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OZET

Bu caligmada, Kiitahya’da satilan ve mensei ¢esitli iller olan siizme ve petekli toplam
44 bal 6rnegi toplanmistir. Toplanan bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyucuk
yontemiyle belirlenmistir. Bu yontemde 7 adet gram negatif bakteri [Escherichia coli,
Legionella pneumophila serogrup 1(a), Legionella pneumophila serogrup 1(b), Legionella
pneumophila serogrup 2-15(a), Legionella pneumophila serogrup 2-15(b), Legionella spp.(a) ve
Legionella spp.(b)] ve 1 adet ise gram pozitif bakteri (Staphylococcus aureus) kullanilmustir.
Bal ornekleri en yiiksek aktiviteyi Legionella pneumophila serogrup 2-15(a)‘ya karst

gostermigtir.

Ikinci asama olarak toplanan bal Srneklerinden 67 adet aerob endospor olusturan
mikroorganizma izole edilmistir. izolatlar biyokimyasal identifikasyon testlerine tabii tutulmus
ve bunun sonucunda tiimiiniin Bacillus spp. cinsine ait oldugu tespit edilmistir. Identifiye edilen
izolatlarin; agir metal, antibiyotik direncliligi ve sekonder metabolit iiretim yetenekleri

arastirilmstir.

Yapilan agir metal direnglilik (MIK) deneyinde, agir metallere karsi en yiiksek MIK
degeri referans sus (B. subtilis NRRL B-209) ile kiyaslandiginda, ¢alismamizdaki Basillerin
duyarl olduklar1 agir metalleri siraya koydugumuzda Co=Cu=Cd>Fe>Pb oldugu goriilmiistiir.
Elde edilen basil izolatlarinin %8,95 inin Kanamisine kars1 direngli oldugu belirlenmistir. Basil
izolatlarinin sekonder metabolit olusumunun belirlenmesinde agar blok yontemi kullanilmustir.
Bu deneyde ise antimikrobiyal aktivite testindekullanilan 8 adet mikroorganizma ile
calistlmustir. izolatlarin olusturdugu sekonder metabolite karsi en yiiksek antimikrobiyal

aktiviteyi L. pneumophila Sg 1(b)bakterisi gostermistir.

Anahtar kelimeler: Agir Metal ve Antibiyotik Direngliligi,Antimikrobiyal Aktivite,
Bal,Bacillus spp.,
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Thesis Supervisor: Asst. Prof. Ferdag COLAK

SUMMARY

In this study, a total of honey samples of filtered and honeycombed items, which are
sold in Kiitahya and are of various origins, were collected. The antimicrobial activity of the
collected honey samples was determined by the agar well method. In this method, 7 gram
negative bacteria [Escherichia coli, Legionella pneumophila serogrup 1(a), Legionella
pneumophila serogrup 1(b), Legionella pneumophila serogrup 2-15(a), Legionella pneumophila
serogrup 2-15(b), Legionella spp.(a) ve Legionella spp.(b)] and 1 gram positive bacteria
[Staphylococcus aureus] were used. The honey samples revealed that the highest activity
against Legionella pneumophilaserogrup 2-15 (a).

In the second stage, 67 of the honey samples collected were microorganism isolated,
which endospore forming Bacillus. The isolates were subjected to biochemical identification
tests and as a result of which all of the Bacillus spp. belongs to the genus. The identified
isolates; Heavy metal, antibiotic resistance and secondary metabolite production ability were

analyzed.

In the heavy metal resistance (MIC) test,when compared to the highest MIC value
reference strain (B. subtilis NRRL B-209) against heavy metals, It was found that the basils in
our study are tolerant and When we put heavy metals in order that they are sensitive It is
observed that Co=Cu=Cd>Fe>Pb. It has been found that isolates show the highest antibiotic
resistance level against the antibiotics of the doxycycline and rifampicinin the resistance test of
antibiotic and the antimicrobial resistance of the kanamycin at the lowest antibiotic resistance.
Agar block method was used for the formation of secondary metabolite. 8 microorganisms were
used in this experiment which is used in the antimicrobial activity test. The highest
antimicrobial activity against secondary metabolites produced by the isolates was against L.

pneumophila Sg 1(b).

Keywords: Antimicrobial Activity, Bacillus spp. Heavy Metal and Antibiotic Resistance,
Honey
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1. GIRIS
1.1. Bal

Bal; “bitkilerin ¢i¢eklerinde bulunan nektarlarin ya da bitkilerin canli kisimlar ile bazi
eskanatli boceklerin salgiladigi tatli maddelerin bal arilari (Apis mellifera, Apis mellifica)
tarafindan toplanmasi, organizmalarinda bilesimlerinin degistirilip petek go6zlerine depo
edilmesi ve buralarda olgunlagsmasi sonucu meydana gelen koyu kivamda tath bir iirtindiir”
seklinde tamimlanmaktadir (Hisil ve Borekgioglu, 1986).Bal arilari, ¢igeklerde bulunan veya
bocekler tarafindan bitkiler iizerinde olusturulan nektar adli tatli sivilar toplayarak bal elde
ederler. Nektar, sindirim sisteminin degisiklige ugramis bir parcasi olan bal midesinde nektar1
bala doniistiiren c¢esitli enzimlerle muamele edilir. Daha sonra suyu ugurularak bala
doniisttriiliir. Elde edildigi nektara gore bal, renk, lezzet, koku ve kimyasal kompozisyonu ile
cesitlilik gostermektedir. Bal orijinine gore; ¢icek ballar1 (bitki nektarlarindan elde edilir) ve
salgi ballar (bitkilerin canli kisimlarinin salgilarindan veya bitkilerin canli kisimlari {izerinde
yasayan bitki emici boceklerin -Hemiptera- salgilarindan elde edilir) olarak ikiye ayrilir.
Tirkiye diinyadaki en onemli salgi bali iireticilerinden biridir. Bu bal, bal arilar1 tarafindan
Tirkiye’de ¢am agaclarindan beslenen Marchalina hellenica isimli insektin salgisindan
yapilmaktadir (Karadal ve Yildirnm, 2012). Balin bilesimi Cizelgel.1’dedzetlenmistir
(Bogdanov, vd., 2008).

Bali ilk defa kimin, ne zaman ve nasil buldugu bilinmemekle birlikte, arastirmalar
Ispanya’da Valencia eyaletinde bulunan Arona magarasinin duvarinda bal toplayan kiz resminin
16 bin yil 6ncesine ait oldugunu gostermektedir. Kendi tarihimize baktigimizda, Kasgarh
Mahmut’un agiklamalarina goére Tiirkler ilk zamanlar bali “ar1 yagi”olarak tanimlamislar,
sonralar1 Bati Tiirkleri tarafindan giniimiizde kullanilan adiyla “bal” demeye baslamiglardir
(Otles, 1999).Giiniimiizde hastaliklarin artmasi ve sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya
cikmasi ve hastalik yapici etkenlerin bu sentetik ilaglara karsi direng kazanmasiyla insanlar
dogal tedavi yontemlerine yonelmistir. Bu yontemler arasinda en popiiler olanlardan biri de ar1
driinleridir. Bal aris1 {riinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasima Apiterapi denilmektedir
(Hamdy, vd.,1989). Apiterapi bal, propolis, ar1 siitii, polen ve ar1 zehri kullanimin1 kapsar
(Zumla ve Lulat, 1989).

Antimikrobiyal o6zelliginden dolay1 bali Misirhilar cerrahi pansumanlarda, goz
iltihaplarinin tedavisinde kullanmiglardir. Cinli ve Hintliler ise ¢igek hastaliginin yayilmasini
engellemek igin hasta viicudunu bal ile sarmiglardir (Martos, vd., 1997).Balin antimikrobiyal

Ozelligi ilk kez Van Ketel tarafindan 1892 yilinda taninmustir (Dustmann, 1979).



Cizelge 1.1. Balin bilesimi (Bogdanov, vd., 2008).

Cicek Bah Salg1 Bah
Ortalama Min- Max Ortalama Min- Max

Su 17,2 15-20 16.3 15-20
Monosakkaritler

Fruktoz 38,2 30-45 31,8 28-40

Glukoz 31,3 24-40 26,1 19-32
Disakkaritler

Sukroz 0,7 0,1-4.8 0,5 0,1-4,7

Digerleri 5,0 2-8 4.0 1-6
Trisakkaritler

Melezitoz <0,1 4,0 0,3-22,0

Erloz 0,8 0,5-6 1,0 0,1-6

Digerleri 0,5 0,5-1 3,0 0,1-6
Tanimlanamayan 3,1 10,1
oligosakkaritler
Mineraller 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminoasitler 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Asitler 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
pH degeri 3,9 3,5-4,5 5,2 4,5-6,5

Balin antimikrobiyal 6zelligi, ozmotik etki, asidite, hidrojen peroksit ve fito kimyasal
faktorlere baglidir.Ozmotik etki, bal seker eriyiginde doymus ya da asir1 doymustur (fruktoz ve
glikoz karisiminda %84 oraninda). Su balin agirhigmin sadece %15-21°1 gibi bir oraninda yer
alir. Seker molekiillerinin zorlu interaksiyonlart sonucu ayrilan su molekiillerinin su aktivitesi
(aw) ortalama olarak 0,562-0,620 arasinda degisir. Bununla birlikte birka¢ maya ¢esidi bal
iginde yasayabilirler ki, bunlar yiiksek oranda su muhtevasina sahiptirler. Olgunlagmis balin su
aktivitesi (aw) ¢ok disiiktiir; ancak yine de bazi tiirlerin gelisimini destekleyebilir.Birgok
bakteri tiirii i¢in aw; 0,94-0,99 arasinda ise gelisimleri biitliniiyle inhibe olur. Bu nedenle
sulandirilmamis balin, ozmotik aktivitesibir¢ok bakteri tizerinde etkilidir (Molan, 1992).Asidite
bakimindan bal, karakteristik olarak tamamen asidiktir. pH’s1 3,2-4,5 arasindadir ki, bu diisiik
miktar bircok hayvansal patojen i¢in Sldiiriiciidiir. Bu tip tiirlerin gelisimleri i¢in optimum pH,
genellikle 7,2-7,4 arasindadir. Enfeksiyona neden olan bazi tiirlerin gelisimleri i¢in gerekli olan
minimum pH degerleri; Esherichia coli i¢in 4.3, Salmonella spp. i¢in 4.0,Pseudomonas
aeroginosa igin 4.0,Streptococcus pyogenes icin 4.5 dir. Boylece su katilmamis balin i¢indeki

asidite onemli bir antibakteriyel faktor olarak karsimiza g¢ikar. Ancak bal sulandirilmissa;



Ozellikle viicut sivilar1 vasitasiyla cok iyi tampon vazifesi goriir, balin pH’s1 yiikselecek ve

birgok bakteri tiiriine kars1 inhibitor etki yapamayacaktir (Molan, 1999).
Kaliteli bir balin tasimas1 gereken nitelikler sunlardir

e Nisasta icermemesi,

e Saglikli ar1 kovanlarindan elde edilmis olmasi,

e Yapisinda bulunan dogal maddeler haricinde yabancit maddeler icermemelidir,

e Patojen mikroorganizma bulunmamalidir,

e Invert seker miktari; salgi balinda % 60, cicek balinda % 65 oranindan az olmamalidir,

e Rutubet miktar1 % 20’den fazla olmamalidir,

e Sakkaroz miktari, salgi balinda % 10,¢icek balinda % 5 oranindan fazla olmamalidir,

e Balda suda ¢oziinmeyen madde miktar1 % 0.1, pres balinda ise % 0.5 oranindan fazla
olmamalidir,

e Mineral madde (kiil miktar1), salgi balinda % 1,2' yi, cicek balinda ise % 0,6' y1
gecmemelidir,

e Asitlik miktar1 40 meq/kg’dan fazla olmamalidir,

e Petek levhalarinin kalinligi 3 mm'den fazla olmamalidir,

e Ticari glikoz icermemelidir, (Anonim, 2000).
1.2. Aerob Endospor Olusturan Bacillus Cinsi’nin Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi iiyeleri gram pozitif bakterilerdir ve vejetatif formlar1 yuvarlak veya
koseli uglara sahip olabilecegi gibi oldukga kiiciik (0.5x1.2 pm) veya nispeten bilyiik (2.5x10
pm) olabilir.  Aerobik veya fakiiltatif aneorobiktir ve oksijen terminal elektron
akseptoridiir.Bacillus tiirlerinin hepsi 1s1ya karsi dayaniklidir ve aerobik sartlarda spor {iretme
yetenegine sahiptirler. Ana hiicredeki sporun sekli ve sporongium’un bulundugu konum
Bacillus spp. cinsi iyelerindekarekteristik 6zelligi belirler. Endosporlar1 genellikle silindirik,

elipsoidal, oval veya yuvarlak sekildedir.

Hiicreler parasporal cisimcikler veya protein kristalleri icerebilir. Katalaz ¢ogu tiir
tarafindan olusturulur. Oksidaz pozitif veya negatif olabilir. Bacillus cinsinin sicaklik istekleri
cok farklilik gosterir cogunlugu mezofilik cinsler olustururken, zorunlu termofillik, psikrofilik,
ozelliklere sahip tiirlerde goriilmektedir. Bazi suslari tuza toleranshi iken, bazilar1 tuz igin
spesifik gereksinimlere sahiptir (Sneath, 1986; Ustagelebi, 1999; Rygus ve Hillen,
1991;Gordon, 1981; Giiltekin, 2009).Bacillus tiirleri tabiatta ¢iiriiyen organik materyallerde, toz,

toprak, yesil sebze, suda ve bazi tiirlerde normal viicut florasinda bulunur. Bacillus tiirleri



icerisinde nonpatojen tiirler olmasina karsin Bacillus anthracis tiirii patojenik bir 6zellige
sahiptir. B.anthracis’den sonra ikinci 6neme sahipBacillus tiirli B.cereus’ tur. Baharatlar, siit
tozu, tahil {irtinleri, kuru gidalar, sebzeler, et, soslar, tatlilar bu bakteri sporlar1 ile kontamine
olabilirler. B.cereus grubu iginde yer alan B.myocoides ve B. thuringiensis te ishal olusturan

toksin tretirler ve gastroenteritten sorumlu olabilirler (Logan, 1999; Ustagelebi, 1999).
1.2.1. Koloni ve hiicre morfolojisi

Bacillus tiirlerinin koloni morfolojisi ¢evresel kosullara bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Koloni morfolojisini etkileyen faktorler arasinda en onemlileri kullanilan
besiyeri ¢esidi ve koloninin yasidir. Genel olarak koloni 6zelliklerine bakilacak olursa, opak,
yar1 seffaf, diizglin ya da piiriizlii koloniler seklinde goriiliir. Koloni renkleri, kreme yakin
beyazdan sariya cesitlilik gosterebilir. Cogu Bacillus tiiriinde pigment goériilmezken bazi
tirlerde farkli besiyerlerinde sari, yesil, mavi-siyah vb. pigmentler iiretebilirler. Baz1 Bacillus
tirleri, dis ylizeyinde polisakkarit veya polipeptid yapida kapsiil olustururlar(Rosovitz, vd.,
1998; Ustagelebi, 1999; Rygus ve Hillen, 1991).

Flagellar antijenler B. cereus, B. thuringiensis ve B. sphaericus ve benzeri tiirlerin
tanimlanmasi i¢in kullanilir fakat,flagella olusumu taksonomide kullanilan temel Ol¢iitlerden

biri degildir (Rygus ve Hillen, 1991; Sneath, 1986).
1.2.2. Bacillustiirlerinde spor olusum mekanizmasi

Endosporlar; endospor olusturan bakterilerde, logaritmik biliyiime esnasinda, glukoz
fermente edilir ve organik asitler birikir. Endospor olusumu sirasinda vejetatif hiicre
biiyliyemeyen, sicakliga dayanikli yapi olan endospora donisiir. Bakteriyel sporulasyon,
hiicrelerin logaritmik olarak biiylimeleri temel bir besine bagli olarak durunca meydana gelir.
Boylelikle, tipik endospor olusturan bir bakteri olan Bacillus hiicreleri, karbon ve azot gibi esas

bir besin sinirlt hale geldiginde vejetatif biiylimeyi durdurur ve sporulasyona gecer.

Mikroorganizmalarin ¢evre sartlar1 siirekli bir kosuldan digerine degisebilir ve bu
nedenle mikroorganizmalar bdyle sartlar altinda fonksiyon gdsteren regiilator mekanizmalara
sahiptirler. Stimulan adi verilen bu genler gevre uyarilarina tepkisel olarak aktif hale gelirler.
Bacillus gibi endospor olusturan bakterilerde, logaritmik biiyiime esnasinda, glukoz fermente
edilir ve organik asitler birikir. Dolayisiyla pH diiser. Glukoz tiikendigi zaman popiilasyon
fermentatif yol izinden TCA devresi enzimlerini sentezleyerek oksidatif yol izine geger ve bu
durumda organik asitler enerji kaynagi olarak kullanilir. Oksijen alimminda bir artig olur.

Organik asitler kullanildig: i¢in de pH yiikselir. Bu sathada spor septumu goriinmeye baslar.



Gelisen sporun digindaki bolgede sitoplazma i¢indeki proteinler parcalanir ve spor proteinlerini
sentezlemede kullanilmak iizere, ayrica ilave enerji kaynagi olarak aminoasitler salinir.
Sporulasyon i¢in gereken enerjinin hepsi endojen kaynaklardan salgilanir, ¢iinkii besin
titkkenmistir. Bu endojen kaynaklar proteinler ve PHB’dir. Yeni spor enzimlerinin sentezinden
yeni MRNA molekiilleri sorumludur. Spor olusumunun biitiin basamaklar1 esnasinda logaritmik
fazda biiylime spor tamamen olgunlasip salinincaya kadar durdurulur. Endospor olusumunun
molekiiler temeli tizerindeki ¢alismalarin ¢ogu Bacillus subtilis ile yapilmistir. Bu organizmanin
spor olusturmayan mutantlar1 elde edilmis ve bu mutantlarla yapilan ¢alismalarda en az 45 ayri
sporulasyon lokusu saptanmistir. Bu lokuslardan bazilar1 sadece bir gen icerirken bazilar1 gen
gruplarini igermektedir. Gen gruplarini i¢eren lokus sporulasyon operonu olarak isimlendirilir.
Gen seviyesinde vejetatif safhaya ait spesifik MRNA sentezi dururken, spor spesifik genlerin
transkripsiyonu baglar. Spor genlerinin aktivasyonu vejetatif hiicre faktorlerinin aktivasyonunun
azalmasini takip eden, yeni RNA polimeraz o faktorlerinin iiretimi ile gergeklesir. Bu durum
RNA core polimeraza vejetatif 6’larin baglanmasi ile iligkili olan bir anti ¢ faktoriiniin aktive

edilmesiyle olusur.

Bir endospor yillar boyunca dorman kalabilir. Fakat tekrar vejetatif hiicreye, nispeten
hizli bir sekilde doniisebilir. Bu siire¢ 3 evreyi igerir: Aktivasyon, ¢imlenme ve biiyiime.
Aktivasyon yeni olugsmus subletal, fakat yiiksek sicaklikta birka¢ dakika isitarak veya spor
siispansiyonlarint 4°C veya oda sicakliginda haftalar veya aylarca depolayarak gergeklestirilir.
Aktive olmus sporlar 6zel besinlerin varliginda birakildiklarinda, ¢imlenmeye sartlanirlar.
Cimlenme genellikle hizli bir siirectir (birka¢ dakika civarinda), sporun refraktilite kaybini,
boyalarca boyanabilirliginin arttig1 ve 1s1 ve kimyasallara kars1 azalan direnci kapsar. Kalsiyum
dipikolinatin ve korteks igeriginin sporlardan kaybi bu evre boyunca meydana gelir SAPS’ler
parcalanir. Bir sonraki evre olan gelisme, su alimimindan ve yeni RNA’nin, proteinlerin ve
DNA’nin sentezinden kaynaklanan goriiliir sismeyi kapsar. Hiicre ¢atlamis spor kabugundan
c¢ikar ve sonunda biiyiimeye baslar. Hiicre sporulasyonunu etkileyen cevresel sinyaller bir kez

daha alinana kadar vejetatif olarak biiylimeye devam eder (Ugar, vd., 2008).
1.2.3. Taksonomi ve ekoloji

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, endospor olusturan Bacillaceae familyasi
bakterilerini 6 boliimde incelemektedir. Bacillus cinsi diger Bacillaceae cinslerinden aerob
endospor olusturmalar1 ve katalaz iretimi ile ayrilir. Bacillus cinsinin tanimlanmig 51 tiiri

bilinmesine ragmen taksonomik olarak yeri tam belirlenmemis gruplarda vardir(Sneath, 1986).



Bacillus cinsindeki bakterilerin = smiflandirilmasi, temel olarak onlarin spor
olusturabilmeleri, biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri ile yapilmaktadir. Bununla
birlikte bu kistaslar tiirler arasindaki iliskiler hakkinda bilgi vermemektedir. Numerik
taksonomiden ve 16S rRNA (kladistik) analizlerden elde edilen daha fazla bilgi iyi uyum
gostermis ve sonug olarakBacillus tiirleri en azindan 6 grupta toplanmistir (Demain ve Davies,

1999).

Bacillus cinsinin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur ancak Bacillus
tirlerinin ¢ogu, mezofilik sicakliklarda gelisebilirler. B. stearotermophilus gibi zorunlu
termofilik tiirler genellikle 60°C’de gelisir. B. coagulans gibi ilimli termofiller ise 45-50°C’de
gelisir.Cok yiiksek sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C de ve pH 7
civarinda tirerler (Kalayli ve Beyatli 2003; Rosovitz, vd., 1998).Karakteristik habitatlar1 toprak
olmasina ragmen dogada genis olarak, siit ve siit {irlinlerinden hava, su ve yiyecek gibi bir¢cok
ortamdan elde edilebilirler.Bitki materyallerini ve diger besinlerin iizerinde biiyiiyebilmelerine
olanak saglayan c¢esitli biyopolimerleri pargalayan enzimlere sahiptirler. Aerobik spor
olusturucular topraktan, toz ve diger yollarla herseyi kontamine edebilirler.Bazi tiirleri insan ve
hayvan patojeni olmasina karsilik genellikle saprofit toprak mikroorganizmalaridir (Kalayl ve

Beyath 2003; Gordon,1981).

1.3. Bacillus Cinsi Tam1 Yontemleri

Bakterilerin identifikasyonunda morfolojik 6zelliklerden olan hiicre biiyiikliigii,hiicre
sekli, koloni morfolojisi, hareketlilik,gram reaksiyonu, endosporun sekli ve yeri, pigmentasyon
ozelliklerinden yararlanilir. Mikroorganizmalarin fizyolojik ve metabolik 6zellikleri igerisine
mikroorganizma enzimleri ve transport proteinlerinin yap1 ve aktiviteleride girer. Ayrica, hiicre
ceperi yapisi, enerji kaynaklari, fermantasyoniiriinleri, ikincil metabolitler, oksijen istekleri,
metabolik inhibitorler ve antibiyotik duyarlilik 6zellikleride dnem tagir. Bunun yaninda katalaz
tiretimi, Voges-Proskauer reaksiyonu, VVoges-Proskauer pH’s1, anaerobik ortamda gelisme, 50
ve 65°C’de gelisme, %7’lik NaCl’de gelisme, glikozdan asit ve gaz iiretimi, nitratin nitrite
rediiksiyonu, nisasta hidrolizi ve kazein par¢alanmasi ile tiirler tanilanmaya ¢alisilir (Ustagelebi,
1999). Sekeri fermente ederler ve sonugta gaz olusumu goriilmeksizin asit tretirler. Proteinleri
ise, amonyak olusumu altinda pargalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar. DNA'larindaki

G + C mol oran1 %32-62'dir (Kalkan ve Halkman, 2006).

1.4. Molekiiler Tammmlama Yontemleri

Molekiiler tanimlama yontemleri gelismekte olan teknolojinin mikrobiyoloji alaninda

sundugu en Onemli yeniliklerden biridir. Molekiiler tanimlama ydntemlerine her gegen giin



yenisinin eklenmesi, farkli amaglarla yiiriitiilen bilimsel ¢aligsmalara biiyiik yarar saglamaktadir.
Bu yontemlerin yaygin olarak kullanimini etkileyen en dnemli faktorler maliyet ve deneyimli
personel ihtiyaci olsa da, kendisine 6zgii avantajlara ve dezavantajlara sahip bu yontemlerden
tiim diinyada yaygin olarak yararlanilmaktadir. Bu baglamda, son yillarda iilkemizde de bu tiir

yontemlerin kullanildig: bilimsel aragtirmalar hiz kazanmustir.
e PFGE(Pulse Field Gel Electrophoresis- Darbeli Alan Jel Elektroforezi)

Geleneksel jel elektroforez yontemleri, DNA 6rneklerinin kati matrikse (agaroz ya da
poliakrilamit) yerlestirilmesi ve jel icindeki molekiillerin statik elektrik alaninda gog

ettirilmesidir.
e PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu; bakteri, viriis, fungus, parazit ve protozoon gibi hastalik
etkenlerine ait hedef niikleik asit zincirlerinin, primerler (6zgiil tamamlayici oligoniikleotitler)
ile 1s1ya dayanikli enzimleri kullanarak laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasini saglayan 6zgiin ve
giivenilir bir yontemdir. Uzerinde calisma yapilan genetik materyal, cok az sayida ve hatta
bircok ilgisiz DNA molekiillerinin arasinda bile olsa ¢ogaltilabilir, homojen bir DNA materyali

haline getirilebilir ve boylelikle kolayca tanimlanabilir.

Reaksiyon polimeraz enzimi ve gerekli maddelerin bulunmasi halinde DNA’nin karsit
siralart sentezleyebilme yetenegi ile gergeklesir. Segilen DNA dizisi ¢ogaltilirken istenmeyen

diziler baskilanabilir. Boylece DNA dizisinin tanimlanmasi kolaylasir.
e MLST (Multi-Locus Sequence Typing- Coklu Lokus Dizilim Tiplendirmesi)

Bakterilerin mutasyona ugramayan genlerinde goriilen farkli yapilarin listelenmesi
yaklasimi MLEE (Multi- Locus Enzyme Electrophpresis, Coklu Lokus Enzim Elektroforezi)

yontemiyle saptanmustir.
e 16S rDNA Dizilim Analizi

Woese ve arkadaslari, bakterilerin ve diger yasam formlarimin filogenetik iligkisinin,
genetik sifrenin degigsmeyen bir bdlgesinin kiyaslanmasi ile saptanabilir oldugunu ortaya
koymustur. Bakterilerdeki bu genetik alan i¢in uygunlugu incelenmekte olan kisimlar 5S, 16S
(kiigiik alt tinite de denir) ve 23S rDNA’y1 sifreleyen genlerden meydana gelmektedir.
Bakterilerde taksonomik amagclar i¢in en ¢ok kullanilan DNA parcasi ise 16S rDNA genidir.
16S rDNA geni sadece bakteriler arasinda degil ayn1 zamanda arkebakterilerin 16S rDNA geni
ve Okaryotlarin 18S rDNA geni ile de karsilastirilabilir.



e MALDI- TOF (Matriks Asisted Later Desorption/ lonization- Time of Flight — Matriks
Destekli Lazer Desorpsiyonu/lyonizasyonu- Ugus Siiresi)

Matriks destekli lazer desorpsiyonu/iyonizasyonu (MALDI); proteinler, peptitler ve
sekerler gibi biyomolekiillerin ve eski iyonizasyon yontemleriyle iyonize edildiginde kirilip
parcalanmaya egilimli olan polimerler, dendrimerler gibi biiyiik organik molekiillerin analizine
olanak saglayan, kiitle spektrometresinde kullanilan hassas bir tekniktir. Bu yontem her ne
kadar daha az yiiklii iyonlarin meydana gelmesine neden olsa da hem hassasiyet hem de iiretilen
iyonlar agisindan en ¢ok elektrosprey iyonizasyonuna benzemektedir (Cetinkaya ve Ayhan,

2012).
1.5. Agir Metallerle Tlgili Genel Bilgi

Agir metaller, metalik Ozellikler gosteren elementlerden olusan, acik ve tam bir
tanimlamasi yapilmamis olan grupta bulunan elementlere verilen isimdir. Fiziksel ozellik
agisindan yogunlugu 5 g/cm*‘ten biiyiik olan (p>5g/ cm®) metaller igin kullamilir. Bu gruba
kursun, krom, demir, kobalt, bakir,kadmiyum, nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60’tan fazla
metal dahildir. Bu elementler dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve
stilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar iginde hapsolarak ve bakteriyel hiicreye
girebilenler katyon ve anyon (As, Cr, U) olarak bulunurlar (Sevgi, 2007).

Endiistriyel kaynakli kirlenmeden dolay1 veya topragin jeolojik yapisinda bulunan agir
metallerin su kaynaklarina gegisi, topraktaki agir metallerin ¢oziinerek dogadaki suyun hareketi
ile irmak, gol ve yeralt1 sularina ulagsmasiyla gergeklesir. Bu 6zellik, bakteriler gibi ¢ok kisa
iireme zamanlarina sahip organizmalar iizerinde gii¢lii etkilere sahiptir. Dogal veya sentetik
kimyasal bilesiklerin, agir metallerin ve bazi organik bilesiklerin yaygin iiretimi ve kullanimi;
cesitli organik bilesikleri pargalayabilme yetenegi ile agir metallere karsi direng igeren belirli

genotipler i¢in segici olarak bakteriyel ¢cevreyi degistirir (Wiener, vd., 2003).
1.5.1. Agir metallerin 6nemi

Elementlerin elektrokimyasal, katalitik ve yapisal olmak iizere ii¢ fonksiyonu vardir.
Elementler, metobolik enerji kaynagi olarak kullanildiklarinda, elektrokimyasal islevi gorirler.
Biitiin temel elementler enzim aktivatorleri olarak davranirlar ve biyokimyasal tepkimeleri
ayarlamaya yardim ederler, boylece katalitik olarak rol alirlar. Protein ve aminoasitler gibi
maddelerin, sentezinde pek c¢ok element gereklidir ve element son iirlinlin vazgegilmez
bilesenidir. Metallerin indirgenmesi; o6nemli disiik toksisiteli iz elementler (demir,

mangan,molibden), orta 6nemlilikteki toksik iz elementler (¢inko, nikel, bakir, vanadyum,



krom, kobalt, tungsten) ve sinirli faydasi olan toksik elementler (giimiis, kadmiyum, civa,

kursun, arsenik, stibium, uranyum) olmak iizere 3 grupta incelenebilir (Bigersson, vd., 1988).

Agir metaller, biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak siniflandirilirlar. Yagsamsal olarak tanimlananlarin organizma yapisinda belirli
bir konsantrasyonda bulunmalari gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinlerle alinmalari zorunludur. Ornegin, bakir
hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bir¢ok oksidasyon ve rediiksiyon
stirecinin vazgecilmez pargasidir (Bigersson, vd., 1988). Buna karsin yasamsal olmayan agir
metaller c¢ok diisilk konsantrasyonlarda bile yapiy1 etkileyerek saglik problemlerine yol

acabilmektedir. Bu gruba en iyi 6rnek kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir (John, vd., 1996).

Bir metalin toksisitesi, makromolekiil ve hiicre organelleriyle birlikte biyolojik
sistemlerdeki dinamik yasam proseslerine zarar verme kapasitesine baglidir. Bir agir metalin
yasamsal olup olmadig1 incelenen organizmaya da baglidir. Ornegin; nikel bitkiler acisindan
toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementi olarak bulunmaktadir. Bazi sistemlerde agir
metallerin etki mekanizmas1 derisime bagli olarak degisir. Ornegin krom basta insan
bilinyesinde olmak tizere, canli organizmalardaki davranisi oksidasyon kademesine, oksidasyon
kademesindeki kimyasal 6zelliklerine ve bulundugu ortamdaki fiziksel yapisina baglidir. Bu tiir
organizmalarda metalin derisimi géz Oniine alinmalidir. Kalsiyum, kobalt, krom, bakir, demir,
potasyum, magnezyum, sodyum, nikel ve ¢inko gibi metaller ihtiya¢ duyulan besinler oldugu
igin gereklidir. Bunlarin disinda kalanlarin (giimis, aliiminyum, kadmiyum, civa, kursun)

herhangi bir biyolojik fonksiyonu bulunmamaktadir (Bigersson, vd., 1988).

Hiicre i¢in en Onemli metaller, enzimlerin yapisina katilarak o6nemli biyolojik
reaksiyonlarin katalizlenmesinde rol alir. Bazilar1 protein yapisina katilir, bazilari ise bakteri
hiicre duvarinda yer alarak ozmotik balansin korunmasinda gorev alir (Hughes ve Poole, 1989;
Ji ve Silver, 1995). Demir, bakir ve nikel gibi metaller redoks siirecinde gorev alir. Bunun
disinda magnezyum ve c¢inko gibileri c¢esitli enzimleri ve DNA’y1 stabilize eder. Demir,
magnezyum, nikel ve kobalt ¢ok cesitli fonksiyonlar1 olan kompleks molekiillere katilirlar.

Sodyum ve potasyum, hiicre dis1 0zmotik basincin diizenlenmesinde gorev alir (Sevgi, 2007).

1.5.2. Agir metallerin toksik etki mekanizmasi

Metallerin yiiksek konsantrasyonlart mikroorganizmalar ve diger organizmalara toksik
etki yapar. Toksisite gerekli metallerin kendi dogal baglanma yerlerinin degistirilmesi sonucu

gergeklestirilir. Gerekli olmayan metaller tiol tasiyan gruplara ve oksijen bulunan boélgelere,
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gerekli olan metaller yerine yiiksek bir affinite ile baglanirlar. Niikleik asitlerin ve proteinlerin

konformasyonlarinin bozulmasi sonucu hiicrede toksisite goriiliir (Hughes ve Poole, 1989).

Metal katyonlar aminoasitlerde bulunan —SH gruplarini baglayarak enzimleri inhibe
eder. Bir diger egilimde, ¢esitli metal katyonlarin toksisitesinin metasiilfit ¢oziiniirligiiniin
iiriinii oldugu sonucudur. Katyonik metal, fizyolojik iyonlarla etkilesime girerek toksisiteye etki
yapabilir. Cd*2-Zn*? veya Ca*? ile Ni*? ve Co*? ise Fe*? ile Zn*? de Mg*? ile inhibisyona girerek
uygun fizyolojik katyonun fonksiyonunu durdurabilir. Anyonlar, krom ve arsenat, siilfat ve
fosfat ile etkilesime girebilir (Ahmann, vd., 1994; Laverman, vd., 1995; Newman, 1997;
Oreland, vd., 1999).

1.5.3. Agir metal ve antibiyotik direnglilik mekanizmalari

Esansiyel ve esansiyel olmayan metallerin ¢evredeki konsantrasyonlari, toksik seviyeye
ulagmasi durumunda insan ve hayvan sagligi olumsuz yonde etkilenmektedir. Ayn1 zamanda
bir¢ok mikroorganizmanin ¢esitli metallerin varliginda gelisimlerini devam ettirebildikleri de
bilinmektedir (Bruins, vd., 2000; Choudhury ve Srivastava, 2001). Yapilan arastirmalarda baz
metallere direngli mikroorganizmalar tespit edilmistir. Bu g¢alismalar, ¢ogunlukla
Staphylococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus spp.gibi 6nemli
direnglilik gosteren Gram-negatif ve Gram-pozitif aerobik bakterileri icermektedir. Toksik
metallere karsi diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesine yol acan etmen, mikroorganizmalarin
bulundugu g¢evrede, toksisiteye sebep olan metalin varligt ve bu metalin organizma {izerine

yarattig1 strestir. Bu diren¢ mekanizmalarinin ¢ogu da plazmid kokenlidir (Guzzo, vd., 1999).

Metal direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 ile
iliskilendirilmistir (Harnett,vd., 1984; McEntee, vd., 1986). Ciinkii her iki tip direng de
organizmalar arasinda konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer gergeklesmektedir. Bazi
durumlarda, metal direngliligi ile antibiyotik direngliligi ayn1 plazmid kdkenli olabilmektedir.
Metal direngliligi ise antibiyotik direngliliginden once rapor edilmistir (Ji ve Silver, 1995).
Mikroorganizmalarda metal direnclilik mekanizmalari; gecirgen bariyer sayesinde metallerin
hiicre digina birakilmasi, aktif transport ile metalin mikroorganizmadan uzaklastirilmasi,
intraselliiler ayrim, metallerin enzimatik detoksifikasyon ile daha az toksik hale getirilmesi ve
hiicresel hedeflerin metal duyarliliklarinin azaltilmasi seklinde olabilecegi bildirilmistir (Silver,
1992; Bruins, vd., 2000). Dogal diren¢ metaller veya hiicre membran bilesenlerinde
degisiklikler ile etkilesimi 6nlemek i¢in, hiicresel bilesenlerde mutasyonal formlar alabilirler
(Rouch, vd., 1995). Mikroorganizmalar bir veya birka¢ direng¢ mekanizmasimnin bir

kombinasyonuna sahip olabilmektedirler. Bir metale karsi birden fazla direng mekanizmasina
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sahip olan bir mikroorganizmanin hangi mekanizmay1 segecegi, olusacak ara iiriin veya son
iriinlin toksisitesine baglidir (Silver, 1998). Normalde bugiin bilinenlerden daha fazla direng
mekanizmast oldugu savunulmakta fakat bu mekanizmalara sahip mikroorganizmalar heniiz
izole edilmediginden ispatlanamadig: ileri siiriilmektedir (Bruins, vd., 2000). Ayrica toksik
metallere karsi diren¢ mekanizmalarinin olusturulmasinda mikroorganizmalarda bulunan
plazmid DNA’nin kromozomal DNA’dan daha etkili oldugu belirtilmektedir (Silver, 1992).
Gecirgen bariyer sayesinde, metallerin hiicre diginda birakilmasi; mikroorganizmanin hiicre
duvarinda, membraninda veya zarfinda bir takim degisiklikler meydana getirilmektedir ve bu
mekanizma sayesinde mikroorganizma metale duyarli olan 6nemli hiicresel komponentlerini

korumaktadir.

Hiicre igine metal konsantrasyonunu diizenlemek icin, ana yol membran tasima
mekanizmalariyla gergeklesmektedir. Normal sartlarda, gerekli olan ve olmayan metal
iyonlarinin her ikiside bir organizmanin icine spesifik olmayan alim sistemleri aracilif1 ile
taginabilir. Metal iyonlari, dig membrana ve kapsiile non-spesifik olarak baglanabilmektedir. Bu
baglanma, dig membranda yer alan -NH>, -SH, -OH, -SOsH, -COOH ve POsH gruplari ile metal
iyonlar1 arasindaki spesifik olmayan etkilesim ile gerceklesmektedir (Gazso, 2001). Bakterilerin
dogal olarak sahip olduklar1 ekstraselliiler polisakkarit tabaka, metal iyonlarini biyosorblama
yetenegine sahiptir ve bu sayede bu iyonlarin hiicre komponentleri ile etkilesime girmesi
onlenmektedir. Baglanma bdlgesinin doygunluga ulasmasindan dolayr metale karst siirli bir
koruma saglamaktadir (Gavrilescu, 2004). Ortamda metal iyonlari fazla oldugu durumda gerekli
olmayan metallerin, hiicre i¢ine alinmasi spesifik iyon akis sistemler araciligi ile engellenir.
Gerekli olan fosfatlarin alinimi sirasinda, zehirli metal olan arsenatin disar1 birakilmasi buna bir
ornektir. Hiicre, normal mekanizmalardan yiiz kat daha biiyiik bir spesifite ile fosfat alirken,

daha spesifik bir sistemin aracilig1 ile arsenat1 ayirt edebilir.

Bir hiicre, hiicresel bilesenlere hassas korumali metal direng sistemini bir denemede
gelistirebilir. Metal giris simir1 veya hiicresel bilesenlerin degisimi hiicrelerin metallere
duyarliligimi azaltir. Bir mikroorganizmada direncin boyutunu birka¢ faktdr belirler. Bunlar;
metal alimi i¢in bazi mekanizmalar ve tipleri, her bir metalin normal metabolizmada oynadig1
rol ve metal direncinin kontroliindeki plazmidler, kromozomlar veya transpozonlar iizerine

yerlesmis genlerin durumudur (Jensen, vd., 2001).

Diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etki gosteren kadmiyum nonesansiyal bir
metaldir. Cd(IT)’nin enzimatik detoksifikasyon ile daha toksik kadmiyum formlar1 olugmaktadir.
Bu nedenle, Cd(Il) i¢in en 6nemli direnglilik mekanizmasi bu metali hiicre i¢inden disari

pompalayan sistemdir (Jensen, vd., 2001). K*, Mg*?, Zn*?, Ni*?, PO43, SO42, AsOs3, AsOy,
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CO*2, Ag* ve Pb*2 iyonlarmin da tasima sistemleri ile hiicreden uzaklastirildig: bildirilmektedir.
Intraselliiler ayrimda; toksik bazi metaller mikroorganizmalar tarafindan iiretilen sisteince
zengin kiiciik proteinlere (metalloprotein) baglanarak, sitoplazmada biriktirilmektedir. Bu
sayede Onemli hiicre bilesenleri toksik metalin etkisinden korunmaktadir. Genellikle Cd(Il),
Cu(ID) ve Zn(Il)’ye kars1 direnglilikte bazi mikroorganizmalar bu yolu se¢mektedir (Nies ve
Silver, 1995).

1.6. Cahismanin Amaci

Bu calisma icin Kiitahya’daki semt pazarlarindan bal oOrnekleri temin edilmistir.
Oncelikli olarak toplanan bal &rneklerinin antimikrobiyal —o6zelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu nedenle agirlikli olarak gram negatif bakterilere karsi balin inhibisyon etkisi
gozlenmistir. Caligmamizin diger kisminda ise ballardan elde edilen aerob endospor olusturan

basillerin izolasyonu yapilmistir.

Cevredeki agir metallerin toksisite seviyelerinin varligi biitiin canlilar i¢in olumsuz etki
olusturabilmektedir. Bir metalin toksik etki seviyesi, makromolekiil, metabolit ve hiicre
organelleri ile birlikte biyolojik sistemlerdeki yasam proseslerine zarar verme kapasitesine
bagldir. Ote yandan agir metallerin toksisitesine karsi mikroorganizmalarin gdstermis oldugu
diren¢ mekanizmalari, antibiyotik direngliligi ile de bagdastirilmaktadir. Bu amacla gida
maddesi igerisinde tiikettigimiz bal 6rneklerinde bulunan basil izolatlarin agir metal, antibiyotik

direncliligi, sekonder metabolit iiretim potansiyelleri degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Bal 6rnekleri ve bal 6rneklerinden endospor olusturan basillerin izolasyonu

Caligmamizda kullandigimiz bal ornekleri 31 6rnek peteksiz (siizme) ve 13 6rnek
petekli halde Kiitahya’da bulunan semt pazarlarindan temin edilmistir. Ornekler 2016 Ocak-
Mart aylarinda toplanmustir. Bal ornekleri steril koyu renkli cam kavanozlar igerisinde
laboratuvara getirilmistir. Deneyler sirasinda bal 6rnekleri oda sicakliginda 1sik almayan yerde

bekletilmistir.

Bu ¢aligmada aerob endospor olusturan basilleri izole etmek amaci ile topladigimiz bal
orneklerinden izolasyon yapilmistir. Bal Orneklerinden aerob endospor olusturan basil
izolasyonu i¢in 10 g bal 6rnegi aseptik bir sekilde 90 mL fizyolojik tuzlu su ilavesi ile 160rpm
de 27°C’de 30 dakika homojenize edilmistir. Homojen hale gelen 6rnekler 80°C 'de 15-20
dakika su banyosunda isitilmistir. Aerob endospor izolasyonu igin Ornekler Nutrient Agar
besiyeri lizerine 0,1 mL aktarilarak yayma plaka yontemi ile ekim yapilmistir. Plaklar aerobik
olarak 37°C 'de 1-2 giin siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda gelisen tek koloniler
Bacillus cinsine ait oldugu kabul edilip yatik Nutrient agar besiyerine aktarilmistir. izolasyon

sonunda elde edilen izolatlarin +4 °C 'de yatik agarda stok olusturarak muhafazas: saglanmistir.
2.1.2 Biyolojik materyaller

Toplanan bal Orneklerinin ve baldan izole edilen basil izolatlarinin antimikrobiyal

aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.1’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar.

Mikroorganizma Ismi Kodu Kaynag

Gram Pozitif Bakteri

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Gram Negatif Bakteri

Esherichia coli NRLL 3704 | ARS Kiiltiir Koleksiyonu

Legionella pneumophila serogrup 1(a)

D. P. U. Labaratuvar koleksiyonu
(Cevresel izolat)

Legionella pneumophila serogrup 1(b)

Labaratuvar koleksiyonu
(Cevresel izolat)

Legionella pneumophila serogrup 2-15(a)

Labaratuvar koleksiyonu
(Cevresel izolat)

Legionella pneumophila serogrup 2-15(b)

Labaratuvar koleksiyonu
(Cevresel izolat)

Legionella spp.(a)

Labaratuvar koleksiyonu
(Cevresel izolat)

Legionella spp.(b)

Labaratuvar koleksiyonu
(Cevresel izolat)

Caligmamizin diger basamagi olan agir metal toleranslilik testinde pozitif kontrol igin,

B. subtilis NRRL B-209 susu kullanilmustir.

2.1.3. Kimyasal materyaller

2.1.3.1. Agir metal toleranshihk testinde kullanilan agir metaller

Aerob endospor olusturan Basillerin agir metal toleranslilik testinde kullanilan agir

metallerin tuzlar1 sirasiyla;FeSO4.7H20, Co(CH3COO)2, PbCI2, Cu(CH3CO0)2.H20 ve

CdCI2H20 dur.

2.1.3.2. Kullanilan antibivotikler

Antibiyotik direnglilik testinde kullanilan antibiyotikler ise; Doxycycline (30 ug),

Rifampicin (30 pg) ve Kanamisin (30pg) seklindedir.
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2.1.4. Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Agar (Fluka 1.05450)

Et ziitii 309
Pepton 50¢g
Agar 1509
Saf su 1000 MI

Izolatlarin muhafazasinda,izolasyonunda, antibakteriyel aktivite testinde, agir metal ve

antibiyotik direnglilik testi, sekonder metabolit tiretimitestinde kullanilmistir.

Besiyeri 2. Nutrient Broth (Merck 1.05443)

Pepton 509
Et 6ziitii 309
Saf su 1000 mL

Mikroorganizmalarin tiretilmesinde ve identifikasyon testlerinde kullanilmigtir

Besiyeri 3. Anaerobik Agar (Merck 1.05452)

Tripticase 20049
Glikoz 10.0¢g
Agar 15.0¢
Sodyum trioglikat 209
Sodyumformaldehit sulfoksi 1.0 g

Saf su 1000 mL

Identifikasyon testindekullanilmistir (Sneath, 1986).
Besiyeri 4.Metil Red-Voges Proskauer Broth (Merck 1.05712)

Et ekstrakt1 7.09
D(+) Glikoz 5090
Fosfat tamponu  5.0¢
Saf su 1000 mL

Identifikasyon testlerinde kullanilmustir (Tamer, vd., 1989).

Besiyeri 5.Karbonhidrat Fermentasyon Besiyeri
MR-VP Bazal Besiyeri (Merck)

Polipepton 7049
Dipotasyum fosfat 509
Glikoz 50¢g
Saf su 1000 mL

Ticari besiyeri tartilip saf su i¢cinde homojen bir sekilde ¢oziindiikten sonra % 0,01
oraninda Metil red indikatorii eklenip, deney tiiplerine 5 er mL olacak sekilde konulur. Besiyeri

otoklavda 121°C’de 1.1 atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edilir. Daha sonra 2,5 g/ 10


http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH=745&DOSYAISIM=105450.pdf
http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH=745&DOSYAISIM=105443.pdf
http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH=687&DOSYAISIM=105452.pdf
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mL’ lik karbonhidrat (L (-) arabinoz, D (+) ksiloz, mannitol ve glikoz) ¢ozeltisi hazirlanir ve

filtrasyon ile sterilize edilir. Her tiipe 0,1 mLkarbonhidrat ¢ozeltisi eklenir. Bu ortam

identifikasyon testlerinde kullanilir (Tamer, vd., 1989).

Besiyeri 6.1zolatlarin Amilaz Aktivitelerinin Belirlenmesi i¢in Modifiye Edilmis Besiyeri

NazHPO, 19
KH2PO4 3g

NaCl 0549
MgSO, 0.24¢g
CaCl; 0.01g
Pepton 39
Nisasta 10g
Agar 159

Saf Su 1000 mL

Izolatlarin amilaz aktivitesini belirlemek igin kullanilmistir (Pembeci, 1998; Bal, 2005;

Kiran,vd., 2006).
Besiyeri 7.Jelatin Besiyeri

Jelatin

Nutrient Broth

1209
100.0 mL

Identifikasyon testlerinde kullanilmistir (Cotuk, 2003).

Besiyeri 8. izolatlarin Proteaz Aktivitelerinin Belirlenmesi i¢cin Modifiye Edilmis Besiyeri

KH2PO,4 39
MgSO4 7HO 159
KCI 15¢
Agar 48 g
Yagsiz Siit 2009
Saf Su 1000 mL

Yagsiz siit haricinde biitiin malzemeler homojen bir sekilde ¢6ziindiiriiliip otoklavda

121°C’de 1.1 atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edilir. Sterilize edilen besiyeri
soguduktan sonra, alevin yaninda aseptik sartlar altinda sterilize yagsiz siit besiyerine

eklenir(Pembeci, 1998; Bal, 2005; Kiran, 2006).
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Besiyeri 9.Simmons Sitrat Agar (Merck 1.02501)

Amonyum dihidrojen fosfat 1.0 g

Monopotasyum fosfat 10g
Sodyum kloriir 509
Sodyum sitrat 209
Magnezyum siilfat 02¢g
Bromtimol mavisi 0.08
Agar-agar 13.0
Saf su 1000 mL

Identifikasyon testlerinde kullamlmistir (Ozgelik, 1995).
Besiyeri 10.Triptonlu Su (Merck 1.10859)
Kazein pepton  10.0g

NaCl 509
Saf su 1000 mL

Identifikasyon testindekullanilmistir (Tamer, vd., 1989).

Besiyeri 11. Yari-Kat1 Agar

Pepton 509
Etekstrakt 3.0g
Agar 409
Saf su 1000 mL

Mikroorganizmalarin hareketlilik testinde kullanilmstir.
2.1.5.Boyalar

Boya 1. Kristal Viyole

Cozelti A

Kristal (Jansiyen) viyole 2.0g
Etil alkol (%95) 20.0 mL

Cozelti B

Amonyum oksalat 0.8 g
Saf su 80.0 mL

Cozelti A ve B kanistirilmis ve saf su ile 1:10 oraninda sulandirilmistir ve filtre

kagidindan siiziilmiistiir (Ozgelik, 1995).
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Boya 2. Safranin Boyast

Safranin (%95 lik etanolde %2.5'Tuk ¢ozelti) 10 mL
Saf su 100 mL

Safranin saf su icerisinde iyice ¢dziilmiistiir (Ozcelik, 1995).
Boya 3. Malasit Yesili

Malasit yesili 5.0 g
Saf su 100.0 mL

Boya saf su icinde ¢oziilmiis ve filtre kAgidinda siiziilmiistiir (Ozgelik, 1995).

2.1.6. Cozeltiler
Cozelti 1. Fizyolojik Tuz ¢ozeltisi
NaCl 85¢g
Saf su 1000 mL
Izolatlarin Mc Farland standardina gore bulamkliliginin ayarlanmasinda kullanilmstir.
Cozelti 2. Mc Farland Standardi
BaCl,(%1.175,0.048 M) 0.5 mL
H2S04 (%1, 0.18 M) 99.5 mL
H,SO4 ve BaCl, ve karistirildiginda elde edilen ¢ozelti spektrofotometre de 625 nm
dalga boyunda okutulur ve okutulan dalga boyunda absorbans degeri 0.08-0.10 araligina denk
gelir. Spektorofotometrede okutulan bu deger 0.5 Mc Farland standard: olarak kabul edilip,elde
edilen bu standardin bulaniklig1 ile test mikroorganizma siispansiyonlarinin bulanikligi ¢iplak

goz ile karsilastirilarak ayarlanir. 0.5 Mc Farland standardi mL’de 108 bakteri varhigim
gostermektedir (NCCLS, 1990).

Céozelti 3. Kovacs indol Cozeltisi (Merck)

Amil veya isoamil alkol (saf) 150.0 mL
Paradimetil-aminobenzaldehid  10.0 g
HCL 50.0 mL

Ticari olarak hazir bulunan ¢o6zelti, buzdolabinda ve karanlikta saklanmistir. Bu madde

indol testinde kullanilmustir (Tamer, vd., 1989).



19

Cozelti 4. Alfa Naftol Ayiract

A Cozeltisi B Cozeltisi

Alfa Naftol 5¢ KOH 409

Absolut alkol 95 mL Kreatin 039
Damutik su 1000 mL

Potasyum hidroksit 75 mL damitik su iginde ¢oziindiiriiliir. Soliisyonun 1lik olmast i¢in
oda sicakliginda sogumaya birakilir. Daha sonra kreatin eklenip karistirilarak ¢oziindiiriiliir.

Kalan su ilave edilerek buzdolabinda saklanir (Cotuk, 2003).

Cozelti 5. %30°lik H»O, cozeltisi, identifikasyon testi olan katalaz testinde kullanilmuistir
(Ozgelik, 1995).

Cozelti 6. Yapay Bal Cozeltisi

Calismamizda kullanmak iizere labaratuvar ortaminda elde edilen yapay bal icerigi

asagida verilmistir.

Sukroz 3.0g
Maltoz 15.0g
Fruktoz 80.1g
Glikoz 679

Steril deiyonize su  34mL

Yukardaki maddeler tartilip 56°C’de sicak su banyosunda ¢6ziilmiistiir (Sherlock, vd.,
2010). Bu balin elde edilmesinin nedeni, balda bulunan 4 seker maddesinden kaynaklanan

ozmotik basincin antimikrobiyal aktiviteye neden olup olmadigini arastirmaktir.

2.2. Metod
2.2.1. Bal érneklerinin elde edilmesi ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Calismada kullanilan bal 6rnekleri (n:44) gesitli bolgelerde (Kiitahya, Eskisehir, Bolu,
Canakkale, Rize, Siirt, Van, Erzincan, Bursa, Elazig, Mugla, Aydin, Kars, Artvin, Sivas,
Manisa, Ankara, Corum, Batum, Adana, Balikesir) iiretilen ballar olup Kiitahya’da satis yapan
toptancilarindan temin edilmistir. Toplanan 44 adet bal 6rneginden 31’1 (%70,5) slizme, 13’1

(%29,5) petekli baldir.
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Toplanan bal 6rneklerinin antibakteriyel aktivitesini belirlemek igin kullanacagimiz test
bakterileri Cizelge 2.1’deverilmistir.Caligmada toplam 8 adet bakteri kullanilmistir. Bunlarin7
adedi Gram- negatif bakterilerden [Escherichia coli, Legionellapneumophila serogrup 1(a),
Legionella pneumophila serogrup 1(b), Legionella pneumophila serogrup 2-15(a), Legionella
pneumophila serogrup 2-15(b), Legionella spp.(a) ve Legionella spp.(b)] ve ladet ise Gram-
pozitif bakteri (Staphylococcus aureus) kullanilmistir.Bu izolatlar yatik Nutrient agar
besiyerinde 37°C de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Test bakterileri i¢in mililitresinde
108 (Mc Farland 0,5) olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmustir. Nutrient Agar besiyeri
sterilize edildikten sonra steril petri kaplarina dokiilmiistiir. Besiyeri kurumasi i¢in 2 giin siire
ile oda sicakliginda bekletilmistir. Toplanan bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivite ¢alismasi
agar kuyucuk yontemine gore belirlenmistir (Gliven, vd., 2008). Test bakterilerinin hazirlanan
hiicre siispansiyonlari, agar plaklarinin tiim yiizeyine steril ekiivyon yardimi ile siiriildiikten
sonra agar plaklarina 15mm ¢apinda steril mantar delici yardimi ile oyuklar agilmustir. Bal
ornekleri, oyuklara daha kolay aktarilmasi i¢in 37°C’de 1 saat bekletilerek daha sivi hale
gelmesi saglanmistir. Acilan oyuklara yaklagik olarak 1 gram bal 6rneginden,steril spatiil
yardimu ile aktarilmigtir. Plaklar, 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmis ve 37°C’ de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda oyuk cevresinde olusan inhibisyon

zonlarmin ¢aplart mm olarak Sl¢tilmiistiir (Cizelge3.2).
2.2.2. Bal 6rneklerinden endospor olusturan basillerin izolasyonu ve identifikasyonu

Toplanan bal o6rneklerinden izole edilen basil izolatlarinagram boyama, endospor
boyama,katalaz testi, anaerobik gelisim testi, Voges Proskauer testi, asit olusumu testleri (L-
arabinoz, D- ksiloz, D- mannitol), glikozdan gaz olusumu testi, hidroliz testleri (kazein testi,
jelatin testi, nisasta testi, sitrat testi), indol olusumu testi, farkli pH’larda gelisme testi, tuza
dayaniklilik testi, farkli sicakliklarda gelisim testi, hareketlilik testigibi Bacillus cinsi
tanimlamasinda kullanilan testler Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, esas alinarak

yapilmistir (Sneath, 1986).

Gram boyama: Oze yardim ile 24 saatlik kiiltiirden bir miktar alinip su damlasi igine
dairesel hareketlerle yayilmistir. Bu sekilde hazirlanan bakteriyel film 6nce havada kurutulmus
ve daha sonra bakteriyel film fistte kalacak sekilde lam iki ii¢ kez alevden gecirilerek fikse
edilmistir. Preperat once kristal viyole ile 1 dakika muameleye birakilmigtir. Siirenin sonunda
boya akitilarak suyla yikanmistir. Daha sonra bakteriyel film tabakasi iizerine liigol ¢ozeltisi
ilave edilerek 1 dakika bekletildikten sonra, suyla yikanmistir. 1-2 saniye alkol ile muamele

edilen preperatin alkolii suyla uzaklastirilmistir. 30 saniye kadar safraninle muamele
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edildikten sonra boya akitilarak suyla yikanmigtir. Kurumaya birakilan preperat immersiyon
yag1 damlatilarak immersiyon objektifi yardimiyla incelenmistir. Kristal viyole boyasini

tutup mor renkte goziiken basiller Gram- pozitif olarak kaydedilmistir (Tamer, vd., 1989)

Endospor boyama: Temiz bir lamin ortasina kiigiik bir su damlasi birakilmis ve 6ze
yardimiyla bir miktar 48 saatlik kiiltiirden alimip su damlasi igine dairesel hareketlerle
yayilmistir. Bu sekilde hazirlanan bakteriyel film 6nce havada kurutulmus ve daha sonra
bakteriyel film istte kalacak sekilde lam iki {i¢ kez alevden gegirilerek tespit edilmistir.
Preperat kaynar su banyosu diizenegi tizerine yerlestirilerek malasit yesili boyasi ile 5 dakika
muamele edilmistir. Su ile yikandiktan sonra 30 saniye safranin ile muamele edilmistir.
Uygulanan iglem sonucu sporlar yesil renkli, vejetatif hiicreler ise pembe renkli olarak

goriilmiistiir (Tamer, vd., 1989)

Katalaz testi: Katalaz ¢ogu bakteride bulunan hemaporfirin yapisinda bir enzim olup,
mikroorganizmalarda aerobik solunum esnasinda iiretilen ve biriktiginde organizmanin 6liimiine
neden olan hidrojen peroksitin oksijen ve suya parcalanmasini katalize etmektedir.Katalaz
iretimi, bir mikroorganizma kiiltiiriine birka¢ damla %3’liik H20’den ilave edildiginde, serbest
oksijen gaz1 kabarciklarinin ¢ikmasiyla fark edilmektedir. Kabarciklarin goriilmemesi katalazin

mevcut olmadigini, sonucun negatif oldugunu gosterir (Cotuk, 2003).

Anaerobik gelisim: Hazirlanan anaerobik besiyerlerine bakterinin ekimi yapilir, daha
sonra anaerob ortam saglamak i¢in, anaerobik kavanoz igerisine bakteri ekimi yapilmis petriler
yerlestirilir ve 24-48 saat inkiibasyona birakilir.Inkiibasyondan sonra iireme goriilen petriler
pozitif, iireme goriilmeyen petriler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000; Ucan ve

Erganis, 2005).

Voges Proskauer Testi: Enterik mikroorganizmalarin glikoz fermantasyonunun son
driinlerinden asetilmetil- karbinol olusturma yeteneginin tayininde kullanilan bir testtir.
Asetilmetil- karbinol olusumu, bu iriiniin diasetil bilesigine okside edildigi gosterilerek
saptanir. Bunun i¢in alfa-naftol’{in alkol ¢ozeltisi ve %40’lik potasyum hidroksit soliisyonunun
karisimi olan Barritt ayract kullanilir. Mikroorganizmanin 24 saatlik kiiltiirliniin iizerine %5
oraninda Barritt ayracindan ilave edilir ve tiipler calkalanir. 2 saat siireyle tiiplerdeki renk
degisimleri gozlenir. Asetilmetil- karbinol’iin diasetile doniistiigii besiyerinin renginin

pembelesmesiyle anlasilir (Cotuk, 2003).

Karbonhidrat fermentasyonu testi: Sekerlerden asit iiretimini belirlemek amaciyla

L(+)Arabinoz, D(+)ksiloz, mannitol ve glikoz olmak iizere 4 tip seker, filtre edilerek %0.5
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oraninda Metil Red igeren steril besiyerine eklenmis, glikozdan gaz olusumunu gostermek igin
ters duran “Durham tiipli” bulunan besiyerleri kullanilmistir. Tanimlanacak bakteri kiiltiiriinden
0ze ile hazirlanmis olan besiyerine asilama yapilarak optimum sicaklikta 5 giine kadar inkiibe
edilir. Bu testte kullanilan Metil Red indikatorii pH 6,2°de sar1, pH 4.2 ve altinda ise kirmizi bir
renk olusturur. Besiyeri renginin degismesi asit olusumunu yani test edilen sekerin

kullanildigini gosterir (Ugan ve Erganis, 2005; Temiz, 2000).

Kazein Hidrolizi Testi:Kazein, siit proteinidir. Peptid baglar1 ile birbirine bagl
aminoasit alt birimlerinden ibaret bir makromolekiildiir. Bu molekiiller proteaz denilen hiicre
dis1 enzimlerle proteolizise ugrarlar ve pepton, polipeptid ve aminoasitlerine ayrilirlar. Bu
deneyde ekzoenzimlerin hidrolitik aktivitesini géstermek i¢in milk agar kullanilir. Kazein i¢eren
siit ilave edilmis nutrient agar iceren besiyerinde, siit kendi rengini ve opasitesini
gosterir.Petrideki agar kiiltlirlerine ekim ve 48 saat 37°C’de bekletme sonucunda proteaz salan
organizmalarin etrafinda proteolizis zonu olarak agik renkli bir bolge goriilecektir. Bu opasite
kayb1 pozitif sonu¢ alindigi anlamina gelirken, opasite olmamasi negatif sonug¢ alindigini

gosterir (Cotuk, 2003).

Jelatin Hidrolizi: Jelatin,insan ve hayvanda bag doku ve tendonlarin esas yapt tasi olan
kolajenin hidrolizi ile olusan bir proteindir.25°C’nin altindaki sicakliklarda jel o6zelligini
koruyarak, kati halde bulunur. 25°C’nin {izerindeki sicakliklarda jelatin sividir. Bazi
mikroorganizmalar jelatinaz denilen hiicre dist enzimleriyle bu proteini aminoasitlerine
hidrolize ederek sivilastirir. Bu sivilasma meydana geldigi zaman 4°C gibi diisiik sicakliklarda

bile jel 6zelligi tekrar kazanilamaz.

Bu deneyde, jelatinazin hidrolitik aktivitesini gdstermek igin jelatin besiyeri igeren
petriler kullanilir. Kiiltiirler besiyerine ekilip, 48 saat 37°C’de bekletilir. Daha sonra bu petriler
4°C’de 30 dakika bekletilir. S1v1 kalan kiiltiirler jelatinaz olusturuldugu, jelatinin hizla hidrolize
ugratildigini gosterir ve pozitif sonug alindigin1 gosterir. Besiyerinin jel forma gelmesi negatif

sonug alindigim gosterir (Cotuk, 2003).

Nisasta Hidrolizi: Nisasta glikoz molekiillerinin birbirlerine baglanmasi ile olugsmus bir
polisakkarit olup, bir bakteriyel ekzoenzim olan amilaz’in katalizatorliigiinde maltozve glikoza
pargalanir. Ancak bu agsamadan sonra sekerler bakteri sitoplazmasina alinirlar. Nisasta iyot ile
kimyasal reaksiyona girerek mavi-siyah rengin gelismesine sebep olur. Bu renk, iyotun spiral
sekilli nisasta molekiiliine yapismasi ile ortaya ¢ikar. Bu reaksiyon sonucunda nigasta mavi 151k
disindaki 1siklar1 emen ancak maviyi yansitan bir molekiil halini alir. Bu durumda nisasta

maltoz ve glikoza parcalanmus ise renk sekillenmeyecektir. Damlatma yontemiyle Nisasta
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Agara ekim yapilir. 37 °C’de 2 giin inkiibe edilir. Birka¢ damla liigol soliisyonu, iireme goriilen
bakteri populasyonu iizerine damlatilir. Kullanilacak liigol soliisyonu miktari tam olarak {ireme
alaninin iizerini Ortecek kadar olmalidir. Eger nisasta hidrolize olmussa, bakteriyel iireme
cevresinde seffaf bir alan olusacaktir. Nigastanin par¢alanmadigi durumlarda bu alan mavi-siyah
bir renk alir (Ugan ve Erganis, 2005; Temiz 2000).

Sitrat Kullanmmi Testi: Simmons sitrat besiyeri sitrat icerir. Bu besiyeri i¢inde
iiremenin olmasi sitrat kullaniminin bir gdstergesidir. Bakterilerin sitrat kullanimi1 sonrasinda
olugan yan {irlinler ortamin pH’sim1 artirirlar. Besiyerine katilmis olan indikatér bromtimol
mavisi, besiyerinin rengini yesilden maviye doniistiirmektedir. Sitrat kullaniminin arastirilacagi
24 saatlik kiltiirden egri Simmons Sitrat agara ekim yapilir. 37°C’de 48 saat bekletilir. Bekleme
sliresi sonunda iiremenin olmasi ve besiyerinin renginin maviden yesile doniismesi pozitif

sonuctur (Cotuk, 2003).

indol Olusumu Testi: Bu test mikroorganizmalarin triptofan aminoasidini parcalama
yeteneginin tayininde kullanilir. Bazi bakteriler triptofani triptofanaz enzimiyle parcalayip;

indol, piirivik asit ve amonyak gibi baz1 metabolik iirtinleri olustururlar.

Icinde 6 mL %1°lik tripton broth igeren besiyerine 24 saatlik kiiltiirler ekilir. Tiipler
iizerine 0,3 mL Kovaks ayraci ilave edilir. Tiipler eller arasinda dondiiriilerek kirmizi halka
olusup olusmadigina bakilir. Kirmizi halka olusursa pozitif, olusmazsa negatif sonug¢ alindigi

anlamina gelir (Cotuk, 2003).

pH Gelisimi Testi: Nutrient broth besiyerlerinin pH’lar1 5 M ve 0,01 M HCI] ve NaOH
ile 5,7 ve 6,8’e ayarlanmustir. Izolatlar bu besiyerlerine %1 oraninda ilave edilip 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisim gosterenler pozitif, gostermeyenler ise

negatif olarak degerlendirilmistir. Steril Nutrient broth besiyeri ise kontrol grubu olarak

kullanilmustir (Isleroglu, vd., 2008).

Tuz Gelisimi Testi:izole edilen Basil suslarmin hangi tuz konsantrasyonlarinda
geligebildigini belirlemek amaciyla % 2.0, 5.0, 7.0 ve 10.0 tuz konsantrasyonu i¢eren Nutrient
Broth sivi besiyerine %1 oraninda aktif kiiltirden inokiile edilip 37°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda gelisme gosterenler pozitif, gdstermeyenler ise negatif olarak

kabul edilmistir (Isleroglu, vd., 2008).

Sicaklik Gelisimi Testi:izolatlar Nutrient Broth besiyerine %1 oraninda asilanarak 5,

30, 40, 50 ve 55 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda iireme gosterenler pozitif,
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gostermeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak bakteri igermeyen

Nutrient Broth s1v1 besiyeri kullamilmustir (isleroglu, vd., 2008).

Hareketlilik Testi:Tiiplere dagitilan yumusak agarli besiyerinin, sterilizasyondan sonra
dik olarak donmasi saglanir. Test uygulanacak saf kiiltiirden aseptik olarak ekim ignesi ile
alman kiiltiir besiyerinin ortasindan dibine 5 mm kalacak sekilde ekim yapilir. Kiiltiir 37 °C’da
24-48 saat inkiibe edilir. Hareket pozitif kiiltiirlerde tiipteki besiyerinin her tarafinda iireme
olacagindan besiyeri bulanik bir hal alir. Hareket negatif kiiltiirlerde sadece ekim cizgisi

boyunca iireme goriiliir, ortam parlak rengini korur (Ucan ve Erganis, 2005; Temiz, 2000).
2.2.3. Agir metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesi

Baldan izole edilen her basil izolati i¢in bes farkli agir metalin ayri ayrt Minimal
Inhibisyon Konsantrasyonlarim (MIK) belirlemek igin petrilerde agar dilusyon metodu ile
belirlenmistir (NCCLS, 1997; Masaoka, vd., 2003). Kullanilan 5 farkli (Fe, Co, Pb, Cu ve Cd)
agir metalin Nutrient agar igerisine 0,0625 mM/mL’den 8 mM/mL’e kadar iki katli seri
dilusyonlari hazirlanmistir. Bunun i¢in FeSO4.7H,0, Co(CH3sCOO),, PbCl,, Cu(CH3COO0).H.0O
ve CdCI;H,0 agir metallerinin tuzlar kullanilmistir. Hazirlanan agir metal ¢6zeltileri filtreden
gecirilerek, otoklavdan ¢ikan besiyeri igerisine ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerleri 2-3 giin
oda sicakliginda kurutulmustur. Test edilecek basil izolatlar1 Nutrient Broth'da aktiflestirilmistir.
Mc Farland 0,5 bulanikligima gore ayarlanmis olan aktif bakteri siispansiyonundan damlatma
yontemi ile ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 24- 48 saat 37°C' de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda iiremenin goriilmedigi en diisiik agir metal konsantrasyonu Minimal

Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degeri olarak belirlenmistir (NCCLS, 1990).
2.2.4. Antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi

Elde edilen basil izolatlarmin antibiyotik direnglilik testi, agar disk difiizyon yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. Antibiyotik direncliliginin belirlenmesinde toplam 3 farkli
antibiyotik disk kullamilmigtir. Kullanilan antibiyotikler;doxycycline (30pg), rifampicin (30pg)
ve kanamisin (30pg) dir. Sterilizatorde steril edilmis olan petri kaplarina yaklasik olarak 25 mL
Nutrient Agar besiyerinden dokiilmiis ve besiyerlerinin kurumasi i¢in 2-3 giin oda sicakliginda
bekletilmistir. Elde edilen basil izolatlar1 Nutrient Broth’da 37°C’de 18 saat aktiflestirilmistir.
Aktif bakteri siispansiyonu mL’de 108 olacak sekilde steril fizyolojik tuzlu su ilave edilerek Mc
Farland 0,5 bulamikliligina gore ayarlanmustir. Test bakterileri steril ekiivyon yardim ile
besiyerinin tiim yiizeyine siiriilmiistiir. Daha sonrabahsedilen antibiyotiklerden emdirilmig

kagitdiskler yerlestirilmistir. Petriler 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra 24 saat
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37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda diskin etrafinda olusan inhibisyon

zonunun ¢api Sl¢lilmiistiir (Krumperman, 1985).
2.2.5. Bacillus’larin sekonder metabolit iiretiminin belirlenmesi (agar blok yontemi)

Baldan izole edilen 67 adet saf Bacillus spp. izolatlarinin sekonder metabolit iiretim
aktivitesini belirlemek i¢in agar blok yontemi kullanilmigtir. Metabolit {iretimine karsi
kullanilan test mikroorganizmalari ballarin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan
test bakterileri olan S. aureus, L. pneumophila Sg 1, L. pneumophila Sg 2-15, Legionella spp. ve
E. colikullanilmigtir. Agar blok yontemine gore antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek igin petri
kabr igerisine Nutrient Agar besiyerinden 25 mL dékiilmiistiir. izole edilen mikroorganizmalar
petri kabinin her yerine 6ze yardimi ile silirilmiistiir. 72 saat 37° C’de inkiibe edilerek
inkiibasyon sonunda petrinin yiizeyindeki mikroorganizmalar steril bir lam yardimi ile
besiyerinin yilizeyinden siyrilmigtir. Daha sonra 254 nm dalga boylu UV 15181 altinda 30 dakika
kadar bekletilmistir. Agarin yiizeyi 15 mm ¢apindaki steril mantar delicisi yardimiyla Kesilerek,
agar bloklar elde edilmistir (Ichikawa, vd., 1971). Denemede kullanilacak olan bakteri
kiiltiirlerini aktiflestirmek icin stok kiiltiirlerden alman bakteri izolatlar1 ayri1 ayr1 4-5 mL
nutrient broth’da siispanse edilerek, 18 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda bakteri
siispansiyonu mL de 10® olacak sekilde steril fizyolojik su ilave edilerek Mc Farland 0.5
bulaniklihigina gore test mikroorganizmalar1 hazirlanmistir. Bakteriler igin 25mLNutrient Agar
besiyeri petri kabina dokiilmiis ve agarmn ylizeyi 35°C’de 2-3 saat kurutulmustur. Test
mikroorganizmalar1 agarin tiim yilizeyine ekiivyon yardimu ile siiriilmiis ve daha sonra agar
bloklar yerlestirilerek 2 saat kadar buzdolabinda +4°C’de bekletildikten sonra 37°C de 24 saat

inkiibe edilmistir. Olusan inhibisyon zonlar1 6lgiilmiistiir.
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3.BULGULAR
3.1. Bal Orneklerinin Toplanmasive Basillerin izolasyonu

Kiitahya ilinden toplam 44 adet bal 6rnegi toplanmistir. Toplanan bu ballarm 31’1
stizme, kalan 13’1 ise petekli baldir. Toplan ballarin 8 tanesi Bolu ili, 6 tanesi Erzincan ili, 2’ser
tanesi Kiitahya, Eskisehir, Rize, Van, Mugla, Aydin, Kars, Adana, Ankara, Balikesir illeri; 1’er
tanesi ise Canakkale, Siirt, Bursa, Elaz1g, Artvin, Sivas, Manisa, Corum, Trabzon, Batum illeri

menseilidir.

Cizelge 3.1. Toplanan bal 6rneklerinin orjini ve izole edilen Basillerin kodlart.

Bal 6rnegi no Balin mensei ve toplandig tarih izolat kodu
1 Kiitahya- Stizme- Cigek bali la
Subat 2016 1b
1c
2 Kiitahya- Petek- Cicek bali -
Subat 2016
3 Eskisehir- Siizme- Cigek bali 3a
Subat 2016 3b
4 Eskisehir- Petek- Cigek bal 4a
Subat 2016 ab
5 Bolu- Stizme- Cam bali 5a
Subat 2016 5b
6 Canakkale- Siizme- Cigek bali 6a
Subat 2016 6b
6C
6d
6e
6f
7 Rize- Siizme- Kestane bali -
Subat 2016
8 Siirt- Petek- Karakovan bali 8a
Subat 2016
9 Van Gevas- Petek- Cigek bali %9a
Subat 2016 9b
9c
10 Erzincan- Petek- Cigek bali 10a
Subat 2016 10b
11 Van- Siizme- Cigek bali 11
Mart 2016
12 Erzincan- Siizme- Cicek bali 12a
Mart 2016 12b
12c




Cizelge 3.1. Toplanan bal 6rneklerinin orjini ve izole edilen Basillerin kodlart (devamu).
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Bal 6rnegi no Balin orjini ve toplandigi tarih izolat kodu
13 Erzincan- Siizme- Karakovan Bali 13a
Mart 2016 13b
14 Bursa Kemalpasa- Stizme- Cicek balt -
Mart 2016
15 Bolu Riizgarlar- Siizme - Cicek -
Bali- Mart 2016
16 Elazig- Stizme - Cigek bal -
Mart 2016
17 Bolu Kizik- Petek- Cigek bali 17a
Mart 2016 17b
18 Bolu Karakoy- Petek- Cigek 18a
Mart 2016
19 Bolu- Petek- Cigek 19a
Mart 2016 19b
19c
20 Mugla- Siizme- Cam bali 20a
Mart 2016 20b
20c
21 Bolu Kibriscik- Siizme- Cigek Bali 21a
Mart 2016 21b
21c
22 Aydin - Siizme- Cicek bali 22a
Mart 2016
23 Kars- Siizme- Cigek balt 23a
Mart 2016 23b
24 Artvin- Siizme- Kestane bali -
Mart 2016
25 Marmaris - Siizme- Piiren bali -
Mart 2016
26 Aydin - Siizme- Cicek bali -
Mart 2016
27 Bolu Goyniik- Stizme- Cicek Balt -
Mart 2016
28 Erzincan- Petek- Cigek bali 28
Mart 2016
29 Erzincan- Siizme- Cigek bali 29a
Mart 2016 29b
29c
30 Sivas Divrigi- Petek- Cigek bali -
Mart 2016
31 Anavarza- Siizme- Cigek bali 31

Mart 2016
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Cizelge 3.1. Toplanan bal 6rneklerinin orjini ve izole edilen Basillerin kodlart (devamu).

Bal 6rnegi no Balin orjini ve toplandigi tarih izolat kodu
32 Manisa- Petek- Cicek bali 32
Mart 2016
33 Ankara Karagol- Siizme- Cigek Bali 33a
Nisan 2016 33p
34 Corum Iskilip- Petek- Cigek Bali 34
Nisan 2016
35 Batum- Siizme- Kestane bali -
Nisan 2016
36 Ankara- Stizme- Cicek bali -
Nisan 2016
37 Erzincan- Petek- Cigek bali 37
Nisan 2016
38 Adana Sirkeli- Stizme- Cicek Bali -
Nisan 2016
39 Balikesir- Siizme- Cigek Yaz Bali 39a
Nisan 2016 39b
39¢c
39d
3%
40 Balikesir- Siizme- Cigek Bahar bali -
Nisan 2016
41 Kars- Stizme- Cigek bal 41
Nisan 2016
42 Bolu- Stizme Cigek bali -
Nisan 2016
43 Trabzon- Siizme- Deli bal 43a
Nisan 2016 43b
43c
43d
43e
44 Rize Ikizdere- Siizme- Cicek Bali 44a
Nisan 2016 44h

3.2. BallarinAntibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Bal ornekleri agar kuyucuk yontemi kullanarak antimikrobiyal aktivitesi gram pozitif
bakterilerdenS. aureus, gram negatif bakterilerden L. pneumophilaSg 1(a), L. pneumophilaSg
1(b), L. pneumophilaSg 2-15 (a), L. pneumophilaSg 2-15 (b), L.egionella spp.
(a),Legionellaspp. (b) veE. colitoplam 8 bakteriye karsi test edilmistir. Bal Orneklerinin
antimikrobiyal aktivitesini kiyaslamak i¢in tetrasiklin (30pg) antibiyotiginin vebalin

antimikrobiyal aktivitesinin igerdigi yogun seker miktarindan dolayr 0zmolaritesinin
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antimikrobiyal aktiviteye sebep olabilecegi diisiincesiyle yapay bal drnegininde ayni yontemle

antimikrobiyal aktivitesine bakilmigtir.

Bal o6rnekleri antimikrobiyal aktiviteleri agisindan degerlendirildiginde, Cizelge 3.2°de
goriildiigli izere 15mm zon ¢apina sahip olanlara antimikrobiyal aktivitesi yok (direngli), 16-
19mm zon g¢apimna sahip olanlara zayif antimikrobiyal aktiviteli, 20-29mm zon ¢apina sahip
olanlaraorta derecede antimikrobiyal aktiviteli, 30°dan biiyilk zon ¢apina sahip olanlar ise
yiiksekantimikrobiyal aktiviteye sahip olarak degerlendirilmistir. Toplanan bal 6rneklerinin
¢ogunlugu S. aureus mikroorganizmasina kars1 zayif antibakteriyel aktivitede bulunmustur. Bal
orneklerinin 14 tanesi (4, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 38, 39, 40, 41,42, 43 ve 44) orta derecede
aktivite gosterirken 35 nolu bal 6rnegi aktif antibakteriyel etkinlik (32 mm) gosterdigi tespit
edilmistir.

L. pneumophila Sg 1(a)’ye karsi toplanan 2 bal ornegi (22 ve 31 nolu) higbir
antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. Buna karsin 4 bal 6rnegi (5, 8, 12 ve 25 kodlu) zayif
antimikrobiyal aktivite gostermistir. 31 adet Ornek orta derecede antimikrobiyal aktivite
gosterirken, 7 adet ornek (7, 14, 17, 21, 35, 38 ve 41) yiikksek antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

L. pneumophila Sg 1(b)’ye karsi toplanan 2 bal 6rnegi ( 22 ve 29 nolu) higbir
antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. 25 nolu 6rnek zayif antimikrobiyal etki gdsterirken, 18
bal 6rnegi (2, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 13, 16, 18, 19, 23, 24, 25, 28, 32, 34, 42 ve 43 nolu) orta
derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Buna karsin 23 bal 6rnegi (1, 3, 7, 9, 12, 14, 15,
17, 20, 21, 26, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 ve 44 nolu) yiiksek antimikrobiyal

aktivite gostermistir.

L. pneumophila Sg 2-15(a)’ya kars1 toplanan bal drneklerinden 12 tanesi (10, 12, 15, 16,
22, 25,27, 28, 32, 37, 39 ve 44) orta seviyede antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Kalan diger

bal 6rnekleri ise yliksek mikrobiyal aktivite gostermistir.

L. pneumophila Sg 2-15(b)’ye kars1, toplanan 10 bal 6rnegi (31, 32, 35, 36, 37, 38, 40,
41, 42 ve 44 nolu) zayif antibakteriyel aktivite gostermistir. 33 adet bal 6rnegi ise (1, 2, 3, 4, 5,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 35, 37,
37, 38, 39, 40, 41, 42 ve 44 nolu) orta derecede mikrobiyal aktivite gosterirken, 6 nolu 6rnek 30

mm ¢ap ile yiiksek derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Legionella spp. (a)’ye kars1 3 bal 6rnegi (13, 27 ve 31 nolu) zayif antibakteriyel aktivite
gosterirken, 37 bal ornegi (2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23,
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24, 25, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 25, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 ve 44 nolu) ise orta derecede
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Kalan 4 bal o6rnegi (1, 20, 26 ve 43 nolu) yiksek

mikrobiyal etki gdstermistir.

Legionella spp. (b)’ye kars1,16 bal 6rnegi (5, 6, 12, 21, 22, 27, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 40,
41, 42 ve 44 nolu) ise zayif antibakteriyel aktivite gosterirken diger bal 6rnekleri orta derecede

antibakteriyel etki gostermistir.

Bal 6rneklerine karsi denenen diger test bakteri ise E. coli olup bal 6rneklerinden 2
tanesi (13 ve 31 nolu) antimikrobiyal aktivite gostermemistir. 22 adet bal 6rnegi denenen test
bakterisine kars1 zayif antimikrobiyal etki gdstermistir. Diger 20 bal 6rnegi (3, 6, 7, 8, 9, 14, 17,
20, 24, 28, 30, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 42, 43 ve 44 nolu) ise orta derecede antibakteriyel etkinlik
gostermistir. Diger bakterilerle karsilastirildiginda en az antimikrobiyal aktivite bu bakteriye

kars1 goriilmiistiir.



Cizelge 3.2.Toplanan ballarin agar kuyucuk yontemiyle antimiktobiyal aktivitesi (& 15 mm).

Bal 6rnekleri
Test Mikroorganizmasi 112|345 |6]|7I(8 (9 |[10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 [20 |21 |22 |23
Gram Pozitif Bakteri
S. aureus 16| 16| 16 ] 20| 16| 16| 16] 16 17| 18] 16| 16| 16] 16] 16| 16| 19] 16] 16] 16| 16| 16 [ 16
Gram Negatif Bakteri
L. pneumophila Sgl (a) 26 [ 27 29 27 171 221 30 17 22 22 25] 18] 20 [ 30] 27] 26 37[ 25] 28] 27 30[ 15[ 25
L. pneumophila Sg 1(b) 30 22 38 20| 21 | 221 30| 23] 32 22 21| 30| 24| 38| 38| 25] 37| 25| 28] 40 31 15| 25
L. pneumophilaSg2-15(a) | 37 | 32| 37 | 41| 33 | 32| 36| 30| 32| 25| 30| 28| 30| 30| 27| 27| 30| 32| 30| 35 ] 31| 28| 30
L. pneumophilaSg2-15(b) | 22 | 22 | 24 | 21| 20 | 30| 22| 22| 26| 25| 22| 23| 20 | 22| 22| 20| 21| 22| 21| 22| 21| 21 | 20
Legionella spp.(a) 30| 25 28| 25| 22| 25| 28| 24| 24| 25| 22| 20| 18| 24| 24| 20 [ 25| 25| 25| 30| 26 [ 20 | 24
Legionella spp. (b) 20| 20| 23] 23| 17 ] 18| 25| 20| 20| 22| 20| 18] 20 [ 25| 22| 20| 25| 22| 20| 22| 18] 16| 22
E. coli 18 17 20 ] 18] 18| 24 24 20| 22| 18] 17] 16| 15| 20] 18] 16| 20| 16] 18] 20| 16| 15| 17
Jal ornekleri

24 125 126 [ 27128 129130 131 [32 [33 [34 [35 36 [37 [38 [39 1[40 [41 [42 [ 43 [ 44 [T30]YB
Gram Pozitif Bakteri
S. aureus 16 16 16 [ 16 ] 20] 16 20 22 26| 26 22 32 18] 17] 25] 20 [ 21] 28] 21 24 [ 22] 15] 15
Gram Negatif Bakteri
L. pneumophila Sg 1 (a) 22 18] 26| 22| 25| 20| 23] 15] 22| 22| 28] 30| 23 [ 25] 40| 24| 26] 30| 25| 25| 22| 25 15
L. pneumophila Sg 1(b) 23| 21| 37| 18| 21| 15| 40| 30| 25| 34| 42| 35| 37| 36| 36| 38| 34| 39| 22| 22| 35| 18| 15
L. pneumophilaSg2-15(a) | 30 | 27 | 40| 22| 25 | 30| 30| 20| 25| 30| 30| 35| 32| 28] 30| 28] 35| 30| 30| 32| 20| 18| 15
L. pneumophilaSg2-15(0) | 20 | 22 | 25| 22| 24 | 20| 20| 16| 18| 20| 20| 16| 18| 27| 18| 20| 18] 18] 18 20| 16| 19| 15
Legionella spp. (a) 25| 251 30 19] 20| 20| 28] 18] 20| 26| 20| 22| 25 [ 24| 22| 20| 25| 22| 25| 30| 28] 11| 15
Legionella spp. (b) 20| 20 20 17| 22 ] 18] 20| 16 18] 19| 20| 19] 18 [ 20| 20| 22| 18] 19| 19| 20 18] 17 [ 15
E. coli 20 16 18] 17| 20| 16| 20| 15[ 17| 19| 25| 20 22 [ 21| 22| 24 18] 17[ 20| 23 25] 21 [ 15

T(30pg);tetrasiklin,YB: Yapay bal,

15mm; Antimikrobiyal aktivite vok (R),

16-19mm: Zay:if aktivite (Z),

20-29mm:Orta derecede antimikrobiyal aktivite (ODAA),

30-42mm: Yiiksek antimikrobiyal aktivite (YA)

1€
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Cizelge 3.3. Bal d6rneklerinin antimikrobiyal aktivitelerinin %’lik dagilimu.

Mikroorganizma N R A ODAA | YA %R | %Z %O0DAA | % YA
S. aureus 4 |0 29 14 1 0 65,91 | 31,82 2,27
L. pneumophila Sg 44 |2 4 31 7 4,54 |9,09 70,45 15,91
1(a)

L. pneumophila Sg 44 |2 1 18 23 454 | 2,27 40,91 52,27
1(b)

L. pneumophilaSg2- |44 (0 0 12 32 0 0 27,27 72,73
15(a)

L. pneumophilaSg2- |44 |0 10 33 1 0 22,73 | 75 2,27
15(b)

Legionella spp. (a) 44 |0 3 37 4 0 6,82 84,09 9,09
Legionella spp.(b) 44 |0 16 28 0 0 36,36 | 63,64 0
E.coli 44 | 2 22 20 0 4,54 |50 45,45 0

Bal oOrneklerinin en yiliksek antimikrobiyal aktiviteyi sirasiyla %72,73 oranla L.
pneumophila Sg 2-15(a), %52,27 oranla L. pneumophila Sg 1(b) ve %215,91 oranla L.
pneumophila Sg 1(a)’ya kars1 gostermistir.

3.3.Endospor Olusturan Basillerin izolasyonu ve identifikasyon Test Sonuclar

Caligmada kullanilan bal 6rnekleri, Kiitahya ilinde satilan ballarin 31’istizme ve 13’0
petekli olarak toplanmistir. 67 adet endospor olusturan Basil izole edilmistir. 44 adet bal
orneginden 67 farkli basil izolat1 elde edilmistir. Bu bal érneklerinden en ¢ok basil izolati elde
edilen ornek 6 nolu baldir ve bu ornekten 6 farkli izolat elde edilmistir. 39 ve 43 nolu
orneklerden 5’er farkli izolat elde edilmistir. 3 farkli izolat elde edilen (1, 9, 12, 19, 20, 21 ve 29
nolu) 7 adet bal 6rnegi vardir. 2 farkli izolat elde edilen (3, 4, 5, 8, 10, 13, 17, 23, 33 ve 44 nolu)
10 adet bal 6rnegi vardir. 1 izolat elde edilen (11, 18, 22, 24, 28, 31, 32, 34, 37 ve 41 nolu) 10
adet bal 6rnegi vardir. Higbasil izolat: elde edilemeyen (2, 7, 14, 15, 16, 25, 26, 27, 30, 35, 36,
38, 40 ve 42 nolu) 14 adet bal 6rnegi vardir.

Elde edilen izolatlarin endospor olusturan Bacillus grubuna dahil edilmesi i¢in aerob
sartlarda endospor olusumlar1 degerlendirilmis ve endospor olusturan izolatlarin gram

reaksiyonlari, endospor boyama ve katalaz aktivitesine bakilmustir.  Biitiin izolatlarin
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mikroskobik inceleme sonucu gram reaksiyonlarinin pozitif oldugu ve endospor olusturduklar
goriilmiistiir.Identifikasyonda 67 Basil izolatina; katalaz {iretimi, sitrat kullanimi, voges
proskover, metil red, indol olusumu, hareketlilik, anerobik gelisme, sicaklik istegi (5°C, 30°C,
40°C, 50°C, 55°C), pH istegi (pH 5.7, pH 6.8) ve NaCl istegi (%2, %5, %7 ve %10) testlerini
iceren morfolojik ve biyokimyasal testleri yapilmistir (Cizelge 3.4)



Cizelge3.4. Izole edilen basillerin identifikasyon test sonuglari.

Yapilan Testler Ornek Kodlar
© Ko}

S 18181818 | §/f |8 18 [8&§ |8 |8 |8 |8 | |& |8 |8 |8 |8 |3 |3 |4
Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Anaerobik gelisim + + + + + + + + + - + - + + + + - + + + + + +
Voges- proskauer testi + R + R + + + - + - - - + - R + R R R R + - -
L- Arabinoz + + - - + + - - - + + + + - + + + + + +
D- Ksiloz + - - - + + + - + + + - + + + - + + + + - - -
D-Mannitol + + - - + + - - + + + + + + + + + + + + + + +
Glikozdan Gaz Olusumu R R R R - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
Kazein + + + + + - + - + + + + + + - + - + + + + + +
Jelatin - - - + + + + + + + + - + + + + + + + + + - +
Nisasta - - - - - - - - + - - - - - - + - + - - - - +
Sitrat Kullanim + - - + + + - - - - + + - - + - + - - + - + -
Indol olusumu + + + + + + + + + + + + + + + + + - - + + + +
pH Gelisimi
6,8 + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5,7 + + - - + - - - + + + + + - - + + - + - + + -
Tuz Gelisimi
%2 + + - + + + + - + + + + + + + + + + + + + + +
%5 + + - + + + + - + + + + + + + + + + - + + + +
%7 - + - + - - + - + - + - + + - + + + - + + + +
%10 - + - + - - - - - - + - - + - - + + - - - + +
Sicaklik Gelisimi
5°C + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + +
30°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
40°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
50°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
55°C + + + + + - + - + + + + + + + + + + + + + + +
Hareketlilik + + + + + + - - - + + - + + + + - - + + + + +

ve



Cizelge3.4. izole edilen basillerin identifikasyon test sonuclar1 (devami).
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Cizelge3.4. izole edilen basillerin identifikasyon test sonuclar1 (devami).

Yapilan Testler Ornek Kodlar

Qo [&) [45] Ko} @ Qo [S] ) <5} © Q2 [S] =) D © Qo

& & b & 8 8 & & & S & S & b < 2 2 2 < 3 3
Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Anaerobik gelisim + + + + + + + - + + + + + + + + - - + + +
\Voges- proskauer testi + - - + - + + - + - + - - - + + + + - -
L- Arabinoz - + + - - + + - - - - - + - - - + - - + +
D- Ksiloz + + + - - + + - - - - - + - - - + + + +
D-Mannitol - + + - - + + - - - - - + - - - + - + + +
Glikozdan Gaz Olusumu - - + - - - - - - - - - - - - - + - - + -
Kazein + - - + + + - + + + + + - - + - - + + - -
Jelatin + - - + + + + + + + + + - + + + + + + + -
Nisasta + + - - + + - + - - + - - - + - - + - - -
Sitrat Kullanimi - - - + + - - - - + + + - - + + - + - + +
Indol olusumu + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + +
pH Gelisimi
6,8 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
57 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - -
Tuz Gelisimi
%2 + + + + + + + - + + + + + - - + + + + + +
%5 + + - + + + - - + + - + + - - + - + + + -
%7 + - - + + + - - + + - + + - - - - + + - -
%10 + - - - + + - - - - - - - - - - - + - - -
Sicaklik Gelisimi
5°C + + - - - - - - - - - - - - - - - + - - -
30°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
50°C + - - + + + - - + + - + + - - + - + + - -
55°C + + + + + - + + + + - + + + + - + - + + +
Hareketlilik + - + + + + - - + + + + - - - + + + + + -

9€
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Basil suslarina uygulanan biyokimyasal testler sonucunda tiim izolatlarin Katalaz
testine pozitif sonug¢ verdigi Anaerobik Gelisim testine 6a, 6¢, 8b, 9a, 9b, 9c, 10b, 11, 17b, 18,
19a, 19b, 19c, 23b, 37, 43¢ ve 43d izolatlarin negatif sonug, diger 50 izolatin pozitif sonug
verdigi tespit edilmistir.

Voges Proskauer testine 1a, 1c, 3b, 4a, 4b, 5b, 6d, 8a, 10a, 12a, 12b, 12c, 13a, 13b, 174,
20a, 20b, 22, 233, 23b, 24, 28, 29b, 32, 33b, 34, 39a, 39c, 43a, 43b, 43¢ ve 43d kodlu 32 izolatin
pozitif sonug verdigi, diger 35 izolatin negatif sonug¢ verdigi bulunmustur.

Asit olusumu testlerinde L- arabinoz sekerinde 31 izolatin (1c, 3a, 4b, 5a, 5b, 8a, 12a,
12b, 17a, 17b, 18, 19a, 19c, 20c, 21a, 21b, 22, 23a, 29b, 32, 33a, 37, 39a, 39b, 39c, 39d, 41,
43a, 43b, 43d ve 43e kodlu) negatif sonug¢ verip kalan 36 izolatin pozitif sonu¢ verdigi; D-
ksiloz testinde 1b, 1c, 3a, 5a, 6¢c, 8a, 10a, 10b, 11, 12b, 17b, 18, 19b, 20a, 20c, 21a, 21b, 22,
23a, 32, 33a, 37, 39a, 39b, 39c, 39d, 41, 43a, 43b ve 43d kodlu 30 izolatin negatif kalan
izolatlarin pozitif sonu¢ verdigi; D- mannitol testinde 29 izolatin (1c, 3a, 4b, Sa, 12a, 12b, 17a,
17b, 18, 19a, 19b, 20c, 21a, 21b, 22, 23a, 23b, 29b, 32, 334, 37, 393, 39b, 39c, 39d, 41, 43a, 43b
ve 43d kodlu) negatif sonug verdigi, kalan 38 izolatin pozitif sonu¢ verdigi bulunmustur.

Glikozdan gaz olusumu testinde 6¢, 13b, 21¢, 23b, 28, 31, 43¢ ve 44a kodlu izolatlarin
pozitif sonug verdigi, diger 59 izolatin negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

Hidroliz testlerinde; Kazein testinde 4a, 5a, 6f, 8b, 12c, 13b, 20b, 23b, 29c, 31, 34, 3%,
41, 43b, 43c, 44a ve 44b kodlu 17 izolatin negatif, kalan 50 izolatin pozitif sonu¢ verdigi;
Jelatin testinde 11 izolatin (1a, 1b, lc, 6¢, 10b, 13b, 20b, 29¢, 31, 39¢ ve 44b) negatif sonug
verip, kalan 56 izolatin pozitif sonu¢ verdigi; Nisasta testinde 25 izolatin (5b, 8a, 9a, 11, 12a,
12b, 13a, 19a, 19c, 20a, 20c, 21a, 21b, 21c, 22, 23a, 24, 29b, 29c, 33a, 33b, 37, 39c, 43a ve
43d) pozitif sonug verip, kalan 42 izolatin negatif sonug verdigi bulunmustur.

Sitrat testinde 30 izolatin (1a, 3a, 3b, 4a, 6b, 6¢, 6f, 8b, 9¢c, 10b, 12a, 12b, 13b, 20a, 20b,
20c, 21a, 21b, 21c, 22, 32, 33a, 39b, 39c, 39d, 43a, 43b, 43d, 44a ve 44b) pozitif sonug verdigi
ve kalan 37 izolatin negatif sonug verdigi; indol testinde 9a, 9b, 12b, 29a, 43¢ kodlu 5 izolatin
negatif sonug verdigi, kalan izolatlarin pozitif sonug verdigi tespit edilmistir.

pH 6,8 testinde 3a ve 12¢ kodlu 2 izolatin negatif sonug verdigi, kalan izolatlarin pozitif
sonug verdigi ve pH 5,7 testinde 1c, 3a, 4a, 4b, 5a, 6e, 6f, 9a, 9¢c, 11, 13b, 17b, 44a ve 44b kodlu
14 izolatin negatif sonug verdigi ve kalan 53 izolatin pozitif sonug verdigi bulunmustur.

Tuzluluk testinde; %2 tuzluluk oraninda 1c, 5a, 29a, 37, 41 ve 43a kodlu 6 izolatin
negatif sonug¢ verdigi, kalan 61 izolatin pozitif sonug verdigi; %5 tuzluluk oraninda 13 izolatin
(1c, 5a, 9b, 17b, 29a, 31, 34, 37, 39c, 41, 43a, 43¢ ve 44b) negatif sonu¢ verdigi, kalan 54
izolatin pozitif sonug verdigi; %7 tuzluluk oraninda 1a, lc, 3b, 4a, Sa, 6a, 6¢, 6f, 9b, 12b, 13a,
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17b, 18, 19¢c, 20b, 21a, 29a, 29¢, 31, 34, 37, 39c, 41, 43a, 43b, 43c, 44a ve 44b kodlu izolatlarin
negatif sonug verdigi, diger 39 izolatin pozitif sonug verdigi; %10 tuzluluk oraninda 24 izolatin
( 1b, 3a, 6b, 6e, 8b, 9a, 10b, 11, 12a, 12c, 13b, 19a, 20c, 21b, 21c, 22, 23a, 23b, 24, 28, 29b,
33a, 33b ve 43d kodlu) pozitif sonug¢ verdigi, kalan 43 izolatin negatif sonu¢ verdigi tespit
edilmisgtir.

Sicaklik testlerinde 5°C de 4a, 24, 31, 32, 33a, 33b, 34, 37, 39a, 39b, 39c, 39d, 41, 43a,
43b, 43c, 43e, 44a ve 44b kodlu 19 izolatin negatif, kalan 48 izolatin pozitif sonug verdigi; 30°C
de sadece 9c kodlu izolatin negatif sonug¢ verdigi, diger 66 izolatin pozitif sonug verdigi; 40°C
de biitiin izolatlarin pozitif sonu¢ verdigi; 50°C de 9c, 29c, 31, 34, 37, 39c, 41, 43a, 43¢, 44a ve
44b kodlu 11 izolatin negatif, diger 56 izolatin pozitif sonu¢ verdigi bulunmustur.Hareketlilik
testinde, 22 izolat (4b, 5a, 5b, 6c, 8b, 9a, 12¢, 13a, 17a, 17b, 20a, 21c, 23a, 23b, 24, 29c, 34, 37,
39e, 41, 43a ve 44b kodlu) negatif sonug¢ vermistir. Diger 45 izolat pozitif sonu¢ vermistir.

Elde edilen bu izolatlarin identifikasyonu, agir metal toleransliliklari, antibiyotik
direncliligi, sekonder metabolit aktivitesi aragtirilmistir.

3.4. Endospor Olusturan Basillerin Agir Metal Direnclilik Diizeyleri

Calismamizda ballardan elde edilen endosporlu basillerin agir metal direnglilik
diizeyleri agar diliisyon metodu ile belirlenmistir.  Agir metal direnclilik diizeylerinin
belirlenmesinde referans sus olarak B. subtilis NRRL B-209 susu kullamilmustir. B. subtilis
NRRL B-209 referans susunun sahip oldugu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu degerleri

Cizelge 3.5.”de verilmistir.

Cizelge 3.5. B.subtilis NRRL B-209 "un agir metal direnglilik diizeyi (mM/mL).

Agir Metal MIK Degeri
Demir 2
Kobalt 1
Kursun 4
Bakir 1
Kadmiyum 0,625

Agir metal direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde 5 farkli agir metal tuzu
[FeSO4.7H20), Co(CHsCOO),;, PbCl;, Cu(CH3COO0)2H.0, CdCl;H.0O] kullanilmstir.
Izolatlarin agir metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde agar dilusyon metoduna gore

gosterdikleri MIK degerleri Cizelge 3.6.”de verilmistir.



Cizelge 3.6. izolatlarm agir metallere kars1 gosterdikleri MIK degerleri (mM/mL).

39

No Aglr metaller Aglr metaller

Demir | Kobalt | Kursun | Bakir | Kadmiyum Demir Kabalt Kursun | Bakir Kadmiyum
la 2 2 2 2 0,25 20a | 2 2 2 2 0,125
b |2 2 2 1 0,25 20b | 4 2 2 1 0,125
1c 2 2 2 1 0,0625 20c | 2 2 2 2 0,25
3a |2 2 2 2 0,25 2la | 2 2 2 2 0,125
3b |2 2 2 1 0,5 21b | 2 2 2 1 0,125
4da |1 2 2 1 0,25 2lc | 2 2 2 2 0,25
4 | 2 2 2 1 0,125 22 2 2 2 2 0,125
5a | 2 2 4 1 0,0625 23a | 2 2 2 2 0,125
5b | 2 2 2 1 0,25 23b | 2 4 2 2 0,0625
6a | 2 4 2 2 0,5 24 2 4 2 2 0,125
6b | 2 4 2 2 0,25 28 2 2 2 2 0,125
6c 2 2 2 2 0,25 29a | 2 2 2 2 0,125
6d | 2 2 2 2 0,25 29 | 2 2 2 2 0,125
6e 2 4 2 1 0,25 29%c | 2 2 2 2 0,0625
6f 4 2 2 1 0,125 31 2 2 2 2 0,25
8a |2 2 2 2 0,25 32 2 2 2 2 0,25
8b | 2 2 2 1 0,25 33 | 2 2 2 2 0,25
9a |1 2 2 1 0,0625 33b | 2 2 2 2 0,25
9 |2 2 2 1 0,25 34 2 2 2 2 0,125
9c 2 2 2 2 0,25 37 2 2 2 2 0,125
10a | 2 2 2 2 0,125 3% | 2 2 2 2 0,25
10b | 2 2 2 2 0,25 3% | 4 2 2 2 0,25
1 |2 2 2 2 0,25 3% | 2 2 2 2 0,25
12a | 2 2 2 2 0,25 39d | 2 2 2 2 0,25
12b | 2 2 2 2 0,125 3% | 4 2 2 2 0,5
12c | 4 2 2 1 0,125 41 2 2 2 2 0,25
13a | 2 2 2 2 0,25 43a | 2 2 2 2 0,25
13b | 2 2 2 1 0,125 43b | 4 2 2 2 0,25
17a | 2 2 2 2 0,125 43c | 0,5 2 2 2 0,25
17b | 2 2 1 1 0,125 43d | 2 2 2 2 0,25
18 |2 4 2 2 0,25 43¢ | 2 2 2 2 0,125
19a | 2 2 2 2 0,125 44a | 4 2 2 2 0,125
19b | 2 4 2 2 0,25 44b | 4 2 1 2 0,125
19c | 2 2 2 2 0,25
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Cizelge 3.6’ya bakildiginda, 1a, 3a, 6c, 6d, 8a, 9c, 10b, 11, 12a, 13a, 19c, 20c, 21c, 31,
32, 33a, 33b, 39a, 39c, 39d, 41, 43a ve 43d kodlu izolatlarin kursun agir metaline gdsterdigi
MIK degerinin referans sus ile kiyaslandiginda diisiik oldugu goriiliirken; demir agir metaline
gosterdigi MIK degerinin referans sus ile kiyaslandiginda aym degerde oldugu goriilmiistiir. Bu
izolatlarin kobalt (2mM), bakir 2mM) ve kadmiyum (0,25 mM) agir metal sonuglarinin

referansimiza gore yiiksek ¢iktigr bulunmustur.

1b, 5b, 8b ve 9b izolatlariin kursun agir metaline gosterdigi MIK degerinin (2mM)
referans sus ile kiyaslandiginda diisiik oldugu goriiliirken; demir agir metaline gosterdigi MIK
degerinin referans sus ile kiyaslandiginda ayni degerde oldugu goriilmiistiir. Bu izolatlarin
kobalt (2 mM), bakir (I mM) ve kadmiyum (0,25 mM) agir metal sonuglarinin referansimiza
gore yiiksek ¢iktigi bulunmustur.

lc izolatinin kursun agir metaline gosterdigi MIK degerinin (2mM) referans sus ile
kiyaslandiginda diisiik oldugu goriiliirken; demir, bakir ve kadmiyum agir metallerine karsi
gosterdigi MIK degerlerinin referans sus ile kiyaslandiginda ayni degerde oldugu goriilmiistiir.
lc izolatimin kobalt (2 mM) agir metaline karsi gosterdigi MIK degerinin referans susumuza

gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.

3b izolatinin kursun agir metaline gosterdigi MIK degerinin (2mM) referans sus ile
kiyaslandiginda diisiik oldugu gériiliirken; demir ve bakir agir metallerine karsi gosterdigi MIK
degerleri referans suslarimiz ile ayni degerdedir. Bu izolatin kobalt ve kadmiyum agir
metallerine karsi gosterdigi MIK degerleri (2 mM ve 0,5 mM) referans suslarimiza goére

yiiksektir.

4a izolatiin demir ve kursun agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri (1 mM ve
2 mM) referans suslara gore daha diisiik oldugu goriiliirken, bakir agir metaline kars1 gosterdigi
MIK degeri referans sus ile esittir. Bu izolatin kobalt ve kadmiyum agir metallerine karst
gosterdigi MIK degerleri (2 mM ve 0,5 mM) referans suslarimiza gére daha yiiksek oldugu

tespit edilmistir.

4b, 13b ve 21b kodlu izolatlarn kursun agir metaline karsi gosterdigi MIK degeri
(2mM) referans susa gore daha diisiikken, demir ve bakir agir metallerine kars1 gosterdigi MIK
degeri referans susa esittir ve bu izolatlarin kobalt ve kadmiyum agir metallerine karsi

gosterdigi MIK degerleri (2 mM ve 0,125 mM) referans suslara gore daha yiiksektir.
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5a izolatinin demir, kursun, bakir ve kadmiyum agir metallerine kars1 gosterdigi MIK
degerleri referans suslarla ayn1 iken, kobalt agir metaline kars1 gosterdigi MIK degeri (2 mM)

referans suga gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

5b izolatinin kursun agir metaline kars: gosterdigi MIK degerinin (2 mM) referans susa
gore diisiik oldugu goriiliirken, demir ve bakir agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degeri
referans susla aynidir. Buna ragmen bu izolatin kobalt ve kadmiyum agir metallerine karsi

gosterdigi MIK degerleri (2 mM ve 0,25 mM) referans suslara gore daha yiiksektir.

6a izolatmin kursun agir metaline karsi gosterdigi MIK degerinin (2 mM) referans susa
gore diisiik oldugu goriiliirken, demir agir metaline kars1 gosterdigi MIK degeri referans susla
aymdir. Bu izolatin kobalt, bakir ve kadmiyum agir metallerine karsi gosterdigi MIiK degerleri

(4 mM, 2mM ve 0,5 mM) referans suslara gore yiiksektir.

6b, 18 ve 19b kodlu izolatlarin kursun agir metaline kars: gosterdigi MIK degerinin (2
mM) referans susa gore diisiik oldugu goriiliirken, demir agir metaline kars1 gosterdigi MIK
degeri referans susla aynidir. Buna karsin bu izolatlarin kobalt, bakir ve kadmiyum agir
metallerine kars1 gosterdigi MIiK degerleri (4 mM, 2mM ve 0,25 mM) referans suslara gore
yiiksek oldugu gorilmiistiir.

6e izolatinin kursun agir metaline kars1 gosterdigi MiK degerinin (2 mM) referans susa
gore diisiik oldugu goriiliirken, demir ve bakir agir metallerine kars1 gosterdigi MiK degeri
referans suslarla aynidir. Bu izolatin kobalt ve kadmiyum agir metallerine kars1 gosterdigi MIK

degerleri (4 mM ve 0,25 mM) referans suslara gore yiiksektir.

6f, 12c ve 20b kodlu izolatlarin kursun agir metaline kars: gosterdigi MiK degerinin (2
mM) referans susa gore diisiik oldugu goriiliirken, bakir agir metaline karsi gosterdigi MIK
degeri referans susla aynidir. Bu izolatlarin demir, kobalt ve kadmiyum agir metallerine karsi

gosterdigi MiK degerleri (4 mM, 2 mM ve 0,125 mM) referans susa gore daha yiiksektir.

9a izolatinin demir ve kursun agir metallerine karsi gosterdigi MIK degerleri (1 mM ve
2mM) referans susa gore diisilk oldugu goriilmiistiir. Bu izolatin bakir ve kadmiyum agir
metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri referans suslara esit iken, kobalt agir metaline karsi

gosterdigi MIK degeri (2 mM) referans susa gore yiiksektir.

10a, 12b, 17a, 19a, 20a, 21a, 22, 23a, 28, 29a, 29b, 34, 37 ve kodlu izolatlarin kursun
agir metaline karst gosterdigi MIK degerinin (2 mM) referans susa gore diisiik oldugu

goriilmiistiir. Bu izolatlarin demir agir metaline kars1 gosterdigi MIK degerinin referans susa
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esit oldugu bulunmusken, kobalt, bakir ve kadmiyum agir metallerine karsi gosterdigi MIK
degerlerinin (2 mM, 2mM, 0,125 mM) referans suglara gore yiiksek oldugu bulunmustur.

17b kodlu izolatin kursun agir metaline kars1 gosterdigi MiK degeri (1mM) referans
susa gore diisiikken, bu izolatin demir ve bakir agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri
(2mM ve 1mM) referans suslara esittir. Bu izolatin kobalt ve kadmiyum agir metallerine kars1

gosterdigi MIK degerleri (2 mM ve 0,25 mM) referans suslara gore yiiksektir.

23b izolatiin kursun agir metaline kars1 gosterdigi MIK degeri (2 mM) referans susa
gore diisiiktiir. Bu izolatin demir ve kadmiyum agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri
referans suslara esitken, kobalt ve bakir agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerlerinin (4

mM ve 2 mM) referans suslara gore yliksek oldugu bulunmustur.

24 kodlu izolatin kursun agir metaline karsi gosterdigi MiK degeri (2 mM) referans susa
gore diisiikken, demir agir metaline kars1 gosterdigi MIK degeri referans susa esittir. Bu izolatin
kobalt, bakir ve kadmiyum agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri (4 mM, 2 mM ve
0,125 mM) referans susa gore yiiksektir.

29c¢ izolatinin kursun agir metaline karsi gosterdigi MIK degeri (2 mM) referans susa
gore disiik oldugu gorilmistir. Bu izolatin demir ve kadmiyum agir metallerine karsi
gosterdigi MIK degeri referans susa esitken, kobalt ve bakir agir metallerine kars: gosterdigi

MIK degerleri (2 mM ve 2 mM) referans susun MIK degerinden yiiksektir.

39b ve 43b kodlu izolatlarin kursun agir metaline kars1 gosterdigi MIK degerleri (2
mM) referans susa gore diisiikken, demir, kobalt, bakir ve kadmiyum agir metallerine karsi
gosterdigi MIK degerleri (4 mM, 2 mM, 2 mM ve 0,25 mM) referans suslarin MiK degerlerine
gore daha yiiksektir.

39e izolatinin kursun agir metaline kars1 gosterdigi MIK degeri (2 mM) referans susa
gore diisiikken;demir, kobalt, bakir ve kadmiyum agir metallerine karsi gosterdigi MIK
degerlerinin (4 mM, 2 mM, 2 mM ve 0,5 mM) referans suslarin MIK degerlerine gére daha
yiiksek oldugu bulunmustur.

43¢ izolatinin demir ve kursun agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri 0,5 mM
ve 2 mM), referans suslarin MIK degerlerine gore diisiiktiir. Bu izolatin kobalti bakir ve
kadmiyum agir metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri (2 mM, 2mM ve 0,25 mM) referans
suslarmn MIK degerlerinden yiiksektir.
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44a kodlu izolatin kursun agir metaline karsi gosterdigi MIK degeri (2 mM) referans
susa gore diisiiktiir. Bu izolatin demir, kobalt, bakir ve kadmiyum agir metallerine karst
gosterdigi MIK degerleri (4 mM, 2 mM, 2 mM ve 0,125 mM) referans suslarin MiK degerlerine
gore daha yiiksektir.

44b kodlu izolatin kursun agir metaline kars1 gosterdigi MIiK degeri (1 mM) referans
susa gore diisiik oldugu goriiliirken; bu izolatin demir, kobalt, bakir ve kadmiyum agir
metallerine kars1 gosterdigi MIK degerleri (4 mM, 2 mM, 2 mM ve 0,125 mM) referans suslarin
MIK degerlerine gore daha yiiksektir.

Cizelge 3.7. izole edilen basillerin agir metal direngliliklerinin %’lik dagilimu.

Agir Metal n Agir metal konsantrasyonlarma (mM/mL) gore Direncli
genel toplam icerisindeki izolatlarin sayisal dagilim izolatlar
0,0625 0.125 025 05 1 2 4 8 16 n %
Demir 67 = = = 1 2 | 56*| 8 = - | 64 95.52
Kobalt 67 - - = = <60 7 - - 67 100
Kursun 67 - - - - 2 64 | 1* - - 1 1.49
Bakar 67 - - - - | 17* | 50 - - - 67 100
Kadmiyum | 67 23* = 35 3 - - - - - 67 100

*Agir metallerin referans sus MIK degerleri

Elde edilen izolatlarin referans susa gore, agir metal yiizde toleranslilik degerlerine
bakildiginda; kobalt, bakir ve kadmiyum agir metaline kars1 %100 direngli oldugu tespit
edilmistir. Ikinci sirada %95.52 ile demir agir metaline, en az ise% 1.49 ile kursun agir metaline

kars1 direngli oldugu goriilmiistiir.
3.5. Antibiyotik Direnclilik Diizeyleri

Izole edilen toplam 67 basilin antibiyotik direnglilik diizeyleri Cizelge 3.8’de
verilmistir. izole edilen basillerin Doxycycline (30pg), Rifampicin (30pg) ve Kanamisin (30ug)

antibiyotiklerine kars1 direnclilik diizeyleri testi agar disk difiizyon yontemi ile yapilmigtir.
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Cizelge 3.8. Basillerin test edilen antibiyotiklere kars1 gosterdikleri inhibisyon zon c¢aplari (disk

6 mm).

Kullamilan antibiyotikler Kullanilan antibiyotikler

Doxycycline | Rifampicin | Kanamisin Doxycycline | Rifampicin | Kanamisin

(30ug) (30ug) (30ug) (30ug) (30ug) (30ug)
la |40 33 19 19b | 30 24 18
1b | 44 34 20 19c | 40 20 21
lc | 34 44 15 20a | 40 26 26
3a |37 35 19 20b | 42 30 21
3b |40 34 20 20c | 37 27 18
da | 42 30 13 2la | 39 33 18
4b | 37 28 21 21b | 36 27 19
5a | 40 50 13 21c | 40 34 21
5b | 41 30 20 22 | 36 27 20
6a | 34 24 17 23a | 38 27 22
6b |34 23 18 23b | 44 36 21
6c | 39 29 18 28 | 28 30 16
6d |38 30 18 30 |40 30 23
6e |39 33 18 31 |40 26 18
6f | 42 38 18 32 |30 25 19
8a | 38 29 26 33a | 35 27 18
8b |26 26 18 33b | 30 25 13
9a |40 30 18 34 | 26 36 13
9b | 26 24 18 37 | 37 24 16
9c | 40 29 16 39a | 37 31 20
10a | 40 30 20 39b | 40 29 21
10b | 35 28 17 39c | 42 25 18
11 | 40 26 18 39d | 40 30 21
12a | 36 22 20 3% | 33 26 13
12b | 40 25 22 41 | 38 34 19
12c | 40 28 20 43a | 30 25 15
13a | 40 26 16 43b | 30 26 17
13b | 40 31 22 43c | 26 10 13
17a | 40 25 22 43d | 34 22 16
17b | 32 30 16 43e | 31 19 15
18a | 33 22 17 44a | 32 32 16
19a | 38 26 17

izole edilen aerobik endospor olusturan basillerin, antibiyotik direnclilik diizeyleri

NCCLS ve CLSI skalasi ¢izelge 3.9°da Gram- pozitif/aerobik bakteriler i¢in belirtilen zon

caplar verilmistir. Basillerin antibiyotik direngliligi bu skalaya gére yorumlanmistir.
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Cizelge 3.9. NCCLS ve KlinikLaboratuvarStandartlar1 Enstitiisii (CLSI) rehberinde Gram

pozitif/aerobik bakteriler i¢in belirtilen zon ¢aplart yorumlama skalasi.

Zon Cap1
Antibiyotik | Disk igerigi (ug) | R(Direngli) ODA(Orta Derece YA (Yiiksek
Aktivite) Aktivite)
Doxycycline 30pg 12> 13-15 >16
Rifampicin 30 pg 16> 17-19 >20
Kanamisin 30 pg 13> 14-17 >18

Cizelge 3.10.izole edilen basillerin antibiyotik direngliliginin %’lik dagilimu.

Antibiyotik N R | ODA | YA | %R %0ODA | % YA
Doxycycline (30ug) | 67 0 0 67 0 0 100
Rifampicin (30pg) 67 0 0 67 0 0 100

Kanamisin (30pg) 67 6 15 46 8.95 22.39 68,66

Cizelge 3.10°da elde edilen basil izolatlarinin %8,95 inin ise Kanamisine karsi direngli
oldugu belirlenmistir. Basil izolatlarinin Doxycycline ve Rifampicin antibiyotigine kars1 %100,

Kanamisin antibiyotigine kars1 ise %68.66 yliksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
3.6. Basillerin Sekonder Metabolit Uretimi

Basillerin sekonder metabolit {iretimi agar blok yontemi ile gram pozitif (S. aureus) ve 7
tane gram negatif [Escherichia coli, Legionella pneumophila serogrup 1(a), Legionella
pneumophila serogrup 1(b), Legionella pneumophila serogrup 2-15(a), Legionella pneumophila
serogrup 2-15(b), Legionella spp.(a) ve Legionella spp.(b)] bakteriye kars1 degerlendirilmistir.
Cizelge 3.11°e bakildiginda 8 basil izolatinin (18, 20b, 20c, 23b, 29c, 31, 32 ve 43b)S. aureus’a
kars1 zayif aktivite gosterdigi, diger 59 izolatin ise direngli oldugu goriillmiistiir. En fazla

aktiviteyi 13 mm zon ¢api ile 18 nolu izolatin gosterdigi gérilmiistiir.

L. pneumophilaSg 1 (a)’ ya kars1 11 izolatin (13b, 17a, 17b, 18, 23a, 24, 28, 32, 39c,
43a ve 43b) zayif aktivite gosterdigi, 19a nolu izolatin 18 mm zon ¢api ile orta derece aktivite

gosterdigi ve diger 55 izolatin direngli oldugu goriilmiistiir.
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L. pneumophila Sg 1 (b)’ye kars1 12 izolatin (6a, 6b, 6c, 6d, 6e, 8a, 8b, 9c, 11, 12c, 37
ve 44b) direng gosterdigi, 21 izolatin (la, 1b, 1c, 3a, 3b, 4b, 5a, 5b, 6f, 9a, 9b, 10a, 10b,
17b,19a, 28, 39d, 39, 41, 43c ve 44a) zayif aktivite gosterdigi, 12 izolatin (44, 18, 20b, 22, 293,
29c, 31, 32, 39a, 39c, 43a ve 43c) orta derecede aktivite gosterdigi ve diger 22 izolatin ise
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.Bu basil izolatlarindan en yiiksek aktivite

gosterenler 25 mm zon capi ile 13b ve 17a kodlu izolatlardir.

L. pneumophila Sg 2-15 (a)’ya kars1 59 izolatin direng gosterdigi, 8 izolatin (3a, 6d, 6e,
8b, 9a, 31, 32 ve 44b) ise zayif aktivite gosterdigi goriilmistiir. En yiliksek aktiviteyi gosteren

izolat 15 mm zon capi ile 3a kodlu izolattir.

L. pneumophilaSg 2-15 (b)’ye kars1 52 izolat direng gostermistir. Bu mikroorganizmaya
kars1 15 izolat (1a, 3a, 5a, 6a, 6d, 9a, 10b, 11, 29c, 32, 37, 43a, 43b, 43c ve 44b) zayif aktivite
gostermistir. En yiiksek aktivite gdsteren izolatinl3 mm zon ¢api ile 9a kodlu izolat oldugu

goriilmiigtiir.

Legionellaspp.(a)’ ya kars1 52 izolatin direng gosterdigi ve 8 izolatin (1b, 6f, 12a, 23b,
34, 39, 44a ve 44b kodlu) zayif aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bu mikroorganizmaya karsi 3
izolat (5a, 18 ve 23a kodlu) orta derecede aktivite ve 4 izolat da (1c, 5b, 6b ve 31 kodlu) yiiksek

aktivite gostermistir. En yiiksek aktivite gosteren izolat 22 mm zon ¢api ile 1¢ nolu izolattir.



Cizelge 3.11. Basil izolatlarinin agar blokyontemi ile test organizmalarina karsi olusturduklart inhibisyon zon ¢aplari (@ 10 mm).

la|1b[1c[3a[3b]4a]4b|5a [5b [6a [6b [6c |6d [6e [6f [8a [8b [9a [9b [9c [10a [10b | 11

Gram Pozitif Bakteri

S. aureus 10 [ 1010 [10 | 10 [10 [10 |10 ][ 10 [ 10 |10 [ 10 [ 10 [10[ 10 [ 10 [10[20[ 20 [ 10 | 10 | 10 | 10
Gram Negatif Bakteri
L. pneumophiliaSg 1(a) 10 [ 10 [ 10 [10 | 10 [ 10 [10 [ 10 [ 10 [ 10 [ 10 [ 10 | 10 [10| 10 | 10 [ 10 [ 10| 10 [ 10 | 10 | 10 | 10
L. pneumophiliaSg 1(b) 12 [ 12 |14 |15 | 15 [ 17 |12 |12 [ 12 | 10 | 10 | 10 [ 10 [10[ 12 [ 10 |10 [12[ 15 [ 10 | 15 | 15 | 10
L. pneumophiliaSg 2-15(2) | 10 | 10 [ 10 | 15 | 10 [ 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 [ 10 | 11 |11 10 | 10 |11 [11] 10 | 10 [ 10 [ 10 | 10
L. pneumophiliaSg2-15(b) | 11 | 10 | 10 [ 12 | 10 | 10 [ 10 [ 12 [ 10 | 11 | 10 | 10 [ 11 [10[ 10 [ 10 [10[13 | 10 | 10 [ 10 [ 12 [ 11
Legionella spp. (a) 10 [ 12 [ 22 |10 | 10 [ 10 [ 10 [ 16 | 20 [ 10 [ 20 [ 10 | 10 [10 | 12 | 10 |10 [ 10| 10 [ 10 | 10 | 10 | 10
Legionella spp. (b) 10 [ 10 [ 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 [ 10 | 11 [10[ 10 [ 10 |10 [10[ 10 [ 17 | 10 | 10 | 10
E. coli 10 [ 10 | 10 | 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 [ 10 | 11 [11[ 10 [ 10 |11 [10[ 10 [ 10 | 10 | 10 | 10
12a|12b| 12c|13a|13b [17a[17b |18 [19a |19b |19c |20a |20b |20c|21a |21b |21c |22 [23a |23b| 24 | 28 |29a
Gram Pozitif Bakteri
S. aureus 10 [ 1010 10|10 [10 10|13 ] 10|10 |10 |20 11 [11][10] 10 [10[20][ 20 [ 11 |10 | 10 |10
Gram Negatif Bakteri
L. pneumophiliaSg 1(a) 10 [10 [ 10 [ 10 [ 11 [ 14 |12 |12 [ 18 | 10 |10 [ 10 | 10 [10[ 10 [ 10 [10[210[ 11 [ 10 [ 14 | 13 | 10
L. pneumophiliaSg 1(b) 23 2210 | 22|25 |25 |12 |17 15|20 |22 |20 |18 [21[22]22|20[18[21[21|20]15 |17
L. pneumophiliaSg2-15(a) | 10 | 10 | 10 [ 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 | 10 [ 10 [10[ 10 | 10 [10[10| 10 | 10 | 10 | 10 [ 10
L. pneumophiliaSg2-15(b) | 10 | 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 | 10 [ 10 [10[ 10 [ 10 [10[10| 10 | 10 | 10 | 10 [ 10
Legionella spp. (a) 12 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 |10 | 18 | 10| 10|10 | 10|10 (10|10 |10 |210|20| 16 | 12 | 10 | 10 | 10
Legionella spp. (b) 10 {10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 [ 10 | 10 | 15 | 10 | 10 [10[ 10 [ 10 |10 [10[ 10 [ 10 | 10 | 10 | 11
E. coli 10 | 10 [ 10 [ 10 | 10 [ 10 [ 10 [ 10 [ 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 [10| 10 | 10 |10 | 10| 10 [ 10 | 10 | 10 | 10

10mm; direngli (R),
10-15mm: zaylf aktivne \L),

16-20mm:orta derecede aktivieepowA),
21-25mm: yiiksek aktivite (YA)

Ly



Cizelge 3.11. Basil izolatlarinin agar blok yontemi ile test organizmalarina karsi olusturduklari inhibisyon zon ¢aplart (@ 10 mm) (devamu).

29b[29c | 31 [32 [33a [33b [34 [37 [39a [39b [39c [39d [39 [41 [43a [43b |43c [43d] 43e | 44a|44b

Gram Pozitif Bakteri

S. aureus 10 (121 [ 11 [ 11 [ 10 [10 |10 |10 [ 10 | 10 |10 [ 10 [ 10 [10][ 20 [12 [10]10] 10 [ 10 | 10
Gram Negatif Bakteri

L. pneumophiliaSg 1 (a) 101010 1110101010 1010 [12[10 |10 10|12 12 [10[10] 10 [ 10 | 10
L. pneumophiliaSg 1(b) 20 [ 18 [ 19 [ 17 | 20 | 20 [ 20 | 10 | 16 [ 22 |18 | 14 | 13 [12[17 | 20 [15[22[ 18 | 11 | 10

L. pneumophiliaSg 2-15(a) | 10 | 10 | 11 | 11 | 10 | 10 |10 ( 10 |( 10 |( 10 {10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 |10 |10 | 10 | 10 | 13

L. pneumophiliaSg 2-15(b) | 10 | 12 | 10 | 11 | 10 | 10 |10 ( 11 | 10 ( 10 (10 | 10 | 10 |10 | 11 | 12 |11 (10| 10 | 10 | 12

Legionella spp. (a) 10 | 10 | 20 | 10 | 10 |20 |11 |10 | 10|10 |10 (10 | 11 (10|10 | 10 (10| 10| 10 | 11 | 12
Legionella spp. (b) 10 | 10 | 10 | 10 | 10 |10 |10 | 10| 10|10 |10 | 10 | 10 (10| 10 | 10 (10| 10| 10 | 10 | 10
E. coli 10 | 10 | 10 | 10 | 10 |10 |10 | 10| 10| 10|10 | 10 | 10 (10| 10 | 10 |10 | 10| 10 | 10 | 10

10mm; direngli (R),
10-15mm: zayif aktivite (2),
16-20mm:orta derecede aktivite (ODA),
21-25mm: yiiksek aktivite (YA)

8y
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Legionella spp.(b)’ye karst 63 izolat direng gdstermistir ve 3 izolat (6d, 19¢ ve 29a) zayif
aktivite gostermistir. Orta derecede aktivite gosteren izolat ise 17 mm zon ¢ap1 ile 9¢ kodlu

izolattir.

E. coli ‘ye kars1 64 izolat direng gostermistir ve 3 izolat zay1f aktivite gostermistir. Zayif

aktivite gosteren izolatlarin zon ¢ap1 11 mm’dir ve bu izolatlar 6d, 6e ve 8b kodlu izolatlardir.

Cizelge 3.12. izole edilen basillerin sekonder metabolit sonuglarinin %’lik dagilima,

Antibiyotik n R z ODD D %R | %Z | %ODD | %D
S. aureus 67 59 8 0 0 88,0 | 11,9 0 0
L. pneumophilaSg 1(a) 67 55 11 1 0 85,0 1;31,4 1,49 0
L. pneumophilaSg 1(b) 67 12 21 12 22 1?,9 Sf,S 1791 | 32,84
L. pneumophilaSg2-15(a) 67 59 8 0 0 8E:SL,O 12?,9 0 0
L. pneumophilaSg 2-15(b) | 67 52 15 0 0 776,6 2;,3 0 0
Legionella spp. (a) 67 52 8 3 4 771,6 13,9 4,48 5,97
Legionella spp. (b) 67 63 3 1 0 9:,0 4,18 1,49 0
E. coli 67 64 3 0 0 93,5 4,48 0 0
2

Izole edilen basillerin en yiiksek antimikrobiyal aktivitesinin ~ %32.84 ile L.
pneumophila Sg 1(b)’ ye kars1 oldugu ve ikinci olarak da%5.89 ile Legionella spp. (a)’ya karsi
oldugu tespit edilmistir. Denenen test mikroorganizmalarinin izole edilen basillerin sekonder
metabolitlerine karsi direncini siralarsak: E. coli (95,52)>S. aureus(94,03)>L. pneumophila Sg
2-15(a) (88,06) = Legionella spp. (b) (88,06)>L. pneumophila Sg 1(a) (82,09)>L. pneumophila
Sg 2-15(b) (77,61) =Legionella spp. (a) (77,61)>L. pneumophila Sg 1(b) (17,91) oldugu

goriiliir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bal tiiketimi insanlik tarihinde uzun bir ge¢mise sahiptir. Bal tatlandiric1 ve lezzet verici
olarak sayisiz yiyecek ve igecekte kullanilmaktadir. Bal hemen hemen biitiin diinyada
iiretilmektedir. Diinyada yillik iiretimin yilda yaklagik 1.20 milyon ton oldugu bildirilmistir.
Cin, Tiirkiye, Arjantin, Ukrayna, Meksika'nin ve Amerika'nin baslica bal iireticilerinden (Sultan

Ayoub Meo, vd., 2017) oldugu bildirilmistir.

Calismamizda ilk olarak Kiitahya ilinde bulunan semt pazarlarinda satisa sunulan bal
ornekleri toplanmistir. Calisma sirasinda petekli ve siizme olmak iizere 44 bal Ornegi
toplanmistir. Toplanan bal orneklerinin % 70,5 siizme, % 29,5 ise petekli bal olarak
incelenmistir. Bal ornekleri Kiitahya, Eskisehir, Bolu, Canakkale, Rize, Siirt, Van, Erzincan,
Bursa, Elazig, Mugla, Aydin, Kars, Artvin, Sivas, Manisa, Ankara, Corum, Batum, Adana ve
Balikesir illerinden gelen ballar olup Cizelge 3.1°da belirtilmistir. Balin bilesimi oldukga
degiskendir ve oncelikle toplandigi cicek tiirlerine, balin bulundugu bdlge, mevsimsel, c¢evresel
faktorler ve isleme gibi bazi dis faktorler de rol oynamaktadir (Alvarez- Suarez, vd., 2010).
Balin bilesimi Cizelge 1.1 de gosterilmistir. Dogal olarak iiretilen en karmasik gida
maddelerinden biri baldir. Kesinlikle hi¢bir islem yapilmadan, tatlandirict madde olarak insanlar
tarafindan kullanilabilen tek gida maddesidir (Gheldof, vd., 2002). Beslenme degerinin yiiksek
olmasi (303 kcal /100 g bal) ve karbonhidratlarinin hizli emilmesi nedeniyle, bal her yastaki
insan igin uygun bir gidadir. Bal, ézellikle ¢ocuklar ve sporculara énerilmektedir. ilag olarak tek
basina bal, hastalar ve yash insanlarin iyilestirilmesine yardimci olabilmektedir (Blasa, vd.,

2005).

Balin yaklagik 200 madde igerdigi rapor edilmistir ve geleneksel tibbin 6nemli bir
pargasi olarak kabul edilir (White 1979). Fenolik asitler ve flavonoidler (Meda, vd,. 2005), baz
enzimler (glukoz oksidaz, katalaz) (Molan ve Betts 2004), askorbik asit, protein ve karotenoid
(Alvarez-Suarez, vd., 2010) igerir. Bal, ilk insanlardan bu yana etnomedisinde kullanilmistir ve
son zamanlarda yaniklar, mide-bagirsak rahatsizliklari, astim, enfekte yara ve cilt tlserlerinin
tedavisindeki rolii yeniden kesfedilmistir (Al-Mamary, vd., 2002; Orhan, vd., 2003). Bal, bal
aris1 tarafindan iiretilen dogal tatli bir madde olup bitkilerin nektarindan veya bitkilerin canli
kisimlarinin salgilarindan, bitki salgilarin1 emen bdcekler olan arilar tarafindan toplanir, arinin
topladigi bu maddeleri kendi spesifik maddeleri ile birlestirerek susuz olarak biriktirip,
olgunlagmasi i¢in bal petegine birakir (Redouan El-Haskoury, vd., 2017). Bal, elde edildigi
bitkinin adi kullanilarak isimlendirilebilir (Orn: Akasya bali, kestane bali, manuka bali vb.)

(Karadal ve Yildirim, 2012). Balin en 6nemli bileseni karbonhidratlardir. Bu karbonhidratlar
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balin i¢inde fruktoz ve glikoz gibi monosakkaritler ve maltoz, izomaltoz, maltuloz, sukroz ve
turanoz gibi disakkaritler halinde bulunurlar ve balin tatlilig1 bu karbonhidratlarin varligindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica bal, anderoz ve penoz gibi oligosakkaritler ve amilaz, oksidaz
peroksit, katalaz ve asit fosforilaz gibi enzimler de igerir. Dahasi, bal aminoasitler ve iz
miktarda Vitamin B, Vitamin B6, Vitamin C, niasin, folik asit, mineraller, demir, ¢inko ve
antioksidanlar igerir. (David, 2007; Fatimah, vd., 2013). Bal terap6tik amagli olarak kullanicilar
tarafindan alternatif tipta kullanildigi i¢in oldukca degerlidir. Bununla birlikte, bal arist
iiriinlerinin tedavilerde kullanilmasinin, bal ile metabolizma uyusmazligi olan insanlar igin
giivenli olup olmadigi, bugiin literatiirde de tartisiimaktadir. Ayni zamanda, bal arisinin besin
degeri yiiksek ve dinamizmin ana kaynagi olduguna inanilmaktadir. Ari {irlinlerinin sagliga
tesvik edici ozellikleri ¢cogunlukla folik asit, tiamin, biyotin, niasin, tokoferol, polifenoller,
enzimlerin ve ko-enzimlerin yaninda fitosterollerin de bulundugu goklu metabolitlerin varligina
baglidir. Balin antioksidan, anti bakteriyel, anti-fungisidal, hepatoprotektif etkileri iizerine
olumlu bilgiler bilimsel literatiirde tekrar tekrar bulunabilir. Prensipte bal saglikli niifus i¢in
degerli bir destektir (Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016). Arastirmalardaki son gelismeler
literatiirde balin umut verici bir sekilde sagligi destekleyici biyolojik faaliyetlere sahip oldugunu

vurgulamigtir (Muhammad, vd., 2016).

Calisma iki kisimda ylriitiilmiistiir; Birincisi toplanan ballarin antimikrobiyal
aktivitelerinin incelenmesi olmustur. Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde en fazla kullanilan
yontemlerden biri olan agar difuzyon metodu ile balin aktivitesi belirlenmistir. Balin miktar1 ve
deneyin yapilabilirligi ve daha fazla miktarda madde miktariin kullanilmasinin uygun
olmasindan dolay1 oyuk agar yontemi tercih edilmistir. Buna gore bal 6rnekleri gram pozitif
bakterilerden; S. aureus gram negatif bakterilerden olan L. pneumophila serogrup 1 (2 adet), L.
pneumophila serogrup 2-15 (2 adet), Legionella spp. (2 adet) ve E.coli kullanilmustir.

Son arastirmalar gostermistir ki, baldaki antimikrobiyal aktivite, gastrointestinal sistem,
tiriner sistem, yara ve yanik enfeksiyonlarina kars1 etkilidir (El- Kased, 2016). Bal diisiik pH ve
yikksek ozmolarite gosterir, enzimatik hidrojen peroksit kompleksi bir araya gelerek
antimikrobiyal etki gosterir (Bang, vd., 2003). Yara pansumaninda bal uygulamasi, balin
antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle modern tipta popiilerlik kazanmaktadir (Ismail, vd., 2015).
Dahasi, baz1 6zel bal ¢esitleri, antibiyotik direngli bakteriyel patojenlere karsi genis spektrumlu
antimikrobiyal etkiye sahiptir (Blair, vd., 2009; Cooper, vd., 2002a, b; French, vd., 2005).
Cigek kaynaklari, antimikrobiyal tip ve seviyedeki farkliliklardan sorumludur (Brady, vd.,

2004). Bu ¢ogunlukla ¢i¢ek kaynaklarinin ¢evresel kosullarina ve cografi konumuna baglidir
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(Price and Morgan, 2006; Julie, vd.,2011), balin klinik potansiyele sahip oldugunu ve olas1 bir
terapotik  kullanim i¢in genis bir antibakteriyel aktivite gosterdigini kesfetmislerdir.
Antibakteriyel etki esas olarak ar1 tarafindan firetilen enzim glikoz oksidaz tarafindan
olusturulan hidrojen peroksitten kaynaklanmaktadir. Balin antibakteriyel aktivitesi cogunlukla

peroksit aktivitesi ve nonperoksit mekanizmalarina baglidir (Mohd, vd.,2013).

Bal ornekleri ilk 6nce gram pozitif bakterilerden S. aureus ‘a karsi denenmistir. S.
aureus gram pozitif bir bakteri olup, sporsuz, katalaz pozitif olan, 6zellikle glinlimiizde hastane
enfeksiyonlarina sebep olan patojen bir mikroorganizmadir (Ustagelebi, 1999). Bu
mikroorganizmaya karsi bal 6rneklerinin birgogu orta derecede ve zayif antimikrobiyal etki
gozlenmistir. Sadece Siizme Kestane bal drnegi en yiiksek (32 mm) antimikrobiyal aktiviteyi
gostermistir. Balin genel ve nonperoksit aktivitelerden kaynaklanan antibakteriyel etkiye sahip
oldugunu bildirmistir. Balin Gram-pozitif ve negatif bakterilere kars1 genis spektrumlu aktivite

gostermesi gerektigine dair bulgular vardir (Katrina ve Calvin, 2014).

Kestane balinin, astim ve solunum yolu hastaliklar1 i¢in iyi bir etnik ¢are olduguna
inantlmaktadir (Orhan, vd., 2003). Kestane bali, bal tiiriinii tanimlamak igin bir isaretleyici
olarak hizmet veren bir ugucu bilesen, 3-aminoacetophenone igerir (Bonaga ve Giumanini,
1986). Daha sonra L. pneumophila Sg 1(a) kars1 denenen bal 6rneklerinden en yiiksek aktiviteyi
petek ¢icek bali 40 mm aktivite ile gostermistir. L. pneumophila bakterisi Gram negatif, 0,3-09
um boyunda, hareketli, ¢omak seklinde bakteri olup Legionellaceae familyasinin mevcut
tirlerinden biridir. L. pneumophila’nin serolojik olarak birbirinden ayirt edilebilen 14 serogrubu
oldugu bilinmektedir. Karbonhidratlar1 karbon kaynagi olarak kullanmayan bu bakteri, aktif
komuri karbon kaynagi olarak kullanir. Katalaz ve beta- laktamaz aktivitesi olan L.
pneumophila bakterisi, jelatini eritme yetenegine de sahiptir. Bu mikroorganizma topraki dogal
su birikintileri ve insan yapimi su sistemlerinde bulunur. Dogada gol, nehir ve kiiciikk su
birikintilerinde az sayida bulunurken, insan yapimi su sistemleri olan sogutma kulesi, su deposu
ve su tesisatlarinda kolonize olarak yiiksek sayilara ulasir. L. pneumophila 20°C- 40°C’de
cogalabilir, optimum iireme sicakligr 37°C’dir. Tercih ettigi pH araligi 6.6-7.2°dir (Tiiretgen,
1998) L. pneuomophila Sgl(a)’ya karsi, bal drnekleri orta derecede duyarli ve duyarli aktivite
gostermislerdir. Arastirmalar gostermistir ki bal, biiylik 6lglide ¢icek kaynagina bagli olarak

insan sagligini iyilestirici islevsel dzelliklere sahiptir.

L. pneumophila 1(b)’ye karsi denenen bal &rnekleri orta derecede duyarli ve duyarli
aktivite gostermislerdir. En yiiksek aktiviteyi petek cigek bali, 42 mm ¢ap ile gostermistir. L.

pneumophila Sg 2-15(a)’ya karsi denenen bal ornekleri genellikle orta derecede duyarli ve
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duyarh aktivite gostermislerdir. En yiiksek aktiviteyi ¢igek petek bali (41 mm) gdstermistir. L.
pneumophila Sg 2-15(b)’ye kars1 denenen bal 6rnekleri genellikle orta derecede duyarli aktivite
gostermislerdir. En yiiksek aktiviteyi 30 mm aktivite ile siizme c¢icek bali gostermistir.
Legionella spp. (a)’ ya karsi denenen bal oOrnekleri genellikle orta derecede aktivite
gostermislerdir. En yiiksek aktiviteyi 4 adet bal 6rnegi 30 mm ¢ap ile gostermistir. Bu bal

orneklerinin 2 adeti siizme ¢icek bali iken, biri ¢am bali, digeri ise deli baldir.

Deli bal, yiiksek oranda grayanotoksin igeren Sapindaceae familyasi ve Ericaceae
familyasinin Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum tiirlerinin nektarinin bal arilar
tarafindan toplanmasi, dehidre edilip, olgunlagsmasi sonucu olusturulan dogal bir iiriindiir
(Boliikbasi, 2010). Halk arasinda tutar bal veya aci bal olarak da adlandirilan deli bal belli
miktarin {izerinde alindiginda zehirlenme belirtileri gostermektedir. Bali yiyen kiside cilt ve
bogazda yanma hissi, agiz ve burunda kasinma, deride ve gozlerde kizariklik, vertigo ve bag
agrisi, bulanti, kusma, salivasyon, kramp tarzi karin agrisi, idrar ve gaita kagirma, gastroenterit,
kesiklik hissi, halsizlik, gorme bulaniklig1 veya gecici korliikk, malaryay1 andiran ates nobetleri,
derin bradikardi, hipotansiyon veya kollaps, delirium hatta koma dikkati c¢eker. Delibal
zehirlenmelerinin gegmisi milattan 6ncesine dayanir. Ksenophon (M.O. 434-354), Perslerden
kacan Yunan ordusunda Karadeniz sahillerinde bulunduklari sirada, konakladiklar1 kdylerde
bulunan kovanlardan petek bal yiyen askerlerin kusma, ishal, halsizlik ve sarhosluk benzeri
belirtiler gosterdiklerini, belirtilerden bazilarimin 1 giin sonra bazilarinin ise 3-4 giin sonra
gectigini fakat askerlerden dlen olmadigini belirtmistir (Avel, 2004). Silici (2010) Karadeniz
Bolgesi’nden temin edilen 14 Rhododendron balinda bulunan ugucu bilesiklerin belirlenmesine
yonelik yaptig1 ¢alismada, bal 6rneklerinde toplam 72 bilesik tespit etmis, tespit ettigi ugucu
bilesikler arasinda 6zellikle organik asitler,fenoller, ketonlar ve alkoller saptamistir. Saptanan
bilesiklerden, 1,2 benzendikarboksilik asit, tributil fosfat, stearik sit, propanoik asit, benzen,
etilenfenil asetat ve benzofenon’u Rhododendron balinin spesifikfloral orijin markérleri olarak
belirlemistir. Rhododendron ballarinin ¢i¢ek balindan daha fazla oranda Cu, Co, Cr, Ni, Se, Zn,
Ca, ve Mg minerallerini igerdigi belirtilmistir (Silici, vd,. 2008).

El Kased (2016) yaptigi ¢alismada balin aerob ve anaerob, Gram pozitif ve Gram
negatif bakterileri igeren asagi yukari 60 bakteri tiirii lizerinde inhibitdr etkisi oldugunu rapor
etmistir (Mandal, 2011). Giiniimiizde antibiyotige direnc¢li olan mikrobiyal tiirlerin prevalansi,
bal da dahil olmak iizere dogal ilaglarin terapétik kullaniminin yeniden degerlendirilmesine yol
agmustir (Rayes, 2013). Son yapilan arastirmalar balin gastrointestinal yol, idrar yolu, yara ve

yanik enfeksiyonlarinin patojen bakterilerine karsi antibakteriyel etkinligini gostermistir. Bal,
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Escherichia coli, S. aureus, Salmonella, Shigella ve Vibrio chlorea gibi tehlikeli bakteriler
iizerinde basarili biiylime inhibisyon oranlar1 gostermistir (Boukraa, 2013) ve bu oranlarin
bilinen bir ¢ok antibiyotikten bile daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bal idrar yolu enfeksiyonlu
hastalarin idrar O6rneginden izole edilen patojen mikroorganizmalarin iizerinde de basarili

inhibisyon oranlarini gostermistir (Yassin, 2013).

Cam bali, arilarin ¢igek nektar1 yerine bir araci bocegin salgisini kullanarak iirettigi bir
baldir. Cam bal1 iiretiminde, cam pamuklu bocegi (Marchalina hellenica) veya halk arasinda
Basra bocegi denilen bocege gereksinim duyulmaktadir. Bu bocek sadece kizilgam, karagam ve
halep ¢aminda yasamakta ve ¢amin 6z suyunu emerek beslenmektedirler (Anonim, 2009).
Ulkemiz bitki zenginligi ve cesitliligi ile diinyanin 6nemli bal iireticisi iilkeleri arasinda yer
almaktadir. Tirkiye’de iiretilen balin yaklasik %40’1m1 ¢am bali olusturmaktadir. Cam bali
iiretiminde ise yi1ldan yila degisiklik gdstermekle beraber ortalama 20.000 ton ile iilkemiz diinya
birincisidir ve ¢gam balinin ¢ok onemli bir kismu ihrag edilmektedir (Sunay, vd., 2004; Sunay,
2008).

Legionella spp (b)’ye karsi bal Ornekleri genellikle orta derecede aktivite
gostermislerdir. Bir siizme ¢igek bali 6rnegi, bir petek cigek bali 6rnegi son olarak bir adet de
kestane bali 6rnegi 25 mm ¢ap ile en yliksek aktiviteyi gostermislerdir. Bal drnekleri en diisiik
aktiviteyi E. coli’ye kars1 gostermislerdir. 2 adet bal 6rnegi (stizme ¢igek ve petek ¢igek ballari)
25 mm ¢ap ile en yliksek aktiviteyi gostermislerdir.

Bal, Ortadogu ve Tiirkiye'de yaygin olarak liretilen ve tiiketilen bir triindiir. Bolgenin
bitki Ortiisli; narenciye, zeytin, ¢am, aycicegi, kekik, kestane, ormangiilii ve benzeri iilke
cigekleri ile karakterizedir. Balin ¢esitli tlirleri Tiirkiye’de tretilmektedir. Ancak, Tiirkiye'de
Karadeniz Bolgesi’nde firetilen kestane ve ¢igek ballarinin biyolojik 6zellikleri iizerine ayrintih

aragtirmalar oldukc¢a sinirlidir (Sorkun, vd,. 2001; Kiigiik, vd,. 2007).

Bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesini kiyaslamak i¢in tetrasiklin antibiyotiginin
ve balin ozmolariteden gelen antimikrobiyal aktivitesinin olabilecegi diisiincesiyle sentetik bal
Orneginin ayni yontemle aktivitesine bakilmistir. Sentetik bal 6rnegi test mikroorganizmalarina
karsit higbir oldiriicii  etki gdstermemistir. Bu sonucun osmolariteden kaynaklanan
antimikrobiyal aktivite oldugu sdylenmesine ragmen bizim calismamizda bdyle bir sonuca

ulagtlamamustir.

Calismamizda toplanan bal 6rneklerinden aerob endospor olusturan Bacillus cinsinin

baslica Ozelliklerini gosteren, endospor olusturan, aerobik ve gram pozitif ¢ubuk seklinde
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bakteriler izole edilmistir. Basil endosporlari silindirik, elipsoidal, oval veya yuvarlaktir.
Endosporlar vejetatif hiicrelerden optik kirilma, ince yapi, kimyasal pozisyon, kimyasal ve
fiziksel strese direngilik gibi pek ¢ok yonden farklidirlar. Bacillus sporlart sicakliga vejetatif
hiicrelerden 105 kez, UV 1s1maya 7-50 kez daha dayanikli oldugu gibi, soguk, kuruluk, yiiksek
ve diisik pH, kimyasal dezenfektanlar ve diger bakterilerin metabolik {iriinlerine son derece
dayaniklidirlar. Sporu g¢evreleyen membranlar, korteks ve spor mantosu gibi yapilarla cesitli

kimyasal ajanlara kars1 direnc de gelistirilmistir (Ustacelebi, 1999).

Ballardan izole edilen 67 adet Basil izolatin1 identifiye edebilmek igin; katalaz tiretimi,
sitrat kullanimi, voges proskover, metil red, indol olusumu, hareket, anerobik gelisme, sicaklik
tolerans (5°C, 10°C, 30°C, 40°C, 50°C, 55°C), pH tolerans (pH5.7, pH6.8) ve NaCl tolerans (%2
NaCl, %5 NaCl, %7 NaCl, %10 NaCl) testlerini i¢eren morfolojik ve biyokimyasal testleri
yapilmigtir (Cizelge 3.4). 67 adet izolatin Bacillus spp. cinsinden oldugu tespit edilmistir.

Mikroorganizmalarin yasaminda metallerin biitlinleyici bir rolii vardir. Kalsiyum,
kobalt, bakir, krom, demir, potasyum, magnezyum, sodyum, nikel, ¢inko gibi bazi metaller
esansiyeldir ve besinsel rolleri vardir. Glimiis aliiminyum, kadminyum, altin, civa ve kursun
gibi metallerin ise biyolojik rolleri yoktur ve esansiyel degildirler. Esansiyel metaller;
biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesi, protein yapisinin ve bakteri hiicre duvar yapisinin
stabilize edilmesi, osmotik dengenin korunmasi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi,
biyomolekiillerin aktive edilmesi gibi elektron alicis1i veya wvericisi olarak enerji
metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Faulkner, 2000). Bu metaller, esansiyel ve
potansiyel olarak toksik olarak siniflandirilabilecek toksik bir konsantrasyon seviyesine
biriktikge, insan yasaminin kalitesinin bozulmasina neden olabilir (Munoz-Olivas ve Camara,
2001). Temel elementlerin alimi, belirli bir seviyede viicut i¢in gilivenli ve yeterlidir. Potansiyel
olarak zehirli elementler diisiik konsantrasyonlarda bile cok toksik olabilir. Ozellikle bazi
gelismekte olan iilkelerde, insanlarin toksik elementlere maruz kalmasinin baglica yolu, hava
solumas1 bir bagka 6nemli yol olsa da, diyet alimi olarak diistiniiliir. Agir metallerin insanlar
tarafindan alinmasina iligkin esaslar, Ulusal Akademiler Enstitiisii, ABD Cevre Koruma
Kurumu (US EPA) gibi cesitli ajanslar ve organizasyonlarin yami sira Ortak Gida ve Tarim
Orgiitii / Diinya Saghk Gida Katki Maddeleri Organizasyon Uzmam Komitesi (JECFA). Bu
kilavuzlar, mevcut bilimsel kanitlara dayali giivenli alim diizeylerini listeler (COT-Komite

Zehirliligi, 2004).

Mikroorganizmanin tolerans yetenegini kaybettigi dolayisiyla gelisiminin engellendigi

en diisiik metal konsantrasyonu “Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu” MIK olarak adlandirilir.
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Tolerant mikroorganizmalarin ekolojik agidan 6nemi biiyliktiir. Clinkii metal kirliligi bulunan
ortamlarda ancak metal tolerans yetenegi olan canlilar yagsayabilmektedir. Bu sebepten dolayi bu
habitatlarda ekolojik madde dongiilerinin devami organizmanin metal toleranslilik giliciine
baghidir. Aksi takdirde boyle bolgelerdeki madde dongiilerinin durmasi ile bolgedeki canliligin
azalmasina ve belkide durmasina neden olmasi kaginilmazdir. Bu nedenle, ¢esitli habitatlarda
yer alan metal tolerant organizmalar, bu ortamlarda yasamin devami ve/veya bu ortamlarin

1slahi icin biiyiik 6nem arz etmektedir.

Topladigimiz ballardan izole edilen Basillerin Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6'da agir
metallere karsi en yiiksek MIK degeri referans sus (B. subtilis NRRL B-209) ile
kiyaslandiginda, c¢alismamizdaki Basillerin direnglilik degerlerini siraya koydugumuzda
Co=Cu=Cd>Fe>Pb oldugu goriilmiistiir. Basil izolatlarmin direnglilik mekanizmalarini
plazmitler aracigiyla veya tam olarak kanitlanamamakla birlikte, bazi bakir direnglilik tiplerinin
periplazmik baglanmaya dayandigi sanilmaktadir (Silver, 1998). Bununla birlikte balda
metallerin varlig1 insan tiiketicilerinin sagligini tehdit edebilir. Bu metaller, endiistriyel ergitme
kirliligi, fabrika emisyonlari, demir dis1 metaliitji, yogun otoyollardan kursunlu benzin, bal
isleme ve koruma safhalarinda hatali prosediirlerin yan1 sira kadmiyum igeren giibreler, organik
civa ve benzeri tarimsal kimyalar gibi dis kaynaklardan gelebilir. Arsenik bazli bocek ilaci hala
bazi iilkelerde kullanilmaktadir (Pisani, vd., 2008; Wang, vd., 2010). Bizim ¢alismamizdaki
basil izolatlarinin agir metallere kars1 yiiksek toleransinin sebebinin de, balin icerebilecegi agir

metaller oldugu diistiniilmektedir.

Mikroorganizmalar c¢evre ile iligkileri belirlemede en iyi indikatorlerdir (Benzverbnaya,
vd., 2005). Mikroorganizmalar genellikle agir metallerin en disiik konsantrasyonlarina dahi
duyarlidirlar. Bazen plazmidler bakterilere diren¢ genlerini kodlar, daha sonra bakteriler agir
metallere direng kazanarak indikatér mikroorganizma olarak kullanilabilirler (Kannan ve Lee,

2008 ).

Caligmamizda elde ettigimiz Bacillus izolatlarimin antibiyotik direnglilikleri 3 farkli
antibiyotige kars1 agar disk diflizyon yontemi ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 3.7 ve 3.8°de
verilmistir. Elde edilen basilleri en yiiksek antibiyotik direngliginin sadece %8,85 ile
kanamisine karsi oldugu goriilmiistiir. Basillerin duyarlilik derecesine gore siraladigimizda ise;
%100’tniin  doxycycline ve rifamisin, %68,6’sinin kanamisin antibiyotigine oldugu

bulunmustur.
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Yasam kalitesinin son 50 yildaki artis1 esas olarak antibiyotiklerin antimikrobikrobiyal
kemoterapi olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, antibiyotiklere
direngli bakteri, diinya ¢apinda zorlu bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir (Odonkor ve Addo,
2011). Bunun nedeni, asir1 duyarlilik reaksiyonlari, bobrek sorunlari, karaciger sorunlari ve
gastrointestinal uyusukluk gibi antibiyotik sistemik uygulamayla birlikte goriilen yan etkiler
olabilir. Dogal saglik ilaglar1 ve takviyeleri, antibiyotiklere karsi olan bu bakteriyel direncin
iistesinden gelmek ve insan viicudu iizerinde en az olumsuz etkiye sahip alternatif dogal
antimikrobiyal ajanlar sunmak i¢in yogun ¢aligmalar yapilmaktadir (Aurongzeb ve Azim, 2011;
Mandal, 2010). Antibiyotiklere karsi gelisen direnclilik, hiicre zar1 gegirgenliginin degisimi,
metobolik yol ve enzimlerin degisim gostermesi veya antibiyotiklerin etki edecekleri molekiiliin

kaybolmasi seklinde gelisebilmektedir (Viljanen ve Boratynski, 1991).

Mikroorganizmalar kendilerini yok etmek icin kullanilan antimikrobik maddelere karsi
er ya da ge¢ kars1 koyma giicii ile diren¢ kazanmaktadir. Olusan bu diren¢ giiniimiizde biitiin
insanlig1 tehdit edecek bir diizeyde, 6nemli bir sorundur. Giiniimiizde sadece hastane kokenli
degil toplumdan kazanilmis kokenlerde de diren¢ O6nemli oranlarda artmakta, sorun ciddi
boyutlara ulasmaktadir (Giir, 1994). Esel, vd.(2003)40 klinik B.anthracis izolatinin
antimikrobiyal duyarlilik durumunu agar diliisyon yontemiyle arastirdiklar1 ¢alismada suslarin
tamaminin penisilin, doksisilin ve siprofloksasine duyarli oldugunu belirlemiglerdir. Pergin,
2011 yilinda yaptigi calismada calisilan 190 basil susunun tamaminin doksisiline duyarlt

oldugunu belirlemistir.

Yapilan bir calismada B. stearothermophilus ve B. subtilis bakterisinde kanamisin ya da
tetrasikline direngli genlerden birini kodlayan plazmit DNA’lar1 varligi belirtilmistir. Yapilan
bir bagka ¢alismada tetrasiklin direngli Bacillus thuringiensis suslarinda bu fonksiyonla ilgili
plazmit DNA'lar tespit edilmis, plazmitlerin B. cereus ve B. anthracis bakterilerine aktarimi
saglanmistir (Reddy, vd., 1987).

Kannan ve Lee Giiney Kore’de Sunchon Bay Bdolgesi’nden izole ettikleri Bacillus cinsi
bakterilerle yaptiklar1 ¢aligmada, genellikle izolatlari ampisilin antibiyotigine kars1 yiiksek bir
diren¢ sergiledigini bulmuslardir. Ampisilin direncini sirasiyla tetrasiklin, kanamisin ve
streptomisin direngleri izlemistir. Yani en yiiksek direng ampisiline, en diisiik direng ise
streptomisine karsi oldugu bildirilmistir. Suslardan B. subtilis ve B. amyloliquefaciens’in
streptomisin ve ampisiline direngli oldugu bildirilmistir (Kannan ve Lee, 2008).Karaoglu 2003
yilinda yaptig1 calismada, basil izolatlarmin rifamisin kars1 %53 direng gosterdigini, fakat

kanamisin antibiyotigine kars1 hicbir izolatin direng géstermedigini belirlemistir.
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Yaptigimiz bir diger calisma bal Orneklerinden izole edilen, endospor olusturan
Basillerin sekonder metabolit iiretme yetenekleri agisindan taranmasidir.  Antimikrobiyal
aktiviteye sahip sekonder metabolit iirettigi bilinen mikroorganizmalar aktinomisetler, funguslar
ve Bacillus genusu iiyeleridir (Hussain, vd., 1994). Bacillus tiirleri antibakteriyel ajan olarak
kullanilmalarinin yani sira antifungal (Hussain, vd., 1994; Milner, vd., 1995), antiviral (Steller,
vd., 1999), antiamobositik (Galvez, vd., 1994; Lebbadi, vd., 1994) ve antimikoplazma
(Peypoux, vd., 1999) ajani olarak da kullanilan genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler.

Izole edilen Basil suslarmin sekonder metabolit aktivitelerinin belirlenmesi icin, ballarm
antimikrobiyal aktivitesinin tespitinde kullandigimiz gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalar kullanmigtir. Bu mikroorganizmalarin kullanilmasinin sebeplerden biri de
test edilen mikroorganizmalara inhibe edici etkinin balin kendisinden mi yoksa balin iginde
bulunan basil izolatinin olusturdugu sekonder metabolitten mi kaynaklandiginin arastirilmasina

yonelik olarak yapilmustir.

Caligmamizda agar blok yontemi ile elde edilen basilerin sekonder metabolit
aktivitelerinin sonuglar1 Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.12 de verilmistir. Elde edilen basillerin
urettigi sekonder metabolitin olusturdugu en yiliksek antimikrobiyal aktivitenin ylizde (%32.84)
oranina baktigimizda L. pneumophila Sg 1(b) bakterisine, ikinci sirada %5.97 ile Legionella
spp. bakterisine karsi aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Calismamizda ilk kisminda
yaptigimiz elde edilen ballarin antimikrobiyal aktiviteleri ile basillerden elde edilen sekonder
metabolitlerin test edilen mikroorganizmalar arasinda genel olarak Legionella bakterisine karsi

antimikrobiyal aktivitesin oldugu goze carpmaktadir.

Mikroorganizmalarda sporulasyon ve sekonder metabolit iiretimi arasindaki iligki
biyokimyasal ve genetik yollarla arastirilmaktadir. Bacillus’larda spor olusumunun polipeptit
antibiyotik iiretimi ile dogrudan veya dolayli olarak ilgisi tespit edilmistir. Sporulasyon
sirasinda serin proteazlari olusumunun antibiyotik tiretimi ile iligkili oldugu bildirilmektedir.
Peptit antibiyotik iireten Bacillus suslarinda sporulasyon sirasinda meydana gelen fizyolojik

degisiklikler antibiyotik liretiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Nam ve Ryu, 1985).

Bacillus tiirlerinin ge¢ logaritmik faz veya erken sabit fazda ikincil metabolit olarak
antibiyotik tiretme kapasitesinde oldugu ve sporulasyon olayr basladiginda antimikrobiyal
madde iliretimini de baglattiklar1 bilinmektedir (Buchanan ve Gibbons, 1974). Bu asamada
sporulasyondaki fonksiyonlarin diizenlenmesi, gelisme yetenegi, hiicre dis1 pargalayici enzimler

ve antimikrobiyal madde iretimi uyarilir. Bu ¢esit olaylar Bacillus hiicrelerinin beslenme
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stresine karsilik cevaplari olarak yansir ve g¢evresel degisikliklere hizli uyum gosterirler.
Antimikrobiyal madde {iretimi, simrli kaynaklari olan bir ¢evrede yasayan organizma igin
rekabet sansim arttiran 6nemli etkendir. Ozel metabolitlerin, cevresel uyarilar1 cevaplamada,
bakteri populasyonunu harekete gegiren hiicre ici sinyaller olarak hizmet edebilecegi
gosterilmistir (Galvez, vd., 1994).Ghori ve Ahmad (2009) ve Kawaii, vd. (2000) ham bal
orneklerinin %100 konsantre soliisyonunun tiim bakteri izolatlarinin biiyiimesini engelledigini

bildirmistir.

Basillus bakterileri peptit, biyosurfaktant, aminoglikozit ve fosfolipit yapida
antimikrobiyal maddeler iiretmektedirler (Marahiel, 1992; Patel, vd., 1995; Desai ve Banat,
1997; Ota, vd., 2000; Tamehiro, vd., 2002). Topraktan izole edilen Bacillus suslarinin
antibiyotik madde iiretim kabiliyetleri incelendigi zaman sadece %25’inin Micrococcus luteus’u
inhibe ettigi gortilmistir. Bacillus circulans ve Bacillus polymyxa olarak tanimlanan suslarda
ise ekstraselliiler antibiyotik aktivite gozlenmistir. B. polymyxa‘nin Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ve Aspergillus niger’e karsi aktivitesi bulunurken, B. circulans’in bu

organizmalara kars1 aktivitesi bulunmamustir (Perez, vd., 1993).

Bacillus suslar1 ¢esitli bakteriler tarafindan iretilen ve aym tiirlerin farkli suslarina
oldiiriicti veya diger bakteriler iizerine inhibe edici etkisi olan bakteriyosini de meydana
getirmektedirler. Bacillus subtilis bakterisinden elde edilen basillosin 22’nin hem B.cereus hem
de Listeria monocytogenes iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu madde midedeki peptidaz
enzimlerine duyarli oldugundan gida kaynakl1 patojenlere karsi gida antimikrobiyal ajani olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle basillosin 22°nin gida endiistrisi alaninda kullanim

potansiyelinin yiiksek olugu diisiiniilmiistiir (Zheng ve Slavik, 1999).

Bacillus polymyxa KT-8 susu ile yapilan diger bir ¢alismada da, bu susun trettigi
fusarisidin B, C ve D elde edilmistir. Bunlarin antimikrobial aktiviteleri fusarisidin A ile
karsilastinlmustir. Fusarisidin B, C ve D Staphylococcus aureus ve Micrococcus luteus gibi
Gram pozitif bakterilere kars1 giiglii aktivite gostermistir(Kajimura ve Kaneda, 1996; Kajimura
ve Kaneda, 1997).Bacillus suslarindan izole edilen peptit yapidaki antimikrobiyal madde olan
mersasidinin metisilin’e direngli stafilokoklar basta olmak iizere bazi Gram pozitif bakterilere

kars etkili oldugu belirlenmistir (Chatterjee, vd., 1992).

Drablos ve arkadaglar1 yaptiklari ¢aligmada, Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis
tarafindan iretilen basitrasin antibiyotiginin bircok Gram pozitif ve bazi Gram negatif

bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu tespit etmistir (Drablos, vd., 1999).
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Bacillus circulans J2154°den izole edilen lipopeptit yapidaki sirkulosinlerin Gram pozitif
bakterilere ve piperasiline direngli streptokoklar ile vankomisine direngli enterokoklara karsi
etkili oldugu tespit edilmistir (He, vd., 2001). Basillus bakterilerinin olusturdugu antimikrobiyal
maddelerin yapilari farkli oldugu gibi etki mekanizmalar1 da birbirinden farkli olabilmektedir.
Hiicre duvan sentezini bozan veya hiicre membranina zarar veren etkileri yaninda protein
sentezini de engelleyen antimikrobiyal maddeler bulunmaktadir (Ota, vd., 2000).Bacillus
subtilis ATCC 39320 susunun aerobik ve anaerobik organizmalara karsi antibakteriyel etkisi
diffisidin ve oksidiffisidin antibiyotiklerinden ileri gelmektedir. Bu antibiyotikler E. coli’nin

protein sentezini inhibe ettikleri goriilmiistiir (Zweerink ve Edison, 1987).

Sonug olarak, ¢alismamizda kullanilan 44 adet bal 6rneginin en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi ¢ogunlukla Legionella grubu bakterilere karsi gosterdigi goriilmektedir. Bal
orneklerinden izole edilen 67 adet aerob endospor olusturan mikroorganizmanin Bacillus spp.
cinsinden oldugu bulunmustur. Identifiye edilen bu izolatlarin yiizdelik olarak direngliliklerine
bakildiginda kobalt, bakir, kadminyum ve demire karsi direncgli olarak bulunurken
antibiyotiklerden sadece kanamisine kars1 direnclilik gostermistir. Basilerin tiretttigi sekonder
metabolitlerin test edilen mikroorganizmalar arasinda sadece Legionella bakterisine karsi

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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