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MAKALE BILGISI 0z
Bu ¢aligmada, Kahramanmarag’taki tarim arazilerinde bulunan Bacillus sp. izolatlarinin
Aragtirma Makalesi antimikrobiyal aktivite 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmstir. Toplanan tarim arazisi
toprak oOrneklerinden Bacillus izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlar morfolojik ve
Gelis 13 Haziran 2018 biyokimyasal olarak tanimlanmustir. Farkli karbon kaynaklarindaki (glukoz, fruktoz ve
Kabul 26 Eyliil 2018 sakkaroz) Bacillus izolatlarinin ve referans Bacillus tiirlerinin bazi bakterilere ve

patojenik mayaya (Candida albicans) karsi antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon
yontemine goére aragtirilmistir. Aragtirma sonucunda, c¢alismada kullanilan Bacillus
izolatlarmin sekonder metabolitleri test edilen mikroorganizmalarin geligmelerini degisik
oranlarda engellemistir (1-25,2 mm inhibisyon zonu). Ug izolat (Bacillus sp. B6, B13 ve
B43) yiiksek antibakteriyel aktivite gostermistir. Bacillus sp. B6, Bacillus sp. B13 ve
Bacillus sp. B43’iin, kullamilan tiim karbon kaynaklarinda Candida albicans’a karsi
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Kahramanmaras (Bacillus sp. B6-sakkaroz harig) antifungal sekonder metabolitleri tirettigi belirlenmistir.
Daha da onemlisi karbon kaynagi olarak fruktoz kullanildiginda Bacillus sp. B13 (1-

“Sorumlu Yazar: 11,67 mm inhibisyon zonu) ve Bacillus sp. B43’iin (1,4-19 mm inhibisyon zonu) tiim
E-mail: fcyazdic@gmail.com patojen mikroorganizmalara karsi antibakteriyel ve antifungal etkisinin oldugu tespit

edilmistir.
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Antimicrobial Effect of Secondary Metabolites Produced by Some Bacillus Strains Developed in Different
Energy Sources

ARTICLE INFO ABSTRACT
In this study, it was aimed to determine antimicrobial activity properties of Bacillus sp.
Research Article isolates in agricultural land in Kahramanmaras. Bacillus isolation was done from soil
samples collected agricultural land. These isolates were described as morphologically and
Received 13 June 2018 biochemically. The antimicrobial activities in different carbon sources (glucose, fructose
Accepted 26 September 2018 and saccharose) of the Bacillus isolates and reference Bacillus species against some
bacteria and pathogenic yeast (Candida albicans) were examined by the disk diffusion
g:é"i’;’ﬁjrsd;; method. At the result of the research, secondary metabolites of Bacillus isolates used in

the study inhibited the growth of tested microorganisms in varying ratios (1-25,2 mm
zone of inhibition). Three isolates (Bacillus sp. B6, B13 and B43) showed high
antibacterial activity. It was found that Bacillus sp. B6, Bacillus sp. B13 and Bacillus sp.
B43 produced antifungal secondary metabolites against Candida albicans at all used
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Kahramanmaras carbon sources (except Bacillus sp. B6- saccharose). More importantly, it was observed
“Corresponding Author: that Bacillus sp. B13 (1-11,67 mm zone of inhibition) and Bacillus sp. B43 (1,4-19 mm
E-mail: fcyazdic@gmail.com zone of inhibition) has antibacterial and antifungal effect against all pathogenic

microorganisms when fructose is used as the carbon source.
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Giris

Mikrobiyal ~ sekonder  metabolitler,  mikrobiyal
kiiltiirlerin biiyiimesi igin gerekli olmayan ancak insan
sagligi, beslenmesi ve ekonomisi i¢in ¢ok Snemli olan
genellikle benzersiz yapilara sahip, kiiciikk molekiiler
agirlikli, mikroorganizmalarin geg¢ biiyiime fazi sirasinda
iiretilen sekonder metabolizma {irlinleridir (Demain ve
Fang, 2000; Berdy, 2005; Ruiz, 2010). Bunlar arasinda
antibiyotikler, pigmentler, toksinler, ekolojik rekabet icin
gerekli efektorler, feromonlar, enzim inhibitdrleri,
immiinmodiilatér ajanlar, reseptdr antagonistleri ve
agonistler, pestisitler, antitimor ajanlar ve kolesterol
ilaglar1  gosterilebilir ~ (Demain, 1998).  Sekonder
metabolitlerin kesfedilmelerinden giliniimiize en yaygin
kullanim alani antibiyotik iiretimi ve kesifleri olmustur ve
olmaya da devam etmektedir (Spellberg, 2014). Diger
taraftan kimyasal yapilart ve etki mekanizmalari
birbirinden ¢ok farklt olan pek c¢ok antibiyotik
bilinmesine ragmen pek azi tipta kullanilabilecek kadar
nontoksiktir (Ruiz, 2010). Modern tip bugiinkii hali ile
devam edecekse, yeni antibiyotik ailelerinin diizenli
olarak belirlenmesi gereklidir (Spellberg, 2014; Ruiz,

2010). Belirlenmis yiizlerce antibiyotik arasinda
giinlimiizde  antibiyotiklerin ~ bircogu  Penicillium,
Streptomyces, Cephalosporium, Micromonospora ve

Bacillus cinslerine ait tiirlerden elde edilmektedir
(Demain, 1999). Antibiyotik direngli enfeksiyonlar tim
diinyada yaygin bir problemdir. Birgok arastirma ve
saglik  kurulusu, tedavi edilemeyen  bakteriyel
enfeksiyonlarma karsi direngli bakterilerin  hizli  bir
sekilde ortaya cikmasini “felaket” olarak tanimlamistir
(Viswanathan, 2014). Diinya Saglik Orgiitii, 2013 yilinda
insan 1rki i¢in “antibiyotik sonrast donem” ve 2014'te
antibiyotik diren¢ krizinin giderek kdtiilestigi konusunda
uyarilarda bulunmustur (Ventola, 2015). Bunlar dikkate
alindiginda oniimiizdeki yillarda mevcut antibiyotiklere
direngli mikroorganizmalara kars1 yeni dogal ve kimyasal
bilesiklerin  se¢imi  ig¢in daha kapsamli tarama
programlarina ihtiyag her gecen giin biraz daha
artmaktadir (Ruiz, 2010).

Bacillaceae familyasinda bulunan Bacillus cinsi
bakteriler cubuk seklinde, bircogu kotii sartlara ve
sicakliga direngli, endospor olusturan, genelde gram
pozitif, peritrik flagellali ve flagellalar1 hareketli, aerobik
veya fakiiltatif anaerobturlar (Topgal ve ark., 2014). Bu
cins koloni morfolojisi olarak c¢esitlilik gosterse de
genelde beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptirler
(Buchanan ve Gibbons, 1974). Bacillus cinsi bakterilerin
izolasyonlarinin ve iiretimlerinin kolay olusu, endiistriyel
irlin potansiyelleri ve patojenitileri sebebiyle genis capta
caligilan mikroorganizmalar grubuna girer (Rosovitz ve
ark., 1998). Bacillus bakterileri tarafindan iretilen pek
¢ok enzimin (proteaz, amilaz Vvb.), c¢esitli endistri
alanlarinda kullanilmasinin yani siwra en dikkat gekici
noktalart  irettikleri  antimikrobiyal = maddelerdir
(Johnvesly ve ark., 2002; Acet ve Ozcan, 2018). Bu
maddeleri ge¢ logaritmik faz veya erken duragan fazda
sekonder metabolit olarak dretirler. Bununla birlikte
sporulasyon baslangiciyla antimikrobiyal iiretiminin de
basladig1 bilinmektedir (Galvez ve ark., 1993).

Bacillus spp. giiglii antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri gosteren, yapisal olarak farkli metabolitlerden

olusan dogal biyoaktif iriinlerin ana kaynagi olarak
goriilebilir (Wang ve ark.,, 2015). Simdiye kadar
Basilluslar tarafindan 200’den fazla peptit antibiyotik
tretilmigtir (Pathma ve ark., 2011). Bununla birlikte,
fermantasyon besiyerlerindeki sekonder metabolitlerin
saflagtirillmas1 zor bir islem gerektirebilir, buradaki asil
problem istenilen sekonder metabolitin  yiiksek
miktarlarda iiretilmesidir (Liangzhi ve ark., 2007). Ayrica
aragtirmalar mikroorganizmalarin irettikleri
antibiyotiklerin karmasik bir biyosentetik yol izledigini ve
antimikrobiyal aktivitedeki farkliligin (kiiltiir ortamindaki
besinsel faktorler, pH ve sicaklik gibi) iiretilen sekonder
metaboliti etkiledigi ve dogal olarak farkli iiriinlerin
ortaya ¢iktigini belirlemistir (Cooper ve ark., 1981; Iwase
ve ark., 2009; Qilong ve ark., 2013). Dolayisiyla yapilan
bu calisma ile farkli topraklardan izole edilen ve kiiltiir
koleksiyonundaki bazi1 Bacillus tiirlerinin farkli enerji
kaynaklarindaki (glukoz, fruktoz ve sakkaroz) iiretmis
olduklart1 sekonder metabolitlerin farkli giinlerdeki
antimikrobiyal etkileri arastirilmis, boylece farkli Bacillus
tirlerinin sekonder metabolitleri hakkinda yapilan ve

yapilacak olan c¢aligmalara katkida  bulunulmasi
amaglanmigtir.
Materyal ve Metot

Materyal

Bacillus  Cinsine ait tiirler. Bu ¢alismada,

Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvart
kiiltir  koleksiyonundaki Bacillus cereus EU, B.
megaterium DSM 32, B. brevis FMC 3 ve B. subtilis IMG
22 tirleri ile farkli tarim arazilerindeki toprak
orneklerinden izolasyonu yapilan Bacillus sp. suslar
kullanilmistir.

Test Bakterileri: Yapilan bu ¢alismada, bakteri
tarafindan iretilmis olan ve antimikrobiyal etki gdsteren
maddelerin belirlenmesinde (Disk Diflizyon Metodu) test
bakterisi olarak kullanilan mikroorganizma suslar1 igin
Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonundan yararlanilmistir. Arastirmada
Escherichia coli ATCC 8739, Enterococcus faecium,
Klebsiella oxycota, Micrococcus luteus LA 2971,
Enterobacter aerogenes ATCC 27859, Klebsiella
pneumoniae FMC 3, Staphylococcus haemolyticus ve
Staphylococcus aureus 6538 bakterileri ile Candida
albicans mayasi kullanilmustir.

Metot

Izolasyon: Kahramanmaras’taki 6 farkli tarim
arazisinden alian yaklasik 200 gr 3’er adet toprak 6rnegi
steril bir sekilde laboratuvara getirilerek 10 grama 9 ml
fizyolojik su olacak sekilde siispansiyon haline
getirilmigtir. Bu karisim 63°C sicak su banyosunda yarim
saat bekletilmis, sogutulduktan sonra 102, 10° ve 10*
seklinde diliisyonlar hazirlanarak Plate Count Agar
besiyerine ylizeysel ekim yapilmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir (Lennette ve ark.,, 1985). Farkl
morfolojik o6zellik gosteren koloni oOrnekleri Nutrient
Broth besiyerine ekilerek 30°C’de 1 gece inkiibasyona
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birakilmig  gelisen Orneklerden steril ependorflara
%30’luk steril gliserol kullanilarak stok alinmig ve tiim
izolatlar -20°C’de muhafaza edilmistir (Collins ve Lyne,
1970; Ozgelik, 1998; Topcal ve ark., 2014).

Bacillus spp. izolatlarinmn identifikasyonu ve se¢imi:
Toprak  oOrneklerinden  izole edilen izolatlarin
tanimlanmasi i¢in gram boyama ve endospor boyamanin
yant sira katalaz, karbonhidrat fermentasyon, nisasta
hidroliz, tireaz aktivite, nitrit-nitrat ve amonyak testleri
yapilmistir (Demirbag ve Demir, 2005; Collins ve Lyne,
1970). Bu testler yoniinden pozitif olan ve morfolojik
olarak Bacillus’a benzeyen kolonilerden rastgele
secilmistir. Secilen kolonilerden Nutrient Agar besiyerine
ekim yapilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Saf kiiltiirler
Nutrient Broth besiyerine ekilmis ve sonraki ¢alismalarda
kullanilmak tizere %30’luk steril gliserol igerisinde -
20°C’de muhafaza edilmistir.

St besiyerinde  sekonder  metabolit  iiretimi:
Topraktan izole edilip identifikasyonu yapilan Bacillus
sp. ile kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen Bacillus
cinsine ait bakteriler Nutrient Broth besiyerine inokiile
edilmis ve 37°C’de 7-15 giin siire ile inkiibe edilmistir.
Ilave olarak, kiiltiir ortanna farkli karbon kaynaklari
(glukoz, fruktoz, sakkaroz) eklenerek metabolit iretim
miktar1 tizerine etkileri test edilmistir. Bu amagla 200 ml
hazirlanan Nutrient Broth besiyerine 10 gr karbon
kaynagr  (glukoz, fruktoz, sakkaroz) eklenerek
siispansiyonun %5’lik olmast saglanmistir. Referans
kiiltiirler (Bacillus cereus EU, B. megaterium DSM 32, B.
brevis FMC 3 ve B. subtilis IMG 22) ve izole edilen
Bacillus sp. bakterileri %5°1lik karbon kaynag ihtiva eden
Nutrient Broth besiyerine inokiile edilerek ve 37°C’de 7-
15 giin stire ile inkiibe edilmistir.

Sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu: Besiyerinde
olusan metabolitlerin ekstraksiyonu i¢in 6ncelikle kiiltiir
ortamindaki bakteriler buz igerisine (+4°C’de) alarak
iremesi durdurulmustur. Kiltiir filtratindan santrifiij
yapilarak bakteri icermeyen siipernatant kismindan 10 ml
alimarak etil asetat (CH3COOC:Hs) ile (1:1) ayirma
hunisinde 3 defa metabolit ekstraksiyonu yapilmistir
(Collins ve Lyne, 1970; Bradshaw, 1979; Khan ve ark.,
1988). Toplanan ekstraktin igine 2,5 g susuz NaxSO4
(sodyum siilfat) katilip 3-5 dakika bekletilerek suyu
almmis ve siiziilmiistiir.

Buharlastirma: Suyu alinan ekstrakt, 100 ml’ lik cam
balon icerisinde evaparatérde yaklasik 1 ml kalincaya
kadar buharlastirilmistir. Aletten ¢ikarilan balona 4 ml etil
asetat ilave edilerek calkalanmis ve  karisim
antimikrobiyal aktivitede kullanilmak {izere tiiplere
konularak 4°C’de muhafaza edilmistir.

Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi: Biyolojik 6l¢iim igin test organizmasi olarak
kullanilacak olan bakteri suslar1 Nutrient Buyyona
(Difco)’a ekilerek 30+0.1°C’de 24 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Daha 6nceden hazirlanan 15’er ml’lik Mueller
Hinton Agarli deney tiipleri steril edilerek kullanilmistir.
Hazirlanan bu ortamlar eritilerek yaklasik 45-50°C ye
kadar sogutulan besiyerlerine 10 pl test bakterisi (10%-10*
adet/ml) ekilerek Vortex tip karistiricida iyice
calkalandiktan sonra 9 cm capindaki steril petri kutularina
steril ortamda 15’er ml ve homojen olacak bir sekilde
dagilmasi saglanmstir (David ve McCuen, 1988).

Sonrasinda daha 6nceden elde edilen ekstraktlardan,

otomatik pipet ile 10 mm ¢apindaki steril bos antibiyotik
disklere (Schleicher and Schiil, Nr. 2668, Almanya) 100
ul ekstrakt emdirilmistir. Kontrol olarak etil asetat
emdirilmis diskler kullanilmistir. Katilagan agar {izerine
ekstrakt  emdirilmis  diskler hafifge  bastirilarak
yerlestirilmis ve bu sekilde hazirlanan petri kutular
4°C’de 2 saat bekletilmistir. Bu petriler daha sonra
37+0,1°C’de 16-18 saat siire ile inkiibe edildikten sonra
disklerin etrafinda olugan inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiis ve
mm olarak kaydedilmistir (Collins ve Lyne, 1970;
Bradshaw, 1979; David ve McCuen, 1988). Tiim ol¢timler
3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Mikroorganizmalarin antibiyotik iiretiminin niteliksel
ve niceliksel yonleri, izolasyon kaynaginda hakim olan
cevresel basinca bagimlidir ve fermantasyon sirasinda
bliyime ve beslenme kosullarinin manipiilasyonu,
metabolit iiretim diizeyi iizerinde Onemli bir etki
yapmaktadir ~ (Abdelghani, 2017).  Antibiyotiklerin
biyosentezi, karbon, azot, fosfat, metal iyonlar1 ve diger
besin bilesenleri gibi farkli ortam bilesenlerinin tiirii ve
konsantrasyonu ile diizenlenir (Abdelghani, 2017; Igbal
ve ark.,, 2018). Birgok faktér, mikrobiyal hiicrelerin
bliylime derecesini, kimyasal bilesimi ve {iretilen spesifik
metabolik {irlinlerin dogasini ve konsantrasyonunu etkiler
(Abdelghani, 2017). Bu maddelerin farkli Bacillus tiirleri
tarafindan kullanilmasinda o6nemli bir segicilik vardir
(Igbal ve ark., 2018). Yabani suglar kimyasal ¢esitlilik ve
yeni ilag molekiilleri a¢isindan ¢ok zengindir (Sanchez ve
Demain, 2002; Durairaj veark., 2018).

Kahramanmarag ili Onikisubat il¢esindeki tarim
arazilerindeki alt1 farkli topraklardan 54 farkli Bacillus
izolat1 izole edilmis ve tanimlamas: yapilmistir. izolasyon
yapilan tim Orneklerin Oncelikle Escherichia coli
bakterisine ve Candida albicans mantarina kars
antimikrobiyal  aktiviteleri ~ denenmistir.  Patojen

gelisimlerini yiiksek diizeyde inhibe ettigi tespit edilen ii¢
ornek (B6, B13 ve B43) secilerek diger g¢alismalarda
kullanilmistir (Sekil 1).

Sekil 1 Bacillus sp. (B3, 6, 7 ve 8) ekstraksiyonlarinin
E.coli’ye kars1 inhibisyon etkisinin disk difiizyon yontemi
ile belirlenmesi.

Figure 1 Determination of the inhibition effect of Bacillus

sp extracts against E. coli by disk diffusion method.
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Oncelikle referans olarak kullanilacak Bacillus cereus,
B. megaterium, B. brevis ve B. subtilis bakterilerinden
elde edilen metabolitlerin antimikrobiyal aktiviteleri disk
diflizyon yontemi ile belirlenmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 1°de gosterilmistir. Tabloda goriildiigii gibi referans
bakterilerden elde edilen ekstraktlarin patojen test
mikroorganizmalarina (Candida albicans, Enterobacter
aerogenes ATCC 27859, Escherichia coli ATCC 8739,
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae FMC 3,
Micrococcus luteus LA 2971, Staphylococcus aureus
6538 ve  Staphylococcus  haemolyticus)  karsi
antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir (7,77-18 mm
inhibisyon zonu).

Bacillus megaterium’dan elde edilen metabolitlerin
test mikroorganizmalarindan Escherichia coli,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Candida
albicans’a kars1 etkili oldugu belirlenmistir. En giiglii
antimikrobiyal etkinin oldugu mikroorganizma 18 mm
zon ¢apiyla Enterococcus faecium oldugu gorilmiistiir
(Tablo 1). Bilindigi gibi Enterecoccus faecalis
bagirsaklarda, cerrahi yaralarda, karin bdlgesi ve dogum
oncesi enfeksiyonlara ve i¢ kalp zari iltihabina sebep
olmaktadir (Siren ve ark.,, 1997). Daha onceki
galigmalarda B. megaterium’un megacin  denilen
bakteriyosin maddesini iirettigi bildirilmistir (Cherif ve
ark., 2001). Ayrica megacin maddesinin plazmid DNA
iligkili oldugu ve Bacillus tiirleri tarafindan {retilen
bakteriyosinlerin 6zellikle Gram pozitif bakterilere karsi
aktif oldugu, Gram negatiflere etki etmedigi
bildirilmektedir (Zheng ve Slavik, 1999; Oscariz ve ark.,
1999). Ayrica antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden

aragtirilan Bacillus megaterium ve B. brevis tiiriinden elde
edilen etil asetat ekstraktlarmin Enterobacter aerogenes
ATCC 27859 ve Micrococcus luteus LA 2971°e karst
antimikrobiyal etkiye sahip olmadiklar: tespit edilmistir.
Diger 6nemli nokta ise, nozokomiyal infeksiyonlarda sik
karsilagilan ve son yillarda giderek artan bir 6nem
kazanan Klebsiella oxytoca’ya karsi test patojenlerinden
elde edilen ekstraklarin hicbirinde herhangi bir
antibakteriyel etkinin olmadigi goriilmiistiir (Gilchrist,
1995).

Tablo 2 ve 3 incelendiginde, degisik karbon kaynagi
kullanmilmasinin ~ Bacillus ~ suglarmin  yedinci  giiniin
sonunda {rettigi metabolitlerin antimikrobiyal etkileri
tizerine olumlu sonuglari olmustur. Karbon kaynagi
olarak fruktoz ve sakkaroz kullanilmasi, gerek Bacillus
cereus, B. megaterium, B. brevis, B. subtilis’in gerekse
topraktan izole edilen Bacillus sp. B6, Bacillus sp. B13 ve
Bacillus sp. B43’iin antibakteriyel ve antifungal etkilerini
artirirken, glukoz kullanildiginda ya degismemis ya da
azaltmigtir. Bunun nedeni glukoz gibi hizla metabolize
edilen substratlar bazen maksimum hiicre biiylime oranini
gosterirken, ayn1 zamanda da bir¢ok biyoaktif sekonder
metabolitlerin {iretimini baskilamakta ya da tamamen
inhibe etmektedir (EI-Benna, 2006; Kumar, 2012). Bunun
en ¢arpict O6rnegi Bacillus cereus ve B. brevis’in Nutrient
Buyyon (Difco) besiyerinde gelismesinden sonra elde
edilen ekstraktlarin K. oxycota’ya karsi etkisiz olmalarina
karsilik, Nutrient Buyyon (Difco) besiyerine katilan
fruktoz neticesinde Bacillus tiirlerinden elde edilen
ekstraktlarin antibakteriyel aktivite gostermeleri olarak
belirlenmistir.

Tablo 1 Referans Bacillus tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri
Table 1 Antimicrobial effects of extracts from reference Bacillus species

Test Bakterileri B. cereus B.megaterium B. brevis B.subtilis  Etil Asetat (Kontrol)
Candida albicans 11,33! 12 -2 12 -
Enterobacter aerogenes ATCC 27859 12 - - 14 -
Escherichia coli ATCC 8739 8,57 15 7,77 9 -
Enterococcus faecium - 18 - - -
Klebsiella oxycota - - - - -
Klebsiella pneumoniae FMC 3 11 12,5 - 12 -
Micrococcus luteus LA 2971 9,67 - - - -
Staphylococcus aureus 6538 - 14 - 15 -
Staphylococcus haemolyticus 10 9,67 - 8,33 -

'Inhibisyon zonu ortalamas1 (mm), 2inhibisyon zonu belirlenmedi (-)

Tablo 2 Yedi giin boyunca farkli karbon kaynaklarinda yetisen referans Bacillus tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin

antimikrobiyal etkileri

Table 2 Antimicrobial effects of extracts obtained from reference Bacillus species which grown on different carbon

sources for seven days

Test Bakterileri B. cereus B. megaterium B. brevis B. subtilis
Enerji Kaynagi G F S G F S G F S G F S
C. albicans -2 10! 15 - 10 - - 14 - - 13 -
E. aerogenes 10,23 19,25 12,1 - - - - - - 13,2 17 14,24
E. coli 16 23,2 13 15 14 20 14 15 15 17 10 10
E. faecium - 9 - - 18,67 - - 15 - - - -
PB K.oxycota - 3,2 - - - - - 15 - - - -
K.pneumoniae 11,67 15 - - 12 - - 11,33 - 12 13,5 7,67
M. luteus - 12,66 5 - 11,67 - - 7 - - 4 6
S. aurereus - - - - - - - 17 - - - -
S. haemolyticus 8 11 - - 9 - - 9 - - 11,96 10
PB: Patojen Bakteriler, 'Inhibisyon zonu ortalamasi (mm), 2inhibisyon zonu belirlenmedi (-); G: Glukoz; F: Fruktoz; S: Sakkaroz
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Tablo 3 Yedi giin boyunca farkli karbon kaynaklarinda yetisen ve izole edilen bazi Bacillus tiirlerinden elde edilen

ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri

Table 3 Antimicrobial effects of extracts obtained from some Bacillus species which grown and isolated in different

carbon sources for seven days

Test Bakterileri Bacillus sp. B6 Bacillus sp. B13 Bacillus sp. B43

Enerji Kaynagi G F S G F S G F S
C. albicans 12,251 13 -2 5,6 11,67 10,33 4,2 18,67 7
E. aerogenes - - - - 4,25 - 12,7 19 15,33
E. coli - 8,67 11,33 12,50 8,33 12 7,67 5 6,67
E. faecium - 13,67 - - 10 - - 8,56 -

PB K.oxycota - 10 - - 1 - - 14 -

K.pneumoniae - - - - 3,7 - - 3,9 10
M. luteus - 10 - 6,5 4,5 2,3 3 10,56 2,5
S. aurereus - - - - 9,33 - - 8,67 -
S. haemolyticus 5,23 12 - - 7,9 - 7,7 9,1 -

PB: Patojen Bakteriler, 'Inhibisyon zonu ortalamasi (mm), ?inhibisyon zonu belirlenmedi (-); G: Glukoz; F: Fruktoz; S: Sakkaroz

Tablo 4 On bes giin boyunca farkli karbon kaynaklarinda yetisen referans Bacillus tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin

antimikrobiyal etkileri

Table 4 Antimicrobial effects of extracts obtained from reference Bacillus species which grown on different carbon

sources for fifteenth da

Test Bakterileri B. cereus B. megaterium B. brevis B. subtilis

Enerji Kaynagi G F S G F S G F S G F S
C. albicans -2 13t 10 - 13 - - 12 - - 13 12
E. aerogenes 11,37 185 131 - - - - - - 8,2 11 11,24
E. coli 17,25 2572 13 15,01 14,97 183 9 11 10 - 11 -
E. faecium - 10 15 - 17,27 - - 13,1 - - 5 -

PB K.oxycota - 2 - - - - - 10 - - 3,02 -
K.pneumoniae - - - - 11 - - - - 13,25 19 16
M. luteus - 106 6,2 - 13,2 - - 6 - - 6,23 5
S. aurereus 3,21 - - - - - - 3 - - - -
S. haemolyticus 11 9,2 - - 6 - - - - - 10,25 9,2

PB: Patojen Bakteriler, 'inhibisyon zonu ortalamasi (mm), 2inhibisyon zonu belirlenmedi (-); G: Glukoz; F: Fruktoz; S: Sakkaroz

Tablo 5 On bes giin boyunca farkli karbon kaynaklarinda yetigen ve izole edilen baz1 Bacillus tiirlerinden elde edilen

ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri

Table 5 Antimicrobial effects of extracts obtained from some Bacillus species which grown and isolated in different

carbon sources for fifteenth day

Test Bakterileri Bacillus sp. B6 Bacillus sp. B13 Bacillus sp. B43
Enerji Kaynagi G F S G F S G F S
C. albicans -2 15,33! 15,67 6,1 18,37 9,33 3,8 15,9 6,5
E. aerogenes - - - - 3,2 - 10,7 15,3 14,1
E. coli - 7,33 4 8,11 6,50 9 8,33 8,67 7,33
E. faecium - 11,7 3,1 - 9,7 - 11,5 -
PB K.oxycota - - - - 3,7 - - 2,3 -
K.pneumoniae - - - - 6,50 - - 4,5 14
M. luteus 5,2 12 4,7 73 7,12 4.8 6,8 11,05 3,7
S. aurereus - - - - 8,5 - - 9,01 -
S. haemolyticus 1,2 9,1 - - 12,3 - 10,7 11,1 -

PB: Patojen Bakteriler, 1Tnhibisyon zonu ortalamasi (mm), 2Tnhibisyon zonu belirlenmedi (-); G: Glukoz; F: Fruktoz; S: Sakkaroz

Bacillus sp. B6, Bacillus sp. B13 ve Bacillus sp. B43
kullanilan tiim karbon kaynaklarinda Candida albicans’a
kars1 (Bacillus sp. B6-sakkaroz harig) antifungal sekonder
metabolitleri irettigi goriilmistiir. Daha da Onemlisi
karbon kaynag olarak fruktoz kullamildiginda Bacillus sp.
B13 (1-11,67 mm inhibisyon zonu) ve Bacillus sp.
B43’in (1,4-19 mm inhibisyon zonu) tiim patojen
mikroorganizmalara karsi antibakteriyel ve antifungal
etkisinin  oldugunun  goriilmesidir ~ (Tablo  3).
Arastirmalarda, antimikrobiyal aktivitenin ve {iretilen
sekonder iirtinlerin profillerinin, kiiltiir sartlarina gore

degisebilecegi bildirilmistir. Oyle ki, 6rnegin Bacitracin
antibiyotigini tireten B. licheniformis 'in besiyerine glukoz
yerine siit asidi konuldugunda, bu bakteri kiiltliriinde
Bacitracin yerine Licheniformis antibiyotigini
sentezleyebildigi belirtilmistir (Awais ve ark., 2010).
Tablo 4-5’in incelenmesinden de anlagilacag: iizere,
aragtirma yapilan Bacillus suslart 15. giiniin sonunda
tirettikleri biyolojik metabolitlerin etkilerinde distisler
gozlenmistir. Fakat, 7. giiniin sonundaki antifungal
aktivite ile karsilastirilacak olursa Candida albicans’a
kargt Bacillus suslarinin etkinligini kaybetmedigi veya
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artirdigi  goriilmektedir. Ayrica Bacillus cereus, B.
megaterium, B. brevis, B. subtilis, Bacillus sp. B6,
Bacillus sp. B13 ve Bacillus sp. B43’in iirettikleri
biyolojik  metabolitlerin  Escherichia coli iizerine
antimikrobiyal etkinliginin silirdiigiinii soyleyebiliriz.

Glukoz, laktoz, sakkaroz, fruktoz, nisasta ve gliserol
gibi farkli karbon kaynaklar1 farkli mikroorganizmalarda
sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in uygun oldugu 6nceki
caligmalarda bildirilmigtir (Charkrabarti ve Chandra,
1982; James ve Edwards, 1988; Bhattacharyya ve ark.,
1998; Kotake ve ark., 1992; Petersen ve ark., 1994; Rizk
ve Metwally, 2007). Ayrica farkli bitki oziitlerinin de
karbon kaynaklarina ek bir ilave olarak kullanildiginda
antimikrobiyal aktiviteyi artirdign = gézlemlenmistir
(Kalkan ve ark., 2017; Ergiin ve ark., 2018). Karbon
kaynaklarmin  se¢imi, sckonder metabolizmayr ve
dolayisiyla  antibiyotik  iiretimini  biiyiik  Olciide
etkileyebilmektedir (Roitman ve ark., 1990). Karbon
kaynagindaki varyasyonlar genellikle antimikrobiyal
maddelerin iiretiminde degisiklige neden olurken iiretilen
maddenin bilesimini de biiyiik oranda etkilemektedir (EI-
Benna, 2006). Tablolarda da (Tablo 2,3,4 ve 5) gorildiigi
tizere Bacillus sp. kiiltiir ortamina katilan fruktoz
bakterinin  antibakteriyel ve antifungal aktivitesini
artirmistir. Bu gibi ¢aligmalarda kiiltiir ortamina katilacak
yeterli miktarda fruktoz, Bacillus sp.’den elde edilmek
istenen metabolit miktarini artiracagini gostermektedir.
Diger bir degisle karbon kaynaklarindaki varyasyon,
bakterinin iirettigi sekonder metabolitlerin
kompozisyonunun  degistirilebilecegini gosterirken
antimikrobiyal aktivitedeki degisime de neden olacagi
aciktir. Yedinci giiniin sonunda kiiltiir ortamina katilan
karbon kaynaklari Bacillus tiirlerinin Escherichia coli
iizerindeki antagonistik etkilerini artirdigt gorilmistiir.
Yetistirme parametrelerinin mikroorganizmalar tarafindan
iretilen sekonder metabolitler i¢in kritik oldugu
bilinmektedir. Kiiltlir ortamindaki kiigiik degisiklikler bile
sadece belirli bilesiklerin miktarin1 degil, ayn1 zamanda
mikroorganizmalarin  genel metabolik profilini de
etkileyebilir (Scherlach ve Hertweck, 2009). Besleyici
veya cevresel faktdrleri manipiile etmek, sekonder
metabolitlerin biyosentezini tesvik edebilir ve bdylece
yeni dogal iirlinlerin kesfini kolaylastirabilir.

Bu c¢alismanin sonuglari, dogal izolatlardan Bacillus
toplulugunun bir¢ok susunun, klinik olarak &nemli
bakterilere karsi giiglii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica kullamlan Bacillus
izolatlarindan elde edilen metabolitlerin biyolojik 6l¢ciim
yontemi ile belirlenmesinde test mikroorganizmasi olarak
E. coli ve C. albicans’in kullanilabilecegini gostermistir.
Ayrica kiltir ortamina katilan bazi substratlarin fakl
metabolit iretmesine neden oldugu igin, c¢aligmada

kullanilan diger test bakterilerinin de basilluslar
tarafindan  dretilen  metabolitlerin  belirlenmesinde
kullanilabilecegini sOyleyebiliriz. Antimikrobiyal

duyarlilik testlerinin sonuglari, bakteriden elde edilen
antimikrobiyal sekonder metabolitlerin, bir karbon
kaynag:1 olarak fruktoz ve sakkaroz varliginda optimal
olarak {iretilebilecegini gostermistir. Dahasi, Bacillus
cinsi iiyelerinin, patojen bakterilerde gelisen antibiyotik
direncine karsi, hala ila¢ endiistrisi i¢in katkida
bulunabilecek  bilesikler {iretebilen tlirlere  sahip
proliferatif bir bakteri grubu oldugunu gostermektedir. Bu

agidan, yapilan bu tip calismalarla, dogada yaygin bir
sekilde bulunan Bacillus tiirleri antibakteriyel ve
antifungal bilesikler icin kaynak olusturabilir, ilag ve
tarim endiistrisinde potansiyel bir kullanim alam
bulabilirler.
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