BAZI GRAM NEGATIF BAKTERILERIN BAKTERIYOSIN
URETIMLERININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF BACTERIOCIN PRODUCTION FROM
SOME GRAM NEGATIVE BACTERIA

SEBAHAT TEKCAN DUGENCI

Dog. Dr. ISIL SEYIiS BILKAY

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
LisansUsti Egitim — Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Biyoloji Anabilim Dali igin Ongérdiigii
YUKSEK LISANS TEZi

olarak hazirlanmistir.

2014



ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii, tez yazim kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda,

» tez icindeki butun bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi,

* gorsel, isitsel ve yazili tum bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

* baskalarinin eserlerinden yararlaniimasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

« atifta bulundugum eserlerin tumuni kaynak olarak gosterdigimi,

* kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

* ve bu tezin herhangi bir boliumund bu Universite veya bagka bir Universitede

bagka bir tez caligmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

12.12.2014

SEBAHAT TEKCAN DUGENCI



OZET

BAZI GRAM NEC:EATiF BAKTERiLERiN BAKTERIYOSIN
URETIMLERININ ARASTIRILMASI

SEBAHAT TEKCAN DUGENCI
Yuksek lisans, Biyoloji Bolumu
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Aralik 2014, 87 sayfa

Bu calismada, cesitli klinik  orneklerden izole edilen Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae suglarinin antibakteriyel
aktiviteleri arastinldi.  En yuksek antibakteriyel aktiviteye sahip suslar E.
coli 26S,E. coli1l4,E. coli27,P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15 veP.
aeruginosa 22 olarak bulundu. Bu suslardan elde edilen antibakteriyel maddelerin
proteolitk enzimlere kismen ya da tamamen hassas oldugu saptandi.
Antibakteriyel aktivite belirlenmesi i¢cin damlatma, disk difizyon ve kuyucuk
yontemleri karsilastirilarak en uygun yontem secilen disk difUzyon yontemi
ile bakteriyosin  Uretenen  verimli  suglar olarak E.  coli26S  ve P.
aeruginosa 8 segcildi. Optimum bakteriyosin Uretimleri her iki bakteri susu igin de
Luria Bertani Broth besiyerinde, pH 7.0’ de 37 °C'de ve 21. saatte oldugu
saptandi. Calkalamali ya da statik kosullar bakteriyosin Uretimlerini etkilemedi. E.
coli 26S’ den elde edilen bakteriyosinin 75 °C’ de 30 dk ve P. aeruginosa 8‘ den
elde ettigimiz bakteriyosinin ise 90 °C’ de 30 dk kararlligini korudugu bulundu.
Metanol, butanolin her iki susun bakteriyosin aktiviteleri Gzerine etkileri olmadigi
belirlendi. Etanol, aseton, SDS ve Tween 80’ in E. coli 26S bakteriyosinine

sirasiyla %25, %30, %10, %20; P. aeruginosa 8 bakteriyosinine ise sirasiyla %32,



%37, %5, %21 oranlarinda etkili oldugu saptandi. Kloroformun, E. coli 26S
bakteriyosini Uzerine etkisi olmadidi, P. aeruginosa 8 bakteriyosini Uzerine %16
kayba neden oldugu bulundu. 4 °C' de 180.glinde E. coli 26S' in bakteriyosin
aktivitesini %70 ve P. aeruginosa 8' in bakteriyosin aktivitesini ise %41 oraninda
korudugu belirlendi. — 20 °C’ de 6. ayda bakteriyosin aktivitelerinde herhangi bir
kayip saptanmadi. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 bakteriyosinlerinin saflastiriimasi
icin %80 oraninda amonyum sulfat ¢okturmesinin uygun oldugu saptandi. E.
coli 26S ve P. aeruginosa 8' in bu calismada kullanilan tim antibiyotiklere duyarl
oldugu belirlendi. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 den yapilan plazmid DNA
izolasyonu sonucu plazmid varli§i saptanmadi. Sonug olarak, E. coli 26S ve P.
aeruginosa 8’ den antibiyotiklere alternatif olabilme potansiyeli olan bakteriyosinler
elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyosin, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
antibakteriyel aktivite, bakteriyosin karakterizasyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BACTERIOCIN PRODUCTION FROM SOME
GRAM NEGATIVE BACTERIA

SEBAHAT TEKCAN DUGENCI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Isil SEYiS BILKAY

December 2014, 87 pages

In this study, strains of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoniae, which were isolated from several clinical samples, were investigated
for their antibacterial activities. Strains of E. coli 26S, E. coli 14, E. coli 27, P.
aeruginosa 8, P. aeruginosa 15, and P. aeruginosa 22 were found to have the
highest activity. It was established that the antibacterial substances obtained from
these strains were partially or completely sensitive to proteolytic enzymes. E. coli
26S and P. aeruginosa 8 were selected as the most efficient strains producing
bacteriocin by disk diffusion method which was found to be the optimal method
when spot-on-lawn, disc diffusion and well-diffusion methods were compared for
determining antibacterial activity. Optimal bacteriocin production was established
in Luria Bertani Broth medium at pH 7.0 and 37 °C in 21 hours for both strains. It
was observed that agitated and static conditions did not affect the bacteriocin
production. It was also found out that the bacteriocin produced by E. coli 26S
remained stable at 75°C for 30 minutes while bacteriocin produced by P.
aeruginosa 8 remained stable at 90°C for the same time period. Moreover, it was
determined that methanol and buthanol had no effect on the bacteriocin activities
of both strains. It was observed that ethanol, acetone, SDS and Tween 80 caused



25%, 30%, 10% and 20% loss, respectively, on E. coli 26S bacteriocin and, 32%,
37%, 5% and 21% loss on P. aeruginosa 8 bacteriocin. It was also investigated
that chloroform had no effect on E. coli 26S bacteriocin while it caused 16% loss
on P. aeruginosa 8 bacteriocin. It was determined that E. coli 26S bacteriocin
maintained 70% of its activity and P. aeruginosa 8 bacteriocin maintained 41% of
its activity at 4°C after 180 days. No loss on bacteriocin activities were observed at
-20°C after 180 days. It was found that precipitation of amonium sulfate at the rate
of 80% was appropriate for purification of E. coli 26S and P. aeruginosa 8
bacteriocins. It was determined that E. coli 26S and P. aeruginosa 8 were
sensitive to all antibiotics used in this study. The existence of plasmid was not
observed as a result of plasmid DNA isolation on E. coli 26S and P. aeruginosa 8.
In conclusion, bacterocins obtained from E. coli 26S and P. aeruginosa 8 had a

potential of being alternatives to antibiotics.

Keywords: Bacteriocin, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, antibacterial
activity, bacteriocin characterization
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1. GIRIS
Mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddeler sentezlemeleri oldukga yaygin olarak
goOrulmektedir. Bu antimikrobiyal maddeler icinde amonyak, hidrojen peroksit gibi

metabolik maddeler, bazitrasin ve polimiksin B gibi antibiyotikler, lizozim benzeri

bakteriyolitik enzimler ve bakteriyosinler yer almaktadir [1;2].

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen, peptid ya da protein yapidaki
antibakteriyel maddelerdir. Bu maddeleri Ureten bakteri turleri, kendi tarlerinin
devamhligi acisindan tehdit olusturan vyakin akraba turlerin Uremelerini
engellemekte ya da éldirmektedirler. Bu maddelerin, bakteriler tarafindan Uretilme
nedenleriyle ilgili farkli gorugler bulunmaktadir. Bu konuyla ilgili yaygin gorus ise
bu maddelerin sinirh kaynaklara ulagsmak icin dretilmeleridir. Bu maddeler,
genellikle, besin kithgi, oksijen yetersizligi, ekstrem pH gibi stres kosullarinda

uretilmektedirler [3;4].

Bakterilerde tur ici ve tarler arasi etkilesimlerin arastiriimasi, bakteriyosinlerin
uretildigi kosullarin aydinlatilmasi acgisindan 6nem tasimaktadir. Son yillarda
bakterilerin, kullanilan antibiyotiklere diren¢ kazanmalarindan dolayi arastiricilar
farkh alternatif antibakteriyel maddelere yoénelmislerdir. Antibiyotiklerin, yanhs
kullanimi yuzunden, genis etki spektrumuna sahip antibiyotikler bile hastaliklarin
tedavisinde yetersiz kalmaktadir. Bu durum insan sagligi agisindan pek ¢ok
olumsuz sonug¢ dogurmaktadir. Gunumuz teknolojisindeki gelismeler ve yapilacak
yeni calismalar sayesinde bakteriyosinler gelecekte, geleneksel antibiyotiklerin
yerine aday olarak gosterilen en glcli maddeler olacaklardir. Gram negatif
bakterilerin bakteriyosinleri, antibakteriyel 6zelliklerinden dolayl saglik sektoru

basta olmak Uzere pek ¢ok farkli alanda kullaniimaya adaydir [1;2;3;5].

Bakteriyosinlerle yapilan arastirmalarda ortaya konan bulgulardan bir digeri de
kanser arastirmalarindaki Onemleridir. Yapilan calismalarda bakteriyosinlerin,
Ozellikle kanser tedavisinde dnemli olduklari belirlenmistir. Normal flora elemani
bakterilerin Urettigi bakteriyosinlerin, 6zellikle kolon kanserinin tedavisinde etkin rol
almalari s6z konusu olmaktadir [4]. Kanser tedavisinde, kanser olugsumuna yol
acan tumor hucrelerinin kontrolli bir sekilde ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.
Hucrelerin diger hucreleri etkilemeden yok edilmesi apoptoz mekanizmasiyla
mumkin olmaktadir [4]. Bu baglamda, yapilan calismalar, oldukg¢a etkili
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antibakteriyel ozelliklerinin yani sira bazi bakteriyosinlerin, kanserli hucrelerde
apoptoz mekanizmasini indukleyerek olusan tumorlu hucrelerin yok edilmesinde

etkili olabildiklerini gostermektedir [4;5].

Tim dinyada hedef hastalik etkenine yodnelik tedavinin énemi ve kullanilan
antibiyotiklerin etkinliklerinin azalmasi nedeniyle alternatif ilaglara bir yonelim
oldugu gorulmektedir. Calismamizda, antibakteriyel 6zellikleri agisindan arastirilan
bakteriyosinlerin, ileride yapilacak c¢aligmalar i¢in onemli bir basamak oldugu
dusunulmektedir. Bu maddelerin uygulama alanlarinda daha etkin bir gekilde
kullanilabilmeleri i¢cin Oncelikle, bakteriyosinlerin ozelliklerinin  tam olarak
anlasilmasi ve henlz kesfedilmeyen bakteriyosinlerin bulunup bu maddelerle ilgili
bilinmeyenlerin en aza indiriimesi icin arastiricilar tarafindan g¢alismalar yapilmasi
gerekmektedir [1;3]. Bu baglamda calismamizda, cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerinden verimli bakteriyosin Ureticisi suglarin segilmesi, bakteriyosin Gretimi
icin uygun optimum kosullarin belirlenmesi amaclandi. Uretilen bakteriyosinlerin
karakterizasyonu da gerceklestirildi. Bakteriyosinlerin yuksek sicakliga, depolama
kosullarina, bazi organik ¢ozucllere ve kimyasallara kargi duyarhligi belirlendi.
Calismamizda kullanilan Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin
antibiyotik duyarliliklari ve bakteriyosin Uretimleri karsilastirildi. Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa suglarinda antibakteriyel madde udretiminin
kromozom veya plazmid Uzerinde kodlandiginin arastiriimasi icin antibakteriyel
aktiviteye sahip drneklerden plazmid DNA izolasyonu gergeklestirildi.

Bu calismalarin sonucunda E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 den antibiyotiklere

alternatif olabilme potansiyeli olan bakteriyosinler elde edildi.



2. GENEL BILGiI

2.1. Bakteriyosinler ve Bakteriyosinlerin Tarihgesi

Bazi bakteriler, drettikleri antibakteriyel maddelerle ortamin pH' sini, ozmotik
basincini veya yuzey gerilimini degistirerek diger bakterilerin Uremelerine engel
olmaktadir [1]. Antibakteriyel maddelerin arastiriimasinda Pasteur ve Joubert
(1877), farkh bakteriler arasindaki antagonistik iligkileri ilk olarak gozlemleyen
arastiricilar olmuslardir. Bu iki arastirici, idrarda bulunan bazi bakteriler tarafindan
uretilen maddelerin, Bacillus anthracis’ in Uremesini engelleyici etkiye sahip
olduklarini ortaya koymustur [6]. Bu ¢calismalari izleyen dénemde, bakteriler arasi
iligskiler Uzerine arastirmalar yapilmaya devam edilmistir ancak yapiimis olan
calismalar daha ¢ok klinik gdzlemlere dayandigi igin, antibakteriyel etkiye neden
olan maddelerin izolasyonu ve karakterizasyonuna dair pek fazla bilgi
bulunmamaktadir [1].

Son donemde oldukca ©Onem kazanan antibakteriyel maddelerden olan
bakteriyosinler, bakteriler tarafindan Uuretilen protein ya da peptid yapidaki
maddelerdir. Bakteriyosin  arastirmalarindaki en  O6nemli  gelismeler,
Enterobacteriaceae ailesinin Uyeleri tarafindan Uretilen Kkolisinlerin kesfiyle
baglamigtir.  Kolisinlerin genetik temeli, yapisal 06zellikleri ve oldirme
mekanizmalari hakkinda yapilan arastirmalar bakteriyosin ¢alismalarinin temelini
olusturmaktadir. ik olarak 1925 yilinda Belgikali bilim adami André Gratia
tarafindan yapilan c¢alismada Escherichia coli’ nin bazi suslar tarafindan
salgilanan bir proteinin, ayni bakteri tliri Gzerinde bu proteini Uretmeyen
bireylerinin Uremelerini inhibe ettigi bildirilmistir [5]. Bu proteini GUreten ve salgilayan
suglarin, besin ve Ureme alani gibi yasamsal konularda rekabet etmede, bu
maddeyi salgilamayan diger bireylere gore onemli bir avantaj kazanarak bir adim
One gectigi gorulmustlr. Yeni bir madde olarak tanimlanan bu antibakteriyel
maddenin protein yapida oldugu bulunmus ve bu madde kolisin olarak
adlandiriimistir. Bu ¢alismanin devami olarak yapilan diger ¢alismalarda ise 20
kadar farkh kolisinin farkl Escherichia coli suslar tarafindan Uretildigi belirlenmistir
[1;2;5]. Jakob ve arkadaslarina gére (1953), protein ya da proteinlerle birlikte yan
gruplar iceren antibakteriyel maddeler olan bakteriyosinler, Tagg ve arkadaglarinin
(1976) yaptiklari ¢alismalar sonucunda duyarli bakteriler Gzerinde dldurtcu etki
yaratan, protein yapida molekuller olarak tanimlanmistir [7;8]. Klaenhammer
(1988), tarafindan da calisilan bu maddeler, genellikle Uretici mikroorganizma ile
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yakin akrabahgi olan bakteriler Gzerinde inhibitorik etkiye sahip protein veya
protein kompleksleridir [9]. Bu baglamda devam eden aragtirmalar sonucunda bu
maddelere benzer ¢ok sayida madde bulununca terimin kapsami genigletiimis ve
butin bu Ureme engelleyici peptid ve proteinler, bakteriyosin olarak adlandiriimistir
[8;10;11]. Cotter ve arkadaslari (2005), bakteriyosinleri Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilerin Urettigi bakteriyosinler olarak baslica iki farkli kategori altinda
toplamis ve daha sonra Gram pozitif bakteri bakteriyosinlerini kendi aralarinda alt
siniflara ayirmiglardir. Ayrica bu arastiricilar, protein ve yan gruplari iceren
bilesikleri bakteriyosin siniflandirmasindan ¢ikarmislardir [12;13].

Bakteriyosinler, biyokimyasal 6zellikleri, molekul agirliklari, etki spektrumlari, etki
mekanizmalari ve genetik 6zellikleri bakimindan heterojen bir sinif olusturmaktadir
ve siniflandiriimalari ile ilgili arastirmalar da devam etmektedir. Gram pozitif
bakterilerin bakteriyosinlerinin aksine, Gram negatif bakteriler tarafindan uUretilen
bakteriyosinlerle ilgili edinilen bilgiler sinirhdir. Bu bilesiklerin siniflandirilmasina
iliskin arastiricilar tarafindan ortak bir fikir birligi kurulamamistir. Bu nedenle bu
konudaki karisikligin gideriimesi acgisindan bakteriyosinlerle ilgili c¢esitli veri
tabanlari olusturuimaya caligsiimaktadir, bdylelikle arastiricilar kendi galismalari

sonucunda elde ettikleri bilgileri bu veri tabanlarinda birlestirmektedirler [14].

2.2. Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri

Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosinler, 6zellikle
yakin akraba olan turlere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip peptidler veya
proteinlerdir. Bu bilegikler ve bunlarin taginmasinda gorev alan genler kromozom

veya plazmid Uzerinde yer almaktadir [15;16].

Gram pozitif bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosinler, &zellikle gida
endustrisinde oldukga 6nemli bir yere sahiptir. Gida korunmasindaki kullanim
potansiyellerinden dolayi laktik asit bakterilerinin Urettikleri bakteriyosinler en iyi
calisiimis bakteriyosin grubudur. Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan Uretilen
bakteriyosinlerden Uzerinde en ¢ok caligilan Nisindir. Nisin, bazi Ulkelerde gida
koruyucusu olarak kullaniimaktadir. Bu baglamda bu bilesiklerin, insan sagligini
tehdit etmeden ve ¢ogunlukla baska bir isleme gerek kalmadan kullanilabilmeleri

bu bilesiklere gida sektériinde énemli avantajlar saglamaktadir [16].

Gram negatif bakterilerin ¢ogu tarafindan Uretilen protein ya da peptid yapih
bakteriyosinler iki ana sinif altinda toplanmaktadir. ilk sinif olan kolisinler, 30—80

4



kDa arasinda yiiksek molekiiler agirliga sahiptir ve protein yapidadir. Ikinci sinif
olan mikrosinler ise 1-10 kDa arasinda dusuk molekuler agirliga sahip peptidlerdir.
Gram pozitif bakterilerden laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen bakteriyosinler
ve Gram negatif bakteriler tarafindan tretilen kolisinler ve mikrosinler, temelde pek
¢cok ortak Ozellik paylasmakla birlikte, bu maddeler, genetik sistemleri, etki
mekanizmalari, hedef hicreye giris mekanizmalari, 6ldirme mekanizmalari ve

badisiklik acgisindan farkliliklar géstermektedirler (Cizelge 2. 1) [5].

Cizelge 2. 1. Gram negatif bakteriler tarafindan uretilen kolisinler ve mikrosinler ile
Gram pozitif bakteriler tarafindan Uretilen LAB bakteriyosinleri ve genel 6zellikleri

[5]

Mekanizmasi

mekanizmasi

mekanizmasi

Bakteriyosinler | Kolisinler Mikrosinler LAB
Ozellikler bakteriyosinleri
Yapi Proteinler: Peptidler: Peptidler:
Molekuler 30-80 kDa 1-10 kDa 1-30 kDa
Agirhk Sinif I: 1-3 kDa Sinif I: <5 kDa
Sinif Il: 7-10 kDa Sinif Il: <5 kDa
Sinif lll: >30 kDa
Genetik Plazmid-kodlu Plazmid-kodlu, Transpozon-kodlu,
Sistem 3 gen Kromozom-kodlu Plazmid-kodlu,
3-10 gen Kromozom-kodlu
4-13 gen
Etki Truva ati Truva ati Dual mekanizmasi

Taninma/ Alim

Dis membran

Dis membran

Mannoz permeaz

reseptorleri reseptorleri (sinif lla, sinif 1id)
(demir (demir siderofor):
siderofor)/porin Sinif I, sinif lIb

Mannoz permeaz

(sinif lIb)

Hicreye Giris
Mekanizmasi

Tol/Pal veya Ton B
sistem

Ton B sistem

Oldirme Membran Membran Membran
mekanizmasi | gegirgenligi gegirgenligi Mannoz | gegirgenligi
Nukleaz mekanizmasinin Mannoz
Peptidoglikan bozulmasi mekanizmasinin
sentez inhibisyonu | (sinif lIb: mikrosin bozulmasi
E492) (sinif llb:
Enzim inhibisyonu mesenterisin
Y105)
Bagisiklik Bagisiklik proteini Bagisiklik proteini Bagisiklik proteini
Eksport sistemi ABC tasiyici
proteinleri proteinleri




2.3. Gram Negatif Bakterilerin Bakteriyosinleri

Gram negatif bakterilerin bakteriyosinleri daha 6nce belirtildigi gibi kolisinler ve
mikrosinler olmak Uzere ki sinif altinda toplanmaktadir. Genellikle
Enterobacteriaceae tarafindan uretilen bu bilesikler, protein buyuklukleri, genetik
sistemleri, oldirme ve bagisikik mekanizmalari acisindan farkliliklar
g6stermektedir [5]. Ornegdin; Escherichia coli tarafindan Uretilen ColV gibi kolisinler
translasyon sonrasi degisikliklere ugramazlar. Mikrosin B17 ve mikrosin C7 gibi
bakteriyosinler ise ColV gibi kolisinlerden farkli olarak translasyon sonrasi
degisikliklere ugrarlar. Mikrosinler oldukga kararli, hidrofobik peptidlerdir. Ancak
mikrosinlerin kendi aralarinda yapisal olarak farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin,
mikrosin B17 heterosiklik okzalat ve glisin kalintilari icerir, mikrosin C7 ise
heptapeptid yapida bir bilesik olarak diger mikrosinlerden farkhidir. Bu farkhliklar da
hicreye giris mekanizmalari gibi pek ¢ok faktori degistirmektedir. Mikrosin J25, 58
aminoasitlik bayuk bir oncu peptid halinde uretilir, translasyon sonrasi degisiklige
ugrayarak 37 aminoasitlik bolge oncu peptid yapisindan uzaklastiriir ve aktif
peptidin halka yapisi olusturulur. Hangi mekanizmalar ile bu basamaklarin
gerceklestigi ve halka yapisinin olusmasini yoneten sinyaller henuz arastirma
asamasindadir. Ucli de mikrosin sinifinda olan mikrosin J25, mikrosin B17 ve
mikrosin C7’ nin hedef hucreye giris yollari ve etki mekanizmalari da birbirinden
farklidir (Sekil 2.1) [18;19;20].
A &Migzsm B | Mikrosin B17 c
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v
TonB
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Sekil 2. 1. Mikrosin J25, Mikrosin B17 ve Mikrosin C7 arasindaki farklar [20]




2.3.1. Kolisinler, Kolisinlerin Siniflandiriimalari ve Etki Mekanizmalari

Gram negatif bakterilerin kolisinlerinin Uretimi, ¢ogunlukla stres kosullari altinda
calisan karmasik bir hiicresel mekanizma olan SOS regulator sistemiyle yakindan
ilgilidir. Kolisin tzerinde bulunan ve reseptor olarak gorev yapan bir bélge, hedef
hicrede ona 6zgu yuzey reseptorlerini belirleyerek hedefe baglanir [21;22;23].
Hucre zarinda por olusturan kolisinlerin aminoasit sayilari ile nikleaz kolisinlerinin
aminoasit sayilari birbirlerinden farklidir [24;25;26]. Tipik bir kolisin operonu 3 ¢esit
gen bodlgesi igerir; Kolisin aktivitesinden sorumlu kolisini kodlayan gen bdlgesi,
kendini korumak igin kolisine kargi bagisiklik saglayan proteini kodlayan yapisal
gen bolgesi ve bakteriyosin salgilatici protein ya da liziz proteinidir
[27;28;29;30;31].

Kolisinlerle ilgili yapilan ¢alismalarda, ¢ok gesitli kolisin tipleri tanimlanmistir [32].
Kolisinlerin ayrintili siniflandirilmasinda hem o6ldirme mekanizmasi hem de
kolisinin hlcreye alim mekanizmasi 6nemlidir [33;34]. Kolisinler, hedef hicre
Uzerine Ug¢ farkli 6ldirme mekanizma ile etki etmektedir. Bu etki mekanizmalari

asagidaki gibidir:

1. Mekanizma: Hedef bakteride hicre zari gegirgenligini degistirerek ve hlicre
zarinda por olusturarak etkili olur.

2. Mekanizma: Hedef bakteri sitoplazmasi igcinde nlkleaz aktivitesi olusturarak
DNA, rRNA ve tRNA’ da hasara neden olur.

3. Mekanizma: Hedef bakteride peptidoglikan sentezini inhibe ederek etki
gOstermektir [34;35].

Kolisinlerin aktiviteleri bir tanima adimi gerektirir ki bu adim, bir dizi reseptor
kullanilarak gergeklesir. Normal olarak hicre igin gerekli, vitamin B12 (kobalamin)
gibi maddelerin, siderofor bagli demir ya da nukleosidlerin hicreye alimi igin
kullanilan reseptorler, kolisinlerin hedef hicreye girisi igin kullanilir. Bu baglamda,
kolisinlerin hedef hucreye girisi icin kullanilan reseptoérler, 6zellikle siderofor
reseptorleri olan FhuA (hidroksamat sideroforlar), FepA, Cir ve Fiu (katekolat
sideroforlar) [36] ile kobalamin reseptort olan BtuB' dir [37]. Kolisinlerin hicreye
alinimi i¢in kullanilan bir diger giris yolu ise nikleosid reseptdru olan Tsx’ dir [38].
Porinler ise dis membranda bulunan kanallarda spesifik metabolitlerin (sekerler,
fosfatlar, aminoasit vb.) pasif difizyonunu kontrol eden, bu metabolitlerin hucre



zarindan gegigini saglayan membran proteinleridir ve bazi kolisinler bu kanallar
kullanmaktadir (Cizelge 2. 2) [39;40].

Kolisinlerin hucreye girigi icin tanima adimi bilinmekte ancak giris mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu yluzden kolisinlerin hlcreye girigi igin bagka bir
proteine ihtiya¢ olabilir ya da kullanilan reseptor kolisinin girigini de saglayabilir.
Ornegin; Kolisin A, BtuB' yi tanima agsamasi igin, OmpF' yi ise hedef hiicreye girig
icin kullanirken [41], Kolisin 1a, Cir reseptorind hem tanima hem de hicreye giris
icin kullanir [42]. Tanima basamaklarinda kullanilan Ton ve Tol membran
sistemleri hedef hucreye giris mekanizmasinda da kullaniimaktadir [43;44]. Bu
amacla, hedef hicre zarina baglandiktan sonra, Ton ve Tol yollari gibi giris
mekanizmalari ile hedef hlcreye tasinmaktadir. Bu iki arag, hlcrenin i¢ zarina
baglidir ve proton motif guc kullanilarak enerji saglanmaktadir [45]. Ton sistemi 3
ic membran proteininden olusur, bunlar; TonB, ExbB ve ExbD' dir. Tol sistemi ise
TolA, TolQ, TolR ve bir periplazmik protein olan TolB ile dis membrana bagh
lipoprotein olan Pal gibi benzer topolojideki birgok proteini igermektedir.
Kolisinler Grup A ve Grup B kolisinler olarak iki ana sinifa ayrilir. Grup A kolisinler,
Tol proteinleri ya da bu proteinlerin bazi alt kombinasyonlarini (6rnegin; Kolisin E1
icin; TolA/ TolQ ve Kolisin N icin TolA/TolQ/TolR) gerektirir. Grup B kolisinlerin
timu, TonB/ExbB/ExbD proteinlerine ihtiyag duymaktadir. Grup A Kolisinler;
Kolisin A, Kolisin E1- E9, Kolisin K, Kolisin N, Kolisin U [28] ve Kolisin S4 [46;47],
bunlar Tol sistemiyle gecis saglarken, Grup B kolisinler, Kolisin B, D, la, M, 5 ve
10, Ton sistemini kullanir [28]. Ek olarak, Siniflandirlamayan grupta yer alan
kolisinlerin, Grup A veya Grup B’ ye dahil edilmeleri arastiricilar tarafindan uygun
gorulmektedir.  Kloasin DF13 [48;49], Klebisinler [50], Piyosin AP41 [51],
Marcescin 28b [52;53;54] ve Alvesinler, A Grubu igin uygun goérilmektedir [55].
Pestisinler [56] ve Piyosinler (S1-S5) B Grubu i¢in uygun gortlmektedir [51].
Kolisinlerin pek c¢ogunun protein vyapisi u¢ islevsel domain halinde
duzenlenmektedir. Her bir islevsel bolge kolisinin etki mekanizmasiyla ilgilidir:

1. Merkez domain (R domain): Hedef hilicre reseptorinu tanir ve bdylelikle

hedef hlicre ylzeyinde belirli bolgelere baglanir.

2. N-terminal domain (T domain): Hedef hlcreye giristen sorumludur.

3. C-terminal domain: Bakteriyosinin, hedef hicreye sitotoksik etki gosteren
aktif bolgesidir [26;34].



Cizelge 2. 2. Grup A kolisinler, Grup B kolisinler ve Siniflandirilamayan Grup [5]

Bakteriyosin Uretici Tiir Reseptér Hedef Hiicreye Oldiirme
Girig Mekanizmasi Mekanizmasi

Grup A

Kolisin A BtuB OmpF Por agici

Citrobacter freundii TolA, B, Q, R

Escherichia coli

Kolisin K Tsx OmpF, OmpA Por acici

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin N OmpF OmpF Por agici

E. coli TolA, Q, R

Kolisin U OmpA OmpF, LPS Por agici

E. coli TolA, B, Q,R

Kolisin S4 OmpW OmpF, Por agici

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E1 BtuB TolC Por acici

E. coli TolA, Q, R

Kolisin E2 BtuB OmpF, Por acici

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E3 BtuB OmpF, DNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E4 BtuB OmpF, rRNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E5 BtuB OmpF, tRNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E6 BtuB OmpF, rRNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E7 BtuB OmpF, DNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E8 BtuB OmpF, DNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kolisin E9 BtuB OmpF, DNaz

E. coli TolA, B, Q, R

Kloasin DF13 IutA TolA, Q, R rRNaz

Enterobacter cloacae

Piyosin AP41 - TolA, B, Q, R DNaz

Pseudomonas aeruginosa

Alveisin A - TolA, B, Q,R Por acici

Hafnia alvei

Alveisin B - TolA, B, Q, R Por acici

Hafnia alvei

Marcesin 28b Omp4/ OmpA | OmpF Por agici

Serratia marcescens TolA, B, Q, R

Grup B

Kolisin B FepA FepA Por acici

E. coli TonB, ExbB, D

Kolisin la Cir Cir, Por acici

E. coli TonB, ExbB, D

Kolisin Ib Cir Cir, Por acici

E. coli TonB, ExbB, D

Kolisin 5 Tsx TolC Por agici

E. coli TonB, ExbB, D

Kolisin 10 Tsx TolC Por agici

E. coli TonB, ExbB, D

Kolisin D FepA FepA tRNaz

E. coli TonB, ExbB, D (Arg tRNA)




Cizelge 2. 2. Grup A kolisinler, Grup B kolisinler ve Siniflandinlamayan Grup

(devam) [5]

Bakteriyosin Uretici Tiir Reseptér Hedef Hiicreye Oldiirme
Giris Mekanizmasi Mekanizmasi

Kolisin M FhuA FhuA Peptidoglikan

E. coli TonB, ExbB, D degradasyonu

Pestisin FyuA FyuA Muramidaz

E. coli TonB, ExbB, D

Piyosin S1 Ferripiyoverdin | TonB, ExbB, D DNaz

Pseudomonas aeruginosa reseptori

Piyosin S2 Ferripiyoverdin | TonB, ExbB, D DNaz

P. aeruginosa reseptori

Piyosin S3 Ferripiyoverdin | TonB, ExbB, D DNaz

P. aeruginosa reseptori

Siniflandirllamayan Grup

Klebisin C

K. pneumoniae - TonB rRNaz

K. oxytoca

Klebisin D - - tRNaz

K. pneumoniae

Piyosin S4 - - tRNaz

P. aeruginosa

Piyosin S5 - - Por agici

P. aeruginosa

Karosin S1 - - DNaz

Herwinia carotovora

2.3.2. Mikrosinler, Mikrosinlerin Siniflandiriimalari ve Etki Mekanizmalari

Gram negatif bakterilerin mikrosinleri, disuk molekuler agirhga sahip
bakteriyosinlerdir. Mikrosinlerin molekuler agirliklari 1-10 kDa arasindadir ve
genellikle proteazlara, ekstrem pH ve sicakliklara direnglidir. Bu peptidler
cogunlukla plazmidler tarafindan tasinir ve kodlanir, bununla birlikte
kromozomlar tarafindan kodlananlari da vardir. Mikrosin Uretimini saglayan gen
kimeleri belirli bir organizasyona sahiptir. Bu baglamda mikrosin salgilama
proteini, kendi bagisikhk faktorleri ve bazi durumlarda, translasyon sonrasi
degisiklik enzimleri bu organizasyon igcinde gorev almaktadirlar [57;58].

Mikrosinlerin siniflandiriimalan diger bakteriyosinlerle kiyaslandiginda oldukca
zordur. Bu Dbilesiklerin degiskenlik goOsteren yapisal Ozellikleri ve etki
mekanizmalarindaki farkhliklar ile bu zamana kadar yapilan calismalardaki
yetersizlikler, bu peptidlerin siniflandiriimasindaki gugligin baslica sebepleridir.
Ayrica mikrosinlerin, ¢ok gesitli biyosentez yollarina sahip olmalari, translasyon
sonrasi degisikliklere ugrayip ugramamalari ve hedef hucreye alimlarindaki farkh

mekanizmalar da mikrosin siniflandirmasi yapilirken arastiricilarin zorlanmasina
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neden olmaktadir. 2000’ li vyillarda, Pons ve arkadaslar, ilk mikrosin
siniflandirmasini 6nermiglerdir. Bu siniflandirmada, mikrosinler; translasyon
sonrasi degisiklige ugrayip ugramamalarina goére iki alt sinifa bélinmustar [59;
60]. 2004 yilinda, Mikrosin E492, degisiklige ugramayan bir mikrosin olarak
tanimlanmigtir [61]. Ancak daha sonra degisiklige ugrayan bagka bir Mikrosin
E492 tanimlanmigtir [62]. Bu sebeplerden dolayi yeni bir siniflandirma sistemine
ihtiyag duyulmustur [63]. Bu siniflandirma sisteminde 6énemli olan 3 kriter
asagidaki gibidir:

1. Uretimi, yapisi ve translasyon sonrasi degisikliklerin durumu

2. Gen organizasyonu

3. Lider peptidin dizi analizi
Bu kriterlere gore mikrosinler iki alt sinifa ayrilmislardir. Molekuler agirliklari 5
kDa’ nin altinda, hdcreye gegis sonrasi degisiklige ugrayanlar birinci grup
mikrosinler; B17, C7-C51 ve J25 Sinif 1 mikrosinleri olusturmaktadir [63;64].
Sinif 2 mikrosinlerin molekuler adirliklari ise 5-10 kDa arasindadir ve bu sinif
mikrosinler kendi iginde Ila ve IlIb olarak iki alt-alt sinifa ayrilir. Sinif lla mikrosinler,
translasyon sonrasi degisikliklere ugramaksizin bir plazmid tarafindan
kodlanmaktadir buna ilaveten yapisinda disulfid baglari olusmaktadir bu baglar da
peptidin U¢ boyutlu yapisinda belirleyici olmaktadir. Mikrosin L, Mikrosin V ve
Mikrosin 24 sinif lla mikrosinlerdendir. Sinif [Ib mikrosinler, kromozom tarafindan
kodlanan linear peptidlerdir ve translasyon sonrasi degisiklige ugrayan, Mikrosin
E492, M, H47, 147 ve G47 bu grupta yer almaktadir [65;66]. Daha pek ¢ok
mikrosin gerek yapisal gerek biyokimyasal Ozellikleri agisindan tam olarak
aydinlatilamadigi i¢in gegici olarak bazi siniflara alinmaktadir. Mikrosin 24, daha
once aciklanan siniflarin kriterlerine uymamaktadir; bu mikrosin saf olarak izole
edilememigtir ve biyokimyasal Ozellikleri de bilinmemektedir ancak oncu yapisi
g6z Onune alinarak disulfit bagina sahip olmadigi ve translasyon sonrasi
degisiklige ugramadigi belirlenmistir. Ancak gen yapisina bakilarak sinif Ilb
mikrosinlerle daha ¢ok benzerlik tagidigi gdosterilmistir bu nedenle de bu sinifa
dahil edilmistir (Cizelge 2. 3) [58].

Kolisinlerde oldugu gibi, mikrosinlerin etki mekanizmasinin ilk asamasi reseptoru
tanima adimidir. Okaryotik peptidlerde minimal inhibisyon konsantrasyonu
mikromolar olgekte degerlendirilirken, mikrosinler nanomolar dlgude etkiye sahiptir,
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bundan dolayr da ¢ift tabakali fosfolipid membranla dogrudan etkilesime
girebilirler. Mikrosinler, hedef hucreye girigi kolaylagtirmak icin oncelikli olarak
madde alimi igin gereken reseptodrleri érnegin, sideroforlari (FhuA, FepA, Cir ve
Fiu) ya da OmpF porinini kullanirlar [58]. Ayrica bu reseptorler bakteriyofajlar,
antibiyotikler ve bakteriyal toksinler tarafindan da kullaniimaktadir. Genellikle,
mikrosinlerin hedef hlcreye girigleri, TonB—-ExbB-ExbD kompleksi tarafindan
saglanir (Cizelge 2. 3) [58]. Bu kompleks, proton motif glici kullanarak sitoplazmik
membrandan digs membranda bulunan reseptorlere gereken enerjiyi saglar.
Bununla birlikte OmpF, Mikrosin B17°nin reseptoru olarak gorev yapar ve SbmA’da
bu mikrosinin yardimci proteinidir. Bagka bir mikrosin olan Mikrosin C7-C51 ise
OmpF ile birlikte ABC-tasinma mekanizmasini kullanarak aktif tasinmayla ic
membrana gecmektedir (Cizelge 2. 3) [67].

Mikrosinlerin 6ldurme mekanizmalari oldukga heterojen bir dagilim gostermektedir.
Sinif 1 mikrosinler, dnemli bakteriyal enzimleri hedef almaktadirlar. Ornegin;
Mikrosin B17 ve Mikrosin J25, hedef hlicrenin DNA giraz ve RNA polimerazini
engellemektedir (Cizelge 2. 3) [68;69;70].

Cizelge 2. 3. Sinif 1 ve Sinif 2 mikrosinlerin temel 6zellikleri [5]

Mikrosin adi Translasyon Reseptor | Hedef Hiicreye | Oldiirme
Sonrasi Girig Mekanizmasi | Mekanizmasi
Degisiklikler
Sinif 1
Tiazol ve oksazol | OmpF OmpF DNA giraz
B17 halkasi SbmA inhibisyonu
C7-C5h1 Nikleotid OmpF OmpF Asp-tRNA sentetaz
modifikasyonu YejAB, E F inhibisyonu
J25 Lasso yapi FhuA FhuA RNA polimeraz
TonB, ExbB, D, | inhibisyonu
SbmA Mitokondriyal
protein  ve lipit
hasari
Sinif ll
Sinif lla
L 2 disulfid bagi Cir Cir Membran
TonB, ExbB, D gecirgenligi
SdaC modifikasyonu
24 Disulfid bagi Mannoz permeaz
bulunmuyor - -
Sinif llb
E492 Siderofor FepA, Cir, | FepA, Cir, Fiu Mannoz permeaz
Fiu TonB, ExbB, D
M Siderofor FepA, Cir, | FepA, Cir, Fiu -
Fiu TonB, ExbB, D
H47 Siderofor FepA, Cir, | FepA, Cir, Fiu ATP sentetaz
Fiu TonB, ExbB, D
147 Siderofor FepA, Cir, | FepA, Cir, Fiu
Fiu TonB, ExbB, D -
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2.3.3. Gram Negatif Bakterilerin Bakteriyosinlerinin Saflagtiriimasi

Bakteriyosinlerin saflastirimasinda kullanilan teknikler, bu proteinlerin sahip
olduklari ozelliklere bagh olarak gelistiriimisti. Bu amacgla proteinlerin
saflastirimasinda  siklikla kullanilan yoéntemler bakteriyosinler icin de
kullaniimaktadir. Bakteriyosin saflagtirmasinin  ilk asamasinda uygulanan
yontemler tuzla, asitle veya diger organik ¢ozuculerle ¢okturme, boyutlarina gore
ayirma, diyaliz ve ultrafiltrasyon gibi yontemlerdir. Bu yontemler uygulanirken
temel amag, calisma hacmini azaltmak, istenmeyen bazi protein ve lipid gibi
bilesikleri uzaklastirmaktir. Saflastirma isleminin ikinci asamasinda ise iyi
derecede bir arindirma saglamak amaciyla kromotografi gibi yontemler
kullaniimaktadir [71;72]. Gram negatif bakterilerin bakteriyosinlerinin saflastiriima
islemi sirasinda karsilasilan sorunlar bu tar molekullerin ortamda bulunan diger
molekuler maddelerle birlesmeye egilimli olmasi gibi nedenlere baglanmaktadir.
Bu baglamda bu tlr bakteriyosinlerin saflagtinimasinin zor bir is oldugu
bilinmektedir [73].

Bakteriyosinler son derece heterojen gruplar olusturduklarindan dolayr her
bakteriyosin icin 6zel saflagtirma protokolleri deneysel olarak tasarlanmalidir. Bu
nedenle gunumuzde sinirh sayida bakteriyosin tam olarak saflastirilabilmistir.
Hlcre bagimsiz kdaltlrlerden bakteriyosin elde etmek igin amonyum silfat
¢oktirmesi metodu oncelikli olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte bu yontemde
saflagtirma verimli olmamaktadir [74]. Besiyerinde yer alan bir¢ok protein de
bakteriyosinlerle birlikte ¢okecektir. Cokturulen proteinlerin daha saf hallerinin
eldesi, aminoasit kompozisyonu ve sekansinin belirlenmesi icin arastiricilar Ust
dizey yontemlerden olan gesitli kolon kromotografi tekniklerine basvurmaktadir.
Ornegin; Mikrosin B17’ nin saflastirma iglemi, sicak asit ekstraksiyonu ile
baslamaktadir. Bu yontem uygulanirken, 100 °C sicaklik gerektirir ve ortam pH’ si
2.9 dur. izleyen basamaklarda ise kromatografik yoéntemler kullanilarak
saflagtirma islemi sonlandirihr [75]. Mikrosin C7’ nin yapisi dusik pH’ dan
etkilenmektedir. Bu nedenle bu mikrosinin saflastirimasinda asitle ayirma
yapilamaz sadece kromatografik yontemler kullanilabilir [76]. Bazi bakteriyosinlerin
saflagtinimasinda ise daha kompleks yontemler kullaniimaktadir. Ornegin;
Mikrosin V' nin saflastiriimasi, Kolter ve arkadaslar tarafindan Onerilen dort
basamakli bir prosedurden olugsmaktadir. Bu prosedur, trikloroasetik asit ya da
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amonyum sulfat ¢oktirmesi, Amberlit XAD16 absorpsiyonu, katyon degistirici
kromatografi ve ters faz kromatografisini icerir. Bakteriyosinlerin saflastirilmasinda,

¢cok basamakli igslemler kullaniimaktadir [77].

2.3.4. Gram Negatif Bakterilerin Bakteriyosinlerinin Uretilme Amaglari

Bakteriler tarafindan bakteriyosinlerin Uretilme nedenleri hakkindaki yaygin gorus,
bakteriyosin Uretiminin  bakterilerin  ¢esitli sinirh kaynaklara ulagsmak igin
yurattukleri bir strateji oldugu yonundedir [78;79]. Bununla birlikte, birbirleriyle yarig
halinde olan turler arasi iligkilerin incelenmesi amaciyla son yapilan aragtirmalarin
sayisi artmistir. Bu arastirmalar sonucu edinilen bilgilere gore, bakteriyosin uretici
bakteri tlrleri ve bu bilesiklere hassas tlrlerin az ve ¢ok besin maddesi olan test
ortamlarinda Uretilmeleri saglanmistir. Bakteriyosin dUretici turler tarafindan bu
bilegiklerin Uretimlerinin bol besin maddesi bulunan ortamda yogun bir sekilde
gerceklestigi gosterilmistir [80;81]. Frank ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada ise bakteriyosin uretiminin ancak zengin kaynaklar bulunan ortamlarda
ortaya cikabilecegi savunulmaktadir [82]. Yaygin goérisun aksine olan bu
arastirmalarin sonucunda ortaya ¢ikan bilgiler oldukga ilgingtir. Bu arastirmalara
gore, bakteriyosin uretiminin sinirli kaynaga ulagsmaktan daha 6nemli bir amag igin
oldugu gosterilmistir. Bu arastirmalara goére bu 6nemli amag, bulunduklari
komunitede yayllmak ve sonunda baskin tur olabilmektir [83]. Bu konu bilim
dinyasindaki tartismali konulardan biridir. Chao ve Levin ise yaptiklari bir
arastirmada, kolisin Uretici suslarin, hareket yetenegdi sinirli ¢evresel kosullarda
daha yaygin olarak bakteriyosin uUrettiklerini gozlemislerdir [84]. Yapilan diger bir
calismada ise duyarli bakterilerin baskin oldugu bir toplulukta, sinirli bir ortam
olmadigi takdirde bakteriyosin uretici bakteriler bu ortamda yayilamamaktadirlar.
Sinirh kaynaklar sadece besin gibi kimyasal maddeler olmayabilir, Uretici
bakterileri kisitlayan agar yuzeyi gibi fiziksel olarak sinirlandiriimig ortamlarda da
bakteriyosin Uretimi artabilir ve bu bilesige duyarli olan komsu bakteriler éldurtlar.
Dolayisiyla bakteriyosin uretici bakteriler baglangi¢ta sayica az olsalar bile, bir
sure sonra ortamda baskin tur haline gelirler [85]. Bakteriyosin uretimi,
bakteriyosine duyarli bakterilerin ortadan kaldirimasiyla besin gibi 6nemli
kaynaklara ulasmayi saglamak gibi avantajlari vardir ancak bakteriyosin Ureticiler,
bu antibakteriyel maddeyi Uretirken enerji harcamak ve ortaya c¢ikan drdndn
oldurtcualugune kargi savunma yapmak gibi ilave bedeller 6demek zorundadir [86].
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2.3.5. Gram Negatif Bakterilerin Bakteriyosinlerinin Uygulama Alanlari

Bakteriyosinlerin baslica kullanim alanlari gida endustrisinde gidalarin bozulmasi
ve gida kaynakl hastaliklarin onlenmesi ve bitki hastaliklarinin kontrolidur. Bu
bilesikler Uzerinde son vyillarda oldukca fazla sayida c¢alisma yapilmaya
baslanmasinin nedeni ise; bakteriyosinlerin klinik kullanim potansiyellerinin de fark
edilmis olmasidir [4;11;88;89]. GuUnumuzde kullanilan antibiyotiklerde direncle ilgili
olarak yasanan sorunlar arasgtiricilari yeni antibakteriyel etkili kaynaklarin arayigina
yoneltmistir. Bu kaynaklar arasinda yer alan ve bakterilerin ¢evredeki bakterilerle
olusan infeksiyonlara karsi en etkili silahlarindan biri olan antibakteriyel etkili
bakteriyosinler antibiyotiklere alternatif olarak gorulmektedir [90;91,92].

Bakteriyosinlerle ilgili yapilan arastirmalarca ortaya konan en onemli bulgu kanser
arastirmalarindaki 6nemleridir. Normal flora elemani bakterilerin Urettidi
bakteriyosinler 6zellikle kolon kanserinin 6nlenmesinde etkin rol almaktadir. E. coli
turlnin  birgok susu tarafindan Uretilen kolisinlerin, badirsak kanserini
engellemedeki rollerini belirlemek Gzere, normal flora elemani olduklari bagirsakta
calisiimistir. Bu amacla, Bores ve arkadaslari (1986) tarafindan yapilan ¢alismada
kolon kanserli 77 hastada ve 160 saglkl kiside, kolisinojenik E. coli arastiriimis,
kontrol grubu olan saglikli kisilerde, kolisin Ureten E. coli %63.8 iken, kanserli
hastalarda bu oran %41.6 olarak bulunmustur. Arastirma sonuglari, kolisinlerin
yoklugunun kolon kanserinin gelisiminde bir rolu olabilecegini gostermistir. Diger
bazi Gram negatif bakterilerin de g¢esitli kanser turlerinin tedavisinde etkili
olabileceg@i bulunmustur. Pseudomonas tirleri tarafindan uretilen bir ekzotoksinin,
rahim ve meme kanserlerinin tedavisinde in vivo ve in vitro kosullarda basaril
oldugu gozlenmigtir [93]. Kanser olusumuna yol agan tumor hucrelerinin kontrollt
bir sekilde ortadan kaldirimasi hucre gelismesinde ve homeostazinin
saglanmasinda merkezi bir rol oynayan apoptoz mekanizmasiyla mumkundur [87].
Bu baglamda, vyapilan c¢aligmalar, antibiyotik etkilerinin yani sira bazi
bakteriyosinlerin, kanser hucrelerinde apoptoz mekanizmasini indukleyerek tumor
olusumunun Onlenmesi Uzerinde etkili olabildiklerini gostermektedir [4;88;89].
Yapilan ¢alismalar sonucu, timor olusumunun 6nlenmesinde etkili sonuglar alinan
bir bakteriyosin olan Mikrosin E492, Klebsiella pneumoniae turtine ait bir sus
tarafindan Uretilmektedir ve s6z konusu bakteriyosin, duguk (7,887 Da) molekuler
agirhiga sahip olup, duyarl hicre membraninda por agici 6zellikte bir mikrosindir.
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Genis antibakteriyel etki gosteren bu bakteriyosin Enterobacteriaceae familyasi
uzerinde etkili olup, 6zellikle Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter ve
Enterobacter turlerini hedef alir. Mikrosin E492’nin esas dikkat cekici 6zelligi ise
bazi memeli hiucre hatlarini apoptoza yonlendirme yetenegine sahip olmasidir
[93;94]. Mikrosin E492, ilk olarak HelLa hucre hattinda karakterize edilmis olup,
apoptoza induklenen hucrelerde cesitli biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere
neden olur. Bu degisikliklerden bazilari; hicre g¢ekirdeginin yogunlagmasi, hucre
hacminde kuglilme, DNA fragmentasyonu gibi apoptoz mekanizmasinin yol actigi
degisikliklerdir [95;96].

Hetz ve arkadaslarinin (2002) yaptigi c¢alismalar sonucu, aktif olarak Mikrosin
E492 dreten Klebsiella pneumoniae’ nin bu mikrosini Ureten gen bolgesi
klonlanmis olup, E. coli ‘de ifade edilmigtir. Mikrosin E492’ nin aminoasit dizisi
bilinen higbir proteinle yapisal bir motif paylasmamaktadir ve bundan dolayi da
6zgul bir yapiya sahip oldugu bulunmustur. Mikrosin E492, E.coli VCS257pJEM15
supernatantindan ekstrakte edilmis ve saflastinimistir, daha sonra ise; bu
mikrosinin aktivitesi belirlenmistir. Mikrosin E492’ nin etkisi, Jurkat (I6semi), HelLa
(serviks karsinoma), RJ2.25, Ramos (Burkitt's Lenfoma) gibi kanserli memeli
hdcre hatlari ve KG-1 (monosit-makrofaj hucre hatti), AMG-3 (insan bademcik
epitelyal hicreleri) gibi normal memeli hicre hatlarinda denenmistir ve etkisi en
fazla Jurkat hiicre hattinda gézlenmistir. Mikrosin E492’ nin etkisi HeLa ve Ramos
hicre hatlarinda da gézlenmistir bununla birlikte, KG-1 ve AMG-3 hlcre hatlarinda

herhangi ise bir sitotoksik etkiye rastlaniimamigtir [97].

Brader ve arkadaslarinin yapti§i calismalarda dogal olarak Mikrosin H47 ve
Mikrosin M Ureten bir E. coli susunun bakteriyal vektdr olarak ilag tasinmasinda
kullanilabilecegi gozlenmistir [97]. Bu calismalara benzer olarak Mikrosin E492’
nin, kolorektal karsinomali deney hayvanlari Gzerinde 6n ¢alismasi tamamlanmis
ve alinan sonuglar kanser tedavisinin geleceginde mikrosinle tedaviye yesil 1s1k
yakmigtir [98;99]. Mikrosin E492’ nin kanli agarda herhangi bir hemolitik aktivitesi
oldugu saptanmamis olup, deney hayvanlari Uzerinde yapilan ¢alismalarda bu
mikrosinin herhangi bir toksik etkisi oldugu gbézlenmemistir. Mikrosin E492,
gunimuizde kullanilan antibakteriyel ilaglara, tibbi uygulamalarda alternatif
olabilecek antibakteriyal peptidlerden biridir. Ayni zamanda Mikrosin E492’ nin
sitotoksik Ozelliklerinden dolayi da, bu bakteriyosin, kanser tedavisinde kullanima
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oldukga uygun bir adaydir. Mikrosin E492’ nin dretiminin devamlihdinin
saglanmasi ve guvenilirliginin arttinlmasinda ise probiyotik bakteri turlerinin
kullaniimasi uygun olabilir [94;100;101].

2.4. Yapilan Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

2.4.1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteri turleri ¢evrede, bitki, bocek, hayvan ve
insanlarda yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bu ailenin Gyeleri, Gram negatif,
peritris flagella ile hareketli veya hareketsiz olan fakultatif anaerop, sporsuz, kisa
veya uzun basillerdir. Bu aile iginde yer alan baglica bakteriler Escherichia,
Klebsiella, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Proteus,
Morganella, Providencia, Citrobacter, Pantoea cinsleridir [102;103]. Bu familya
icerisinde tifo, basilli dizanteri etkeni olan turler, idrar yolu infeksiyonlarina ve yara
infeksiyonlarina neden olan firsatgi patojenler yer almaktadir. Bu baglamda bu
bakteriler, insan sagligi acisindan oldukga énemlidir. Bazi cinsler; Escherichia ve
Klebsiella gibi gastrointestinal sistemin normal flora bakterileridir. insanlarin kendi
florasinda bulunan mikroorganizmalardan dolayi endojen olarak bulasma sé6z
konusu olmaktadir [104].

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin hlicre yuzeyleri, sitoplazma zari,
peptidoglikan tabaka ve dig zar olmak Uzere U¢ temel yapidan olusur. Dis zar;
protein, fosfolipid, lipopolisakkarit (LPS) tabakalarindan meydana gelmistir. Ayrica
dis zarda mukoza yuzeylerine tutunmay! saglayan pili ve hareketi saglayan
flagellalari bulunur. Bu ailede yer alan bakterilerin U¢ ortak 6zelligi vardir. Bu
Ozellikler; sitokrom oksidazin negatif olmasi, nitratlarin nitritlere indirgenmesi ve
glukoz fermentasyonunun pozitif olmasidir [102]. Bu ailedeki bakterilerin, optimum

ureme sicakligi 37 °C’ dir ve genel Uretim besiyerlerinde 18-24 saatte Urerler [105].

Endotoksin, kapsul, pilus, flagellum gibi faktérler enterik bakterilerin virulansinda
rol oynayan faktorler arasinda yer alir. Bu familyanin antibiyotik diren¢ oranlari ise
tirlere gore degisir. Bu bakteri ailesi bugiun 50’den fazla cins ve yuzlerce tir
icermektedir [105;106]. Tibbi agidan 6nemli olmalarindan dolayi ¢ok sayida enterik
bakteri 6rnegi ile calisiimis ve bunlarin o6zellikleri belirlenmigtir. Enterik bakterilerin
pek cogu ylksek oranda genomik DNA homolojisi géstermeleri ve yaygin olarak
genetik rekombinasyon yapmalari nedeniyle belirgin genetik akrabalik tagirlar
[107].
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Enterik bakteriler iginde insan, hayvan ve bitkiler igin patojen olan pek ¢ok tur
oldugu gibi, dogada her yerde bulunmalarindan dolay! endustriyel agidan 6nemi
olan suslar da bulunur. E. coli suglari ve Klebsiella turlerinin salgiladiklar
metabolitler sayesinde dogaya zararli bir¢cok bilesigin yikimini gergeklestirmektedir
ya da bu metabolitler bagka zararli bakterilerin dlimune sebep olarak antibiyotik
alternatifi olabilmektedir [107].

2.4.1.1. Escherichia coli

Ilk kez 1885 de Theodor Escherich tarafindan izole edilen bu bakteri, 1919’ da
Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia cins isminin 0Onerilmesiyle, bu
tarihten itibaren Escherichia coli olarak adlandiriimistir [108]. Escherichia coli,
sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin normal bagirsak florasini olusturan bakteriler
arasinda yer alir. Bu mikroorganizma, su ve besinlerdeki fekal kirlenmenin bir
gOstergesidir. 1940’ I yillarda Enteropatojenik E. coli (EPEC) susu bulunmustur ve
1940 ve 1950’ li yillarda Amerika’ da ciddi saglik sorunlarina yol agmistir [109]. E.
coli Q157:H7’ nin klinik 6nemi ise ilk olarak 1980’ li yillarda Amerika ’da agiklanmis
ve bu 6nemli sus, birgok morbidite ve mortalite vakasindan sorumlu tutulmustur
[110;111]. E. coli suslan, O somatik antijen ve H kirpik antijenlerine gore
tiplendiriimekle birlikte bakteriyofajlarina gére de faj tiplerine ayrilmaktadirlar.
Ayrica bu suslar, urettikleri kolisin tiplerine gore de siniflandirilabilmektedir [112].
Bu bakteri tlrt, 18- 44.5 °C ve pH 5-8 arasinda Uremektedir. Bu bakterinin optimal
uremesi 37°C, pH 7’ de olur ve Ozellikle 44°C’ de Uremesi Enterobacter ve
Serratia’ dan ayrilmasini saglar. Kati besiyerinde 24 saatte duzgun kenarh, 2-3
mm c¢apinda, pigmentsiz S tipi koloniler olusturur [113]. E. coli direngli bir bakteri
olarak kabul edilir. Bu baglamda bu tur, 60 °C sicakhkta 30 dakika canl kalabilir
ancak dezenfektanlara karsi direngsizdir. indol ve Metil Red testi pozitiftir. H,S,
Voges-Proskauer, sitrat testleri ile Fenilalanin deaminaz, lizin dekarboksilaz, Ureaz
ve DNaz aktiviteleri negatiftir. E. coli’ nin, malasit yesili, brillant yesili, sodyum
tetrationat gibi bilegiklere kargi daha fazla duyarli olmasindan yararlanilarak

Shigella ve Salmonella gibi bakterilere segici besiortamlari gelistirilmistir [112].
2.4.1.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae’ nin neden oldugu agir pndmoni tablosunu, 1882 yilinda

ayrintili bir bicimde tanimlayan arastirmaci Carl Friedlander’ dan dolayi, bu bakteri
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yillarca ‘Friedlander basili’ olarak adlandiriimistir [115]. Klebsiella cinsinde,
Klebsiella peumoniae, K. oxytoca, K. ozanae, K. rhinoscleromatis, K. planticola, K.
terrigena, K. ornithinolytica turleri bulunmaktadir [116;117;118]. Bu bakteriler,
insan ve hayvan gastrointestinal sistem, Ust solunum vyollari ile toprak ve sucul
ekosistemlerde bulunur [119;120]. K. pneumoniae, tim Enterik bakteriler gibi
genel Uretim besiyerlerinde Urer ve optimal ureme pH 7' de ve 37°C’ dir. Bu
bakterilerin etrafinda polisakkarit yapida genis bir kapsul bulunur. Kati besiyerinde
uretildiklerinde kolonileri, mukoid, sarimtirak gri renkte ve akici kolonilerdir ancak
uygun olmayan kosullarda koloni sekilleri degisim gosterebilir [121]. Bu bakteriler,
nisastayl en ge¢ 4 gun igerisinde pargalamalari diger Enterik bakterilerden ayirt
edilmelerini saglar. indol ve Metil Red testleri negatif, Voges-Proskauer testinin
sonucu pozitiftir. K. rhinoscleromatis hari¢ diger Klebsiella tirlerinin sitrat testleri
pozitiftir. Ureaz enzimleri vardir, jelatini ise kullanamazlar. KCN’ li besiyerlerinde
urerler ve lizin dekarboksilaz enzimleri vardir, oksidaz ise negatiftir [121].
Klebsiella cinsi bakterilerin Enterobacter, Hafnia ve Serratia cinsi bakterilerden
ayrilmasinda hareket kabiliyetleri ve DNAz aktiviteleri dnemlidir [121]. Klebsiella
pneumoniae, insan sagligi acisindan olduk¢a énemli olan Ust solunum yolu, Uriner
sistem ve yara infeksiyonlari olusmasinda rol alan firsat¢i patojenlerdir [122;123].
Bu bakteri turl, insanlarda, genellikle pnémoni, idrar yolu infeksiyonlari, otitis
media, sinuzit, menenjit, prostatit, kolesistit, peritonit ve karaciger absesi gibi
bircok hastaliga neden olmaktadir. Piyelit, piyelonefrit ve sistit seklinde ortaya
ctkan infeksiyonlarin, antibiyotiklerle yapilan tedavilerde oldukga direncli olduklari

gOrulmustar [124].
2.4.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonadaceae ailesi igerisinde yer alan Pseudomonas cinsi bakterilerin
¢ogu toprak ve su ekosistemlerinde bulunmaktadir. Bu cinse ait turlerden bazilari,
bitki ve hayvan patojeni olabilmektedir. Pseudomonas cinsi bakterilerden en sik
izole edilen insan patojeni P. aeruginosa turudar. Bu baglamda bu bakteri turd,
bircok hastane infeksiyonu etkeni arasinda 6n siralarda yer alir. Pseudomonas
aeruginosa, ilk olarak 1850' de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda
mavi renk degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmistir. 1862' de Lucke
tarafindan, bu bakteriden uretilen mavi renk olusumundan sorumlu piyosiyanin

izolasyonu yapilmistir. 1882' de Gessard' in galismalari sonucunda mawvi irin etkeni
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olarak saf kultlra izole edilmis ve tanimlanmigtir [124;125;126]. Zorunlu aerob bir
bakteri olmasina ragmen denitrifikasyon 6zelliginde oldugundan anaerob olarak da
ureyebilir. Bu bakteri turd, kati besiyerinde Uretildiginde 3 tip koloni
olugsturmaktadir. 1. tip koloni, genellikle klinik orneklerden izole edilen, 2-3 mm
¢apinda yuvarlak, mat ylzeyli, ortasi kabarik, beyaz renkli ve floresan 6zelligi olan,
besiyerinin her tarafina yayilmis olan mavi-yesil pigmentleri olan kolonilerdir. 2. tip
koloni, gogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen daha kuguk, kabarik, konveks
ve duzensiz kolonilerdir. 3. tip koloni ise, P. aeruginosa' nin bazi suslarinin hucre
disi aljinat salgilamasi nedeniyle mukoid gorunime sahip R tipi kolonilerdir. P.
aeruginosa kulturlerinde, 2-aminoasetofenon uretimine bagh olarak tath Gzim
kokusu veya trimetilamin kokusu seklinde hissedilir. P. aeruginosa' nin oksidaz,
katalaz ve sitrat testleri pozitiftir. Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinden oksidaz
testinin pozitif olmasiyla ayrilir. indol ve H,S testleri ile Metil Red (MR) ve Voges-
Proskauer (VP) testleri negatiftir. Glukozu oksidatif yolla pargalayip asit
olustururlar. Nitrati nitrite veya azot gazina redikte ederler. L-arjinin dihidrolaz
enzimi vardir ancak lizin-dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz olusturamazlar.
Potasyum siyanure direnglidirler. Genellikle kanh agarda Uretildiklerinde hemoliz
yapar ve kanli agarda Ureyen Klinik drnekler siklikla beta hemolitiklerdir [126].
Pseudomonas cinsine ait turlerin cogunda pigment Uretimi gérulmektedir. Pigment
uretimi bakterilerin kaltir kosullarina bagh olarak degismektedir. Bakteriyel
mutasyonla pigment olusturma 6zelligi kaybedilebilir ya da ayni anda birden fazla
pigment olusumu gdzlenebilir. Bakteriler bu pigmentleri Uretebilmek igin oksijene
ihtiya¢c duymaktadir. P. aeruginosa' nin bazi suglari piyosiyanin disinda, piyoverdin
(sari-yesil), piyomelanin (kahverengi-siyah), piyorubin (kirmizi), pigmentleri
uretebilmektedir [125;127].
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3. LABORATUVAR GALISMALARI VE YONTEMLER

3.1. Calismalarda Kullanilan Bakteriler

Calismada bakteriyosin uUretiminin incelenmesi amaciyla bakteriyosin Uretici
bakteri turleri olarak; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa turleri kullanildi. Hacettepe Universitesi Biyoloji Bélimii Biyoteknoloji
Anabilimdali Mikrobiyal Taksonomi ve Kiultlr Koleksiyonlari Laboratuvar’ ndan
alinan Klebsiella pneumoniae tirleri ile bu tirlere ilave olarak Ankara’ da bulunan
Ozel bir hastanenin mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilen Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa turleri bu ¢calismalar kapsaminda kullanildi. Escherichia
coli DH5a, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Pseudomonas aeruginosa PA14 ve
Klebsiella pneumoniae ATCC®13883™ suslari, Almanya’ da bulunan bir

mikrobiyoloji laboratuvarindan alinarak galismaya dahil edildi.

Calisma kapsaminda kullanilan bakterilerin tima, % 20 gliserol iceren Brain Heart
inflizyon Broth besiyerlerinde iretilerek uygun kosullarda -20 °C’ de ve Luria
Bertani Agar besiyerinde Uretilerek bakteriyosin ¢calismalarinda kullaniimak tGzere

+4 °C’ de ayda bir pasajlanarak saklandi.

3.2. Bakterilerin Ekim ve Uretim Kosullar

3.2.1. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Bakteriyosin Uretim calismalari icin, Brain Heart infiizyon Broth, Nutrient Broth,
Luria Bertani Broth, Triptik Soy Broth besiyerleri kullanildi. Calismalarda kullanilan
indikator bakterilerin Uretimi igin ise Nutrient Agar besiyeri kullanildi. Yumusak
Agar besiyeri ise Bolum 3.4.2° de aciklanan kuyucuk yonteminde kullanildi. Maller
Hinton Agar besiyeri ise Bolum 3.8 de acgiklanan antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi calismalarinda kullanildi. Tim besiyerleri 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI
kullanilarak, oda sicakliginda, besiyeri pH degerleri 7.0 olarak ayarlandi ve glukoz
iceren besiyerleri otoklavda 1,5 atm basingta 110 °C’ de 25 dakika sterilize
edilirken, diger besiyerleri 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi. B6lim 3.9’ da
acgiklanan genomik ve plazmid DNA izolasyonu caligmalarinda ise 100 pg/ml
Ampisilin iceren Luria Bertani Agar besiyeri kullanildi (Cizelge 3.1) [129].
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Cizelge 3. 1. Calismalarda kullanilan besiyerleri ve besiyeri icerikleri [129]

Kullanilan Besiyerleri Besiyeri igerigi (g/L)
Luria Bertani Broth Tripton 10.0
Maya 6zutl 5.0
NaCl 5.0
Luria Bertani Agar Tripton 10.0
Maya 6zutl 5.0
NaCl 5.0
Agar 15.0
Brain Heart inflizyon Broth | Beyin ekstrakti, kalp ekstrakti | 27.5
(Oxoid) ve peptonlar
Glukoz 2.0
NaCl 5.0
Na,HPO, 25
Triptik Soy Broth Tripton 17.0
Pepton 3.0
Glukoz 2.5
NaCl 5.0
KoHPO, 25
Nutrient Broth (Merck) Et pepton 5.0
Et 6zitl 3.0
Nutrient Agar (Merck) Et pepton 5.0
Et 6ziti 3.0
Agar 12.0
Yumusak Agar Nutrient Broth (Merck) 8.0
Agar 7.0
Muller Hinton Agar Et ekstrakti 2.0
(HIMEDIA) Kazein hidrolizat 17.5
Nisasta 1.5
Agar 1.5

3.3. Galismada Kullanilan Suslarin Antibakteriyel Aktivite Yéniinden On
Sec¢imi ve Proteolitik Enzim Uygulamasi

Antibakteriyel aktivite on secimi ¢alismasinda, kullanilan bakteri suslarinin
antibakteriyel madde uretimi yoninden test edilmesi amaciyla pratik bir yontem
olan nokta ekim ydntemi kullanildi. Bakteriyosin Uretmeyen Escherichia coli DH5aq,
Klebsiella pneumoniae ATCC®13883™ ve Pseudomonas aeruginosa suslari bu
calismada indikator bakteriler olarak yer aldi. Calismada kullanilan indikator
bakteriler, Nutrient Agar ortaminda 37 °C’ de 24 saat Uretilerek olusan
kultarlerden, 0.5 McFarland bulanikligina esdeger suspansiyonlar hazirlandi.
Yapilan diger bakteriyosin c¢alismalarinda da bu sekilde hazirlanan bakteri

suspansiyonlari kullanildi [130].

Bu calismada, 6n tarama amaciyla antibakteriyel madde uretici suslar, Pugsley’

nin [130] da belirtilen nokta ekim yontemi modifiye edilerek, yukarida belirtilen
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indikatér bakteriler Gizerine denendi. indikator bakteri siispansiyonlarindan 1’ er ml
alinarak Nutrient Agara yayma ekim yapildi. Luria Bertani Agarda 37 °C’ de 24
saat inkUbasyona birakilan antibakteriyel aktiviteleri belirlenecek suslardan steril
igne uclu dze yardimiyla agar yiizeyine belirli araliklarla ekim yapildi. indikatdr
bakterilerin Uretildigi en uygun kosullar olarak belirlenen 24 saat 37 °C’ de
inkiibasyona birakildi ve inhibisyon zonu olusumu goézlendi. Buna gore en yuksek

antibakteriyel madde uretici suslar belirlendi [130].

Proteolitik enzim uygulamasi calismasinda [131] de belirtilen yontem modifiye
edilerek kullanildi. Bu c¢alisma, bakteriler tarafindan sentezlenen antibakteriyel
bilesiklerin, protein yapida olup olmadiginin belirlenmesi igin yapildi. Oncelikle
yukarida belirtilen indikator bakterilere karsi en yuksek aktiviteye sahip olduklari
belirlenen Escherichia coli’ den E. coli 26S, E. coli 14, E. coli 27 ve Pseudomonas
aeruginosa’ dan P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15, P. aeruginosa 22, Luria
Bertani Broth besiyerinde, 37 °C’ de 24 saat sureyle Uretildiler. Bu sure sonunda
kaltarler, 12000 rpm’ de 30 dakika santriflij isleminden gegirildiler. Yeni tlplere
aktarilan kultar Gst sivilari, 0.45 ym por ¢apina sahip steril milipor filtrelerden
gegirilerek canli hucrelerden arindirildi. Bu stzuntulerden alinarak Nutrient Agar
petri yuzeyine damlatildi. Damlatilan sUzintulerin 1 cm uzagina son enzim
konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde hazirlanan proteinaz K ve 5 mg/ml olacak
sekilde hazirlanan tripsin enzim solusyonlarindan petrilere damlatildi (Cizelge 3.2).
Damlatilan sivilarin agara nufuz edebilmesi i¢in 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
Bu slre sonunda igerisinde indikator bakteriler (Escherichia coli DH5aq,
Pseudomonas aeruginosa) olan suspansiyonlardan alinarak, hazirlanan Yumusak
Agara eklendi. Nutrient Agar bulunan petrilere Ust tabaka olarak dokuldu ve bu
petriler 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda

inhibisyon zonu olugumu incelendi (Sekil 3.1) [131].

Sekil 3. 1. Antibakteriyel aktivitenin nokta ekim yontemi ile belirlenmesi
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Cizelge 3. 2. Proteinaz K ve Tripsin Cdzeltilerinin Hazirlanigi [131]

Cozelti igerik Hazirlanigi
Proteinaz K Seyreltme 0.02 M Tris HCI 50 mg Proteinaz K 10 ml
Tamponu Proteinaz K seyreltme
10.0 ml e
H72 tamponunda ¢cozllerek
PR 7. Proteinaz K cozeltisi
Proteinaz K Cozeltisi 50.0 mg Proteinaz K hazirlandi.
(5.0 mg/ml)
Tripsin Seyreltme 0.02 M Tris HCI 10 mg Tripsin 10 ml Tripsin
Tamponu seyreltme tamponunda
10.0 ml o . SRS
H 8.0 ¢gozulerek  Tripsin  goOzeltisi
pH ©. hazirlandi.
Tripsin Cozeltisi 50.0 mg Tripsin
(2.0 mg/ml)

3.4. Bakteriyosin Uretici Suslarin Uygun Yéntemin Belirlenmesiyle Secilmesi
Uygun yontemin belirlenmesi amaciyla segilen suslar olan E. coli 26S, E. coli 14,
E. coli 27 ve P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15, P. aeruginosa 22 suslari Gzerine
modifiye damlatma, kuyucuk ve disk diflizyon yéntemleri modifiye edilerek denendi
[132]. Bolim 3.3’ de aciklandigi gibi antibakteriyel aktivite ydoninden 6n segimi
yapilan suslar olan, Luria Bertani Broth ortaminda 37 °C’ de 24 saat Uretildi. Daha
sonra kualtur sivilart 12000 rpm’ de 30 dakika santrifijlendi. Santrifdj igsleminden
sonra, kultar Ust sivilari 0.45 pm por capli steril milipor filtreden stzildu ve tuplere
toplanan bu slzuntiler ¢alisma kapsaminda kullanildi. Bu calismada, indikator
bakteri olarak, literatirden edinilen bilgilere gore bakteriyosin Uretmedigi bilinen
Escherichia coli DH5a susu kullanildi [61]. indikatdor bakterinin, 24 saatlik
kaltarlerinden, 0.5 McFarland bulanikligina esdeger suspansiyonlar hazirlandi
[28][133].

3.4.1. Bakteriyosin Uretici Suslarin Modifiye Damlatma Ydntemiyle
Belirlenmesi

Bu calismada, ilk olarak Nutrient Agar besiyeri hazirlandi ve Bolim 3.4’ de
aciklanan indikator bakteri suspansiyonlarindan 1’ er ml alinarak agar yuzeyine
yayma ekim yapildi. Bakteriyosin Uretici bakterilerden milipor filtrasyon sonucu
elde edilen slzuntilerden alinarak agar ylizeyine damlatildi, 37 °C’ de 24 saat

inklibe edildi ve inhibisyon zonu olusumu yoéniinden incelendi [132].
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3.4.2. Bakteriyosin Uretici Suslarin Kuyucuk Yéntemiyle Belirlenmesi

Bu calismada, ilk olarak Nutrient Agar besiyeri hazirlandi ve Bolim 3.4’ de
aciklanan indikator bakteri suspansiyonlarindan 1’er ml alinarak, 45 °C’ ye kadar
sogutulmus Nutrient Agar besiyerine ilave edilerek steril petrilere dokuldd.
Ortamlar katilastiktan sonra, agar Uzerinde kuyucuklar agildi. Hazirlanan
kuyucuklara, bakteriyosin Uretici bakterilerden milipor filtrasyon sonucu elde edilen
stzlintllerden eklendi, 37 °C’ de 24 saat inkibe edildi ve inhibisyon zonlarinin

caplar olcildi [134].

3.4.3. Bakteriyosin Uretici Suglarin Disk Difiizyon Yontemiyle Belirlenmesi

Bu calismada, ilk olarak Nutrient Agar besiyeri hazirlandi ve Bolim 3.4’ de
aciklanan indikator bakteri suspansiyonlarindan 1’ er ml alinarak yayma ekim
yapildi. Hazirlanan petrilere uygun araliklarla steril kagit diskler yerlestirildi ve bu
disklere milipor filtrasyon sonucu elde edilen slziintllerden emdirildi, 37 °C’ de 24
saat inklibe edildi ve inhibisyon zonlarinin gaplari ol¢ildi [134].

3.5. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8 in

Bakteriyosinlerinin Uretimlerini Etkileyen Uygun Fizyolojik Kosullarin
Belirlenmesi

3.5.1. Bakteriyosin Uretimi i¢in Uygun Besiyerinin Belirlenmesi

E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinin bakteriyosin Uretimi icin uygun
besiyerinin arastiriimasi amaciyla, secilen bakteriyosin Uretici suslar, Triptik Soy
Broth, Brain Heart Infusion Broth, Nutrient Broth ve Luria Bertani Broth
besiyerlerine ekildi. 37 °C’ de, 12, 16, 20 ve 24 saat inkiibasyona birakildi ve belirli
araliklarla 6rnek alinarak Ureme miktarlari dl¢ildd. Bu sure sonunda indikator
bakteri olan Escherichia coli DH5a Uzerine Bolum 3.4.3° de agiklanan disk

difizyon yontemi kullanilarak zon g¢aplar 6lguldd.

3.5.2. Bakteriyosin Uretimi igin Uygun inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinin bakteriyosin Uretimi igin uygun
inklbasyon suresinin arastirlmasi amaciyla, secilen bakteriyosin Uretici suslar,
Bolum 3.5.1" de yapilan deneyler sonucu en uygun besiyeri olarak belirlenen Luria
Bertani Broth besiyerine ekildi. 37 °C’ de, 1-30 saat inkiibasyona birakildi ve belirli

araliklarla 6rnek alinarak Ureme miktarlari dl¢ildd. Bu sure sonunda indikator

25



bakteri olan Escherichia coli DH5a Uzerine Bolim 3.4.3° de aciklanan disk

difizyon yontemi kullanilarak zon ¢aplari 6lguldu.

3.5.3. Bakteriyosin Uretimi igin Uygun inkiibasyon Sicakliginin Belirlenmesi
E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinin bakteriyosin Uretimi igin uygun
inkiibasyon sicakhginin arastiriimasi amaciyla, segilen bakteriyosin uretici suslar,
Luria Bertani Broth besiyerine ekildi ve 10, 25, 30, 37, 45 °C ‘lere ayarlanmis
inkubatorlerde 21 saat inkiibasyona birakildi. Bu sure sonunda indikator bakteri
olan Escherichia coli DH5a, Uzerine Bolim 3.4.3' de agiklanan disk diflizyon

yontemi kullanilarak zon gaplari dlguldu.

3.5.4. Bakteriyosin Uretimi igin Uygun Baslangic pH Degerinin Belirlenmesi
E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinin bakteriyosin Uretimi i¢cin uygun baslangic
pH’ sinin arastirilmasi amaciyla, segilen bakteriyosin Uretici suglar, 1,0 ile 0,1 M
HCI ve 1,0 ile 0,1 M NaOH kullanilarak, pH’ lar 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 9.0’ a
ayarlanmis Luria Bertani Broth besiyerine ekildi ve 37 °C’ de 21 saat inkiibasyona
birakildi. Bu slre sonunda indikatér bakteri olan Escherichia coli DH5a Uzerine
Bolum 3.4.3° de acgiklanan disk diflizyon yontemi kullanilarak zon gaplari dl¢uldu.
3.5.5. Bakteriyosin Uretimi igin Calkalamali Ve Statik inkiibasyon
Kosullarinin Etkisinin Belirlenmesi

E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinin bakteriyosin Uretimi igin uygun
calkalamali ve statik inkibasyon kosullarinin arastirlmasi amaciyla, secilen
bakteriyosin Uretici suslar, Luria Bertani Broth besiyerine, iki paralel olacak sekilde
ekildi. Birinci grup ornekler 180 rpm dongusel ¢alkalama hizina sahip inkubatorde,
diger grup statik kosullarda 37 °C’ de 21 saat inkiibasyona birakildi. Bu stire
sonunda indikator bakteri olan Escherichia coli DH5a Uzerine Bolum 3.4.3° de
aciklanan disk difuzyon yontemi kullanilarak zon g¢aplari élguldu.

3.6. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8 in
Bakteriyosinlerinin Karakterizasyonlari

3.6.1. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Bu calismada, bakteriyosin aktivitesine sicakhgin etkisinin belirlenmesi i¢in E. coli
26S ve P. aeruginosa 8’ den elde edilen bakteriyosin drnekleri; 55, 65, 75, 90 ve
100 °C’ de 10, 15, 30, 60 dakika, 110 ve 121 °C’ de 15 dakika sicakliga maruz
birakildi. Orneklerin aktivite kaybi Bélim 3.4.3’ de aciklanan disk diflizyon yéntemi
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kullanilarak belirlendi. Bu c¢alisma kapsaminda kontrol 6rneg@i olarak, sicaklik

uygulamasi yapilmamis bakteriyosin ornekleri kullanildi.

3.6.2. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Organik Goziiciilerin ve Deterjanlarin
Etkisi

Bu calismada, bakteriyosin aktivitesine organik ¢ozlculerin etkisinin belirlenmesi
icin E. coli 26S ve P. aeruginosa 8’ den elde edilen bakteriyosin érnekleri; etanol
(% 10), metanol (% 10), butanol (% 10), kloroform (% 10), aseton (% 10)
¢oOzeltileri ile muamele edildi. Bu ¢ozeltiler, bakteriyosin ornekleri ile karistirilarak 1
saat bekletildi. Bu sure sonunda, orneklerin aktivite kaybi Bolum 3.4.3° de
acgiklanan disk difizyon yontemi kullanilarak belirlendi. Bu galisma kapsaminda

kontrol ornegi olarak, bakteriyosin ornekleri kullanildi.

Bu calismada, bakteriyosin aktivitesine deterjanlarin etkisinin belirlenmesi igin,
sodyum dodesil sulfat (% 1) ve tween 80 (% 1) deterjanlar kullanildi. Bu ¢ozeltiler,
milipor filtrasyon sonucu elde edilen suzuntiler ile karigtirilarak 1 saat bekletildi.
Bu sure sonunda, drneklerin aktivite kaybi Bélim 3.4.3’ de acgiklanan disk difizyon
yontemi kullanilarak belirlendi. Bu c¢alisma kapsaminda kontrol 6rnegdi olarak,

bakteriyosin érnekleri kullanildi.
3.6.3. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Depolama Sicakligi Ve Siiresinin Etkisi

Bu c¢alismada, bakteriyosin aktivitesine depolama sicakligi ve suresinin etkisinin
belirlenmesi icin, E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 den elde edilen bakteriyosin
ornekleri, -20, +4 ve 25 °C’ de 2, 7, 15 gun ve 3, 6, 12 ay sureyle bekletildi. Bu
sure sonunda, orneklerin aktivite kaybi Bolim 3.4.3’ de acgiklanan disk difizyon
yontemi kullanilarak belirlendi.

3.7. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in
Bakteriyosinlerinin Kismi Saflagtiriimasi

3.7.1. Amonyum Silfat Cokturmesi

Bu c¢alismada, bakteriyosin orneklerinin Ust fazlarindaki proteinleri ¢oktirmek
amacilyla amonyum sulfat ¢oktirmesi yapildi. Bakteriyosin  drneklerine,
konsantrasyonlari, % 40, % 60, % 80, % 90 olacak sekilde amonyum siilfat ilave
edildi ve eriyinceye kadar karistirildi. Amonyum siilfat ilave edilmig 6rnekler, +4 °C’
de 12000 rpm’ de 10 dakika sureyle santriflij edildi. Bu islemin sonunda Ust faz

alindi ve pellet oda sicakhiginda kurutuldu. Kurutulan kisim, 1 ml potasyum fosfat
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tamponu igerisinde ¢ozuldi ve -20 °C’ de 1 saat bekletildi. Bu sire sonunda
ornekler 11000 rpm’ de 10 dakika santrifuj edildi, Ust faz dokuldi ve pellet
kurutuldu. Son asamada kurutulan ¢okelti 200 ul potasyum fosfat tamponu iginde
¢Ozuldl ve - 20 °C’ de saklandi [135;136].

3.8. Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa Susglarinda Antibiyotik
Duyarhliklarinin Belirlenmesi ve Bakteriyosin Uretimi

3.8.1. Kullanilan Bakteri Suslarinin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi
Bu calisma kapsaminda, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin
cesitli antibiyotiklere karsi olan antibiyotik duyarliliklari Kirby Bauer Disk Diflizyon
metodu kullanilarak belirlendi. Kullanilan suslar, Cizelge 3.3’ de belirtilen CLSI
(Clinical and Laboratory Standarts Institute) tarafindan onerilen zon tablosu ile
karsilastirilarak direngli, 1hmli ve hassas olarak bu standartlara uygun olacak
sekilde belirlendi [137;138]. Bakteri kulturleri McFarland 0.5 bulanikhdina
ayarlanarak ornekler hazirlandi ve Muller Hinton Agar besiyerine ekim yapildi.
Yizey kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirildi. 37 °C’ de 24 saat
inkibasyon sonunda olugsan zon ¢aplari Olgulerek, calisma kapsaminda kullanilan
E. coli ve P. aeruginosa suslarin antibiyotik duyarliliklari belirlendi [139;140].

Cizelge 3. 3. CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) tarafindan
Onerilen zon tablosu [139]

Antibiyotik Adi  [Tiiri Disk igerigi Zon gapl
D I H

Amikasin Aminoglikozitler 30uyg [£14 |15-16 =217
Gentamisin Aminoglikozitler 10pyg €12 13-14 215
Ampisilin- B laktam/b laktamaz | 10/10 ug <11 12-14 215
Sulbaktam inhibitér kombinasyonu
Piperasilin- B laktam/b laktamaz | 100/10 ug |17 18-20 [=21
Tazobaktam inhibitér kombinasyonu
Sefepim Sefemler 30ug <13 14-20 221
Siprofloksasin Florokinolonlar 5 g <15 16-20 221
Norfloksasin Florokinolonlar 10ug €12 13-16 217
Imipenem Karbapenemler 10ug [£13 14-15 216
Meropenem Karbapenemler 10pug [£13 14-15 216

D: Direngli I: [lmh H: Hassas
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3.8.2. Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa Suglarinda Antibiyotik

Diren¢ Oranlarinin Belirlenmesi

Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin antibiyotiklere direng
oranlari antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina goére degerlendirildi. E. coli ve P.
aeruginosa suslarinin calismamiz kapsaminda kullanilan antibiyotiklere karsi

direng¢ oranlari hesaplandi.

Antibiyotige direncli drnek sayisi
Antibiyotige direng orani = x 100
Toplam 6rnek sayisi

3.9. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8 Suslarindan

Plazmid DNA’ larinin izolasyonu ve Jel Elektroforezi ile Analizi

Bu calismada, kullanilan Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin
plazmid DNA izolasyonu (Alkalin Lizis Plazmid Miniprep) icin [141] de belirtilen
yontem modifiye edildi. Luria Bertani Agar'da bir gece Uretilen suslardan alinarak
Antibiyotikli Luria Bertani Broth besiyerine ekildi ve 37°C’ de 16 saat inklbe edildi.
1.5 ml bakteri kalttrleri, 10000 rpm’ de 5 dakika santrifuj edildi. Supernatant
atilarak, pellet, 110 ul SolUsyon | ile ¢gézuldu. Oda sicakhginda 5 dakika bekletildi.
Solusyon II' den 200 pl eklenerek yavascga karistirildi ve buz tGzerinde 10 dakika
inkibe edildi. Buzda bekletilmis tlpe, Solisyon III' den 150 ul eklendi. 10000 rpm’
de 5 dakika santriflij edilerek parcalanmis hicre kalintilari ve DNA’ nin birbirinden
ayrilmasi saglandi. Elde edilen supernatant, yeni bir tipe aktarildi. Fenol/kloroform
ve etanol ¢okturmesi ile elde edilen plazmid DNA’ si 30 ul steril distile suda
cozulerek —20°C’ de saklandi [141].

Cizelge 3. 4. Plazmid DNA izolasyonu igin kullanilan ¢ozeltiler ve icerikleri [141]

Kullanilan Cozeltiler Cozelti igerikleri

Solusyon | 10ml 500mM Glukoz

2ml 500mM EDTA, pH 8.0
2.5ml 1M Tris, pH 8.0
85.5ml Distile su

Solusyon I 2 M NaOH
% 1 SDS
izopropanol
Solusyon Il 3M KOAc, pH 6.0

60ml 5M potasyum asetat
11.5ml Glasiyal asetat
28.5ml Distile su
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Kullanilan ornekler i¢in plazmid DNA izolasyonu yapildiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapildi. % 0.8’ lik hazirlanan agaroz jel, 50°C’ ye sogutulduktan
sonra, 0.5 pg/ml Etidyum bromur eklendi ve tarak yerlestiriimis jel kabina dékulda.
Polimerize olan jelden tarak gikarildiktan sonra plazmid DNA o6rnekleri, yukleme
tamponu ile karistirildi ve jel Uzerindeki kuyucuklara yuklendi. Plazmid DNA’
larinin molekudler agirliklarini hesaplamak amaciyla bir kuyucuga marker DNA
yuklendi. Aparata jelin ylzeyini kaplayacak sekilde yuritme tamponu ilave edildi
ve 120 V/cm? voltaj uygulandi. Elektroforez sonucu DNA bantlari Gel Logic 200
Molecular Imaging System (Kodak, Rochester) goruntuleme sistemi kullanilarak
goOrunttlendi. Bu calismada yer alan fotograflar Kodak M1033 ile tarafimizca
cekildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan dretilen antibakteriyel
maddeler, genis kullanim alanina sahip olmalari nedeniyle uzun yillardan beri
Uzerinde calisiimaktadir. Bakterilerin buylk bir kismi tarafindan Uretilen
bakteriyosinler 6zellikle yakin akraba turlere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip
proteinler veya peptidlerdir. Bakteriyosinlerin etki mekanizmalari ve ekolojik rolleri
ile ilgili bilgiler yeterli dizeyde dedgildir. Bu baglamda yeni yapilacak galigmalarla
bakteriler tarafindan pek ¢ok farkli ¢esitte Uretilen bakteriyosinlerle ilgili bilinmeyen

pek ¢cok konu acgikliga kavugacaktir [1].

Bakteriyosinler, molekuler buyuklik, mikrobiyal hedefler, etki ve bagisiklik
mekanizmalari agisindan oldukga farkh 6zelliklere sahip proteinleri icermektedir.
Bakteriyosinlerin Uretiime nedenleriyle ilgili arastiricilarin ortaya attiklari farkli
gorusler bulunmaktadir. Bu konudaki en yaygin gorus ise bakteriyosinlerin gesitli
kaynaklara ulasmak icin bakteriler tarafindan kullanilan bir strateji olabilecegi
yonundedir [1;2;3].

Gram negatif bakterilerin bakteriyosinleri, kolisinler ve mikrosinler olmak Utzere iki
sinif altinda toplanmaktadirlar. Gram negatif bakteriler tarafindan Uretilen bu
maddeler genellikle Enterobacteriaceae tarafindan Uretilmektedir. Bu maddeler,
molekuler buyuklukleri, Uretilme basamaklari ve 6ldirme mekanizmalari agisindan

farkhliklar géstermektedir [1;3].

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosinler,
uygulanabilirliklerinin kolay olmasi nedeni ile Uzerinde c¢alisilan maddelerdendir
[13]. Bakteriyosinlerin, pek ¢ok kullanim alani vardir. Ozellikle son vyillarda
kullanilan antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin direng kazanmasi arastiricilari
yeni alternatif bilesiklere yoneltmistir. Bu nedenle, bakterilerden, yeni
bakteriyosinler Uretmek ve daha once Uretilen bakteriyosinlerin verimini arttirmak

acisindan yapilacak g¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir [15].

Bu ¢alisma kapsaminda Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
aeruginosa tarafindan Uretilen antibakteriyel maddelerin arastirilmasi ve

Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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4.1. Galismada Kullanilan Bakterilerin Antibakteriyel Aktivite Yoniinden On
Secimi ve Proteolitik Enzim Uygulamasi

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin bakteriyosinleri ile ilgili son yillarda pek
¢ok calisma yapilmaktadir. Gram pozitif bakterilerin gida endustrisindeki 6nemli
rollerinden dolayl yapilan c¢alismalar ¢ogunlukla bu yonde ilerlemektedir [13].
Ancak Gram negatif bakterilerin bakteriyosinlerinin  6zelliklerinden dolayi
farmasotik endustrisi basta olmak Uzere diger pek ¢ok alanda kullanim potansiyeli
vardir. Bu nedenle bizim galismamizda Gram negatif bakterilerin bakteriyosinleri
arastinlmistir. Enterik bakterilerin ¢ogu bakteriyosin Uretmektedir. Yapilan
calismalarda, Escherichia coli suslarinda birden fazla bakteriyosin Gretme
kapasitesinin %15 ile % 50 arasinda oldugu, Pseudomonas aeruginosa suslarinda
ise bakteriyosin uUretme kapasitesinin daha yuksek oldugu belirlenmistir. Bu
suslarda, bir ya da daha fazla farkli tip bakteriyosin Gretme sikhigr % 70 ile % 90
arasindadir [51;144;145]. Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Hafnia alvei ve Citrobacter freundii ile yapilan arastirmalarda ise bu
bakterilerin bakteriyosin Uretme kapasitelerinin %3 ile % 26 arasinda oldugu

saptanmigstir [145].

Bakteriyosin Uretici suslarin belirlenebilmesi igin Oncelikle ¢alisma kapsaminda
kullanilan bakterilerin arasindan indikator bakterilere karsi inhibisyon zonu
olusturan suslarin segilmesi gelmektedir [5;34;50]. Bu amagcla farkli arastiricilar
tarafindan onerilen pek ¢ok yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerin ortak noktasi
ise test edilen suslarin, indikator bakterilere kargi inhibisyon zonu olusturmalari bu
bakterilerin bakteriyosin Ureticisi olduklarini destekler niteliktedir [8;134;142;143].

Calismada kullanilan bakteriler, antibakteriyel madde Uretimi yonunden incelendi.
Bu calismada bakteriyosin uretici suslarin belirlenmesi amaciyla Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa turlerine ait klinik kaynakli
105 bakteri ornegi bakteriyosin Uretimi agisindan arastirildi. Butin bu bakteriyosin
uretici suglar, Bolim 3.3’ de belirtilen indikator tarler olan literatire gore
bakteriyosin uUretmedigi belirlenen Escherichia coli DH5a, Klebsiella pneumoniae
ATCC®13883™ ve calismalar sonucu bakteriyosin (iretmedigi belirlenen
Pseudomonas aeruginosa suslari Uzerinde denendi. Bu calismada kullanilan
antibakteriyel madde Uretici suslarin, Bolum 3.3’ de aciklanan nokta ekim

yontemiyle, indikator bakteriler Uzerine antibakteriyel aktivite taramalari yapildi. Bu
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calisma kapsaminda, antibakteriyel birlesik Uretimi agisindan incelenen bakteri
orneklerinden inhibisyon zonu olusumu 10 mm’ den buylk olan bakteri ornekleri
secildi. En yuksek antibakteriyel aktivite gosteren bakteriler, Escherichia coli’ den
E. coli 26S, E. coli 14, E. coli 27 ve Pseudomonas aeruginosa’ dan P. aeruginosa

8, P. aeruginosa 15, P. aeruginosa 22 olarak saptandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. Calismada kullanilan bakterilerin antibakteriyel madde tretimi
ve inhibisyon zonu olusumunun incelenmesi

Antibakteriyel Madde Uretimi

Bakteri Ornek Numarasi | _
Inhibisyon Zonu ( £10 mm)) Inhibisyon Zonu (210 mm))

. coli 26S v
. coli 35K v -

.colil - -

.coli 2 - -

.coli 3 - -

.coli4

v

.coli5 4
.coli 6 v -

v

v

.coli 7

.coli 8

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E. coli 9 - -
E. coli 10 - -
E. coli 11 v -
E. coli 12 - -
E. coli 13 - -
E. coli 14 v
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

. coli 15

v
.coli 16 v
.coli 17 v -
.coli 18 v
.coli 19 - -
. coli 20 - -
.coli 21

v
. coli 22 v
. coli 23 v -
.coli 24 v
. coli 25 - -
. coli 26 v -
. coli 27 v
. coli 28 v -
. coli 29 - -
. coli 30 v -

* Bu galismanin sonuglari nokta ekim teknigi kullanilarak belirlendi.

** v: Inhibisyon var -: Inhibisyon yok
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Cizelge 4. 1. Calismada kullanilan bakterilerin antibakteriyel madde Gretimi ve
inhibisyon zonu olugumunun incelenmesi (devam)

Antibakteriyel Madde Uretimi

Bakteri Ornek Numarasi | _
Inhibisyon Zonu ( £10 mm) Inhibisyon Zonu (210 mm))

. coli 31 v -

. coli 32 - -

. coli 33 v -

coli 34 - -

. coli 35 - -

. coli 36 - -

. coli 37 - -

. coli 38 v -

. coli 39 - -

. coli 40 v -

.coli 41 - -

.coli 42 v -

. coli 43 - -

coli 44

. coli 45

. coli 46 - -

coli 47 - -

. coli 48 v -

. coli 49 - -

. coli 50 v -

. pneumoniae 1 - -

. pneumoniae 2 - -

. pneumoniae 3 - -

. pneumoniae 4 - -

. pneumoniae 5 - -

. pneumoniae 6 - -

. pneumoniae 7 - -

. pneumoniae 8 - -

. pneumoniae 9 - -

. pneumoniae 10 v -

. pneumoniae 11 - -

. pneumoniae 12 - -

. pneumoniae 13 - -

. pneumoniae 14 - -

. pneumoniae 15 - -

. pneumoniae 16 v -

. pneumoniae 17 - -

AR IANIANRIANINIRNRIANINIANIANIANIANIANIAR|IA|A M MmMmM,mmMm,|m;i@m:;m;jm/ m./m; @m;|m/m, m:;m; m,m.;m

. pneumoniae 18 - -

* Bu ¢alismanin sonuglari nokta ekim teknigi kullanilarak belirlendi.

** v Inhibisyon var -: Inhibisyon yok
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Cizelge 4. 1. Calismada kullanilan bakterilerin antibakteriyel madde uretimi ve
inhibisyon zonu olusumunun incelenmesi (devam)

Antibakteriyel Madde Uretimi

Bakteri Ornek Numarasi | _
Inhibisyon Zonu ( £10 mm) Inhibisyon Zonu (210 mm))

. pneumoniae 19 - -

. pneumoniae 20 - -

. pneumoniae 21 - -

. pneumoniae 22 - -

. pneumoniae 23 - -

. pneumoniae 24 - -

. pneumoniae 25 - -

. aeruginosa 1 - -

. aeruginosa 2

ASIAN

. aeruginosa 3

. aeruginosa 4 - -

. aeruginosa 5

. aeruginosa 6

IANIAN

. aeruginosa 7

. aeruginosa 8 v

. aeruginosa 9

. aeruginosa 10

. aeruginosa 11

. aeruginosa 12

. aeruginosa 13

AN N A NE R NEAN

. aeruginosa 14

. aeruginosa 15 v

. aeruginosa 16

. aeruginosa 17

. aeruginosa 18

. aeruginosa 19

. aeruginosa 20

NI ANIENIENIAN

. aeruginosa 21

. aeruginosa 22 v

. aeruginosa 23

. aeruginosa 24

. aeruginosa 25

EENIANIEN

. aeruginosa 26

. aeruginosa 27

. aeruginosa 28

<s

. aeruginosa 29

. aeruginosa 30 - -

. aeruginosa PAO1 4 v

9| v| vy9 |9 | v|/v|9|vfv|® |9 vv|U|v|fD|0U|U|D|U|U|U|U|U|U|U|U|0V|0|0 |0 XN|XNI|XA|XAN|IXN|IXA|R

. aeruginosa PA14 v 4

* Bu galismanin sonuglari nokta ekim teknigi kullanilarak belirlendi.

** v: Inhibisyon var -: Inhibisyon yok
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Literatlre baktigimizda Gram negatif bakterilerde antibakteriyel madde uretiminin
arastinimasinda Escherichia coli basta olmak Uzere, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa’ nin yer aldigi belirlenmistir [5]. Bizim ¢aligmamizda ise
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa ile yapilan g¢alismalarda yuksek
oranda antibakteriyel madde Uretimi saptandi ancak bu c¢alisma kapsaminda
kullanilan Klebsiella pneumoniae’ ye ait suslar arasinda yuksek verimli
antibakteriyel madde Uretimine rastlaniimadi (Cizelge 4.1). Calismada kullanilan
bakterilerin 6n seg¢imi yapilirken elde edilen inhibisyon zonu olgtimleri ile yapilan
benzer ¢alismalarda da bulgularimiza paralel olarak 10 mm’ den buyuk zon ¢apina
sahip bakterilerin segilmesi bakteriyosin uretimi galismalari igin uygun oldugu
goOrilmektedir [144;146;147].

Calismada kullanilan suslar tarafindan uretilen antibakteriyel maddelerin protein
yapida olup olmadiklarinin belirlenebilmesi amaciyla Bolum 3.3’ de aciklanan
proteolitik enzim uygulamasi yapildi. Bu ¢alismada E. coli 26S, E. coli 14, E. coli
27, P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15 ve P. aeruginosa 22’ den elde edilen
suzuntuler Uzerine proteinaz K ve tripsin uygulandi. Bu c¢alisma sonucunda
orneklerin antibakteriyel aktivitelerini kismen ya da tamamen kaybettikleri gozlendi
(Sekil 4.1). Bu baglamda elde edilen antibakteriyel maddelerin protein ya da peptid

yapida olduklari sonucuna varildi.

Proteaz uygulanmis érnek

Sekil 4. 1. Proteolitik enzim uygulamasi

* Bolum 3.3’ de aciklandigi sekilde yapildi. Kontrol olarak proteaz
uygulanmamigs milipor filtrasyon sonucu elde edilen stiziinti
kullanildi.

Bakteriyosinlerin timunde antibakteriyel etkinlik protein veya peptid yapidan

kaynaklanmaktadir. Proteolitik enzim uygulamasi sonucu inhibitor etkinin ortadan
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kalkmasi uUretilen antibakteriyel maddenin bakteriyosin olduguna isaret etmektedir.
Escherichia coli tarafindan Uretilen kolisinlerin proteazlara karsl hassas oldugunu
gormekteyiz. Mikrosinlerin ise proteazlara direngli oldugu belirlenmistir [128;143].
E. coli 26S, E. coli 14 ve E. coli 27 tarafindan uretilen antibakteriyel maddelerin
hem tripsin hem de proteinaz K enzimlerine tamamen ya da kismen hassas
olduklari belirlendi. Pseudomonas aeruginosa tarafindan Uretilen bakteriyosinler
ise proteazlara diren¢ acgisindan farkliliklar gdstermektedir. P. aeruginosa
tarafindan uUretilen R, F ve S tipi bakteriyosin tipleri vardir. R ve F tipi protein
yapidaki bakteriyosinlerde bakteriyofaj kuyruguna benzer bir kilif bulunmaktadir.
Bakteriyosinlerden, S tipi bakteriyosinler kuguk proteinlerdir ve proteazlara karsi
hassastir. P. aeruginosa susglari ile yapilan bir ¢alismada bu suslar arasinda R ve
S tipi bakteriyosinlerin birlikte Uretimi %38 oraninda bulunmustur [51;145;148;149].
Kullanilan P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15 ve P. aeruginosa 22 bakteriyosinleri
degisik oranlarda olmak Uzere proteazlara hassas olduklari ileri surulebilir. Bu
calisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore Uretilen bu antibakteriyel

maddelerin bakteriyosin olabilecegi yonunde guglu kanitlar vardir.

4.2. Bakteriyosin Uretici Suglarin Uygun Yoéntemin Belirlenmesiyle Segilmesi
Bakteriyosin ¢alismalarinda antibakteriyel etkinligin belirlenmesi agisindan
inhibisyon zon c¢aplarinin odlgulmesi buylk 6nem tasimaktadir. Bu baglamda
secilen yontem calisilan bakteriyosinlerin 6zelliklerine uygun olmalidir. Bu ¢alisma
kapsaminda, en yuksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenen suslar
olan E. coli 26S, E. coli 14, E. coli 27, P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15 ve P.
aeruginosa 22 kullanildi. Bu suslardan milipor filtrasyon sonucu elde edilen
suzuntulerin, indikator bakteri Uzerine inhibisyon zonu olusumlarina gore
kargilastiriimalari saglandi. Bakteriyosin Gretmedigi bilinen E. coli DH5a indikator
bakteri olarak kullanildi. Bakteriyosin ¢aligmalarinda uygun yontemin belirlenmesi
calismanin devami agisindan 6nem tasimaktadir. Calismamizda kullanilan Gg
farkli yontem kargilastirilarak, bakteriyosin Uretici suslarin segilmesinde inhibisyon
zonunun en iyi gozlendigi yontem en uygun yontem olarak belirlendi.

4.21. Bakteriyosin Uretici Suslarin Modifiye Damlatma Yoéntemiyle
Belirlenmesi

Bakteriyosin Uretici suslarin  uygun ydntemin belirlenmesi ile segilmesi

calismalarinda, ilk olarak Bolim 3.4.1’ de aciklanan modifiye damlatma yontemi
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kullanildi. Modifiye damlatma yontemi ¢alismasinda kullanilan suglarin, indikator
bakteriye karsi inhibisyon zon ¢api olgumleri yapilamadi. Bu yontem, galismanin
hizli bir sekilde yurGtilmesi igin uygun olsa da inhibisyon zon ¢apinin duzgln bir

sekilde olctlemedigi belirlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4. 2. Modifiye damlatma yontemi
* Bolum 3.4.1° de agiklandigi sekilde yapildi.

4.2.2. Bakteriyosin Uretici Suslarin Kuyucuk Yéntemiyle Belirlenmesi

Bakteriyosin Uretici suglarin  uygun yontemin belirlenmesi ile segilmesi
calismalarinda, ikinci olarak Bolum 3.4.2’ de agiklanan kuyucuk yontemi kullanildi.
Bu galisma sonucunda kullanilan suslarin, indikator bakteri Uzerine inhibisyon

zonu olusumlari incelendi ve zon ¢aplari olguldi (Sekil 4.3).

25 ~
20 -

15 4

- I I I I I l
0

E.coli26S E.colil4 E. coli27
aeruginosa aeruginosa aeruginosa
8 15 22

Kullanilan Bakteri Suslar

inhibisyon Zon Capi (mm)
wu

Sekil 4. 3. Kuyucuk yonteminde kullanilan bakteri ornekleri ve
inhibisyon zon gaplari

* 24 saat 37 °C’ de inklbe edildi ve inhibisyon zon caplari élglldi. Sonuglar tig

c¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tGzerinde gosterilmektedir.
Bakteriyosin Uretici suslarin kuyucuk yontemiyle belirlenmesi ile ilgili yapilan bir
calismada Enterococcus faecium bakterisinin diger bakteri turlerine karsi etkileri
test edilmistir [150].
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Bizim gcalismamizda en yuksek inhibisyon zonu E. coli 26S ve P. aeruginosa 8
suslarinda go6zlendi. E. coli 26S susunda 16 mm zon capi Olgulirken, P.
aeruginosa 8 susunda ise 15 mm zon c¢api Olguldu. Arastiricilar tarafindan
kullanilan bir yontem olan kuyucuk yontemi bizim c¢alismamizda elde edilen
bakteriyosin 6rneginin kuyucuktan tam olarak etki edememesi sebebiyle tercih
edilmedi. Caligilan bakteriyosin ornekleri agisindan difizyonunun bu yontemi

sinirlandirdigi gozlendi.

4.2.3. Bakteriyosin Uretici Suslarin Disk Difiizyon Yontemiyle Belirlenmesi
Bakteriyosin Uretici suslarin  uygun yodntemin belirlenmesi ile secilmesi
calismalarinda, son yontem olarak Bolim 3.4.3° de aciklanan disk difuzyon
yontemi kullanildi. Bu c¢alisma sonucunda kullanilan suslarin, indikator bakteri

Uzerine inhibisyon zonu olusumlari incelendi ve zon c¢aplari dlguldu (Sekil 4.4).

— 25 -
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S
S
2 15 -
o
N
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2
Q2
T 0
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E.coli26S E.colil4 E.coli27
aeruginosa aeruginosa aeruginosa
8 15 22
Kullanilan Bakteri Suglari

Sekil 4. 4. Disk difuzyon yénteminde kullanilan bakteri érnekleri ve
inhibisyon zon gaplari

* 24 saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve inhibisyon zon caplari élgiildi. Sonuglar g
¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik lizerinde gosterilmektedir.

Lactococcus lactis ile 2013 yilinda yapilan bir galigmada Salmonella typhi Gzerine

bakteriyosin etkinligi disk diftizyon ydontemi kullanilarak belirlenmistir [151].

Disk difizyon yonteminde en ylksek inhibisyon zonu, kuyucuk yénteminde oldugu
gibi E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suglarinda gozlendi. E. coli 26S susunda 20
mm zon ¢apl Olgulirken, P. aeruginosa 8 susunda ise 18 mm zon ¢api Olguldu.

Yapilan c¢alismalar sonucunda bakteriyosinlerin  antibakteriyel etkilerinin
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saptanmasi igin kullanilan suslarin zon g¢aplarn karsilastirildiginda disk difizyon

yontemi en uygun yontem olarak belirlendi.

Bakteriyosin c¢alismalarinda arastiricilar tarafindan damlatma, kuyucuk ve disk
difizyon yontemlerinin kullanildi§i gértlmektedir. Bu U¢ ydntemin de yapilan
calismalar kapsaminda avantajlari bulunmaktadir [150;152;153;154]. Son yillarda
yapilan calismalarda, oOzellikle, kuyucuk ve disk difizyon ydntemleri tercih
edilmektedir [151;155;156;157]. Bu ¢alisma kapsaminda, kolay uygulanabilirlik,
tekrar edilebilirlilik ve degerlendirmede guvenilirlilik olgutleri yoninden bu Ug¢
yontem karsilastiriimistir. Calismamiz kapsaminda kolay uygulanabilirlik agisindan
tercih edilen damlatma ydnteminde tum Ornekler agisindan degerlendirildiginde
zon c¢apinin duzgun bir sekilde ol¢ulemedigi belirlendi. Bu ¢alismada kullanilan
diger yontemler olan kuyucuk ve disk diflizyon yontemlerinde olgllen inhibisyon
zonu caplari farklilik gostermektedir. Bunun sebebi bakteriyosin 6rneklerinin
kuyucuktan yeterince etki edememesi olabilir. Disk difuzyon ydnteminin
kargilastirilan kriterler acgisindan diger iki yonteme goére daha guvenilir oldugu
belirlendi. Kuyucuk ve disk difiizyon yontemlerinde en ylksek inhibisyon zonlarina
sahip suslar aynidir. Ancak bu suslarin indikator bakteri Gzerine olusturduklari zon
caplan farkliik gostermektedir. Kuyucuk yonteminde elde edilen inhibisyon zon

¢aplari daha dusuk bulundu.

Bu baglamda bakteriyosinlerin, indikator bakteri Uzerine etkisinin en iyi gozlendigi
yontem olarak disk difuzyon yontemi belirlendi ve inhibisyon zon g¢api dlguimlerine
gbre en yuksek verimli bakteriyosin uretici suslar olarak E. coli 26S ve P.
aeruginosa 8 secilerek galismalarin devaminda kullanildi.

4.3. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in

Bakteriyosinlerinin Uretiminlerini Etkileyen Uygun Fizyolojik Kosullarin
Belirlenmesi

Bakteriyosin c¢alismalarinda inkibasyon ortami, inkibasyon suresi, inkibasyon
sicakhgi, baslangic pH’ si gibi fizyolojik kosullarin tUmuU Uretilecek bakteriyosin
aktivitesini etkilemektedir. Bu baglamda bakteriyosin dretimini arttirmak igin
cevresel kogullarin optimize edilmesi oldukga 6nem tagimaktadir [153;154].

Bu nedenle secgilen suglarin bakteriyosin aktivitesini arttirmak amaciyla
calismamizda Uretim ortamindaki en uygun fizyolojik kosullar belirlendi. Bu amagla

sirasiyla inkibasyon ortami, inkibasyon suresi, inkibasyon sicakligi, baglangig
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pH’ si, calkalamali ve statik inkibasyon kosullarinin kullanilan suglarin gelisimi ve
bakteriyosin Uretimi Gzerine etkileri arastirildi. Bu ¢alisma kapsaminda indikator

bakteri olarak Escherichia coli DH5a kullanildi.

4.3.1. Bakteriyosin Uretimi i¢in Uygun Besiyerinin Belirlenmesi

Calismamizda en verimli bakteriyosin eldesi icin oncelikle farkli besiortamlarinda
bakteriyosin Uretimi incelendi. Bu c¢alismada, farkh besiyerlerinin bakteriyosin
uretimine etkisinin arastirilmasi amaciyla, en yuksek aktivite gosteren bakteriyosin
ureticisi suglar olarak secilen E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 kullanildi. Bu
bakteriler, Bélim 3.5.1° de aciklandigi gibi Brain Heart infiizyon, Luria Bertani,
Triptik Soy ve Nutrient sivi besiyerlerine ekildi. 37 °C’ de, 12, 16, 20 ve 24 saatlik
inkiibasyon sureleri sonunda 6rnek alinarak uUreme miktarlari ol¢ulda (Sekil
4.5;Sekil 4.6). bu slrelerin sonunda elde edilen kulttr stzinttleri kullanilarak
indikator bakteri Uzerine en uygun yontem olan Bolum 3.4.3° de agiklanan disk

difizyon yontemi kullanilarak zon ¢aplari élguldu (Sekil 4.7;Sekil 4.8).
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Sekil 4. 5. Escherichia coli 26S’ in farkli besiyerlerinde Uremesinin
Olctlmesi

*  Uretimler 37 °C’ de 12-24 saatte gergeklestirildi. Sonuglar G¢ calismanin
ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gdsterilmektedir.

** TSB: Triptik Soy Sivi Besiyeri, BHIB: Brain Heart infiizyon Sivi Besiyeri, LBB:
Luria Bertani Sivi Besiyeri, NB: Nutrient Sivi Besiyeri
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Sekil 4. 6. Pseudomonas aeruginosa 8 in farkli besiyerlerinde
uremesinin oOlgulmesi

* Uretimler 37 °C’ de 12-24 saatte gergeklestirildi. Sonuclar ¢ galismanin
ortalamasidir. Standart sapmalar grafik lizerinde gosteriimektedir.

** TSB: Triptik Soy Sivi Besiyeri, BHIB: Brain Heart infiizyon Sivi Besiyeri, LBB:
Luria Bertani Sivi Besiyeri, NB: Nutrient Sivi Besiyeri
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Sekil 4. 7. Escherichia coli 26S‘ in farkli besiyerlerinde inhibisyon
zonu olgumleri

* Sonuglar G¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gosterilmektedir. NB besiyerinde zon ¢api dl¢ilemedi.

* TSB: Triptik Soy Sivi Besiyeri, BHIB: Brain Heart infiizyon Sivi Besiyeri, LBB:
Luria Bertani Sivi Besiyeri, NB: Nutrient Sivi Besiyeri
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Sekil 4. 8. Pseudomonas aeruginosa 8 in farkli besiyerlerinde
inhibisyon zonu olgumleri

* Sonuglar G¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gosterilmektedir. NB besiyerinde zon gapi 6lgilemedi.

** TSB: Triptik Soy Sivi Besiyeri, BHIB: Brain Heart infiizyon Sivi Besiyeri, LBB:
Luria Bertani Sivi Besiyeri, NB: Nutrient Sivi Besiyeri

Bu c¢alisma kapsaminda en yuksek bakteriyosin Uretiminin bakterilerin
uremelerinin gogunlukla en dusiuk oldugu Luria Bertani sivi besiyerinde oldugu
gozlendi. Tum sivi besiyerleri acisindan kullanilan her iki susun indikator bakteri
uzerine inhibisyon zon c¢aplarinin 20. saatte en yuksek degere ulastigi belirlendi.
E. coli 26S susunda, indikator bakteriye karsi 17 mm olarak olgulen inhibisyon zon
capl, P. aeruginosa 8 susunda ise 15 mm olarak olguldl. Triptik Soy sivi
besiyerinde, E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinda inhibisyon zon gaplari,
sirasiyla 15 mm ve 13 mm olarak élcildi. Brain Heart infiizyon sivi besiyerinde
ise bu suslar igin inhibisyon zonu c¢aplari sirasiyla 12 ve 11 mm olarak olg¢uldu.
Nutrient sivi besiyerinde ise antibakteriyel madde Uretimi saptanamadi. Bu
farklihgin nedeni, besiyeri igceriginde bulunan farkli besin maddelerinin etkisinden
kaynaklanmaktadir. Besiyeri igeriginde bulunan bazi maddelerin etkileri ile
bakteriyosin Uretimi artmis veya bazi maddelerin etkileri ile bakteriyosin UGretimi

sinirlanmig olabilir.

Cesitli arastiricilar farkh  besiortamlarinda bakteriyosin Uretimi  yapmaktadir.
Pseudomonas suslari igin yapilan pek ¢ok ¢alismada Luria Bertani Broth besiyeri,
bakteriyosin uretimi igin kullaniimaktadir [158;159;160;161]. Escherichia coli
suslariyla yapilan ¢alismalarda da Luria Bertani Broth besiyeri bakteriyosin Uretimi

icin kullaniimaktadir [162;163;164;165]. Besiyeri igeriginde bulunan maddelerin,
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bakteriyosin Uretimi igin gerekli sartlarin olugsmasini saglamasi gerekmektedir.
Yapilan bazi ¢alismalarda ise bakteriyosin Uretimi icin uygun besiyeri Triptik Soy
sivl besiyeri olarak saptanmigstir. Luria Bertani sivi besiyeri ve Triptik Soy sivi
besiyerleri i¢eriginde ortak olarak bulunan tripton ve NaCl bakteriyosin Uretimini
destekledigi dusunulebilir [144;166;167]. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz
bulgularda Luria Bertani sivi besiyerinde en verimli bakteriyosin dretimi
gercgeklestigi gozlendi, bu besiyerinde elde edilen inhibisyon zon ¢aplarina en

yakin sonuglar ise Triptik Soy sivi besiyerinde elde edildi.
4.3.2. Bakteriyosin Uretimi igin Uygun inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarindan bakteriyosin Uretimi ¢alismalarinda
Luria Bertani Broth besiyerinin uygun besiyeri olarak belirlenmesinin ardindan,
bakteriyosin Uretimi i¢in uygun inkibasyon suresinin belirlenmesi hedeflendi. E.
coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslari, Bolim 3.5.2° de acgiklandigi gibi Luria Bertani
Broth besiyerine ekildi, 37 °C’ de, 1-30 saat inklbasyona birakildi ve belirli
araliklarla 6rnek alinarak Ureme miktarlar olguldi (Sekil 4.9). Bu stre sonunda
indikator bakteri olan E. coli DH5a Gzerine Bolum 3.4.3" de agiklanan disk difuzyon

yontemi kullanilarak zon gaplari dlguldu (Sekil 4. 10).
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Sire (saat)

Sekil 4. 9. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in

inkUbasyon suresine gore Uremelerinin Olgllimesi
* Uretimler 37 °C’ de 1-30 saatte gerceklestirildi. Sonugclar G¢ galismanin
ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gdsterilmektedir.
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Sekil 4. 10. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in

inkiibasyon suresine gore inhibisyon zonu olgimleri
* Sonuglar U¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.

Bu calismaya gore E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinda bakteriyosin Uretimi
12. saatten dnce dl¢ulemedi ve bu iki sus icin de bakteriyosin aktivitesi 21. saatte
en yuksek degere ulasmaktadir. Her iki susg igin de bakteriyosin uretimi logaritmik
fazin sonunda baslamaktadir ve durgunluk fazinin sonlarina kadar devam
etmektedir. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinda indikatér bakteri tzerine

olusan inhibisyon zon ¢aplari, sirasiyla 20 mm ve 19 mm olarak dlguldu.

Bakteriyosin Uretiminde uygun inkubasyon suresinin belirlenmesinin oldukca
onemli oldugu gorulmektedir. Pseudomonas fluorescens ile yapilan bir galismada
16 saatin bakteriyosin Uretimi icin uygun oldugu gorulmektedir [158]. Escherichia
coli’ de inkUbasyon suresinin bakteriyosin Uretimi Uzerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan diger bir galismada 18 saatin uygun oldugu belirlenmistir [148].
Diger caligsmalarda da benzer sekilde 18-22 saat araliginin uygun oldugu
saptanmistir [146; 149; 150; 163]. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz bulgular bu
sonuglarla paralellik gostermektedir. Calismamiz kapsaminda elde ettigimiz bu
maddeler, bakteri Uremesinin logaritmik evresinde baglamakta ve durgunluk

fazinin sonlarina dogru minimum dizeye gerilemektedir.

4.3.3. Bakteriyosin Uretimi igin Uygun inkiibasyon Sicakliginin Belirlenmesi
Bu galismada, E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suglarindan bakteriyosin Uretimine
inkiibasyon sicakliginin etkisi arastirildi. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslari,

Bolum 3.5.3° de aciklandigi gibi Luria Bertani Broth besiyerine ekildi ve 10, 25, 30,
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37 ve 45 °C’ lere ayarlanmis inklbatérlerde 21 saat inkiibasyona birakildi (Sekil
4.11). Bu sure sonunda indikator bakteri Uzerine Bolum 3.4.3° de acgiklanan disk

difizyon yontemi kullanilarak zon ¢aplari élguldi (Sekil 4.12).

Bakteriyosin uretimine inkibasyon sicakliginin etkisinin incelendigi ¢galismada E.
coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslari ekim sonrasi 10, 25, 30, 37 ve 45 °C’ lerde
uretildi. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8’ in inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla 20 ve 19
mm olarak 6lglldi. Bu dlgiimlere gore en ylksek bakteriyosin aktivitesine 37 °C’
de inklbe edilen ortamlarda rastlandi (Sekil 4.12).

Bakteriyosin Uretiminin optimizasyonu igin inkubasyon sicakliginin belirlenmesi
calismalarinin yapildidi gorilmektedir. Yapilan ¢alismalar kapsaminda Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa igin en uygun inkiibasyon sicakligi 37 °C olarak
saptanmistir  [158;159;160;161;162;163;164;165;168]. Bu bulgular  bizim
bulgularimizla paralellik goéstermektedir. Bizim c¢alismamiz kapsaminda bakteri
Uremesi igin en uygun sicaklik olan 37 °C’ nin yapilan zon gap!i olgimlerine gore

bakteriyosin Uretimi icin de en uygun sicaklik oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 11. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in

inkibasyon sicakhgina gore Uremelerinin olgulimesi
* Uretimler 10, 25, 37 ve 45 °C’ lerde 21 saatte gergeklestirildi. Sonuglar (g
calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gdsterilmektedir.
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Sekil 4. 12. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in

inkibasyon sicakligina gore inhibisyon zonu olgumleri
* Sonuglar G¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.

4.3.4. Bakteriyosin Uretimi igcin Uygun Baglangi¢ pH Degerinin Belirlenmesi
Bu calismada, bakteriyosin uretimi i¢cin uygun pH degerinin belirlenmesi igin, 5,0 ile
8,0 arasinda Luria Bertani Broth besiyerlerinde farkli pH ayarlari yapildi. Bu
besiyerleri, 37 °C’ de 180 rpm galkalamali inkiibatérde 21 saat uretilen E. coli 26S
ve P. aeruginosa 8’ in kulttr ortamlarinda Greme ve bakteriyosin Uretimi saptandi.
E. coli 26S ve P. aeruginosa 8’ in inhibisyon zon c¢aplari sirasiyla 20 ve 19 mm
olarak saptandi. Bu dlgumlere gore en uygun pH degerinin 7,0 oldugu sonucuna
varildi. Bu ¢alismada, pH 8’ de dlgulen inhibisyon zon ¢aplari bu iki bakteri susu
icin farklihk gosterdi. P. aeruginosa 8 susunun, pH 8 deki inhibisyon zon ¢api 16
mm olarak olgulirken, E. coli 26S’ de inhibisyon zon ¢api 14 mm olarak olgulda.
Bu sonuca gore, E. coli 26S susu, bazik pH’ dan diger susa goére daha olumsuz
etkilenmektedir (Sekil 4.14).

inkiibasyon ortaminin pH’ si mikroorganizmalarin remesini etkilemektedir. Her
bakterinin Ureyebildigi minimum ve maksimum pH degerleri vardir. Literatire
baktigimizda da pH 6,0 - pH 8,0 arasi degerlerin bakteri Uremesi ve bakteriyosin
uretimi icin uygun oldugu gorulmektedir [167; 169; 170; 171]. Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa ile yapilan benzer bir galigmada da bulgularimiza
paralel olarak pH 7,0’ nin bakteriyosin uretimi icin uygun oldugu saptanmistir [148].
Bu calisma kapsaminda bakteri Uremesi i¢cin en uygun olan pH’ nin, bakteriyosin

aretimi icin de en uygun kosul olan pH 7,0 oldugu saptandi.
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Sekil 4. 13. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in

baslangi¢c pH’ sina goére Utremelerinin dlgllmesi
* Uretimler 37 °C’ de 21 saatte gerceklestirildi. Sonuclar (i¢ ¢alismanin
ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.
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Sekil 4. 14. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in
baglangi¢c pH’ sina gore inhibisyon zonu olgumleri

* Sonuglar G¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.

4.3.5. Bakteriyosin Uretimi igin Galkalamali Ve Statik inkiibasyon
Kosullarinin Etkisinin Belirlenmesi

Bu calismada, bakteriyosin Uretimi Uzerine c¢alkalamali ve statik inkibasyon
kosullarinin etkisini belirlemek amaciyla Bolum 3.5.5° de belirtilen yontem
kullanildi. Orneklerin bir kismi galkalamali bir kismi da statik kosullarda uretildi.

Bakteriyosin Uretiminin bu iki kosuldan dnemli dl¢ide etkilenmedigi gdzlendi.
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Bakteriyosin Uretimi g¢aligsmalarinin siklikla c¢alkalamali inkibasyon kosullarinda
yapildigi gozlenmektedir [144;172]. Ancak bizim c¢alismamiz kapsaminda
calkalamali ve statik inkUbasyon kosullarinda bakteri Uretimi gerceklestirilip
bakteriyosin uretimi agisindan aktivite olgimu yapildiginda bu iki kogul arasinda
anlamli bir fark gozlenmedi. Ortamdaki oksijen dagiliminin bakteriyosin uretimini
etkilemedigi belirlendi. Ancak bakteriyosin Uretimi agisindan endustriyel dlgekli bir
calisma yapilirsa ortamdaki oksijen dagihmi acgisindan bu iki kosul

degerlendirildiginde dlgulebilir bir fark olusabilir.

Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8 in calkalamali ve statik
inkibasyon kosullar agisindan inhibisyon zon c¢aplari degerlendirildiginde statik

kosullarda sirasiyla 21 ve 20 mm zon ¢api olguldu.

Bizim calismamiz kapsaminda bakteriyosin dretimleri igin calisilan fizyolojik
kosullari kargilastirdigimizda en etkili faktorlerin inkibasyon sicakligi ve baglangi¢
pH si oldugu belirlendi, bu c¢alisma kapsaminda bakteriyosin Uretim
calismalarinda en az etkili faktoriin ise calkalamali ve statik inkiibasyon kosullari

oldugu saptandi.
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Sekil 4. 15. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in
calkalamali ve statik inkUbasyon kosullarina gore uremelerinin
Ol¢llmesi

* Uretimler 37 °C’ de 21 saatte gergeklestirildi. Sonuglar G¢ ¢alismanin
ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde gosterilmektedir.
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Sekil 4. 16. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in
calkalamali ve statik inkubasyon kogullarina gére inhibisyon zonu
Olcumleri

* Sonuglar U¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde
gOsterilmektedir.

4.4. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in
Bakteriyosinlerinin Karakterizasyonlari

Bakteriyosin karakterizasyon calismalari Uretilen antibakteriyel maddelerin
endustriyel olarak cesitli alanlarda kullaniimalarina olanak saglamasi agisindan
onem tasimaktadir. Farmasoétik ya da gida endustrisinde kullanim potansiyeli
tasimalarindan dolayr bu maddelerin yuksek sicaklik ve depolama kosullari
kargisinda verdikleri tepkiler belirleyici olmaktadir. Ayrica bakteriyosin
kararhliklarinin belirlenmesi, bakteriyosin orneklerinin saflastirma asamalarinda
kullanilan yontemlerin secilmesi igin gereklidir. Bu ¢alisma kapsaminda en yuksek
antibakteriyel etkiye sahip E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarindan elde edilen
antibakteriyel maddeler kullanildi. Calismamizda, bu iki bakteriden elde edilen
bakteriyosin ornekleri Uzerine, sicakhigin etkisi, organik ¢éziculer ve deterjanlarin

etkisi ve depolama kosullarinin etkisi belirlendi.

4.4.1. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Bakteriyosinlerin, sicakllk kargisinda gosterdiklere tepkilere gore farkli
endustrilerde kullanim potansiyelleri belirlenebilir. Gida endulstrisinde kullanim
potansiyelleri bulunan Gram pozitif bakterilerin bakteriyosinlerinin sicakliga direngli
olmasi tercih edilen bir durumdur [13]. Bir bakteri susu tarafindan uretilen
bakteriyosinin saf olarak elde edilebilmesi i¢in de yuksek sicaklik belirleyici olabilir.

Bakteriyosin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisinin belirlenebilmesi Bélum 3.6.1" de
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aciklanan yontem kullanildi. Bakteriyosin  aktivitesine sicakhigin etkisinin
belirlenmesi igin bakteriyosin érnekleri, 55, 65 ve 75 °C’ de 10, 15, 30 ve 60 dk,
90 °C’ de 10, 15, 30 ve 60 dk, 100 °C’ de 10, 15, 30 ve 60 dk, 110 ve 121 °C’ de
15 dk ylksek sicakliga maruz birakildi. Bakteriyosin érneklerinin antimikrobiyal
aktiviteleri 3.4.3’ de aciklanan disk yontemi kullanilarak belirlendi ve kontrol 6rnegi
olarak bakteriyosin ornekleri kullanildi. Yapilan aktivite dlgimU sonuglarina goére
uretilen bakteriyosin 6rneklerinin, 55 °C’ de 60 dk, 65 ve 75 °C’ de 30 dk sonunda
aktivitelerini koruduklari gézlendi. E. coli 26S’ in bakteriyosininin, 90 °C’ de 10. dk’
da %57, 15. dk’ da %48, 30. dk’ da %24 kararlihgini korudugu belirlendi. P.
aeruginosa 8’ in bakteriyosininin, 110 °C’ de 15. dk’ da %50 kararliligini korudugu
belirlendi (Sekil 4.17;Sekil 4.18).

Bakteriyosin aktivitesi uzerine sicakhgin etkisinin belirlenebilmesi igin arastiricilar
tarafindan yapilan ¢alismalara gore, bakteriyosinler genellikle sicaklik kargisinda
farkh tepkiler vermektedir. Yapilan bir galismada Escherichia coli’ den elde edilen
bakteriyosin 100 °C’ de 10 dk kararliigini korumustur. Escherichia coli ile yapilan
bir diger calismada ise bakteriyosin 6rnegdi 80 °C’ de 30 dk kararliligini korumustur.
Escherichia coli suslarinda vyapilan diger bir calismada ise elde edilen
bakteriyosin, 121 °C’ de 20 dk kararlihdini korudugu gézlenmistir. Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus brevis turlerinden elde edilen bakteriyosinlerle yapilan bir
calismada uretilen her iki bakteriyosinin de sicaklik karsisinda direngli oldugu
bildirilmistir, bu iki bakteriyosin bilegigi de 100 °C’ de 30 dk stabilitesini korudugu
saptanmistir [124;145;158;173;174;175;176]. Bizim ¢alismamizda E. coli 26S’ den
elde ettigimiz bakteriyosinin 75 °C’ de 30 dk kararlihidgini korudugu goézlendi. Bu
baglamda E. coli 26S’ den elde edilen bilesigin sicaklik kargisinda direngli oldugu
saptandi. P. aeruginosa 8‘ den elde ettigimiz bakteriyosinin ise 90 °C’ de 30 dk
kararhligini korudugu belirlendi. Bu baglamda P. aeruginosa 8’ dan elde edilen
bakteriyosinin yuksek sicaklik kargisinda E. coli 26S’ in bakteriyosininden daha

direncli oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 4. 17. E. coli 26S’ in bakteriyosin aktivitesine sicakhgdin etkisi
* Sonuglar U¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.

25 -
—20 -
£
E
815 1 B 10 dk
(&)
s m 15 dk
N 10 -
S m30 dk
z
S 5 | 060 dk
L
£

o .

55 65 75 90 100 110 121
Sicaklik (°C)

Sekil 4. 18. P. aeruginosa 8’ in bakteriyosin aktivitesine sicakligin

etkisi
* Sonuglar U¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.

4.4.2. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Organik Géziiciilerin ve Deterjanlarin
Etkisi

Bakteriyosin aktivitesi Uzerine organik ¢dzlculerin etkisinin arastiriimasi sayesinde
kaltir ortamindan bakteriyosini ayirirken ya da bakteriyosin 6rneginin saflastiriima

asamasinda, kullanilan organik ¢ézuculerin uygunlugu belirlenebilir [177].

Bu calismada, etanol (% 10), metanol (% 10), butanol (% 10), kloroform (% 10) ve
aseton (% 10) cozeltileri kullanildi. Bu ¢dzeltiler, milipor filtrasyon sonucu olusan
bakteriyosin stzuntuleri ile kangtirilarak oda sicakliginda 1 saat inkube edildi. Bu
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islemin ardindan o&rneklerin antibakteriyel aktivitesi disk yontemi kullanilarak
belirlendi. Bu ¢calismada bakteriyosin drnekleri kontrol olarak kullanildi.
Bakteriyosin suzuntuleri, sodyum dodesil sllfat ve tween 80 deterjanlan % 1
oraninda ilave edildikten sonra 37 °C’ de 1 saat inkUibe edildi. Bu surenin sonunda
orneklerin aktivitesi saptandi. Bu ¢alismada bakteriyosin ornekleri kontrol olarak
kullanildi.

Bakteriyosin aktivitesi Uzerine organik ¢ozuculer ve deterjanlarin etkisi arastiricilar
tarafindan galisiimigtir. Pediococcus acidilactici BA28 ile yapilan bir galismada bu
bakterinin bakteriyosini, organik c¢ozlculerden izoamil alkol ve formaldehide
direnclidir. Calisilan diger organik ¢ozlculerden; etanol, fenol, aseton, asetonitril,
kloroform, butanol ve propanol-2 bakteriyosinin aktivitesini sirasiyla %20, %37,
%28, %31, %12, %6 ve %18 oraninda azaltmistir [177]. Pediococcus acidilactici
LAB 5 ile yapilan diger bir calismada ise kullanilan organik ¢ozuculer bakteriyosin
aktivitesinde kayba neden olmamigtir [178]. Bizim c¢alismamiz kapsaminda
kullanilan organik ¢ozuculerden aseton ve etanol her iki sug icin aktivitede
Olculebilir bir kayba neden oldu. Etanol, E. coli 26S bakteriyosini Uzerinde %25, P.
aeruginosa 8 bakteriyosini Uzerinde ise %32 oraninda kayba neden oldu. Aseton,
E. coli 26S bakteriyosini Uzerinde %30, P. aeruginosa 8 bakteriyosini Uzerinde ise
%37 oraninda kayba neden oldu. Kloroform ise sadece P. aeruginosa 8 tarafindan
uretilen bakteriyosine etki etmektedir. Bakteriyosin aktivitesinde %16 kayba neden
oldugu belirlendi. Metanol ve butanolin her iki susun bakteriyosinleri Uzerine etkisi
olmadidi belirlendi. Aseton ve etanol proteinleri ¢oktirmede kullanilan organik
¢ozuculerdir. Aseton ve etanolle muamele sonucu aktivitenin kismen kaybolmasi
calistigimiz maddenin protein yapida olabilecegini destekler niteliktedir.

Yapilan g¢alismalara gore bakteriyosinlerin deterjanlara karsi degisken karakterde
olduklari belirlenmistir [179;180]. Pediococcus acidilactici BA28 ile deterjanlarla
yapilan bir ¢alismada ise SDS’ in %7, Tween 80’ in ise %25 oraninda kayba
neden oldugu belirlenmistir [177]. SDS’ in E. coli 26S bakteriyosini Uzerine %10, P.
aeruginosa 8 bakteriyosini Uzerinde ise %5 oraninda kayba neden oldugu
belirlendi. Tween 80’ in ise E. coli 26S bakteriyosini Uzerinde %20, P. aeruginosa

8 bakteriyosini Uzerine ise %21 oraninda kayba neden oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 19. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 in bakteriyosin

aktivitesine organik ¢ozuculerin ve deterjanlarin etkisi
* Sonuglar U¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.

4.4.3. Bakteriyosin Aktivitesine Depolama Sicakligi ve Suresinin Etkisi
Depolama sicakhdi ve suresinin bakteriyosin aktivitesi Uzerine etkisinin
belirlenmesi, bakteriyosinlerin endustriyel acidan kullaniminda yararl olabilir. Bu
calismalara gore bakteriyosinlerin kullanilabilir dmarleri belirlenebilir. Depolama
sicakhginin bakteriyosin aktivitesi Uzerine etkisinin belirlenmesinde bakteriyosin
ornekleri 25 °C’ de 2, 7, 11 guin ve 3 ay; +4 ve -20 °C’ de 1, 2, 3 ve 6 ay slreyle
bekletildi. Belirli araliklarla oérnek alinarak antibakteriyel aktivitesi Bolum 3.4.3" de
aciklandigi gibi disk difiizyon yéntemiyle saptandi. incelenen maddelerin +4 °C’ de
3 aya kadar aktivitelerini kaybetmedikleri gozlendi. -20 °C’ de ise 6. ayda yapilan
inceleme sonucunda aktivitelerini kaybetmekdikleri belirlendi (Sekil 4.20;Sekil
4.21).

E. coli 26S’ in, 25 °C’ de, bakteriyosin aktivitesinin, 30. giinde % 90, 60. giinde %
75, 90. giinde % 35 oraninda korundugu belirlendi. 4 °C’ de 90. giinde % 90, 180.
guinde ise % 70 oraninda korudugu belirlendi. -20 °C’ de bakteriyosin aktivitesinde
herhangi bir kayip belirlenemedi. P. aeruginosa 8’ in, 25 °C’ de, bakteriyosin
aktivitesinin,15. giinde % 75, 30. ginde % 53, 60. giinde % 36, 90. glinde % 21
oraninda korundugu belirlendi. 4 °C’ de 90. giinde % 79, 180. giinde ise % 59
oraninda korundugu belirlendi. -20 °C’ de 6 ayda bakteriyosin aktivitelerinde
herhangi bir kayip belirlenmedi (Sekil 4. 20; Sekil 4. 21).
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Depolama sicakligi ve suresinin bakteriyosin aktivitesi Uzerine etkisi, P.
aeruginosa’ nin bakteriyosinleri ile yapilan bir ¢alismada goérilmektedir. Bu
maddelerin, 4 °C’ de 4 ay ve -20 °C’ de 8 ay kararliliklarini koruduklari
saptanmistir [180]. Bizim ¢alismamiz kapsaminda elde edilen bakteriyosinlerde de

bu ¢galismaya benzer sonuglar gézlendi.
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Sekil 4. 20. E. coli 26S’ in bakteriyosin aktivitesine depolama sicakligi

ve suresinin etkisinin belirlenmesi
* Sonuglar G¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde

gosterilmektedir.
m-20
m4
b25
30 60 90 180

Giinler

25 -

N
o
1

=
(9}
1

inhibisyon Zon ¢api (mm)
[E=Y
(6, o

o
1

Sekil 4. 21. P. aeruginosa 8 in bakteriyosin aktivitesine depolama

sicakligr ve suresinin etkisinin belirlenmesi
* Sonuglar U¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmektedir.
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4.5. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8’ in
Bakteriyosinlerinin Kismi Saflagtiriimasi

Bakteriyosinlerin, biyokimyasal yapilarinin tam olarak aydinlatiimasi bu maddelerin
homojen olarak saflastiriimalarina baglidir. Bakteriyosinler saflagtirilirken ilk
asamada kullanilan amonyum sulfat ¢oktirmesi tercih edilen bir yontemdir. Bu
yontemin oncelikli amaci ¢alisma hacmini azaltarak saflastiriimak istenen maddeyi
yogunlastirmak ve ortamda istenmeyen bilesikleri ¢alisma ortamindan
uzaklastirmaktir [71;72].

4.5.1. Amonyum Siilfat Coktlirmesi

Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8 den elde edilen milipor
filtreden gecirilmis kultar sivilarindaki proteinleri ¢oktirmek igin Bolim 3.7.1° de
aciklanan yéntem kullanildi. Bu ¢alisma kapsaminda E. coli 26S ve P. aeruginosa
8 suslari igin degdisik oranlarda amonyum sulfatla protein ¢oktlirmesi yapildi. Bu
calismaya gore E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslari i¢cin %80 oraninda
amonyum sulfat ¢oktirmesinin uygun oldugu saptandi (Sekil 4.22). Ayni suslarin
%80 oraninda amonyum sulfat uygulanmis supernatant kisimlarinda da aktivite
Olculdu ve antibakteriyel aktivite saptanmadi. Amonyum silfat ¢oktirmesinden
sonra olusan pelletlerde disk diflizyon ydntemiyle bakteriyosinlerin aktiviteleri
belirlendi.

Gram negatif bakteri bakteriyosinlerinin, amonyum sulfat ¢oktirmesi ile kismi
saflastirimasi calismalari yapilmistir. Yapilan bir calismada Escherichia coli gibi
enterik bakteriler tarafindan Uretilen bir bakteriyosin olan Mikrosin J25’ in
saflagtirimasinda %95 oraninda amonyum sulfat ¢oktirmesinin uygun oldugu
belirlenmistir [148]. Kolisinlerle yapilan bir arastirmada ise %60-80 oraninda
amonyum sulfat ¢éktirmesinin uygun oldugu belirlenmigtir [181]. Pseudomonas
aeruginosa bakteriyosinleri ile yapilan bir ¢alismada ise %80 oraninda amonyum
sulfat goktiirmesinin uygun oldugu saptanmistir [182]. Yapilan bagka bir calismada
Shigella sonnei’ de bakteriyosin Uretimi incelenmis ve %75 oraninda amonyum
sulfat ¢okturmesinin uygun oldugu belirlenmigtir [183]. Bu c¢alismalarla paralel
olarak bizim calismamizda da benzer sonuglar ortaya ¢ikmistir. Calismamizda
elde edilen sonuclara gore E. coli 26S ve P. aeruginosa 8’ den elde edilen kismi
olarak saflastinimis bakteriyosin, amonyum sulfat ¢oktirmesi sonrasinda
aktivitelerini arttirdiklar! disk difuzyon yontemiyle belirlendi. Bu baglamda E. coli
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26S’ in bakteriyosini aktivitesini %42 oraninda arttirdigi gézlenirken, P. aeruginosa

8’ in bakteriyosini ise aktivitesini %35 oraninda arttirdigi gozlendi.
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15 - W E. coli 26S

10 - OP. aeruginosa 8

inhibisyon Zon Capi (mm)

5 -

0 -

40 60 80 90
Amonyum Siilfat Coktiirmesi (%)

Sekil 4. 22. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 in amonyum sulfat
cOkturmesi sonucu olugsan pelletlerin disk difUzyon ydntemiyle
aktivitelerinin dlgtiimesi

4.6. Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa Susglarinda Antibiyotik

Duyarliliklan ve Bakteriyosin Uretimlerinin Karsilastiriimasi

Bakteriyosin Uretebilen bakteriler Urettikleri antibakteriyel maddelerle, bu
maddelere duyarli bakterileri etkilemektedir. Bakteriyosin uretimi ve antibiyotik
direncliligi ile ilgili yapilan bir ¢alismada bakteriyosin Ureticisi Enterococcus
faecium suglarinin klinik 6nemi olan antibiyotiklere kargi direngli olmadigi
saptanmistir [184]. Bu olgudan yola cikarak c¢alismamiz kapsaminda kullanilan
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin antibiyotik direncgleri ve

bakteriyosin Uretme kapasiteleri arasindaki iligki incelendi.

4.6.1. Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Antibiyotik

Duyarhiliklarinin Belirlenmesi

Calismamiz kapsaminda E. coli suslarinin; Amikasin, Gentamisin, Ampisilin-
Sulbaktam, Sefepim, Siprofloksasin, Norfloksasin, imipenem, Meropenem ve
Piperasilin-Tazobaktam ve P. aeruginosa suslarinin; Amikasin, Gentamisin,
Sefepim, Siprofloksasin, Norfloksasin, imipenem, Meropenem ve Piperasilin-

Tazobaktam antibiyotiklerine karsi duyarhliklari belirlendi (Cizelge 4.2;Cizelge 4.3).
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Cizelge 4. 2.

E. coli suglarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari

Sus No

£
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E. coli 1 H H D D |D H H H D
E. coli 2 H H D D |D H H H D
E. coli 3 H H D D |D D H H D
E.coli 4 H H | H [H H H H D
E.coli5 H H H H [H H H H H
E. coli 6 H H H H [H H H H H
E. coli 7 H H H H [H H H H H
E. coli 8 H H H H [H H H H H
E. coli 9 H D D D |D D H H D
E. coli 10 H H D | H H H H D
E. coli 11 H H H H [H H H H H
E. coli 12 H D | H |D H H H D
E. coli 13 H H | H [H H H H H
| E.colitzs  |H [H |H [|H [H [H [H |H [H |
E.colil7  [H H | H [H H H H |[D |
E. coli 18 H H | H [H H H H D
E. coli 19 H H D | D H H H D
E. coli 20 D D D D |D D D D D
E. coli 21 H H H H [ H H H H H

E. coli 43

E. coli 24
E. coli 25
E. coli 26
_
E. coli 28 H H H H H H H H H
E. coli 29 H H D D H H H H D
E. coli 30 H H H H H H H H H
E. coli 31 H H H H H H H H H
E. coli 32 H H H H H H H H H
E. coli 33 H H H H H H H H H
E. coli 34 H H | H H H H H D
E. coli 35 H H D H H H H H D
E. coli 36 H H D D H H H H D
E. coli 37 H H | H D H H H H
E. coli 38 H H H H H H H H H
E. coli 39 H H D D D H H H D
E. coli 40 H H H H H H H H H
E. coli 41 H D D D D D H H D
E. coli 42 H H H H H H H H H
H D D D H D H H D

E. coli 45
E. coli 46 H S D H D H H H D
E. coli 47 H S D D D | H H D

(Ecoli49  |H [|s D |D |H |H |H [S |D |

D: Direngli I: Orta Derece Duyarli H: Hassas
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Cizelge 4. 3. P. aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuclari

£

(2] o
£ é% s 7} =
Sus N c ] =g X © S 2
ug No o = ol £ o <2 o @
] © C o 3 = =) < o
X — = QU o = <] o
= c o Q O = = =X bt
E o S ‘@ 2 o E o
< O] Al o 0 n P = =

. aeruginosa 1

. aeruginosa 2

. aeruginosa 3

. aeruginosa 4

. aeruginosa 5

. aeruginosa 6

. aeruginosa 7

. aeruginosa 8

. aeruginosa 9

. aeruginosa 10
. aeruginosa 11
. aeruginosa 12
. aeruginosa 13
. aeruginosa 14
. aeruginosa 15
. aeruginosa 16
. aeruginosa 17
. aeruginosa 18
. aeruginosa 19
. aeruginosa 20
. aeruginosa 21
. aeruginosa 22
. aeruginosa 23
. aeruginosa 24
. aeruginosa 25
. aeruginosa 26
. aeruginosa 27
. aeruginosa 28
. aeruginosa 29
. aeruginosa 30

TU|TU|TU|U|U|U|0| 0|0 U|0|U|0|0|U|0|U|0|U|U|U|0|0|0|0|0|0|0|T|T
I|T|T|T|T|T|T|T|T|IT|T|T|T|O|T|T|T|T|T|T|T|T|T|(T|T|T|O|T|T|O
I|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|O|T|T|T|T|T|O|T|T|T
O|O|T|O|T|T|T|T|T|T|O|T|O|T|T|T|T|T|O|O|T|O|T|T|T|T|O|T|T|O
o|T|T|O|T|T|O|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|(T|T|T|O|T|T|O
O|O|T|O|—|T|T|T|T|T|O|T|T|O|T|T|T|T|O|T|T|O|T|T|T|O|T|T|T|T
O|O|T|O|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|O|T|T|T|T|O|T|T|O
I|T|TO|T|T|T|T|T|T|T|T|T|O|T|T|T|T|T|T|T|O|T|T|T|T|T|T|T|O

D
H
H
D
D
H
H
H
D
D
H
D
H
H
H
H
D
D
H
D
H
H
H
D
H
H
D
H
D
D
D:

Direngli I: Orta Derece Duyarli H: Hassas

Cahsmamizda kullanilan en ylUksek bakteriyosin Uretimi gorulen E. coli 26S, E. coli
14, E. coli 27 ve P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 15, P. aeruginosa 22 suslarinin

kullanilan antibiyotiklere duyarli olduklari belirlendi.

Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslari 6nemli nozokomiyal
infeksiyonlardan (pnémoni, idrar yolu infeksiyonu, intraabdominal infeksiyonlar,
deri-yumusak doku infeksiyonlari vb) sorumludur. Bu baglamda E. coli ve P.
aeruginosa gibi bakterilerin antibiyotiklere ¢oklu diren¢ kazanmasi onemli toplum
saghgr sorunlarindandir. Coklu ilag direnci kazanan Gram negatif enterik
bakterilerin olugsmasi 6zellikle sagligi tehdit eden infeksiyonlarin ydnetiminde
buyuk bir problem olusturmaktadir. Yanlhs ve uygun olmayan antibiyotik kullanimi,
bakterilerde diren¢ gelisimini arttirmakta, hastanelerdeki yogun antibiyotik baskisi

da bu direngli suslarin secilmesine neden olmaktadir [185]. Bu nedenle yeni
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antibakteriyel etkili maddelerin arastirimasi ve bu maddelerin de spesifik olarak

hastalik etkeni olan bakterileri etkilemesi bu suslarla mucadelede 6nemlidir.

4.6.2. Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Antibiyotik
Diren¢ Oranlarinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli suglarinin kullanilan 9 farkli antibiyotige
diren¢ oranlan incelendiginde, en yuksek direng oraninin, %42 ile piperasilin-
tazobaktam antibiyotigi oldugu, en dusuk antibiyotik direng oraninin imipenem

antibiyotigine oldugu saptandi (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23. Calismada kullanilan E. coli suslarinin antibiyotik direng
oranlari

* Antibiyotik direng¢ oranlari Bélim 3.8.2 de anlatildigi sekilde hesaplandi.

Tolun ve arkadaslari tarafindan 2002’ de yapilan bir calismada hastane kaynakh
E. coli suslarinda gentamisin ve amikasin antibiyotiklerine direngleri sirasiyla
%13.1 ve %1.9 olarak bulunmustur [186]. 2002 yilinda yapilan diger bir calismada
klinik orneklerden izole edilen E. coli suslarinda, bu iki antibiyotige direng
oranlarini sirasiyla %29.1 ve %9.2 saptamiglardir [187]. 2012’ de, 561 E. coli susu
ile yapilan bir calismada ise gentamisin antibiyotigine direng orani %15.1
saptanirken, amikasin antibiyotigine direng orani %1.8 olarak belirlenmigstir [188].
Bizim c¢alismamizda E. coli suglarinda bu ¢alismalarla paralel sekilde gentamisin
ve amikasin antibiyotiklerine direng sirasiyla %15 ve %2 olarak saptandi (Sekil
4.23).
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Kinolonlar, komplike ve komplike olmayan uriner sistem enfeksiyonlari tedavisinde
sik tercih edilen antibiyotiklerdir. Arastirmacilar hastane kaynakli E. coli suslarinda
kinolon duyarliligini degisik oranlarda saptamiglardir. 1994 yilinda yapilan bir
calismada siprofloksasin antibiyotigine diren¢ %4.4, 2000 yilinda %10.3, 2002’ de
%35.5, 2012’ de bu direng artisinin aksine %19.4 olarak saptanmigtir
[186;188;189]. Calismamizda siprofloksasin antibiyotik direnci %31 olarak
bulundu. Calismada kullanilan bir diger kinolon, norfloksasin antibiyotigidir. 2000-
2004 yillari arasinda E. coli suslarinda yapilan bir galismada norfloksasin
antibiyotik direnci %11’ den %43’ e yUkseldigi gorulmustar [190]. Nepal’ de yapilan
calismada siprofloksasin direncinin %45, norfloksasin direncinin %21.6 oldugu
belirlenmistir [191]. Calismamizda norfloksasin antibiyotik direnci %10 olarak
bulundu (Sekil 4.23).

Calismamiz kapsaminda diger bir antibiyotik grubu olan sefemlerden sefepim
antibiyotigi kullanildi. E. coli suslari ile yapilan ¢alismada sefepim antibiyotigine
direng orani 1996-2001 yillar arasinda %2.78, 2002-2007 yillar1 arasinda %14.17,
2008-2012 yillari arasinda %18.7 olarak bulunmustur [192]. 2011 yilinda 255 E.
coli susuyla yapilan bagka bir calismada sefepim antibiyotigine diren¢ orani %28.6
olarak belirlenmigtir [193]. Bizim g¢alismamiz kapsaminda sefepime antibiyotigine
direng orani %25 olarak saptandi (Sekil 4.23).

Meropenem ve imipenem antibiyotikleri klinik uygulamada en sik kullanilan
karbapenem grubu antibiyotikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir [194]. 2006 yilinda
meropenem antibiyotigiyle yapilan bir calismada ise E. coli suslarinda antibiyotik
direng orani %2 olarak bulunmustur [195]. Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismaya
paralel olarak meropenem antibiyotigine diren¢ orani %2 olarak bulundu. E. coli
suglari ile yapilan galismada imipenem antibiyotigine direng¢ orani 1996-2001 yillari
arasinda %4.16, 2002-2007 yillari arasinda %2.66, 2008-2012 yillar arasinda
%2.85 belirlenmigtir [192]. Bizim galismamizda imipenem antibiyotigine direngli E.

coli susu saptanmadi (Sekil 4.23).

E. coli suslarinda, piperasilin-tazobaktam antibiyotigine diren¢ oranlari 2006’ da
%46.6 ve 2011 de %45 olarak belirlenmistir [196;197]. Bizim c¢alismamiz
kapsaminda piperasilin-tazobaktam antibiyotigine diren¢ orani %42 olarak
belirlendi (Sekil 4.23).
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Calismamizda hastane kaynakli E. coli suslarinda ampisilin-sulbaktam ve
siprofloksasine antibiyotiklerine yuksek oranda diren¢ gelistigi, imipenem
antibiyotiginin ise en etkili antibiyotik oldugu saptandi (Sekil 4.23).

Calisma kapsaminda, P. aeruginosa suslarinin gentamisin, amikasin, piperasilin-
tazobaktam, sefepim, siprofloksasin, norfloksasin, imipenem, meropenem
antibiyotiklerine direng oranlari belirlendi. P. aeruginosa suslari, ampisilin-
sulbaktam antibiyotigine karsi direncli oldugu bilindigi igin bu antibiyotik
kullanilmadi1 [186]. P. aeruginosa suslarinin kullanilan antibiyotiklere direng
oranlari incelendiginde, en yuksek direng oraninin %43 ile gentamisin
antibiyotigine oldugu, en dusik antibiyotik diren¢ oraninin piperasilin-tazobaktam
antibiyotigine oldugu belirlendi (Sekil 4.24).
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P. aeruginosa suglarinda direng orani

Antibiyotikler

Sekil 4. 24. Calismada kullanilan P. aeruginosa suslarinin antibiyotik
direng oranlari
* Antibiyotik direng¢ oranlari Bélim 3.8.2 de anlatildigi sekilde hesaplandi.

Pseudomonas aeruginosa suglari hastane ortaminda yaygin olarak bulunan,
Ozellikle yogun bakim udnitesinde yatan hasta oOrneklerinden sik izole edilen
bakterilerdir. Nemli ortamlari tercih etmesi nedeniyle hastanelerde solunum destek
sistemlerinde Ureyebilmektedir. Nozokomiyal enfeksiyonlar icinde énemli bir yer
alan P. aeruginosa hastane kaynakli pndémonilerin %38 inden sorumlu
tutulmaktadir ve karbapenem dahil pek c¢ok antibiyotige diren¢ kazanmasi

nedeniyle glncel bir sorun olarak énemini korumaktadir [198].
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Latin Amerika’da yapilan bir galismada P. aeruginosa susglari igin antibiyotik direng
oranlarinin 1997- 2001 yillar arasinda yukseldigini gozlemlemislerdir. Antibiyotik
direnc oranlari 2001 yilinda sefepim antibiyotigi icin %45, piperasilin-tazobaktam
antibiyotigi icin %35, imipenem antibiyotidi icin %38, amikasin antibiyotigi icin %35,
siprofloksasin antibiyotigi i¢cin %50 olarak bulunmustur [199]. EARSS (European
Antimicrobial Resistance Surveillance System- Avrupa Antimikrobiyal Direng
Surveyans Sistemi) tarafindan yayinlanan raporda Avrupa ulkelerinde P.
aeruginosa suslarinda antibiyotik diren¢g oranlar incelenmistir. Bu raporda
antibiyotik diren¢ oranlari, Sefalosporinlere %3-44 arasinda, florokinolonlara %1-
49, aminoglikozidlere %21-56 arasinda, karbapenemlere %3-48 arasinda
bulunmustur [200]. Ulkemizde degisik cografik bdlgelerinde de P. aeruginosa
suslari ile yapilan calismalarda ise antibiyotik diren¢ oranlarinda farkhliklar
g6zlenmektedir. GUr ve arkadaslari tarafindan yapilan gok merkezli bir ¢alismada,
P. aeruginosa suslarinda, karbapenem digi beta-laktam antibiyotiklere karsi direng
oranlarini %30-97, imipeneme %29, siprofloksasine %50, aminoglikozidlere %26-
73 olarak bildirmiglerdir [201]. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda P. aeruginosa
suslarinin antibiyotik direng oranlari, 1999-2002 yillari arasinda aminoglikozid
grubu antibiyotiklere %216.3, kinolonlara %214.9, karbapenemlere %6 ve
karbapenem digi beta-laktam antibiyotiklere %7.5, 2002’ de imipenem
antibiyotigine diren¢ %18, meropenem antibiyotigine direng¢ %217, gentamisin
antibiyotigine diren¢ %64, amikasin antibiyotigine diren¢ %27, siprofloksasin
antibiyotigine diren¢ %40 ve norfloksasin antibiyotigine direng %30, 2004 yilinda
aminoglikozid grubu antibiyotiklere %20.5, kinolonlara %35.6, karbapenemlere
%32.9, karbapenem digi beta-laktam antibiyotiklere %24.6, 2011 yilinda amikasin
antibiyotigine direng %8.2, piperasilin-tazobaktam antibiyotigine diren¢ %15.4,
siprofloksasin antibiyotigine direng %20.5, sefepim antibiyotigine diren¢g %25.5,
meropenem antibiyotigine direng %43.9, imipenem antibiyotigine diren¢ %61.2
olarak direng saptanmigtir [202,203,204;205]. Bizim caligmamiz kapsaminda
kullanilan P. aeruginosa suslarinda, amikasin antibiyotigine direng¢ %10,
gentamisin antibiyotigine diren¢ %43, piperasilin-tazobaktam antibiyotigine direng
%7, sefepim antibiyotigine diren¢ %33, siprofloksasin antibiyotigine direng %17,
norfloksasin antibiyotigine direng %27, imipenem antibiyotigine diren¢ %20 ve
meropenem antibiyotigine direng %13 olarak belirlendi (Sekil 4.24). Bu sonuglara
gore P. aeruginosa suslari icin en etkili antibiyotikler piperasilin-tazobaktam ve
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amikasin olarak saptandi. Sonug olarak P. aeruginosa suslarinda antibiyotiklere
yuksek oranda direng gorulmektedir (Sekil 4.24). Bu direng mekanizmalarinin
bilinmesi ve yaylliminin onlenmesi olduk¢a onemlidir. Bu baglamda akilci
antibiyotik kullanimi ve yeni antimikrobiyal maddelerin kesfi konulari énem

kazanmaktadir.

Literatlrde Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinda bakteriyosin
uretimleri ve antibiyotik duyarhligi arasindaki iliskinin incelenmesi baglaminda bir
calismaya ulasilamamistir. Bu baglamda farkli suslarla yapilan c¢alismalar
bulunmaktadir. 2012’ de Listeria monocytogenes dahil Gram pozitif bakteri
turlerine kargi guglu antibakteriyel etkiye sahip bakteriyosin Ureticisi Enterococcus
hirae suslar ile yapilan bir ¢alismada suslarin kullanilan antibiyotiklere duyarli
olduklari saptanmistir [206]. Daha o©nce belirttigimiz gibi 2013 vyilinda
Enterococcus faecium suslarinda yapilan calismada ampisilin, kloramfenikol,
gentamisin, norfloksasin, penisilin, streptomisin, sulfametoksazol-trimetoprim ve

vankomisin antibiyotiklerine duyarl oldugu belirlenmigtir [184].

Bizim calismamiz kapsaminda kullanilan Escherichia coli suslarinda bakteriyosin
uretimi ile antibiyotik duyarlihd arasindaki iligkinin incelenmesi sonucunda tum en
yuksek bakteriyosin Uretimi goértlen E. coli 26S, E. coli 14, E. coli 27 ve P.
aeruginosa 8, P. aeruginosa 15, P. aeruginosa 22 suslarinin kullanilan

antibiyotiklere duyarli olduklari belirlendi.

4.7. Escherichia coli 26S ve Pseudomonas aeruginosa 8 Suslarindan

Plazmid DNA'’ larinin izolasyonu ve Jel Elektroforezi ile Analizi

Gram negatif bakterileri bakteriyosinlerinden en ¢ok c¢alisilan Escherichia
coli tarafindan Uretilen, hliicre membraninda por olusturmak ya da DNA, tRNA,
rRNA Uzerine nukleaz aktivitesi gostermek gibi gesitli etkileri olan kolisinlerdir. Bu
maddeler, Gram negatif bakterilerin bakteriyosinlerini iyi bir sekilde temsil
etmelerine ragmen bakteriyosin ailesinin alt gruplari arasinda farklliklar oldukca
fazladir. Bu bakteriler tarafindan uretilen bakteriyosinler plazmid, kromozom ya da
her ikisi Uzerinden kodlanabilirler [18; 21; 22; 24; 26].

Calismamizda, antibakteriyel aktiviteye sahip E. coli ve P. aeruginosa suslarindan
plazmid DNA izolasyonu amaglandi. E. coli’ den E. coli 35K, E. coli 26S, E.
coli6, E. colil4,E. coli 27, E. coli33, E. coli38, E. coli48, E. coli50 suslari
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kullanildi.  P. aeruginosa’ dan P. aeruginosa 3, P. aeruginosa 8, P.
aeruginosa 9, P. aeruginosa 10, P. aeruginosa 15, P. aeruginosa 16, P.
aeruginosa 17, P. aeruginosa 22, P. aeruginosa 23 susglari kullanildi. Bu suslardan
Bolim 3.9’ da belirtildigi sekilde plazmid DNA izolasyonu yapildi. Agaroz jel
elektroforezi sonucuna goére E. coli 35K, E. coli6, E. coli33, E. coli38,E.
coli 48, E. coli 50 suglarinda plazmid DNA fragmentlerinin varligi saptandi. P.
aeruginosa 3, P. aeruginosa 8, P. aeruginosa 9, P. aeruginosa 10, P.
aeruginosa 15, P.  aeruginosa 16, P.  aeruginosa 17, P.  aeruginosa 22, P.

aeruginosa 23 suslarinin ise herhangi bir plazmid DNA fragmenti tasimadigi
belirlendi (Sekil 4.25).

EEEEEEEEDERE
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Sekil 4. 25. Escherichia coli suslarinda plazmid izolasyonunun

agaroz jelde goruntilenmesi

* Calismada kullanilan suslar; E. coli 26S (1), E. coli 6 (2), E. coli 35K (3), E.
coli 33 (4), E. coli 38 (5), E. coli 48 (6), E. coli 50 (7), E. coli 27(8), E. coli 14

9)

** Jel goriuntileme igin; Gel Logic 200 Molecular Imaging System (Kodak,
Rochester) kullanildi.

*** 1 kb DNA Marker (M) [208]

Literatlre baktigimizda, Escherichia coli suglari bakteriyosinlerinin plazmid ya da
kromozom Uzerinden kodlandigi belirlenmigtir. Dizi analizi agisindan kolisinlerle

benzerlik gosteren, Pseudomonas aeruginosa suslari tarafindan uretilen nukleaz
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aktivitesine sahip piyosinlerin ise kendi kromozomlari Uzerinden uretildigi
bilinmektedir [207]. Gram negatif enterik bakterilerden olan Serratia marcesens’ in
bakteriyosinleri kolisinlerle yakindan iligkilidir ancak bu bakterinin bakteriyosinleri
hem plazmid hem de kromozom Uzerinden Uretilebilmektedir [53;54;208]. Bizim
calismamiz kapsaminda kullanilan en yuksek verimli E. coli 26S ve P. aeruginosa
8 susglarinda plazmid DNA saptanmadigi i¢in bakteriyosin uretiminin kromozom

uzerinden kodlandigi dusunulmektedir.

Ozetle:

» Calismamizda ilk olarak, c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve
identifikasyonlari yapilmis olan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa turlerinden 105 bakteri susunun antibakteriyel
madde uretimleri arastirildi.

» Yapllan testler sonucunda kullanilan bakterilerden en yuksek antibakteriyel
etkiye sahip suslar olarak, Escherichia coli’ den E. coli 26S, E. coli 14, E.
coli 27 ve Pseudomonas aeruginosa’ dan P. aeruginosa 8, P. aeruginosa
15, P. aeruginosa 22 segildi. Proteinaz K ve tripsin uygulanmasi sonucunda
bu suslardan elde edilen antibakteriyel maddelerin proteolitik enzimlere
kismen ya da tamamen hassas oldugu belirlendi.

» Uygun yontemin belirlenmesi amaciyla, modifiye damlatma, kuyucuk ve
disk difizyon ydntemleri arasindan en uygun yontemin disk difizyon
yontemi oldugu belirlendi. En yuksek verimli bakteriyosin Uretici suslar
olarak E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 segcildi.

» E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarinin bakteriyosin Uretimleri igin
fizyolojik kosullarin optimizasyonu gergeklestirildi. En verimli bakteriyosin
uretimleri her iki bakteri susu igin de Luria Bertani Broth besiyerinde, pH
7,0 de 37 °C ve 21 saatte gergeklestirildi. Bakteriyosinlerin Uretimleri,
bakteri Gremesinin logaritmik evresinde baglamakta ve durgunluk fazinin
sonlarinda minimum dizeye gerilemektedir. Calkalamali ve statik kosullarin
ise antibakteriyel madde Uretimine en az etkili faktor oldugu belirlendi.

» Bakteriyosinlerin  kararlihlk sudreglerini  etkileyen c¢esitli parametreler
arastinldi. Bu baglamda bakteriyosinlerin, yuksek sicakliga, depolama
kosullarina, bazi organik g¢ozlculere, deterjanlara ve kimyasallara karsi
duyarhligi belirlendi.
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> E. coli 26S’ den elde edilen bakteriyosinin 75 °C’ de 30 dk ve P. aeruginosa
8‘ den elde ettigimiz bakteriyosinin 90 °C’ de 30 dk kararliligini korudugu
saptandi. Her iki bakteriyosin orneginin yuksek sicaklik karsisinda direncli
ve endustriyel uygulamalarda tercih edilebilir olduklar belirlendi.

» Kullanilan organik ¢ozuculerden aseton ve etanol her iki sus icin de kayba
neden oldu. Etanol, E. coli 26S bakteriyosini Gzerinde %25, P. aeruginosa 8
bakteriyosini Uzerinde ise %32 oraninda kayba neden oldu. Aseton, E. coli
26S bakteriyosini Uzerinde %30, P. aeruginosa 8 bakteriyosini Uzerinde ise
%37 oraninda kayba neden oldu. Kloroform ise P. aeruginosa 8 tarafindan
uretilen bakteriyosine etki etmektedir ve bakteriyosin aktivitesinde %16
kayba neden oldugu saptandi. Metanol ve butanolin her iki susun
bakteriyosinleri Uzerine etkisi olmadigi belirlendi. SDS’ in E. coli 26S
bakteriyosini Uzerine %10, P. aeruginosa 8 bakteriyosini Uzerinde ise %5 ve
Tween 80’ in ise E. coli 26S bakteriyosini Uzerinde %20, P. aeruginosa 8
bakteriyosini Uzerine ise %21 oraninda kayba neden oldugu belirlendi.

> E. coli 26S’ in, 25 °C’ de, bakteriyosin aktivitesinin, 30. giinde % 90, 60.
ginde % 75, 90. giinde % 35 oraninda korundugu belirlendi. 4 °C’ de 90.
ginde % 90, 180. glinde ise % 70 oraninda korudugu belirlendi. P.
aeruginosa 8’ in, 25 °C’ de, bakteriyosin aktivitesinin,15. glinde % 75, 30.
ginde % 53, 60. ginde % 36, 90. gunde % 21 oraninda korundugu
belirlendi. 4 °C’ de 90. giinde % 79, 180. ginde ise % 59 oraninda
korundugu belirlendi. -20 °C’ de 6 ayda bakteriyosin aktivitelerinde herhangi
bir kayip belirlenmedi.

> Uretilen bakteriyosinlerin kismi saflagtinimasi igin amonyum silfat
¢Oktirmesi yapildi. E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 bakteriyosinleri igin %80
oraninda amonyum sulfat ¢cokturmesinin uygun oldugu saptandi.

» Kullanilan E. coli suslarindan tim antibiyotiklere duyarli olanlarda
antibakteriyel madde Uretimi saptandi. E. coli suglarina benzer olarak P.
aeruginosa suglarinda tim antibiyotiklere duyarli olan suslarda en yuksek
bakteriyosin Uretimi saptandi. Ancak P. aeruginosa suslarinda bir ya da
daha fazla antibiyotie direncli suslarda da antibakteriyel madde uretimi

oldugu belirlendi.
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» Plazmid DNA izolasyonu sonucunda E. coli 26S ve P. aeruginosa
8 suglarinda plazmid DNA saptanmadigl igin bakteriyosin dretiminin

kromozom uzerinden kodlandigi dugunulmektedir.

Bu calismalarin sonucunda E. coli 26S ve P. aeruginosa 8 suslarindan
antibiyotiklere alternatif olabilme potansiyeli olan bakteriyosinler elde edildi.
Yapilan calismalar kapsaminda bakteriyosinlerin antibakteriyel aktivitelerinin yani
sira kanser arastirmalarindaki 6nemlerinden dolayi elde edilen bu maddeler daha
sonra yapilacak galismalara dnculuk edebilir. Bu baglamda bakterilerin savunma
mekanizmalarinin dnemli bir pargasi olan bakteriyosinlerin, hem antibakteriyel
hem de anti kanser Ozelliklerinden dolayl gelecekte farmasétik endustrisinde

oldukga etkin rol oynayacaklari dusunutlmektedir.
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