae, Lepidoptera larvalarina patojenik etki gostermektedirler (Rosovitz ve ark.
1998).

Uluslararasi ilag endiistrisinin aragtirma-gelistirme ¢aligmalar1 her y1l arttig1 halde, yeni
kesfedilen ve patenti alinan ila¢ sayisinda ciddi bir diislis oldugu bildirilmektedir
(Pollack 2002). Bu nedenle, Bacillus tiiriiniin sahip oldugu biyokontrol aktivitesi,
direngli suslara karsi etkili yeni dogal antimikrobiyal ajanlarin ortaya ¢ikarilmasi

acisindan ilag¢ endiistrisi i¢in Onem tasimaktadir.

Genel olarak mikroorganizmalardan yiiksek oranda verim elde etmek icin ya
mikroorganizma dogrudan izole edilmekte ya da tiretim ortaminin degistirilmesi yoluna
gidilmektedir. Ozellikle besin ortaminda bulunan karbon ve nitrojen kaynaklari,
inorganik tuzlar ve diger biliyiime faktdrleri, bakterilerin antimikrobiyal madde tiretme

kapasiteleri iizerinde 6nemli etkiye sahiptir.

Bu tez ¢alismasinda, daha once Yiiksek Lisans tez calismamizda dogal kaynaklarimiz
olan topraklardan izole edilmis olan ve antimikrobiyal madde iiretme potansiyeline
sahip 5 adet Bacillus sp. segilerek 16S rRNA analizi ile tiir seviyesinde tanimlanmasi,
bu Bacillus tiirlerinin siv1 iireme ortaminda tiretilmesi, farkli patojen bakteriler iizerine
etkisi incelenerek antimikrobiyal madde {iiretim kapasitesinin belirlenmesi, iiretim
ortaminda farkli besinsel ve fiziksel faktorlerin antimikrobiyal madde iiretimi tizerine
etkilerinin arastirilmasi, antimikrobiyal maddenin kismi saflastirilarak Molekiiler
Agirhgmin SDS-PAGE ile saptanmasi, MIK ve tanimlama (TLC-Biyootografi) gibi

Ozelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Antibiyotiklerin Tarihgesi

1889 yilinda Lous Pasteur’ un 6grencisi Paul Vuillemin tarafindan Yunanca anti (kars1),
biyos (yasam) kelimelerinin birlestirilmesiyle tiiretilen antibiyotik kelimesi, yasama

kars1 anlamina gelmektedir (Awais ve ark. 2007).

Eski Misirlilar, Cinliler ve Orta Amerika yerlileri enfekte yaralarin tedavisinde kiifleri
kullanmiglardir, fakat kiiflerin antibakteriyel oOzelliklerini ve hastaliklarin tedavisi
arasindaki iliskiyi o zamanlar anlayamamislardir. 2500 y1l 6nce Cinlilerin, kiiflii soya
fasiilyesinden yapilan ilaglar1 tedavi amaciyla kullandiklarini, Yunanhlarin ise yara

enfeksiyonlarina karsi sarap ve tuzlari kullandiklarini gostermektedir (Yildirim 2004).

1877 yilinda Pasteur ve Joubert mikroorganizmalardan tedavi amaciyla
yararlanilabilecegini diistinmiisler ve 1880’lerde zararsiz bakterileri, hastalik yapan
bakterilere kars1 kullanmak i¢in aragtirmalar yapmislardir. Buna gore “Replacement”
ad1 verilen tedavi yontemi gelistirilmistir. Bu yontemin temelini, bir hastalik etkeninin
tiremesini 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).

1881 yilinda John Tiyndall, bulanik olan kiiltiir ortaminin yiizeyinde iireyen kiifler

tarafindan berraklastirildigini gézlemlemistir.

1899 yilinda Rudolf Emmerich ve Oscar Low, Pseudomonas aeruginosa’ dan elde
ettikleri ve piyosinaz olarak adlandirdiklari ilk etkili ilact yapan arastirmacilardir. 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 acidophilusun, streptokok tasiyicihigina karst ise
Staphylococcus aureus’ un sik olarak kullanildig: bildirilmektedir (Versalovic ve Vilson
2008).



1928 yilinda Alexander Fleming Staphylococcus aureus kolonilerinin, bir rastlanti
sonucu kiiltiir ortamina bulagsan Penicillium notatum nedeniyle tireyemediklerini
gormiistiir. Bu mantarin kiiltiir filtratlari, deneysel enfeksiyonlarda bir¢cok bakteriye
kars1 giiglii bi¢imde etkin bulunmus ve Fleming, tireyen kiif mantarlarinin Penicillium
tirtinden olusundan esinlenerek etkili maddeye penisilin adin1 vermistir (Derderian
2007).

1932 yilinda Klarer ve Mietzsch adli arastirmacilar, birgok azo boyasmin patentini
almig, iglerinde prontosilin de bulundugu bu maddelerin in vitro deneylerde
antibakteriyel ozellik gosterdiklerini bildirmislerdir
(http://en.wikipedia.org/wiki/Prontosil, 2017).

1935 yilinda Alman kimyager Gerhard Domagh, prontosili in vivo kosullarda
streptokoklara karsi denemistir. Cok etkili oldugunu saptayarak, enfeksiyon
hastaliklarmin tedavisini siilfonomidlerle baglatmis ve prontosil {izerinde yaptig

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

1940 yilinda Florey, Chain ve Abraham penisilin konusunda tekrar caligsmalara
baslamis, bu antibiyotigin farelerde olusturulan streptokok enfeksiyonlardaki yiliksek
etkinligini deneysel olarak kanitlamis ve sonuglarii 1940°da yayinlamiglardir (Manson
ve Pollocmk 1953). Penisilinin insanlar tizerindeki ilk basarisi 1941 yilinda
gerceklesmistir (Balkar 2007).

1943 yilinda Waksman ve arkadaslari, Streptomyces griseus kiiltiirlerinden streptomisin
adinm1 verdikleri bir madde elde etmislerdir. Streptomisin, yan etkileri fazla olmasina

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

1944 yilinda tedavi alanina giren streptomisin, birgok Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizma yaninda Mycobacterium’lara karsi da ¢ok etkili olmustur. Sonralari
diren¢ gelismelerine yol agmistir ve daha dar alanlarda daha bilingli olarak kullanilmaya

baslanmustir.

1947 yilinda Amerika’da Bacillus polymyxa kiiltiirlerinden, polimiksin adi verilen

antibiyotik bulunmus ve Ingiltere’de aerosporin adiyla yaymlanan bu antibiyotigin



(Ainsworth ve ark. 1947) daha ¢ok Gram negatif mikroorganizmalara etkili oldugu
belirtilmistir (Stansly ve ark. 1947).

1950 ve 1960’ 11 yillarda ¢ok sayida antibakteriyal ve antifungal kesfedilmis, bu dénem

~9

antibiyotik kesifleri i¢in “Altin Cag” olarak adlandirilmistir (Oskay ve Tamer 2009).
1950 yilinda Japonya’da Bacillus colistinus kiiltiirlerinden elde edilen ve Gram negatif
bakterilere karsi etkili Kolistin adi verilen yeni bir madde elde edildigi bildirilmistir
(Kumazawa ve Yagisawa 2002).

1952 yilinda McGuire ve arkadaslari, Streptomyces erythreus kiiltiirlerinden eritromisin
ad1 verilen yeni bir antibiyotik elde etmislerdir. Bu antibiyotik Actinomyces,
Mycobacterium, Treponema, Mycoplasma, Chlamydia ve Rickettsia’lara karsi yiiksek
diizeyde aktivite gostermekteydi. FEritromisin ve tlirevleri genis spektrumlu
antibiyotikler olmakla birlikte genel olarak penisilinlerin ilk alternatifleri olarak
kullanilmaktadirlar (McGuire ve ark. 1952).

1955 yilinda Amerika Birlesik Devletler’inde Lloyd Conover tarafindan en ¢ok regete
edilen genis spektrumlu antibiyotik olan tetrasiklinin patenti alinmigtir
(http://www.invent.org/hall_of fame/32.html, 2017).

1957 yilinda Umezawa ve arkadaslar1 Streptomyces kanamyceticus kiiltiirlerinden
kanamisin adin1 verdikleri antibiyotigi elde etmislerdir (Umezawa 1958). Bu
aminoglikozidin Pseudomonas ve Bacteroides gruplari disinda kalan diger Gram negatif
bakterilere kars1 ¢ok etkili, Staphylococcus aureus disindaki Gram pozitif bakterilere
kars1 etkisiz, Mycobacterium tuberculosis’e karsi etkili oldugu ifade edilmektedir

(Kumazawa ve Yagisawa 2002).

1963 yilinda Weinstein ve arkadaslart Micromonospora purpurea kiiltiirlerinden,
aminoglikozid grubuna ait yeni bir antibiyotik olan gentamisini izole etmislerdir
(Weinstein  ve ark. 1963). Gentamisin uzun yillardir Gram negatif bakteri

enfeksiyonlarina kars1 kullanilmaktadir.

1970°li yillarda Ispanya’da izole edilen Streptomyces cattlea kiiltiirlerinden yeni bir -

laktam antibiyotigi elde edilmistir. Tienamisin adi verilen bu madde karbapenemlerin


http://www.invent.org/hall_of_fame/32.html

ilk 6rnegini olusturmaktadir (Balkar 2007). Ayn1 yil Preston ve Wick, Streptomyces
tenebrarius kiiltiirlerinden nebramisin diger adiyla tobramisin ad1 verilen aminoglikozid

grubuna ait yeni bir antibiyotik izole etmislerdir (Preston ve Wick 1971).

1972 yilinda Kawaguchi ve arkadaslar1 aminoglikozid grubundan ilk sentetik tiriin olan

amikasini tip diinyasina tanitmiglardir (Kwaguchi ve Nakagawa 1978).

1981 yilinda Smith Kline Beecham’in, yar1 sentetik antibiyotik olan amoksisillinin
patentinin alindig1 ve ilk olarak 1998 yilinda amoksisilin, amoksil ve trimoks ticari adi
altinda bildirilmektedir

(http://en.wikipedia.org/wiki/GlaxoSmithKline#History, 2017).

satiga sunuldugu

Gortldigli gibi insanlik mikroorganizmalarla savas halindedir. Yiizyillar boyunca
mikroorganizmalarin dedigi olmus; mikrobiyolojide ulasilan noktalar, as1 ve serumlar
bu savasta dengeyi saglamis; kemoterapdtik ve antibiyotiklerin kesfiyle iistiinliik
insanlara ge¢mistir. Ancak dogada bir canlinin digerini tiimiiyle yok edemedigi de

ortadadir (Aktuglu 1997).

1990’ It yillardan giiniimiize yeni antibiyotikler kesfedilmis ve bunlar bir tablo haline
getirilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. 1930 ve 2010 yillan

arasinda kullanilan antibiyotik

(www.rff.org/RFF/Documents/ETC-06.pdf, 2017)

siiflari



2.2. Mikrobiyal Metabolitler

Canli mikroorganizmalardaki metabolizma sonucu ortaya ¢ikan {irtinler mikrobiyal
metabolitler olarak adlandirilmaktadir. Bu metabolitler primer (birincil) ve sekonder

(ikincil) olmak iizere iki grup olarak incelenmektedir.

2.2.1. Primer Metabolitler

Mikroorganizmanin gelismesi i¢in gerekli olan ve logaritmik faz (gelisme fazi) boyunca
ortaya ¢ikan bu dirlinler, trofofaz denilen fazda iiretilmekte (Sekil 2.2) ve bu fazin
driinleri ~ primer  metabolitler  (Cizelge 2.1) olarak  adlandirilmaktadir

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

Cizelge 2.1. Primer (Birincil) metabolitlere 6rnekler

PRIMER METABOLITLER
Sitrik asit
Etanol
Amino asitler
Aseton

Vitaminler

2.2.2. Sekonder Metabolitler

Ortamda bulunan bir veya daha fazla esas besin maddesinin tiiketilmesi ile biiylime
durdugunda, mikroorganizma idiofaz denen iiretim periyoduna (bkz. Sekil 2.2)
girmektedir. Bu fazda dretilen friinler de sekonder metabolitler olarak
adlandirilmaktadir (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. Sekonder (ikincil) metabolitlere drnekler

Antibiyotikler

Toksinler

Enzim inhibitorleri

Sekonder metabolitler primer metabolitlerden farkli olarak; daha az organizma
tarafindan  sentezlenir, ireme/gelisme i¢in  gerekli  degildirler, sentezleri

indiiklenebilmektedir ve ¢ok miktarlarda tiretilmeleri miimkiindiir.

Sekil 2.2. Mikroorganizmalardaki tireme egrisi (Waites 2006).
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2.3. Antibiyotik Uretim Mekanizmalar1

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 bazilari
ribozomal sentez mekanizmasi denilen ve bilinen normal protein sentezi ile
iretilmektedir (Sekil 2.3).

Ribozom, protein sentezinin yapildigit mRNA ile tRNA’lar arasindaki baglantinin
kuruldugu, biiyiik ve kiiciikk alt birim olmak iizere iki kisimdan meydana gelen bir
organeldir. Protein sentezi sirasinda biiyiik ve kiigiik alt birim birlesmektedir. Her bir
ribozomda baglanma bdlgeleri bulunmaktadir. Polipeptide eklenmek igin bekleyen
aminoagil-tRNA, A yiizeyinde beklerken, sentezlenen polipeptid P yiizeyinde
durmaktadir. Yikiinii bosaltan tRNA ise ribozomdan c¢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 mekanizmasi
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2017)

Ribozomlarda protein sentezi; aktivasyon asamasi (Sekil 2.4), baslama asamas1 (Sekil

2.5), uzama asamasi (Sekil 2.6), sonlanma ve ribozomlardan birakilma asamalarindan

(Sekil 2.7) olusmaktadir.
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Sekil 2.4. Ribozomal sentezde aminoasitin aktivasyon asamasi

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2017)

Baslatic
tRNA

Sekil 2.5. Ribozomal sentezde baslama asamasi
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2017)
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Sekil 2.6. Ribozomal sentezde uzama asamasi

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2017)

Sekil 2.7. Ribozomal sentez sonlanma ve ribozomlardan birakilma asamasi

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi, 2017)

Bu asamalar sonucu olusan polipeptid 6zgiil ii¢ boyutlu yapisini alacak sekilde katlanir
ve ¢esitli enzim ve kofaktdrlerin rol aldig1 sentez sonras1 modifikasyonlar yardimiyla
olgun protein molekiilii olusmaktadir (Nelson 2000). Ribozomal yolla sentezlenen

antibiyotiklere 6rnekler Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Ribozomal yolla sentezlenen antibiyotiklerden bazilart (Stein 2005)

ANTIBIYOTIK MIKROORGANIZMA
Subtilin Bacillus subtilis

Ericin Bacillus subtilis
Sublancin Bacillus subtilis
Subtilosin Bacillus subtilis
Mersacidin Bacillus amyloliquefaciens

2.3.2. Nonribozomal Sentez Mekanizmasi

Nonribozomal sentez mekanizmasi 1971 yilinda, Fritz Lipmann tarafindan One
stiriilmiis ve “thiotemplat mekanizmasi” olarak adlandirilmistir (Lipmann 1971). Buna
gbre, nonribozomal sentez mekanizmasinda, peptidler yiiksek molekiil agirlikli
multienzimler olan  nonribozomal peptid sentetazlar (NRPS) araciligiyla

sentezlenmektedirler.

Nonribozomal Peptit Sentetazlar; Adenilasyon (A), Tiyolasyon (T) ya da peptidil
tasiyic1 protein (PCP) ve Kondensasyon (C) domainlerinden olusmus biiyiilk multi-
fonsiyonel enzimlerdir. Bunlarin diginda Nonribozomal Peptit Sentetazlar, yeni
sentezlenen peptidin salinmasinda gorev yapmakta olan Tiyoesteraz (TE) ve L-’yi D-

amino asite ¢evirme gorevini lislenen Epimeraz (E) domaini de igerebilmektedirler.

Domainler bir araya gelerek modiil olarak adlandirilan alt birimleri olusturmaktadir
(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 saysi, genellikle olusan peptiddeki aminoasitlerin sayisina esittir.
Modiillerin sirast sentezlenen peptiddeki yapi taslarinin diziligini belirler. Peptid
sentetazlart kodlayan genler 20 kb ve iistii biyiiklikte gen kiimeleri halinde

diizenlenmektedirler ve tek bir modiilii kodlayan gen 3 kb civarindadir.
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MODUL

Sekil 2.8. Nonribozomal peptid sentetazlardaki modiiller

(http://linux1.nii.res.in/~zeeshan/nrps.html, 2017)

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

gesitli sira dis1 ve modifiye aminoasitler de bulunabilmektedir.

Nonribozomal peptid sentezi; aminoasitlerin aktivasyonu, baglama, uzama ve sonlanma

olmak iizere dort asamada ger¢eklesmektedir.

1-Aminoasitin Aktivasyonu: Adenilasyon bolgesi, aminoasitin tanindigi 6zgiil bir diziye
sahiptir. Aminoasit bu 6zgiil dizi tarafindan tanindig1 zaman, ATP’deki adenil gruplar
kullanilarak adenilasyon reaksiyonu gergeklesmekte ve bdylece aminoagiladenilat

olusarak, aminoasit aktive olmaktadir (Sekil 2.9).
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o 5
ATP amino acid aminoacyl adenylate
Sekil 2.9. Aminoasitin aktivasyon asamasi (http://edoc.hu-

berlin.de/dissertationen/koumoutsi-alexandra-2006-12-04/HTML/chapterl.html, 2017)

2- Baglama ve uzama: Bu asamada adenilasyon bolgesindeki aminoasit, Tiyolasyon
(T)/peptidil tasiyic1 protein (PCP) bolgesine baglanir. 4’-fosfopantotein grubu bu
bolgedeki bir serinin hidroksiline kovalan olarak baglanmakta ve ileri geri hareket
ederek, aminoasitleri adenilasyon bdlgesinden kondensasyon bolgesine tagimaktadir.
Adenilasyon yoluyla aktive olmus olan aminoasitler, tiyoester olusturmak {izere peptidil
tastyici protein bogesindeki fosfopantotein grubunun ucundaki siilfhidril (-SH) grubuna

kovalan olarak baglanirlar ve aminoasitlerin {izerindeki 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 gergeklesmektedir.

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

(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Baslama ve uzama asamasl (http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/koumoutsi-alexandra-2006-12-04/HTML/chapterl.html, 2017)

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

gerceklesebilmektedir.

c module 1,_Module2

i

H N

- '
P _1_',-\;:\., i

Ry @ R, O
ppan -, onor substrate  acceptor substrate i

Sekil 2.11. Sonlanma asamasi (http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/koumoutsi-

alexandra-2006-12-04/HTML/chapterl.html, 2017)
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Sekil 2.12. Nonribozomal sentez mekanizmasi (Biiber ve Agan 2004)

Nonribozomal yolla (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 verilmistir.

Cizelge 2.4. Nonribozomal yolla sentezlenen bazi antibiyotikler (Biiber ve A¢an 2004)

ANTIBIYOTIK ORGANIZMA
Aktinomisin Streptomyces clavuligerus
Basitrasin Bacillus licheniformis
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
Mycobacillin Bacillus subtilis

Tirosidin Bacillus brevis
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2.4. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler birgok kritere gore siniflandirilmaktadir fakat giiniimiizde en yaygin
bilimsel smiflandirma etki giligleri ve etki mekanizmalarma gore yapilan

smiflandirmadir.

2.4.1. Antibiyotiklerin Etki Giiglerine Gore Siniflandirilmasi

Antibiyotikler mikroorganizmalar {izerindeki etki derecelerine gore iki farkli gruba
ayrilmaktadirlar. Bunlardan birincisi mikroorganizmalarin tiremelerini durduran statik
(durdurucu) etkili olanlardir (bakteriyostatik/fungustatik vb.).  Tetrasiklinler,
stlfonamidler ve makrolidler bu smifta bulunmaktadir. Bunlarin ikinci grubu ise
mikroorganizmalar1  Oldiirerek yok eden sidal (6ldirict) etkili  olanlardir
(bakteriyosidal/fungusidal vb.). Penisilin, sefalosporin gibi beta-laktamlar, vankomisin

ve rifamisinler bu grupta yer almaktadir.

2.4.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarma Gore Simiflandirilmasi

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore 5 farkl sekilde siniflandirilmaktadir.

1. Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eden ve otolitik enzimleri aktive eden
antibiyotikler; penisilinler, basitrasinler, sefalosporinler ve vankomisinler bu grup

igerisinde bulunmaktadir.

2. Hiicre zan islevini bozan antibiyotikler: Hiicre zarinin gegirgenligini arttirip
sitoplazma igindeki aminoasit, niikleotitler gibi bilesiklerin disar1 ¢ikmasina ve
dolayisiyla mikroorganizmanin 6liimiine sebep olurlar. Polimiksinler, amfoterisin B ve

gramisidin bu grupta bulunmaktadir.

3. Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler: Aminoglikozidler ve tetrasiklinler
ribozomlarin protein sentezi sirasinda kullandiklar1 30S bdlgelerine tutunarak;
eritromisin, klindamisin ve kloramfenikoliin ribozomlarin protein sentezi sirasinda

kullandiklar1 50S bolgelerine tutunarak protein sentezini durdurmaktadirlar.

4. Bakterilerin Niikleik asid sentezini bozan antibiyotikler: Bu grupta yer alan

Rifamisinler, DNA’ya bagimli RNA polimeraz enziminin B alt birimine baglanarak
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MRNA sentezini engellemektedirler. Kinolonlar, metronidazoller ve nitrofurantoinler

de bu grupta yer almaktadirlar.

5. Bakteriyel antimetabolitler denilen ve intermedier metabolizmayr bozan
antibiyotikler: Bunlar yapica substratlara benzerler ve enzimlerin iizerindeki etkin yerler
icin onlarla yarisarak bakterilerin metabolizmasi i¢in gerekli bazi maddelerin yapisini
bozarlar. Siilfonamidler, siilfonlar, izoniazid, trimetoprim ve ethambutoller bu grupta

yer alirlar.

2.5. Antibiyotik Ureten Mikroorganizmalar

Antibiyotikler Bacillaceae, Paenibacillaceae, Actinomycetales ve Mycophyta
grubundaki canlilar tarafindan iretilmektedir. 1990' larda mikroorganizmalardan yilda
200-300, 1997'de ise yaklasik 500 yeni biyoaktif {iriin elde edildigi bildirilmektedir
(Demain 1999). Buna ragmen, 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
tirleri, antibiyotik {iretme kapasitesi yoniinden en ¢ok incelenen organizmalar
arasindadir (Perez ve ark. 1993, Eltem ve Ucar 1998). Bacillus bakterilerinin
olusturdugu polipeptit antibiyotikler, calismalar sonucunda 6nem kazanmaktadir.
Antibiyotik tireten Bacillus tiirleri, B. subtilis, B. polymyxa, B. brevis, B. licheniformis,
B. circulans, B. cereus, B. Thuringiensis ve Brevibacillus laterosporus’ tur (Tagg ve
ark. 1976, Katz ve Demain 1977, Jack ve ark. 1995, Shida ve ark. 1996, Sanders ve ark.
2003). Daha once Bacillus laterosporus olarak siniflandirilan  Brevibacillus
laterosporus, parasporal kapsiil tiretme kabiliyeti ile karakterize edilen aerobik bir spor
olusturucu bakteridir. Tirlerin, belirli omurgasiz organizmalar i¢in toksik olan suslar
icerdigi bilinmektedir (Favret ve Yousten 1985, Rivers ve ark. 1991, Orlova ve ark.
1998, Huang ve ark. 2005). Buna ek olarak B. laterosporus‘un bazi suslari, spergualin
(Nemoto ve ark. 1987, Umezawa ve Takeuchi 1987) ve bacithrocins A, B ve C' i

tiretmektedirler (Kamiyama ve ark. 1994).

B. laterosporus susunun bir kiiltiiriinde tauramamid olarak belirtilen bir lipopeptit

antibiyotigi kesfedilmistir. Bir lipopeptid genellikle bir peptit zincirine baglanmis
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spesifik bir lipofilik kistmdan olusur. Bu kategori, potansiyel olarak antibakteriyel,
antifungal ve antiviral ajanlar olarak yararli antimikrobiyal maddeleri igerir. Makovitzki
tarafindan sentezlenen bir dizi lipopeptid, hedef patojenlerle etkilesime girmis ve hiicre
membraninin sizmasina ve pargalanmasina yol agmustir (Makovitzki ve ark. 2014).
Mevcut calismalar, insan kaynakli patojenik mikroorganizmalarinin yani sira tercihen
de ilaca direngli suslara karsi etkili yeni dogal antimikrobiyal ajanlarin ortaya

cikarilmasi i¢in baslatilmistir (Yang ve ark. 2014).

2.5.1. Bacillus Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillaceae ailesi icerisinde Bacillus ve Clostridium olmak iizere iki ana alt grup
bulunmaktadir (Garrity 2004). Carl Woese tarafindan 16 ve 18S rRNA dizilerinin
karsilastirilmasiyla olusturulmus siniflandirmaya gore Bacillus cinsi mikroorganizmalar
Eubakteri domanini igerisine dahil edilmistir (Woese ve Wolfe 1985, Woese 1999).

Baslangigta Bacillus tiirleri arasinda yer alan bazi bakteriler, DNA yapilarindaki G+C
oranlarmma goére ayr1 cinsler olarak tanimlanmistir. Bunlar; Alicylobacillus,
Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Virgibacillus ve Halobacillus cinsleridir.
Bacillus grubu igerisinde en iyi bilinen tiirler B. subtilis, B. anthracis, B.
amyloliquefaciens, B. cereus, B. megaterium B. licheniformis, B. pumilus, B. sphaericus

ve B. thuringiensis’ tir (Logan ve Turnbull 1999).

Bacillus tiirleri tabiatta ciiriiyen organik materyallerde, toz, toprak, yesil sebzelerde,
suda ve bazi tiirlerde de normal viicut florasinda bulunmaktadir. Baz tiirler, insanlarda,
hayvanlarda, diger memelilerde ve boceklerde zorunlu patojen veya firsat¢1 enfeksiyon
etkenidirler (Berkeley ve Logan 1997, Logan ve Turnbull 1999). Bacillus’lar arasinda
B. anthracis ve B. cereus insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturmalart agisindan en
onemli tlrlerdir. Bunlarin disinda kalan Bacillus tiirleri insanlarda ve hayvanlarda

nadiren enfeksiyon etkenidirler (Banwart 1983).

Bacillus hiicreleri ¢ubuk seklinde ve diiz, 0,5-2,5 um eninde 1,2-10 um boyundadirlar,
uclart yuvarlak ya da kare seklinde, Gram pozitif bakterilerdir. Bacillus’lar peritrikdz
kamgiya sahip ve hareketlidirler. Hepsi endospor olusturmaktadirlar. Endosporlar oval,

yuvarlak veya silindirik sekilde olabilirler. Bu cinste yer alan bakteriler aerobik ve
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fakiiltatif anaerobik kosullarda {iireyebilmektedirler. Yiiksek fizyolojik yetenekleri
nedeniyle sicaklik, pH ve tuzluluga karsi toleranshidirlar. Gelisebildikleri minimum
sicaklik derecesi 25°C ila 75°C arasindayken, minimum pH degeri ise 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 sahiptiler. Kolayca kiiltiire alinabilirler

ve yapilarinda heterojenlik bulunmamaktadir (Holt ve ark. 1994).

Antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik 6zellikleri ile endiistriyel 6neme
sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle, bakteriler arasinda dikkat c¢eken

mikroorganizma grubudur (Rosovitz ve ark. 1998, Wipat ve Harwood 1999).

Bacillus’lar ¢ok ¢esitli metabolik 6zelliklerinin yan1 sira genis fizyolojik yetenekleri ile
endiistriyel uygulamalarda kullanilma potansiyelleri yiiksektir. Ayrica spor olusturma
yetenekleri ve metabolik faaliyetlerinin gesitliliginin, genis bir ¢evreye yayilmalarinda

onemli avantajlar sagladig1 da belirtilmektedir (Sneath 1986, Rosovitz ve ark. 1998).

2.5.2. Brevibacillus Hakkinda Genel Bilgiler

Paenibacillaceae ailesi, 16S rRNA gen dizilerinin analizine dayanarak olusturulmus
olup tiir agisindan zengin olan bu aile, Paenibacillus, Ammoniphilus, Aneurinibacillus,
Brevibacillus, Cohnella, Oxalophagus ve Thermobacillus, Fontibacillus ve
Saccharibacillus cinslerini kapsamaktadir (Sekil 2.13). Bu ailenin oval-elipsoit sporlari
bulunmaktadir. Bir¢ok tiiri Gram pozitif olmakla birlikte bazilart Gram negatiftir.
Taksonomik Oneme sahip diger ozellikleri ise hareketlilik, oksijenle olan iligki ile
katalaz olusumudur. Ailenin tiyeleri siklikla gesitli toprak habitatlari, kompost ve ¢esitli
bitki materyalleri ile ayn1 zamanda tath su, kan ve diskilardan da izole edilmektedir

(Mayilraj ve Stackebrandt 2014).
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Paenibacillaceae Ailesi

Oxalophagus
Thermobacillus
Aneurinibacillus -

“ Paenibacillus

Saccharibacillus

o
A

Fontibacillus "f
Cohnella

Sekil 2.13. Paenibacillaceae familyasini olusturan sekiz cinse ait 195 tiiriin tip

soylarindan 16S rRNA gen dizilerinin filogrami (Zeigler, 2013)

Paenibacillaceae ailesi igerisinde ¢ok bilinen Brevibacillus cinsi, daha 6nce Bacillus
brevis olarak tanimlanmaktaydi. 1996 yilinda Shida ve arkadaslar1 tarafindan Bacillus
cinsindeki Bacillus brevis, laterosporus, thermoruber, agri, centrosporus, choshinensis,
borstelensis, formosus ve reuszeri bakterilerini yeniden simiflandirarak, bu tiirleri
Paenibacillaceae ailesindeki yeni bir cins olan Brevibacillus cinsine dahil etmistir
(Claus ve Berkeley 1986, Migula 1900, Shida ve 1996).

Bu tiirlerin gegerli isimlerini bu cins igerisinde: Brevibacillus invocatus, limnophilus,
levickii, ginsengisoli, panacihumi, fluminis, aydinogluensis ve nitrificans olarak
belirtmistir (Allan ve ark. 2005, Kim ve ark. 2009, Inan ve ark. 2012). Bu cinsin iiyeleri
¢ubuk bi¢imli, Gram pozitif veya Gram degisken, peritrik kamgisiyla hareketli ve
zorunlu aerobiktirler. Cinsin tyelerinin G+C igerigi %42,8 ile 57,4 arasinda

degismektedir.
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Brevibacillus cinsinin énemli {iyelerinden Brevibacillus laterosporus (Shida ve ark.
1996), daha once Bacillus laterosporus olarak smiflandirilmis olup Gram pozitif ve
aerobik o6zellik gostermektedir. Spor olusturan bir bakteridir ve tipik bir kano sekilli
parasporal govde ile karakterize edilmektedir. Sporangiumun lizisinden sonra spor,
parasporal kristalin (gesitli sekil ve boyutlarda kristal miirekkepleri), hiicre dis1 proteaz
(Huang ve ark. 2005) ve lipopeptid antibiyotikler (Desjardine 2007) gibi farkli viriilans
faktorleri tiretmektedir. Ayrica, laterosporulin (Singh 2012), loloatin A gibi bir peptit
antibiyotigi de igeren genis antibiyotik spektrumu ile kisa sekans peptidlerinin
(bakteriyosin) salinimi1 ve spergualin (Nemoto ve ark. 1987, Umezawa ve Takeuchi
1987), bakotropinler A, B ve C15 gibi tibben 6nemli maddeler {iretmektedirler

(Chawawisit ve Lertcanawanichakul 2014).

Brevibacillus laterosporus, Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarina karsi
¢ok genis bir biyolojik aktivite yelpazesi sergileyen bir biyolojik kontrol potansiyeline
sahiptir (Olivera ve ark. 2004). Ayrica Brevibacillus laterosporus’un, belirli omurgasiz
organizmalar igin toksik olan suslari i¢erdigi bilinmektedir (Favret ve Yousten 1985,
Rivers ve ark. 1991, Orlova ve ark. 1998, Huang ve ark. 2005).

Brevibacillus'tan antibakteriyel ve antifungal dahil biyolojik olarak etkin birgok
biyoaktif bilesikler izole edilmistir. Brevibacillus laterosporus susunun, Fusarium,
Aspergillus ve Alternaria da dahil olmak {izere bir dizi mantar gelisimini inhibe ettigi ve
bir B. laterosporus A60 susunun, Pseudomonas cinsinin Gram negatif bakterilerine
kars1 aktif oldugu bulunmustur (Dai ve ark. 2000).

Bacillus ve Paenibacilus cinslerine ait gesitli tiirlerin farkli bakteriosinler irettigi
gosterilse de, birkag Brevibacillus tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddeler ayrintili
bir sekilde karakterize edilmemistir. Dahasi, Bacillus brevis (Hyung ve ark. 2001,
Faheem ve ark. 2007) ve B. laterosporus (Ren ve ark. 2007), genis pH ve sicaklik
kararliligina sahip bakteriyosin benzeri inhibitor maddeler iirettigi gosterilmistir. Bu sus
ayrica toksik bir bilesik olan arsenatin, arsenite rediiksiyonunu katalizleyerek arsenat
rediiktaz aktivitesi de gostermektedir. Yine, bakterinin sahip oldugu sistatiyonin beta-
liyaz proteini, 6nemli aliminyum direnci saglamaktadir ve bu bilgi bu susun asidik
topraklar gibi metalle kontamine olmus arazilerde tarimsal {iriin yetistirilmesinde

hayatsal bir 6neme sahip olabilecegini Onermektedir. Burada belirtilen degerli
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tirlinlerinin yanisira Brevibacillus cinsi amilaz, ksilanaz, laktaz gibi bir¢cok degerli

endiistriyel enziminde kaynagidir (Bozoglu 2014).

2.6. Bacillus ve Brevibacillus’ lar Tarafindan Uretilen Baz1 Antibiyotikler

Bacillus ve Brevibacillus cinsleri biyolojik aktiviteleri ile ¢ok sayida peptid
antimikrobiyal madde tiretmektedirler. Daha 6nce yapilan ¢alismalar bu cinslerin birgok
iyesinin biyokontrol ajan olarak kullanildigini gostermistir (Oliveira ve ark. 2004).
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 ve Brevibacillus’ lar

tarafindan tretilen antibiyotiklerden bazilar1 Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5. Bacillus ve Brevibacillus’ lar tarafindan tiretilen baz1 antibiyotikler

BAKTERILER ANTIBIYOTIKLER

Bacillus cereus Cerein, zwittermisin

Bacillus thuringiensis Tochisin

Bacilus subtilis Subtilin, mikobasilin, basilasin, iturin, siirfaktin
Bacillus megaterium Megasin

Bacillus licheniformis Basitrasin

Bacillus polymyxa Polimiksin

Bacillus coagulans Coagulin

Bacillus brevis Gramisidin, tirosidin

Brevibacillus laterosporus Laterosporamin, latersoporin, loloatin A, tauramamid

2.6.1. Basitrasin

Basitrasin (Sekil 2.14), Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen 12 aminoasitten olusan
(Ishihara ve Shimura 1988) siklik polipeptidlerin bir karigimidir (Laland ve Zimmer
1984, Hughes ve Poole 1989, Azevedo ve ark. 1993). BA1, BA2 ve BA3 olmak iizere
tic multifonksiyonel enzim tarafindan sentezi katalizlenen bu antibiyotik, nonribozomal

yolla iiretilmektedir.
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Basitrasin Gram pozitif bakterilerde hiicre duvart sentezi sirasinda peptidoglikanin
polimerizasyonunu bloke ederler. Basitrasin, Enterobacter'ler ve Pseudomonas'lara
kars1 etkisiz olmasina karsin, A grubu beta-hemolitik streptokoklar bu antibiyotige ¢ok
duyarhidir ve bu bakterilerin identifikasyonunda Basitrasine duyarlilik aranmaktadir
(Yticel ve ark. 1998, Drablos ve ark. 1999).
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Sekil 2.14. Basitrasin (http://www.fi.wikipedia.org/wiki/Tiedosto:Bacitracin.png, 2017)

2.6.2. Gramisidin

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

tanmimlanmistir (Brazhnikova ve ark. 1973).

Kigiik siklik bir peptid olan gramisidin (Sekil 2.15), thiotemplate mekanizmasi olarak
adlandirilan  multienzimler araciligiyla nonribozomal vyolla sentezlenmektedir.
Gramisidin sentetaz 1 (GS1) ve gramisin sentetaz 2 (GS2)’ den olusan enzim kompleksi

gramisidin sentezini katalizlemektedir (Lipmann ve ark. 1986).

15 aminoasitten olusan bu antibiyotigin, hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere karsi etkili oldugu bildirilmektedir (Agathos ve Demain 1988, Tung 1995).
Bakterilerin hiicre duvarina karsi etkilidirler ve hiicreleri hemolize ugratmaktadirlar.

Ozellikle bel soguklugu hastalifma sebep olan Neisseria cinsine kars: etkili oldugu
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bildirilmektedir. Gramisidin, cerrahide yaralarin temizlenmesinde ve jinekolojide de

yaygin olarak kullanilmaktadir (Sarigeker 1983, Tung 1995).

Sekil 2.15. Gramisidin (http://www.usermeds.com/medications/gramicidin, 2017)

2.6.3. Mikobasilin

1958 wyilinda ilk defa B. subtilis bakterisinden izole edilmistir. 13 aminoasitlik
antibiyotik olan mikobasilin  (Sekil 2.16) thiotemplate mekanizmasi denilen
multienzimler araciligiyla nonribozomal olarak sentezlenmektedir. Mikobasilin
sentezini katalizleyen enzim kompleksi {i¢ boliimden olusmaktadir. Bunlar: A, ilk
pentapeptidin sentezi sirasinda diizenleyen; B, nonapeptid sentezini katalizleyen ve C,
son {iriniin sentezini katalizleyen mikobasillin antifungal aktiviteye sahip olmakla

beraber, hemolitik aktiviteye de sahip oldugu bildirilmektedir (Banerjee 1977).
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Sekil 2.16. Mikobasilin (http://en.wikipedia.org/wiki/Mycobacillin, 2017)
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2.6.4. Tirosidin

Tirosidin, ilk defa 1939 yilinda, Bacillus brevis kiiltiiriinden elde edilen, 10 aminoasitlik
bir antibiyotiktir (Sekil 2.17).

Tirosidinin biyosentez mekanizmasi, tirosidin sentetaz 1 (TY1), tirosidin sentetaz 2
(TY2) ve tirosidin sentetaz 3 (TY3) olmak iizere ii¢ enzim tarafindan

katalizlenmektedir.

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

%W@Q

Sekil 2.17. Tirosidin (http://chem257.pbworks.com/w/page/15645836/Tyrocidine,
2017)

2.6.5. Siirfaktin

Surfaktin, ilk olarak Bacillus subtilis ATCC 1332 kiiltiiriinden izole edilen (Cooper
1981) ve 7 aminoasitten olusan bir antibiyotiktir (Sekil 2.18). Nonribozomal sentez

mekanizmasiyla sentezlenmektedir.

Siirfaktin giiclii bir biyosiirfaktan olarak bilinir ve deterjan etkisi gostererek hiicre
membraninin gegirgenligini bozmaktadir (Desai ve Banat 1997).
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Antibakteriyel, antifungal ve antimikoplazma aktivitelerine ek olarak hemolitik aktivite
de gostermektedir. Diger yandan, bakterilerde biyofilm olusumunu Onledigi

bildirilmektedir (Romero ve ark. 2007).
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Sekil 2.18. Siirfaktin (http://www.acschemtox.org/inside/Pages/newsletter_12-09.aspx,
2017)

2.6.6. Basilisin

Basilisin, basit yapili ve ribozomal yolla sentezlenen peptid yapili mantarlar {izerinde
etkili bir antibiyotiktir (Sekil 2.19). Bacillus subtilis Marburg 168 susu tarafindan
tiretildigi ve L-alanin ve sira dis1 bir aminoasit olan L-antikapsin i¢eren bir dipeptid
oldugu idafe edilmektedir (Walker ve Abraham 1970).

Sekil 2.19. Basilisin (http://www.guidechem.com/dictionary/1395-22-8.html, 2017)
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2.6.7. Subtilin

Subtilin iyi bilinen ribozomal yolla sentezlenen bir antibiyotiktir (Sekil 2.20). Subtilin
onciilii, ribozomlarda sentezlenir ve threonin ve serin dehidrasyonu gibi translasyon
sonrast 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 yiiksek sicaklik
ve diisiik pH degerlerinde stabil oldugu ve otoklav edilse dahi tamamen antibakteriyel

aktivitesi korumakta oldugu bildirilmektedir (Nakano ve Zuber 1990).
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Sekil 2.20. Subtilin (http://www.guidechem.com/cas-139/1393-38-0.html, 2017)

2.6.8. iturin

Bacillus subtilis tarafindan nonribozomal yolla firetilen iturin, 7 aminoasitten
olusmaktadir (Sekil 2.21). Iturin, hiicre membraninin gegirgenligini bozarak, niikleotit,
protein, polisakkarit ve lipitlerin hiicre disina ¢ikmasina neden olmaktadir. Birgok
mantar ve mayanin neden oldugu hastaliklarla miicadelede kullanilmaktadir. Bitkilerde
kiilleme denilen hastaliga sebebiyet veren Podosphaera fusca mantarina karst kullanilan
bir antibiyotik oldugu bildirilmektedir (Romero ve ark. 2007). Diger yandan,
Saccharomyces cerevisiae’ya (Latoud ve ark. 1987) ve Penicillium notatum’a karsi da
etkili oldugu da bildirilmektedir (Xianging ve ark. 2010).

30



R
0 “’_‘cll -
E | H H [
L-Ser(T) ng\ /C H . \N u¥ E:'NJ
H' )_F—-LH H \c/\é/ ‘o
}{"‘H e \ -Asn{l)
e =0
0 |
iju_'é_;:\_c_u H-K
W q nhcr “Lﬂ S
H~ s
p-Asn (6) %\ cf
P S0 oH
2 e g "
U s H
% - H H )\ H »-Tyr 2)
A S N
HHr _—EH i o 0 \C
I o o
c= H
-Pmo (5) |_E
™" G 1-Asn @)
H
S
HH

Sekil 2.21. iturin (http://blogs.princeton.edu, 2017)

2.6.9. Zwittermisin

B. cereus tarafindan nonribozomal olarak sentezlenen zwittermisin, 5 aminoasitten
olusan bir antibiyotiktir (Sekil 2.22). Mantarlarin neden oldugu bazi bitki
hastaliklarinda etkili oldugundan dolayir tarim endiistrisi i¢in Onemli bir antibiyotik
oldugu bildirilmektedir (Rosovitz ve ark. 1998). Bir g¢alismada, Phytophthora
medicaginis’in gelisimini inhibe ederek sebep oldugu hastaligin engellendigi
bildirilmektedir (Silo-Suh ve ark. 1994).
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Sekil 2.22. Zwittermisin (http://en.wikipedia.org/wiki/Zwittermicin_A, 2017)
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2.6.10. Cerein

B. cereus tarafindan iiretilen cereinin, Gram pozitif bakterilerin genis bir boliimiine etki
eden bir antibiyotik oldugu bildirilmektedir (Oscariz ve ark. 1999). Cereinin 6zellikle
Listeria innocua’ya karsi etkili oldugu ifade edilmektedir (Sebei ve ark. 2007).
Micrococcus luteusa’a karst da etkili oldugu ifade edilen (http://bactibase.pfba-lab-
tun.org) bu antibiyotigin, Gram negatif bakterilere karsi inaktif oldugu bildirilmistir
(Oscariz ve Pisabarro 2000).

2.6.11. Polimiksinler

Bacillus cluster ve o6zellikle Bacillus polymyxa’dan elde edilen, polipeptid
antibiyotiklerden olan polimiksinler, A, B, C, D, E olmak tizere bes ¢esitten olusan 10
aminoasitlik nonribozomal yolla iiretilen bir antibiyotiktir (Sekil 2.23). Katyonik
stirfaktanlar gibi etki eden ve hiicre zarinin yapisini 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 kars1 etkilidir.
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Sekil 2.23. Polimiksin (http://www.antibioticslist.com/polymyxin-m.html, 2017)

2.6.12. Laterosporamin, Laterosporin, Loloatin A ve Tauramamid

Laterosporamin ilk olarak Brevibacillus laterosporus 340-19 kiiltiiriinden izole
edilmistir. Bu antibiyotik in vitro ve in vivo olarak Gram pozitif ve Gram negatif

bakterilere kars1 aktif, suda ¢oziinen bazik bir maddedir (Shoji ve ark. 1976).
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Laterosporin ise ilk olarak 1949 yilinda Barnes tarafindan Brevibacillus laterosporus
kiiltiiriinden izole edilmistir. Laterosporin A ve B olmak {izere iki formu bulunmaktadir.
Suda ¢oziinebilen basit polipeptitlerdir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
etkilidir (Barnes 1949).

Tauramamid, patojenik Enterococcus sp.'ye kars1 aktif bir lipopeptit antibiyotiktir (Sekil
2.24), Loloatin A ise bir siklik dekapeptit olarak tanimlanmis ve deniz habitatindan
izole edilen bir Brevibacillus laterosporus susu tarafindan tiretilen antimikrobiyal
maddedir. Bu antimikrobiyal madde, Streptococcus, Staphylococcus aureus ve
Clostridium gibi Gram pozitif bakterilere, ayrica Escherichia coli ve Pseudomonas
putrefaciens gibi Gram negatif bakterilere kars1 yiiksek aktiviteye sahiptir (Ren ve ark.
2007).
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Sekil. 2.24. Tauramamid (Desjardine ve ark. 2007)

2.7. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlar

Antibiyotiklerin siklikla klinik tedavide antimikrobiyal madde olarak (Cruger 1984)
ciftlik hayvanlar1 ve bitkilerdeki hastaliklarin tedavisinde, besinlerin korunmasinda,
biyokimyasal ve kiiltiir ortamlarinda segici ajan olarak Kullanilmaktadirlar (Waksman
1967, Porter 1976, Berdy 1986, Lancini ve ark. 1995).

2.7.1. Enfeksiyon Hastaliklarin Tedavisinde Kullanimi

Mikrobiyal kaynakli hastaliklarin iyilestirilmesi igin antibiyotikler giiniimiizde g¢ok

yaygin bir kullanim alan1 bulmustur (Lancini ve ark. 1995).

2.7.2. Hayvancilikta Kullanim

Hayvanlarin ¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda antibiyotikler tedavi amaciyla

kullanilmaktadir. Bu alanda medikal amagli olarak penisilin, tetrasiklin, eritromisin,
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streptomisin gibi antibiyotikler bir¢ok iilkede kullanilmistir. Diger yandan besin degeri
olan hayvanlarda pek c¢ok antibiyotigin kullanimima sinirlandirmalar getirilmistir.
Hayvancilikta kullanilan antibiyotikler arasinda monensin, rumensin ve salinomisin
ornek verilebilir (Berdy 1986).

2.7.3. Antibiyotiklerin Ziraat Alaninda Kullanimi

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

Bakteriyal enfeksiyonlarin kontrolu amaciyla, 6zellikle Erwina sp. ve Xhantomonas sp.
enfeksiyonlarina kars1 streptomisin, fungal enfeksiyonlarin kontroliinde blastisidin S,
siklohegzimid ve kasugamisin gibi antibiyotikler kullanilmaktadir. Antibiyotik 6zellik
gosteren ¢ok sayida sentetik bilesiklerden bazilari bitki zararlilarimin kontroliinde

herbisit olarak kullanilmaktadirlar (Lancini ve ark. 1995).

2.7.4. Arastirma Materyali Olarak Kullanim

Tedavi edici olmayan fakat bilimsel aragtirmalarda biyokimyasal araglar olarak birgok
antibiyotik kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 enzim inhibitorii olarak kullanilip
hiicresel metabolizmada gorev alan bir molekiilin islevinin saptanmasinda
kullanilmaktadir. Ornegin, protein sentezinde birgok bilgi, kloramfenikol ve
siklohegzimidin inhibitor olarak kullanilmasi ile ortaya ¢ikarilmistir (Waksman 1967,
Umezawa ve ark. 1972, Lancini ve ark. 1995). Bunun yanisira, prokaryot ve
Okaryotlarm  RNA  polimerazlar1  arasindaki farklilik  rifamisin  kullanilarak
belirlenmistir. Bunlarin yaninda antibiyotikler, marker olarak veya konjugasyon
denemelerinde verilen Kkarakterlerdeki mikroorganizmalart segmek amaci ile hedef
enzimin genetik haritada gen pozisyonunun belirlenmesinde, bir veya daha ¢ok
antibiyotik diren¢ geni tasiyan vektorlerin gen transferi i¢in kullanildigi genetik
miithendisliginin biitiin islemlerinde, rekombinant klonlarin se¢iminde kullanilmaktadir
(Lancini ve ark. 1995). 1948 yilinda Leben ve Keitt tarafindan bulunan ve Streptomyces
cinsine ait tiirler tarafindan tretilen antimisin, solunumun elektron tasima sisteminde,
oksidatif inhibitor olarak kullanilmaktadir (Berdy 1986).
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2.8. Antimikrobiyal Madde Tarama Yontemleri
2.8.1. Karsit-Cizgi Yontemi

Mikrobiyal izolatlardan antimikrobiyal madde taramak amaciyla karsit-¢izgi (cross-
streak) metodu uygulanabilmektedir (Sekil 2.25). ilk kez Alexander Fleming tarafindan
kullanilmis olan bu ydnteme gore, olasi antimikrobiyal madde ireticisi olan
mikroorganizma, petrinin tigte birlik kismina ekilir ve uygun sicaklikta inkiibasyona
birakilir. inkiibasyondan sonra sivi besi yerinde gelistirilmis olan test bakterileri, olasi
antimikrobiyal madde iireticisi olan bakteri hiicre kiitlesine dikey olacak sekilde ¢izgi
ekim yapilarak uygun sicaklikta inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda ortaya g¢ikan
inhibisyon zonlari, test bakterilerinin lireyemedigini ve bu da bakterinin etkili bir

antimikrobiyal madde tirettigini géstermektedir (Madigan ve ark. 2000).

olasi antibiyotik
ureticisi ¢izgi ekimle
inokile edilir

test organizmasinin gizgi
glim ile inokilasyonu yapilir

gelisme ve antibiyotilk . L
A o test organizmasinin gelisimi igin
@ Uretimi igin inkibe edilir ! | inkiibe edilir

agar icerisine Gelismenin oldudu
antibiyotik salinr I sonlar
-~

b .

organizmalarinin

inhikisyon zonlan
hicre kitlesi

Sekil 2.25. Karsit-¢izgi yontemi (Madigan ve ark. 2000)

2.8.2. Agar Kuyu Difiizyon Yontemi

Agar kuyu difiizyon yonteminde, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart
slispansiyon agar plaklari yiizeyine yayilir ve ilizerine steril kosullarda kuyucuklar acilir.
Daha sonra antimikrobiyal maddenin bulundugu 6rnek, kuyucuklara belirli miktarlarda

doldurulur. Boylelikle, antimikrobiyal madde agar igerisine yayilacak ve test bakterisine

35



etkili oldugu diizeylerde iiremesini engelleyecektir. Bunun sonucunda, Sekil 2.26° da
goriildiigii gibi kuyucuklarin gevresinde bakterilerin iiremedigi dairesel bir inhibisyon
zon olusacaktir (Nathan ve ark. 1978).

- inhibisvon
zonu

direnchi
mikroorganizmalarin
iiredigi bélge

Sekil 2.26. Agar kuyu difiizyon yontemi
(http://archive.microbelibrary.org/edzine/details.asp?id=1796&Lang=, 2017)

2.8.3. Agar Disk Difiizyon Yontemi

Agar disk difiizyon yontemi, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi olarak bilinmektedir.
Belirli miktarlarda antimikrobiyal madde emdirilmis diskler, test bakterilerinden
hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar plaklar yiizeyine yerlestirilir.
Boylelikle, diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve etkili oldugu diizeylerde test
bakterilerinin tiremesini engeller. Bunun sonucunda, Sekil 2.27° de goriildiigi gibi disk
cevresinde bakterilerin iireyemedigi dairesel bir inhibisyon zon olusur (Kirby ve ark.
1957, Bauer ve ark. 1959).
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DISK
ZON ZON YOK)

ZON ZON

Sekil 2.27. Agar disk difiizyon yontemi
(http://www.kmle.co.kr/search.php?Search=disk+diffusion+method&Page=2, 2017)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Bu tez calismasinda daha &nce Uludag Universitesi, Biyoloji Béliimii, Molekiiler
Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvar'inda Yiiksek Lisans tez calismasinda dogal
kaynaklarimiz olan topraklardan izole edilmis olan antimikrobiyal madde iiretme
potansiyeline sahip 5 adet Bacillus sp. kullanilmistir. Kullanilan toprak 6rneklerinin

alindig iller; Kiitahya, Izmir, Malatya, Edirne ve Balikesir’ dir. (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Toprak 6rneklerinin alindig iller (https://www.mgm.gov.tr, 2017)

Antimikrobiyal madde taranmasinda kullanilmis olan test bakterileri Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Béliimii ve Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve

Toksikoloji Boliimii’nden temin edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Test bakterileri ve katalog numaralari

Test Bakterileri Katalog Numaralari
Escherichia coli ATCC 25212
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Yersinia enterolitica ATCC 9610
Staphylococcus aureus ATCC 25923

38



3.2. Yontem
3.2.1. Bakteri Uretiminde Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan bakterilerin saklanmasi ve gelistirilmesi amaciyla Cizelge 3.2° de
verilen besiyerleri kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri, 30 giinde 1 kez yeniden hazirlanan
agarli besiyerine asilanarak korunmustur. Kullanilacak Bacillus sp.’ler ve test

bakterileri, Cizelge 3.2° de verilen bakteri gelistirme besiyerinde gelistirilmistir.

Cizelge 3.2. Bakteri iiretiminde kullanilan besiyerleri

ICERIK KULTUR SAKLAMA BAKTERI GELISTIRME
BESIYERI (%g) BESIYERI (%g)
Nutrient Broth 0.8 0.8
NaCl 0.8 -
Agar 2.0 -
pH 7.0 7.0

3.2.2. 16S rRNA Analizi

Antimikrobiyal madde iiretme potansiyeline sahip 5 adet Bacillus sp. susunun hizmet
alimi ile 16S rRNA analizi yapilmis (RefGen, Ankara) ve bakteriler tiir diizeyinde
adlandirilmistir. Bakteriyel tanimlama ve filogenetik analiz i¢in genomik DNA
izolasyonu, Qiagen Blood&Tissue kiti (Qbiogene, Montreal, PQ, Canada) kullanilarak
yapilmistir.  16S  rRNA gen amplifikasyonu evrensel primerler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bunlar; 27F: 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ve 1492R:
5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’. Amplifiye sekanslar ABI 3100 (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA) Genetik Analiz cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Sekanslar BLAST kullanilarak GenBank database (NCBI) ile Kkarsilastirilmigtir
(Altschul 1990). Suslarin 16S rRNA gen sekanst CLUSTAL W programi kullanilarak
Bacillus tiirleri ile hizalandirilmistir (Thompson 1994). MEGA 6.0 software (Tamura
2007) ile filogenetik analiz tamamlanmis ve Neighbour joining yontemi ile iligkili

organizmalar analiz edilerek filogenetik agag ¢izilmistir (Saitou ve Nei 1987).
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3.2.3. Karsit-Cizgi Yontemi ile Antimikrobiyal Madde Taranmasi

Bacillus sp.’lerin antimikrobiyal madde iiretip tiretmediklerini belirlemek igin karsit-
¢izgi (cross-streak) testi kullanilmistir (Madigan ve ark. 2000). Bu amagla Bacillus sp.
Nutrient agarli petri kabinin yarisina yatay bir sekilde ekilmis ve 37 °C’de 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda Nutrient Broth besi yerinde bir gecelik
kiltir olarak tretilen test bakterileri (Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica ve Staphylococcus aureus) Bacillus sp.
hiicre kitlesine karsit olacak sekilde c¢izgi ekim yapilarak 24 saat inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlar1 mm olarak dl¢iilmiistiir.

3.2.4. Antimikrobiyal Madde Uretimi I¢in Kullanilan Besiyeri

Bacillus sp.’lerin antimikrobiyal madde iiretim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla
kullanilan besi ortami Cizelge 3.3’te belirtilmistir. Besiyeri pH’ s1 7.0’ ye ayarlandiktan
sonra 121 °C’de 15 dk. boyunca otoklavda sterilize islemi yapilmistir. Glukoz besi
ortamina otoklav isleminden sonra filtrasyon (0,45 um) ile sterilize edilerek ilave

edilmistir.

Cizelge 3.3. Antimikrobiyal madde tiretiminde kullanilan besiyeri (Ili¢ ve ark. 2010)

1 Besiyerinde Soy Bean yerine Yeast Ekstrakt kullanilmstir.

ICERIK BESIYERI (g/L)(li¢ ve ark. 2010)
Glukoz 15

MgSOg4 0,5

Soy Bean? 1

CaCOs 3

(NH4)2HPO4 0,5

pH 7.0
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3.2.5. Bakteri Uretim Kosullari

Bacillus sp.’ler, icerisinde 30 ml bakteri gelistirme besiyeri (bkz. Cizelge 3.2) bulunan
100 mL’ lik erlene inokiile edilmis, 37 °C’de 150 devir/dk c¢alkalama hizina sahip

inkiibatorde 18 saat siire ile tiretilmistir.

Bakterinin 18 saatlik gecelik kiiltiiriinin 600 nm’deki optik yogunlugu (OD)
spektrofotometre (Beckman Coulter-DU 700) kullanilarak, bir standart elde edebilmek
amaciyla, steril fizyolojik tuzlu su ile 0,3’e (107 hiicre/mL) ayarlanmistir. 100 ml
antimikrobiyal madde iiretim besiyeri (bkz. Cizelge 3.3) bulunan 250 ml’lik erlenlere
%10 oraninda asilanarak 30 °C’de 150 devir/dk’ da 96 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Bakteri tiremesi ve antimikrobiyal iiretim tayini 24, 48, 72 ve 96. saatlerde yapilarak
bakterinin gelisme grafigi c¢ikarilmig ve maksimum antimikrobiyal madde iiretim

zamani belirlenmistir.

3.2.6. Bakteri Uremesinin Ol¢iilmesi

Bakteri iiremesinin belirlenmesi amaciyla, besiyerinin bulanikligi spektrofotometrik
olarak ol¢iilmistiir. 3.2.5” te belirtildigi iizere inkiibasyona birakilan besiyerlerinden,
belirlenen saatlerde (24, 48, 72 ve 96) ornek alinarak, 600 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmustur. Antimikrobiyal madde iiretiminde kullanilan besiyeri
kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD) degerlerinin okunmasiyla bakteri
tireme miktart belirlenmistir. Elde edilen optik yogunluk (OD) degisimleri, zamana

kars1 grafiklenerek gelisme egrileri olusturulmustur.

3.2.7. Antimikrobiyal Madde Uretiminin Tayini

Antimikrobiyal madde tiretiminin tayini i¢in Agar Kuyu Difiizyon Metodu (Agar Well
Diffusion Method) kullanilmistir (Sen ve ark. 1995). Antimikrobiyal madde iiretim
besiyerlerinden 24 saatte bir 6rnek alinarak 0,22 um ¢apa sahip filtreden gegirilmis ve

steril ependorf tiiplerde +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Test bakterileri Nutrient Broth’ta 24 saat boyunca {iretilmis ve yogunluklar1 McFarland
standard1 kullanilarak 0,5 olarak ayarlanmigtir. Bu kiiltiirler Nutrient agarli petri
kabinin tamamina steril pamuk uclu ekiivyon ¢ubuk ile yayilmistir. Petri kaplarinda

steril sartlarda 7 mm’ lik kuyucuklar agilarak filtre edilen orneklerden bu kuyucuklara
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100 pl doldurulmustur. Ardindan 24 saat boyunca 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir.
Bu siire sonunda kuyucuklar etrafinda meydana gelen inhibisyon zonlari cetvelle

Olctilmiistiir.

3.2.8. Antimikrobiyal Madde Uretimi Uzerine Besinsel Faktorlerin Etkisi

Uretim ortaminda bulunan aminoasit, karbon, azot ve metal kaynaklar1 yerine ayni

oranlarda olmak iizere farkli aminoasit, karbon, azot ve metal kaynaklar1 denenmistir.

Aminoasit olarak alanin, fenilalanin, valin, tirozin, lizin, histidin, sistin, arginin ve

glutamik asit kullanilmstir.

Karbon kaynagi olarak glukoz (kontrol), sukroz, maltoz, nisasta ve bugday kepegi

kullanilmuastir.

Organik azot kaynagi olarak yeast ekstrakt (kontrol) corn step liquer, tripton, skim milk

ve inorganik azot kaynagi olarak (NH4)2NO3 ve (NH4)2SO4 kullanilmistir.

Metal kaynagi olarak MgSO4+CaCOs (kontrol), CaCl,, FeSOs, LiSOs, NaCl, KCI,
MnSO4 ve MgSO4 kullanilmistir.

3.2.9. Antimikrobiyal Madde Uretimi Uzerine Fiziksel Faktorlerin EtKisi

Uretim ortaminin pH’ s1 (4.0, 5.0, 6.0, 7.0 (kontrol), 8.0 ve 9.0) ve sicaklig1 (30, 37
(kontrol), 40, 45, 50 ve 55) farkli degerlerde ayarlanmis ve antimikrobiyal madde

tiretimi i¢in optimum pH ve sicaklik degeri saptanmaistir.

Ayrica maksimum antimikrobiyal madde sentezinin gozlendigi besinsel ve fiziksel
kosullar kombine edilerek, yeni olusturulacak olan modifiye ortamda antimikrobiyal

madde veriminin artmasi saglanmasi amaglanmustir.

3.2.10. Antimikrobiyal Maddenin Kismi Saflastirilmasi

Antimikrobiyal madde iiretim ortaminda maksimum tiiretimin elde edildigi saate kadar
yapilan iretim sonucu bakteriler santrifiigasyonla (5000 rpm, 15 dk., +4 °C)
uzaklagtirllmig ve siipernatant kullanilmistir.  Siipernatant birbirini takip eden 3

basamakta kismi olarak saflastirilmistir. Tiim saflagtirma adimlart +4 °C’de yapilmstir.
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3.2.11. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Stipernatant buz dolu bir kap i¢inde manyetik karistiric1 kullanilarak, havanda toz haline
getirilmis %80 amonyum siilfat eklenerek +4 °C’de ¢ok yavas bir sckilde
coktlirilmiistiir. Bu sekilde hazirlanan karisim yine +4 °C’de manyetik karistiricida
karistirtlarak bir gece bekletilmistir. Presipitat santrigiigasyonla (10.000 rpm, 20 dk., +4
°C) toplanmis ve 20mM fosfat tamponunda (pH 6,8) ¢6zdiirtilmiistiir.

3.2.12. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen presipitat 20mM fosfat (pH 6,8)
tamponunda ¢6zdiirtilmistiir. Yar1 gegirgen bir membrandan olusan diyaliz tiipi
(Seliiloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 3,5 kDa, 25 mm
X 16 mm) uygun uzunlukta kesilmis ve bir ucu sikica baglanmistir. Ornek, diyaliz
tipline aktarilmis ve diger ucu da ip ile baglanmistir. Hazirlanan diyaliz tiipii, ayni
tampon igeren 1 L’lik beherin i¢ine alinmis ve karisimin siirekli hareketi saglanmistir.
Diyaliz islemi manyetik karistirici iizerinde tampon sik sik degistirilerek +4 °C’de
gerceklestirilmistir. Amonyum siilfatin tamamen uzaklasip uzaklasmadigini anlamak
icin diyalizde olan tampondan 1-2 damla alinmis ve {izerine 0,1 N HCI ve doygun BaCl;
cozeltisinden 1-2 damla damlatilmistr. Bulaniklik goriillmemesi halinde diyaliz islemine

son verilmistir (Trautwein ve Kuhlmann 1982).

3.2.13. Ultrafiltrasyon ile Diyalizatin Konsantre Edilmesi

Diyalizat, ultrafiltrasyon (Centricon YM-3 MW cut-off 3,000) tiipiine alinmis ve 4°C’de
5000 rpm’de 15 dakika siirelerle istenilen hacme kadar konsantre edilmistir.
3.2.14. Antimikrobiyal Maddenin Molekiiler Agirhiginin Tespiti

Antimikrobiyal maddenin molekiiler agirligmin belirlenmesi i¢in Sodyum Dodesil
Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir (Laemmli
1970).

3.2.15. Cozeltilerin ve Jelin hazirlanmasi

a) Polimer matriksi kurmak i¢in akrilamid ve N,N’-metilen-bisakrilamid kullanilmistir.
Bunun igin; 28,8 g akrilamid ve 1,2 g bis akrilamid tartilip distile su ile toplam 100

mL igerisinde ¢ozdiriilmis ve Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek,
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b)

d)

kahverengi bir sisede 0-5 °C’de muhafaza edilmistir. Bu ¢ozelti 2 ay siireyle
bozulmadan saklanabilmektedir (Sarikaya 1995).

1 M Tris-HCI (pH 6,8)

Cozeltiyi hazirlamak i¢in 12,11 g Tris Base tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten

sonra pH 6,8’ e ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
1 M Tris-HCI (pH 8,8)

Cozeltiyi hazirlamak i¢in 12,11 g Tris Base tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten

sonra pH 8,8’e ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
%10’ luk Amonyum Per Sulfat (APS)

10 g APS tartilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
Ornek Tamponu

100 mL icin stok soliisyon;
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 6,5 mL

Gliserol 10 mL
SDS 29
dH20 100 mL

Her bir 6rnek igin 100 pl stok soliisyondan alinmig ve {izerine 5 pl B-merkaptoetanol

eklenmistir. Spatiil ucu kadar Bromfenol Mavisi eklenip karistirilmistir.

f) Yiiritme Tamponu (Running Buffer)
Tris Base 39

Glisin 1444

SDS 19

dH20 1L

g) Yikama Cozeltisi

Izopropil alkol 250 mL

Asetik asit 100 mL

dH.0 650 mL
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h) Boyama Cozeltisi
1,5 g Commassie-brilliant R- 250 mavisi 250 mL izopropil alkolde ¢oziilmiis, daha

sonra tlizerine 100 mL asetik asit ve 650 mL distile su eklenmistir.

Jelin Hazirlanmasi

SDS-PAGE i¢in 2 tip jel hazirlanir.

1) % 12,5 Ayirma Jeli hazirlanigi (2 jel igin)

dH20 2,0 mL
1M Tris-HCI (pH:8.8) 4,4 mL
%1 SDS 1,2mL
%30 Akrilamid 4,2 mL
%3 Amonyum Perstilfat 0,2 mL
TEMED 8 ulL

2) % 4 Yikleme Jeli hazirlanisi (2 jel igin)

dH20 3,06 mL
1M Tris-HCI (pH:6.8) 1260 pL
%1 SDS 50 uL
%30 Akrilamid 660 puL
%3 Amonyum Persiilfat 100 uLb
TEMED 5uL

Jellerin hazirlanmasinda dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta TEMED’in
eklenmesidir. TEMED polimerlestirici ajan oldugundan, eklendikten sonra pipet ile
lyice karigtirmali ve vakit kaybetmeden ¢ozelti cam plakalar arasmna dokiilmelidir.
Ornekler hazirlandiktan sonra, cam plakalar elektroforez (Bio-Rad) mandalia
yerlestirilmis ve sizma olmayacak sekilde iyice sabitlenmistir. Ayirma jeli, mikropipet
yardimiyla cam plakalarin arasina yavasga dokiilmiistiir. Jel icerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilmistir. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in iizerine izopropil alkol
dokiilerek ince bir tabaka olusturulmustur. Polimerlesme tamamlandiktan sonra
(yaklasik 30 dakika) alkol distile su ile yikanmis, ardindan plakalarin arasinda kalan su,
kurutma kagidi ile kalan su plakalarin arasindan alinmistir. Daha sonra sikistirma jeli de
ayni yontemle plakalarin arasindan dokiilmiis ve polimerlesmesi beklenmeden
elektroforez taragi dikkatlice yerlestirilmistir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra

(yaklasik 30 dakika) tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat ederek
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cikartlmistir. Kuyucuklar dnce saf suyla sonra da tank tamponu ile enjektor yardimiyla

yikanmistir.

3.2.16. Orneklerin Hazirlanmas: ve Elektroforez Kosullar

Antimikrobiyal maddenin molekiiler agirliginin belirlenmesi amaciyla 11 farkli protein
iceren (Cell Signalling Technology Prestained Protein Marker 13953S) ¢o6zelti standart
olarak kullanmilmistir. Diyaliz sonrasi konsantre edilen 6rneklerden 75 pl, ependorf
tiiplerine konularak tizerlerine 25 pl 6rnek tamponu (bkz. 3.2.15.¢) eklenerek hacim 100
ul’ ye tamamlanmustir. Ornekler 5 dakika siireyle kaynar suda bekletilmistir. Daha 6nce
hazirlanmis olan jel, elektroforez tankina oturtularak alt ve {iist hazneleri yiiriitme
tamponu (bkz. 3.2.15.f) ile doldurulmustur. Tankin her iki tarafina da konmus olan
jellerdeki kuyucuklarin igerilerine, mikropipet yardimiyla 15 pl 6rnek konmus ve tanka
akim verilerek elektroforez iglemi baslatilmistir. izleme boyasi jelin 1 cm altinda
kalacak hale geldiginde ise elektroforez islemi sonlandirilmistir. Jele, 6rneklerin diizgiin
sirada ilerlemesi i¢in 6nce 80 V, drnekler ayirma jeline gectikten sonra 150 V sabit

akim verilmistir. Elektroforez islemi yaklasik 2,5 saat slirmiistiir.

3.2.17. Boyama ve Boyanin Uzaklastirilmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatli bir sekilde plakalarin arasindan
cikarilmistir. Sikistirma jeli, ayirma jelinden ayrilmis ve marker yiiklenen kuyucugun
kenar1 isaretlenmistir. Plaklarin arasindan ¢ikarilan jel, igerisine boyama ¢ozeltisi (bkz.
3.2.15.h) bulunan kaba konarak 1 gece ¢alkalayicida bekletilmistir. Boyanan jel, i¢inde
yikama ¢oOzeltisi (bkz. 3.2.15.g) bulunan bagka bir kaba alinarak boyanin
uzaklastirilmas1 saglanmustir. Ornegin molekiil agirliklari, standart proteinler baz

alinarak belirlenmistir.

3.2.18. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

MIK, mikroorganizma gelisimini engelleyen en diisiik antimikrobiyal konsantrasyon
olarak tanimlanmaktadir (Caki 2009). Bacillus sp.’lerin irettigi potansiyel
antimikrobiyal bilesigin MIK degerleri test bakterilerine karsi arastirilmustir. 18-24 saat

boyunca Miiller Hilton besiyerinde iiretilen test bakterilerinin yogunluklar1 McFarland
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standard1 kullanilarak 0,5 olarak ayarlanmistir. Elde edilen antimikrobiyal bilesigin
MIK degerlerini belirlemek amaciyla Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ensitiisiiniin
belirledigi yonerge (CLSI 2009)’ye gére 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak
mikrodiliisyon yontemi gergeklestirilmis ve standart antibiyotik olarak ampisilin ve
gentamisin kullanilmistir. Kullanilan standart antibiyotikler ve bilesik 256-0.008 pg/mL

arasinda olacak sekilde 16 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir.

Standart antibiyotiklerin hazirlanisi:  Antibiyotiklerden 1000 pg/mL’lik ana stok

sollisyon hazirlamak i¢cin 5 mg tartilip 0,5 mL metanol ilave edilerek ¢oziinmesi
saglanmis, ardindan PBS (fosfat tuzlu tampon) ile 5 mL’ ye tamamlanmistir. 0,22
um’lik mikrofiltreden gegcirilerek sterilizasyon islemi yapilmistir. Antibiyotik stok

soliisyonlarinin ve yeni bilesenin diliisyonlar1 i¢cin Miiller Hilton besiyeri kullanilmistir.

Antibiyotiklerin MIK degerlerinin belirlenmesi amaciyla kuyulara 50’ser pL diliie
edilen antibiyotik ¢ozeltisi ve 50°ser uL test bakterileri ilave edilmistir. Yeni bilesenin
MIK degerinin belirlenmesi amaciyla ise 50 pL diliie edilen yeni bilesen ve 50 pL test
bakterileri ilave edilmistir. Ardindan mikroplakalar, 37 °C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda 595 nm’de absorbans degerleri &lgiilerek (BIORAD
IMARK Spektrofotometre) sonuglar kaydedilmistir.

3.2.19. ince Tabaka Kromatografisi (TLC-Biyootografi)

Ince tabaka kromatografisi Bharti ve ark. (2012) tarafindan yapilmis olan TLC-
biyootografi yonteminden modifiye edilerek uygulanmistir. Bu ydnteme gore TLC
plakas1 (Silikagel 60, 20x20) 3 serite boliinmiistiir. Her bir seride 10 pL standart
antibiyotikler (streptomisin ve basitrasin) ve antimikrobiyal madde 6rnegi emdirilerek
havada kurutulmustur. Kurutulan plakalar ¢oziicii sistemde (Kloroform:Metanol; 9:1)
yiirlitiilmiistiir. Plakanin sonuna kadar ¢oziicli gecisinden sonra plaka seritleri alinarak
60 °C’ de 30 dk. pastdr firminda kurutulmustur. Igerisinde 5 mL iiremis kiiltiir bulunan
20 mL soft agar (%1) petri kaplarina dokiilmiistiir. Plaka seritleri ters olarak petri
kaplarinin ortasia yerlestirilmis ve petriler diiz bir sekilde 37 °C’de 24 saat inkiibe

edilmistir. Bilesenlerin gosterdigi inhibisyon zonlar tespit edilmistir.

Yapilan diger biyootografik analizde (Panda ve ark. 2011) ise 10 upL standart

antibiyotikler (streptomisin ve basitrasin) ve oérnek, TLC plakalarinin tabanindan 2 cm
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yukar1 olacak sekilde uygulanmis ve havada kurutulmustur. Kurutulan plakalar ¢oziicii
sistemde (Kloroform:Metanol; 9:1) yiiriitilmistiir. Plaka {isten 2 cm kalacak sekilde
¢oziicii gecisinden sonra 110 °C’de 30 dk. pastdr firminda kurutulmustur. Igerisinde 5
mL tiremis kiiltiir bulunan 20 mL soft agar (%]1) steril kosullarda TLC plakas1 {izerine
yayilmis ve 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucu érneklerin gosterdigi

Rf degerleri hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. 16S rRNA Analizi

Daha once Yiiksek Lisans Tez ¢aligmasi sonucu elde edilen antimikrobiyal madde
tiretim potansiyeli olan 5 adet Bacillus sp. suslarinin 16S rRNA gen sekansina dayali bir
filogentik aga¢ ile tiir diizeyinde isimlendirilmesi yapilmis ve bunlardan 4 tanesi
Bacillus thuringiensis ve 1 tanesi Brevibacillus laterosporus ile %100 sekans benzerligi
gostermistir (Sekil 4.1). Bu 5 bakterinin 1492R ve 27F primerleri kullanilarak okunan
16S rRNA geninin kismi DNA dizileri Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge
4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10° da

verilmistir.

14
Al
A15
Al17

100

Bacillus thuringiensis Bt407

| Brevibacillus laterosporus strain SMC57
! EAG2

0.005

Sekil 4.1. Bacillus thuringiensis A14, Al, Al5, Al7 ve Brevibacillus laterosporus
EA62’ nin 16S rRNA bélgelerinin filogenetik agaci
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Cizelge 4.1. Bacillus thuringiensis Al14’ tin 1492R primeri kullanilarak okunan 16S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>A14-1492R_E08
CCTCATTCTTCTTGTACACCATAGGCGGCTGGCTCCAAAGGTTACCCCAC
CGACTTCGTCGGTAGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCG
ATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACG
GTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCC
AACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCAC
TCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTA
CTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAA
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGAC
CAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCA
CCGCTACACATGGAATTCCACT
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Cizelge 4.2. Bacillus thuringiensis A14’ iin 27F primeri kullanilarak okunan 16S rRNA
geninin kismi DNA dizisi

>Al14-27F_A06
TTTGCAGTAGGCGACGTGCTATACATGCAGTCGAGCGATGGATTAGAGCT
TGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATA
TTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTAT
GGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGG
CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTACA
GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC
GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGG
AGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGAG
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Cizelge 4.3. Bacillus thuringiensis A1’ in 1492R primeri kullanilarak okunan 16S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>A1-1492R_G08
CCCAGGACTCTAGTACCACCATAGAGCGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCCC
CACCGACTTCCGGGAGTTCCAAACTCTCGGGGGGGGACGGGGGGGGGGTA
CAAGGCCCGGAAACGTATTCCCCGGGGATTGTTGATCCGGGATTACTAGC
GATTCCAGTTTCTTGTAGGGGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAAAAC
GGTTTTATGAAATTACTTCCACCTCGGGGTCTTGCAGTTCTTTGTACCGT
CCATTGAAGCACGGGGGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCTTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGAAGTCACCTTAAAGGGCC
CAACTAAAGGAGGGCAACTAAAATCAAGGGTTGCGCTCGTTGGGGAACTT
ACCCCACCATCTCACGACACGAGTTGACAACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTGTTCCCGAAGGAAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAAAGAATGTCA
AAACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAATTAAACCACATGTTCCAC

CGCTTGGGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGA
ACTCCCCAGGCGGAGGGCTAATGGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGA
AACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGGGTGGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGGTTGGCTCCCCACGCTTTCCGCGCCTCAGTGTCAGTACA
GACCAGAAAGTCGCCTCCGCCACTGGGTGTCCCTCCATAATCTCTACGCA
TTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTCTTGGCACTCA
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Cizelge 4.4. Bacillus thuringiensis A1’ in 27F primeri kullanilarak okunan 16S rRNA
geninin kismi DNA dizisi

>A1-27F_C01
CACACATCGCACTCGAGCGACTGGATTAAGAGCTTGCTCTTATCCAGTTA
GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAGGAGTGGGAT
AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGT
TCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAGCGGGTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCACACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAGAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT

GGTCTGTAACTGACACTG
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Cizelge 4.5. Bacillus thuringiensis A15” in 1492R primeri kullanilarak okunan 16S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>A15-1492R_D08
CTCTGTCTCTTGTACACTATAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCCCACC
GACTTCGGTAGTTACAAACTCTCGGGGGGGGACGGGGGGGGGGTACAAGG
CCCGGGAACGAATTCACCGCGGAATGTTGATCCGCGATTACTAGCGATTC
CAGTTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAAAACGGTTT
TATGAAATTAGTTCCACCTCGGGGTCTTGCAGTTCTTTGTACCGTCCATT
GTAGCACGGGGGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAAAGGGCCCAACT
AAATGATGGCAACTAAAATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGAACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGTTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTG
TTCCCGAAGGAAAAGCCCTATCTCTAGGGTGGTCAAAGGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GGGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCC
CCCAGGCGGAGTGCTTATTGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGGCGGAAAC
CCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TATTCCTTGTTTGGCTCCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAG
ACCAGAAAGTCGCCTTCCGCCACTGGTGTTCTCCATATCTCTACGCATTT
CACCGCTTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGGCACTCCAAGG
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Cizelge 4.6. Bacillus thuringiensis A15” in 27F primeri kullanilarak okunan 16S rRNA
geninin kismi DNA dizisi

>A15-27F_D08
CTCTGTCTCTTGTACACTATAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCCCACC
GACTTCGGTAGTTACAAACTCTCGGGGGGGGACGGGGGGGGGGTACAAGG
CCCGGGAACGAATTCACCGCGGAATGTTGATCCGCGATTACTAGCGATTC
CAGTTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAAAACGGTTT
TATGAAATTAGTTCCACCTCGGGGTCTTGCAGTTCTTTGTACCGTCCATT
GTAGCACGGGGGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAAAGGGCCCAACT
AAATGATGGCAACTAAAATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGAACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGTTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTG
TTCCCGAAGGAAAAGCCCTATCTCTAGGGTGGTCAAAGGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GGGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCC
CCCAGGCGGAGTGCTTATTGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGGCGGAAAC
CCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TATTCCTTGTTTGGCTCCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAG
ACCAGAAAGTCGCCTTCCGCCACTGGTGTTCTCCATATCTCTACGCATTT
CACCGCTTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGGCACTCCAAGG
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Cizelge 4.7. Bacillus thuringiensis A17’ nin 1492R primeri kullanilarak okunan 16S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>A17-1492R_FO08
CCTAGACTGTCAGCACTATAGGCGCCTGGCTCCGACTGGTTACCCCACCG
CCTTCGGTAGTGCAAACTCTCGGGGGGGGACGGGGGGGGGGTCCAAGGCC
AGGGAACGTATTCCCCGGGGATTGTTGATCCGCGATTACTAGCAATTCCA
GTTTCTTGTAGGGGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAAAACGGTTTTA
TGAAATTAGTTCCCCCTCGGGGCCTTGCAGTTCTTTGTACCGCCCATTGA
AGCACGGGGGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCTTCC
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGAAGTCACCTTAAAGGGCCCAACTAA
AGGAGGGCAACTAAAATCAAGGGTTGCGTTCGTTGGGGAACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGTTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTT
CCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAAAGAATGTCAAGACCTG
GTAAGGTTCTTCGGGTTGCTTCAAATTAAACCACATGTTCCACCGTTTGG
GGGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGAACTCCCC
AGGGGGAGGGCTTATGGCGTTACCTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTC
TACCACTTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTATTC
CTGTTTGCTCCCCACGCTTTCCGCGCCTCAGTGTCAGTACCAGACCAGAA
AGTCGCCTCCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCCACCGC
TACAC
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Cizelge 4.8. Bacillus thuringiensis A17’ nin 27F primeri kullanilarak okunan 16S rRNA
geninin kismi DNA dizisi

>A17-27F_B06
ACTGACTATGCTAGAGCAGAGTTGCTAGTCGAGTCGGTGGATCTAGACGC
TGTGCTCTCTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATA
ACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACT
TATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGC
TGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCG
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Cizelge 4.9. Brevibacillus laterosporus EA62’ nin 1492R primeri kullanilarak okunan
16S rRNA geninin kismi DNA dizisi

>EA62-1492R_CO08
CCAAGCTACTACCCACCATACGGCGGCTGGCTCCTTACGGTTACCTCACC
GACTTCGGGTGTTGCAACTCCCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
GACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGATTGGTTTT
AAGAGATTAGCATCTTCTCGCGAAGTAGCATCCCGTTGTACCAACCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCGCCTTCCTCCGTCTTGTCGACGGCAGTCTCTCTAGAGTGCCCAACTG
AATGCTGGCAACTAAAGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCACTG
CCCCGAAGGGAAGCTCTATCTCTAGAGCGGTCAGTGGGATGTCAAGACCT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTG
TGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCACTCTTGCGAGCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTATTGCGTTAGCTGCGGCACTAAGGGTATTGAAACCC
CTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGGGCCAGA
AAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACGTGGAATACCACTTTCCTCTCCTGCACTCAAGCTACACAGTTTCC
AATGCGAACCGAGGTTGAGCCTCGGGCTTTAACATCAGA
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Cizelge 4.10. Brevibacillus laterosporus EA62’ nin 1492R primeri kullanilarak okunan
16S rRNA geninin kismi DNA dizisi

>EA62-27F_G05
CTGCACTAGGCGCGTGCTATACTGCAGTCGAGCGAGGGTCTTCGGACCCT
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTGAGACTGGGA
TAACATAGGGAAACTTATGCTAATACCGGATAGGGTTTTGCTTCGCCTGA
AGCGAAACGGAAAGATGGCGCAAGCTATCACTTACAGATGGGCCTGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGGAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTT
GTTAGGGAAGAAACAGTGCTATTTAAATAAGGTAGCACCTTGACGGTACC
TAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGC
TATGTAAGTCTGATGTTAAAGCCCGAGGCTCAACCTCGGTTCGCATTGGA
AACTGTGTAGCTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGTGGTATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT
GGGCCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGT
TTCAATACCCTTAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCCGCCTGGGG
GAGTACGCTCGCAAGAAGTGAAA
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4.2. Karsit-Cizgi Yontemi ile Antimikrobiyal Madde Taramasi

Bacillus thuringiensis Al, Al4, Al15, A17 ve Brevibacillus laterosporus EA62 ile
yapilan karsit-¢izgi yontemiyle antimikrobiyal madde taramasi 3.2.3’¢ gore yapilmustir.
Cizelge 4.11°de goriildiigii izere en biiyiik inhibisyon zonlar1 Bacillus thuringiensis Al,
Al7 ve Brevibacillus laterosporus EA62 bakterilerinde goriilmiistiir. Kiitahya ilinden
alinan topraktan izole edilen Bacillus thuringiensis A1 ve Edirne’den alinan topraktan
izole edilen Bacillus thuringiensis Al7 en biiyiik inhibisyon zonunu (10 mm)
Escherichia coli’ye kars1 gostermistir. Balikesir ilinden alinan topraktan izole edilen ve
Brevibacillus laterosporus EA62 olarak adlandirilan bakteri ise en biiyiik inhibisyon

zonunu (10 mm) Yersinia enterolitica’ya kars1 gostermistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.11. Brevibacillus laterosporus EA62 ve Bacillus thuringiensis A14, A1, Al5,
A17’ nin test bakterilerine karsi inhibisyon zon ¢aplari

Karsit-Cizgi Yontemiyle Antimikrobiyal Madde Taramasi1 Sonucu Elde Edilen
Inhibisyon Zon Caplari (mm)

Salmonella Staphylococcus Yersinia Enterococcus Escherichia
typhimurium aureus enterolitica faecalis coli
1) ) @) (4) ©)
Brevibacillus
laterosporus EA62
(Balikesir) 8 8 10 8 6
Bacillus
thuringiensis A14
(izmir) - - 6 8 8
Bacillus
thuringiensis Al
(Kiitahya)
- - - - 10
Bacillus
thuringiensis A15
(Malatya)
- - 4 - -
Bacillus
thuringiensis A17
(Edirne)
- - - - 10
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Bacillus thuringiensis A14

Brevibacillus laterosporus EA62

R\ " Bacillus thuringiensis Al

acillus thuringiensis A17 7
74

Sekil 4.2. Karsit-¢izgi yontemiyle antimikrobiyal madde taramasi. 1. Salmonella
typhimurium ATCC 14028, 2. Staphylococcus aureus ATCC 25923, 3. Yersinia
enterolitica ATCC 9610, 4. Enterococcus faecalis ATCC 29212, 5. Escherichia coli

ATCC 25212
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4.3. Agar Kuyu Difiizyon Metodu Ile Antimikrobiyal Madde Taranmasi

Bakteriler 3.2.4°te belirtilen besiyeri ve kiiltiir sartlarinda tiretilmistir. Her 24 saatte bir
alman orneklerden bakteri iiremesine bakilmis ve tiim bakterilerin en yiiksek iireme
saati 72. saat olarak saptanmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.3). Agar kuyu difiizyon
caligmalarinda yapilan antimikrobiyal madde tretimleri icin ¢izelge ve sekillerde 72.
saatteki sonuglar verilmistir. Bu sonuglara gore Brevibacillus laterosporus EA62 ve
Bacillus thuringiensis Al4’tin test bakterilerine karsi inhibisyon zonu gosterdigi,
digerlerinde ise bakteri iiremesi gozlenmesine ragmen antimikrobiyal madde
tiretmedikleri tespit edilmistir. Brevibacillus laterosporus EA62 bakterisinin 24, 48, 72
ve 96. saatlerinde yapilan inhibisyon zon analizinde 72. saatte en yiiksek inhibisyon
zonu (19 mm) elde edilmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.4), bu saat iireme egrisinin
duragan fazi olan saattir. 96. saatte ise inhibisyon zonunda (12 mm) bir azalma
goriilmistiir (Sekil 4.5). 72. saatte goriilen en iyi inhibisyon zonu 19 mm ile
Brevibacillus laterosporus EA62°de olgiildiigiinden bundan sonraki g¢alismalara bu
bakteri ile devam edilmistir. Tiim ¢alismalarda bakteri 72.saatte kadar iiretilerek elde

edilen siipernatant antimikrobiyal madde kaynagi olarak kullanilmastir.

Cizelge 4.12. Besi ortamlarinda iiretilen Bacillus thuringiensis Al, Al4, Al15, A17 ve
Brevibacillus laterosporus EA62’nin tiremelerinin Karsilastirilmasi

Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Brevibacillus
thuringiensis thuringiensis thuringiensis thuringiensis laterosporus
. Al Al4 Al5 Al7 EA62
Inkiibasyon
Siiresi ODsoo ODsoo ODswo ODswo ODsoo
0,63 0,61 0,67 0,70 0,69
24 saat
0,97 0,95 0,89 0,94 0,93
48.saat
1,10 1,09 1,12 1,20 1,07
72.saat
0,64 0,63 0,59 0,67 0,71
96. saat
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Sekil 4.3. Bacillus thuringiensis A1, Al4, A15, Al7 ve Brevibacillus laterosporus
EA62’nin besi ortamlarinda zamana bagli ireme degerleri

Cizelge 4.13. Besi ortamlarinda tiretilen Bacillus thuringiensis Al, Al4, A15, Al7 ve
Brevibacillus laterosporus EA62’nin inbisyon zonlarinin karsilagtirilmasi

Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Brevibacillus
thuringiensis thuringiensis thuringiensis A15 thuringiensis A17 laterosporus EA62
i Al i Al4 i _ _
TEST Inhibisyon Zon | Inhibisyon Zon | Inhibisyon Zon | Inhibisyon Zon | Inhibisyon Zon
BAKTERILERi | ©aplart (mm) | Caplari (mm) Caplar1 (mm) Caplar1 (mm) Caplar1 (mm)
Escherichia ) 12 - - 19
coli
- 11 - - 13
Enterococcus
faecalis
Salmonella ) 12 - - 15
typhimurium
- - 12 - - 17
Yersinia
enterolitica
- - - - 15

Staphylococcus
aureus
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Sekil 4.4. Agar kuyu difiizyon metodu ile 5 test bakterisine kars1 bakterilerin inhibisyon
zonlar1. Brevibacillus laterosporus EA62 (1), Bacillus thuringiensis Al (2), Bacillus
thuringiensis Al14 (3), Bacillus thuringiensis A15 (4), Bacillus thuringiensis A17 (5)

24h 48h 72h 96h
. 'O®I@ e
:

Sekil 4.5. Brevibacillus laterosporus EA62’nin antimikrobiyal madde iiretimi {izerine
inkiibasyon zamaninin etkisi

-

4.4. Antimikrobiyal Madde Uretimi Uzerine Besinsel Faktorlerin Etkisi

Bakterilerin antimikrobiyal madde tiretimleri bulunduklar1 ortama bagli oldugundan,
ortam sartlarmin degistirilmesi tiretim miktarina etki etmektedir. Bu nedenle ¢alismada
besinsel olarak aminoasit, karbon, azot ve metal olmak iizere dort besinsel faktoriin

antimikrobiyal madde {iretimi tizerine etkileri arastirilmustir.
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4.4.1. Aminoasit Kaynaklarinin Etkisi

Aminoasit kaynaklarinin bakteri gelismesi ve antimikrobiyal madde iiretimi iizerine
etkilerini arastirmak tizere her bir tretim ortamimna %0,5 oraminda farkli aminoasit
kaynag (alanin, fenilalanin, valin, tirozin, lizin, histidin, sistin, arginin ve glutamik asit)
ilave edilmistir. Maksimum antimikrobiyal madde sentezinin saglandigi 72. saatte
ornekler alinarak agar kuyu difiizyon metodu ile etkisi arastirilmistir ve tireme tayini

yapilmustir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Elde edilen sonuglara gére, maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 19 mm ile Glutamik
asit ilave edilen ortamda Staphylococcus aureus’a karsi 6l¢iilmiistiir. Sonuglar Cizelge

4.14 ve Sekil 4.6°da ayrintil1 olarak verilmistir.
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nterococcus faecalis

FER

Sekil 4.6. 72. saatte farkli aminoasit kaynaklar1 varhiginda Brevibacillus laterosporus
EA62’den fretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu
inhibisyon zonlari. 1-Alanin, 2-Fenilalanin, 3-Valin, 4-Tirozin, 5-Lizin, 6-Histidin, 7-
Sistin, 8-Arginin, 9-Glutamik asit
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ALANDN  FENILALANDY

asit kavnaklan varhgnda Brevibacillus laterosporus EA62 den tiretilen

Aino

antimilcrobival maddenin test bakterilerine kar

Selkal 4.7. 72, saatte farkh

s1 olusturdugu inhibisyon zonlarmin karsdastmlbmas:



4.4.2. Karbon Kaynaklarmin Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin antimikrobiyal madde iiretimi iizerine etkisini arastirmak
amaciyla besi ortaminda karbon kaynagi olarak bulunan Glukoz, %1,5 oraninda farkli
karbon kaynaklari ile degistirilmistir. Bu amagla, besi ortamina ayn1 oranda Sukroz,
Nisasta, Maltoz ve Bugday kepegi olmak iizere farkli karbon kaynaklari ilave edilmistir.
Maksimum antimikrobiyal madde sentezinin saglandig1 72. saatte drnekler alinarak agar

kuyu difiizyon metodu ile etkisi arastirilmistir ve iireme tayini yapilmistir (Cizelge 4.15,
Sekil 4.8).

Elde edilen sonuglara gore, maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 19 mm ile igerisinde
Glukoz bulunan ortamda Enterococcus faecalis’e karsi ol¢iilmiistiir. Sonuglar Cizelge
4.15, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da ayrintil1 olarak verilmistir.
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S. typhimurium

Sekil 4.8. 72. saatte farkli karbon kaynaklari varliginda Brevibacillus laterosporus
EA62’den fretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karst olusturdugu
inhibisyon zonlar1. 1-Glukoz, 2-Siikroz, 3-Nisasta, 4-Maltoz, 5-Bugday kepegi
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Sekil 4.9. 72 saatte farkh karbon kaynalkdan varhgmda Brevibacillus laterosporus

EA62 den iiretilen antimikrobival maddemn test bakterilerine kars: olusturdugu inhibisyvon

zonlannm karsilastmlmas:



4.4.3. Azot Kaynaklarinin Etkisi

Farkli azot kaynaklarinin antimikrobiyal madde iiretimi iizerine etkisini arastirmak
amaciyla besi ortaminda azot kaynagi olarak bulunan Yeast ekstrakt (%0,1) ve
(NH4)2HPO4 (%0,05)’1n farkli azot kaynaklari ile degisimine gidilmistir. Bu amagla,
besi ortamina ayni oranda organik azot kaynagi % 0,1 olarak corn step liquer, tripton,
skim milk ve inorganik azot kaynagi olarak %0,05 (NH4)2NO3z ve (NH4)2SOs
kullanilmistir. Maksimum antimikrobiyal madde sentezinin saglandigi 72. saatte
ornekler alinarak agar kuyu difiizyon metodu ile etkisi arastirilmistir ve lireme tayini

yapilmistir (Cizelge 4.16).

Elde edilen sonuglara gore, maksimum inhibisyon zonu 72. saatte Enterococcus
faecalis’e kars1 20 mm ile igerisinde Tripton bulunan besi ortaminda Glglilmiistiir.

Sonuglar Cizelge 4.16, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de ayrintili olarak verilmistir.
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enterolitica §
R N

Sekil 4.10. 72. saatte farkli azot kaynaklar1 varliginda Brevibacillus laterosporus
EA62’den fretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu
inhibisyon zonlar1. 1-Corn steep Liquor, 2-Tripton, 3-Yeast Ekstrakt, 4- Skim milk, 5-
(NH4)2NOs3, 6- (NH4)2S03
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Sekil 4.11. 72 saatte farkh azot kaynaklan varhgmda Brevibacillus laterosporus EA62 den tiretilen

antimikrobival maddenin test bakterilerine karsi olasturdugn inhibisvon zonlarmn karsilastiriimasi



4.4.4. Metal Kaynaklarimin Etkisi

Farkli metal kaynaklarinin antimikrobiyal madde {iretimi {izerine etkisini aragtirmak
amaciyla besi ortaminda metal kaynagi olarak bulunan MgSOs ve CaCO3’in toplam
miktart (%0,35) ile farkli metal kaynaklarinin degisimine gidilmistir. Bu amagla, besi
ortamina %0,35 oranininda CaCl,, FeSOs, LiSO4, NaCl, KCI, MnSO4 ve MgSOs ilave
edilmistir. Maksimum antimikrobiyal madde sentezinin saglandigi 72. saatte 6rnekler
alinarak agar kuyu difiizyon metodu ile etkisi arastirilmistir ve lireme tayini yapilmistir

(Cizelge 4.17).

Elde edilen sonuglara gore, maksimum inhibisyon zonu (19 mm) 72. saatte biitiin test
bakterilerine karsi inhibisyon zonu veren MgSO4+CaCO3 kaynaklarinda Ol¢tilmiistiir.
Diger metal kaynaklarinda ise NaCl’de Enterococcus faecalis’e kars1 12 mm ¢apinda
inhibisyon zonu goriilmiistiir. MgSOg4 tek basina kullanildiginda test bakterileri tizerine

11-12 mm arasinda inhibisyon zonu gostermistir (Cizelge 4.17 , Sekil 4.12, Sekil 4.13).
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E. faecalis 8

Sekil 4.12. 72. saatte farkli metal kaynaklari varliginda Brevibacillus laterosporus
EA62’den {iretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu
inhibisyon zonlari. 1- CaCly, 2- FeSQOs4, 3- LiSOs, 4-NaCl, 5- KCI ,6- MnSOQOs, 7-
MgSOa.

i

W Escherichia coli

= Enterococcus faecalis

# Salmonella ty phimurium
# Yersinia enterolitica

v Staphylococous aureus

INHIBISYON ZONLARI (mm)

[=3]
(LR RN RN RN RN R RN RN RN RE)]

CaCl? Fe804 LiS04 NaCl ECl Mn304 Mz304 Meg804-+-CaCO03

Sekil 4.13. 72. saatte farkli metal kaynaklar1 varliginda Brevibacillus laterosporus
EA62’den {iretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu
inhibisyon zonlarinin karsilastirilmasi
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4.5. Antimikrobiyal Madde Uretimi Uzerine Fiziksel Faktorlerin Etkisi

Bakterilerin antimikrobiyal madde iiretimleri bulunduklari ortam kosullarina baglh
oldugundan, bu kosullar degistirildigi takdirde antimikrobiyal madde iiretim miktar1 da
bu durumdan etkilenmektedir. Bu nedenle ¢alismada pH (4.0, 5.0, 6.0, 7.0(kontrol), 8.0
ve 9.0) ve sicaklik (30, 37(kontrol), 40, 45, 50 ve 55) olmak tizere iki fiziksel

parametrenin antimikrobiyal madde iiretimi tizerine etkileri arastirilmustir.

4.5.1. pH’ nin Etkisi

Bakteri gelismesi ve antimikrobiyal madde iiretimi iizerine etkilerini arastirmak {lizere
tiretim ortammin pH’ s1 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olarak ayarlanmigtir. Maksimum
antimikrobiyal madde sentezinin saglandigi 72. saatte agar kuyu difiizyon metodu ile
farkli pH’larin antimikrobiyal madde {iretimi tizerine etkisi arastirilmistir (Sekil 4.14) ve

tireme tayini yapilmistir (Cizelge 4.18).

Elde edilen sonuglara gore, farkli pH degerlerinde antimikrobiyal madde tretimleri
karsilagtirildiginda maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 19 mm ile pH 7.0°da
Escherichia coli’ye kars1 olgiilmistiir. Diger pH degerlerinde ise 10-15 mm arasinda
inhibisyon zonlar1 gézlemlenmistir (Cizelge 4.18, Sekil 4.14, Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. 72. saatte farkli pH degerlerinde Brevibacillus laterosporus EA62’den
tiretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu inhibisyon zonlari.
1-pH 4.0, 2-pH 5.0, 3-pH 6.0, 4-pH 8.0, 5-pH 9.0

-~ 0 == Escherichia coli
E 18 == Enterococcus faecalis
E ® —— Samonella ty phimurium

1 14
g 12 Yersniaenterolitica
; 10 = StEphylococcus aureus
o 8
R
E )
. 2

0
4.0 5.0 6.0 7.0 2.0 9.0
[KONTROL)
pH DEGERLERI

Sekil. 4.15. 72. saatte farkli pH degerlerinde Brevibacillus laterosporus EA62’den
iretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu inhibisyon
zonlariin karsilastirilmasi
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4.5.2. Sicakhigin Etkisi

Bakteri gelismesi ve antimikrobiyal madde iiretimi iizerine etkilerini arastirmak {izere
tretim ortamlart farkli sicaklik degerlerinde (30, 37(kontrol), 40, 45, 50 ve 55)
inkiibasyona birakilmistir. Maksimum antimikrobiyal madde sentezinin saglandigi 72.
saatte agar kuyu difiizyon metodu ile farkli sicaklik degerlerinin antimikrobiyal madde

tizerine etkisi arastirilmisir (Sekil 4.16) ve lireme tayini yapilmistir (Cizelge 4.19).

Elde edilen sonuglara gore, farkli sicaklik degerlerinde antimikrobiyal madde tiretimi
karsilastirildiginda maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 19 mm ile 37 °C’de
Escherichia coli’ye kars1 6l¢iilmiistiir. Diger sicaklik degerlerinde biiyiik bir degisiklik
goriilmemistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. 72. saatte farkl: sicaklik degerlerinde Brevibacillus laterosporus EA62’den
tiretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu inhibisyon zonlar1.
1-30°C, 2-40°C, 3-45 °C, 4-50 °C, 5-55 °C

20 Escherichiacoli
18 i Erterococcus faecalis

16 —a— Samonella ty phimurium

——Yersnia enterolitica

14
—a— Staphylococous aureus

12

10

INHIBISYON ZONLARI (mm)

30°C 37 C 40° ¢ 45 e g LR 55
[KONTROL)

SICAKLIK DEGERLERI

Sekil 4.17. 72. saatte farkli sicaklik degerlerinde Brevibacillus laterosporus EA62’den
iiretilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsi olusturdugu inhibisyon

zonlarmin karsilastirilmast
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4.6. Maksimum Antimikrobiyal Madde Uretimi I¢in Modifiye Ortamin
Hazirlanmasi

Maksimum antimikrobiyal madde sentezinin saptandigi pH ve sicaklik degerlerinde ve
yine maksimum sentezin elde edildigi aminoasit, karbon, azot ve metal iyonlarin1 i¢eren
yeni olusturulmus bir modifiye ortamda antimikrobiyal madde veriminin saglanmasi
yoluna gidilmistir. Modifiye ortamda en iyi pH degeri 7.0, sicaklik degeri 37 °C,
aminoasit kaynagi olarak Glutamik asit, karbon kaynagi olarak Glukoz, azot kaynagi
olarak Tripton ve metal iyonlar1 olarak MgSO4+CaCOz kullanilmistir. 72. saatte alinan
orneklerden elde edilen sonuglara gore modifiye ortamdaki bakteri tiremesi kontrol
ortamina gore artmistir. Modifiye ortamda antimikrobiyal madde iiretimi ise kontrol
ortamina gore denenen herbir test bakterisine gore artis gostermistir (Cizelge 4.20 ve
Sekil 4.18). Escherichia coli i¢in %5, Salmonella typhimurium i¢in %20, Yersinia
enterolitica i¢in %5, Staphylococcus aureus icin %6, Enterococcus faecalis i¢in ise %

7’ lik bir artis saglanmustir.

Cizelge 4.20. Modifiye ortamdaki bakteri {iremesi ve test bakterilerine karsi inhibisyon
zon ¢aplari

Kontrol Test bakterileri ve Modifiye Test bakterileri ve

Ortam icerigi =~ Ureme Inhibisyon Ortam Ureme Inhibisyon
(ODeoo) Zon Capi (mm) icerigi (ODeoo) Zon Cap1 (mm)

Glukoz Glukoz
MgSO4+ Escherichia coli igin 19 MgSOs+ Escherichia coli igin 20
CaCOs CaCOs
Yeast ekstrakt = 1,03 Salmonella typhimurium i¢in 15 | Tripton 1,15 Salmonella typhimurium igin 18
pH 7.0 Yersinia enterolitica i¢in 17 pH7.0 Yersinia enterolitica i¢in 18
37 °C Staphylococcus aureus i¢in 15 | 37 °C Staphylococcus aureus i¢in 16
Aminoasit Enterococcus faecalis icin - 13 | Glutamik Enterococcus faecalis icin 14
kaynagi yok asit
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Escherichacoli  Salmonella tphimurium  Yersinia enterolitica Staphylococcus auwrsus  Enterococcus fascalis

Sekil 4.18. 72. saatte modifiye oramda iiretilen Brevibacillus laterosporus EA62’den
elde edilen antimikrobiyal maddenin test bakterilerine karsit olusturdugu inhibisyon
zonlari

4.7. Antimikrobiyal Maddenin Molekiiler Agirh@imin Tespiti

Antimikrobiyal madde sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon
basamaklar ile kismi olarak saflastirildiktan sonra molekiiler agirliginin tespiti islemine
gecilmistir.  Molekiiler agirligint belirlemek amaciyla, bolim 3.2.14.’te anlatildig
sekilde hazirlanan SDS poliakrilamid jel elektroforezine &rnek uygulanmustir. Ilk
kuyucuga da molekiiler agirliklart bilinen standart protein ¢ozeltisi (marker) konulmus
ve elektroforez iglemi bitiminde olusan bandlarin (Sekil 4.19) Rf degerlerinden
faydalanilarak formiile gore antimikrobiyal madde ve standart protein ¢ozeltisinin
goreceli hareketlilik degerleri hesaplanmigtir (Rf = Proteinin aldig1 yol (cm) / izleme
boyasinin aldigi yol (cm)). Protein bantlar igeren jellerin goriintiileri fotograflanmistir
(Sekil 4.19). Jel boyanmasi sonucu 3 band goriilmiistiir, molekiiler agirliklar1 6.3, 25
ve 58 kDa olarak hesaplanmistir. Yapilan literatiir taramasinda Brevibacillus
laterosporus tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddelerin molekiiler agirliklarinin 1-11
kDa arasinda oldugu rapor edilmistir. Bu ¢calismada da Brevibacillus laterosporus EA62
bakterisinin irettigi antimikrobiyal maddenin de disiik agirlikli 6,3 kDa oldugu

diistiniilmektedir.
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MW(kDa) Standart  Ornek MW (kDa)

80 kDa

58 kDa
58 kDa
46 kDa
30 kDa
25 kDa 25 kDa
17 kDa

6.3 kDa

Sekil 4.19. SDS-PAGE sonrasi elde edilen jelde protein bantlarinin gériiniimii

4.8. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Minimum inhibisyon konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilan ¢alisma sonucunda B.
laterosporus EA62°den elde edilen yeni bilesenin MIK degeri 256 pg/mL’den biiyiik
olarak saptanmistir. Standart antibiyotklerin MIK degerleri ayrintili olarak Cizelge
4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.21. Standart antibiyotikler (Ampisilin ve Gentamisin) ve yeni bilesenin MiK

degerleri
MiK DEGERLERI

Salmonella Staphylococcus  Yersinia Enterococcus Escherichia

typhimurium aureus enterolitica faecalis coli

ATCC 14028 ATCC 25923 ATCC 9610 ATCC 29212 ATCC 25212
Ampisilin >256 pg/mL >256 pg/mL >256 pg/mL 2 pg/mL >256 pg/mL
Gentamisin 2 pg/mL 2 pg/mL 4 pg/mL 16 pg/mL 1 pg/mL
Yeni bilesen >256 pg/mL >256 pg/mL >256 pg/mL >256 pg/mL >256 pg/mL
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4.9. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC-Biyootografi)

TLC-Biyootografi yontemi boliim 3.2.19° da Bharti ve ark. (2012)’nin ydteminden
modifiye edilerek yapilmigtir. Sonuglara gore streptomisin ve basitrasin standart
antibiyotikleri ile Brevibacillus laterosporus EA62° den elde edilen 06rnek
antimikrobiyal madde Sekil 4.20°de goriildiigii gibi S. aureus’a karsi1 inhibisyon zonu

gostermislerdir.

Sekil 4.20. Ince tabaka kromatografisi ile yapilan biyootografi ydéntemi sonucu S.
aureus’ a karst olusan inhibisyon zonlari. A-Streptomisin, B- Basitrasin, C- Ornek
antimikrobiyal madde

Yapilan diger biyootografik analiz ise Panda ve ark. (2011)’ nin yontemine gore
yaptlmustir (bkz. 3.2.19). TLC plakasmnin iizerindeki agarda S. aureus’ a karg1 meydana
gelen acgik zonlarin yiirime mesafesi Olglilmiistir ve her birinin Rf degeri
hesaplanmistir. Streptomisin antibiyotiginin Rf degeri 0,25, Basitrasin antibiyotiginin
Rf degeri 0,08 ve 6rnek antimikrobiyal maddenin ise Rf degeri 0,04 olarak bulunmustur
(Sekil 4.21).
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Streptor
RE= 0

Basitrasin
Rf=0.08 ==

Sekil 4.21. ince tabaka kromatografisi ile yapilan biyootografi yéntemi sonucu elde
edilen inhibisyon zonlarinin Rf degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Insanlar ile hastaliklara sebep olan mikroorganizmalar arasinda tarih boyunca siirekli bir
savas olmustur. Bu savas c¢ok sayida kisiyi etkileyerek, hastalik ve Oliimlere sebep
olmustur. 1940’ larin baslarinda penisilinin bulunmas1 ve antibakteriyel ilaglarla ilgili
gelismeler durumu diizeltse de antibakteriyel ajanlarin  yaygin kullanilmaya
baslanmasindan hemen sonra bakteriler ¢esitli diren¢ formlar1 kazanmustir.
Antimikrobiyallerin kullanim1 artikga patojenler tarafindan ortaya konan direng
mekanizmalar1 daha da artmis ve karmasik bir hal almistir (Kuyucu 2007).
Antimikrobiyallere direncli suslarin ortaya ¢ikmasi, antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi
ve ekonomik boyut disiiniildiigiinde, caligmalar dogal madde arayigina yonlenmistir
(Caki 2009). Bu nedenle, etki alam1 genis ve gii¢lii antibiyotik iireten Yyeni

mikroorganizmalarin dogadan arastirilmasi 6nem kazanmaktadir.

Antibiyotik lireten mikroorganizmalar daha ¢ok Streptomyces, Bacillus, Brevibacillus
ve Penicillium gibi birkag cinse ait tiirlerdir (Wise 1998). Bunlar arasinda yer alan
Bacillus ve Brevibacillus tiirleri, antimikrobiyal madde tiretme kapasitesi yoniinden ¢ok
incelenen organizmalar arasinda bulunmaktadir (Perez ve ark. 1993, Eltem ve Ugar

1998).

Yapilan bu c¢alismada daha once Yiiksek Lisans tez ¢alismamizda Tiirkiye
topraklarindan elde edilen 5 adet antimikrobiyal madde iiretme potansiyeline sahip
Bacillus sp. kullanilmistir. Antimikrobiyal madde iiretme potansiyeline sahip 5 adet
Bacillus sp. susunun hizmet alim1 ile 16S rRNA analizi yapilmis (RefGen, Ankara) ve
bakteriler tiir diizeyinde adlandirilmigtir. Bunlardan 4 tanesi Bacillus thuringiensis ve 1

tanesi Brevibacillus laterosporus ile %100 sekans benzerligi gostermistir.

Tir diizeyinde tespit ettigimiz bakterilerde ilk olarak karsit ¢izgi yontemi ile
antimikrobiyal madde taramasi yapilmistir. Bu test sonucunda en iyi inhibisyon zonu
gosteren bakteriler 10 mm ile Bacillus thuringiensis Al, Al7 ve Brevibacillus
laterosporus EA62 olmustur. Ardindan agar kuyu difiizyon yontemi ile ikinci bir tarama
yapilarak 2 tanesinin ¢alismada kullanilan farkl test bakterilerine karsi inhibisyon zonu
verdigi gézlenmistir. Sonuglara gore Brevibacillus laterosporus EA62 (19 mm) ve

Bacillus thuringiensis Al4 (12 mm)’in test bakterilerine karsi inhibisyon zonu
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gosterdigi, digerlerinde ise bakteri liremesi gdzlenmesine ragmen antimikrobiyal madde
tiretmedikleri tespit edilmistir. Bakteriler arasinda Brevibacillus laterosporus EA62 en
iyi inhibisyon zonu (19 mm) gostermistir. Yapilan ¢alisma sonuglarina gore bakteri
tiremesinin ve antimikrobiyal madde tretiminin maksimum oldugu zaman 72. saat
olarak belirlenmistir. Bakterinin antimikrobiyal madde iiretimi 24. saatte basladigi
ancak duragan faz olan 72. saatte maksimuma ulastigi (19 mm), 96. saatte ise liretimin
azaldig1 (12 mm) saptanmustir. Dolayisiyla 72. saatin bakteri tiremesinin duragan ve 96.
saatin ise Olim faz1 oldugu saptanmistir. Benzer sonuglar Kalpana ve ark. (2010)
Bacillus laterosporus’ ta ve Hasan ve ark. (2009) Bacillus pumilus’te maksimum
antibiyotik tretim zamanini 72. saat olarak belirtilmistir. Kalpana ve ark. (2010),
antibakteriyel aktivitenin ilk olarak 24. saatte gozlemlendigini, 72. saatte maksimuma
ulastigin1 ve 96-120 saatleri arasinda ise bir diislis oldugunu bildirmislerdir. Hosoya ve
ark. (1998), antibiyotik sentezinin logaritmik faz sonu ile duragan faz arasinda
basladigin1 belirtmektedir. Hasan ve ark. (2009)’da ¢alismalarinda 72. saate kadar
tiretim yapmis ve maksimum antibiyotik {iretiminin serbest Bacillus pumilus SAF1
hiicresinde M. luteus (ATCC 10240)’a kars1 24 mm ve immobilize Bacillus pumilus
SAFI1 hiicresinde ise S. aureus (ATCC 6538)’a karst 22 mm’lik inhibisyon zonu ile 72.
saatte oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin, Awais ve ark. (2007) ise, Bacillus
pumilus’ ta Basitrasin antibiyotiginin 0-144 saatleri arasinda {retimi yaparak
inkiibasyon zamaninin etkisini arastirmiglardir. Calismamizdan farkli olarak maksimum
inhibisyon zonlarimi 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 diistiiginii belirtmislerdir. Haavik (1974), Bacillus licheniformis ATCC
14580’nin sadece logaritmik faz sirasinda Basitrasin irettigini rapor etmistir. Buna
karsin Egorov ve ark. (1986), basitrasin sentezinde maksimum verimin logaritmik faz
sonunda ve sporulasyonun baslangicinda elde edildigini bildirmislerdir. 20 saatlik B.
licheniformis kiiltiiri maksimum basitrasin {irlinii vermistir (Yousaf 1997). Diger
yandan, Muhammad ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada termofilik Bacillus
tirlerinde maksimum inhibisyon zonlarimi1 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 inhibitor bilesiklerin konsantrasyonunun 48. saatte
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maksimuma ulastigin1 bildirmislerdir. Genel olarak Bacillus ve Brevibacillus’larda
antimikrobiyal madde iiretim zamami 24-72 saatlerde olmaktadir. Maksimum
antimikrobiyal madde iiretim zamanlarimin farkli saatlerde bulunmasi ¢alismada

kullanilan bakteri tiirtine gore degismektedir.

Uretim ortammin igerigi, ortamm pH’s1 ve inkiibasyon sicakligimin antimikrobiyal
madde iiretimi iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Leifert ve ark. 1995). Ozellikle besi
ortam1 igeriginde bulunan aminoasit, karbon, azot ve metal kaynaklari antimikrobiyal

madde tretim verimini etkilemektedir.

Besi ortamlarinda kullanilan aminoasit kaynaklari hizlica tiiketilen kaynaklardir ve
mikrobiyal metabolizma i¢in onemlidirler. Ciinkii protein ve polipeptidlerin yap1
taglarini olusturmaktadirlar (Egorov 1985). Aminoasit kaynagi olarak Glutamik asit ve
Alanin’ in antimikrobiyal madde {iretimini arttirdigi bildirilmistir. Farkli aminoasit
kaynaklarinin antimikrobiyal madde iiretiminde etkisi bilinmekle beraber yapilan farkl
bir ¢alismada aminoasit konsantrasyonunun artisi ile antimikrobiyal madde tiretiminin
azaldig1 ifade edilmistir. Bunun bakteri hiicrelerine girebilmek i¢in membran
reseptorlerindeki aminoasit molekiilleri arasindaki rekabetten dolayr oldugu
bildirilmistir (Al-Khafaji 1990). Bu amagla Brevibacillus laterosporus EA62’nin
antimikrobiyal madde iiretimi iizerine farkli aminoasit kaynaklarmin etkilerini
aragtirmak tizere besiyeri igerigine %0,5 oraninda alanin, fenilalanin, valin, tirozin,
lizin, histidin, sistin, arginin ve glutamik asit ilave edilmistir. Yapilan calismada
maksimum inhibisyon zonu 72. saatte 19 mm ile glutamik asit ilave edilen ortamda
Staphylococcus aureus’ a karsi 6l¢iilmiistiir. Aminoasit tercih siras1 herbir test bakterisi
i¢in farklilik gostermistir. Muhammad ve ark. (2009), termofilik Bacillus tiirlerinde besi
ortaminda kullandig1 glutamik asitin farkli konsantrasyonlarinin (% 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve
2) antibiyotik iiretimi {izerine etkisini arastirmistir ve en iyi aktivitenin %1.5 glutamik
asit konsantrasyonunda ve maksimum inhibisyon zonunun Staphylococcus aureus (22
mm) ve Micrococcus luteus’a karst (26 mm) oldugunu gézlemlemislerdir. Hanlon ve
Hodges (1981), yaptiklar1 ¢alismada B. licheniformis’in 0,01 M glutamik asit
konsantrasyonu igeren besi ortaminda maksimum antibiyotik irettigini bildirirken,
Haddar ve ark. (2007) ise maksimum antibiyotik aktivitesini (134,3 units mL™*) % 0,05

glutamik asit konsantrasyonunda elde etmislerdir.
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Aminoasit kaynagmin yani sira besiyeri iceriginde karbon ve azot kaynaklari da
antimikrobiyal madde iiretiminde 6nemli kaynaklardir (Gupte ve Kulkarni 2002).
Yapilan bir arastirmada ise antimikrobiyal madde iiretiminin genellikle iiretim
ortamindaki kolay tiiketilen karbon kaynaklar1 ortamda bittigi zaman aktive edildigi
ifade edilmistir (Iwai ve Omura 1982). Kolayca parcalanabilen karbon kaynaklarinin
etkisinin enzimatik siireclerin katabolit represyonu tarafindan kontrol edildigi ve
bunlarin yiiksek konsantrasyonlarinin polipeptid antibiyotiklerin enzimatik sentezini
azalttig1 ya da inhibe ettigi bildirilmistir (Haavik 1974). Baz1 mikroorganizmalarda ise,
glukozun inhibitor etkisi, pH’daki azalma ile ilgili goriilmistiir. Bu azalma, organik
asitlerin ortamda birikmesi sonucu olusan asidifikasyondan dolayr meydana geldigi
belirtilmistir (Espeso ve ark. 1993). Karbon kaynagi olarak kullanilan glukozun
antibiyotik tretiminde en iyi kaynak oldugu ifade edilmektedir (Yousaf 1997). Bu
amagcla Brevibacillus laterosporus EA62’nin antimikrobiyal madde fiiretimi {izerine
farkli karbon kaynagmin etkisini arastirmak tizere %1,5 oraninda glukoz, siikroz,
nisasta, maltoz ve bugday kepegi kullanilmistir. Yapilan g¢alismalarda 72. saatte
Enterococcus faecalis’e karsi en biiyiik inhibisyon zon ¢ap1 19 mm ile igerisinde glukoz
bulunan ortamda gozlenmistir. Karbon kaynagi tercih sirasi herbir test bakterisi i¢in
farklilik gdstermistir. Benzer sonuglar baska arastiricilar tarafindan da elde edilmistir.
Yang ve ark. (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada maltoz, glukoz, laktoz, siikroz ve
nigasta gibi farkli karbon kaynaklarinin etkisini arastirmis ve en fazla etkiyi 30 mm ile
icerisinde glukoz bulunan besi ortaminda gozlemlemistir. Ripa ve ark. (2009), siikroz,
glukoz, friikktoz, mannitol, galaktoz, ksiloz, laktoz, mannoz, mannitol ve maltoz gibi
farkli karbon kaynaklarmin antimikrobiyal metabolitler {izerine etkisinin arastirilmasi
lizerine yaptiklari ¢aligmada en iyi inhibisyon zonunu 23 mm ile glukoz kaynaginda
elde etmislerdir. Haddar ve ark. (2007) yapmis olduklari ¢alismada basitrasin tiretimi
icin gliserol, glukoz, siikroz, sitrik asit ve nisasta gibi farkli karbon kaynaklari
kullanmistir. En fazla etkiyi %2 gliserol ile elde ettiklerini bildirmislerdir. Kamat ve
ark. (2011), maksimum antibiyotik iiretimini, karbon kaynagi olarak dekstroz iceren
ortamda elde ettiklerini bildirmislerdir. Bunlardan farkli olarak, Hasan ve ark. (2009),
serbest ve immobilize Bacillus pumilus tarafindan antimikrobiyal bilesiklerin {iretimi
tizerine farkli glukoz konsantrasyonlarinin (%]1-5) etkisini incelemis ve maksimum

inhibisyon zonlarimin S. aureus (32 mm) ve M. luteus’a kars1 (24 mm) %3’ likk glukoz
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konsantrasyonunda elde etmislerdir. Srinivasulu ve ark. (2003) ise, kalsiyum alginatta
immobilize olmus Streptomyces marinensis NUV-5 hiicrelerinde neomisin iiretiminin
%3 maltoz konsantrasyonunda daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Awais ve ark.
(2007) tarafindan Bacillus pumilus ve B. subtilis’te basitrasin antibiyotiginin iiretimi
tizerine farkli glukoz miktarlarmin (%1-5) etkisi incelenmistir. En 1yi aktivitenin (26
mm) M. luteus 'a karst %5’ lik glukoz konsantrasyonunda, S. aureus 'a karsi ise (21 mm)
%4’k glukoz konsantrasyonunda elde edildigi ifade etmislerdir. Bunlarin yani sira B.
subtilis te, M. luteus’a kars1 %1°lik glukoz konsantrasyonunda en iyi aktivite (19 mm)
elde edilirken, S. aureus’a kars1 bir inhibisyonun olmadig bildirilmistir. Muhammad ve
ark. (2009), termofilik Bacillus tiirlerinde farkli glukoz konsantrasyonlarinin (%0,25-
3,0) antimikrobiyal madde tiretimi iizerine etkisini arastirmistir. En iyi antimikrobiyal
aktivitenin Staphylococcus aureus (22 mm) ve Micrococcus luteus ’a kars1 (26 mm) %2
glukoz konsantrasyonunda oldugunu bildirmisglerdir. Ayni zamanda artan glukoz
konsantrasyonlarinda antimikrobiyal madde tiretimi tlizerine pozitif bir etkinin oldugunu
ifade etmektedirler. Farkli karbon kaynaklarinin antimikrobiyal madde iiretimi tizerine
etkisini arastiran c¢alismalarda farkli sonuclarin  elde edilmesi, kullanilan
mikroorganizma ¢esidine ve ortamdaki diger bilesenlerin etkilesimlerine bagli olarak
degismektedir. Dolayisiyla bu da gostermektedir ki, mikroorganizmalarin kullandigi
metabolik yollar farkli olabilmektedir. Ciinkii, biyosentetik yollardaki farklilik

antimikrobiyal madde tiretimini etkileyebilmektedir.

Besiyeri iceriginde azot kaynaklar1 antimikrobiyal madde {iretiminde Onemli
kaynaklardir (Gupte ve Kulkami 2002). Bu amagla Brevibacillus laterosporus
EA62’nin antimikrobiyal madde fiiretimi iizerine farkli azot kaynaklarinin etkisini
arastirmak {izere besi ortaminda azot kaynagi olarak bulunan yeast ekstrakt (%0,1) ve
(NH4)2HPO4 (%0,05)’1n farkli azot kaynaklari ile degisimine gidilmistir. Bu amagcla,
besi ortamina ayni oranda organik azot kaynagi olarak corn step liquer, tripton, skim
milk ve inorganik azot kaynagi olarak (NH4)2NO3 ve (NH4)2SO4 kullanilmistir. Yapilan
¢alismada maksimum inhibisyon zonu 72. saatte Enterococcus faecalis’e karsi 20 mm
ile igerisinde tripton bulunan besi ortaminda OSlgiilmiistiir. Azot kaynagi tercih sirasi
herbir test bakterisi i¢in farklilik gostermistir. Hu ve Gulari (1996) ise yapmis olduklari
bir arastirmada en iyi antimikrobiyal aktiviteyi (NH4)2SOs bulunan ortamda elde

ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizdan farkli olarak Ripa ve ark. (2009), yeni izole

95



ettikleri Streptomyces sp.’den antimikrobiyal metabolit iliretimde optimal kosularin
belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismada en iyi azot kaynagini yeast ekstrakt olarak
bildirmistir. Gupta ve ark. (2013), yen izole edilen Bacillus cereus'un antimikrobiyal
potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla yaptiklar1 calismada en iyi azot kaynagini
pepton olarak belirlediklerini ifade etmislerdir. Mohan ve ark. (2013) ise Streptomysis
cheonanensis bakterisinde antimikrobiyal aktivitenin saptanmasi amaciyla yaptiklar
calismada (NH4)2NOs3’in kullanilan diger azot kaynaklarina gore daha iyi aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.

Brevibacillus laterosporus EA62’nin antimikrobiyal madde {iretimi {izerine farkli metal
kaynaklarinin etkisini aragtirmak amaciyla besi ortaminda metal kaynagi olarak bulunan
MgSO4 ve CaCOs’in (%0,35) farkli metal kaynaklar ile degisimine gidilmistir. Bu
amagla, besi ortamina ayni oranda CaClz, FeSOs, LiSO4, NaCl, KCI, MnSO4 ve MgSO4
ilave edilmistir. Antimikrobiyal madde tretimleri karsilastirildiginda maksimum
inhibisyon zonu 72. saatte biitiin test bakterilerine karsi inhibisyon zonu veren
MgSO4+CaCOgz(kontrol) kaynaklarinda Olgiilmiistiir. Diger metal kaynaklarindan ise
sadece NaCl’de Enterococcus faecalis’e karsi 12 mm c¢apinda inhibisyon zonu
goriilmiistiir. MgSO4 tek basina kullanildiginda test bakterileri lizerine 11-12 mm
arasinda inhibisyon zonu gostermistir. CaCO3z Yyerine CaCly kullanildiginda ise
inhibisyon zonlar1 gériilmemistir. Joo ve ark. (2007) nin yapmis olduklar1 ¢alismada da
antimikrobiyal aktivitenin NaCl bulunan ortamda diger metal kaynaklarina gore daha
fazla oldugu ifade edilmistir. Metal iyonlarinin antimikrobiyal madde iiretimi {izerine
etkisi hakkinda literatiir bilgisine fazla rastlanilmamistir. Dolayisiyla elde ettigimiz

sonuglar literatiir bilgisine katki saglayacaktir.

Mikroorganizmalardan antimikrobiyal madde iiretimi {izerine ortam pH’ sinin etkisinin
onemli oldugu ve pH degisiklikleri sekonder metabolitlerin biyosentezinin
diizenlenmesi gibi ¢ogu hiicresel islemleri etkileyebildigi bildirilmistir (Solé ve ark.
1997). Calismamizda, pH degerinin antimikrobiyal madde tiretimi iizerine etkilerini
belirlemek amaciyla farkli pH degerlerinde (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) ortamlar
hazirlanmis ve elde ettigimiz sonuglara gore en yiiksek antimikrobiyal madde tiretimi
Escherichia coli’ye kars1 19 mm inhibisyon zonu ile pH 7.0’de g6zlenmistir. Diger pH

degerlerinde de inhibisyon zonlarinin ¢ok biiyiik degisiklikler gdstermemesi, ¢caligmada
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kullanilan mikroorganizmanin hem asidik hem de bazik ortamda da {iretim
yapabildigini gostermektedir. Asidik ve bazik kosullarin antimikrobiyal madde tiretimi
tizerine negatif bir etki etmedigi gozlenmektedir. Yaptiklari bir calismada Chiba ve ark.
(1999), antimikrobiyal madde iiretiminin genel olarak 6.0-7.5 pH arahginda
gerceklestigini ve alkali ortamin asidik ortama nazaran daha etkili oldugunu
belirtmislerdir. Anker ve ark. (1947), maksimum basitrasin tiretimin 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. Diger yandan Saikia ve ark. (2011), Brevibacillus laterosporus’ tan elde
ettikleri biyokontrol ajaninin pH 8.5’te maksimum inhibisyon zonu (27 mm)
gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sonuglar Yang ve ark. (2014) tarafindan da elde
edilmistir. Yaptiklar1 ¢alismaya gore Brevibacillus laterosporus BL-21°den elde
ettikleri antimikrobiyal maddenin pH 8.5’te en biiyiik inhibisyon zonu gdsterdigini ifade
etmiglerdir. Awais ve ark. (2007), Bacillus pumilis, M. luteus’a karst pH 8.0’ de
maksimum aktivite gosterirken (18 mm) ve Bacillus subtilis’ in ise pH 9.0 degerinde
(15 mm) gosterdigi bildirilmektedir. Hasan ve ark. (2009), serbest ve immobilize
Bacillus pumilus SAF1 tarafindan antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi {izerine farkli pH
degerlerinin etkisini arastirmigtir. Maksimum inhibisyon zonunu M. luteus (30 mm) ve
S. aureus (32 mm) karst pH 7.0’de elde ettiklerini bildirmislerdir. Benzer olarak Yousaf
(1997)’ da B. licheniformisten maksimum basitrasin tiretiminin pH 7.0’de oldugunu
bildirmislerdir. Baska bir calismada, pH’nin antimikrobiyal madde {iretimi {izerine
etkilerini arastirmak tizere 5.5-8.0 pH araliklarini kullanmistir. Antimikrobiyal madde
tiretimi i¢in optimum pH’ nin 7.0-7.5’te 32 mm’lik inhibisyon zonu ile Staphylococcus
aureus’a karst gozlemlemislerdir (Kalpana ve ark. 2010). pH 4.0-9.0 araliklarinda
antimikrobiyal madde 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.
Mikroorganizmalardan antimikrobiyal madde iiretimi iizerine inkiibasyon sicakliginin

etkisi de onemli bir parametredir. Bu amagla c¢alismamizda, sicaklik degerinin

antimikrobiyal madde {retimi iizerine etkilerini arastirmak amaciyla farkli sicaklik
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degerlerinde (30, 37, 40, 45, 50 ve 55) ortamlar inkiibasyona birakilmis ve elde
ettigimiz sonuglara gore en yiliksek antimikrobiyal madde tiretimi 19 mm inhibisyon
zonu ile Escherichia coli’ye kars1 37 °C’ de gbzlenmistir. Joshi ve ark. (2012), Bacillus
sp.’den peptit antibiyotik tiretimi ile ilgili yaptiklar1 calismada en 1yi sicaklik degerinin
40 °C oldugunu bildirmislerdir. Bacillus licheniformis’in mutant susundan elde ettikleri
basitrasinin optimizasyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalarinda Aftab ve ark. (2010),
optimum sicaklik degerini 37 °C belirlemislerdir. Benzer sonuglar Bisht ve ark. (2011)
tarafindan da bildirilmistir ve Bacillus sp.’den basitrasin iiretimi i¢in yapmis olduklari
calismada optimum sicaklik degerini 37 °C olarak bulduklarini ifade etmislerdir. Baska
bir ¢alisma olarak Saikia ve ark. (2011), Brevibacillus laterosporus BPM3’ten elde
ettikleri biyokontrol ajaninin 30 °C’de maksimum inhibisyon zonu (28,5 mm)
gosterdigini  bildirmiglerdir. Mohan ve ark. (2013), Streptomysis cheonanensis’in
gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada optimum
sicaklik degerini 30 °C olarak saptadiklarini belirtmislerdir. Benzer sonuglar Yang ve
ark. (2014) tarafindan da bildirilmis ve Brevibacillus laterosporus BL-21’den elde
ettikleri antimikrobiyal maddenin maksimum inhibisyon zonunu 30 °C’de verdigini
ifade etmislerdir. Farkli olarak Gupta ve ark. (2013), ekstrem ¢evre kosullarindan izole
edilen Bacillus cereus’un antimikrobiyal potansiyelinin degerlendirilmesi adlh

caligmalarinda en iyi aktiviteyi 60 °C’de elde ettiklerini ifade etmislerdir.

Besinsel ve fiziksel faktdrlerden en iyi sonuclarin elde edildigi kosullar biraya getirilmis
ve yeni bir modifiye ortam olusturulmustur. Bu ortamda antimikrobiyal iiretim kontrole
gore Escherichia coli igin %5, Salmonella typhimurium igin %20, Yersinia enterolitica
icin %5, Staphylococcus aureus icin %6, Enterococcus faecalis igin ise % 7’lik bir artis

saglamustir.

Calismamizda fiziksel ve besinsel faktorlerin etkisi arastirildiktan sonra Brevibacillus
laterosporus EA62’den elde edilen antimikrobiyal madde kismi olarak saflagtirilmis ve
SDS-PAGE yontemi ile molekiiler agirligi tespit edilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda Brevibacillus laterosporus tarafindan firetilen antimikrobiyal maddelerin
molekiiler agirliklarinin 1-11 kDa arasinda oldugu rapor edilmistir (Zhao ve ark. 2012,
Singh ve ark. 2013, Somsap ve ark. 2013). Elde edilen sonuglara gére antimikrobiyal

maddenin molekiiler agirligi 6,3 kDa olarak bulunmustur. Somsap ve ark. (2013),
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havadan izole ettikleri Brevibacillus laterosporus SA14’ ten iiretilen bakteriyosinin
molekiiler agirliginin 6,9 kDa oldugunu ifade etmislerdir. Diger bir ¢alismada Singh ve
ark. (2012)’in Brevibacillus sp. GI-9 tarafindan iiretilen antimikrobiyal bilesigin
saflagtirilmasi ve karakterizasyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalarinda molekiiler agirligi
10,1 kDa olarak tespit ettiklerini bildirilmistir. Yapilan baska bir ¢caligmada ise Zhao ve
ark. (2012) Brevibacillus laterosporus A60 susundan elde ettikleri yeni antimikrobiyal

peptidin molekiiler agirliginin 1,6020469 kDa oldugunu belirtmislerdir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilan ¢alisma sonucunda B.
laterosporus EA62°den elde edilen yeni bilesenin MIK degeri >256 pg/mL olarak
saptanmistir. B. laterosporus’ dan elde edilen antimikrobiyal madde ile ilgili yapilan
diger caligmalarda MIK degerine bakildiginda Jiang ve ark. (2015), kiiflere kars1t MIK
degerinin 12,5 pg/mL oldugunu ifade etmislerdir. Chunglok ve Lertcanawanichakul
(2013) ise yaptiklar1 ¢alismada metisilin direngli Staphylococcus aureus’a kars1 0,003-
0,049 mg/ml arasinda degisen MIK degerleri elde ettiklerini bildirmislerdir. Singh ve
ark. (2012) Brevibacillus sp. Strain GI-9’ dan elde ettikleri antimikrobiyal maddenin
MIK degerini 500 pg/ml oldugunu belirtmislerdir.

TLC-biyootografi yonteminde Brevibacillus laterosporus EA62’den elde edilen
antimikrobiyal maddenin Staphylococcus aureus’a karsi Rf degeri 0,04 olarak
bulunmustur. Yapilan bir ¢calismada Saikia ve ark. (2011) ise Rf degerini 0,22 olarak
bulduklarini ifade etmislerdir. Farkli olarak Panda ve ark. (2011) S. epidermidis e karsi
Rf degerini 0,72 oldugunu bildirmislerdir.

Goriildiigti gibi literatiirlerde Bacillus ve Brevibacillus tiirlerinden elde edilen
antimikrobiyal maddeler ile ilgili ¢ok ¢esitli sonuglar bildirilmektedir ve bu da bize bu
tirlerin ¢ok cesitli 6zelliklerde antimikrobiyal madde iiretme yeteneklerine sahip

olduklarini gostermektedir.
Bu ¢alismada sonug olarak antimikrobiyal potent olan Brevibacillus laterosporus EA62,

16S rRNA analizi ile tiir diizeyinde adlandirilmigtir. Antimikrobiyal madde tretimi

lizerine bazi1 parametrelerin etkisine bakilmis bu amacgla, pH ve sicaklik, aminoasit,
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karbon, azot ve metal kaynaklari denenmistir. Segilen izolattan antimikrobiyal madde
tiretimi i¢in optimum kosullar glutamik asit (19 mm), glukoz (19 mm), tripton (20 mm),
MgSO4+CaCOz (19 mm), pH 7.0 (19 mm) ve sicaklik 37 °C (19 mm) olarak
bulunmustur. Molekiiler agirhign 6,3 kDa olarak tespit edilmistir. MiK degeri >256
pug/mL olarak saptanmistir. TLC-biyootografi yonteminde ise Rf degeri 0,04 olarak

bulunmustur.

Elde edilen bu yeni izolatin yiiksek oranda antimikrobiyal madde iiretim kapasitesi
saptanmistir. Bu c¢alisma ila¢ endiistrisine 151k tutacak katkilar saglayabilir ve daha

sonraki yapilacak kapsamli ¢caligmalara onciiliik edebilir.
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