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Bacillus Cinsi Bakterilerin Antimikrobiyal Aktiviteleri,
PHB Uretimleri ve Plazmid DNA ’lari’

Ebru Kalayli? , Yavuz Beyatl®

Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgi

Cubuk seklinde duz ya da dize yakin hucrelerdir. Cogu koétu sartlara direnglidir.
Genelde gram pozitiftirler. Peritrik flagellali ve flagellalari hareketlidir. Aerobik ve
faklltatif anaerobturlar. Cogunda oksijen terminal elektron alicisidir. Endospor
olustururlar. Vejetatif hucreler 0.5X1.2 ym ile 2.5X10 ym ¢apindadir. Bacillus
genusunun koloni morfolojisi ¢esitlilik gosterir. Geneli beyaz veya krem renkli
kolonilere sahiptir. Bazi turlerinde sari, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde
pigmentli kolonilere de rastlanir. B. mycoides 'in kolonileri ise rizoid sekilde agarli
besiortami Uzerine yayilir (1).

Bacillus 'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik turleri bulunur. Cok yuksek sicaklik
derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda Urerler.
Butln tirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart infusion ve Kanli Agar
gibi besiyerlerinde oldukga iyi Urerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve
alkol iceren ; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda
cok iyi gelisirler (2).

Bacillus genusu uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir.
Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir.
Buna ilaveten sporlar hlcre igerisinde sentral yada subterminal olarak yerlesebilir.
Bacillus 'larin hdcre duvari, hucre yuzeyini tamamiyle oOrten yuzey katmani
parakristalin olusturur. Bacillus 'lar genellikle karbonhidrat kapsuli bulundururlar.
Tipik habitatlari toprak olmasina ragmen dogada genis olarak, sut ve sut
urnlerinden hava su ve yiyecek gibi birgcok ortamdan elde edilebilirler (3).
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Katalaz ve asit uretirler ama gaz olusturmazlar. Bacillus 'larin baz turleri yiyecekler
icin 6nemli olabilir. Bazi Basillus 'larin proteolitik enzimleri peynir yapiminda
kullanilabilir. Bazi turleri de bocek patojenidir (4).

Bacillus ’larin birka¢c tart polipeptit sinifindan antibiyotik Gretir. Antibiyotikler
kultdrlerde sporulasyon asamasi oldugu zaman olugsmaya basladigi gézlenmigtir (1).

Turnbell and Kramer (5)’ in yaptiklari bir arastirmaya goére Bacillus turlerinin teghisi ve
trler arasindaki farkhliklarin tespiti igin spor ve sporangiyum morfolojileri temel
alinmigtir. Buna gore de Bacillus ’lar 3 grupta toplandiriimigtir.

Birinci grup Bacillus ' larda kendi iclerinde A ve B olmak uzere ikiye ayrilir. Bu her iki
grupta sporangia sismemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli, sentral veya terminal
konumludur. Gram pozitiftirler. A grubu ve B grubu arasindaki fark ise A alt grubunda
hicre genisligi 1um den kigulk, B alt grubunda ise 1uym den buyuktur. A alt grubuna
ornek olarak B. megaterium ve B. cereus; B alt grubuna Ornek olarak da B.
licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir (5).

ikinci grupta yer alan Bacillus tirlerinde sporangia sismistir. Sporlari elips, sentral
veya terminaldir. Bu grupta yer alan Bacillus turlerine 6rnek olarak B. polymyxa, B.
macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B laterosporus ve B. brevis
verilebilir (5).

Uglincli grupta yer alan Bacillus turlerinde de sporangia sismistir. Sporlar kuresel,
subterminal veya terminal konumludur. Ornegin B. sphaericus bu gruba érnek olarak
verilebilir (5).

Bu genus igindeki bakterilerin cogu patojen degildir. iki adedi insan ve hayvanlarda
hastalik olusturan basillerdir. Bunlar da B. antracis ve B. cereus ' tur.

Bacillus anthracis insan ve hayvanlarda antraks, sarbon, ¢oban c¢ibani denilen
hastaligin etkenidir. Hastalik B. anthracis sporlarinin zedelenmis deri, mukozalar ve
seyrek olarak solunum vyolu ile akcigerlerden organizmaya girmeleri sonucunda
olusur. B. anthracis 'ler bulunduklari yerden lenfa yolu ile kana yayilma ve orada
¢ogalma egilimindedirler.

B. anthracis giris kapisina gore deri sarbonu, akciger sarbonu, bagirsak sarbonu ve
septisemiye sebep olur (6).

B. subtilis toz, toprak, gubre, bitki ve hayvanlar ile sut ve sularda bulunan bir
bakteridir. Sutli igceceklerin, ekmegin, sebze ve meyvelerin bozulmasinda etkendir.
B. subtilis 'in  kultir stzuntulerinden elde subtilin adi verilen bu maddenin bazi
bakterilere karsi inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Bakteri aslinda saprofit olmakla
birlikte dogrudan dogruya doku ve Ozellikle gbz igerisine girmesi sonucunda
panoftalmi, iridoksilit gibi gbz yangilari meydana getirebilir. B. subtilis 'in besin
zehirlenmesi yaptigindan da suphelenilmektedir (6).

Nitrojen kaynagi, karbon kaynagi, oksijen duzeyi, sut kompanentleri gibi etkenler

sutte B. cereus 'un gelisimini etkiler. Ayni zamanda B. cereus 'un gelisimi sutln
islenmesi sirasindaki pH ve sicakliga da baglidir. Sporlari pastorize sutte canl olarak
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kaldiklarindan, sutlerin oda sicakhginda bozulmasina yol agar. B. cereus diyare,
bulanti- kusma olmak Uzere, iki turlu gida zehirlenmesi yapar (7).

B. brevis, B. licheniformis, B. subtilis ve B. sphaericus' un besin zehirlenmesine
sebep oldugu belirtiimistir (Buchanan et al.1974).

B. licheniformis bacteraemia, septisemi, periton iltihabi, korneal Ulser ve goz iltihabi
enfeksiyonlarindan sorumludur. Diyare ve kusma-bulanti seklinde de besin
zehirlenmesine sebep olur (7).

B. stearothermophilus ve B. coagulans konservelerde eksimeye sebep olur. B.
Sphaericus bacteraemia, menenjit ve endokarditis olmak Uzere 3 gesit enfeksiyon
etmenidir. Ayni zamanda bdcek patojenidir. B. brevis ve B. megaterium besin
zehirlenmesine sebep olabilir (7).

Bacillus ' larin Antimikrobial Ozellikleri

Birgok arastirmacinin degerlendirmesi sonucunda cgesitli st ve fermente Urln
mikroflorasinda yer alan birgok bakterinin birbirleriyle etkilesimi oldugu gézlenmistir.
Buglne kadar yapilan arastirmalarda cgesitli sut fermente UrUnlerden izole edilen
bakterilerin Bacillus 'lar uzerine antimikrobial aktivitesi incelenmis Bacillus 'larin sut
ve fermente Urunlerdeki diger mikroorganizmalar Uzerine etkisi cok az arastirmaya
konu olmusgtur.

Degisik bakteri turleri tarafindan olusturulan ve ayni tirlerin farkh suslarina oldurtcu
veya diger bakteriler Uzerine inhibe edici etkisi olan maddelere bakteriosin denir (8).

Bakteriosinler farkli bakterilerin ribozomal olarak sentezledigi antimikrobial
peptitlerdir. Uc¢ grup igerisinde siniflandirilir. Lanthibiotikler (modifiye edilmis
aminoasit lanthionine igeren), Cystibiotikler (onlarin aktivitesi igin ya da daha fazla
disulfit bagdi iceren) ve Thiolbiotikler (bir aktif — SH grubu iceren) dir. Bakterosin
uretimi sporulasyon esnasinda azalir (9).

Bazi Bacillus suslari sekonder metabolit olarak cesitli maddeler Uretirler ve bu
maddelerinde farkli mikroorganizmalar Uzerinde inhibitor aktivitesi vardir. B.
megaterium ' dan elde edilen megacinler bu mikroorganizma ile iliskide olan diger
mikroorganizmalari inhibe eder. B. subtilis 'ten izole edilen botrycidin AJ 1316 ve
alirin B — 1 antifungal aktiviteye sahiptir. Yine B.subtilis 'ten elde edilen subtilin ve
subtilosin A gram pozitif bakterilerin cogu susu Uzerinde etkilidir. B. licheniformis M-4
den M-4 amoebicidal madde bakteri ve fungiye karsi aktif oldugu tespit edilmistir
(10). B. brevis gramisidin antibiyotigi Uretir. B. polymyxa 'dan polymyxin antibiyotigi
elde edilir (7).

Antibiotikler cok az yogunlukta dahi mikroorganizma geligimini engelleyen, biyolojik
kokenli, sekonder metabolitlerdir. Bunlar mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici
bakteriostatik veya fungustatik olabildikleri gibi; mikroorganizmanin 6lumune sebep
olan “bakterisit® ve “fungisit” gibi maddelerde olabilirler. Segici toksisiteye sahip
olduklarindan, ¢ok dusuk konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zararli olup,
makroorganizmaya zarar vermezler (11).

26



B. thuringiensis HD-2 susu tarafindan Uretilen bakteriosin thuricin olarak
adlandiriimig bu maddenin gram pozitif bakterilere karsi aktif oldugu bildirilmistir.
Antibiyotigin SDS-PAGE’ de jel Uzerinde 2-3 mm’ lik bant olusturdugu tespit
edilmigtir (12).

B. licheniformis ve B. subtilis suglari tarafindan Uretilen antibiotie bacitrosin adi
verilmistir. Genel olarak mikroorganizmalarda sekonder metabolitlerin Gretimi
logaritmik fazin sonunda, sporulasyondan Once meydana gelmektedir. Karbon
kaynagi olarak glikozun ortamda kullanimi ve gelismenin sonraki agamalari sirasinda
azalan pH ile bacitrasin Uretimi artmistir. pH 8.0’ da bacitrasin uretimi artarken, pH
8.4’ de azalmaktadir (13).

Yapilan bir arastirmada B. aurantinus 'un gram pozitif bakteri ve anaeroplara karsi
antimikrobial aktivite gosteren aurentinin A ve B’ yi kapsayan bir yeni poliketit
antibiyotik kompleksi meydana getirdigi aciklanmigtir (14).

Bir baska calismada Bacillus cinsinin yabani tip suglari antimikrobial aktivite igin
secilmistir. iki adet susun B. polymyxa MIR 23 ve B. circulans MIR 13’in Micrococcus
luteus ' a kars! aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bunlardan B. polymyxa MIR 23’ Gin E.
coli, P. aeroginosa ve Aspergillus niger 'e karsi aktif oldugu gozlenmistir. Buna
karsilik B. circulans MIR 13 bu organizmalara kargi aktif olmadigi goézlenmistir.
Calismada B. subtilis ATCC 6633 ve B. polymyxa ATCC 10401 suslari standart
antibiyotik Uretici sus olarak kullaniimistir (15).

Son yillarda ¢gogu mikroorganizma antibiyotiklere direng kazanmistir. Bu sebepten
dolay! yabani tip mikroorganizmalarin antibiyotik Uretmesi veya genis antimikrobial
aktiviteye sahip olmasi ¢cok 6nem tasimaktadir. Bu antibiyotiklerin patojenlere karsi
etkili olmasi1 onemli goraimustar (15).

Perez ve ark. (16) yaptiklari bir calismada, gram negatif mikroorganizmalara karsi
aktif antimikrobial maddeye sahip olan MIR 15 susunu elde etmislerdir. Bu sustan
elde edilen antimikrobial maddenin kullanim avantajlari ve biyokimyasal yapisi
hakkinda bilgi verilmigtir. Antimikrobial maddenin profilleri ve uretimi kultivasyon
sicakhgi ile gesitlilik gostermistir.

Bu sus tarafindan antibiyotik dretimi 37 °C' de meydana gelmektedir. Bu susun
olusturdugu antibiyotik ve antimikrobial aktivitesi B. subtilis ATCC 6633 MIR 15 susu
ile kargilasgtinldiginda bu susun antimikrobial glcu dikkate deger bulunmus ve
standart sus olarak secilmistir. Sus E. coli ve P. aeroginosa gibi gram negatif
mikroorganizmalara karsi antimikrobial aktivite gostermigtir. Sug tarafindan Uretilen
antimikrobiyal madde diger Bacillus suglari tarafindan Uretilen polimiksin ve tyrotrisin’
in etkisine benzetilmistir.

MIR 15 susunun ¢ok sayida antibiyotie direng gosteren P. aeroginosa 'ya karsi
aktifliginin dnemli oldugu agiklanmistir (16).

B. subtilis FHC 402 tarafindan dretilen antibakteriyal faktorin bir glikopeptit
olabileceg@i gosterilmistir. Antibakteriyal faktorin molekualer agirligi jel filtrasyonu ile
3200 olarak tahmin edilmistir. Diger arastirmalarda Bacillus turleri bacitrasin,
polimiksin, brebistin ve peptit antibiyotik gibi birka¢ peptit antibakteriyal faktor
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urettikleri bildirilmistir. Bu antibakteriyal faktoérlerin molekuler agirliklarinin B. subtilis
FHC 402 nin antibakteriyal faktérinden daha az olduguna gosterilmistir (17).

Bakteriyal faktor ve hekzametafosfatin birlikte kullanimi ile ve sistemin non-toksisitesi
saglanildigi  zaman vyiyeceklerin ¢odgu tipinde gram negatif bakterilerin
proliferasyonunu engellemek i¢in 6nemli oldugu dusunulmastir (17).

Bacillus 'lar Uzerinde ¢esitli arastirmalar yapiimistir. Kaynak olarak Denizli Acigdl’den
izole edilen 23 adet Bacillus turu TEM-FA-1 den TEM-FA-23’e dogru siralanarak
adlandirilmigtir.  Suglarin  antimikrobial aktiviteleri B. subtilis, S. aureus, S.
typhimirium, M. luteus, Proteus vulgaris, E. coli, K. pneumoniae, Mycobacterium
smegmatis ve Candida albicans 'a karsl denenmistir. Elde edilen sonuclardan
antibiyotigin peptit yapisinda oldugu ve ¢ogunlukla Gram pozitif bakterilere kargsi etkili
oldugu, bunun yaninda Gram negatif bakterilere etkisinin az oldugu gosterilmistir.
Suglar tarafindan dretilen antibiyotiklerin antifungal aktivitelerinin az oldugu
bildirilmistir (18).

B. subtilis ATCC 39374 ve ATCC 39320 suglari ile yapilan bir ¢alismada, suslarin

insan patojenlerinin goguna, anaerob ve aerob bakterilere kargi genis ve kuvvetli bir
aktiviteye sahip oldugu aciklanmigtir. Diffisidin ve oksidiffisidin antimikrobial
maddelerinin protein sentezini etkiledigi, bakterisidal etkisinin oldugu belirtilmistir
(19).

Gunumuzde bilinen 8000 antibiyotigin kayitlarda var oldugu belirtiimis ve buna her yil
yuzlercesinin eklendigi ilave edilmektedir. Buna ragmen yeni antibiyotiklerin arayis ve
kesfinin beklenildigi belirtiimistir. Bu agidan bakildiginda Bacillus genusu antibiyotik
uretici kaynak olarak gosterilmigtir (18).

Yapilan galismalarin gogunda Bacillus izolasyonu topraktan, besinsel kaynaklardan
ya da bitkisel kaynaklardan elde edilmigtir. Yapilan bir ¢alismada Bacillus susgu
sarimsagin rizosferinden elde edilmigtir. Susun sarimsakta curimeye yol agan
Fusarium oxysporum Uizerine etkisi arastiriimistir. izole edilen Bacillus polymyxa KT-
8 susu tarafindan Uretilen maddeye fusarisidin A adi verilmigtir. Madde funguslara
kargi dnemli dlgude aktif, Micrococcus luteus ve Staphylococcus aureus gibi Gram
pozitif bakterilere kargi aktif oldugu, bununla birlikte Gram negatif bakterilere kargi
antimikrobial aktivitesinin olmadigi belirtilmistir (20).

Bacillus polymyxa KT-8 susu ile yapilan diger bir calismada da, bu susun Urettigi
fusarisidin B, C ve D elde edilmistir. Bunlarin antimikrobial aktiviteleri fusarisidin A ile
kargilastiriimistir. Fusarisidin B ve C, fusarisidin A’da oldugu gibi funguslara karsi
guglu bir aktivite gostermigtir. Yine fusarisidin B, C ve D Staphylococcus aureus ve
Micrococcus luteus gibi Gram pozitif bakterilere karsl guglu aktivite gdstermistir.
Fusarisidin B ise Candida albicans IFO 1594 ve Saccharomyces cerevisiae HUT
7099 gibi mayalara kars! orta derecede aktif oldugu bulunmustur. Bununla beraber
fusarisidin C ve D’ nin mayalara kargi aktif olmadigi belirtilmigtir (21).
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Cesitli sebeplerden dolayi fungusitlerin kullaniminin istenmeyen sonuglar dogurmasi
ve ekonomik olmamasi sebebi ile de alternatif arayislarina baslanmistir. Bundan
dolayl da biyolojik kontrol cazip bir duruma gelmistir. Biyolojik kontrolde Bacillus
genusu bakteriler Uzerine dikkatleri yogunlastirmigtir.

Bacillus turlerinin biyolojik kontrol ajani olarak cazip olmasinin sebepleri, toprakta bol
miktarda bulunmalari, cesitli biyolojik aktif metabolitlerin Gretimi ve sabit sicaklik
direncli spor formlarini olusturma yetenekleri olarak rapor edilmigtir (22).

B. subtilis ATCC 6633 susu antifungal peptit antibiyotik potansiyeli iceren
mycosubtilin Ureticisi olarak teshis edilmistir (23).

B. brevis ’in durgun faz kdltar hdcreleri siklik dekapeptitler gramisidin S ve tirosidin
urettigi tespit edilmistir (24).

B. subtilis siklik peptit antibiyotik mycobacillin, iturin A, bacillomysin, mycosubtilin,
fungustatin, subsporin, bacillisin ve fengimisin Urettigi bulunmustur (25).

B. subtilis FS 94 ile yapilan ¢alismada, filtratlarinin fungusidal ve fungustatik aktivite
gOsterdigi bildirilmistir (25).

B.cereus UWB85' in iki yeni antibiyotik Zwittermisin A ve antibiyotik B urettigi
bulunmustur. Bakteri filtratlarinin hastaliga neden olan Phytophthora medicaginis
bakterisini baskiladigi belirtilmigtir (22).

B. subtilis Uzerine yapilan bir arastirmada bakterinin antifungal etkisi Penicillum ve
Aspergillus suglari Uzerinde arastirnilmistir. Bakterinin Penicillium Gzerinde daha
fazla antifungal aktivite gosterdigi agiklanmigtir (26).

Bacillus sp.” lerden izole edilen, dnceden tanimlanan peptidal antibiyotiklerden
biyolojik ve kimyasal olarak farkl Bacillus cereus UW85 ten izole edilen yeni bir lineer
aminopolyol izole edilmistir ve buna Zwittermisin A adi verilmigtir. Bu maddenin
yapisi spektrofotometrik metodlarla tespit edilmistir (27). Zwittermisin A’ nin
Phytophthora medicaginis ' in sebep oldugu bitkisel hastaligi engelledigi belirtiimistir.
Bu maddeyi Ureten baska Bacillus suslari Uzerinde de c¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarin sonucunda B. thuringiensis 'inde bu maddeyi Urettigi bulunmustur (28).

Polihidroksibitiirik Asit (PHB) Uretiminde Kullanilan Bacillus ' lar

Gelisen dinya sartlari beraberinde asiri plastik kullanimini da getirmistir. Kullanilan
bu plastigin miktari ginimuzde korkun¢ boyutlara ulagsmistir. Plastiklerin buyuk bir
cogunlugu kullanimdan sonra ortama atik plastik olarak terk edilmektedir. Bu da
beraberinde asiri bir gevre kirliligini getirmektedir. Gunumuizde halen kullaniimakta
olan plastik petrolden elde edilen polietiien maddesinden yapilmaktadir ki bunun
tabiatta parcalanmasi yiizlerce yiIl almaktadir. iste bu sebeplerden dolayi bilim
adamlarinin  dikkatini dogada mikroorganizmalarca pargalanabilen biyoplastik
maddesi gekmistir.
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Bacillus subtilis kulturleri distile suda otolize oldugu zaman pH’ inin bilinmeyen bir
asit olusumu nedeni ile azaldigi bildirilmistir. Bu bilinmeyen asitin diyabetli
hastalardan alinan idrardaki [B-hidroksibltirik aside benzer bir bilesik oldugu
bulunmustur. B-hidroksibutirik asit, onceleri diyabetli hastalarin salgiladigi keton
bilesiklerinden biri olarak tanimlanmigtir. Yapilan caligmalar sonunda Lemoigne
pozitif olarak intraselller poli-B-hidroksibutirik asit olarak B. megaterium 'un otolizi
sirasinda ortaya c¢ikan B-hidroksibutirik asit monomerinin kaynagdi oldugu tespit
edilmigtir (29).

Dogal PHB grandulleri ilk kez Bacillus megaterium ve Azotobacter beiyerinckii 'nin
hicre ekstraktindan izole edilmistir. Saf Bacillus megaterium granulleri i¢in gliserollu
hem farkli hemde gradientli santrifujler kullanmiglar ve orijinal sentez aktivitelerinin
yaklagik %30’ unu tutan preparasyonlarini guvenli bulmuslardir (30).

Nickerson (31), NaBr’ de yogun gradient santrifiju ile Bacillus thuringiensis 'in sporlu
kultarlerinden PHB granullerini saflastirmig  ve sporlardan PHB granullerini
ayirabilmigtir.

Benoit ve ark. (32), Bacillus thuringiensis HD-1 susunun sporlasyon esnasindaki
PHB duretimi ile ilgili calismalar yapilmistir. Bu susun asetatin tUmunu yada bir
kismini 2-3 butandiol ¢emberine dénusum igin okside ettigi gorulmastir. Glikoz
pruvata fermente olmustur. Cemberden ayrilan asetat PHB uretim icin kullaniimigtir
ki PHB’ de karbon bir enerji kaynagi olarak spor formasyonu esnasinda tuketilmistir.

B. amyloliquefaciens DSM7, B. cereus DMS31, B. circulans DSM1529, B.
laterosporus DSM335, B. licheniformis DSM394, B. macerans DSM7068, B.
megaterium DSM90, B. mycoides DSM2048, B. sphaericus DSM28, B. subtilis
DSM10, B. thuringiensis DSM2046 suslari Uzerinde yapilan g¢alismalarda propiyonik
asit, valerik asit ve heptanoik asitin bulunusunda poli-D-(-)-3-hidroksibutirat (poli-HB)
ve poli-D-(-)-3-hidroksivalat (poli-HV)' in dretimi kargilastiriimistir. Propiyonik asitte
gelismenin iyi oldugu gbézlenmistir. Valerik asitte propiyonik aside goére gelismenin
zayif oldugu fakat poli-HV yuzde miktarinin arttigi bildirilmistir. Heptanoik asitte ise
gelisme ve poli-HB oraninin disuk oldugu acgiklanmistir. Heptanoik asitte poli-HV
eser miktarda tespit edilmistir. Bunun sebebide heptanoik asidin toksik etkisine
baglanmistir (33).

Dave ve ark. (34) yapmis olduklari bir ¢alismada petrokimyasal atiklarda Bacillus
cinsinin Uretilmesi ve urettikleri PHB miktarini arastirmiglardir. 12 sus Uzerinde
yapilan ¢alismada 10 Bacillus susu PHB uretmigtir. Ortama glukoz ilavesi ile Gretim
13 kat artmistir. Karbon kaynagi olarak ortama asetat ve laktoz ilave edildiginde PHB
uretiminde azalma bulunmustur.

B. cereus ve B. megaterium 'dan polihidroksialkonatlari teghis ve karakterize etmek

icin proton-NMR spektroskopisi, kutle spektrofotometrisi, gaz kromotografisi ile
kombine olan bir prolizis metodu kullaniimigtir (35).
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Bacillus 'larda Plazmid DNA Caligmalari

Bazi prokaryotik ve mikrobiyal dkaryotik canlilarda kendi blyuk sirkller ve sarmal
kromozomlarindan ayri olarak diger genetik elementler de bulunmaktadir. Bunlara
genel olarak plazmid adi verilmektedir.

Ekstranukleer elementler bazi 6zel genetik bilgiler tasirlar ve bunlarida diger
mikroorganizmalara transfer edebilirler. Plazmidler ¢ift iplikgikli sirktler ve sarmal bir
yapi 6zelligine sahiptirler. Bakterilerin stoplazmalari iginde (plazmid) bulunabileceqgi
gibi, kromozomlada birlegebilirler (episom). Plazmidler bir bakterinin yasami igin
gerekli degildir. Plazmidler bakterilere bazi 6zel yetenekler kazandirirlar.

Plazmidler bakteri hiicresi iginde kendi bagimsiz durumlarini devam ettirebilecek ve
otonom replikasyon kapasitesini koruyabilecek genetik bilgilere sahiptirler (35).

Bacillus cinsine ait suslarin sergiledigi ¢ok farkli 6zellikler, bu bakterilerin tagidiklari
Plazmid DNA'’ lari ilging bir hale getirmistir. Bu bakteriler Gzerinde bir¢cok arastirma
yapiimig ve halen devam edilmektedir.

Bacillus popilliae' nin farkl suslarindan plazmidlerin farkh diziligleri rapor edilmistir.
Plazmidlerin rutin ¢alismalari sirasinda U¢ plazmid tespit edilmis, pBP149, pBP082
ve pBP043 olarak belirtilmistir. Bunlardan pBP149 ve pBP082 yaklasik olarak 12+0.4
ve 7.4+£0.1 kb agirhginda olduklari bulunmustur. pBP043 ise 4.9+0.3 kb olarak
belirtilmistir (36).

Yapilan bir aragtirmada B. subtilis 168’ in igerdigi yuksek kopya sayili p5’aB10 varligi
gosterilmigtir. Plazmide eksponansiyel, erken durgun ve ge¢ durgun fazlarda
rastlanilmistir. Ug¢ gelisme periyodunun ge¢ durgun faz 6rnekleri daha c¢ok
kromozomal DNA kontaminasyonuna ile bulundugu gézlenmigtir. Bunun nedeni
¢ogalan nukleaz aktivitesi ile ilgili oldugu gosterilmigtir. Duguk kopyali B. subtilis
plazmidi igin hlcreler ge¢ eksponansiyel ya da erken eksponansiyel fazda oldugu
periyotlarda iyi sonug alinabilecegi vurgulanmistir (37).

B.thuringiensis sugu Uzerinde yapilan bir ¢calismada bu susta bulunan insektisidal
kristal proteinlerin Uretimini saglayan o6zgul plazmidlerin gerekliligi arastiriimistir.
Yapilan denemeler sonunda B. thuringiensis susunun 5 farkli plazmid igerdigi
bulunmustur. Plazmidlerin bulunuslarinin gelisme sartlari ve gelisme zamanina bagli
oldugu belirtilmistir. Duslk plazmidlerin LB besiortaminda iken logaritmik faz
sirasinda yuksek oranda bulundugu belirlenmistir. LB Broth besiortaminda hucreler
durgun faza girdiklerinde iki adet yuksek molekal agirlikli plazmidin guglikle
goruldugu belirlenmistir (38).

Besleyici bakimdan zengin broth kulltlrlerde 20- 25 saat civarinda daha kolayca B.
thuringiensis var. israelensis ' in genis plazmidleri tespit edilmistir (39).

inkiibasyon sicakhiginin toksin maddenin sentezlenmesinde etkili oldugu Afkhami ve
ark. (38) tarafindan agiklanmigtir. B. thuringiensis 'in 81 plazmidi Uzerinde yapilan
calismada 25 °C, 30 °C, 37 °C ve 42 °C’ lik inkiibasyon sicakliklari kullanildi§inda, LB
ortaminda 16. saatte yukselen sicaklikla birlikte toksik maddenin arttigi gozlenmigtir.

31



Yapilan bir ¢alismada 1100 adet Bacillus susu su ve denizlerden izole edilmistir.
izolatlarin 33 adedinde toplam 102 plazmid bulundugu belirtilmistir. Plazmidlarin
dagihimi ise, 11 susun 1 plazmid, 17 susun 2-5 plazmid igerdigi gozlenmigtir.
Calismada, 3 susun 6- 9 plazmid, 2 susunda 10 yada daha fazla plazmid igerdigi
tespit edilmigtir. Tum plazmidlerin molekuler agirhgr 1.9-210 MDa arasinda
belirlenmistir. 19 adet susun plazmidleri 20 Mda’ dan buyuk, 15 susun plazmidleri 20-
50 MDa arasinda bulundugu, 7 susun 50- 100 MDa ve 11 susun 100 MDa’ dan
blayUk plazmid igerdigi belirlenmigtir. 21 adet susta orta derecede molekuler kutleye
sahip plazmid (4-20 MDa) tespit edilirken, 12 susta disik molekuler agirlikh plazmid
(1.9-3.9 MDa) bulunmustur (40).

Marin ve ark. (41) tarafindan yapilan bir ¢alismada Lepidoptera 'ya kargi toksisite
gOsteren ¢ogu B. thuringiensis var. kurstaki HD- 3a3b susundan 15 kbp’ lik plazmid
DNA izole edilmistir ve bu plazmidin Lepidoptera' ya karsi toksisite ile ilgili oldugu
bulunmustur.

Bir bagka calismada da 30 MDa dan buylk plazmide insektisidal kristal proteinleri
kodlayan genlerin yerlestigi belirtiimigtir (42).

B. stearothermophilus fermantasyon teknolojisinde énemli bir termofilik bakteridir. Bu
bakterinin ayni zamanda B. subtilis ile agiklanamayan bir iligkisi vardir. Bu iki susta
kanamisin yada tetrasikline direngli genlerden birini kodlayan Plazmid DNA’ lari
icermektedir. Tum antibiyotik direncli termofilik Bacillus’ lar i¢in plazmid DNA’ lar
incelendigi zaman yuzlerce izolat arasindan 35 susta kuguk plazmid (<10 kb)
bulunmustur. Antibiyotik direncli plasmidin 4 tipi denemelerde elde edilmigtir.
Termofilik Bacillus T9 susdan pTHT9, T15 susdan pTHT15, T22 susdan pTHT22 ve
N1 susdan da pTHN1 plazmidleri izole edilmistir. Bu plazmidlerde tetrasiklin direncli
geni kodlayan kisim bulunmustur (43).

Bacillus suslariyla yapilan diger bir ¢calismada da B. thuringiensis var. israelensis
susunun delta-endotoksin kristallerinin insektisidal aktivitesi ve bunun plasmid
baglantisi incelenmigtir. Calisma sonucunda bakterinin 70 MDa’ luk plasmidin delta-
endotoksin protein Uretimi ile ilgili oldugu aciklanmistir (39).

Buglne kadar yapilmis olan ¢alismalarin verileri dogrultusunda & endotoksin ile ilgili
plasmidlerin oldukga buyuk molekuler agirliginda oldugu, bunlardan en kigugunun
29 MDa olarak belirtilmistir. B. thuringiensis HD- 1’ de ise 44 MDa’ dan 130 MDa’ na
kadar plazmidlerin varhigi gosterilmistir (44, 45).

B. thuringiensis sub sp. cameroun serotip H32 Uzerinde yapilan bir ¢alismada bu
susun 9 plazmidi igerdigi gozlenmigtir. Izole edilen 7 adet plazmidin molekuller

agirliklar 4.8-113 kb arasinda degistigi belirtiimistir. Bir plazmidin 4.8 kb den kuguk,
digerininde 113 kb’ dan daha blyuk oldugu vurgulanmigtir (44).

B. megaterium' un 2 tip bakteriosin Urettigi (megasin A ve megasin C) belirtiimigtir. B.
megaterium ATCC 19213 susu Uzerinde yapilan bir arastirmada her iki bakteriosin
uretiminde plazmid DNA'’ lar tarafindan kodlandigi agiklanmigtir. Bunlardan megasin
A-19213’ in 29 MDa’ luk pBM113 plazmidi Gzerinde kodlandigi belirtiimistir (46, 47).
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Yapilan bir baska arastirmada tetrasiklin direncli Bacillus thuringiensis suslarinda bu
fonksiyonla ilgili plazmid DNA’ lar tespit edilmis, plazmitlerin B. cereus ve B. antracis
bakterilerine aktarimi saglanmistir. Bu plazmitler ise, B. thuringiensis subsp.
morrisoni 4049’ da pXO13 plazmidi (72 MDa), B. thuringiensis subsp. taumanoffi
4059’ da pXO14 (54 MDa); B. thuringiensis subsp. alesti YAL’ da pXO15 (50 MDa)
ve B. thuringiensis subsp. israelensis BIS’ da pXO16 (>120 MDa) olarak gosterilmigtir
(48).

Bazen Bacillus suslarinda Plazmid DNA’ ya icine entegre olmus faj genomlarina da
rastlanabilmektedir. Bununla ilgili bir calismada Bacillus thuringiensis  AF101
susunda 69 kb’ lik plazmid entegre olabilen faj (37 W-1) genomu Uzerinde ¢alismalar
yapiimistir (49).
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