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OZET

DOGAL Bacillus thuringiensis SUSLARININ BAKTERIYOSIN
BENZERI PEPTID URETIM POTANSIYELLERININ
ARASTIRLMASI

Sarah Basim Jawad Al-bagdadi

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Hatice Giines

Eyliil 2022, 85 sayfa

Bacillus thuringiensis (Bt) gram pozitif bir bakteridir ve Cry, Cyt ve Vip proteinleri
gibi metabolit liretimi i¢in model bir organizma oldugu diisiiniilmektedir. Buna
ilaveten, Bt’nin antimikrobiyal proteinler de sentezledigi bilinmektedir. Bt’nin
biyopestisit ile ilgili proteinleri hakkinda ¢ok fazla bilgi olmasina ragmen, Bt
bakteriyosinleri hakkinda c¢aligmalar kismen simirlidir. Dolayisiyla bu tez
caligmasinda, Bt koleksiyonumuzda bulunan ve zeytin alanlarindan toplanip
karakterize edilen yaklasik 100 adet Bt susunun bakteriyosin liretme potansiyelleri
arastirilmistir. Bunun i¢in Bt suslar1 tekrar canlandirilip, agar spot assay ile indikator
bakteri B.cereus 11778 (ATCC)’e karsi bakteriyosin aktiviteleri taranmuistir.
Antimikrobiyal aktivite goOsteren suslardan elde edilen siipernatantlarin (CFS)
antimikrobiyal etkisi kuyu difiizyon assay ile teyit edilmis ve sadece 9 tanesinin B.
cereus’a karsi antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir. Bunlar arasindan en
yiksek inhibisyon zonu gosteren 28Q1 susu diger analizlerde kullanilmak iizere
secilmistir. Bu susun biiylime egrisi ve bakteriyosin tliretim kinetigi arastirildiginda,
biiylime egrisinin logaritmik fazinin baslarinda primer metabolit olarak bakteriyosin
benzeri peptid (BBP) sentezlendigi, maksimum antimikrobiyal aktivitenin (180

AU/ml) ilk 8 saatte gbzlendigi ve 30 saatte aktivitenin tamamen kayboldugu tespit
iv



edilmigtir. CFS ¢esitli enzimlerle muamele edildiginde, Proteinaz K (PK) ve lipazda
aktivitenin tamamen kaybolmast BPP’nin bir ¢esit lipoprotein oldugunu
gostermektedir. Ik 30 dakikada CFS’nin antimikrobiyal aktivitesi 30°C ve 40°C’de
maksimumken, 50°C’de yariya inmekte ve 60°C’de tamamen yok olmaktadur.
Ayrica, CFS’nin pH araligiin genis oldugu (pH4-pH10) bulunmustur. Bt 28Q1 susu
farkl1 besi ortamlarinda biiyiitiildiigiinde, B. cereus’a karsi en yiiksek anti mikrobiyal
aktivite triptik soy broth’da (TSB) gozlenmistir. ilaveten, cesitli organik ¢oziiciilerin
antimikrobiyal aktiviteyi etkilemedigi fakat Triton x-100’mn aktiviteyi arttirdigi
kaydedilmistir. Amonyum siilfat (%80) ile c¢oktiiriilen ve diyaliz edilen BBP
preparasyonun (BBPP) ve CFS’nin antimikrobiyal etki spektrumu ¢esitli bakteriler
tizerinde incelendiginde, sadece B. cereus dahil incelenen tiim Bacillus tiirleri
tizerinde etkili oldugu; buna karsin, diger Gram+ ve Gram- bakteriler ve Candida
albicans iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica,
kismi olarak saflastirilan ve antimikrobiyal aktivite gdsteren proteinin molekiiler
agirliginin SDS-PAGE ve jel overlay assay yontemiyle yaklagik 12 kDa oldugu
bulunmustur. Ilaveten, Bt 28Q1 susunun 16SrDNA ve flagellin hag geni PCR
analizlerine gore Bacillus thuringiensis subsp. tochigiensis oldugu gdosterilmistir.
Sonug olarak, B. thuringiensis 28Q1 susundan elde edilen ve genis pH araligi ve
belirli sicaklik toleransina sahip olan bakteriyosin benzeri protein (BBPP) besin
paketlenmesinde, B. cereus gibi besinlerde toksin iireten ve ishale yol agan
bakterilerin biiylimesini engellemek igin koruyucu veya biyoaktif molekiil olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir. Gelecekte yapilacak protein sekans analizleri ve
proteomik ¢aligmalar BBPP’nin detayli karakterizasyonuna Onemli katki

saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Bacillus thuringiensis, bakteriyosin, antimikrobiyal aktivite,
kismi saflastirma, SDS-PAGE, Jel Overlay
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Gram-positive Bacillus thuringiensis (Bt) is regarded as a model organism for the
production of metabolites like Cry, Cyt, and VIP proteins. Bt is also known to
produce antibacterial proteins. The investigations on Bt bacteriocins are somewhat
constrained, despite the fact that the biopesticide-related proteins of Bt are well
understood. Therefore, in this thesis, the bacteriocin production potentials of
approximately 100 Bt strains in our Bt collection, which were collected and
characterized from olive fields, were investigated. For this, Bt strains were revived
and their bacteriocin activities were screened against the indicator bacterium
B.cereus 11778 (ATCC) with agar spot assay. The antimicrobial effect of
supernatants (CFS) obtained from strains with antimicrobial activity was confirmed
by the well diffusion assay and it was determined that only 9 of them showed
antimicrobial activity against B. cereus. Among these, the 28Q1 strain showing the
highest inhibition zone was selected for use in other analyses. When the growth
curve and bacteriocin production kinetics of this strain were investigated, it was
found that bacteriocin-like peptide (BLP) was synthesized as the primary metabolite
at the beginning of the logarithmic phase of the growth curve, the maximum
antimicrobial activity (180 AU/ml) was observed in the first 8 hours and the activity
was completely lost in 30 hours. When CFS is treated with various enzymes,
complete loss of activity in Proteinase K (PK) and lipase indicates that BLP is a type

Vi



of lipoprotein. In the first 30 minutes, the antimicrobial activity of CFS is maximum
at 30 °C and 40 °C, halved at 50 °C and completely destroyed at 60°C. Also, the pH
range of CFS was found to be wide (pH4-pH10). When the Bt 28Q1 strain was
grown on different media, the highest antimicrobial activity against B. cereus was
observed in tryptic line broth (TSB). In addition, it was noted that various organic
solvents did not affect the antimicrobial activity, but Triton x-100 increased the
activity. When the antimicrobial effect spectrum of BLP and CFS precipitated with
ammonium sulfate (80%) and dialyzed was examined on various bacteria, it was
found that they were effective only on all Bacillus species, including B. cereus ;
however, it was found that it did not show antimicrobial activity on other Gram+ and
Gram- bacteria and Candida albicans. In addition, the molecular weight of the
partially purified protein showing antimicrobial activity was found to be
approximately 12 kDa by SDS-PAGE and gel overlay assay method. In addition,
according to PCR analysis of 16SrDNA and flagellin hag gene of Bt 28Q1 strain
Bacillus thuringiensis subsp. tochigiensis has been shown to be. As a result,
bacteriocin-like protein (BLP) obtained from B. thuringiensis 28Q1 strain, which has
a wide pH range and certain temperature tolerance, can be used as a preservative or
bioactive molecule in food packaging to prevent the growth of bacteria that produce
toxins and cause diarrhea in foods such as B. cereus. has potential. Future protein
sequence analyzes and proteomic studies will contribute significantly to the detailed

characterization of BLP.

Keywords: Bacillus thuringiensis, bacteriocin, antimicrobial activity, partial
purification, SDS-PAGE, Gel Overlay
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1. GIRIS

Diinya capinda en yaygin ikinci 6liim nedeni bulagici hastaliklardir; bu yiizden
mikrobiyal patojenlerle miicadele i¢in yeni ilaclarin kesfedilmesi olduk¢a dnemlidir.
Antibiyotik pazar1 hakkinda yakin zamanda yapilan bir arastirma 2009 yilinda diinya
capinda son 5 yilda yillik ortalama %4'liikk bir biiylime ile 42 milyar dolar1 degerinde
antibiyotik satis1 oldugunu bildirmistir (Sumi et al. 2015). Bu yogun antibiyotik
kullanimindan dolayi, bircok patojenik bakteri hemen hemen tiim mevcut
antimikrobiyal ilaglara kars1 diren¢ kazanmistir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), diinyanin antibiotik ¢agi oOncesine geri dondiigii konusunda uyarmistir
(Parisien et al. 2008). Antibakteriyel ilaglar devreye girdigi zaman, bakteriler gesitli
direng bigimleri gostererek ilaglara yanit vermekte, antimikrobiyal kullanimi arttik¢a,
bakteriyel patojenlerin sergiledigi diren¢ mekanizmalarinin diizeyi ve karmasikligi
da artmaktadir (Tenover 2006). Buna ilave olarak, ana maddeye direngli suslar, yeni
sentetik tiirevlere karsi hizla ek diren¢ kazanmaktadir. Antimikrobiyal direncteki bu
artisla miicadele etmek i¢in yeni antibakteriyel alternatiflerin gelistirilmesi en
belirgin yaklasimdir (Coates et al. 2002). Bu yaklasimlar arasinda, mikrobiyal
direncle miicadelede geleneksel antibiyotiklere karsi yeni nesil antibiyotikler icin
umut verici bir alternatif olabilecek antimikrobiyal peptitler (AMP'ler)
bulunmaktadir (Rotem and Mor 2009; Sumi et al. 2015).

AMP’ler insan antimikrobiyal savunma sisteminin dogal bir parcasi oldugundan,
bunlara kars1 patojen direncinin gelisimi olasilig1 ve istenmeyen yan etkiler kimyasal
antibiyotiklerden daha azdir. Bakteri ve funguslara kars1 etkili geleneksel
antibiyotiklere kiyasla, AMP’lerin yeni antibakteriyel, antifungal ve antiviral
ilaglarin  baslica grubu oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle, enfeksiyon
hastaliklarinin, parazitik enfeksiyonlarin ve hatta kanser ve HIV tedavisinde
kullanilabilecekleri bilinmektedir. Geleneksel antibiyotikler direncin gelisiminde rol
alan metabolik enzimleri hedef alir. Buna karsin AMP’ler mikrop membraninda

porlar agarak 6ldiiriir ve direng gelisimini zorlastirir (Sumi et al. 2015).

Bacillus cinsi bakteriler ¢ok sayida AMP’ler iiretme potansiyeline sahiptir,

dolayistyla, yeni inhibitér maddelerin arastirilmasinda umut vadeden bir baslangi¢
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olarak gorilirler (Jianhua et al. 2009). Bacillus cinsi lyelerinin ¢ok miktarda
antimikrobiyal madde iirettigi bilinmektedir. Bu maddeler arasinda ribozomal veya
ribozom dis1 sentezlenen lipopeptidler, bakteriyosinler, glikopeptidler ve siklik
peptidler bulunmaktadir (Baindara et al. 2013). Bu metabolitler antagonistiktir ve
farkli patojenlere karsi kullanilir. Boylece, Bacillus genusundan elde edilen AMP’ler
enfeksiyon patojenlerinin tekli ve ¢oklu ilag direnglerine karsi gelistirilecek tedaviler

i¢cin geleneksel antibiyotiklere 6nemli alternatif olabilir.

Bacillus genusu iiyeleri iplik seklinde, endospor tireten Gram-pozitif bakterilerdir ve
toprakta bol bulunur. Bacillus iiyeleri yapisal olarak farkli sekonder metabolit
tiretirler ve bunlar genis capli antibiyotik aktivitesi gosterirler. Bacillus’un iirettigi
antibiyotikler 2 grupta toplanir. Bunlardan birinci grubu ribozomal olmayan yani
ribozom dis1 genis enzimatik komplekslerle sentezlenen kiigiik mikrobiyal peptidleri
igerir. Ikinci grup ise ribozomlarda sentezlenen peptidleri igerir (Li et al. 2012; Marx
et al. 2001). Ribozomal olarak sentezlenen antibiyotikler dogada genis yayilis
gosterir; 12-50 amino asit igerir ve biiyiik yapisal farkliliklar gosterir. Bakteriyosinler
ribozomal olarak sentezlenen AMP’lerdir ve genellikle bunu iireten bakteri suslarina
karst aktivite gosterir (Sumi et al. 2015). Bacillus tiirleri tarafindan iretilen
bakteriyosinler, ¢cogu laktik asit bakteriyosinlerinden daha genis antimikrobiyal
spektrum sergilerler. Bunlara 6rnek olarak B. substilis’den elde edilen subtilin; B.
coagulans’dan coagulin; B. thuringiensis’den bacthuricin F4, thuricin 17, entomicina

ve tochicin; B cereus’dan cerein verilebilir.

Bakterilerde, mantarlarda ve streptomisetlerde detaylandirilan ribozomsuz olarak
sentezlenmis peptitler, amino asitlerden tiiretilen iki veya daha fazla parca
icermektedir. Bu siniftaki daha uzun peptit molekiilleri, normal protein yonteminde
ribozomlarda (pre-pro protein) sentezlenmek yerine biiyiikk multienzim kompleksleri
tizerinde yapilmaktadir. Bu tanima goére toplumumuzda kullanilan antibiyotiklerin
¢ogu peptit tirevlidir (Hancock and Chapple 1999). Bu peptitler dogrusal veya
dairesel olabilmekte ve ayrica D-amino asitler veya hidroksi asitler gibi protein
olmayan amino asitleri ve N-metilasyon, asilasyon, glikosilasyon ve diger olagandisi
fonksiyonel gruplara kovalent baglanti ile dahil olmak iizere kapsaml
modifikasyonlara maruz kalabilen amino asit bilesenlerini igeren dairesel dalli

yapilar icerebilmektedir (Stachelhaus and Marahiel 1995). Ribozomal olarak
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sentezlenen peptitler antimikrobiyal o6zellik tagimaktadir. Ribozomalardan
sentezlenen katyonik peptitler, dogustan gelen bagisikligin 6nemli bir parcasi olarak
kabul edilmistir. Cogu antimikrobiyal peptit, en az %50 hidrofobik amino asit
kalintilarima ve diisiik oranda hem nétr polar hem de negatif yiiklii amino asitlere

sahiptir (Hancock and Chapple 1999) .

Bakteriyosinler, katyonik ve hidrofobik, ribozomal olarak sentezlenmis, 20-60 amino
asit uzunlugundaki anti-mikrobiyal peptitlerdir (Kumariya et al. 2019). Bakterilerin
ve Archea'nin bliyiikk ¢ogunlugu tarafindan tretilmektediler. Bu AMP'ler, diger
bakterilere karsi, dar spektrumlu bakteriyosinler icin ayni tiirde veya genis
spektrumlu toksinler i¢in farkli cinslerdeki bakterilere karsi aktiftir, ancak post
transkripsiyonel modifikasyon veya spesifik bagisiklik mekanizmalari nedeniyle
konakg1 bakteriye ¢ok az zarar vermekte veya hi¢ zarar vermemektedir (Sabaté and

Audisio 2013); (Hancock and Chapple 1999).

Son 30 yilda gida tiretimi ve tiiketimindeki en 6nemli egilim, diinyanin her yerinden
cok cesitli gidalarin bulundugu siipermarketlerin biiytimesi olmustur. Tiiketicilerin
hem besleyici hem de saglikli ama ayn1 zamanda daha az korunmus (daha az tuz,
daha az seker, yag ve kimyasal koruyucu), daha az islenmis (daha az 1sinma ve
donma hasar1), uzun raf omriine sahip gidalara olan talebi de artmistir. Islenmis
gidalar ideal olarak yapay veya sentetik olarak iiretilmis katki maddeleri
icermemelidir. Koruyucu olarak kullanilanlar ise yalnizca dogal katki maddeleri ve

bilesenleri igermelidir (Delves-Broughton 2012).

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinler kapsamli bir sekilde
aragtirtlmis ve dogal gida koruyuculart olarak kullanilmistir (Wang et al. 2014).
Nisin, gida koruyucusu olarak onaylanan tek bakteriyosin olup, gida endiistrisinde
giderek yaygilagmigtir. US Food tarafindan genel olarak giivenli kabul edilir
(GRAS) seklinde onaylanmustir ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan 1988'den beri saglik
sorunlarina yol agmadan gida muhafazasinda (E234) kullanilmasina izin verilmistir

(Gharsallaoui et al. 2016).

Nisin genellikle asidik gidalara eklenmektedir ve pH 8’e kadar aktif kalabilmektedir.
Genellikle pastdrize siit, eski peynirler ve konserve corbalar ve sebzelerin korunmasi
icin kullanilmaktadir. Nisin, diger koruma islemlerini tamamlamak icin de

kullanilabilmektedir. Ornegin, kutularda saklanan gidalarda, 1siya dayanikl
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eksimeye sebep olan sporlara karsi 1siyla pastorizasyon islemlerine ek olarak nisin
kullanilmaktadir. Nisin kullanildiginda termofilik bakterilerin biyolojik aktivitesini
degistirebilecek bazi kimyasal bilesiklerin varligina dikkat edilmelidir (Gharsallaoui
et al. 2016).

Nisin, Listeria monocytogenes ve C. botulinum gibi gesitli patojenik Gram pozitif
bakterilere kars1 etkilidir. Ayn1 zamanda etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 1s1l
islem, dondurma veya gegirgen hale gelen hiicre duvarinin degismesine neden olan
herhangi bir islem gibi selatorlerle birlestirildiginde Escherichia coli ve Salmonella
spp. gibi bazi Gram-negatif patojenlere karsi da etkilidir ve sitoplazmik membran
arasindaki temasi1 tesvik etmektedir (Gharsallaoui et al. 2016). Ayrica, bitki
patojenlerini inhibe etmek ve tahili korumak i¢in tarim sektoriinde birka¢ Bacillus
tirtinden tiiretilmis AMP kullanilabilmektedir. Ayrica B. subtilis tiirii bitki
hastaliklarinin biyokontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda, B.
subtilis NCD-2 susunun, pamuk fide kok ¢iirtikligii hastaliginin etken maddesi olan
Rhizoctonia solani'ye kars1 antifungal aktivite sergileyen fengycin tipi lipopeptitleri
salgiladig1 kesfedilmistir (Sumi et al. 2015). B. thuringeinsis kaynakli thuricin CD'si,
C. difficile'ye kars1 spesifik aktivite gosteren bir bakteriyosindir ve ¢ogu geleneksel
antibiyotikte oldugu gibi bagirsakta yasayan iyi flora iizerinde higbir etkisi yoktur
(Salazar-Marroquin et al. 2016).

Giiniimiizde genis spektrumlu antibiyotiklere karsi direngli mikroorganizmalarin
ortaya ¢ikmasi, yeni antimikrobiyal alternatiflerin arastirilmasini gerekli kilmastir.
Secenekler arasinda gen tarafindan kodlanan dogal antibiyotikler olan antimikrobiyal
peptidler (AMP) oOnemli alternatif saglamaktadir. Bacillus genusu ¢ok sayida
AMP’ler iiretme potansiyeline sahip oldugundan yeni antimikrobiyal maddelerin
aragtirtlmasinda  umut  vadetmektedir.  Antimikrobiyal ajanlarin  arasinda
bakteriyosinler prokaryotlar tarafindan sentezlenen kiigliik peptidlerdir. Bacillus
thuringiensis (Bt) biyopestisit liretimi i¢in model bir organizma olmasina ragmen, Bt
bakteriyosinleri hakkinda calismalar oldukc¢a sinirlidir. Buna karsin, literatiirdeki
calismalar farkli Bt suslarinin yeni aktivite gosteren bakteriyosin elde edilmesinde
cok cekici alternatif oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda, Bt

koleksiyonumuzda bulunan ve zeytin alanlarindan toplanip karakterize edilen



yaklastk 100 adet Bt susunun bakteriyosin benzeri madde iiretme potansiyeli

arastirilmis ve bunlardan biri karakterize edilmistir.

1.1. Bakteriyosinin isimlendirilmesi Ve Tarihcesi

Gratia, yaklasik 100 yil o6nce Escherichia.coli Smin E. coli V tarafindan
baskilandigint  gozlemledikten sonra 1925'te  bakteriyosinleri  kesfetmistir.
Baslangicta kolisinler olarak adlandirilirken, 1946'da Fredericq tarafindan proteinli
yapilar1 ¢oziilmiis ve bakteriyosinlerin inhibe edici etkisinin, hassas hiicrelerin
yiizeyindeki belirli reseptorlerin varligina bagli oldugu gosterilmistir. Ayrica elde
ettikleri bulgular bakteriyosinlerin belirli tiirlere veya suslara karsi neden dar bir
aktivite spektrumuna sahip oldugunu aciklamaya da yardimci olmustur. Bu yillardan
yakin ge¢mise kadar, Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen kolisinler ve diger
bakteriyosin tiirleri bilimsel c¢aligmalarda daha ¢ok ilgi odagi olmustur (Medine
Gilliice and Barig 2015). Bagka bir deyisle, Gram pozitif bakteriler tarafindan
iretilen bakteriyosinler iizerine yapilan arastirmalar tarihsel olarak geride kalmistir.
Bununla birlikte, genis antibakteriyel etki spektrumu ve bu bakteriyosinlerin diger
faydali 6zellikleri, ilgili calismalari tesvik etmistir. Bu nedenle, son otuz yilda, Gram
pozitif bakterilerin bakteriyosinleri iizerine yapilan ¢aligmalar bakteriyosinle ilgili
literatiire Onemli katki saglamistir. Son zamanlarda, ¢ok c¢esitli Gram pozitif
bakterileri igeren laktik asit bakterileri tarafindan {retilen bakteriyosinler,
ureticilerinin  GRAS 06zelligine sahip olma o6zellikleri ve birgok endiistriyel
uygulamada ¢ok yonlii kullanigliligt nedeniyle en popiiler grup haline gelmistir
(Medine Giilliice and Barig 2015; Riley and Wertz 2002). Bakteriyosin terminolojisi
kendi kendini agiklayicidir. Enzim terminolojisinde "az" son ekinin kullanilmasina
benzer sekilde, bakteriyosin terminolojisinde "sin" eki bakteriyosin aktivitesini
belirtmek i¢in kullanilir. Tiir adina "sin" eki eklenir. Kolisinler ilk olarak Escherichia
coli 'den izole edilmistir, monosinler Listeria monocytogenes tarafindan iiretilen
antimikrobiyal proteinlerdir, subtilin Bacillus subtilis tarafindan iiretilir ve stafilozin
Staphylococcus aureus tarafindan iiretilir. Kesif sirasina gore atanan ardigik harfler,

ayni tiiriin farkli suslar1 tarafindan iiretilen benzersiz bakteriyosinleri ayirt etmek icin



bakteriyosin adindan sonra kullanilir. Ornegin, laktasin F, bir laktobasil tiiriinde

tanimlanan altinci bakteriyosindir (Hoover and Steenson 2014).

1.2. Bakteriyosinlerin Simiflandirilmasi

Klaenhammer'a (Klaenhammer 1993) gore, nisin igeren lantibiyotik sinifi(l),
lantionin ve tiirevleri de dahil olmak tizere nispeten diisiik molekiiler agirlikli (5
kDa) termostabil peptidlerden olusur. Nisin, gida sektoriinde, 6zellikle peynir ve sivi
yumurtalarda, soslarda ve konserve yiyeceklerde antibotulinik bir bilesen olarak
yaygin olarak kullanilmaktadir. Lactobacillus monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus ve diger patojenlere ve LAB tiirlerine karsi hiicre duvari
yapisinin inhibisyonunu ve hiicre zarinda delik olusumunun tesvik edilmesini igceren
cift etkili bir mekanizma ile elde edilen genis bir antibakteriyel spektruma sahiptir
(Balciunas et al. 2013). Smf II G¢ kategoride (Ila, 1lb, IIc) siniflandirilan, kiigiik ve
1stya dayanikli, lantionin icermeyen membran aktif peptitlerdir (10 kDa). Sinif Ila -
Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-'nin  N-terminalinde bir konsensiis dizisine sahip
Listeria-aktif peptitler olan pediocin PA-1, sakasin A’y1 igerir. Smif IIb aktivite igin
iki proteinli peptit iceren Laktokok G, laktokok M, lactasin B’den olugsmustur. Sinif
Ilc: tiyol ile aktive olan peptitlerden lactococci B’yi igerir. Sinif III biiyiik (>30 kDa)
ve 1stya dayanikli proteinlerden olusur: helveticin J, acidophilucin A,lactacins A and
B . Smif IV ise aktivite i¢in protein ve bir veya daha fazla kimyasal kisimdan (lipit,
karbonhidrat) olusan kompleks bakteriyosinlerdir: plantarisin S. leuconocin S,

lactocin 27, pediocin SJ-1.

Cotter vd. (Cotter, Hill, and Ross 2005) bakteriyosinlerin iki kategoride lantionin
(smuf 1) ve lantionin olmayan (smf 1) olarak siniflandirildigr yeni bir siniflandirma
sistemi olusturmugtlardir. Lantiyonin igeren lantibiyotikler (sinif I), adsiz lantiyonin
veya B-metillantiyonin kalintilarina sahip kiigiik peptitlerdir (19-38 amino asit
uzunlugunda). Bu benzersiz kalintilar, amino asitler arasinda kovalent baglar kurarak
i¢ "halkalar" olusturmus ve lantibiyotiklere ayirt edici yapisal 6zelliklerini vermistir.
Ek olarak, lantibiyotikler, translasyon sonrasi modifikasyonun bir sonucu olarak
diger yaygin olmayan kalintilara sahip olabilir. Lantiyonin icermeyen (sinif 1) daha
sik kullanilan bakteriyosinler de kiigiik (<10 kDa) 1s1iya dayanikli peptitlerdir, ancak
6



lantibiyotiklerin aksine, ©Onemli Olclide translasyon sonrast modifikasyona
ugramamastir. Tiim simiflandirma sistemleri iki tiirii tanir: sinif Ila pediosin benzeri
veya Listeria-aktif bakteriyosinler ve sinif IIb iki peptit bakteriyosinler. Cotter'a gore,
siif Ilc (baslangicta sinif V) bakteriyosinler, kovalent olarak bagli N- ve C-
terminallerine gore siniflandirilir ve siklik bir yap1 ile sonug¢lanmaktadir. Bilinen ¢ok
az sinif Ilc bakteriyosin olmasia ragmen, Cotter, amino asit dizi 6zdesligi ylizdesi
temelinde alt sinif ¢ (i) (enterosin AS48 ve LAB olmayan daireselin A'y1 igerir) ve alt
smif ¢ (ii) (gasserisin A, reuterisin 6, LAB dis1 butirivibriosin AR10 ve heniiz
dairesel bir yap1 olusturulmamis olmasina ragmen asidosin B) olarak adlandirilan iki
alt boliim 6nermektedir. Kalan bakteriyosinler tipik olarak "cesitli" veya "tek peptitli
pediosin olmayan lineer grup (smif IId) olarak gruplandirilmistir. Biiyiik, 1siya
dayaniksiz  murein  hidrolazlar  (eskiden  smif  III  bakteriyosinler)
‘bakteriolizinler’olarak yeniden siiflandirilmigtir. Etki mekanizmalari, hiicre duvari
hidrolizini katalize ederek hareket ettikleri i¢in bakteriyosinlerinkinden farklidir. Ek
olarak, her zaman bakteriyosin yapisal genleriyle iligkili spesifik bagisiklik genlerini
icermez bunun yerine diren¢ saglamak i¢in T{retici hiicre duvarindaki

modifikasyonlara dayanir.

A. Simons vd. (Simons, Alhanout, and Duval 2020) ’ne goére, bakteriyosinler
boyutlari, molekiiler bilesimleri, yapilar1 ve modifikasyon yontemleri dahil olmak
lizere c¢ok sayida parametreye gore simiflandirilmistir. Bakteriyosinler arasinda
yapilabilecek ilk ayrim, iiretici organizmanin tipidir: GPB veya GNB. BGPB'ler dort
farkli kategoride siniflandirilir: Sinif I lantibiyotikler kiiglik boyuta (<5 kDa) ve ¢cok
sayida halka yapis1 olusturan ve 1s1, pH ve proteoliz varlifinda yapisal stabilite
saglayan benzersiz amino asitler igeren transkripsiyon sonrasi modifiye edilmis
bakteriyosinlere sahiptir. Tipik olarak, bu smif, GPB'nin bir inhibisyonu ile
iligkilidir. Lantibiyotikler ayrica asagidaki alt siniflarda gruplandirilabilir: Alt sinif
la; Pozitif ylklii uzun peptitler, 6rnegin nisin ve epidermin; bu alt sinif tipik olarak
bakteri zarlarinda gozeneklerin olusturulmasiyla baglantilidir. Alt smif b; bu
bakteriyosinlerin yapis1 kiireseldir ve esnek degildir, peptitler negatif ytkliidiir,
Oornegin laktikin 481, sitolisin; Bu alt sinifin etki mekanizmasi, hedeflenen

bakterilerin biiytimesi i¢in gerekli olan belirli enzimlerin baskilanmasi ile ilgilidir.



Sinif 11, lantibiyotik olmayan proteinler, yapilarinda olagandisi amino asitler icermez
ve translasyon sonrast modifikasyon, pediocin PA-1 gibi sadece birka¢ iiyede
bisiilfid kopriilerinin olusumu ile smirlidir ve bir smif olarak, bu smif, bakteri
zarlarinda kararsizlifa ve gecirgenlige neden olur veya zarda gozenek olusumuna
neden olur. Bu grup dort alt sinifa ayrilmistir. Ila alt sinifinin iyeleri (antilisterial
bakteriyosin) bistilfid kopriileri olan lineer bir yapiya sahiptir ve yaygin antilisterial
etki gosterir (0rn. 16kosin A, asidosin A). Alt smif ||b; esit miktarlarda {iretilen ve
antibiyotik etkisi i¢in gerekli olan iki peptit bakteriyosinlerdir (3/a)) (6rn. laktokok G,
laktokok Q). Alt sinif Ilc bakteriyosinleri, bir 6ncii peptit dizisi ile baglantili olan ve
bir ile iki sistin kalintis1 (sistiyobiyotikler ve tiyolbiyotikler) iceren kiiciik
bakteriyosinlerdir (6rnegin laktokoksin A ve asidosin B). Alt sif IId, simif II
grubuna dahil olan tiim bakteriyosinleri bir arada gruplamak i¢in kullanilmis ve diger
alt gruplarin hicbirine dahil degildir. Sinif III'iin bakteriyosinleri, zoosin A gibi 1s1ya
kars1 kararsiz litik veya litik olmayan olabilen biiyiik peptitlerdir (>30 KDa). Bu
bakteriyosinler, enzimatik aktivite ile elde edilen antibakteriyel aktiviteye sahiptir
(6rnegin endopeptidaz) ve bakteri hiicre duvarinin yirtilmasina neden olmustur. Sinif
IV bakteriyosinler, bakteri hiicre zarina zarar veren plantarisinler gibi lipid veya
karbonhidrat bilesenlerini igeren yapilari ile tanimlanmistir. Bu yapisal 6zellik, bu
bilesikleri, lipolitik enzimler dahil olmak iizere ¢cok sayida enzime karsi duyarli hale

getirmigtir.

BGNB dort gruba ayrilir: E.coli'den iiretilen ve molekiiler agirligi 10 KDa'dan fazla
olan bakteriyosinler ve kolisinlerdir. Bu grubun etki yontemi iki tipte
siniflandirilabilmigtir: bakteri hiicre duvarinda goézenek olusturma ve DNAaz,
RNAaz veya tRNAazlara benzeyen niikleik asit yapilarinin bozunmasidir. Ikinci
grup, yapisal, boyutsal ve islevsel olarak E.coli tarafindan iiretilen bakteriyosinlere
benzeyen diger bakteriler (6rnegin: Klebsiella spp., klebicins; P.aeruginosa, S.
pyocins) tarafindan iretilen kolisin benzeri bakteriyosinler. Kolisinler gibi
antibakteriyel aktiviteleri, delik olusturma veya niikleaz aktivitesine baglanabilmistir.
Uciincii grup, iki alt siifa ayrilan kiigiik peptitler (<10 KDa) olan mikrosinlerle
temsil edilmis : (I) molekiiler agirlig1 5 kDa'dan az olan translasyon sonras1 modifiye
edilmis bakteriyosinler; ve (II) molekiil agirlig1 5 ile 10 kDa arasinda olan modifiye

edilmemis veya minimal modifiye edilmis peptitlerdir. Bu grubun etki sekli, zarin



bozulmasi veya yasamsal enzimatik fonksiyonlarin inhibisyonudur. Dérdiincii grup,
bakteri hiicre zarlarini delebilen ve hiicre 6liimiine neden olabilen silindirik yapilara
sahip yiksek molekiiler agirlikli peptitler olan “Faj Kuyrugu Benzeri”
Bakteriyosinlerdir. Bu peptitler, faj kuyrugu genlerinin evcillestirilmesinin bir
sonucudur. P. aeruginosa tarafindan iretilen R- ve F-piyosinler bu grupta en iyi

arastirilan bakteriyosinlerdir (Michel-Briand and Baysse 2002).

1.3. Bakteriyosin Biyosentezi

Bakteriyosinler siklikla spesifik bir sekilde, pre-peptid veya pre-bakteriyosin olarak
adlandirilan bir C-terminaline bagli bir N-terminal lideri ile aktif olmayan bir peptit
olarak tretilmektedir. Yolak, on bakteriyosinin olusmasiyla baslar, ardindan belirli
modifikasyon reaksiyonlari, lider peptidin bolinmesi ve son olarak pro-
bakteriyosinin hiicre zar1 boyunca yer degistirmesi izlemektedir. Bakteriyosin
tiretimini kodlayan bakteriyosinlerin genetik belirleyicileri, plazmitler, kromozom
veya kromozoma yerlestirilmis transpozonlar lizerinde yer alan farkli bilesenlerden

olusan bir veya iki operon halinde organize edilmektedir (Drider et al. 2006).

David ve arkadaslarin’a gore (David, Tania, and Norma 2016) bilesenler sunlari
icermektedir:1) Yapisal gen, bir N-terminali, ¢ift glisin veya peptit sinyal dizisi
iceren pre-probakteriyosini kodlamaktadir. Cift glisin tipi liderin C-terminalindeki iki
korunmus glisin, lider diziyi islemek ve olgun bakteriyosinin hiicre dis1 ortama
salgilanmasi i¢in ABC tasiyicilart tarafindan tanimlanmaktadir. 2) Bagisiklik geni,
bakteriyosin iireten susun kendisini koruyan 51 ila 154 amino asit arasinda degisen
kiiciik proteinleri kodlamaktadir. 3) On isleme, probakteriyosinin tasmnmasi ve
salgilanmasinda yer alan proteinleri kodlayan genler icermektedir. 4)
Probakteriyosinin  post-translasyonel modifikasyonlarindan sorumlu enzimleri
kodlayan genler igermektedir. 5) Sentezin diizenlenmesinde yer alan bilesenler,
genler araciligiyla kodlanmaktadir. Bakteriyosin iiretimi adaptif bir reaksiyon olarak
goriilmekte ve bu nedenle belirli ¢evresel kosullara yanit olarak diizenlenmektedir

(Skaugen, Cintas, and Nes 2003).



Diizenleme siireci, li¢ bilesenden olusan bir sinyal iletim sistemi tarafindan
gerceklestirilmektedir: bir indiiktor peptit (IP), bir sensor histidin protein kinaz
(HPK) ve bir yanit diizenleyici protein (RR) (Sekil 1.1).

(j Mature Bacteriocin
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Sekil 1.1. yapisal gen pre-probakteriyosini kodlar, (i) bagisikhik geni Kkiiciik proteinleri kodlar,
(ii) proteinleri islemek icin kodlayan genler, (iii) pre-probakteriyosinin tasinmasi ve
salgilanmasi, (iv) post-probakteriyosin icin enzimleri kodlayan genler. Translasyon
modifikasyonlar1 ve (vi) sentezin diizenlenmesinde yer alan bilesenleri kodlayan genler (B. R.
Sharma, Halami, and Tamang 2022).

1.4. Bakteriosin Mekanizmasi

Bakteriyosinler, hedef suslarina karsi asir1 toksisiteleriyle iyi bilinmektedir.
Bakteriyosin aktivitesi genellikle bakteriyosin tireticisi olan sug ile yakindan iliskili
olan suslarla (dar spektrumlu biyoaktivite) sinirhidir, ancak ¢ok sayida bakteriyosin
son zamanlarda daha genis bir tlire kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir (genis

spektrumlu biyoaktivite) (Gautam, Sharma, and Sharma 2020).

BGPB'nin antimikrobiyal aktivitesi tipik olarak hiicre Oliimiiyle sonuglanan
bakteriyel membran biitiinliigiiniin kayb1 ile iligkilidir (Cavera et al. 2015). Birkag
olast siire¢ arasinda, bu etki, bakteri zarimin lipid II bileseni, Mannoz
FosfoTransferaz Sistemi (Man-PTS) ile dogrudan etkilesimden veya belirli bir

reseptoriin katilimi olmadan kaynaklanabilmektedir (Nishie, Nagao, and Sonomoto
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2012). Nisin lipid 'yi bir yerlestirme molekiilii olarak kullanmakta ve hedeflenen
hiicrenin zarinda gozenekler olusturarak hareket etmektedir, bu da membran
gecirgenliginin artmasina ve dolayisiyla hiicre dliimiine neden oldugu bildirilmistir
(Cooper, Li, and van der Donk 2010). Nisin peptidin yapis1 iki fonksiyonel alana
ayrilir: (i) lipid II'nin pirofosfat gruplar icin yiiksek bir afiniteye sahip iki halka
iceren N-terminal alani, ii) gdzenek olusumu i¢in gerekli olan C-terminal bolgesi
(Wiedemann et al. 2006). Epidermin ve gallidermin dahil olmak tizere ek alt sinif Ia
BGPB'ler i¢in benzer gézlemler bulunmustur. Mikrobisporisin ile oldugu gibi, ek
bakteriyosinler, peptidoglikan biyosentezini inhibe ederek antimikrobiyal aktiviteye
sahip olabilmektedir, bu da sitoplazmada peptidoglikan onciillerinin birikmesine ve
bakteri zarimin par¢alanmasina neden olur (Castiglione et al. 2008). Cok sayida sinif
Il bakteriyosini (6rnegin, pediosin PA-1, sakasin P, laktokoksin A) sekerlerin
fosforilasyonu ve ikili tasiyci igin kullanilan bir tagsma sistemi olan Man-PTS bir
reseptor olarak ¢aligmaktadir. Bu sistemde bulunan karbonhidrat-proteine spesfik bir
kompleks olan enzim EII, ii¢ proteinden (AB, C ve D) olusur ve bu bakteriyosinlerin
hedefidir. Bakteriyosinin Man-PTS ile etkilesimi bu reseptorii kalict olarak agmakta
ve bdylece hiicre i¢i kimyasallarin kontrolsiiz ve siirekli bir sekilde disar1 ¢ikmasina
neden olmaktadir (Sekil 1.2). iki peptit laktokok Q ve laktokok G gibi alt sinif IIb'nin
bakteriyosinleri de gozenek olusturma yoluyla, reseptdr gorevi géren membran

proteinleri ile etkilesime girerek ¢alismaktadir (Simons, Alhanout, and Duval 2020).

Lactococcin A

Pore formation

Inhibition of peptidogylcan biosynthesis Pore formation

Sekil 1.2. Nisin ve laktokoksin A'nin (A) etki mekanizmalari, lipid II'yi hedefleyerek, nisin
peptidoglikan biyosentezini inhibe edebilir ve bakteri zarinda gozenek olusturur. (B)
laktokoksin A, reseptor olarak mannoz fosfotansferaz sistemini (Man-PTS) kullanir bu
reseptoriin kontrolsiiz acilmasina ve boylece bakteri zarinda bir gézenek olusturmasina sebep
olur. Simon vd., 2020°den alinmstir.
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BGNB bakteriyosinleri, mikrosinler iki mekanizmadan biri yoluyla antibakteriyel
etki gosterir: (i) i¢ zarda gozenek olusumu (6rn. mikrosinler E492, M ve H47), (ii)
hiicre i¢i enzimlerin (6rn., mikrosin J25, B17 ve C) hedeflenmesi. BGPB'den farkli
olarak, mikrosinler, antimikrobiyal aktivite uygulamak i¢in hedef hiicreye girmeli ve
daha sonra, demir absorpsiyon reseptorleri ve dis membran porinleri gibi hassas
suslarin dis zarlarindaki belirli reseptorlere baglanmalidir. Bu nedenle, siderofor
tagima sistemi, gozenekler olusturan mikrosinleri ice aktarmak i¢in kullanilmaktadir
(Duquesne et al. 2007). Aslinda FepA, Cir, Fiu veya FhuA gibi demir alim
reseptorleri hedeflenebilmek ve mikrosin E492, M, H47 ve J25 dahil olmak iizere
cesitli mikrosinler igin reseptor gorevi gorebilmektedir (Patzer et al. 2003).
Mikrosinler, mikrosin E492 i¢in mannoz, ilgili heksozlarin (Man XYZ permeaz) ve
mikrosin H47 icin ATP sentez kompleksinin absorpsiyonunda yer alanlar gibi
spesifik i¢ membran bilesenleri ile ardi sira gelen etkilesimlerin bir sonucu olarak
gozenekler olustururken, mikrosin hedefi M hala bilinmemektedir (Rodriguez and
Lavifia 2003). Hiicre i¢i enzimleri hedef alan mikrosinler s6z konusu oldugunda,
mikrosin J25 ile gosterildigi gibi, siderofor tasima sistemi yoluyla alim
kolaylastirilabilmektedir. Mikrosin C ve mikrosin B17 ise, hedeflenen hiicrelerin
periplazmik bolgesine girmek igin bir kanal olarak dis zar proteini OmpF'yi
kullanmaktadir. Mikrosin B17, besin emilimi i¢in gerekli olan SdaC ve SbmA
proteinleri gibi belirli i¢ zar reseptorleri yoluyla hiicreye girerken, mikrosin C,
Ye¢BFF ABC tasiyict kompleksi tarafindan i¢ zar boyunca tasimmaktadir.
Mikrosinler, belirli ve kritik enzimlerin inhibitorleri olarak islev gormektedir.
Ornegin, Mikrosin J25'in hedeflenen bakterinin RNA polimerazini inhibe ettigi
gosterilirken, microcin B17'nin bir DNA giraz inhibitérii oldugu, DNA
replikasyonunu inhibe ettigi ve bir SOS reaksiyonu olusturdugu bulunmustur
(Mathavan and Beis 2012). Mikrosin C'nin aspartil-tRNA sentezini inhibe ederek
etki gosterdigi, dolayisiyla hedef hiicrede protein sentezini azalttigi bilinmektedir
(Novikova et al. 2007). Mikrosinlerde oldugu gibi, kolisinler de hassas bakteri
zarlarinda gozenekler olusturarak veya hiicre i¢inde belirli hedefleri enzimatik olarak
yok ederek ¢alismaktadirlar (Gillor, Kirkup, and Riley 2004). Buna ek olarak, bu
bakteriyosinler, hedeflenen hiicrelere dis zardaki belirli reseptorler yoluyla
girmektedir. TonB'ye bagli B12 vitamini tasiyicist (BtuB), dis zar proteinleri A ve F
(OmpA ve OmpF), niikleozid tastyici Tsx ve FepA, FhuA ve Cir gibi demir aliminda
12



rol oynayan reseptorler dahil olmak iizere ¢ok sayida kolisin reseptorii tanimlanmistir

(Cascales et al. 2007; Simons, Alhanout, and Duval 2020).

1.5. Bakteriyosin Direnci

Antibiyotikler s6z konusu oldugunda, kazanilmis direng, bakteriyosinlerin
kullaniminin bir sonucu olarak kendini gosterebilmektedir (de Freire Bastos, Varella
Coelho, and da Silva Santos 2015). Raporlara gore, direng, zarin yapisinda,
akigskanliginda ve yiikiinde degisikliklerle sonuglanan karmasik bir mekanizmadir.
Hemen hemen tiim bakteriyosinler, antimikrobiyal etkilerini gostermek i¢in bakteri
membrant ile etkilesime ihtiyag duymaktadir. Sonug olarak, bu tiir bir degisikligin
bakteriyosin aktivitesi {izerinde bir etkisi olmas1 muhtemeldir (Islam et al. 2012). Bu
bilesikler ribozomlar tarafindan {retilir ve genellikle dogada katyonik ve
hidrofobiktir (de Freire Bastos, Varella Coelho, and da Silva Santos 2015). Ornegin,
nisin, 50 y1l1 agkin bir siiredir gida maddelerini korumak igin ticari olarak kullanilan
ribozom sentezi yoluyla {retilen katyonik bir antimikrobiyal peptittir. L.
monocytogenes'deki nisine direncin, L. monocytogenes'in viriilansinda yer alan iki
bilesenli sistem Vir R/Vir S ile iliskili oldugu daha 6nce gozlemlenmistir. Bu iki
bilesenli sistem, hidrofobik bilesenler ekleyerek bakteri hiicre yiizeyini degistiren
proteinleri kodlayan dItA ve mprF genlerinin ekspresyonunu diizenlemektedir
(Collins et al. 2010; Simons, Alhanout, and Duval 2020). Bu degisiklikler bakteri
Bakteri membranm1 bu modifikasyonlar sonucunda negatif yiikiinii kaybederek
bakteriyosinler gibi katyonik peptitlere karsi direngli hale gelmektedir. Buna ek
olarak, bakteriyel membranlarin kalinliginin ve sertliginin artmasiyla sonuglanan
membran degisikliklerinin nisin direnci ile iligkili oldugu gozlenmistir (Najjar,
Chikindas, and Montville 2007; Simons, Alhanout, and Duval 2020) ve bazi nisine
direngli GPB'de nisin pargalayici bir enzim olan nisinaz iiretimi goriilmistiir (Kaur et
al. 2011). Ote yandan, Gram-negatif bakteriler dogal bakteriyosinleri cesitli
sekillerde engelleyebilmektedir. Ornegin, kolisinler, Escherichia coli ve akrabalari
tarafindan tiretilen ve bunlara kars1 aktif olan bir antimikrobiyal sinifidir. E.coli’nin
bakteriyosinlere karsi direnci asagida belirtilen durumlarda ortaya ¢ikar. 1) Kolisin-

plazmit kodlu bagisiklik proteini spesifik bir kolisine baglandiginda ve bunu inaktif
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hale getirdiginde ortaya c¢ikan plazmit kodlu bagisiklik, 2) Kolisini baglayan bir
hiicre yiizeyi reseptorii degistiginde ortaya ¢ikan direng 3) Kolisin translokasyonunda
yer alan hiicre zar1 proteinleri degistirildiginde ortaya ¢ikan tolerans, 4) Ayni faj
tarafindan tekrarlanan enfeksiyonlar1 Onleyen ve aymi zamanda kolisin direnci
saglayan bir siire¢ olan lizojen siiperenfeksiyonu dislama (Feldgarden and Riley

1998).

1.6. Oz-Bagisikhk

Uretici suslar, kendilerini kendi bakteriyosinlerinden korumak icin bagisiklik
genlerine sahiptir. Cogu zaman, bagisiklik proteinlerini kodlayan genetik
belirleyiciler, bakteriyosin yapisal gen(ler)i ile birlikte lokalize olmak ve birlikte
diizenlenmek ve korunmus lokalizasyonlar1 nedeniyle, bakteriyosinlerin ¢ogunlugu
icin varsayilan bakteriyosin bagisiklik proteinleri bilinmektedir. Bununla birlikte,
koruma sagladiklar1 molekiiler siirecler bilinmemektedir. Genel olarak, cesitli
bakteriyosin sistemleri i¢in potansiyel bagisiklik proteinleri, daha 6nce karakterize
edilmemis cesitli bagisiklik mekanizmalarinin varligini1 gésteren, boyut, dizi ve yap1
acisindan 6nemli farkliliklar gostermektedir (Hassan et al. 2012). Bagisiklik en iyi,
tireticiye kendini koruma saglamak i¢in en az iki farkli bagisiklik mekanizmasinin
birlikte c¢alistigt nisin gibi lipid II'yi hedefleyen smif I bakteriyosinler igin
tanimlanmaktadir: (i) bakteriyosini digsar1 pompalayan 6zel bir ABC tasiyict sistemi
(Stein et al. 2003) ve (ii) hiicre dis1 taraftaki ayn1 kokenli bakteriyosin ile spesifik
olarak etkilesime giren ve onun lipid II'ye baglanmasini onleyen 6zel bir bagisiklik
proteini Lanl (Hill et al. 2008). Birka¢ dairesel bakteriyosin i¢in, ABC tasiyicilarini
iceren bir bagisiklik mekanizmasi da onerilmektedir (Diaz et al. 2003). Simf II
bakteriyosinleri (sinif Ila bakteriyosinler ve sinif I1d laktokoksin A) hedefleyen Man-
PTS i¢in bagisiklik mekanizmasi tanimlanmistir. Bagisiklik proteini, zarin hiicre igi
tarafindaki Man-PTS reseptoriine yakindan baglanarak gozenek olusumunu
onlemektedir (Diep et al. 2007). Man-PTS'ye bu baglanma ancak bakteriyosin
varliginda gerceklesmektedir. Bu bagisiklik proteinleri ¢ok secicidir ve siklikla
sadece tasarlandiklari bakteriyosine karsi koruma saglamaktadir (Hassan et al. 2012;
Johnsen, Fimland, and Nissen-Meyer 2005).
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1.7. Bakterilerden iiretilen giiclii antimikrobiyal peptidler (bakteriosinler)

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), ¢ok hiicreli organizmalardan tek bakteri
hiicrelerine kadar her tiirlii canlilar tarafindan tiretilir. Daha yliksek organizmalarda,
AMP'ler dogustan gelen bagisikliga katkida bulunmaktadir ve patojenik mikroplara
kars1 ilk savunma hatt1 olarak hizmet etmektedir. Genel olarak dkaryotik AMP'ler ve
bakteriyosinler, asagidaki 6zellikleri paylasan biiyiik heterojen bir bilesik grubudur:
Kiiclik (20-50 aa), katyonik ve amfifilik veya hidrofobiktirler; bu, negatif yiikli
bakteri membraniyla erken temaslart kolaylastirma, burada hiicresel ¢dziinenlerin
disar1 sizmasina neden olurlar ve sonunda hiicre 6liimiine neden olan gozenekler
tiretirler (Hassan et al. 2012). Ancak okaryotik AMP'ler ve bakteriyosinler arasinda
birkag kritik ayrim vardir. Bakteriyosinler siklikla son derece giiclii olmakla birlikte,
Okaryotik AMP aktivitesi i¢in daha disiik piko-nanomolar konsantrasyonlar
gereklidir. Bakteriyosinlerin ¢cogunlugu ¢ok dar bir hedef spektruma sahiptir, iiretici
ile sadece birkag yakindan iliskili tiire/cinslere karsi aktiftir (Nissen-Meyer and Nes
1997), oysa okaryotik AMP'ler genellikle daha az spesifiktir ve ¢ok ¢esitli bakterileri
hedeflerler. Bakteriyosinler, yiiksek potansiyelleri ve ozgiilliikkleri nedeniyle gida
muhafazasi ve enfeksiyon tedavisi de dahil olmak lizere ¢esitli uygulamalar i¢in

potansiyel antibakteriyel ajanlar olarak kabul edilmektedirler (Hassan et al. 2012).

1.8. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) aerobik, spor olusturan, gram-pozitif bir bakteridir. Bt,
onemli tarimsal zararlilarin ve insan hastaliklarinin vektorlerinin kontroliinde yaygin
olarak kullanilan bir biyoinsektisit kaynagidir. Ticari olarak temin edilebilen
biyopestisitlerin %90'indan fazlasinin temelini olusturmaktadir (Abdelmalek et al.
2016). B. thuringeinsis toksinlerinin ¢ogu, sporulasyon fazi sirasinda firetilen
parasporal inkliizyonlardir. Parasporal inkliizyon cisimcikleri, delta-endotoksinler
olarak bilinen ve iki farkli grupla simiflandirilan kristal proteinler icermektedir:
Amino asit dizisi benzerliklerine dayanan Cry ve Cyt proteinleri (Jouzani,
Valijanian, and Sharafi 2017). Cry proteini 73 farkli gruba ayrilirken (Cryl'den
Cry73'e), Cyt proteini ii¢ farkli grupta siniflandirmistir: Cytl, Cyt2 ve Cyt3 (Palma et
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al. 2014). Diger insektisidal proteinler, biiyiimenin vejetatif fazi sirasinda iiretilen
vejetatif insektisidal proteinlerdir (Vips). Vip proteinleri, amino asit benzerlik
derecelerine gore Vipl, Vip2, Vip3 ve Vip4 olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir
(Palma et al. 2014). Bt bazli biyoinsektisitler Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera
takimlarindaki belirli bocek tiirlerinin kontroliinde kullanmakla birlikte, diger bocek
takimlarina (Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga) ve nematodlara,
akarlara ve protozoaya kars1 da aktif olduklar1 bildirilmistir (Schnepf et al. 1998).
Ayrica Cry31A, Cry4lA, Cryd5A, Cry46A, Cry63A ve Cry64A (Palma et al. 2014)
gibi baz1 Bt Cry proteinleri insektisidal ve hemolitik aktivite gostermemektedir
(Jouzani, Valijanian, and Sharafi 2017). Bu, yeni bir protein kategorisi olan
parasporin (PS), kanser hiicrelerini ayirt ederek 6ldiirme yetenegine sahip bakteriyel

parasporal protein olarak tanimlanan yeni bir kategorinin olusmasina sebep olmustur

(Ohba, Mizuki, and Uemori 2009).

Biitiin bu proteinlere ilaveten, Bt antimikrobiyal aktiviteye sahip proteinleri, 6zellikle
bakteriyosinleri de sentezlemektedir. Bu nedenle, Bt antimikrobiyallerinin
uygulanmasi, gida biyolojik koruma, tip ve ¢evre bakimi gibi farkli alanlarda oldukga

onemli hale gelmektedir (Salazar-Marroquin et al. 2016).

1.9. Bacillus thuringensis bakteriyosini

B. thuringiensis gibi entomopatojenik bakteriler, sadece bocekleri kontrol etmek igin
degil, ayn1 zamanda farmasotikler ve gida koruyuculari olarak da kullanilabilen
cesitli ikincil metabolitler tiretmektedirler (Bode 2009). B. thuringiensis’in diger
Gram-pozitif bakterilere karsi antagonistik aktivitesi ilk defa Vankova tarafindan
1957°de tanimlamistir. Giiniimiizde antagonistik aktivite neredeyse tiim serotipler
arasinda gosterilmistir. Antibakteriyel aktivitenin bakteriyosin benzeri maddelerden

kaynaklandig1 gosterilmektedir (Favret and Yousten 1989).

B. thuringiensis antimikrobiyal peptitlerin ¢ogu, sporulasyon ve Cry sentezi ile ayni
zamana denk gelen duragan faz biiyiimesi sirasinda maksimum diizeyde tretilir (de

la Fuente-Salcido vd., 2013)
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Simdiye kadar farkli B. thuringiensis suslar1 tarafindan sentezlenen 18 bakteriyosin
rapor edilmis (Sumi et al. 2015) ve Thuricin Bnl, Bacthuricin 17 F103, Bacturicin
F4, Entomocin 9, Entomocin 110, Entomocin 420, Morricin 269, Kurstacin 287,
Kenyacin 404, Tolworthcin 524, Tochicin, Thuricin, Thuricin CD, Thuricin 19 H,
Thuricin S, Thuricin 17, Thuricin 439 ve Thuricin 7 olarak isimlendirilmislerdir. Bu
bakteriyosinler morrisoni, kurstaki, kenyae, entomocidus, tolworthi ve tochigiensis
dahil olmak {izere ¢esitli alt tiirler tarafindan tretilmektedir (de la Fuente-Salcido,

Casados-Vazquez, and Barboza-Corona 2013).

Bakteriyosinler, neredeyse 1 kDa (thuricin, 0.950 kDa) ile 12.4 kDa (entomosin 9)
arasinda degisen farkli molekiiler agirliga sahip peptitlerdir. Molekiiler agirlik
acisindan, bu bakteriyosinleri A ve B gruplarina ayirilir. A Grubu, 5 kDa'dan daha
hafif olan bakteriyosinlerden ve B grubu 5 kDa'dan daha agir olan bakteriyosinlerden
olusur. Islevsel olarak bakildiginda, A grubu icinde iki tip bulunabilir: tek peptit ve
iki bilesenli peptitler (Parisien et al. 2008).

B. thuringiensis bakteriyosinleri patojenik bakterilere karsi genis veya dar bir
inhibitdr aktiviteye sahip olabilmektedir. Thuricin 439 ve Thuricin CD dar
spektrumlu antimikrobiyal peptidlere o6rnektir. Morricin 269, Kurstacin 287,
Kenyacin 404, Entomocin 2 420 ve Tolworthcin 524 ise genis bir aktivite
spektrumuna sahiptir (de la Fuente-Salcido, Casados-Vazquez, and Barboza-Corona
2013).

1.10. Bacillus cinsinden elde edilen Bakteriyosin- Benzeri Peptidler (BLIS)

Bacillus bakteriyosinleri, Gram pozitif tiirlere ek olarak Gram negatif bakterileri,
mayalar1 veya mantarlari igerebilen, ve ¢ogu LAB bakteriyosinlerine kiyasla bazen
daha genis inhibisyon spektrumlari nedeniyle Onem kazanmaktadir. Bazi
bakteriosinlerin insanlar ve/veya hayvanlar i¢in patojen oldugu bilinmektedir.
Basiller, filogenetik siniflandirmalarina gére Firmicutes filumunun I. Sinifina aittir.
Bacillus bakterileri Gram pozitif, aerobik, endospor olusturan, cubuk seklinde
hiicreli, katalaz tireten ve yaygin bir dagilima sahip bakterilerdir. Toprakta ve

killerde, kayalarda, tozda, su ortamlarinda, bitki ortiisiinde, yiyeceklerde ve cok
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sayida bocek ve hayvanin gastrointestinal sistemlerinde bulunabilmektedir.
Bakteriyosin benzeri inhibitor bilesikler (BLIS), heniiz tam olarak tanimlanmamis bir
grup antimikrobiyal kimyasaldir. Antimikrobiyal bilesigin peptit bilesimi
bilinmediginde, bu terim siklikla kullanilir, Bacillus, ribozomal olmayan sentez
yoluyla antimikrobiyal peptitlerin (veya lipopeptitlerin) meydana gelmesinde tiretken
oldugundan, gercek bakteriyosinlerin (iturinler ve digerleri gibi) ribozomal sentezini

dogrulamak da énemlidir (Abriouel et al. 2011).

Lisboa vd. (Lisboa et al. 2006) Brezilya Atlantik ormani tiirii B. amyloliquefaciens
LBM 5006, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Serratia marcescens ve
Pasteurella haemolytica gibi patojenik ve gida bozulmasina neden olan bakterilere
kars1 bakteriyosin benzeri peptitler (BLIS) gelistirdigini gostermistir. BLIS etkisi
genis bir sicaklik araliginda sabittir, ancak sicaklik 121°C/15 dakikay1 astiginda
etkisi durmaktadir. Asidik ve ndtr pH seviyelerinde maksimum aktivite kaydedilmis,
ancak alkali pH'ta etkisi yok olmustur. Iturinler hari¢ antibakteriyel bilesik, tripsin,
papain, proteinaz K ve pronaz E proteolizine duyarlidir. Maksimum antibakteriyel
aktivite, bakterilerin 37°C sicaklikta BHI i¢inde yetistirilmesiyle duragan biiytime
faz1 sirasinda belirlenmistir. BLIS aktivitesi, molekiiler agirligi yaklasik 5 kDa olan

bir peptit tarafindan diizenlenmektedir.

Saleem vd. (Saleem et al. 2009) bahg¢e topragindan izole edilen BLIS adi verilen
Bacillocin iireten Bacillus brevis'in antibakteriyel aktivitesini aragtirmaktadir.
Bacillocin iiretimi, BHI ortaminda 32°C'de en yiiksek seviyede go6zlemlenmis,
Bacillocin iiretimi, erken bilyiime fazinda baslamis ve duragan donemde artmuistir.
Bacillocin Bb, 1 ila 9 arasindaki pH degerlerinde stabildir, 1s1ya (30 dakika boyunca
100°C), deterjanlara ve organik ¢oziiciilere karsi direnglidir. Proteinaz K tedavisinin
ardindan basillocin aktivitesinin tamamen ortadan kalkmasi, bunun bir protein
oldugunu gostermistir. Molekiiler kiitlesi <10 KDa olarak belirlenmistir.
Bacillocin'in S. aureus, Micrococcus luteus, Corynebacterium diphtheriae, C. xerosis

ve C. hoffmanni'ye kars1 etkili oldugu bulunmustur.

Bir diger bakteriyosin benzeri madde olan Cerein 8A Bacillus cereus 8A’dan elde
edilmistir (Bizani, Dominguez, and Brandelli 2005) . Ceren 8, pH 2-11 arasinda

stabil kalmistir, ve 30 dakika boyunca 75°C'nin iizerindeki sicakliklarda 1s1l islem ve
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test edilen proteolitik enzimlerin tiimii (Tripsin, Pronaz E, Proteinaz K ve Papain) ile
islem, inhibitor etkinin kaybolmasiyla sonuglanmistir. Cerein 8A, L. monocytogenes
ve B. cereus dahil olmak iizere cesitli patojenik ve gida bozulma bakterilerini,
muhtemelen membran fonksiyonlarina miidahale ederek inhibe etmistir. Ek olarak,

bu BLIS, bozulmamis B. cereus sporlarina karsi da aktif durumdadir.

Jianhua ve arkadaslar1 (Jianhua et al. 2009) Cin bitkilerinden izole edilen bir sus olan
B. subtilis LFB112'yi evcil hayvanlarda bulunan c¢esitli Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakterilere karst potansiyel antimikrobiyal etkisi nedeniyle aragtirmistir.
Escherichia coli, Salmonella pullorum, Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella
multocida, Clostridium perfringens, Micrococcus luteus, Streptococcus bovis ve
Staphylococcus aureus ve iki ¢oklu ilaca direngli klinik izolat ve bir fitopatojenik
maya susu da inhibe edilmistir. Antibakteriyel aktivite, orta-log biiyiime fazi
sirasinda tanimlanmis ve erken duragan faz sirasinda hizla artmistir. Bunu takiben,
antagonistik aktivite azalmistir. Antimikrobiyal madde proteinaz K ve pronaz E'ye
duyarhidir ancak papain, tripsin ve pepsin proteolizine direnglidir. Antibakteriyel
aktivite, 1siya nispeten direnglidir ve ayrica 3 ila 10 pH araliginda aktiftir. Aktif
peptit, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlendigi iizere,

yaklasik 6.3 kDa'lik bir goriiniir molekiiler agirlia sahiptir.

1.11. Bacillus thuringiensis'ten cesitli bakteriyosin benzeri peptitlerin eldesi ve
karakterize edilmesi

B. thuringiensis suslari, thuricins, tochicins veya entomocins olarak bilinen gesitli
antibakteriyel proteinler ve peptitler tiretmektedir. Cherif vd (A. Cherif et al. 2001)
B. thuringiensis susu BMG 1.7'nin bir toprak izolat1 tarafindan tiretilen, aktivitesi
logaritmik fazin sonuna dogru tespit edilen ve orta duragan faz sirasinda zirveye
ulasan yeni bir bakteriyosin olan thuricin 7'yi tanimlamistir. Bu sonuglar daha once
B. cereus, Bc 7 tarafindan iiretilen bakteriyosin olan Cerein 7 igin bildirilenlerle
benzerdir, ancak daha 6nce thuricin, tochicin ve Cerein i¢in bildirilenlerden farklidir.
Bunlarin tiimi, erken logaritmik biiyime evresinde tespit edilen aktivitelere sahiptir
ve sabit faz esnasinda azalmistir. Thurisin 7, proteinaz K'ya kars1 aktif degildir, 3-9

pH araliginda stabildir ve 1s1ya nispeten direnglidir. Kalan aktivitesi 90°C ve 98°C'de

19



30 dakika sonra sirasiyla yaklasik %90 ve %55 iken, 121°C'de 20 dakika sonra
inhibitor etki tamamen ortadan kalkmistir. Thuricin 7, bilinen dort bakteriyosin
tireticisinden t¢tine, B. thuringiensis HD2 ve HD868 dahil olmak fiizere test edilen
Bacillus cereus suslarinin yani sira yani sira B. subtilis, Listeria monocytogenes ve
Streptococcus pyogenes’e karsi antagonistiktir. LAB ve Gram negatif bakterilere
kars1 aktivite gozlenmemistir. Thuricin 7 inhibitér spektrumu Cerein 7'ninkine
benzerdir, ancak yakindan iligkili suslara kars1 sinirli spektruma sahip olan thuricin,

tochicin ve cerein ile karsilastirildiginda spektrumu oldukga genistir.

Thuricin CD Trn-C ve Trn-B olmak {lizere iki peptitten olusmaktadir (Hill, Rea, and
Ross 2008). Trn-C yaklasik 2763, Trn-B ise yaklasik 2861 molekiiler kiitleye
sahiptir. Bu bakteriyosin yaklasik 85°C'ye kadar 1s1ya dayaniklidir, ancak aktivite 90
OC'de azalmakta ve 100°C'de 15 dk inkiibasyondan sonra tamamen kaybolmaktadir.
Supernatant (CFS) proteolitik enzimlere (pepsin, tripsin, peptidaz, C-kimotripsin tip
V111, C-kimotripsin tip 11 ve proteinaz K) duyarhdir. Thuricin CD pH 2 ila 10
araliginda aktiftir. En yiiksek Thuricin CD konsantrasyonlari, sporulasyonun
baslamasiyla ayni zamana denk gelen ge¢ log ve gelisimin duragan evrelerinde
olugsmustur. Biiylimenin durgun evresi sirasinda, aktivite sabit kalmistir. CFS, B.
cereus, diger B. thuringiensis suslari, B. mycoides ve B. firmus gibi yakindan iligkili
Bacillus tiirlerini inhibe ederek, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 dar
bir inhibisyon spektrumu gostermistir; B. subtilis veya B. coagulans'a karsi hicbir
inhibisyon tanimlanmamustir. Clostridium sp i¢inde C. difficile ribotip 027 (NCTC
13366) dahil olmak tizere test edilen tiim C. difficile izolatlari, genis inhibisyon
bolgeleri ile CSF'ye karst asir1 duyarhidir. C. tyrobutyricum, C. lituseburense ve C.
indolis de inhibe edilmistir, buna karsin test edilen diger Clostridium tiirleri inhibe
edilmemis veya sadece zayif bir sekilde inhibe edilmistir. Test edilen diger Gram
pozitif patojenler arasinda, yalnizca Listeria monocytogenes Thuricin CD'sine
duyarhdir. Thuricin CD'si, C. difficile ile iliskili diyare tedavisi i¢in Alimentary
Pharmabiyotik Merkezi (APC) tarafindan Eyliil 2009'da Irlandali bir biyoteknoloji
isletmesi olan Alimentary Health Ltd.'ye lisanslanmugtir.

(http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?W0O=20090 6865 (37).

Cherif ve digerleri (Ameur Cherif et al. 2008) Bacillus thuringiensis subsp

entomocidus tarafindan tretilen baska bir bakteriyosin kesfetmistir. Entomosin 110
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olarak adlandirilan antibakteriyel aktivite, logaritmik biliylime fazinin ortasindan
baslayarak {iretilmistir ve erken ve duragan fazlar sirasinda artmistir. Kiiltiir
stipernatanindan  ekstrakte edilen bakteriyosinin, Listeria monocytogenes,
Paenibacillus larvalar1 ve diger Bacillus tiirleri dahil olmak {izere ¢ok sayida Gram
pozitif bakteriyi inhibe ettigi ve Entomocin 110'un ayrica 1siya dayanikli ve pH
degisikliklerine ve kimyasal ¢oziiciilere karsi1 direngli oldugu bulunmustur. Proteinaz
K ile muameleden sonra, inhibitér aktivite tamamen ortadan kaldirilmis ve 4.8

kDa'lik bir molekiiler agirlik bulunmustur.

Bideshi vd. (Barboza-Corona et al. 2007b) Meksika’da bes adet B. thuringiensis
susundan bakteriyosin benzeri peptit inhibitér maddelerinin (Bt-BLIS) {iretildigini
bildirmistir. Morricin 269 B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269)’den; B.
thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287)’den kurstacin 287; B. thuringiensis subsp.
Kenya (LBIT 404) tarafindan fretilen kenyacin 404; B. thuringiensis subsp.
entomocidus (LBIT 420) tarafindan iiretilen entomicin 420; ve B. thuringiensis
subsp. tolworthi (LBIT 524)’nin irettigi tolworthcin 524 olarak isimlendirilmistir.
Bt-BLIS, farkli biyofiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerine gore iki gruba ayirlmistir:
Morrisin 269 ve kurstacin 287'yi iceren A Grubu, ve kenyacin 404, entomocin 420
ve tolworthcin 524'i igeren Grup B. Isil islem altinda, Bt-BLIS formiilasyonlari
nispeten stabil kalmistir. Morricin 269 ve kurstacin 287 (Grup A), 80°C'ye kadar
olan sicakliklarda stabiliteleri nedeniyle termotolerant olarak kabul edilmistir. B
Grubu iiyeleri (kenyacin 404, entomocin 420 ve tolworthcin 524), 121°C'ye kadar
olan sicakliklarda aktivitelerinden dolay1 1siya dayanikli olarak adlandirilmistir.
Kismen saflastirilmis inhibitor proteinler, genis bir pH araliginda (5-11) miikkemmel
stabilite sergilemistir: PH 5'te, morrisin 269 ve kurstasin 287, B. cereus'a karsi
inhibitdr etkiyi korumus, ancak pH 9'da etkinliklerinin yalnizca yaklasik %401
kalmistir. pH 5'te, kenyasin 404, entomocin 420 ve tolworthcin 524 6nemli aktivite
sergilemis, ancak pH 11'de aktivitelerinin %80'ini koruyarak Grup A'dakilerden daha
stabil kalmistir. BLIS'in molekiiler agirligi 10 KDa'dir. Duragan fazin baslangicinda
bakterisidal aktivite grubu A (moricin 269 ve kurstacin 287), bu agamanin sonunda
pik seviyeleri ile, Grup B (kenyasin 404, entomocin 420, tolworthcin 524) Bt-
BLIS'in bakterisidal aktivitesi logaritmik fazda alinan Orneklerde goriilmiis ve

duragan donemin baslangicinda pik yapmustir. Sadece iki bakteri, B. cereus ve B.
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thuringiensis, Grup A Bt-BLIS tarafindan inhibe edilmistir. B. subtilis, Listeria
tirleri, E. faecium ve S. aureus 'a karsi etkisiz kalmigtir. Grup A, incelenen gram
negatif basiller arasinda yalnizca V. cholera 'ya kars1 etkili olmustur. Grup B i¢in L.
monocytogenes ve S. aureus disinda test edilen tiim gram pozitif bakterilere karsi
bakterisidal aktivite tespit edilmistir. A Grubu Bt-BLIS'de oldugu gibi, B Grubunun
tiyeleri V. cholera'ya kars1 aktif olmus, ancak E. coli, S. typhi, S. Xexneri, S. sonnei
ve P. aeruginosa dahil olmak flizere diger gram-negatif bakterilere karsi aktif

olmamustir.

Diger bir ¢alismada Paik vd. (Paik et al. 1997) B. thuringiensis subsp. tochigiensis
HD868 tochicin iireticisi olarak tanimlanmistir. Bu kismen saflastirilmis tochicin,
test edilen 20 tipik B. thuringiensis susu ve bir B. cereus susuna karsi dar bir
antibakteriyel aktivite araligi sergilemis, ancak test edilen diger bakteri veya
mayalara kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Bu tochicin, proteinaz K'ya
duyarlidir, yiiksek bir pH stabilitesine (pH 3.0-9.0) sahiptir ve 90°C'de bir dereceye
kadar 1siya dayaniklidir, 100°C'de 30 dakika boyunca aktivitesini tamamen
kaybetmistir. Tochicin aktivitesi log-orta biiyiime fazinda kesfedilmistir. Aktivitenin
erken duragan fazda artti§1, ancak duragan fazdan sonra azaldigi fark edilmistir.

Tochicin, yaklasik 10.5 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir.

Bunlara ilave olarak Ugras vd. (Ugras et al. 2013) findik zararlis1 bir bécekten izole
ettikleri B. thuringiensis subsp. kurstaki Bnl (Bt-Bnl)’den Thuricin Bn-1 elde
etmislerdir. Bu inhibitor madde logaritmik fazin baslarindan sonuna kadar olan
stirede tUretilmistir. Proteinaz K’ya duyarli olan Thuricin Bn’in 3 kDa molekiiler

agirhiginda ve pH 6-8 arasinda stabil oldugu gosterilmistir.

Yukarida verilen ¢aligmalarda da goriildiigi gibi, farkli B. thuringiensis suslarindan
farkli fiziko kimyasal 6zelliklere sahip ve farkli spektrumda antimikrobiyal aktivite
gosteren bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri maddeler tanimlanmistir. Bu tez
calismasinda ise koleksiyonumuzda bulunan ve zeytin alanlarindan toplanip
karakterize edilmis B. thuringiensis suslarinin bakteriyosin benzeri madde iiretim

potansiyelleri arastirilmistir.
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2.1. Materyal

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.1. Antibakteriyal Aktivitede Kullamlan indikator Suslar

Calismada indikator susu olarak kullanilan Bacillus cereus 11778 ATCC’den; Bt

subsp. kurstaki, Bt subsp. aizawai, Bt subsp tenebrionis, Bt subsp israilensis, Bt

subsp. dakota 4R2,

Bacillus Genetic Stock Center (Ohio, USA)’den; Bt subsp.

finitimus, Bt subsp. galleriae, Bt subsp. thompsoni, Bt subsp. morrisoni Ege

Universitesi Mikrobiyoloji Béliimiinden; Listeria spp., Candida albicans Adnan

Menderes Universitesi Mikrobiyoloji Boliimiinden elde edilmistir. Diger Gram

pozitif ve Gram negatif suslar MSKU, Egitim Fakiiltesi Mikrobiyoloji Béliimiinden

elde edilmistir. Biitiin indikator suslar, besiyerleri ve sicaklik kosullar1 Tablo 2.1 de

verilmistir.

Tablo 2.1. indikator bakteriler

Suslarin adi Kod. Numarasi Besiyerir Sicaklik °C
Gram pozitif

Bt subsp. finitimus BGSC 4B1-4B2 NA 30
Bt subsp. tenebrionis BGSC 4AAl NA 30
Bt subsp. galleriae BGSC 4G1-4G6 NA 30
Bt subsp. thompsoni BGSC 4Q1 NA 30
Bt subsp. morrisoni BGSC 4K1-4K3 NA 30
Bt subsp. dakota BGSC 4R2 NA 30
Bt subsp. azawali BGSC 4J3 NA 30
Bt subsp. kurstaki BGSC 4D1 NA 30
Bacillus cereus ATCC 11778 TSA 28
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Listeria spp. Gida izolat1 BHI 37
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P NA 37
Bacillus subtilis ATCC 6633 NA 30
Micrococcus luteus NRRLB-4375 TSB 37
Gram Negatif

Eschreichia coli DH5a. NA 37
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212 NA 37
Eschreichia coli ATCC 11230 NA 37
Fungal

Candida albicans 90026 PDA 33

2.1.2. Besiyerleri

2.1.2.1. Trypto-casein soy broth (TSB)

TSB hazirlanirken 30 gr tartilip 1 litre distile su ile ¢oziilmiistir. Daha sonra
otoklavda 121°C 15 dakika sterilizasyon islemi uygulanmis ve 24 saat 37°C inkiibe
edilmistir.  Hazirlanan TSB, Bt ve baz1 indikator suslarin biiyilitmesinde
kullanilmistir. Ayni besiyerine agar agar 15 gr eklenerek kati besiyerine
dontistiiriilmiis ve steril edildikten sonra petrilere dokiilmiistiir. Bakteriyosin benzeri
madde iiretim denemelerinde, Bt ve bazi indikatér suslarin biiyilitmesinde

kullanilmistir.

2.1.2.2. Nutrient broth (NB)

Sekiz gram NB 1 litre distile su ile ¢oziilmistiir. Sterile edilmesi i¢in 121°C 15
dakika otoklavlanmis ve steril edildikten sonra 24 saat 37°C de inkiibe edilmistir.
Bazi indikator suslarin biiyiitmesi i¢in kullanilmistir. NA hazirlanmasinda ise 1 litre

NB’ye 15 gram agar agar eklenmis ve steril edildikten sonra 37 °C de 24 saat inkiibe
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edilip 4°C’de saklanmistir. Stok hazirlamasi ve bazi indikator suslarin biiylitmesinde

kullanilmistir.

2.1.2.3. Luria Bertani Broth (LB)

LB’den 25¢r tartilip 1 litre distile su ile ¢ozlilmiis, Otoklavda 121°C 15 dakika steril
edilmistir. Steril edildikten sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve stok
hazirlanmasinda kullanilmistir. LB agar hazirlamak i¢in ise ayni besiyerine 15 gr
agar agar ilave edilmis ve steril edildikten sonra 37 °C de 24 saat inkiibe edilip

4°C’de saklanmustir.

2.1.2.4. Mueller Hinton Broth (MHB)

MHB’dan 21 gr alinip llitre distile su ile ¢ozlilmustiir. Steril etmesi i¢in 121°C 15
dakika otoklavlanmistir. Steril edildikten sonra 24 saat 37°Cde inkiibe edilip 4°Cde
saklanmigtir. MHA agar hazirlamak i¢in ise ayni besiyerine 15 gr agar agar ilave
edilmis ve steril edildikten sonra 37 °C de 24 saat inkiibe edilip 4°C’de saklanmistir

Indikator bakteri biiyiitmesi icin kullanilmistr.

2.1.2.5. Brain Heart Infusion Broth (BHI)

37 gr BHI 1 litre distile su ile ¢oziilmistiir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edilerek 37 °C 24 saat inkiibe edilmistir. BHI agar1 ise ayn1 besiyeri bir litrede 15 gr
agar aga eklenmis ve steril edildikten sonra, 37 °C de 24 saat inkiibe edilmistir.

Listeria spp. ve Candida albicans biiyiitmesi igin kullanilmustir.

2.1.2.6. Potato Dextrose Agar (PDA)

39 gr PDA 1 litre distile su ile ¢Oziilmistiir. Steril etmesi i¢inl121°C 15 dakika
otoklavlanmis ve 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Candida albicans biiyiitmesi igin
kullanilmistir.
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2.1.3. Tampon Cozeltiler
2.1.3.1. Enzim soliisyonlart (10 mg/ml)
Proteinaz K 10 mg alinip 1 ml distile su ile ¢oziilmiistiir. 0.22mm filtreden gegirilmis

ve -20’de saklanmustir.

Trypsinl10 mg alinip 1 ml distile su ile ¢oziilmiistiir. 0.22mm filtreden gegirilmis ve -

20’ de saklanmustir.

a-amilaz 10 mg alinip 16mM PH 6 Na- asetat ile ¢oziilmiistiir. 0.22 mm filtreden

gecirilmis ve -20 de saklanmugtir.
Lipaz 10 mg alimip Iml IM PH 8.0 Tris- HCL ile ¢oziliip 0.22 mm filtreden
gecirilmis ve -20 de saklanmugtir.

2.1.3.2. Na- asetat tamponu

16 mM Na- asetat pH 6.0, 0.21 gr Na-asetat pH 6 ayarlamak i¢in 0.091 ml asetik asit

kullanilarak 100 ml’ye kadar distile su ile tamamlanmuistir.
2.1.3.3. SDS — PAGE i¢in kullanilan tampon ve soliisyonlar
Monomer soliisyonu: 6 gr akrilamid, 0.16 gr bis-akrilamid, 20ml olacak seklinde

distile su ile ¢6ziindiirtilerek 4°C de saklanmustr.

4X Running jel tamponu (1.5M PH 8.8): 9.075 gr Tris 20 ml distile su ile

¢oziindiiriilerek HCL ile 8.8 ayarlanip distile su ile 50 ml e kadar tamamlanmistir.

4X stacking jel tamponu (0.5M PH 6.8): 3 gr Tris 20 ml distile su ile ¢6ziindiiriilerek

HCL ile 6.8 ayarlanip distile su ile 50 ml’e kadar tamamlanmustir.

%10 APS: 1.0 gr APS den alinarak 1ml de distile su ile ¢oziindiiriilmiistiir. Bu

¢Ozelti taze hazirlanmalidir.

%10 SDS: 10 gr SDS, 100 ml ile distile su ile ¢ozlindiiriilmiistiir.
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Tank buffer: 3.02 gr Tris, 14.41 gr glisin, 1 gr SDS, 1000ml®e distile su ile

¢Oziindirilmistiir.

Fiksasyon ¢ozeltisi (%5 asetik asit): 5 ml asetik asit, 100 mle distile su

tamamlanmustir.

Jel boyasi: 1.5 gr Coomassie Brilliant Blue, 225 ml metanol, 50 ml asetik asit, 500

ml e kadar distile su ile tamamlanmustr.

Destaining ¢ozeltisi: 10 ml asetik asit, 25 ml methanol, 100 ml e kadar distile su ile

tamamlanmustir.

Jel overlay assay i¢in fiksasyon ¢ozeltisi : %25 izopropanol igin 125 ml izopropanol,
%10 asetik asit icin 50 ml asetik asit alimp 500 mlye kadar distile su ile

tamamlanmistir.

4X native sample buffer: 4ml Tris- HCL 0.5 M PH 6.8, 4 ml gliserol, 4mg

bromofenol 10 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.3.4. Antimikrobiyel aktivite icin ¢ozelti

Normal salin: 0.9 gr NaCl, 100 ml distile su ile ¢oziinmiistiir.
0.5 McFarland: 0.05 ml %1 BaCl,.2H20,10 ml ye H2SO4 ile tamamlanmustir.

1 McFarland: 0.1 ml %1 BaCl,.2H20, 10 ml ye H2SOs ile tamamlanmustir.

2.1.3.5. 20 mM Tris-HCI Tamponu

1.211 gr Tris, 400 ml distile su ile ¢6ziinmiis, PH s1 HCL ile ayarlanip 500 mlye

distile su ile tamamlanmistir.

2.1.4. Kullanilan Cihazlar

Thermal cycler PCR (Blue Ray Biotech, TCL9T620), Otoklav (Hirayama Hv-50L),
Sogutmal1 Santrifiij (Niive NF 1200R ve NF800R), Mikro Santrifiij (Hettich
mikro200 ve Thermo), Etiiv (Niive EN500), Calkalamali Su Banyosu (GFL1003),
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Terazi (Denver Instrument), Isiticili Manyetic karistirct (IKA RH Basic 2 ve wisestir
msh-20A), Spektrofotometer (Thermo Scientific), Transilluminator (FRONT),
Agaroz Elektroforez Cihazi (Thermo EC320), SDS-PAGE Eleltroforez Cihazi
(ATTO), Distile Su Cihaz1 (GFL2004), 3.5K MWCO, 16mm Dialysis Tubing
(Thermo Scientific).

2.1.5. Kullanilan Besiyeri Ve Kimyasallar

Tripton Soy Broth (Merk ve Biokar), Mueller Hinton Broth (Biokar), Agar Agar
(Oxoid), Commassie Brillentblue R-250, Gliserol, Tripsin, Amonyum persiilfat,
TEMED, Bisakrilamid, Amonyum siilfat, Sodium asetat (Applichem), Proteinaz K,
a-amilaz, lipaz, Akrilamid, Triton X-100, Glisin (Sigma),Tris-Base (NZYTech),
Izopropanol, Etanol, SDS, Potatoes Dextrose Agar, Yeast Extract, Nutrient Broth,
HCL, NaOH, (Merck), Agaroz (Sigma), Aseton (Tek-PATH), NaCl, Metanol (Iso
Lab), Protein Marker, Dream Tag Green PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific).
Brain Heart infusion (BHI) (LAB049), Asetik asit (Riedeldeltaen).

2.2. Yontem

2.2.1. Bt Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismada koleksiyonumuzda bulunan Bt suslarini tekrar canlandirmak i¢in biitiin
suslar Nutrient agara ekilerek gece boyunca 30°C inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda lireyen tek bir koloni alinip LB broth’a inokiile edilmistir. 24 saat 30°C’de
inkiibasyonun ardindan tireyen kiiltiirden 250 pl alinarak esit hacimde %50 steril

gliserol ile stoklar1 hazirlanmistir. Stoklar -20 °C ve -80 “C’de saklanmustir.

2.2.2. Agar Spot Assay

Bt suslarin antimikrobiyel madde {iiretimi arastirilirken indikatoér bakteri olarak
Bacillus cereus 11778 (ATCC) susu kullanilmistir. TSA (Triptic Soy agar)

petrilerine steril 6ze ile ¢izgi ekimler yapilarak 28 °C’ de bir gece inkiibe edilmistir.
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Ertesi giin, bir tane koloni alinip 5 ml TSB (Triptic Soy Broth)’ ye eklenip 28°C de
su banyosunda 4-5 saat birakilarak, 2l kiiltiirden alinip TSA ’1n iizerine nokta olarak

eklenip bir gece 28°C*de inkiibe edilmistir

Bt Ertesi giin indikator susu B. cereus ise TSB’de 4-5 saat kadar biiyiitiilmiis ve
OD’si 0.2-0.3 (1x 10° cell/ml) ulastiktan sonra soft agar’a (TSA 0.7%) 100 pL
eklenmistir. TSA petrilerindeki kiiltiirlerin tizerine indikator susu igeren soft agar
yaklasik 10 ml dokiilmiistiir. Dokiildiikten sonra donmaya birakilip inkiibasyonda bir
gece beklemistir. Inkiibasyondan sonra suslarin petrideki kiiltiirleri etrafinda olusan
zonlara gore degerlendirme yapilmistir (Barboza-Corona et al. 2007b; A. Cherif et al.
2001)

2.2.3. Agar Kuyu Difiizyon Yontemi

Antibakteriyel aktivite 6n tarama yontemi olan agar spot assay sonucu seg¢ilen 17
adet Bt susu 3ml TSB broth icinde 24 saat biiyiitiilmiis, sonra kiiltiir stvilar1 8000 x g
de 10 dakika, 4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra, kiiltiir siipernatantlar
siringalarla cekilerek 0.45 pm por capli, steril membran filtreden siiziilmiis ve steril
ependorf tiiplere toplanmistir. Siiziilmiis stipernatant (CSF) -20°C’de veya 4°C’de
saklanmustir. Indikator sus B. cereus kiiltiiriinden 50ul (1x10° hiicre/ml) almp 25
mi’lik soft agara eklenerek steril petrilere dokiilmiistiir. Soft agar katilastiktan sonra,
5-7 mm ¢apl steril sar1 tip ile kuyucuk agilmstir.

Daha sonra olusan rutubet mikro pipet ile ¢ekilmis, tam rutubetinden kurtulmak i¢in
37 °C de 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra kuyucuklar igerisine 90 ul siipernatant
koyulmus ve 4°C’de 22 saat bekletildikten sonra 28°C de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra olusan zonlarin caplar1 Slciilmiistiir (Izquierdo et al. 2008;
Rogers and Montville 1991). Sonug olarak, 100 izolattan antibakteriyal aktivite
spektrumu en genis olan 28Q1 kodlu sus bakteriyosin benzeri madde iiretimi ve

karakterizasyonunda ¢alisilmak tizere se¢ilmistir.
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2.2.4. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Uretim Kinetiklerinin Incelenmesi

Bakteriosinlerin iiretim kinetiklerini incelemek igin se¢ilmis sus (28Q1) 5 ml’lik
TSB iginde 28°C de 2-4 saat inkiibe edilmistir. Bakteri yogunlugu 0.1(OD 600nm)
oluncaya kadar (erken logaritmik faz) calkalamali su banyosunda inkiibasyona
devam edilmistir. OD 0.1’¢ ulasinca erlenlerdeki 100 ml TSB besiyerine kiiltiirden
250pl almarak ekim yapilmis ve 28 °C’de 3 giin inkiibe edilmistir. Duplike 6rnekler
her 4 saatte bir (4, 8, 12, 16,20, 24, 30, 42, 54, 66, 78, 93) alinmustir. Inkiibasyon
periyodu boyunca 3’er ml 2 adet kiiltlir alinmis ve 2 ml 600 nm‘de hiicre
biiylimesinin spektrofotometrik olarak gézlenmesinde kullanmistir. Diger 1 ml ’si
8000xg 10 dakika 4°C de santrifujlenmistir. Elde edilen siipernatant (CFS) 0.45mm
filtreden gegirilmis ve biitiin filtre edilen CSF buz dolabinda 4 "C’de saklanmustir.
Sonra filtre edilen CFS’larin 2 kat olacak sekilde (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32)
diliisyonlart hazirlanmistir. Her bir diliisyonlardan 90 pl alinarak indikatdr bakteri
B.Cereus iceren soft TSB petrilerindeki kuyucuklara eklenmistir. Difiizyon igin 22
saat 4°Cde biraktiktan sonra 28°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteriyosin
aktivitesi, en son zonun gorildigii (2mm) diliisyon 1000 ile ¢arpilip 90 pl’ye
boliinerek mililitredeki AU/ml olarak tespit edilmistir. Deneyler en az iki defa

tekrarlanmig ve ortalamasi verilmistir.

2.2.5. Bakteriosin Benzeri Maddenin Karakterizasyonu

En yiiksek bakteriosin iiretiminin ve aktivitesinin goriindiigii zaman periyodunda
28Q1 susu TSB’de kiiltiire alinmistir. Elde edilen kiiltiir stibernatantlar1 (CFS) filtre
edildikten sonra farkli sicaklik, pH, besi yeri, enzimler, ve organik ¢oziiciilerin etkisi
incelenmistir. Biitiin ¢alismalar en az 2 defa tekrar edilmis ve sonuglar1 ortalama

olarak hesaplanmustir.

% Kalan aktivite = Bx100/ K 0.1)

B = islem gormiis supernatantin olusturdugu zon cap1

K = kontrol zon ¢ap1 (islem gérmemis supernatant)
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2.2.5.1. Farkli sicaklik degerlerinin bakteriyosin iizerine etkisi

Bt 28Qlsusu en yiiksek bakteriyosin aktivitesinin gorildiigii 8 saat boyunca
blyiitiilmiistir. Kiiltirden 100 ml alinarak steril ependorflarin her birinde 300 ul
koyularak +4 °C de santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi1 (CFS) alinarak 0.45ul’lik
filtreden gecirilmistir. CFS farkli sicakliklarda (30, 50, 70, 100 °C) 30 dakika ve 2
saat 1sitict blokta inkiibe edilmistir. 120 °C igin ise 15 dk otoklavlama islemi
uygulanmistir. Oda sicakligina ulasana kadar buz iizerine birakilmistir. Indikatdr
bakteri B.cereus 11778 (50 ul), 25 ml soft TSB ile karistirilarak petriye dokiilmiis ve
katilasmast beklenmistir. Sonra kuyucuklar agilmis ve islem gérmiis CSF 2 kat
dilisyon yapilarak (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) her birinden 90 ul kuyucuklara
eklenmistir. Diflize olmasi icin +4 °C buzdolabinda 22 saat birakilmis ve 28°C’de 24

saat inkiibe edildikten sonra aktivitelerine bakilmistir.

2.2.5.2. Farkli pH degerlerinin bakteriyosin aktivitesi tizerine etkisi

Farkli pH degerlerinin kiiltiir siipernatantt (CFS) aktivitesi {izerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla CFS’ nin pH'st degistirilmis ve 5 ve 1 M’ lik tamponlari
hazirlanmistir. pH degeri 3, 4, 5, 6 ayarlamak i¢cin HCL kullanilmis; pH 7, 8, 9,10
ayarlamak icin ise NaOH kullanilmistir. CSFin pH kararliligi 30 dakika buz
tizerinde bekledikten sonra 2 kat diliisyon (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) yapilarak
tespit edilmistir. Kuyu diflizyon metodu kullanilarak 50 pl indikator bakteri B.cereus
iceren soft TSB agar petrilere dokiilmiistiir. Her petride 6 tane kuyucuk acilmistir.
Islem gérmiis ve diliisyon edilmis CSF den 90 ul kuyucuklara eklenmistir. 28 °C de
24 saat inkiibe edildikten sonra zonlarin c¢aplar1 6l¢lilmiistiir. Pozitif kontrol olarak

pH’s1 degistirilmemis CFS kullanilmistir.

2.2.5.3. Bazi organik ¢oziiciilerin bakteriyosin aktivitesi tizerine etkisi

Baz1 organik ¢oziiciilerin kiiltlir siipernatanti (CSF) aktivitesi tlizerine etkisi
degerlendirilmistir. Bunun i¢in %10 Aseton, %10 Etanol, %10 Metanol, %10 Triton-
x-100, ve %10 DSMO kullanilmistir. CFS organik ¢oziiclilerle muamele edildikten
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sonra oda sicakliginda bir saat bekletilerek 2 kat diliisyon (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32) yapilmistir.

Kuyu difiizyon metodu kullanarak 50 pl indikator bakteri B. cereus igeren soft TSB
agar petrilere dokiilmiistiir. Her petride 6 tane kuyucuk acilmistir. islem goérmiis ve
diliisyon yapilmig CSF’ den 90 pl kuyucuklara eklenmistir. 4 °C’ de 22 saat
birakilmis ve daha sonra 28 °C de 24 saat inkiibe edilerek zon ¢aplar1 Sl¢iilmiistiir.
Organik ¢oziiciiler distile su ile negatif, CSF igermeyen organik ¢oziicii 6rnekleri ise

pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

2.2.5.4. Farkli besiyerlerin bakteriosin aktivitesi iizerine etkisi

Bt 28Q1 susu farkli besiyerleri olan NB ve MHB’de 28 °C de biiylitiilmiistiir. Bunun
icin 28Q1 susu 5 ml TSB’de biiyiitiilerek 250 pl inokiile olarak alinmis ve 100 mI’lik
NB ve MHB besiyerine eklenmistir. Daha sonra 28°C de 24 saat su banyosunda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodu boyunca her 8 saat 1er ml 2 adet kiiltiir
alinarak 1 ml Si 600 nm'de hiicre biiylimesinin spektrofotometrik &l¢iimi igin
kullanilmistir. Diger 1 ml ise 8000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir ve elde edilen
CSF 0.45 pum’lik filtreden gecirilmistir. Antimikrobiyel aktivitesine bakmak icin
agar kuyu difiizyon metodu kullanmistir. Soft agar (% 0.7) igeren 25 ml TSB, 50ul
B. cereus ile kanstirilarak petriye dokiilmiistiir. Petri icerisindeki agar lizerinde 5-
7mm capinda kuyucular agilmis ve rutubet uzaklastirilmistir. Daha sonra 37°C de 15
dakika inkiibe edilmistir. Filtre edilen CSF 2 kat (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32)
diliisyon yapilarak kuyucuklara eklenmis 22 saat 4°C de buzdolabina birakilmistir.
Daha sonra petriler 28 °C de 24 saat inkiibe edildildikten sonra olusan zonlarin ¢ap1

Olclilmiistiir.

2.2.5.5. Farkli enzimlerin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisi

Kiiltiir stipernatantinin (CSF) aktivitesi {izerine ¢esitli enzimler kullanilmistir. CSF
Proteinaz K, Lipaz, Tripsin, a-amilaz ile son konsantrasyon 1mg/ml olacak sekilde
37 °C'de 2 saat su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra muamele
edilen CSF’den 2 kat diliisyon (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) hazirlanmistir. 50 pl

indikator bakteri B. cereus iceren soft TSB agar petriye dokiiliilerek 6 tane kuyucuk
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actlmistir. 90 pl muamele ve diliisyon edilmis CSF’lerden kuyucuklara eklenmis ve
4°C de 22 saat birakilip 28°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra zon
capilart Olgiilmistiir. Muamele edilmemis CSF pozitif kontrol, tek basina enzim

kullanilarak gerceklestirilen islemler negatif olarak kullanilmistir.

2.2.6. Bt 28Q1 Susunun 16S rDNA Ve hag Geniyle PCR Analizi

Bakteri susu 28Q1’den kaynatma yontemiyle DNA izole edilmistir. DNA izolasyonu
i¢in 1.5 ml bakteri kiiltiirii 28 °C’ de 18 saat ¢alkalamali su banyosunda biiyiitiilmiis
ve 9000 x g’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen pellet 200 ul distile su ile
¢cozlindiriildiikten sonra 15 dakika kaynatilip 13000 rpm’de 3 dakika
santrifiijlenmistir. Genomik DNA siipernatant oldugu i¢in slipernatant alinip temiz
ependorf tiipiine aktarilmis ve PCR deneyinde kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza

edilmistir.

2.2.7. 16S rDNA ve hag Geni Analizi

Bt 28Q1susundan genomik DNA elde edildikten sonra 16S rDNA geni Forward (F):
5-AGAGTTTGATCCTGGCTGAG-3' ve Reverse (R) : 5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3" 10 mM primerleri, hag geni ise F. 5-
ATGAGCAATTCTATGGACCG-3' ve R: 5TTTCAGACATTTCTTTCGCC-3'
10mM primerleriyle ¢ogaltilmistir (la Cruz D et al. 2018); (Leon-Galvan et al. 2009).
Bu primerler Macrogen Europe firmasi tarafindan sentezlenmistir. Bt subsp. kurstaki
(4D1)’den elde edilen DNA pozitif kontrol, DNA igermeyen PCR reaksiyonu ise
negatif kontrol olarak kullanilmistir. PCR reaksiyonu i¢in Dream Taq enzimi
(Thermo scientific PCR master mix 2x) kullanilmis olup her bir reaksiyon 12.5 ul
master mix, 0.5 ul forward primer (10 mM), 0.5 ul reverse primer (10 mM), 3 ul
DNA, 8.5 ul ddH20 ‘nu igermektedir.

*16S rDNA geni i¢in PCR programi asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
On denaturasyon: 95°C’de 5 dakika; denaturasyon: 95°C’de 1 dakika; baglanma:
60°C’de 1 dakika; uzama: 72°C 2 dakika; son uzama: 72 °C’de 10 dakika olarak
gerceklestirilmis ve 30 dongtide ilgili gen ¢ogaltilmustir.
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*hag geni icin PCR programi asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. On
denaturasyon: 95°C’de 5 dakika; denaturasyon: 95°C’de 1 dakika; baglanma:
48°C’de 2 dakika; uzama: 72°C’de 2 dakika; Son uzama: 72°C’de 7 dakika olarak
uygulanmis ve hag geni 30 dongiide ¢ogaltilmistir.

Her PCR iirliniinden alinan 6rnekler hazirlanan % 1 agaroz jelde 100 voltta 30 dakika
yiriitiilmiis ve jel dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat) ile goriintiilenmistir.
O’GeneRuler 10 kb DNA Ladder molekiiler agirlik marker’t olarak kullanilmustir.
PCR iiriinleri DNA sekansi i¢in DNA sekanslayici firmaya gonderilmis, elde edilen
sekanslar NCBI’da yer alan BLAST programi ve BioEdit kullanilarak analiz

edilmistir.

2.2.8. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Kismi Piirifikasyonu

En yiiksek bakteriyosin benzeri madde iiretiminin ve aktivitesinin goriildigi
zamanda Bt susu 28Q1 100 ml’lik TSB’de kiiltiire alinmistir. Bakteri kiiltiirii 8000
g’de 4°C’de, 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant elde edilmistir. Gerekli miktarda
amonyum siilfat ezilerek siipernatanta her 15 dakikada bir 1 saat boyunca buz
lizerin’e manyetik karistirici ile kangtirarak eklenmistir. Kiiltiir siipernatantlar
amonyum siilfatla %80, %70 ve %60 saturasyona 4°C’de gece boyunca manyetik

karistiricr ile karistirarak konsantre edilmistir.

Daha sonra, ornekler 8000x g’de, 4°C’de 30 dakika santrifiijlenmis ve uygun
miktarda 20 mM Tris-HCL (pH 7) tamponunda ¢6ziilmiis ve 2 litrede 4°C’de 6 saat
boyunca mini diyaliz kiti (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, 16 mm,
Thermo Science) kullanilarak ayni tampona kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz edilen
bakteriyosin benzeri protein preperasyonu (BBPP) 0.45 um’lik filtreden gegirilmis ve

kiiciik miktarlara boliinerek -20 °C’de saklanmustir.

2.2.9. Bradford Assay

Orneklerin protein konsantrasyonu Bradford assay ile tayin edilmistir. Protein (BSA)

2 mg/ml konsantrasyonu (2.5 ul, 5ul, 7.5 pl, 10 pl, 40 pl) standart olarak kullanmus,
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BSA konsantrasyonlar1 2'ser ml Bradford boyasi ile tamamlayarak 595 nm’de
absorbansi Ol¢lilmiistiir. Sonuca gore egri grafigi hazirlanmistir. Daha sonra diyaliz
edilen proteinden 50 ul almip 2 ml olacak sekilde Bradford boyasma eklenip
kanistirilarak 30 dakika boyunca karanlik ortamda beklenmistir. Bekleme siiresi
bittikten sonra 595 nm’de absorbansi Ol¢iilmiis konsantrasyonu bilinmeyen protein

hazirlanan egri grafigi ile karsilagtirilarak hesaplanmistir.
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Sekil 2.1. Protein konsantrasyonu testinin Bradford standart egrisi.
2.2.10. Saflastirilmis Protein Aktivitesinin Antimikrobiyal Spektrumu

Kismi olarak saflastirilmis bakteriosin benzeri protein preparasyonunun (BBPP) etki
spektrumunu belirlemek amaciyla, agar kuyu difiizyon metodu kullanarak Gram (+)
ve Gram (-) toplam 16 adet bakteriye karsi antimikrobiyal aktivite denenmistir.
Bunun igin 25 ml soft agar (%0.7) iceren MHB, 0.5 McFarland yogunlugunda
indikator bakteri veya fungus (Tablo2.1) ile karigtiritlip petriye dokilmis ve
katilasmasi beklenmistir. Steril sar1 tip ile kuyucuklar agilmis ve rutubetin
uzaklastirtlmasi i¢in 15 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Birbiriyle kiyaslanmasi
icin 50 pl BBPP ve 90 pl siipernatant (CFS) alinip kuyucuklara eklenmis ve sonra 24
saat inkiibasyona birakilmistir. B. cereus indikator susu pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

35



2.2.11. Ultrafiltasyon

Bakteriyosin benzeri protein preparasonunu konsantre etmek amaciyla ultrafiltrasyon
uygulanmistir. Bu amagla 10.000 MWCO biiyiikliigiinde ultra filtrasyon membrani
(Vivaspin 500, Sartorius) kullanilmistir. BBPP 100-500 ul ultra filtrasyon tiiplere
yiiklenip 12.000 rpm 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen {ist (konsantrat) ve alt
(filtrat) sivilarin  aktivitesini tespit etmek igin agar kuyu difiizyon metodu
uygulanmistir. Bunun igin, 25 ml soft agar (%0.7) igeren TSB, 50ul indikator bakteri
B. cereus ile kanistirllmis ve petriye dokiilmistiir. Acilan kuyucuklara 50 pl
konsantrat veya 50 pl filtrat eklenmistir. Konsantre edilmeyen bakteriyosin kontrol

olarak kullanilmistir.

2.2.12. SDS-PAGE ve Jel Overlay Assay

Esit miktardaki BBPP o6rnekleri Laemmli tamponunda 2 adet %15 SDS-PAGE’e
yerlestirilerek elektroforeze tabi tutulmustur (Laemmli 1970). Molekiiler agirlik i¢in
hazirlanan jelde BBPP o6rnegi kaynatilmig; fakat jel overlay assay icin hazirlanan
jelde kaynatilmamustir ¢iinkii BBPP’nin  50°C’de  aktivitesini  kaybettigi
gosterilmistir. Ayrica 6rnek tamponuna (sample loading buffer) SDS eklenmemistir.
Jellerden biri Comassie Brilliant Blue R-250 ile boyanmistir. Diger jel ise %25
isoporopanol ve %10 asetik asit ile 30 dakika fiksasyona tabi tutulmustur. Daha
sonra, aktivite bakilacak jel gece boyunca 4 °C’de belirli araliklarla degistirilerek
ddH20 ile yikanmigtir. Jel steril petri tabagma yerlestirilmis ve iizerine B. cereus
(0.5 McFarland) igeren soft agarli (%0.7) TSB’ye dokiilmiistiir. Petri kab1 28°C’de 1
giin inkiibasyona birakilip inhibisyon zonu olusumu i¢in incelenmistir. Standart
molekiiler agirlik marker1 (PageRuler SMO661, Fermentas) BBPP’nun molekiiler

agirhigini boyanmuis jelle karsilagtirarak belirlemek amaciyla kullanilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada Bt koleksiyonumuzda bulunan ve zeytin alanlarindan toplanip
karakterize edilen yaklasik 100 adet Bt susunun bakteriyosin benzeri madde iiretme

potansiyelleri antimikrobiyal aktivitelerine bakilarak arastirilmistir.

3.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Agar Spot Assay Yontemiyle Belirlenmesi

Laboratuvarimizda bulunan Bt koleksiyonumuzdan toplamda 100 adet Bt susu tekrar
canlandirilmis ve yeni stoklar1 olusturulmustur (Tablo 3.1). Zeytin alanlarindan
toplanan Bt stogumuzdaki bazi suslar tekrar canlandirilamamistir. Bu nedenle,
incelenecek Bt suslarini 100°e tamamlamak i¢in koleksiyonumuzdaki diger Bt suslari
da kullamilmistir. Toplam 100 adet Bt susu Bacillus cereus 11778’e¢ karsi
antimikrobiyal aktivite belirlemek amaciyla TSA’da agar spot testi kullanilarak
taranmugtir. Sonug olarak, 100 adet Bt susundan 35 tanesinin antimikrobiyal aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 3.2 ; Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Tekrar canlandirilms Bt suslari

NO | Suslarin NO | Suslarin NO | Suslarin NO | Suslarin
adi adi adt adi

1. 42my 28. |25Q 55. | 52Q3 82. |71Q
2. 13my 29. | 161Q4 56. | 161Q3 83. |20Q3
& KH58 30. |174Q 57. | 39Q1 84. |69Q
4. KH3 31. | 56Q1 58. | 55Q2 85. |14Q4
5. 85pb 32. 5401 59. | 58Q3 86. |63Q
6. 43my 33. |57Q1 60. | 44Q1 87. |50Q3
7. By7 34. |41Q3 61. | 44Q2 88. |67Q
8. 6A 35. |36Q1 62. | 69Q1 89. |56Q2
9. 44my 36. |58Q2 63. | 19Q1 90. | 51my
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10. | 70my 37. ]62Q 64. | 164Q1x | 91. |50Q2
11. | 45my 38. | 9001 65. | 249Q 92. | 74Q
12. | 60Q2 39. |14Q3 66. | 41Q 93. |19Q5
13. [125Q 40 |169Q 67. | 39Q 94. [184Q
14. [19Q3 41. |36Q2 68. | 167Q2 95. | 93*Fa
15. |53Q2 42. | 52Q1 69. | 73Q 96. | 24.Nb
16. |37Q3 43. | 18401 70. | 5901 97. | 27pb
17. | 29001 44. | 18301 71. | 640x 98. | KE62.64
18. | 19Q4 45. | 68Q 72. | 2801 99. |43Q
19. | 45Q2 46. | 5Q 73. | 1401 100. | 19Q2
20. |53Q3 47. 16Q 74. | 75Q

21. | 14Q2 48. | 64Q1 75. | 41Q2

22. | 167Q 49. | 24501 76. | 45Q1

23. | 65Q 50. | 164Q1 77. | 60Q1

24. | 37Q2 51. | 3701 78. | 190

25. | 183Q 52. | 4801 79. | 161Q5

26. |58Q1 53. | 54Q2 80. | 7101

27. | 5503 54. | 70Q 81. | 70Q
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Tablo 3.2. Agar spot assay testi ile inhibisyon zonu olusturan Bt suslari




Sekil 3.1. Agar spot assay ile bazi suslara ait inhibisyon zonlar.

3.2. Antimikrobiyal Aktivitesinin Agar Kuyu Difiizyon Yontemiyle Belirlenmesi

Antimikrobiyal etki gosteren ve agar spot testinde 17 adet ¢ok temiz inhibisyon zonu
veren suslar TSB i¢inde 28°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, siipernatantlar elde
edilmistir. Bu suslarin antimikrobiyal aktivitesi Agar kuyul difiizyon assay ile de test
edilmistir. Suglardan bazilar1 agar spot testinde inhibisyon zonu vermelerine ragmen
agar kuyu ddifiizyon assay testinde inhibisyon zonu olusturmamislardir. Inhibisyon

zonu olusturan bazi suslarin agar petri kabinda goriiniimleri Sekil 3.2’de verildigi
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gibidir. Agar kuyu difiizyon assay sonunda 17 Bt susundan 9 tanesinin ¢esitli

caplarda inhibisyon zonu olusturdugu gozlenmistir (Tablo 3.3).

En yiiksek inhibisyon zonu 28Q1 susu tarafindan olusturuldugundan sonraki
caligmalarda bakteriyosin benzeri peptid iiretimi ve karakterizasyonu i¢in 28Q1 susu

kullanilmustir.

Tablo 3.3. Kuyu difiizyon assay ile inhibisyon zonu olusturan suslar

NO | POSETIVE | Zon NO | POSETIVE | Zon NO | ZAYIF
SUSLAR capilar SUSLAR capilan SUSLAR

1. |280Q1 17.5mm | 6. | 13MY 12mm | 1. KE63C62

2. |183Q 16mm 7. | 70MY 12mm | 2. 161Q3

3. |36Q2 17mm | 8. | 42MY 13mm

4. |174Q 10mm | 9. |43MY 13mm

5 |37Q2 17mm
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Sekil 3.2. Agar kuyu difiizyon testinde baz1 suslara ait inhibisyon zonlar1.

3.3. 28Q1 susunun mikroskobik karaterizasyonu

Bt 28Q1 susu faz kontrast mikroskobu ile incelendiginde parasporal kristal tiretimi
gozlenmistir Sekil (3.3).

Sekil 3.3. 28Q1 susu, spor ve kristal olusumu.
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3.4. Biiyiime Egrisi Ve Bakteriyosin Uretim Kinetiginin Belirlenmesi

B. cereus’a karsi 17.5 mm inhibisyon zonuyla diger suslara kiyasla en yliksek
antimikrobiyal etki gosteren 28Q1 susunun biiyiime egrisi ve antimikrobiyal
aktivitenin kinetigi degisik zamanlarda incelenmistir. Bunun i¢in 28Q1 susu TSB
besiyerinde, 28C° de 95 saat inkiibe edilmis ve her 4 saatte bir alinan 6rneklerden
absorbans (OD 600 nm) Ol¢lilmiis ve antimikrobiyal aktivitsi agar well diffiizyon
testi ile belirlenmistir. Elde edien biiylime egrisi ve bakteriyosin iiretim kinetigi Sekil
3.4’°de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi bakteriyosin iiretimi logaritmik fazin
baslarinda (yaklasik ilk 3-4 saatte) gézlenmis ve maksimum aktivite logaritmik fazin
sonunda ve durgun fazin basinda (8-10 saatte) tespit edilmistir. Bakteriyosin
aktivitesi 12 saat sonra azalmaya baglamis ve 24 saate kadar durgun fazda

bakteriosin aktivitesi diisiik diizeyde devam etmistir.

Elde edilen sonuglara goére bakteriyosin aktivitesi biiylime egrisinin ilk 3-4 saati
sonra 11 AU/ml, 8-10 saat sonra 178 AU/ml, 16 saat sonra 17 AU/ml, 20 saat sonra
11 AU/mlI, 24 saat sonra 11 AU/ml olarak tespit edilmistir (Sekil 3.4)

==\l =@=0D
200.0 260
180.0 240
220
160.0
2.00
140.0 1.80
120.0 1.60
= 1400
E 100.0 o)
2 1.20
80.0 100
60.0 0.80
0.60
40.0
0.40
20.0 020
0.0 0.00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
saatler

Sekil 3.4. 28Q1 biiyiime egrisi ve bakteriyosin iiretimi kinetikleri.
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4 saat

16 saat 20 saat 24 saat

Sekil 3.5. Degisik zamanlarda bakteriyosin aktivitesinin petrideki goriiniimii.

3.5. Bakteriyosin Aktivitesinin Karakterizasyonu
3.5.1. Bakteriyosin aktivitesi iizerinde sicakhigin etkisi

Oncelikle, Bt 28Q1 susu kiiltir siipernatantlarinin iizerinde sicakligin etkisi
incelenmigtir. Kiiltlir siipernatanlar1 30-100 °C’de 30 dakika ve 2 saat 1sitict blokta
inkiibe edilmis; 121°C’de ise 15 dakika otoklavlanmistir. Degisik sicakliklara maruz
birakilan siipernatantlarin B. cereus’a karsi olusturdugu zon caplari 6lgiiliip kontrolle
kiyasladiginda elde edilen kalan aktivite Tablo 3.4’de verilmistir. Deneyde sicaklik

uygulanmamus kiiltiir siipernatantlar1 kontrol grubu olarak kullanilmigtir.

Sonug¢ olarak kiiltiir siipernatalar1 en iyi antimikrobiyal aktiviteyi 30-40°C’de
gosterdigi; 50°C’de 30 dakikada aktivitesinin bilyiik bir kismin1 kaybettigi; buna
karsin, 50°C’de 2 saatte ve 60-121°C’de aktivitesini tamamen kaybettigi gdzlenmistir
(Sekil 3.6).
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Tablo 3.4. Sicakhi@in bakteriyosin aktivitesi iizerine etikisi.

Sicaklik °¢ KALAN AKTIVITE %

30 dakika 2 saat

30°C 103 101
40°C 100 94
50°C 47 -
60°C 0 0
70°C 0 0
100°C 0 0

121°C (15 min)

30 °C,30 Dakika 30 °C, 2 Saat 40°C,30 Dakika 50°C,30 Dakika

50°C,2 Saat 60 °C.2 Saat 70°C,30 Dakika 70°C,2 Saat

100 °C,30 Dakika 100°C,2 Saat 120°C Kontral

Sekil 3.6. Sicakhigin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin petrideki goriiniimii.
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3.5.2. Bakteriyosin aktivitesi iizerinde pH min etkisi

Farkli pH degerlerinin CFS’nin bakteriyosin aktivitesini nasil degistirdigi test
edilmistir. Bu amagla Bt 28Q1 susunun kiiltiir siipernatantlarinin (CFS) pH leri 3-10
arasinda ayarlanarak aktiviteleri tayin edilmistir. Siipernatantlarin olusturdugu zon
caplar1 Olgiilerek islem gormemis siipernatanlarin olusturdugu kontrol grubu ile

kiyaslanmis ve kalan aktivite. Sekil 3.7’ de verilmistir.

120
o 100
=
=
X oo
©
S 40
S
20
0
PH3 PH4 PH5 PH6 PH7 PH8 PHO PH10

PH

Sekil 3.7. Bt 28Q1 elde edilen bakteriyosin aktivitesi iizerinde pH etkisi.

Sonugta bakteriyosin 30°C’de, 30 dakikada pH 6-7’de en iyi aktivite gostermis, pH
5-8-9 da aktivitesini kismen kaybetmis ve pH4, pH 10°da aktivite %62, %70’¢
strastyla diismiis, pH 3’te ise aktivitesinin tamamini kaybetmistir. (Sekil 3.7; Sekil
3.8).
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Sekil 3.8. Bakteriyosin benzeri maddenin farkli pH’lerde B. cereus’a kars: antimikrobiyal
aktivitesinin goriiniimii. A: pH 3 ve 4; B: pH 5 ve 6 ; C: pH 7 ve 8; D: pH 9 ve 10.

3.5.3. Bakteriyosin aktivitesi iizerine bazi organik coziiciilerin etkisi

Calisimizda CFS’nin bakteriyosin aktiviteleri {izerine %10 oraninda Aseton, Etanol,
Metanol, Triton-x100 ve DMSO etkilerleri arastirtlmistir. Kiiltlir siipernatnatlari
organik c¢oziiciilerle oda sicakliginda 1 saat muamele edilmis ve antimikrobiyal

aktiviteleri tayin edilmistir. (Sekil 3.9)
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Organic Solvent
250

0 i I . i i i

Methanol Ethanol Aceton DMSO Triton x- Triton x-100+dH20
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Sekil 3.9. Bt 28Q1 elde edilen bakteriyosin aktivitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi.

Sonugta Aseton, Metanol, Etanol ve DMSO’nun CFS’nin bakteriyosin aktivitesini
etkilemedigi fakat Triton x-100’1n ise aktiviteyi arttirdig1 gézlenmistir (Sekil 3.10).
Triton Xx-100 antimikrobiyal ozellige sahip olmasi nedeniyle bakteriyosinin
aktivitesini ne kadar arttirdigini belirlemek amaciyla Triton x-100 bakteriyosin
yerine dH20O ile karistirilarak kontrol grubu olusturulmustur. Sekil 3.11°de agar kuyu
difiizyon testi kullanilarak Triton x-100 ve dH20 karisimiyla elde edilen negatif
kontroliin B.cereus’a karsi  antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 20 mm’lik
inhibisyon zonu olusturdugu; buna Karsin Triton x-100 ve bakteriyosin karigiminin
ise 37 mm inhibisyon zonu olusturdugu goézlenmistir. Sonugta Triton X-100’1n
antimikrobiyal aktiviteyi arttirdig1 tespit edilmistir.
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Negatif kentrol Aseton
Metanol ve DMSO

DMSO

Negatif kontrol Triton x-100 Negatif kontrol Pozitif kontrol
Aseton ve Etanol Triton x-100

Metanol Etanol

Sekil 3.10. Organik céziiciilerin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin petrideki goriiniimii.

. .

Sekil 3.11. Bakteriosin aktivitesi iizerine Triton x-100 etkisi ve kontrol goriintiisii; A:Triton x-
100 + 28Q1 siipernetanti, B: Negatif kontrol ( Triton x-100+ dH20).

3.5.4. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Farkli Besiyerlerinin Etkisi

Calismada bakteriyosin iiretimine farkli besiyerileri olan MHB ve NB’un etkisi
arastirilmistir. Bt 28Q1 susu MHB ve NB besiyerlerinde 24 saat 28 °C de inkiibe
edilmis ve her 8 saatte bir siipernatant alinarak B.cereus {iizerine antimikrobiyal
aktivitesi belirlenmistir. 28Q1 TSB besiyerinde biiylitiilerek kontrol grubu olarak
kullanmilmistir. Farkli besiyerileri TSB kontrolii ile kiyasladiginda antimikrobiyal
aktivite tizerine etkileri belirlenmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Farkh besiyerlerinde yetistirilen 28Q1’in antimikrobiyal aktivitesi.

TSB, NB ve MHB de en iyi bakteriyosin iiretimi 8 saat sonra gézlemis olup, TSB
broth ortaminda 178 AU/ml, NB’da 11 AU/ml, MHB’da 22 AU/ml aktivite
gozlenmigtir. Bdylece en fazla bakteriyosin iiretimi TSB broth ortaminda

gerceklesmistir (Sekil 3.13).

NB 8 Szat TSE 8 Saat NB 16 Saat MHB 16 Saat

TSB 16 Saat NB 24 Saat MHB 24 Saat TSB 24 Saat

Sekil 3.13. Farkl besiyerlerinde bakteriyosin iiretiminin petrideki goriimii
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3.5.5. Bakteriyosin Aktiviteleri Uzerine Enzimlerin Etkisi

28Q1 susundan elde edilen CFS’nin aktivitesinin degisik enzimlerle muamele
sonunda nasil degistigi incelenmistir. Proteinaz K, tripsin, a-amilaz, lipaz enzimleri
gibi dort farkli enzim son kosantrasyon 1mg/ml olacak sekilde siipernatanta eklenmis
ve 2 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Agar kuyu difiizyon deneyinde, enzim ile
muamele edilen siipernatantlardan kuyucuklara 90 pl eklenmis ve B. cereus’a karsi
antimikrobiyal aktiviteye bakilmistir (Sekil 3.14). Proteinaz K ve lipaz muamelesi
sonucunda bakteriyosin aktivitesinin tamamen kayboldugu gozlenirken, a- amilaz’da
ise aktivitenin Korundugu gozlemlenmistir. Tripsin muamelesi sonucunda ise

bakteriyosin aktivitsinin kismi olarak azaldigi saptanmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Bakteriyosin aktivitelerine enzimlerin etikisi.

Enzimler % Kalan aktivite
Proteinaz K 0

Lipaz 0
a-amilaz 96.6
Tripsin 70

Proteinaz k lipaz Tripsin a-amylaz

Sekil 3.14. Enzimlerin bakteriyosinin aktivitesi iizerindeki etkilerinin petrideki goriiniimii.
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3.6.28Q1 susunun 16s rDNA PCR ile analizi

Onceki ¢alismalarda 28Q1 susu icerdigi cry genleri ve faz kontrast mikroskobuyla
tespit edilen kristal inkliizyonlarin varligiyla Bt olarak tanimlanmistir. 28Q1 susunun
Bt oldugunu teyit etmek i¢in 16S rDNA gen sekans analizi ger¢eklestirilmistir. 16S
rDNA genine ait primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ilgili
gen cogaltilmistir. PCR iiriinleri agaroz jelde yiriitiildiigiinde, 16S rDNA geni i¢in
beklendigi gibi 1500 b¢ uzunlugunda PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 3.15). B.

thuringiensis supsp. kurstaki (4D1) pozitif kontrol olarak kullanmistir.

1000

3000

1500

1000
,500

100

Sekil 3.15. 16s rDNA PCR iiriiniin agaroz jel’de goriintiisii.

3.7. 28Q1 hag gen PCR ile analizi

Bt’nin alt tiiriinii belirlemek i¢in ise flagellin gen (hag) sekans analizi yapilmistir. Bu
amagcla 28Q1’dan elde edilen DNA hag geni primerleri ile ¢gogaltilmis ve beklendigi
gibi 700 b¢ uzunlugunda PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. 28Q1 hag geni ile yapilan PCR ’in agaroz jel goriintiisii.

3.8. 28Q1 16S rDNA analizi

28Q1 susu 16S rDNA y1 kodlayan gen bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilmis ve dizi
analizi yapilmistir. Sekans sonuglart Bioedit program kullanarak birlestirilmistir ve
sonu¢ olarak 28Q1 i¢in konsensus diziler elde edilmistir. Konsensus
www.pubmed.com adresinde yer alan niikleotid blast programi araciligiyla veri
tabaninda yer alan 16S rDNA dizileri karsilastiriimistir. Karsilagsma sonucunda 28Q1
ile veri tabaninda bulunan ve tiir tanis1 yapilmis bakteriler arasinda % 99 oranda
Bacillus thuringiensis bakterisi ile homoloji gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3.6;
Sekil 3.17).

Tablo 3.6. 28Q1 susuna ait 16s rDNA konsensus ve BLAST karsilastirma sonucu.

GCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGC
ATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGKGAGGT
AACGGYTCACCAAGGCAACGATGSGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAMTGAGACMCGGCC
CAGAYTCYTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTKTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTG
ACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
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GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGARRAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGAMAACCCTARAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCARAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCRSCTCSTGT
CGKGARAWGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGYTGCCAYCATTAAGTTGGGCACTCT
AAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTC
AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAAC
CTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGGGCC
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»Bacillus thuringiensis strain BDzD 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Sequence ID:

MN283615.1 Length: 1486

Range 1: 2% to 1461

Score:2569 bits(1391), Expect:08.8,
Tdentities:1412/1433(99%), Gaps:8/1433(8%), Strand: Plus/Plus
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Sbjct

2

29
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122

149

182

289

242

269

32

329
362

389

422

482

589

542

569

682

629

662

689

722

749

CTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCSGA

CTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCEGA

CGGOTRAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGEAAACCGSEGG

CGGGTRAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGLEAAACCGEGG

CTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAMGGCGGCTTCGGCTAETC

CEECEEELEEEEEE T e e e e ee e e e e e e e e ee e e e e ey
CTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGARAGGCGGCTTCEGCTGTC

ACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGKGAGGTAACGGYTCACCAAGGTAA

ACTTATGEATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGIAA

CGATGSGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAMTGAGACMCGGCCCAGAY

CGATGLGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGEGALTGAGACACGGLCCAGAC

TCYTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAMAGT CTGACGGAGCAACG

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGLACGAMAGTCTGACGRAGCAACG
CCGLGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGLTCGTAAAACTCTKTTGT TAGGGAAGAACAAGTGC

CCGCATEAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCATAAAACTCTGTTGT TAGGGAAGAACAAGTGC

TAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

TAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTARAGCGL

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTARAGCGL

GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGLTCAACCGTGGAGGGTCATTG

GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGLTCAACCGTGGAGGGTCATTG

GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGARATG

GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGARATG

AGGAACACCAGTGGECGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCEACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG

AGGCGLGAAAGLGTGGELEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

AGGCGLGAAAGLGTGGELEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
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nn@smnmmmnnnmnn saoac

Query 782  ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCAC 841
FELCEEEEEEEREE R TR e e e e e e e e e e e e
Sbjct 809  ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCAC 868
Query 842 TCCQCCTGOGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA 981
FECCEEEELEECEEE R TR R C e e e e e e e e e e e
Sbjct 869  TCCGLCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA 928
Query 982  AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGARRAACCTTACCAGGTCTTGACAT 961
FECCECEEELEEREEEE TR R e e e e Cen e e e e e
Sbjct 929  AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT 988
Query 962  CCTCTGAMAACCCTARAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCARAGTGACAGGTGGTGCATG 1621
FELCEEE TEEEEEE TEEEEEEE R e e e e e e e ey
Sbjct 989  CCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATG 1048
Query 1822 GTTGTCGTCRSCTCSTGTCGKGARAWGTTGGGTTAAGTCCCGUAACGAGCGCAACCCTTG 1@81
FELCEEREE 0E TR e CE e e e e e e e e e e e
Sbjct 1049 GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG 1108
Query 1882 ATCTTAGYTGCCAYCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG 1141
FELCEEE TEEEE CEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1189 ATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG 1168
Query 1142 AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 1201
FECCCLELCEEERE R R R e e e
Sbjct 1169 AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 1228
Query 1282 ATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAMAMACCGTTCTC 1261
P EEEEEEE T e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1229 ATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTC 1288
Query 1262 AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT 1321
FEEEEEEEEEEEEE T e e e e e e eeee e e e e e e e e e e e e eeer
Sbjct 1289 AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT 1348
Query 1322 CAGCATGCCGUGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA 1381
FECEEEEEECERERE TP e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1349 CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA 1488
Query 1382 GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGETAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGG 1434
FEEEEEEEEEEREEE T e e e e e e e e eee e e e e e e e e e
Sbjct 1489 GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGETAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGG 1461
DS Ll AUIS SU ) L AT 10 LI IR2 CONRMENE QRN Re DI L TS Lo0Y 301N M UV SO09M DODI0¥D LAueDiil L
Bagillys cereys 16S nbosomal RNA gene, partial sequence Bacillus cereus 2569 2569 99% 00 9853% 1500 MNG204681
Bacilaceae bactenum C0S chromosome. complete genome il terium CO5 2560 35774 99% 00 9853% 5258784 CPO4S537.1
Bacillus sp_(n. Bactena) strain SNH-K73 16S nbosomal RNA gene. partial sequence  Bacillus so(in- Bactena) 2569 2569 99% 00 9853% 1441  MN4G3G221
allus thunniensis strain BOZD 16S nbosomal RNA gene. partial sequence Bacillus thuningiensis 2669 2569 99% 00 9853% 1486 MN20361D
Bagillys paranthracis stran PR1 chfomosome._complete genome Bacillys paranthracis 2569 35883 99% 00 9853% 5319903 CP0405151
Bacilus cereys stran MH19 chvomosome, complete genome Bacillus cereus 2569 35822 99% 00 9853% 5247580 CPO392691
Baaillus sp_(inBacteria) strain ILRSS 168 o RNA gene _partial sequence Bacillus sp_(in_Bactena) 2569 2569 99% 00 9853% 1508 MKE963761
Bagillus sp_SY.J chromosome. complete genome Bacillus sp SYJ 2569 35809 99% 00 9853% 5206886 CP036356 1
Bagillus sp FDAARGOS 527 chromosome. compiete genome Bacillus sp FDAARGOS 527 2569 35809 99% 00 9853% 5277206 CPO337951
Bagillus cereus strain R2 16S ribosomal RNA gene _partial sequence Bacillus cereus 2569 2569 99% 00 9853% 1484 MK0S41791
Bagillys cereus strain HE 16S ribosomal RNA gene_partial sequence Bacillus cereus 2569 2569 99% 00 9853% 1473 MG3865051
Baaillus sp. (in. Bactena) strain Firmi-24 16S nbosomal RNA gene. partial sequence Bacillus sp_(in. Bactena) 2569 2569 99% 00 9853% 1505 MH6831131
Uncultured bacterium clone MFSY-B12 16S nbosomal RNA gene. partial sequence uncultured bacterium 2569 2569 99% 00 9853% 1513 KY6094791
Bacillus cereus strain CC-1 chromosome. complete ognome Bacillus cereus 2569 35899 99% 00 9853% 5279524 CP023179.1
Bagillys sp. (in Bacteria) 16S ol mal RNA gene_partial sequence Bacillys sp_(in_ Bactena) 2569 2569 99% 00 9853% 1544 KX8302681
Baaillus cereys strain 192 16S nbosomal RNA gene. partial sequence Bacillys cereus 2669 2669 99% 00 9853% 1543 KI2501921
Baailus thunngiensis strain XL6 chromosome. complete genome Bacilius thunngiensis 2569 15014 99% 00 9853% 5308217 CPO13000.1
Baaillus cereus gene for 16S nbosomal RNA_pantial sequence, strain’ 15010-14 Bacillys cereus 2569 2569 99% 00 9853% 1459 AB795549 1
Baallus cereys strain S2-8. complete genome Bacillus cereus 2569 33252 99% 00 9853% 5271178 CPO0SROS 1
Baaillus thunnaiens:s strain HD682. complete ggnome Bacilys th 11 1 CP009720 1

Sekil 3.17. 16S rDNA’mn Blast analizi sonucu
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3.9. 28Q1 hag geni ile analizi

28Q1 hag geni kodlayan gen boélgeleri PCR yontemiyle cogaltmis ve dizi analizi
yapilmistir. Sekans sonucglar1 Bioedit programi kullanarak 28Q1 susun altsusu
belirlenmigtir. Karsilagtirma sonucunda 28Q1 veri tabaninda bulunan ve altsus tanisi
yapilmig bakteriler arasinda %99 oranda Bacillus thurigiensis subsp. tochigiensis
bakterisi ile homoloji gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3.7; Sekil 3.18).

Tablo 3.7. 28Q1 susuna ait hage geni forword BLAST karsilastirma sonucu.

ACGGAAGTATCAACAACGCTTCTGACGATGCAGCAGGTCTTGCAATCGCAACTCGTATGCGTGCACATGAAAGT
GGTCTTTCAGTAGCAGCTCGTAATACATCAGACGGTATTTCTTTAATCCGTACTGCTGATTCAGCTTTACAATCTG
TATCTAATATTCTTCTTCGTATGCGTGACATCGCCAACCAAACTGCAAACGGAACTAATAAAGATACTGATATTG
AAGCCTTAGGTAAAGAATTTGCCGCTTTAAAAGAACAAATTACTTATGTTAGCGATAACACAAAATTTAATGGTA
GAGAGCTATTAAAAGGCGGCGATGATATCAATATTCAAACGTACGATGGTAGCGACGAGTCCCAACAAATTAAA
ATTAAAATATCTGAATTAGACCTTTCAAGTCTAGACACTGGTGAAGTTACAGACTCAGATACTGCTCGTGGAACT
GTTAGCACACTTGATGACGCTATAACAAATATTGCTTCTAAGCGTGCTGAGTTAGGCGCTACATTAAATCGTTTA
GATTATAACACTCAAAATGTAAACAGTGAGGCTGCAAGTATGGCTGCATCTGCTTCTCAAATTGAAGATGCAGAT
ATGGCGAAAGAAATGTCTGAAAAT

»Bacillus thuringiensis serovar tochigiensis strain IEBC-T19 @21 flagellin (hag) gene, partial cds
Sequence ID: DQ377259.1 Length: &893
Range 1: 44 to 58

Score:ll2s bits(ee9), Expect:e.e,
Identities:s13/615(99%), Gaps:8/615(e%), Strand: Plus/Plus

Query 7 GTATCAACAACGCTTCTCACGATECAGCAGGTCTTGCAATCGCAACTOGTATGLGTECAL 66
sbict 44 GTATCAACAACGCTTCTGACGATGCAGCAGGTCTTRCAATCGCAACTCGTATEOGTECAC 183
Query &7  ATGAAAGTEGTCTTTCAGTAGCAGCTLGTAATACATCAGACGETATTTOTTTAATOCGTA 126
Sbict 184 ATGAAAGTGETCTTTCAGTAGCAGCTCGTAATACATCAGACGETATTTCTTTAATIOETA 163
Query 127 CTGCTEATTCAGCTTTACAATCTGTATCTAATATTCTTCTTCETATGCGTGACATCGCCA 186
Sbict 184 CTGCTEATTCAGCTTTACAATCTETATCTAATATTCTTCTTCETATGOGTGACATCGCCA 223
Query 187 ACCAAACTGCAAACGGAACTAATAAAGATACTGATATTGAAGCCTTAGGTAAAGAATTTG 246
shjct 224 ACCAAACTGCAAACGGAACTAATAAAGATACTGATATTGAAGCCTTAGGTAAAGRATTTE 283
Query 247 COGCTTTAAAAGAACARATTACTTATGTTAGCGATAACACAAAATTTAATGGTAGAGAGL 386
Sbict 284 COGCTTTAAAAGAACAAATTACTTATGTTAGCGATAACACAAAATTTAATGOTAGAGAGD 343
Query 387 TATTAARAGGLGEOGATEATATCAATATTCARACGTACGATGETAGCGACGAGTCCCAAL 366
Sbict 344 TATTARAAGGCGGUGATGATATCAATATTCAAACGTACGATGGTAGCGACGAGTCOCAAD 483
Query 3267 AMATTAAAATTAAAATATCTGAATTAGACCTTTCAAGTCTAGACACTGGTGAAGTTACAG 426
shict 484 ARATTAAAATTAAAATATCTGAATTAGACCTTTCAAGTCTAGACACTGETGAAGTTACAE 463
Query 427 ACTCAGATACTGLTCGTGGAACTETTAGCACACTTGATGACGCTATAACAAATATTGLTT 486
shict 464 ACTCAGATACTGLTCGTGEEAACTETTAGCACACTTGATEACGCTATAACARATATTGOTT 523
Query 487 (TAAGCGTGLTGAGTTAGGLGLTACATTAAATCGTTTAGATTATAACACTCAAAATGTAA 546
Sbict 524 CTAAGCGTGCTGAGTTAGGCGCTACATTAAATCGTTITAGATTATAACACTCARAATGTAA 5E3
Query 547 ACAGTGAGECTGLAAGTATEGLTGLATCTGLTTCTCAAATTGAAGATEAGATATEEIGA 686
Sbict 584 ACAGTEAGECTECAAGTATEECTECATCTECTTCTCAAATTCGAAGATECAGATATEECAA B43
Query G887 AAGAAATGTCTGAAA 621

sbhict 644 AAGAAATETCAGAAA B5E
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Bacillus tropicus strain FDAARGOS 782 chromosome, complete genome 1125 1125 98% 0.0 99.67% 5263142

Bacillus tropicus strain AQA-CPS1 chromosome 1125 1125 98% 00 9967% 5246960 CP049019.1
Bacillus thuringiensis strain XL6 chromoesome, complete genome Bacillus thurin... 1125 1125 98% 0.0 9967% 5308217 CP013000.1
Bacillus cereus ATCC 4342 _complete genome Bacillus cereus... 1125 1125 98% 0.0 99.67% 5260486 CP009628.1
Bacillus sp. CRB-7 chromosome, complete genome Bacillus sp. C 1125 1125 98% 00 9967% 5254393 CP083749.1

adillus thuningiensis serovar tochigiensis strain IEBC-T19 001 flagellin (hag) gene, partial cds Bacillus thurin,,, 1125 1125 98% m

Bacillus cereus strain FT9, complete genome Bacillus cereus 392 392 34% 3e-104 100.00% 5223865 CP008712.1
Bacillus sp. FDAARGOS_235 chromosome, complete genome Bacillussp FD... 248 248 41%  6e-61 84.09% 5287334 CP020437.2
Bacillus thuringiensis serovar necleonensis strain IEBC-T24 001 soluble lytic murein transglycosyla. .. Bacillus thurin 248 248 41%  Be-B1 B4.09% 1816 DQ377265.2
Bacillus thuringiensis serovar xiaguangiensis strain IEBC-T51 001 flagellin (hag) gene, partial cds Bacillus thurin 248 248 41%  Be-61 B84.09% 1014 DQ377279.1
Bacillus thuringiensis serovar navarrensis strain IEBC-TS50 001 flagellin (hag) gene, partial cds Bacillus thurin... 244 244 50%  B8e-60 81.07% 1047 DQ377278.1
Bacillus albus strain PEYN0O1 chromoesome, complete genome Bacillus albus 243 243 41%  3e-59 83.77% 4939577 CP034548.1
Bacillus sp. PGP15 chromosome, complete genome Bacillus sp. P 243 243 41%  3e-59 8377% 5318831 CP095874 .1
Bacillus sp. N5-665 strain N5/665 plasmid p1, complete sequence Bacillus sp. N5... 243 243 41% 3e-59 83.71% 5519593 CP(093325.1
Bacillus toyonensis strain JAS22/1 chromosome, complete genome Bacillus toyone... 243 243 4% 3e-59 83.71% 5307379 CP038094.1
Bacillus cereus strain FDAARGOS_802 chromosome, complete genome Bacillus cereus 235 235 4M%  5e-57 B83.27% 5342823 CP053965.1

Sekil 3.18. hag gen Blast analizi.

3.10. Bakteriyosinin amonyum siilfat ile kism piirfikasyon

Bt 28Q1 hiicreleri 200 ml TSB’de 28°C’de 8 saat inkiibe edilerek 8000x g’de 10
dakika 4°C’de santrifiijlenmistir. Siipernatant toplanarak farkli saturasyon
degerlerinde (%60, %70, %80) amonyum siilfat (AS) ile yogunlastirilmis ve bir gece
cokmesi saglanmistir. Tekrar santrifiijlenen 6rneklerden elde edilem pellet uygun

tamponda ¢ozlilmiis ve ayni tampona karsi diyaliz edilerek filtreden gegirilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle kismi purifikasyonu saglanan bakteriyosin benzeri
protein preperasyonunun (BBPP) B. cereus’a karsi antimikrobiyal aktivitesi agar
kuyu difiizyon ile test edilmis ve hepsinde antimikrobiyal aktivite gézlenmistir (Sekil
3.19).
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%60 Amonyum sulfat %70 Amonyum Sulfat %80 Amonyum sulfat
purifikasyon purifikasyon purifikasyon

Sekil 3.19. Kismi olarak saflastirilan BBPP nun antimikrobiyal aktivitesi.

3.11. SDS-PAGE ve bakteriyosin aktivitesi

Amonyum siilfat (%80) coktiirmesiyle elde edilen BBPP’nu daha yogun hale
getirmek i¢in utrafiltrasyon (10000 MWCO) islemi uygulanmistir. Filtreden silizen
ornek (filtrat) ve filtrenin list kisminda kalan 6rnek (konsantrat) antimikrobiyal
aktiviteleri bakimindan incelenmistir. Antimikrobiyal aktivite filtratta gézlenmezken
konsantratta gézlenmistir (Sekil 3. 20). Bu veriler antimikrobiyal aktivite gosteren

proteinin 10 kDa veya daha biiylik molekiiler agirlikta oldugunu gostermektedir.

Sekil 3.20. Ultrafiltrasyon yapilan BBPP’nun B. cereus’a kars1 antimikrobiyal aktivitesi. 1:alt
kisim (filtrat); 2: iist kisim (konsantrat); 3: Ultrafiltrasyon uygulanmayan BBPP.
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Kismi olarak saflastiritlan BBPP %15’lik SDS-PAGE’de yiiriitiilmiistiir. Amonyum
stilfat ile ¢oktiiriilen protein bantlarinin (BBPP) hangisinin antimikrobiyal aktivite
gosterdigini belirlemek amaciyla Jel overlay assay uygulanmistir. Molekiiler agirlik
(MW) standart1 ile karsilastirildiginda, yaklasik 12 kDa agirligindaki protein bantinin
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.21). Ayrica, molekiiler agirlik
standartt ve antimikrobiyal aktivite gdsteren bantlar iist iiste getirildiginde de 12

kDa’luk protein bantinin antimikrobiyal aktivitesi ¢akigsmaktadir (Sekil 3.22).

Sekil 3.21. 28Q1°den elde edilen bakteriyosin benzeri protein 6rneginin (BBPP) %15 SDS-
PAGE analizi. Kuyucuklar sirasiyla: 1: MW marker; 2: %80 AS ile coktiiriilmiis ve
yogunlastirilmamis protein o6rnegi; 3: %80 AS ile c¢oktiirilmiis ve ultrafiltrasyonla
yogunlastirilmis protein 6rnegi.
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Sekil 3.22. Yaklasik 12 kDa’luk proteinin antimikrobiyal aktivite gosteren bant ile ortiismesi.

3.12. 28Q1 Antibakteriyal Ekti Spektrumlar:

B. cereus’a karsi en yiiksek antimikrobiyal etki gosteren 28Q1 susundan elde edilen
siipernatant (CFS) ve kismi olarak saflagtirllmis bakteriyosin benzeri protein
preparasyonu’nun (BBPP) toplam 17 adet Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler ile
Candida albicans tizerindeki etkisi incelenmistir. Gram pozitif bakteriler lizerinde
antimikrobiyal etki gozlenirken, bazi Gram pozitif ve incelenen Gram negatif
bakteriler {izerinde antimikrobiyal etki gozlenmemistir. Fungus {izerinde de

antifungal etkiye rastlanmamistir (Tablo 3.8).
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Tablo 3.8. Bt 28Q1 susunun antimikrobiyal etki spektrumu.

Suslarin adi Zon Caplar1 (mm)
Siipernatant BBPP
Gram pozitif
Bacillus thuringiensis subsp. finitimus 13 16
B. thuringiensis subsp. tenebrionis 19 22
B. thuringiensis subsp. galleriae 18 22
B. thuringiensis subsp. thompsoni 16.5 20
B. thuringiensis subsp. morrisoni 20 21
B. thuringiensis subsp.dakota 16 8.5
B. thuringeinsis subsp. azawai 19 23
B. thuringiensis subsp. kurstaki - 18
Bacillus cereus 17.5 21
Listeria spp - -

Staphylococcus aureus - -
Bacillus subtilis - -
Micrococcus luteus - -
Gram negatif

Eschreichia coli DH5o. - -
Pseudomonas aeruginosa - -
Eschreichia coli - -
Fungal

Candida albicans - -
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4. TARTISMA

Bacillus thuringiensis (Bt), sporlanma sirasinda insektisidel kristal proteinleri ve
bliylimenin vejetatif evresi sirasinda vejetatif insektisidel proteinleri (VIP'ler)
sentezleme yetenegi nedeniyle biyopestisit olarak kullanilan en basarili
entomopatojenik bakterilerdir. Bununla birlikte, Bt cesitli bakteriyosin benzeri
antimikrobiyal peptid {iretme potansiyeline de sahiptir. Giiniimiizde farkl
ortamlardan elde edilen Bt suslarinin bakteriyosin benzeri madde iiretimi tizerinde
caligmalar bulunmasma ragmen zeytin alanlarindan toplanan Bt suslarinin
bakteriyosin {iretim potansiyeli lizerinde aragtirma bulunmamaktadir. Dolaysiyla bu
calismada, Bt koleksiyonumuzda bulunan ve zeytin alanlarindan toplanip karakterize
edilen yaklasitk 100 adet Bt susunun bakteriyosin benzeri antimikrobiyal peptid
iiretme potansiyelleri arastirilmistir. Bu suglarin sadece 80 tanesi canlandirilabilmis
ve geri kalan 20 Bt susu koleksiyonumuzdaki diger Bt suslarindan tamamlanmustir.
Tekrar canlandirilan suslarin agar spot assay ile indikator bakteri Bacillus cereus’a
(ATCC 1778) kars1 antimikrobiyal aktiviteleri taranmigtir. Bunlardan 35 susun B.
cereus’a kars1 inhibitor aktivite gosterdigi ancak 17 Bt susunun ¢ok temiz inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir (Tablo 3.2). Agar kuyu diflizyon metodu ile bu 17
susun sadece 9 tanesinin B. cereus’a karsi antimikrobiyal etki gosterdigi teyit

edilmistir (Tablo 3.3).

Bakteriyosinler kendilerini iireten yakin tiirleri hedef aldig1 i¢in indikator bakteri
olarak B. cereus kullanilmistir. Bu bakteri besinlerde bozulmalara neden olmaktadir.
Agar spot testiyle inhibisyon zonu pozitif ¢ikan suslarin bazilar1 agar kuyu difiizyon
yontemiyle inhibitor aktivite géstermemistir. Literatiirdeki ¢alismalara goére bunun
bazi nedenleri olabilecegi bilinmektedir. Ornegin, Barboza-Corona vd .(Barboza-
Corona et al. 2007a) agar spot assay ile Meksika’nin 50 Bt susundan 11 tanesinin B.
cereus’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini; buna karsin, agar kuyu difiizyon
testi ile bunlardan sadece 5 tanesinin B. cereus’a karsi inhibitor aktivite gosterdigini
tespit etmislerdir. Bunun nedeninin, siipernatant pH’sinin NaOH ile ayarlanirken
organik asitlerin notralizasyonu sonucu olabilecegi belirtilmistir. Prangishvili vd.

(Prangishvili et al. 2000) termofilik suslarda bakteriyosin aktivitesini
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incelediklerinde agar spot testi ile genis inhibisyon zonu elde ederken, sivi
ortamlardaki aktivite i¢cin supernatantt 100 kat konsantre etmeleri gerekmistir.
Yapilan baska bir ¢alismada (Compaoré et al. 2013) geleneksel Bikalgadan izole
edilen 10 adet Bacillus spp. (6 izolat B. Subtilis subsp. subtilis ve 4 izolat B.
licheniformis) suslarmin antimikrobiyal aktivitesi agar Spot assay ve agar kuyu
difizyon yontemiyle 36 indikatdr organizmalara, Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere ve mayalara kars1 arastirllmistir. Spot assayda, B. subtilis subsp. subtilis
C3 harig, tiim Bacillus izolatlarinin, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin en az
birinin biiylimesini inhibe ettigi fakat mayalarin hi¢ birini inhibe etmedigi
gozlemlenmistir. Buna karsin, agar kuyu difiizyon yontemi kullanildiginda sadece
Gram pozitif patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite gosterilmistir. Ayrica, bazi
Bacillus izolatlarinin agar spot assay testinde inhibitor aktivite gosterdigi ancak agar
kuyu difiizyon assayda indikator suslara karsi antimikrobiyal etki goéstermedigi
kaydedilmistir. Bir diger ¢alismada (BASBULBUL 2009) ise dogal sicak su
kaynaklarindan alinan su, birikinti ve toprak orneklerinden 208 adet termofilik
bakteriler agar spot assay ile taranmis ve 45 adet izolatin G. stearothermophilus
DSMZ 22 susuna karsi antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir ancak agar kuyu
difizyon metodu kullanildiginda pozitif ¢ikan suslar c¢ogunda aktivite
gostermemistir. Cesitli lactobacil susu ile yapilan diger bir calismada ise 14 susdan
sadece 3 tanesinin hem agar spot assay’da hem de agar kuyu yontemiyle

denendiginde pozitif sonug verdikleri goriilmiistiir (HARRIS et al. 1989).

Agar spot assay ile pozitif ¢ikan antimikrobiyal aktivitenin agar kuyu diflizyonunda
gbdzlenmemesinin c¢esitli nedenleri olabilmektedir. Ornegin, agar spot yonteminde,
tiretici koloniler ya daha fazla bakteriyosin iiretebilmekte ya da yontem boyunca
stirekli olarak bakteriyosin salgilayabilmektedirler. Agar kuyu yonteminde ise, sinirlt
miktarlarda bakteriyosin mevcut oldugundan, besiyerindeki indikatér bakteri ya
inhibitoriin proteolitik etkisi ile ya da bakteriyosine direngli mutant bir popiilasyonun
biiyiimesi yoluyla bakteriyosin seviyelerinin iistesinden gelmesidir (HARRIS et al.
1989). Compaoré¢ ve arkadaslarina (Compaoré et al. 2013) gore spot assayda
gozlemlenen inhibitor aktivite su sekilde agiklamistir: mikroorganizmalar ortamdaki
besinler i¢in birbirleriyle rekabet ederek farkli stratejiler gelistirebilmektedir ve bu

stratejilerden biri antimikrobiyal madde iiretebilmektir. Ek olarak, bir iiretici sus,
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hassas bir sus nedeniyle mevcut olan ortak bir maddeyi (indiikleyici faktor)
tanidiginda bakteriyosinlerin sentezini uyarilabilmektir. Bir diger arastirmacilar ise
bakteriyosin benzeri bilesigin iiretici hiicrenin duvarina bagl oldugu ve bu yiizden,
indikatdr bakteri ile {iretici bakteri temasta olamadig1 siirece inhibisyon
gdzlenmeyecegi agiklanmistir (Ammor et al. 2006; BASBULBUL 2009; Vlaemynck,
Herman, and Coudijzer 1994).

Bakteriyosinleri tespit etmek i¢in spot assay yontemi, ¢evirmeli plaka veya kuyucuk
yontemlerinden daha tekrarlanabilir, hizli ve skorlamasi kolaydir (Lewus and
Montville 1991). Ancak spot assay’de, test edilen bakteriler Ttizerindeki
bakteriyosinin veya benzer metabolitlerin inhibitdr aktivitesi diger metabolitleri de
icerebilmektir. Bu nedenle, antimikrobiyal aktivitenin bakteriyosin veya benzer
metabolitler tarafindan iiretildigini dogrulamak igin agar spot testi ve agar kuyu
difiizyon testi birlikte uygulanmalidir (Con and Gokalp 2000). Bu nedenle, bu
caligmada her iki yontem birlikte uygulanmis ve agar kuyu difiizyon testinde en
genis inhibisyon zonuna (17.5 mm) sahip olan 28Q1 Bt susu daha detayh
karakterizasyon c¢alismasi icin segilmistir. Oncelikle 28Q1’in biiyiime egrisi ve
bakteriyosin liretim kinetigi incelenmistir. TSB’da biiylitiilen bakterinin ilk 3 saatte
lag fazinda kaldig1 ve 4. saatten itibaren logaritmik faza girdigi ve bu fazin 15. saatte
maksimuma ulastigit (OD 2.20) gozlenmistir. Durgun fazda hiicre biiylimesi
yavaslamis ve 30. saatte maksimum OD’ye (2.50) ulagsmis olup 95. saatte OD
2.20°de kalmistir (Sekil 3.4). Bakteriyosin iretim kinetigine bakildiginda ise ilk 8
saatte maksimum diizeyde antimikrobiyal aktivite gostermis olup (178AU/mI) 12.
saatte aktivite hizli bir sekilde diismiis (20AU/ml) ve 24. saate kadar azalarak devam
etmistir. Aktivite 30. saatte tamamen kaybolmustur. Diger bir deyisle, bakteriyosin
tiretimi erken logaritmik fazda baslamis ve logaritmik fazin sonunda maksimum

diizeye ¢ikmistir. Durgun fazda iiretim tamamen sona ermistir.

Literatiirde bu konuda yapilan ¢aligmalara bakildiginda, benzer ve farkli sonuglar
elde edilmistir. Ornegin, Bt subsp. kurstaki’nin biiyiime egrisi ve bakteriyosin iiretim
kinetigini inceleyen (Ugras et al. 2013), bakteriyosin iiretiminin primer metabolit
olarak biiyiime dongiisiinlin erken logaritmik fazinda bagladigim1 ve durgun fazin
ortasinda maksimum seviyeye ulagtigini gostermislerdir. Bu bakimdan bu veriler bu

tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarla uyumludur ¢iinkii bakteriyosin liretimi primer
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metabolit olarak erken logaritmik evrede baslamis ve durgun fazin basinda bitmistir.
Buna karsin, (Barboza-Corona et al. 2007a)’nin c¢alismasinda, Bt suslarinda
bakteriyosin benzeri madde liretiminin bazi1 Bt suslarda logaritmik fazin ortasinda,

bazilarinda ise durgun fazin baslangicinda gergeklestigi kaydedilmistir.

Antimikrobiyal aktivitesinin azalmasi ve daha sonra kaybolmasinin nedeni, tretici
hiicreler tarafindan adsorpsiyon veya hiicre dist proteazlari tarafindan degradasyon
ile gerceklesmis olabilir. Proteazlar Bacillus tiirleri tarafindan siklikla {iretilmektedir
(Bizani and Brandelli 2002). Bacillus thurigiensis’ den tochisin (Paik et al. 1997),
Bacillus licheniformis P40’ den bakteriosin benzer pepit (Cladera-Olivera, Caron,
and Brandelli 2004) ve Enteromccus fueczum DPC1146’ den enterocin 1146 (Parente
and Ricciardi 1994) iiretiminde benzer sonuglar elde edilmis olup logaritmik fazin
basinda {retilmeye baslamiglar ve duragan faz esnasinda ise azaldiklarn
belirlenmistir. F. Cladera-Olivera ve arkadaslarina (Cladera-Olivera, Caron, and
Brandelli 2004) gore bakteriyosin benzeri peptid logaritmik fazda iiretilirken birincil

metabolit olarak kabul edilebilmektedir.

Bakteriyosin benzeri peptid iiretiminde bazi ¢alismalar farkli sonuglar vermistir. S.
Chehimi ve arkadaslar1 (Chehimi vd. 2007) B. thuringiensis HD198 susu tarafindan
tiretilen thurisin S orta logaritmik fazda (5 saat) saptanabilmis, duragan fazda
maksimum seviyeye ulagsmis ve 40 saat inkiibasyona kadar thurisin S seviyesinin
degismeden kaldig1 belirlenmistir. Bir diger ¢alismada (Chauhan, Maheshwari, and
Bajpai 2017) B. cereus TSH58 susu tarafindan sentezlenen bakteriyosinin erken
duragan fazdan (16 saat) sonra sentezlenmeye basladigi ve 32 ila 36 saatlik

inkiibasyon arasinda maksimum diizeye ulastig1 gozlenmistir.

Biitiin bu c¢alismalar Bt suslarinda bakteriyosin benzeri madde {iretiminin bazi
suslarda logaritmik fazin baslarinda veya ortasinda, bazilarinda ise durgun fazin
baslangicinda gerceklestigini gostermektedir. Bu veriler antimikrobiyal etkiye sahip
bakteriyosin benzeri maddelerin Bacillus thuringiensis suslarinda primer metabolit

veya sekonder metabolit olarak iiretilebildigini gdstermektedir.

Bacillus thuringiensis 28Q1 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin aktivitesi {izerine

sicaklik, pH, proteolitik enzim ve organik ¢oziiciilerin etkileri aragtirilmistir. Bunun
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icin 28Q1°deki bakteriyosin iiretiminin en yogun oldugu zaman olan 8 saatlik bakteri

kiiltiiriinden slipernatant elde edilmistir.

Farkli sicakliklarin bakteriyosin benzeri maddenin antimikrobiyal aktivitesi ilizerine
etkisine bakildiginda, 30°C’de ve 40°C’de maksimum aktivite gosterdigi fakat
50°C’de aktivitenin %47’ye diistiigii tespit edilmistir. Hatta 50 C’de 2 saat tutulan
bakteriyosin benzeri maddenin aktivitesinin tamamen kayboldugu goriilmiistiir (Sekil

3.6).

Bu veriler bakteriyosin benzeri maddenin sicaklik toleransmnin kismen diisiik
oldugunu gostermektedir. Literatiirde elde edilen bakteriyosin benzeri maddelerin
antimikrobiyal etkileri farkli sicakliklarda farkli etkiler gostermislerdir. Ornegin,
Streptococcus thermophilus 81susun kiiltiir supernatantindaki antimikrobiyal madde,
70°C, 80°C, 100°C ve 121°C’de tamamen inaktif hale gelmistir. 60°C’de Kritik
sicaklik gbzlenmis ve aktivite 60°C'nin lizerindeki sicakliklarda 15 dakika sonra
tamamen yok olmustur. Bu yeni bakteriyosinin 1siya karsi duyarli oldugu
belirtilmistir (Ivanova et al. 1998).

Lactobacillus rhamnosus GP1 tarafindan sentezlenen bakteriyosin aktivitesinin
30°C'de diger inkiibasyona kiyasla (20, 25, 35 ve 40°C) maksimum (1200 AU/mL)
oldugu kaydedilmis ve bakteriyosin iiretimi i¢in ortam biiyiime sicakliginin énemli
bir rol oynadig1 gozlenmistir (Sarika, Lipton, and Aishwarya 2010). Buna karsin,
diger bazi bakteriyosinlerin sicakliga dayanakli oldugu bulunmustur. Bacillus
thuringiensis NEB17 susu bakteriyosininin (thurisin 17) 45, 60, 80°C’de 30 dk ve
100°C’de 15 dk inkiibasyondan sonra aktivitesinin stabil oldugu, ancak 121°C’de 5
dk. inkiibasyon sonrasi aktivitesinin tamamen kayboldugu belirlenmistir (Gray et al.
2006). Thuricin 439B’nin, 80°C’ye maruz kaldiktan sonra aktivitesini korudugu
ancak 121°C 15 dk’da aktivitesini tamamen kaybettigi bulunmustur (Ahern,
Verschueren, and Van Sinderen 2003). Bacillus amyloliquefaciens B10 tarafindan
sentezlenen bakteriyosin aktivitesi 30, 45, 60, 90°C 30dk’ da stabil iken aktivite
90°C 2 saat’de ve 121°C’de 20 dk’da kaybolmustur (KARAOGLU, SEVIM, and
SEVIM 2014). Lactobacillus plantarum susundan elde edilen bakteriyosin 30 dk
boyunca 30, 60,80, 100°C’de inkiibasyona tabi tutuldugunda aktivitesini korudugu;
121°C’de 15 dk bekletildiginde bile aktivitesini anlamli bir sekilde devam ettirdigi
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fakat 121°C’de 30 dk inkiibasyondan sonra akivitede anlamli bir azalma oldugu
gozlenmistir (Zangeneh, Khorrami, and Khaleghi 2020).

Bu c¢alismada, bakteriyosin benzeri maddenin farkli pH’lerde aktivitesi
incelendiginde, pH 5-10 araliginda %70 iizerinde aktivite gosterdigi; pH 6 ve pH
7’de en iyi aktiviteyi gosterdigi (%100); pH 4’de ise %62 aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 3.7.). Veriler Bt 28Q1’den elde edilen bakteriyosin benzeri
maddenin genis bir pH araligina kars1 toleransli oldugunu gostermistir. Buna karsin,
literatiirdeki diger ¢alismalarda farkli pH araliklar1 tespit edilmistir. Bacillus
amyloliquefaciens B10 tarafindan iiretilen bakteriyosin pH 3-9 arasinda aktivite
gostermesine ragmen, optimum aktivite pH 7’de gozlenmistir (KARAOGLU,
SEVIM, and SEVIM 2014). Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus
tarafindan dretilen nisin P genis bir pH (3-8) spektrumuna sahiptir (Aldarhami et al.
2020). Diger bazi caligmalarda bakteriyosinin daha genis pH araliginda kararli
oldugu bulunmustur. Ornegin, Bacillus subtilis GAS101 tarafindan sentezlenen
bakteriosinin pH 2-12’de aktivitesinin degismedigi, Thurisin 439’un ise pH 2-9°da
aktivitesini korudugu belirlenmistir (Gray et al. 2006; G. Sharma et al. 2018). Bir
diger calismada kismi olarak saflastirilan Bt bakteriyosinin pH 5-11 arasinda kararli
oldugu gosterilmistir (Barboza-Corona et al. 2007a). Bu ¢alismamizda elde edilen
bakteriyosinin sicaklik aralig1 morricin ve kurtacin’e benzerken, pH aralig1 entomicin

ve tolworthcin’e daha yakindir (Barboza-Corona et al. 2007a).

Bt 28Q1 susundan elde edilen CFS Aseton, Metanol, Etanol, DMSO gibi organik
¢oziiciilerle muamele edildiginde aktivitesini korudugu fakat deterjan Triton X-100
muamele edildiginde aktivitesini arttirdigi gozlenmistir. Arastirmacilar, Bacillus
thuringiensis subsp. entomocidus HD110 susunun irettigi bakteriyosin igeren
stipernatant1 %10 organik ¢oziiciiler iginde 25°C’de 1 saat (Aseton, Metanol, Etanol)
inkiibasyona biraktiklarinda bakteriyosin aktivitesinin hi¢ etkilenmedigini tespit
etmislerdir (Ameur Cherif et al. 2008). Benzer sekilde, Bacillus cereus tarafindan
tiretilen bakteriyosin (cerein?) ile yapilan benzer ¢alismada, %10 aseton, metanol
veya etanol ig¢inde 1 saat 25°C de muamele edildiginde aktivitenin etkilenmedigi;
buna karsin, iyonik olmayan deterjan olan % 0.2 Triton X-100 ile muameleden sonra

aktivitenin arttig1 gézlenmistir (Naclerio et al. 1993).
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Cesitli enzimlerin 28Q1 supernatantinin antimikrobiyal aktivitesi iizerinde etkisi
incelenmistir. Enzimler son konsantrasyon 1 mg/ml olarak kullanilmis ve 6rnekler 2
saat enzimle muamele edilmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda Proteinaz K
ve lipaz enzimleriyle muamelede aktivitenin tamamen kayboldugu; tripsin ile
aktivitenin kismen azaldigi; o-amilazda ise aktivitede ¢ok az bir azalma oldugu
goriilmistir (Sekil 3.14). Aktivitenin lipazdan sonra kaybinin nedeni ise
antimikrobiyal aktiviteye dahil olan bir lipit parcasinin varlig: olabilir (Jack, Tagg,
and Ray 1995; Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn 2006).

Proteinaz K ve lipaz enzimleriyle aktivitenin kaybolmasi bakteriyosin benzeri
maddenin bir lipoprotein oldugunu gostermektedir. Giiniimiizde bakteriyel
lipoproteinlerin (Lpp) biitlin bakterilerde bulundugu ve bunlarin ¢esitli metabolik
islemlerde yer aldigi bilinmektedir (Nguyen et al. 2020), Bacillus’u da igeren 7
genusdan 14 bakteri tiirii kiyaslandiginda Lpp genlerin sayisinin tiirden tiire
degisiklik gosterdigi ve bu genlerin bakteriyel genomun %]1-3’linii olusturdugu
aciklanmistir. Gram + bakteri Lpp’sinin biiyiik ¢ogunlugu ABC tansport sisteminin
substrata baglanma proteinleridir ve genellikle iyon tasiniminda yer alirlar. Ayni

zamanda Lpp’lerin belli miktarda ¢evreye salindiklar1 da bilinmektedir.

Bt 28Q1 bakteriyosinin tripsin ile muamelede aktivitesinin tamamen
kaybolmamasinin nedeni Bacillus tiirlerinin sira digt aminoasitler igeren halkasal
antimikrobiyal maddeler {iretmesinden olabilecegi diistiniilmektedir (Cladera-
Olivera, Caron, and Brandelli 2004). Diger bir ¢alismada, Basillus subtilis PB6
bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesinin pronaza duyarli ve tripsine kismen duyarlt
olmasi proteinli bir yapiya sahip oldugunu diisiindiirmiis; ancak, tripsine maruz
kaldiktan sonra antimikrobiyal aktivitenin ¢ogunun korunmus olmasi molekiiliin
lipid veya karbonhidrat kisimlari da igerebilecegine dair dolayli kanit saglamistir
(Teo and Tan 2005). Benzer sekilde, 28Q1 bakteriyosinin tripsin varliginda
aktivitesinin bir kismint korumasinin nedeni molekiiliin lipid yapisini da icerdigini

gostermektedir.

Bacillus subtilis subsp. subtilis H4 susu ile yapilan baska bir g¢alismada ise
bakteriyosin ¢esitli enzimlere maruz birakildiginda proteaz ve trypsine duyarly,

proteinaz K ve papaine direngli; fakat o-amilaz ve lipaz Il uygulamarlari ile
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antimikrobiyal etkinin tamamen kayboldugu gozlenmistir. Bu nedenle, belirtilen
antimikrobiyal aktivite i¢in bir lipit ve seker parcasinin sorumlu oldugu anlasilmigtir
(Compaoré et al. 2013). Bakteriyosin aktivitesi lizerine proteolitik ve lipolitik
ezimlerin etkisinin denendigi diger bir ¢alismada ise Lactobacillus plantarum TF711
susundan elde edilen bakteriyosin kullanmistir. Proteinaz K, pepsin, tripsin, a-
chromotrypsin, pronaz E, lipaz A, ve o-amilaz enzimlerleriyle muamele edilen
bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi proteolitik enzimlerle tamamen kaybolmus;
a-amilaz ve lipazda ise aktivite sirasiyla tamamen ve kismen inaktif hale gelmistir.
Bu durum, bakteriyosinin biyolojik aktivitesi igin bir glikozidik ve bir lipidik
parcanin gerekliligini gostermektedir (Hernandez, Cardell, and Zarate 2005).

Yukaridaki caligmalarda da goriildigli gibi baktariyosinlerin antimikrobiyal
aktivitesinde rol alan molekiillerin protein, lipid ve karbohidrat yapisinda
olabildikleri goriilmektedir. Benzer sekilde 28Q1 bakteriyosinin antimikrobiyal

aktivitesinde protein ve lipid yapilarin etki gosterdigi anlagilmaktadir.

Degisik besi ortamlarimin Bt 28Q1 susu bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi
tizerine etkileri incelendiginde TSB besiyerinde ilk 8 saatte aktivite maksimumken,
16 ve 24 saatte sirasiyla 22 AU/ml ‘e ve 11 AU/mI’ye diismiistiir (3.12). Buna karsin,
ilk 8 saatte MHB besiyerinde 22 AU/ml aktivite; NB besiyerinde ise 11AU/mlI
aktivite tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite 16 ve 24 saatte MHB ve NB’da
tamamen yok olmustur. Diger Bacillus tiirlerinden B. amyloliquefaciens B10
tarafindan iretilen bakteriyosin benzeri peptitin en yiiksek antimikrobiyal
aktivitesinin MHB’da; en diisiik aktivitenin ise TSB’de goriildiigli kaydedilmistir
(KARAOGLU, SEVIM, and SEVIM 2014). Diger bir ¢alismada, Klebsiella
pneumoniae 158 susu farkli beri yerlerinde (TSB, LB, BHI, THB, N.B, ve PW’de)
blyiitiilmiis ve maksimum bakteriyosin iiretiminin TSB’de oldugu gozlenmistir
(Chhibber and Vadehra 1989). Benzer sekilde, Bacillus thuringeinsis subsp.
entmocidus tarafindan entomocin 110 iretimi tizerinde yapilan ¢alismada LB, T3 ve
BHI beriyerlerine kiyasla TSB ve LB besiyerlerinde entomicin 110 {iretimi daha
yiiksek diizeyde gergeklestigi tespit edilmistir (Ameur Cherif et al. 2008). Biitiin bu
calismalarin 1s181nda, farkli besi yerlerinin degisik diizeyde bakteriyosin {iretimine

yol acgmasi, bakteriyosin gen ekspresyonuna neden olan optimum etmenlerdeki
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farkliliklardan veya bakteriyosin sentezini baskilayan inhibitor igeriklerinden

kaynaklandig1 diistiniilebilir.

Bacillus thuringiensis’de hag geni H serotiplemesinde immiinolojik reaksiyondan
sorumlu bir protein olan flagellin’i kodlar. Spesifik flagellin aminoasit sekansi
spesifik Bt serotipiyle korelasyon gosterir. Bt 28Q susunun Bt oldugunu teyit etmek
ve alt tiiriinii belirlemek amaciyla hem 16S rDNA hem de hag geni dizi analizi
yapilmistir. Gergeklestrilen biyoinformatik analizler sonucu 28Q1 susunun %99

benzerlik ile Bacillus thuringiensis subsp. tochigiensis oldugu bulunmustur.

Kismi olarak saflagtirrllan BBPP’nin molekiiler agirligin1 belirlemek amaciyla
%15’lik SDS-PAGE gerceklestirilmistir. Aym1 zamanda gerceklestirilen %15°lik
SDS-PAGE jel overlay deneyinde, B. cereus’a karsi olusan antikikrobiyal aktivite
bant1 molekiiler agirlik kuyucugundaki bantlarla kiyaslandiginda yaklasik 12 kDa
agirh@indaki banta karsilik geldigi gorilmektedir (Sekil 3.21). Dolayisiyla,
BBPP’nin molekiiler agirliginin yaklasik 12 kDa’luk bir bakteriyosin benzeri peptid
oldugu sdylenebilir. Diger arastiricilar (Barboza-Corona et al. 2007a; De La Fuente-
Salcido et al. 2008), Meksika’nin Bacillus thuringiensis suslarindan elde ettikleri
tolworthcin 524, entomocin 420, kenyacin 404, kurstacin 287, morricin 269 isimli
bakteriyosinlerin 10kDa’luk protein hizasinda antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini

belirtmislerdir.

B. thuringiensis’in farkli suslar1 tarafindan sentezlenen toplam 18 bakteriyosin
tanimlanmis bulunmaktadir (Salazar-Marroquin et al. 2016). Bakteriyosinlerin
molekiiler agirliklart 1 kDa’dan (thuricin) 12.4 kDa’a kadar (entomicin 9)
degismektedir. Arastiricilar (Su et al. 2020) Bt 4AJ1 tarafindan sentezlenen bir
bakteriyosin olan thuricin 4AJ1‘in 6.5 kDa’luk yeni bir thuricin oldugunu
gostermiglerdir. Bt’nin bir alt tirii entomocidus 3 farkli peptid (thuricin S,
entomocinl 10 ve entomocin 9) sentezleyebilecegi gibi, ayn1 peptid farkl alt tiirler
tarafindan da sentezlenebilmektedir. Dolayisiyla, bu ¢alismada elde edilen BBPP,
molekiiler agirlik bakimindan birbirine benzedigi igin entomicin 9 olabilir. ilerde
yapilacak protein sekansi ve proteomik ¢aligmalar BBPP’nin tam karakterizasyonunu

saglayacaktir.
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Bunlara ilaveten, literatiirde ¢esitli Bt suslarmin farkli molekiiler agirlikta
bakteriyosin {irettikleri tespit edilmistir. Ornegin, Basillus thuringeinsis subsp.
tochigeinsis ‘den yaklasik 10.5 kDa (Paik et al. 1997); Bt’nin CF13 ve CF42 toprak
suslarindan 10 kDa ve 15kDa (la Cruz D et al. 2018); Bt BMG1.7 tarafindan
sentezlenen (thuricin 7) ve 11.6 kDa (A. Cherif et al. 2001) agirliginda olan
bakteriyosinler tanimlanmistir. Ayrica, mangodan izole edilen Basillus subtilis VS
susunun {rettigi bakteriyosinin 31.2 kDa oldugu agiklanmistir (V. Sharma et al.
2021).

B. thuringiensis tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin mikroorganizmalara karsi
genis antimikrobiyal spektrum gosterdigi bilinmektedir (Salazar-Marroquin et al.
2016). Buna karsin, bu calismada elde edilen 28Q1 BBPP sadece gram pozitif
bakterilerden, farkli Bacillus tiirleri tizerinde antimikrobiyal aktivite gdstermistir
(Tablo 3.5). Diger Gram + ve Gram- bakteriler lizerinde antimikrobiyal etki
gozlenmemistir. Ayrica, C. albicans iizerinde de etki kaydedilmemistir. Gram+
bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler genellikle Gram+ mikroorganizmalar
tizerinde etkilidirler. Gram- bakterilerin dig membran1 gecirgenlik bariyeri olustursa
da bazi bakteriyosinlerin Gram- bakteriler lizerinde de etkili olduklarini gésteren
calismalar bilinmektedir (Salazar-Marroquin et al. 2016). Bununla birlikte, Bt 28Q1
bakteriyosinin sadece Gram + olan farkli Bacillus tiirleri tizerinde etkili olmasi (Riley
and Wertz 2002) destekler niteliktedir. Sdyle ki, bakteriyosinler geleneksel
antibiyotiklerden onemli bir Olgiide farklilik gosterirler, nispeten dar Oldiirme
spektrumuna sahiptirler ve yalnizca bakteriyosini iireten sus ile yakindan iligkili
bakteriler i¢in toksiktirler (Riley and Wertz 2002).

Benzer sonuglar diger arastiricilar tarafindan da elde edilmistir. Ornegin, Bt subsp.
tochigiensis HD868 tarafindan iiretilen tochisin test edilen tim B. thuringiensis
suslara ve B. cereus KCTC 1014'e kars1 dar bir aktivite spektrumu gdstermis; buna
karsin, B. subtilis, B. megaterium ve B. sphaericus gibi Bacillus suslarina, laktik asit
bakterilerine, Escherichia coli, Gram negatif bitki patojenlere ve mayalara karsi
etkili olmadigi kaydedilmistir (Paik et al. 1997). Buna ilaveten, G. Naclerio ve
arkadaglar1 (Naclerio et al. 1993) gidalardan izole edilen Basillus cereus’un irettigi
bakteriyosin olan cerein’nin diger B. cereus suslarina karsi spesifik olarak aktif ve
test edilen diger tiim bakterileri tiirlerine karsi inaktif oldugunu bildirmislerdir.
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Cerein’in dar spektrum oOzgiilliigii, besinlerde normalda bulunan bakterilere
miidahale etmeden Bacillus cereus biiylimesini baskilamak i¢in fayda olabildigi

acgiklanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bacillus tiirleri, hiicre dis1 ortama protein salgilama konusundaki giiclii kapasiteleri,
miikemmel gilivenlik kayitlari ve hizli biiylime oranlarinin neden oldugu hizh
fermantasyon dongiileri gibi bir dizi avantajlart nedeniyle gida endiistrisi igin ¢ok

Onemlidir.

Antibiyotiklere direngli bakteriyel hastaliklarin artmasi, diinya ¢apinda hem insanlar
hem de hayvanlar i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Basillerden tiretilen AMP'ler
bakteriyosin gibi genis Ozgiilliikleri ve ¢esitli enfeksiyonlara kars1 spesifik ve hizli
oldiirme etkileri nedeniyle, geleneksel antibiyotiklerin yerine kullanilmaktadir.
Ayrica, bakteriyosinler gidalari patojenik mikroorganizmalara karsi korumak igin

onemli rol oynarlar.

Bacillus thuringiensis sporlanma sirasinda insektisidal kristal proteinler ve
biiylimenin vejetatif fazi sirasinda Vip proteinler olusturma kabiliyeti nedeniyle
biyopestisit olarak kullanilan en degerli entomopatojenik bakterilerden biridir.
Ayrica, Bt ozellikle bakteriyosinler olmak {izere antimikrobiyal madde iiretme
konusunda onemli bir kapasiteye sahiptir. Dolaysiyla bu tez caligmasinda, Bt
koleksiyonumuzda bulunan ve zeytin alanlarinda toplanip karakterize edilmis olan

100 adet Bt susunun bakteriyosin iiretme potansiyelleri arastirilmistir.

Yapilan c¢alismada, 9 adet Bt susu hem agar spot hem de agar kuyu diflizyon
yontemiyle indikator bakteri Bacillus cereus ATCC 11778’¢ karst anitmikrobiyal
aktivite gostermistir. Bu suglar arasindan en genis inhibisyon zonu (17.5 mm)
olusturan 28Q1 susu secilerek bakteriyosin tiiretimi ve karakterizasyonunda
kullanmilmistir. Biiylime egrisi ve bakteriyosin iiretim kinetigine gore, maksimum
bakteriyosin iiretimi ilk 8 saatte ve logaritmik fazin baglarinda gerceklesmistir.
Bakteri kiiltiiriinden elde edilen supernatantin (CFS) en yiiksek antimikrobiyal
aktivitesi 30°C ve 40°C’de gozlenmis ve 50°C’de aktivite yartya inmistir. CFS’ nin
antimikrobiyal aktivitesinin genis bir pH araligina (4-10) sahip oldugu ve cesitli
organik c¢oziiciilere karst kararli oldugu goriilmiistiir. Bakteriyosin benzeri

antimikrobiyal madde tiretiminde TSB’nin en etkili besi yeri oldugu tespit edilmistir.
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Cesitli enzimlerle muamele edildiginde inhibitér maddenin protein ve lipid iceren bir
lipoporotein oldugu anlasilmigtir. CFS’daki inhibitér maddenin nispeten dar bir
antimikrobiyal spektruma sahip oldugu ve sadece yakin akrabalari inhibe ettigi
gbzlenmistir. Ayrica, 16SrDNA ve hag geni dizi analizleri Bt 28Q1 susunun Bacillus
thuringiensis subsp. tocheigensis oldugunu gostermistir. Son olarak, SDS-PAGE
analizi ve Jel overlay assay sonuglarina gore, antimikrobiyal aktivite goésteren

proteinin yaklasik 12 kDa molekiiler agirlikta oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, B. thuringiensis 28Q1 susundan elde edilen ve genis pH araligi ve
belirli sicaklik toleransina sahip olan bakteriyosin benzeri protein (BBPP) besin
paketlenmesinde, B. cereus gibi toksin {ireten ve ishale yol agan bakterilerin
biliylimesini engellemek icin koruyucu veya biyoaktif molekiil olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir. Gelecekte yapilacak protein saflastirma, sekans analizleri ve
proteomik c¢alismalar BBPP’nin daha detayli karakterizasyonuna ve ilgili genin
klonlanmasina 6nemli katki saglayacaktir. Ayrica, BBPP’nin antimikrobiyal etki
mekanizmalarimi agikliga kavusturacak ilave galismalara gereksinim vardir. Genetik
mihendisligi ve protein miihendisligi teknikleriyle yapilacak calismalar

bakteriyosinin sicaklik spektrumunu genisletebilecektir.
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