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OZET

DERILERIN KORUNMASINDA KULLANILAN TUZLARDAKI TUZA
TOLERANSLI BAKTERILERIN IZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU,
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI, ANTIBIYOTIKLERE KARSI
HASSASIYETLERI VE INAKTIVASYONU

Deri endiistrisinde, tuzla koruma yontemi derilerin mikrobiyal bozulmalarmi énlemek
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu koruma islemine ragmen, tuzlanmis deriler
farkli tiirlerde mikroorganizmalari igermektedir. Bu nedenle bu ¢aligmanin amaci, tuz
orneklerindeki toplam tuza toleransli bakteri sayisin1 incelemek, bu mikroorganizmalari
geleneksel ve molekiiler metotlarla karakterize etmek, biyokimyasal reaksiyonlarini,
antimikrobiyal duyarliliklari1 (Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi) arastirmak ve
dogru elektrik akim ile bu zararli mikroorganizmalar1 inaktive etmekti. Tirkiye’deki
deri fabrikalarindan toplanan 30 tuz 6rneginin nem igerikleri % 0.90 ile 5.02 arasinda,
pH degerleri 6.23 ile 7.22 arasinda, tuza toleransli bakterilerin toplam sayilar1 10* kob/g
ile 10° kob/g arasinda bulunmustur. Fenotipik ézelliklerine ve karsilagtirmali 16S rRNA
gen dizilerine gore en yakin filogenetik akrabalari ile oldukca yiiksek benzerlik gdosteren
83 tuza toleransh izolat, Bacillus amyloliquefaciens, B.atrophaeus, B.halotolerans,
B.licheniformis, B.mojavensis, B.paralicheniformis, B.pumilus, B.safensis, B.siamensis,
B.subtilis, B.tequilensis, B.velezensis’e atanmistir. Katalaz, proteaz, kazeinaz enzimleri,
glikozdan, fruktozdan ve sukrozdan asit {liretimi ve metiyonin kullanim1 tiim izolatlarda
saptanmustir. Izolatlar seliilaz, amilaz, B-galaktosidaz, oksidaz, iireaz, DNaz, lipaz,
ksilanaz veya pullulanaz gibi farkli enzimleri iiretmistir. Tiim izolatlar ¢esitli karbon ve
amino asit kaynaklarmi kullanmistir. izolatlarin % 76's1 33 antimikrobiyal maddeye
kars1 inhibisyon zonu olustururken izolatlarin % 24’{ 33 antimikrobiyal maddeye karsi
inhibisyon zonu olusturmamistir. Antimikrobiyal maddelerin bazilarindan etkilenmeyen
proteolitik, lipolitik Bacillus izolatlar1 1 A dogru akim ile 25 dakikada oldiiriilmiistiir.
Sonug olarak, deri koruma tuzlarindaki zararli ve antimikrobiyallere kars1 direncli tuza

toleranshi bakterileri 6ldiirmek i¢in dogru akim deri endiistrisinde kullanilabilir.

Temmuz, 2019 Elif YILMAZ
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ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, BIOCHEMICAL PROPERTIES,
ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITIES AND INACTIVATION OF
HALOTOLERANT BACTERIA IN SALT USED IN HIDE PRESERVATION

Salt curing method has been commonly used in leather industry to prevent microbial
deterioration of skins/hides. Despite curing process, salted skins/hides contain different
species of microorganisms. Hence, the aims of this study were to examine total numbers
of halotolerant bacteria in salt samples, characterize these microorganisms using
conventional and molecular methods, investigate their biochemical reactions,
antimicrobial susceptibilities (Kirby-Bauer disc diffusion method), and inactivate these
destructive microorganisms using direct electric current. Moisture contents, pH values,
total counts of halotolerant bacteria of 30 salt samples, collected from 14 leather
factories (Turkey), were found between 0.90-5.02%, 6.23-7.22, 10* cfu/g-10° cfulg,
respectively. According to phenotypic characteristics and comparative partial 16S rRNA
gene sequence, 83 halotolerant isolates showing highly similar identities with their
closest phylogenetic relative were assigned to Bacillus amyloliquefaciens,
B.atrophaeus, B.halotolerans, B.licheniformis, B.mojavensis, B.paralicheniformis,
B.pumilus, B.safensis, B.siamensis, B.subtilis, B.tequilensis, B.velezensis. Catalase,
protease, caseinase enzymes, acid production from glucose, fructose, sucrose and
utilization of methionine were detected in all isolates. The isolates produced different
enzymes such as cellulase, amylase, p-galactosidase, oxidase, urease, DNase, lipase,
xylanase, pullulanase. All isolates used various carbon and amino acid sources.
Although 76% of isolates formed inhibition zone against 33 antimicrobial agents, 24%
of isolates didn’t form inhibition zone against antimicrobials. Mixed culture of
proteolytic, lipolytic Bacillus isolates which were not affected by some of antimicrobial
agents was exterminated via 1A direct current in 25 minutes. As a conclusion, direct
electric current treatment may be used in leather industry to exterminate detrimental and

antimicrobial resistant halotolerant bacteria in curing salt.

Temmuz, 2019 Elif YILMAZ



YENILiK BEYANI

DERILERIN KORUNMASINDA KULLANILAN TUZLARDAKI TUZA
TOLERANSLI BAKTERILERIN IZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU,
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI, ANTIBIYOTIKLERE KARSI
HASSASIYETLERI VE INAKTIVASYONU

Corlu ve Tuzla’daki deri fabrikalarindan toplanan ve mikrobiyolojik agidan incelenen
tuzlarin, tuza toleranslhi ve endospor olusturan bakteriler (104-106 kob/g) icerdikleri
saptanmustir. 1k kez bu calismada, 83 adet tuza toleranshi bakteri tuzlardan izole
edilerek 16S rRNA dizi analizi sonuglarina ve biyokimyasal test sonuglarina gore
tamimlanmis ve 12 farkli Bacillus tiiriine atanmistir [Bacillus amyloliquefaciens (n=1),
Bacillus atrophaeus (n=2), Bacillus halotolerans (n=20), Bacillus licheniformis (n=6),
Bacillus mojavensis (n=3), Bacillus paralicheniformis (n=22), Bacillus pumilus (n=6),
Bacillus safensis (n=4), Bacillus siamensis (n=1), Bacillus subtilis (n=3), Bacillus
tequilensis (n=5) ve Bacillus velezensis (n=10)]. Bu izolatlarin gesitli enzimler iireterek
deri yapisina zarar verebilecekleri, derilerde bulunan ¢esitli aminoasitleri (L-alanin, L-
arjinin, L-aspartik asit, L-fenilalanin, L-glisin, L-glutamik asit, L-hidroksiprolin, L-
histidin, L-izolosin, L-lizin, L-16sin, L-metiyonin, L-prolin, L-serin, L-sistein, L-tirozin,
L-treonin, L-valin) kullandiklar1 belirlenmistir. Bu izolatlardan ¢esitli antibiyotiklere
kars1 direngli olan, proteolitik, lipolitik veya hem proteolitik hem de lipolitik aktivite
gosteren, bazi  antimikrobiyallere karsi  inhibisyon zonlar1  olusturmayan
B.amyloliquefaciens 9SS2 (2 antimikrobiyal madde), B.licheniformis 28SS2 (13
antimikrobiyal madde), B.pumilus 30SS4 (12 antimikrobiyal madde), B.siamensis
15SS3 (1 antimikrobiyal madde), B.atrophaeus 21SS2 (9 antimikrobiyal madde),
B.halotolerans 17SS1 (1 antimikrobiyal madde), B.mojavensis 12SS3 (1 antimikrobiyal
madde), B.paralicheniformis 22SS4 (1 antimikrobiyal madde), B.safensis 255S2 (10
antimikrobiyal madde), B.subtilis 14SS3 (19 antimikrobiyal madde), B.tequilensis
10SS3 (1 antimikrobiyal madde) ve B.velezensis’in 27SS1 (6 antimikrobiyal madde)
karisik kiiltiirti 1 A dogru akim ile o6ldiiriilerek deri endiistri agisindan 6nemli olan etkin

bir sterilizasyon yontemi ilk kez bu ¢aligmamizda saptanmustir.

Temmuz, 2019 Elif YILMAZ
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BOLUM 1. GIRIS
1.1. Giris ve Amag¢

Deri endiistrisi, diinya ekonomisinde onemli sektorlerden biridir ve deri sektoriiniin
yillik gelirinin 100 milyar dolardan daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. Pek ¢ok deri
tiiketicisi genellikle yiiksek kalitede deri tiriinlerini tercih ettiginden, deri ireticilerinin
en 6nemli hedeflerinden biri kaliteli ve ucuz deri iireterek pazarda dnemli bir paya sahip
olmaktir. Tiirkiye’de deri sektoriinde yapilmasi gereken, sektordeki onemli sorunlarin
belirlenmesi ve bu sorunlara yonelik alternatif ¢6ziimlerin iretilmesidir. Deri
sektorliiniin en 6nemli sorunlari, ithal ham maddeye bagimli olunmasi ve yurtdisindan
alinan tuzlanmis derilerde meydana gelen bakteriyolojik sorunlarin 6nlenememesidir.
Bu sorunlarin énlenememesi kaliteli deri iiretimini etkileyerek diinya deri sektoriinde
deri treticilerinin rekabet giiclinii diistirebilir (Afsar ve Zengin, 2004; Caglayan ve ark.,
2018; Birbir ve Berber, 2019). Tuzlanmis biiylikbas ve kii¢iikkbas hayvan derileri,
hayvanin normal deri florasindan veya intestinal florasindan, tozdan, havadan,
topraktan, sudan, hayvan yemlerinden, ahirlardan ve kesimhanelerden kaynaklanan
mikroorganizmalar1 igermektedir (Sverre, 1956; Haines, 1984; Kallenberger, 1985;
Birbir ve llgaz, 1996; Oppong ve ark., 2006; Aslan ve Birbir, 2011b; Aslan ve Birbir,
2012; Ulusoy ve Birbir, 2015). Bilindigi gibi, biiyiikbas ve kiiciikbas hayvan derileri
isleninceye kadar tizerlerindeki bakterilerin gelismesini ve zararini Onlemek igin
tuzlama yontemiyle korunmaktadir. Derilere uygulanan tuzlama yontemiyle derilerin
nem igerigi azaltilarak derilerdeki bakterilerin liremesinin ve verebilecekleri zararinin
tamamen onlendigi diistiniilmektedir. Ancak derilerin korunmasinda kullanilan ham
tuzlarin deri kalitesini diisiren ve oOnemli ekonomik kayiplara yol agan halofil
mikroorganizmalar icerdigi Onceki calismalarimizda ispatlanmistir (Kallenber, 1985;
Bailey ve Birbir, 1993; Birbir ve ark., 1996; Birbir, 1997; Berber ve Birbir, 2010;
Caglayan ve ark., 2015; Akpolat ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2017; Caglayan ve
ark., 2018). Derilerin korunmasinda kullanilan tuzlarin 1 graminda 10° kob/g - 10° kob/g
arasinda halofil arkeler igerdigi saptanmistir (Berber ve Birbir, 2010). Tuzlanmis
derilerdeki halofil arke populasyonuna ilaveten, ¢ok ¢esitli sayilarda Gram-pozitif ve

Gram-negatif bakteriler tuzlanmis derilerden izole edilmistir ve tanimlanmigtir



(Venkatesan ve ark., 1970; Birbir ve llgaz, 1996; Aslan ve Birbir, 2011b; Aslan ve
Birbir, 2012). Geleneksel tuzlama yontemi ile tuzlanmis  derilerdeki
mikroorganizmalarin inaktive edilemedigi arastiricilar tarafindan  gGsterilmistir
(Kallenberger, 1985; Bailey ve Birbir, 1993; Berber ve Birbir, 2010; Aslan ve Birbir,
2011a; Caglayan ve ark., 2015; Akpolat ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2018). Yapilan
arastirmalar, derilerde hasar olusumunda proteolitik 6zellige sahip bakterilerin dnemli
bir yer tuttugunu gostermistir (Mc-Laughlin ve Rockwell, 1922; Bailey ve Birbir, 1996;
Birbir ve llgaz, 1996; Vreeland ve ark., 1998; Polkade, 2007). Etkili koruma
tekniklerinin g6z ardi1 edilmesi deri endiistrisinde biiyiikk ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Derilerin korunmasinda kullanilan tuzlarin igerisindeki ve tuzlanmis
derilerin tizerindeki halofil arkelerin varligi 6nceki ¢alismalarda arastirilmis olmasina
ragmen, derilerin korunmasinda kullanilan tuzlarin igerisindeki tuza toleransh
bakterilerin varlig1 heniiz arastirilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, Tuzla ve Corlu
Deri Organize Sanayisi’ndeki deri fabrikalarindan toplanan tuzlarda bulunan tuza
toleransli bakterilerin toplam sayilarinin belirlenmesi, bu izolatlarin hem biyokimyasal
testlerle hem de molekiiler yontemlerle tiir tayinlerinin yapilmasi, protein ve yag
katabolizmasindaki rollerinin incelenmesi, farkli antibiyotiklere karsit duyarhliklarinin
arastirtlmasi, dogru akim ile inaktivasyonlarinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla,
bu tuzlarin pH’lar1 ve nem tayini yapilmis, tuzlarda bulunan tuza toleransl bakterilerin
toplam sayilari, proteaz ve lipaz iireten tuza toleransli bakterilerin toplam sayilari
belirlendikten sonra bu bakterilerden saf kiiltiirler elde edilmistir. Bu izolatlarin
gelisebildikleri tuz konsantrasyonlart (% 0, % 2, % 3, % 5, % 7, % 10, % 15, % 20, %
25, % 30), pH degerleri (4.0, 5.0, 5.7, 6.0, 6.8, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0), sicaklik
degerleri (5, 10, 20, 30, 37, 40, 45, 50, 55 ve 65 °C), morfolojileri, hareketleri, Gram
reaksiyonlari, endospor konumlari, triptofandan indol olusturmalari, peptondan
amonyak olusturmalari, VVoges-Proskauer testleri, nitratin nitrite indirgemeleri ve gaz
olusturmalari, tek karbon kaynag: olarak sitrat kullanimlari, farkli karbon
kaynaklarindan (D-galaktoz, fruktoz, glikoz, gliserol, myo-inositol, laktoz, maltoz, riboz
ve sukroz) asit iiretimleri, farkli amino asitleri (L-alanin, L-arjinin, L-aspartik asit, L-
fenilalanin, L-glisin, L-glutamik asit, L-hidroksiprolin, L-histidin, L-izolosin, L-lizin, L-
16sin, L-metiyonin, L-prolin, L-serin, L-sistein, L-tirozin, L-treonin, L-valin)

kullanimlari, hidrojen siilfiir tiretimi, oksidaz, katalaz, proteaz, lipaz (Tween 80 ve
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zeytinyagi hidrolizi), iireaz, DNaz, amilaz, kazeinaz, seliilaz, B-galaktosidaz, pullulanaz
ve ksilanaz enzimlerinin tiretimi arastirilmigtir. Biyokimyasal reaksiyonlari belirlenen
bu izolatlarin, 16S rRNA genlerinin dizi analizleri yapilarak molekiiler tanimlamalar
yapilmistir. Ayrica tiirleri saptanan tuza toleransli Bacillus tiirlerinin farkli
antibiyotiklere [Amikasin (30 pg), Sefoksitin (30 ug), Seftriakson (30 pg), Sefuroksim
sodyum (30 pg), Siprofloksasin (5 pg), Gentamisin (10 pg), Norfloksasin (10 pg),
Ofloksasin (5 ng), Tobramisin (10 pg), Siilfametoksazol/Trimetoprim (25 pg), Sefalotin
(30 ng), Kloramfenikol (30 pg), Eritromisin (15 pg), Penisillin G (10U), Rifampisin (30
ug), Klindamisin (2 pg), Levofloksasin (5 pg), Vankomisin (5 pg), Spektinomisin (100
ug), Mupirosin (20 pg), Sefotaksim (5 pg), Basitrasin  (0.04 pg),
Piperasilin/Tazobaktam 10:1 (110 pg), Sefadroksil (30 pg), Karbenisilin (100 pg),
Neomisin (30 pg), Novobiosin (30 pg), Oleandomisin (15 pg), Oksolinik asit (2 pg),
Pefloksasin (5 pg), Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg; 30 ug), Nalidiksik asit (30
ug), Seftazidim (30 pg)] karsi duyarliliklari incelenmistir. Proteaz, lipaz iireten,
antibiyotiklerin varliginda gelisen Bacillus izolatlarmin [B. amyloliquefaciens (9SS2),
B. licheniformis (28SS2), B. pumilus (30SS4), B. siamensis (15SS3), B. atrophaeus
(21SS2), B. halotolerans (17SS1), B. mojavensis (12SS3), B. paralicheniformis
(22SS4), B.safensis (25SS2), B. subtilis (14SS3), B. tequilensis (10SS3), B. velezensis
(27SS1)] kansik kiiltiirlerinin 1 A dogru akim ile inaktivasyonlari incelenmistir. Bu
caligmadan elde edilen bilgilerin hem bilime hem de deri endiistrisinde uygulanan

koruma yontemine oldukga 6nemli katkilar saglayacagini diigiinmekteyiz.



1.2. Tuzun Tanim ve Kullanildig1 Alanlar

Yaygin olarak dogada bulunan, koruyucu madde ve tat verici olarak kullanilan tuzun
molekiiler agirlig1 58.454 gramdir. Tuzun agirlik olarak % 60.66” s1 Cl, % 39.34’ii Na
igcermektedir. Tuz bulundugu ortamda su molekiillerini ¢eperinde yogunlastirma veya
difiizyon yontemi ile azaltabilme 6zelligine sahiptir (Sartiz ve Nuhoglu, 1992; Onem,
1997; Ersoy ve Yiinsel, 2001). 100 g suda 0 °C de 36 g tuz eriyerek doymus tuzlu
¢ozelti olusurken 100 °C de 40 g tuz eriyerek doymus tuzlu su olusturmaktadir. Tuzun
suda erime Ozelligi sicakliga bagl olarak degismektedir (Sariz ve Nuhoglu, 1992;
Onem, 1997; Ersoy ve Yiinsel, 2001).

Ulkemizde deniz ve gél tuzlalarindan, kaya ve kaynak sularindan tuz iiretimi
gerceklesmektedir. Bu tuzlalarda tuz {iretimi giines 1sis1 ile suyun buharlastirilmasiyla

olusturulur.

Tuz, gida, kimya ve deri sanayilerinde yayginca kullanilmaktadir. Gida sanayisinde, et
ve sebzelerin salamura edilerek saklanmasinda, ekmek, peynir, tereyag: gibi gidalarin
yapiminda, Kkonservecilikte, kimya sanayisinde klorin, hidroklorik asit, sodyum
karbonat, sodyum Kklorat ve kostik sodanin elde edilmesinde ham madde olarak
kullan1lmaktadir (Ugisik Erbilen ve Sahin, 2012). Ayrica tuz, zararl otlarla miicadelede,
hayvanlarin beslenmesinde ve ulasim sektdriinde de kullanilmaktadir (Ugisik Erbilen ve
Sahin, 2012).

Deri sanayisinde genellikle yeni yiiziilmis ham derilerin korunmasinda tuz
kullanilmaktadir (Bailey, 2003). Mezbahalarda et iiretimi amaci ile kesilen her tiirli
hayvanin derileri, kasaplar ya da ham deri tiiccarlar tarafindan tuzlanarak isleninceye
kadar muhafaza edilmektedir. Deriyi korumanin amaci, hayvan kesildikten ve deri
hayvandan uzaklastirildiktan sonra bitmis iriin haline getirilinceye kadar gecen siire
icinde derinin bozulmasinin oOnlenmesidir (Bailey, 2003). Bu amagla uygulanan
konservasyon yontemleri, kurutma yontemiyle koruma (hava kurusu, tuzlu kuru ve
dondurarak kurutma), sogutma yontemiyle koruma ve kimyasal yontemle koruma [tuzla
koruma yontemi (tuzlu yas, kuru tuz serpme) ve dolap tuzlamasi koruma yontemi (tuzlu
suyla salamura)] olmak ftizere ii¢ gruba ayrilir (Everett ve Cordon, 1956; Birbir, 1991;

Kanagaraj ve ark., 2005; Berber, 2009; Caglayan, 2015). Ulkemizde yayginca kullanilan



deri konservasyon yonteminde tuz ve borik asitten yararlanilmaktadir. Ayrica derilerin
korunmasinda tuza klorin, naftalin, soda, amonyum siilfat, karbamik asit tuzlar1 gibi
maddeler de ilave edilebilir. Tiim bunlarin amaci mikrobiyal gelismenin tamamen
onlenmesi ya da yavaslatilmasidir (Orlita, 2004). Konservasyon islemi, kuru tuz serpme
ile yavas veya doymus tuzlu suyla salamura ile hizli yapilabilir. Kuru tuz serpme
yonteminde, deriler hafif egimli sert bir zemine veya 6zel tahta 1zgara tizerine kil yiizii
alta ve et ylizii tiste gelecek sekilde diizgilince yayilir. Sonra yikanmis derilerin sogumasi
ve suyunun siiziilmesi icin beklenir. Yas deri agirliginin % 30-50’si oraninda 2-4 mm
capinda daha once kullanilmamis taneli tuz, et yiizeyinde tuzlanmamis alan kalana kadar
homojen bir sekilde serpilir ve nem orani % 35 - 40 seviyesine indirilerek koruma altina
alinir. 4-6 giin bekletildikten sonra deriler ikinci bir tuzlama iglemine tabi tutularak 10-14
giin bekletilir. Tuzlanan deriler st iiste konarak 100-150 adetlik ve 100-120 cm’yi
gegmeyecek yiginlar halinde ve higbir taraflar agikta kalmayacak sekilde istiflenirler.
Tuzlu salamura islemi tamamladiktan sonra deriler, teker teker istiften alinarak 6n ve
arka taraflarindan tutularak ¢irpilir. Bu ¢irpma islemi ile deri agirhiginin % 5'inden fazla
tuzun deri tizerinde kalmamasi saglanir. Bu islemde en 6nemli noktalardan biri, derileri
sicakken tuzlamamak, kullanilan tuzun ¢ok kalin veya ince olmamasi ve derilerin 6 saat
iginde mutlaka tuzlanmasi1 gerekmektedir (Kanagaraj ve ark., 2005; Birbir, 1991; Berber,
2009).

Tuzlama isleminde tuza borik asit ve sodyum floriir ilavesi ile tuza toleransli bakterilerin
deri tizerinde kontrol edilmesi saglanir. Antimikrobiyal uygulamalarla tuzlanmamig
derilerde tuza toleransli bakteriler, ilimli halofil bakteriler ve asir1 halofil arkeler
gelisebilir (Venkatesan ve ark., 1970; Birbir ve llgaz, 1996; Aslan ve Birbir, 2011b;
Aslan ve Birbir, 2012; Akpolat ve ark., 2015; Bilgi ve ark., 2015; Caglayan ve ark.,
2015; Ulusoy ve Birbir, 2015; Caglayan ve ark., 2017). Venkatesan ve arkadaslari
(1970) kegi derilerinin kiirleme isleminden 24 saat sonra alinan deri 6rneklerinde, halofil
olmayan ve proteolitik aktivite gosteren Staphylococcus aureus Kurthia variabilis,
Alcaligenes marshalli, Micrococcus rubens, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,

Bacillus cereus bakterilerini izole etmislerdir.



Birbir ve llgaz (1996), Tirkiye’deki deri fabrikalarindan toplanan 1 haftalik 15 adet
tuzlanmis sigir derisinden Staphylococcus epidermidis (3), Staphylococcus aureus (7),
Kurthia variabilis (3), Micrococcus luteus (10), Micrococcus rubens (6), Micrococcus
roseus (3), Micrococcus candidus (1), Bacillus subtilis (10), Bacillus pumilus (3),
Bacillus brevis (2), Bacillus licheniformis (3), Bacillus cereus (8), Bacillus megaterium
(2) ve Bacillus sphaericus (5) olmak tizere 66 bakteri izole ederken iki aylik 25 adet
tuzlanmis sigir derisinden Staphylococcus epidermidis (1), Staphylococcus aureus (3),
Micrococcus roseus (6), Kurthia variabilis (1), Micrococcus luteus (5), Micrococcus
candidus (1), Micrococcus rubens (3), Bacillus cereus (3), Bacillus pumilus (4), Bacillus
firmus (1), Bacillus subtilis (24), Bacillus licheniformis (4), Bacillus sphaericus (8) ve

Bacillus megaterium (7) olmak tizere 71 bakteri izole etmislerdir.

Aslan ve Birbir (2011b), Aerococcus viridans (24), Aerococcus urinae (5),
Aneurinibacillus aneurinilyticus (4), Bacillus cereus (3), Bacillus firmus (8), Bacillus
amyloliquefaciens (3), Bacillus lentus (15), Bacillus thuringiensis (17), Bacillus
laterosporus (1), Bacillus megaterium (10), Bacillus licheniformis (16), Bacillus pumilus
(20), Bacillus mycoides (4), Bacillus subtilis (14), Brevibacillus laterosporus (2),
Enterococcus gallinarum (23), Enterococcus casseliflavus (3), Enterococcus faecium
(14), Enterococcus avium (17), Enterococcus faecalis (12), Enterococcus durans (6),
Geobacillus thermoglucosidiasius (3), Geobacillus stearothermophilus (3), Kocuira
varians (4), Kocuira kristanea (4), Lactococcus lactis (13), Streptococcus thermophilus
(1), Streptococcus pluranimalium (4), Streptococcus bovis (2), Streptococcus
acidominimus (13), Streptococcus uberis (7), Staphylococcus intermedius (32),
Staphylococcus aureus (7), Staphylococcus capitis (15), Staphylococcus chromogenes
(2),Staphylococcus cohnii (17), Staphylococcus epidermidis (1), Staphylococcus sciuri
(3), Staphylococcus caprae (2), Staphylococcus hominis (9), Staphylococcus hyicus (7),
Staphylococcus lentus (1), Staphylococcus xylosus (15), Staphylococcus warneri (1),
Staphylococcus lugdunensis (3), Virgibacillus panthothenticus (3), Paenibacillus pabuli

(3) olmak tizere 396 adet Gram-pozitif bakteriyi tuzlanmis derilerden izole etmislerdir.



Bagka bir ¢alismada 256 adet halofil olmayan Gram-negatif bakteri [Acinetobacter
calcoaceticus (2), Acinetobacter lwoffii (5), Acinetobacter junii ssp. johnsonii (5),
Acinetobacter baumannii (3), Acinetobacter haemolyticus (1), Aeromonas hydrophila
(1), Aeromonas caviae (1), Alcaligenes faecalis (3), Burkholderia gladioli (7),
Citrobacter ferundii (3), Comamonas testesteroni (2), Citrobacter amalonaticus (1),
Escherichia coli(9), Edwardsiella tarda (1), Enterobacter agglomerans (4),
Enterobacter gergoviae (9), Enterobacter amnigenus (12), Enterobacter aerogenes (4),
Enterobacter cloacae (22), Enterobacter liquefaciens (3), Enterobacter intermedius (4),
Enterobacter sakazakii (8), Hafnia alvei(14), Klebsiella pneumoniae ssp. ozanae (1),
Klebsiella oxytoca (1), Mannheimia haemolytica (3), Pasteurella multocida (4),
Pasteurella pneumotropica (5), Proteus mirabilis (1), Pseudomonas fluorescens (9),
Pseudomonas pseudoalcaligenes (1), Pseudomonas aeruginosa (1), Pseudomonas
maltophila (2), Pseudomonas luteola (29), Pseudomonas paucimobilis (1),
Pseudomonas putida (16), Salmonella paratyphi A (1), Salmonella choleraesuis ssp.
arizonae (1), Salmonella typhimurium (1), Stenotrophomonas maltophila (12),
Sphingomonas paucimobilis (5), Serratia marcescens (1), Vibrio vulnificus (5), Vibrio
fluvialis (27), Yersinia ruckeri (4), Yersinia pseudotuberculosis (1)] 10 adet tuzlanmis
deriden izole edilmistir (Aslan ve Birbir, 2012).

Ulusoy ve Birbir (2015), tuzlanmis sigir derilerindeki Enterobacteriaceae familyasi
iiyelerini tespit etmislerdir. Tiirkiye, Israil ve Dubai’den ithal edilen tuzlanmis
derilerden 27 adet Enterobacter sakazakii (1), Enterobacter cloacae (2), Cedecea
lapagei (3), Raoultella ornithinolytica (1), Raoultella planticola (1), Serratia
plymuthica (1), Serratia odorifera (1), Serratia rubidaea (3), Serratia liquefacicens (1),
Ewingella americana (2), Escherichia vulneris (1), Escherichia coli (2), Klebsiella
oxytoca (2), Klebsiella pneumoniaea ssp. ozaenae (1), Yersinia enterocolitica (3)
Proteus vulgaris (2), bakterilerini izole ederken Giiney Afrika, Liibnan, Avustralya ve
ABD menseili tuzlanmis derilerden Yersinia enterocolitica (2), Escherichia vulneris (1),
Escherichia coli (4), Enterobacter cloacae (2), Citrobacter koseri (1), Klebsiella
oxytoca (1), Klebsiella pneumoniaea ssp. ozaenae (1), Proteus penneri (1), Proteus
vulgaris (2), Raoultella planticola (1), Serratia ficaria (1), Serratia liquefacicens (1),
Serratia marcescens (2), Serratia odorifera (1), Serratia plymuthica (3), Serratia
rubidaea (4) olmak tizere 28 adet farkli bakteri tiiriinii izole etmislerdir.
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Avustralya ve ingiltere’den ithal edilen tuzlanmis sigir derileri ile igili yapilan bir
calismada Salimicrobium halophilum, Salimicrobium album, Salimicrobium luteum,
Alkalibacillus salilacus, Halomonas alimentaria, Halomonas koreensis, Halomonas
eurihalina, Halomonas elongata, Halomonas halmophila, Chromohalobacter
salexigens, Thalassobacillus devorans, Oceanobacillus picturae ve Marinococcus
halophilus olmak tizere 13 adet 1limli halofil bakteri izole edilirken Natrinema gari,
Natrinema pallidum Halorubrum tebenquichense, Halorubrum saccharovorum ve
Halorubrum lacusprofundi olmak tizere 5 adet asir1 halofil arke izole edilmistir

(Caglayan ve ark., 2015).

Ayrica, Fransa, Rusya, Tiirkiye, Giiney Afrika, israil, Cin ve Avustrulya’dan ithal
edilen 25 adet kegi derisinden Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus (7),
Staphylococcus xylosus (2), Staphylococcus equorum subsp. equorum (1),
Staphylococcus arlettae (6), Bacillus pumilus (6), Bacillus licheniformis (2),
Salinicoccus roseus (3), Gracilibacillus dipsosauri (5), Chromohalobacter beijerinckii
(2), Chromohalobacter canadensis (1), Halomonas eurihalina (2), Halomonas
zhanjiangensis (1), Halomonas venusta (1) olmak iizere 39 adet ilimli halofil bakteri

izole edilmistir (Caglayan ve ark., 2017).

Caglayan ve arkadaslari (2017), Bulgaristan, Yunanistan, Avustralya, Israil, ABD,
Kuveyt ve GiineyAfrika’dan ithal edilen tuzlanmis koyun derilerinden Marinococcus
luteus (1), Marinococcus tarijensis (1), Staphylococcus xylosus (2), Staphylococcus
equorum subsp. equorum (4), Staphylococcus lentus (2), Staphylococcus cohnii subsp.
cohnii (3), Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus (1), Salimicrobium
salexigens(4), Gracilibacillus dipsosauri (4), Bacillus siamensis (1), Bacillus
licheniformis (7), Bacillus safensis (2), Bacillus pumilus (2), Bacillus tequilensis (2),
Salinicoccus roseus (2), Planococcus rifietoensis (1), Salinivibrio costicola subsp.
alkaliphilus (4), Alkalibacillus halophilus (1), Oceanobacillus picturae (1),
Chromohalobacter  israelensis (1),  Chromohalobacter  canadensis  (6),
Chromohalobacter japonicus (3), Chromohalobacter beijerinckii (6), ldiomarina
loihiensis (1) Halomonas alkaliphila (3), Halomonas halmophila (5), Halomonas
venusta (2), Halomonas eurihalina (1), Halomonas zhanjiangensis (4), olmak iizere 77

adet 1liml1 halofil bakteri izole etmislerdir.



Akpolat ve arkadaslar1 (2015), Ispanya’dan topladiklar1 tuzlanmis koyun derilerinden
Alkalibacillus  halophilus, Pseudomonas halophila, Acinetobacter johnsonii,
Alkalibacillus salilacus, Salimicrobium salexigens, Marinococcus luteus ve
Staphylococcus equorum subsp. eugorum gibi 1limli halofil bakterileri ve Halorubrum
tebenquichense, Halorubrum saccharovorum, Halococcus dombrowskii, Halococcus
gingdaonensis, Natrinema pellirubrum, Halococcus morrhuae, Halorubrum kocurii,
Halorubrum terrestre, Halorubrum lipolyticum, Halostagnicola larsenii, Haloterrigena
saccharevitans ve Natrinema versiforme gibi asir1 halofil arke tiirlerini izole ederek

karakterize etmislerdir.

Bilgi ve arkadaslar1 (2015) Tiirkiye, Kazakistan, Ermenistan, Tiirkmenistan ve Irak’tan
ithal edilen biiyiik bas ve kiigiik bas tuzlanmis derilerden 186 adet asir1 halofil arke
(Natronococcus sp., Natrialba aegyptia, Natronococcus jeotgali, Halovivax asiaticus,
Halovivax sp. E107, Halorubrum sp. CH3, Halococcus morrhuae, Halococcus
dombrowskii, Halococcus thailandensis, Natrinema versiforme, Natrinema pallidum,

Halobacterium noricense, Haloterrigena thermotolerans) izole etmislerdir.

Derilerin tuzlu suyla korunmasi ile derinin igerdigi su miktar1 oldukga diisiiriilerek
mikroorganizmalarin gelismesinin engellenebilecegi bilinmesine ragmen bu konuda
yapilan onceki calismalarda, derilerde tuz doygunlugunun hemen hemen % 100
olmasina ragmen, derilerdeki hem halofil olmayan hem de halofil mikroorganizmalarin
yiiksek sayilarda olduklari, proteolitik ve lipolitik enzimlerle derileri parcalayabilecek
potansiyelleri oldugu gorilmiistir (Kallenberger, 1984; Kallenberger, 1985; Birbir,
2004; Bailey ve Birbir, 1993; Birbir ve llgaz, 1996; Bailey ve Birbir, 1996; Vreeland ve
ark., 1998; Berber ve Birbir, 2010; Aslan ve Birbir, 2011a; Aslan ve Birbir, 2011b;
Aslan ve Birbir, 2012; Caglayan ve ark., 2018).

Tuzlanmis derilerde bulunan tuza toleransh bakterilerin, 1limli halofil bakterilerin ve
asir1 halofil arkelerin, tuzlalardan elde edilen ham tuzlarda bulanabilecegi arastiricilar
tarafindan agiklanmistir (Rodriguez-Valera ve ark., 1981; Arahal ve ark., 1996; Ventosa
ve ark., 1998; Birbir ve ark., 2007). Rodriguez-Valera (1988) ve Vreeland (1993)
yiikksek miktarda tuz, organik madde, amonyak (NHs), nitrit (NO,), nitrat (NO3) ve

fosfor (P) iceren tuzlu sularin tuza toleranshi bakteriler, ilimli halofil bakteriler ve asir1



halofil arkeler gibi mikroorganizmalarin ve Dunaliella gibi alglerin gelismesi i¢in en

elverisli ortamlar oldugunu agiklamislardir.

Roohi ve arkadaslar1 (2012) daha 6nce mikroorganizma populasyonu incelenmemis ve
yogun tuz Kkonsantrasyonu igeren Karak Bolgesindeki tuz madenlerinden
Thallossobacillus, Halobacillus, Halomonas, Brevibacterium, Terribacillus, Bacillus ve
Halomonas cinslerine ait bakterileri izole etmiglerdir. Deniz sedimentindeki
mikroorganizmalar1 inceleyen diger bir ¢alismada da Micromonospora, Salinispora,
Exiguobacterium, Dietzia, Halobacillus, Paenibacillus, Kytococcus, Pontibacillus,
Staphylococcus, Kocuria, Laceyella, Marmoricola, Mycobacterium Microbacterium,ve
Pseudonocardia cinsleri izole edilmistir (Gontang ve ark., 2007). Tuz Gélii ile yapilan
bir ¢alismada da Salinibacter ruber, Haloquadratum walsbyi, Halanaerobacter
lacunarum ve Acinetobacter sp. tiirleri izole edilerek tanimlanmistir (Mutlu ve ark.,
2008).

Berber ve Birbir (2010) farkl: deri fabrikalarindan topladiklar1 40 farkli tuz 6rneginde,
asir1 halofil arke sayisinin 7x10% - 6x10° kob/g, toplam proteolitik asir1 halofil arke
sayisinin 1x10° - 4x10* kob/g, toplam lipolitik asir1 halofil arke sayismin 1x10? - 8x10*
kob/g arasinda degistigini bildirmislerdir.

Halofil bakteriler genel olarak tuzu seven bakteriler olarak bilinirler. Bu bakterileri
Larsen (1962) gelismeleri igin gereken NaCl konsantrasyonlarina goére 3 simifa
ayirmistir. Arastirmaci zayif halofil bakteriler % 2 - 5 NaCl, ilimli halofil bakteriler % 5
- 20 NaCl ve asir1 halofil arkeler % 20 - 30 NaCl igeren ortamlarda gelisebilecegini
aciklamistir. Ayrica, Larsen (1962) ilimli halofil bakterilerin ve tuza toleransli olan
bakterilerin 0.1 M NaCl’den daha az tuz konsantrasyonunda yasayabildiklerini
bildirmistir.

Diger bir arastirmact Kushner 1978’de, Larsen’in yapmis oldugu smiflandirmay:
genigleterek Ectothiorhodospira halophila ve Actinopolyspora halophila gibi asiri
halofil bakterileri, Staphylococcus epidermidis gibi tuza toleransli olan bakterileri de
eklemistir. Halofil olmayanlar 0.2 M’dan daha az NaCl, zayif halofiller 0.2 - 0.5 M
NaCl, ilimli halofiller 0.2 - 2.5 M NaCl, asir1 halofil bakterilerin 1.5 - 4.0 M ve
arkelerin ise 2.5 - 5.2 M NaCl konsantrasyonlarinda gelisebildiklerini gostermistir
(Kushner, 1978).
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Vreeland (1993), bu siniflandirmanin kullanish oldugunu ancak birtakim degisiklikler
gerektigini agiklamistir. Arastirict mikroorganizmalart gelismeleri igin gerekli olan
minimum, optimum ve maksimum tuz  Kkonsantrasyonlarini  belirterek
mikroorganizmalar1 halofil olmayanlar, zayif halofiller, ilimli halofiller, smirli asiri
halofiller, asir1 halofiller, fakiltatif halofiller ve tuza toleransli olanlar olarak
gruplandirmistir (Tablo 1.1)

Tablo 1.1 Farkli mikroorganizmalarin gelismesi i¢in gerekli olan tuz konsantrasyonlari
(Vreeland, 1993).

Halofil olmayanlar - <02M 03-1.0M
Zayif halofiller 0.2M 02-05M 20M
Ilimh halofiller 0.4 M 05-20M 3.0-35M

Stmrls asiry 1.0 M 20-30M 40M
halofiller
Asir1 halofiller 20M 30-40M 52M
Fakiiltatif Bazi ortam sartlarinda 0.5 M NaCl'ye ihtiya¢ duyan
halofiller mikroorganizmalar
Tuza toleransh Halofil olmayip ytiksek tuz konsantrasyonunda yasayabilen
olanlar mikroorganizmalar (2.5 M NaCl yasayabilenler)

1.3. Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Bacteria Domainine, Firmicutes Subesine, Bacilli Sinifina, Bacillales Takimina,
Bacillaceae Familyasina ait olan Bacillus cinsi Gram-pozitif, diisik G + C’ye sahip
bakterilerden olusmaktadir (Mandic-Mulec ve ark., 2015).

Bacillus cinsine ait tiirler gomak seklinde, sporlu, tekli veya ciftler halinde bazilari
zincir seklinde ve bazen de uzun filamentler seklinde bulunan hareketli veya hareketsiz
mikroorganizmalardir. Genellikle aerop ya da fakiiltatif anaerop olmalarina ragmen

birkag¢1 zorunlu anaerop olarak tanimlanmistir (Logan, 2015).

Bir hiicrede birden fazla olmamak tizere endospor olustururlar ve bu sporlar birgok

olumsuz kosula Kkars1 oldukga direnglidir. Sporlarin 1s1ya, radyasyona, dezenfektanlara
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ve kuru ortamlara karsi direngli olmalar1 bu tiirlerin ameliyathanelerde, farmasdotik
tirtinlerde ve yiyeceklerde bulunmasina neden olmaktadir (Logan, 2015). Baz1 Bacillus
tirlerinde endospor olusumu, besin azliginda ve hiicre popiilasyonunun artmasiyla ve
ayrica pH, su igerigi veya sicakliktaki degisiklikler gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle de
olusabilir (Baril ve ark., 2012). Sporun devamliligi pH, organik madde igerigi ve
kalsiyum seviyeleri gibi spesifik toprak parametrelerinden de etkilenir (Van Ness, 1971,
Hugh-Jones ve Blackburn, 2009; Mandic-Mulec ve ark., 2015).

Koloni morfolojisi ve biiyiikliigii tiirler arasinda ve tiirler iginde ¢ok degiskenlik
gosterebilmektedir. Psikrofilikten termofilige, asidofilikten alkalifilige bazi tiirlerinde
tuza toleransli veya halofil olmalariyla ¢ok ¢esitli fizyolojik yetenekler gosterirler
(Logan, 2015).

Mikrobiyolojik arastirmalar, Bacillaceae familyas: iiyelerinin toprakta, sedimentlerde,
havada, Kennedy Uzay Merkezi'ndeki odalarda, as1 tireten bir sirkette ve insan kaninda
bulundugunu gostermislerdir (Bottone, 2010; Vaishampayan ve ark., 2010; Seiler ve
ark., 2013; Mandic-Mulec ve ark., 2015). Ayrica Bacillaceae iiyeleri tatli su ve deniz
ekosistemlerinde, aktif camurda, insanlarda ve hayvanlarda, gesitli gidalarda (fermente
gidalar dahil), ayrica son zamanlarda da sicak kati ve sivi sistemlerde (sirastyla kompost
ve sicak su kaynaklari), tuz gélleri ve tuzlalarda kesfedilmistir (Marquez ve ark., 2011;
Schmidt ve ark., 2011; Hoyles ve ark., 2012; Mandic-Mulec ve ark., 2015).

Bacillus cinsi ilk kez Cohn tarafindan 1872’de tanmimlanmis olup giiniimiize kadar
Bacillus tiirlerinin sayis1 6nemli 6lgiide artmigtir. 2009 yilinda Bergey’in Sistematik
Bakteriyoloji kitabinda Bacillaceae'ye ait 31 cins listelenmistir (Logan ve Vos, 2009).
Ancak 2 yil sonra Logan ve Halket (2011) bu familyada 36 cinsin varligini
belirtmislerdir. Gliniimiizde ise Bacillus cinsi, 378 adet tiir ve alt tiirleri iceren en biiyiik
bakteri cinslerinden biridir (Euzéby, 2019).

Bacillus cinsine ait tiirler Euzéby, 2019’a gore Tablo 1.2°de gosterilmistir.
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Tablo 1.2 Bacillus tiirleri ve rapor edildigi calismalar (Euzéby 2019).

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus abyssalis

You ve ark., 2013

Bacillus aquimaris

Yoon ve ark., 2003

Bacillus acanthi

Ma ve ark., 2018

Bacillus arenosi

Heyrman ve ark., 2005a

Bacillus acidiceler

Peak ve ark., 2007

Bacillus

Switzer Blum ve ark., 1998

Bacillus acidicola

Albert ve ark., 2005

Bacillus arsenicus

Shivaji ve ark., 2005

Bacillus acidiproducens

Jung ve ark., 2009

Bacillus arvi

Heyrman ve ark., 2005a

Bacillus acidocaldarius

Darland ve Brock, 1971

Bacillus aryabhattai

Shivaji ve ark., 2009

Bacillus acidoterrestris

Deinhard ve ark., 1987

Bacillus asahii

Yumoto ve ark., 2004

Bacillus aeolius

Gugliandolo ve ark., 2003

Bacillus atrophaeus™

Nakamura, 1989

Bacillus aerius

Shivaji ve ark., 2006

Bacillus aurantiacus

Borsodi ve ark., 2008

Bacillus aerophilus

Shivaji ve ark., 2006

Bacillus australimaris

Liu ve ark., 2016¢

Bacillus agaradhaerens

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus axarquiensis

Ruiz-Garcia ve ark., 2005

Bacillus agri

Nakamura, 1993

Bacillus azotofixans

Seldin ve ark., 1984

Bacillus aidingensis

Xue ve ark., 2008

Bacillus azotoformans

Pichinoty ve ark., 1983

Bacillus akibai

Nogi ve ark., 2005

Bacillus badius

Batchelor, 1919

Bacillus albus

Liu ve ark., 2017c

Bacillus barbaricus

Taubel ve ark., 2003

Bacillus alcalophilus

Vedder, 1934

Bacillus bataviensis

Heyrman ve ark., 2004

Bacillus algicola

lvanova ve ark., 2004

Bacillus beijingensis

Qiu ve ark., 2009

Bacillus alginolyticus

Nakamura, 1987

Bacillus benzoevorans

Pichinoty ve ark.,1984

Bacillus alkalidiazotrophicus

Sorokin ve ark., 2008

Bacillus beringensis

Yu ve ark., 2011

Bacillus alkalilacus

Singh ve ark., 2018

Bacillus berkeleyi

Nedashkovskaya ve ark., 2012

Bacillus alkalinitrilicus

Sorokin ve ark., 2008a

Bacillus beveridgei

Baesman ve ark., 2009

Bacillus alkalisediminis

Borsodi ve ark., 2011

Bacillus bogoriensis

Vargas ve ark., 2005

Bacillus alkalitelluris

Lee ve ark., 2008

Bacillus boroniphilus

Ahmed ve ark., 2007

Bacillus alkalitolerans

Liu ve ark., 2018a

Bacillus borstelensis

Shida ve ark., 1995

Bacillus altitudinis

Shivaji ve ark., 2006

Bacillus brevis

Migula, 1900

Bacillus alveayuensis

Bae ve ark., 2005

Bacillus butanolivorans

Kuisiene ve ark., 2008

Bacillus alvei

Cheshire ve Cheyne, 1885

Bacillus camelliae

Niu ve ark., 2008

Bacillus amyloliquefaciens*

Priest ve ark., 1987

Bacillus campisalis

Kumar ve ark., 2015

Bacillus amyloliquefaciens
subsp. amyloliquefaciens

Borriss ve ark., 2011

Bacillus canaveralius

Newcombe ve ark., 2009

Bacillus amyloliquefaciens
subsp. plantarum

Borriss ve ark., 2011

Bacillus capparidis

Wang ve ark., 2017a

Bacillus amylolyticus

Nakamura, 1984

Bacillus carboniphilus

Fujita ve ark., 1996

Bacillus andreesenii

Kosowski ve ark., 2014

Bacillus caseinilyticus

Vishnuvardhan Reddy ve ark.,
2015

Bacillus aneurinilyticus

Shida ve ark., 1994

Bacillus catenulatus

Sultanpuram ve ark., 2017

Bacillus anthracis

Cohn, 1872

Bacillus cavernae

Feng ve ark., 2016
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Tablo 1.2 devami

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus cecembensis

Reddy ve ark., 2008

Bacillus eiseniae

Hong ve ark., 2012

Bacillus cellulosilyticus

Nogi ve ark., 2005

Bacillus encimensis

Dastager ve ark., 2015

Bacillus centrosporus

Nakamura, 1993

Bacillus enclensis

Dastagerve ark., 2014

Bacillus cereus

Frankland ve Frankland, 1887

Bacillus endolithicus

Parag ve ark., 2015

Bacillus chagannorensis

Carrasco ve ark., 2007

Bacillus endophyticus

Reva ve ark., 2002

Bacillus chitinolyticus

Kuroshima ve ark., 1996

Bacillus endoradicis

Zhang ve ark., 2012

Bacillus chondroitinus

Nakamura, 1987

Bacillus endozanthoxylicus

Ma ve ark., 2017

Bacillus choshinensis

Takagi ve ark., 1993

Bacillus farraginis

Scheldeman ve ark., 2004

Bacillus chungangensis

Cho ve ark., 2010

Bacillus fastidiosus

den Dooren de Jong, 1929

Bacillus cibi

Yoon ve ark., 2005

Bacillus fenggiuensis

Zhao ve ark., 2014

Bacillus ciccensis

Liu ve ark., 2017d

Bacillus fermenti

Hirota ve ark., 2018

Bacillus circulans

Jordan, 1890

Bacillus filamentosus

Sonalkar ve ark., 2015

Bacillus clarkii

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus firmus

Bredemann ve Werner, 1933

Bacillus clausii

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus flexus

Priest ve ark., 1989

Bacillus coagulans

Hammer, 1915

Bacillus foraminis

Tiago ve ark., 2006

Bacillus coahuilensis

Cerritos ve ark., 2008

Bacillus fordii

Scheldeman ve ark., 2004

Bacillus cohnii

Spanka ve Fritze, 1993

Bacillus formosensis

Lin ve ark., 2015

Bacillus composti

Yang ve ark., 2013

Bacillus formosus

Shida ve ark., 1995

Bacillus crassostreae

Chen ve ark., 2015

Bacillus fortis

Scheldeman ve ark., 2004

Bacillus crescens

Shivani ve ark., 2015

Bacillus fumarioli

Logan ve ark., 2000

Bacillus cucumis

Kémpfer ve ark., 2016

Bacillus funiculus

Ajithkumar ve ark., 2002

Bacillus curdlanolyticus

Kanzawa ve ark., 1995

Bacillus fusiformis

Priest ve ark., 1989

Bacillus cycloheptanicus

Deinhard ve ark., 1988

Bacillus galactophilus

Takagi ve ark., 1993

Bacillus cytotoxicus

Guinebretiére ve ark., 2013

Bacillus galactosidilyticus

Heyndrickx ve ark. 2004

Bacillus daliensis

Zhai ve ark., 2012

Bacillus galliciensis

Balcazar ve ark., 2010

Bacillus decisifrondis

Zhang ve ark., 2007

Bacillus gelatini

De Clerck ve ark., 2004

Bacillus decolorationis

Heyrmanve ark., 2003

Bacillus gibsonii

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus depressus

Wei ve ark., 2016

Bacillus ginsengi

Qiu ve ark., 2009

Bacillus deserti

Zhang ve ark., 2011a

Bacillus ginsengihumi

Ten ve ark., 2006a

Bacillus dipsosauri

Lawson ve ark., 1996

Bacillus ginsengisoli

Nguyen ve ark., 2013

Bacillus drentensis

Heyrman ve ark., 2004

Bacillus globisporus

Larkin ve Stokes, 1967

Bacillus ectoiniformans Zhu ve ark., 2016 Bacillus  globisporus  subsp. | Larkin ve Stokes, 1967
globisporus

Bacillus edaphicus Shelobolinave ark., 1998 Bacillus  globisporus  subsp. | Riiger ve Richter, 1979
marinus

Bacillus ehimensis

Kuroshima ve ark., 1996

Bacillus glucanolyticus

Alexander ve Priest 1989
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Tablo 1.2 devami

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus glycinifermentans

Kim ve ark., 2015

Bacillus kaustophilus

Priest ve ark., 1989

Bacillus gobiensis

Liu ve ark., 2016

Bacillus kexueae

Sun ve ark., 2018

Bacillus gordonae

Pichinoty ve ark., 1987

Bacillus kobensis

Kanzawa ve ark., 1995

Bacillus gossypii

Kémpfer ve ark., 2015

Bacillus kochii

Seiler ve ark., 2012

Bacillus gottheilii

Seiler ve ark., 2013a

Bacillus kokeshiiformis

Poudel ve ark., 2014

Bacillus graminis

Bibi ve ark., 2011

Bacillus koreensis

Lim ve ark., 2006

Bacillus halmapalus

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus korlensis

Zhang ve ark., 2009

Bacillus haloalkaliphilus

Fritze, 1996

Bacillus kribbensis

Lim ve ark., 2007

Bacillus halochares

Pappa ve ark., 2010

Bacillus krulwichiae

Yumoto ve ark., 2003

Bacillus halodenitrificans

Denariaz ve ark., 1989

Bacillus laevolacticus

Andersch ve ark., 1994

Bacillus halodurans

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus larvae

White, 1906

Bacillus halophilus

Ventosa ve ark., 1990

Bacillus laterosporus

Laubach, 1916

Bacillus halosaccharovorans

Mehrshad ve ark., 2013

Bacillus lautus

Nakamura, 1984

Bacillus halotolerans* Tindall, 2017 Bacillus lehensis Ghosh ve ark., 2007
Bacillus haynesii Dunlap ve ark., 2017 Bacillus lentimorbus Dutky, 1940
Bacillus hemicellulosilyticus | Nogi ve ark., 2005 Bacillus lentus Gibson, 1935

Bacillus hemicentroti

Chen ve ark., 2011

Bacillus licheniformis*

Weigmann, 1898

Bacillus herbersteinensis

Wieser ve ark., 2005

Bacillus ligniniphilus

Zhu ve ark., 2014

Bacillus hisashii

Nishida ve ark., 2015

Bacillus lindianensis

Dou ve ark., 2016

Bacillus horikoshii

Nielsen ve ark., 1995

Bacillus litoralis

Yoon ve Oh, 2005

Bacillus horneckiae

Vaishampayan ve ark., 2010

Bacillus locisalis

Marquez ve ark., 2011a

Bacillus horti

Yumotove ark., 1998

Bacillus loiseleuriae

Liu ve ark., 2016a

Bacillus huizhouensis

Li ve ark., 2014

Bacillus luciferensis

Logan ve ark., 2012

Bacillus humi

Heyrman ve ark., 2005a

Bacillus luteolus

Shi ve ark., 2011

Bacillus hwajinpoensis

Yoon ve ark., 2004

Bacillus luteus

Subhash ve ark., 2014

Bacillus idriensis

Ko ve ark., 2006

Bacillus luti

Liu ve ark., 2017c

Bacillus indicus

Suresh ve ark., 2004

Bacillus lycopersici

Lin ve ark., 2015a

Bacillus infantis

Ko ve ark., 2006

Bacillus macauensis

Zhang ve ark., 2006

Bacillus infernus

Boone ve ark., 1995

Bacillus macerans

Schardinger, 1905

Bacillus insolitus

Larkin ve Stokes, 1967

Bacillus macquariensis

Marshall ve Ohye, 1966

Bacillus invictae

Branquinho ve ark., 2014

Bacillus macyae

Santini ve ark., 2004

Bacillus iranensis

Bagheri ve ark., 2012

Bacillus malacitensis

Ruiz-Garcia ve ark., 2005

Bacillus isabeliae

Albuquerque ve ark., 2008

Bacillus maliki

Abbas ve ark., 2016

Bacillus isronensis

Shivaji ve ark., 2009

Bacillus mangrovi

Gupta ve ark., 2017

Bacillus jeddahensis

Bittar ve ark., 2017

Bacillus mannanilyticus

Nogi ve ark., 2005

Bacillus jeotgali

Yoon ve ark., 2001

Bacillus manusensis

Sun ve ark., 2018
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Tablo 1.2 devami

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus marinisedimentorum

Guo ve ark., 2018

Bacillus okhensis

Nowlan ve ark., 2006

Bacillus marinus

Riiger, 1983

Bacillus okuhidensis

Li ve ark., 2002

Bacillus marisflavi

Yoon ve ark., 2003

Bacillus oleivorans

Azmatunnisa ve ark., 2015

Bacillus marismortui

Arahal ve ark., 1999

Bacillus oleronius

Kuhnigk ve ark., 1996

Bacillus maritimus

Pal ve ark., 2017

Bacillus oryzaecorticis

Hong ve ark., 2014

Bacillus marmarensis

Denizci ve ark., 2010

Bacillus oryzisoli

Zhang ve ark., 2016a

Bacillus massiliensis

Glazunova ve ark., 2006

Bacillus oryziterrae

Bao ve ark., 2017

Bacillus massiliosenegalensis

Ramasamy ve ark., 2016

Bacillus oshimensis

Yumoto ve ark., 2005

Bacillus megaterium

Bary, 1884

Bacillus pabuli

Nakamura, 1984

Bacillus mesonae

Liu ve ark., 2014

Bacillus pacificus

Liu ve ark., 2017c

Bacillus mesophilus

Zhou ve ark., 2017

Bacillus pakistanensis

Roohi ve ark., 2014

Bacillus methanolicus

Arfman ve ark., 1992

Bacillus pallidus

Scholz ve ark., 1988

Bacillus methylotrophicus

Madhaiyan ve ark., 2010

Bacillus pallidus

Zhou ve ark., 2008

Bacillus migulanus

Takagi ve ark., 1993

Bacillus panacisoli

Choi ve Cha, 2014

Bacillus mobilis

Liu ve ark., 2017c

Bacillus panaciterrae

Ten ve ark., 2006

Bacillus mojavensis*

Roberts ve ark., 1994

Bacillus pantothenticus

Proom ve Knight, 1950

Bacillus mucilaginosus

Shelobolina ve ark., 1998

Bacillus parabrevis

Takagi ve ark., 1993

Bacillus muralis

Heyrman ve ark., 2005

Bacillus paraflexus

Chandna ve ark., 2013

Bacillus murimartini

Borchert ve ark., 2007

Bacillus paralicheniformis*

Dunlap ve ark., 2015

Bacillus mycoides

Fliigge, 1886

Bacillus paramycoides

Liu ve ark., 2017c

Bacillus naganoensis

Tomimura ve ark., 1990

Bacillus paranthracis

Liu ve ark., 2017c

Bacillus nakamurai

Dunlap ve ark., 2016a

Bacillus pasteurii

Miquel, 1889

Bacillus nanhaiensis

Chen ve ark., 2011a

Bacillus patagoniensis

Olivera ve ark., 2005

Bacillus nanhaiisediminis

Zhang ve ark., 2011

Bacillus peoriae

Montefusco ve ark., 1993

Bacillus ndiopicus

Lo ve ark., 2017

Bacillus persepolensis

Amoozegar ve ark., 2009

Bacillus nealsonii

Venkateswaran ve ark.,

Bacillus persicus

Didari ve ark., 2013

Bacillus neidei

Nakamura ve ark., 2002

Bacillus pervagus

Kosowski ve ark., 2014

Bacillus neizhouensis

Chen ve ark., 2009

Bacillus piscicola

Daroonpunt ve ark., 2016

Bacillus niabensis

Kwon ve ark., 2007

Bacillus plakortidis

Borchert ve ark., 2007

Bacillus niacini

Nagel ve Andreesen 1991

Bacillus pocheonensis

Ten ve ark., 2007

Bacillus nitratireducens

Liu ve ark., 2017c

Bacillus polygoni

Aino ve ark., 2008

Bacillus notoginsengisoli

Zhang ve ark., 2017

Bacillus polymachus

Nguyen ve ark., 2015

Bacillus novalis

Heyrman ve ark., 2004

Bacillus polymyxa

Prazmowski, 1880

Bacillus oceani

Song ve ark., 2016

Bacillus popilliae

Dutky, 1940

Bacillus oceanisediminis

Zhang ve ark., 2010

Bacillus populi

Liu ve ark., 2018

Bacillus odysseyi

La Duc ve ark., 2004

Bacillus praedii

Liu ve ark., 2017b
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Tablo 1.2 devami

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus proteolyticus

Liu ve ark., 2017c

Bacillus siralis

Pettersson ve ark., 2000

Bacillus pseudalcaliphilus Nielsen ve ark., 1995 Bacillus smithii Nakamura ve ark., 1988
Bacillus pseudofirmus Nielsen ve ark., 1995 Bacillus solani Liu ve ark., 2015
Bacillus pseudomycoides Nakamura, 1998 Bacillus soli Heyrman ve ark., 2004

Bacillus psychrodurans

Abd EI-Rahman ve ark.,
2002

Bacillus solimangrovi

Lee ve ark., 2014

Bacillus psychrophilus

Nakamura, 1984b

Bacillus solisalsi

Liu ve ark., 2009

Bacillus psychrosaccharolyticus

Priest ve ark., 1989

Bacillus solisilvae

Pan ve ark., 2017

Bacillus psychrotolerans

Abd EI-Rahman ve ark.,
2002

Bacillus songklensis

Kang ve ark., 2013

Bacillus pulvifaciens

Nakamura, 1984c

Bacillus sonorensis

Palmisano ve ark., 2001

Bacillus pumilus*

Meyer ve Gottheil, 1901

Bacillus sphaericus

Meyer ve Neide, 1904

Bacillus purgationiresistens

Vaz-Moreira ve ark.,
2012

Bacillus sporothermodurans

Pettersson ve ark., 1996

Bacillus pycnus

Nakamura ve ark., 2002

Bacillus stamsii

Miiller ve ark., 2016

Bacillus gingdaonensis

Wang ve ark., 2007

Bacillus stearothermophilus

Donk, 1920

Bacillus gingshengii

Xi ve ark., 2014

Bacillus stratosphericus

Shivaji ve ark., 2006

Bacillus reuszeri

Shida ve ark., 1995

Bacillus subterraneus

Kanso ve ark., 2002

Bacillus rhizosphaerae

Madhaiyan ve ark., 2013

Bacillus subtilis*

Cohn, 1872

Bacillus rigiliprofundi

Sylvan ve ark., 2015

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum

Rooney ve ark., 2009

Bacillus rigui

Baik ve ark., 2010

Bacillus subtilis subsp. spizizenii

Nakamura ve ark., 1999

Bacillus ruris

Heyndrickx ve ark., 2005

Bacillus subtilis subsp. stercoris

Adelskov ve Patel, 2016

Bacillus safensis*

Satomi ve ark., 2006

Bacillus subtilis subsp. subtilis

Nakamura ve ark., 1999

Bacillus salarius

Lim ve ark., 2006a

Bacillus swezeyi

Dunlap ve ark., 2017

Bacillus salexigens

Garabito ve ark., 1997

Bacillus taeanensis

Lim ve ark., 2006b

Bacillus saliphilus

Romano ve ark., 2005

Bacillus taiwanensis

Liu ve ark., 2015a

Bacillus schlegelii

Schenk ve Aragno, 1981

Bacillus tamaricis

Zhang ve ark., 2018

Bacillus sediminis

Yu ve ark., 2014

Bacillus tequilensis*

Gatson ve ark., 2006

Bacillus selenatarsenatis

Yamamura ve ark., 2007

Bacillus terrae

Diez ve ark., 2017

Bacillus selenitireducens

Switzer Blum ve ark.,
1998

Bacillus thermantarcticus

Nicolaus ve ark., 2002

Bacillus seohaeanensis

Lee ve ark., 2006

Bacillus thermoaerophilus

Meier-Stauffer ve ark., 1996

Bacillus shacheensis

Lei ve ark., 2014

Bacillus thermoamylovorans

Combet-Blanc ve ark., 1995

Bacillus shackletonii

Logan ve ark., 2004

Bacillus thermocatenulatus

Golovacheva ve ark., 1975

Bacillus siamensis*

Sumpavapol ve ark.,
2010

Bacillus thermocloacae

Dembharter ve Hensel 1989

Bacillus silvestris

Rheims ve ark., 1999

Bacillus thermocopriae

Han ve ark., 2013

Bacillus simplex

Priest ve ark., 1989

Bacillus thermodenitrificans

Manachini ve ark., 2000
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Tablo 1.2 devami

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus tiirleri

Kaynak

Bacillus thermoglucosidasius

Suzuki, 1984

Bacillus vedderi

Agnew ve ark., 1996

Bacillus thermolactis

Coorevits ve ark., 2011

Bacillus velezensis*

Ruiz-Garcia ve ark., 2005

Bacillus thermoleovorans

Zarilla ve Perry, 1988

Bacillus vini

Ma ve ark., 2017

Bacillus thermophilus

Yang ve ark., 2013

Bacillus vietnamensis

Noguchi ve ark., 2004

Bacillus thermoruber

Manachini ve ark., 1985

Bacillus vireti

Heyrman ve ark., 2004

Bacillus thermosphaericus

Andersson ve ark., 1996

Bacillus vulcani

Caccamo ve ark., 2000

Bacillus thiaminolyticus

Nakamura, 1990

Bacillus wakoensis

Nogi ve ark., 2005

Bacillus thioparans

Pérez-lbarra ve ark.,

2007

Bacillus weihenstephanensis

Lechner ve ark., 1998

Bacillus thuringiensis

Berliner, 1915

Bacillus wiedmannii

Miller ve ark., 2016

Bacillus tianshenii

Jiang ve ark., 2014

Bacillus wudalianchiensis

Liu ve ark., 2017a

Bacillus tropicus

Liu ve ark., 2017c

Bacillus wuyishanensis

Liu ve ark., 2015b

Bacillus trypoxylicola

Aizawa ve ark., 2010

Bacillus xiamenensis

Lai ve ark., 2014

Bacillus tusciae

Bonjour ve  Aragno,

1984

Bacillus xiaoxiensis

Chen ve ark., 2011b

Bacillus urumgiensis

Zhang ve ark., 2016

Bacillus zeae

Kémpfer ve ark., 2017

Bacillus validus

Nakamura, 1984

Bacillus zhangzhouensis

Liu ve ark., 2016¢

Bacillus vallismortis

Roberts ve ark., 1996

Bacillus zhanjiangensis

Chen ve ark., 2011c

*: Bu ¢alismadan izole edilen Bacillus tiirleri.

Bacillus cinsine ait tiirler bagisiklik sistemini uyardiklarindan (Duc ve ark., 2003a,
2003b; Huang ve ark., 2008) ve patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal maddeler
trettiklerinden (Barbosa ve ark., 2005; D’Arienzo ve ark., 2006; La Ragione ve
Woodward, 2003; Adimpong ve ark., 2012) dolay insanlar i¢in probiyotik takviyeleri,
hayvan yemlerinde katki maddeleri olarak gida ve saglik endustrisinde kullaniimaktadir.
Ayrica, basitrasin, polimiksin, gramisidin, tiroidin, subtilin ve basilin gibi farmasotik
acidan 6nemli olan birgok peptit antibiyotik Bacillus tiirleri tarafindan tiretilmektedir
(Awais ve ark., 2007).

Bacillus cinsine ait tiirlerin ¢ogunun patojenik potansiyeli ¢ok azdir veya yoktur.
Bununla birlikte Sarbon hastaligina sebep olan Bacillus anthracis bir istisnadir.
Insanlarda veya hayvanlarda hastalik yapan Bacillus tiirleri nadirdir. Gidalarda
bulunabilen Bacillus cereus insanlarda bagirsak enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir.
Enteropatojen olan B. cereus suslar1 adenilat-siklazi uyaran bir enterotoksin {iretirerek

insanlarda 1-2 giin siiren ishallere neden olmaktadirlar (Kayser ve ark., 1997).
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Havada, tozda, toprakta, suda, islak yiizeylerde ve hastanelerde siklikla bulunan
Bacillus licheniformis’in, insanlarda kullanilan kataterleri kolayca kontamine ederek
infeksiyona ve bakteremiye sebep oldugu agiklanmistir (Turnbull ve Kramer, 1991,
Bollet ve ark., 1992; Blue ve ark., 1995). B. licheniformis'in kiiltiirlerinden iiretilen ilk
peptit antibiyotik olan basitrasin, tip ve veterinerlik alanlarinda kullanilmaktadir (He ve
ark., 2006).

Toprak 6rnekleri, bitkiler ve samanlarda bulunabilen B. subtilis, saman ¢6pleriyle goziin
saydam tabakasinin zarar gérmesi sonucu olusan iltihabi enfeksiyonlara neden oldugu
belirtilmistir (Kayser ve ark., 1997). B. thuringiensis’in boceklerin  kontroliinde
kullanilan pestisit proteinler iirettigi bilinmektedir. Insanlardaki doku nekrozundan izole
edilen B. thuringiensis serotip H34’iin endosporlar1 solunum yolundan deney farelerine
verildiginde farelerde toksik sok sendromuna, akcigerlerde ve karacigerlerde hemorajik
lezyonlara sebep oldugu tespit edilmistir (Hernandez ve ark., 1999). Son yillarda bazi
Bacillus tiirleri enzim, antibiyotik, bocek 6ldiiriicti ve bazi biyokimyasallarin tiretiminde
kullanilir (Banat ve ark., 2000; Harwood, 1989; Ruiz-Garcia ve ark., 2005). GB03
(Choi ve ark., 2014) ve FZB42 (Chen ve ark., 2007) B. amyloliquefaciens suslar: bitki
biiylimesini desteklemek igin farkli ticari formiilasyonlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Fan ve ark., 2017). Ayrica, B. subtilis, B. cereus ve B. mycoides gibi
basiller bitki biiyiimesini arttiran biyogiibre olarak islev goriirler ve B. subtilis, bitkileri
bitki patojenlerinden korumak i¢in biyopestisitler olarak kullanilmaktadir (Choudhary
ve Johri, 2009). Arabidopsis thaliana bitkisinin biiyiimesini arttiran B. pumilus, salatalik
mozaik viriisii (CMV) enfeksiyonunun neden oldugu belirtileri de azalttig1 belirtilmistir
(Ryu ve ark., 2004).

1.4. Calismamizda Bacillus izolatlar1 Tarafindan Uretilen Enzimler

Reaksiyonlar1 katalize eden g¢ogunlukla protein yapisinda olan enzimlerin hiicrelerde
olduk¢a 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Genellikle mikroorganizmalardan elde edilen
enzimler endiistrinin hemen hemen her alaninda kullanilmaktadir. Mikroorganizma
kaynakli enzimlerin tercih edilmesinin nedenleri, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari,
hayvanlardan veya bitkilerden iiretilen enzimlere gore katalitik aktivitelerinin gok

yiiksek olmalari, ucuz, stabil ve ¢ok miktarda iiretilebilmeleridir (Eren Kiran ve ark.,
2006).
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1.4.1. Amilaz

a-amilaz (EC 3.2.1.1), nisasta substratlarim1 pargalayan, gida, ila¢ ve kimya
endiistrisinin gesitli dallarinda yaygin olarak uygulanan ve en yogun sekilde ¢alisilan bir
enzimdir (Janecek ve ark., 2014; Ranjani ve ark., 2014; Liu ve ark., 2016b). Bir¢ok
halotolerant bakterinin tuza toleransli enzimler iretigi bilinmektedir. Bacillus tiirleri
tarafindan tiretilen 60 °C ve 5 M NaCl'de kararl: olan tuza toleransli amilaz ve seliilaz
enzimlerinin nisasta, seliiloz kalintilarini igeren atiklarin ve atik sularin aritilmasinda
kullanilabilecegi arastiricilar tarafindan agiklanmistir (Ventosa, 1995, Khire ve Pant
1992). Arastiricilar, B. velezensis’in (Ruiz-Garcia ve ark., 2005a), B. mojavensis’in
(Roberts ve ark., 1994), B. atrophaeus’un (Nakamura, 1989), B. paralicheniformis’in
(Dunlap ve ark., 2015), B. amyloliquefaciens’in (Priest ve ark., 1987), B. tequilensis
RG2’nin (Kaur ve ark., 2018) Bacillus agaradhaerens’in (Nielsen ve ark., 1995),
Bacillus algicola’nin (lvanova ve ark., 2004), Bacillus carboniphilus’in (Fujita ve ark.,
1996), Bacillus funiculus’un (Ajithkumar ve ark., 2002) amilaz enzimi ftrettigini

bildirmislerdir.
1.4.2. p-galaktosidaz

B-galaktosidazlar (EC 3.2.1.23) genel olarak laktozun hidrolizinde kullanilirlar. f-
galaktosidazin hidrolitik aktivitesi, siit iirinlerinin laktoz igeriginin azaltilmasinda,
laktoz kristalizasyon problemlerini 6nlenmesinde, lezzetin, tatliligin ve ¢oziiniirligiin
arttirllmasimni amaglayan gida endiistrisinde yaygin olarak uygulanir (Ganzle ve ark.,
2008; Silvério ve ark., 2018). Arastiricilar; B. velezensis’in (Ruiz-Garcia ve ark., 2005),
B. paralicheniformis’in (Dunlap ve ark., 2015), B. safensis’in (Satomi ve ark., 2006),
Bacillus galactosidilyticus’un (Heyndrickx ve ark., 2004), Bacillus nealsonii’nin
(Venkateswaran ve ark., 2003), Bacillus krulwichiae’nin (Yumoto ve ark., 2003) B-

galaktosidaz enzimini iirettigini rapor etmislerdir.
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1.4.3. DNaz

DNazlar DNA'y1 hidrolize edererek 5'-deoksiriboniikleotitleri veya 2',3’-niikleotitleri
serbest birakirlar. 5'-niikleotitler aromalidir ve yiyeceklere iyi bir tat verir (Amoozegar
ve Siroosi, 2015; Kanlayakrit ve ark., 2001). Bacillus pumilus AHU 1387 susunun
DNaz enzimini drettigi arastiricilar tarafindan agiklanmistir (Ikawa ve ark., 1976).
Ayrica aragtiricilar tarafindan Bacillus krulwichiae’nin (Yumoto ve ark., 2003), Bacillus
smithii’nin (Nakamura ve ark., 1988), Bacillus viethamensis’in (Noguchi ve ark., 2004)

DNA’y1 pargaladigi belirtilmistir.
1.4.4. Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6) tiim aerobik hiicrelerde bulunan, hidrojen peroksiti molekiiler
oksijene ve suya ayristiran bir enzimdir. Baslica islevi hiicreleri hidrojen peroksitin
toksik etkisinden korumaktir (Gudelj ve ark., 2001). Arastiricilar; B. mojavensis’in
(Roberts ve ark., 1994), B. atrophaeus’un (Nakamura, 1989), B. paralicheniformis’in
(Dunlap ve ark., 2015), B. tequilensis RG2’nin (Kaur ve ark., 2018), B. safensis’in
(Satomi ve ark., 2006), Bacillus aquimaris’in (Yoon ve ark., 2003), Bacillus
barbaricus’un (Taubel ve ark., 2003), Bacillus endophyticus’un (Reva ve ark., 2002),
Bacillus fortis’in (Scheldeman ve ark., 2002), Bacillus halophilus’un (Ventosa ve ark.,

1990) katalaz enzimi tirettigini gézlemlemislerdir.
1.4.5. Ksilanaz

Ksilanazlar (E.C. 3.2.1.8), kompleks bitki hiicresi duvart bileseni olan polisakkarit
ksilaninin B-1,4 omurgasin rasgele parcalayan hidrolitik enzimlerdir ve bakteri, maya,
filamentli mantarlar1 igeren ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iretildigi rapor
edilmistir (Collins ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2014). Ksilan, bitki hiicre duvarlarinda
onemli bir yapisal polisakkarit olmasiyla birlikte seliilozdan sonra dogada en cok
bulunan ikinci polisakkarittir (Kallel ve ark., 2015). Kallel ve ark. (2015) Bacillus
mojavensis UEB FK’dan asidik ve diisiik molekiiler agirlikli ksilanazi saflastirip
karakterize etmiglerdir. Amore ve arkadaslar1 (2015), B. amyloliquefaciens XR44A
izolatinin ksilanaz iirettigini bildirmislerdir. Pamuk ciftliginden (Kashan-Iran) izole

edilen Bacillus mojavensis AG137 susunun 55 °C ve pH 9.0’da en iyi ksilanaz aktivitesi

21



gosterdigini tespit etmislerdir (Sepahy ve ark., 2011). Kumar ve arkadaslar1 (2014),
belirli bliyiime kosullar1 altinda Bacillus atrophaeus E8'in ksilanaz enzimi iirettigini
aciklamiglardir. Bernier ve ark. (1983) Bacillus subtilis’ten ksilanaz enzimini izole ve
karakterize etmislerdir. Ayrica arastiricilar; Bacillus agaradhaerens’in (Nielsen ve ark.,
1995), Bacillus vedderi’nin (Agnew ve ark., 1996), Bacillus thermantarcticus’un

(Nicolaus ve ark., 2002) ksilanaz enzimini tirettigini tespit etmislerdir.
1.4.6. Lipaz

Lipazlar (EC 3.1.1.3) trigliseritleri yag asitlerine ve gliserole hidrolize ederler ve dogada
yaygin olarak bulunurlar. Her ne kadar hayvan, bitki, bakteri, maya ve mantar gibi
cesitli tiirler tarafindan lipazlar iretilse de mikroorganizmalarin lipaz enzimleri gida, siit
tirinleri, ilag, deterjan, tekstil, biyodizel, kozmetik endiistrisi, tarim kimyasallarinin ve
yeni polimerik malzemelerin sentezi gibi ¢ok c¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir
(Saxena ve ark., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002; Kumar ve ark., 2005). Lipaz iireten
mikroorganizmalar endistriyel atiklarda, bitkisel yag isleme fabrikalarinda,
mandiralarda, yag ile Kirlenmis topraklarda, yagl tohumlarda ve ciiriiyen yiyecekler
gibi farkli ortamlarda bulunmustur (Sharma ve ark., 2001). Ghorbani ve Harighi (2018)
Bacillus halotolerans SR23 izolatinin lipaz {irettigini tespit etmislerdir. B.
amyloliquefaciens’in (Priest ve ark., 1987), Bacillus aquimaris’in (Yoon ve ark., 2003),
Bacillus carboniphilus’un (Fujita ve ark., 1996), Bacillus halodurans’in (Nielsen ve

ark., 1995) lipaz enzimini tirettikleri bildirilmistir.
1.4.7. Proteaz

Proteazlar [serin proteaz (EC. 3.4.21), sistein (tiyol) proteaz (EC 3.4.22), aspartik
proteazlar (EC 3.4.23) ve metaloproteaz (EC 3.4.24)], endiistrinin en Onemli
gruplarindan biri olup toplam enzim pazarinin yaklasik % 60'm1 olustururlar (Zeikus ve
ark., 1998; Nunes ve Martin, 2001; Sing ve ark., 2001; Nascimento ve Martins, 2004).
Kimya, tip ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal proteazlar
hiicresel metabolik siireclerde 6nemli rol oynarlar ve endiistriyel alanlarda biiytik ilgi
gormiiglerdir. Cesitli hayvanlarin, bitkilerin ve mikroorganizmalarin proteazlarin ana

kaynaklar1 oldugu gosterilmistir (Shafee ve ark., 2005; Jalkute ve ark., 2017). Bununla
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birlikte, bitki ve hayvansal kaynakli proteazlarin iiretimi, iklimsel nedenler ve etik
sorunlar nedeniyle bazi kisitlamalara sahiptir (Rao ve ark., 1998; Shafee ve ark., 2005;
Jalkute ve ark., 2017). Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen proteazlar, diinya enzim
pazarinda ticari tretimin iicte ikilik bir kismini olusturmaktadir (Kumar ve Takagi,
1999; Jalkute ve ark., 2017). B. velezensis’in (Ruiz-Garcia ve ark., 2005), B.
paralicheniformis’in (Dunlap ve ark., 2015), B. amyloliquefaciens’in (Priest ve ark.,
1987), B. tequilensis RG2’nin (Kaur ve ark., 2018) proteaz enzimini trettigini
bildirilmistir.

1.4.8. Pullulanaz

Pullulanaz (EC 3.2.1.41) pullulan, amilopektin ve amilopektinin o ve B-limit
dekstrinlerindeki a-1,6 glikozit baglantilarinin hidrolizini gergeklestirir (Duan ve ark.,
2013). Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen pullulanaz, pullulandaki o-(1,6)
baglantilarindaki spesifik etkisinden dolay1 daha fazla ilgi ¢ekmektedir. Pullulanazlar
deterjan endiistrisinde, bulasik yikama ve ¢amasir deterjanlarinda alkali kosullar altinda
nigastalarin giderilmesinde (Van ve Willem, 1990), nisasta isleme endiistrisinde, maltoz
suruplarinin ve yiiksek saflikta glikoz ve fruktoz tiretiminde (Jensen ve Norman, 1984)
ve diisiik kalorili bira tiretiminde kullanilmaktadir (Olsen ve ark., 2000; Asha ve ark.,
2013). Arastiricilar; Bacillus naganoensis’in (Tomimura ve ark., 1990), Bacillus
alcalophilus’un (Vedder, 1934), Bacillus flexus’un (Priest ve ark., 1989), Bacillus
halmapalus’un (Nielsen ve ark., 1995), Bacillus naganoensis’in (Tomimura ve ark.,

1990) pullulanaz enzimini trettigini bildirmislerdir.
1.4.9. Seliilaz

B(1-4) bagh glikoz birimlerinin polimeri olan seliiloz, dogal ortamda en ¢ok bulunan,
yenilenebilir enerji kaynagidir (Back ve Kwon, 2007). Seliilozik maddelerin enzimatik
olarak tam hidroliz edilebilmesi i¢in endo (1, 4) B-D-glukanaz [EC 3.2.1.4]
(Karboksimetil seliillaz veya CMCase), ekzo (1, 4) B-D-glukanaz [EC 3.2.1.91]
(sellobiyohidrolaz, aviselaz, mikrokristalin seliilaz, B-eksoglikonaz) ve B-glukosidaz
[EC 3.2.1.21] olmak iizere en az ii¢ tiir selillaz enzimi gerekmektedir (Lynd ve ark.,
2002; Azadian ve ark., 2017).
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Seliilaz ¢esitli gida, yem, tekstil ve deterjan endiistrisi gibi ¢ok cesitli endiistriyel
alanlarda kullanilmaktadir (Dhiman ve ark., 2002; Azadian ve ark., 2017). Ticari amagcla
kullanilan seliilazlarin ¢ogu Aspergillus ve Trichoderma tiirleri tarafindan tretilmistir
(Howard ve ark., 2003). Bacillus, Clostridium, Erwinia, Cellomonas, Bacteriodes,
Ruminococcus, Thermonospora ve Acetivibrio cinslerine ait bazi tiirlerin bakteriyel
seliilaz trettikleri bildirilmistir (Roboson ve Chambliss, 1989; Kim ve ark., 2009; Lee
ve ark., 2010; Kim ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada B. atrophaeus LBH-18’in
karboksimetilseliilaz (CMCase) tirettigi bulunmustur (Kim ve ark.; 2012). Arastiricilar;
Bacillus agaradhaerens’in (Nielsen ve ark., 1995), Bacillus vedderi’nin (Agnew ve

ark., 1996) seliilaz enzimi iirettigini tespit etmislerdir.
1.4.10. Ureaz

Ureaz (iire amidohidrolaz; EC 3.5.1.5) iirenin, amonyak ve CO'e hidrolizini katalizler.
Ureaz enzimi ¢ok cesitli mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan iiretilmektedir
(Mobley ve ark.,1995a,b; Ciurli ve ark., 1996; Bachmeier ve ark., 2002). B. pasteurii
NCIM 2477'nin en yiiksek iireaz ireticisi oldugu ve tugla yiizeyinde etkili bir kalsit
birikimi indiikleyicisi oldugu tespit edilmistir (Sarda ve ark., 2009). Arastiricilar B.
paralicheniformis’in (Dunlap ve ark., 2015), Bacillus aquimaris’in (Yoon ve ark.,

2003), Bacillus lentus’un (Gibson, 1935) iireaz enzimini iirettigini gostermislerdir.
1.5. Cahismamizda Kullanilan Antibiyotikler Hakkinda Genel Bilgiler

Antibiyotikler, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar tarafindan {retilen
antimikrobiyal ajanlardir. Bu ajanlar bakterilerin gelismesini engelleme veya bakterileri
Oldiirme yeteneklerine gore karakterize edilirler. Bir¢ok antibiyotik 6zellikle DNA
eslenmesini, RNA sentezini ve protein sentezini katalizleyen enzimleri hedef alirlar
(Madigan ve ark., 2019). Etki tarzlarina ve etkiledikleri mikroorganizmalara gore ¢ok

sayida antibiyotik bulunmaktadir.

Antibiyotikler, mikroorganizmalar1 etkileme derecelerine gore bakterisitler ve
bakteriyostatikler olmak {izere iki gruba ayrilabilirler. Bakterisidler, bakterilerin
olmesine neden olurlar. Ornek olarak florokinolonlar, polipeptidler, beta laktamlar

(penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta laktamaz
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inhibitorleri), rifamisin, vankomisin ve teikoplanin verilebilir. Bakteriyostatikler ise
bakteri hiicrelerinin iremesini ya da gelismesini onler. Bakteriyostatiklere 6rnek olarak
stilfonamidler, linkozamidler, tetrasiklinler, makrolid, mikonazol, metronidazol ve

amfenikoller verilebilir (Madigan ve ark., 2019).
1.5.1. Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotiklerinin en Onemi Ozelligi yapisinda Beta-laktam halkasini
icermesidir. Bakterilerin hiicre duvar1 yapisini olusturan peptidoglikan sentezini inhibe
ederler. Peptidoglikan sentezi bakterilere 6zgli oldugu icin B-laktam antibiyotikler,
konakg1 hiicreler i¢in olduk¢a segicidir ve insanlarda ve hayvanlarda toksik o6zellik
gostermezler. Penisilin G, penisilin 'V, azidosilin, metisilin, nafsilin, oksasilin,
izoksazolil penisilinler, ampisilin, amoksisilin, bakampisilin, karbenisilin, tikarsilin,
azlosilin, piperasilin, mezlosilin Beta-laktam antibiyotikler olarak bilinmektedir.
Penisilin G 1929'da Penicillium chrysogenum fungusu tarafindan {iretilen Profesor
Alexander Fleming tarafindan izole edilerek karakterize edilen ilk Beta-laktam
antibiyotiktir. Penisilin G, Gram-pozitif bakterilere karsi etkiliyken, Gram-negatif
bakterilere karsi etkisizdir. Penisilin G, B-laktam antibiyotiklerini par¢alayan ve birgok
penisiline direngli bakteriler tarafindan tiretilen 3-laktamaz enzimlerine karsi duyarlidir.
Oksasilin ve metisilin yaygin olarak kullanilan B-laktamaza direngli yari sentetik
penisilinlerdir (Cevikbas ve Abbasoglu, 2011; Essack, 2001; Madigan ve ark., 2019).

1.5.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, bir fungus ¢esidi olan Cephalosporium sp. tarafindan tiretilmektedir.
Peptidoglikan sentezi sirasinda transpeptidazlara geri doniistimsiiz olarak baglanirlar ve
peptidoglikanin ¢apraz baglanmasini 6nleyerek hiicre duvari sentezini inhibe ederler.
Penisilinin yapisinda bulunan 5 dyeli tiazolidin yerine, sefalosporin grubu
antibiyotiklerde 6 iiyeli dihidrotiazin halkasin igerirler. Igerdigi bu halkanin yapisindaki
fazladan karbon atomuna yan dallarin ilave edilmesiyle yeni sefalosporinlerin
olusturulmasi saglanmistir. Klinik olarak 6nemli sefalosporinler penisilinlerden daha
genis bir aktivite spektrumuna sahip yari sentetik antibiyotiklerdir. 40 yildan uzun bir

stredir “l. Kusak” ajanlarmm kullanilmasindan bu yana ¢esitli enfeksiyonlarin
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tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu antibiyotikler, p-laktamlara karsi
direngli ~ Staphylococcus aureus’un artisgina kadar  Gram-pozitif  bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullamilmistir (Marshall ve Balir, 1999; Madigan ve ark.,
2019; Cevikbas ve Abbasoglu, 2011; Saravolatz ve ark., 2011).

1. Kusak Sefalosporinler’e Sefadroksil, Sefaloglisin, Sefaleksin, Sefalotin, Sefazolin,
Sefradin, Sefrokzadin, Sefatrizin, 2. Kusak Sefalosporinler’e Sefoksitin, Sefuroksim
sodyum, Sefotetan, Sefprozil, Sefoklar 3. Kusak Sefalosporinler’e Seftriakson,
Sefotaksim, Seftazidim, Sefoperazon, Sefpodoksim, Seftizoksim, Moksalaktam 4.
Kusak Sefalosporinler’e Sefkuinom, Sefozopran, Sefepim, Sefpirom 5. Kusak
Sefalosporinler’e Seftobiprol 6rnek olarak verilebilir. Ayrica sefalosporinler tipik olarak
B-laktamazlara kars: daha direnglidir. Ornegin, seftriakson B-laktamazlara kars1 oldukga
direnglidir ve birgok Neisseria gonorrhoeae susu penisiline direngli hale geldiginden
gonore tedavisi i¢in penisilin’in yerini almistir (Marshall ve Balir, 1999; Madigan ve
ark., 2019; Cevikbas ve Abbasoglu, 2011; Saravolatz ve ark., 2011).

1.5.3. Klavamlar (Beta Laktamaz inhibitorleri)

Klavamlar tek baslarma kullanildiklarinda antibiyotik o6zelligi gostermezler. Beta
laktam antibiyotiklerle birlikte uygulandiklar1 zaman bakterinin beta laktamaz enzimi
aktivitesini yok ederler ve antibiyotigin etkili olmasin1 saglarlar. Klavulanik asit,

Sulbaktam ve Tazobaktam 6rnek olarak verilebilir (Cevikbas ve Abbasoglu, 2011).
1.5.4. Glikopeptidler

Glikopeptidler, sitoplazmik zarin dis yiizeyinde biiyliyen peptidoglikanin acyl-D-alanil-
D-alanin (D-Ala-D-Ala) terminaline baglanarak Gram-pozitif bakterileri hedef alir.
RNA sentezini de inhibe etmeleriyle beta-laktamlardan farklilik gosterirler. Oritavansin,
Telavansin, Dalbavansin ve Vankomisin ornek olarak verilebilir (Cevikbas ve
Abbasoglu, 2011; Binda ve ark., 2014).
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1.5.5. Basitrasin

Basitrasin, peptidoglikan sentezi i¢in gerekli Onciillerin taginmasini 6nleyerek hiicre
duvari sentezini inhibe ederler (Cevikbas ve Abbasoglu, 2011). B. licheniformis ve B.
subtilis tarafindan tiretilen dall1 bir siklik dodesilpeptit antibiyotiktir (Neumiiller ve ark.,
2001; Ohki, 2003; Podlesek ve ark., 1997; Adimpong ve ark., 2012). B. licheniformis’te
biyosentetik operonun bacA, bacB ve bacC olmak iizere ii¢c gen igerdigi bildirilmistir
(Neumiiller ve ark., 2001). Birgok c¢alismada basitrasin direnci ve basitrasin biyosentezi
operonunun varligi eritromisin direnci ile iliskilendirilmistir (Ishihara var ark., 2002;
Mazza ve ark., 1992, Perez-Trallero ve ark., 2004; Adimpong ve ark., 2012). Gegmiste
basitrasin, hayvanlarin biiylimesini tesvik etmek i¢in ve ayni zamanda g¢ogu tropik
ilkedeki insanlarda tedavi amag¢h kullamlmistir (Butaye ve ark., 2003, Dibner ve
Richards, 2005; Tsuda ve ark., 2002; Adimpong ve ark., 2012).

1.5.6. Makrolidler

Makrolidler, bakteri ribozomunun 50S alt birimine baglanirlar ve tRNA molekiiliiniin
baglanmasini1 engelleyerek protein sentezini inhibe ederler. Bakteriyostatik etki
gosterirler. Seker molekiillerine bagli bir lakton halkasina sahiptirler ve bu
bilesenlerdeki farkliliklar ¢ok ¢esitli makrolid antibiyotiklerinin olusmasin1 saglar.
Eritromisin (Streptomyces erythreus tarafindan {iretilir), Oleandomisin, Azitromisin,
Spiramisin, Midekamisin, Roksitromisin, Troleandomisin, Klaritromisin, Miokamisin,
Rokitamisin, Diritromisin, Fluritromisin, Telitromisin, Setromisin 6rnek olarak
verilebilir.  Makrolidler, kiiresel antibiyotik iretiminin yaklagtk %  12'sini
olusturmaktadir (Madigan ve ark., 2019, Cevikbas ve Abbasoglu, 2011).

1.5.7. Linkozamidler

Linkozamidler, bakteri ribozomunun 50S alt birimine baglanirlar ve tRNA molekiiliiniin
baglanmasini engelleyerek protein sentezini inhibe ederler. Protozoonlara, anaeroblara
ve Gram-pozitif bakterilere kars1 etkilidirler. Dig membranlarinin hidrofobik bilesikleri
gecirmemesinden dolayr Gram-negatif basillerin ribozomlar1 bu antibiyotiklere dogal

olarak direnglidirler. Linkozamidlere, Klindamisin ve Linkomisin o&rnek olarak
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verilebilir. Klindamisin antibiyotigi linkomisine gore daha iyi oldugu agiklanmigtir
(Balaban, 2008; Saran ve Karahan, 2010; Cevikbas ve Abbasoglu, 2011).

1.5.8. Aminoglikozitler

Aminoglikozit grubunda bulunan antibiyotikler amino sekerlere glikozidik baglarla
baglanmislardir. Aminoglikozitler, ribozomun 30S alt birimini hedef alarak protein
sentezini engelleyen antibiyotiklerdir. Amikasin, Gentamisin, Kanamisin, Neomisin B,
Neomisin C, Streptomisin, Tobramisin, Arbekasin, Netilmisin, Paromomisin, Apramisin
Aminoglikozit grubunda bulunan antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir. Bu genis
spektrumlu antibiyotikler, Gram-negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde faydalidir ancak bobrek ve isitme hasari gibi konak toksisite etkileri
nedeniyle aminoglikozit antibiyotiklerin kullanimi yar1 sentetik penisilin ve
tetrasiklinlerin gelistirilmesinden bu yana azalmistir (Madigan ve ark., 2019; Cevikbas
ve Abbasoglu, 2011).

1.5.9. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, ribozomun 30S alt {initesine etki ederek protein sentezini engellerler.
Cesitli Streptomyces tiirleri tarafindan iretilen genis spektrumlu antibiyotiklerdir ve
klinik ortamlardan izole edilen Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri inhibe ederler.
Yapilarinda okta hidronaftasen halkasi iceren antibiyotiklerdir. Bu halka ile ilgili
yapilan c¢esitli uygulamalar yeni antibiyotiklerin iiretilmesini saglamaktadir.
Tetrasiklinler, veterinerlikte yaygin olarak kullanilmalarinin yani sira bazi iilkelerde
kiimes hayvanlari i¢in besin takviyesi olarak kullanilirlar. Bununla birlikte, tibbi agidan
onemli antibiyotiklerin bu sekilde klinik olmayan kullanimi, patojenler arasinda
antibiyotik direncini arttirabilecegi i¢in bu uygulama onerilmemektedir. Tetrasiklin,
Doksisiklin, Minosiklin, Demeklosiklin, Metasiklin, Oksitetrasiklin 6rnek olarak
verilebilir (Madigan ve ark., 2019; Cevikbas ve Abbasoglu, 2011).
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1.5.10. Amfenikoller

Amfenikoller, ribozomun 50S alt birimindeki peptidiltransferazin aktivitesini inhibe
eder ve boylece protein zincirinin uzamasii 6nler. Bu antimikrobiyal ajanlar hem tipta
hem de veterinerlikte uygulanir. Anaerobik mikroorganizmalar da dahil olmak iizere
cok cesitli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere kars1 etkilidirler. Kloramfenikol,
Tiamfenikol ve Florfenikol 6rnek olarak verilebilir. Kloramfenikol ilk olarak 1947
yilinda Streptomyces venezuelae bakterisinden elde edilmistir (Pietron ve ark., 2014;
Patyra ve Kwiatek, 2019).

1.5.11. Kinolonlar ve Florokinolonlar

Kinolonlar, DNA giraz1 etkileyerek bakterilerde DNA’nin sarmal yapmasini ve
paketlenmesini 6nleyen sentetik antibakteriyel bilesiklerdir. DNA giraz tiim bakterilerde
bulundugundan dolay1 kinolonlar hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde etkilidir. 1.kusak Kinolanlar’a Nalidiksik asit; 2.kusak
Kinolanlar’a Ofloksasin, Norfloksasin, Nadifloksasin, Rufloksasin, Enoksasin,
Floroksasin, Lomefloksasin; 3.kusak Kinolonlar’a Levofloksasin, Gatifloksasin,
Balofloksasin, Grepafloksasin, Pazufloksasin, Sparfloksasin, Temafloksasin; 4.kusak
Kinolonlar’a  Gemifloksasin, Klinafloksasin, Sitafloksasin, Trovafloksasin ve
Prulifloksasin 6rnek olarak verilebilir (Madigan ve ark., 2019, Cevikbas ve Abbasoglu,
2011).

Moksifloksasin, Siprofloksasin florokinolonlara 6rnek olarak verilebilir. Siprofloksasin
gibi florokinolonlar, idrar yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek igin rutin olarak kullanilan
ve hayvanlarda solunum hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisi igin sigir ve kiimes
hayvanit endistrisinde Yyaygin olarak kullanilan florinli kinolon tiirevleridir.
Siprofloksasin ayn1 zamanda antraks tedavisi igin tercih edilen bir antibiyotiktir ¢linkii
sarbona neden olan Bacillus anthracis’in bazi suslari penisilinlere karsi direnglidir.
Moksifloksasin, tiiberkiiloz tedavisinde etkili olan ilaglardan bir tanesidir (Madigan ve
ark., 2019, Cevikbas ve Abbasoglu, 2011).
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1.5.12. Rifamisinler

RNA sentezini inhibe ederek transkripsiyonu engellerler. Rifampisin, Rifabiitin,
Rifapentin, Rifaksimin ornek olarak verilebilir. Rifampin bakterilerdeki RNA
polimerazinin B-alt iinitesine baglanarak RNA sentezini inhibe eder. Genellikle
tiiberkiilozun tedavisinde kullanilmaktadir fakat rifampin gézyasi, idrar ve ter gibi viicut
salgilarin1 kirmizimsi-turuncuya geviren bir yan etkiye sahiptir (Madigan ve ark., 2019;
Cevikbas ve Abbasoglu, 2011).

1.5.13. Siilfonamidler

Siilfonamidler, sentetik biiyiime faktorii analoglaridir. Siilfa ilaglar1 folik asit sentezini
engellerler. Etki spektrumlarini genisletmek i¢in siilfonamid kombinasyonlart daha ¢ok
kullanilmaktadir. Sulfonamidlere Ornek olarak Sulfametaksazol, Sulfodiazin,
Sulfometoksipridazin ve Sulfodimetoksin verilebilir. Siilfanilamid segici olarak toksiktir
¢linkii bakteriler, insanlardan ve ¢ogu hayvandan farkli olarak kendi folik asitlerini
sentezler (Madigan ve ark., 2019; Cevikbas ve Abbasoglu, 2011, Yazar, 2009; Giireli,
2009).

1.6. Dogru Akim ve Yapilan Calismalar

Zamana bagli olarak siddeti ve yonii degismeyen akima dogru akim (DA) denir. Dogru
akim iletken boyunda daima ayni siddette ve tek yonde ilerleyen akimdir. Akim iiretecin
“+”  kutbundan  “-”  kutbuna dogru direng¢ iizerinden gegerek  ulasir

(http://megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/).
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Sekil 1. 1 Dogru elektrik akiminin yonii.

Dogru akim hiicre zarma, NAD+ (NADH) gibi koenzimlerin ve enzimlerin

oksidasyonuna zarar vererek sitoplazmik icerigin disar1 akmasina sebep olarak hiicrenin
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solunum yapmasini engellemektedir (Pfleiderer ve ark., 1988; Anderson ve ark., 1919;
Beattle ve Lewis, 1925). Kim ve arkadaslari (2007) elektrik akimimin bir ortamdaki
mikrobiyal yiikiin azaltilmasina sebep oldugunu gostermislerdir. Dogru akimin suda ve
yiyeceklerde bulunan bakteriler {izerindeki etkisi incelenmistir (Kevin ve ark., 2003).
Deniz suyunda bulunan Vibrio parahaemolyticus (Park ve ark., 2003), asidofil
bakteriler (Jackman ve ark., 1999), proteaz ve lipaz aktivitesi olan asir1 halofil arkeler
(Birbir ve Birbir, 2006), sigir etinde bulunan Escherichia coli O157:H7 (Mahapatra ve
ark., 2011), Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis (Liu ve ark., 1997),
cerrahi aletlerde bulunan Staphylococcus epidermidis (Van der Borden ve ark., 2004)
farkl: seviyelerdeki elektrik akimi ile inaktive edilmislerdir. Hong ve arkadaslar1 (2008),
Pseudomonas aeruginosa PAOL bakterisinin yaptigi korozyonu engellemek igin
elektrik akimini kullanmiglardir. Dogru akimin etkisi ile fenol indirgeyen bakterilerin
biyofilm olusturmasi ve hareket yetenekleri engellenmistir (Luo ve ark., 2005). Elektrik
akimimnin siddeti arttikca atik sulardaki bakterilerin 6ldiiriilmesi daha etkili olmustur
(Wei ve ark., 2011).

Dogru akimin bakteri ayrismasini ve yiizeylerden hareketi kontrol etmek igin
kullanilabilecegi gosterilmistir. Dogru akim alanlarindaki elektroforetik hareketlerini
belirleyen bakteriler genel olarak negatif yiiklii oldugu igin bakterilerin elektriksel
manipiilasyonu miimkiindiir (DeFlaun ve Condee, 1997). Daha 6nce 800 uA'lik bir
elektrik akiminin, agizdaki bakteri suslarinin tutundugu yiizeyden ayrilmasini sagladigi

yapilan ¢alismalar sonucunda saptanmistir (Poortinga ve ark., 2001).

Mikroorganizmalarin ~ azaltilmast ve farkli ortamlardaki mikrobiyal etkilerin
siirlandirilmast ~ i¢in  aragtirmacilar  dogru  akimi  kullanmislardir.  Listeria
monocytogenes ve E. coli O157:H7 (Venkitanarayanan ve ark., 1999) kiikiirt oksitleyici
Thiobacillus ferrooxidans, asidofilik hetetrof Acidiphilium SJH (Jackman ve ark.,
1999), nitrifikasyon bakterileri (Li ve ark., 2001), V. parahaemolyticus (Park ve ark.,
2003), E. coli, K. pneumoniae ve P. mirabilis, S. aureus ve S. epidermidis (Liu ve ark.,
1993) gibi bakteriler daha 6nceki ¢alismalarda elektrik akimi ile inaktif edilmislerdir.
Ayrica, Dekkera bruxellensis 4481 (Lustrato ve ark., 2010) Saccharomyces cerevisiae

404, Hanseniaspora guilliermondii 465 (Ranalli ve ark., 2002) ve Aspergillus niger
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(Velasco-Alvarez ve ark., 2011) gibi dkaryotik mikroorganizmalarin inaktivasyonu igin

de elektrik akim1 kullanilmistir.

Bununla birlikte, dogru akimin bakteriyel tutunma ve hareketlerinin hiicre yiizeyi
Ozellikleri tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az arastirma yapilmistir. Bakteriler elektrik
akimina veya indiiklenen alana maruz kaldiginda, bakteriler tizerinde gevresel baskilar
meydana gelir. Bakteriler c¢evresel strese fizyolojik olarak tepki verirken, ylizey
Ozellikleri ve hatta hiicre sekli degisir (Sanin, 2003; Sanin ve ark., 2003). Ancak,
elektrik akimlarina maruz kalma sirasinda hiicre yiizey 6zelliklerinin nasil degistigi agik
degildir. Ayrica, hiicre dig1 akimlar bakteri aktivitesini ve biiylimesini de etkiler ve hatta
bakteriyel hiicreleri tahrip eder (Drees ve ark., 2003). Bakterilerin inaktivasyonunda
diger uygulamalara gore kiyasla elektrik akiminin daha kolay, diisiik maliyetli ve daha
etkili oldugu bildirilmistir (Birbir ve Birbir, 2006). Tuzlarda halofil arkeleri 6ldiirmek
i¢in elektrik akimi uygulamalari kullanilmustir (Birbir and Birbir, 2006). ilk olarak, deri
endiistrisinde, deri korunmasinda kullanilan tuzlarda proteolitik ve lipolitik asirt halofil
arkeler dogru ve alternatif elektrik akimi ile ayr1 ayr1 yok edilmistir (Birbir and Birbir,
2006; Birbir ve ark., 2015). Yapilan baz1 ¢alismalarda da derilerde ve 1slatma sivilarinda
bulunan Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler ayr1 ayri hem alternatif elektrik hem
de dogru akim ile dldiriilmiistiir (Birbir ve ark., 2008a; Birbir ve ark., 2013). Caglayan
ve arkadaslar1 (2018) derilerde bozulmaya neden olan 1liml1 halofil bakterilerin 0.5, 1.0,

1.5ve 2.0 A elektrik akimi ile 6ldiiriildiigiini bildirmislerdir.
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BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. MATERYAL
2.1.1. Bakteri izolasyonu ve Identifikasyonunda Kullamlan Besiyerleri

Glikoz Nutrient Agar Besiyeri, Nutrient Agar Besiyeri, Nutrient Siv1 Besiyeri, Farkl
Tuz Konsantrasyonu Iceren (% 2,% 3, % 5, % 7, % 10, % 15, % 20, % 25, % 30 NaCl)
Nutrient Agar Besiyerleri, Moeller’in Dekarboksilaz Sivi Besiyeri, DNaz Besiyeri,
Zeytinyag: Iceren Besiyeri, Jelatin Besiyeri, Kazein Besiyeri, Ksilan Besiyeri, Nisasta
Besiyeri, Pullulan Besiyeri, Seliilloz Besiyeri, Simmons’ Sitrat Agar, Triple Sugar Iron
Agar Besiyeri, Tween 80 Agar Besiyeri, Ure Agar Besiyeri, Indol (Tryptone) Besiyeri,
Karbonhidrat Fermantasyon Besiyeri, Nitrat Besiyeri, ONPG Besiyeri, Mueller-Hinton
Agar Besiyeri, Pepton Broth Besiyeri, Voges-Proskauer Besiyeri.

2.1.1.1. Glikoz Nutrient Agar Besiyeri

B OZUU «o oot e, :3¢
PEPION ©. ettt 59
GlKOZ ..o 10g
AN 15¢
Distile su .........coooeiiiiiiii a0 1000 M
PH 7

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient Agar Besiyeri

Nutrient Agar ........oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieene..t 230
Distile su .........coooiiiiiiiiii a0 1000 M
PH o :7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.3. Nutrient Siv1 Besiyeri

Nutrient Broth ....................ocoiiiiiiii.2 80
Distile sU .......ccoeeiiiii ... 2 1000 M
PH o 1 7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.4. % 2 NaCl iceren Nutrient Agar Besiyeri

NULFIENt AQAr ... 23 ¢
NaCl .. 20 ¢
Distile su .........coooeiiiiiiiiiiiicieee a0 1000 M
PHoooooo. . ... . &Y & :7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.5. % 3 NaCl I¢ceren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENT AQAr ..o 23 ¢
NaCl ... 309
Distile su ........ccoooiiiiiiii e 0 1000 MI
PH 2 7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.6. % 5 NaCl iceren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENT AQAr ..o 23 ¢
NACl .ol 50¢
Distile su .........coooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee .2 1000 M
PH 1 7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.7. %7 NaCl Iceren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENT AQAN ..ot 23 ¢
NaCl ... 70 ¢
Distile su .........ooiiiii e 1000 M
DH e :7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.8. % 10 NaCl i¢eren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENE AQAr ... 23 ¢
NaCl ... 100 g
Distile su ........cooeoiiiiiiiiiiie a0 1000 M
PH ..., .. R = AN & AN & 4 : 7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.9. % 15 NaCl I¢ceren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENT AQAr ..o 23 ¢
NaCl ...t 160 @
Distile su ........ccoeoiiiiiiiii ... 0 1000 MI
DH e, :7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.10. % 20 NaCl iceren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENT AQAN ..o e 23 ¢
NaCl ... 200 g
Distile su .........coooiiiiiiee a0 1000 MI
DH e :7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.11. % 25 NaCl i¢eren Nutrient Agar Besiyeri

NULFENt AQAr ... e 23 ¢
NaCl ... 250 g
Distile su ........cooeoiiiiiiiiiiiiiie a0 1000 M
PH ... AN AN W 4 : 7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.12. % 30 NaCl i¢eren Nutrient Agar Besiyeri

NUtrient Agar .......c.cooeeviiiiiiiiieieeieieeieeenen. 230
NACl . :300¢
Distile su .........ccooeiiiiiiee e 2 1000 MI
DH e, :7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.13. DNaz Agar Besiyeri

DNase agar .......ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiienieeeeeene 429
Distile SU .....oviiii 2 1000 M
PH ol 7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.14. Moeller’in Dekarboksilaz Sivi Besiyeri

PEPION .ot 59
EtOZUtH ..o 59
GUKOZ ..o 059
Pridoksal .................cocoiiie..2 0,005 g
Bromkresolmoru ....................ocoeiiiiiieenn.2 001 g
Kresol kirmizist .................coeviiiiiiiiiiiienn......- 0.005 g
Distile su ........cooeiiiii e 1000 MI

Tiiplere esit hacimlerde konularak 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Daha
sonra stok aminoasit ¢ozeltileri hazirlanarak 0.20 pum por ¢apina sahip nitroselliiloz
membran filtreden stiziilerek steril edilmistir ve Moeller’in dekarboksilaz sivi

besiyerlerine %1’lik konsantrasyonda olacak sekilde tiiplere ayr1 ayri ilave edilmistir.

2.1.1.15. Jelatin Besiyeri

THIPION .o 159
SOYONE .ot 59
Jelatin ...t 409
NaCl .t 50
AL ) 209
Distile SU .......ocoiii e 1000 M
PH o ) 7

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Barnett ve Venghaus, 1988).
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2.1.1.16. indol Besiyeri

THPLON ..o 10 G
Distile sU ...t e 1000 M
PH o 75

Tiiplere konularak 20 dakika 121 °C’de otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.17. Karbonhidrat Fermantasyon Besiyeri

Maya OZitl .........oeveieeiiiiiieiieiieieeeeeieeieen 01 @
Fenol kirmizist ................ooceiiiiiiiiiiiiiiiieieenne.....2 001 g
Distile su ... 1000 M
PH ... ... . A 7.5

Hazirlanan karbonhidrat fermentasyon besiyeri durham tiipli iceren tiiplere esit
hacimlerde dagitilarak 121 °C’de 20 dk otoklavda steril edilmistir. Daha sonra
karbonhidrat soliisyonlar1 hazirlanarak 0.20 um por ¢apima sahip nitroselliiloz
membran filtreden stiziilerek steril edilmistir ve steril karbonhidrat fermentasyon

besiyerlerine %1’lik konsantrasyonda olacak sekilde tiiplere ayr1 ayri ilave edilmistir.

2.1.1.18. Kazein Besiyeri

A Eriyigi

TrPLONe ..o 20 Q)
AL 209
DIStHE SU ..oee 500 ml
B Eriyigi

Distile SU ......coooiii e 500 M
Skimmilk ... 200G

Iki ayr1 erlende hazirlanan A ve B eriyigi 10 dk 121 °C’de steril edilmistir. Otoklavlama

islemi bittiginde karistirilarak steril petri kaplarina dokiilmiistiir.
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2.1.1.19. Zeytinyag Iceren Agar Besiyeri

Maya OZitl ... A
Triptikaz pepton .........ccooiiiiiiieel 8 G
ZEeYHNYAZL ... 30 M
RhodamineB ... 029
AL 209
TWEEN 80 ... 30 ml
DIStHE SU ..o 940 ml
PH. ... ... A A & 7

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

Steril bir tiipe ayr1 olarak rhodamine B ve % 0.85°lik FTS (2 ml) konulduktan sonra pH
7’ye ayarlanarak 121 °C’de 20 dk otoklavda steril edilmistir. pH’1 7 olarak ayarlanan 30
ml zeytinyagi da ayri bir tiipe konularak por ¢apt 0.20 um’lik membran filtreden
(Sartorius Stedim Biotech GmbH Microsart Cellulose Nitrate Filter, Goettingen
Germany) gegirilerek steril edilmistir. Ayr1 bir tlipte hazirlanan ve pH’1 7 olarak
ayarlanan Tween 80 (1000 ml besiyeri i¢in 0.33 ml) ve % 0.85’lik FTS (1000 ml
besiyeri i¢in 133 ml) karisimi da por ¢ap1 0.20 pm’lik membran filtreden gecirilerek
steril edilmistir. 30 ml bu karigimdan alinarak ayri bir steril tiipe 30 ml zeytinyagi ile
birlikte konmustur. Bu tiip sicak su banyosunda vortekslenerek karisimlarin birbirlerine
karigmalar1 saglanmistir. Daha sonra otoklavlanan agarli besiyeri igerisine steril
kosullarda zeytinyagli olan bu karigim ve rhodamine B’li karigim eklenerek besiyeri

hazir hale getirilmistir (Gutierrez-Arnillas ve ark., 2016; Zimbro ve ark., 2009).

2.1.1.20. ONPG Besiyeri

Hazirlanan besiyeri tiiplerde 0.2 ml olacak sekilde dagitilarak 121 °C’de 15 dk
otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.21. Ksilan Besiyeri

AZCL-XHANO ..o 19
A e 109
Distile Su ........oooiiiii e 1000 M
DH e 7.5

121 °C’de 10 dakika otoklavda steril edilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003; Yilmaz,
2010).

2.1.1.22. Pullulan Besiyeri

AZCL-PUlulanO ...t 109
AL 10g
Distile SU .......coooiiiii e 1000 M
I AN A AW N 7.5

121 °C’de 10 dakika otoklavda steril edilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003; Yilmaz,
2010).

2.1.1.23. Nisasta Besiyeri

EtOZUt . ..ovenie e 0.2g
NISASEA Lttt e et 209
AL e 209
Distile SU .......ocoiiiiii e 1000 M
DH oo 7.5

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.1.1.24. Nitrat Besiyeri

S1ZIr €ti OZULT ..oovveeeei il 39
PePION L. 5¢
KN O . e 24
Distile SU ........oooiiiiiii e 1000 M
PH 7.0

Durham tiipii igeren deney tiiplerine konularak 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir.

2.1.1.25. Pepton Broth Besiyeri

PPN Lo 10 g
DiStile SU .. 1000 M
PH ...ccovvveo. . ... 0. A A 7.0

Hazirlanan besiyeri deney tiiplerine konularak 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir.

2.1.1.26. Tween 80 Agar Besiyeri

CaClaHoO ool 1lg
PPN o 29
TWEBN B0 et 10 g
Distile Su .......cooiiiiiii 222 1000 M
DH oo 7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Bese, 1974; Berber, 2009). Steril

Tween 80, otoklavdan sonra steril kosullarda eklenmistir.
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2.1.1.27. Ure Agar

A Eriyigi

PEPION L. 19
D-GHKOZ ... 19
KH2POU e 24
Fenol kirmizist (% 0.2) ...ovoviiiiiiii il 6 ml
A e 209
DIStHE SU ..o 866 ml
PH .. . ......4J4v. 4v 4 & 7.5

B Eriyigi

LCIUTRIN. Y R SR B 0N
DIStHE SU ..o 134 ml

A eriyigi 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. B eriyigi 0.20 pm por gapina
sahip nitroseliilloz membran filtreden siiziildiikten sonra steril A eriyigi ile karigtirtlarak
steril tiiplere 5 ml dagitilmistir. Besiyeri katilasana kadar tiipler yatik durumda
tutulmustur (Christensen, 1946; Bilgehan, 2004).

2.1.1.28. Voges-Proskauer Besiyeri

PEDION ... 7g
GHKOZ .ol S5¢g
KoHPO 4 e 59
DSt SU .ot 1000 ml
PH ot 7.5

Tiiplere 4 ml olarak konulmustur ve 15 dakika 121 °C’de otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.29. Seliiloz Besiyeri

Karboksimetil seliloz ..................cooiiiiiiiil 20
Kazaminoasit ...........coooiiiiii e 19
Maya OZitl ........oovveeeeieieiiieeeeeeiet 1 G
Distile SU ........ooiiiiiii e 1000 M

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.30. Simmons Sitrat Agar

Simmons’ Sitrat Agar .........c.oceeiiiiiiiiiiiiiiiiinieeene... 2428 9
Distile su .............coooiie...- 1000 mi
PH ........... N ..... . W . & 7.0

121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra steril tiiplere 5 ml olacak sekilde

dagitilmistir. Besiyeri katilasana kadar tiipler yatik durumda tutulmustur.
2.1.1.31. Triple Sugar Iron Agar Besiyeri

TSEAQAr ..., 645 0
DiStile SU . .vee e e 1000 M

TSI Agar besiyeri tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitildiktan sonra 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikan tiiplerin igindeki besiyerinin yatik agar olacak
sekilde donmasi saglanmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.1.1.32. Mueller-Hinton Agar Besiyeri

Mueller-Hinton Agar ............ccoevviiiiiiiiiiiieeeennn 349
Distile SU ....ooviiii i 1000 M
DH e 7.4

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

% 95’lik Etil Alkol Cozeltisi, 1 N HCI ¢o6zeltisi, 1 N NaOH ¢ozeltisi, 0.5 No’lu Standart
McFarland bulaniklik standardi, 1 No’lu Standart McFarland bulaniklik standardi, %
0.85 NaCl igeren Steril Fizyolojik Tuzlu Su, Amino Asit Soliisyonlari, Karbonhidrat
Cozeltileri, Bromkresol Moru Soliisyonu, Gram’in Iyot Cozeltisi, Katalaz Test Ajani,
Kongo Kirmizisi, Kresol kirmizisi Soliisyonu, Kristal Viyole Cozeltisi, Malasit Yesili,
Nessler ayiraci, Nitrit test ayiraglari, Oksidaz Test Ajani, Safranin Cozeltisi, Barrit
ayiract (Voges-Proskauer Ayiraglar1), 1X Tris-asetat ve EDTA (TAE) Calisma
Tamponu, Agaroz Jel.

2.1.2.1. % 95’lik Etil alkol ¢ozeltisi

Etil alkol ..o i 95 M

DiStile SU ..ot e 100 M

2.1.2.2. 1 N HCI ¢ozeltisi

1 litre distile su i¢inde 36.5 g HCI ¢oziilmiistiir.

2.1.2.3. 1 N NaOH cozeltisi

1 litre distile su iginde 39.99 g NaOH ¢o6ziilmiistiir.
2.1.2.4. 1 No’lu McFarland bulanikhik standardi

L NIK HoSO4 oo 299 M
QL BACH) o201 M

9.9 ml %1’lik H,SO, (Siilfiirik asit) ¢ozeltisine 0.1 ml %1’lik BaCl, (Baryum Kloriir)
¢ozeltisi ilave edilerek iyice karistirilmistir (Bilgehan, 2004).
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2.1.2.5. 0.5 No’lu McFarland bulaniklik standard

McFarland 0.5 No’lu tiipti, 1 No’lu McFarland tiipiinden 5 ml alinarak 5 ml steril

distile saf su ile sulandirilmasi ile elde edilmistir (Bilgehan, 2004).

2.1.2.6. % 0.85 NaCl iceren steril fizyolojik tuzlu su

NaCl ... 085 0
DIStHE SU ..ot 100 mli
PH o) 7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
2.1.2.7. Amino asit soliisyonlari

L-alanin Soliisyonu

L-alanin ... 100G
Steril distile SU .........coeiiiiiiiie e 100 M
L-arjinin Soliisyonu

L-arjinin ... 10 G
Steril distile SU .........cooeviiiiie 100 M
L-aspartik asit Solisyonu
L-aspartikasit...............ccooviiiiiiiiiiiiiieeeeen...n 1009
Steril distilesu ...........oooiiiiie 2 100 M
L-fenilalanin Soliisyonu

L-fenilalanin ..................ocoiin 100



L-glutamik asit Soliisyonu

L-glutamik asit ..............ccooeviiiiiiieeeen 109
Steril distilesu ... 100 M
L-hidroksiprolin Soliisyonu

L-hidroksiprolin ...............coocoiiiiiiiiiiiiieeeenn2 100
Steril distilesu ............oo 2 100 Ml
L-histidin Soliisyonu

L-histidin ... 10 G
Steril distile su ... 100 M

L-izolosin Soliisyonu

L-1zolOSIn ....vevviiiii i 10 @
Steril distile SU ... i 100 M

L-lizin Soliisyonu

L-metiyonin Soliisyonu
L-metiyonin .............ooiiiiiiiieeeeeeeee 10 g

Steril distile SU ..o e 100 m
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L-serin Soliisyonu

L-sistein Soliisyonu

L-SISteIN ..o 10 G
Steril distile su ... 100 M
L-tirozin Soliisyonu

L-tirozin ... 10 G
Steril distile su ...........cooiiiiiiiie 100 M
L-treonin Soliisyonu

L-treonin ... 10 G
Steril distile SU .......cocoviiiiii el 100 M

L-valin Soliisyonu

Stok amino asit soliisyonlart1 0.20 pum capinda por igeren seliiloz nitrat membran
filtreden (Microsart, Sartorius, Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Almanya)
gecirilerek steril edilmistir ve steril Moeller’in Dekarboksilaz Sivi Besiyeri iceren

tiiplere ayr1 ayr1 %1’°lik konsantrasyon olacak sekilde ilave edilmistir.
2.1.2.8. Stok karbonhidrat soliisyonlar:

D-galaktoz Soliisyonu
D-galaktoz ............cccoeiiiiiiiieen.. 100

Steril distile SU ..o e 100 M
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Fruktoz Soliisyonu

Fruktoz ..o 10 g
Steril distilesu ... 100 M
Glikoz Soliisyonu

GlKOZ ...t 109
Steril distile su ... ..o 100 ml
Gliserol Soliisyonu

GlISEIOl ..ot 10g
Steril distile SU ... 100 ml

Laktoz Soliisyonu

Laktoz .........ccooviiiiiie 100
Steril distilesu ... 100 M
Maltoz Soliisyonu
Maltoz.........coeoiiiiiieeeieeeen 10 0
Steril distilesu ... 100 M

Myo-inositol Soliisyonu
Myo-inositol ...............cociiiiiieen 10 g
Steril distilesu ...........oooiiiiie 2 100 M

Riboz Soliisyonu

Sukroz Soliisyonu

SUKIOZ ..o 10 0

Steril distile SU ..o e 100 M
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Stok karbonhidrat soliisyonlarinin her biri iyice ¢oziindiikten sonra 0.20 um g¢apinda por
iceren seliiloz nitrat membran filtreden (Microsart, Sartorius, Stedim Biotech GmbH,
Goettingen, Almanya) gecirilerek steril edilmistir ve steril karbonhidrat fermentasyon

besiyerine %1’lik konsantrasyon olacak sekilde ayr1 ayri ilave edilmistir.
2.1.2.9. Bromkresol moru soliisyonu

Bromkresolmoru .................ocooiiiiieeenn 02 g

Distile SU ... 100 M
2.1.2.10. Kresol kirmzisi soliisyonu

Kresol kirmizist ............ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine.2 029

DIStile SU ..ot e 0100 M

2.1.2.11. Katalaz test ajam

2.1.2.12. Kongo kirmizisi

Kongo Kirmizist ...........ccoeveviiiiiiiiieiiieeiieenenn 01 g

DIStile SU ..o 0100 M

Tyot kristalleri ............coooiiiii e 19
DiStile SU ..ot e 2300 M

Iyot ve potasyum iyodiir bir havanda iyice ezilip, azar azar distile su ilave edilerek
eritilmistir. Tamami eridikten sonra distile su ile 300 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti

kahverengi bir sisede muhafaza edilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.1.2.13. Barrit aywraci (Voges-Proskauer Ayiraglari)

Soliisyon A
a-naftol (CoHsOH) ... B Q)
% 95’lik etilalkol ... 100 M

Soliisyon B
Potasyum hidroksit (KOH) .....................cceeeieveeeeni40g
DistileSu .......oooiii e 100 M

(Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.14. Kristal viyole ¢ozeltisi

Cozelti A
Kristal viyole (%85) ......c.ccoiviiiiiiiiiiiiiie 20
Etil alkol (%095) ..o 20

Cozelti B
Amonyum okzalat .....................ooceeiiieiieeeenn.n 0.8 g
Distilesu .......cooiiii 2 80 M

A ¢ozeltisi B ¢ozeltisi lizerine eklenerek karistirllmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.1.2.15. Malasit yesili

Malasit yesili (oksalat) .................ooeiiiiiiiiin1 5@
DIistile SU ......oiiii e 100 M

Yukaridaki malzemeler karistirilarak filtreden gecirilerek kullanima hazir hale

getirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

50



2.1.2.16. Nitrit test aywraclar:

A ayiraci
Stlfanilik asit ..o B QT
Asetik asit (5N) ..........ocoiiiiiiieeeee ... 1000 m

(1 kisim glasial asetik asit; 2.5 kisim distile su)

B ayiraci
N, N,-dimetil-1-naftilamin ... 6ml
Asetik asit (BN) ..........ccooiiiiiiieeee ... 1000 M

(Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.17. Nessler ayiraci

A Soliisyonu
HOC . oot 1lg
DIStHE SU «.eeie el 6 ml

DIStile SU .. i M

Tiim soliisyonlardaki kimyasal maddeler tamamen ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. C
soliisyonu A ve B soliisyonlarmin karisimina ilave edilmistir. Sonra bu karigima 13 ml
distile su konulmustur ve iyice karistirildiktan sonra Whatman No. 1 filtre kagidindan
stiziilerek kahverengi kapakli bir sisede karanlikta depolanmistir (Harley ve Prescott,
2002).
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2.1.2.18. Oksidaz test ajani

Tetrametil-p-fenilendiamin ....................................... 05¢g
DistileSu ..o 100 M

(Harley ve Prescott, 2002).
2.1.2.19. Safranin ¢ozeltisi

Safranin ... 250
% 95’lik etil alkol ..........ccooevviiiiiiiiiiiiiieeeenn . 100 M

Safranin ve % 95’lik etil alkol karistirilarak stok ¢ozelti hazirlanmistir. Deney
yapilacagi zaman stok ¢ozelti distile su ile 1/10 seyreltilmistir (Harley ve Prescott,
2002).

2.1.2.20. 10X Tris-asetat ve EDTA (TAE) ¢alisma tamponu

TrSBase ..o 482 G
Asetikasit .......ooviiiii 114 m
O5MEDTA ..o 20m
Distile SU .......coooiiii 2222 1000 M

2.1.2.21. 1X Tris-asetat ve EDTA (TAE) ¢alisma tamponu

10X TAE stok tamponundan 100 ml alinarak distile su ile 1000 m1’ye tamamlanarak

1X TAE ¢alisma tamponu hazirlanmistir.
2.1.2.22. Agaroz jel

Agaroz SeaKem LE ... 04g
1IX TAE galisma tamponu..............c.cecevveeenennennnnn...... 40 ml

Yukaridaki malzemeler erlene konularak karisim eriyene kadar mikrodalga firinda

1sitilir ve 60 °C’ye sogutulduktan sonra jel tepsisine dokiilmiistiir.
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2.1.3. Arag ve Gerecler

Fen Edebiyat Fakiiltesi Bitki Hastaliklar1 ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bulunan Biyogiivenlik Kabini, Buzdolab1 (Argelik), Calkalamali Etiiv
(Edmund Biihler), Ceker Ocak, Desikator, Distile Su Cihazi (GFL), Elektroforez Tanki,
Etiiv (Niive EN500), Goriintiileme Sistemi, Giig Kaynagi, Mikrodalga Firin (Argelik),
Mikroskop (Olympus), Santrifiij (Sigma), Otoklav (Web MLW), Pasteur Firim
(Kermanlar), PZR Aleti (TC-3000, Techne), pH Metre (WTW), Santrifiij Aleti, Terazi
(Sartorius Analytic), Densitometre (Biosan), Vortex Tip Karistiricisi (Niive)’dan

faydalanilmistir.
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2.2. YONTEM
Calismamiz asagidaki basamaklardan olugmaktadir:

1) Tuz 6rneklerinin toplanmasi,

2) Tuzlarm pH’larinin dlgiilmesi,

3) Tuz oérneklerinde ugucu madde (nem) tayininin yapilmasi,

4) Tuz 6rneklerinde bulunan tuza toleransli bakterilerin toplam sayisinin belirlenmesi,
5) Proteaz ve lipaz iireten tuza toleransli bakterilerin toplam sayilarinin belirlenmesi,

6) Kat1 (Agarli) besiyerinde gelisen bakterilerden saf kiiltiirler elde edilmesi,

7) Bakterilerin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi,

8) Tuza toleransl izolatlarin gelisebildigi tuz konsantrasyonlariin (% 0, % 2, % 3, % 5,
% 7, % 10, % 15, % 20, % 25, % 30) arastirilmasi,

9) Tuza toleransl izolatlarin gelisebildigi pH degerlerinin (4.0, 5.0, 5.7, 6.0, 6.8, 7.0,
8.0, 9.0, 10.0, 11.0) arastirilmast,

10) Tuza toleransl izolatlarin gelisebildigi sicaklik degerlerinin (5, 10, 20, 30, 37, 40,
45, 50, 55 ve 65 °C) arastirilmasi,

11) Tuza toleransli izolatlarin morfolojilerinin ve hareketlerinin incelenmesi,

12) Tuza toleransli izolatlarin Gram boyamalarinin yapilmast,

13) Tuza toleransli izolatlarin endospor boyamalarinin yapilmast,

14) Tuza toleransli izolatlarin biyokimyasal reaksiyonlarinin incelenmesi,

15) Tuza toleransli izolatlarin enzimatik aktivitelerinin incelenmesi,

16) Tuza toleransl izolatlarin genomik DNA’larinin izolasyonu ve izolatlarin 16S
rRNA genlerinin PZR ile ¢ogaltilmasi,

17) Tuza toleransli izolatlarm 16S rRNA gen dizilerinin belirlenmesi ve gen
bankasindaki siralarla karsilastirilmast,

18) Tuza toleransli izolatlarin farkli antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin belirlenmesi,
19) Tuza toleransli proteaz, lipaz iireten, antibiyotiklere karsi inhibisyon zonu

olusturmayan izolatlarin karisik kiiltiirlerinin dogru akim ile inaktivasyonu
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2.2.1. Tuz 6rneklerinin toplanmasi

Calismamizda kullanilan 30 tuz oOrnegi Tuzla ve Corlu Organize Deri Sanayi
Bolgesi’nde bulunan farkli deri fabrikalarindan toplanmustir. Corlu Deri Sanayi
Bolgesi'nden 8 deri fabrikasina ait 18 tuz 6rnegi, Tuzla Deri Sanayi Bolgesi'nden 6 deri
fabrikasina ait 12 tuz 6rnegi alinmistir. Tuz 6rnekleri aseptik kosullarda toplanip ayri
ayr steril torbalarda 5 saat i¢inde buz ¢antasinda buz akiileri ile taginarak laboratuvara

getirilmistir. Calismada toplanan tuz 6rnekleri Sekil 2.1’de gosterilmistir.

Sekil 2. 1 Deri fabrikalarindan toplanan tuz érnekleri.
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2.2.2. Tuzlarin pH’larmin dl¢iilmesi

Tuz Orneklerinin her birinden 5’er gram tartilarak ayri ayr1 250 ml’lik erlene
konulmustur. Uzerlerine 20 °C’deki distile sudan 100 ml eklenerek 1 saat boyunca
calkalayicida 150 rpm’de calkalanmistir. Bu siire sonunda pH metre (Sartorius
Professional Meter PT-10P, Goettingen, Germany) ile pH’lar1 dl¢tilmistiir (Birbir ve
llgaz, 1996).

2.2.3. Tuz orneklerinde ucucu madde (nem) tayininin yapilmasi

Her bir tuz &rneginden 1’er gram alinip vezin kaplara konularak 102 °C’de 6 saat
Pasteur firininda kurutulmaya birakilmistir. Daha sonra tuz 6rnekleri sogumasi igin 30
dakika desikatorde bekletilmistir ve bu siire sonunda tartimlar1 yapilmigtir. Tartim
isleminden sonra tuz &rnekleri Pasteur firminda tekrar 102 °C’de 1 saatlik kurutmaya
birakildiktan sonra ikinci kez tartilmistir. Kurutma islemi ikinci tartim ile birinci tartim
arasindaki fark 3 miligramdan az oluncaya kadar devam edilmistir. Toplam kurutma
islemi siiresinin 8 saati gegmemesine Ozen Qdsterilmistir. Bu islemler sonucunda

tuzlardaki ugucu madde miktarlar asagidaki gibi hesaplanmistir (Birbir ve llgaz, 1996).
% Ugucu madde = (M1-M2)/M1 x 100
M1 = Kurutmadan 6nce tuzun agirligi (g)

M2 = Kurutmadan sonra tuzun agirligi (g)

Sekil 2. 2 Ugucu madde (nem) tayininde kullanilan vezin kaplar1 ve desikator.
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2.2.4. Tuz orneklerinde bulunan tuza toleransh bakterilerin toplam sayisinin

belirlenmesi

Her bir tuz o6rneginden steril kosullarda 2’ser gram tartilarak ayri ayri steril 18 ml
% 0.85’1ik tuzlu su igine konmustur. Hazirlanan tuzlu su 6rnekleri, 4 saat boyunca 24
°C’de calkalayicr etiivde 100 rpm’de ¢alkalanmistir. Bu slispansiyonlardan direkt ve seri
diliisyonlar (107, 10 ve 10®) hazirlandiktan sonra bu soliisyonlardan mikropipet ile
100 pl alinarak plaga yayma yontemiyle Glikoz Nutrient Agar besiyerine ekilmistir.
Ekim yapilan besiyerleri 37 °C’lik etiivde 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda petri kabinda iireyen Koloniler sayilmistir ve seyreltme
katsayisi ile carpilarak tuz Orneklerindeki bakteri sayisi hesaplanmistir (Harley ve
Prescott, 2002).

2.2.5. Proteaz ve lipaz iireten tuza toleransh bakterilerin toplam sayilarinin

belirlenmesi

Tuz orneklerinde proteaz ve lipaz iireten tuza toleranshi toplam bakteri sayilarinin
belirlenmesi i¢in plaga yayma yontemi kullanilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan seri diliisyonlardan mikropipet ile 100 pl alinarak
plaga yayma yontemiyle Jelatin ve Tween 80 besiyerlerine ekilerek 37 °C’lik etiivde 1
hafta inkiibasyona birakilmistir. Proteolitik aktiviteyi 6l¢mek i¢in inkiibasyondan sonra
jelatin igeren besiyerleri {izerleri ortiilecek kadar doymus amonyum siilfat dokiilmiistiir.
Kolonilerin etrafinda gozlenen seffaf bolgeler pozitif proteolitik aktivite olarak
degerlendirilerek proteaz pozitif koloniler sayilmistir. Tween 80 besiyerinde iireyen
kolonilerin etrafinda opak zonlarin goriilmesi pozitif lipolitik aktivite olarak
degerlendirilmistir ve bu koloniler sayilmistir. Elde edilen koloni sayilari seyreltme
katsayisi ile carpilarak tuz orneklerinin 1 gramimnda bulunan toplam proteolitik ve

lipolitik tuza toleransh bakteri sayilar1 hesaplanmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.2.6. Kat1 (agarh) besiyerinde gelisen bakterilerden saf kiiltiirler elde edilmesi

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde iireyen tek diisen bakteri kolonilerinden steril
Oze ile alinarak Nutrient Agar besiyerine plaga ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir. Tuza
toleransh bakterilerin saf kiiltiirii elde edilene kadar bu islem birka¢ kez tekrarlanmistir

(Harley ve Prescott 2002).

Sekil 2. 3 Kati (agarli) besiyerinde gelisen bakterilerden saf kiiltiirler elde edilmesi.
2.2.7. Bakterilerin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Nutrient Agar besiyerinde gelisen tuza toleransh bakterilerin saf kiiltiirlerinden steril
0ze ile aseptik kosullarda alinarak % 10’luk skim milk besiyeri iceren 3 farkli tiipe

konularak -20 °C’de saklanmustir.

2.2.8. Tuza toleransh izolatlarin gelisebildigi tuz konsantrasyonlarimin

arastirilmasi

Tuz 6rneklerinden izole edilen her bir saf izolat NaCl icermeyen ve % 2, % 3, % 5, % 7,
% 10, % 15, % 20, % 25 ve % 30 NacCl igeren Nutrient Agar besiyerine ekildikten sonra
37 °C’de 4 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi boyunca ekim yapilan petrilerde
bakterilerin  gelisimleri her giin incelenerek izolatlarin  gelisebildigi tuz

konsantrasyonlari belirlenmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.2.9. Tuza toleransh izolatlarin gelisebildigi pH degerlerinin arastirilmasi

Tuza toleransl izolatlar NaCl icermeyen ve pH’lar1 pH metre ile 4.0, 5.0, 5.7, 6.0, 6.8,
7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 olacak sekilde ayarlanan Nutrient Agar besiyerine plaga ¢izim
yontemi ile ekilmistir. Ekim yapilan petriler 37 °C’de 4 giin inkiibe edilmistir.
Bakterilerin gelisimleri inkiibasyon siiresi boyunca her giin incelenerek izolatlarin

gelisebildigi pH degerleri belirlenmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.2.10. Tuza toleransh izolatlarin gelisebildigi sicaklik degerlerinin arastirilmasi

Tuza toleransl izolatlar NaCl i¢ermeyen Nutrient Agar besiyerine plaga ¢izim yontemi
ile ekilerek sicakliklar1 5, 10, 20, 30, 37, 40, 45, 50, 55 ve 65 °C’ye ayarlanmis
etiivlerde 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Tuza toleransli bakterilerin gelisimleri
inkiibasyon siiresi boyunca her giin incelenerek izolatlarin gelisebildigi sicaklik

degerleri belirlenmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.2.11. Tuza toleransh izolatlarin morfolojilerinin ve hareketlerinin incelenmesi

Tuza toleransh bakterilerin sekilleri ve hareket muayeneleri, logaritmik iireme fazinda
olan siv1 kiiltiirlerden 6rnek alinarak mikroskopta incelenmistir. Saf kiiltiirlerin hareket
muayenesi asili damla metodu ile yapilmustir. Saf kiiltiirlerin 24 saatlik sivi
kiiltiirlerinden 1 damla alinarak kenarlarina ¢ok az vazelin siiriilmiis temiz bir lamel
lizerine konulmustur ve lamel tersine dondiiriilerek lamin cukur kismi iizerine
kapatilmistir. Cukur lamin lamele temas edecegi kisma vazelin siiriilmistir ve

mikroskopta incelenmistir (Harley ve Prescott, 2002).
2.2.12. Tuza toleransh izolatlarin Gram boyamalarinin yapilmasi

Her bir saf izolat Sivi Nutrient Broth besiyerine ekilerek 24 saat boyunca 37 °C'de
etiivde bekletilmistir. Steril 6ze ile alinan her bir saf izolat, temiz bir lamin {izerine
konularak 1s1 ile sabitlenmistir. Alev ile lam tizerine tesbit edilen izolatlar kristal viyole
ile kaplanarak 30 saniye bekletilmistir. Sonra izolatlar 5 saniye boyunca steril distile su
ile yikanarak kristal viyole uzaklagtirilmistir. Lamin i{izerine Gram’in iyot ¢ozeltisi
dokiilerek 1 dakika bekletilmistir ve 5 saniye distile su ile yikanmistir. % 95°lik alkol

lamin tizerine dokiilerek 30 saniye deklorize edildikten sonra 5 saniye boyunca steril
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distile su ile yikanmigtir. Son olarak, lamin tizerine karsit boya olarak safranin ¢ozeltisi
dokiilerek 60 saniye beklenmisir ve 5 saniye steril distile su ile muamele edilmistir.
Kurutma isleminden sonra boyanmig lamlar 1sik mikroskobunda immersiyon objektifle
(10x100) incelenmistir. inceleme sonrasi pembe kirmizi bakteriler Gram-negatif, mor

bakteriler Gram-pozitif olarak tanimlanmigtir (Harley ve Prescott, 2002).
2.2.13. Tuza toleransh izolatlarin endospor boyamalarinin yapilmasi

Saf izolatlarin Nutrient Agar besiyerine plaga ¢izim yontemi ile ekimleri yapildiktan
sonra 37 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Endospor boyama Schaeffer-Fulton (1933)
Metoduna gore yapilmustir. Inkiibasyondan sonra, her bir saf izolat steril bir 6ze
alinarak lam iizerine konulmus ve kuruduktan sonra alevde tesbit edilmistir. Is1 ile lam
tizerine tesbit edilen izolatlarin lizeri kagit havluyla kaplanarak % 5°lik Malasit yesili
soliisyonu ile 5 dakika boyunca sicak bir plaka iizerine yerlestirilmistir. Sonra, kagitlar
alimarak 30 saniye boyunca lam distile su ile yikanmistir. Son olarak, lam safranin
cozeltisi ile kaplanarak 60 dakika bekletildikten sonra 30 saniye distile su ile
yikanmustir.  Preparatlar 151tk mikroskobunda immersiyon objektifle (10x100)
incelenmistir. Endosporlar yesil renkte ve hiicre sitoplazmasi pembe renkte olarak

mikroskopta gozlenmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 4 Tuza toleransli bakterilerin endospor goriintiileri.
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2.2.14. Tuza toleransh izolatlarin biyokimyasal reaksiyonlarinin incelenmesi

Izolatlarin, triptofandan indol olusturulmasi, peptondan amonyak olusturmalari, Voges-
Proskauer testleri, tek karbon kaynagi olarak sitrat kullanimlari, nitratin nitrite
indirgenmesi ve N, gazi olusturmalari, farkli karbon kaynaklarindan (D-galaktoz,
fruktoz, glikoz, gliserol, myo-inositol laktoz, maltoz, riboz ve sukroz) asit iiretimleri,
farkli amino asitleri (L-alanin, L-arjinin, L-aspartik asit, L-fenilalanin, L-glisin, L-
glutamik asit, L-hidroksiprolin, L-histidin, L-izolosin, L-lizin, L-16sin, L-metiyonin, L-
prolin, L-serin, L-sistein, L-tirozin, L-treonin, L-valin) kullanim testleri, hidrojen siilfiir

(H2S) tiretimi deneyleri asagida agiklandigi sekilde yapilmustir.
2.2.14.1. Nitratin nitrite indirgenmesi ve N, gazi olusumu

Saf izolatlarin 24 saatlik kiiltirlerinden steril 6ze ile steril Nitrat Sivi besiyeri iceren
deney tiiplerine ekimleri yapilarak 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Tiiplere 0.5 ml
nitrat test aywract A ve 0.5 ml test ayiraci B eklenerek calkalanmistir. 30 saniyede
kirmizi renk olusumu nitrattan nitritin  olusturuldugu seklinde degerlendirilmistir.
Kirmizi renk olusumu gériilmeyen tiiplere 0.001 g ¢inko tozu eklenmesi ile kirmizi
rengin olusmasi negatif (nitratin nitrite indirgenmemesi), kirmizi renk olugmamasi
pozitif (nitratin nitrite indirgenmesi) olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyondan sonra

ayrica Durham tiipleri igerisinde gaz olusumu incelenmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 5 Nitratin nitrite indirgenmesi ve gaz olusumu testi.
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2.2.14.2. Triptofandan indol olusturulmasi

Saf izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril 6ze yardimi ile alinarak steril indol
besiyeri igeren tiiplere aseptik kosullarda ekim yapilmistir. Tiipler 35 °C’ de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere Kovacs ayiracindan (Kovacs, 1928) 0.5
ml damlatildiginda besiyerinin {izerinde kirmizi renkte bir halka olusumu pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 6 Indol testi.
2.2.14.3. Voges-Proskauer testi

Saf izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril 6ze yardimi ile alinarak steril MR-VP
besiyerine aseptik kosullarda inokiile ekilmistir. 35 °C” de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiiplerin her birine Barrit ayiracinin A soliisyondan 0.6 ml ve B
soliisyonundan 0.2 ml damlatildiktan sonra iyice ¢alkalanarak 20 dakika beklenmistir.
Besiyerinin kirmizi renk almasi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Harley ve

Prescott, 2002).

Sekil 2. 7 VVoges-Proskauer testi.
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2.2.14.4. Farkh karbon kaynaklarindan asit iiretimi

24 saat 37 °C' de Nutrient Agar Besiyeri’nde gelisen saf izolatlar % 0.85 NaCl igeren
steril tiiplere konularak bakteri yogunlugu 10® kob/ml’ye ayarlanmustir. Sonraki
asamalar i¢in bu hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 kullanilmistir. Saf izolatlarin farkli
karbon kaynaklarindan (D-galaktoz, fruktoz, glikoz, gliserol, myo-inositol, laktoz,
maltoz, riboz ve sukroz) asit iiretimini test etmek amaciyla Karbonhidrat broth
besiyerleri kullanilmistir (Harley ve Prescott, 2002). Once ayr1 bir yerde test edilecek
her bir seker soliisyonlar1 hazirlanarak 0.20 um c¢apinda por igeren seliiloz nitrat
membran filtreden (Microsart, Sartorius, Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Almanya)
gegirilerek steril edilmistir. Sonra bu steril seker sdliisyonlari son konsantrasyonlar1 % 1
olacak sekilde Karbonhidrat broth besiyerleri icerisine ayri ayri ilave edilmistir.
Karbonhidrat sivi besiyeri ve Durham tiipii igeren test tiiplerine her saf izolattan ayr
ayr1 150 ul konulmustur. Bu tiipler 37 °C'de 24-48 saat etiivde bekletilmistir. Son olarak
tiplerde bakterilerin asit ve gaz olusturmalar1 incelenmistir. Besiyerinin sari renge
donmesi, karbon kaynaginin parcalanarak asitik tiriin olustugunu géstermistir ve pozitif
sonug olarak degerlendirilmistir (Arahal ve ark., 1996, Harley ve Prescott, 2002).
Durham tiiplerinde gaz birikmesi ise karbon kaynaklarinin kullanilirken ayrica gaz

tiretildigini gostermistir.

Sekil 2. 8 Farkli karbon kaynaklarindan asit tiretimi testi.
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2.2.14.5. Farkhh amino asitlerin kullanim testleri

24 saat 37 °C'de Nutrient Agar besiyerinde gelisen saf izolatlar % 0.85 NaCl igeren
steril tiiplere konularak bakteri yogunlugu 10® kob/ml’ye ayarlanmustir. Sonraki
asamalar i¢in bu hazirlanan bakteri siispansiyonlart kullanilmistir. Calismamizin bu
asamasinda farkli amino asitleri (L-alanin, L-arjinin, L-aspartik asit, L-fenilalanin, L-
glisin, L-glutamik asit, L-hidroksiprolin, L-histidin, L-izolosin, L-lizin, L-lésin, L-
metiyonin, L-prolin, L-serin, L-sistein, L-tirozin, L-treonin, L-valin) iceren Moeller’in
Dekarboksilaz Broth Besiyerleri kullanilmistir. Once, ayr1 bir yerde test edilecek her bir
amino asit soliisyonlar1 hazirlanarak 0.20 um ¢apinda por igeren seliiloz nitrat membran
filtreden (Microsart, Sartorius, Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Almanya)
gecirilerek steril edilmistir. Sonra bu steril stok amino asit sélisyonlarindan son
konsantrasyonlart % 1 olacak sekilde ayri ayrt Moeller’in Dekarboksilaz Broth
Besiyerlerine ilave edilmistir. Yukarida hazirlanan test izolatlarina ait bakteri
stispansiyonlarindan ayr1 ayr1 150 pL bu besiyerlerine konulmustur. Sonra {izerlerine 1
ml steril mineral yag konulmustur ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon

stiresinden sonra besiyerinde mor renk olusumu pozitif test olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2. 9 Amino asit kullanimu.
2.2.14.6. Peptondan amonyak olusumu

Tuza toleransli bakteriler, Pepton Broth besiyeri iceren steril tiiplere ayr1 ayri inokiile
edilerek 37 °C’de 24 saat etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda tiiplere 5-6 damla
Nessler ayiract damlatilmistir. Tiipler ¢alkalanarak sonu¢ hemen degerlendirilmistir.
Kahverengi renk ve presipitat olusumu pozitif, renk degisimi olmamasi ise negatif

sonug olarak degerlendirilmistir (Bese, 1974; Harley ve Prescott, 2002) .
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2.2.14.7. Sitrat kullanimu testi

Saf izolatlarin sitrat kullanim testleri Simmons Citrate Yatik Agarda gergeklestirilmistir.
Saf izolatlarin Nutrient Agar besiyerindeki 24 saatlik kiiltiirlerinden plaga ¢izim
yontemi ile ekimleri yapilarak 24-48 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda besiyerlerinin renginin koyu maviye donmesi pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 10 Sitrat kullanimui testi.
2.2.14.8. Hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi

24 saat 37 °C'de Nutrient Broth Sivi Besiyerinde gelisen saf izolatlardan ayr1 ayr steril
igne ile alinarak steril Triple Sugar Iron Yatik Agar besiyerinin yiizeyine siiriilerek ve
dibine batirilarak bakteri inokiilasyonlari yapilmistir. Bu besiyerleri 35 °C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda besiyerinde siyah renk olusumu pozitif

Hidrojen siilfiir reaksiyonu olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 11 Hidrojen siilfiir (H,S) tiretimi testi.
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2.2.15. Tuza toleransh izolatlarin enzimatik aktivitelerinin incelenmesi

Oksidaz testi, katalaz testi, Proteaz aktivitesi, Lipaz aktivitesi (Tween 80 ve Zaytinyagi
hidrolizi), Ureaz aktivitesi, DNaz aktivitesi, Amilaz aktivitesi, Kazeinaz aktivitesi,
Seliilaz aktivitesi, B-galaktosidaz, Ksilanaz aktivitesi ve Pullulanaz aktivitesi deneyleri

asagida aciklandigi sekilde yapilmustir.
2.2.15.1. Oksidaz testi

Saf izolatlarin her biri Nutrient Agar besiyerine plaga ¢izim yontemi ile ekilmistir ve 24
saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Besiyerinde gelisen saf bakteri kolonilerinden steril 6ze
ile alimarak % 0.5’lik tetrametil-p-fenilendiamin ayiract dokiilmiis olan filtre kagidi
lizerine siiriilmistiir. 20 saniye i¢inde koyu mor rengin meydana gelmesi pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002)

Sekil 2. 12 Oksidaz Testi.

2.2.15.2. Katalaz testi

Besiyerinde gelisen 24 saatlik saf kiiltiirlerden bir lam {izerine bir 6ze dolusu konularak
tizerine 50 ul % 3’liik hidrojen peroksit (H20,) eriyigi damlatilmistir. Lam tizerinde gaz
kabarciklarinin meydana gelmesi katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve

Prescott, 2002).

Sekil 2. 13 Katalaz testi.
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2.2.15.3. Proteaz aktivitesi

Besiyerinde gelisen izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril 6ze ile alinarak steril
Jelatin Agar besiyeri iizerine plaga ¢izim yontemi ile ekim yapilmustir ve petriler 37 °C°
de 48 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra petrinin iizerini értecek kadar
doymus amonyum siilfat dokiilerek kolonilerin etrafinda gézlenen seffaf bolgeler pozitif
proteolitik aktivite olarak degerlendirilmistir (Barnett ve Venghaus, 1988).

Sekil 2. 14 Proteaz aktivitesi.
2.2.15.4. Ureaz aktivitesi

Yatik agar olarak hazirlanmis ve indikatér olarak fenil kirmizisi bulunan steril Ure Agar
besiyerine izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril 6ze ile ekilerek 37 °C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin renginin kirmizi veya pembe

renkte olmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 15 Ureaz aktivitesi.
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2.2.15.5. Lipaz aktivitesi (Tween 80 ve Zeytinyag: hidrolizi)

Tween 80 hidrolizi

Besiyerinde gelisen izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Tween 80 Agar besiyeri
lizerine plaga ¢izim yontemi ile ekilerek petriler 37 °C’de 48-96 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerin etrafinda opak zonlarm goriilmesi

pozitif lipolitik aktivite olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
Zeytinyag hidrolizi

Tuza toleranshi izolatlarin zeytinyagi igeren besiyerinde lipaz enzimi aktiviteleri test
edilmistir. izolatlarm Nutrient Agar Besiyerindeki 24 saatlik kiiltiirlerinden steril &ze ile
alinarak zeytinyagi igeren steril agar besiyerine plaga ¢izim yontemi ile ekim
yapilmustir. Ekim yapilan petriler 37 °C’°de 72 saat etiivde inkiibe edilmistir. izolatlarin
lipaz aktivitelerini belirlemek i¢in petriler 24 saatte bir kontrol edilmistir. Petrilerin UV
151k altinda 1s1ma gostermeleri pozitif lipaz aktivitesi olarak kabul edilmistir (Gutierrez-
Arnillas ve ark., 2016).

Sekil 2. 16 Zeytinyag: hidrolizi.
2.2.15.6. DNaz aktivitesi

Izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril bir 6ze ile alinarak steril DNaz Agar
besiyerine plaga ¢izim yontemi ile ekim yapildiktan sonra petriler 37 °C’de 24-48 saat
etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerin {izerini
kaplayacak sekilde 1 N HCIl damlatilarak izolatlarin besiyerinde bulunan DNA’y1
pargalayip parcalamadiklaria bakilmistir. Koloninin etrafinda seffaf bir zon olusmasi

DNaz pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.2.15.7. Amilaz aktivitesi

Besiyerinde gelisen izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Nisasta iceren Agar
besiyerine plaga cizim yontemi ile ekim yapilarak petriler 37 °C’de 24-48 saat etiivde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi nisasta besiyerinde iiremis kolonilerin iizerine
besiyeri yiizeyini ortecek miktarda Gram’in iyot ¢ozeltisinden dokiilmiistiir. Koloniler
etrafinda seffaf bir bolge goriilmesi pozitif nisasta hidrolizi olarak degerlendirilmistir
(Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 17 Amilaz aktivitesi.
2.2.15.8. Kazeinaz aktivitesi

Besiyerinde gelisen izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Kazein besiyerine plaga
cizim yontemi ile ekim yapilarak petriler 37 °C’de 24-48 saat etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerin etrafinda seffaf bir zonu olusmasi

kazeinaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 18 Kazeinaz aktivitesi.
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2.2.15.9. Seliilaz aktivitesi

Saf izolatlar karboksimetil seliiloz igeren besiyerine plaga cizim seklinde ekilmistir.
Ekim yapilan petri kaplar1 37 °C’de 48-96 saat etiivde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda seliiloz besiyerinde tireyen bakteri kolonileri % 0.1°’lik Kongo Kirmizisi
cozeltisi ile 30 dakika boyandiktan sonra 1M NaCl ¢ozeltisi ile yikanmigtir. Etrafinda
seffaf zon olusan bakteri kolonileri pozitif seliilaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir
(Limauro ve ark., 2001).

Sekil 2. 19 Seliilaz aktivitesi.
2.2.15.10. B-Galaktosidaz aktivitesi

Saf izolatlarin Nutrient Agardaki 24 saatlik kiiltiirlerinden steril 6ze ile bol miktarda
alinarak iglerinde 0.2 ml steril % 0.85 NaCl ¢ozeltisi i¢eren tiiplere konulmustur. ONPG
diskleri (Oxoid) her bir tiipe ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika ile 4 saat arasinda inkiibe
edilmistir. Bu stire igerisinde tiipteki sivinin sartya doniismesi pozitif p-galaktosidaz

aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2. 20 B-Galaktosidaz aktivitesi.
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2.2.15.11. Pullulanaz aktivitesi

Nutrient Agar Besiyerinde gelisen tuza toleranshi bakterilerin 24 saatlik kiiltiirlerinden
steril bir 6ze ile alinarak steril Pullunan Agar besiyerine ekim yapilmigtir. Ekim yapilan
petriler 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda koloniler
etrafinda goriilen seffaf bolgeler pozitif pullulanaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir
(Sanchez-Porro, 2005).

Sekil 2. 21 Pullulanaz aktivitesi.
2.2.15.12. Ksilanaz aktivitesi

Nutrient Agar Besiyerinde gelisen tuza toleranshi bakterilerin 24 saatlik kiiltiirlerinden
steril bir 6ze ile alinarak steril Ksilan Agar Besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
petriler 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda koloniler
etrafinda goriilen seffaf bolgeler pozitif ksilanaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir
(Sanchez-Porro, 2005).

Sekil 2. 22 Ksilanaz aktivitesi.
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2.2.16. Tuza toleransh izolatlarin genomik DNA’larinin izolasyonu ve 16S rRNA
genlerinin PZR ile ¢ogaltilmasi

Her bir saf izolatin genomik DNA's1, QlAamp® DNA Mini Kiti (Q-BIOgene) (QIAamp
DNA Mini Kitinde (Qiagen, Hilden, Almanya) belirtilen islem basamaklarina gore elde
edilmistir. Once 1X Tris-Asetat-EDTA (TAE) ile hazirlanan % 1°lik agaroz mikrodalga
firinda eritilmistir ve i¢ine 2 pl Niikleik Asit Boyama Soliisyonu (SYBR® Safe DNA
Gel Stain) (10 mg/ml) eklenip karistirilarak yatay elektroforez kasetine dokiilmiistiir.
Jelin polimerize olmasi i¢in oda sicakliginda bekletildikten sonra, 1X TAE tamponu
iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir. izolatlara ait DNA 6rneklerinden 4 ul DNA
alinarak 1.5 pl yiikkleme tamponu ile iyice karistirilarak jel kuyularina yiikklenmistir. Jel
110 Volt, 80mA de 30 dakika siire ile elektroforez islemine tabi tutulmustur (Sambrook
ve Russell, 2001).

izole edilen DNAlar jelde kontrol edildikten sonra tuza toleransh izolatlar: 16S rRNA
genleri PZR ile gogaltilmistir. Izolatlarm 16S rRNA genini ¢ogaltmak icin 27F ve
1492R bakteri primerleri kullanilmistir. PZR uygulamasinda 0.1 ml’lik tiipler
kullanilmigtir. Tiiplere 5 ul / 10x Taq tamponu, 6 ul MgCl; (2.5 mM), 1 ul dNTP (10
mM), 0.25 pl ileri primer (2.5 uM), 0.25 pul geri primer (2.5 uM), 0.25 pl Tag DNA
polimeraz (500 U), 2 ul DNA ve 35.25 pL ddH,O konularak toplam hacim 50 pl
olacak sekilde karigim hazirlanmistir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu PZR cihazinda
(TC-3000, Techne) cihazinda gergeklestirilmistir. Tuza toleransli bakteriler igin ileri
primer olarak 27F (5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3") ve geri primer olarak
1492R (5'- GGT TAC CTT TGT TAC GAC TT -3') primerleri kullanilmigtir (Phung ve
ark., 2004). Izolatlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda ilk denatiirasyon basamagi 95
°C’ de 5 dakika olarak gergeklestirildikten sonra, 30 dongii 95 °C’de 1 dakika
(denatiirasyon igin), 55 °C’de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72 °C’de 1.5 dakika
(polimerizasyon icin) seklinde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar 5 dakika 72 °C'de
tamamlanmistir (Marchesi ve ark., 1998).

Her bir PZR o6rnegi yukarida agiklandigi sekilde jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.
PZR iiriinlerinin boyutunu belirleyebilmek i¢in 100 b¢’lik DNA markir (MBI Fermentas
SMO0321) kullanilmistir. Her bir izolata ait PZR 6rnegi dizilemeye gonderilmeden 6nce
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QIlAquick PCR Purification Kiti (High Pure PCR Product Puification Kit, Qiagen)
kullanilarak saflagtirilmistir. Ayrica izolatlara ait PZR iiriinleri -20 °C’ de saklanmustir.

2.2.17. Tuza toleransh izolatlarin 16S rRNA gen dizilerinin belirlenmesi ve gen

bankasindaki siralarla karsilastirilmasi

Izolatlarn  16S rRNA genlerinin baz dizi analizleri iontek Laboratuvari
(Istanbul/Tiirkiye) tarafindan yapilmistir. Bu laboratuvarda, genel bakteri primerleri
olarak 27F ileri ve 1492R geri primerleri kullanilmistir. Dizi analizinden .abl
formatinda gelen sonuglar, ChromasPro programi kullanilarak ilk once FASTA
formatma déniistiiriilmiistiir. Orneklerin 16S rRNA gen dizilerinin kimerik dizilerini
kontrol etmek i¢in DECIPHER’in Find Chimeras Web Araci (DECIPHER siiriim:
2.8.1) kullanilmigtir. Daha sonra Chromas Pro programu ile izolatlarin 16S rRNA gen
dizileri incelenmistir. Izolatlardan elde edilen 16S rRNA gen dizileri (1352-1425 bp)
EzTaxon-e veritaban1 kullanilarak GenBank veritabanindaki dizilerle karsilastirilmistir
(Kim ve ark., 2012a). Clustal W programi kullanilarak 16S rRNA dizileri benzer
bolgelerine gore aymi hizaya getirilerek karsilagtirilmasi saglanmistir (Thompson ve
ark., 1997). Bu programa www.ebi.ac.uk internet sitesinden ulasilmistir (EBI; European
Bioinformatics Institute). Filogenetik agacglar “Neighbor-joining” (Saitou ve Nei, 1987)
algorithmi kullanilarak olusturulmustur. Filogenetik analizler igin MEGA.4 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) paket programi kullanilmistir (Tamura ve ark., 2007).
Izolatlarin 16S rRNA dizileri, NCBI GenBank’tan alinan numaralarla GenBankasinda

depolanmastir.

2.2.18. Tuza toleransh izolatlarin farkh antibiyotiklere karsi duyarhliklarimin

belirlenmesi

Nutrient Agar besiyerinde saf kiiltiir halinde iireyen tuza toleransli her bir izolat steril
bir 6ze ile alinarak siv1 besiyerine ekildikten sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Antibiyotiklere karsi duyarlilik testleri igin tuza toleransli bakteri kiiltiirlerinin
yogunlugu 1 ml’de 1x10® kob olacak sekilde (0.5 McFarland standardi) McFarland
densitometre (Biosan) kullanilarak ayarlanmistir. Bu siispansiyonlardan 0.1 ml alinarak

steril Mueller Hinton Agar besiyerinin tizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Tuza
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toleransl izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere karsi duyarliliklarii arastirmak igin Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Asagida belirtilmis olan antibiyotik diskleri
steril bir pensle alinarak Mueller Hinton Agar besiyerinin tizerine konulmustur. Daha
sonra bu petri kutular1 35 °C’de 18 ile 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda disklerin c¢evresindeki inhibisyon zonlar1 (mm) Oolgiilerek tuza toleransh
bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarliliklari belirlenmistir (Weber ve ark., 1988;
CLSI, 2010).

Antibiyotik testi i¢in, Amikasin (30 pg, Oxoid), Sefoksitin (30 ug, Oxoid), Seftriakson
(30 pg, Oxoid), Sefuroksim sodyum (30 pg, Oxoid), Siprofloksasin (5 ug, Oxoid),
Gentamisin (10 pg, Oxoid), Norfloksasin (10 pg, Oxoid), Ofloksasin (5 pg, Oxoid),
Siilfametoksazol/Trimetoprim (25 pg, Oxoid), Tobramisin (10 ug, Oxoid), Sefalotin (30
ug), Kloramfenikol (30 pg), Eritromisin (15 pg, Oxoid), Penisillin G (10U, Oxoid),
Rifampisin (30 pg, Oxoid), Klindamisin (2 pg, Oxoid), Levofloksasin (5 pg, Oxoid),
Vankomisin (5 pg, Oxoid), Spektinomisin (100 ug, Oxoid), Mupirosin (20 pg, Oxoid),
Sefotaksim (5 pg, Oxoid), Basitrasin (0.04 pg, Oxoid), Piperasilin/Tazo baktam 10:1
(110 pg, Oxoid), Sefadroksil (30 pg, Oxoid), Karbenisilin (100 pg, Oxoid), Neomisin
(30 pug, Oxoid), Novobiosin (30 pg, Oxoid), Oleandomisin (15 ug, Oxoid), Oksolinik
asit (2 ng, Oxoid), Pefloksasin (5 pg, Oxoid), Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg; 30
ug, Oxoid), Nalidiksik asit (30 pg, Oxoid), Seftazidim (30 pg, Oxoid) antibiyotik

diskleri kullanilmstir.

Sekil 2. 23 Cesitli antibiyotiklere karsi olusan inhibisyon zonlar1.

Yukarida agiklanan tiim testler ii¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.
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2.2.19. Tuza toleransh proteaz, lipaz iireten, antibiyotiklere kars1 inhibisyon zonu

olusturmayan izolatlarin karisik kiiltiirlerinin dogru akim ile inaktivasyonu

Bazi antibiyotiklere karsi inhibisyon zonu olusturmayan, hem proteolitik hem de
lipolitik aktivite gosteren tuza toleransli B. amyloliquefaciens (9SS2), B. licheniformis
(28SS2), B. pumilus (30SS4), B. siamensis (15SS3) izolatlarinin, sadece proteolitik
aktivite gosteren B. atrophaeus (21SS3), B. halotolerans (17SS1), B. mojavensis
(12SS3), B. paralicheniformis (22SS4), B.safensis (25SS2), B. subtilis (14SS3), B.
tequilensis (10SS3), B. velezensis (27SS1) izolatlarinin elektrik akimi ile inhibisyonlari
calismamizda incelenmistir. Bu izolatlardan B. siamensis (15SS3), B. halotolerans
(17SS1), B. mojavensis (12SS3), B. paralicheniformis (22SS4) ve B. tequilensis
(10SS3) 1 antimikrobiyal maddeye karsi, B. amyloliquefaciens (9SS2) 2 antimikrobiyal
maddeye karsi, B. velezensis (27SS1) 6 antimikrobiyal maddeye karsi, B. atrophaeus
(21SS2) 9 antimikrobiyal maddeye karsi, B.safensis (25SS2) 10 antimikrobiyal
maddeye karsi, B. pumilus (30SS4) 12 antimikrobiyal maddeye karsi, B. licheniformis
(28SS2) 13 antimikrobiyal maddeye karsi ve B. subtilis (14SS3) 19 antimikrobiyal

maddeye kars1 inhibisyon zonlar1 olusturmamustir.

Deneyde kullanilan her bir izolatin stok kiiltiirlerinden alinarak plaga ¢izim yontemiyle
Nutrient Agara ekimler yapilmistir. Ekim yapilan petriler 24 saat 37 °C de etiivde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra her bir izolatin bakteri kiiltiirlerinin
yogunlugu 1 ml’de 1x10% kob olacak sekilde (0.5 McFarland standardi) McFarland
densitometre cihazi (Biosan) kullanilarak ayarlanmigtir. Sonra bu kiiltiirlerin hepsinden
0.1 ml alinarak 9.9 ml steril % 0.85 NaCl iceren tiiplere konulmustur (10° kob/ml). Her
bir bakteri stispansiyonundan esit hacimlerde alinarak karigik kiiltiir hazirlanmistir.
Daha sonra bu karisik bakteri kiiltiiriinden 20 ml alinarak igerisinde % 0.85 NaCl igeren
180 ml steril tuzlu su bulunan behere konulmustur (10° kob/ml). Deney 6ncesinde
karisik kiltlirtin  bakteri sayisin1 hesaplamak icin beherden 100ul aliarak seri
diliisyonlar yapilmistir. Bu seri diliisyonlardan da 100ul alinarak steril Nutrient Agar
Besiyeri iizerine plaga yayma yontemiyle ekim yapilmistir ve petri kutular1 24 saat 37
°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra petri kutularindaki bakteri sayilart
sayilarak deney oncesi test ortamindaki karisik kiiltiiriin bakteri sayis1 belirlenmistir. Bu

calismada Prof. Dr. Yasar Birbir tarafindan tasarlanan 1 mm g¢apinda, 80 mm
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uzunlugunda ve aralarindaki mesafe 40 mm olan iki platin tel elektrottan olusan
elektrokimyasal elektroliz diizenegi kullanilmistir. Elektrotlar arasinda baglanan DC
akim kaynagi su ozelliklere sahiptir. 0-60 Volt arasinda ayarlanabilir ¢ikis voltaji ve 6
Ampere kadar akim verebilen akim-korumali cihazdir (Kenwood, PD56-10AD, Japan
markadir). Bu elektrokimyasal elektroliz diizenegi ile izolatlarin karisik kiiltiirti izerine
1A dogru akim ile 25 dakika siireyle verilmistir. Elektrik akim1 uygulamalari esnasinda
1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 dakika sonunda bakteri siispansiyonundan hem 100 pl alinarak
steril Nutrient Agar Besiyeri tizerine plaga yayma yontemiyle ekim yapilmis hem de
100ul alinarak seri diliisyonlar yapilmistir. Bu seri diliisyonlardan da 100 ul alinarak
steril Nutrient Agar Besiyeri lizerine plaga yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim
yapilan petri kutular1 48 saat 37 °C de etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siireleri
sonunda petri kutularindaki bakteri sayilar1 sayilarak seyreltme katsayisi ile ¢arpilmistir
ve 1 ml’deki toplam bakteri sayisi hesaplanmistir. Ayni siirelerde test ortaminin sicaklik
ve voltaj olgtimleri yapilmistir. Test ortaminin pH’1 deney oncesinde ve sonrasinda
saptanmistir. Deney sonrasi bakteri sayisindaki azalmay1 tespit edebilmek icin asagidaki
formiil ile Indirgenme Faktdrii degerleri hesaplanmistir. Boylece tuza toleransh
izolatlarin dldiiriilmesinde gerekli olan en uygun siire belirlenmistir (Park ve ark., 2003,
Birbir ve Birbir, 2006; Birbir ve ark., 2008, 2008a).

IF=logionc — logiond
nc= Deney Oncesi bakteri soliisyonundaki tuza toleransh bakteri sayist,

nd = Deney sonrasi1 bakteri soliisyonundaki tuza toleransli bakteri sayisi.
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BOLUM 3. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda inceledigimiz derilerin korunmasinda kullanilan tuz 6rnekleri Tuzla ve

Corlu Organize Deri Sanayi Bolgelerinden toplanmustir. 18 adet Corlu Organize Deri

Sanayi Bolgesinden, 12 adet Tuzla Organize Deri Sanayi Bolgesinden olmak iizere

toplam 30 adet tuz 6rnegi incelenmistir. Incelenen tuzlarm % 87’sinin pH degerlerinin

minimum 6.23 maksimum 6.95, % 13’iniin ise pH degerlerinin minimum 7.08

maksimum 7.22 araliginda oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1). Bu calismada tuz

orneklerinin pH degerlerine ait ortalama, ortanca, mod ve aralik degerleri sirasiyla 6.69,

6.63, 6.78 ve 0.99 olarak saptanmustir.

Tablo 3. 1 Tuz 6rneklerinin pH degerleri ve nem igerikleri.

Tuz ornekleri pH Nem igerigi (%) Tuz 6rnekleri | pH Nem icerigi (%)
1 6.81 4.92 16 6.48 2.97
2 6.42 3.21 17 6.58 1.72
3 6.60 2.35 18 6.40 3.57
4 6.95 2.73 19 6.75 4.47
5 6.78 1.96 20 6.55 5.02
6 7.22 0.97 21 7.08 1.78
7 7.12 1.32 22 6.23 1.63

6.78 3.65 23 6.62 2.46
9 6.74 0.90 24 6.71 3.54
10 6.80 4.72 25 7.12 2.69
11 6.46 3.31 26 6.55 2.37
12 6.64 1.49 27 6.60 2.87
13 6.54 2.13 28 6.59 3.12
14 6.62 4.17 29 6.78 2.31
15 6.52 3.85 30 6.82 1.25
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Calismamizda saptanan pH degerleri (6.23 - 7.22), yapilan onceki ¢alismalardaki pH
degerleri ile paralellik gostermekle beraber pH’1 8 ve {istiinde olan higbir tuz Grnegi
caligmamizda saptanmamistir. Arastirmacilar Tuz Goliinden, Kaldirim Tuzlasindan,
Kayacik Tuzlasindan ve Tuzkdy Tuz Madeninden alinan tuz 6rneklerinin pH degerlerini
sirasiyla 8.09-8.43, 8.35-8.76, 8.21-8.72 ve 8.00-8.29 olarak bulmuslardir (Birbir ve
Sesal, 2003; Birbir ve ark., 2001; Birbir ve ark., 2004).

Mogolistan ve Cin’deki 6 tuz géliinde ve Arjantin’deki bir tuz goliindeki prokaryotik
cesitliliginin incelendigi bir calismada tuz 6rneklerinin pH degerlerinin 7.5, 8.0, 8.5, 9.5
ve 10.5 oldugu tespit edilmistir (Pagaling ve ark., 2009). Tunus'taki El-Djerid tuz
golindeki sedimentlerde bakteri ve arke popiilasyonlarinin arastirildign bir baska
arastirmada incelenen 6 6rnekte pH degerlerinin 7.3, 7.5, 7.9, 7.9, 8.2 ve 8.3 oldugu
bulunmustur (Hedi ve ark., 2009).

Tuz 6rneklerinin nem igeriklerinin % 30 unun % 0.90 - % 1.96, % 53’iiniin % 2.13 - %
3.85 ve % 17’sinin % 4.17 - % 5.02 arasinda oldugu saptanmistir (Tablo 3.1). Tuz
orneklerinin nem igeriklerine ait ortalama, ortanca ve aralik degerlerinin sirasiyla 2.78,

2.71 ve 4.12 oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda saptanan nem igeriklerinin (% 0.9 - % 5.02) diger ¢alismalardaki tuz
orneklerinin nem igerikleri ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Birbir ve arkadaslar
(2008a), derilerin korunmasinda kullanilan 40 tuz 6rneginin nem igeriklerinin % 0.55 ile
% 4.97 arasinda oldugunu saptamiglardir. Incelenen tuz &rneklerinin % 35’inin nem
iceriklerini % 0.55 - % 1.75, % 62.5'inin % 2.24 - % 3.94 arasinda ve bir tuz 6rneginin
nem igerigini ise % 4.97 olarak bulmuslardir. Yapilan daha 6nceki ¢alismalarda ise Tuz
Goliinden, Kaldirim Tuzlasi, Kayacik Tuzlasindan ve Tuzkdy Tuz Madeninden alinan
tuz orneklerinin nem igerikleri sirastyla % 0.32 - % 7.56, % 0.78 - % 3.29, % 0.49 - %
1.54 ve % 0.068 - % 0.72 olarak bulunmustur (Birbir ve Sesal, 2003; Birbir ve ark.,
2001; Birbir ve ark., 2004, Birbir ve ark., 2008a).

Calismamizda inceledigimiz 30 adet tuz Orneginde toplam tuza toleransli bakteri

PR

sayisinin 10%- 10° kob/g arasinda degistigi saptanmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2 Tuz 6rneklerindeki toplam tuza toleransli bakterilerin, toplam tuza toleransh

proteolitik bakterilerin ve toplam tuza toleransl lipolitik bakterilerin sayilari (kob/g).

Ornek No

Toplam Tuza Toleransh

Toplam Tuza Toleransh

Toplam Tuza Toleransh

Bakteri Sayisi Proteolitik Bakteri Sayisi Lipolitik Bakteri Sayisi

(kob/g) (kob/g) (kob/g)
1 3.1x10° 2.5x10* 1.75x10*
2 6.2x10* 9.4x10° 5.7x10°
3 1.7x10° 9.9x10* 3.2x10*
4 1.6x10° 3.32x10* 1.8x10*
5 1.6x10° 6.68x10* 1.2x10°
6 5.4x10* 1.80x10* 1.91x10*
7 7.0x10° 2.9x10° 2.1x10*
8 8.3x10° 3.5x10° 2.7x10°
9 2.3x10* 3.2x10° 6x10°
10 7.3x10° 1.15x10* 4.2x10°
11 7.3x10* 2.82x10* 7x10°
12 1.6x10° 4.22x10* 1.5x10%
13 1.1x10° 1.33x10° 9x10°
14 4.5x10° 9.6x10* 1.84x10°
15 7.6x10* 7.2x10% 1.22x10°
16 2.3x10° 1.3x10° 1.2x10°
17 3.3x10° 1.8x10* 1.6x10°
18 2.1x10° 6.4x10° 1.1x10°
19 8.4x10° 1.04x10* 1x10*
20 6.2x10° 2.75x10° 3.2x10*
21 8.2x10° 8.7x10° 1.3x10°
22 5.0x10* 1.8x10° 8x10°
23 6.6x10° 6.24x10* 7.2x10°
24 3.1x10° 1.2x10* 3.6x10°
25 6.8x10° 2.48x10* 6x10°
26 9.8x10° 5.2x10° 7x10°
27 5.7x10° 1.8x10° 6x10°
28 6.6x10° 2.08x10° 1.02x10°
29 1.5x10* 2.2x10° 7x10°
30 1.0x10° 7.2x10* 1.2x10*
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Toplam tuza toleransh bakteri sayilar1 7 6rekte 10% kob/g, 21 6rnekte 10° kob/g, 2
ornekte 10° kob/g olarak tespit edilmistir (Sekil 3.1).

©%23) (%7)

"\

(%70)

Sekil 3. 1 Tuz 6rneklerindeki toplam tuza toleransli bakterilerin sayilari ve yiizdeleri.

Berber ve Birbir (2010) 36 adet tuzlanmis derilerden izole ettikleri tuza toleransh
bakterilerin sayisinin 10*-10° kob/g araliginda oldugunu rapor etmislerdir. Tuzlanmig
derilerle ilgili yapilan bagka bir ¢alismada, 10 tane tuzlanmis derideki tuza toleransh
bakterilerin sayisinin 10°-10° kob/g arasinda oldugu belirtilmistir (Aslan ve Birbir,
2011).

Calismamizda inceledigimiz tuz 6rneklerindeki toplam tuza toleransli proteolitik bakteri
sayisinin  10°-10° kob/g arasinda degistigi saptanmistir (Tablo 3.2). Toplam tuza
toleransh proteolitik bakteri sayilari 12 Srnekte 10° kob/g, 16 érnekte 10* kob/g, 2
ornekte 10° kob/g, olarak tespit edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2 Tuz 6rneklerindeki toplam tuza toleransli proteolitik bakterilerin sayilari ve

yiizdeleri.

Calismamizda toplam tuza toleransh lipolitik bakteri sayisinin 10?-10° kob/g arasinda
degistigi saptanmistir (Tablo 3.2). Toplam tuza toleransh lipolitik bakteri sayilar1 2
ornekte 10% kob/g, 17 érnekte 10° kob/g, 9 Srnekte 10* kob/g, 2 6rnekte 10° kob/g

olarak tespit edilmistir (Sekil 3.3).

(%7} (%7}

N . &
(%56)
rd

/!

(%230)

Sekil 3. 3 Tuz 6rneklerindeki toplam tuza toleransli lipolitik bakterilerin sayilar: ve

yiizdeleri.
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Bu ¢alismada tuz orneklerindeki toplam tuza toleransh bakterilerin ortalama, ortanca,
mod ve aralik degerlerinin sirasiyla 4.07x10° kob/g, 2.68x10° kob/g, 1.6x10° kob/g ve
1.1x10° kob/g oldugu saptanmistir. Toplam tuza toleranslh proteolitik bakterilerin
ortalama, ortanca ve aralik de@erlerinin sirasiyla 4.12x10* kob/g, 1.5x10* kob/g ve
2.89x10° kob/g degerlerinde oldugu tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalara ait 3 adet
mod degerinin (1.8x10° kob/g, 1.8x10* kob/g, 7.2x10* kob/g) oldugu belirlenmistir
Toplam tuza toleransh lipolitik bakterilerin ise ortalama, ortanca, mod ve aralik
degerlerinin sirasiyla 1.79x10* kob/g, 6.5x10° kob/g, 6.0x10° kob/g ve 1.83x10° kob/g
oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3. 3 Tuza toleransli bakterilerin, tuza toleransh proteolitik bakterilerin ve tuza

toleransli lipolitik bakteri sayilarinin ortalama, ortanca, mod ve aralik sonuglart (kob/g).

Ortalama Ortanca Mod Arahk
Toplam Tuza Toleransl Bakteri 4.07x10° 2 68x10° 1.6x10° 1.1x10°
Sayisi

3

Toplam Tuza Toleransli Proteolitik 1.8x10
Bakteri Sayisi 4.12x10* 1.5x10* 1.8x10* 2.89x10°

7.2x10*
Toplam Tuza Toleransl Lipolitik . 5 5 s
1.79x10 6.5x10 6.0x10 1.83x10

Bakteri Sayisi

Berber ve Birbir (2010) tuzlanmig deri drneklerindeki tuza toleransli bakteri sayilarinin
ortalama, ortanca ve aralik degerlerinin sirasiyla 5.1x10" kob/g, 1.1x10" kob/g ve

3.2x10° kob/g oldugunu belirtmislerdir.

Aslan ve Birbir (2011) tuzlanmis deri 6rneklerindeki tuza toleransh bakteri sayilarinin
ortalama, ortanca ve aralik degerlerini 4.6x10’ kob/g, 1.9x10” kob/g ve 2.0x10® kob/g

oldugunu bulmuslardir.

Caglayan ve arkadaslar1 (2015) Avustralya, Bulgaristan, Yunanistan ve Dubai'den ithal
edilen sekiz adet tuzlanmuis koyun derisinin 10° kob/g - 10" kob/g arasinda tuza

toleransli bakteri igerdigini rapor etmislerdir. Bu tuzlanmis koyun derilerindeki tuza
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toleransl bakteri sayilarmin ortalama, ortanca ve arahik degerlerini sirasiyla 8.4x10°

kob/g, 2.1x10° kob/g, 5.0x10 kob/g olarak tespit etmislerdir.

Rangarajan ve arkadaslar1 (2003), derilerdeki bakteri sayismin 10° kob/g ve iistiinde
oldugunda derilerin bozulmasinin daha kisa siirede gergeklesebilecegini agiklamustir.
Tablo 3.3’te gosterildigi gibi toplam tuza toleransli bakteri sayilarinin ortanca, aralik,
mod ve ortalama degerlerinin hepsinin 10° kob/g iizerinde olmasi derilerde kokusma ve

bozulma gibi harabiyet olaylarinin gézlenebilecegini gostermektedir.

Bizim ¢alisma sonuglarimiz ham derilerin islem gérmemis tuzla tuzlandiginda, tuzlarda
bulunan tuza toleransli bakterilerin derileri kontamine edebilecegini ve depolama

sartlarinin da elverisli olmasi ile yiiksek sayiya ulasabileceklerini gostermektedir.

Ayrica bu ¢alismanin en 6nemli sonuglarindan biri incelenen tiim tuz 6rneklerinde tuza
toleranslhi Bacillus tiirlerinin saptanmasidir. Calismamizda incelenen 30 adet tuz
orneginden toplam 83 tane tuza toleransl bakteri izole edilmistir. izole edilen tuza
toleransli  bakterilerin tanimlanmasinda c¢esitli biyokimyasal testler yapilmistir.
Izolatlarm 16S rRNA genleri gogaltildiktan sonra IONTEK Laboratuvarinda DNA
dizileri belirlenmistir. Gelen dizi sonuglarmin filogenetik olarak benzedigi tiirler

GenBank, Eztaxon ve Blast programlari ile saptanmistir (Tablo 3.4).

Bakteri Domaininin Firmicutes Subesine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi
benzerliklerinin % 97.82-% 100 arasinda oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3. 4 Tuz o6rneklerinden izole edilen tuza toleransli izolatlarin kodlari, erisim
numaralar1,16S rRNA gen dizisi uzunluklar1 (bp), benzerlikleri (%) ve filogenetik

olarak benzedigi tiirler.

izolat kodu | Erisim numaras1 | Uzunluk (bp) | Benzerlik (%) | Filogenetik olarak benzedigi tiirler
1 1SS4 MK120014 1416 % 98.51 Bacillus halotolerans
2 2SS1 MK120015 1393 % 99.20 Bacillus velezensis
3 2SS2 MK120016 1384 % 97.82 Bacillus licheniformis
4 2SS3 MK120017 1417 % 99.44 Bacillus licheniformis
5 2554 MK120018 1411 % 99.76 Bacillus paralicheniformis
6 3SS2 MK120019 1405 % 100 Bacillus velezensis
7 3SS3 MK120020 1404 % 99.86 Bacillus safensis
8 3SS5 MK120021 1417 % 100 Bacillus velezensis
9 4SS1 MK120022 1411 % 98.32 Bacillus licheniformis
10 4SS2 MK120023 1411 % 99.93 Bacillus halotolerans
11 4SS3 MK120024 1410 % 99.86 Bacillus velezensis
12 5SS1 MK120025 1409 % 99.93 Bacillus pumilus
13 5SS2 MK120026 1407 % 100 Bacillus velezensis
14 5SS3 MK120027 1398 % 100 Bacillus halotolerans
15 5554 MK120028 1411 % 99.35 Bacillus velezensis
16 6SS2 MK120029 1400 % 100 Bacillus velezensis
17 6SS3 MK120030 1404 % 99.51 Bacillus paralicheniformis
18 7SS1 MK120031 1406 % 99.72 Bacillus mojavensis
19 7SS2 MK120032 1404 % 99.59 Bacillus paralicheniformis
20 7SS3 MK120033 1403 % 99.71 Bacillus halotolerans
21 8SSs1 MK120034 1391 % 99.93 Bacillus pumilus
22 8SS2 MK120035 1405 % 99.86 Bacillus halotolerans
23 8SS4 MK120036 1389 % 99.35 Bacillus pumilus
24 9ss1 MK120037 1417 % 99.44 Bacillus paralicheniformis
25 9SS2 MK120038 1413 % 99.36 Bacillus amyloliquefaciens
26 9SS3 MK120039 1408 % 99.92 Bacillus paralicheniformis
27 10SS1 MK120040 1423 % 98.49 Bacillus paralicheniformis
28 10SS2 MK120041 1412 % 99.60 Bacillus paralicheniformis
29 10SS3 MK120042 1403 % 100 Bacillus tequilensis
30 11SS2 MK120043 1374 % 99.78 Bacillus safensis
31 11SS3 MK120044 1384 % 99.84 Bacillus paralicheniformis
32 12SS2 MK120045 1391 % 99.92 Bacillus halotolerans
33 12SS3 MK120046 1405 % 99.72 Bacillus mojavensis
34 13SS1 MK120047 1403 % 100 Bacillus paralicheniformis
35 13SS2 MK120048 1403 % 99.92 Bacillus paralicheniformis
36 13SS3 MK120049 1406 % 99.93 Bacillus halotolerans
37 14SS1 MK120050 1400 % 98.04 Bacillus licheniformis
38 14SS2 MK120051 1410 % 99.43 Bacillus halotolerans
39 14SS3 MK120052 1411 % 99.79 Bacillus subtilis
40 15SS1 MK120053 1403 % 100 Bacillus velezensis
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Tablo 3.4 devami

izolat kodu | Erisim numarasi | Uzunluk (bp) | Benzerlik (%) | Filogenetik olarak benzedigi tiirler
41 15SS2 MK120054 1417 % 99.86 Bacillus halotolerans
42 15SS3 MK120055 1409 % 99.50 Bacillus siamensis
43 16SS1 MK120056 1403 % 98.91 Bacillus halotolerans
44 16SS2 MK120057 1388 % 99.93 Bacillus subtilis
45 16SS3 MK120058 1416 % 99.76 Bacillus paralicheniformis
46 17SS1 MK120059 1358 % 99.93 Bacillus halotolerans
47 17SS2 MK120060 1392 % 99.71 Bacillus pumilis
48 18SS1 MK120061 1405 % 99.79 Bacillus halotolerans
49 18SS2 MK120062 1389 % 99.78 Bacillus subtilis
50 19SS1 MK120063 1411 % 99.93 Bacillus halotolerans
51 19Ss4 MK120064 1403 % 99.68 Bacillus paralicheniformis
52 20SS1 MK120065 1415 % 99.72 Bacillus halotolerans
53 20SS2 MK120066 1407 % 99.60 Bacillus paralicheniformis
54 20SS3 MK120067 1415 % 99.65 Bacillus halotolerans
55 21SS1 MK120068 1387 % 99.85 Bacillus velezensis
56 21SS2 MK120069 1401 % 99.93 Bacillus atrophaeus
57 21SS3 MK120070 1426 % 99.50 Bacillus atrophaeus
58 22SS1 MK120071 1412 % 98.43 Bacillus paralicheniformis
59 22SS2 MK120072 1392 % 99.86 Bacillus safensis
60 22554 MK120073 1412 % 98.67 Bacillus paralicheniformis
61 23581 MK120074 1408 % 99.92 Bacillus paralicheniformis
62 23SS2 MK120075 1417 % 99.93 Bacillus tequilensis
63 24SS1 MK120076 1405 % 100 Bacillus halotolerans
64 24SS2 MK120077 1410 % 99.86 Bacillus halotolerans
65 24SS3 MK120078 1405 % 99.67 Bacillus paralicheniformis
66 24S54 MK120079 1417 % 99.79 Bacillus tequilensis
67 24SS5 MK120080 1411 % 99.57 Bacillus mojavensis
68 25SS1 MK120081 1411 % 99.59 Bacillus paralicheniformis
69 25SS2 MK120082 1372 % 99.63 Bacillus safensis
70 25SS3 MK120083 1402 % 99.93 Bacillus halotolerans
71 26SS1 MK120084 1368 % 99.67 Bacillus paralicheniformis
72 26SS3 MK120085 1425 % 99.14 Bacillus halotolerans
73 27SS1 MK120086 1366 % 100 Bacillus velezensis
74 27SS3 MK120087 1389 % 99.67 Bacillus paralicheniformis
75 28SS1 MK120088 1352 % 98.81 Bacillus paralicheniformis
76 28SS2 MK120089 1403 % 99.50 Bacillus licheniformis
77 28SS3 MK120090 1389 % 99.75 Bacillus paralicheniformis
78 29SSs1 MK120091 1384 % 99.93 Bacillus tequilensis
79 29SS3 MK120092 1399 % 99.86 Bacillus halotolerans
80 30SS1 MK120093 1392 % 98.47 Bacillus licheniformis
81 30SS2 MK120094 1403 % 99.93 Bacillus pumilus
82 30SS3 MK120095 1404 % 99.93 Bacillus tequilensis
83 30Ss4 MK120096 1404 % 99.93 Bacillus pumilus
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_808331770

Roohi ve arkadaslar1 (2014), Pakistan’in Karak bolgesindeki tuz madenlerindeki tuza
toleransli ve halofil bakterilerin izolasyonunu ve filogenetik tanimlamasini
yapmuslardir. Arastirmacilar ¢alismalarinda, Bacillus sonorensis, Bacillus subtilis subsp.
inaquosorum, Bacillus licheniformis ve Bacillus safensis’e benzer tiirler bulmuslardir.
Gontang ve arkadaslar1 (2007), deniz sedimentindeki bakteriyal ¢esitliligi
incelediklerinde 16S rRNA gen dizilerine gore 189 izolatin 65’inin Bacillus cinsine ait

oldugunu géstermislerdir.

Calismamizda tespit ettigimiz tlirlerden B. amyloliquefaciens endiistriyel amilaz
fermantasyon ¢ozeltisinden (Priest ve ark., 1987), B. atrophaeus topraktan (Nakamura,
1989), B. halotolerans kurak ve tuzlu topraktan (Delaporte ve Sasson, 1967; Tindall,
2017; Sagredo-Beltran ve ark., 2018), B. licheniformis tuzlu topraktan (Wei ve ark.
2010), B. mojavensis ¢olden (Roberts ve ark., 1994), B. paralicheniformis fermente
soya fasiilyesinden (Dunlap ve ark., 2015), B. pumilus deneysel tuz ciftliginden
(Menon ve ark., 2010), B. siamensis tuzlanmis yengegten (Sumpavapol ve ark., 2010),
B. subtilis fermente gidalardan (Roongsawang ve ark., 2002), B. tequilensis 2000 yillik
Meksika’daki bir mezardan (Gatson ve ark., 2006), B. velezensis nehirden (Ruiz-Garcia
ve ark.i 2005) ve B. safensis uzay araci yiizeyinden izole edilmistir (Satomi ve ark.,
2006).

Referans suslarinin 16S rRNA gen dizilerinin en yiiksek sayida benzerligi gésteren 16S
rRNA gen dizilerinin karsilagtirmasina dayanarak filogenetik agac¢ olusturulmustur.
Filogenetik agag, tuz Orneklerinden izole edilen tiirlerin filogenetik pozisyonunu

gostermektedir (Sekil 3.4).
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59 Strains 7SS1,12SS3, 24SS5
Bacillus mojavensis

Strains 1SS4, 4SS2, 5SS3, 7SS3, 85S2,12SS2, 13SS3, 14SS2, 15SS2, 16SS1, 17SS1, 18SS1, 19SS1,

7 _|: 20SS1, 20SS3, 24SS1, 24SS2, 25553, 26SS3, 20SS3
71

Bacillus halotolerans DSM 8802
80 {Suains 10SS3, 23SS2, 24SS4, 29SS1, 30SS3
68 Bacillus tequilensis 10b

w Strains 14SS3, 16SS2, 18SS2

43

68 | Bacillus subtilis DSM10

61 Bacillus siamensis PD A10

Bacillus amyloliquefaciens strain ATCC 2

84

62

64 —————— 9SS2
Strains 2SS1, 3SS2, 3SS5, 4SS3, 5552, 5554, 6SS2,

64 15SS1, 21SS1, 27SS1
48 Bacillus velezensis CR 502

98 i
I— Strains 21SS2, 21SS3

95 — Bacillus atrophaeus

22SS4, 23SS1, 24SS3, 25SS1, 26SS1, 27SS3, 28SS1, 28SS3
Bacillus paralicheniformis KJ 16 NR 1374

—65|: Strains 2SS4, 6SS3, 7SS2, 9SS1, 9SS3, 10SS1, 10SS2, 11SS3, 13SS1, 13SS2, 16SS3, 19SS4, 20SS2, 22SS1,

99 Strains 2SS2, 2SS3, 4SS1, 14SS1, 28SS2, 30SS1
—85|: Bacillus licheniformis ATCC 14580
71 Strains 3SS3, 11SS2, 22SS2, 25SS2
—|: Bacillus safensis FO 036b
99 Strains 5SS1, 8SS1, 8SS4, 17SS2, 30SS2, 30SS4
—69|: Bacillus pumilus ATCC 7061

Escherichia coli JCM 1649

0.01

Sekil 3. 4 16S rRNA gen dizilimi karsilastirmasina dayanarak ¢alismamizda izole edilen Bacillus tiirlerinin birbirleriyle iligkisini

gosteren filogenetik agag.
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30 farkli tuz Orneginden izole edilen 83 tane tuza toleransli izolatin sayisi ile tuz

orneklerindeki bulunma sikliklar1 Tablo 3.5°de gdsterilmistir.

Tablo 3. 5 Tuz orneklerinde bulunan tuza toleransli bakterilerin bulunma sikliklari.

1 1 1
2 1 1 4 3
1 2 & 2
1 1 & 3
1 2 4 3
1 2 2
1 3 3
2 & 2
1 & 2
1 & 2
1 2 2
1 1 2 2
1 2 3 2
1 1 1 & 3
1 1 1 & 3
1 1 1 g 3
1 1 2 2
1 1 2 2
1 1 2 2
2 1 g 2
2 1 g 2
2 1 g 2
1 2 2
1 1 5 4
1 1 3 3
1 2 2
1 1 2 2
1 2 g 2
1 2 2
1 2 4 3

1 2 |20 | 6 3 122| 6 4 1 3 5 | 10 83
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Bu ¢aligmada incelenen her bir tuz 6rnegindeki tiirlerin sayisi1 1-4 arasinda degisirken
24. tuz orneginden 4 farkli Bacillus tiirii izole edilmistir. Tuz 6rneklerindeki en baskin
Bacillus tiirlerinin B. paralicheniformis (22 izolat) ve B. halotolerans (20 izolat) oldugu
belirlenmistir (Tablo 3.5).

Calismamizda izole edilen 83 izolatin % 1’ini B. amyloliquefaciens, % 2’sini B.
atrophaeus, % 24’tnii B. halotolerans, % 7’sini B. licheniformis, % 4’inii B.
mojavensis, % 27’sini B. paralicheniformis, % 7’sini B. pumilus, % 5’ini B. safensis, %
I’ini B. siamensis, % 4’inii B. subtilis, % 6’sim1 B. tequilensis ve % 12’sini B.

velezensis olusturmaktadir (Sekil 3.5).

M B. amyloliquafaciens M B. atrophaeus M B. halotolerans

B. licheniformis B. mojavensis M B. paralicheniformis
M B. pumilus M B. safensis M B. siamensis
M B. subtilis M B. tequilensis M B. velezensis

Sekil 3. 5 Tuz 6rneklerinden izole edilen Bacillus cinsine ait tiirlerin bulunma yiizdeleri.

Tuz orneklerinde Bacillus cinsine ait turleri izole etmemizin sebebi, bu
mikroorganizmalarin yiiksek osmotik kosullarda yasayabilmek i¢in iirettikleri ¢dziinen
uyumlu maddelerden oldugunu diisiinmekteyiz. Kuhlmann ve Bremer (2002) Bacillus
tirlerinin bazilarinin ¢6ziinen uyumlu madde i¢erdigini belirtmislerdir. Bacillus subtilis,
B. licheniformis ve B. megaterium’un prolin irettigini; B. cereus, B. circulans, B.
thuringiensis’in glutamat; B. alcalophilus, B. psychrophilus ve B. pasteurii’ un ektoin
tirettigini agiklamiglardir. Arastiricilar yiiksek osmotik kosullar altinda Bacillus cinsi ve
yakindan iligkili taksonlar i¢inde tetrahidropirimidin ektoini {iretme kabiliyetinin yaygin

oldugunu bildirmislerdir (Kuhlmann ve Bremer, 2002).
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Onceki yillara ait calismalarda da yeni yiiziilmiis, tuzlanmis ve islatilmis, kirecle
muamele edilmis, kromla tabaklanmis derilerde Bacillus tiirlerinin bulunma siklig1 ile
ilgili detayli bilgiler verilmistir (Wood, 1910; Bergman, 1929; Venkatesan ve ark.,
1970; Birbir ve llgaz, 1996; Aslan ve Birbir, 2011). Anderson (1949), Avustralya ve
Yeni Zelanda'dan toplanan tuzlanmis deri orneklerinde proteolitik Bacillus tiirlerini
tespit etmistir. Birbir ve llgaz (1996), taze yiiziilmiis derilerden, bir haftalik tuzlu
derilerden, iki aylik tuzlu derilerden, islatilmis derilerden, kire¢le muamele edilmis
derilerden, krom tabaklanmis derilerden, islenmis mamiil deri 6rneklerinden, bir giin
depolanmis mamiil derilerden ve iki ay depolanmis mamiil derilerden aldiklar1 225 deri
orneginde B. subtilis, B. cereus, B. sphaericus, B. megaterium, B. pumilus, B. firmus, B.
licheniformis, B. brevis ve B. laterosporus'tan olusan 246 proteolitik Bacillus susunu
izole ederek tanimlamuslardir. Bu Sonuclar incelenen tiim deri 6rneklerinde Bacillus
tiirlerinin varligim gostermistir. Baska bir ¢alismada, Ingiltere, Avustralya ve Tiirkiye
kokenli 10 tuzlu deriden B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. firmus, B. laterosporus, B.
lentus, B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides, B. pumilus, B. subtilis ve B.
thuringiensis gibi 111 Bacillus izolatin1 tanimlamislardir (Aslan ve Birbir, 2011). Yine
ayni ¢alismada, tuzlanmis derilerde proteolitik aktivite gosteren Bacillus izolatlarinin
oran1 % 92 olarak bulunmustur. Bu 6nceki arastirmalar ve bizim g¢alismamiz, tuz
orneklerini kontamine eden dayanikli sporlar olusturan Bacillus tiirlerinin, derilerin
tuzlanmasi esnasinda ham derileri de kontamine ederek deri fabrikalarinda dominant
mikroorganizma toplulugu olarak bulundugunu goéstermektedir (Birbir ve llgaz, 1996;
Aslan ve Birbir, 2011). Nicholson ve arkadaslar1 (2000), Bacillus tiirlerinin ya da
endosporlarinin topraktan tuz 6rneklerine riizgar ve toz yoluyla dagilmasiyla Bacillus
tirlerinin tuz Orneklerinde bulunmasi arasinda bir iligki oldugunu 6ne slirmiistiir.
Bacillus tiirleri, birgok olumsuz kosullara olduk¢a direngli olan endosporlar: firetir.
Hareketsiz bir yap1 olan endospor, isiya, soguga, donmaya, ¢oziilmeye, oksitleyici
ajanlara, UV'ye, gama 1sinlarina, fiziksel asinmaya, asir1 kurumaya, toksik kimyasallara

ve sindirim enzimlerine kars1 oldukga direnglidir (Nicholson ve ark., 2000).

Calismamizda derilerin korunmasinda kullanilan tuzlardan izole edilen tuza toleransl
bakterilerin gelisebildigi sicaklik, pH ve tuz toleranslart degerleri Tablo 3.6’da

gosterilmistir.
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Tablo 3. 6 Derilerin korunmasinda kullanilan tuz Orneklerinden izole edilen tuza

toleransl bakteri izolatlarinin geligebildigi tuz, sicaklik ve pH degerleri.

izolat sayis1

91

°C
5°C
10°C
pH
4.0
5.0
5.7
6.0
6.8
7.0
8.0
9.0
10.0
% 20
% 25
% 30

20°C
30°C
37°C
40°C
45°C
50 °C
55°C
65 °C
11.0
NaCl
% 0
% 2
% 3
% 5
% 7
% 10
% 15




Calismamizda tuzlardan izole edilerek tamimlanan B. atrophaeus, B. safensis
izolatlarinin 10-50 °C; B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. siamensis ve B. subtilis
izolatlarmm 20-55 °C; B. amyloliquefaciens, B. halotolerans ve B. tequilensis
izolatlarinin 20-50 °C; B. mojavensis izolatinin 10-55 °C; B. pumilus izolatinin 10-45 °C

ve B. velezensis izolatinin ise 20-45 °C araliklarinda gelisme gosterdikleri saptanmustir.

Arastiricilar - B. siamensis’in 4-55 °C (Sumpavapol ve ark., 2010), B. safensis’in 10-
50 °C (Satomi ve ark., 2006), B. mojavensis’in 5-55 °C (Roberts ve ark., 1994),
B. tequilensis’in 25-50 °C (Gatson ve ark., 2006), B. atrophaeus’un 5-55 °C (Nakamura
ve ark., 1989), B. velezensis’in 15-45 °C (Ruiz-Garcia ve ark., 2005) araliklarinda

gelisme gosterdiklerini belirtmiglerdir.

B. halotolerans, B. licheniformis, B. siamensis ve B. velezensis pH 5.0-10.00;
B. amyloliquefaciens ve B. atrophaeus pH 5.0-7.0; B. mojavensis ve B. safensis pH
5.0-9.0; B. subtilis ve B. tequilensis pH 5.0-8.0; B. paralicheniformis pH 5.0-11.00
ve B. pumilus pH 6.0-8.0 araliklarinda gelisme gostermislerdir. Izolatlarn higbiri pH

4.0’da gelismemistir.

B. safensis’in pH 5-6 (Satomi ve ark., 2006), B. siamensis’in pH 4.5-9 (Sumpavapol ve
ark., 2010), B. atrophaeus’un pH 5.6 veya 5.7°de (Nakamura ve ark., 1989),
B. velezensis’in pH 5-10 (Ruiz-Garcia ve ark., 2005), B. tequilensis’in pH 5.5-8 (Gatson
ve ark., 2006) degerleri arasinda gelisme gosterdikleri arastiricilar tarafindan tespit

edilmistir.

B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. halotolerans, B. licheniformis, B. mojavensis,
B. paralicheniformis, B. siamensis, B. subtilis ve B. velezensis % 0-% 10; B.pumilus,
B. safensis ve B. tequilensis % 0-% 15 (w/v) tuz konsantrasyonu araliginda gelisme

gostermislerdir.

Aragtiricilar  B. safensis’in % 0 — 10 NaCl (Satomi ve ark., 2006), B. velezensis’in
% 0 -% 12 NaCl (Ruiz-Garcia ve ark., 2005), B. siamensis’in % 0 - 14 NaCl
(Sumpavapol ve ark., 2010), B. mojavensis’in % 3 - 10 NaCl (Roberts ve ark., 1994), B.
atrophaeus’un % 7 NaCl (Nakamura ve ark., 1989) konsantrasyonlarinda

geligebildiklerini rapor etmislerdir.
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Calismamizda tuzlardan izole edilerek tanimlanan tuza toleransli bakterilerin enzimatik
testleri (oksidaz, katalaz, amilaz, p-galaktosidaz, lipaz, seliilaz, kazeinaz, DNaz,
ksilanaz, proteaz, pullulanaz ve iireaz) yapilarak hidrolitik aktiviteleri Tablo 3.7’de

gosterilmistir.

Tablo 3. 7 Tuza toleransli bakteri izolatlarinin hidrolitik aktiviteleri.

%
[72] N
i) N N ©
88 g |2 .28 s 8 8|8y
Ornek Adi Kodu <2 % | € % .g = & <Zt G 5|3 §
@] X < a = @R X [a) N4 [l a ]
B.amyloliquefaciens 9SS2 + + + - + - + - - + R R
B.atrophaeus 21SS2 - + + + - + + + + T N N
B.atrophaeus 21SS3 - + + + - + + + 4 + B B
B.halotolerans 1Ss4 - + + - - + + - + + + -
B.halotolerans 4SS2 + + + - - + + + + - -
B.halotolerans 5SS3 + + + = + + + = + + + R
B.halotolerans 7SS3 + + + - + + + - + + + +
B.halotolerans 8SS2 + + + - + + + - + + + -
B.halotolerans 12SS2 - + + - - + + - + + + T
B.halotolerans 13SS3 + + + - + + 2 + + + +
B.halotolerans 14SS2 + + + - - + + = + + - +
B.halotolerans 15SS2 + + + - - + + - + + - +
B.halotolerans 16SS1 + + + - - + + - + + + R
B.halotolerans 17SS1 + + + = - + + - + + + T
B.halotolerans 18SS1 + + + a - + + = + o + T
B.halotolerans 19SS1 + + + - - + + - + + + R
B.halotolerans 20SS1 + + + - - + + N + + _
B.halotolerans 20SS3 + + + - + + + - + + + -
B.halotolerans 24SS1 - + + - - + + - + + R N
B.halotolerans 24SS2 + + + - - + + - + + - +
B.halotolerans 255S3 + + + - + + + + - -
B.halotolerans 26SS3 + + + - + + + + + + -
B.halotolerans 29SS3 + + + - + + + - + + - -
B.licheniformis 2SS2 + + + + + + + + + + B B
B.licheniformis 2SS3 + + + + + + + + - + N -
B.licheniformis 4SS1 + + + + + + + + + - -
B.licheniformis 14SS1 + + + + + + + + + + B B
B.licheniformis 285S2 + + + + + + + + - + N -
B.licheniformis 30SS1 + + + + + + + + - + N -
B.mojavensis 7SS1 + + + + - + + + + + - -
B.mojavensis 12SS3 + + + + + + + + + -
B.mojavensis 24SS5 + + + + - + + + + + - R
B.paralicheniformis 2554 - + + + - + + - B + _ +
B.paralicheniformis 6SS3 + + + - + + T N T
B.paralicheniformis 7SS2 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 9SS1 - + + + - + + - - + N +
B.paralicheniformis 9SS3 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 10SS1 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 10SS2 - + + + - + + + - + - +
B.paralicheniformis 11SS3 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 13SS1 - + + + - + + - - + - +
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Tablo 3.7 devamu

%

[72] N

~ i) N N ©
Ornek Ad1 Kodu 2 T | E % s = 3 <Zt 5 s |= o
o X < a | @R X [a) N4 [l a 5=
B.paralicheniformis 13SS2 - + + + - + + - - + N +
B.paralicheniformis 16SS3 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 19SS4 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 20SS2 - + + + - + + - + N +
B.paralicheniformis 22SS1 - + + + - + + - - + N +
B.paralicheniformis 22554 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 23SS1 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 24SS3 - + + + - + + - - + N +
B.paralicheniformis 25SS1 - + + + - + + + - + - +
B.paralicheniformis 26SS1 - + + + - + + - - + _ +
B.paralicheniformis 27SS3 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 28SS1 - + + + - + + - - + - +
B.paralicheniformis 28SS3 - + + + - + + - B + B +
B.pumilus 5SS1 + + - + + + + + + + - -
B.pumilus 8SS1 + + + + + + + + + - -

B.pumilus 8SS4 + + - + + + + + + + -
B.pumilus 17SS2 + + - + + + + + + + B R
B.pumilus 30SS2 + + - + + + + + + + - -
B.pumilus 30SS4 + + - + + + + + + + - -
B.safensis 3SS3 + + = + - - + R T T N _
B.safensis 11SS2 + + o + + + + - N
B.safensis 225S2 + + + - - + - + + - N
B.safensis 25552 + + - + - + ks + i R
B.siamensis 15SS3 - + + - + - + + + + - B
B.subtilis 14SS3 + + + + - + + - + + + -
B.subtilis 16SS2 + + + + - + + - + + + -
B.subtilis 18SS2 + + + + - + + - + + + -
B.tequilensis 10SS3 + + + + - + + - N + - N
B.tequilensis 23SS2 + + + + - + + - + B
B.tequilensis 24SS4 + + + + - + + - + - R
B.tequilensis 29SS1 + + + + - + + - - + - R
B.tequilensis 30SS3 + + + + - + + - + + R B
B.velezensis 2SS1 + + + + - + + - + + B R
B.velezensis 3552 + + + + - + + - + + B R
B.velezensis 35S5 + + + + - + + - + + N R
B.velezensis 4SS3 + + + + - + + - + T N _
B.velezensis 5552 + + + + - + + - + + B R
B.velezensis 55854 + + + + - + + - + + R B
B.velezensis 6SS2 + + + + - + + - + + - R
B.velezensis 15S8S1 + + + + - + + - + + B R
B.velezensis 21SS1 + + + + - + + - + + B R
B.velezensis 275S1 + + + + - + + - + + N R
Pozitif izolatlarin sayisi 55 83 73 61 20 77 83 20 54 83 15 30
Pozitif izolatlarin yiizdesi (%) 66 | 100 | 88 73 24 93 | 100 | 24 65 | 100 | 18 36
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Tuz 6rneklerinden izole edilen tuza toleransh izolatlarin % 100’# proteaz, kazeinaz ve
katalaz pozitif; % 66’s1 oksidaz; % 88’1 amilaz; % 73’1 B-galaktosidaz; % 24’ lipaz ve

DNaz; % 93’1 seliilaz, % 36’s1 iireaz, % 65’1 ksilanaz, % 18’i pullulanaz pozitif olarak
bulunmustur (Sekil 3.6).

100
a0
80
70
&0
50
40
30
20
10

LA

TTT e

Sekil 3. 6 izole edilen izolatlarin enzimatik aktivitelerinin yiizdesi.

Daha onceki caligmalar farkli cinsler arasinda Bacillus'un giiglii bir proteaz iireticisi
oldugunu bildirmislerdir (Maruthiah ve ark., 2013; Suganthi ve ark., 2013; Annamalai

ve ark., 2014; Jalkute ve ark., 2017). Bu nedenle, bu ¢alismada da proteaz aktivitesinin
yiiksek ¢ikmasi (% 100) onceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Bu tuz Ornekleri derilerin korunmasi amaciyla kullanildiginda proteolitik, lipolitik

aktivite gosteren bu izolatlarin derilere bulagarak derilerde

hasar meydana
getirebilecegini diistinmekteyiz.
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Tablo 3. 8 izolatlarin hiicre morfolojileri, Gram reaksiyonlari, endospor konumlari ve

biyokimyasal test sonuclari.

>
IRRHE o
B % s % % Farkh karbon kaynaklarindan asit iiretimi
3 S | 3| ]

elZ] |5|5|5]8/2 |2 2
18| 5|Z|E|E|5|5|5|¢ 5| B AN
vt | E1 S S 15E|1Z|2|EIE[S| B S5 |8 8 nl%5|¢8
) zola g | o S | Sl 8lSloslslwel B S Sl Xx | ZX2la|lg|2|x
Ornek Adi kodu 15} 0 z Z1&|.EIS|Z|Z|T]| S o = S16lx 8 ol a
B.amyloliquefaciens 9SS2 + C/p? + + - -+ ] -] - + + - + + + + + +
B.atrophaeus 21SS2 + C/Ip + + |+ -+ +] - - + + - - + + +
B.atrophaeus 21SS3 + C/IP + S I T I R I + + - + - + - +
B.halotolerans 1884 | + |CisP| o+ [+ |- - --]-]-] + + - + s+ [+ ]+ ]+
B.halotolerans 4SS2 + C/s + + - - - - - + + - + + + |+ | + +
B.halotolerans 5SS3 + C/s + + -l -] -1-1-1- + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 7SS3 + C/s + + - - -+ -] - + + - + + + |+ | + +
B.halotolerans 8SS2 + C/s + S I I I (R S I + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 12SS2 + C/s + + - -1-1--1- + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 13SS3 + CIs + + - - -+ -1- + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 14882 + CIS + S I R I (R I + + + + + + |+ |+ +
B.halotolerans 15882 + C/s + + - - -]--]- + + + + + + |+ |+ +
B.halotolerans 16SS1 + C/s + + - - -1-1-1- + + = + + + |+ |+ +
B.halotolerans 17881 + CIs + + |- - -] - - + + + + + + |+ |+ +
B.halotolerans 18SS1 + C/s + +l+ -] - - - + + + + + + |+ |+ +
B.halotolerans 19sS1 + C/s + + -l -]-1-1-1- + + + + + + |+ |+ +
B.halotolerans 20Ss1 + C/s + - - -1+ -]- + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 20SS3 + CIS + + |+ - -+ - - + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 24881 + C/s + |+ - -]+ - - + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 24882 | + CI/s + -l - -1--]- + + + + + T I R
B.halotolerans 25SS3 + C/s + +l+ -] - - - + + + + + + |+ |+ +
B.halotolerans 26SS3 + C/s + S I R I R I + + - + + + |+ |+ +
B.halotolerans 29SS3 + C/s + |+ - -]+ - - + + + + + + |+ |+ +
B.licheniformis 2SS2 + C/s + S I T I R I + + + + + + |+ - +
B.licheniformis 2SS3 + CIS + + |+ -+ ] - - + + + + + + + - +
B.licheniformis 4SS1 + C/s + S I T I R I + + + + + + |+ - +
B.licheniformis 14881 + C/s + S I T I R I + + + + + + |+ - +
B.licheniformis 28SS2 + CIS + + |+ -+ ] - - + + + + + + + - +
B.licheniformis 30SS1 + CIS + + |+ -+ ] - - + + + + + + + - +
B.mojavensis 7SS1 + C/P + o N T S S I + + + - + + |+ |+ +
B.mojavensis 12SS3 + (073 + + |+ -+ ] - - + + + - + + + + +
B.mojavensis 24885 | + | cP | + |+ |+ -+ ] -] -] + + + - P P
B.paralicheniformis 2SS4 + C/s + S+ -+ -] - + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 6SS3 + C/s + EO I I A R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 7SS2 + C/s + R o I I A N + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 9SS1 + C/s + EO I I A R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 9SS3 + C/s + EO I I A R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 10SS1 + CIS + B R N I R + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 10SS2 + CIS + N N R N N R + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 11SS3 + C/s + EE I I R R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 13SS1 + C/s + EE I I R R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 13SS2 + CIS + N N R N N R + + - + + + - + +
B.paralicheniformis | 16SS3 + C/s + N N + + - + + + - + +
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Tablo 3.8 devami

Farklh karbon kaynaklarindan asit iiretimi

= >
| |elElE
5 2 |2 2|2
=] o =
2| 2 Ei= E|3 sz ' 5
Bla|g|E[EE|S|5|5]|8 5| 2 x| 2
; loat| 5 5 5 |Z|BE(8|E|Elel ||| % (2|85 E|2
Ornek Adi kodu | ¢ | @ | T |F|&|E|S|Zz|z|T| S| |S|S|o|lg|lo|lo|d3
B.paralicheniformis | 19SS4 + C/s + + -+ ]+ - - + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 20SS2 + CIS + B R S I A + + - + + + - + +
B.paralicheniformis | 22SS1 + C/s + E I I I R I + + - + + + + +
B.paralicheniformis | 22SS4 + CIs + EO I I (R R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 23SS1 + CIS + B R S I A + + - + + + - + +
B.paralicheniformis | 24SS3 + C/s + RO I I I B R + + - + + + - + +
B.paralicheniformis | 25SS1 + CIs + EO I I (R R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 26SS1 + CIS + B I R R I R + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 27SS3 + CIS + P I R IR I R + + 3 + + + - + +
B.paralicheniformis 28SS1 + C/s + EUN I I (R R I + + - + + + - + +
B.paralicheniformis 28SS3 + C/s + FE I I (R R I + + - + + + - + +
B.pumilus 5SS1 + s¢ + + |+ -+ -] - - - + - + + + |+ | + +
B.pumilus 8SS1 + S + + |+ -+ -] -]- - + - + + + |+ | + +
B.pumilus 8554 + S + + |+ -+ -] - - - + - + + + |+ |+ +
B.pumilus 17SS2 + S + + |+ -+ -]-1- o + R + + + + + +
B.pumilus 30SS2 + S + + |+ |-+ -|-]- 3 + - + + + + + +
B.pumilus 30Ss4 + S + +l+ -+ - - - - + - + + + |+ |+ +
B.safensis 3SS3 + C/s + + - -+ - -] - + + + 9 + + |+ | + +
B.safensis 11882 + C/s + + - -+ - - - + + + - + + |+ | + +
B.safensis 22882 + C/s + + - -+ --1- + + + - + + |+ |+ +
B.safensis 25882 + C/s + + - -+ --- + + + - + + |+ |+ +
B.siamensis 15SS3 + CIS + EO I I (A R I + + + + + + . + +
B.subtilis 14883 | + | PISC| o+ [+ |- -+ H] -] -] + + + - |+ |+ |+ ]+
B.subtilis 16SS2 + P/S + - -+ +] - - + + + - + + |+ |+ +
B.subtilis 18SS2 + PIS + S T I I R S I + + + - + + |+ | + +
B.tequilensis 10SS3 + ct + + |+ |+ [+ -+ - + + + + + + + + +
B.tequilensis 23882 + c + o A N S R B + + + + + + |+ |+ +
B.tequilensis 24854 + c + o A N S R B + + + + + + |+ |+ +
B.tequilensis 29SS1 + C + + |+ |+ [+ -+ - + + + + + + + + +
B.tequilensis 30SS3 + c + o A N S R B + + + + + + |+ |+ +
B.velezensis 2881 + PIS + SO T N I S N B + + + + -+ ]+
B.velezensis 3SS2 + P/S + EE IR I (N R B + + + + + + - + +
B.velezensis 3SS5 + P/S + EE IR I (N R B + + + + + + - + +
B.velezensis 4883 + PIS + SO T N I S N B + + + + -+ ]+
B.velezensis 5882 + PIS + SO T N I S N B + + + + -+ ]+
B.velezensis 5SS4 + PIS + EO I I S S I + + + + + + - + +
B.velezensis 6SS2 + P/S + SO T N I S N B + + + + -+ ]+
B.velezensis 15881 | + PIS + SO T N I S N B + + + + -+ ]+
B.velezensis 21SS1 + P/S + EE IR I (N R B + + + + + + - + +
B.velezensis 27SS1 + P/S + EE IR I (N R B + + + + + + - + +
Pozitif izolatlarin sayist 83 83 |50 |53 63|58 |5 [10]| 77 83 40 71 | 83 | 81|50 |75 | 83
Pozitif izolatlarin yiizdesi 100 100 |60 | 64 76170 6 | 12| 93 100 48 86 | 100 | 98 | 60 | 90 | 100

8C/P: Sentral/Parasentral, bc/s: Sentral/Subterminal, °S: Subterminal, 9p/s:

Parasentral/Subterminal, °C: Sentral, +: pozitif reaksiyon, -: negatif reaksiyon
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Tuzlardan elde edilen Bacillus izolatlarin %100’iniin ¢omak sekilli, Gram-pozitif,
hareketli oldugu ve endospor olusturdugu goézlenmistir. Izolatlarin % 60’1n1n tek karbon
kaynag1 olarak sitrati kullandigi; % 64’lniin peptondan amonyak olusturdugu; %
6’smin triptofandan indol trettigi; % 76’smin Voges-Proskauer pozitif oldugu; %
70’inin nitrattan nitrit olusturdugu; % 6’simin nitrattan azot gazi olusturdugu; % 12’sinin
H.S irettigi; %100’iniin fruktozdan, glikozdan ve sukrozdan, %98’inin ribozdan,
%93’tiniin maltozdan, %90’mnin gliserolden, %86’sinin laktozdan, % 60’inin

galaktozdan, %48’inin myo-inositolden asit tirettigi tespit edilmistir.

Bacillus amyloliquefaciens izolati, endiistride kullanilan amilaz fermentorlerinden,
yiyeceklerden ve topraktan olmak tizere gok ¢esitli ¢evrelerden izole edilmistir (Logan,
2015). Bu c¢alismada izole edilen B. amyloliquefaciens izolatinin sentral/parasentral
endospor olusturdugu goézlenmistir. Bu izolatin Kkarbon kaynagi olarak sitrati
kullanabildigi, Voges-Proskauer pozitif oldugu, nitrattan nitrit olusturdugu ve myo-
inositol hari¢ diger test edilen karbonhidratlardan asit iiretebildigi tespit edilmistir. B.
amyloliquefaciens izolatinin oksidaz, katalaz, amilaz, lipaz, kazeinaz ve proteaz
enzimlerini drettigi saptanmustir. Bu izolatin alanini, aspartik asiti, hidroksiprolini,
histidini, izoldsini, metiyonini, prolini, sisteini, tirozini, treonini ve valini kullanabildigi
saptanmistir. B. amyloliquefaciens’in Gram-pozitif, hareketli, comak seklinde, zorunlu
aerobik bir bakteri oldugu bildirilmistir. Ayrica kazeini, jelatini, nisastayi
parcalayabilirken selillozu parcalayamadigi, sitrati karbon kaynagi olarak kullandigi,
nitrattan nitrit olusturuldugu, fruktoz, glikoz, gliserol, laktoz, maltoz ve sukrozdan asit
tirettigi rapor edilmistir. Bu mikroorganizmanin proteaz ve a-amilaz kaynagi oldugu
icin endiistriyel alanda 6nemli bir yere sahip oldugu bildirilmistir (Priest ve ark., 1987;
Logan, 2015).

Bacillus atrophaeus izolatlarinin ¢ogu topraktan izole edilmistir (Logan, 2015). Bu
calismada izole edilen B. atrophaeus izolatlarinin sentral/parasentral endospor
olusturdugu gozlenmistir. Bu test izolatlarinin karbon kaynagi olarak sitrati kullandigi,
pepton’dan amonyak olusturdugu, Voges-Proskauer pozitif oldugu, nitrattan nitrit
olusturdugu ve maltoz, fruktoz, glikoz, galaktoz ve sukroz’dan asit tirettigi gozlenmistir.
Ayrica bu izolatin katalaz, amilaz, 3-galaktosidaz, seliilaz, kazeinaz, DNaz, ksilanaz ve

proteaz enzimlerini iirettigi tespit edilmistir. B. atrophaeus izolatlarinin alanini, aspartik
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asiti, hidroksiprolini, histidini, izol6sini, lizini, metiyonini, sisteini, tirozini, treonini ve
valini kullanabildikleri tespit edilmistir. B. atrophaeus’un Gram-pozitif, hareketli,
comak seklinde, tekli ya da kisa zincir olusturan, katalaz, amilaz ve kazeinaz
enzimlerini trettigi, pozitif Voges-Proskauer reaksiyonu gosterdigi, nitrattan nitrit
olusturdugu, fruktoz, glikoz, sukroz, galaktoz ve ribozdan asit irettigi rapor edilmistir
(Nakamura, L.K; 1989). Fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi yiiksek direng
gostermelerinden dolayr B. atrophaeus asi tretimi, biyokontrol ajan1 ve bitki
biiyiimesini tesvik edici mikroorganizma olarak ¢ok c¢esitli sayida uygulama alanlarinda
kullanildig: belirtilmistir (Sella ve ark., 2014). Ayrica yapilan bir ¢alismada endiistriyel
oneme sahip bir enzim olan ksilanaz’in Bacillus atrophaeus E8’den iiretildigi tespit
edilmistir (Kumar ve ark., 2014).

Bacillus halotolerans izolatlarimin tuzlu topraktan izole edildigi rapor edilmistir
(Salkinoja-Salonen ve ark., 1999). Calismamizda B. halotolerans izolatlarinin
sentral/subterminal endospor olusturdugu gozlenmistir. Bu izolatlarin karbon kaynagi
olarak sitrat1 kullandigi, maltoz, fruktoz, laktoz, glikoz, riboz, galaktoz, gliserol ve
sukroz’dan asit drettigi gozlenmistir. B. halotolerans’in tiim izolatlarinin katalaz,
amilaz, seliilaz, kazeinaz, ksilanaz ve proteaz enzimlerini iirettigi tespit edilmistir. Bazi
izolatlarinin ise oksidaz, lipaz, pullulanaz, iireaz enzimlerini tirettigi ve myo-inositolden
asit Urettigi saptanmustir. B. halotolerans izolatlarinin alanini, arjinini, aspartik asiti,
ve sisteini kullanabildikleri saptanmistir. B. halotolerans heterotipik esanlamlilariyla
(Tindall, 2017; Dunlap ve ark., 2016; Ben-Gad ve Gerchman, 2017) ilgili olarak hala
tartigilan bir tiir ad1 olan Brevibacterium halotolerans (Sasson ve Delaporte, 1969), son
zamanlarda B. halotolerans (Ben-Gad ve Gerchman, 2017) olarak yeniden
smiflandirilmast onerilmistir (Sagredo-Beltran ve ark., 2018). B. halotolerans MS50-
18" kok ¢iriikligiine neden olan fitopatojenlere karsi antifungal aktiviteye sahip
oldugu ve aci1 biber bitkisi ile olumlu bir etkilesimde oldugu bulunmustur (Sagredo-
Beltran ve ark., 2018).

Bacillus licheniformis topraktan, siitten, bebek mamasindan ve diger gidalardan, klinik
ve veterinerlik 6rneklerini de igeren bir¢ok ortamdan izole edilmislerdir. 30-50 °C'de

tutulan gidalarda vejetatif biiyiimesi kolay gergeklestigi i¢in bazen insanlarda ve diger
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hayvanlarda firsatg1 bir patojen olarak rapor edilmistir (Logan, 2015; Salkinoja-Salonen
ve ark., 1999). Bu c¢alismada izole edilen B. licheniformis izolatlarinin
sentral/subterminal  endosporlar  olusturdugu  goriilmistir. Calismamizda B.
licheniformis izolatlarinin karbon kaynag olarak sitrati kullandigi, peptondan amonyak
olusturdugu, Voges-Proskauer pozitif oldugu, nitrattan nitrit olusturdugu, maltoz,
fruktoz, myo-inositol, laktoz, glikoz, riboz, galaktoz ve sukroz’dan asit iirettigi tespit
edilmistir. Bu izolatlarin tamaminin oksidaz, katalaz, amilaz, B-galaktosidaz, lipaz,
seliilaz, kazeinaz, DNaz ve proteaz enzimlerini tirettigi gézlenmistir. Bazi izolatlarinin
ise ksilanaz enzimi irettigi saptanmistir. B. licheniformis izolatlarinin tiimiiniin arjinini,
fenilalanini, glisini, 16sini, metiyonini, sisteini ve tirozini kullanabildikleri
belirlenmistir. B. licheniformis’in Gram-pozitif, hareketli, ¢omak seklinde oldugu,
katalaz, kazeinaz, proteaz ve amilaz enzimlerini trettigi, karbon kaynagi olarak sitrati
kullanabildigi, nitrattan nitrit olusturdugu, Voges-Proskauer pozitif oldugu, glikozdan
asit irettigi rapor edilmistir (Logan, 2015).

Bacillus mojavensis izolatlar ilk olarak ¢ol topragindan izole edilmistir (Logan, 2015).
Calismamizda B. mojavensis izolatlarinin sentral/parasentral endospor olusturdugu
gozlenmistir. Bu ¢alismada izole edilen B. mojavensis izolatlarinin karbon kaynagi
olarak sitrat1 kullandigi, peptondan amonyak olusturdugu, Voges-Proskauer pozitif,
nitrattan nitrit olusturdugu, maltoz, fruktoz, myo-inositol, glikoz, riboz, galaktoz,
gliserol, sukroz’dan asit iirettigi gézlenmistir. Bu izolatlarin tiimiiniin oksidaz, katalaz,
amilaz, B-galaktosidaz, seliilaz, kazeinaz, DNaz, ksilanaz ve proteaz enzimlerini iirettigi
tespit edilmistir. B. mojavensis izolatlariin alanini, aspartik asiti, glisini, glutamik asiti,
hidroksiprolini, histidini, izolosini, 16sini, metiyonini, prolini, serini ve valini
kullanabildikleri tespit edilmistir. B. mojavensis’in Gram-pozitif, hareketli, tekli ya da
kisa zincirler olusturan c¢omak sekilli bakteriler oldugu, katalaz, oksidaz, amilaz,
kazeinaz enzimlerini iirettigi, karbon kaynagi olarak sitrat1 kullandig1, VVoges-Proskauer
pozitif oldugu, nitrattan nitrit olusturdugu, fruktoz, glikoz, galaktoz, sukroz’dan asit
trettigi belirtilmistir (Roberts ve ark., 1994; Logan, 2015). Bacon ve Hinton (2002), B.
mojavensis'in Fusarium moniliforme gibi bitki patojeni mantarlar1 igin ¢ok iyi bir
antagonistik ajan oldugunu bildirmislerdir. iran’daki bir pamuk ¢iftliginden izole edilen
B. mojavensis AG137’nin endiistriyel agidan ¢ok biiyiik bir 6neme sahip olan ksilanaz
tirettigi bulunmustur (Sepahy ve ark., 2011).
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Bacillus paralicheniformis izolatlarinin baliklardan ve bitkilerden izole edildigi tespit
edilmistir (Collins ve ark.,, 2016; Wang ve ark., 2017). Calismamizda B.
paralicheniformis izolatlarinin sentral/subterminal endospor olusturdugu gézlenmistir.
Bu izolatlarin tiimiiniin peptondan amonyak olusturdugu, \Voges-Proskauer pozitif
oldugu, nitrattan nitrit olusturdugu, maltoz, fruktoz, laktoz, glikoz, riboz, gliserol ve
sukrozdan asit {retebildigi tespit edilmistir. B. paralicheniformis izolatlarinin
tamamimin Kkatalaz, amilaz, B-galaktosidaz, seliilaz, Kkazeinaz, proteaz ve iireaz
enzimlerini iirettigi tespit edilmistir. Sadece iki B. paralicheniformis izolatinin ise DNaz
enzimini trettigi saptanmistir. B. paralicheniformis izolatlarinin tamaminin alanini,
arjinini, aspartik asiti, hidroksiprolini, histidini, izoldsini, 16sini, metiyonini, prolini,
serini, sisteini ve valini kullanabildikleri tespit edilmistir. B. paralicheniformis’in Gram-
pozitif reaksiyon gosteren, endospor olusturan, hareketli ¢omaklar oldugu, glikozdan
asit olusturdugu, katalaz, iireaz, kazeinaz, proteaz, amilaz, p-galaktosidaz gibi farkli
enzimleri dretttigi belirtilmistir (Dunlap ve ark., 2015). Uskumru bagirsagindan izole
edilen B. paralicheniformis APC 1576’nin formisin antimikrobiyal maddesini irettigi
bulunmustur (Collins ve ark., 2016). Sakayik bitkisinin rizosferinden izole edilen B.
paralicheniformis MDJK30, sakayik bitkisinin kok ciirikligiine neden olan patojenin

kontroliinde kullanilabilecegi vurgulanmigtir (Wang ve ark., 2017).

Bacillus pumilus izolatlar1 topraktan, yiyeceklerden, Kliniklerden ve veteriner
orneklerinden dahil olmak tizere diger bir¢ok ortamdan izole edilmistir (Knight ve
Proom, 1950; Logan, 2015). Calismamizda B. pumilus izolatlarinin sentral endospor
olusturdugu gozlenmistir. B. pumilus izolatlarinin tamaminin karbon kaynagi olarak
sitrati kullandigi, peptondan amonyak olusturdugu, Voges-Proskauer pozitif oldugu,
fruktoz, laktoz, glikoz, riboz, galaktoz, gliserol ve sukroz’dan asit irettigi tespit
edilmistir. Ayrica izolatlarin hepsinin oksidaz, katalaz, B-galaktosidaz, lipaz, seliilaz,
kazeinaz, DNaz, ksilanaz ve proteaz enzimlerini trettigi gozlenmistir. B. pumilus
izolatlarmin tiimiiniin alanini, aspartik asiti, glisini, glutamik asiti, hidroksiprolini,
izoldsini, 16sini, metiyonini, prolini, sisteini, tirozini, treonini ve valini kullanabildikleri
gozlenmistir. B. pumilus’un hareketli, tekli veya ¢iftler halinde bulunan ¢omak seklinde,
katalaz, kazeinaz, proteaz enzimlerini iirettigi, karbon kaynagi olarak sitrati kullandigi,
Voges-Proskauer pozitif oldugu, glikozdan asit trettigi belirtilmistir. Yiyeceklerden
yapilan bir ¢aligmada, hekzadekanin biyodegradasyonunda kullanilmak iizere kitosan
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boncuklarinda B. pumilus UFPEDA 831'in basarili bir sekilde kullanilmasi
gosterilmistir (Costa ve ark., 2013; Logan, 2015).

Bacillus safensis ilk olarak uzay araci yiizeyinden izole edilmistir (Satomi ve ark.,
2006). Calismamizda B. safensis izolatlarinin sentral/subterminal endospor olusturdugu
gozlenmistir. B. safensis izolatlarin tamammin karbon kaynagi olarak sitrati
kullandigi, Voges-Proskauer pozitif, maltoz, fruktoz, myo-inositol, glikoz, riboz,
galaktoz, gliserol ve sukroz’dan asit tirettigi tespit edilmistir. Ayrica izolatlarin hepsinin
oksidaz, katalaz, B-galaktosidaz, kazeinaz, ksilanaz ve proteaz enzimlerini irettigi
gozlenmistir. Ayrica B. safensis izolatlarinin hepsinin alanini, arjinini, aspartik asiti,
glisini, glutamik asiti, hidroksiprolini, histidini, izol6sini, lizini, metiyonini, prolini,
sisteini, tirozini, treonini ve valini kullanabildikleri yapilan testler sonucunda
saptanmustir. Bacillus safensis’in Gram-pozitif, hareketli, endospor olusturan ¢comaklar
oldugu, oksidaz, katalaz, proteaz, B-galaktosidaz enzimlerini iirettigi, VVoges-Proskauer
pozitif oldugu, glikoz, gliserol, riboz, galaktoz, fruktoz, sukroz’dan asit iirettigi rapor
edilmistir (Satomi ve ark., 2006). Jalkute ve arkadaslari (2017) mezbahalarin
topraklarindan izole ettikleri B. safensis CK susunun hiicre dis1 proteaz iiretimi i¢in
giiclii bir organizma oldugunu belirtmislerdir. B. safensis endiistriyel 6nemi olan lipaz,
proteaz, seliilaz, proteaz, kitinaz, iniilinaz, keratinaz ve B-galaktosidaz gibi enzimlerin
kaynagidir ve B. safensis iyi bir lipaz iireten bakteri olarak bildirilmistir (Lateef ve ark.,
2015; Reza ve ark. 2014).

Bacillus siamensis ilk kez Tayland'da yenen bir tiir tuzlu yengeg tiriiniinden (poo-khem)
izole edilmistir (Sumpavapol ve ark., 2010). Calismamizda B. siamensis izolatinin
sentral/subterminal endospor olusturdugu gézlenmistir. Bir tuz 6rneginden izole edilen
B. siamensis izolatinin peptondan amonyak olusturdugu, pozitif Voges-Proskauer,
nitrattan nitrit olusturdugu, maltoz, fruktoz, myo-inositol, laktoz, glikoz, riboz, gliserol
ve sukroz’dan asit iirettigi gozlenmistir. Ayrica bu izolatin katalaz, amilaz, lipaz,
kazeinaz, DNaz, ksilanaz ve proteaz enzimlerini irettigi tespit edilmistir. B. siamensis
izolatimin alanini, arjinini, aspartik asiti, fenilalanini, glisini, glutamik asiti,
hidroksiprolini, histidini, izoldsini, lizini, 16sini, metiyonini, prolini, sisteini, tirozini ve
valini kullanabildigi tespit edilmistir. B. siamensis’in Gram-pozitif, ¢comak sekilli,

hareketli, endospor olusturan, p-galaktosidaz, kazeinaz, proteaz, DNaz ve amilaz
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enzimlerini {iretebilirken {ireaz enzimini liretmedigi, nitrattan nitrit olusturdugu, Voges-
Proskauer pozitif oldugu, gliserol, riboz, glikoz, fruktoz, maltoz, laktoz, sukroz’dan asit
iirettigi bildirilmistir (Sumpavapol ve ark., 2010). B. siamensis KCTC 13613™nin bitki
patojeni olan mantarlardan Rhizoctonia solani ve Botrytis cinerea'nin misel biiyiimesini
6nemli Slgiide inhibe ettigi bulunmustur. KCTC 13613 susu ayrica Gram-pozitif bir
bakteri olan Micrococcus luteus'a karsi giiglii antibakteriyel aktivite gostermektedir
(Jeong ve ark., 2012).

Bacillus subtilis’in dogal ortami mikroorganizmalardan, bitkilerden ve hayvanlardan
olusan ¢ok cesitli karbonhidrat ve polisakkaritlerden olusan topraklardir (Logan, 2015).
Calismamizda B. subtilis izolatlarinin parasentral/subterminal endospor olusturdugu
gozlenmistir. B. subtilis izolatlarmin tamamimin sitrati tek karbon kaynagi olarak
kullandigi, Voges-Proskauer pozitif oldugu, nitrattan nitrit olusturdugu, maltoz, fruktoz,
myo-inositol, glikoz, riboz, galaktoz, gliserol, sukroz’dan asit trettikleri gézlenmistir.
Ayrica izolatlarin hepsinin oksidaz, katalaz, amilaz, B-galaktosidaz, seliilaz, kazeinaz,
ksilanaz, proteaz ve pullulanaz enzimlerini tirettigi saptanmustir. B. subtilis izolatlarinin
hepsinin alanini, aspartik asiti, fenilalanini, glisini, glutamik asiti, hidroksiprolini,
histidini, izol6sini, 16sini, metiyonini, prolini, serini, sisteini, tirozini ve valini
kullanabildikleri tespit edilmistir. B. subtilis’in Gram-pozitif, hareketli, comak seklinde,
birgok olumsuz duruma karsi ¢ok direngli endospor olusturduklari, katalaz, proteaz,
amilaz enzimlerini irettigi, karbon kaynagi olarak sitrati kullandigi, nitrattan nitrit
olusturdugu, Voges-Proskauer pozitif oldugu, glikozdan asit iirettigi belirtilmistir
(Logan, 2015). B. subtilis RB14’iin iturin A ve surfaktin antibiyotiklerini tirettigi
bulunmustur (Asaka ve Shoda, 1996). Yerel topraklardan izole edilen Bacillus subtilis
KKU213 susunun antimikrobiyal aktivitesi ve probiyotik ozellikleri arastirilmigtir.
Aragtirmacilar birgcok hiicre dis1 antibakteriyel peptid karisiminin B. subtilis KKU213
izolatindan dretildigini gozlemlemislerdir. Ayrica amilaz, seliilaz, lipaz ve proteaz
enzimlerinin de tretildigini bulmuslardir. Bu nedenle, bakteriyosin tireten B. subtilis
KKU213'in potansiyel bir probiyotik izolati veya koruyucu kiiltiir olarak

kullanilabilecegini 6nermislerdir (Khochamit ve ark., 2015).

Bacillus tequilensis ilk defa 2000 yillik Meksika’daki bir mezardan izole edilmistir

(Gatson ve ark., 2006). Calismamizda B. tequilensis izolatlariin sentral endospor
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olusturdugu gozlenmistir. B. tequilensis izolatlarinin timiiniin Sitratt karbon kaynagi
olarak kullandigi, peptondan amonyak olusturdugu, triptofandan indol {irettigi, VVoges-
Proskauer pozitif oldugu, nitrattan azot gazi olusturdugu, maltoz, fruktoz, myo-inositol,
laktoz, glikoz, riboz, galaktoz, gliserol, sukroz’dan asit irettikleri gozlenmistir. Ayrica
izolatlarin hepsinin oksidaz, katalaz, amilaz, B-galaktosidaz, seliilaz, kazeinaz, proteaz
enzimlerinini irettigi gozlenirken bazi izolatlarinin ksilanaz enzimini trettikleri tespit
edilmistir. B. tequilensis izolatlarinin timiiniin alanini, arjinini, aspartik asiti,
fenilalanini, glisini, hidroksiprolini, histidini, izolésini, lizini, 16sini, metiyonini, Sisteini,
tirozini, treonini ve valini kullanabildikleri saptanmustir. B. tequilensis’in Gram-pozitif,
hareketli, comak seklinde, katalaz, oksidaz, kazeinaz, amilaz, proteaz enzimlerini
tirettigi, nitrattan azot gazi olusturdugu, karbon kaynagi olarak sitrati kullandigi, indol
pozitif oldugu, gliserol, riboz, galaktoz, glikoz, fruktoz, maltoz, laktoz ve sukroz’dan
asit drettigi bildirilmistir (Gatson ve ark. 2006). Jaouadi ve arkadaslari (2015) B.
tequilensis'ten hiicre dist keratinazi saflagtirarak (KERQ7) karakterizasyonunu
yapmislardir. Kaur ve arkadaslar: (2008) bu enzimin 6zellikle, deri isleme endiistrisinde
banyolama sivilarinda kullanilma potansiyeli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, B.
tequilensis RG2’nin antibakteriyel etkinliginin oldugu tespit edilmistir (Kaur ve ark.,
2018). Bizim ¢alisgmamizda da B. tequilensis’in tiim izolatlarinin DNaz ve iireaz negatif

oldugu bulunmustur.

Bacillus velezensis ilk defa Ispanya’daki bir nehirden izole edilmistir (Ruiz Garcia ve
ark, 2005). Calismamizda B. velezensis izolatlarinin parasentral/subterminal endospor
olusturdugu gozlenmistir. B. velezensis izolatlarinin timiiniin VVoges-Proskauer pozitif
oldugu, nitrattan nitrit olusturdugu, H,S irettigi, maltoz, fruktoz, myo-inositol, laktoz,
glikoz, riboz, gliserol, sukroz’dan asit {irettigi gézlenmistir. Ayrica izolatlarin hepsinin
oksidaz, katalaz, amilaz, p-galaktosidaz, scliilaz, kazeinaz, ksilanaz ve proteaz
enzimlerini trettikleri gosterilmistir. B. velezensis izolatlarinin tamami alanini, arjinini,
aspartik asiti, fenilalanini, glisini, glutamik asiti, hidroksiprolini, histidini, izol6sini,
lizini, 16sini, metiyonini, sisteini, tirozini, treonini ve valini kullandiklar1 gézlenmistir.
B. velezensis’in Gram-pozitif, hareketli, ¢omak seklinde, katalaz, oksidaz, f-
galaktosidaz, amilaz, proteaz, kazeinaz enzimlerini iirettigi VVoges Proskauer pozitif
oldugu, H,S irettigi, fruktoz, gliserol, glikoz, laktoz, maltoz, riboz, sukroz’dan asit
rettigi bildirilmistir (Ruiz Garcia ve ark, 2005). B. velezensis BACO03’in, pancar,
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havug, salatalik, biber, patates, turp, kabak, domates ve salgam bitkilerinin bazi

kisimlarinda gesitli seviyelerde biiylimeyi arttirdig1 saptanmistir (Hao ve ark., 2016).

Tablo 3. 9 izolatlarin farkli aminoasitleri kullanimlari.

~ 5|5
22| gt g

lsl=slx =2l=5 ~ — —_ =
dHMBEEHEEEEHEBEEEEE
. cle|lE|E|CIEILIS|E2|2|8|=|1¢|=|c|€|S
fzolat |E| S| S|=|S|SE|ES|=|8|c|eE|S|S|E|2|8|&]=
Ornek adi kodu | S5/ 8|5|5|S|2|2|8|S|8|8|5|8|2|E|L8F
B.amyloliquefacien | 9SS2 | + | - | + | - | - | - |+ | + |+ | - | - |+ [+ | -|+|+]|+]|+
B.atrophaeus 21SS2 | + | - | + | - SO I T R I A R N B (N I
B.atrophaeus 21SS3 | + | - |+ | - | - | - |+ |+ |+ |+ |-+ - + |+ |+ |+
B.halotolerans 1SS4 | + | + | + |+ |+ | + |+ | + | + | + + - -1+ -1-1-
B.halotolerans 4SS2 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |-+ -]-1+]|-1-1-
B.halotolerans 5SS3 | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-|-1+]-1-]-
B.halotolerans 7SS3 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-|-|+]-1-]-
B.halotolerans 8582 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-|-1+]-1-]-
B.halotolerans 12882 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-]-|+]-1-1-
B.halotolerans 13SS3 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -|+]|-1-|+]-1-1-
B.halotolerans 14SS2 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-1-1+]-1-1-
B.halotolerans 15882 | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ | +]|-|+]|-1-|+]-1-1-
B.halotolerans 16SS1 | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-]-|+]-1-1-
B.halotolerans 17SS1 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+]|-1-1+]-1-1-
B.halotolerans 18SS1 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -|+]|-1-|+]|-1-1-
B.halotolerans 19SS1 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -|+|-1-|+]-1-1-
B.halotolerans 208S1 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+|--1+1-]-]-
B.halotolerans 20SS3 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|+|--1+]-]-]-
B.halotolerans 24SS1 | + | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ | -]+ -]-|+]- - -
B.halotolerans 24SS2 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ - -+ - -] -
B.halotolerans 258S3 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ - -1+)-)|-]-
B.halotolerans 26SS3 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |- -1+ S
B.halotolerans 208S3 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ --1+]-]-]-
B.licheniformis 2SS2 | - |+ | - |+ |+ - - - -] -+ |-+ +] -] -
B.licheniformis 2SS3 + + | + B e o I I O I I
B.licheniformis 4881 | - |+ | - |+ |+ | - - - - -1+ -] -+ +]-]|-
B.licheniformis 1U4SS1 | - |+ | - |+ |+ | - - -]-]|-]+|+|-|-]1+]|+]-]-

B.licheniformis 28SS2 | - |+ | - |+ |+ | - | - -+ |+ + |+ | -
B.licheniformis 30SS1 | - |+ |-+ |+ ]| -|-|-|-|-|+]+]-]-|+/|+/|-1-
B.mojavensis 7SSL |+ | - |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ ]|+ |+]|+]-|-]-]+
B.mojavensis 12SS3 | + | - | + + |+ |+ |+ |+ -] - -] -]+
B.mojavensis 24SS5 | + | - |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ | -+ |+ |+ ]+ -] -+
B.paralicheniformi | 2SS4 | + | + | + | - | - | - |+ | + |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |-|-]+
B.paralicheniformi | 6SS3 | + | + | + | - + |+ + | -1+l + |+ +]+]|-1-14+
B.paralicheniformi | 78S2 | + | + | + | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ [+ |+ | +]|-|-]|+
B.paralicheniformi | 9SS1 | + | + | + | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |-|-]+
B.paralicheniformi | 9SS3 | + | + | + | - - R R T D I R T B BV -+
B.paralicheniformi | 10SS1 | + | + [+ | - | - [ - |+ |+ |+ |- [+ |+ |+ |+ |+]-]|-]+
B.paralicheniformi | 10SS2 | + | + | + | - - T T T T g
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Tablo 3. 9 devami

- | &
gz |g|s g
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<|<|S|E|g|c|l2EIElgl5lc|ls|5|ClE|E|IS
R k- A A A A A A e -t e = =
izolat | E|E| S| =|SE|8S|E|E|2|c|le|S|=|lg|8|N|5|E
o S || L c| | S| DTl S| @ [} ol vl o=
Ornek ady kodu | S| 5| 8|8 |5 |5|c|c|S|E|L|e|a|g|la|=|5]S
B.paralicheniformis LISS3 | + [+ |+ | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ |+]-]-]|+
B.paralicheniformis 13SS1| + | + | + RN NN +
B.paralicheniformis 13SS2 | + | + | + | - -+ |+ + |+ ||+ ] -] -+
B.paralicheniformis 16SS3 | + |+ |+ | - | - | - |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ - |+
B.paralicheniformis 19SS4 | + |+ |+ | - | - | - |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+]-]-]+
B.paralicheniformis [20SS2 | + | + | + | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ | + |+ |+ |+ ]| -] -]+
B.paralicheniformis  [22SS1 | + |+ [+ | - | - | - |+ [+ |+ |- |+ | + |+ |+ [+ ]|-]-|+
B.paralicheniformis  |22SS4 | + | + | + | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ [+ |+ ]| +]|-]|-|+
B.paralicheniformis  |23SS1| + | + |+ | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ [+ |+ ]|+]|-|-]H+
B.paralicheniformis  |24SS3 | + | + | + | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ [+ |+ ]|+]|-|-|H+
B.paralicheniformis  [25SS1| + |+ [+ | - | - | - |+ [+ |+ |- |+ |+ |+ |+ [+ ]|-]-|+
B.paralicheniformis  |[26SS1| + |+ |+ | - | - | - |+ [+ |+ |- |+ | + |+ |+ [+ ]|-]-|+
B.paralicheniformis  |27SS3 | + | + |+ | - | - | - |+ |+ |+ | - |+ |+ [+ |+ ]|+]|-|-|H+
B.paralicheniformis  [28SS1 | + |+ |+ | - | - | - |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ [+ ]|-]-|+
B.paralicheniformis  |28SS3| + | + |+ | - | - | - |+ |+ |+ |- |+ | + |+ |+ [+ ]|-]-|+
B.pumilus BSS1 |+ | - |+ | - |+ |+ |+ ]| -|+|-|+|+ | +]-|+]|+]+]|+
B.pumilus 8SS1 |+ | - |+ | - |+ |+ |+ -+ |-|+|+|+]-|+]|+]+]|+
B.pumilus 8SS4 | + | - |+ | - |+ |+ |+ |-+ -+ F+|F]| -] F|+]|+]|+
B.pumilus 17SS2 | + | - |+ | - |+ |+ |+ | - |+ |-+ ]|+ |+]|-|+]|+]|+]|+
B.pumilus 30SS2 | + | - |+ | - |+ |+ |+ |-+ -+ + | +]-|+|+|+]|+
B.pumilus 30SS4 | + | - |+ | - |+ |+ |+ |-+ -]+ + | +]-|+]|+]+]|+
B.safensis 3SS3 |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |||+ - || -]+
B.safensis 11SS2 | + |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ | + ]| - + |+ - |+ |+ |+ |+
B.safensis 22882 | + |+ |+ | - |+ |+ |+ | F |+ || - |-+ A+
B.safensis 25882 |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ | +|-|+]|+|+]|+
B.siamensis 158S3 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|-|+]|+]|-1|+
B.subtilis 14SS3 | + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ ]|+]|+]| -]+
B.subtilis 16SS2 | + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| - |+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+]-]|+
B.subtilis 18SS2 | + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ ]|+]-]|+
B.tequilensis 10SS3| + |+ |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ | -|-|+]|+]+]+
B.tequilensis 23882 | + |+ |+ [+ |+ | - |+ [+ [+ [+ |+ |+ |- |- |+][+][+]H
B.tequilensis 24SS4 |+ |+ |+ |+ |+ | - |+ |+ [+ [+ ]|+ ]|+ |- -|+][+][+]H+
B.tequilensis 20SS1| + |+ |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ | -]-[+[+]+]|H+
B.tequilensis 30SS3 |+ |+ [+ |+ |+ | - |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ [-|-[+[+]|+]|H+
B.velezensis 2SS1 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | -|-|+]|+]|+]|+
B.velezensis S22 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | +]+] + RO I S I I
B.velezensis 3SS5 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ + RO I S I I
B.velezensis 4SS3 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- - |+ |+ + |+
B.velezensis 6SS2 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ | -]|-|+|+]|+]|+
B.velezensis BSS4 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| + RO I S I I
B.velezensis 6SS2 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]| + - -+ |+ |+ |+
B.velezensis ISSSL |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ ]|+ |- |- |+][+][+]H+
B.velezensis 20SS1 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | - |- |+ ]|+ |+]|+
B.velezensis 21S8S1 | + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ | - |- |+ ]|+ |+]|+
Pozitif izolatlarin sayisi 77|68 |77 |45 |58 |47 |77 | 71|77 |42 |56 | 83 |40 |28 | 80 | 38 | 28 | 57
Pozitif izolatlarin ylizdesi % | 93 [ 82| 93 |54 | 70 | 57 | 93 | 86 | 93 | 51 | 67 | 100 | 48 | 34 | 96 | 46 | 34 | 69
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Tuzlardan izole edilen izolatlarin aminoasitleri kullanim test sonuglar1 Tablo 3.9’da
gosterilmistir. izolatlarm % 100’{iniin metiyonini; % 96’sinin sisteini; % 93’iiniin
alanini, aspartik asiti, hidroksiprolini ve izolosini, % 86’sinin histidini, % 82’sinin
arjinini, % 70’inin glisini, % 69’unun valini, % 67’sinin 16sini, % 57’sinin glutamik
asidi, % 54’tniin fenilalanini, % 51’inin lizini, % 48’inin prolini, % 46’sinin tirozini, %

34’{iniin serini ve treonini kullandig1 gortilmistiir (Sekil 3.7).

Valin  —— 59
Treonin I 34
Tirozin I 16
Sistein o
Serin I 34
Prolin I 18
Metiyonin [ mm—— 100
Losin I 7
Lizin I S 1
izoldsin I O3
Histidin I —— 86
Hidroksiprolin | O3
Glutamik asit I 5/
Glisin | 7 O
Fenilalanin I 54
Aspartik asit I 03
Arjinin I 32
Alanin I 03
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3. 7 izolatlarin farkli aminoasit kaynaklarmi kullanabilme yiizdeleri.

Islenmemis memeli derisi aspartik asit (% 4.7), treonin (% 1.9), serin (% 3.6), glisin (%
32.9), 16sin (% 2.4), valin (% 2.2), arjinin (% 4.9), alanin (% 10.9), tirozin (% 0.3),
fenilalanin (% 1.3), hidroksiprolin (% 9.5), prolin (% 12.6), lizin (% 2.9), hidroksilizin
(% 0.6), sistein (% 0.1), izolosin (% 1.1), glutamik asit (% 7.4), histidin (% 0.5) ve
metiyonin (% 0.6) aminoasitlerini icermesine ragmen triptofan aminoasidini
icermemektedir (Szpak, 2011). Bizim ¢alismamizda da B. tequilensis izolatlar1 harig
tiim Bacillus izolatlari triptofandan indol olusturmamislardir. Calismamizda izole edilen
Bacillus tiirlerinin test edilen aminoasitleri kulanma yetenekleri yiiksek bulunmustur
(Sekil 3.7). bu durum bize bu izolatlarin tuzlanmig derileri kontamine ederek derilerde

zarar olusturabilecegini diisiindiirmektedir.
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Calismamizda derilerin korunmasinda kullanilan tuzlardan izole edilen Bacillus
tirlerinin (n=83) 33 antibiyotige [Amikasin (30 pg), Sefoksitin (30 pg), Seftriakson (30
ug), Sefuroksim sodyum (30 pg), Siprofloksasin (5 ng), Gentamisin (10 pg),
Norfloksasin (10 pg), Sefalotin (30 pg), Tobramisin (10 pg), Ofloksasin (5 ug),
Siilfametoksazol/Trimetoprim (25 pg), Kloramfenikol (30 pg), Eritromisin (15 pg),
Penisillin G (10U), Rifampisin (30 pg), Klindamisin (2 pg), Levofloksasin (5 pg),
Vankomisin (5 pg), Spektinomisin (100 pg), Mupirosin (20 pg), Sefotaksim (5 pg),
Piperasilin/Tazobaktam 10:1 (110 pg), Basitrasin (0. 04 pg), Sefadroksil (30 pg),
Karbenisilin (100 ug), Neomisin (30 pg), Novobiosin (30 pg), Oleandomisin (15 nug),
Oksolinik asit (2 pg), Pefloksasin (5 pg), Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 ug; 30 pg),
Nalidiksik asit (30 pg), Seftazidim (30 pg)] karst duyarliliklart Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemi ile test edilmistir (CLSI, 2017),

Ancak izolatlarimizin farkli antibiyotiklere duyarliliklarimi  ve  direnglerini
degerlendirmemiz i¢in CLSI’da ve EUCAST (2000)’da bir standart olmadigi igin
olusan inhibisyon zon ¢aplar1 mm olarak verilmistir (Choi ve ark., 2011) ve zon ¢aplari
Tablo 3.10°da gosterilmistir. Test edilen antimikrobiyal maddeler varliginda gelisen ve

inhibisyon zonu olusturmayan izolat sonuglar1 Tablo 3.10°da 0 olarak gosterilmistir.
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Tablo 3. 10 izolatlarn gesitli antibiyotikler varliginda olusturduklari inhibisyon zonlar: ¢aplar: (mm).
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Tablo 3.10 devami
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B.amyloliquefaciens 9SS2 izolatimin amikasin (30 ug) ve spektinomisin’e (100 pg)
kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmazken oksolinik asit (2 pg), sefalotin (30 pg),
levofloksasin (5 pg), mupirosin (20 pg), rifampisin (5 ug) ve novobiosin’e (30 pg) karsi
7 mm’den 10 mm’ ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica bu
izolatin diger test edilen antibiyotiklere karst 12 mm’den 34 mm’ye kadar inhibisyon

zonlar1 olusturdugu gozlenmistir.

B.atrophaeus 21SS2 izolati, sefuroksim sodyum’a (30 pg) karst 10 mm inhibisyon
zonu olustururken penisilin G (10 U), sefalotin (30 png), eritromisin (15 pg),
oleandomisin (15 ng), mupirosin (20 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg),
basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 ug) kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmamastir.
Bu izolat diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlari
olusturmustur. B.atrophaeus’un 21SS3 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 pg) kars
inhibisyon zonu olusturmazken diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 31 mm’ye kadar
inhibisyon zonlart olusturdugu gozlenmistir. Ayni tuz Orneginden izole edilen
B.atrophaeus’un iki izolatinin test edilen antimikrobiyal maddelere karsi oldukga farkli

duyarlilikta reaksiyon gdsterdikleri saptanmistir.

B.halotolerans 1SS4 izolatimn, penisilin G (10 U) ve basitrasin’e (0.04 pg) karsi
inhibisyon zonu olusturmadigi gozlenirken oksolinik asit (2 pg), gentamisin (10 pg),
neomisin (30 pg), vankomisin (5 ug) ve novobiosin’e (30 ug) karst 9 mm’den 10
mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturdugu tespit edilmistir. Diger test
antibiyotiklerine karsi ise 12 mm’den 31 mm’ye kadar inhibisyon zonlart olugturmustur.
B.halotolerans 4SS2 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), levofloksasin (5 pg), nalidiksik
asit (30 ug), ofloksasin (5 ug), amikasin (30 pg), neomisin (30 pg), basitrasin (0.04 pg)
ve novobiosin’e (30 pg) karsi inhibisyon zonlari olusturmadigi goriilmistiir. Sefadroksil
(30 png) ve spektinomisin’e (100 pg) karst 9 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlari
olusturdugu tespit edilmistir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den
27 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.halotolerans 5SS3 izolatimin,
vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karsi inhibisyon zon olusturmadigi
gozlenirken test edilen diger antibiyotiklere karsi 13 mm’den 35 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 7SS3 izolatinin, basitrasin’e (0.04 ug)

kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmamasina ragmen gentamisin (10 ug) ve vankomisin’e
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(5 pg) kars1 9 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir.
Bu izolata kars1 uygulanan diger test antibiyotiklerine karsi ise 15 mm’den 44 mm’ye
kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 8SS2 izolati, basitrasin’e (0.04
ug) karsi hig inhibisyon zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise
11 mm’den 40 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 12SS2
izolati, basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Sefotaksim (5
ug), sefuroksim sodyum (30 pg), mupirosin (20 pug) ve novobiosin’e (30 pg) kars: 9
mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir. Test edilen
diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den 40 mm’ye kadar inhibisyon zonlar
olusturmustur. B.halotolerans 13SS3 izolatimin, sefalotin (30 pg), sefuroksim sodyum
(30 ng), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), spektinomisin
(100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e
(30 pg) karst hig inhibisyon zonu olusturmamustir. Bu izolat tobramisin’e (10 pg) karsi
10 mm inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere kars1 12 mm’den
36 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 14SS2 izolati, test
edilen biitiin antibiyotiklere karsi 12 mm’den 40 mm’ye kadar inhibisyon zonlari
olusturmustur. B.halotolerans 15SS2 izolati, oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10V),
piperasilin/tazobaktam (110 pg), sefadroksil (30 pg), sefalotin (30 pg), sefotaksim (5
ug), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin
(20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5
ug), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmamustir. Amoksisilin/klavulanik asit’e (20/10 pg; 30 pg) karst 10 mm
inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 30
mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu goriilmistiir. B.halotolerans 16SS1
izolati, basitrasin’e (0.04 pg) karsi hig inhibisyon zonu olusturmamistir. Neomisin’e (30
ng) karst 10 mm’lik inhibisyon zonu olustururken diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den
42 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.halotolerans 17SS1 izolati,
basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Neomisin’e (30 pg)
kars1 10 mm’lik inhibisyon zonu olustururken diger antibiyotiklere karst 16 mm’den 42
mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 18SS1 izolatinin,
basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ zon olusturmadigi goriilmiistiir. Test edilen diger

antibiyotiklere karsi ise 18 mm’den 47 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
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B.halotolerans 19SS1 izolatinmin, amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg; 30 pg),
penisilin G (10U), sefadroksil (30 pg), sefalotin (30 ug), sefuroksim sodyum (30 ug),
eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 ug) karsi hi¢ inhibisyon
zonu olusturmadig saptanmustir. Sefoksitin’e (30 pg) karst 9 mm’lik inhibisyon zonu
olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 31 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 20SS1 izolati, klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 ug) karsi hig¢ inhibisyon zonu olusturmamustir.
Test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 12 mm’den 32 mm’ye kadar inhibisyon
zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 20SS3 izolati, klindamisin (2 pg) ve basitrasin’e
(0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamugtir. Test edilen diger antibiyotiklere
kars1 ise 15 mm’den 33 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans
24SS1 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), sefalotin (30 pg), sefotaksim (5 pg), sefuroksim
sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg),
mupirosin (20 ug), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg),
basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi
goriilmiistiir. Rifampisin (5 pg) ve seftriakson’a (30 pg) karst 9 mm’lik inhibisyon zonu
olustururken diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlari
olusturmustur. B.halotolerans 24SS2 izolati, oksolinik asit (2 ug), sefadroksil (30 pg),
sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 ug), mupirosin (20
ug), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg),
basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 ug) karst hig inhibisyon zon olusturmamustir.
Penisilin G’e (10U) karst 7 mm ve neomisin’e (30 ug) karst 10 mm’lik inhibisyon
zonlart olusturdugu tespit edilmistir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den
35 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.halotolerans 25SS3 izolati,
basitrasin’e (0.04 ng) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Test edilen diger
antibiyotiklere kars1 ise 16 mm’den 45 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
B.halotolerans 26SS3 izolatimin, oleandomisin (15 pg), spektinomisin (100 pg),
klindamisin (2 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi
tespit edilmistir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise 12 mm’den 38 mm’ye kadar

inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.halotolerans 29SS3 izolati, basitrasin’e (0.04 nug)
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kars1 hig¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise 14

mm’den 44 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.

Hem ayni tuz 6rneginden izole edilen hem de farkli tuz orneklerinden izole edilen
B.halotolerans izolatlarinin test edilen antimikrobiyal maddelere karsi farkli duyarlilikta
reaksiyon gosterdikleri saptanmustir. Izolatlar arasinda 6zellikle B.halotolerans 14SS2
izolatinin tiim test edilen antimikrobiyal maddelere karsi inhibisyon zonlar1 olusturdugu
gbzlenmistir. Bu izolat, test edilen antimikrobiyal maddelerin % 27’sine kars1 12
mm’den 19 mm’ye kadar, % 61’ine kars1 20 mm’den 29 mm’ye kadar, % 12’sine karsi
30 mm’den 40 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmistir. Buna ragmen,
B. halotolerans 15SS2 izolatinin test edilen antimikrobiyal maddelerin % 48’ine kars1
hi¢ zon olusturmadigi saptanirken, test edilen antimikrobiyal maddelerin % 3’iine kars1
10 mm capinda, % 28’ine kars1 11 mm’den 19 mm’ye kadar, % 21’ine kars1 20 mm’den

30 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmustir.

B.licheniformis 2SS2 izolatinin, oksolinik asit (2 ug), penisilin G (10U), sefotaksim (5
ng), sefoksitin (30 ug), seftriakson (30 pg), sefuroksim sodyum (30 ug), nalidiksik asit
(30 ng), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5
ug), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmadig1 gozlenmistir. Piperasilin/Tazobaktam (110 pg), gentamisin’e (10 pg) ve
rifampisin’e (5 pg) karst 8 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturdugu
tespit edilmistir. Test edilen diger antibiyotiklere karst 12 mm’den 32 mm’ye kadar
inhibisyon zonlari olusturmustur. B.licheniformis 2SS3 izolati, oksolinik asit (2 pg),
penisilin G (10U), sefuroksim sodyum (30 pg), siprofloksasin (5 pg), pefloksasin (5
ug), neomisin (30 pg), tobramisin (10 pg), oleandomisin (15 ug), kloramfenikol (30
ug), mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 ug), klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon
zonu olusturmamustir. Sefoksitin’e (30 pg) karst1 9 mm ve ofloksasin’e (5 ng) kars1 10
mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir. Test edilen diger antibiyotiklere
kars1 13 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1t olusturmustur. B.licheniformis
4SS1 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10U), piperasilin/tazobaktam (110
ug), sefalotin (30 pg), seftazidim (30 ng), seftriakson (30 ug), sefuroksim sodyum (30
ug), nalidiksik asit (30 pg), norfloksasin (10 pg), ofloksasin (5 pg), amikasin (30 pg),
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gentamisin (10 pg), oleandomisin (15 ug), mupirosin (20 pg), trimetoprim-
sulfametoksazol (25 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve
novobiosin’e (30 pg) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir.
Sefoksitin (30 pug), neomisin (30 pg) ve kloramfenikol’e (30 pg) karst 7 mm’den 10
mm’ye kadar inhibisyon zonlart olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karsi
ise 11 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.licheniformis
14SS1 izolati, amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg; 30 pg), oksolinik asit (2 pg),
penisilin G (10U), sefalotin (30 pg), sefotaksim (5 pg), sefoksitin (30 pg), seftriakson
(30 pg), sefuroksim sodyum (30 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 pg),
kloramfenikol (30 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pug), vankomisin (5 ug),
basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hig inhibisyon zonu olusturmamustir.
Test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 12 mm’den 27 mm’ye kadar inhibisyon
zonlart olusturmustur. B.licheniformis 28SS2 izolatinin, oksolinik asit (2 pg),
sefadroksil (30 pg), sefalotin (30 ug), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg),
oleandomisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg), mupirosin (20 pg), spektinomisin (100
ug), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30
ug) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi gortilmistiir. Norfloksasin’e (10 pg) karsi
10 mm’lik inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 12
mm’den 34 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.licheniformis 30SS1
izolat1, oksolinik asit (2 ug), sefalotin (30 pg), nalidiksik asit (30 pg), norfloksasin (10
ug), ofloksasin (5 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg)
karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Klindamisin’e (2 pg) karst 7 mm’lik zon
olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den 36 mm’ye kadar

inhibisyon zonlar1 olusturmustur.

Hem ayni tuz orneginden izole edilen hem de farkli tuz orneklerinden izole edilen
B.licheniformis izolatlarinin test edilen antimikrobiyal maddelere kars1 farkli
duyarhlikta reaksiyon gosterdikleri saptanmistir. Bu ¢alismada izole edilen B.
licheniformis izolatlarinin oksolinik asit, vankomisin, basitrasin ve novobiosin’e karsi
hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi saptanmistir. B.licheniformis 4SS1 izolati, test edilen
antimikrobiyal maddelerin % 55’ine kars1 hi¢ zon olusturmazken % 12’ine kars1 < 10
mm’lik, % 21’ine karst 11 mm’den 19 mm’ye kadar, % 12’sine karsi 20 mm’den 30
mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmustir.
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B.mojavensis 7SS1 izolatimin, sefuroksim sodyum (30 pg), oleandomisin (15 pg),
kloramfenikol (30 pg), mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg),
klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karsi hi¢ inhibisyon
zonu olusturmadigi goriilmistiir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 11 mm’den 31
mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.mojavensis 12SS3 izolati, basitrasin’e
(0.04 pg) karst hig inhibisyon zonu olusturmamistir. Vankomisin’e (5 pg) karst 10
mm’lik inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den
40 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.mojavensis 24SS5 izolatinin,
oksolinik asit (2 pg), sefuroksim sodyum (30 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20
ng), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pug), vankomisin (5 pg),
basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi
tespit edilmistir. Penisilin G (10U), seftazidim (30 pg) ve eritromisin’e (15 pg) kars1 7
mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olustururken test edilen diger

antibiyotiklere karst 11 mm’den 29 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.

B.mojavensis izolatlarinin test edilen antimikrobiyal maddelere kars1 farkli duyarlilikta
reaksiyon gosterdikleri saptanmistir. B. mojavensis izolatlarinin tamaminin basitrasin’e

kars1 hi¢ zon olusturmadigi goriilmiistiir.

B.paralicheniformis 2SS4 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), sefotaksim (5 ug),
klindamisin (2 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hi¢ inhibisyon
zonu olusturmadig goriilmistiir. Diger test edilen antibiyotiklere karsi ise 12 mm’den
36 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 6SS3 izolati,
eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 ug) ve basitrasin’e (0.04 pg) karsi hig inhibisyon
zonu olusturmamistir. Klindamisin’e (2 pg) karst 8 mm’lik inhibisyon zonu
olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 12 mm’den 36 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 7SS2 izolatinin, eritromisin (15
ug), oleandomisin (15 pg), klindamisin (2 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hig
inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir. Kloramfenikol’e (30 pg) karsi 10
mm’lik inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 12
mm’den 42 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 9SS1
izolati, amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg; 30 pg), sefuroksim sodyum (30 pg),
eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), klindamisin (2 pg),
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vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hig inhibisyon
zonu olusturmamustir. Sefalotin’e (30 pg) karst1 7 mm ve sefotaksim’e (5 pg) karst 10
mm’lik inhibisyon zonlar1 olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 11
mm’den 32 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 9SS3
izolati, amoksisilin/klavulanik asit (20/10 ug; 30 pg), oksolinik asit (2 pg), penisilin G
(10U), sefadroksil (30 pg), sefalotin (30 pg), sefotaksim (5 pg), sefuroksim sodyum (30
ug), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 ug), spektinomisin (100
ug), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30
ng) karsi hig inhibisyon zonu olusturmamistir. Karbenisilin (100 pg), sefoksitin (30 pg)
ve rifampisin’e (5 pg) karst 9 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlar
olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise 12 mm’den 34 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 10SS1 izolatimin, karbenisilin
(100 png), oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10U), sefadroksil (30 ng), sefalotin (30 png),
sefotaksim (5 pg), sefuroksim sodyum (30 pg), pefloksasin (5 pg), amikasin (30 pg),
gentamisin (10 pg), neomisin (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg),
mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 ug), klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 ug) karsi hig inhibisyon
zonu olusturmadigr goriilmiistiir. Seftriakson’a (30 ug) karst 8 mm’lik inhibisyon zonu
olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 11 mm’den 31 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 10SS2 izolati, oksolinik asit (2
ng), sefoksitin (30 pg), neomisin (30 pg), oleandomisin (15 pg), spektinomisin (100
ug), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30
ug) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Sefadroksil’e (30 pg) karst 10 mm’lik
inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karst 11 mm’den 33
mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.paralicheniformis 11SS3 izolatinin,
oksolinik asit (2 pug), penisilin G (10U), piperasilin/tazobaktam (110 pg), sefadroksil
(30 pg), sefalotin (30 ug), sefotaksim (5 pg), sefoksitin (30 pg), seftriakson (30 pg),
sefuroksim sodyum (30 pg), nalidiksik asit (30 pg), norfloksasin (10 pg), amikasin (30
ng), gentamisin (10 pg), neomisin (30 pg), tobramisin (10 pg), eritromisin (15 pg),
mupirosin (20 ug), spektinomisin (100 pg), trimetoprim-sulfametoksazol (25 ng),
klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon

zonu olusturmadigr goriilmiistiir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise 12 mm’den
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28 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 13SS1 izolati,
karbenisilin (100 pg), oksolinik asit (2 pg), sefadroksil (30 pg), sefotaksim (5 pg),
sefoksitin (30 pg), neomisin (30 ug), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg),
mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), Klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hic inhibisyon
zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 15 mm’den 35 mm’ye
kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.paralicheniformis 13SS2 izolatinin, penisilin
G (10U), sefotaksim (5 ug), sefoksitin (30 pg), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin
(15 png), oleandomisin (15 pug), mupirosin (20 pg), spektinomisin (100 pg), trimetoprim-
sulfametoksazol (25 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve
novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir.
Oksolinik asit (2 ug), sefalotin (30 ug) ve rifampisin’e (5 pg) karst 7 mm’den 10
mm’ye kadar inhibisyon zonlart olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karsi
ise 11 mm’den 28 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis
16SS3 izolati, oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10U), sefalotin (30 pg), sefuroksim
sodyum (30 pg), eritromisin (15 ug), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg),
klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg)
kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise
11 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.paralicheniformis
19SS4 izolatinin, amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), penisilin G (10U), sefalotin (30
ng), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), mupirosin (20 pg), spektinomisin
(100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e
(30 pg) kars1 hig inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir. Sefadroksil (30 pg),
oleandomisin (15 ng), kloramfenikol (30 pg) ve rifampisin’e (5 pg) karst 9 mm’den
10 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olugturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karsi
ise 11 mm’den 27 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis
20SS2 izolat, amoksisilin/klavulanik asit (30 ug), oksolinik asit (2 ug), sefalotin (30
ng), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin
(20 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04
ng) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Penisilin G’e
(10U) kars1 9 mm’lik inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi

12 mm’den 29 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.paralicheniformis
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22SS1 izolatimmn, sefotaksim (5 pg), seftazidim (30 pg), eritromisin (15 pg),
oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg),
klindamisin (2 ug), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg)
kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmiistiir. Test edilen diger antibiyotiklere
karsi 13 mm’den 43 mm’ye kadar inhibisyon zonlari  olusturmustur.
B.paralicheniformis 22SS4 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon
zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karst 13 mm’den 45 mm’ye
kadar inhibisyon zonlart olusturmustur. B.paralicheniformis 23SS1 izolatinin,
amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), oksolinik asit (2 ug), penisilin G (10U), sefadroksil
(30 pg), sefalotin (30 ug), sefotaksim (5 pg), sefoksitin (30 pg), sefuroksim sodyum (30
ng), norfloksasin (10 pg), ofloksasin (5 pg), tobramisin (10 pg), eritromisin (15 pg),
oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), spektinomisin (100 ug), klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 ug) karsi hig inhibisyon
zonu oOlusturmadigr tespit edilmistir. Kloramfenikol’e (30 pg) karst 8 mm ve
rifampisin’e (5 pg) karst 10 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Test edilen diger
antibiyotiklere karst 12 mm’den 28 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
B.paralicheniformis 24SS3 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon
zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 13 mm’den 30 mm’ye
kadar inhibisyon zonlart olusturmustur. B.paralicheniformis 25SS1 izolatinin,
oksolinik asit (2 pg), sefuroksim sodyum (30 pg), oleandomisin (15 pg), rifampisin
(5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04
ug) ve novobiosin’e (30 pg) karst hig inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmistiir.
Penisilin G’e (10U) kars1 8 mm’lik inhibisyon zonu olustururken test edilen diger
antibiyotiklere karst 11 mm’den 35 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
B.paralicheniformis 26SS1 izolati, oksolinik asit (2 pg), sefuroksim sodyum (30 pg),
oleandomisin (15 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg)
ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Neomisin’e (30 pg)
karst 9 mm ve novobiosin’e (30 ug) karst 10 mm’lik inhibisyon zonlari olustururken
test edilen diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den 31 mm’ye kadar inhibisyon zonlari
olusturmustur. B.paralicheniformis 27SS3 izolatinin, penisilin G (10U), eritromisin
(15 pg), oleandomisin (15 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin
(5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsit hig inhibisyon zon
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olusturmadig tespit edilmistir. Amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), sefalotin (30 ug) ve
kloramfenikol’e (30 pg) karsi 10 mm’lik inhibisyon zonlari olusturmustur. Test edilen
diger antibiyotiklere karst 11 mm’den 37 mm’ye kadar inhibisyon zonlar
olusturmustur. B.paralicheniformis 28SS1 izolati, oksolinik asit (2 ug), sefuroksim
sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 ug) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamastir.
Penisilin G (10U), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), rifampisin’e (5 ug) karsi
10 mm’lik inhibisyon zonlar1 olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11
mm’den 29 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.paralicheniformis 28SS3
izolatinin, oksolinik asit (2 pg), seftazidim (30 pg), seftriakson (30 pg), sefuroksim
sodyum (30 pg), nalidiksik asit (30 pg), eritromisin (15 ug), oleandomisin (15 png),
spektinomisin (100 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmadigi goriilmiistiir. Neomisin (30 pg) ve tobramisin’e (10 pg) karst 10 mm’lik
inhibisyon zonlar1 olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den

31 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.

Hem ayni tuz 6rneginden izole edilen hem de farkli tuz orneklerinden izole edilen
B.paralicheniformis izolatlarinin basitrasin hari¢ test edilen diger antimikrobiyal
maddelere  karst  farkli  duyarlilikta  reaksiyon  gosterdikleri — gdzlenmistir.
B.paralicheniformis 11SS3 izolati, test edilen antimikrobiyal maddelerin % 67’sine
kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmazken, % 15’ine kars1 11 mm’den 19 mm’ye kadar,

% 18’ine kars1 20 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmustir.

B.pumilus 5SS1 izolatinin, oksolinik asit (2 ug), penisilin G (10U), sefuroksim sodyum
(30 png), norfloksasin (10 pg), tobramisin (10 pg), oleandomisin (15 pg), spektinomisin
(100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hig
inhibisyon zonu olusturmadigi gozlenmistir. Rifampisin’e (5 pg) karst 9 mm’lik
inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den
35 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.pumilus 8SS1 izolati, sefotaksim
(5 ng), seftazidim (30 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hig¢ inhibisyon zonu
olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 17 mm’den 45 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.pumilus 8SS4 izeolatimin, sefotaksim (5 pg),
seftazidim (30 pg), spektinomisin (100 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30
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ug) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir. Test edilen diger
antibiyotiklere karst 12 mm’den 40 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
B.pumilus 17SS2 izolati, sefotaksim (5 pg), seftazidim (30 pg), eritromisin (15 ng),
oleandomisin (15 ng), kloramfenikol (30 ug), mupirosin (20 pg), spektinomisin (100
ug), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30
ug) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Penisilin G’e (10U) karst1 9 mm’lik
inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 36
mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.pumilus 30SS2 izolatinin, oksolinik
asit (2 pg), penisilin G (10U), sefadroksil (30 pg), sefotaksim (5 pg), sefuroksim
sodyum (30 ng), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg),
rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg),
basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi
goriilmiistiir. Test edilen diger antibiyotiklere karst 11 mm’den 29 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.pumilus 30SS4 izelati, oksolinik asit (2 nug),
penisilin G (10U), sefadroksil (30 ug), sefalotin (30 pg), sefotaksim (5 pg), seftazidim
(30 ng), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5
ug), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmamustir. Eritromisin’e (15 pg) karst 10 mm’lik inhibisyon zonu olustururken
test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlari

olusturmustur.

Hem ayni tuz Orneginden izole edilen hem de farkli tuz 6rneklerinden izole edilen
B.pumilus izolatlarinin basitrasin harig test edilen diger antimikrobiyal maddelere karsi
farkli duyarlilikta reaksiyon gosterdikleri gozlenmistir. B. pumilus izolatlar1 arasinda
30SS2 izolati, test edilen antimikrobiyal maddelerin % 43’iine kars1 hi¢ inhibisyon zonu
olusturmazken, % 27°sine karsti 11 mm’den 19 mm’ye kadar, % 30’una karsi

20 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmustir.

B.safensis 3SS3 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10U), sefadroksil (30 pg),
sefoksitin (30 pg), seftriakson (30 pg), sefuroksim sodyum (30 ng), pefloksasin (5 pg),
nalidiksik asit (30 pg), norfloksasin (10 pg), gentamisin (10 pg), neomisin (30 pg),
tobramisin (10 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg),
mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg),
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vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 ug) karsi hig inhibisyon
zonu olusturmadigr goriilmistiir. Siprofloksasin’e (5 pg) karsi 10 mm’lik inhibisyon
zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere kars1 12 mm’den 25 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.safensis 11SS2 izelati, basitrasin’e (0.04 ug) karsi
hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Sefotaksim (5 pg), sefuroksim sodyum (30 ng),
mupirosin (20 ug) ve novobiosin’e (30 pg) karst 9 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon
zonlar1 olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karst 12 mm’den 40 mm’ye
kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.safensis 22SS2 izolatinin, oleandomisin (15
ug), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e
(0.04 ng) karst hig inhibisyon zonu olusturmadigr goriilmiistiir. Sefuroksim sodyum
(30 pg), mupirosin (20 pg) ve rifampisin’e (5 pg) karst 9 mm’den 10 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karst 13 mm’den 41
mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.safensis 25SS2 izolati, oksolinik asit
(2 ng), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 pg),
rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg),
basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karsi hig inhibisyon zonu olusturmamustir.
Amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), norfloksasin (10 pg) ve mupirosin’e (20 pg) karsi
10 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 12

mm’den 32 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur.

Farkli tuz orneklerinden izole edilen B.safensis izolatlarinin basitrasin harig test edilen
diger antimikrobiyal maddelere karsi farkli duyarlilikta reaksiyon gosterdikleri
gozlenmistir. B. safensis izolatlari arasinda 3SS3 izolati, test edilen antimikrobiyal
maddelerin % 67°sine kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmazken, % 3’iine kars1 10 mm,
% 24’tne karst 11 mm’den 19 mm’ye kadar, % 6’sma karst 20 mm’den 30 mm’ye

kadar inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmustir.

B.siamensis 15SS3 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 19 mm’den 52 mm’ye kadar

inhibisyon zonlari olusturmustur.

B.subtilis 14SS3 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10U), sefadroksil (30
ug), sefalotin (30 ng), sefotaksim (5 pg), sefoksitin (30 pg), seftriakson (30 pg),
sefuroksim sodyum (30 pg), amikasin (30 pg), neomisin (30 pg), eritromisin (15 pg),
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oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg),
klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg)
kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmistiir. Piperasilin/tazobaktam (110 pg),
norfloksasin (10 pg), trimetoprim-sulfametoksazol (25 pg) ve tobramisin’e (10 pg)
karst 9 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. Test edilen diger
antibiyotiklere karsi 11 mm’den 32 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
B.subtilis 16SS2 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 ng) karsi hi¢ inhibisyon zonu
olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 17 mm’den 43 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.subtilis 18SS2 izolatimin, sadece basitrasin’e (0.04
ug) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir. Test edilen diger

antibiyotiklere kars1 14 mm’den 41 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.

Farkli tuz orneklerinden izole edilen B.subtilis izolatlarinin basitrasin hari¢ test edilen
diger antimikrobiyal maddelere karsi farkli duyarlilikta reaksiyon gosterdikleri
gozlenmistir. B. subtilis izolatlar1 arasinda 14SS3 izolati, test edilen antimikrobiyal
maddelerin % 58’sine kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmazken, % 12’sine kars1 < 10
mm’den kiigiik, % 21’ine karsi 11 mm’den 19 mm’ye kadar, % 6’sina karsi 20 mm’den

30 mm’ye kadar, % 3’iinlin de 32 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturdugu belirlenmistir.

B.tequilensis 10SS3 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmamistir. Sefotaksim’e (5 pg) karst 10 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu
gozlenirken test edilen diger antibiyotiklere karsi 15 mm’den 42 mm’ye kadar
inhibisyon zonulari olusturmustur. B.tequilensis 23SS2 izolati, amoksisilin/klavulanik
asit (30 pg), sefadroksil (30 pg), sefalotin (30 ug), seftriakson (30 ug), sefuroksim
sodyum (30 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 pg), tobramisin (10 pg), eritromisin
(15 pg), oleandomisin (15 pg), kloramfenikol (30 ug), mupirosin (20 pg), rifampisin (5
ug), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e
(30 ug) karsi hig inhibisyon zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi
ise 12 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. B.tequilensis 24SS4
izolatinin, sadece basitrasin’e (0.04 ng) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmadig
goriilmiistiir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 12 mm’den 50 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.tequilensis 29SS1 izolati, oksolinik asit (2 ug),
penisilin G (10U), sefalotin (30 pg), sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg),
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oleandomisin (15 pg), mupirosin (20 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg),
vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 ug) ve novobiosin’e (30 ug) karsi hig inhibisyon
zonu olusturmamustir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 11 mm’den 38 mm’ye
kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.tequilensis 30SS3 izolatinin, sefadroksil (30
ug), sefalotin (30 ng), sefotaksim (5 pg), sefoksitin (30 pg), seftriakson (30 pg),
sefuroksim sodyum (30 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 ug), kloramfenikol
(30 ug), mupirosin (20 pg), rifampisin (5 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2
ug), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmadigr tespit edilmistir. Test edilen diger antibiyotiklere karsi ise 13 mm’den 30

mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur.

Farkli tuz orneklerinden izole edilen B. tequilensis izolatlarinin basitrasin hari¢ test
edilen diger antimikrobiyal maddelere kars1 farkli duyarlilikta reaksiyon gosterdikleri
gbzlenmistir. B. tequilensis izolatlar1 arasinda 23SS2 izolati, test edilen antimikrobiyal
maddelerin % 52’sine kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmazken, % 18’ine karsi 11
mm’den 19 mm’ye kadar, % 30’una karst 20 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon

zonlar1 olusturdugu saptanmastir.

B.velezensis 2SS1 izolati, sefuroksim sodyum (30 ug), norfloksasin (10 pg), tobramisin
(10 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04
ug) ve novobiosin’e (30 ug) karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigi gézlenirken
rifampisin’e (5 pg) karst 10 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur. Test edilen diger
antibiyotiklere karsi ise 12 mm’den 27 mm’ye kadar inhibisyon zonlar: olugturmustur.
B.velezensis 3SS2 izolatimin, oksolinik asit (2 pg), sefadroksil (30 pg), sefuroksim
sodyum (30 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 ug) ve basitrasin’e (0.04 pg) karsi
hi¢ inhibisyon zonu olusturmadig gérilmiistiir. Seftazidim (30 pg), pefloksasin (5 pg),
nalidiksik asit (30 pg) ve amikasin’e (30 pg) karst 8 mm’den 10 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 ise 11 mm’den
35 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.velezensis 3SS5 izolati, basitrasin
(0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Test
edilen diger antibiyotiklere kars1 ise 17 mm’den 53 mm’ye kadar inhibisyon zonlar
olusturmustur. B.velezensis 4SS3 izolati, sadece basitrasin’e (0.04 ng) karsi hig

inhibisyon zonu olusturmamistir. Sefotaksim (5 pg), pefloksasin (5 pg) ve
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levofloksasin’e (5 pg) kars1 10 mm’lik inhibisyon zonulari olustururken test edilen diger
antibiyotiklere karsi 11 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
B.velezensis 5SS2 izolatimin, penisilin G (10U), seftazidim (30 pg), sefuroksim sodyum
(30 ng), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15 ug), mupirosin (20 ug), klindamisin (2
ug), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hig
inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmiistiir. Sefotaksim’e (5 pg) karst 10 mm’lik
inhibisyon zonu olustururken test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 42
mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.velezensis 5SS4 izolati,
piperasilin/tazobaktam (110 pg), klindamisin (2 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hig
inhibisyon zonu olugturmamistir. Nalidiksik asit (30 pg), neomisin (30 pg), rifampisin
(5 ng) ve vankomisin’e (5 pg) karst 8 mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlari
olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere karsi 11 mm’den 40 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.velezensis 6SS2 izolati, oksolinik asit (2 ug),
penisilin G (10U), sefadroksil (30 pg), sefalotin (30 pg), seftriakson (30 pg),
sefuroksim sodyum (30 pg), pefloksasin (5 pg), oleandomisin (15 pg), mupirosin (20
ng), spektinomisin (100 ug), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04
ug) ve novobiosin’e (30 pg) karst hig inhibisyon zonu olusturmamistir. Kloramfenikol
(30 pg), karbenisillin (100 pg), levofloksasin (5 pg) ve rifampisin’e (5 pg) karst 8
mm’den 10 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur. Test edilen diger
antibiyotiklere kars1 11 mm’den 25 mm’ye kadar inhibisyon zonulari olusturmustur.
B.velezensis 15SS1 izolatinin, oksolinik asit (2 pg), penisilin G (10U), sefalotin (30
ug), sefoksitin (30 pg), sefuroksim sodyum (30 ug), eritromisin (15 ug), oleandomisin
(15 pg), kloramfenikol (30 pg), mupirosin (20 pg), spektinomisin (100 pg), klindamisin
(2 pg), vankomisin (5 pg), basitrasin (0.04 pg) ve novobiosin’e (30 pg) karst hig
inhibisyon ~ zonu  olusturmadigi  gorilmiistir.  Rifampisin -~ (5 ug) ve
amoksisilin/klavulanik asit’e (20/10 pg; 30 pg) karst 9 mm’den 10 mm’ye kadar
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 12 mm’den 28
mm’ye kadar inhibisyon zonlar1 olusturmustur. B.velezensis 21SS1 izolati, sadece
basitrasin’e (0.04 pg) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmamistir. Test edilen diger
antibiyotiklere karst 17 mm’den 50 mm’ye kadar inhibisyon zonlari olusturmustur.
B.velezensis 27SS1 izolatinin, sefotaksim (5 pg), eritromisin (15 pg), oleandomisin (15

ng), klindamisin (2 pg), vankomisin (5 pg) ve basitrasin’e (0.04 pg) karst hig
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inhibisyon zonu olusturmadig tespit edilimistir. Penisilin G (10U), sefadroksil (30 ug),
neomisin (30 pg) ve kloramfenikol’e (30 pg) karsi 10 mm’lik inhibisyon zonlari
olusturmustur. Test edilen diger antibiyotiklere kars1 11 mm’den 34 mm’ye kadar

inhibisyon zonlar1 olusturmustur.

Hem ayni tuz Orneginden izole edilen hem de farkli tuz 6rneklerinden izole edilen
B.velezensis izolatlarinin basitrasin hari¢ test edilen diger antimikrobiyal maddelere
kars1 farkli duyarlilikta reaksiyon gosterdikleri gozlenmistir. B. velezensis izolatlari
arasinda 6SS2 izolatinin test edilen antimikrobiyal maddelerin % 43’iine karsi hig
inhibisyon zonu olusturmazken, % 12’sine kars1 < 10 mm’den kii¢iik, % 33’iine kars1 11
mm’den 19 mm’ye kadar, % 12’sine kars1 20 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon
zonlar1 olusturdugu saptanmistir. B. velezensis izolatlar1 arasinda ve 15SS1 izolatinin
test edilen antimikrobiyal maddelerin % 43’tine karst hi¢ inhibisyon zonu
olusturmazken, % 6’sma karst < 10 mm’den kiigiik, % 18’ine karst 11 mm’den 19
mm’ye kadar, % 33’line karsi 20 mm’den 30 mm’ye kadar inhibisyon zonlari

olusturdugu saptanmustir.

Sara¢ ve Ugur (2008), arastirmalarinda, B.subtilis ATCC6633 izolatinin penisilin G’ye
(10U) karst 11 mm, amoksisilin/klavulanik asit’e (20/10 pg; 30 pg) karst 23 mm
inhibisyon zonu olusturdugunu rapor etmislerdir. B.subtilis NC11 izolatinin amikasin’e
(30 pg) 33 mm, sefalotin’e (30 pug) 51 mm, kloramfenikol’e (30 pg) 31 mm,
siprofloksasin’e (5 pg) 33 mm, eritromisin’e (15 pg) 30 mm, gentamisin’e (10 pg) 28
mm, norfloksasin’e (10 ug) 31 mm, ofloksasin’e (5 pug) 29 mm ve oksolinik asit’e (2
ug) karst 27 mm inhibisyon zonu olusturdugunu gézlemlemislerdir (Thirabunyanon ve
Thongwittaya, 2012). Hoa ve arkadaslart (2000) nin yaptiklari bir arastirmada B.subtilis
PY79’un neomisin’e (30 pg) 27 mm, rifampisin’e (5 pg) 19 mm, tobramisin’e (150 pg)
28 mm, novobiyosin’e (30 pg) 24 mm ve eritromisin’e (15 pg) karst 29 mm inibisyon

zonu olusturdugunu sdylemislerdir.

Choi ve arkadaslar1 (2011), B. mojavensis KJS-3 izolatinin sefotoksim’e (5 pg) 17,
sefadroksil’e (30 pg) 29 mm, seftazidim’e (30 pg) 21 mm, gentamisin’e (10 pg) 30 mm,
rifampisin’e (5 pg) 21 mm, siprofloksasin’e (5 pg) 35 mm, norfloksasin’e (10 ug) 36
mm, levofloksasin’e (5 pg) 26 mm, eritromisin’e (15 pg) 28 mm, trimetoprim-

sulfametoksazol’e (25 pug) 30 mm ve vankomisin’e (5 pg) karst 19 mm inhibisyon zonu
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olustururken Dbasitrasin’e  (10U) karst hi¢ inhibisyon zonu olusturmadigini

aciklamisglardir.

Bu calismada izole edilen 83 izolatin % 97.6°s1 basitrasin’e; % 62.7’si klindamisin’e; %
56.6’s1 vankomisin’e; % 53’u oleandomisin’e; % 51.8’1 novobiosin’e; % 48.2°si
spektinomisin’e; % 45.8’i sefuroksim sodyum’a; % 41°i mupirosin, oksolinik asit ve
eritromisin’e; % 30.1°1 penisillin G’e; % 27.7’si sefalotin’e; % 24’1 sefotaksim’e; %
20.5’1 sefadroksil’e; % 18’1 rifampisin’e; % 13.3” sefoksitin’e; % 12’si kloramfenikol
ve seftriakson’a; % 9.6’s1 amoksisilin/klavulanik asit, neomisin ve seftazidim’e; %
8.4°1 amikasin, nalidiksik asit, norfloksasin ve tobramisin’e; % 7.2’si gentamisin’e; %
4.8’1 ofloksasin ve pefloksasin’e; % 4.8’i piperasilin/tazobaktam’a, % 3.6’s1
trimetoprim/siilfametoksazol’e; % 2.4°ti karbenisilin’e; % 1.2’si levofloksasin ve
siprofloksasin’e karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir. Test edilen antibiyotiklere

kars1 zon olusturmayan Bacillus izolatlariin sayilar1 Sekil 3.8’de gosterilmistir.

siprofloksasin m1
levofloksasin m1
karbenisilin = 2
trimetoprim/siilfametoksazol = 3
piperasilinftazobaktam m—m 4
pefloksasin 4
ofloksasin = 4
gentamisin G
tobramisin - —— 7

norfloksasin - —— 7
nalidiksik asit ———
amikasin E——
seftazidim o— g
necmisin I 3
——

amoksisilin/klavulanik asit
ceftrigkson E— ]
kloramfenikol — 10
sefoksitin  ——— 11
rifampisin  E— — ]
sefadroksil EE—— ] 7
sefotaksim  S———— 7
sefalotin TEEE—— T
penisillin G S G —— 7 S
eritromisin I Tl
oksolinik asit S EEE——— ]
mupirosin - N T ]
sefuroksim sodyum — E— —— S T
spektinomisin  E  — — —— ]
novobiosin I ] ]
oleandomisin | ———— ]
vankomisin I | 7
klindamisin I ————— . ©
basitrasin I |

]

10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 3. 8 Test edilen antibiyotiklere karsi zon olusturmayan izolat sayilar.
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B. paralicheniformis (11SS3) ve B. safensis izolatlar1 uygulanan 33 c¢esit antibiyotigin

22’sine kars1 hi¢ inhibisyon zonu olusturmamisken B.halotolerans (14SS2) biitiin

antibiyotiklere kars1 inhibisyon zonu olusturmustur (Tablo 3.11).

Tablo 3. 11 Antimikrobiyal maddelere kars1 zon olusturmayan Bacillus izolatlari.

6rr?;llizleri izolat ve Kodu izolatlarm zon olusturmadiklar antimikrobiyaller
1 B. halotolerans (1SS4) 2 Antimikrobiyal madde (P, B)
B.velezensis (2SS1) 8 Antimikrobiyal madde (CXM, NOR, TOB, SH, DA, VA, B, NV)
B.licheniformis (25S2) 13 Antimikrobiyal madde (OA, P, CTX, FOX, CRO, CXM, NA, OL, MUP, DA,
) VA, B, NV)
B.licheniformis (25S3) 1D1A\r}2\mll3kr’3$/l)yal madde (OA, P, CXM, CIP, PEF, N, TOB, OL, C, MUP, RD, SH,
B.paralicheniformis (2554) 5 Antimikrobiyal madde (OA, CTX, DA, B, NV)
B.velezensis (3SS2) 6 Antimikrobiyal madde (OA, CFR, CXM, DA, VA, B)
3 B.safensis (35S3) 22 Antimikrobiyal madde (OA, P, CFR, FOX, CRO, CXM, PEF, NA, NOR, CN, N,
TOB, E, OL, C, MUP, RD, SH, DA, VA, B, NV)
B.velezensis (3SS5) 2 Antimikrobiyal madde (B, NV)
B.licheniformis (4SS1) 19 Antimikrobiyal madde (OA, P, TZP, KF, CAZ, CRO, CXM, NA, NOR, OFX,
AK, CN, OL, MUP, SXT, DA, VA, B, NV)
4 B.halotolerans (4SS2) 8 Antimikrobiyal madde (OA, LEV, NA, OFX, AK, N, B, NV)
B.velezensis (4SS3) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.pumilus (5SS1) 10 Antimikrobiyal madde (OA, P, CXM, NOR, TOB, OL, SH, DA, VA, B)
B.velezensis (5552) 10 Antimikrobiyal madde (P, CAZ, CXM, E, OL, MUP, DA, VA, B, NV)
> B.halotolerans (5SS3) 2 Antimikrobiyal madde (VA, B)
B.velezensis (5SS4) 3 Antimikrobiyal madde (TZP, DA, B)
B.velezensis (6552) 14 Antimikrobiyal madde (OA, P, CFR, KF, CRO, CXM, PEF, OL, MUP, SH, DA,
6 VA, B, NV)
B.paralicheniformis (6SS3) 3 Antimikrobiyal madde (E, OL, B)
B.mojavensis (7SS1) 9 Antimikrobiyal madde (CXM, OL, C, MUP, RD, SH, DA, VA, B)
7 B.paralicheniformis (7SS2) 4 Antimikrobiyal madde (E, OL, DA, B)
B.halotolerans (7SS3) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.pumilus (8SS1) 3 Antimikrobiyal madde (CTX, CAZ, B)
8 B.halotolerans (8SS2) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.pumilus (8SS4) 5 Antimikrobiyal madde (CTX, CAZ, SH, B, NV)
B.paralicheniformis (9SS1) 9 Antimikrobiyal madde (AMC, CXM, E, OL, MUP, DA, VA, B, NV)
9 B.amyloliquefaciens (9SS2) 2 Antimikrobiyal madde (AK, SH)
B.paralicheniformis (95S3) lDE:A\A\r}g\mékrlgiJ/I)yal madde (AMC, OA, P, CFR, KF, CTX, CXM, E, OL, MUP, SH,
B.paralicheniformis (L0SS1) éOLA’\r;ItLIJrTI;IKF;ongﬁI rSch\ifAfCéMT\‘\C/))A P, CFR, KF, CTX, CXM, PEF, AK, CN, N, E,
10 B.paralicheniformis (10SS2) | 9 Antimikrobiyal madde (OA, FOX, N, OL, SH, DA, VA, B, NV)
B.tequilensis (10SS3) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.safensis (11SS2) 1 Antimikrobiyal madde (B)
1 B paralicheniformis (115s3) | 22.Antimikrobiyal madde (OA, P, TZP, CFR, KF, CTX, FOX, CRO, CXM, NA,
NOR, AK. CN, N, TOB, E, MUP, SH, SXT, DA, VA, B)
1 B.halotolerans (12SS2) 1 Antimikrobiyal madde (B)

B.mojavensis (12SS3)

1 Antimikrobiyal madde (B)
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Tablo 3. 11 devami

Tuz . : A .
srnekleri Izolat ve Kodu Izolatlarin zon olusturmadiklar: antimikrobiyaller
. . . 15 Antimikrobiyal madde (CAR, OA, CFR, CTX, FOX, N, E, OL, MUP, RD, SH,
B.paralicheniformis (13SS1) DA, VA, B, NV)
13 B.paralicheniformis (13552) 1B3 ;\?\r}')umlkroblyal madde (P, CTX, FOX, CXM, E, OL, MUP, SH, SXT, DA, VA,
B.halotolerans (13SS3) 10 Antimikrobiyal madde (KF, CXM, E, OL, MUP, SH, DA, VA, B, NV)
- - - 16 Antimikrobiyal madde (AMC, OA, P, KF, CTX, FOX, CRO, CXM, AK, CN, C,
B.licheniformis (14SS1) SH, DA, VA, B, NV)
14 B.halotolerans (14SS2) 0 Antimikrobiyal madde
- 19 Antimikrobiyal madde (OA, P, CFR, KF, CTX, FOX, CRO, CXM, AK, N, E,
B.subtilis (145S3) OL, MUP, RD, SH, DA, VA, B, NV)
B.velezensis (15SS1) 1B4 NA\r}')[lmlkroblyal madde (OA, P, KF, FOX, CXM, E, OL, C, MUP, SH, DA, VA,
15 16 Antimikrobiyal madde (OA, P, TZP, CFR, KF, CTX, CXM, E, OL, MUP, RD,
B.halotolerans (15SS2) SH, DA, VA, B, NV)
B.siamensis (15SS3) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.halotolerans (16SS1) 1 Antimikrobiyal madde (B)
16 B.subtilis (16SS2) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.paralicheniformis (16SS3) | 11 Antimikrobiyal madde (OA, P, KF, CXM, E, OL, MUP, DA, VA, B, NV)
17 B.halotolerans (17SS1) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.pumilus (17SS2) 11 Antimikrobiyal madde (CTX, CAZ, E, OL, C, MUP, SH, DA, VA, B, NV)
18 B.halotolerans (18SS1) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.subtilis (18SS2) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.halotolerans (19SS1) 12 Antimikrobiyal madde (AMC, P, CFR, KF, CXM, E, OL, MUP, DA, VA, B,
19 NV)
B.paralicheniformis (19SS4) | 11 Antimikrobiyal madde (AMC, P, KF, CXM, E, MUP, SH, DA, VA, B, NV)
B.halotolerans (20SS1) 3 Antimikrobiyal madde (DA, VA, B)
20 B.paralicheniformis (20SS2) hzv,)Antlmlkroblyal madde (AMC, OA, KF, CXM, E, OL, MUP, SH, DA, VA, B,
B.halotolerans (20SS3) 2 Antimikrobiyal madde (DA, B)
B.velezensis (21SS1) 1 Antimikrobiyal madde (B)
21 B.atrophaeus (21SS2) 9 Antimikrobiyal madde (P, KF, E, OL, MUP, DA, VA, B, NV)
B.atrophaeus (21SS3) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.paralicheniformis (22SS1) | 11 Antimikrobiyal madde (CTX, CAZ, E, OL, MUP, RD, SH, DA, VA, B, NV)
22 B.safensis (22SS2) 5 Antimikrobiyal madde (OL, SH, DA, VA, B)
B.paralicheniformis (22SS4) | 1 Antimikrobiyal madde (B)
. . . 19 Antimikrobiyal madde (AMC, OA, P, CFR, KF, CTX, FOX, CXM, NOR, OFX,
’ B.paralicheniformis (23SS1) TOB, E, OL, MUP, SH, DA, VA, B, NV)
B.tequilensis (235S2) 17 Antimikrobiyal madde (AMC, CFR, KF, CRO, CXM, AK, CN, TOB, E, OL, C,
1eq MUP, RD, SH, DA, B, NV)
B.halotolerans (24SS1) ll\lii/,)ﬁ\ntlmlkroblyal madde (OA, KF, CTX, CXM, E, OL, C, MUP, SH, DA, VA, B,
B.halotolerans (24SS2) ’1\12\/;’-\nt|m|krob|yal madde (OA, CFR, CXM, E, OL, MUP, RD, SH, DA, VA, B,
24
B.paralicheniformis (24SS3) | 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.tequilensis (24SS4) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.mojavensis (24SS5) 10 Antimikrobiyal madde (OA, CXM, OL, MUP, RD, SH, DA, VA, B, NV)
B.paralicheniformis (25SS1) | 9 Antimikrobiyal madde (OA, CXM, OL, RD, SH, DA, VA, B, NV)
25 B.safensis (25SS2) 10 Antimikrobiyal madde (OA, CXM, E, OL, RD, SH, DA, VA, B, NV)

B.halotolerans (25SS3)

1 Antimikrobiyal madde (B)
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Tablo 3. 11 devamu

Tuz . : - .
srnekleri Izolat ve Kodu Izolatlarin zon olusturmadiklar: antimikrobiyaller

2 B.paralicheniformis (26SS1) | 7 Antimikrobiyal madde (OA, CXM, OL, SH, DA, VA, B)
B.halotolerans (26SS3) 4 Antimikrobiyal madde (OL, SH, DA, B)

97 B.velezensis (27SS1) 6 Antimikrobiyal madde (CTX, E, OL, DA, VA, B)
B.paralicheniformis (27SS3) | 8 Antimikrobiyal madde (P, E, OL, SH, DA, VA, B, NV)
B.paralicheniformis (28SS1) | 7 Antimikrobiyal madde (OA, CXM, E, SH, DA, VA, B)

8 B.licheniformis (28552) ll\lfi/)Antlmlkroblyal madde (OA, CFR, KF, CXM, E, OL, C, MUP, SH, DA, VA, B,
B.paralicheniformis (28SS3) | 9 Antimikrobiyal madde (OA, CAZ, CRO, CXM, NA, E, OL, SH, B)

- B.tequilensis (29SS1) 12 Antimikrobiyal madde (O, P, KF, CXM, E, OL, MUP, SH, DA, VA, B, NV)
B.halotolerans (29SS3) 1 Antimikrobiyal madde (B)
B.licheniformis (30SS1) 8 Antimikrobiyal madde (OA, KF, NA, NOR, OFX, VA, B, NV)
B.pumilus (30SS2) 14 Antimikrobiyal madde (OA, P, CFR, CTX, CXM, E, OL, MUP, RD, SH, DA,

VA, B, NV)

30 L 15 Antimikrobiyal madde (CFR, KF, CTX, FOX, CRO, CXM, E, OL, C, MUP, RD,
B.tequilensis (30SS3) SH, DA, B, NV)
B.pumilus (30SS4) ll\lzv)Antlmlkroblyal madde (OA, P, CFR, KF, CTX, CAZ, OL, MUP, DA, VA, B,

AK: amikasin, AMC: amoksisilin-klavulanik asit, BC: basitrasin, C: kloramfenikol,
CAR: karbenisilin, CAZ: seftazidim, CFR: sefadroksil, CIP: siprofloksasin, CRO:
seftriakson, CTX: sefotaksim, CXM: sefuroksim sodyum, DA: klindamisin, E:
eritromisin, FOX: sefoksitin, CN: gentamisin, KF: sefalotin, LEV: levofloksasin, MUP:
mupirosin, N: neomisin, NA: nalidiksik asit, NOR: norfloksasin, NV: novobiosin, OA:
oksolinik asit, OFX: ofloksasin, OL: oleandomisin, P: penisilin G, PEF: pefloksasin,
RD: rifampisin, SH: spektinomisin, SXT: trimetoprim-siilfametoksazol, TOB:
tobramisin, TZP: piperasilin-tazobaktam, VA: vankomisin

Calismamizda tuzlardan izole ederek tanimladigimiz tuza toleransh Bacillus tiirlerinin
farkli izolatlarinin antimikrobiyal maddelere karst farkli reaksiyon gosterdikleri
belirlenmistir. Bunun sebebinin de Bacillus tiirlerinin antimikrobiyal maddelere karsi
farkl1 diren¢ mekanizmalarina sahip olmasiyla iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.
Ozellikle mikroorganizmalar arasinda goriilen bu direngin horizontal gen transferinden
(Madigan ve ark., 2015), antimikrobiyal maddenin etki gosterdigi hedefin
degistirilmesinden (Anderson ve Hughes, 2010), azaltilmis hedef ifadesinden (Ince ve
Hooper, 2003), hedefin korunmasindan (Li ve Nikaido, 2009), ¢ok ilaca direngli efluks

pompalarindan (Nikaido, 2009), azaltilmig ilag alimi, azaltilmis gecirgenlikten,
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mikroorganizmanin enzimleri ile antimikrobiyal maddelerin yapilarinin bozulmasindan,
antimikrobiyal ~maddenin  modifiye edilmesinden, antimikrobiyal —maddenin
mikroorganizmada etkiledigi molekiiliin mutasyona ugramasindan, biyokimyasal yolda
direncin gelisiminden, bakterideki ilag reseptoriiniin ilaca karsi ilgisinin azalmasindan,
pek ¢ok direng genlerinin ifade edilmesini diizenleyen kodsuz RNAlarin cis etkilerinden
(Madigan ve ark., 2015; Dar ve Sorek, 2017; Birbir ve ark., 2019) dolay: olabilecegi

arastirmacilar tarafindan agiklanmistir.

Derilerin korunmasinda kullanilan tuzlardan izole ettigimiz tuza toleransh bakterilerin
cok cesitli enzimleri trettigini ve metabolik aktiviteleri ile deriye zarar verebilecegini
diistinmekteyiz. Bu nedenle tuza toleransli bakterilerle derilerin koruma islemi
esnasinda kontamine olmasimi 6nlemek amaciyla bu g¢alismamizda tuzlardan izole
ederek tamimladigimiz, metabolik aktivilerini ve ¢esitli gruplara ait antimikrobiyal
maddeler (amikasin, spektinomisin, oksolinik asit, sefadroksil, sefalotin, sefuroksim
sodyum, eritromisin, oleandomisin, kloramfenikol, mupirosin, klindamisin, vankomisin,
penisillin G, sefotaksim, seftazidim, basitrasin, novobiyosin, rifampisin, sefoksitin,
seftriakson, neomisin) varliginda inhibisyon zonu olusturmadiklarini belirledigimiz
izolatlarin karisik kiiltiirtiniin - elektrik akimi ile oOldirilip oldirilmeyecegi bu

calismamizda ayrica incelenmistir.

Proteaz ve lipaz iireten [B. amyloliquefaciens (9SS2), B. licheniformis (28SS2), B.
pumilus (30SS4), B. siamensis (15SS3)] ve proteaz iireten [B. atrophaeus (21SS2), B.
halotolerans (17SS1), B. mojavensis (12SS3), B. paralicheniformis (22SS4), B.safensis
(25SS2), B. subtilis (14SS3), B. tequilensis (10SS3), B. velezensis (27SS1)] izolatlarin

karisik kiltiirii materyal ve yontemde agiklandigi sekilde hazirlanmistir.

Bu ¢alismada kullanilan Bacillus izolatlarinin ¢alismamizda incelenen antimikrobiyal
maddelerin bazilarindan hig etkilenmedikleri ve inhibisyon zonu olusturmadiklari
saptanmigtir. Bu izolatlardan B. amyloliquefaciens (9SS2) amikasin’e, spektinomisin’e
karsi, B. licheniformis (28SS2), oksolinik asit’e, sefadroksil’e, sefalotin’e, sefuroksim
sodyum’a, eritromisin’e, oleandomisin’e, kloramfenikol’e, mupirosin’e,
spektinomisin’e, klindamisin’e, vankomisin’e, basitrasin’e ve novobiyosin’e karsi, B.
pumilus (30SS4), oksolinik asit’e, penisillin  G’e, sefadroksil’e, sefalotin’e,

sefotaksim’e, seftazidim’e, oleandomisin’e, mupirosin’e, klindamisin’e, vankomisin’e,
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basitrasin’e ve novobiyosin’e karsi, B. siamensis (15SS3), basitrasin’e karsi, B.
atrophaeus (21SS2), penisillin G’e, sefalotin’e, eritromisin’e, oleandomisin’e,
mupirosin’e, klindamisin’e, vankomisin’e, basitrasin’e ve novobiyosin’e karsi, B.
halotolerans (17SS1), basitrasin’e karsi, B. mojavensis (12SS3), basitrasin’e karsi, B.
paralicheniformis (22SS4), basitrasin’e karsi, B.safensis (25SS2), oksolinik asit’e,
sefuroksim sodyum’a, eritromisin’e, oleandomisin’e, rifampisin’e, spektinomisin’e,
klindamisin’e, vankomisin’e, basitrasin’e ve novobiyosin’e karsi, B. subtilis (14SS3),
oksolinik asit’e, penisillin G’e, sefadroksil’e, sefalotin’e, sefotaksim’e, sefoksitin’e,
seftriakson’a,  sefuroksim sodyum’a, amikasin’e, neomisin’e, eritromisin’e,
oleandomisin’e,  mupirosin’e,  rifampisin’e,  spektinomisin’e,  klindamisin’e,
vankomisin’e, basitrasin’e ve novobiyosin’e karsi, B. tequilensis (10SS3), basitrasin’e
karsi, B. velezensis (27SS1) sefotaksim’e, eritromisin’e, oleandomisin’e, klindamisin’e,

vankomisin’e ve basitrasin’e karsi hi¢ inhibisyon zonu olusturmamustir.

1A dogru akimin uygulandigi karisik halotolerant bakteri kiiltiiriniin deney oOncesi
bakteri sayisinin deney sirasinda azaldigi gorilmistir. 20 dakika elektrik akimi
uygulamas: sonunda karisik kiiltiiriin sayisinin 5.95x10° kob/mL’den 2x10 (4.77 log
IF)’a diistiigii gdzlenmistir. Karisik kiiltiirdeki biitiin izolatlarn 1A DA’da 25. dakikada
oldiigii bulunmustur (5.77 log IF). Test ortaminin voltaj seviyesi elektrik akimi
uygulamasi sirasinda diismesine ragmen test ortaminin sicakligi yavasga yilikselmistir
(Tablo 3.13). Deney oncesi test ortaminin pH’1 6.6 iken deney sonrasinda 8 oldugu

gozlenmistir.
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Tablo 3. 12 1 A Dogru akim uygulamasi.

EU (dk) °C \Y; Bakteri Sayisi (kob/ml) Log10 iF
DO 22 - 5.95x10° 5.77
1 23 13.8 2.12x10° 5.33 0.44
3 24 14.5 1.10 x10” 4.04 1.73
5 25 14.2 5.00 x10° 3.70 2.07
10 27 12.7 3.50 x10? 2.54 3.23
15 29 12.0 6 x10 1.78 3.99
20 31 11.9 2x10 1.30 4.47
25 33 10.9 - - 5.77

EU: Elektrik uygulamasi, DO: Deney &ncesi

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda deri endiistrisindeki farkli mikroorganizmalarin elektrik
akimi ile inaktivasyonlari aragtirilmigtir. Arastirmacilar, tuzda bulunan asiri halofil
arkelerin ve derilerin 1slatma basamaklarinda bulunan halofil olmayan bakterilerin
elektrik akimi ile 6ldirildigiini tespit etmislerdir (Birbir ve ark, 2008a; Birbir ve ark,
2008b; Aslan ve Birbir 2011b, Birbir ve ark., 2013, Birbir ve ark., 2013a, Birbir ve ark.,
2004). Birbir ve Birbir (2006) organik maddeler ve % 25 NaCl igeren test ortaminda,
0.5A DA ile 20 dakika muamele sonucu proteaz ve lipaz pozitif asir1 halofil arke

izolatlarminin karisik kiiltiiriinii (5.4 x 10" kob/ml) 8ldiirdiigiinii saptamuslardir.

Birbir ve ark. (2014a) Tuz Goli'nden toplanan bes tuz 6rneginde asir1 halofil arkeleri
incelemislerdir. 2 A alternatif akiminin (AA) 1 dakika uygulanmasinin tuz 6rneklerinde
bulunan asir1 halofil arkeleri (3.4 x 10° kob/g - 4.1x10* kob/g), proteolitik asir1 halofil
arkeleri (1 x 10* kob/g -6.8 x 10% kob/g) ve lipolitik asir1 halofil arkeleri (2x10* kob/g —
9 x10° kob/g) 1diirmek icin yeterli oldugunu belirtmislerdir.

Enterobacter cloacae, Vibrio fluvialis, Pseudomonas luteola, Staphylococcus cohnii,
Enterococcus faecium ve Bacillus pumilus karigimlari iizerine 2A AA ile birlikte
uygulanan 1.5A DA’nin mikroorganizmalar iizerine Oldiiriicii etkisi aragtirmacilar
tarafindan incelenmistir (Birbir ve ark., 2013). Karisik kiiltiiriin bakteri sayis1 12 dk’lik
elektrik uygulamasindan sonra 2x10” kob/mI’den 9.6x10* kob/ml’ye diisiiriilmiistiir. 8

saatlik depolama siiresi sonucunda ise bu saymin 1x10° kob/ml oldugu goriilmiistiir.
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Elektrik akimi uygulamasinin igme suyunu dezenfekte edebildigini, yiyeceklerdeki
bakteri ve maya sayisini azaltabildigi bilinmektedir (Davis ve ark., 1994; Liu ve ark.,
1997; Venczel ve ark., 1997; Costerton ve ark., 1994; Drees ve ark., 2003).

Patermarakis ve Fountoukidis (1990) 1 ml’de 3.35 x 10% kob koliform bakteri ve
1.035x10° kob fekal streptokok igeren igme suyunu 25 A/m?lik dogru akimla 30 dakika
icinde sterilize etmislerdir. Aragtirmacilar bir biyoproses reaktoriinde Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterilerini
60mA dogru akimla etkisiz hale getirmislerdir (Vivian, 1969; Costerton ve ark., 1994).

Bir katetere bagli Staphylococcus epidermidis biyofilminin popiilasyonlari, 100 pA
dogru akim uygulamasi ile azaltilmis ve bu dogru akimin biyomedikal implantlarda
biyofilm olusumunu engellemek igin kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (Khoury ve ark.,
1992). Ayrica, Intravaskiiler Kkateterlerde bulunan Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus
mirabilis sayillar1 10 pA dogru akim uygulanarak azaltilmistir (Liu ve ark., 1993).
Ayrica, 2 A DA isleminin, herhangi bir islem gormeden g¢evreye desarj edilen deri
1slatma sivilarindaki bakterilerin 50 dk iginde oldiiriildigi tespit edilmistir (Birbir ve
ark., 2008).

137


https://www.journals.elsevier.com/journal-of-electrostatics
https://www.journals.elsevier.com/journal-of-electrostatics

BOLUM 4. SONUCLAR

Bu calismada incelenen tuz 6rneklerinin pH degerlerinin nétral pH’a (6.23-7.22) yakin
oldugu gozlenmistir. Tuz 6rneklerinin ¢ok diisiik nem igeriklerine ragmen (% 0.9- %
5.02) incelenen tuz rneklerinde tuza tolerensh bakteriler (10* kob/g - 10° kob/g), tuza
toleransli proteolitik (10° kob/g -10° kob/g) ve lipolitik (10? kob/g -10° kob/g) bakteriler

saptanmistir.

Incelenen tiim tuz drneklerinde Bacillus cinsine ait tiirler saptanmistir. 30 tuz drneginin
% 3’unden 1 Bacillus izolati, % 3’iinden 2 Bacillus izolati, % 10’undan 4 Bacillus
izolati, % 3’tinden 5 Bacillus izolat1 elde edilmistir. Tuz o6rneklerinden Bacillus
amyloliquefaciens (n=1), Bacillus atrophaeus (n=2), Bacillus halotolerans (n=20),
Bacillus licheniformis (n=6), Bacillus mojavensis (n=3), Bacillus paralicheniformis
(n=22), Bacillus pumilus (n=6), Bacillus safensis (n=4), Bacillus siamensis (n=1),
Bacillus subtilis (n=3), Bacillus tequilensis (n=5) ve Bacillus velezensis (n=10) olmak

tizere 12 farkli Bacillus tiirti izole edilmistir.

Tiim Bacillus izolatlarmin 20 °C ile 45 °C arasinda gelistigi saptanmistir. Bacillus
tiirlerinin 10 °C’de, 50 °C’de ve 65 °C’de gelistigi ¢alismamizda yapilan deneyler
sonucunda belirlenmistir. izole edilen izolatlarin tamammin pH 6 ve pH 7 arasinda
gelistigi, pH 5, pH 5.7, pH 8, pH 9, pH 10 ve pH 11’de ise bazi izolatlarinin
gelisebildigi saptanmistir. izolatlarin tamam tuzsuz besiyerinde ve % 10 tuz igeren

besiyerinde geligirken az sayida izolat % 15 tuz varhginda gelismistir.

Izolatlarin her birinin énemli endiistriyel enzimler iirettigi tespit edilmistir. Tiimiiniin
katalaz ve proteaz (jelatinaz ve kazeinaz) pozitif, biiyiik bir ¢ogunlugunun amilaz, -
galaktosidaz, selillaz pozitif, c¢ogunlugunun oksidaz, ksilanaz pozitif oldugu
gozlenmistir. Yaklasik dortte birinin lipaz, pullulanaz ve DNaz, iigte birinin de iireaz

enzimi iirettigi saptanmistir.

Tuzlardan izole edilen Bacillus izolatlarinin bazilarinin sitrat1  kullanabildikleri,
peptondan amonyak olusturabildikleri, triptofandan indol {iretebildikleri, Voges-
Proskauer pozitif olduklari, nitrattan nitrit Grettikleri, nitritten molekiiler azot tirettikleri

ve H,S iiretebildikleri goriilmiistiir.
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izolatlarin D-galaktoz, fruktoz, glikoz, gliserol, myo-inositol, laktoz, maltoz, riboz ve
sukroz gibi farkli karbon kaynaklarini; L-alanin, L-arjinin, L-aspartik asit, L-fenilalanin,
L-glisin, L-glutamik asit, L-hidroksiprolin, L-histidin, L-izolésin, L-lizin, L-16sin, L-
metiyonin, L-prolin, L-serin, L-sistein, L-tirozin, L-treonin ve L-valin gibi farkli

aminoasit kaynaklarini kullanabildikleri gézlenmistir.

Calismamizdaki  biyokimyasal test sonuglarimi degerlendirdigimizde, derilerin
korunmasinda Kkullanilan tuzlarda ham derilerin yapisina zarar verebilecek tuza
toleransli bakterilerin oldugu saptanmistir. Ayrica derilerin korunmasinda kullanilan
tuzlarda bulunan lipaz ve proteaz enzimlerini iiretebilen ve derilerde bulunan amino
asitlerin ¢ogunu kullanan bu tuza toleransli bakteriler tuzlama islemi esnasinda derileri

kontamine ederek derilerin protein yapisini parcalayarak derinin kalitesini diisiirebilir.

Tuzdan izole edilerek tamimlanan tuza toleransli Bacillus izolatlariin % 97.59’unun
basitrasine (0.04 pg) karsi zon olusturmamasina ragmen, izolatlarin %98.80’inin
siprofloksasin (5 pg) ve levofloksasine (5 pg) karst inhibisyon zonu olusturdugu dikkat
cekmektedir. izolatlarin ¢ogunlugunun klindamisine, vankomisine, yaklasik olarak
yarisinin oleandomisine, novobiosine, spektinomisine, sefuroksim sodyuma, % 41’inin
oksolanik asite, eritromisine, mupirosine yaklasik olarak % 30’unun penisilin G’e,
sefolotine yaklasik olarak Y’tinlin sefotaksime, yaklasik olarak % 20’nin sefadroksile,
rifampisine, yaklasik olarak %13’iinden daha azmin sefoksitine, seftriaksona,
kloramfenikole, %10’unundan daha azinin amoksisiline, seftazidime, nalidiksik asite,
norfloksasine, amikasine, neomisine, tobramisine, gentamisine, %S5’inden azinin
piperasiline, pefloksasine, ofloksasine, siilfametoksasol trimetoprime, yaklasik olarak
%?2’sinin karbenisiline ve yaklasik olarak %1’inin de siprofloksasine, levofloksasine
kars1 inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmiistiir. Calismamizda tuz 6rneklerinden izole
edilen Bacillus izolatlar: arasinda test edilen antimikrobiyal maddelere karsi en biiyiik
capta inhibisyon zonu olusturan izolatlarin B.velezensis 3SS5 ve B.siamensis 15SS3
oldugu tespit edilmistir. B.velezensis izolat1 sefalotine karsi1 53 mm’lik inhibisyon zonu
olustururken B.siamensis izolati sefalotin’e karsi 52 mm’lik inhibisyon zonu

olusturmustur.

Calismamizda elde ettigimiz Sonuglara gore derilerin korunmasinda kullanilan tuzlarda

metabolik olarak aktif bakteriler bulunmaktadir. Ayrica bu tuza toleransh bakterilerin
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bazilarinin penisilin, sefalosporin, kinolonlar ve florokinolonlar, aminoglikozidler,
makrolidler, fenikoller, ansamisinler, linkosamidler, glikopeptitler, pseudomonik asit,
aminosiklitol, folik sentezi inhibitorleri, siklik polipeptit, aminokumarin gruplarina ait

antibiyotiklerin varliginda bile gelisebildigi saptanmustir.

Bu izolatlarin bu kadar farkli antibiyotige karsi direng gostermesi deri endiistrisinde
calisan bagisiklik sistemi zayiflamig kisilerde risk olusturabilir. Bu nedenle bu
bakterilerin deri teknisyenlerinde ve miihendislerinde saglik sorunlarina neden
olmamasi ve deri endiistrisinde olduk¢a fazla antibiyotige diren¢ gosteren Bacillus
tirlerinin direng genlerini derilerin iizerinde bulunan diger mikroorganizmalara
aktarmasini onlemek amaciyla uygun yontemlerle ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.
Calisma sonuglarimiz derilerde zarar olusturma potansiyeli oldukga yiiksek olan gesitli
hidrolitik enzimler tireten ve olduk¢a fazla antimikrobiyal madde grubuna kars1 direng
gosteren Bacillus tiirlerinin elektrik akimi ile kolayca o6ldiiriilebilecegini gostermistir.
Bu nedenle bu bakterilerin hem deri endiistrisinde c¢ahisanlar i¢in saglik sorunlarina
neden olmamasi hem de derilerde zarar olusturmamasi i¢in tuzlarin elektrik akimi ile
muamele edilerek bu bakterilerin 6ldiiriilmesi ve daha sonra bu salamura sivilarinin
derilerin korunmasinda kullanilmasinin daha etkili bir koruma metodu olabilecegi bu

calismada goriilmiistiir.
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