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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CaCly Varliginda Bakterilerde; LasB Elastaz, Amilaz, Proteaz Aktivitesi ve H20-
Duyarliliginin Arastirilmasi
Zelis BUDAK KESKIN

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Anabilim Dali

48+ IX sayfa
2021
Danisman: Dog. Dr. Hiiseyin KAHRAMAN

Bu ¢alismada, Gr (-) Pseudomonas aeruginosa ve Gr (+) Bacillus cereus kullanilarak farkli
konsantrasyonlardaki CaCl, varliginda, 37 °C, statik kosullarda ve NB ortaminda {iretilen
bakterilerin LasB Elastaz, Amilaz, Proteaz Aktivitesi ve H202 duyarliligi karsilastirmali
olarak arastirilmigtir. Bakterilerin farkli konsantrasyonlardaki Ca*? varliginda sekonder
metabolit tiretimleri {izerine yaptigimiz bu ¢alismada; B.cereus i¢in amilaz aktivitesi ve
biyofilm iiretiminin maksimum artis1 0.15 M Ca*? varliginda, elastaz aktivitesine inhibitor
etki, H202’ye karsit duyarlihigin artmasi ve hemoliz aktivitesinin artmasi 0.1 M Ca*?
varhginda, proteaz aktivitesindeki artis ise 0.05 M Ca*? varhiginda gerceklesmistir. P.
aeruginosa i¢in maksimum amilaz aktivitesi, biyofilm iiretimi, H202’ye kars1 direncin
artmasi, hemoliz aktivitesinin artmasi, piyorubin iiretimi ve proteaz aktivitesindeki artiglar
0.1 M Ca*?varhiginda gergeklesirken, elastaz aktivitesine karsi inhibitor etki en ¢ok 0.15 M
Ca*? varhginda gerceklesmistir. Ca*? varlig1 bakterilerin sekonder metabolit iiretimlerini
artirmistir. Bu yapilan calismalarin ve elde edilen sonuglarin, literatiirdeki eksikligi
dolduracagina ve yeni bakis agilarina katki saglayacagina inaniyoruz. Ciinkii bu kadar
yiiksek Ca*? konsantrasyonlarinda metabolit {iretimi ilk kez bizim tarafimizdan
arastirilmastir.

Anahtar Kelimeler: Ca*, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, sekonder
metabolitler
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ABSTRACT

Master Thesis

Bacteria in the presence of CaCly; Investigation of H>O> Sensitivity with LasB Elastase,
Amylase, Protease Activity

Zelis BUDAK KESKIN
Inonu University
Faculty Science and Art
Department of Biology

48+1X pages
2021
Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Hiiseyin KAHRAMAN

In this study, LasB elastase, amylase, protease activity and H>O> sensitivity of bacteria
grown in the presence of CaCl, at different concentrations, at 37 °C, in static conditions
and in NB media using Gr (-) Pseudomonas aeruginosa and Gr (+) Bacillus cereus were
comparatively investigated. In this study, we conducted on secondary metabolite
production of bacteria in the presence of different concentrations of Ca*?; For B. cereus,
the maximum increase in amylase activity and biofilm production in the presence of 0.15
M Ca*?, inhibitory effect on elastase activity, increased sensitivity to H.O and increased
hemolysis activity in the presence of 0.1 M Ca*?, and the increase in protease activity in
the presence of 0.05 M Ca*? has been realized. For P. aeuroginosa, the maximum amylase
activity, biofilm production, increased resistance to H>O>, increased hemolysis activity,
pyorubin production and increases in protease activity occurred in the presence of 0.1 M
Ca*?, while the inhibitory effect against elastase activity was mostly in the presence of 0.15
M Ca*2. The presence of Ca* increased the secondary metabolite production of bacteria.
We believe that these studies and the results obtained will fill the gap in the literature and
contribute to new perspectives. Metabolite production at such high Ca*? concentrations
was investigated by us for the first time.

Keywords: Ca*?, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, seconder metabolits



1. GIRIS

1.1 Amilaz

Amilazlar bakteri, maya ve mantar gibi bircok mikroorganizmanin nigasta substratlar
tizerindeki biiylimeleri esnasinda salgilanarak, dekstrin, maltoz ve glikoz gibi nisasta
tirtinlerinin olusumunu saglar. Amilazlar iki kategoriye ayrilarak incelenir: endoamilazlar
ve ekzoamilazlar. Endoamilazlar, nisasta molekiiliiniin hidrolizini rastgele katalize eder.
Bu kataliz sonucunda ¢esitli zincir uzunluklarinda dogrusal ve dalli oligosakkaritler olusur.
Ekzoamilazlar, indirgeyici olmayan uctan hidrolize ugratirlar ve sonug¢ olarak diisiik
molekiil agirliklt maltoz ve glikoz molekiilleri olusur (Keharom ve dig, 2016). Amilazlarin
ilk hidroliz triinleri 5 ila 7 glikoz birimlerinden olusan oligosakkaritlerdir. Amilazlar,
nisasta tiirevlerinin tiretiminde 6nemli bir enzimdir ve gida, tekstil, kagit, deterjan liretimi

gibi endiistriyel alanlarda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Khannous ve dig, 2014).
1.1.1 a-amilaz

a-amilaz (E.C.3.2.1.1), glikoz ve maltoz gibi iirlinler elde etmek i¢in nisastadaki a-1,4-
glikozidik baglarmin hidrolizini katalizleyen bir hidrolaz enzimidir. Kalsiyum metalo

enzimdir, yani aktivitesi bir metal kofaktorii olan Ca*?’

ye baghdir. 2 tip hidrolaz vardir:
Endohidrolaz ve ekzohidrolaz (Van der Maarel ve dig, 2002). Endohidrolazlar; substrat
molekiiliiniin i¢ kismina etki ederken, ekzohidrolazlar terminal indirgeyici olmayan uglara
etki eder. Bu nedenle, terminal glikoz u¢ molekiilleri ve a-1,6-baglari, a-amilaz ile

ayrilamaz ¢iinkii a-amilaz nisastaya etki eder (Van der Maarel ve dig, 2002).

a-amilaz, optimum pH 7’de iyi aktivite gostermektedir ve optimum gelisme sicakligi

mikroorganizmanin tiirline gore degigsmektedir (Ugar, 2011).

a-amilazin 3 boyutlu yapist Sekil 1.1°de gosterilmistir.



Sekil 1.1: a-amilazin 3 boyutlu yapis1 (Barutgu, 2017).
1.1.2 g-amilaz

B-amilaz (E.C 3.2.1.2), bir polisakarit zincirinin indirgeyici olmayan ucundan, ardisik
maltoz birimleri olusturmak i¢in a-l,4-glikozidik baglarinin hidrolizini saglayan bir
ekzohidrolazdir. Glikojen veya amilopektin gibi dalli polisakkaritlerde dalli yan baglari
pargalayamadigindan eksik hidroliz sonucunda dekstrin birimleri kalir. B-amilazin temel
kaynaklari, gelismis bitkiler ve tatli patates tohumlaridir. Meyvelerin olgunlasmasi
sirasinda, B-amilaz, nisastadan olgunlasmis meyve tathiligi veren maltoz sekerinin
olusumunu saglar. Enzimin optimal pH degeri 4.0 ila 5.5 arasindadir. B-amilaz, endiistriyel
alanlarin yani sira demleme ve damitma endistrisinde fermantasyon ve yiiksek maltoz

suruplari iiretmek i¢in de kullanilir (Sundarrram ve Murty, 2014).
1.1.3 y-amilaz

y-amilaz (E.C 3.2.1.3) amilaz ve amilozun indirgenmeyen ucundaki son o-1,4- glikozidik
baglar1 ve a-1,6- glikozidik baglarini kirar. Asidik ortamlarda en etkili enzim y- amilaz

olup, optimum pH degeri 3’tiir (Sundarrram ve Murty, 2014).

a-amilazlar ve B-amilaz iretiminde kullanilan mikroorganizmalar: Bacillus subtilis, B.
cereus, B. polmyxa, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. lincheniformis, B.
steriothermophilu, B. megaterium, Strepotmyces sp., Pseudomonas sp. (Parmar ve Pandya,
2012).



1.2 Biyofilm

Bakteri topluluklari, yiizeylerinde bulunan ¢ok ince ekstraseliiler polimer fibriller araciligi
ile birbirlerine tutunarak biyofilm yapisini olustururlar. Biyofilm olusturabilen bakterilerin
farkli ortamlarda hayatta kalma sansi biyofilm olusturamayanlara gore daha yiiksektir.
Biyofilm olusumunun son asamasi olan olgunlagsma basamagindan sonra bakterilerin, hem
antibiyotiklere hem de konak canlinin bagisiklik sistemine karsi daha dayanikli olduklari
icin yayilmalar1 ve enfeksiyonlara yol agmalari daha kolay olur (Donlan ve Costerton
2002).

Bakterilerde biyofilm olustuktan sonra; metabolizma yavaslar, hareket azalir ve virtilanslik
artar. Biyofilm tabakasi i¢inde kanallar olusturularak bu kanallarla hem besin alim1 hem de
atiklarin atilmasi islemleri gergeklestirilir. Biyofilm olusumu las sistemi kontroliinde

gercgeklesir (Sekil 1.2). Biyofilm olusumu:

* kat1 veya s1v1 bir yiizeye tutunma,

* mikrokolonizasyon,

* hiicre dis1 polisakkarit bilesenlerin iiretilmesi,

* bakterilerin olgunlagsmas1 ve yayilmasi basamaklarini igerir (Magin, 2014).

Biyofilm Gelisimi

Sekil 1.2: Biyofilm olusum mekanizmasi (Magin, 2014).



Biyofilm  aslinda  mikroorganizmalar1  barindiran  korunakli  bir  yapidir.
Mikroorganizmalarin biyofilm yapisinda iken planktonik hallerine goére, antimikrobiyal
ajanlara kars1 10 ile1000 kat oraninda daha direngli olduklar1 bildirilmistir (Singer ve dig,
2010).

Biyofilm iireten bakteriler antiseptik c¢ozeltiler i¢inde canliliklarini  uzun = siire
koruyabildikleri i¢in; bulunduklar1 biyofilm igeren ortamdan uzaklastirilmalar1 gerekir
¢linkli bu uzaklastirma isleminden sonra direngli olduklar1 antimikrobiyal maddelere kars1

yeniden duyarli olurlar (Akalin, 2014).

Bakteriyel biyofilmler, hiicre topluluguna antimikrobiyal bilesiklerden ve dehidrasyondan
koruma saglamanin yani sira, hiicreler arasi sinyal etkilesimlerini destekler ve besin alimini
optimize etmeye yardimci olur. Bulunulan ortam icinde, su ve besinlerin varligi gibi

faktorler biyofilm olusumunu sinirlayabilir (Cruz ve dig, 2012).

Biyofilm olusumu bakterilere, hiicreden bagimsiz ve hiicreye bagli ¢ok ¢esitli viriilans
belirleyicilerinin iiretimi, metabolik ¢ok yénliiliikk ve esneklik verir. Ornegin Pseudomonas
aeruginosa’nin giiclii bagisiklik sistemi savunmalarindan ve anti-psédomonal ilaglardan
kagmasina izin verir. Biofilm olusumundan N-asetil homoserin lakton geni sorumludur
(AHL). AHL giidiimlii Quorum Sensing, Lasl / R ve Rhll / R olarak adlandirilan iki alt gen

sisteminden olusur. Bu genler;
* proteaz,

* elastaz,

* lipaz,

* piyosiyanin,

* pyoverdin,

* ramnolipid,

*HCN diretimi gibi 6nemli viriilans faktorlerinin diizenlenmesinden de sorumludur

(Sethupathy ve dig, 2016).



1.3 Elastaz

Elastaz enzimatik aktivite i¢in ndtral pH’a gereksinim duyan Zn*2 bagimh bir proteinazdar.
Molekiil agirligr 39.5 kDa ve izoelektrik noktas: pH 5.9°dur. Elastaz, B. subtilis’in nétral
proteinazidir (Morihara ve Tsuzuki, 1977).

Elastaz, LasA (serin proteaz) ve LasB (¢inko metalloproteaz) olarak iki formda bulunan ve
Pseudomonas enfeksiyonlarinda elastini sinerjik olarak pargalayabilen enzimdir. Elastaz
ayni zamanda proteinleri de hidroliz eden bir serin proteazdir. Dokulardaki elastikiyeti
olusturan protein olan elastinin ana pargalayicisidir (Sokmen ve Sagkal, 2017).
Viriilanslikla iligkisi agik olan bu enzim oOzellikle elastin igeren dokularda ve akciger
parankiminde hasara neden olmaktadir. Bu enzimler (LasA ve LasB) kompenan bilesikleri
pargalayarak notrofillerin kemotaksis ve fonksiyonlarini inhibe ederler. Boylece akut

enfeksiyonlarda doku hasarina ve daha fazla yayilima sebep olurlar (Vijay ve dig, 2014).

LasB elastazin yapimini diizenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak adlandirilan
birincil sistem; Las | (3-0xoC12-HSL-L, uzun zincirli AHL sentezinden sorumlu Al (oto-
inducer) sentaz geni ve Las R (“transcriptional activator” proteinini kodlayan gen)
genlerinden olugmaktadir. Bu sistem biyofilm olusumunu ve LasB elastaz, LasA proteaz,
ekzotoksin A gibi diger ekstraseliiler viriilans etmenlerinin en uygun diizeyde liretimini

kontrol eder (Akalin, 2014).

Elastazin yapist diger bazi serin proteazlarina olduk¢a benzerdir. Elestaz, alanin, serin ve
glisin gibi kiiciik nétral aminoasitleri de hidroliz eder. Elastaz, ii¢ ana amino asit iceren
aktif bir bolgeye sahiptir, bunlar; niikleofilik kataliz olusturmak icin birlikte calisan
katalitik triad1 olusturan aspartat, histidin ve serin amino asitleridir (Vijay ve dig, 2014).

Elastaz, E. coli ve diger Gram (-) bakterilerin dis membran protein A’y1 (OmpA) pargalar.
Ayni zamanda Shigella viriilans faktorlerini par¢alamanin 6nemli immiinolojik roliine de
sahiptir. Bu, hedef proteinlerdeki peptit baglarinin yikilmasiyla gergeklestirilir. Ayrilan
spesifik peptit baglari, glisin, alanin ve valin gibi kii¢iik hidrofobik amino asitlerin

karboksi tarafindaki baglayicilardir (Vijay ve dig, 2014).

Elastazin substrat1 (elastin) pargaladig1 reaksiyon sirasinda, iki faz olusur ve bunlar peptit
baginin amino tarafinin serbest birakildig1 bir asama ve substratin asil tarafinin serbest

birakildigi bir kararli durum fazi olusumu saglar (Vijay ve dig, 2014).



P. aeruginosa, immiin sistemi zayiflamis konakg¢ilarda ciddi ve oliimciil enfeksiyonlara
neden oldugu bilinen firsat¢1 bir patojendir. Elastaz, P. aeruginosa tarafindan tretilen ve
patogeneze katkida bulundugu diisiiniilen birkag¢ hiicre dis1 enzimden biridir. Bir viriilans
faktoriidiir. Pseudomonas elastazi, enzimatik reaktivite igin ¢inko ve stabilite i¢in kalsiyum
gerektiren notr bir metaloproteazdir. Pseudomonas elastazi, Bacillus thermoproteolyticus
tarafindan iiretilen ¢inko metaloproteaz olan termolizin ile yiliksek derecede sekans ve

fonksiyonel homoloji gosterir (Olson ve Ohman, 1992).

lasB geni tarafindan kodlanan elastaz, 53 kDa’lik bir pro-enzim olarak sentezlenir, ig
zardan translokasyon, bir sinyal sekansinin ¢ikarilmasina ve 51 kDa pro-elastaz olusumu
ile sonuglanir. Pro-elastaz daha sonra otoproteolitik isleme mekanizmalari yoluyla olgun
33 kDa formuna kadar islenir. Elastaz iiretiminin diizenlenmesinde demir, amonyum
klortiir, glikoz ve ¢inko gibi ¢esitli ¢cevresel faktorler rol oynamaktadir (Olson ve Ohman,

1992).

P. aeruginosa elastazinin elastolitik aktivitesi, lasA tarafindan da biiyiik 6lgtide arttirilir. E.
coli’ de lasA’nin ekspresyonu, yaklasik 41 kDa’lik bir proteinin {iretilmesi ile sonuglanir.
Bununla birlikte, son ¢alismalar LasA’nin P. aeruginosa’dan 21 kDa’lik bir yap1 olarak
salgilandigini gostermektedir. LasA’nin elastin {izerinde belirgin bir proteolitik aktivitesi
olmamasina ragmen elastin i¢cindeki normal olarak erisilemeyen bdlgelerin elastazin
elastolitik aktivitesine maruz kalmasimi saglayarak elastazin elastolitik aktivitesine

yardimci olur (Olson ve Ohman, 1992).

1.4 Hidrojen Peroksit (H202)

H20:2, oksijen molekiilleri arasinda tek bagla olusan en basit yapili peroksittir ve serbest
radikal olusumuna neden olur. Yagda ¢o6ziinen bir molekiil oldugu i¢in olusum yerinden
uzakta olan Fe*? igeren hiicresel zar yapilarinda da hasara yol agabilir (Ozcan ve dig,
2015).

H20., yiiksiiz bir molekiildiir ve bu nedenle biyolojik membranlara kars1 yayilmaya hazir
formdadir. H202, canli hiicrelerinin fizyolojik bir bilesenidir ve siirekli olarak
tiretilmektedir. H2O2’nin intraseliiler konsantrasyonun siki bir sekilde kontrol edilmesi igin
cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemler vardir. H2O», 6zellikle hiicre

sinyallemesine dahil olan proteinlerin aktivitesini konformasyonel ve fonksiyonel



degisikliklere neden olan sistein kalintilarinin  oksidasyonu yoluyla aktivitesini

diizenlemektedir (Demirbanka, 2019).

Okaryotik kondrosarkom ve kondrosit hiicrelerde; H2O2’nin, intraseliiler duragan durum
konsantrasyonu 1 upM’m iizerine ulastiginda, oksidatif strese sebep oldugu
diistiniilmektedir. Hem bu durumun hem de H202’nin fizyolojik fonksiyonlarini ve toksik
etkisini belirlemek icin yapilan ¢aligmalarda; ¢ok diisiik seviyelerinin (3 uM’dan 15 puM’a
kadar) biiylimeyi tesvik ettigi, biraz daha yiiksek seviyelerinin (120 uM’dan 150 uM’a
kadar) gecici olarak hiicre biiylimesini durdurdugu, orta seviye konsantrasyonlarmin (250
uM’dan 400 uM’a kadar) kalict olarak hiicre biiylimesini engelledigi ve cok yiiksek
konsantrasyonlarinin (>1 mM) ise nekrotik hiicre oliimlerine sebep oldugu belirlenmistir

(Demirbanka, 2019).

1.5 Kalsiyum (Ca*?)

Okaryotik hiicrelerde Ca*? iyonlar;; hiicre dongiisii, ulastirma, hareketlilik, gen
ekspresyonu ve metabolizma gibi bir¢ok hiicresel islemi diizenleyen hiicre igi haberci
gorevine sahiptir. Hiicreler, hiicre ici serbest Ca'® konsantrasyonundaki gegici
degisikliklerle cesitli uyaranlara cevap vermektedir. Ca*? bakterilerde; spor olusumu,
kemotaksis, heterosistif farklilagma, madde tasima ve viriilanslik gibi cesitli fizyolojik
siirecleri de etkiler. Ca*? gegici maddeleri azot acligina, gevresel strese ve karbonhidrat
metabolizmasinin metabolitlerine yanit olarak iiretilir. Dahasi, E. coli, B. subtilis ve P.
aeruginosa’daki proteomik ve transkriptomik analizler, yiizlerce genin ekspresyonunun,
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yiikselmis dis Ca*?’a yamitta Ca*?’deki degisikliklerle modiile edildigini ortaya koydu. Bu
degisikliklerden etkilenen siirecler arasinda siirtinme, tip III sekresyonu, polisakkarit

tiretimi, demir alimi, kinolon sinyalleri ve genel stres tepkileri yer alir (Domingueza ve dig,

2015).

Okaryotlara benzer sekilde, prokaryotik hiicreler de sitozolik Ca*? iyonlarinin siki
kontroliinii saglarlar. Ancak bakterilerin Ca*? homeostazini nasil korudugunun arkasindaki
molekiiler mekanizmalar tam olarak agiklanamamistir. Gangola ve Rosen (1987), E.
coli’deki baglh Ca*? seviyesinin, serbest Ca*?’den 100 ila 1000 kat daha yiiksek oldugunu
ileri siirmiis, son calismalar ¢esitli bakterilerde 0karyotik hiicrelerde bulunan seviyelere
benzer olarak serbest sitozolik Ca*? seviyelerinin olduk¢a diisiik oldugunu gostermistir

(100-300 nM). Bunlar gibi gradyan sistemleri, tasiyicilarin, kalsiyum bagimli proteinlerin



(CaBP) ve diger proteinlerin veya hiicresel kompartimanlarin adaptif yanita
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katilabilecegini diisiindiiren Ca™’nin siki kontroliinii gerektirir.

Bazi bakteriler Ca*>u membrana bagli yapilar olarak depolayabilir. Prokaryotik
asidokalsizomlar, H"*-ATP-az tasiyicilarin1 ve asitlestirilmelerinden sorumlu vakuolar
proton translokasyon pirofosfataz igeren okaryotik yapilarina ¢ok benzerdir (Domingueza

ve dig, 2015).

Gram (-) bakterilerde periplazmik bosluk, dis zar ile sitoplazmik zar arasindaki bolgeyi
icerir. Bu bdlmenin varligi Gram (+) bakterilerde de gosterilmistir. X-1g1n1 haritalama ve
elektron kayb1 spektroskopisi, yiiksek Ca*? konsantrasyonlarinin, E. coli’nin hiicresel zarfi
ile iligkili oldugunu gostermistir. Periplazma, bu bdlmede Ca*? depolanmasinda rol
oynayabilen oligosakkaritler ve anyonik proteinler icerir. Jones ve arkadaslarina (2002)
gore, dis zar ve periplazma Ca*? regiilasyonunda 6nce Ca*? girisine bariyer olarak, ikinci
olarak Ca*?’y1 tamponlayarak veya depolayarak énemli bir rol oynayabilir. Belirli kosullar
altinda periplazmanin, canli E. coli hiicrelerinin periplazmasindaki Ca*?’un N-terminal
OmpT signal kullanip hedeflenen Ca*? lgiilerek harici ortama gore 3-6 kat Ca*2
depolanabilecegini  gozlemlediler. Bu  sonuglar, bakteriyel hiicrelerin ~ Ca*2
konsantrasyonunu, hiicre bolmeleri igerisinde farkli mekanizmalar kullanarak diizenleme

yetenegine sahip olabilecegi hipotezini desteklemektedir (Domingueza ve dig, 2015).
Prokaryotlarda Ca*? tasima sistemi iige ayrilir:

1) Gradyanla calisan Ca*? esanjorleri,

2) ATPazlar,

3) Protein olmayan polihidroksibutirat polifosfatlar (PHB-PP) kanallari.

1) Ca*? esanjorleri bir dizi bakteri cinsinde tammlanmistir ve prokaryotlarda Ca*? tasinmasi
icin onemli bir mekanizma oldugu diisiiniilmiistir. Ca*? esanjorleri; iyonlarn
elektrokimyasal gradyaninda depolanan enerjiyi kullanan ve gradyana bagli olarak her iki

yonde de calisabilen diisiik afiniteli Ca*? tastyicilaridir.

2) ATPazlar, cogunlukla ATP enerjisini kullanarak katyonlar1 sitozolden ihrag¢ eden yiiksek

afiniteli pompalardir.



Daha once yapilan calismalar, yiiksek Ca*?’da biiyiimenin P. aeruginosa’da biyofilm
olusumunu artirdigini ve aljinat, hiicre dis1 proteazlar ve piosiyanin de dahil olmak {izere
salgilanan viriilans faktorlerinin biyosentezini indiikledigini gostermistir ancak Ca*?

regililasyonunun molekiiler mekanizmalari tanimlanmamistir (Guragain ve dig, 2013).

Kalsiyum seviyeleri Vibrio cholerae’daki biyofilm yapilarini, Yersinia pestis’te ve P.
aeruginosa’da tip III salgilama aparatinin ve efektér proteinlerin ekspresyonunu ve
Pectobacterium carotovorum’da hidrolitik enzimlerin (poligalakturonaz ve pektat liyazi)

tiretimini modiile eder (Cruz ve dig, 2012).

V. cholera, daha yiiksek Ca*? konsantrasyonlarindan gegis yaptiginda, deniz suyunda
bulunanlar gibi daha diisiik bir konsantrasyonda, biyofilmler dagilir, bu da bir O-antijen
polisakaritten Ca*? kaybinin biyofilmlerin bozulmasia ve tek tek hiicrelerin salinmasina
neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu dengesizlestirici etki, magnezyum ilavesiyle
gozlemlenmediginden Ca*? icin spesifik olabilecegi diisiiniilmiistiir. Biyofilm matris
stabilitesindeki rollerine ek olarak, Ca*? iyonlar1 bakteri gen ekspresyonunu etkileyebilir
(Sarkisova ve dig, 2005).

Pek ¢ok bakteri, Ca*?’yi bagladig1 gosterilen P. aeruginosa PA4107 ve muhtemelen PIcR
dahil olmak tizere karakteristik EF el motiflerine sahip kalmodulin benzeri proteinler i¢in
genler igerir. P. aeruginosa’da, bazi hiicre disi proteinlerin salgilanmasi ve / veya
stabilitesi Ca*®’den etkilenir. Tip III salgilama sistemi tarafindan salgilanan toksinler Ca*2
ile bastirilir. Tip II salgi yolu tarafindan salgilanan hiicre dis1 elastaz, LasB ve LasA

miktarlarmin ilave Ca*? varhginda arttig1 ifade edilmektedir (Sarkisova ve dig, 2005).

1.6 Piyorubin

Piyorubin, sadece Pseudomonas cinsine ait suda ¢6ziinen, kirmizimsi bir pigmenttir.
Bircok bakteriyel pigmentin iiretiminde, g¢evreyi algilama mekanizmasinda (Quorum
sensing) rolii olan agillenmis homoserin laktonlarin (AHL) varligi rol oynamaktadir.
Bakteriyel pigmentlerin varligi, biyofilm olusumuna neden olan epigenetik faktorlerin
tizerinde de etkilidir. Mikroorganizmalar, farkli ortamlarda farkli cografik bolgelerde ¢cok
cesitli pigmentler iireterek bulunduklari olumsuz kosullara daha dayanikli hale

gelmektedirler (Magin, 2014).



Pigmentlerin genel olarak bakterilere sagladig: yararlar;

* mikroorganizmay ¢esitli biyolojik ajanlara,

* yiiksek doz ultraviyole 1sinlara,

* oksidan maddelere,

* agir metal iyonlarina,

* asir1 sicak ve asir1 soguga,

* diger mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitelerine kars1 koruma,

* demir gibi iyonlarin elde edilmesi ve fotosentezle besin iiretimi gibi yararlar1 vardir

(Ozdal, 2019 ).

1.7 Proteazlar

Endiistriyel iiretimde birgok enzim kullanilmakta ve bu enzimlerin biiyiikk ¢ogunlugu bitki
ve hayvanlardan elde edilenlerle karsilastirildiginda; yiliksek aktiviteli olmalari, istenmeyen
ara Uriin olugturmamalari, yliksek stabilite gostermeleri, ucuz olmalar1 ve kisa zamanda
cok miktarda iretilebilmeleri gibi nedenlerle mikroorganizmalardan elde edilmektedir
(Horikoshi, 1999). Bu nedenle arastirmacilar; mikrobiyal g¢esitliligi daha detayl
inceleyerek daha kullanisli enzimler iiretebilen mikroorganizmalarin kesfine yonelmektedir

(Ozcan ve Corbaci, 2017).

Bu enzimlerden biri olan proteazlar, proteinlerin peptit baglarini kirarak etki gosterirler.
Proteazlarin kullanim alanlar1 arasinda;

* deterjan,

* gida,

* kozmetik,

* ilag,

* tibbi teshis ve X- 1s11 filmleri tizerindeki jelatinin bozunmasi,

* deri ve tekstil sanayisinde,

* atiklarin iglenmesinde,

* doku diizenlenmesinde,
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* protein katabolizmasinda,
* hiicre gelisimi ve hiicre gogii olaylarinda,
* membranlardan proteinlerin gegisi gibi pek ¢ok ¢esitli alan bulunmaktadir.

Endiistriyel proteaz ireticisi mikroorganizmalar arasinda; Clostridium, Bacillus ve
Pseudomonas cinsleri bulunmaktadir ancak Bacillus tiirleri ticari olarak proteaz tiretmek

i¢in daha ¢ok tercih edilmistir (Ozcan ve Corbaci, 2017).

Proteazlar genellikle sulu olmayan ortamlarda kullanilir, ¢linkii bu ortamlar substratlarin

veya lrlnlerin ¢Oziinlirliigiinii artirabilir ve {iriiniin geri kazanilmasini kolaylastirabilir

(Geok ve dig, 2002).
1.7.1 Proteaz enziminin yapisi

Hiicre i¢inde gergeklesen énemli reaksiyonlardan biri olan hidroliz reaksiyonlari; organik
maddeleri canlilar i¢in kullanilabilir ve yararli hale getiren reaksiyonlardir (Shen ve Chou
2009).

Proteinler ve polipeptit zincirleri proteazlar tarafindan hidroliz edilirler. Proteazlar, belirli
sicaklik ve belirli pH araliklarinda calisan protein yapili enzimlerdir. Besinlerle alinan
proteinler, proteazlar sayesinde polipeptit zincirlerinin amid baglarinin hidroliz edilmesiyle

parcalanirlar. (Mizuno, 2003).
1.7.2 Metallo proteazlar

Cinko proteazlar olarak da bilinen bu proteazlarin gogunlugu nétr pH’da aktivite gosteren,
15 ile 35 kDa molekiil agirliginda olan kii¢iik monomerik enzimlerdir. Metallo proteazlarla
ilgili bircok ¢alisma yapildigindan dolay1 bu enzimler en iyi anlasilan enzimler arasindadir

(Gerze, 2003).

Metallo proteazlarin katalitik etkisi diger proteazlardan farklhidir. Aktiviteleri igin iki
degerlikli Ozellikle ¢inko gibi metallere ihtiya¢ duyarlar. Metallo proteazlarin doku
morfogenezi ve farklilasmasinda rolii vardir. Ayrica kanser hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilirler. Bakterilerdeki termolizin ve yilan zehrinde bulunan hemorajik toksin
bilinen en yaygin metallo proteazlardir. Metalloproteazlar EDTA gibi selat yapici ajanlar
varliginda inhibe olurlar. Cinko metali enzim aktivitesi ig¢in gerekli iken kalsiyum metali

protein yapisinin korunmasi i¢in gereklidir (Yildirim, 2014).
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Birgok metallo proteaz, katalitik ¢inko iyonlar1 tarafindan karakterize edilmesine ragmen,
baz1 enzimlerde bu fonksiyon manganez, kobalt, nikel veya bakir gibi farkli kofaktorler
tarafindan yuritilir. Bazi metallo proteazlarda ise iki metal iyonu ayni anda katalitik
olarak etki gosterir. Metal iyonlari; proteaz enziminin His, Asp, Glu veya Lys amino asit

bulunan bolgelerinden ¢evrelenerek kompleks olustururlar (Sari, 2011).

Mikroorganizmalardan yiiksek oranda enzim verimi elde etmek igin bazi yontemlere
basvurulur. Ornegin; mutasyonla yeni mutantlar elde edilebilir veya mikroorganizmalar
dogrudan bulunduklari ortamdan izole edilebilir ya da mikroorganizmanin iretildigi kiiltiir
ortami degistirilebilinir. Ozellikle kiiltiir ortaminda bulunan inorganik tuzlar, nitrojen ve
karbon kaynaklar1 ve diger biiyiime faktorleri, bakterilerin enzim iiretme kapasiteleri
lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Baz1 metal iyonlar1 (Cu*?, Zn*?, Ca*?, Ag*, Pb*3, Hg"?) ve

surfaktanlar proteaz iiretimi i¢in uyarici bir etkiye sahiptir (Konak, 2012) .

1.8 B. cereus

B. cereus’un genel 6zellikleri;

Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait bir bakteri olan B. cereus,

* Cereus adini tahil anlamindaki cereal’dan alir,

* Bitki Ortiisii ve toprak zemini lizerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir,
* Sporlar elipsoidal sekilde ve santral veya subterminal yapidadir,

* Peritrik flegellalar1 sayesinde hareketlidir,

* Aerobik 6zellikte ve kemoorganotrofiktir,

* Optimum gelisme sicakligi, suslara gore 28-35 °C arasinda degismekle birlikte genellikle
30 °C’dir. En yiiksek iireme sicaklig1 yine suslara gore 37-48 °C arasinda degisir. En diisiik

tireme sicakligl da susa bagli olarak 10-18 °C arasindadir,

* Vejetatif forma donmesi i¢in gereken optimum sicaklik 30 °C, minimum -1 °C ve

maksimum 59 °C’dir,
* Gelisebildigi pH aralig1 4.9-9.3 olup optimum 7.0’dir,

* Nitrat rediiksiyonu pozitif, lesitinaz, jelatinaz, proteaz ve amilaz aktivitesine sahip olup

polimiksine direnglidir,
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* Birgok susu % 7.5 NaCl ortaminda iireyebilir,

* Sporlar1, 100 °C’nin altindaki sicakliklarda canli kalabilmektedir,
* Aerobik spor sayisi kisin daha yiiksek orandadir,

* Ekstraseliiler proteolitik enzimler salgilar,

* B. cereus’un donmus ve pastorize liriinlerde de canli sporlarinin bulunmasi ve depolama
sirasinda diisiik sicakliklarda bile bu sporlarin gelisebilmeleri bu bakteri hakkindaki
endiseleri artirmistir (Cilak ve Halkman, 2018; Pluta ve dig, 2019; Kalkan, 2006; Saglam
ve Seker, 2016).

1.9 P. aeruginosa

1.9.1 P. aeruginosa’nin tarihcesi

* P. aeruginosa’nin yara enfeksiyonlarina neden oldugu ilk kez Doggett tarafindan
gosterilmistir,

* 1850°de Sédillot, cerrahi yaralarda mavi-yesil akintinin gelistigini ve bunun enfeksiyon
ile iliskili oldugunu sdylemistir,

* 1862’de Luke, mavi-yesil irinde ¢omak seklinde mikroskobik canlilarin oldugunu

gozlemlemistir,

* 1882’de Gessard, bakteriyi ilk kez izole etmistir ve Bacillus pyocyaneus olarak

adlandirmistir,

* Daha sonra diger mikrobiyologlar da ¢esitli enfeksiyon bdlgelerinden mikroorganizmayi

izole etmislerdir,

* Bakteri, giiniimiizde kullandigimiz adi almadan Once; Bacterium aeruginosum,
Bacterium aerugineum, Micrococcus pyocianeus, Pseudomonas pyocianea, Bacterium

pyocianeum, Pseudomonas polycolor gibi isimler ile anilmigtir (Sebit, 2015).
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1.9.2 P. aeruginosa’min morfolojisi ve genel ozellikleri

* P.aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesi igerisinde yer alan en énemli patojendir,

* Gram (-), diiz ya da hafif kivrik ¢ubuk morfolojisinde olup aerob bir bakteridir,

* Polar yerlesimli flagellasi sayesinde hareketlidir,

* Uzunlugu 1-3 um ve genisligi 0,5-10 um arasindadir,

* Karakteristik 6zelligi suda ¢6ziinen piyosiyanin adi verilen fenazin pigmeti tiretimidir,
* Piyorubin, piyoverdin, piyosiyanin, pyohelin, pyomelanin pigmentlerini {iretebilir,

* Piyoverdin suda ¢oziinen mavi renkli bir pigment olan piyosiyanin ile birlestiginde

P.aeruginosa i¢in karakteristik olan parlak mavi-yesil rengi olusturur,
* Diistik pH degerlerinde (< 4,5) canliligini siirdiiremez,

* Aerob olmakla beraber denitrifikasyon 6zelliginde oldugundan anaerob iireyen tiirlerine

de rastlanabilir,
* P. aeruginosa genel besiyerlerinde kolaylikla iirer,
* % 5’lik koyun kanli agarda § hemoliz olusturur,

* 37 °C’de 24 saat sonra iki tip koloni olusturur. Birinci tip koloniler biiyiik, diizgiin,

parlak, nemli ve yaygindir. ikinci tip koloniler; kiigiik, konveks ve diizensiz sekildedir,

* Uygun besiyerinde optimum 30-37 °C’lerde ve hafif alkali ortamlarda gelisir. 41 °C’de
tireyebilme yetenegi P. aeruginosa i¢in 6nemli bir 6zellik olup arka arkaya 3 pasajda 42

°C’de tireyebilmesi ayirt edicidir,

* Suslarin ¢ogu; nitrat ve nitritlerden nitrojen gazi olustururlar,
* P.aeruginosa tiirleri virulans faktorlere sahiptir. Bunlar:

* Proteaz,

* LasA elastaz,

* LasB elastaz,

* Alkalen proteaz,
* Hemolizinler,

* Fosfolipaz C,
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* Ramnolipid,
* Ekzotoksin A,
* Ekzoenzim S,
* Piyosiyanin,

* Biofilm (Y1lmaz, 2012; Sebit, 2015; Kayar, 2009; Sen ve Halkman, 2006).

1.9.3 P. aeruginosa’nin mikrobiyolojik o6zellikleri
* Spor ve kapsiil olusturmazlar,
* Pseudomonas bakterilerinin psikotrof, mezofil ve psikrofil tiirleri vardir,

* Tek bir karbon kaynagi varhiginda bile tireyebilen nadir bakterilerden olduklari igin

organik tireme faktorlerine de gereksinimleri yoktur,

* Demir alimi i¢in siderofora sahiptir (Magin, 2014).

1.9.4 P. aeruginosa’min biyokimyasal ozellikleri

* Laktoz ve sakkarozu kullanamay1p, glikozu oksidatif yolla parcalayarak asit yaparlar,
* Oksidaz pozitif olmalari ile Enterobacteriaceae familyasi iiyelerinden ayrilirlar,

* Katalaz ve sitrat reksiyonlar1 pozitiftir,

* Nitrat1 nitrite rediikte ederler,

* Kanl agarda hemoliz yaparlar. Kanli agarda treyen klinik izolatlar siklikla beta

hemolitiktirler,
* Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar,
* Nigastaya etki etmezler,

* S1v1 besiyerinde yiizeyde zar olusturacak sekilde yogun ve homojen bir iireme gosterirler

ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmentleri kolaylikla ayirt edilir (Sen ve Halkman,
2006; Kayar, 2009).
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2. KAYNAK OZETLERI

Khannous ve arkadaslarinin (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada, zeytin atik suyu ile diizenli
olarak kirlenmis toprak ornekleri ve Pseudomonas luteola ile galismiglar. Maksimum
amilaz aktivitesinin pH 5.5 ile 6.5 arasinda ve sicaklik degerinin 33 ile 37 °C arasinda iken

9.48 U.mL Y’ ye ulastigin1 saptamiglar (Khannous ve dig, 2014).

Parmar ve Pandya (2012); 18 toprak bakterisi tiirii ile amilaz tiretimi ¢alismiglar. Bu 18 tiir
bakterinin Bacillus sp. alt tiirleri oldugu tespit edilmis. Amilaz {iretimi i¢in daldirilmis
fermantasyon teknigi uygulanmis ve amilaz aktivite deger araliklar1 0.045-1.35 U.dkt.mL"
! olarak tespit edilmis, 48 saat sonra amilazin maksimum aktivitesi 1.35 (U.dk*.mL™?)

oldugu belirtilmistir (Parmar ve Pandya, 2012).

Raju ve Divakar (2013)’1n yaptiklar1 bir ¢alismada; bahge topragindan elde edilen P.
aeruginosa susunda; 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra maltoz takviyeli
ortamda maksimum amilaz iiretimi (180 = 2.6 U.mL™?) olarak bulunmus (Raju ve Divakar,
2013).

Khemakhem ve arkadaslarinin (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada; ¢emen otu (Trigonella
foenum graecum) tohumlarindan elde edilen maltojenik bir amilazin maksimum aktivitesi
pH 5 ve 60 °C’de ve bu kosullar altinda spesifik enzim aktivitesi 258 U.mg? olarak
bulunmus. Bu amilazin, genis bir pH stabilite yelpazesi sergiledigi icin, biiylik bir ticari
deger ve endiistriyel uygulamalar icin iyi bir beklentiye yol ac¢tifini ifade etmisler

(Khemakhem ve dig, 2013).

Liu ve Xu (2008); yeni izole edilmis bir Bacillus sp. YX1’den nisastay1 sindiren yeni bir a-
amilazin saflastirilmasin1 ve karakterizasyonunu bildiren g¢alismalarinda maksimum a-
amilaz aktivitesinin (53 U.mL?) 45 °C’de 44 saat inkiibasyondan sonra elde edildigini

gostermisler (Liu ve Xu, 2008).

Kiymact ve arkadaglarinin (2018) laktik asidin P. aeruginosa izolatlarinin biyofilm
olusumuna etkisini arastirdiklari bir ¢alismada; ODsyp nm’de yapilan Slglim sonuglari

incelendiginde, kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm olusumu
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0.94783 olarak bulunmustur. izolatlar arasinda en diisiik ve en yiiksek biyofilm olusumu

sirastyla 0.02253 ve 1.95445 olarak bulunmus (Kiymaci ve dig, 2018).

Hosseinidoust ve arkadaslar1 (2013), genotipik olarak tek tip bir P. aeruginosa kiiltiiriinden
cesitli faj ortamlarinda direngli varyantlarin ortaya ¢ikmasina ve ilk popiilasyonun bes ana
koloni grubuna cesitlenmesine yol actigi calismalarinda biyofilm iiretim degerleri;
ODs70’de yapilan okumada: kontrol grubunda 1.22, diger fajlarda sirasiyla; 0.46, 1.42 ve
1.15 olarak kaydedilmis (Hosseinidoust ve dig, 2013).

Bose ve arkadaslar1 (2009), 179 klinik Staphylococci izolat1 (179 Staphylococcus spp.’den
111°1 S. epidermidis ve 68’1 S.aureus’du) i¢inden; farkli metodlarla iiretilen bakterilerin %

15.64, % 12.30, % 4.47’si1 yiiksek biyofilm iiretimi gosterdigini bulmuslar (Bose ve dig,
2009).

Zheng ve arkadaglarinin (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada; P. putida MnB1’in H2O>’yi
indirgedigini ve proliferasyon i¢in hizla iyilestigini, ancak hiicre i¢i oksidatif stres
durumunun, H20: tiikenmesinden sonra hizli biyofilm olusumu ile siirdirildigini

bulmuslar (Zheng ve dig, 2018).

Mathur ve arkadaglar1 (2006) yaptiklart bir ¢alismada; biyofilm olusumunun tespiti i¢in
152 Kklinik Staphylococcus spp. doku kiiltiirii plakasi (TCP), Tiip yontemi (TM) ve Congo
kirmizi agar (CRA) yontemi ile taranmis;152 Staphylococcus spp. 88 (% 57.8), TCP
yonteminde optimize edilmis kosullar altinda biyofilm {iretmigler ve suslar ayrica yiiksek
22 (% 14.47) ve orta 60 (% 39.4) olarak simiflandirilirken, 70 (% 46.0) izolatta zayif veya
hi¢ biyofilm tiretimi olmamis (Mathur ve dig, 2006).

Vijay ve arkadaslarinin (2014), yaptiklar1 arastirmada Lactobacillus fermentii’den elde
edilen elastazin maksimum enzim aktivitesi i¢in en uygun pH’1 8 ve sicakligin 80 °C’de
oldugunu bulmuslardir. Ayrica; elastaz enzimini Alzheimer hastaligiin bazi

semptomlarinin tedavisinde kullanmay1 amaglamislardir (Vijay ve dig, 2014).

Caballero ve arkadaslarinin (2001) yaptiklari bir ¢alismada, P. auroginosa’nin elastaz A ve
elastaz B enzimlerinin elastolitik aktivite gosterdigini ve elastaz B’nin elastolitik
aktivitesinin elastaz A’ninkinden alt1 kat daha fazla oldugunu bulmuslardir (Caballero ve

dig, 2001).

Kiymaci ve arkadaglarinin (2018) laktik asidin P. aeruginosa izolatlarinin yeterli gogunluk

algilama (Q.S.) sistem sinyal molekiilleri ve viriilans faktorlerinin {iretimi iizerindeki
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inhibitor etkisinin aragtirmislar. Bu ¢alismada; P. aeruginosa klinik izolatlarinin elastaz
tiretimi incelendiginde P. aeruginosa nin elastaz aktivitesi PAO1 susunun 0.4275, diger
izolatlarin en diisiik elastaz aktivitesini 0.01597 ve en yiiksek elastaz aktivitesini ise

0.528203 olarak bulmuslardir (Kiymaci ve dig, 2018).

Fitriani ve Giiven (2018)’in yaptiklar1 bir ¢alismada; Halobacillus trueperi adli halofilik
bakterinin 11.85 U.mg™? ile en yiiksek spesifik proteaz aktivitesine sahip oldugunu

gostermisler (Fitriani ve Giiven, 2018).

Ozcan ve Corbaci (2017)’nm, Karadeniz’in ¢okelti orneklerinden izole edilmis iki
Streptomycetes susunun pH ve sicaklik kararliliklarinin saptanmasi ve hiicre dis1 proteaz
enzim iretim kapasitelerinin belirlenmesinin amacglandigi ¢alismalarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda, bu organizmalarin proteaz i¢in spesifik enzim aktiviteleri 14.45 ve
18.46 U.mg? seklinde olup, iyi birer proteaz iireticisi olabilecekleri sonucuna varilmis

(Ozcan ve Corbaci, 2017).

Gerze (2003)’nin, B. subtilis megatherium ve B. polymxa bakteri tiirlerinden elde edilen
proteaz enziminin kismi saflastirilmasi ve 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla ilgili olarak
yaptig1 ¢calismada; B. subtilis megatherium tiirii i¢in spesifik aktivite degerlerinin 168 saat
sonuna kadar yaklasik 12 U.mg™? civarinda oldugu ve bu saatten sonra diismeye basladig,
B. polymxa tiirii i¢in yapilan saflastirma ¢aligmasinin sonuglarina gére ham homojenatin
spesifik aktivitesi 15.9 U.mg?, % 80’lik doyurma sonrasi spesifik aktivitenin ise 30.3
U.mg™* oldugu hesaplanmis (Gerze, 2003).

Gormez ve Giilmiis (2018), Erzurum sicak su kaynaklarindan bakteriyel izolasyonlar
yaparak bu izolatlarin proteaz enzim aktiviteleri incelenmis ve izolatlarin proteaz enzim
aktiviteleri hesaplanmis, en yiiksek aktivite gosteren izolat Bacillus pumilus NK14 (91.17
U.mL™?) olarak tespit edilmis. B. pumilus NK14 izolatinin enzim aktivitesi i¢in en uygun
sicaklik araliginin 45-65 °C (optimum 50 °C) oldugu goézlenmis (Gormez ve Glilmiis,

2018).

Machreki ve arkadaslarinin (2019) yaptiklar1 bir ¢aligmada, P. aeruginosa ATCC27853
susunun, 12 ay boyunca sterilize deniz suyunda inkiibasyonundan sonra piyorubin
{iretimini incelemisler. Inkiibe edilmemis P. aeruginosa ATCC27853 (ODsz= 0.083) ile
karsilastirildiginda deniz suyunda 8 ay siireyle inkiibe edilen A81 susu (ODs20= 0.0991) ile
pyorubin iiretim oranlarinda 6nemli bir artis elde edildigini bulmusglar (Machreki ve dig,

2019).
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Lo ve arkadaslarinin (2016) yaptiklari bir caligmada; bakteriyel flagellar biyosentez
genlerinin ana diizenleyicisi olan ve Sigma 28 olarak da adlandirilan transkripsiyon faktorii
FliA’nin flagellar gen transkripsiyonunu diizenlemeye ¢k olarak, P. aeruginosa’da

piyorubin tiretimini 3 kat artirdigin1 bulmuslar (Lo ve dig, 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

CaCly, kristal viyole, kazein, folin, Tris HCI, EDTA, TCA, NazHPO4, NaH2PO4, Na2COg,
H2SOs, nisasta, antron, distile su, etil alkol, elastin kongo red (ECR), metilen mavisi,

sukroz.

3.2 Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Deneylerimizde Nutrienth Broth, Nutrient Agar, Luria-Bertani, Mueller Hinton ve Brain

Heart Infusion besiyerleri kullanilmistir.

3.3 Calismada Kullanilan Bakteriler ve Saklama ve Calisma Kosullar:

1. P. aeruginosa (ATCC 27853)
2. B. cereus (ATCC 10876)

Calismalarimizda kullandigimiz bu bakteriler, 25 giin araliklarla iretilmislerdir. LB
plaklarina 6ze ile pasajlama yapilarak 24 saat, 37 °C’de etiivde bekletilip, ertesi giin plaklar

etiivden ¢ikarilarak +4 °C’de saklanmustir.

Petrilerden 6ze ile 3 mL NB bulunan tiiplere ekim yapilarak 18 saat 37 °C’de gece boyu
uretildiler. Daha sonra bu kiiltiirlerden 100 pL alinip 3.5 mL NB bulunan tiiplere ekim
yapildi. 24 saat 37 °C’de statik olarak dretildiler. Bu tiiplerden alinan kiiltiirler ile

deneylere devam edildi.

3.4 .Cahsmada Kullanilan Tuz

Calismalarimizda stres kaynagi olusturmak amaciyla CaCly kullanilmistir.  Farkli
konsantrasyonlarda (0.05 M, 0.1 M ve 0.15 M) CaCl; kullanilarak sekonder metabolit

aktiviteleri lizerine olan etkileri arastirilmistir.
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3.5 Amilaz Analizi

* 24 saat inkiibasyondan sonra tiipler;
* 13500 rpm’de oda 1s1sinda 5 dk santrifiij edilir,
* 0.5 mL siipernatan yeni tiiplere alinir ve lizerine,

* 0.5 mL % 2 nisasta (0.01 M pH 7 fosfat tamponu i¢inde), 37 °C 15 dk inkiibasyona

birakilir,

* Sonrasinda buzdolabinda 5 dk bekletilir,

* Antron yontemi ile seker tayini yapilir. Bunun igin;
* 1.5 mL antron reaktifi,

* 15 uL ornek,

* 985 mL distile su eklenir,

* 30 saniye vortekslenir,

* Musluk suyunda 2-3 dk sogutulur,

* Tipler, 10 dk kaynar suda tutulur,

* Musluk suyunda 2-3 dk sogutulur,

* ODe20’de kore (1.5 mL antron, 2 mL su) karst okunur.

Bir birim a-amilaz aktivitesi, dakika basina glikoza esdeger bir umol indirgeyici sekeri
serbest birakan enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Geok ve dig, 2003; Raju ve

Divakar, 2013). Calismada kullanilan glikoz referans grafigi Sekil 3.1’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: Glikoz standardi.
3.6 Biyofilm Olusum Kinetigi

* 24 saat Uretilen tiiplerin icerikleri bosaltilir,

* Bu tiipler, 3 kez dH20 ile yikanir,

* Tiiplere, % 1°lik kristal viyole eklenir,

* 10 dakika beklenir,

* 3 kez dH20 ile yikanir,

* + 4 °C’de bekletilen % 95’lik etil alkolden tiim tiiplere 4 mL eklenir,
* 5 dakika beklenir,

* Tiip icerikleri kdre (% 95 etil alkol) karsi ODsso de okunur (Jiménez ve dig, 2015;
Kalaiarasan ve Narasimha, 2016; Mirani ve dig, 2018; Zhang ve dig, 2018).

3.7 Elastaz Analizi

* 24 saat Uretilen bakteri kiiltiiriinden 1 mL alinir,
* 1 mL tampon (1 mg/mL ECR, 200 mM Trizma base tamponu pH 8.8 iginde),

* 37 °C’de 30 dakika 150 rpm’de inkiibasyona birakilir,
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* Reaksiyonu durdurmak igin tizerine; 0.1 mL 100 mM EDTA eklenir,
* 13500 rpm’de, oda 1sisinda 5 dk. santriftij edilir,

* ODa4gs’de kore karst (tampon) okumalar1 ve ECR standard grafiginden (Sekil 3.2) miktar
hesaplamalari yapilir (Kong ve dig, 2005; Vijay ve dig, 2014; Jose ve dig, 2017).

[ 4
y =0,0112x +0,0111
R =0,9882
=}
o
*
0,001

300 400 500 600 700 800

ECR konsantrasyonu (ug.mL™?)

Sekil 3.2: ECR standardi.

3.8 H202 Duyarhlik Analizi

* 100 pL kiiltirden Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarina yayma ydntemiyle ekim
yapilir,

* Hemen bu kiiltiirlerin tizerine belli araliklar ile bos antibiyogram diskleri konulur,

* Bu disklerin tizerine de 4 puL % 30’luk H2O> damlatilir,

* H,0, damlatilan petriler, 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilir, sonrasinda;

* Disklerin etrafindaki zonlarin fotograflar1 ¢ekilerek ¢aplari 6l¢iiliip degerlendirme yapilir

(Zheng ve dig, 2018).
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3.9 Kanh Agarda Hemoliz

* % 5°lik koyun kanli agarina 4 plL gece boyu iiretilen kiiltiirlerden eklenir,
* 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilir,

* Ertesi glin alinip fotograflart ¢ekilerek c¢ap 6lgtimleri yapilir.

3.10 Piyorubin Analizi

* 24 saatlik kiiltiirler, 13500 rpm’de 5 dk santrifiij edilir,
* 1 mL siipernatan yeni tiipe alinir,

* (Jzerine 1.5 mL kloroform eklenir,

*500 puL 0.2 N, HCI konulup 30 saniye vortekslenir,

* Sv1 kisim alinarak kore (HCl) kars1 ODszs’de okuma yapilir (Hosseinidoust ve dig,
2013; Kalaiarasan ve Narasimha, 2016; Lo ve dig, 2016; Maroui ve dig, 2016).

3.11 Proteaz Analizi

* 24 saatlik kiiltiirler, 13500 rpm’de oda 1sisinda 5 dk santrifiij edilir,

* 1 mL siipernatan alinir,

* Siipernatan tizerine 1 mL kazein (0.05 M fosfat tamponu i¢inde, pH 7) eklenir,
* Bu karisim; 37 °C’de 10 dk calkalamali inkiibasyona birakilir,

* [nkiibasyon sonunda 1 mL % 10’luk TCA eklenerek reaksiyon durdurulur,

* 30 saniye vortekslenir,

* 37 °C’de 20 dk ¢alkalamali inkiibasyona birakilir,

* 13500 rpm’de oda 1s1sinda 10 dk santrifiij edilir,

* Bu karisimdan 1 mL siipernatan alinarak yeni tiiplere eklenir,

* Tiiplerin iizerine 2 mL 0,5 M Na,COs ve 1 mL folin (1/3 sulandirilarak) eklenir,

* 37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakilir,
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* ODggo’da kore karsi (su, TCA, Na2COs, folin) okuma yapilir (Geok ve dig, 2003; Ozcan
ve Corbaci, 2017; Fitriani ve Giiven, 2018).

* Sonuglar tirozin standardina (Sekil 3.3) gore analiz edilir,

0,7 -

y =0,0817x + 0,2219
R?=0,9913

0,6

0,5 -

ODGGO

04 -

0,3 -

0,2

25 50 100 150 200
Tirozin konsantrasyonu (ug.mL-1)

Sekil 3.3: Tirozin standard.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Bakterilerin Ca*? Varhiginda Deney Tiip Fotograflar

Nutrient Broth (NB) besiyerinde gece boyu iiretilen B. cereus ve P. aeruginosa’da farkl
Ca*? konsantrasyonlarinda gdzlenen renk degisimleri asagida gosterilmistir. Kontrol grubu
Sekil 4.1a’da gosterilmistir. 0.05 M ve 0.1 M Ca*? varliginda P. aeruginosa’da yesil renk
olusumu gozlenmektedir (Sekil 4.1b ve ¢). Ancak 0.15 M Ca*? varliginda herhangi bir renk

olusumu gozlenmemistir (Sekil 4.1d).

Sekil 4.1: Bakterilerin a) Kontrol b) 0.05 M ¢) 0.1 M d) 0.15 M Ca*? varliginda NB
besi ortaminda deney tiip fotograflar

4.2 Bakterilerin Amilaz Aktivitesi

Hiicreler NB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilmistir. ODs20’de absorbanslari

okunarak amilaz aktivitesi tespit edildi. Hiicrelerin ODs20’deki absorbans degerlerine gore;
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B. cereus en yiiksek amilaz aktivitesi 0.15 M Ca*? varliginda 25.32 pmol glikoz.dk*.mL?
olarak gostermistir. 0.05 M Ca*? varliginda amilaz aktivitesi artirmis, 0.1 M’da azalmis,
0.15 M’da artmaya devam etmistir. P. aeruginosa’nin ise en yiiksek amilaz aktivitesi 0.1
M Ca*? varliginda 32.67 umol glikoz.dk.mLolarak tespit edilmistir. 0.05 M ve 0.1 M
Ca*? varliginda amilaz aktivitesi artarken; 0.15 M Ca*? varliginda azalmaya baslamistir.
Ortalama amilaz iiretimleri B. cereus i¢in 24.84 pmol glikoz.dk*.mL™, P. aeruginosa icin
32.45 pumol glikoz.dk*.mL Yolarak bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiiksek amilaz
tretimleri karsilastirildiginda; P. aeruginosa, B. cereus’a gore 1.29 kat daha fazla amilaz

aktivitesi gostermistir (Sekil 4.2).

40 - OB. cereus
W P. aeruginosa
35 -
830 -
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ZE 25
< -
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<= 15
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Qe 1
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52
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0 '

0 005 cavy 01 0.15

Sekil 4.2: Bakterilerin amilaz aktivitesi.

Tablo 4.1: Bakterilerin amilaz aktivite degerleri (umol glikoz.dk*.mL™).

Ca(M) B. cereus P. aeruginosa

0 20.61 31.98
0.05 24.84 32.13
0.1 24.37 32.67
0.15  25.32 32.57
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4.3 Bakterilerin Biyofilm Olusum Kinetigi

P. aeruginosa 'nin metilen mavisi varliginda petride tiremeleri Sekil 4.3.1°de gosterilmistir.
Hiicreler NB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilmistir. % 1°lik kristal viyole
kullanilarak olusturduklari biyofilmlerin absorbans degerleri ODsso’de okunmus ve tiip
ortaminda kristal viyole ile boyanmis biyofilm yapisi Sekil 4.3.2°de gosterilmistir.
Hiicrelerin ODsso’deki absorbans degerlerine gore; B. cereus en yiiksek biyofilm tiretimini
0.15 M Ca*? varliginda 0.28, P. aeruginosa ise en yiiksek biyofilm iiretimi 0.1 M Ca*?
varliginda 0.73 olarak gostermistir. Ortalama biyofilm tiretimleri; B. cereus icin 0.25, P.
aeruginosa i¢in ise 0.62 olarak bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiiksek biyofilm
tiretimleri karsilastirildiginda; P. aeruginosa, B. cereus’a gore 2.58 kat daha fazla biyofilm

olusumu gergeklestirmistir (Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.2: Tiip ortaminda kristal viyole ile boyanmis biyofilm olusumlart.
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Sekil 4.3.3: Bakterilerin biyofilm olusum kinetigi.

Tablo 4.2: Bakterilerin biyofilm optik yogunluk degerleri.

Ca(M) B.cereus P.aeruginosa

0 0.11 0.37
0.05 0.24 0.47
0.1 0.23 0.73
0.15 0.28 0.64

4.4 Bakterilerin Elastaz Aktivitesi

Bakterilerin kat1 besiyerinde petri ortaminda ve ECR varliginda tireme morfolojileri Sekil

4.4.1 a-d’de gosterilmistir.

Bakteriler, NB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilmistir. ODs20’de absorbanslari (Sekil
4.4.2 a-b) okunarak elastaz aktivitesi tespit edildi. Hiicrelerin ODs20’de absorbans
degerlerine gore; B. cereus en yiiksek elastaz aktivitesini 0.05 M Ca*? varliginda 3.50 pg
ECR.mL1.dk™, en diisiik elastaz aktivitesini 0.1 M Ca*? varliginda 2.72 ng ECR.mLt.dk
olarak gostermistir. P. aeruginosa ise en yiiksek elastaz aktivitesini 0.05 M Ca®
varhginda 5.82 pg ECR.mL™.dk?, en diisiik elastaz aktivitesini 0.15 M Ca*? varliginda
4.30 pg ECR.mL.dk? olarak gdstermistir.

Ortalama elastaz aktiviteleri B. cereus igin 2.83 ng ECR.mL™.dk™, P. aeruginosa igin 4.83

ng ECR.mLt.dklolarak bulunmustur. Bu c¢alisma kapsaminda en yiiksek elastaz
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aktiviteleri karsilastirildiginda; P. aeruginosa, B. cereus’a gore 1.66 kat daha fazla elastaz

aktivitesi gostermistir (Sekil 4.4.3).

Sekil 4.4.1: P. aeruginosa’da a) ECR varliginda b) ECR olmadan kontrol, B.cereus’da
¢) ECR varliginda d) ECR olmadan kontrol kat1 besiyerinde iiremeleri.

a) b)

Sekil 4.4.2: LasB aktivitesinin a) B. cereus’da b) P. aeruginosa’da soldan saga; kontrol,
0.05 M Ca*?, 0.1 M Ca*2 ve 0.15 M Ca*2 varliginda tiip ortamindaki goriiniimii.
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Sekil 4.4.3: Bakterilerin elastaz aktivitesi.

Tablo 4.3: Bakterilerin elastaz aktivite degerleri (ug ECR.mL™.dk™).

Ca(M) B.cereus P.aeruginosa

0 25.02 28.71
0.05 3.50 5.82
0.1 2.73 4.37
0.15 2.28 4.31

4.5 Bakterilerin H202 Duyarhhg:

100 pL kiiltirler Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarina eklendikten sonra, 6 mm ¢apinda
steril antibiyogram disklere 4 puL % 30’luk H2O> damlatilarak bu kiiltiirlerin iizerlerine
yerlestirildi. 24 saat 37 °C’de iiretildikten sonra ¢ap Olgiimleri yapilarak H202 duyarliligi
saptanmigtir (Sekil 4.5.1 a-d). Capin biiyiimesi duyarlilik, kiigiilmesi direng gostergesidir.

H20, damlatildiktan sonra; B.cereus’ta en biiyiik ¢ap ol¢iimii 0.1 M Ca*? varliginda 3.6
mm. en kiigiik ¢ap olgiimii 0.05 M Ca*? varliginda 2.1 mm olarak ol¢iildii. P.
aeruginosa’da en biiyiik cap dl¢iimii 0.1 M Ca*? varhginda 3 mm, en kiiciik cap dl¢iimii
0.05 M Ca*? varhginda 1 mm olarak 6lgiildii. Ortalama ¢ap olgiimleri; B. cereus igin 2.79
mm, P. aeruginosa i¢in 2.24 mm olarak Sl¢tilmistiir (Sekil 4.5.2). Sonug olarak en biiyiik
cap Ol¢tiimleri karsilastirildiginda; P. aeruginosa, H202’ye kars1 B. cereus 'tan 1.2 kat daha

fazla direng gostermistir (Sekil 4.5.2).
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Cap (mm) (H,0,)

b) c) d)

Sekil 4.5.1: Bakterilerin H2O2 varliginda duyarliliklari (a) ve b) B. cereus,

3,5

2,5

1,5

0,5

c) ve d) P. aeruginosa.

OB. cereus
B P. aeruginosa

0 0.05 0.1 0.15
Ca (M)
Sekil 4.5.2: Bakterilerin H202 duyarlilig.

Tablo 4.4: Bakterilerin H202 duyarlilik dlgtimleri (mm).

Ca(M) B.cereus P.aeruginosa

0 2.23 3.53
0.05 2.17 1.4
0.1 3.2 2.83
0.15 3 2.5
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4.6 Kanh Agarda Hemoliz

% 5’lik koyun kanli agarina gece boyu liretilen kiiltiirlerden 4 pL eklendi. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin alinip fotograflari ¢ekilerek ¢ap dlgimleri yapildi (Sekil
4.6.1 a-d). Yapilan dl¢iim sonuglarma gore; 0.1 M Ca*? varligi P. aeruginosa’da hemoliz
capimi artirirken ayni zamanda bakteri koloni ¢apini da artirmistir. B. cereus’da ise 0.1 M
Ca*? varliginda hemoliz cap1 artmus, bakteri ¢ap1 ise 0.5 M Ca*? varliginda artmistir. En
yiiksek hemoliz ¢ap olglimleri karsilastirildiginda P. aeruginosa’nin, B.cereus’a gore 4.3
kat daha fazla hemoliz yaptig1 goriilmistiir (Sekil 4.6.2, Sekil 4.6.3, Sekil 4.6.4).

a) b) 0) d)

Sekil 4.6.1: Kanli agarda hemoliz fotograflar1 a) B.cereus’da 0.15 M ve b) 0.1 M
Ca*2 varliginda, P.aeruginosa’da c) Kontrol d) 0.1 M Ca*? varhginda.

18 - OB. cereus
16 - BP. aeruginosa
/E\ 14
E 12 -
& 10 -
&
N g
°
5 6
T
4 _
| ’_’_L ’_’_L ‘ \
0
0 0.05 Ca (M) 0.1 0.15

Sekil 4.6.2: Bakterilerin kanli agarda hemoliz ¢api.
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Tablo 4.5: Bakterilerin kanli agarda hemoliz ¢ap1 6l¢tim degerleri (mm).

Ca(M) B. cereus P. aeruginosa
0 3 0.45
0.05 3 0.4
0.1 35 15
0.15 3 0
T
T
0 0.05 Ca (M) 0.1

OB. cereus

B P. aeruginosa

T

1

Sekil 4.6.3: Bakterilerin kanli agarda komple ¢api.

0.15

Tablo 4.6: Bakterilerin kanli agarda komple ¢ap 6lg¢iim degerleri (mm).

Ca(M) B.cereus P.aeruginosa
0 20 30

0.05 27 20.5

0.1 28.5 8.5

0.15 28.5 0
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35 1 OB. cereus
B P. aeruginosa

30

20

10 -

Bakteri Koloni Cap1 (mm)

0 ‘
0 005 caqvy 01 0.15

Sekil 4.6.4: Kanli agarda bakteri koloni gapi.

Tablo 4.7: Kanli agarda bakteri koloni gap1 6lgiim degerleri (mm).

Ca(M) B.cereus P. aeruginosa
0 16 25.6

0.05 21.5 18.5

0.1 22.5 30

0.15 22 14

4.7 Bakterilerde Piyorubin Uretimi

Hiicreler NB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilmistir. ODszs’te absorbanslari
okunarak (Sekil 4.7.1) piyorubin {iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODs2s5’te absorbans
degerlerine gore; B. cereus piyorubin iiretmezken, P. aeruginosa ise en yiiksek piyorubin
{iretimini 0.1 M Ca*? varliginda 0.679 olarak, en diisiik piyorubin iiretimini 0.05 M Ca*?
varhiginda 0.668 olarak gerceklestirmistir. P. aeruginosa’da ortalama piyorubin iretimi
0.674 olarak bulunmustur (Sekil 4.7.2).
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Sekil 4.7.1: P. aeruginosa’da piyorubin analizi. Soldan saga; Kontrol, 0.05 M Ca*?, 0.1 M
Ca*?, 0.15 M Ca*? varliginda piyorubin analizi.

0,685 - P. aeruginosa

0,68 -
0,675 -

0,67 -

Piyorubin Optik Yogunlugu (ODs,s)

0 0.05 0.1 0.15
Ca (M)

Sekil 4.7.2: P. aeruginosa’da piyorubin optik yogunlugu.

Tablo 4.8: P. aeruginosa’da piyorubin optik yogunluk degerleri.

Ca(M) P.aeruginosa

0 0.665
0.05 0.668
0.1 0.679
0.15 0.677
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4.8 Bakterilerin Proteaz Aktiviteleri

Hiicreler NB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilmistir. ODeeo’da absorbanslari
okunarak proteaz tiretimleri tespit edildi. Hiicrelerin ODego’da absorbans degerlerine gore;
B. cereus en yiiksek proteaz iiretimi 0.05 M Ca*? varliginda 0.75 U.mL™, en diisiik proteaz
{iretimi 0.15 M Ca*? varliginda 0.036 U.mLolarak gerceklestirmistir. P. aeruginosa ise en
yiiksek proteaz iiretimi 0.1 M Ca*? varliginda 1.63 U.mL™, en diisiik proteaz iiretimi 0.05
M Ca*? varhiginda 0.75 U.mLolarak gergeklestirmistir. Ortalama proteaz iiretimleri B.
cereus i¢in 0.37 U.mL™, P. aeruginosa i¢in 1.31 U.mLolarak bulunmustur. Bu ¢alisma
kapsaminda en yiiksek proteaz iiretimleri karsilastirildiginda; P. aeruginosa, B. cereus’tan

2.19 kat daha fazla proteaz aktivitesi gostermistir (Sekil 4.8).

1,8 -
~ 1,6 1

—

g 14 -

OB. cereus

B P. aeruginosa

=
=N
1 1

S o
A~ O
| |

Proteaz Aktivitesi (U
o
‘©

o
N
!

o

0 0,05 Ca (M) 0,1 0,15

Sekil 4.8: Bakterilerin proteaz aktiviteleri.

Tablo 4.9: Bakterilerin proteaz aktivite degerleri (U.mL™).

Ca(M) B.cereus P.aeruginosa

0 0.13 0.74
0.05 0.75 0.75
0.1 0.32 1.63
0.15 0.03 1.55
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez kapsamindaki bu ¢alismada Ca*? varliginda, 24 saat siire ile statik ortamda ve 37°C’de

P. aeruginosa ve B. cereus 'Un genel olarak sekonder metabolit tiretimleri incelenmistir.

5.1 Bakterilerde Amilaz Aktivitesi

Amilazlar, kalsiyum yoklugunda islevsiz kalan kalsiyum metalo enzimleridir (Raju ve
Divakar, 2013). Tez kapsamindaki bu ¢alismada; amilaz iiretimi yapan kiiltiirlerin en
yiiksek ve en diisiik amilaz etkinlikleri gosterilmistir (Sekil 4.2). Bu ¢alismada; statik 37
°C’de NB ortaminda en yiiksek amilaz aktivitesi P. aeruginosa’da 0.1 M Ca*? varliginda
32.68 umol glikoz.dk*.mL? ve en diisiik amilaz aktivitesi B. cereus’da 0.1 M Ca*?
varliginda 2437 pmol glikoz.dkt.mL? olarak bulunmustur. Yapilan literatiir
arastirmalarinda tez kapsamindaki calismaya benzer calismalar bulunamadig: i¢in burada
karsilastirma yapilamamistir. Ca*? eklendikten sonra en yiiksek amilaz aktivitelerine
bakildiginda; B. cereus i¢in 0.15 M Ca*? varliginda amilaz aktivitesi kontrol grubuna gore
1.2 kat artmistir. P. aeruginosa’da ise 0.1 M Ca*? varhginda amilaz aktivitesi kontrol
grubuna gore 1.02 kat artirmigtir. Sonug olarak Ca*? eklenmesi her iki bakteride de amilaz

aktivitesini artirmistir.

5.2 Bakterilerde Biyofilm Olusum Kinetigi

Tez kapsamindaki bu calismada; statik 37 °C’de NB ortaminda gergeklestirilen biyofilm
olusum kinetiginde ODsso’deki en yiiksek deger P. aeruginosa’da 0.1 M Ca*? varliginda
0.73 ve en diisiik deger B. cereus’da 0.1 M Ca*? varhiginda 0.23 olarak bulunmustur (Sekil
4.4.3). Kiymaci ve arkadaslarmin (2018) yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise laktik asidin P.
aeruginosa izolatlarinin biyofilm olusumuna etkisini arastirilmig, P. aeruginosa PAO1
susunun biyofilm olusumu 0.95 olarak bulunmustur. 141 izolat arasinda ODsy nm’de
yapilan okumalarda en diisiik ve en yiiksek biyofilm olusumu sirasiyla 0.02 ve 1.95 olarak
degismektedir. Bu c¢alisma ile tez kapsamindaki biyofilm olusum kinetigi

karsilastinildiginda; P. aeruginosa’da Ca*? varliginda daha yiiksek biyofilm olusturdugu
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gozlenmektedir. Ca*? eklendikten sonra en yiiksek biyofilm olusum kinetiklerine
baktigimizda; B. cereus igin 0.15 M Ca*? varliginda biyofilm olusum kinetigi kontrol
grubuna gore 2.5 kat artmistir. P. aeruginosa’da ise 0.1 M Ca*? varliginda biyofilm olusum
kinetiginin kontrol grubuna gore 1.97 kat artmustir. Sonug olarak Ca*? eklenmesi her iki

bakteride de biyofilm olusum kinetigini artirmistir.

5.3 Bakterilerde Elastaz Aktivitesi

Pseudomonas elastazi, enzimatik reaktivite i¢in ¢inko ve stabilite i¢in kalsiyum gerektiren
noétr bir metaloproteazdir (Olson ve Ohman, 1992). Tez kapsamindaki bu ¢alismada; statik
37 °C’de NB ortaminda, ODeg20’de okunan absorbans degerlerine (Sekil 4.4.3) gore en
yiiksek elastaz aktivitesi P. aeruginosa’da 0.05 M Ca'? varliginda 5.82 pg.mL*.dk?
bulunmustur. En diisiik elastaz aktivitesi B. cereus’da 0.15 M Ca*2 varliginda 2.28 pg.mL’

!.dk? olarak bulunmustur.

Kiymaci ve arkadaglarmin (2018) yaptiklart bir ¢alismada ise; laktik asidin P. aeruginosa
izolatlarinin QS sinyal molekiilleri ve viriilans faktorlerinin {iretimi tizerindeki inhibitor
etkisi arastirilmis. Sonugta, P. aeruginosa klinik izolatlarmin ODsy nm’de yapilan
okumalarda elastaz iiretimi incelendiginde P. aeruginosa’min elastaz aktivitesi PAO1
susunun 0.43, diger izolatlarin en diisiik elastaz aktivitesi 0.016 ve en yliksek elastaz
aktivitesi ise 0.52 olarak bulunmustur. Sonuglara gore, laktik asidin subMIC
konsantrasyonlarinda, P. aeruginosa PAO-1 susunun elastaz aktivitesi % 47 oraninda
inhibe olmus, diger izolatlarin elastaz aktivitesindeki azalma yiizdesi % 0.4 ile % 49
arasinda degismistir. Tez kapsamindaki bu ¢alismada Ca*? eklendikten sonra B. cereus i¢in
en yiiksek elastaz aktivitesi 0.05 M Ca*? varhiginda kontrol grubuna gore % 14 azalma
gdstermistir. P. aeruginosa’da ise 0.05 M Ca*? varliginda kontrol grubuna gore % 20
azalma goOstermistir. Bu calisma ile tez kapsamindaki ¢alisma karsilastirildigi zaman farkl
konsantrasyonlarda Ca*? varhginin elastaz aktivitesine olan inhibitdr etkisinin laktik asite
gore daha az oldugu gdzlenmistir. Sonug olarak Ca*? eklendikten sonra her iki bakterinin

de elastaz aktiviteleri azalmistir.

5.4 Bakterilerin H202 Duyarhhg:

Tez kapsamindaki bu caligmada ise; 24 saat 37 °C’de {iretildikten sonra yapilan cap

dlciimlerine gore; en yiiksek H2O2 aktivitesi B. cereus’da 0.1 M Ca*? varliginda 3.6 mm, en
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diisiik H2O- aktivitesi P. aeruginosa’da 0.05 M Ca*? varligmda 1 mm olarak &lgiilmiistiir. En
yiiksek ¢ap dlgiimleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore; 0.1 M Ca*? varliginin H,O;’ye
kars1 P. aeruginosa’da direnci 1.2 kat artirdigim, B. cereus’da ise duyarliligi 1.37 kat artirdigi
goriilmiistiir. Ca*? varhiginda; P. aeruginosa’nin H,O,’ye kars1 daha direngli, B. cereus’un ise
daha duyarli oldugu Sekil: 4.5.2°de gosterilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda, bizim

yaptigimiz ¢alismaya benzer bir ¢alismaya rastlanilmadigi i¢in burada tartisilamamastir.

5.5 Kanh Agarda Hemoliz

P. aeruginosa; kanli agarda hemoliz yapar. Kanli agarda iireyen klinik izolatlar siklikla
beta hemolitiktirler (Kayar, 2009). Tez kapsamindaki bu ¢alismada; % 5’lik koyun kanli
agarina 4 pL gece boyu iretilen kiiltiirlerden eklenip 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra ¢ekilen fotograflardan alinan ¢ap 6l¢iimleri yapilmistir. Buna gore, ¢apin artmasi
hemoliz etkinliginin arttigini gosterdigi igin; en yiiksek hemoliz ¢ap1 P. aeruginosa’da 0.1
M Ca*? varliginda 15 mm, en diisiik hemoliz ¢ap1 yine P. aeruginosa’da 0.05 M Ca*2
varhginda 0.4 mm olarak Slciilmiistiir. B. cereus’da ise 0.05 M Ca*? varhiginda herhangi
bir degisiklik gozlenmezken 0.1 M Ca*? varhiginda 3.5 mm, 0.15 M Ca*? varliginda ise
yine herhangi bir degisiklik gbzlenmemistir. En genis hemoliz ¢ap Ol¢iimleri
karsilastirildiginda P.aeruginosa’nin, B.cereus’a gore 4.3 kat daha fazla hemoliz yaptigi
gdzlenmistir. En genis hemoliz ¢ap dl¢iimlerine baktigimiz zaman Ca*? eklendikten sonra
0.1 M Ca'? varhginda B. cereus kontrol grubuna gore 1.17 kat daha fazla hemoliz
yapmustir. P. aeruginosa ise 0.1 M Ca*? varhginda kontrol grubuna gore 33 kat daha fazla
hemoliz yapmistir. Sonug olarak Ca*? eklenmesi her iki bakteride de hemolizi artirmistir.
En genis bakteri koloni cap dlciimlerine baktigimizda Ca*? eklendikten sonra 0.1 M Ca*?
varliginda B. cereus kontrol grubuna goére 1.4 kat daha fazla gelisim gostermistir. P.
aeruginosa ise 0.1 M Ca*? varliginda kontrol grubuna gére 1.18 kat daha fazla gelisim
gdstermistir. Sonug olarak Ca*? eklenmesi her iki bakterinin de petride daha genis alanda
yayilmasin1 saglamistir. Literatiirde Ca*? varhginda hemoliz aktivitesi ile ilgili benzer

calismalara rastlanmadigi i¢in burada tartisilamamastir.

5.6 Bakterilerde Piyorubin Uretimi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; NB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilen kiiltiirlerin

ODsy5’de okunan absorbans degerlerine gore B. cereus piyorubin tlretmemistir. P.
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aeruginosa ise en yiiksek piyorubin iiretimini 0.1 M Ca*? varliginda 0.679 olarak, en diisiik
piyorubin iiretimini 0.05 M Ca*? varhiginda 0.668 olarak gerceklestirmistir. 0.1 M Ca*?
varligi, P. aeuroginosanmin piyorubin iretimini daha ¢ok artirmistir. Machreki ve
arkadaglarinin (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada; P. aeruginosa ATCC27853 susunun, 12 ay
boyunca sterilize deniz suyunda inkiibasyonundan sonra piyorubin iiretimini incelemisler.
Inkiibe edilmemis P. aeruginosa ATCC27853 (ODsz = 0.083) ile karsilastirildiginda deniz
suyunda 8 ay siireyle inkiibe edilen A81 susu (ODsz= 0.0991) ile piyorubin iiretim
oranlarinda onemli bir artis elde edildigini bulmuslar. Tez kapsamindaki bu ¢aligmada 0.1
M Ca*? varhigi, kontrol grubu ile karsilastirildigt zaman P. aeuroginosa mn piyorubin
tiretimini 1.02 kat artirmigtir. Machreki ve arkadaslarinin (2019) yaptiklar1 ¢aligmada ise
piyorubin iiretimi 1.2 kat artmistir. Bu c¢alisma ile tez kapsamindaki ¢alismay1
karsilastirdigimiz zaman deniz suyunda inkiibasyon stresinin, Ca*? varlig1 stresine gore

piyorubin iiretimini daha ¢ok artirdig: tespit edilmistir.

5.7 Bakterilerin Proteaz Aktiviteleri

Bazi metal iyonlar1 (Cu*?, Zn*?, Ca'?, Ag*, Pb*®, Hg"?) ve surfaktanlar proteaz iiretimi
icin uyarici bir etkiye sahiptir (Konak, 2012). Tez kapsamindaki bu c¢alismada; NB
ortaminda 37 °C’de statik olarak iretilen kiiltiirlerin ODgso’da okunan absorbans
degerlerine gore en yiiksek proteaz iiretimi P. aeruginosa’da 0.1 M Ca*? varliginda 1.63
U.mL7olarak ol¢iilmiistiir. En diisiik proteaz iiretimi ise, B. cereus’da 0.1 M Ca*
varhginda 0.03 U.mL? &lgiilmiistiir. Gérmez ve Giilmiis’iin (2018) yaptiklar1 bir
calismada, Erzurum sicak su kaynaklarindan elde edilen bakteri izolatlarinin proteaz enzim
aktiviteleri incelendiginde, en yiiksek aktivite gosteren izolat Bacillus pumilus NK14
(91,17 U.mL™) olarak tespit edilmis, Ca*? iyonuyla enzim aktivitesinin 1.1 kat arttigini
gdstermisler. Tez kapsamindaki bu ¢aligmada Ca*? eklenmesi sonucunda en yiiksek proteaz
iiretimleri incelendiginde; 0.05 M Ca*? varliginda B. cereus kontrol grubuna gore 5.7 kat
daha fazla proteaz aktivitesi gdstermistir. P. aeuroginosa ise 0.1 M Ca*2 varliginda kontrol
grubuna gore 2.2 kat daha fazla proteaz aktivitesi gostermistir. Gormez ve Giilmiis’iin
(2018) yaptiklar1 ¢aligma ile tez kapsamindaki bu calisma karsilastirildigi zaman B. cereus
icin 0.05 M Ca' varliginin, P. aeuroginosa icin ise 0.1 M Ca'? varhigmin proteaz

aktivitesini daha ¢ok artirdigi gosterilmistir.
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Sonug olarak; her iki bakterinin de farkli konsantrasyonlarda Ca*? varliginda amilaz
aktiviteleri artarken bu artisin B. cereusta 0.15 M Ca*? varhiginda, P. aeuroginosa da ise
0.1 M Ca*? varliginda daha ¢ok oldugu tespit edilmistir. Biyofilm olusumlarmin, her iki
bakteri i¢in de farkli konsantrasyonlarda Ca*? varliginda arttign gdzlemlenmekle beraber bu
artisin, B. cereus’ta en ¢ok 0.15 M Ca*? varliginda, P. aeuroginosa’da ise 0.1 M Ca*?
varliginda oldugu tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda Ca*? varhiginda elastaz
aktivitesi her iki bakteride de azalmistir. Bu azalma B. cereus’ta en cok 0.1 M Ca®?
varliginda, P. aeuroginosa’da ise 0.15 M Ca* varliginda gerceklesmistir. Bakterilerin
H,02 duyarliliklarma baktigimizda; B. cereus’un duyarhiligi 0.05 M Ca*? varliginda
azalirken, 0.1 ve 0.15 M Ca'? varhiginda artmustir. P. aeuroginosa’da ise her ii¢
konsantrasyonda da duyarlilig1 azalmakla beraber bu azalis en ¢ok 0.05 M Ca*? varliginda
gergeklesmistir. Ca*? varligi B. cereus’'un H2O2’ye karsi duyarliligini artirirken, P.
aeuroginosa nin H>O’ye kars1 direncini artirmistir. Hemoliz aktiviteleri her iki bakteri
icin de 0.1 M Ca' varligmda artmistir. P. aeuroginosa’nin piyorubin iiretimine
baktigimizda her ii¢ konsantrasyonda da arttig1, en ¢ok artisin ise 0.1 M Ca*? varliginda
oldugu bulunmustur. Proteaz aktivitelerine baktigimizda B. cereus igin; 0.05 ve 0.1 M Ca*?
varhginda proteaz aktivitesinin arttigi, 0.15 M Ca*? varliginda ise azaldig gériilmiistiir. P.
aeuroginosa nin proteaz aktivitesi her {i¢ konsantrasyonda da artmakla birlikte bu artigin

en ¢cok 0.1 M Ca*? varliginda oldugu tespit edilmistir.

Bakterilerin farkli konsantrasyonlardaki Ca*? varliginda sekonder metabolit iiretimleri iizerine
yaptigimiz bu caligmada; B.cereus i¢in amilaz aktivitesi ve biyofilm {iretiminin maksimum
artis1 0.15 M Ca*? varhginda, elastaz aktivitesine kars1 inhibitor etki, H202’ye kars1 duyarlihigmn

a*2 varliginda, proteaz aktivitesindeki arts ise

artmasi ve hemoliz aktivitesinin artmas1 0.1 M C
0.05 M Ca' varhginda gergeklesmistir. P. aeuroginosa igin maksimum amilaz aktivitesi,
biyofilm iretimi, H202’ye kars1 direncin artmasi, hemoliz aktivitesinin artmasi, piyorubin
{iretimi ve proteaz aktivitesindeki artislar 0.1 M Ca'? varliginda gergeklesirken, elastaz
aktivitesine kars1 inhibitor etki en ¢ok 0.15 M Ca*? varliginda gerceklesmistir. Ca*? varlig

bakterilerin sekonder metabolit tiretimlerini artirmustir.

Bu yapilan calismalarin ve elde edilen sonuglarin, literatiirdeki eksikligi dolduracagina ve
yeni bakis acilarina katki saglayacagma inamyoruz. Ciinkii bu kadar yiiksek Ca*?

konsantrasyonlarinda metabolit {iretimi ilk kez bizim tarafimizdan arastirilmistir.

42



KAYNAKLAR

Akalin, R.B. (2014). Bazi Boronik Asit Tirevlerinin Pseudomonas aeruginosa’da
Viriilens Faktorlerinin Uretimine Etkisinin Arastirilmasi (Yiiksek lisans
tezi). Stileyman Demirel Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Isparta.

Bose, S., Khodke, M., Basak, S. & Mallick, S.K. (2009). Detection of biofilm producing
Staphylococci: Need Of The Hour, Journal of Clinical and Diagnostik
Research, 3, 1915-1920.

Caballero, A.R., Moreau, J.M., Engel, L.S. Marquart, M.E., Hill, J.M.
&O0O'Callaghan, R.J. (2001). Pseudomonas aeruginosa protease IV enzyme
assays and comparison to other Pseudomonas proteases, Analytical
Biochemistry, 290, 330-337.

Cruz, L.F., Cobine, P.A. & Fuentea, L. (2012). Calcium increases Xylella fastidiosa
surface attachment, biofilm formation and twitching motility, Applied and
Environmental Microbiology, 78 (5), 1321-1331.

Cilak, G.0. & Halkman, A.K. (2018). Cesitli besiyerlerinin Bacillus cereus
sporlanmasindaki etkisi tizerine bir arastirma, The Journal of Food, 43 (2):
347-355.

Demirbanka, F.G.O (2019). Kadmiyum ve hidrojen peroksitin kondrosarkom ve
kondrosit hiicrelerinde siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi ve transkript
seviyesi iizerine etkisinin incelenmesi (Doktora tezi). Kahramanmaras Siitgii
Imam Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kahramanmaras.

Domingueza, D.C., Guragain, M. & Patrauchan, M. (2015). Calcium binding proteins
and calcium signaling in prokaryotes, Cell Calcium, 57, 151-165.

Donlan, R.M. & Costerton, J.W. (2002). Biofilms : Survival Mechanisms of Clinically
Relevant Microorganisms, Clinical Microbiology, 15 (2), 167-193.

Fitriani, S. & Giiven, K. (2018). Isolation, screening, partiual purification and
characterization of protease from halophilic bacteria 1solated from
Indonesian fermented food, Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi
C, 7 (2), 130-142.

Gangola, P. & Rosen, B.P. (1987). Maintenance of intracellular calcium in Escherichia
coli, Journal of Biological. Chemistry. 262, 12570-12574.

Geok, L.P., Razak, C.N.A., Rahman, R.N.Z.A., Basri, M. & Salleh, A.B. (2003).
Isolation and screening of an extracellular organic solvent-tolerant protease
producer, Biochemical Engineering Journal, 13, 73-77.

Gerze, A. (2003). Proteaz Enziminin Bacillus subtilis megatherium ve Bacillus polymxa
Bakteri Tiirlerinden Kismi Saflastirilmasi ve Ozelliklerinin Incelenmesi
(Yiiksek lisans tezi). Istanbul Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

43


https://abs.ankara.edu.tr/ismail-akyol/YonetilenTezler#collapse469984
https://abs.ankara.edu.tr/ismail-akyol/YonetilenTezler#collapse469984
https://abs.ankara.edu.tr/ismail-akyol/YonetilenTezler#collapse469984

Gormez, A. & Giilmiis, E.O. (2018). Bacillus pumilus NK14 izolatinin proteaz enzim
aktivitesinin belirlenmesi ve enzimin leke ¢ikaric1 etkisinin tespiti,
Multidisciplinary Studies and Innovative Technologies, 2 (2), 07-12.

Guragain, M., Patrauchan, M., Lenaburg, D.L., Moore, F.S., & Reutlinger, 1. (2013).
Calcium homeostasis in Pseudomonas aeruginosa requires multiple
transporters and modulates swarming motility, Cell Calcium, 54, 350-361.

Horikoshi, K. (1999). Alkaliphiles: Some application of their products for biotechnology,
Microbiology and Moleculer Biyology Reviews, 63 (4), 735-750.

Hosseinidoust, Z., Tufenkji, N. & Ven, T.G.M. (2013). Predation in homogeneous and
heterogeneous phage environments affects virulence determinants of
Pseudomonas aeruginosa, Applied and Environmental Microbiology, 79
(9), 2862-2871.

Jimenez, L.L., Fuste, E., Garriga, B.M., Dominguez, A.J., Vinuesa, T. & Vinas, M.
(2015).  Effects of photodynamic therapy on  Enterococcus
faecalis biofilms, Lasers Medical Science, 30, 1519-1526.

Jones, H.E., Holland, 1.B. & Campbell A.K. (2002). Direct measurement of free Ca*?
shows different regulation of Ca*? between the periplasm and cytosol of
Escherichia coli, Cell Calcium 32, 183-192.

Jose, D., Manjusha, K., Jose, S., Mohandas, A. & Singh, B. (2017). Purification and
characterization of highly active LasB protease from Pseudomonas
aeruginosa MCCB 123, Indian Journal of Experimental Biology, 55, 303-
310.

Kalaiarasan, E. & Narasimha, H.B. (2016). Antimicrobial resistance patterns and
prevalence of virulence factors among biofilm producing strains of
Pseudomonas aeruginosa, European Journal of Biotechnology and
Bioscience, 4 (11), 26-28.

Kalkan, S. (2006). Cig siitte Bacillus cereus sayilmasi igin yontem modifikasyonlari
iizerine caligmalar (Yiiksek lisans tezi). Ankara Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Ankara.

Kayar, E. (2009). Izmir’ de Cesitli Marketlerde Satisa Sunulan Et ve Et Uriinlerinde
Pseudomonas aeruginosa Aranmasi ve Tanimlanmasi (Yiiksek lisans tezi).
Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Izmir.

Keharom, S., Mahachai, R. & Chanthai, S. (2016). The optimization study of a-
amylase activity based on central composite design-response surface
methodology by dinitrosalicylic acid method, International Food Research
Journal, 23 (1), 10-17.

Khannous, L., Jrad, M., Dammak, M., Miladi, R., Dammak, M., Chaaben, N.,
Khemakhem, B., Gharsallah , N., & Fendri, 1. (2014). Isolation of a novel
amylase and lipase-producing Pseudomonas luteola strain: study of amylase
production conditions, Lipids in Health and Disease, 13 (9).

Khemakhem, B., Fendri, I., Dahecha, 1., Belghuith, K., Kammoun, R., & Mejdoub, H.
(2013). Purification and characterization of a maltogenic amylase from
Fenugreek (Trigonella foenum graecum) seeds using the Box Benkhen
Design (BBD), Industrial Crops and Products, 43, 334-339.

44



Kiymaci, M.E., Altanlar, N., Gumustas, M., Ozkan, S.A. & Akin, A. (2018). Quorum
sensing signals and related virulence inhibition of Pseudomonas aeruginosa
by a potential probiotic strain’s organic acid, Microbial Pathogenesis, 121,
190-197.

Konak, S. (2012). Baz1 Poliniikleer Metal Komplekslerinin Alkalen Proteaz, Plazmid
DNA Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi, (Doktora tezi). Siilleyman Demirel
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Isparta.

Kong, K.F., Jayawardena, S.R., Indulkar, S.D., Puerto, A., Koh, C.L., Hoiby, N. &
Mathee, K. (2005). Pseudomonas aeruginosa AmpR 1s a global
transcriptional factor that regulates expression of AmpC and PoxB
lactamases, proteases, quorum sensing and other virulence factors,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49 (11), 4567-4575.

Liu, X. D. & Xu, Y. (2008). A novel raw starch digesting a-amylase from a newly isolated
Bacillus sp. YX1: Purification and characterization, Bioresource
Technology, 99, 4315-4320.

Lo, Y.L., Shen, L., Chang, C.H., Bhuwan, M., Chiu, C.H. & Chan, H.Y. (2016).
Regulation of motility and phenazine pigment production by FliA Is Cyclic-
di-GMP dependent in Pseudomonas aeruginosa PAO1, Plos One,
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0155397

Machreki, Y., Kouidhi, B., Machreki, S., Chaieb, K. & Saenz, Y. (2019). Analysis of a
long term starved Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 in seawater
microcosms, Microbial Pathogenesis, 134, 130595.

Magin, S. (2014). Pigmentli ve pigmentsiz Pseudomonas aeruginosa suslarinin virulans
faktorlerinin fenotipik ve genotipik olarak karsilastirilmasi (Doktora tezi).
Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Ankara.

Maroui, I., Aboulkacem, A., Timinouni, M. & Beljah, A. (2016).Virulence profiles of
clinical and environmental Pseudomonas aeruginosa isolates from Central
Morocco, African Journal of Microbiology Research, 10 (14), 473-480.

Mathur, T., Singhal, S., Khan, S., Upadhyay, D.J.,, Fatma, T. & Rattan, A.
(2006).Detection of Biofilm Formation among the clinical isolates of
staphylococci: An evaluation of three different screening methods, Indian
Journal of Medical Microbiology, 24 (1), 25-9.

Mirani, Z.A., Fatima, A., Urooj, S., Aziz, M., Khan, M.N. & Abbas, T. (2018).
Relationship of cell surface hydrophobicity with biofilm formation and
growth rate: A study on Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, and Escherichia coli, Iranian Journal Basic Medical Sciences 21
(7), 760-7609.

Mizuno, H., Mal, T.K., Tong, K.I., Ando, R., Furuta, T., Ikura, M. &Miyawaki, A.
(2003). Photo-induced peptide cleavage in the Green-to-Red Conversion of
a fluorescent protein, Molecular Cell, 12 (1), 1051-1058.

Morihara, K. & Tsuzuki, H. (1977). Production of protease and elastase by Pseudomonas
aeruginosa strains isolated from patients, Infection and immunity, 15 (3),
679-685.

45



Olson, J.C. & Ohman, D.E. (1992). Efficient production and processing of elastase and
LasA by Pseudomonas aeruginosa require zinc and calcium ions, Journal
Of Bacteriology, 174 (12), 4140-4147.

Ozcan, K. & Corbaci, C. (2017). Streptomyces sp. K22 ve K30 suslarindan lipaz ve
proteaz enzim iiretimi, Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 7 (2), 128-135.

Ozcan, O., Erdal, H., Cakirca, G. & Yonden, Z. (2015). Oksidatif stres ve hiicre ici lipit,
protein ve DNA yapilart tizerine etkileri, Journal of Clinical and
Experimental Investigations, 6 (3), 331-336.

Ozdal, M. (2019). Bakteriyel pigmentlerin iiretimi ve farmakolojik kullanim alanlar:. Fen
Bilimleri ve Matematik Alaninda Yeni Ufuklar. Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii.

Parmar, D. & Pandya, A. (2012). Characterization of amylase producing bacterial
1solates, Bulletin of Environment, Pharmacology and Life Sciences, 1 (6),
42-47.

Pluta, A.B., Pluta, A., Garbowska, M. & Stefanska, 1. (2019). Prevalence and toxicity
caracterization of Bacillus cereus in food products from Poland,
https://doi.org/10.3390/foods8070269

Raju, E.V.N. & Divakar, G. (2013). Production of amylase by using Pseudomonas
aeruginosa 1solated from garden soil, International Journal of advances in
Pharmacy, Biology and Chemistry, 2 (1).

Saglam, D. & Seker, E. (2016). Gida Kaynakli Bakteriyel Patojenler, Kocatepe
Veterinary Journal, 9 (2), 105-113.

Sari, E. (2011). Bacillus circulans M34’ten Proteaz Enziminin Saflastirilmasi ve
Karakterizasyonu (Yiiksek lisans tezi). Ankara Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Ankara.

Sarkisova, S., Patrauchan, M., Berglund, D., Nivens, D. & Franklin, M. (2005).
Calcium-induced virulence factors associated with the extracellular matrix
of mucoid Pseudomonas aeruginosa biofilms, Journal of Bacteriology, 187
(13), 4327-4337.

Sebit, B. (2015). Coklu ilaca Direncli Klinik Izolatlarda Biyofilm Olusumu ve Biyosidal
Aktivite (Yiiksek lisans tezi). Marmara Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Istanbul.

Sethupathy, S., Prasath, K.G., Ananthi, S., Mahalingam, S., Ananthi, S., Balan, S.Y.
& Pandian, S.K. (2016). Proteomic analysis reveals modulation of iron
homeostasis and oxidative stress response in Pseudomonas aeruginosa
PAOL by curcumin inhibiting quorum sensing regulated virulence factors
and biofilm production, Journal of Proteomics, 145, 112-126.

Shen, H. & Chou, K. (2009). Identification of proteases and their types, Analytical
Biochemistry, 385 (1), 153-160.

Singer, S.W., Erickson, B.K., VerBerkmoes, N.C., Hwang, M., Shah, M.B., Hettich,
R.L. & Thelen, M.P. (2010). Posttranslational modification and sequence
variation of redox-active proteins correlate with biofilm life cycle in natural
microbial communities, International Society for Microbial Ecology, 4 (11),
1398-1409.

46



Sundurram, A. & Murty, T.P.K. (2014). a-Amylase Production and Applications,
Journal of Applied & Environmental Microbiology, 2 (4), 166-175.

Sokmen, B.B. & Sagkal, Y. (2017). Elastaz aktivitesine Giresun yoresindeki bazi
yenilebilir bitkilerin farkli ¢6ziiciilerdeki ekstrelerinin inhibisyon etkilerinin
incelenmesi, Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi, 7 (2), 10-18.

Sen, A. & Halkman, A.K. (2006). Cig siitte Pseudomonas aeruginosa sayilmasi igin
yontem modifikasyonlari {izerine ¢alismalar, Orlab On-Line Mikrobiyoloji
Dergisi, 04 (02), 2-13.

Ucar, A. (2011). Aspergillus sp. tarafindan iiretilen amilaz enziminin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu. (Yiiksek lisans tezi). Adnan Menderes Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Aydin.

Van Der Maarel, M. J. E. C., Van Der Veen, B., Uitdehaag, J. C. M., Leemhuis, H., &
Dijkhuizen, L. (2002). Properties and applications of starchconverting
enzymes of the a-amylase family, Journal of Biotechnology, 94, 137-155.

Vijay, A., Babu, S. & Gudlapally, J. (2014). Isolation and extraction of elastase
producing bacteria from natural habitat (Water-Soil Sample) and targeting it
to APP, A Cause of Alzheimer’s disease, Helix, 2, 516-520.

Yildirnm, V. (2014). Aeribacillus pallidus C10’dan Alkalin Proteaz Enziminin
Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve Biyoteknolojik Uygulanabilirligi
(Yiiksek lisans tezi). Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Yilmaz, Z. (2012). Klinik Orneklerden izole Edilen Pseudomonas aeruginosa Suslarinda
Cesitli Antibiyotiklerin “Quorum Sensing” ve Virulans Faktorleri Uretimine
Inhibitér Etkisinin Belirlenmesi (Yiiksek lisans tezi). Istanbul Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Zhang, Y., Kong, J., Xie, Y., Guo, Y., Cheng, Y., Qian, H. & Yao, W. (2018). Essential
oil components inhibit biofilm formation in Erwinia caratovora and
Pseudomonas fluorescens via anti-quorum sensing activity, LWT — Food
Science and Technology, 92, 133-139.

Zheng, Y., Li, Y., Long, H., Zhao, X,, Jia, K., Li, J.,, Wang, L., Wang, R., Lu, X. &
Zhang, D. (2018). bifA regulates biofilm development of Pseudomonas
putida MnB1 as a primary response to H20, and Mn*2, Frontiers in
Microbiology, 9, 1490.

47



OZGECMIS

Ad-Soyad : Zelis BUDAK KESKIN

OGRENIM DURUMU:

o Lisans : 2000, Balikesir Universitesi, Necatibey Egitim Fakiiltesi,
Biyoloji Ogretmenligi

o Yiiksek Lisans : 2021, inénii Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji

Anabilim Dal1, Molekiiler Biyoloji

MESLEKI DENEYIM:

e 2000 yilindan itibaren Milli Egitim Bakanligi’na bagli devlet okulunda biyoloji
Ogretmeni olarak g¢aligmaktadir.

YUKSEK LIiSANS TEZINDEN TURETILEN CALISMALAR

Keskin, Z.B. & Kahraman, H. (2022). Effect of Ca*?> on P. aeruginasa and B. cereus
metabolites, Brazilian Journal of Biology, 82, https://doi.org/10.1590/1519-6984.243189.

48





