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Degisik Tuz Konsantrasyonlarinda Bacillus Tirlerinin
Staphylococcus Aureus Tiirii Uzerine Inhibit6r
Etkilerinin Aragtirilmasi
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Arastirmamizda, 195 ¢ig sit 6rneginden toplam 33 Bacillus izole edilerek adlandirilmistir. 13 Bacillus
tiriniin ayni ortamda kontaminant olarak bulunan Staphylococcus aureus tiirii Uzerine inhibitor etkileri
kuyu diffizyon yontemi ile ¢aligiimistir. Bu amagcla BHI agar besiyerine %4, %4.5, %5, %5.5, %6 ve %6.5
konsantrasyonlarinda NaCl ilave edilerek inhibitor etkileri kuyu diffiizyon yontemi ile degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda Bacillus tutlerinden sadece Bacillus lentus-I ve Bacillus lentus-II izolatlarinin
Staphyloccus aureus tird tzerine inhibitdr etkisi gozlenmistir. Geriye kalan Bacillus tirlerinin
Staphylococcus aureus tzerine hicbir ihhibitor etkisi g6zlenmemistir. Bacillus lentus-I, Bacillus lentus-I1
izolatlarinin Staphylococcus aureus tiri tzerine %4, %4.5, %5 ve %5.5 NaCl Konsantrasyonlarinda
inhibitor etkilerinin oldugu gozlenmistir. Inhibitér etki sonucunda olusan inhibitasyon zon ¢aplarinda
giderek artis gésterdikleri tespit edilmistir. Ancak %6 ve %6.5 NaCl konsantrasyonlarinda inhibitor etki
gbzlenmemistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus, Staphylococcus aureus, NaCl, inhibitor etki.

The Investigation Of The Inhibitory Effects Of Bacillus (Bacillus Lentus) Species In The
Variable Salt Concentrations Against Staphylococcus Aureus

Totally 33 Bacillus strains were isolated and named from 195 raw milk samples which wete obtained from
various milk companies. The inhibitory effects of 13 Bacillus strains against Staphylococcus aureus which was
found to be contaminant in the same medium of Bacillus strains were studied by using well diffusion
method in BHI Agar supplemented with %4, %4.5, %5, %5.5, %6 and %0.5 concentrations of NaCl
Result of this study revealed that only Bacillus lentus-l and Bacillus lentus-1l were obsetved to make
inhibitory effect against Staphylococcus aureus in BHI medium added with %4, %4.5, %5 and %5.5
concentrations of NaCl. The inhibition zone diameters of Bacillus inhibitory effects were showed to
increase in addition to salt concentration, gradually. But in %6 and %06.5 salt concentration, the inhibitory
effects were not observed against Staphylococcus aureus.

Key Words: Bacillus, Stapylococcus aureus, NaCl, Inhibitory effects.

Son yillarda yapilan c¢alismalarda ¢ig sit florasinda bulunan birgok bakterinin birbiriyle etkilesimi
arastirilmigtir. 1.3

Bu distnceden hareketle calismamizda, Bacillus tiirlerinin aynt florada bulunan Staphylococcus aureus

Uzerine  inhibitér etki varhgr arastrdmustir.  Bu  amacla  degisik tuz  konsantrasyonlarinda
Bacillus’larin S.aureus tzerine inhibitér etkilerinin ne oranda artabilecegi test edilmistir.
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Gram(-) ve Gram(+), degisik bakteri tirleri
tarafindan olusturulan ve ayr tarlerin  farkls
suslarina 6ldiriici veya inhibe edici etkisi olan
maddelere bakteriyosin denir. Bakteriyosinler
sentezlendikleri bakteri titlerine uygun olarak

adlandirilirlar.* Bakteriyosinler biyolojik
aktiviteleri ile ilgili kimyasal testlerin yoklugunda,
tim calismalar antagonistik aktivitenin
gosterilmesine  dayanmaktadir.  Antagonistik
etkinin  belirlenmesinde  ¢esitli  yOntemler
kullanidmaktadir. Bu yontemlerden en basit ve
yaygin  olarak  kullamlan  kuyu diffizyon

yontemidir.* Indikatér bakteri agara inokiile edilir.
Agarda kuyu acilir. Acilan kuyuya test bakteri
inokille edilir. Inkiibasyondan sonra kuyu
etrafinda olusan inhibisyon zon capt Olctlerek
degerlendirilir.

GEREC VE YONTEM

Arastirmamizda, ¢esitli  bolgelerden  saglanan
toplam 195 ¢ig siit 6rnegi calisimistir. Incelenen
orneklerden 33 Bacillus tiird izole ve identifiye
edilmistit.

Cig sutlerden Bacillus izolasyonu amactyla PCA
(Plate Agar — Difco) ve Glukoz Agar (GA)
besiyerleri kullandmustir. Bu islemde, %0.1°lik
pepton water ile sulandirimlart yapilan 6rneklerin
101,102 ve 103 oranlarinda dilisyonlart
hazitlanmustir. 10’1tk dilisyondan 0.1 ml. alinarak
PCA ve GA besiyetlerine ekilmislerdir. Ekimi
yaptlan plaklar 37°C’de 24 saat inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra iireyen siipheli
kolonilerden  preparatlar hazirlanarak, Gram
boyast ile boyanmuslardir. Sporlu  basillerin
yeniden saf sus olarak elde edilebilmesi icin GA’a
pasajlart yapilmistir. Seri pasajlarla, bakteriler saf
kultir haline getirilmistir. Daha sonra bakterilerin
yattk agara ekimleri yapilarak +4 °C’de stok kultir
olarak mubhafaza edilmistir. Kultirlerin
aktivitelerini korumak amactyla her 20 giinde taze
besiyerine pasajlart strdirdlmistir.

Bacillus’larin adlandirilmalarinda cesitli
biyokimyasal testlerden yararlanilmistir. Katalaz
testi, hareket (SIM), jelatin hidrolizi, triple sugar
iron (TSI), sitrat, iire, indol, voges proskauer (VP),
%06.5 NaCl’de treme, nitrat, kanlt agarda hemoliz
olusturma ve glukoz, ksiloz, mannitol, laktoz,
sikroz maltoz’u fermente etme O&zellikleri bu
amagla kullanilan testlerdir.6
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Calismamizin  amact  dogrultusunda  Bacillus
tiirlerinin, aktiflestirilen S.aureus Uzerine degisik
tuz konsantrasyonlarinda inhibitér etkisi Agar
Kuyu Diffizyon Metodu ile aragtirlmugtir.”
Indikatér sus, Bacillus’lar ise test susu olarak
calisdmustir.

Bu islemde, S.aureus susu BHI broth besiyerine
ekilerek 37 9C’de 24 saat, test susu olan
Bacillus’lar  Nutrienth broth’a ekilerek 2 saat
inkiibe edilmiglerdir (1,7,8). Suglar Agar Kuyu
diffizyon metodu icin aktiflestirilmislerdir. Bu
metodda BHI agar besiyeri kullanilmugtir.”

BHI agar besiyerien %4, %4.5, %5, %5.5, %06 ve
%06.5 oranlarinda NaCl ilave edilerek 121 °C’de 15

dakika  otoklavlanmustir.  Nutrienth  broth’ta
aktiflestirilen degisik oranlarda NaCl igeren
besiyerlerine  S.aureus  suslart  pipetlenerek

plakalara paylastirlmustir. Besiyeri tizerinde 10
mm capindaki cam tiplerle kuyular acilmistir.
Acilan  kuyulara ~ NaCl  icermeyen  agar
damlatidmistir. Damlatilan agar soguduktan sonra
kuyunun icerisine 50-100 ml Nutrient broth’da
aktiflestirilmis Bacillus suslart pipetlenmistir. Daha
sonra Bacillus tiirlerinin diffiize olmast igin plaklar
iki saat oda sicakliginda bekletildikten sonra 37 °C
ve 24 saatte inkiibasyona birakidlmuislardur.

Calismamiz sonucunda 10 mm’lik kuyu cagt
dikkate alinmaksizin kuyunun etrafinda olusan
inhibisyon zon capt Olcilerek kaydedilmistir.
Kuyu etrafinda inhibisyon zonu olusmussa
pozitif, kuyu etrafinda  inhibisyon  zonu
olusmamussa negatif olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR
Arastirmada, 195 ¢ig sit Orneginin  28’inde
Bacillus  izolasyonu  gerceklestirilmistir.  Bazt
orneklerde birden fazla Bacillus tiri izole
edildiginden toplam izolat sayist 33 olarak
saptanmustir.

Tablo 1’de c¢ig siit 6rneklerinden izole edilen
Bacillus’larin tiitlere gére dagilimi ve izlolasyon
yuzdeleri gosterilmistir. Tablo 2’de ise Bacillus
tirlerinin -~ S.aureus tzerine BHI agar
besiyerinde kuyu diffiizyon yontemi ile inhibitor
etki sonuglart degerlendirilmistir. Buna gére BHI
agara degisik oranlarda (%4, %4.5, %5, %5.5, %6
ve %0.5) ilave edilen NaCl konsantrasyonlarinda
B.lentus (B.entus-I ve B.lentus-II)’nun S.autreus
Uzerine inhibitér etkileri gbzlenirken, geriye kalan
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Degisik Tuz Konsantrasyonlarinda Bacillus Tiirlerinin Staphylococcus Aureus Tiirii Uzerine Inhibitor Etkilerinin
Aragtirilmasi

31 izlolatin aym ortamda hi¢bir inhibitér etki
olusturmadigy tespit edilmigtir.

Tablo 1: Cig sut 6rnekletinden izole edilen Bacillus’larin
tirlere gore dagilimi ve izolasyon yiizdeleri

izole edilen Bacillus izole edilen %
tirleri Bacillus sayis1

Bacillus brevis 3 %9
Bacillus cereus 3 %9
Bacillus circulans 2 %6
Bacillus coagulans 2 %6
Bacillus lentus 2 %6
Bacillus licheniformis 3 %9
Bacillus macerans 2 %6
Bacillus megaterium 1 %3
Bacillus mycoides 3 %9
Bacillus polymxa 3 %9
Bacillus sphaericus 3 %9
Bacillus stearothermophilus 3 %9
Bacillus subtilis 3 %9
TOTAL 33

Tablo 3’de B.lentus tliriniin S.aureus tiirii Gizerine
BHI agar besiyerinde kuyu diffiizyon yontemi ile
inhibitér etki sonuglart gosterilmistir. Buna gore
tuz ilave edilmemis BHI agarda B.lentus’un
S.aureus tzerine inhibitér etkisi saptanmamistir.
B.lentus-I ve B.lentus —II izolatlarinin %4 NaCl
konsantrasyonunda, S.aureus Uzerine inhibit6r
etkileri sonucu olusan zon caplart 2 mm, %5.5
NaCl konsantrasyonunda B.lentus-I izloatinin zon
capt 7 mm aynt konsantrasyonda B.lentus-II
izloatinin zon c¢apt ise 6 mm olarak tespit
edilmistir. Tablo 3 incelendiginde BHI agardaki
tuz konsantrasyonu arttikca B.lentus tarafindan
olusturulan inhibisyon zon capinin %5.5 tuz
konsantrasyonuna kadar arttigt bulunmustur.

Sekil 1 incelendiginde B.lentus tiriinin tuz ilave
edilmemis BHI agarda S.aureus tizerine inhibitér
etki gostermedigi, ancak %4, %4.5, %5 ve %5.5
NaCl konsantrasyonlarinda inhibitér etkiye sahip
oldugu gorilmektedir. Inhibitor etki sonucunda
olusan inhibitér zon c¢aplarmmn artan  tuz

konsantrasyonuna paralel artis gosterdigi, ancak
tuz konsantrasyonlarinin %6 ve %06.5 oldugunda
inhibiré etkinin olusmadig tespit edilmigtir.

Tablo 2.: Bacillus tirlerinin - Staphylococcus aureus  tiiri
tzerine BHI agar besiyerinde kuyu diffiizyon yontemi ile
inhibitor etki sonuglart

izole edilen Bacillus BHI BHI agara ilave
tiiri agar edilen tuz
konsantrasyonu
(%4, 4.5, %5,
%5.5, %6 ve 6.5)

B. brevis (L,11,111) 10 10
B. cereus (1,11,111) 10 10)
B. circulans (1,11) 10 10
B. coagulans (1,11) 10 10)
B. licheniformis (1,11,111) 10 10
B. macerans (1,11) 10 10)
B. lentus (1,11) 10 1(+)
B. megaterium 10 10)
B. mycoides (1,11,111) 10 10
B. polymxa (I,11,111) 10 10)
B. spaericus (1,11,111) 10 10
B. stearothermophilus (LILII) — I(9) 10)
B. subtilis (I,11,111) 1() 1()

TARTISMA VE SONUG

Son yillardaki literatiirlerde Bacillus tirleri ile ilgili
calismalar yogunluk kazanmistir.

Collins ve arkadaglari, calisgmalarinda bazt Bacillus
tirlerinin, bazi bakterilere karst inhibitér etki
gosteren madde salgiladiklarint - bildirmiglerdir.
Arastiricilar,  inceledikleri  Bacillus  turlerinden
B.subtilis’in subtilin, B.polymxa’nin polymxin ve
B.brevis’in gramicidin adt verilen antibiyotikleri
sentezlediklerini saptamiglardir.’ Arasttrmamizda
bu acidan 6nem tastyan B.subsitilis, B.polymxa ve
B.brevis izolatlarinin S.aureus tizerine inhibitdr
etkisi gozlenmemistir. Peter ve arkadaslari,
arastirmalarinda  pH ve sicaklik  uygulanan
Bacillus’lara  degisik tuz konsantrasyonlarinin
etkisini incelemislerdit.

Tablo 3: Bacillus lentus tiirinin Staphylococcus aureus tirii Uzerine BHI agar besiyerinde kuyu diffiizyon yontemi ile inhibitor etki

Sonuglar (mm)

Izole edilen Bacillus tiirii BHI agar BHI agara ilave edilen tuz konsantrasyonu

%4 %4.5 %5 %5.5 %6 %6.5
B. lentus-I U 16 2 mm 3 mm 5 mm 7 mm - -
B.lentus-11 UH) 16 2 mm 2 mm 4 mm 6 mm - -

U (+) : Plakta iireme gozlenmistir.

I() : Plakta inhibitor etki g6zlenmemistir.

G : Plakta tireme ve inhibitor etki gbzlenmemistir.
Kuyu ¢apt degetlendirme alinmamustrr.
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Sekil 1.

inhibit6r etki sonuglart

B. Lentus-I ve B. Lentus-II izolatlarinin S.aureus indikat6r sugu tizerine degisik tuz konsantrasyonlari iceren BHI agarda

%4.5 NaCl %5 NaCl

Bu calismada arastiricilar, B.cereus’n  degisik
konsantrasyonlarda NaCl ile muamele etmislerdir.
Uygulanan tuz konsantrasyonlarinda B.cereus’un
hangi pH ve  sicaklikta  gelisebilecegini
gozlemlemiglerdir. Buna gbre B.creus % 0.5 NaCl,
pH:4.7 ve yiksek sicaklikta, ayni zamanda % 3
NaCl, pH:4.9 ve 40 °C ‘de gelistirme gOsterdigini
bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar B.cereus’un % 5
NaCl, pH:5.5 ve 39 °C ‘de daha az gelistigini, % 7
NaCl konsantrasyonunda ise Uremedegini tespit
etmiglerdir.!

|

B.lentus-I

B.lentus-Il

Tuzsuz

%4 NaCl

Calismalarimizda B.cereusun % 4.5 — 5.5 NaCl
iceren BHI agarda ¢ok az gelisim gésterdigi, % 6
ve % 0.5 tuz konsantrasyonlarinda ise Gremedigi
saptanmustir.  Arastirictlarin - sonuglart  bizim
bulgularimizla paralel bulunmustur.

Tablo 2 ve 3 incelendiginde B.lentus-I ve
B.lentus-1I izolatlarinin S.aureus uzerine % 4,
%4.5, ve %5.5 NaCl konsantrasyonlarinda
inhibitoér etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda inhibitor etki sonucunda olusan zon
caplarinda giderek artis gsterdikleri belirlenmistir.
%6 ve 9%06.5 NaCl konsantrasyonlarinda ise
inhibitor etki saptanmamustir.

Jones ve arkadaglar1 calismalarinda, methisilin
direngli ~ S.aureusun  (EMRSA)-16  NaCl
konsantrasyonlarina karsi toleranslarint
arastirmiglardir. S.aureus (EMRSA)-16’nin NaCl
MIC degeri %5.5 — 10.5 olarak tespit etmislerdir.
Calisma da %7 ve %10 NaCl iceten broth’da

%5.5 NaCl

%6 NaCl
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%6.5 NaCl

treme dzerine tam bir inhibisyonun oldugu
gbzlenmistir.?  Arastirmamizda  Bl.lentus-I  ve
Blentus-1I’nin S.aureus tzerine %4, %4.5, %5,
%5.5 NaCl konsantrasyonlarinda inhibitor etkileri
gbzlenmistir.

Arastirmacilarin  sonuclart  bizim sonuglarimizla
paralel bulunmustur. Calismamiz sonucunda, 13

farkli Bacillus tiriinden sadece B.lentus’un
S.aureus  Uzerine inhibitér etki  gosterdigi
belirlenmistir.
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