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INCELENMESI

Tugba MENTES
Biyoloji Boltimii, Yiiksek Lisans Tezi, 2018
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OZET

Bu ¢aligmada Kiitahya iline bagli Seyitomer beldesindeki havasal ortamdan izole edilen
aerob endospor olusturan Basil grubu bakteriler identifiye edilerek bazi yetenekleri
arastirilmistir. Yer ¢ekimine dayali petri plak yontemiyle aerob endospor olusturan 15 adet
bakteri izole edilmistir. izole edilen bakterilerin biyokimyasal testler yardimiyla Bacillus sp.
olarak cins diizeyinde identifikasyonu gerceklestirilmistir. Enzim {iretim yetenegine
baktigimizda, 14 tane izolatin proteaz enzimi, 6 tane izolatin da amilaz enzimini tretebildigi
tespit edilmistir. Yapilan agir metal direnglilik deneyinde, agir metallere kars1 en yiiksek MIK
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degeri referans sus (Bacillus subtilis NRRL B-209) ile
kiyaslandiginda, calismamizdaki Basillerin %93,33 oraninda bakir agir metaline karsi direngli
oldugu belirlenmistir. Antibiyotik direnglilik testi, agar disk difiizyon yontemiyle sekiz farkl
antibiyotik  (amfisilin, kloramfenikol, siproflaksin, eritromisin, kanamisin, oksasilin,
streptomisin, vankomisin) kullanilarak belirlenmistir. Test sonuglarina gore Basillerin %100’

oksasilin, %46,66’s1 amfisilin antibiyotigine kars1 diren¢li bulunmustur.

Basil izolatlarindan elde edilen siipernatant kisimlar kendilerine ve diger basillere karsi
agar damlatma yontemi ile denenerek metabolit {iretim yetenekleri belirlenmistir. Basil izolatlar1
icerisinde S6 izolati aktivitesi en iyi izolat, S4 izolat1 ise en hassas izolat olarak tespit edilmistir.
Ayrica S6 izolatindan elde edilen siipernatantin antimikrobiyal aktivitesi gram pozitif ve negatif
mikroorganizmalara ve ayrica maya’ya karsi denenmistir. S6 izolati en yiiksek aktiviteyi
Legionella pneumophilia Sg 2-15’e kars1 gostermistir. S6 izolatinin metabolit aktivitesi iizerine
sicaklik, pH, organik ¢oziicii ve deterjanlarin etkisi arastirilmistir. S6 izolatinin siipernatant
kismiin 80, 95 ve 121°C sicakliklarinda aktivite gostermedigi, denenen farkli pH (2, 4, 6, 8 ve
10) araliklarindan ve organik ¢oziiciilerden az miktarda etkilendigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal direngliligi, Antibiyotik direngliligi, Bacillus sp.,
Enzim, Metabolit.
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SUMMARY

In this study, aerobic endospor forming Bacilli group, isolated from the airborne
environment in Seyitomer district of Kiitahya province, were identified and some cabilities were
investigated. Fifteen aerobic endospores producing bacteria were isolated by petri plate method
based on gravity. Identification of isolated bacteria was carried out by biochemical tests at the
genus level as Bacillus sp. When we look at the ability of enzyme production, it is determined
that 6 isolates can produce amylase enzyme, while 14 isolates show protease activity. The
highest MIC (Minimal Inhibition Concentration) value against heavy metals in comparison with
reference strain (Bacillus subtilis NRRL B-209), by conducting the heavy metal resistance test,
93,33% of the bacilliies tested were found to be resistant to copper heavy metal. Antibiotic
resistance testing was performed using agar disc diffusion method against eight different
antibiotics (amphicillin, chloramphenicol, ciprofloxin, erythromycin, kanamycin, oxacillin,
streptomycin, vancomycin). According to the test results, 100% of Bacilli were found to be

resistant to oxacillin and 46,66% to ampicillin antibiotics.

Supernatant fractions obtained from Bacillus isolates were tested against them self and
other bacilli by agar drip method to determine metabolite production capabilities. S6 isolate
activity was the best isolate in Bacilli group and S4 isolate was the most sensitive isolate. In
addition, the antimicrobial activity of the supernatant obtained from the S6 isolate was tested
against gram positive and negative microorganisms and yeast. S6 isolate showed the highest
activity against Legionella serogroup 2-15. The effect of temperature, pH, organic solvent and
detergents on the metabolic activity of S6 isolate was investigated. It has been determined that
the S6 isolate is not active at temperatures of 80, 95 and 121°C in the supernatant, but is
effected at different pH ranges (2, 4, 6, 8 ve 10) and in a small amount of organic solvents.

Key Words: Antibiotic resistance, Bacillus sp., Enzyme, Heavy metal resistance,
Metabolite.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar denizlerin en alt kisimlarindan gokyiiziiniin en iist tabakalarina
kadar genis bir alan iizerinde yayilmis durumdadirlar (Baskaya ve Kocabas, 2016).
Mikroorganizmalar gelisme ve iireme igin gerekli olan ideal sartlarin olusturuldugu ekolojik
ortamlarin diginda ekstrem ¢evre kosullarinda ve ¢ok farkli habitatlarda gelisim
gosterebilmektedir. Diinya  atmosferinde,  biyoaerosolleri ~ bulunduran  havanin,
mikroorganizmalar1 ¢ok yiiksek oranda ihtiva ettigi bildirilmektedir. Bunlarin ¢ogu toprak, su
kaynaklari, hayvan ve insanlar gibi dogal ortamlardan kaynaklanmaktadir. Bir ekosistemde
havada yayilim gosteren mikroorganizmalar esas biyolojik bilesenler olup, ekolojik denge ile
dogrudan iliski halinde ve dogadaki birgok yasam formlar1 {izerinde g¢esitli fonksiyonlara
sahiptirler. Mikroorganizmalarin ¢evremizde bu kadar yaygin bulunmalari; hava ve su ile
yayilabilecek kadar kiiciik boyutta olmalari, uygun olmayan sartlara adapte olmalar1 ve

metabolik olarak esnek ve ¢ok yonlii olabilme yetenekleri ile ilgilidir (Tikvesli, 2013; Hanoglu,
2013).

Bacillaceae familyasina ait olan Bacillus tiirleri, genellikle acrop (bazi tiirleri fakiiltatif
anaerop), gram pozitif, cubuk seklinde olan endosporlu bakterilerdir. Dogada yaygin olarak
bulunduklar1 alan toprak olmasina ragmen hava, su, c¢esitli gidalar, bitki rizosferi ve bazi
canlilarin bagirsak sistemlerinde bu cins bakterilere rastlanabilmektedir. Bacillus cinsi
igerisinde yer alan tiirlerin ¢ogu giivenli mikroorganizmalar olup tarim ve endiistriyel amaglarda
basarili bir sekilde kullanilabilecek bir ¢ok maddeyi sentezleyebilme yetenegine sahiptirler.
Bacillus cinsine ait bakteriler, enzim, antibiyotik ve toksin maddelerin tiretimi gibi metabolik
ozellikleri ile endiistriyel 6neme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri nedeniyle dikkat ¢ceken
mikroorganizmalar arasindadir. Ayrica endospor kabiliyeti ve ¢esitli metabolizma faaliyetlerinin

olmasi genis bir ¢evreye yayilmalarini da saglamaktadir (Topgal vd., 2014; Sertel, 2016).
1.1. Hava ve Mikroorganizmalar

Canlilarin yasaminda ¢ok Onemli bir yeri olan havanin bilesimine bakildiginda;
%78,084°1 Azot, %20,946°s1 Oksijen, % 0,934’1 Argon, %0,033°i Karbondioksit ve geri kalan
%0,003’11 ise Ksenon, Hidrojen Helyum, Neon ve Metan gibi gazlardan olugmaktadir (Koksal,
2008). Bunlarin disinda havaya su buhari, ozon, kiikiirt dioksit ve azot dioksit de karigmaktadir.
Diinyamizi saran ve yliksekligi 1000 km kadar olan gazlar kismina atmosfer, bunu olusturan

gazlar karigimina da hava denilmektedir (Unat, 1993).



Yetigkin bir insanin giinde 2,5 kg kadar suya, 1,5 kg kadar besine ihityaci varken
yaklagik olarak 15 kg kadar havaya gereksinimi bulunmaktadir. Yine yetigkin bir insan
susuzluga 6 giin, achga 6 hafta dayanabilirken havasizliga 6 dakikadan fazla

dayanamamaktadir.

Hava, mikroorganizmalara taginma olanag1 sagladigi i¢in mikrobiyolojide onemlidir.
Mikroorganizmalar havaya c¢esitli sekillerde karisir ve etrafa yayilirlar. Havadaki
mikroorganizmalar iklim kosullarina, yilin mevsimlerine ve giiniin saatlerine gore degisebilen
dagilmalar gosterirler. Bu mikroorganizmalar toprak yiizeyinden kalkan tozlar ve insanlarin
cesitli aktiviteleri ile atmosferde siirekli sirkiilasyon halindedir. insanlar havada bulunan bu
mikroorganizmalarla siirekli temas igerisindedir. Ote yandan insanlar cevresindeki canli ve

cansizlardan etkilenmekte ve onlar etkileyebilmektedir (Orgev, 2000).

Havada bulunan mikroorganizma konsantrasyonu ise ¢evreye bagl olarak degiskenlik
gostermektedir. Mikrobiyal konsantrasyonun acgik denizlerde diisiik, karada biraz yiiksek, sehir
ve zirai c¢evrelerde ise ¢ok daha yiiksek seviyede oldugu bilinmektedir. Sularin yilizeyindeki
mikroorganizmalar derinliklerdekine oranla daha fazla olup buradan riizgarlar yoluyla olusan
damlaciklarla havaya karisirlar. Diger taraftan havadaki mikroorganizmalar kapali ve agik
yerlerde farklilik gostermektedir. Kapali alanlardaki mikroorganizmalar, havalanma derecesine,
insan sayisina ve faaliyetine gore degisir. Acik yerlerdeki havanin mikroorganizma kdkeni
topraklar ve sulardir. Mikroorganizmalarin spor formlar1 hava ile vejetatif formlar1 ise kirli
partikiiller tizerinde ve su damlaciklar1 seklinde taginmaktadir (Di Giorgo, vd., 1995; Unat,
1993; Orgev, 2000).

Mikroorganizmalar havada bulunan partikiillerin bir kismini olusturur. Diger
partikiiller, toz partikiilleri, sivi aerosoller ve kii¢iik damlaciklardir. Biyoaerosol olarak
isimlendirilen havada asili halde bulunan biyolojik kdkenli materyaller; bakteriler, fungus
sporlari, polenler, viriisler, ¢esitli hayvan ve bitki pargalarindan olusur. Biyolojik kdkenli
partikiiller, tek ya da mikroorganizma kiimeleri seklinde havayla tasinirken, cansiz partikiiller
ise farkli boyutlarda olabilir. Hava kokenli mikroorganizmalarin sayisi ve tiirli ¢cevreye gore
biiyiik degisiklik gosterebilmektedir (Tikvesli, 2013; Orgev, 2000). Biyoaerosollerin ¢ogu,
toprak, su, hayvan ve insanlardan kaynaklanan dogal bilesenler olmalar1 nedeniyle her ortamda
bulunabilirler. Biyoaerosolun seviyeleri ve tiirleri ise; cografi konum, mevsim, sicaklik, riizgar
ve bagil nem gibi faktérlerden etkilenmektedir (Mentese vd., 2009). Havada bulunan

mikroorganizmalarin canli kalabilmeleri atmosferin nisbi rutubeti, sicakligi, giines 1ginlar1 gibi



kosullara ve mikroorganizmanin dayanikliligina gore degisir. Bazilar1 havada uzun siire canl
kalabilirken bazilari ise birkag saniyede oliir. Atmosferin, yiiksek derecede 151k yogunlugu, asiri
sicaklik degisiklikleri, organik madde konsantrasyonu ve kullanilabilir suyun azlig ile hava
mikroorganizmalarin iremesine uygun bir ortam degildir. Ayrica atmosferik kirlenme (CO, NO,

NOZ, SO2 hidrokarbonlar) ve hava sartlar1 (sicaklik, riizgar, nem, iklim) da havayla tasinan

mikroorganizmalarin yasamlarini etkilemektedir (Unat, 1993; Rosas vd., 1993).

Atmosferin alt tabakalarinda bol miktarda mikroorganizma ve onlara ait sporlar
bulunmaktadir. Hava ve tozlarda en ¢ok bulunan mikroorganizmalar, Basilluslar, Mikrokoklar,
Stafilokoklar ve besin zehirlenmesi bakimindan onemli olan Salmonella cinsi bakterilerdir
(Mahdy ve El Sehravi, 1997; Unver ve Baykan, 1981). Kalabalik bdlgelerde 100-150 metre
yiikseklikte agik havada Bacillus ve Clostridium gibi bakterilerin sporlari, kiif mantarlarininin
konidileri, mikrokoklar ve bazi Enterobacteriaceae tiirleri bulunabilir (Unat, 1993). Spor teskil
eden bakteri ve mantarlar atmosferde ¢ok uzun siire canli kalip yasayabilirler. Sartlar normale
dondiigiinde spor veya kist yirtilarak vejetatif hiicre gelisir (Orgev, 2000). Mikroorganizmalar
solunan hava ile insanlarin ve hayvanlarin solunum yollarina girmektedir. Bunlar infeksiyonlara
ve gesitli alerji olaylarma sebebiyet verebilirler (Unat, 1993). Birgok hastalik yapan
mikroorganizmalar havada toz pargaciklart veya tiikiirik damlaciklar1 araciligiyla havadan
besinlere ve insanlara bulasabilirler (Unver ve Baykan, 1981). Buna ragmen havayla taginan bu
mikroorganizmalarin birgogu kendi replikasyonunu yapmakta ayrica gesitli hastaliklara da

sebep olabilmektedir (Karabiyik, 2002).
1.2. Arastirma Bélgesinin Ozellikleri

Kiitahya ili, Ege Bolgesi'nin I¢ Bati Anadolu Boliimii’nde yer almakta olup,
Seyitomer, Kiitahya'ya bagli, merkeze yaklasik 30 km uzaklikta bulunan bir beldedir. Kiitahya,
kuzeyinde Bursa, kuzey dogusunda Bilecik, giineyinde Usak, dogusunda Eskisehir ve Afyon,
batisinda Manisa ve Balikesir illerimizle gevrilidir. 38° 70° ve 39° 80’ kuzey enlemleri ile 29°
00’ ve 30° 30’ dogu boylamlar1 arasinda yer alan Kiitahya ili 11.875 km? lik yiiz 6l¢iimiine
sahiptir (http://mebk12.meb.gov.tr). Kiitahya ilinde yillik sicaklik ortalamasi 10,5°C dir. En
sicak aylar temmuz ve agustos, en soguk aylar ise ocak ve subattir. Kiitahya ilinde 6l¢iilen en
yiiksek sicaklik 38,6°C’dir. En distik Olgiilen sicaklik degeri ise —28,1°C’dir
(http://www.kutahya.gov.tr/cografi-yapi).
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Bolgede genis linyit yataklarn bulunmaktadir. Kiitahya’nin kuzeyinde bulunan
Seyitomer beldesi buna en iyi ornektir (Darkot ve Tuncel, 1995). Seyitomer, eski yerlesim
yerinin altinda linyit yataklarinin olmasi sebebiyle, yerlesim yerinin 5 kilometre kuzeybatisina
tagiarak 1972 yilinda belde haline getirilmistir. Beldenin niifusu yaklasik olarak 2000-2500
arasinda degismektedir (https://www.turkcebilgi.com/seyitomer. kiitahya). Seyitomer alan1 205
milyon tonluk komiir potansiyeli ile Kuzeybati Anadolu’nun ekonomik odak noktalarindan
biridir (MTA, 1986). Kiitahya ilinin 28 km kuzey dogusunda Seyitomer Termik Santrali yer
almaktadir (Orug, vd., 1999).

1.3. Bacillus Cinsi

Bacillus cinsi bakteriler toprak, su, hava, besin, gesitli ara¢ ve gereglerden rahatlikla
izole edilebilirler. Dogada yaygin olarak bulunan Bacillus cinsi bakteriler hava mikroflorasinin
onemli bir mikroorganizma grubunu olusturur (Kalkan, 2006). Baz1 tiirleri zorunlu aerobik olup
(B. brevis, B. megaterium, B. firmus, B. sphaericus ve B. subtilis gibi) degisen oksijen
gereksinimine gore fakiiltatif anaerobik de olabilirler (Akan, 2010). Bacillus, diger Bacillaceae
familyasina ait cinslerden katalaz enzimi tretimi ve aerop sartlarda endospor olusturmalari ile
ayrilmaktadir (Barredo, 2005).

Bacillus cinsi igerisinde mezofilik yasayan tiirler ¢ogunlukta olsada termofilik,
asidofilik, psikrofilik ve halofilik yasayanlar1 da bulunmaktadir. Bacillus cinsinin iiyelerinin
hepsi spor olusturma yetenegine sahiptir. Yaklasik 95 tiirii bulunan Bacillus'larda, endosporun
hiicre i¢indeki yeri farklidir (Logan ve Vos, 2015; Ustagelebi, 1999).

1.3.1. Hiicre ve koloni morfolojisi

Bacillus cinsi bakteriler, gram pozitif, ¢ubuk seklinde, acrob veya fakiiltatif aerob,
katalaz pozitif endospor olusturabilen mikroorganizmalardir (Tekin, 2008). Bacillus tiirlerinin
sekilleri comak bi¢iminde, vejetatif formlar: diiz iken, kenarlari birbirine paralel olup u¢ kismi
yuvarlak ya da kiit bitmektedir. Hiicreleri ¢ubuk seklinde, gram boyama sonucunda tek tek ve
ciftler halinde, bazilar1 zincirler ya da uzun flamentler olarak goriiliirler. Vejetatif hiicreler
0,5x1,2 um eninde ve 2,5x10 um uzunlugundadir (Rodriguez, vd., 2000a). Basil ¢ubuklari
yuvarlak ya da kare sekilli ve oldukga kiigiik olabilir (Bilgin, 2007). Bacillus tiiriiniin gubuk
sekilli hiicreleri genellikle yuvarlak ucludur ancak Bacillus cereus grubunun iiyeleri genellikle

kare olarak tanimlanmistir (Logan ve Vos, 2015).
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Bacillus suslarinin koloni yiizeylerinin goriintiisii, kiltiriin bulundugu besiyeri
ortaminin bilesimi ve inkiibasyon sicakligi gibi gevresel faktorlere bagli olarak degisebilir.
Sadece kiigiik koloni formlarini igeren suslarin diginda koloni ¢api, besiyeri ve icerisindeki agar
yogunluguna bagh olarak degisir (Lennete vd., 1985). Kat1 besiyerlerinde {izeri ve kenarlar
piiriizlii, graniiller yapida olan koloniler meydana getirirler (Kaya, 2011). Baz1 Bacillus tiirleri
kat1 besiyerinde, inokiilasyondan 6nce ortamdaki nem uzaklastiriimadig: siirece kiimeler halinde

bulunma egilimi gosterirler (Bilgin, 2007).

Genellikle R tipi koloni o6zelligi gostermekle birlikte (Rodriguez, vd., 2000a),
koloniler, tutkal veya kremsi gri ile kirli beyaz arasinda degismektedir. Suslar, bazen siyah,
kahverengi, turuncu, pembe veya sar1 pigmentler iiretebilir. Bacillus tiirlerinin ¢ogu pigment
iiretmez. Ancak Bacillus megaterium gibi bazi suslart 6zellikle kazein agarda sar1 renkte

pigment olustururlar (Lennete, vd., 1985).
1.3.2. Hiicre ceperi ve zar yapilari

Bacillus tiirlerinin hiicre duvarlari, sitoplazmik zar1 koruyan ve saran, dinamik olarak
degisken ve esnek yapidadir. Bacillus’larin hiicre duvari kalinligi 20-50 nm arasinda
degismektedir. Bacillus hiicrelerinde genelde sitoplazmik zar iizerinde teikoik asitler gibi
anyonik polimer ve birka¢ peptidoglikan tabaka ile sarilmis hiicre duvari bulunmaktadir
(Sneath, 1986). Bu anyonik polimerler duvara ampifilik 6zellikler katmaktadir. Buna ek olarak
peptitoglikan-anyonik polimer kompleksine kovalent baglarla veya kovalent olmayan
etkilesimlerle bagl degisik oranlarda protein, nétral polisakkarit, lipoteikoik asit ve hiicre
duvar1 kompleksinin polielektrolit jel yapisinin parcasi olan katyonlar hiicre duvarinda
bulunurlar (Yilmaz, 2008). Bacillus tiirlerinin ¢ogunda peptidoglikan tabakasi kalin yapidadir
(Rodriguez, vd., 2000b). Bacillus suslarinda yogun halde bulunan miirein tipi direkt birbirine
bagli mezo-diamino pimelik asit yapisindadir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda Bacillus
hiicrelerinin, cogu prokaryot hiicrede oldugu gibi, hiicre duvar yiizeyi tabakalariin parakristal
seklinde oldugu ve hiicre yilizeyini tamamen kapladig1 tespit edilmistir. Bu tabakalarin protein
veya glikoproteinden olustugu ve diizenli bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir (Lennete, vd.,
1985).

Hiicre zar1 besinlere karsi yar1 gegirgen Ozelliktedir. Bu zarin baglica bilesimi %50
protein, %28 yag, %15-20 karbonhidrat iceren iki katmanli bir yapiya sahiptir. Sitoplazmik

membran proteinler ve fosfolipitlerce zengindir. B. subtilis’in de iginde oldugu ¢ogu Bacillus



tirlerinde, fosfotidil etanolamin esas fosfolipit olup toplam lipit agirhiginm %20-40’1m

olusturur. Diger fosfolipitler, kardiolipin ve fosfotidil gliserol i¢erirler (Harwood vd., 1990).
1.3.3. Kapsiil yapisi

Kapsiil maddesi sitoplazmik zar tarafindan olusturulur (Oner, 1992). Baz1 Bacillus
tiirlerinde hiicre duvarindan ayr1 olarak ve hiicre duvarinin diginda bulunan jelatindz, viskoz,
elastik veya mukoid karakterde olan kapsiil bulunmaktadir (Sneath, 1986). Kapsiiliin kimyasal
yapist genellikle tiirden tiire degismektedir (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2001). Baz1 Bacillus
tiirleri, dis ylizeyinde polisakkarit veya polipeptid yapida kapsiil olustururlar.

Olusturulan kapsiil ¢ogunlukla poli-D ya da L-glutamik asit yoniinden zengindir. B.
circulans, B. megaterium, B. mycoides ve B. pumilis gibi diger Bacillus tiirleri karbohidrat
icerikli kapsiil olusturabilirler. Ornegin B. anthracis’de poli D-glutamik asitten olusan kapsiil
bulunmakta ve bu virulans faktér tagimaktadir. B. circulans bir glikoz ve glukuronik asit
ekstraselliiler polimeri olusturmaktadir (Rygus ve Hillen, 1991). Insan ve hayvanlarda sarbon
hastaligimin etkeni olan Bacillus anthracis, in-vivo ortamda, anaerop kosullarda ve ortamda
bikarbonat varliginda polipeptid kapsiil olusturur. Hazirlanan yayma polikrom metilen mavisi
ile boyandiginda mavi boyanan basillerin etrafinda pembe boyanan kapsiillerin gosterilmesi

tanmimlamada ¢ok onemlidir (Perg¢in, 2011).
1.3.4. Flagella yapisi

Bacillus tiirlerinin ¢ogunda, hareket yetenegi peritrik kamgilar tarafindan saglanir. Bazi
tirlerde birkag tane kamgi olabilir. Bu tiirlerin sayis1 fazla degildir. Bacillus cinsinde kamg1
taksonomik smiflandirmada kullanilan bir karakter degildir (Lennete vd., 1985). Bacillus
anthracis 'de hig flagella bulunmazken Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakterilerinde birden

fazla flagella bulunmaktadir (Kaynar ve Beyatli, 2006).
1.3.5. Spor yapisi ve olusumu

Endosporlar, 1s1ya, soguga, kurumaya dayanikli olmasi sebebiyle uzun zamandan beri
bir¢ok arastirici tarafindan inceleme konusu olmustur. Sporulasyon, kétii kosullara ulagildiginda
organizmanin bir savunma mekanizmasidir (Oner, 1992). Spor olusumunu tetikleyen en énemli
faktor ise besin yetersizligi olup Bacillus tiirlerinin probiyotik olarak degerlendirilmeleri,

o6zellikle olusturduklar1 sporlardan kaynaklanmaktadir (Erem, vd., 2013).



Ana hiicrede bulunan sporun sekli ve konumu, Bacillus sp. tiirlerinde karakteristik bir
yap1 gosterir. En sik goriilen, alt u¢ yerlesimdir ve pozisyon merkezi santral, terminal ve alt
terminal arasinda degisebilir. En yaygin spor bi¢imi elipsoidal veya ovaldir, ancak sekiller
kismen silindirikten kiiresel sekildedir ve baz tiirlerde bobrek veya muz seklinde diizensiz spor
formlari goriilebilir (Priest, 2002).

Birgok bakteri genusu bulunmasina ragmen endosporlar sadece Clostridium ve Bacillus
cinslerinde prensip olarak goriiliir (Oner, 1992). Bacillus sporlari ¢ok kompleks bir yapi
gostermekte olup, vejetatif hiicrede kolayca goriiliir. Bacillus sporlari igten disariya dogru

siralandiginda 6z, i¢ spor ceketi, dis spor ceketi, korteks ve ekzosporiyum yapilarindan olusur
(Tekin, 2008).

Sporilizasyon olusumu bakteri tiremesinin durgunluk fazinda ger¢eklesmektedir.
Sporlar genellikle oval veya yuvarlak sekilde olup, hiicrenin gesitli yerlerinde bulunabilirler
(Arda, 2000).
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Sekil 1.1. Bakterilerde endospor olusumu (MEB, 2015).

Sporulasyonda ilk asamada bakteri kromozomunu ¢ogaltir ve asimetrik boliinme ile
ilkin spor olusumunu gergeklestirir. ilkin spor olusumundan sonra endosporun etrafinda onu
olumsuz etkilerden koruyacak yapilar olusturulur. Ana hiicrenin pargalanmasi ile endospor
yapisi serbest hale gecer. Ortam kosullar1 eski haline gelinceye kadar dormant durumunda
bekler. Dis ortam kosullart ¢ogalmasi i¢in uygun hale geldiginde ¢imlenme olay1 ile tekrar

vejetatif hiicreyi olusturur ve vejetatif yasam dongiisiine devam eder. Bakteriler i¢in endospor
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neslini devam ettirme yapist degil olumsuz kosullardan korunma yapisidir (Milli Egitim

Bakanligi, 2015).
1.3.6. Genetik ozellikleri

Bacillus cinsinin genetik ¢aligmalarinda ¢ogunlukla kullanilan B. subtilis tiiri olduk¢a
iyi tanimlanmis olup, genom biiyiikligiiniin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlama genini
icerdigi bildirilmistir. Genel ve 0Ozel transdiiksiyon, plazmid DNA aktarimi, plazmid ve
bakteriyofaj vektorleri ile ilgili molekiiler genetik arastirmalarinda B. subtilis tiirtiniin yani sira,

B. cereus, B. brevis, B. coagulans gibi tiirler de kullanilmaktadir (Ediz ve Beyatli, 2005).

Plazmid DNA’lar metallere, antibiyotiklere ve ilaclara direnclilik, toksin formasyonlari,
virtilens faktorleri, pilus olusumu, fermantasyon 6zellikleri, nitrojen fiksasyonu gibi bazi 6zel
karakterleri tasidiklar1 igin bakterilere avantajlar saglamaktadirlar. Bazi Bacillus tiirlerinin
antibiyotiklere karsi direngli olmasim1 saglayan plazmitleri tasimasi, rekombinant DNA
calismalarinda vektor organizma olarak kullanilabilmelerine ve birgok ¢aligma i¢in tercih edilen
mikroorganizmalar olmalarini saglamistir (Demeli, 2012). Bacillus subtilis 168 susunun diisiik
ve yiiksek kopya sayida plazmid DNA bulundurdugu tespit edilmistir. Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 kiiltiiriiniin iki plazmid i¢erdigi ve molekiiler agirliginin 0,8-4,2 kb oldugu
bulunmustur (Kaynar ve Beyatli, 2006).

Bacillus cinsi igindeki DNA baz kompozisyonunun dagilimi, cinsin genetik dagilimi
acisindan degisik sonuglar vermektedir. Dogal bir cinste en fazla % 10-15 araliginda olmasi
gereken % mol G+C oran1 Bacillus cinsi i¢inde G+C mol oran1 % 32-69 arasinda degismektedir
(Con ve Gokalp, 1997). Bu oranin ayni tiirdeki degisik suslarda % 40-50 arasinda olabildigi
bildirilmektedir. Bu bilgiler belki de cinsin yeni cinslere boliinebilecegini isaret etmektedir
(Ediz ve Beyatli, 2005).

1.4. Ekoloji ve Habitatlan

Fizyolojik sinirlari genis olan Bacillus tiirleri ¢ok farkli habitatlarda bolca
bulunabilmektedir. Cogunlukla saprofit olmakla birlikte dogada en yaygin olarak toprakta
bulunur ve toz partikiilleri ile sulara, hayvan ve bitki materyallerine bulasirlar (Akan, 2010;
Barredo, 2005). Bu bakterilerin yag ve proteinleri parcalama yetenekleri ¢ok yiiksektir. Bu
nedenle de Basiller, ¢ogunlukla ¢ilirime ve bozulma ortaminda bulunurlar (Ediz ve Beyatli,

2005). Bacillus’lar, sporlar1 sebebiyle biyosferde degisik ¢evrelerden izole edilebilirler. Bazi



Bacillus'lar ise ekstrem sartlarda biiyiiyebilme kapasitesindedirler ve u¢ pH degeri olan, iire
igeren, asitli veya yiiksek 1sil1 ortamlardan izole edilebilmektedirler (Telefoncu, 1997; John,
2009).

Dogada genis olarak, hava, siit ve siit lirlinlerinden, su ve yiyecek gibi bir¢ok ortamdan
elde edilirler (Ediz ve Beyatli, 2005). Kutup bdlgeleri, sicak su kaynaklari, kaplicalar, tatli ve
tuzlu sular, ¢6l topraklari bu cinsin yasayabildigi alanlardir. Karbon ve azot dongiisiinde énemli
rol oynarlar (Earl vd., 2008). Cogu Bacillus tiirii dogal ortamda yaygin olarak bulunan dagilimli
saprofitlerdir, ancak baz tiirleri omurgali ve omurgasiz hayvanlar igin patojen olabilmektedir.
Ornegin Bacillus anthracis, hayvanlar ve insanlar i¢in patojen olan bir Bacillus tiiriidiir (Logan
ve Vos, 2015).

1.5. Taksonomisi

Bacillus cinsi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan sporiilasyonu dikkate alinmadan
cubuk seklindeki ti¢ bakteri ¢esidi ile (Bacillus subtilis (tip tiirii), Bacillus anthracis ve Bacillus
ulna) olusturulmustur. Bacillus cinsinin, aerobik, endospor olusturan, ¢ubuk seklindeki
bakteriler olarak tanimlanmasi, 1920'li yillarda olmustur. Ayrica Amerikan Bakteriyoloji
Dernegi Komitesi tarafindan Bacillus 'un, Bacillaceae familyasindaki endospor olusturan diger
bir cins olan Clostridium cinsinden aerobik solunum yapmasi ve sporangiyum sekli ile
ayrilabilecegi 6nerilmis olup bu agiklama, Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology

kitabinin birinci ve ikinci basimlarinda uygulanmigtir (Logan ve Vos, 2015).

Biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler biyolojik tekniklere gore spor olusturabilen

Gram pozitif Bacillus’larin taksonomik siniflandirmasi asagidaki gibi verilmistir (Tekin, 2008).
Ust alem: Bacteria
Alem: Eubacteria
Sube: Firmicutes
Sinf: Bacilli
Takim: Bacillaes
Aile: Bacillaceae

Cins: Bacillus
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Cins seviyesini tanmimlamada spor olusumu en 6nemli 6zelliktir. Sporlarin sekilleri,
sitoplazmik goriiniimii, taksonomik arastirmalarda yararli olup sporangial karakterler tanimlama
icin olduk¢a degerlidir. Buna goére Bacillus tiirleri ii¢ grupta toplanmugtir. Birinci grupta,
sporangia sismemis, silindirik-oval sporlar1 icermektedir. Bu gruba 6rnek, Bacillus subtilis ve
Bacillus cereus gruplari, Bacillus pumilus, Bacillus megaterium, Bacillus lentus ve Bacillus
firmus verilebilir. ikinci grupta sporangia sismis ve oval sporlari igermektedir.
Bunlar arasinda Bacillus alvei, Bacillus laterosporus, Bacillus macerans, Bacillus brevis,
Bacillus circulans ve Bacillus polymyxa yer alir. Ugiincii grupta sporangiyalar belirgin olarak
sismis ve yuvarlak sporlar: icermektedir. Bu gruba 6rnek olarak Bacillus pasteurii ve Bacillus
sphaericus tiirleri verilebilir (Logan ve Vos, 2015).

1.6. Bacillus’larin Onemi ve Endiistriyel Kullanim

Bacillus cinsi bakteriler, enzim, antibiyotik ve toksin tiretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endiistride biiylik 6nem arz ederler. Bu cinse ait bakteriler kolay iiretilebilmeleri nedeniyle
de calismalarda siklikla tercih edilirler. Olumsuz kosullara dayaniklilik, metabolizma c¢esitliligi,
genis bir ¢evrede dagilim gostermeleri 6nemli avantajlari arasinda sayilmaktadir (Shimizu,
1992). Bacillus tiirleri yaklagik elli yildir tibbi destek iiriinii olarak kullaniliyor olsada bu
konudaki bilimsel calismalar yaklasik son 15 yildir yapilmaktadir. Uzerinde en ¢ok calisilan
Bacillus tirleri; Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus clausii,

Bacillus coagulans, Bacillus pumilus, Bacillus laterosporus’tur (Erem vd., 2013).

Bacillus 'larin trettigi endiistriyel enzimlerden olan seliilaz, subtilisin ve amilazlar

deterjan endiistrisinde; notral proteazlar siit endiistrisinde kullanilmaktadir.

Baz1 Bacillus tiirleri ise proteolitik, sakkarolitik ve lipolitik enzimleri nedeniyle besin
endiistrisinde 6nem tagimaktadir. Bir¢ok Bacillus tiiriiniin sahip oldugu biyokontrol aktivitesi de

ila¢ endiistrisi i¢in 6nem tagimaktadir (Ediz ve Beyatli, 2005).

B.polymxa, polimiksin antibiyotigi, B. licheniformis ise basitrasin antibiyotiklerinin
tiretiminde kullanilir. B. amiloliquefaciens, B. subtilis ve B. stearothermophilus bakteriyel a-
amilaz enzim {retiminde kullanilmakta olup amiloz ve amilodekstrini dekstrinlere
parcalamaktadir. B. mesentericus, B. subtilis ve B. stearothermophilus ise bakteriyel proteinaz
enzimi Uretiminde kullanilmaktadir. Bu enzim ise et driinleri ve balik etlerinin
yumusatilmasinda, sarap ve bira endiistrisinde protein bulanikliginin giderilmesinde stabilize

edici olarak kullanilmaktadir (Ayhan, 2000).
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Tarim ve endiistriyel alanlarda basarili bir sekilde kullanilan pek ¢ok maddeyi
sentezleyebilme yetenegine sahiptirler (Topgal vd., 2014). Bacillus cinsine ait tiirlerin gogunun
patojenik potansiyeli azdir veya hi¢ yoktur. Ancak baz tiirleri insanlarda ve hayvanlarda
enfeksiyonlara neden olur. Bacillus anthracis insan ve hayvanlarda sarbon hastaliginin
etkenidir. Bacillus anthracis biyolojik savaslarda yillarca potansiyel bir madde olarak
kullanilmistir (Logan ve Vos, 2015). B. cereus 'un bazi suslari insanlarda gida zehirlenmesine
neden olur. B. stearothermophilus ve B. coagulans diisik pH degerlerinde gelisebilirler ve
ozellikle konserve gidalarda bozulmalara neden olurlar. B. larvae, B. lentimorbus, B.
thuringiensis, B. popilliae ve B. sphaericus 'un baz tiirleri bocek patojenidir ve B. thuringiensis
biyoinsektisit olarak kullanilmaktadir (Ayhan, 2000).

1.7. Bacillus’larda Enzim Aktivitesi

Enzimler, tepkimelerin biyolojik katalizoriidiirler. Reaksiyonlar, enzimler ile diger
katalizorlerden daha ¢abuk Katalizlenmekte ve dengeye ulasmaktadir. Biyokimyasal agidan
katalizor, tepkimenin aktivasyon enerjisini disiiren, dolayisiyla tepkime hizint arttiran bir
maddedir. Katalizorler tepkimeleri kolaylastirir, ancak tepkime sirasinda tiiketilmez ya da

degisiklige ugratiimazlar (Aehle, 2004).

Bazi1 hayvanlarin ve bitkilerin enzimleri kullanilmakla birlikte ¢ogu ticari enzim,
mikrobiyal kokenlidir. Bu ekstraseliiler enzimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu Bacillus un ¢esitli
tirlerinden elde edilmektedir. Bunlarin proteazlari ve amilazlari en yaygin kullanilanlardandir
ve bu cinsin bazi tiirlerinin irettigi termostabil enzimler ig¢in yogun bir talep vardir. Biitiin ticari
enzimlerin %34’1 deterjan endiistrisi, %140 siit trtinleri, %12’si nigasta isletmeleri ve %11’

tekstil uygulamalari igin kullanilmaktadir (Waites vd., 2001).

Bacillus’lar amilaz, lipaz, proteaz, kitinaz, ksilanaz, pektinaz ve seliilaz gibi farkli
ekstraselliiler enzimleri tiiretme yetenegine sahiptirler. Bir karbohidraz olan o- amilaz

ekstraselliiler enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Kat1 vd., 2016).
1.7.1. Amilaz enzimi aktivitesi

Amilazlar en 6nemli enzimler arasinda sayilmakta olup endiistriyel ve biyoteknoloji
uygulamalarinda 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar gibi
cok cesitli kaynaklardan elde edilebilmelerine ragmen mikrobiyal kokenli enzimler endiistriyel
alanda daha 6nemlidirler (Burhan vd., 2003).



12

Nisasta, yiiksek molekiil agirligina sahip bir molekiil olup, glikoz molekiillerinin
glikozidik baglarla bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Bu molekiillerin pargalanmasi igin ilk
olarak ekstraselliiler enzime (amilaz) ihtiya¢ duyulur. Amilaz enzimi, nisastay1 parcaladiginda

kiiciik polisakkaritler (dekstrin) ve maltoz molekiilleri olusur (Demirbag ve Demir, 2000).

a-amilazlar amiloz zincirindeki glikoz birimleri arasinda bulunan a-1,4 baglarin
rastgele parcalayarak; glikoz, maltoz ve maltotirioz birimlerine ¢eviren ekstraselliiler
enzimlerdir (Bano vd., 2011). a-amilazlar endiistriyel alanda nisasta hidrolizinde yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Buchholz ve Seibel, 2008).
1.7.2. Proteaz enzimi aktivitesi

Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir.
Proteazlar, gida basta olmak iizere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Bakteriyel proteazlarin
diger proteazlarla kiyaslandig1 zaman daha etkili oldugu gériilmektedir (Banerjee, 1999). Bir¢ok
mikroorganizma grubundan proteaz izole edilse de izolasyonunun daha kolay olmasi sebebiyle

biyoteknolojide en fazla Bacillus cinsi bakteriler kullanilmaktadir (Kat1 vd., 2016).

Proteazlar; proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerin bir
cesididir. Proteazlar, biiyiik polipeptidleri ve proteinleri hiicreler tarafindan absorblanabilen
daha kii¢iik molekiillere hidroliz ederler (Salleh vd., 2006). Proteazlar; prokaryot, hayvan, bitki
ve mantarlar iceren diinyadaki tiim yasam formlarmin gerekli bilesiklerdir. Yasayan tiim
organizmalarda bulunan proteolitik enzimler, hiicre gelisimi ve farklilagmasi igin gereklidir
(Gupta vd., 2002). Proteazlar endiistriyel enzimlerin ii¢ biiyiik grubundan birini temsil eder ve
diinya c¢apindaki toplam enzim satisinin yaklasik %60’ olusturarak endiistriyel enzim

platformunda biiyiik bir yere sahiptirler (Ahmetoglu, 2011).
1.8. Agir Metallerin Kullanim Alanlari ve Onemi

Agir metaller yogunlugu 5 g/cm® den yogun olmakla birlikte canlilar iizerinde zararli
etki gosterebilen metallerdir. Demir, bakir, ¢inko, kobalt, arsenik, civa, kadmiyum, krom ve

kursun gibi metallerle birlikte 60’a yakin metal agir metal olarak kabul edilmektedir.

Agir metaller cogunlukla otomobil endiistrisi, metal kaplama endiistrisi, elektriksel ve
elektronik materyallerin iiretilmesi ve kullanilmasi, boya, boru, lastik ve silah endiistrilerinde

kullanilmaktadir.
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Endiistriyel islemler sonucunda hava, toprak ve su ortamlarina dagilan agir metaller
besin zinciri yoluyla ya da havadan aerosol olarak solunmalari sonucunda insan ve hayvanlarin
biinyesine ulasarak etkili olurlar. Diger kirleticilere gore kiyaslandiginda metallerin daha 6nemli
olmas1 bu maddelerin sulu ortamda biyolojik olarak ayrigamamasindan kaynaklanir. Agir
metaller, biyolojik siireglere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal olmayan olarak
siniflandirtlirlar.  Yasamsal olarak smiflandirilanlarin, organizma yapisinda belirli bir
konsantrasyonda bulunmasi gereklidir. Ancak yiiksek dozda olmasi insan sagligini olumsuz
etkiler. Hemen hemen biitiin metaller; su i¢inde yasayan organizmalarin disinda maruz kalma
diizeyi yeterince yiiksek ise insanlar igin de toksik etki gosterir. Insan saglig1 ve su ekosistemleri
iizerindeki olumsuz etkilerinden korunmak i¢in metal iyonlar c¢esitli tekniklerle su ve atik

sulardan giderilmelidir (Demiroglu, 2010; Kahvecioglu vd., 2006).
1.8.1. Agir metallerin toksik etki mekanizmasi

Toksisite, organizmadan organizmaya degisebildigi gibi, metalden metale gore de
degisebilmektedir. Olumlu veya olumsuz etkiler sadece elementin tipi ve konsantrasyonuna
bagl olmayip degisik tiirlerin genetik esash fizyolojik davranislar ile de ilgilidir (Haktanir ve
Arcak, 1998).

Metaller, mikroorganizmalar i¢in membran fonksiyonlarmi engellemeleri, enzimatik
aktivitelerini inhibe etmeleri (engelleme) ve niikleik asitlerine zarar vermelerinden dolay1
toksiktir. Onemli fonksiyonel gruplarin engellemesi, temel metal iyonlarimin yerine ge¢mesi
veya biyolojik molekiillerin aktif konformasyonlarinin modifikasyonu ile mikroorganizmalar
iizerine inhibe edici etki gosterirler. Cevrede bulunan cesitli formlardaki agir metaller

mikrobiyal yogunluk ve aktivitelerde onemli modifikasyonlara neden olabilirler (Akkan, 2009).
1.8.2. Agir metal direnclilik mekanizmalar:

Agir metal kirliligi mikroorganizmalarin hiicre duvari, protein yapisi, niikleik asit ve
yasamsal sistemleri {lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Agir metal kirliligine maruz
kalan bolgelerde yasayan mikroorganizmalar Oliim, biyogesitliligin bozulmasi ve tiiriin
tamamen ortadan yok olmasi gibi tehditlerle karsi karsiya kalmaktadir. Ancak bazi
mikroorganizmalar gelistirdikleri farkli sistemler ile bu metallerin olumsuz etkilerinden
Korunabilmektedir. Mikroorganizmalar agir metallere karst olusan direnci, temel hiicre

bilesenlerinde yaptiklar1 yapisal degisiklikler veya sentezledikleri yeni hiicre bilesenleri ile



14

saglarlar. Yapilmis calismalarda agir metal kirliligine maruz kalmis ortamlarda direngli farkli

tirlerin bulunabildigi tespit edilmistir (Yavuz ve Sarigiil, 2016).

Mikroorganizmalar direng sistemleri gelistirerek agir metallerin yogun oldugu
ortamlarda yagamaya uyum saglamislardir. Mikroorganizmalarda agir metallere karsi gosterilen
diren¢ genleri kromozom ya da plazmidler iizerinde bulunup ¢ogunlukla plazmid kodlu spesifik
sistemlerle agir metallere direnc gostermektedirler. Agir metal direnci ile ilgili caligmalar
1970’1 yillarin baglarinda birkag mikroorganizmanin agir metal direnci gosterdiginin
belirlenmesiyle baglamigtir. Bu mikroorganizmalar ¢ogunlukla aerobik grupta yer alan
Staphylococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Bacillus sp. tiirleridir. Tlk
olarak gozlenen direng civa ve organomerkiiriyellere karsidir. Agir metal direnci genellikle
antibiyotik direnci ile iligkilidir. Baz1 durumlarda belirli agir metal ve antibiyotik direnci ayni
plazmid iizerinde bulunur. Bazi mikroorganizmalar adaptasyondan baska ortamdaki agir metal
kirliligine karg1 ortami temizleyici organizmalar olarak gorev yapmaktadirlar. Uzun siire agir
metallere maruz kalan bakterilerde bu metallere karsit cesitli direnglilik mekanizmalari
gelismistir. Mikrobiyal metal direngliligi mekanizmalarini siraladigimizda metallerin fosfat,
karbonat ve siilfat olarak presipitasyonlari; etil veya metil gruplariin eklenmesi ile metallerin
buharlagsmasi; membrandaki elektronegatif bilesenler ve ekzopolimerler tarafindan fiziksel
cikarilma; enerji gerektiren metal sistemleri ve diisitk molekiiler agirlikli sisteince zengin
proteinler ile intraseliller miidahale sayilabilir. Bu direngliligin bakteriler arasinda hizla
yayllmasinda degisen gevre kosullarina uyumu kolaylastiran plazmidlerin etkisi ¢ok biiyiiktiir.
Cesitli habitatlarda yapilan bir¢ok calismada metal direnglilik genlerinin konjugatif plazmidler
ve konjugatif transpozonlar {izerinde kodlandig1 gosterilmektedir. Bunun yani sira bazi metaller
(Cu, Co, Zn, Ni) mikroorganizmalar i¢in diisiik konsantrasyonlarda gereklidir ve
mikroorganizmalarin bazi metalloproteinleri ve enzimleri i¢in ¢ok gerekli kofaktorlerdir. Bu
nedenden dolay1 agir metal direnci ve agir metal direncli mikroorganizmalar ¢evre igin ¢ok
onemlidir. Mikroorganizmalarin bu metallere farkli kromozomal, transpozon, plazmid kodlu

sistemler ile adapte oldugu tespit edilmistir (Yavuz ve Sarigiil, 2016; Akkan, 2009).
1.9. Bacillus Cinsi Bakterilerin Urettikleri Metabolitler

Mikrobiyal metabolitler, mikroorganizmlarin metabolizmalari sonucunda olusturduklart
rtinlerdir. Bu metabolitler primer (birincil) ve sekonder (ikincil) olmak iizere iki sekilde

adlandirilmaktadir. Primer metabolitler, mikroorganizmanin gelismesi i¢in gerekli olan iiriinler
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olup canlida logaritmik faz (gelisme fazi) boyunca diizenli olarak tretilen maddelerdir. Primer

metabolitlere, etanol, sitrik asit, aseton, biitanol, amino asitler ve vitaminler ornek verilebilir.

Sekonder metabolitler ise ortamda bulunan bir veya daha ¢ok esas besinin tiiketilmesi
ile biiyiime durdugunda, mikroorganizmanin idiofaz denen {iretim periyoduna girmesiyle
olusturdugu {iriinlerdir. Sekonder metabolitlerin sentezinde hem yapisal hem de diizenleyici
genler hizmet etmektedir. Sekonder metabolitlere, antibiyotikler, enzim inhibitorleri ve toksinler
ornek olarak wverilebilir. Sekonder metabolitlerin primer metabolitlerden farkli 6zellikleri

bulunmaktadir (Usta, 2012). Bunlar:
Az organizma tarafindan sentezlenir.
Ureme ya da gelisme icin gerekli degildirler.
Sentezleri lireme sartlarina baglidir, indiiklenebilir.
Birkag ara iiriinden tiretilir.
Cok miktarlarda tiretilmesi miimkiind{ir.

Antimikrobiyal maddeler ise c¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kokenli olan ikincil (sekonder) metabolitlerdir. Bu metabolitler,
mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici ‘bakteriostatik’ veya ‘fungustatik’ olabildikleri
gibi; mikroorganizmanin Oliimiine sebep olan ‘bakterisit’ ve ‘fungisit’ gibi maddeler de
olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, diisiik molekiiler agirlikli, organik dogal
iiriinler olan antimikrobiyal maddeler, secici toksik 6zellige sahip olduklarindan, ¢ok diigiik

konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zarar verebilirler (Yilmaz ve Beyatli, 2003).

Bacillus’larin  {irettikleri metabolitler antimikrobiyal aktivite ag¢isindan oldukga
arastirtlmaktadir. Bacillus’ larin tercih edilmesinde izolasyonunun kolay olmasi, lretiminde
kompleks besiyerine ihtiyag duyulmamasi, kisa siirede gelisebilmesi ve genis metabolik

akiviteye sahip olusu gibi nedenler yer almaktadir (Usta, 2012).
1.9.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler daha ¢ok Bacillaceae, Mycophyta ve Actinomycetales grubundaki
canlilar tarafindan tiretilmektedir. Bunlar igerisinde yer alan Bacillus tiirleri, antibiyotik tiretme
kapasitesi agisindan en ¢ok c¢alisilan organizmalar arasina girmistir. Clnki Bacillus tiirleri

biyolojik aktiviteleri sonucunda ¢ok sayida peptid tiretmektedirler. Bacillus brevis ve Bacillus
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subtilis” ten 167 adet peptid antibiyotigin iiretildigi bildirilmistir. Bunlardan, 66 farkli peptid
antibiyotik Bacillus subtilis suslarindan, 23 tanesi de Bacillus brevis’ ten tiretilmistir. Bacillus’

lar tarafindan elde edilen antibiyotiklerden bazilar1 Cizelge 1.1°de verilmistir (Usta, 2012).

Cizelge 1.1. Bacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilen bazi antibiyotikler.

Bakteriler Urettikleri Antibiyotikler
Bacillus cereus cerein, zwittermisin
Bacillus thuringiensis tochisin

Bacillus brevis gramisidin, tirosidin
Bacillus circulans circulin

Bacillus laterosporus laterosporin

Bacillus licheniformis basitrasin

Bacillus polymyxa polimiksin

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

Bacillus coagulans coagulin

Antibiyotikler, ribozomal ve nonribozomal olmak {izere iki farkli mekanizma ile
sentezlenmektedir. Bacillus’larda; subtilin, ericin, sublancin, subtilosin, basilisin Bacillus
subtilis tarafindan, mersacidin Bacillus amyloliquefaciens tarafindan ribozomal sentez
mekanizmast yoluyla iretilmektedir. Basitrasin Bacillus licheniformis tarafindan, fengisin,
surfaktin, mikobasilin, iturin Bacillus subtilis tarafindan, gramisidin S, tirosidin Bacillus brevis
tarafindan, zwittermisin Bacillus cereus tarafindan nonribozomal olarak sentezlenen baz
antibiyotiklerdir (Usta, 2012).

Bacillus tiirlerinde besinsel stresler (aglik) hayatta kalma yetenegini arttirmada birgok
islemlerin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu aktivasyonlar genetik yetkinligin gelismesini,
sporulasyonu, bazi parcalayict enzimlerin sentezlenmesini ve antibiyotik iiretimini
kapsamaktadir. Bu islemlerdeki fonksiyonel genler logaritmik fazdan duragan faza gecis
sirasinda aktive edilmekte ve bu genlerin transkripsiyonu baslangic seviyesinde bazi
mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir. Bacillus tiirlerinin, ge¢ logaritmik faz veya erken
duragan fazda sekonder (ikincil) metabolit olarak antibiyotik liretme yeteneginde oldugu ve
sporulasyon olay1r bagladiginda, antimikrobiyal madde iiretimine de bagsladiklarn ifade

edilmektedir (Usta, 2012).
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1.9.2. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler kapsamli olarak bakteriler tarafindan tiretilen dogal antimikrobiyal
metabolitlerdir. Protein yapisinda olup, genellikle kisa zincirli, kiigiik molekiil agirligina
sahiptirler. Bircogu 1s1 stabilitesine sahip olup, asidik gidalarda aktivite gosterebilmekte ve
sindirim sistemi kokenli proteolitik enzimler ile pargalanabilmektedir (Kurt ve Zorba, 2005).

Bakteriyosinlerin aktiviteleri genis ya da dar spektrumlu olmakla birlikte ayn1 tirden
veya farkli cinsten bakterileri 6ldiiriicti veya inhibe edici etkisi olabilmektedir (Jenssen vd.,
2006). Bakteriyosinler, c¢ogu bakteri grubu tarafindan ribozomal olarak sentezlenen
antimikrobiyal peptitler olup ayni1 ya da farkli bakteri gruplar tarafindan sentezlenen yiizden
fazla bakteriyosin g¢esidi bulunmaktadir (Klaenhammer, 1993). Bakteriyosinler, ¢ok giiclii
yapilar1i olan spesifik toksinlerdir. Genellikle stres altindaki kosullarda sentezlenirler ve
bagisiklik kazanmis ya da direngli olan komsu bakteriler disindaki bakterilerin elimine olmasini

saglarlar (Feldgarden ve Riley, 1999).

Laktik asit bakterileri basta olmak tizere, Bacillus, LactoBacillus, Corynebacterium,
Clostridium, Mycobacteria, Listeria, Micrococcus, Sarcina, Staphylococcus, Streptococcus ve
Streptomyces gibi pek ¢ok cinse ait tiyelerin bakteriyosin irettigi bulunmustur (Tagg vd., 1976).
Bacillus tiirleri genel olarak, patojenik bakteri ve funguslara karsi terapétik ajanlar olarak
peptitler, lipopeptitler, fosfolipitler ve polienler iiretirler ve {iretilen antimikrobiyal bilesenlerin
cogu peptit kokenlidir (Topgal vd., 2014).

Bacillus cinsi i¢inde B. subtilis, B. licheniformis, B. thuringiensis, B. cereus, B.
stearothermophilus, B. megaterium ve B. thermoleovorans gibi birgok Bacillus tiirii igin
bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri Onleyici maddelerin (BLIS) tiretildigi bildirilmistir
(Hyronimus vd., 1998). Bacillus cereus’dan seresin, Bacillus megaterium’dan megasin
bakteriyosinleri elde edilebilmektedir (Oner, 1987).

Gram pozitif bakterilerden Bacillaceae familyasinda, bakteriyosin iiretimine yonelik
genetik belirleyiciler plazmit ya da kromozomal kokenli olarak belirlenmistir. B. subtilis
tarafindan iretilen subtilinin belirleyicilerinin kromozomal olarak kodlandigi bildirilmistir.
Ayrica sirasiyla B. stearothermophilus, B. megaterium ve B. coagulans |, tarafindan firetilen

termosin, megasin ve koagiilin plazmitle kodlanmistir (Hyronimus vd., 1998).
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Bakteriyosinler duyarli mikroorganizmalar iizerinde degisik etki mekanizmalarina
sahiptirler. Hiicrenin sitoplazmik mebrana baglanarak, hiicre igerisine girip zarda gozenekler
olustururlar. Bdylece diisiikk molekiil agirligina sahip hiicre bilesenlerinin hiicre digina sizmasina
neden olurlar. Hiicrede meydana gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi hiicre i¢in hayati
Oonemi tastyan makro molekiillerin degredasyonuna, bu molekiillerle birlikte protein ve

peptidoglikan gibi biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol agmaktadir (De Martinis vd., 2002).

Bir¢ok kaynakta antibiyotikler ile bakteriyosinler karistirilmaktadir. Elde edilen veriler
15181 altinda giiniimiiz siiflandirilmasinda bakteriyosinler antibiyotiklerden tamamen farkli

molekiiller olarak kabul edilmektedir. Temel farkliliklara bakildiginda;

Bakteriyosinler ¢ogunlukla gelisme fazinda sentezlenirken, antibiyotikler gelisimin
durma fazinda sentezlenen ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir. Bakteriyosinler
ribozomal olarak sentezlenirken, antibiyotikler enzimatik bir islenme sonucu aktif hale

gelmektedirler.

Bakteriyosinler pre-peptitler olarak sentezlendikten sonra posttranslasyonel iglemlerle
N-terminal lider peptitin uzaklastirilmasiyla aktif form olan olgun bakteriyosinlere doniisiirler.
Uretici mikroorganizmalar kendi bakteriyosinlerine karst genetik olarak bagisiklik
kazanmiglardir. Bu bagisiklik proteinlerini kodlayan genler bakteriyosinin yapisal genleriyle
baglantili olup, antibiyotik bagisikligini yoneten genetik belirleyiciler yapisal antibiyotik
genleriyle baglantili degildir (Biler, 2009). Bakteriyosinlerin antibiyotiklerden farkli olan en
gbze carpan Ozelligi dar bir spektruma etki etmeleri ve ¢ogu zaman iiretici susa yakin bakteri

tiirlerine etki etmeleridir (Feldgarden ve Riley, 1999).
1.10. Calismanin Amaci

Mikroorganizmalar toprak, hava, igme ve kullanma sulari gibi pek c¢ok ortamlarda
yasayabilmektedirler. Bu ortamlarda yasayan mikroorganizmlardan birisi de Basil grubu
bakterilerdir. Toprak ve diger ortamlardan izole edilen Basillerin antibiyotik ve agir metal
direngliligi, metabolit iiretme potansiyelleri gibi ¢ogu oOzellikleri arastirilmis olup havasal
mikroorganizmalar fazla ¢alisilmamaktadir. Bu ¢alismada, Kiitahya il merkezine yaklasik 30
km mesafede bulunan Seyitomer beldesindeki hava kaynakli 6rneklerden elde edilen 15 adet

Bacillus cinsine ait bakteriler izole edilerek bazi yeteneklerinin ortaya konmasi amaglanmustir.
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Enzimler bazi canli gruplarindan elde edilerek giinlimiizde gida, kozmetik, boya, ilag
vb. alanlarda siklikla kullanilmaktadir. Elde edilen Basillerin enzim aktivitesine bakilarak

iiretebilecegi enzimler hakkinda bilgi sahibi olmaya calisilmustir.

Ortamda bulunan agir metallerin toksik etki degeri ekosistemde barmnan canlilarin
yasamini olumsuz yonde etkilemektedir. Bir metalin toksik etki diizeyi biyolojik proseslerde
zarar verme potansiyelleri birbirinden farklidir. Antibiyotikler, bakterilere karsi etki gosteren
antimikrobiyal alt gruplaridir. Antibiyotikler ¢ok cesitli mekanizmalarla etkilerini gosterirler.
Diger taraftan mikroorganizmalarin agir metal ve antibiyotiklere karsi olusturduklar1 direng
mekanizmalar1 sasirticidir. izole edilen Basillerin agir metal direngliligi ve antibiyotik

direncliligi arastirilmistir.

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar tarafindan tiretilen diisiik yogunlukta dahi
olsa mikroorganizmanin gelisimine zarar veren metabolitlerdir. Calismamizda izole edilen
Basillerin iirettikleri metabolitler antimikrobiyal aktivite agisindan yakin akraba tiirleri lizerinde
denenerek etkileri incelenmis ve en iyi aktivte gosteren izolat segilerek diger test bekterilerine

kars1 aktivitesi belirlenmistir.

Ayrica segilen izolattan elde edilen siipernentanant’in aktivitesi iizerine sicaklik, pH,
organik ¢oziicli ve deterjanlarin etkisi arastirilmigtir. Bu ¢alismada havasal kaynakli basillerin

cesitli endiistriyel alanlarda kullanilabilecek bakteri strainleri incelenmistir.
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2.1. Materyal

2.1.1. Biyolojik metaryaller
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Bu ¢alismada endospor olusturan Bacillus cinsi mikroorganizmalari izole etmek amaci

ile Kiitahya iline baglh bulunan Seyitdmer beldesinden petri kutular1 yardimiyla hava kaynakli

ornekler alinmistir. Petri kutular1 en kisa siirede laboratuvara getirilmistir.

Metal toleranslilik testlerinde pozitif kontrol olarak B. subtilis NRRL B- 209 susu

kullanilmistir. Metabolit aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan test mikroorganizmalari

Cizelge 2.1° de verilmistir.

Cizelge 2.1. Metabolit aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan test mikroorganizmalari.

Mikroorganizma Ismi Kodu Kaynag
Gram Pozitif Bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923  Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu
Bacillus cereus ATCC 7064 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Bacillus subtilis NRLL B -200 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Enterococcus faecalis ATCC- 29112  Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Gram Negatif Bakteri
Esherichia coli NRLL 3704 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Dumlupmar Universitesi Biyoloji Bolimii

Legionella pneumophilia Sg 2-15 - Koleksiyonu
Maya

Yabani

Sachoromyces baulardii (Yabani )

Dumlupmar Universitesi Biyoloji Béliimii
Koleksiyonu

2.1.2. Kimyasal metaryaller

Agir metal direnclilik testinde kullanilan agir metaller

Agir metal direnclilik testinde kullanilan agir metallerin tuzlar1 asagida verilmistir.

1) FeS04.7H0

2) PbCl,
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3) CU(C H3COO)2H20

Kullanilan antibiyotikler

Izolatlarin antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde OXOID (Ingiltere)
marka antibiyotik diskleri kullanilmis olup adlar1 ve icerdikleri antimikrobiyal madde miktari

Cizelge 2.2°de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Antibiyotik direnglilik testlerinde kullanilan antibiyotikler.

Ismi Miktar | Grup Etki Mekanizmasi

Amfisilin (AMP) 10 pg Aminopenisilin Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.

Oksasilin (OX) 1lug Penisilinaza dayanikli | Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.
penisilinler

Vankomisin (VA) 30 pg Aminoglikozit Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.

Kloramfenikol(C) 30 pg Kloramfenikol Protein sentezini inibe eder.

Streptomisin (S) 10 g Aminoglikozit Protein sentezini inibe eder.

Eritromisin (E) 15 pg Makrolid Protein sentezini inibe eder.

Kanamisin (K) 30 pg Aminoglikozit Protein sentezini inhibe eder.

Siproflaksasin S5ug Florokinolin Niiklerik Asit sentezini inhibe eder.

(CIP)

2.1.3. Kullanilan besiyerleri

Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonunda, tiretiminde, saklanmasinda ve diger
calismalar i¢in kullanilan besiyerleri otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 20 dakika

stireyle steril edilmistir.

Besiyeri 1. Nutrient Agar (Fluka 1.05450)

Pepton 5049
Et ekstrakt 3090
Agar 1509

Saf su 1000 mL


http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH=745&DOSYAISIM=105450.pdf
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Ticari satilan besiyeri, 20 g olarak tartilarak 1000 mL saf suda ¢oziilmiistiir (Sneath,
1986). Endospor olusturan basillerin izolasyonunda ve muhafazasinda kullanilmistir (Cotuk,

2003).
Besiyeri 2. Nutrient Broth (Merck 1.05443)
Et ekstrakt 3,0 ¢
Pepton 5049
Saf su 1000 mL

Ticari olarak satilan besiyeri 8 g olarak tartilarak 1000 mL saf suda ¢oOziilmiistiir.
Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir (Sneath, 1986). Endospor olusturan

basillerin tiretilmesinde ve identifikasyon testlerinde kullanilmistir (Giicin ve Diilger, 1995).
Besiyeri 3. Miiller Hinton Broth (Merck 1.10293)
Et ekstrakt 50¢g
Nisasta 15¢g
Kazein hidrolizatt 17,5¢

Saf su 1000 mL

Ticari olarak satilan besiyerinden 21 g tartilip 1000 mL saf su igerisinde ¢ozlilmiis ve
otoklavda steril edilmistir. Gerekli oldugunda igerisine % 1,5 agar ilave edilerek Miiller Hinton
Agar besiyeri hazirlanmistir. Kullanilacagi siireye kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir

(Demirbag ve Demir, 2000).
Besiyeri 4. Yari-Kati1 Agar Besiyeri
Nutrient broth 8,09
Agar 409
Saf su 1000 mL

Hareketlilik testleri igin hazirlanmistir. Nutrient Broth besiyeri 8 g olarak tartilarak

1000 mL saf suda ¢ozilmiis sonra da %0,3-0,5 oraninda Agar ilave edilerek 100°C su


http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH=745&DOSYAISIM=105443.pdf
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banyosunda agarin erimesi saglanmistir. Besiyeri heniiz siv1 halde iken, standart deney tiiplerine
5 mL olarak dagitilmig ve tiipler sterilize edilerek, dik olarak katilagtirilmistir (Giicin ve Diilger,
1995).

Besiyeri 5. Nutrient Jelatin Ortami

Nutrient broth 2,39
Jelatin 120,09
Saf su 100 mL

Jelatin hidroliz testi i¢in hazirlanmistir. Nutrient Broth besiyeri 2,3 g tartilarak 100 mL

saf su icerisinde ¢Oziilmiistiir.

12 gr jelatin ilave edilerek 100°C su banyosunda besiyeri karigiminin erimesi
saglanmistir. Besiyeri heniiz sivi halde iken, standart deney tiiplerine 5 mL olarak dagitilip,
otoklavda sterilize edildikten sonra dik bir sekilde dondurulmustur. Kullanilacag: siireye kadar
+4°C’ de muhafaza edilmistir (Giicin ve Diilger, 1995).

Besiyeri 6. Anaerobik Agar (Merck 1.05452)
Triptikaz 2009
Glikoz 10,0 ¢

Sodyumformaldehit sulfoksi 1,0 ¢

Sodyum trioglikat 209¢g
Agar 150¢g
Saf su 1000 mL

Ticari olarak bulunan besiyeri litrede 51 g olacak sekilde tartilarak hazirlanmistir.

Identifikasyon testlerinde kullanilmustir (Sneath, 1986).


http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH=687&DOSYAISIM=105452.pdf
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Besiyeri 7. Hidrojen Siilfiir (H>S) Besiyeri

Nutrient agar 209
Demir siilfat 0,3g
Sodyum tiosiilfat 0,39
Fenol red 0,024 g
Saf su 100 mL

Izolatlarin hidrojen siilfiir {iretim yeteneklerini belirlemek amaciyla hazirlanmistir.
Nutrient agar besiyerinden 2 g tartilarak 100 mL saf suda ¢dziilmiistiir. igerisine 0,3 gr sodyum
tiosiilfat, 0,024 gr fenol red, 0,3 gr demir siilfat ilave edilerek 100°C su banyosunda besiyeri
karisiminin erimesi saglanmistir. Besiyeri sivi halde iken, standart tiiplere 4 mL olarak dagitilip,
otoklavda sterilize edildikten sonra yatik agar olacak sekilde katilasmasi beklenmistir.

Kullanilacag siireye kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir (Sensoy Karaoglu, 2013).
Besiyeri 8. Ure Agar Besiyeri
Jelatin 15¢
Dekstroz 10g
Potasyum fosfat 209
Sodyum kloriir 50¢g

Fenol kirmizisi 0,015¢

Ure (%40°11k) 50 mL
Agar 15049
Saf su 950 mL

[zolatlarin iireaz enzimini iiretip iiretmedigini belirlemek amaciyla hazirlanmistir.
Besiyerini hazirlamak i¢in {ire hari¢ diger maddeler belirtilen miktarda tartilip 950 mL saf su
igerisinde ¢Oziilmiistiir. Otaklavda sterilize edilen besiyeri 50 °C’ ye kadar sogutulmustur.
Icerisine %40°lik hazirlanan steril iire solusyonundan 50 mL ilave edilip steril petri kutularina

dagitilarak katilasmasi saglanmistir (Anonim, 1984).
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Besiyeri 9. Simmons Sitrat Agar (Merck 1.02501)

Sodyum sitrat 209g
Magnezyum stilfat 0,2¢g
Monopotasyum fosfat 109

Amonyum dihidrojen fosfat 1,09

Sodyum kloriir 5049
Bromtimol mavisi 0,08 ¢g
Agar 1509
Saf su 1000 mL

Izolatlarn  karbon kaynagi olarak sitrati kullandiklarinin  belirlenmesi igin
hazirlanmistir. Ticari olarak bulunan besiyeri litrede 24 g olacak sekilde tartilip saf suda
coziildiikten sonra 100°C su banyosunda besiyeri karisiminin erimesi saglanmistir. Besiyeri sivi
halde iken, standart tiiplere 4 mL olarak dagitilip, tiipler otoklavda sterilize edilerek yatik agar
olacak sekilde katilagmasi i¢in beklenmistir. Kullanilacag: siireye kadar +4°C’ de muhafaza

edilmistir (Anonim, 1984; Cotuk, 2003).

Besiyeri 10. Modifiye Edilmis Nisasta Agar Besiyeri

Nutrient agar 20¢g
Nisasta 3049
Saf su 100 mL

Izolatlarin amilaz aktivitesini belirlemek igin yapilmistir. Besiyeri ortamini hazirlamak
i¢in Oncelikle nisasta tartilip 10 mL saf su igerisinde ¢oziilmiis daha sonra Nutrient agar ve saf
su eklenerek tekrar ¢oziilmiistiir. Otoklavda sterilize edildikten sonra steril petri kaplarina

dagitilip, kurumasi saglanmistir (Sneath, 1986; Sensoy Karaoglu, 2013).
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Besiyeri 11. Modifiye Edilmis Milk (Siit) Agar Besiyeri

Nutrient agar 3009
Yagsiz siit 50 mL
Saf su 100 mL

Izolatlarin proteaz aktivitesini belirlemek icin yapilmstir. Nutrient agar besiyeri 3 g
olarak tartilarak saf su igeriSinde ¢oziiliip otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri
yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra alevin yaninda aseptik sartlar altinda yagsiz siit
besiyerine ilave edilmistir. Siitiin besiyeri i¢inde homojen karigmasi saglandiktan sonra steril

petri kaplarina dagitilip, kurumasi saglanmigtir (Sensoy Karaoglu, 2013).
Besiyeri 12. Triptonlu Su (Merck 1.10859)
Kazein pepton 10,0g
NaCl 509
Saf su 1000 mL

Triptofandan indol olusum aktivitesini belirlemek icin yapilmistir. Ticari olarak satilan
besiyeri litrede 15 g olacak sekilde tartilip saf suda ¢6ziilmiis ve tiiplere 5 mL olarak dagitilip
otoklavda sterilize edilmistir. Bilesimde bulunan kazein peptonu (tripton), indol pozitif
mikroorganizmalar tarafindan pargalanir ve ortaya ¢ikan indol, kovacs ¢ozeltisi ile tespit edilir.

Identifikasyon testlerinde kullanilmistir (Tekin, 2008).
Besiyeri 13. Metil Red- VVoges Proskauer Broth (Merck 1.05712)
Et ekstrakt 704
D(+) Glikoz 5049
Fosfat tamponu 5,09
Saf su 1000 mL

Bu ortam glikoz fermentasyonu sonucu olusan nétral veya asidik iriinlerin varligini
belirlemek amaci ile kullanilmistir. Ticari olarak bulunan besiyeri litrede 17 g olacak sekilde
tartilip saf suda ¢ozlilmis ve tiiplere 5 mL olarak dagitilip otoklavda sterilize edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kiiltiire ayr1 ayrt MR ve VP testleri uygulanmustir (Tamer vd., 1989).
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Besiyeri 14. Modifiye Edilmis Lesitinaz Besiyeri

Nutrient agar 209¢
Yumurta sar1 kismi 10 mL
Saf su 100 mL

Izolatlarin lesitinaz aktivitesini belirlemek igin hazirlanmusitr. Nutrient agar besiyeri
tartilip saf su icerisinde ¢oziiliip otoklavda steril edilmistir. D1s yiizeyi dezenfekte edilen tavuk
yumurtasinin sar1 kismi steril ortamda dikkatli bir sekilde ayrilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri
yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan steril olarak elde edilen yumurta sarisindan 10 mL
besiyeri igerisine ilave edilmis ve homojen bir sekilde karistirildiktan sonra petri kutularina

dagitilip, kurumasi saglanmistir (Sensoy Karaoglu, 2013).
2.1.4. Kullamilan cozeltiler
Cozelti 1. Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi
Sodyum kloriir 8,5
Saf su 1000 mL

Sodyum kloriir 8,5 g tartilmistir. 70 mL saf suda ¢oziilerek 1000 mL olacak sekilde
tamamlanmis ve otoklavda 121°C’de 20 dakika siireyle steril edilmistir (Ozgelik, 1995).

Cozelti 2. Mc Farland Standardi
H2S04 (%1, 0,18 M) 99,5 mL
BaCl; (%1,175, 0,048 M) 0,5mL

BaCl, ve H;SOs maddeleri karistirlldiginda elde edilen bulanik ¢o6zelti
spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda &lgiilmiistiir. Bu dalga boyunda absorbans degeri
0,08-0,10 araligma denk gelmistir. Olgiilen bu deger 0.5 Mc Farland standard: olarak kabul
edilmistir. Standardin bulaniklilig1 ile test mikroorganizma siispansiyonlarimin bulaniklilig
ciplak goz ile kiyaslanarak ayarlanmstir. 0.5 Mc Farland standardi mL’de 108 bakteri varligini
gostermistir (NCCLS, 1990).
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Cézelti 3. Kovacs Indol Cozeltisi (Merck)
Amil veya isoamil alkol (saf) 75,0 mL
p-dimetilaminobenzaldehid 500
HCI 25,0 mL

Tripton broth’da indol olusumunu belirlemek igin kullanilmustir (Ozgelik, 1998). Amil
alkol su banyosunda 60°C’ye 1sitilip, i¢ine paradimetil amino benzaldehit ilave edilmistir.
Cozlinene kadar 1sitmaya devam edilmistir. Coziinme tamamlaninca sogutulup, hidroklorik asit
damla damla olarak ilave edilmistir. Kovaks ayiraci altin sarisi renkte olmalidir. Ticari olarak
hazir bulunan ¢6zelti, buzdolabinda ve karanlikta saklanmistir. Bu madde Bacillus’larin

identifikasyonunda indol testinde kullanilmigtir (Demirbag ve Demir, 2000).
Cozelti 4. VVoges — Proskauer Ayiraci
Soliisyon A: a- Naftol Cozeltisi
a-Naftol 509
Etanol %95’ lik 100 mL

o- Naftol, % 95°lik etanolde ¢oziilerek hazirlanmustir.

Soliisyon B: Potasyum Hidroksit Sollisyonu
KOH 40,09
Saf su 100,0 mL

Potasyum hidroksit tartilarak saf suda karigtirarak ve sogutarak c¢oziilmistir. Bu
¢ozeltiler, Voges Proskauer testinde nétral idriinlerin varligini belirlemek i¢in kullanilmigtir

(Wistreich ve Lechtman, 1980).
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Cozelti 5. Metil Red Ayiract
Etil alkol (%96) 60,0 mL
Metil red 0,015¢
Saf su 40,0 mL

Indikator once alkol icerisinde ¢oziilmiis, sonra distile su ilave edilmistir. Metil Red

testinde asidik tirtinlerin varligini belirlemek i¢in kullanilmigtir (Demirbag ve Demir, 2000).
Cozelti 6. %96 11k Etanol ¢dzeltisi gram boyamada kullamlmistir (Ozgelik, 1995).
Cozelti 7. %3’liik H,O, Cozeltisi

Hidrojen peroksidin su ile %3’liik soliisyonu hazirlanmigtir. Katalaz testi igin
kullanilmistir (Demirbag ve Demir, 2000).

Cozelti 8. 1 M Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi

1 M Sodyum hidroksit ¢6zeltisi izolatlarin identifikasyon testinde ve metabolit aktivite

deneylerinde pH’larin ayarlanmasi i¢in kullanilmistir (Sensoy Karaoglu, 2013).
Cozelti 9. 1 M Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi

1 M Hidroklorik asit ¢ozeltisi, izolatlarin identifikasyon testinde ve metabolit aktivite

deneylerinde pH’larin ayarlanmasi i¢in kullanilmistir (Sensoy Karaoglu, 2013).
Cézelti 10. Liigol Cozeltisi (Gram Iyodiir)
Potasyum iyodiir 2,09
Iyot 109
Saf su 300,0 mL

Iyot ve potasyum iyodiir havanda iyice karistirilarak toz haline getirilmis, {izerine yavas
yavas distile su ilave edilerek hazirlanmigtir. Bu ¢6zelti gram boyama metodu icin kullanilmigtir

(Giicin ve Diilger, 1995; Ozgelik, 1998).
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2.1.5. Kullanilan boyalar
Boya 1. Kristal Viyole
Cozelti A
Kristal (Jansiyen) viyole 2,09
Etil alkol (%95) 20,0 mL
Cozelti B
Amonyum oksalat 0,8 g
Saf su 80,0 mL

Cozelti A ve B karistirilmig ve saf su ile 1:10 oraninda sulandirilmistir ve daha sonra
filtre kagidindan siiziilmiistiir. Bu ¢ozelti gram boyama metodu i¢in kullamlmistir (Ozgelik,
1995).

Boya 2. Safranin Boyasi

Safranin (%95 lik etanolde %2,5’luk ¢ozelti) 0,259
Etanol (%95 lik) 10 mL
Saf su 100 mL

Safranin 6nce %95’lik etanol igerisinde ¢Oziinmiis sonra saf su eklenerek iyice

¢dziinmesi saglannmustir. Gram boyama ve endospor boyama icin kullanilmustir (Ozgelik, 1995).
Boya 3. Malasit Yesili
Malasit yesili 5,09
Saf su 100,0 mL

Boya saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Bu boya endospor boyama isleminde

kullanilmistir (Tamer vd., 1989).
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2.2. Metod
2.2.1. Havasal orneklerin alinmasi ve endospor olusturan basillerin izolasyonu

Havadaki mikroorganizmalarin incelenmesi icin cesitli yontemler bulunmaktadir.
Bunlarin igerisinde basit olmast ve kullanim kolaylig1 saglamasi agisindan en iyi yontemlerden
biri Yer Cekimine Dayal1 Petri Plak yontemidir. Havadaki mikroorganizmalar1 incelemek icin
baska yontemler de mevcuttur. Bunlar c¢oktiirme, siizme, sivi ortamlara piiskiirtme, kati

besiyerine ¢arpma gibi temel ilkelere dayanmaktadir (Unat, 1993).

Hava kaynakli basillerin izolasyonu i¢in Kiitahya il merkezinin yaklagik 30 km
uzakliginda bulunan Seyitomer beldesinden, 2016-2017 yillar1 Mayis-Haziran ve Kasim-Aralik

aylar1 arasinda 6rnekler alinmistir.

Seyitomer bolgesindeki havasal kaynakli aerob endospor olusturan mikrrorganizmalarin
izolasyonu i¢in, Yer Cekimine Dayali Agik Petri Plak yontemi kullanilmis olup nutrient agar
besiyeri i¢eren petri kutularinin agzi agik olarak yerden 100 cm yiikseklikte 60 dakika siireyle
bekletilmistir. Bu yoOntemle alinan oOrnekler en kisa silirede laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvara getirilen petri kutular1 35°C sicaklikta 2-4 giin siireyle etiivde inkiibe edilmistir.
Bakterilerin izolasyonu i¢in hava orneklerinden inkiibasyon sonunda gelisen farkli kolonilerden
0ze yardimiyla alinip Nutrient Agar stoklarina ¢ekilmistir. Daha sonra her bir koloniden 6ze
yardimi ile alinip Nutrient Broth besiyeri iceren tiiplere ekimleri yapilmis 24 -48 saat 35°C de
etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ureme, tiiplerde olusan bulamkliligin  gézlenmesiyle
belirlenmistir. Aerob Endospor olusturan bakterilerin izolasyonu i¢in tiipler, 80°C ’de 20 dakika
siireyle sicak su banyosunda tutulmus daha sonra tiiplerden alinan 6rneklerin Nutrient Agar
besiyerine ekimi yapilmistir. Petri plaklart 35°C de 1-2 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Elde edilen izolatlarin 80°C de 20 dakika siireyle sicak su banyosunda tutulmasi, izolatlarin
vegetatif yapiya sahip olan hiicrelerin 6liimiine yol agacagindan ortamda sadece endosporlu
mikroorganizmalar canli kalmistir (Imamoglu, 2008). Inkiibasyondan sonra saf bakteri

kiiltiirlerinin +4 °C’de Nutrient Agar besiyerinde stok olusturarak muhafazasi saglanmstir.
2.2.2. Endospor olusturan bakterilerin identifikasyonu

Elde edilen izolatlarin tanimlanmasi i¢in gram boyama, endospor olusumu, katalaz testi
basta olmak iizere Bacillus cinsinin identifikasyon testlerinde Bergey's Manual of Systematic

Bacteriology esas alimmustir (Sneath, 1986).
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Gram boyama: Gram boyama, bakterilerin tanimlanma ve siniflandirilmast igin
kullanilan en 6nemli boyama yontemidir. Gram boyama 1884’ Hans Christian tarafindan

gelistirilmistir. Bu yontem bakterileri gram pozitif ya da gram negatif olarak ikiye ayirir.

Gram negatif boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka, gram pozitif
boyanan bakterilere gore ¢ok daha incedir. Bu boyama dort basamak halinde uygulanir.
Oncelikle steril dze ile taze kiiltiirden bir miktar alinmis ve iizerinde su damlas1 bulunan temiz

bir lamda homojen olarak yayilmigtir. Havada kurutulup, alevden gegirilerek tespit edilmistir.

1-Onceden hazirlanmis ve alevde tespit edilmis mikroorganizma preparati 1dakika
boyunca kristal viyole ile boyanmig daha sonra boya suyla akitilarak yikanmistir. Bu boya

preparattaki biitlin hiicrelerin mor renge boyanmasini saglar.

2-Boyanin etkisini arttirmak ve sabitlestirmek i¢in 1 dakika siireyle iyot ¢ozeltisi (lugol)
ile bekletilmis daha sonra suyla yikanmustir. Iyot kristal viyole ile birleserek hiicre icerisinde bir

komleks olusturur.

3-Preparat lizerine renk giderici olarak alkol uygulanmistir. Gram pozitif
organizmalarda kristal viyole hiicrede sabit kalirken, gram negatif mikroorganizmalarda ise
kristal viyole yikanarak uzaklagir. Dolayisiyla gram negatifler bu devrede renksiz hale gelirken

gram pozitifler mor rengi korurlar.

4-Preparata son olarak yaklasik 1 dakika boyunca safranin boyasi uygulanmis sonra
suyla giizelce yikanmistir. Kurumaya birakilan preperat, immersiyon yagi damlatilarak
immersiyon objektifi yardimiyla incelenmistir. Gram negatif mikroorganizmlar kirmizi renkte
goriiliirken, kristal viyole boyasini tutup mor renkte goriilen Basiller Gram pozitif olarak

kaydedilmistir (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2001).

Endospor boyama: En az 48 saat gelisme gosteren kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinmig
ve lizerinde su damlasi bulunan temiz bir lamda dairesel hareketlerle yayilmistir. Hazirlanan
bakteriyal film 6nce havada kurutulmus ardindan {i¢ kez alevden gegirilerek fikse edilmistir.
Preperat alev diizeneginde 5 dakika boyunca malasit yesili ile etkiye birakilmis ve buharlastik¢a
boya ilave edilmistir. Su ile yikandiktan sonra 30 saniye siireyle safranin ile boyanmis ve su ile
tekrar yikanip havada kurutulduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak mikroskopta
incelenmistir. Uygulama sonunda sporlar yesil renkli, vejetatif hiicreler ise pembe renkli

goriilmiistiir (Colak, 2008).
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Hareketlilik testi: izolatlarin hareket yetenegini belirlemek igin yapilmis olup test igin
dik konumda dondurularak hazirlanan yari kati nutrient agar besiyeri kullanilmustir. Nutrient
Broth besiyerinde aktiflestirilmis kiiltlirlerden igne 6ze ile alinmis, hareket besiyerinin
ortasindan dibine dogru dik olarak batirma kiiltlirii yontemiyle ekimleri yapilmis 37°C’ de 24-
48 saat inkiibe edilmistir. Hareket pozitif kiiltiirlerde ekim ¢izgisi boyunca yayilma seklinde
tireme olup besiyeri bulanik goriiliirken negatif kiiltiirlerde sadece ekim ¢izgisi boyunca iireme

goriilmiistiir (Koneman vd., 1997).

Anaerobik gelisim: izolatlarin oksijensiz ortamda gelisebildigini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Anaerobik agar besiyeri igeren petrilere bakterilerin 6ze ile ekimi yapilmigtir. Daha
sonra anaerob ortam saglamak icin anaerobik kavanoz igerisine petriler yerlestirilmis, 24-48
saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisme gésterenler pozitif, gdstermeyenler

negatif olarak degerlendirilmistir (Sneath, 1986).

Katalaz testi: izolatlarin katalaz enzim aktivitesini belirlemek icin yapilmistir. Nutrient
agar besiyerinde gelistirilen bakteri kolonileri iizerine %3’lik hidrojen peroksit (H202)
sollisyonu damlatilmistir. Katalaz enzimini olusturabilen bakteriler hidrojen peroksiti oksijen ve
suya ayristirir. Ortamdaki oksijen ¢ikist ise kabarcik olusumu ile belirlenmistir. Kiiltiirlerin
yilizeyinde hava kabarcigmin olusmasi, hidrojen peroksitin ayrigmasini dolayisiyla katalaz

testinin pozitif oldugunu gostermistir (Demirbag ve Demir, 2000).

Jelatin hidrolizi testi: Izolatlarin jelatinaz enzim aktivitesini belirlemek igin
yapilmigtir. Jelatinaz, jelatinin amino asitlere hidrolizini saglar. Jelatin besiyerine, bakteri
kiiltiirinden igne uglu 6ze ile alinarak besiyerinin ortasina gelecek sekilde inokiile edilmis
37°C’de 2-4 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiir buzdolabinda 4°C’de 30 dakika
stireyle bekletilmistir. Besiyerinin sivi halde goriilmesi jelatinaz tiretimi igin reaksiyonun pozitif

oldugunu, kat1 halde olmasi ise negatif oldugunu gostermistir (Cotuk, 2003).

Ureaz testi: izolatlarm iireaz enzim aktivitesini belirlemek icin yapilmistir. Bu enzime
sahip bakteriler, besiyerindeki {ireyi parg¢alayarak amonyak olusturur. Amonyak ortamin alkali
olmasini saglar. Bakteri, tire ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisi igeren bir besiyerinde
iretildigi zaman iireaz enziminin varligi, ortamin koyu pembe renge doniismesini saglar.
Inkiibasyon sonucunda ortamda bulunan fenol red indikatoriindeki renk degisimi (saridan

kirmizi-pembeye doniisiim ) pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Cotuk, 2003).
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Lesitinaz testi: izolatlarm lesitinaz enzim aktivitesini belirlemek lesitin igeren agar
besiyeri kullanilmstir. Besiyeri {lizerine, Mc farland 0.5 bulanikliligina gore ayarlanan bakteri
siispansiyonundan 20 pL inokiile edilmis 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmstir.
Lesitinaz enzim aktivitesi, inkiibasyon sonunda iireyen bakterileri kolonilerinin etrafinda olusan

seffaf hidroliz zonunun olusmasiyla degerlendirilmistir (Sneath, 1986).

Hidrojen siilfiir olusum testi: Izolatlarin kiikiirtlii bilesiklerden H.S olusturma
yetenegini belirlemek i¢in yapilmistir. HoS renksiz bir gazdir. Bunu tespit etmek i¢in besiyerine
indikator olarak (demir siilfat) ilave edilmistir. Ayn1 zamanda besiyeri icinde siilfat kaynagi
olarak da sodyum tiyosiilfat mevcuttur. Yatik agar seklinde hazirlanmis hidrojen siilfiir

besiyerine, izolatlarin 6ze ile ekimleri yapilmis, 37°C’de 2-7 giin arasinda inkiibe edilmistir.

Bakteri H.S meydana getirdiginde, FeS olustugu i¢in besiyerinde siyahlagma meydana
gelmekte ve sonu¢ pozitif olarak degerlendirilmistir. FeS’in olusmadigi durumda besiyeri

renginde herhangi bir degisim olmaz ve test negatif olarak yorumlanmigtir (Cokmiis, 1989).

indol testi: Bu test mikroorganizmalarin triptofan amino asidini parcalama
yetenegininin tayininde kullanilmigtir. Bazi bakteriler triptofani triptofanaz enzimiyle parcalayip
indol, piirivik asit ve amonyak gibi metabolik triinleri olustururlar. Triptofan besiyeri igeren
tiiplere bakteriler inokiile edilip 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra {izerine 0,3 mL
kovaks ayiraci damlatilmis sonra incelenmistir. Ayiracin bulundugu fazda kirmizi bir halkanin
meydana gelmesi triptofandan indol olustugunu, sari kahverengimsi renk ise negatif sonug

olarak degerlendirilmistir (Cotuk, 2003).

Metil Kirmuzisi ve Voges-Proskauer testleri (MRVP): MRVP besiyeri glikoz i¢eren
Nutrient Broth olup, Metil Red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri i¢in kullanilmustir.
MRVP besiyeri igren tiiplere bakteri izolatlar1 inokiile edilerek 37°C’de de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Metil kirmizist ve Voges Proskauer testleri i¢in bakteri izolatlar iceren tiipler

ikiye ayrilarak kullanilmistir.

Metil kirmizisi testi: Izolatlarin glikozu okside ederek asit son iiriinlerini iiretebilme
yetenegini belirlemek i¢in yapilmistir. Diistik asit ortaminda metil kirmizisi indikatorii kirmizi
renk verir, bu reaksiyon pozitif demektir. Fermentasyon sonunda notr maddeler tiretilirse, metil
kirmizisi sartya doniisiir. Tiiplere 250 pl metil kirmizist ayiract ilave edildiginde tiipte kirmizi

rengin meydana gelmesi durumunda test pozitif olarak degerlendirilmistir (Demirbag ve Demir,
2000).
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Voges-Prosskauer Testi: lIzolatlarmn glikoz fermentasyonunun son iiriinlerinden
asetilmetil-karbinol olusturma yeteneginin tayininde kullanilan bir testtir. Aseton iiretimi ise
potasyum hidroksit (KOH) ve alfa naftol ilavesi ile tespit edilir. Tiiplere, 250 pl a-naftol
cozeltisinden ve 200 ul %40’lik KOH ¢ozeltisinden ilave edilmis ve 5-10 dakika siire
beklenmistir. Eger ortamda aseton mevcut ise besiyerinin iist kismu kirmiziya doniisiir ve sonug
pozitif olarak yorumlanir. Negatif sonug ise VP besiyerinin a¢ik kahverengi renge doniismesi ile

anlasilir (Demirbag ve Demir, 2000).

Sitrat testi: izolatlarin, karbon ve enerji kaynag: olarak sitrat1 kullandigini belirlemek
i¢in yapilmigtir. Nutrient Broth besiyerinde aktiflestirilmis kiiltiirden Simmons Sitrat Yatik Agar
besiyerine 6ze ile ekimleri yapilmig 37°C’ de 2-7 giin siireyle inkiibe edilmistir. Orijinal rengi
yesil olan ve indikator olarak %0,2 Bromo Timol Mavisi kullanilan besiyerinde, besiyeri
renginin maviye doniismesi ve ekim ¢izgisi boyunca iireme gozlenmesi pozitif sonug olarak

degerlendirilmistir. Besiyeri renginin degismemesi durumu ise negatif sonugtur (Sipahi, 2012).

Farkh sicakliklarda gelisme testi: izolatlarm farkli sicaklik araliklarinda gelisme
yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmigtir. Bakteri kiiltiiriinden 6ze ile alinarak Nutrient
Broth s1v1 besiyerine inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda (5°C, 30°C, 40°C, 50°C, 55°C) 24-
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar; inkiibasyon siiresi sonunda gelisme varligi
yoniinden pozitif veya negatif, zayif gelisimler ise z (zayif) olarak belirlenmistir. Negatif
kontrol olarak bakteri igermeyen Nutrient Broth sivi besiyeri kullanilmistir (Osmanagaoglu
2003).

Farkh pH’larda gelisme testi: izolatlarin farkli pH araliklarinda gelisme
yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Niitrien Broth sivi besiyeri hazirlanarak 1 M
HCI ve NaOH ile pH’lar1 5.7 ve 6.8’¢ ayarlanmistir. Bakteri kiiltiirlinden 6ze yardimiyla
alinarak besiyerlerine ekimleri yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda gelisme gosterenler pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir.
Bakteri icermeyen Nutrient Broth sivi besiyeri negatif kontrol olarak kullamlmustir (Isleroglu
vd., 2008).

Farkh tuz Kkonsantrasyonlarinda gelisme testi: Izolatlarin farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme yeteneklerini belirlemek amaciyla % 2.0, 5.0, 7.0 ve 10 oraninda
NaCl igeren Nutrient Broth besiyeri tiipleri hazirlanmigtir. Bakteri kiiltiiriinden 6ze yardimiyla

almarak bu besiyerlerine inokiile edilmis 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
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sonunda gelisme gosterenler pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak kabul edilmistir. Negatif
kontrol olarak bakteri igermeyen Nutrient Broth sivi besiyeri kullanilmistir (Osmanagaoglu
2003).

2.2.3. izole edilen basillerin amilaz ve proteaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Izolatlarin amilaz ve proteaz enzim iiretme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in ayr1 olarak
hazirlanan 6zgiin besiyerleri steril petri kutularina paylastirilmigtir. Besiyeri iizerine, Mc farland
0.5 bulanikliligina gore ayarlanan bakteri siispansiyonundan 20 pL inokiile edilmis ve 37°C’de
24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. Izolatlarin enzim iiretme yetenekleri, inkiibasyon sonunda
tireyen bakteri kolonilerinin etrafinda opak hidroliz zonunu olusturmasi ve bu zon ¢apinin

Ol¢iilmesi ile degerlendirilmistir (Demirbag ve Demir, 2000; Adinarayana vd, 2003).
2.2.4. Agir metal toleranshlik diizeylerinin belirlenmesi

Izole edilen Basillerin agir metal direnglilik testleri agar dilisyon metodu ile belirlenmis
olup deneyde kullamlan ii¢ farkli agir metalin ayr1 ayr1 Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlart
(MIK) hazirlannmgtir. Deneyde, FeSO4.7H,0, PbCl, ve Cu(CH3COO),H.O agir metallerinin

tuzlari kullanilmugtir,

Fe, Pb ve Cu agir metallerinin 0,0625 mM/mL’den 16 mM/mL’e kadar iki katli seri
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Otoklavdan ¢ikan Nutrient Agar besiyeri igerisine, hazirlanan agir
metal ¢ozeltileri filtreden gegirilerek eklenmistir. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan agir
metal iceren NA besiyeri steril petri kaplarina 25 mL kadar dokiilmiis ardindan kurumasi igin 1-
2 giin oda sicakliginda bekletilmistir. Agir metal toleransliligin belirlenmesi igin elde edilen
Basil izolatlart Nutrient Broth besiyerinde aktiflestirilmistir. Aktiflenen bakteri kiiltiirii steril
fizyolojik su ile Mc farland 0.5 bulanikliligina gére ayarlanmustir. Bakteri siispansiyonundan 10
pL alinarak petrilere damlatma yontemi ile ekimi yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonucunda iiremenin goriilmedigi en diisiik agir metal konsantrasyonu
MIK (Minimal inhibisyon Konsantrasyonu) degeri olarak belirlenmistir. Deneyler 2 paralel
halinde ¢alisilmistir (Yesiltas, 2014).

2.2.5. Izole edilen basillerin antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi

Izole edilen Basillerin antibiyotik direnclilik testleri, agar disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir (Bauer vd., 1966). Deneyde, 8 farkli antibiyotik diski (Oxoid marka)
kullanilmistir. Bu antibiyotikler; amfisilin (AMP, 10 ng), kloramfenikol (C, 30 pg), siproflaksin
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(CIP, 5ug), eritromisin (E, 15ug), kanamisin (K, 30ug), oksasilin (OX, 1pg), streptomisin (S, 10
ng) ve vankomisin (VA, 30 pg) antibiyotikleridir.

Otoklavdan ¢ikan Nutrient Agar besiyeri steril petri kaplara yaklasik 25 mL kadar
dokiilmiis ve kurumasi i¢cin 2-3 giin oda sicakliginda bekletilmistir. Nutrient Broth sivi
besiyerinde aktiflestirilen bakteri kiiltiirleri steril fizyolojik su ile Mc farland 0.5 bulanikliligina
gore ayarlanmistir. Bakteri siispansiyonundan steril ekiivyon c¢ubuk yardimiyla alinarak
besiyerinin tim yiizeyine siiriilmiistiir. Daha sonra petri yiizeyine antibiyotik diskler belirli
araliklarla yerlestirilmistir. Petriler 1- 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra 37°C’de 24-
48 saat inkiibe edilmistir (Yesiltas, 2014). Inkiibasyon siiresi sonunda diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonunun c¢ap: cetvel yardimiyla 6lgiilmiistiir. Olgiilen zon caplari NCCLS
kitap¢igindaki ilgili tablolardaki degerler ile kiyaslanarak bakteri test edilen antibiyotige karsi
"hassas" veya "direngli" olarak, orta hassas duyarliliga sahip suslar ‘orta dercede hassas’ olarak

degerlendirilmistir. Tlgili degerler Cizelge 2.3 de gdsterilmektedir (Sensoy Karaoglu, 2013).

Cizelge 2.3. NCCLS rehberinde Gram pozitif, acrobik bakteriler i¢in belirlenen zon ¢aplarina
gore yorumlama standartlar1 (NCCLS, 2003).

Zon Capi(mm)
Antibiyotik Disk Icerigi (ng) R (Direncli) I(Orta Hassas)
S(Hassas)

Amfisilin 10 13> 14-16 >17
Kloramfenikol 30 12> 13-17 >18
Siproflaksin 5 15> 16-18 >19
Eritromisin 15 13> 14-17 >18
Kanamisin 30 13> 14-17 >18
Oksasilin 1 10> 11-15 >16
Streptomisin 10 11> 12-14 >15
Vankomisin 30 14> 15-18 >19

2.2.6. izole edilen basillerin metabolit iiretim yeteneklerinin belirlenmesi

Havasal kaynaktan elde edilen izolatlarin metabolit {iretim yetenegi incelenmistir.
Miiller Hinton Broth sivi besiyeri hazirlanarak tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve
otoklavda steril edilmistir. Mc farland 0.5 bulanikliligina gore ayarlanan bakteri izolatlarindan
100 pL alinarak MHB sivi besiyeri igeren tiiplere inokiile edilmis ve 37°C’de 16 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda bu tiiplerden 1000 pL Kkiiltiir alinarak
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eppendorf tiiplerine aktarilmis ve 12000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilerek biyokiitlenin
ortamdan uzaklagmasi saglanmistir. Santrifiijden sonra elde edilen hiicre serbest siipernatanti
(CFS, cell-free supernatant) steril tiiplere toplanmig ve antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilmigtir
(Cladera-Olivera vd., 2004). Metabolik aktiviteye sahip siipernatant kisimlar kullanilincaya
kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Izolatlardan elde edilen siipernatantlar, kendilerine ve diger basillere karsi agar
damlatma yontemi ile denenerek metabolit iiretim yetenegi belirlenmeye calisilmistir. Bu
yontemde Mc farland 0.5 bulaniklik degerinde ayarlanalan bakteri izolatlar1 Miiller Hinton Agar
besiyeri iceren petri kaplarina steril ekiivyon ¢ubuklar ile yayilmistir. Daha sonra her bir petri
yilizeyine biitiin izolatlardan elde edilen siipernatant kisimlarindan yaklasik 20 pL olarak
damlatilmis ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir (Cladera-Olivera vd., 2004).
Inkiibasyon sonrasinda petri yiizeylerindeki inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla lgiilerek hangi
izolatin metabolit aktivitesine sahip oldugu ve hangi izolatin bu metabolit aktivitesi i¢in en

hassas indikator izolat oldugu tespit edilmistir.

izolatin test mikroorganimalara karsi metabolit aktivitesinin belirlenmesi

Segilen basil izolatinin metabolit iretim yetenegi gram pozitif bakterilere
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterecoccus faecalis), gram negatif
bakterilere (Esherichia coli, Legionella pneumophilia Sg 2-15) ve maya (Sachoromyces
baulardi) tiiriine kars1 etkisi arastirilmistir. Stoklanmig olan Basil izolati Nutrient Agar
besiyerine alinarak canlandirilmus, steril fizyolojik su ile Mc farland 0.5 bulanikliligina gore
ayarlanmigtir. Kiiltiir siispansiyonundan 1 mL (%2 oraninda) alinarak 50 mL Miiller Hinton
Broth sivi besiyeri igeren 250 mL’lik erlenlere asilama yapilmis ve 37°C’de 130 rpm
calkalamali inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 1000 pL
alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmis ve 12000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilerek
biyokiitlenin ortamdan uzaklagsmasi saglanmistir. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatant
steril siringa yardimiyla alinarak 0,45 pm milipore ¢aplt filtreden gecirilmistir. Hiicre serbest

stipernatant1 (CFS) steril tiiplere toplanmis ve antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilmustir.

Antimikrobiyal aktivite agar kuyucuk yontemi ile belirlenmistir. NA besiyerinde
aktiflenen test mikroorganizmalar: steril fizyolojik su ile Mc farland 0.5 bulanikligina goére
ayarlanmis ve ekiivyon gubuk yardimi ile MHA besiyeri igeren petri yiizeyine sitirlilmiistiir.

Agar yiizeyinde 8 mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. A¢ilan kuyukculara basil izolatindan elde
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edilen siipernatanttan 50 pul. konulmustur. Petriler 1-2 saat oda 1sisinda bekletilmis ve daha
sonra 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuk ¢evresinde olusan

inhibisyon zon caplar1 cetvel ile mm olarak dl¢iilmiistiir (Sensoy Karaoglu, 2013).

Izolatin biiyiime egrisinin ve metabolit iiretim zamaninin belirlenmesi

Metabolit aktivitesi gosteren izolatin biiylime egrisi ve metabolit {iretiminin hangi
zaman araliklarinda bagladigi ve maksimum aktiviteye hangi saatte ulastigi aragtirilmistir
(Koseoglu, 2007). En iyi aktivitenin tespit edildigi bakteri izolat1 Mc farland 0.5 bulanikliligina
gore ayarlanmis ve 50 mL olarak hazirlanan MHB besiyerine 1 mL (%2 oraninda) olarak
inokiile edilmistir. Kiiltiir 37°C’de 130 rpm’de calkalamali inkiibatérde 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 40, 44, 48, 50 saat araliklarla inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyona birakilan kiiltiirden belirtilen araliklarda hem absorbans dlciimleri
almarak biiylime egrileri ¢ikartilmis hem de bu araliklarda alinan 6rneklerin metabolit aktivitesi
agar kuyucuk yontemi ile tespit edilmistir. Biiyiime egrisi i¢in inkiibasyon siiresince izolatin

MHB besiyeri igerisinde 600 nm’de OD 0,1 olacak sekilde absorbans dl¢limleri alinmustir.

Metabolit liretim zaman araliklarinin belirlenmesi igin ise belirtilen zaman araliklarinda
kiiltiirden 1000 puL alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmis ve 12000 rpm’de 15 dk boyunca
santrifiij edilerek biyokiitlenin ortamdan uzaklagmasi saglanmistir. Santrifiijden sonra, kiiltiir
stipernatantlar1 steril siringalarla ¢ekilerek 0,45 pm por ¢apli filtreden siiziilerek elde edilen
hiicre serbest siipernatanti kismi kullanilmigtir. Daha sonra Mc farland 0.5 bulaniklik degerinde
ayarlanan en hassas indikatdr izolat, MHA besiyerine ekiivyon ¢ubukla yayilmistir. Agar
yiizeyinde pipet ucuyla 8 mm ¢apinda oyuklar agilmis ve izolattan elde edilen siipernatanttan bu
kuyukculara 50 pL damlatilmigtir. Petriler 1-2 saat oda 1sisinda bekletilmis ve daha sonra
37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda kuyucuk gevresinde olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplart mm olarak olgiilerek aktivite degerlendirilmistir (Sensoy

Karaoglu, 2013).

Metabolitin (siipernatant) elde edilmesi

Metabolit iirettigi bilinen, en yiiksek aktivitenin tespit edildigi izolat MHB s1v1 besiyeri
bulunduran tiiplere inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon sonunda bu tiiplerden 1000 pL kiiltiir alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmis ve
12000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilerek biyokiitlenin ortamdan uzaklagmasi

saglanmustir. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatant steril siringa yardimiyla alinarak 0,45
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um por ¢apli filtreden gegirilmistir. Hiicre serbest siipernatanti (CFS, cell free siipernatant) steril

tiiplere toplanmis ve antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilmistir (Cladera-Olivera vd., 2004).

Metabolitin aktivitesi tizerine sicakligin, pH’mn, organik ¢oziiciilerin ve deterjanlarin
etkisini aragtirmak i¢in en yiiksek aktivitenin tespit edildigi izolattan elde edilen metabolitler

(kiiltiir siipernatantlar1) en hassas indikatdr izolata karsi agar kuyucuk yontemiyle denenmistir.

Metabolitin aktivitesi izerine sicakligin etkisinin belirlenmesi

Metabolitin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini arastirmak i¢in en yiiksek aktivitenin
tespit edildigi izolattan elde edilen siipernatantlar, 45, 60, 80 ve 95 °C sicakliklarda 1 saat
inkiibe edilmis ve 121°C’de 20 dk otoklavda bekletilmistir. Mc farland 0.5 bulaniklik degerinde
ayarlanan en hassas indikatdr izolat, Miiller hinton agar besiyerine ekiivyon ¢ubukla yayilmustir.
Agar yiizeyinde steril pipet ucu ile 8 mm capinda oyuklar acilmis ve oda sicaklifina gelen
izolattan elde edilen siipernatanttan bu kuyukculara 50 pL. damlatilmistir. Petriler 1-2 saat oda
1s1sinda bekletilmis ve daha sonra 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda kuyucuk g¢evresinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari mm olarak olgiilerek aktivite
degerlendirilmistir. Islem gormemis siipernatantlar kontrol olarak kullanilmis olup tiim

denemeler iki tekrarl yapilmistir (Sensoy Karaoglu, 2013).

Metabolitin aktivitesi iizerine ph’nin etkisinin belirlenmesi

Metabolitin aktivitesi lizerine pH’1n etkisini arastirmak i¢in en yiiksek aktivitenin tespit
edildigi izolattan elde edilen siipernatantin pH’lari, steril 1 M NaOH ve 1 M HCl ile, 2,4,6,8,10
arasinda ayarlanmis ve 2 saat oda sicakliginda (25°C) inkiibe edilmistir. Bundan sonraki
asamada iki yontem kullanilmistir. Birincisinde pH’lan 2,4,6,8,10 arasinda direkt ayarlanan
kiiltiir stipernatantlari, indikator susa karst agar kuyucuk yontemi ile denenmistir (Lisboa vd.,
2006). ikinci yontemde ise siipernatantlarin pH’lar1 2,4,6,8,10 arasinda ayarlamp 2 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra pH’lar1 yeniden 7,0’a ayarlanmis ve indikatdr susa karsi agar
kuyucuk yontemi ile denenmistir (Cladera-Olivera vd., 2004). Daha sonra Mc farland 0.5
bulaniklik degerinde ayarlanan en hassas indikator izolat, Miiller hinton agar besiyerine
ekiivyon cubukla yayilmistir. Agar yiizeyinde pipet ucuyla 8 mm c¢apinda oyuklar agilmis ve
izolattan elde edilen siipernatanttan bu kuyukculara 50 pL. damlatilmustir. Petriler 1-2 saat oda
1s1sinda bekletilmis ve daha sonra 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon

sonunda kuyucuk ¢evresinde olugan inhibisyon zonlarinin ¢aplart mm olarak dlgiilerek aktivite
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degerlendirilmistir (Sensoy Karaoglu, 2013). Islem gérmemis siipernatantlar kontrol olarak

kullanilmis olup tiim denemeler iki tekrarli yapilmistir.

Metabolitin aktivitesi iizerine bazi organik coziicii ve deterjanlarin etkisinin

belirlenmesi

Metabolitin aktivitesi tizerine organik ¢oziiciilerin ve deterjanlarin etkisi arastirilmistir.
Organik ¢oziicii ve deterjanlardan kloroform, aseton, metanol, etil alkol, camagir suyu ve yag
¢oziicii kullanilmistir. Bu deneyde c¢ozeltiler iki farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Birincisinde organik ¢oziicii ve deterjanlardan % 10 olacak sekilde stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler siipernatant ile son konsantrasyon % 10 olacak sekilde karistirilmig
ve 25°C de 1 saat inkiibe edilmistir (Bizani ve Brandelli, 2002). ikincisinde ise organik
coziiciiler siipernatant ile esit hacim olacak sekilde hazirlanmistir. Deterjanlar siipernatant ile
son konsantrasyon % 1 oraninda olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ézeltiler 37°C de 5
saat inkiibe edilmistir (Perumal ve Venkatesan, 2017). Daha sonraki asamada Mc Farland 0.5
bulaniklik degerinde ayarlanan en hassas indikator izolat, Miiller hinton agar besiyerine

ekiivyon ¢ubukla yayilmistir.

Agar yiizeyinde pipet ucu ile 8 mm capinda oyuklar agilmis ve izolattan elde edilen
stipernatanttan bu kuyukculara 50 pL. damlatilmistir. Petriler 1-2 saat oda 1sisinda bekletilmis ve
daha sonra 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuk
cevresinde olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplart mm olarak 6l¢iilerek aktivite degerlendirilmistir

(Sensoy Karaoglu, 2013).

Pozitif kontrol olarak islem gdrmemis siipernatant, negatif kontrol olarak ise organik
¢oziiciilerin ve deterjanlarin steril su ile hazirlanmig stok ¢ozeltileri ayn1 final konsantrasyonda

olacak sekilde eklenip denenmistir. Tiim ¢alismalar iki tekrarli yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Endospor Olusturan Basillerin Izolasyonu

Bu calisma icin havasal ornekler Kiitahya iline yaklasik 30 km mesafede bulunan
Seyitomer beldesinden alinmistir. Endospor olusturan 15 adet Basil (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7,
S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14, S15) izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin endospor
olusumlar1 degerlendirilmis ve endospor olusturan izolatlarin gram boyama reaksiyonlar1 ve
katalaz aktivitesi incelenmistir. Biitiin izolatlarin gram (+), endospor olusturan, katalaz pozitif

bakteri morfolojisinde oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen izolatlarin tiimiine Bergeys Manuel’e gore ongoriilen gesitli identifikasyon
testleri yapilmigtir. Daha sonrasinda elde edilen izolatlarin enzim iiretim yetenekleri (amilaz ve
proteaz), agir metal direngliligi, antibiyotik direnglilik diizeyleri, metabolit tiretim yetenekleri

arastirilimustir.
3.2. Bacillus Suslarinin Identifikasyon Test Sonuclar

Calismamizda elde edilen 15 izolatin identifikasyon testleri i¢in; gram boyama,
endospor boyama, hareketlilik, anaerobik gelisme, katalaz, jelatinaz, {ireaz, lesitinaz, H>S
olusumu, IMViC (indol, Metil Red, Voges Proskauer, Sitrat) testleri, farkli sicakliklarda
gelisme istegi (5°C, 30°C, 40°C, 50°C, 55°C), farkli pH’larda gelisme istegi (pH 5.7, pH 6.8) ve
farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisme istegi (%2, %5, %7 ve %10), testlerini igeren
biyokimyasal testler uygulanmistir (Cizelge3.1).



Cizelge 3.1. Basillerin biyokimyasal test sonuglari.
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IZOLATLAR
TESTLER
S1|S2|S3|S4(|S5|S6|S7|S8| S9 | S10 | S11 (S12| S13| S14 |S15
Gram boyama + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ 4+ + + + | + + +
Endospor o I O O I I N S + + |+ |+ + +
boyama
Hareketlilik + | - |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ = + - + | + + +
Anaerobik + |+ |+ | Z |+ |+ |+ ]|+ + + Y + | + + +
gelisme
Katalaz S T T B (O + + + | + + +
iretimi
Jelatinaz tretmi - + - = + | + 5 5 + - 1 - - - +
Ureaz iiretimi S i I I i - N T B N +
Lesitinaz + |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ + + - + | + + +
tiretimi
H>S olusumu - s ==l =1=]¢=1-= - B - _ - - _
Indol - -1 -1 -1-71-7- - - - N _ N
olusumu
Metil Red testi NN + + + | + + +
Voges - - - - - = + | + + = + = - + -
Proskover testi
Sitrat + | - |+ | - |+ + |+ | + + + |+ |+ + +
kullanimi
— 5°C -l -l -1Zz]-|-1-1- - 5 - - - - -
g 30°C + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ + + + + | + + +
é 40°C + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ + + + + + + +
2o [ - |- |- --1-1z| - - -1-1-1-1-+
2 55 °C - - - - - - - - - - - - - 5 -
SrpHs? |- - |- -|-[-lzlz| -[ -[-1-1-12z/+
E pH 6,8 + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ + + + + + + +
| %2 NaCl + | - I T I I B + + + + + - +
% W5NaCl | - | - | - |Z | -|+|Z]|+ - + Z | + | + - +
o %7 NaCl | - | - | - | - [ -|-|-1- = + = - |t = >
%10NaCl | - | - | - | - | - | -1|-/|- - - - - - - -
+:pozitif, -:negatif, z: zayif gelisme

Havasal kaynaktan izole edilen aerob endospor olusturan gram pozitif bakterilerin

identifikasyonunda gesitli biyokimyasal testler yapilmis olup elde edilen test sonuclaria gore;

S1, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S10, S12, S13, S14 ve S15 izolatlarimin hareket

yeteneklerinin oldugu, S2, S9 ve S11 izolatlarinin ise hareket yeteneginin olmadigi goriilmiistiir.

S4 zayif derecede olmak kaydiyla tiim basil izolatlarinin anaerobik ortamda iiredigi

tespit edilmistir. izole edilen tiim izolatlarin katalaz pozitif oldugu belirlenmistir.
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Jelatinaz testinde S2, S5, S6, S9, S11 ve S15 izolatlarinin pozitif, digerlerinin negatif
sonug verdigi, Ureaz testinde, S2, S6, S12 ve S15 izolatlarinin pozitif sonug, digerlerinin negatif
sonu¢ verdigi, Lesitinaz testinde ise S1, S2, S3, S5, S6, S7, S8, S9, 510, S12, S13, S14 ve S15

izolatlarin pozitif sonug, S4 ve S11 izolatlarinin negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

S2, S6 ve S15 izolatlarinin katalaz, jelatinaz, iireaz ve lesitinaz enzimlerinin hepsini

iiretebildigi belirlenmistir.

Biitiin izolatlarin H>S olusumu ve indol olusumu testlerinde negatif sonug verdigi

gbzlenmistir.

Metil red testine S1, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14 ve S15
izolatlarinin pozitif sonug, S2 izolatinin negatif sonu¢ verdigi, Voges Proskover testine S7, S8,
S9, S11 ve S14 izolatlarimin pozitif sonu¢ diger izolatlarin ise negatif sonu¢ verdigi

bulunmustur.

Sitrat testinde ise S1, S3, S5, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14 ve S15 izolatlar

pozitif sonug, S2, S4 ve S6 izolatlar1 negatif sonug vermistir.

izolatlarin farkli sicakliklardaki gelisimlerine bakildiginda 5°C’de sadece S4 izolatinin
zay1f seviyede gelisebildigi diger izolatlarin negatif sonug verdigi, 30°C ve 40°C sicakliklarda
tiim izolatlarin pozitif sonug¢ verdigi, 50°C sicaklikta S15 izolatimin pozitif sonug¢ verdigi, S8
izolatinin zayif seviyede gelisebildigi, diger izolatlarin ise negatif sonug¢ verdigi gozlenmistir.
55°C sicaklikta tiim izolatlarin negatif sonug verdigi tespit edilmistir. Tiim izolatlar icin

optimum iireme sicakligr 30-40°C arasinda bulunmustur.

izolatlarin farkli pH araliklarindaki gelisimi incelendiginde, pH 5.7 de, S15 izolatinin
pozitif sonug, S7, S8 ve S14 izolatlarinin zayif seviyede gelisebildigi diger izolatlarin ise negatif
sonu¢ verdigi gozlenmistir. pH 6.8 araliginda ise tiim izolatlarin pozitif sonug¢ verdigi

belirlenmistir.

Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimine bakildiginda, %2 NaCl
araliginda S1, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13 ve S15 izolatlariin pozitif sonug,
geriye kalan izolatlarin ise negatif sonug¢ verdigi goriilmiistiir. %5 NaCl araliginda, S6, S8, S10,
S12, S13 ve S15 izolatlarinin pozitif sonug verdigi S4, S7 ve S11 izolatinin zayif seviyede

gelistigi diger izolatlarin ise negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir. %7 NaCl araliginda, S10 ve
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S13 izolatlarmin pozitif sonug verdigi diger izolatlarin negatif sonug verdigi bulunmustur. %10

NaClI araliginda ise tiim izolatlarin negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

Bacillus tiirlerinin identifikasyon test sonuglari Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology'de belirtilen sonuglara goére degerlendirilerek yapilmistir (Jin vd, 1990).
Calismamizda elde edilen 15 bakteri izolat1 Bacillus sp. olarak cins seviyesinde karakterize

edilmigtir.
3.3. Basillerin Enzim Aktivitesi

Basillus izolatlarinin amilaz ve proteaz aktiviteleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Amilaz
tiretiminde S2, S5, S6, S9, S11 ve S15 izolatlar1 aktivite gosterirken geriye kalan izolatlar ise
aktivite gostermemistir. Yapilan inceleme sonucunda yiiksek aktiviteye sahip izolatlarn 14 mm

zon ¢apt ile S6 ve 12 mm zon ¢ap1 ile S11 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Basillerin amilaz ve proteaz enzim aktiviteleri (@:6 mm).

Amilaz Proteaz
Aktivitesi | Aktivitesi

S1 - 16
S2 ' 8 18
Sl 14
S4 |- =

S5 8 14
S6 |14 18
ST - 14
S8 | - 14
S9 8 10
S10 | - 16
S11 12 18
S12 | - 14
S13 1| - 16
S14 | - 14
S15 10 18

Proteaz iiretiminde S4 izolati hari¢ tiim izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir.
Proteaz aktivitesi en yliksek izolatlarin 18 mm zon c¢ap1 ile S2, S6, S11 ve S15 oldugu
belirlenmistir. Hem amilaz hemde proteaz lireten Basiller S2, S5, S6, S9, S11 ve S15 olarak
bulunmustur. S4 izolatinin ise hem amilaz hemde proteaz aktivitesi gostermedigi tespit

edilmistir.



46

3.4. Endospor Olusturan Basillerin Agir Metal Direnclilik Diizeyleri

Calismamizda hava kaynakli izole edilen endosporlu Basillerin agir metal direnglilik
diizeyleri agar diliisyon metodu ile tespit edilmistir. Agir metal direnglilik diizeylerinin
belirlenmesinde referans sus olarak B. subtilis NRRL B-209 susu belirlenmistir. B. subtilis
NRRL B-209 referans susunun sahip oldugu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

degerleri Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. B. subtilis NRRL B-209 ’un agir metal direnglilik diizeyi (mM/mL).

Agir Metal MIK Degeri
Demir 2
Kursun 4
Bakir 1

Agir metal direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde 3 farkli agir metal tuzu
[FeS04.7H,0, PbCl, ve Cu(CHsCOO0),H,0] kullanilmistir. izolatlarin agir metal direnclilik
diizeylerinin belirlenmesinde agar diliisyon metoduna gore gosterdikleri MIK degerleri Cizelge

3.4°de verilmistir.

Cizelge 3.4. Basillerin agir metallere kars1 gosterdikleri MIK degerleri (mM/mL).

Demir|Kursun | Bakir
S1 |2 2 2
S2 |2 2 2
S3 |2 2 2
S4 |2 1 1
S5 |2 2 2
S6 |2 2 2
S7 |2 2 2
S8 |2 2 2
S9 |2 2 2
S10 |2 2 2
S11 |2 2 2
S12 |2 2 2
S13 |2 2 2
S14 |2 2 2
S15 |2 2 2

[zolatlardan 14 tanesinin (S1, S2, S3, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14 ve

S15) kursun agir metaline gosterdikleri MIK degerlerinin referans sus ile kiyaslandiginda diisiik
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oldugu goriiliirken, ayn1 izolatlarin demir agir metaline gosterdigi MIK degeri referans sus ile
karsilastirldiginda ayni degerde oldugu bulunmustur. Yine aymi izolatlarin bakir (2 mM) agir

metal sonuglarinin; referansimiza gore yiiksek ¢iktig1 belirlenmistir.

S4 izolatinin kursun a@ir metaline gosterdigi MIK degerleri referans sus ile
kiyaslandiginda diisikk oldugu gériiliirken, ayni izolatin demir ve bakir agir metallerine

gosterdigi MIK degeri referans sus ile karsilastirildiginda ayni degerde oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.5. izole edilen Basillerin agir metal toleransliliklarimin %’lik dagilimu.

Agir Metal | n Agir metal konsantrasyonlarina (mM/mL) gore Toleransh
genel toplam icerisindeki izolatlarin sayisal dagilimi izolatlar
0,0625|0,125(025(05| 1 |2 | 4|8 |16| n %
Demir 15 - - - - -|15|-*| -1]-10 0,0
Kursun 15 - - - - (1|14} -]-*|-10 0,0
Bakar 15 - - - - |1 |14* - | - | - |14 93,33
*Agir metallerin referans sus MIK degerleri

Izole edilen Basillerin agir metal toleranshiliklarmin %’lik dagilimi Cizelge 3.5°de
verilmistir. Elde edilen izolatlarin referans susa gore, agir metal yiizde toleranslilik degerlerine
bakildiginda; %93,33 bakir agir metaline karsi direngli oldugu tespit edilmistir. izolatlarin demir

ve kursun agir metallerine karg1 herhangi bir dirence sahip olmadig1 bulunmustur.
3.5. Basillerin Antibiyotik Direnclilik Diizeyleri

Calismamizda elde edilen 15 adet Bacillus izolatlarinin antibiyotik direnglilik diizeyleri,

cesitli gruplara ait 8 farkli antibiyotik kullanilarak agar disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.

Sekil 3.1. Basillerin antibiyotik direnglilik diizeyleri.



48

Elde edilen havasal kaynakli olan 15 adet Bacillus izolatlarinin antibiyotiklere karst

gosterdikleri inhibisyon zon g¢aplar1 Cizelge 3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Basil izolatlarmin test edilen antibiyotiklere karsi gosterdikleri inhibisyon zon

caplari (disk 6 mm).

izolatlar | AMP C CIP E K OX S VA
S1 19 21 36 37 26 - 22 19
S2 22 38 40 36 33 - 27 25
S3 8 26 37 30 25 - 21 19
S4 - 33 36 28 30 - 25 27
S5 14 30 35 35 32 - 18 21
S6 13 31 36 38 31 - 21 21
S7 12 24 33 27 26 - 22 20
S8 13 24 35 28 29 - 21 21
S9 15 30 36 36 31 - 25 21
S10 12 22 35 27 25 - 20 18
S11 17 27 38 33 31 - 18 20
S12 16 21 36 27 26 - 21 18
S13 11 19 34 28 26 - 21 18
S14 19 24 33 28 28 - 21 18
S15 18 29 33 32 31 - 19 19

(-)Antibiyotik disk etrafinda inhibisyon zon ¢api1 yoktur, AMP: Amfisilin (10 ng), C:
Kloramfenikol (30 pg), CIP:Siproflaksin (5 pg), E: Eritromisin (15 pg ), K: Kanamisin (30 pg),
OX: Oxasilin (1 pg), S: Streptomisin (10 pg), VA: Vankomisin (30 pg).

Cizelge 3.7. Basil izolatlarinin antibiyotik direng profilleri.

Izolatlar
Antibiyotikler
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Cizelge 3.8. Basil izolatlarmin antibiyotik direnglilik sonuglari.

Antibiyotik n R | g %R %l %S
Amfisilin 15 | 7 3 5 | 46,66 20,00 33,33
Kloramfenikol 15 0 0 15 0 0 100
Siproflaksin 15| 0 0 15 0 0 100
Eritromisin 15 0 0 15 0 0 100
Kanamisin 15 0 0 15 0 0 100
Oksasilin 15 | 15 0 0 100 0 0
Streptomisin 15| 0 0 15 0 0 100
Vankomisin 15| 0 4 11 0 26,66 73,33

Cizelge 3.8°de gosterildigi gibi elde edilen Basillerin en yiiksek antibiyotik
diren¢liginden en diisiige dogru siraladigimizda; %100’ oksasiline (15 izolat), %46,66’s1

amfisiline (7 izolat) kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir.

Orta derecede hassas olan izolatlar1 siraladigimizda %26,66’s1 vankomisin (4 izolat),

%20’si amfisilin (3 izolat) antibiyotiklerine karsi orta derecede hassasiyet gostermislerdir.

Izolatlarin, kloramfenikol, siproflaksin, eritromisin, kanamisin ve streptomisin

antibiyotiklerine kars1 tamamen duyarli (hassas) oldugu bulunmustur.
3.6. Basillerin Metabolit Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi

Seyitomer beldesinden alinan hava orneklerinden 15 adet endospor olusturan Bacillus
cinsi bakteri izole edilmistir. Basillerden elde edilen siipernatantlar kendilerine ve yakin
akrabasi olan diger basil izolatlarina karsi denenerek inhibe edici etkileri belirlenmeye

calisilmustir.

Sekil 3.2. izolatlarin agar damlatma metodu ile metabolit iiretim aktivitesinin belirlenmesi.



Cizelge 3.9. Basil izolatlarinin agar damlatma metodu ile kendi aralarindaki metabolit aktivitesinin belirlenmesi (©:8mm).

Basil Izolatlar
Siipernatant S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15
S1 ++ + ++ + + + + + + + + + + +
S2 + + + + + + +
S3 + + +
S4
S5 + + + +++ + + + + ++ +
S6 ++ +++ +++ +++ + + + +++
S7 + ++ + + + + + + + + + + +
S8 ++ + ++ + + + + + + + + +
S9 + + ++ +++ + + + + + + + +
S10 + + + + + + + +
S11 + + + +++ + + + + + + + +
S12 + + +
S13 + + + + + +
S14 + + ++ + ++ + + ++
S15 + + + +++ ++ + + + + ++ ++ +

+:10-12, ++:13-14, ++> 14

0§
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Basil izolatlarinin kendi akrabasi olan izolatlara karsi gosterdikleri inhibitdr etki
Cizelge 3.9°da verilmistir. Basil izolatlarindan elde edilen slipernatantlarin test edilen diger basil
izolatlarina kars1 inhibe edici aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Sadece izole edilen S4
izolatindan elde edilen siipernatantin diger basil izolatlarina kars1 inhibe edici etkisinin olmadigi

belirlenmistir.

S1 izolatinin siipernatantt S2 ve S4 suslari {izerinde 13-14 mm arasinda inhisbisyon
zonu olustururken, S3, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14 ve S15 suslar tizerinde 10-
12 mm arasinda inhisbisyon zonu olusturmustur. S2 izolatinin siipernatant1 S4, S5, S7, S8, S9,
S12 ve S14 suslar tizerinde 10-12 mm arasinda inhisbisyon zonu olusturmustur. S3 izolatinin

stipernatant1 S2, S4 ve S7 suslar1 lizerinde 10-12 mm arasinda inhisbisyon zonu olusturmustur.

S5 izolatinin siipernatantt S4 susu lizerinde 15 mm ve lizeri, S12 susunda 13-14 mm
arasinda, S1, S2, S3, S7, S8, S10, S11 ve S13 suslar1 tizerinde 10-12 mm arasinda inhisbisyon
zonu olusturmustur. S6 izolatinin siipernatant1 S2, S4, S7 ve S14 suslan {izerinde 15 mm ve
iizeri, S1 susunda 13-14 mm arasinda, S8, S11 ve S13 suslarinda 10-12 mm arasinda
inhisbisyon zonu olusturmustur. S7 izolatinin siipernatanti S2 susunda 13-14 mm arasinda, S1,
S3, S4, S5, S6, S8, S9, S10, S11, S12, S13 ve S14 suslart iizerinde 10-12 mm arasinda
inhisbisyon zonu olusturmustur. S8 izolatinin siipernatanti S2 ve S4 suslarinda 13-14 mm
arasinda, S3, S5, S6, S7, S9, S11, S12, S13, S14 ve S15 suslari iizerinde 10-12 mm arasinda

inhisbisyon zonu olusturmustur.

S9 izolatinin siipernatant1 S4 susunda 15 mm ve iizeri, S3 susunda 13-14 mm arasinda,
S1, S2, S5, S6, S7, S8, S10, S12, S13 ve S14 suglar iizerinde 10-12 mm arasinda inhisbisyon
zonu olusturmusgtur. S10 izolatinin siipernatanti S2, S4, S5, S6, S7, S8, S9 ve S11 suslar
tizerinde 10-12 mm arasinda inhisbisyon zonu olusturmustur. S11 izolatinin siipernatantt S4
susunda 15 mm ve lizeri, S1, S2, S3, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S13 ve S14 suslar lizerinde 10-12

mm arasinda inhisbisyon zonu olusturmustur.

S12 izolatimin siipernatanti S1, S2 ve S4 suslan iizerinde 10-12 mm arasinda
inhisbisyon zonu olusturmustur. S13 izolatinin slipernatanti S2, S4, S5, S7, S8 ve S9 suslar
tizerinde 10-12 mm arasinda inhisbisyon zonu olusturmustur. S14 izolatinin siipernatanti S4, S7
ve S12 suslarinda 13-14 mm arasinda, S2, S3, S5, S8 ve S9 suslar1 iizerinde 10-12 mm arasinda

inhisbisyon zonu olusturmustur.
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S15 izolatiin siipernatantt S4 susunda 15 mm ve iizeri, S5, S12 ve S13 suslarinda 13-
14 mm arasinda, S1, S2, S3, S7, S8, S9, S10 ve S14 suslart iizerinde 10-12 mm arasinda

inhisbisyon zonu olusturdugu bulunmustur.

Metabolit aktivitesi gosteren S5, S6, S9, S11 ve S15 numarali izolatlarin siipernatantlart
diger suslar iizerinde 15 mm ve iistii inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Bu izolatlarin
stipernatantlarin aktivitesine bakildiginda; S5 izolatinin 1 farkli susta (S4), S6 izolatinin 4 farkl
susta (S2, S4, S7, S14), S9 izolatinin 1 farkli susta (S4), S11 izolatlarinin 1 farkli susta (S4) ve
S15 izolatinin 1 farkli susta (S4) siipernatant kisimlarinin 15 mm ve {istii inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir. Metabolit trettigi tespit edilen Bacillus izolatlar1 arasindan
biyokontrol ajani segmek i¢in izolatlarin aktivitesine bakildiginda S6 izolat1 4 farkli susta (S2,
S4, S7, S14) en yiiksek antimikrobiyal zon capi olusturdugu icin biyokontrol ajani olarak
secilmistir. S4 numarali izolatin ise siipernatantlardan en fazla etkilendigi ve en hassas izolat
oldugu tespit edilmistir. Yiiksek aktivite gosterdigi igin segilen S6 izolatindan elde edilen

metabolitlerin aktivitesi bir takim test mikroorganizmalarina karsi denenmistir.

Calismalara S6 izolatinin biiylime egrisi ve metabolitin {iretim zaman aralig
belirlenerek devam edilmis ve metabolitin aktivitesi {izerine sicaklik, pH, organik ¢6ziicii ve

deterjanlarin etkisi arastirilmisgtir.
3.6.1. izolatin test mikroorganizmalarina karsi metabolit aktivitesinin belirlenmesi

S6 izolatinin siipernatantinin, gram pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Enterecoccus faecalis), gram negatif bakteriler (Esherichia coli,
Legionella pneumophilia Sg 2-15) ve maya (Sachoromyces baulardi) tirii tizerinde

antibakteriyal ve antifungal etkisi Cizelge 3.10’da verilmistir.

Sekil 3.3. S6 izolatinin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesi.
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Cizelge 3.10. S6 izolatimin agar kuyucuk metodu ile test organizmalarina kars1 olusturdugu

inhibisyon zon caplar1 (0:8mm).

Indikatér Organizma Inhibisyon Zonu
(mm)

Gram pozitif bakteri

Staphylococcus aureus 10
Bacillus cereus 16
Bacillus subtilis 12
Enterococcus faecalis 12

Gram negatif bakteri

Escherichia coli 10
Legionella pneumophilia Sg 2-15 | 20
Maya

Saccharomyces baulardi 11

S6 izolat1, biitlin test mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktivite gostermistir.
S6 izolat1 gram pozitif bakteriler igerisinde en fazla antimikrobiyal aktiviteyi B. cereus’a daha
sonra B. subtilis ve E. faecalis’e karsi gostermistir. S. aureus’ a karsi ise en az aktivite

gostermigtir.

S6 izolati gram negatif bakterilerden ise en fazla aktiviteyi L. pneumophilia Sg 2-15
tiirline sonra E. coli’ye karsi gostermistir. S6 izolati, S. baulardi maya tiiriine kars1 da aktivite
gostermistir. S6 izolat1, test mikroorganizmalari igerisinde en yiiksek aktiviteyi 20 mm zon gap1
ile gram negatif bakterilerden olan L. pneumophilia Sg 2-15’e karsi gostermis olup en diisiik

aktiviteyi ise S. aureus ve E. coli tiirlerine kars1 gostermistir.
3.6.2. S6 izolatimin biiyiime egrisi ve metabolit liretim zaman arahg

Metabolit aktivitesi gosterdigi tespit edilen S6 izolatindan belirtilen zaman araliklarinda
absorbans Olgiimleri alinarak biiyiime egrisi ¢ikartilmis ve metabolit {iretim zaman araliklari

belirlenmistir. S6 izolatinin biiyiime egrisi ve antimikrobiyal aktivitesi Sekil 3.4’de verilmistir.



54

2 16

1,8 14

1,6

’ 12 ~~
1,4 §
! 10 =&
g 1,2 a
S 8 O
8 1 N
a) 6 S
O 038 o
4 5
0,6 %
0,4 2 =

0,2 0

0 2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman

——Biiyiime Egrisi  —#— Antimikrobiyal aktivite

Sekil 3.4. S6 izolatinin bitylime egrisi ve antimikrobiyal aktivitesi.

S6 izolatinin gelisimin yaklasik 24 saatlik siiresinde logaritmik biiylime fazinin sonuna
geldigi ve durgun faza giris yaptigr tespit edilmistir. Metabolit liretimi ise logaritmik fazin
yaklasik 8. Saatlerinde baglamis ve fazin sonlarina dogru 24. saatlerinde maksimum seviyeye
¢ikmustir. Gelisimin yaklasik 48 saatler sonrasinda ise metabolit aktivitesi goriilmemistir. S6
izolati i¢in en yiiksek metabolit aktivitesinin degeri 15 mm zon ¢api ile inkiibasyonun yaklasik

24. saat zaman araliginda olustugu belirlenmistir.
3.6.3. S6 metabolitinin aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

S6 izolatinin siipernatanti igindeki metabolit’in aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in secilen izolatin siipernatantlar1 45, 60, 80 ve 95 °C sicakliklarda 1 saat

inkiibe edilmistir. Diger taraftan 121°C’de 20 dk otoklavlanmistir.
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Cizelge 3.11. S6 metabolitinin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi (@:8mm).

Uygulanan sicaklik (°C) Inhibisyon zonu (mm)
45 14

60 13

80 =

95 -

Otaklav (1 atm basing 121°C 20 dk) = -

Kontrol (S6) 15

Yapilan deney sonuglart Cizelge 3.11° de verilmis olup 45 ve 60 °C sicakliklarinda
metabolitin aktivitesinde 6nemli derecede bir azalmanin olmadigi, 80, 95 ve 121°C’de ise

aktivitenin kalmadig tespit edilmistir.

3.6.4. S6 metabolitinin aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

S6 siipernatant’in iginde bulunan metabolit’in aktivitesi tizerine pH’nin etkisi hassas
olarak secilen indikator izolat (S4) {izerinde incelenmistir. Bu deney iki yontemle yapilmistir.
Birincisi stipernatantin pH’s1 2, 4, 6, 8 ve 10 olarak ayarlanarak 2 saat oda sicakliginda (25°C)
bekletilmistir. ikinci ydntemde ise siipernatant 2 saat bekletildikten sonra pH’lar1 7,0’a

ayarlanarak notrlenmistir.

Iki farkli yontemle yapilan pH deney sonuglarma gére, siipernatant aktivitesinin farkli
pH araliklarinda aktivitesini siirdiirdiigii, asidik pH’dan bazik pH’ya gore daha az etkilendigi
belirlenmistir. pH 2’den pH 6’ya dogru gidildikce metabolitin aktivitesinde artma oldugu, pH
6’dan pH 10’a dogru ise metabolitin aktivitesinde azalma oldugu bulunmustur. Optimum

aktivitenin de pH 6’da gergeklestigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.12. S6 metabolitinin aktivitesi tizerine pH nin etkisi (@:8mm).

pH’min etkisi Inhibisyon zonu Inhibisyon zonu (mm)
(oda sicakhiginda) (mm) (pH’lar1 7.0 ayarh)
2 13 13
4 14 13
6 15 14
8 14 13
10 13 12
Kontrol 15 14

Iki farkli yol izlenerek yapilan deney sonuglarina bakildiginda, sonuglar arasinda

onemli derecede bir fark olmadigi ikisinde de benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.
3.6.5. S6 metabolitinin aktivitesi iizerine organik ¢oziicii ve deterjanlarin etkisi

S6 metabolitinin aktivitesi iizerine g¢esitli organik ¢ozilicii ve deterjanlarin etkilerini
arastirmak i¢in kloroform, aseton, metanol, etil alkol, ¢amasir suyu ve yag c¢ozici
kullanilmigtir. Calisma farkli konsantrasyonlarda denenmistir. Birincisinde organik ¢oziicii ve
deterjanlardan siipernatantlar ile son konsantrasyon %10 olacak sekilde karistirilmistir. Buna
gore deney sonucuna bakildiginda, metabolitin aktivitesinde onemli derece bir degisiklik

olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 3.13. S6 metabolitinin aktivitesi tizerine organik ¢oziiciilerin ve deterjanlarin etkisi.
(©:8mm) Organik c¢oziicii silipernatant ile esit hacimde, deterjanla ise %!l oraninda

hazirlanmustir.

Organik Céziiciiler/ Deterjanlar = Inhibisyon zonu (mm)

Kloroform 12
Aseton 13
Metanol 11
Etil alkol 12
Camasir suyu 13
Yag ¢oziicii 13

Kontrol S6 15
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Ikincisinde izlenen yolda ise organik g¢oziiciiler siipernatant ile esit hacim olacak
sekilde, deterjan ise son konsantrasyon % 1 oraninda kullanilarak hazirlanmis ve sonuglar
Cizelge 3.13°de verilmistir. Bu sekilde hazirlanan konsantrasyonlarda ise metabolitin

aktivitesini az miktarda etkiledigi tespit edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Mikrobiyal hayat toprak, hava, su kaynaklari, buzullar, yanardaglar, tuz golleri, sodal
sular ve yiiksek asitli ortamlara kadar yayillmis durumdadir (Ercan Akkaya ve Kivang, 2008).
Bu yasam alanlarindan biri olan hava, mikroorganizmalara taginma olanagi sagladigi igin

mikrobiyolojide 6nemlidir.

Hava ve tozlarda en ¢ok bulunan mikroorganizmalar, Basillus, Mikrokok, Stafilokok ve
Salmonella cinsi bakterilerdir (Unver ve Baykan, 1981). Ozellikle kalabalik bélgelerde 100-150
metre yiikseklikte agik havada Bacillus ve Clostridium gibi bakterilerin sporlari, kif
mantarlarininin konidileri, Mikrokoklar ve bazi Enterobacteriaceae tiirleri bulunabilir (Unat,
1993). Bacillus'lar havadan, topraktan, sulardan, ¢Oplerden, enfekte olmus Dbitki
materyallerinden olmak tizere g¢evreden kolaylikla izole edilebilirler. Havada yaygin olarak
bulunan mikroorganizmalardan biri olan Bacillus cinsi bakteriler, sporlarinin ¢evre sartlarina
oldukca direngli olmasi ve dormansilerinden dolayr atmosferde uzun siire canli kalip

yasayabilirler (Orgev, 2000; Celik Sevim vd., 2006).

Bu calismada, Kiiyahya iline bagl Seyitomer beldesindeki farkli istasyonlardan elde
edilen havasal 6rnekler, Nutrient Agar besiyeri iceren petri kutular1 yardimiyla Yer Cekimine
Dayali Agik Petri Plak yontemiyle izole edilmistir. Kullanilan bu yontem havadaki partikiiller
iizerinde bulunan mikroorganizmalarin alinmasinda pratik ve maliyeti az olan bir yontem
olmasindan dolay1 tercih edilmistir. Bu yontemi ¢alismalarinda kullanan baska arastirmacilar da
mevcuttur. Kirbag ve Cengiz, Yergekimine Dayali Petri-Plak Metodunu kullanilarak Elazig
ilinin ev dig1 havasinin mikrofungal florasin1 ¢alismislardir (Kirbag ve Cengiz, 2010). Yine
benzer olarak Karabiyik (2002), yaptigi bir ¢alismada Edirne ilindeki bes farkli ilkokul
oratamindaki hava kaynagindan Yergekimine Dayali Petri Plak metodunu kullanarak iglerinde
Bacillus cinsinin de bulundugu 19 adet bakteri cinsini izole etmistir. Yassin, 2010 yilindaki
calismasinda, kentsel yerlesim alanlarinda bulunan halka agik parklarda i¢ ve dig ortam hava

kalitesini arastirirken Agik Petri Plak yontemini kullanmustir (Yassin, 2010).

Bacillus’larin vejetatif hiicreleri ¢ubuk sekilli, endospor iiretebilen, Gram pozitif,
zorunlu veya fakiiltatif aerob, hareketli ya da hareketsiz olan bakterilerdir. Hiicreler, tekli veya
kisa zincirler halinde bulunabilmektedir (Kat1 vd., 2016). Bacillus cinsine ait sporlar, vejetatif
hiicre formlarma nazaran uygun olmayan 1s1, besin yetersizligi, osmosise, kurumaya, zehirli
kimyasal maddelere, radyasyon, dezenfektanlar ve H.O, gibi okside edici ajanlarla muameleye
kars1 daha dayamklidirlar (Oner, 1992). Basiller, olusturudugu endosporlar sayesinde yillarca

canlilik 6zelliklerini koruyabilirler.
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Endospor olusturan Bacillus tiirlerini tespit etmek amaciyla orneklerin bulundugu
tiipler, 80°C’de 20 dakika boyunca su banyosunda bekletilmistir. Endospor olusturan Basillerin
izolasyonu igin bakteri izolatlarinin 80°C’de 20 dakika siireyle sicak su banyosunda tutulmasi,
orneklerde bulunan vegetatif yapiya sahip olan hiicrelerin 6liimiine yol acacagindan ortamda
sadece endosporlarin canli kalmasini saglayacaktir (imamoglu, 2008). Farkli noktalardan alinan
hava 6rneklerinden 15 adet endospor olusturan bakteriler izole edilmistir. Mikroorganizmalar,
Ozel tanmimlayic1 biyokimyasal karakterlere sahiptirler. Bu biyokimyasal karakterler enzimatik
aktivite, biyoenerjitik olaylar, biyosentez ve biyodegredasyon olaylari ile kontrol edilirler. Bu
reaksiyonlarin tamami metabolizma olarak adlandirilir. Hiicre i¢inde ve disinda meydana gelen
bu biyokimyasal degismeler enzimler tarafindan kontrol edilirler. Mikroorganizmalarin
taninmalari, suglarin izolasyonu, se¢imi ve taksonomik amagclarla biyokimyasal aktivitelerin
karsilastirilmasi gibi bircok sebepten dolayir olduk¢a 6nemlidir (Demirbag ve Demir, 2000).
Bakterilerin identifikasyonunda morfolojik karakterlerden hiicre sekli, hiicre biiyiikliigii, koloni
morfolojisi, gram reaksiyonu, hareketlilik, endosporun sekli ve yeri, pigmentasyon
Ozelliklerinden yararlanilir. Bunun yaninda, hiicre ¢eperi yapist, enerji kaynaklari, fermantasyon
iiriinleri, oksijen istekleri, ikincil metabolitler, metabolik inhibitdrler ve antibiyotik duyarlilik
Ozellikleri de o6nem tasir (Yazicioglu, 2010). Calismamizda elde edilen 15 adet bakteri
izolatlarini identifiye etmek i¢in, gram boyama reaksiyonlari, endospor olusumu, hareketlilik,
anaerobik gelisme, katalaz iiretimi, jelatinaz Uretimi, lireaz iretimi, lesitinaz iretimi, H,S
olusumu, IMViC (indol, Metil Red, Voges Proskauer, Sitrat) testleri, farkl1 sicakliklara (5°C,
30°C, 40°C, 50°C, 55°C) toleransi, pH tolerans: (pH 5.7, pH 6.8), NaCl toleransi (%2, %5, %7,
%10) testlerini igeren morfolojik ve biyokimyasal testler yapilmis olup sonuglar Cizelge 3.1°de
belirtilmigtir. Tiim izolatlarin gram pozitif, endospor olusturan, katalaz pozitif, anaerobik
ortamda yasayabilen tiirler oldugu belirlenmistir. Havasal kaynaklardan izole edilen gram
pozitif Basillere yapilan morfolojik ve biyokimyasal test sonuglart Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology esas alinarak degerlendirilmis ve bu izolatlar Bacillus sp. olarak cins

seviyesinde tanimlanmustir (Sneath, 1986).

Mikroorganizmalarin taninmalari, hastaliklarin sebebi olan ¢esitli patojenlerin tahlili,
endiistriyel fermentasyon {irlinlerini (antibiyotikler, organik asitler, endiistriyel enzimler,
alkoller, ¢oziiciiler ve vitaminler) olusturan mikrobiyal suslarin izolasyonu ve seg¢imi ile
taksonomik amagclarla biyokimyasal aktivitelerin karsilastirilmasi gibi birgok sebepten dolayi

oldukca 6nemlidir (Demirbag ve Demir, 2000).
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Toru Altin (2017), c¢alismasinda Balikesir ilinin Bigadi¢ il¢esinin 5 farkli yerinden
kiiltlir yontemiyle aldig1 havasal 6rneklerden endospor olusturan 14 (on dort) adet Bacillus cinsi
bakteriler elde etmistir. Elde edilen 4 izolat1 B.subtilis, 1 izolati B.polymyxa, 1 izolati, B.
megaterium, 1 izolati, B. brevis, 1 izolati, B. licheniformis, 4 izolati, B.pumilus olarak tespit
etmistir. 2 izolat ise identifiye edilememistir. Yesiltag (2014), yaptig1 calismasinda Arkeolojik
kaz1 topragindan 27 adet endospor olusturan Bacillus grubu bakteri izole etmistir. Bu bakterilere
biyokimyasal testler uygulayarak 8 izolat1 Brevibacillus borstelensis, 7 izolat1 B. cereus, 6
izolat1 B. subtilis, 1 izolat1 Paenibacillus macerans, 1 izolat1 B. popillia, 1 izolat1 B. polymyxa, 2
izolat1 B. coagulans, 1 izolat1 B. larvae olarak belirlemistir. Bir baska ¢alismada Colak (2008),
sectigi Elektromanyetik dalga iceren baz istasyonlar1 yakinlarindan aldigi toprak 6rneklerinden

15 adet Bacillus cereus straini izole etmistir.

Mentese ve arkadaslari, Ankara ilinin farkli semtlerinden dig hava biyoaerosol drnekleri
alarak bakteri ve mantar seviyeleri ile tiirlerinin mekéansal degisimini incelemistir. Bakteriler
bakimindan tiim semtlerde en sik karsilastiklari tiirler, Micrococcus ve Bacillus iken; fungus
tirleri ise Penicillium, Aspergillus, Exophiala ve Cladosporium olarak bulunmustur. Ayrica
bakteri ve fungus seviyelerinin degisiminde meteorolojik faktorlerin de etkisinin oldugunu
tespit etmiglerdir (Mentese vd., 2009). Sarica ve arkadaslari yaptigi calismada Trakya
Universitesi hastanesinin 6 farkli boliimiinden hava orjinli érnekler alarak ev ici kiif mantar1 ve
bakterilerin yogunluklarint ve dagilimlarii goézlemlemislerdir. 6 aylik periyod siiresince
hastane atmosferinden 10 bakteri cinsi (Bacillus, Listeria, Acinetobacter, Staphylococcus,
Corynebacterium,  Propionibacteria,  Enterococcus, Escherichia, = Micrococcus ve
Streptecoccus), 7 mantar cinsi (Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Paecilomyces,
Alternaria, Scopulariopsis ve Trihothecium) ve 33 mantar tiriiniin izolasyonunu ve
tanilanmasini yapmuslardir (Sarica vd., 2002). Demir, yaptig1 bir ¢alismada, Kahramanmaras
ilinin organik ¢oziiciilerle kirlenen bdlgelerinden toprak érnekleri toplamistir. Petri kutularinda
gelisen farkli 6zellikteki 88 adet koloni elde etmistir. Bunlarin igerisinden de gelisme gdsteren
57 izolata biyokimyasal, morfolojik, kiiltiirel ve fizyolojik testler uygulayarak 32 tanesini

Bacillus, 25 tanesini ise Pseudomonas cinsine dahil etmistir (Demir, 2007).

Giinlimiizde endiistride kullanilan enzimlerin biiyiik bir kismi mikrobiyal kaynaklidir.
Mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktiviteleri, bitkisel ve hayvansal kaynakli
enzimlere gore ¢ok yiiksektir. Mikroorganizma kaynakli enzimler stabilitelerinin daha yiiksek
olmasinin yaninda ucuz ve fazla miktarda elde edilebilmektedirler. Bu 6zellikleri dolayisiyla

mikrobiyal kaynakli enzimlerin endiistriyel alanda kullanimi cazip kilinmaktadir. Bu alanlarda
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kullanilan enzimlerin yiiksek aktiviteye sahip olmalari, spesifik olmalar: ve stabil olmalart arzu
edilmektedir (Erkan, 2014).

Bir karbohidraz olan o- amilaz ekstraselliiler enzimi ticari olarak kullanilan ilk
enzimdir. Yapilan bir c¢alismada Bacillus subtilis’tan izole edilen amilaz saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Gida basta olmak {izere pek ¢ok alanda kullanilan proteazlar ise toplam
endiistriyel enzim ticaretinin biiyiik bir kismin1 olusturmaktadir. Bakteriyel proteazlarin diger
proteazlara gore daha etkili oldugu bildirilmektedir. Bir¢ok mikroorganizmadan proteaz enzimi
izole edilse de izolasyonu daha kolay oldugu igin Bacillus cinsi biyoteknolojide en fazla
kullanilan bakteriler arasindadir (Kat1 vd., 2016).

Calismamizda elde edilen Basil izolatlarinin amilaz ve proteaz enzim iiretim yetenekleri
incelenmis olup deney sonuglar1 Cizelge 3.2°de verilmistir. Buna gore, amilaz aktivitesi en
yiiksek izolat 14 mm zon ¢api ile S6 izolati olmustur. Proteaz aktivitesi en yiiksek izolatlarin ise
18 mm zon ¢ap1 ile S2, S6, S11 ve S15 oldugu belirlenmistir. Yapilan testlerde izolatlarin %401
amilaz, %93,33’li proteaz aktivitesi gostermistir. S2, S5, S6, S9, S11 ve S15 izolatlarinin ise

hem amilaz hem de proteaz aktivitesini gosterdigi tespit edilmistir.

Tiirker (2014), yaptig1 ¢alismada Erzin sinirlar1 igerisinde bulunan Burnaz Cayi kiyi
kesimlerinden topladigi toprak orneklerinden sicakliga direngli a-amilaz enzimleri {ireten g
adet termofilik Bacillus sp. izole ederek enzimlerin kismi karakterizasyonunu gergeklestirmistir.
Tanaka ve Hoshino (1999), deterjanlardan Kirliliklerin uzaklastirilmasina katki saglamak

amaciyla a-amilazlarin substrat 6zgiilliikleri tizerine ¢aligmalar yapmislardir.

Tekin (2008), Cesitli bolgelerden izole ettigi Bacillus suslarmi Skim Milk Agar
besiyerinde inkiibe etmistir. Inkiibasyon sonunda proteaz aktivitesine sahip izolatlar1, yagsiz siit
tozunun hidrolizi sonucunda koloni ¢evresinde olusturduklar1 proteolitik zonun varligina bagl
olarak belirlemistir. Akan (2010), tavuk iretim ¢iftligi topragindan 21 proteolitik (skim-milk
agarda) Bacillus susu izole etmistir. Ghorbel vd. (2003), balik endiistrisinin atik suyundan izole
edilen Bacillus cereus’tan organik ¢oziiciilerde stabil olan proteaz enzimi lizerine ¢aligsmalar
yapmuslardir. Gerze (2003), Bacillus subtilis megaterium ve Bacillus polymxa tiiriinden elde
ettigi proteaz enzimini kismi saflagtirmis ve Ozelliklerini incelemistir. Elde edilen proteaz
enziminin de optimum pH, optimum sicaklik, pH kararlilig1, sicaklik kararlilig1 gibi 6zelliklerini
ve molekil agirligr tayinini yapmustir. Kaya (2011), Tarimsal atiklarin substrat olarak
kullanildigi, kati1 substrat fermantasyon teknigi ile B. licheniformis ATCC 14580 tiiriinden
proteaz iiretimi iizerine ¢esitli parametrelerin etkisini incelemistir. Bir baska ¢alismada ise

Doddapaneni ve arkadaglari, mezbaha atik 6rneklerinden izole edilen B. cereus’tan proteaz
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enziminin saflastirilmasim1 ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir (Doddapaneni vd.,
2009).

Elde edilen bu veriler calismamiz agisindan 6nem arz etmektedir. ilerleyen zamanlarda
Bacillus izolatlar1 tizerinde besiyeri ortamu, sicaklik, pH gibi ¢evresel sartlar degistirilerek tiriin
verme niteligi arttirilabilir ve ¢esitli yontemlerle enzim saf olarak elde edilip deterjan, gida,

tekstil, yem vb. alanlarda ticari olarak piyasada kullanilabilir.

Cevredeki agir metallerin toksik seviyelerinin varligi canlilar {izerinde olumsuz etkiler
meydana getirebilmektedir. Baz1 mikroorganizmalar bu metallere maruz kaldiginda kromozom,
plazmid veya transpozon lizerinde kodlanmig metal direnglilik mekanizmalar1 araciligi ile
basarili bir sekilde uyum mekanizmalarina sahiptirler. Bu mekanizmalara bakildiginda,
mikroorganizmalarin biyolojik tepkimeler ile bazi metal bilesiklerini daha az toksik hale
getirebildikleri, metal iyonlarini soliisyondan uzaklagtiran intraseliiler polimerler iiretebildikleri,
hiicre ylizeylerinde metal iyonlarini tutabilen proteinler tasidiklari, hiicre yiizeylerinde metal
iyonlarin ¢oziilemez metal kompleksleri seklinde ¢oktiirebilen mekanizmalara sahip olduklari
ve diflizyon mekanizmasi yoluyla metal bilesiklerini hiicre disina verebildikleri
sOylenebilmektedir. Giinlimiizde metal direncliligi hakkinda biyokimyasal ve biyokimyasal
olmayan mekanizmalar tanimlanmistir. Bu mekanizmalarin kullanilmasiyla glinlimiiziin énemli

bir gevresel sorunu olan agir metal kirliligine ¢ozlimler iiretilmektedir (Senkaya, 2014).

Bakterilerin direnglilik yeteneklerini kaybettikleri dolayisiyla gelisimlerinin &nlendigi
en diisiik metal konsantrasyonu ‘Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu’ MIK olarak ifade edilir.
Metal yoniinden kirliligi olan ortamlarda ancak metal tolerans yetenegi olan organizmalar
canliligim siirdiirebilmektedir. iste bu yiizden agir metallere kars1 direncli olan bakterilerin
ekolojik acidan 6nemi biiyliktlir. Bu nedenlerden dolay1 bu ortamlarda ekosistemdeki madde
dongiilerinin siirekliligi organizmalarin metal toleranshilik giiclerine baghdir. Aksi takdirde
madde dongiilerinin durmasi o bolgede yasayan canlilarin azalmasina ve belki de durmasina
sebep olur. Bu nedenle, ¢esitli habitatlarda yer alan metallere toleransi olan organizmalar, bu

ortamlarda yasamin devami ve bu ortamlarin 1slahi i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir.

Ozellikle de biyosferde hava yolu ile bir yerden baska yere tasinabilen sporlu
bakterilerin sahip olduklari direnglilik etmeni olan genetik materyallerinin de bir yerden baska

yere taginmasinda da dnemli bir unsur olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda hava kaynagindan elde edilen Basillerin agir metal toleranslilik sonuglar

Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5°de verilmistir. Agir metallere karsi en yiiksek MIK degeri referans
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sus (Bacillus subtilis NRRL B-209) ile kiyaslandiginda, Basillerin %93,33 oraninda bakir agir
metaline kars1 direngli oldugu bulunmustur. Suglarin bakirin bulundugu ortamda tireyebildikleri
goriilmiistir.  Calismamizdaki Basillerin  toleranslilik  diizeyine gore agir metalleri
siraladigimizda Cu>Fe=Pb oldugunu sdyleyebiliriz. Basil izolatlarimin agir metallere karsi
gbstermis oldugu en yiiksek MIK degeri bakir agir metaline kars1 bulunmus diger agir metaller
ise izolatlar iizerinde oldukga toksik etkiye sahip olmuslardir. Kesin olarak ispatlanamamakla
birlikte, baz1 bakir direnclilik tiplerinin periplazmik baglanmayla saglandigi diisiiniilmektedir
(Silver, 1998). Ayrica bizim ¢aligmamizdaki sonug, orneklerin alindigi havanin bakir agir
metaliyle karsilasmis olma ihtimalini dolayisiyla da suslarin bakira karsi diren¢ kazanmis

olmasi ihtimalini gostermektedir.

Benzer sonuglar elde edilen baska bir ¢alismada ise Toru Altin (2017), Balikesir ilinin
Bigadig ilgesinin 5 farkli yerinden topladig1 havasal 6rneklerden elde ettigi Bacillus izolatlarinin
agir metal direngliligini incelemistir. Agir metal direnglilik yiizdelerini referans susa gore
kiyasladiginda; %100’iniin bakir ve kadminyum’a karsi direngli oldugunu tespit etmistir.
Yesiltas (2014), Arkeolojik kazi topragindan izole ettigi 27 adet endospor olusturan Bacillus
grubu bakterilerin ¢esitli agir metallere karst direncgliligini degerlendirmistir. Buna gore
Basillerin toleransli ve duyarl olduklar agir metalleri sirasiyla Mn > Cd > Fe =Ni = Pb =Cr =
Cu = Zn = Co oldugunu goérmiistiir. Senkaya (2014), Balikesir ilinin Bigadi¢ ilgesinde toprak
orneklerinden elde ettigi 13 izolatin agir metal direngliligini belirlemek i¢in B. subtilis NRRL
B-209 referans susu ile kiyasladiginda direngliligi sirasiyla % 84,61 kadminyum, % 76,92
mangan, % 38,46 bakir ve % 30,76 nikel olarak bulmustur. Yazicioglu (2010), Farkli toprak
orneklerinden izole ettigi endospor olusturan Bacillus sp. izolatlarinin agir metal toleransliligini
belirlemistir. Buna gore B. subtilis NRRL B-209 referans susu ile kiyaslandiginda elde edilen
161 susun % 98,1371 kursun, % 89,441 bakir, % 55,27’si nikel, % 50,93°1 ¢inko, % 29,8’1
kadmiyum ve % 4,34’{ civa agir metaline kars1 direngli oldugunu bulmustur. Sevim ve Sevim
(2015), yaptilar1 ¢alismada Rize ilindeki toprak orneklerinden izole ettikleri 15 adet Bacillus
susunun 10 agir metale kars1 direngliligini belirlemiglerdir. Bakir, krom, ¢inko, demir ve nikel’e
kars1 direng belirlenmesine ragmen, civa direnci gosteren 3 sus hari¢ civa ve kobalta karsi
diren¢ belirlenmemistir. Nithya ve arkadaslarmin yapmis olduklar1 ¢alismada sedimentlerden
izole edilen Bacillus arsenicus tiiriiniin Co, Se, Hg , As, Cu, Zn, Mg, Cd, Pb agir metallerine

kars1 direng gosterdigini tespit etmistir (Nithya vd., 2011).

Agir metallere karsi direngli izolat sayisinin en yiiksek oldugu metal % 93,33 orani ile
bakir olarak saptanmistir. Elde edilen izolatlarin 14 tanesinin bakir’a karsi en yiiksek MIK

degeri 2 pM olarak bulunmustur. Agir metallerin ¢evreye yayiliminda etken olan en &nemli
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endiistriyel faaliyetler demir gelik sanayi, termik santraller, ¢imento iiretimi, cam {iretimi, ¢6p
ve atitk camur yakma tesisleridir. Diger calismalardan elde edilen bilgilere gore tarim
alanlarindan izole edilen mikroorganizmalarin bakir direngliginin yiiksek ¢ikmasi fungusit
olarak kullanilan ilaglarin igeriginde bakir bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Yazicioglu,
2010). Bizim galismamizda bu bilgiler dogrultusunda sonug¢ bulunmustur. Ayrica bakira direngli
bakterilerin bakir seviyelerinin yiiksek oldugu endiistriyel veya tarimsal aktivitelerin yogun
oldugu alanlardan izole edilebilecegi, bakteri tiirlerinin yiiksek bakir seviyesini tolere ettigi
bildirilmistir (Trevors, 1987).

Agir metal direngliligi mekanizmalarinin tam olarak anlagilmasi ile kirletilmis olan
cevrelerin etkin olarak temizlenmesi, ¢cevre dostu teknolojilerin kullaniminin artmasiyla diisiik
cevher icerikli madenlerden yiiksek kalitede {irlinlerin elde edilmesi ve patojen
mikroorganizmalara karsi etkili olan yeni ilaclarin iiretilmesi saglanabilir (Yavuz ve Sarigiil,
2016).

Giintimiizde kullanilan antibiyotikler A. Fleming trafindan 1928’de Penicillium
chrysogenum’dan elde edilen Penisilin antibiyotigi ile baslamistir. Diger yandan hem saghk
alaninda hem de diger alanlarda antibiyotiklerin gereksiz yere kullanilmasi antibiyotiklere karsi

bakterilerin giderek direngli hale gelmesini saglamistir.

Antibiyotiklere karsi olusan direnglilik, hiicre zar1 gegirgenliginin degismesi, metobolik
yol ve enzimlerin degigim gostermesi veya antibiyotiklerin etki edecekleri molekiiliin
kaybolmas1 bigiminde gelisebilmektedir (Yazicioglu, 2010). Dogal ¢evrede bakteriler arasindaki
gen transferi konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon mekanizmalar1 ile
gerceklesmektedir. Direngli bakterilerin bu kabiliyeti ve direng genlerinin bir ekosistemden
digerine tasimnmalar1 rapor edilmistir. Dogadaki ¢ogul antibiyotik direncinin varligi toprak ve
onun birebir temas ettigi su ve diger habitatlarindaki bakteriler arasinda direncin yayilimina

sebep olmaktadir (Celik Sevim vd., 2006).

Antibiyotik direnclilik testi, agar disk diflizyon yontemiyle sekiz farkli antibiyotik
(amfisilin, kloramfenikol, siproflaksin, eritromisin, kanamisin, oksasilin, streptomisin,
vankomisin) kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Cizelge 3.6, Cizelge 3.7 ve Cizelge3.8’de
gosterilmistir.  Antimikrobiyal hassasiyet testleri The National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) onerileri dikkate alinarak degerlendirilmistir (Celik Sevim vd.,
2006).
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Calismada kullanilan; amfisilin, vankomisin ve oksasilin antibiyotikleri bakteri hiicre
duvar sentezini inhibe ederek ve otolitik (bakteri hiicresini pargalayan) enzimleri aktive ederek
etki gostermektedir. Streptomisin, eritromisin, kloramfenikol ve kanamisin antibiyotikleri
bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek etki gostermektedir. Siproflaksin
antibiyotigi ise bakterilerin DNA ve RNA sentezini (niikleik asit sentezini) bozarak etki

etmektedir (Usta, 2012).

Elde edilen Basillerin oksasilin ve amfisilin antibotiklerine karsi diren¢ gosterdigi
bulunmustur. Oksasilin antibiyotigine karsi tiim izolatlarin (% 100) direngli olduklar

bulunurken amfisilin antibiyotigine kars1 7 izolatin (% 46,66) direng gosterdigi tespit edilmistir.

Oksasilin antibiyotigi penisilinaza dayanikli penisilinler grubundan olan bir
antibiyotiktir. Penisilin tiirevi antibiyotikler ve amfisilin hiicre duvari sentezini inhibe eden
antibiyotikler olup diinya ¢apinda tiiketilen antibiyotiklerin % 50’sinden fazlasini bu grup
antibiyotikler olusturmaktadir. Bu grup antibiyotiklere karsi olusan direng¢ genellikle transfer
edilebilir direng plazmitleri (R-plazmit) {izerinde bulunmaktadir. Bu da direncin ayni tiir veya
farkli mikroorganizmalar arasinda hizlica yayilmasina sebep olmaktadir (Celik Sevim vd., 2006;

Sensoy Karaoglu, 2013).

Diger ¢aligmalara bakildiginda Toru Altin (2017), Balikesir ilinin Bigadi¢ il¢esinin 5
farkli yerinden kiiltiir teknigi ile topladigi havasal 6rneklerden elde edilen Bacillus izolatlarinin
antibiyotik direngliligini incelemistir. Basillerin antibiyotik direnglilik diizeylerini sirasiyla;
%100 oksasilin, %50 amfisiline ve %7,1 eritromisine kars1 direngli olarak bulmustur. Sevim ve
Sevim (2015), Rize ilindeki toprak orneklerinden izole ettigi 15 adet Bacillus susunun 17
antibiyotige karsi direngliligini belirlemiglerdir. Toplam olarak 11 susu (%67) en azindan bir
antibiyotige karst direngli olarak bulmuslardir. En fazla olusan antibiyotik direnci ise metisilin

ve oksasilin’e karsi olmustur.

Calismamizda kullanilan kloramfenikol, eritromisin, siproflaksin, kanamisin ve
streptomisin antibiyotiklerine karsi ise herhangi bir direng tespit edilememistir. Elde edilen
Basillerin bazi antibiyotiklere karsi direng profillerinin diisilk olmasinin nedeni izolatlarin elde
edildigi ortamlarda antibiyotiklerle karsilagsma olasiliklarinin diisiik olmasindan kaynaklandigi

diistintilmektedir.

Senkaya (2014), yaptigi c¢alismasinda Balikesir ilinin Bigadi¢ ilgesinde toprak
orneklerinden elde ettigi 13 izolatin antibiyotik direncliligini belirlemistir. Olusan en yiiksek

direnglilik sirasiyla; sefotaksim (%53,84), okasilin (%53,84), metisilin (%46,15), amfisilin ve
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sulbaktam (%30,76), eritromisin ve kloromfenikol (%7,69) antibiyotiklerine karsi olarak
bulunmustur. Yazicioglu (2010), Farkli toprak orneklerinden izole ettigi endospor olusturan
Bacillus sp. izolatlarinin antibiyotik direngliligini belirlemistir. Buna gore izolatlar1 sirasiyla
%47,82°si sefotaksim, %21,11°1 amfisilin, %10,55’inin tetrasiklin, %38,07’sinin klindamisin,
%7,45’1 vankomisin, %6,83’1 rifamisim, %4,96’s1 streptomisin, %3,72’si eritromisin, %2,48’1
kloramfenikol ve %0,62’si imipenem antibiyotiklerine kars1 direngli olarak bulunmustur. Aslim
vd. (2002), tarafindan yapilan bir ¢aligmada, topraktan izole edilen 30 adet Bacillus izolatlarini,
B. firmus, B. subtilis, B. megaterium, B. sphaericus, B. thuringiensis, B. pumilus ve Bacillus
spp. olarak tanimlamis ve bu izolatlarin amfisilin, kloramfenikol, eritromisin, gentamisin,
sefalotin, tetrasiklin, sulbaktam, vankomisin, penisilin G'ye Kkarsi antibiyotik duyarliliklarini
incelemislerdir. Sonucglara gore tiim suslarin penisiline direngli, vankomisine duyarl
olduklarini, izolatlarin %76’smin amfisiline, %20’sinin eritromisine, %3’unun kloramfenikole
ve %7’sinin tetrasikline karst direngli oldugunu bildirmislerdir. Luna vd. (2007), 95 tane
Bacillus spp. izolatinin 24 farkli antibiyotige karsi duyarlilik durumunu sensititre otomatize
mikrodiliisyon ve E-test yontemi ile arastirmiglardir. Caligilan 18 tane B. anthracis susunun
3’{inlin eritromisine azalmig duyarli, suslarin tamammin amfisilin, penisilin, tetrasiklin,
kloramfenikol, vankomisin, gentamisin, rifampisin, klindamisin, kunipristin/dalfopristin ve

kinolonlara duyarli, kotrimoksazole karsi direngli oldugunu bildirmislerdir.

Bacillus'larin insan ve hayvanlar i¢in patojen olmalari, hava, su ve toprakta yaygin
olarak bulunmalari, plazmid veya kromozomal orjinli direng genlerini tasimalar1 ve bu genleri
aktarabilmelerinden dolay1 antibiyotik direncinin ¢evreye yayilmasi onem arz etmektedir (Celik
Sevim vd., 2006).

Mikroorganizmalar arasinda birbirinin gelisimini engelleyen ve destekleyen etkilesimler
olmaktadir. Bacillus tiirlerinin 45’ten fazla antimikrobiyal madde tirettigi bildirilmistir. Bunlarin
bir kismi klinik 6nem tagirken bir kismui gidalarin iiretiminde, bir kismi da bitki hastaliklariin
kontrol edilmesinde kullanilmaktadir. Bu antimikrobiyal maddeler, ribozomal olarak
sentezlenen, protein yapisindaki bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri maddeler ile enzimatik
olarak sentezlenen kiigiik peptitler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Bacillus tiirlerinin
urettigi bakteriyosinler, Gram pozitif ve negatif bakterilerden maya ve kiiflere kadar genis bir

inhibisyon alanina sahiptir (Erem vd., 2013).

Bacillus tiirlerinin biyolojik kontrol mekanizmalarin1 aydinlatmak i¢in gesitli caligmalar
yapilmaktadir. Antagonistik aktivite antibiyotik 6zellikli sekonder metabolitlerin iiretimiyle

cogunlukla iligkilidir (Kat1 vd., 2016). Ayrica bircok mantar ve mayanin neden oldugu



67

hastaliklarla miicadelede Bacillus’ lar tarafindan iiretilen antibiyotikler kullanilmaktadir (Usta,
2012). Giiniimiizde birgok mikroorganizma antibiyotiklere kars1 direng kazandigi i¢in yeni izole
edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyal madde iiretmesi ve trettikleri bu metabolitlerin
genis antimikrobial aktiviteye sahip olmasi dnemlidir (Kat1 vd., 2016). Baz1 Bacillus tiirleri
basitrasin, polimiksin ve subtilin gibi peptid antibiyotikleri iireterek ¢esitli mikroorganizmalarin
iiremesi engellenirken, kendileri de bu antibiyotiklere kars1 koruma mekanizmalar1 gelistirirler

(Celik Sevim vd., 2006).

Bacillus cinsi bakterilerin irettikleri enzimler, antibiyotikler, bakteriyosin veya
bakteriyosin benzeri maddeler, endiistriyel dnemi olan ¢esitli metabolitler gida, ilag ve deterjan
gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Kat1 vd., 2016). Ayrica kimyasal insektisit ve
pestisitlerin olusturdugu cevre kirliligi ve dogal bakteriyel antagonist ajanlarla biyolojik
kontrolu saglamanin 6neminden dolay1r Bacillus bakterileri onemli derecede potansiyele
sahiptir. Bitki hastaliklar1 ve balik {iretim merkezlerindeki ticari kayiplara karst da Bacillus’larin
iirettigi antibiyotikler kullanilmaktadir (Usta, 2012).

Izole edilen 15 izolatin kendilerine ve diger Basil izolatlarma karsi metabolit {iretim
aktivitesi ilk olarak agar damlatma ydntemi ile tespit edilmistir. S1, S2, S3, S5, S6, S7, S8, S9,
S10, S11, S12, S13, S14 ve S15 izolatlarinin metabolit aktivitesi gosterdigi belirlenmis olup
sadece S4 bakterisi antibakteriyal aktivite gostermemistir. Metabolit {iretim aktiviteleri
belirlenen Bacillus izolatlar1 arasinda, S6 numarali izolattan elde edilen siipernatant’in diger
izolatlar iizerinde en yliksek inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu, S4 numarali izolatin ise en hassas

izolat oldugu ve metabolitlerden en fazla etkilendigi tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktiviteye sahip metabolit iirettigi bilinen endospor olusturan Bacillus
izolatlar1 igerisinde en iyi aktiviteye sahip olan S6 izolatindan elde edilen metabolitlerin
aktivitesi 6 bakteri (gram pozitif ve negatif) ve 1 maya tiirline karsi denenmistir. Test
mikroorganizmalar1 olarak gram pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterecoccus faecalis), gram negatif bakteriler (Esherichia coli, Legionella
pneumophilia Sg 2-15) ve maya (Sachoromyces baulardi) kullanilmistir. Genel olarak
bakildiginda S6 izolati test edilen mikroorganizmalarin hepsine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir. S6 izolat1 gram pozitif bakterilerden en fazla aktiviteyi B. cereus’a (16mm) karsi
gostermistir. B. subtilis ve E. faecalis’e kars1 ise diisilk miktarda (12mm) etki gostermistir. S.
aureus’ a kars1 ise en az aktiviteyi gostermistir. S6 izolat1 gram negatif bakterilerden ise en fazla
aktiviteyi L. pneumophilia Sg 2-15’¢ kars1 (20mm) gdstermistir. Test edilen mikroorganizmalar

icerisinde ise en fazla aktiviteyi 20 mm zon ¢apr ile Legionella pneumophilia Sg 2-15’¢ kars1
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gostermistir. Lejyoner hastaligi etkeni olan Legionella pneumophila Gram negatif bir bakteri
tiirtidiir. Oksijen gereksinimi yoniinden aerobiktir. Mikroskopik olarak ¢comak seklinde goriiliir.
Goller, goletler ve akarsu gibi dogal su kaynaklarinda oldukca yaygin olarak bulunmakla
birlikte dus bashigi, buz makinalari, sogutma kulesi, nebiilizérler, nemlendiriciler ve jakuzi gibi
su sistemlerine gegtiklerinde olusan uygun kosullar nedeniyle ¢ogalabilmektedir. Legionella ile
kontamine olmus su sistemlerinden yayilan aeresollerin solunum sistemiyle alinmasi insanlarda

enfeksiyona neden olur (Yazici, 2006).

Toru Altin (2017), tarafindan yapilan ¢alismada havadan izole edilen Basil izolatlarinin
L. pneumophilia Sg 2-15 bakterisine kars1 sekonder metabolit tireterek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bulunmustur. Emmerling ve arkadaglarmin yaptigi calismada 83 tane Bacillus
susundan 14’inin L. pneumophila tizerinde inhibe edici etki gosterdigini belirtmislerdir
(Emmerling vd., 1983). Carrington (1979), tarafindan yapilan ¢alismada ise solunum yolu flora
bakterisi olan 5 bakteri tiirtiniin (Bacillus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie,
Streptococus pneumonie ve Streptococcus viridans), L. pneumophila iizerinde inhibe edici
etkiye sahip olduklarini bildirmistir. Rowbotham (1980), agiz flora iiyesi olan Bacillus tiirlerinin
katt besiyerinde L. pneumophila’nin iiremesini engelledigini belirten ¢aligmasinin sonucu da
bizim bulgularimiz1 desteklemektedir. Yazici1 (2006), Insan yapimi su sistemlerinden izole ettigi
orneklerden ¢esitli cinsleri igeren bakteriler elde etmistir. Bu 6rneklerden elde ettigi Legionella
haricindeki 24 adet bakteri susunun, yine ayni orneklerden izole edilen 2 adet L. pneumophila
Sg 2-14 susunun iiremesi lizerindeki etkilerini incelemistir. Bunlardan B. pumilus suslarinin her
iki L. pneumophila susunun iiremesini inhibe ettigini, meydana getirdigi inhibisyon zonunun ise

Olciilemeyecek kadar biiyiik oldugunu bildirmistir.

Bacillus tiirlerinin, antimikrobiyal aktivitesi arastirildiginda farkli temel kimyasal

formlar1 temsil eden ¢ok sayida peptit yapida madde tirettigi bildirilmektedir (Tagg vd., 1976).

Cladera-Olivera ve arkadaslar1 Leporinus sp. baliginin bagirsak igeriklerinden izole
ettikleri  Bacillus  licheniformis P40 susunun {rettigi  antimikrobiyal aktiviteyi
degerlendirmiglerdir. Bacillus licheniformis P40 susunun {irettigi antimikrobiyal maddenin
Listeria monocytogenes tiirii iizerinde bakterisidal etki gosterdigini bulmustur. Ayrica bu
calisma sonucunda Bacillus licheniformis P40 tarafindan iretilen antimikrobiyal bilesigin
patojenik ve bozulma etkeni olan bircok mikroorganizmalarinin kontrol edilmesinde dogal bir
biyokoruyucu madde olarak kullanilmasinin uygunlugunu géstermektedir (Cladera-Olivera vd.,
2004). Topgal vd. (2014), Topraktan izole ettikleri Bacillus spp. tarafindan iiretilen

metabolitlerin, Escherichia coli ve Micrococcus luteus’un gelismesini engelledigini tespit
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etmiglerdir. Yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen bulgular Bacillus tiirlerinin
antimikrobiyal maddeler sentezledigini ayrica bu maddelerin patojen mikroorganizmalarin
gelismesini engelledigini gostermistir. Yaptigimiz bu ¢alismada da elde edilen bulgular dnceki

yapilan ¢alismalar1 destekler ozelliktedir.

S6 izolatinin etkili metabolit iirettigi tespit edildikten sonra izolatin biiylime egrisi ve
metabolit tiretim zaman aralig1 belirlenmis olup Sekil 3.4°de verilmistir. S6 izolatinin gelisimin
yaklasik 24. saatin sonunda logaritmik sathanin sonuna geldigi goriilmiistiir. Bu sathada S6

izolatindan elde edilen metabolitin en yiiksek aktiviteye (15mm) ulastig1 tespit edilmistir.

Sensoy Karaoglu (2013), yaptigi calismasinda Rize ili topraklarindan izole ettigi
Bacillus amyloliquefaciens B13 izolatimin 10 saatlik siire zarfinda logaritmik biiyiime fazinin
sonuna geldigini ve durgun faza giris yaptig1 tespit etmistir. Cladera-Olivera ve arkadaglarinin
2004 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Bacillus licheniformis P40 susunun biiytime egrisinin, 12
saatlik ekim isleminden sonra duragan faza ulastigimi ve 15. saate kadar maksimum

antibakteriyel aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Cladera-Olivera vd., 2004).

Usta (2012), Tiirkiye topraklarindan Bacillus cinsi bakteriler izole ederek antibiyotik
aktivite taramasi yapmis ve 25 tanesinin galismada kullanilan farkli test bakterilerine karsi
inhibisyon zonu olusturdugunu goézlemlemistir. Deney sonuglara gore bakteri {iremesinin ve
antibiyotik iiretiminin maksimum oldugu zamam 72. saat olarak belirlemistir. Inhibisyon
zonunu Shigella sonnei’ ye karst 15 mm olarak 6lgmiistiir. Yapilan bir bagka ¢alismada Kalpana
vd. (2010), Bacillus laterosporus’ ta ve Hasan vd. (2009), Bacillus pumilus’ te maksimum
antibiyotik tiretim zamanim 72. saat olarak bulmustur. Kalpana ve arkadaslar1 antibakteriyel
aktivitenin ilk once 24. saatte gozlemlendigini, 72. saatte maksimuma ulastigini ve 96-120
saatleri arasinda ise azaldigini bildirmislerdir. Hosoya ve arkadaslari ise antibiyotik iiretiminin

logaritmik faz sonu ile duragan faz arasinda basladigini belirtmislerdir (Hosoya vd., 1998).

Diger yandan, Muhammad vd. (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada termofilik Bacillus
tirlerinde maksimum inhibisyon zonlarin1 Staphylococcus aureus (24 mm) ve Micrococcus
luteus (22 mm)’ a kars1 48. saatte elde ettiklerini ve 48. saatten sonra ise kademeli bir sekilde
diistiigiini bildirmislerdir. Benzer olarak Muaaz vd. (2007), Bacillus subtilis MZ-7’ de inhibit6r

bilesiklerin konsantrasyonunun 48. saatte maksimuma ulagtigini tespit etmistir.

Genel olarak Bacillus’ larda antibiyotik iiretim zamani 24-72 saatlerde olmaktadir.
Bizim ¢aligmamizda ise maksimum antimikrobiyal metabolit iiretimi logaritmik fazin sonlarinda

(24. Saat) goriilmekte olup duragan fazda azalmaktadir. Maksimum antibiyotik iiretim
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zamanlarinin farkli saatlerde bulunmasi Bacillus tiiriine gore degismektedir. Bu da metabolik

yollarmin farkli olusu ile ifade edilebilir.

S6 izolatindan elde edilen metabolitin aktivitesi iizerine; sicaklik, pH, organik ¢oziicii
ve deterjanlarm etkisi agar kuyucuk yontemi ile arastirilmistir. Ozellikle 1s1l isleme birakilan
metbolitlerin, tretimlerde yiiksek sicakliklara karsi gosterdikleri stabilite ve farkli pH

araliklarindaki aktiviteleri de karakterizasyonlarinda temel basamaklar1 olusturmaktadir.

S6 izolatindan elde edilen metabolit aktivitesinin iizerine sicakligin etkisi
incelendiginde, 45 ve 60°C sicakliklarinda metabolit aktivitesinde Onemli bir azalmanin
olmadigi, 80, 95 ve 121°C’de ise aktivitenin kayboldugu gozlenmistir. Yiiksek derecelerde 1

saat boyunca uygulanan 1s1l islemin metabolitin yapisini bozdugu goriilmiistiir.

Cladera-Olivera ve arkadasglarmin yaptigi calismada Bacillus licheniformis P40
susundan elde edilen siipernatanat 60, 80 ve 100 °C'de 30 dk bekletildiginde aktivitesi stabil
iken, 121°C’de 15 dk bekletildiginde ise aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Cladera-Olivera
vd., 2004). Benzer bir ¢alismada Sensoy Karaoglu (2013), Rize ili topraklarindan izole ettigi
Bacillus amyloliquefaciens B13 izolatindan elde ettigi antimikraobiyal maddenin 2 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda 60°C sicakliginda aktivitesinin azaldigini, 90 ve 121°C

sicakliklarda aktivitenin olmadigini bildirmistir.

Havadan izole edilen S6 izolatinin metabolit aktivitesi iizerine pH’1n etkisi arastirilirken
yapilan literatiir taramasinda farkli yollar izlendigi goriilmiis bizim ¢alismamizda da deney iki
farkli yol izlenerek yapilmistir. Her iki izlenen yolda da benzer sonucglar elde edildigi
goriilmiistir. Buna gore, pH 2’den pH 6’ya ve pH 10’dan pH 6’a dogru yaklastikca metabolit
aktivitesinin arttigi, optimum aktivitenin pH 6’da gergeklestigi tespit edilmistir. Asidik ve bazik
ortamda metabolit aktivitesinin genel olarak azaldigi ancak asidik pH’dan bazik pH’ya goére
daha az etkilendigi belirlenmistir. Calismamizda kullanilan bakterilerin tirettikleri metabolitler
bazik pH’larda aktif olmasinin yamsira, asidik pH’larda da aktif olmasi nedeniyle fermente
gidalarda da rahatlikla kullanilabilir. Yine metabolitin genis bir pH araliginda aktif olmas1 onu

endiistriyel agidan avantajl kilmaktadr.

Cladera-Olivera vd. (2004), yaptig1 ¢alismada Bacillus licheniformis P40 susundan elde
edilen stipernatanati farkli pH degerlerinde (pH 3-11) 25°C’de 2 saat siireyle inkiibe ettikten
sonra pH’1t  notrlestirmigtir. Caligma sonunda antimikrobiyal maddenin test edilen tiim pH
araliklarinda kararli oldugunu bulmuslardir. Sensoy Karaoglu (2013), ise Rize ili topraklarindan

izole ettigi Bacillus amyloliquefaciens B13 izolatindan elde ettigi antibakteriyal bir bilesik olan
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bakteriyosinin aktivitesinin pH 3’den 7’ye dogru arttigini, optimum aktivitenin pH 7’de
oldugunu tespit etmistir. pH 7’den bazige dogru gittikce bakteriyosin aktivitesinin azaldigini,
pH 10 ve pH 11°de ise hi¢ aktivitenin kalmadigini bildirmistir. Usta (2012), yaptigi bir
caligmada toprak orneklerinden izole edilen Bacillus susunun en yiiksek antibiyotik tiretimini

Shigella sonnei’ ye kars1 23 mm inhibisyon zonu ile pH 7,5’ de oldugunu gézlemlemistir.

S6 izolatinin metabolitinin aktivitesi iizerine organik ¢oziici ve deterjanlarin etkisi
arastirilirken yapilan literatiir taramasinda bu maddelerin farkli konsantrasyonlarda hazirlandigi
goriilmiis bizim ¢alismamizda da deney iki farkli konsantrasyon izlenerek yapilmistir. Organik
¢Oziicii ve deterjanlarin son konsantrasyonu %10 olarak hazirlanan siipernatantlarin
aktivitesinde, metabolitin aktivitesinde 6nemli derecede bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir.
Organik ¢oziiciilerin (Kloroform, aseton, metanol ve etil alkol) siipernatant ile esit hacimde
deterjanlarin (¢amasir suyu ve yag ¢Oziicli) ise %1 oraninda hazirlandigi deneyde ise

metabolitin aktivitesinin az miktarda etkilendigi tespit edilmistir.

Cladera-Olivera ve arkadaslarmin yaptigi calismada Bacillus licheniformis P40
susundan elde edilen siipernatanat organik c¢oziiciilerle (aseton, kloroform, metanol biitanol) esit
hacimde deterjanla (Tween 20 ve Tween 80) % 10 hazirlandiginda, siipernatantin biitanol ile
aktivitesini yitirdigi, kullanilan diger kimyasallarin ise antimikrobiyal aktivite {izerinde herhangi
bir etkiye neden olmadigini bulmustur (Cladera-Olivera vd., 2004). Sensoy Karaoglu (2013),
topraktan izole ettigi Bacillus amyloliquefaciens B13 izolatindan elde edilen bakteriyosinlerin
aktivitesi iizerine organik ¢oziicii ve deterjanlarin etkisini incelemistir. Calisma sonucunda
formaldehit, kloroform, aseton, propanol, methanol, tween-80 ve triton X-100’iin bakteriyosin
aktivitesini bozdugunu, etil alkol, hekzan ve etil eter’in ise bakteriyosin aktivitesini az miktarda

etkiledigini tespit etmistir.

Basillerden elde edilen antimikrobiyal bilesiklerle ilgili yapilan c¢aligmalara
bakildiginda, Risoen ve arkadaslart Bacillus cereus tarafindan firetilen bakteriyosin benzeri
bilesigin aktivitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisini degerlendirmiglerdir. Aseton, asetonitril,
butanol, etanol, metanol ve isopropanol ¢dziiciilerinin arasindan yalnizca asetonun aktiviteyi

azaltic1 yonde etkisinin oldugunu bildirmislerdir (Basbiilbiil, 2009).

S6 numarali izolatin tirettigi antimikrobiyal bilesigin olduk¢a genis bir pH araliginda (2-
10) aktivitesini korudugu, yiiksek derecede uygulanan 1sil islemlerde (80-95 °C’de 1saat)
aktivitesini kaybettigi, kloroform, aseton, etil alkol ve yag ¢6ziicii gibi organik ¢oziicli ve

deterjanlardan ise aktivitesini az da olsa siirdiirdiigii saptanmistir.
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Bacillus cinsi, endiistriyel olarak 6nemlidir. Gida teknolojisinde ve ¢esitli amaglarla
endiistriyel alanda giivenli bir sekilde kullanilabilir (Paik vd., 1997). Biyo muhafaza olarak
tamimlanan bu yontem, gerekli koruyucu madde ile birlikte kullanildig1r zaman, gidalarin raf
omrii uzar ve givenli gida iretimi saglanmis olur. Ayrica gidalarin bozulmasinin
engellenmesini  saglamanin yaninda kalitenin artirilmast amaci ile de gidalara ilave
edilebilmektedir (Eckner, 1992).

Elde edilen Basil izolatlarininin gostermis oldugu enzim aktivitesi sayesinde gida,
deterjan, saglik gibi pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilabilmektedir. Agir metaller igerisinde
izolatlarin 6zellikle bakir agir metallerine karst direngli olmasi, bu mikroorganizmalarin cesitli
ortamlarda agir metal giderim c¢aligmalarinda kullanilarak metal kirliligini azaltabilecegi
diistiniilmektedir. Basillerin antibiyotik direnglilik testinde en yiiksek antibiyotik direngliligini
oksasilin antibiyotigine kars1 gosterdigi tespit edilmistir. Basil izolatlarinda bakir agir metaline
ve oksasilin antibiyotigine kars1 gosterilen direncin plazmit veya kromzomal kokenli oldugu ve
direncin olugsmasini saglayan genlerin bulundugu lokuslarin yakinlig: arastirilarak ¢alisma daha

ileri boyutlara gotiiriilebilir.

Ayrica c¢alismamizdaki Basiller iyi derecede metabolit aktivitesi gostermistir. Elde
edilen Basil izolatlar1 igerisinden aktivitesi yiiksek olan izolat segilerek g¢alismalara devam
edilmistir. Secilen izolatla birlikte diger Bacillus izolatlarindan elde edilen siipernatant’larin da
metbolit aktivitesi farkli mikroorganizma tiirleri iizerinde test edilebilecegi gibi metabolitin
aktivitesi iizerine sicaklik, pH, organik ¢oziicli ve deterjanlarin etkisi, farkli besiyeri ortamlar
gibi g¢evresel sartlarin etkisi arastirilarak metabolitin karakterizasyon g¢alismalari yapilabilir.
Calismamizda S6 izolatinin 6zellikle gram negatif (-) bakterilerden Legionella pneumophilia
serogrup 2-15’e karsi iyi derecede inhibe edici etkisinin olmas1 da biiylik dnem tasimaktadir.
Legionella pneumophilia serogrup 2-15 tiirii insanlarda Lejyoner hastaliginin etkenidir. Bu
bakimdan S6 izolati tiir seviyesinde tanilanabilir ve iirettigi metabolitlerin bilesimi arastirilarak
profil ¢alismalar1 yapilabilir. Zira bu mikroorganizmanin aktivitesi diger patojenik tiirler {izerine
de denenerek saglik basta olmak tizere gida, kozmetik gibi ¢ogu endiistriyel alanda basarili bir

sekilde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.



73

KAYNAKLAR DizZiNi

Admarayana, K., Ellaiah, P., Prasad, S. D., (2003), Prufication and Partial Characterization of
Thermostable Serine Alkaline Protease from A Newly Isolation Bacillus suptilis PE-11, AAPS
Pharmscitech, India, 4(4): 56.

Aehle, W., (2004), Enzymes in Industry, Production and Applications, Wiley-VCH Verlag
GmbH and Co, KGaA, 1-35.

Ahmetoglu, N., (2011), Bacillus cereus KG5’ in Proteaz Enzimi Uzerine Calismalar, Yiiksek
Lisans Tezi, Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Diyarbakar, 9s .

Akan, S., (2010), Keratinolitik Bacillus sp. Suslarinin Izolasyonu, Keratinaz Uretimi ve
Karakterizasyonu, Yiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana,
21-72s.

Akkan, T., (2009), Iskenderun Korfezi’ndeki Gr (-) Bakterilerin Antibiyotik ve Agir Metal
Direnglilik Diizeyleri ve Plazmid Profillerinin Saptanmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova
Universitei Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, 15s.

Anonim, (1984), Difco Manuel, Dehydrate Culture Media and Reagents for Microbiology,
Detroit, Michigan, USA, pp, 1155.

Arda, M., (2000), Temel mikrobiyoloji, Medisan Yayinlari, Ankara, s:548.

Aslim B., Saglam N., Beyath Y., (2002), Determination of some properties of Bacillus isolated
from soil. Turk J Biol 2002; 26: 41-48.

Ayhan, K., (2000), Gidalarda Bulunan Mikroorganizmalar ve Bulasma Kaynaklari, Gidalarda
Bulunan Mikroorganizmalar Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari, Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliim Yayini, Sim Matbaacilik Ltd, Ankara, 43- 44.

Banerjee, U. C., Sani, R. K., Azmi, W., Soni, R., (1999), ‘Thermostable alkaline protease from
Bacillus brevis and its Characterization as a Laundry Detergent Additive’ Process Biochemistry,
say1 35, pp. 213-219.

Bano, S., Qader, S. A. U, Aman, A., Syed, M. N., Azhar, A., (2011), Purification and
characterization of novel a-amylase from Bacillus subtilis KIBGE HAS, AAPS PhamSci Thec,
12:255-261.

Barredo, J. L., (2005), Microbial Enzymes and Biotransformations, Humana Pres, Totowa, New
Jersey, 306.

Basbiilbiil, G., (2009), Cesitli Dogal Kaynaklardan Izole Edilen Termofilik Bakterilerin
Urettikleri Bakteriyosinlerin Karakterizasyonu  ve Saflagtirilmasi, Doktora Tezi, Adnan
Menderes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Aydm, 12-13s.



74

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Baskaya, Y., Kocabas, A., (2016), Topraktan [zole Edilen Mikroorganizmalarin Antimikrobiyal
Madde Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi, Arastirma Makalesi, KSU Doga Bil. Derg.,
19(4), 393-398.

Bauer, A. W., Kirby, W. M. M., Sherris, J. C., Turck, M., (1966), Antibiotic Susceptibility
Testing By a Standardized Single Disk Method, Am J Clin Path 45: 493-496.

Biler, B., (2009), Pediococcus acidilactici PBF Susu Tarafindan Uretilen Bakteriyosinin
Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Ankara, 27-32s.

Bilgin, E., (2007), Toprak Bakterilerinden izole Edilen Fitazlarin Ozellikleri, Yiiksek Lisans
Tezi, Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, 11-13s.

Bizani, D., Brandelli, A., (2002), Characterization of a bacteriocin produced by a newly isolated
Bacillus sp. Strain 8 A, Journal of Applied Microbiology 2002, 93, 512-519.

Buchholz, K., Seibel, J., (2008), Industrial carbohydrate biotransformations, Carbohydrate
Research, 343:1966-1979.

Burhan, A., Nisa, U., Gokhan, C., Omer, C., Ashabil, A., Osman, G., (2003), Enzymatic
properties of a novel thermostable, thermopbhilic, alkaline and chelator resistant amylase from an
alkaliphilic Bacillus sp. isolated ANT-6, Process Biochemistry, 38:1397-1403.

Carrington, G. O., (1979), Legionnaire’s disease Bacillus: inhibition by normal flora, Clin.
Microbiol. Newslet., 1, 7-8.

Cladera-Olivera, F., Caron, G. R., Brandelli A., (2004), Bacteriocin-like substance production
by Bacillus licheniformis strain P40, Letters in Applied Microbiology, 38, 251-256.

Celik Sevim, E., Alpay Karaoglu, S., Sevim, A., Ozgﬁmﬁs, 0. B., (2006), igme sularindan izole
edilen Bacillus suslarmimn identifikasyonu ve antibiyotiklere direng profilleri, Tiirk Mikrobiyol
Cem Derg. 36 (4) : 219-223.

Colak, C., (2008), Elektromanyetik Dalgalarin Bacillus cereus izolatlar1 Uzerine Etkisinin
Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Izmir, 41-66s.

Con, A. H., Gokalp, H. Y., (1997), Gida Mikrobiyolojisi, Pamukkale Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Ders Notlar1 Yaym No: 007, Miihendislik Fakiiltesi Basim Unitesi, Denizli, 23.

Cotuk, A., (2003), Genel Mikrobiyoloji Laboratuvar Yontemleri, Istanbul Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Nobel Tip Kitabevleri, s.81:85.

Cokmis, C., (1989), Bacillus sphaericus’un Sivrisineklere Etkisi Uzerinde Bir Arastirma,
Doktora Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 30s.

Darkot, B., Tuncel, M., (1995), Ege Bolgesi Cografyasi, istanbul, s. 85.



75

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

De Martinis, E. C. P., Alves, V. F., Franco, B. D. G. M., (2002), Fundamentals and perspectives
for the use of bacteriocins produced by lactic acid bacteria in meat products. Food Reviews
International, 18(2-3): 191-208.

Demeli, M., (2012), Findik ve Tahil Ambarlarindan Bacillus Izolasyonu, Karakterizasyonu ve
[zolatlarin Insektisidal Ozelliklerinin Arastirilmasi, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti, Trabzon, 10s.

Demir, B., (2007), Kahramanmaras ilinden Toplanan Toprak Orneklerinden Organik Solvent
Tolere Edebilen Mikroorganizmalarin Izolasyonu ve Tanimlanmasi, Yiiksek Lisans Tezi,
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kahramanmaras, 37-42s.

Demirbag, Z., Demir, 1., (2000), Genel Mikrobiyoloji Laboratuari, Karadeniz Teknik
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Trabzon Birinci Baski s.46:48, 54:56,
114;116.

Demiroglu, A., (2010), Basil Tiirii Bazi Mikroorganizmalar Uzerine Agr Metallerin
Biyosorpsiyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Diyarbakir,
22s.

Di Giorgo, C., Krempff, A., Guiraud, H., Binder, P., Tiret, C., Dumenil, G., (1995),
Atmospheric pollution by airborne microorganisms in the city of Marseilles, Atmos, Environ,
30:155-160.

Doddapaneni, K. K., Tatineni, R., Vellanki, R. N., Rachcha, S., Anabrolu, N., Narakuti V.,
Mangamoori L. N., (2009), Purification and Characterization of A Solvent And Detergent-
Stable Novel Protease from Bacillus cereus. Microbiological Research, 164: 383-390.

Earl, A. M., Losick, R., Kolter, R., (2008), Ecology and genomics of Bacillus subtilis, Trends
Microbiol, 16:269-275.

Eckner, K. F., (1992), Bacteriosins and Food Applications, Dairy, Food Environ, Sanit., 12:
204-209.

Ediz, N., Beyatli, Y., (2005), Bacillus Cinsi Bakteriler Tarafindan Biyoplastik Uretimi, Orlab
On-Line Mikrobiyoloji Dergisi Cilt: 03 Sayi: 05: 1-22s.

Emmerling, P., Sticht-Groh, V., (1983), In vitro growth inhibition of Legionella pneumophila
by different gram positive and gram negative organisms, Abstracts of the 39" meeting of the
Section Medical Microbiology and Immunology, Zbl. Bact. Hyg. A., 256, 413.

Ercan Akkaya, S., Kivang, M., (2008), Termofil Bakteriler; Sicak Su Kaynaklarinda Yasayan
Gr (+) Basillerin Izolasyon ve Identifikasyon Yéntemleri, AKU Fen Bilimleri Dergisi 02: 61-
70.



76

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Erem, F., Kiciik¢etin, A., Certel, M., (2013), Bacillus Tiirlerinin Probiyotik Olarak
Degerlendirilmesi, Derleme, Gida, Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Antalya, 38
(4): 247-254.

Erkan, K., (2014), Mikrobiyal Fitaz Urgtimine ve Aktivitesine Etkili Parametrelerin
Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 1S.

Feldgarden, M., Riley, M. A., (1999), The phenotypic and fitness effects of colicin resistance in
Escherichia coli K-12, Evolution, 53(4), 1019-27.

Gerze, A., (2003), Proteaz Enziminin Bacillus subtilis magatherium ve Bacillus polymxa
Bakteri Tiirlerinden Kismi Saflastiriimasi ve Ozelliklerinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi,
Istannul Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 66-69s.

Ghorbel, B., Sellami-Kamoun, A., Nasri, M., (2003), Stability Studies of Protease From
Bacillus cereus BG1. Enzyme and Microbial Technology, 32: 513-518.

Gupta, R., Beg, Q. K., Lorenz, P., (2002), Bacterial Alkaline Proteases: Molecular Approaches
and Gndustrial Applications, Appl Microbiol Biotechnol, 59: 15-32.

Glicin, F., Diilger, B., (1995), Genel Mikrobiyoloji Laboratuar Kilavuzu, Uludag Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ders Notlari, Yayin No: 3, Bursa, 155s.

Haktanir, K., Arcak, S., (1998), Cevre Kirliligi. Ankara Uni. Ziraat Fak. Toprak Boliimii,
Ankara Uni. Yayim No: 1503, Ankara, Ders Kitab1: 457.

Hanoglu, S., (2013), Farkli Kaynaklardan Bacillus sp. izolasiyonu ve Biyokimyasal
Karakterlerinin Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Afyon Kocatepe Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Afyon, 1s.

Harwood, C. R., Rosemary, D. C., lan, C. H., (1990), The Bacillus Cell Envelope and Secretion,
In: Molecular Biology Methods for Bacillus, Harwood, C. R, and Cutting, S. M. (Editors), John
Wiley & Sons Ltd, New York, 581.

Hasan, F., Khan, S., Shah, A. A., Hameed, A., (2009), Production of Antibacterial Compounds
by Free and Immobilized Bacillus pumilus SAF1. Department of Microbiology, Quaid-i-Azam
University, Islamabad, Pakistan. Pak. J. Bot., 41(3): 1499-1510.

Hasenekoglu, 1., Yesilyurt, S., (2001), Mikrobiyoloji, Erzurum, s. 43-44: 84-85.

Hosoya Y., Okamoto S., Muramatsu H ve Ochik., (1998), Acquisition of certain streptomycin
resistance (Str.). Antimicro. Agents and Chemother. 42(8): 2041-2047.

http://www.kutahya.gov.tr/cografi-yapi


http://www.kutahya.gov.tr/cografi-yapi

77

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

http://mebk12.meb.gov.tr/meb_iys dosyalar/43/01/244336/dosyalar/2012_12/06075207_konum
u.pdf)

https://www.turkcebilgi.com/seyitdmer. kiitahya

Hyronimus, B., Le Marrec, C., Urdaci, M. C., (1998), Coagulin, a bacteriocin-like inhibitory
substance produced by Bacillus coagulans 14, Journal of Applied Microbiology, 85, 42-50.

Imamoglu, O., (2008), Cesitli Kaynaklardan Izole Edilen Bacillus sp, izolatlarmin Kitosanaz
Aktivitesinin ve Antifungal Etkisinin Belirlenmesi, Doktora Tezi, Ege Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Izmir, 67s.

Isleroglu, H., Yildirim, Z., Y11§11r1m, M., (2008), Y6res§1 Peynirden Antimikrobiyal Aktiviteye
Sahip Laktik Asit Bakterisinin [zolasyonu ve Tanis1, G.U. Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 25(1), 1-6s.

Jenssen, H., Hamil, P., Hancock, R. E. W., (2006), Peptide antimicrobial agents, Clinical
Microbiology Reviews, 19 (3): 491-511.

John, E. S., (2009), Biotechnology 5 ™, ed, University of Strathclyde, 14-16.

Jin, F., Cheng, X., Shi, Y., Zhang, C., (1990), Isolation of New Thermophilic Aerobic Bacteria
Which Produce Thermostable a-Amylase, J, Gen, Appl, Microbiol, 36:415-424.

Kahvecioglu, O., Kartal, G., Giiven, A., Timur, S., (2003), Metallerin Cevresel Etkileri-I,
Metaluriji Dergisi, 136, 47-53.

Kalkan, S., (2006), Cig Siitte Bacillus cereus Sayilmasi I¢in Yontem Modifikasyonlar1 Uzerine
Calismalar, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 17s.

Kalpana, S., Bagudo, A. 1., Aliero, A. A., (2010), Effect of Inhibitory Spectrum and Physical
Conditions on the Production of Antibiotic Substance from Bacillus laterosporus ST-1.
Nigerian Journal of Microbiology, vol. 24(1): 2134 — 2139.

Karabiyik, H., (2002), Edirne ilindeki Bes Farkl1 ilkdgretim Okulunun I¢ Havasindaki Bakterial
ve Fungal Flora, Yiiksek Lisans Tezi, Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Edirne, 2-
73s.

Kati, H., Karaca, B., Giilsen, S. H., (2016), Topraktan Izole Edilen Bacillus Tiirlerinin
Tanimlanmasi ve Biyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi, SAU Fen Bil, Der, 20, Cilt, 2, Sayi, s:
281-290.

Kaya, S., (2011), Kat1 Faz Fermantasyon Yéntemi Ile Bacillus licheniformis ATCC 14580°den
Proteaz Uretimi Uzerine Bazi Parametrelerin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Dicle
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Diyarbakir, 16-56s.


http://mebk12.meb.gov.tr/meb_iys_dosyalar/43/01/244336/dosyalar/2012_12/06075207_konumu.pdf
http://mebk12.meb.gov.tr/meb_iys_dosyalar/43/01/244336/dosyalar/2012_12/06075207_konumu.pdf
https://www.turkcebilgi.com/seyitömer._kütahya

78

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Kaynar, P., Beyatli, Y., (2006), Baliklardan izole Edilen Bacillus Cinsi Bakterilerin Bazi
Metabolik Ozelliklerinin Belirlenmesi, Plazmid DNA ve Protein Profillerinin Incelenmesi,
Orlab On Line Mikrobiyoloji Dergisi, Cilt: 04 Say1: 03 Sayfa: 1-30.

Kirbag, S., Cengiz, F., (2010), Elazig’in Ev Dis1 Havasinin Fungal Florasi, e-Journal of New
World Sciences Academy Ecological Life Sciences, 5A0049, 5, (4), 297-306.

Klaenhammer, T. R., (1993), Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria, FEMS
(Federation of European Microbiological Societies) Microbiology Reviews, 12, 39-86.

Koneman, E. W., Allen, S,D., Janda, W. M., Schreckenberger, P. C., Winn, W. C., (1997),
Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 5th edition, Lippincott-Raven Publisher,
New York, 1296-1395.

Koksal, S., (2008), Cevre Saghigi, Halk Saghigi Ders Kitab1 Altinc1 Boliim Istanbul Universitesi
Yayinlari: 4747, Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Yaynlari: 261. s:605-650.

Koseoglu, V. K., (2007), Model Sistemlerde Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Patojenler Uzerine
Antibakteriyel Etkilerinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 15s.

Kurt, S., Zorba, O., (2005), Bakteriyosinler ve Gidalarda Kullanim Olanaklari, YYU
Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi, 65080-Van 16 (1):77-
83.

Lennete, E. H., Balows, A., Hausler, J., Shadomy, J. H., (1985), Manual of Clinical
Microbiology, Vol, 4, Amerika s:1149.

Lisboa, M. P., Bonatto, D., Bizani, D., Henriques, J. A. P., Brandelli, A., (2006),
Characterization of a bacteriocin-like substance produced by Bacillus amyloliquefaciens
isolated from the Brazilian Atlantic forest, International Microbiology 9:111-118.

Logan, N. A., Vos, P. D., (2015), Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria s:1-
163.

Luna V. A, King D. S., Gulledge J., Cannons A. C., Amuso P. T., Cattani J., (2007),
Susceptibility of Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides and Bacillus thuringiensis to 24 antimicrobials using Sensititre automated
microbroth dilution and Etest agar gradient diffusion methods, J Antimicrob Chemother 2007,
60(3):555-67.

Mahdy, H. M., El Sehravi, M. H., (1997), Airborne bacteria in the atmosphere of El-Taif
region, Saudi Arabia, Water Air Soil Pollut, 98:317-324.

Mentese, S., Rad, A.Y, Arisoy, M., Giilli, G., (2009), Ankara Sehir Atmosferinde Biyoaerosol
Seviyelerinin Mekansal Degisimi. Ekoloji 19 (73): 21-28.



79

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Milli Egitim Bakanligi, (2015), T. C. Milli Egitim Bakanligt Gida Teknolojisi Temel
Mikrobiyoloji, Ankara, s. 39-40.

MTA, (1986), Tirkiye Linyit Envanteri, Maden Tetkik Ve Arama Genel Midiirligii, No 196,
Ankara, 81.

Muaaz, M. A., Sheikh, M. A., Ahmad, Z., Hasnain, S., (2007), Production of surfactin from
Bacillus subtilis MZ-7 grown on pharmamedia commercial medium. Microbial Cell Fact., 10:
6-17.

Muhammad, S. A., Ahmad, S., Hameed, A., (2009), Antibiotic Production by Thermophilic
Bacillus Specie SAT-4. Microbiology Research Laboratory, Department of Microbiology,
Faculty of Biological Sciences, Quaid-i-Azam University, Islamabad, Pakistan, Pak. J. Pharm.
Sci., 22(3):339-345.

NCCLS, (1990), National Committee for Clinical Laboratory Standards, performance standards
for antimicrobial disk susceptibility tests, Approved Standard 4" ed, Document, 1990.

NCCLS, (2003), National Committee for Clinical Laboratory Standards. Performance Standards
for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard. Eighth Edition, NCCLS,
Wayne, PA USA: NCCLS document M100-S13 (M2), 2003.

Nithya, C., Gnanalakshmi, B., Karutha Pandian, S. K., (2011), Assessment and charecterization
of heavy metal resistance in palk bay sediment bacteria, Marine environmental research 71,
283-294.

Orug, N., Tatli, A., Olger H., Bingdl N., Akan, A., (1999), Seyitomer Termik Santralinin
Cevreye Etkisi, 1st International Symposium on Protection of Natural Environment & Ehrami
Karagam, 23 — 25 Eyliil, Bildiriler Kitabi, Kiitahya, s:604 — 610.

Osmanagaoglu, O., (2003), Behaviour and biological control of bacteriocin-producing
Leuconostocs associated with spoilage of vacuum-packaged sucuk, Tr, J, Vet, Anim, Sci., 27;
471-480.

Oner, M., (1987), Mikrobial Ekoloji, Ege Univeristesi Basimevi, Bornova-izmir, 127s.

Oner, M., (1992), Genel Mikrobiyoloji, Ege Universitesi Basimevi, Bornova-izmir, 26-45s.
Orgev, C., (2000), Cevre Mikrobiyolojisi, Degisim yayinlari, 79-80s.

Ozgelik, S., (1995), Genel Mikrobiyoloji Uygulama Klavuzu, Siileyman Demirel Universitesi
Ziraat Fakiiltesi, Yayin No:2, Ders kitaplari, Isparta, 1-35s.

Ozgelik, S., (1998), Genel Mikrobiyoloji, Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi,
Yayin No: 1, Ikinci Basim, Isparta, 1-91s.



80

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Paik, H. D., Bae, S. S., Park, S. H., Pan, J. G, (1997), Identification and partial characterization
of tochicin, a bacteriocin produced by Bacillus thuringiensis subsp, tochigiensis, Journal of
Industrial Microbiology & Biotechnology 19, 294-298.

Pergin, D., (2011), Sarbon Basillerinde Antibiyotik Direnci, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi,
Kayseri, ANKEM Dergi; 25 (Ek 2):97-99.

Perumal, V., Venkatesan, A., (2017), Antimicrobial, cytotoxic effect and purification of
bacteriocin from vancomycin susceptible Enterococcus faecalis and its safety evaluation for
probiotization, LWT - Food Science and Technology 78: 303-310.

Priest, F. G., (2002), Bacillus sphaericus and its insecticidal toxins, In Berkeley, Heyndrickx,
Logan and De Vos (Editors), Applications and Systematics of Bacillus and its Relatives,
Blackwell Science, Oxford, pp. 190-205.

Rodriguez, E., Mullaney, E., Lei, X. G., (2000a), Expression of the Aspergillus fumigatus gene
in Pichia pastoris and characterization of the recombinant enzyme, Biochemical and
Biophysics, 268,373-378.

Rodriguez, E., Wood, Z. A., Karplus, P. A., Lei, X. G., (2000b), Site-directed mutagenesis
improves catalytic efficiency and thermostability of Escherichia coli pH 2,5 acid
phosphatase/phytase expressed in Pichia pastoris, Biochemical and Biophysics, 382,105-112.

Rosas, I., Calderon, C., Ulloa, M., Lacey, J., (1993), Abundance of airborne Penicillium CFU in
relation to urbanisation in Mexiko City, Appl Environ, Microbiol, 59: 2648-2652.

Rowbotham, T. J., (1980), Preliminary report on the pathogenity of Legionella pneumophila for
freshwater and solid amoeba, J. Clin. Pathol., 33, 1179-1183.

Rygus, T., Hillen, W., (1991), Inducible High-Level Expression Of Heterologous Genes In
Bacillus Megaterium Using The Regulatory Elements Of The Xylose-Utilization Operon, Appl,
Microbiol, Biotechnol, 35, 594-599.

Salleh, A. B., Rahman, R. N. Z. R. A., Basri, M., (2006), Protease:Introduction, New Lipases
and Proteases, Nova Bimedical, New York, 23-39.

Sarica S., Asan A., Tatman Otkun, M., Tiire, M., (2002), Monitoring indoor airborne fungi and
bacteria in the different parts of Trakya University Hospital (Edirne-Turkey). Indoor Built
Environ. 11: 285-292.

Sevim, A., Sevim, E., (2015), Plasmid Mediated Antibiotic and Heavy Metal Resistance in
Bacillus Strains Isolated from Soils in Rize, Turkey, Siileyman Demirel Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 19(2), 133-141.

Sertel, A., (2016), izmit ve Cevresindeki Topraklardan izole Edilen Bacillus Tiirlerinin
Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi ve Biyokimyasal Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi,
Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kocaeli, 1s.



81

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Shimizu, M., (1992), Purification and characterization of a phytase from Bacillus subtilis (natto)
N-77,Journal of Biosciences and Biotechnoogy, 56,1266-1269.

Silver, S., (1998), Genes for all metals a bacterial view of the Periodic Table, J Indust Microbiol
Biotechnol., 20,1-12s.

Sipahi, N., (2012), Giresun flinde Tiiketime Sunulan Baliklardan Izole Edilen
Enterobacteriaceae Uyelerinin Antibiyotik ve Agir Metal Direnglilik Diizeyleri, Yiiksek Lisans
Tezi, Giresun Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Giresun, 34s.

Sneath, P. H. A., (1986), Endospore-forming gram positive rods, and cocci, Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, 2: 1104-1139.

Senkaya, F., (2014), Borlu Topraklardan Elde Edilen Endospor Olusturan Basillerin
ifientiﬁkasyonu ve Bazi Yeteneklerinin Arastirilmasi, Yiksek Lisans Tezi, Dumlupinar
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kiitahya, 17-67s.

Sensoy Karaoglu, S., (2013), Rize Ili Topraklarndan izole Edilen Bacillus Tiirlerinin
Bakteriyosin Igeriklerinin, Aktarilabilir Antibiyotik ve Agir Metal Direnglerinin Belirlenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Rize, 19-75s.

Tagg, J. R., Dajani, A. S., Wannamaker, W. L., (1976), Bacteriocins of Gram-Positive Bacteria,
Bacteriological Reviews, 40 (3): 722-756.

Tamer, A. U., Ugar, F., Unver, E., Karaboz, I., Bursalioglu, M., Ogultekin, R., (1989),
Mikrobiyoloji Laboratuvar klavuzu, 3. Baski Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Teks. Ser. No: 55,
[zmir, s:260.

Tanaka A., Hoshino E., (1999), Study on the Substrate Specificity of o-Amylases That
Contribute to Soil Removal in Detergents. Journal of Surfactants and Detergents, 2:193-199.

Tekin, N., (2008), Tiirkiye Kaynakli Bacillus spp.’lerin Alkalen Proteaz Uretim Kapasiteleri ve
Enzimlerin Kismen Karakterizasyonu Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Ankara, 3-5s.

Telefoncu A., (1997), Enzimlerin Endustriyel Uygulamalari, Marmara Arastirma Merkezi,
Lisans Ustii Yaz Okulu (E,M,T,U) Kusadasi, Aydin, 1: 5-8.

Tikvesli, M., (2013) Edirne’de U¢ Ayr1 Camideki Hali1 ve Havadaki Mikrobiota, Doktora Tezi,
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Edirne, 1-11s.

Topeal, F., Digrak, M., Giindogan, R., (2014), Topraktan izole Edilen Bacillus Tiirlerinin
Tammlanmasi ve Bakteriosin Uretimlerinin Belirlenmesi, Adiyaman Universitesi Fen Bilimleri
Dergisi 4 (2) (2014) 57-67.



82

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Toru Altin, E., (2017), Havasal Aerob Endospor Olusturan Basillerin Izolasyonu ve Bazi
Ozelliklerinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Dumlupimar Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Kiitahya, 66S.

Trevors, J. T., (1987), Copper resistance in bacteria, Microbiology Science, 4:29-31.

Tiirker, C., (2014), a-amilaz Enzimlerini Ureten Termofilik Bacillus Suslarinin izolasyonu ve
Enzimlerin Kismi Karakterizasyonu,Yiiksek Lisans Tezi, Osmaniye Korkut Ata Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Osmaniye, 16-42s.

Unat E. K., (1993) Temel Mikrobiyoloji, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Yayinlari, istanbul, s, 534-535.

Usta, A., (2012), Topraktan Antibiyotik Ureten Bacillus sp.’lerin Taranmasi, Antibiyotik
Uretimi Uzerine Bazi Parametrelerin Etkisi ve Sporulasyonla [liskisinin Belirlenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Bursa, 10-75.

Ustagelebi, S., (1999), Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Giines Kitapevi, Ankara, s:411-418.

Unver, B., Baykan, S., (1981), Besin Mikrobiyolojisi (Temel ders kitabi) Milli Egitim
Basimevi, Istanbul, s:40.

Yassin, M. F., Almougateas, S., (2010), Assessment of Airborne Bacteria and Fungi in an
Indoor and Outdoor Environt. Inter J Environ Sci Tech. 7 (3): 535-544.

Yavuz, O., Sarigiil, N., (2016), Toprak ve Sucul Ortamlardaki Agir Metal Kirliligi ve Agir
Metal Direngli Mikroorganizmalar, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Dergisi, Burdur, Derleme Makale 7(1): 44-51.

Yazici, A., (2006), Legionella pneumophila serogrup 2-14 Suslar 1"16 Ayn1 Ortami Paylagan
Bakterilerin Birbirleriyle Etkilesimi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Istanbul, 5-51s.

Yazicioglu, D., (2010), Toprak Orneklerinden izole Edilen Endospor Olusturan Basillerin Agir
Metal ve Antibiyotik Direng Diizeylerinin Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Dumlupinar
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kiitahya, 5-66s.

Yesiltas Y., (2014), Arkeolojik Kaz1 Topragindan Izole Edilen, Endospor Olusturan Basillerin
Baz1 Ozelliklerinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Dumlupmar Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisi, Kiitahya, 33-69s.

Yilmaz, M., Beyath, Y., (2003), Bacillus Cinsi Bakterilerde Antimikrobiyal Aktivite ve
Antibiyotik Uretimi, Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, Cilt:01 Say1:07 s:35-49.

Yilmaz, O. D., (2008), Metabolik Miihendislik ve Reaksiyon Miihendisligi Prensipleriyle
Hiicre-Dis1 Rekombinant Insan Biiyiime Hormonu Uretimi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 39-41s.



83

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Waites, M. J., Morgan, N. L., Rockey, J. S., Higton, G., (2001), Industrial Microbiology: an
introduction, Blackwell Science Ltd, 133-135.

Wistreich, G. A., Lechtman, M. D., (1980), Laboratory Exercises in Microbiology, 4™, Edition,
Mc Milan Publishing Co, Inc, New York, 7-234.



