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Ozet

Bu ¢alismada Gaziantep ili Oguzeli ilgesinde Hordeum sp. (arpa) ve Vicia sp. (fig) ekilmis
topraklardan Bacillus sp. izole edilmis ve tanimlamasi yapilmistir. Toprak érneklerinden 121
adet Bacillus suslar1 izole edilmistir. izolatlarin 114 tanesinin Bacillus genusuna 6zel 16S
rRNA primerleriyle PZR iiriinii verdigi tespit edilmistir. Klasik yontemlerle yapilan tiir
teshisinde Bacillus subtilis, B. mycoides, B. megaterium ve B. amyloliquefaciens tiirleri
belirlenmistir. Dort izolatin metabolik {irlinlerinin Escherichia coli ve Micrococcus luteus
gelisimini engelledigi tespit edilmisti. Antimikrobiyal etkinin plazmit varlig: ile iligkili olup
olmadig: diistiniilerek plazmit igerikleri incelenmistir. Yalnizca B. subtilis’te plazmit varligi

belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Bacillus, Bakteriosin, PCR tanimlama.

Identification of Bacillus Species Isolated from Soil and Determination of Bacteriocin
Production

Abstract

In this study, Bacillus sp. was isolated from the soil seeded with Hordeum sp. and Vicia sp.
and was identified. 121 Bacillus isolates were derived from soil samples. It was determined
that 114 isolates gave 16SrRNA pcr products with primers specific for Bacillus genus.
Classical methods were used to identify the species: Bacillus subtilis, B. mycoides, B.

megaterium and B. amyloliquefaciens species. It was determined that metabolic products of



four isolates inhibited Escherichia coli and Micrococcus luteus growth. The relationship
between antimicrobial effect of species and plasmid presence was tested and plasmid contents

was only observed in B. subtilis.
Keywords: Bacillus, Bacteriocin, PCR identification.
Giris

Toprak mikroflorasinin énemli bir kismi Bacillus cinsi bakterilerdir. Bacillaceae
familyas1 icerisinde yer alan Bacillus tiirleri, acrop ve fakiiltatif anaerop, gram pozitif
endosporlu, bakterilerdir [1,2,3]. Bacillus genusuna ait tiirlerin ¢ogu gilivenli
mikroorganizmalardir. Tarim ve endiistriyel amaglarda basarili sekilde kullanilmakta olan pek
cok maddeyi sentezleyebilme kabiliyetine sahiptirler. Cogu mikroorganizmada oldugu gibi,
Bacillus tiirleri de gidalarda patojen veya bozulma etkeni mikroorganizmalarin biiylimesini
Onleyebilen veya onlar1 6ldiiren farkl ¢esitlerde bilesik (bakteriosinler) iiretmektedirler [4,5].
Bacillus tiirleri genel olarak, patojenik bakteri ve funguslara karsi terapdtik ajanlar olarak
potansiyel uygulamaya sahip peptitler, lipopeptitler, fosfolipitler ve polienler iiretirler ve
tiretilen antimikrobiyal bilesenlerin ¢ogu peptit orijinlidir [6,7]. Antimikrobiyal bilesiklerin
gidalarda biyokoruyucu olarak kullanimi gittikge popiiler hale gelmektedir. Son yillarda,
saglikli bilince sahip tiiketiciler, saglikli hayat tarzlarina uygun dogal gidalara
yonelmektedirler. Bu kimyasal koruyucular olarak katkisiz gidalar1 igerirler [7,8].
Antimikrobiyal maddeler, gida koruyucular1 olarak 6nem kazanmakla beraber, bitki
patojenlerinin biyolojik kontrolii i¢in de 6nemlidir. Bacillus farkl tiir ve suslar1 tarafindan
tiretilen sekonder metabolitlerin, farkli bitki patojenlerine karsi antibakteriyel ve antifungal
aktivite gosterdigi belirtilmektedir [9-11].

Bu calismada, Hordeum ve Vicia ekilen topraklardan Bacillus tiirleri izole edilmistir.
Izole edilen mikroorganizmalar, koloni PZR ydntemiyle molekiiler olarak tanimlanmistir.
Bacillus olarak tanimlanan izolatlarin klasik yontemlerle tiir teshisi ve frettikleri

baklteriosinlerin bazi patojen bakteriler iizerinde inhibisyon etkisi aragtirilmistir.
Materyal ve Yontem
izolasyon

Araziden alinan toprak ornekleri laboratuara getirilerek 10 g 9.0 ml fizyolojik su ile
slispansiyon haline getirilmistir. ~ Siispansiyon haline getirilen &rnekler 63 °C deki su

banyosunda 30 dakika siire ile bekletilmis ve sogutulduktan sonra uygun dillisyonlardan
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(10...) plate count agar besiyerine yiizeysel ekim yapilmis ve 30 °C de 24 saat inkiibe
edilmistir [12]. Petrilerdeki farkli 6zellikteki koloniler, nutrient broth besiyerine asilanmig
30°C de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir [13,14]. Bakteri izolatlar1 steril ependorflarda

%30’1uk steril gliserol ile stoklanmistir. Tim izolatlar -20 °C de muhafaza edilmistir.
Koloni PZR Yéntemiyle Bacillus Cinsi izolatlarin Taranmasi

Izolatlar, koloni PZR yontemi kullanilarak Bacillus cinsine 6zgii 16 S TRNA primerleri
ile taranmistir. Bunun i¢in BacF (5-GTGCCTAATACATGCAAGTC-3’) ve BacR (5’-
CTTTACGCCCAATAATTCC-3") primerleri kullanilmistir [14]. PZR sartlari; ilk
denatiirasyon (95°C’ de 5 dk) , yapisma (60°C’de 1 dk) ve uzama (72°C’de 1 dk) seklinde 35

dongii olarak uygulanmustir.
DNA Jel Elektroforez

Agaroz jel, 1X TBE (90mM Tris Base; 90 mM Borik Asit; 2 mM EDTA; pH 8.0)
tamponu ile hazirlanmistir ve PZR iiriinleri agaroz jelde kosturulmustur. DNA kontrolii
olarak uygun boyutlardaki (100 bg¢ veya 1 kb) DNA standartlar1 (Favorgen, Tayvan)
kullanilmistir. Agaroz jel igindeki DNA, Et-Br (0.5 ug/ml) ile boyanarak (post-staining) UV

1s181inda goriintiilenmis ve fotograflanmistir (Canon, S31S).
Bacillus spp.’ nin Bakteriosin Uretimi

Bacillus olarak tanimlanan 114 izolat ve test bakterileri (Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumonii, Klebsiella pneumoniae) nutrient
broth besi ortaminda, 37°C de 24 saat siire ile aktiflestirilmistir. Bakteriosin iireten izolatlarin
belirlenmesi i¢in izolatlar % 3 glikoz igeren nutrient broth besiyerinde 37°C de 72 saat inkiibe
edilmistir. Siire sonunda bakteriler tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddeler 1:3 w/v etil
asetatla 3 defa ekstrakte edilmistir [14,15]. Rotary evaporatérde 1 ml kalincaya kadar

buharlastirildiktan sonra 11 mm ¢apindaki steril filtre kagitlarina 100 pl emdirilmistir.

Ekstraktlarin  antimikrobiyal aktivitesi test mikroorganizmalari ile belirlenmistir.
Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan diskler, test bakterilerinin asilandigi [16] petri
kutularina uygun araliklarla yerlestirilmistir. On inkiibasyondan sonra 37°C de 24 saat inkiibe
edilmis ve siire sonunda olusan inhibisyon zonlar1t mm olarak 6l¢iilmiistiir [13,14]. Calisma 3

paralel olarak yliriitiilmiis ve sonuglar ortalama deger olarak verilmistir.
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Bacillus spp. Izolatlarinin Tanimlanmasi

Bakteriosin iirettigi gozlenen izolatlarin tanimlanmasi i¢in gram boyama, endospor
boyama, zincir formu olusturma, katalaz, karbonhidrat fermentasyon, bile-eskiilin hidroliz,
nisasta hidroliz, NaCl tolerans, IMVIiC, iirecaz aktivite, nitrit-nitrat amonyak, hareketlilik ve

lesitinaz aktivite testleri yapilmustir [1,14].
Plazmit DNA Ekstraksiyonu

Antibakteriyel madde iirettigi belirlenen 4 Bacillus izolatindan Favorgen Favorprep
Plasmid DNA Extraction Mini Kit ile plazmitler saflagtirilmistir. Elde edilen iirtinler -20°C de

saklanmistir.
Bulgular ve Tartisma

Gaziantep ili Oguzeli ilgesinden Hordeum sp. ve Vicia sp. ekilmis topraklardan Bacillus
sp. izole edilmis ve tanimlamas1 yapilmstir. Toprak drneklerinden 121 adet Bacillus suslart
izole edilmistir. izolatlarin 114 tanesinin Bacillus genusuna 6zel 16S rRNA primerleriyle PZR
iriinii verdigi tespit edilmistir.

Koloni PZR Yéntemiyle Bacillus Cinsi izolatlarin Taranmasi

PZR jel goriintiilerinden de goriildiigli gibi, 121 izolattan 74, 88, 101, 105, 109, 116 ve
118 nolu izolatlarin Bacillus genusuna 06zel primerlerle PZR firiinii vermedigi, diger
izolatlarin ise PZR iirlinii verdigi tespit edilmistir. Boylelikle morfolojik olarak secilen
Bacillus izolatlar1 koloni PZR yontemi kullanilarak da teyit edilmistir. 108, 110, 112, 113,
114, 115, 119, 120 ve 121 nolu izolatlara ait bant boylarindaki farkliligin, ileri ve geri
primerlerin baglandiklar1 konsensus bolgeleri arasindaki baz sayilarinin farklhiligindan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir (Sekil.1).

500 bp — s G S B e Y D Gore e G
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Sekil 1. Topraktan izole edilen Bacillus izolatlarinin koloni pzr gériintiileri. A:izolat 1-12; B:
[zolat13-25; C: Izolat 26-41; D: Izolat 42-57; E: 58-81; F: 82-105; G:106-121; M: Marker;
bp: Base pair.

Bakteriosinlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Topraktan izole edilen ve koloni PZR metodu ile Bacillus cinsi olarak tespit edilen 94
izolattan 4 tanesinin (4,5,9,19) bakteriosin trettigi belirlenmistir. Bacillus spp. tarafindan
tiretilen metabolitler, test mikroorganizmas: olarak kullanilan Escherichia coli ve

Micrococcus luteus’un gelismesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 2).

61



70
o

Micrococcus luteus LA 2971

Sekil 2. Bacillus cinsi bakterilerin patojen
mikroorganizmalara kars1 inhibisyon etkisi

Yapilan galismalarda bazi B.cereus izolatlar1 ile ayn1 ortama ekilen B.licheniformis,
B.subtilis, E.faecalis, E.coli, S. aureus, Lactobacillus helveticus ve L.casei tiirlerinin
gelismesini engelledigi belirtilmektedir [17].

Bacillus cinsinin yabani tip suslar1 antimikrobial aktivite igin se¢ilmistir. Iki adet susun
B. polymyxa MIR 23 ve B. circulans MIR 13’iin M. luteus'a kars1 gelismesini engelleyici
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bunlardan B. polymyxa MIR 23’iin E. coli, P. aeroginosa ve
Aspergillus niger'e gelismesini engelledigi bildirilmistir. Buna karsilik B. circulans MIR 13
bu organizmalara karsi aktif olmadigi gozlenmistir. Belirtilen ¢alismada B. subtilis ATCC
6633 ve B. polymyxa ATCC 10401 suslar1 standart antibiyotik tiretici sus olarak kullanilmistir
[18].

B. subtilis, B. cereus C1,C2 suslarimin bakteriyosin iiretme yetenegi, B.cereus Bcls-6, B.
cereus Bcls-7, B. cereus BcSn-8 ve B. subtilis BSn-12 gibi farkli Bacillus suslarina karsi test
edilmistir. Dort sus B. cereus Bcls-7 ve B. subtilis BSn-12 ye kars: giiclii aktivite gostermistir
[19]. B. subtilis ATCC 6633 susunun antifungal peptit antibiyotik potansiyeli igeren
mikosubtilin tireticisi oldugu belirtilmistir [20].

Yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgular Bacillus tiirlerinin antimikrobiyal maddeler
trettigini ve patojen mikroorganizmalarin gelismesini inhibe ettigini gostermektedir.
Yaptigimiz bu calismada elde edilen bulgular o6nceki yapilan c¢aligmalara katkida
bulunmustur.

Son yillarda ¢ogu mikroorganizma antibiyotiklere direng kazanmistir. Bu sebepten otiirii
yabani tip mikroorganizmalarin antibiyotik 06zelligi olan maddeler {iretmesi veya genis
antimikrobial aktiviteye sahip olmasi ¢ok 6nem tagimaktadir. Bu antibiyotiklerin patojenlere

kars1 etkili olmasi 6nemli goriilmiistiir [18].
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Glinlimiizde bilinen 8000 antibiyotigin kayitlarda var oldugu belirtilmis ve buna her yil
yiizlercesinin eklendigi ilave edilmektedir. Buna ragmen yeni antibiyotiklerin arayis ve
kesfinin beklenildigi belirtilmistir. Bu a¢idan bakildiginda Bacillus genusu antibiyotik iiretici
kaynak olarak gosterilmistir [21]. Bacillus tiirlerinin biyolojik kontrol ajani olarak cazip
olmasinin sebepleri, toprakta bol miktarda bulunmalari, cesitli biyolojik aktif metabolitlerin
tiretimi ve sabit sicaklik direngli spor formlarini olusturma yetenekleri olarak rapor edilmistir

[22].

Cizelge 1. Topraktan izole edilen Bacillus tiirlerinin tirettigi bakteriosinlerin antimikrobiyal

etkisi

Mikroorganizmalar | 4 nolu izolat 5 nolu izolat 9 noluizolat | 19 nolu izolat

Micrococcus luteus 20+2.821 22+1.41 14+2.12 10+1.414
Escherichia coli 14+0.70 20+1.41 2 14+2.82
Pseudomonas - - - -
aeruginosa

Klebsiella pneumoniae - - - -

Acinetobacter - - _ -
baumannii

' inhibisyon zonu,mm; %inhibisyon zonu belirlenemedi.
Bacillus spp. izolatlarimin Tanimlanmasi

Bacillus izolatlari, Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology [23], Collins ve ark.
[14], Demirbag ve Demir, (2005), [1] ve Barrow ve Feltham (2003) [24] tarafindan Gnerilen
testlerle belirlenmistir. Bu testler sonucunda elde edilen bulgular, [1,14,22,23]’iin verileri ile
karsilastirilmis ve tiir teshisi yapilmistir. Izolatlarm tanimlamasi icin yapilan testler ve
sonuglar1 Cizelge 2 de verilmistir. Buna gore 4 nolu izolat B. subtilis, 5 nolu izolat B.
mycoides, 9 nolu izolat B. megaterium ve 19 nolu izolat ise B. amyloliquefaciens olarak

tanimlanmaistir.
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Cizelge 2. Bacillus izolatlarinin tanimlanmasi i¢in yapilan biyokimyasal ve

fizyolojik testler

. . Izolat No
I1zolat Ozellikleri
4 5 9 19
Zincir Formu
+ + + +
Olusumu
Gram Boyama + + + +
Endospor Boyama + + + +
Katalaz Aktivitesi + + + +
Fenol-Glukoz + + + +
Fenol-Laktoz + + + +
Fenol-Maltoz - + + +
Fenol-Mannitol + + + +
Fenol-Ksiloz + - + n
Bile-Eskiilin
Hidroliz
Nisasta Hidroliz + + + +
%2 Na-ClI
+ + + +
Toleransi
%5 NaCl
+ + + +
Toleransi
%7 NaCl
+ + + -
Toleransi
%10 NaCl
+ + + +
Toleransi
%11 NaCl
+ + + -
Toleransi
%12 NaCl
- + + -
Toleransi
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Metil Kirmizisi - + + -
VP + + + +
Indol - + - -
Citrat + - + n
Ureaz - + + -
Nitrat-Nitrit + - - n
Amonyak + + + "
Hareketlilik + - n n
Lesitinaz ] . ] ]
Aktivitesi
Tammlanan Tiir | B.subtilis | B.mycoides | B.megaterium | B.amyloliquefaciens

Sonugclar

Bilindigi gibi sentetik ve zararli kimyasallarin, hemen hemen her tiirlii tiikketim
maddesine girmesi ve yapilan ¢alismalarla bu yapay maddelerin insan ve g¢evre sagligina
olumsuz etkilerinin goriilmesi, diinyada tekstilden gidaya pek ¢ok alanda dogal iirtinlere karsi
ilgiyi artirmigtir. Bu durum, {reticilerin {irlinlerinde en dogal ve saglikli malzemeleri
kullantmin1 zorunlu hale getirmektedir. Bilhassa hazir gidalarda bozulma etmeni olan
mikroorganizmalarin baskilanmasinda kullanilan kimyasal katki koruyucular yerine, bazi
bakterilerin iirettikleri bakteriyosinlerin saflastirilarak, biyokoruyucu olarak kullanilmasi daha
saglikli goriinmektedir. Antimikrobiyal maddelerin organik olmalari, gidalarin fizikokimyasal
ozelliklerinde herhangi bir degisiklige sebep olmamalar1 da, bu amagla kullanimlarin1 daha da
cazip hale getirmektedir. Bunun disinda, bazi patojen mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklarda, bazi1 mikroorganizmalarin iirettikleri antimikrobiyal maddelerle bu patojenlerin
gelisimi inhibe edilmektedir. Bu calismada izole edip tanimladigimiz suslardan elde edilen
bakteriosinlerin daha ileri ¢alismalar1 da yapilarak tedavi amagh kullanilabilirligi test
edilmelidir.
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