T.C.
KASTAMONU UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANA BiLIM DALI

ORUMCEK ZEHIRININ INSANDA
ENFEKSIYONA SEBEP OLAN
BAKTERILER UZERINE
ANTIMIKROBIYAL ETKISI

SANA AB. MOHAMED MASUD

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN

YRD. DOC. DR. IBRAHIM KUCUKBASMACI

KASTAMONU 2017



T.C.
KASTAMONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ORUMCEK ZEHIRININ INSANDA ENFEKSiYONA SEBEP
OLAN BAKTERILER UZERINE ANTIMIKROBIYAL ETKIiSi

Sana AB. Mohamed MASUD

Damisman Yrd. Dog. Dr. ibrahirp KQCfJKBASMACI
Juri Uyesi Dog. Dr. Ali Savas BULBUL
Juri Uyesi Dog. Dr. Talip CETER

YUKSEK LiSANS TEZI
BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

KASTAMONU - 2017



TEZ ONAYI

Sana AB Mohamed MASUD tarafindan hazirlanan "Oriimcek Zehirinin insanda
Enfeksiyona Sebep Olan Bakteriler Uzerine Antimikrobiyal Etkisi" adli tez
caligmasi asagidaki jiiri liyeleri oniinde savunulmug ve oy birligi ile Kastamonu
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Ana Bilim Dal’nda YUKSEK
LiSANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Danisman Yrd. Dog. Dr. Ibrahim KUCUKBASMACI
Kastamonu Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Ali Savas BULBUL AV
Bartin Universitesi
Jiiri Uyesi Dog. Dr. Talip CETER

Kastamonu Universitesi

26/12/2017

Enstitii Miidiir V.  Dog¢. Dr. Mehmet Altan KURNAZ

i



TAAHHUTNAME

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar cergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarma uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif
yapildigini bildirir ve taahhiit ederim.

Imza
Sana AB. Mohamed MASUD

Yoo

il



TESEKKUR

Bazen, ne kadar uzakta olurlarsa olsunlar her daim yanimizda olup bizi destekleyen
insanlara tesekkiir kelimesi yeterli degildir. Basta annem olmak iizere, aileme
stikranlarimi sunarim. Allah onlara uzun 6miirler versin. Ayrica, kocama benimle bu
yolculukta beraber oldugu i¢in tesekkiir ediyorum.

Basta oriimceklerle nasil basa ¢ikacagimi 6greten Yrd. Dog. Dr. Zafer SANCAK,
ogrencisi olmasam da rehberligi ve onerileri i¢cin Dog¢. Dr. Ergin Murat ALTUNER
ve laboratuvar testini tamamlamam icin tim ihtiyaclarimi yerine getiren bolim
bagkanimiz Dog. Dr. Talip CETER olmak iizere tezimi bitirmemde bana yardimci
olan herkese tesekkiirii borg bilirim. Son olarak, danismanim Yrd. Dog. Dr. Ibrahim
KUCUKBASMACTI’nin yaptig1 her sey icin minnettarim.

Sana AB. Mohamed MASUD
Kastamonu, Aralik, 2017



OZET

Yiksek Lisans Tezi

ORUMCEK ZEHIRININ INSAN ENFEKSIYONLARINA NEDEN OLAN
BAKTERILER UZERINDEKI ANTIMIKROBIYAL ETKISI

Sana AB. Mohamed MASUD

Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigman: Yrd. Dog. Dr. ibrahim KUCUKBASMACI

Mikroorganizmalardan kaynaklanan bazi hastaliklari tedavi eden yeni antimikrobiyal
ajanlar bulmak, insan sagligi i¢in énemlidir. Clnki diinyada halk sagligina karsi en
blyuk tehditlerden biri birgok patojenin geleneksel antibiyotiklere gosterdigi
antimikrobiyal direnctir. Mikroorganizmalarin artan mikrobiyal direng yetenegi
nedeniyle acilen yeni alternatiflerin kesfedilmesi gerekmektedir. Bunun igin en
uygun alternatif peptitlerdir. Enfeksiyonlarin tedavisinde 6dnemli rol oynayan kigiik
agirlikli ve ¢ok islevli en uygun molekdller ise, antimikrobiyal peptitlerdir. Bu
nedenle, zehir peptitleri de dahil olmak Uzere antimikrobiyal peptitler, yeni
terapotikleri tasarlamak i¢cin miilkemmel adaylar olarak kabul edilmistir. Bu
caligmada, on yedi bakteri susuna (Bacillus subtilis DSMZ 1971, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecium, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae,
Listeria innocua, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa
DSMZ 50071, Pseudomonas fluorescens P1, Salmonella enteritidis ATCC 13075,
Salmonella infantis, Salmonella kentucky, Salmonella typhimurium SL1344,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, ve Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044)
yani sira bir mantara C. albicans'a kars1 Araneus quadratus Clerck, 1757 zehrinin
antimikrobiyal etkinligi, minimal inhibitér konsantrasyonlarmi belirlemek igin
minimum inhibisyon konsantrasyon testi kullanilarak arastirilmistir. Calisma
sonuglart zehrin toplama yilia ve her yil kullanilan konsantrasyonlara gore farkli
etkiler gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Ancak A. quadratus zehrinin antimikrobiyal
bir ajan olarak kullanilmasinin basarisin1 desteklemek i¢in daha fazla arastirma
yapilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle, bu c¢alisma ileri teknikler uygulayarak A.
quadratus zehrinin antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu olan aktif maddenin daha
fazla arastirilmasi ve saflastirilmasi i¢in temel olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal direng, ¢oklu ila¢ direnci gosteren patojenler,
antimikrobiyal aktivite, antimikrobiyal peptitler, 6rimcek zehri, Araneus quadratus,
minimum inhibisyon konsantrasyon testi, minimal inhibitor konsantrasyonlari.

2017, 69 Sayfa
Bilim Kodu: 203



ABSTRACT
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ANTIMICROBIAL EFFECT OF SPIDER VENOM ON BACTERIA THAT CAN
CAUSE HUMAN INFECTIONS

Sana AB. Mohamed MASUD

Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ibrahim KUCUKBASMACI

Finding a new antimicrobial agent, that cures some illnesses caused by
microorganisms, is important for human health because one of the most public health
threats in the world is the antimicrobial resistance of many pathogens to the
traditional antibiotics. Indeed, due to rising the microbial resistance ability of
microorganisms, there is still an urgent need to discover a novel alternative and the
most available alternatives are antimicrobial peptides, which are small weighted and
multifunctional molecules, that play major roles in overpowering the infections.
Hence, antimicrobial peptides, including venom peptides, have been considered as
excellent candidates for designing new therapeutics. However, this study investigated
the antimicrobial activity of Araneus quadratus Clerck, 1757 spider venom against
seventeen bacterial strains (Bacillus subtilis DSMZ 1971, Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecium, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae,
Listeria innocua, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa
DSMZ 50071, Pseudomonas fluorescens P1, Salmonella enteritidis ATCC 13075,
Salmonella infantis, Salmonella kentucky, Salmonella typhimurium SL1344,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, and Staphylococcus epidermidis DSMZ
20044) as well as one fungus (Candida albicans DSMZ 1386) using plate growth
inhibition assay to determine the minimal inhibitory concentrations. The results of
this study revealed that the venom showed different effects according to the year of
collection and the concentrations used in each year, but further researches are
required to support the success of the use of A. quadratus venom as an antimicrobial
agent. Therefore, the present study will be the base for further investigation and
purification of the active item that is responsible for the antimicrobial activity of A.
quadratus spider venom by performing advanced techniques.

Key Words: Antimicrobial resistance, multidrug-resistant pathogens, antimicrobial
activity, antimicrobial peptides, spider venom, Araneus quadratus spiders, plate
growth inhibition assay, minimal inhibitory concentrations.
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1. GIRIS

Insan viicudu bakteriler, mantarlar, parazitler ve Oliimciil olabilecek cesitli
enfeksiyonlara neden olan virlsler dahil olmak Uzere bircok mikroorganizma igin

cazip ve uygun ortamlardan biridir.

Yasamin baglangicindan itibaren bilim insanlari, herkes i¢in iyi ve saglikli bir yasam
saglamak iizere bu saglik sorunlarmin timiinii 6nlemeye, teshis etmeye ve tedavi
etmeye calismislardir. Ornegin, 1940'larda, birgok enfeksiyonla savasmak icin
antibiyotikleri [1]; penisilin [2-4] ve stlfonamid [2] siniflarina ayirmis, 1970'lerde,
zehir bazli ilk basarili ilag olan antihipertansif Captopril® 'i kesfetmislerdir [5-11].

Ne yazik ki, mikroplarin ilaglara (antibiyotiklere) [4, 12] kars1 direng gelistirme
yetenekleri bulunmakta ve bu Antimikrobiyal Diren¢ (AMD) [2, 13-15] olarak
adlandirilmaktadir. Aslinda, ¢ogu bakteri susu, geleneksel antibiyotiklere direnclidir
[3, 16-19]. Olgusal olarak, bazi bakteriler Coklu ilag Direnci Gosteren (CIDG)
bakteri olarak adlandirilacagi, birden fazla antibiyotik smifina [2, 4, 12, 19] kars1
direng gelistirebilir. Ornegin, Staphylococcus aureus [3], Pseudomonas aeruginosa
[3, 18, 20, 21] ve Enterococcus sp. turleri [17, 20, 22, 23], en yaygin antibiyotiklere
kars1 direnglidir.

Nitekim, ¢oklu ilag direnci gdsteren patojenlerin ortaya ¢ikmasi kiiresel bir endisge
haline gelmis [2, 3, 20, 22, 24, 25] ve bir felaket olarak gorilmektedir [26]. Bu
nedenle, artan AMD acilen klasik ilaglara yeni etkili alternatifler kesfetmeyi
gerektirmektedir [1, 12, 23, 24, 27-30]. Aslinda, Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO)
gore, birgok mikrobun AMD'si, 21. yiizyilin [2, 16, 31] en biiyiik saglik sorunu [2,
28, 31] ve insan saglina yonelik en biiyiik ii¢ tehditten biridir [26]. Dahas1, CIDG
patojenlerin etkilerinin artis1, arastirmacilari yeni etkili antibiyotikler [3, 27]

gelistirmeye yonlendirmektedir.

Son yillarda, bilim insanlar1 ve arastirmacilar yeni alternatif ilaglar bulmak igin,
omurgalilarin (insan [32], timsah [33], kurbaga [31, 34-37], yilan [38] ve balik [39]
vb., omurgasizlarin (akrep [40-45], yenge¢ [46, 47], 6rimcek [4, 29, 48-63] ve bal



aris1 [64] vb.) peptitlerini ve bitki bilesenlerini [15, 21, 65-70] yeni etkili ilaclar
gelistirmek i¢in  kullanmaktadirlar. Bu peptitlere, prokaryotik ve 0©karyotik
organizmalarda [1, 56, 71, 72] iretilen ¢ok islevli molekiiller olan [25]
antimikrobiyal peptitler (AMP) denir. Cok ¢esitli mikroorganizmalara kars1 giiglii
antimikrobiyal aktiviteye (AMA) [1, 3, 24, 25, 40, 56, 59, 61, 62, 73-75] sahip
olmanin yaninda kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin [27, 71, 76, 77]
tedavisinde kullanilabilirler. Ayrica tan1 ajanlar1 [6, 7, 11, 78] olarak davranabilirler.
Dolayisiyla, AMP'ler umut vadeden terapdtik adaylar [1, 24, 28, 31, 61, 76, 77, 79-
82] olarak kabul edilmektedir.

AMP'lerin ¢ogunun biyoteknolojik kullanimlara [7, 8, 61, 83-89] sahip oldugu
kanmitlanmistir. Hayvan zehirleri aktif AMP'ler icin iyi kaynaklar [31, 48, 90] olup
¢ok sayida biyoaktif peptitten [6, 8, 10, 50, 91] olusmaktadirlar. Bu nedenle zehirler,
yeni ilaglar kesfetmek i¢in mitkemmel kaynaklardir [6, 9, 63, 88, 90-93].

Zehirlerin 6lume neden olabilecegi belirtilmelidir [88, 94, 95]. Ancak boceklerin ve
hayvanlarin zehirleri, ila¢ gelistirmede terapdtik ajanlar tasarlamak ve sentezlemek
icin kullanilmistir [88, 89]. Ayrica, omurgalilardan ve omurgasizlardan birgok zehir

bileseni, yenilik¢i terap6tik ilaglar olarak kullanilmaktadir [7, 8, 88, 96].

Ilging bir sekilde, hayvan zehirleri tip alaninda 7. yiizyildan beri kullanilmakta [5, 8,
10, 97] ancak 1975'te ilk basarili zehir kaynakli terapotigin kesfiyle (Captopril®) [88,
93], 1970'lere kadar modern tedavi yolu olarak bagvurulmamistir [5, 10, 88]. Ayni
sekilde, Prialt® [5-10, 23, 93], Byetta® [5-7, 9, 10, 91, 94], Integrilin® [8, 10, 11],
Aggrastat® [10, 11, 93], Angiomax® [10, 94] ve Exanta® [10, 11] olmak iizere alti
adet yeni onaylanmis zehir bazli ilag bulunmaktadir. Buna ek olarak, Ancrod [9-
11,88,91,93] ve Chlorotoxin [6, 7, 9, 10, 78, 98] gibi etkili rolleri olan basarili ilaglar
olarak baska zehir peptitleri de bulunmaktadir. Ancak son yirmi yildir, akrepler ve
orimcekler gibi omurgasizlardan zehir kaynakli ajanlara biiyiik bir ilgi

duyulmaktadir [3, 5, 7, 8, 10, 49, 91].

Son zamanlarda, biyokimyacilarin, nérobiyologlarin ve farmakologlarin oriimcek

zehri peptitlerine karsi ilgisi kayda deger sekilde artmistir [49, 60, 61, 93, 99, 100,



101]. Aslinda, orimcek zehri peptitleri erektil disfonksiyon, kardiyovaskuler
hastaliklar, kronik agr1 ve inflamasyon [9, 10, 23, 91, 93, 94, 96, 98, 100, 102] gibi
birgok rahatsizliga [23, 60, 93, 94, 100] kars1, bunun yan1 sira nérolojik bozukluklar
ve kansere karsi da terapdtik potansiyel etkiye sahiptir [97]. Dahasi, oriimcek zehri;
anti-insektisit [92, 94, 97, 99-103], antimikrobiyal [23, 60, 82, 92, 94, 97, 100]
antibakteriyel [4, 29, 55-61], antifungal [23, 54, 62, 100] ve antiparaziter [23, 40, 63,
94], analjezik, antiaritmik, hemolitik, sitolitik ve enzim dnleyici [23, 60, 92, 94, 97,
100] faaliyetlerin yan1 sira antikanser etkisi [60, 78, 92, 94, 97, 100] sayesinde bdcek
Oldiiriicti ajanlardan insan terapisine kadar ¢esitli alanlarda kullanilmistir [23, 49, 61,
89, 93, 94, 97, 99, 100]. Tiim bu 6zelliklerden dolay1, driimcek zehri yeni farmasotik
tasarimlari i¢in dogal bir kaynak olarak kabul edilmistir [23, 61, 78, 93, 94, 97, 100].
Ne yazik ki, 2014 yilina kadar, 6riimcek zehri peptitlerinden onaylanmis hicbir ilag
yoktu [78, 94]. Buna karsin, yakin gelecekte, driimcek zehri peptitlerinin ilag olarak
kullanilabilecegi [94] ve yeni terapotiklerin tasariminda kullanilabilecegi

onerilmektedir [78, 93, 94, 99, 103].

Son yirmi yilda, bircok Oriimcek zehrinin antimikrobiyal aktivitesi gibi drimcek
zehrinin etkin 6zelliklerini belirleyen ¢ok sayida ¢alisma gergeklestirilmistir. Bunlara
ornek olarak, Cupiennius salei (Keyserling, 1877) [53, 55, 56], Lachesana tarabaevi
(Zonstein & Ovtchinnikov, 1999) [50], Acanthoscurria gomesiana (Mello-Leitéo,
1923) [62], Lycosa singorensis (Laxmann, 1770) [48, 49, 61], L. carolinensis
(Walckenaer, 1805) [51, 52] ve Oxyopes Kkitabensis (Charitonov, 1969) [57]

gosterilebilir.

Bu calismada Araneus quadratus Clerck, 1757 zehrinin antimikrobiyal etkisinin
ortaya konulmas: amacglanmistir. A. quadratus orimcekleri, en basarili zehirli
omurgasiz [78, 104] olan Arachnid (Oriimcegimsiler) sinifina ve Araneae (Oriimcek)
takimina girerler ve iyi anti-insektisit ve antimikrobiyal peptit olan [40] biyoaktif

peptitlerin [97, 104] sayica en fazlasina sahiptirler.

Bildigimiz kadartyla bu ¢alisma, A. quadratus zehrinin antimikrobiyal aktivitesi'ni
tanimlayan ilk rapordur. Caligmamizda A. quadratus zehrinin AMA's1i, on yedi

bakteri susuna ve bir mantara kars1 mikrodillisyon testi ile incelenmistir.



1.1. Antimikrobiyal Direng (AMD)

Antimikrobiyal direng, patojenlerin klasik antibiyotiklere gosterdigi dayaniklilik ve
direngtir. DSO'ye gére, AMD biiyiik bir halk saglig1 sorunudur [2, 26, 28, 31, 61] ve
insan sagligina yonelik en biiyiik tehditlerden biridir [26]. Nitekim, mikroplarin
AMD'si, hastaneye yatirilmig hastalarda, hastaneye yatirilmamis hastalarda [2, 13-
15], gida islemede ve muhafazasinda [2, 13-16] uygun olmayan geleneksel
antibiyotiklerin kullanilmasindan ve istismar edilmesinden kaynaklanmistir. Ayrica,
patojenlerin ¢oklu ilaca direnci genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli ve asiri

kullanilmasindan kaynaklanmaktadir [3, 59].

Olgusal olarak, AMD, zayiflamis, immiinsiiprese, notropenik ve kronik hastalarda
daha tehlikelidir [2] ve bu sorun topluma yayilmis olup tedavi edilmesi zor olan ciddi
enfeksiyonlara neden olmaktadir [2]. Ayrica, AMD cografi konuma ve saglik

hizmetlerine gore de degismektedir [2, 20, 22].

Bununla birlikte, AMD ilk 1940'larin basinda fark edilirken [20] ¢oklu ilag direnci
gosteren suslar 1970'lerin sonlarinda teshis edilmistir [105]. Alanis [2] tarafindan
belirtildigi gibi, 1945 yilinda Alexander Fleming, "Penisilinin uygunsuz kullaniminin
direngli (mutant formlar) se¢ilmesine yol acabilecegini” (s5.698) soyleyerek

antibiyotigin (penisilin) kotiiye kullanim1 konusunda uyarida bulunmustur.

Aslinda bakteriler, tedavisi zor olan mikroorganizmalarin [2, 12, 31, 69] coklu
antibiyotik simiflarina [2, 4, 12, 19, 33] kars1 direng gelistirme yetenegine sahip
olduklar1 i¢in ¢oklu ilag direnci gosteren bakteriler diye adlandirilirlar. Ornegin, S.
aureus hemen hemen tim geleneksel antibiyotiklere direng gosterirken [3] P.
aeruginosa, mevcut tim antibiyotiklere direnclidir [3, 18, 20, 21] ve Enterococcus
sp. onlara kars1 kullanilan en gii¢lii antibiyotiklere karsi duyarli degildir [17]. Dahast,
Escherichia coli ve Salmonella sp. 1950'lerin sonunda ¢oklu ila¢ direnci gosteren
bakteriler olarak diistiniilmistiir [20]. Benzer sekilde, Enterococcus sp. [17, 20], E.
coli [22], Klebsiella pneumoniae [20, 22], P. aeruginosa [3, 18, 20, 21] ve S. aureus
[3, 20] tiirleri, DSO'niin internet sitesinde CIDG bakteri suslar1 olarak bildirilmistir



[20]. Ne yazik ki, ¢oklu ilag direncinin ortaya ¢ikmasi uluslararasi bir endise haline

gelmistir [2, 3, 12, 20-22, 24, 25, 30, 65, 70, 106].

Sonug olarak, patojenlerin AMD'sinin ger¢ek ve kritik bir halk sagligi sorunu oldugu
muhakeme edebiliriz [2, 20, 22, 24-27, 30, 31, 61, 74, 75, 106]. Bu nedenle,
antibiyotik direngli mikroplarin Oniine gegmek icin yeni antimikrobiyal ajanlarin
saptanmast  Onemlidir [2, 23, 61, 75]. Ayrica, antimikrobiyal direngli
mikroorganizmalarin yayginlagsmasi, arastirmacilart yeni etkin ilaglar tasarlamaya
tesvik etmis [3, 27, 55, 59, 67] ve hala klasik antibiyotikler icin alternatifler bulmaya
yoneltmistir [1, 12, 23, 24, 27, 28, 30, 61]. En iyi seg¢enekler, ilag kesfi [1, 23, 24, 28,
31, 40, 47, 61, 76, 77, 79-82, 87] i¢in umut vadeden antimikrobiyal peptitlerdir [1,
24, 26-28, 81] ve in vivo AMP'ler araciligiyla uygulanan tedaviyi gelistirmek igin
birgok ¢alisma gergeklestirilmistir. Ancak bu konuda hala ilerleme kaydedilmesi
gerekmektedir [3].

1.2. Antimikrobiyal Peptitler (AMP)

AMP'ler kiiguk [24, 25, 46, 62, 74], biyolojik [26, 27, 77], nispeten kisa [72] ve
pozitif yukli [3, 24, 25, 27, 62, 72, 74, 76, 77, 81] molekiillerinin yan1 sira bakteri
gibi tek hicrelilerden insanlara kadar uzanan hemen hemen tiim organizmalarda [24,
25, 28, 39, 74, 79, 86] bulunurlar [1, 59, 71, 72]. Ayrica, AMP'ler giiglii bir
antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler [3, 24, 25, 40, 59, 61, 62, 73]. Boylece
mikroplarin biiylimesini engelleyip yok edebilirler [25, 61, 72, 74, 79, 81, 82]. Bu
nedenle AMP'ler, bakteri, mantar, parazit bazi viriisler [3, 24, 25, 49, 56, 59, 74-77,
79, 82, 83] dahil olmak tizere ¢esitli mikroorganizmalarin [1, 24, 25, 40, 47, 56, 59,
74, 75] yani sira kanser hiicrelerini [26, 27, 56, 61, 62, 71, 82] ve ¢oklu ilag direnci
gOsteren patojenleri [3, 24, 27, 40, 79, 82, 87] de oldurebildikleri icin yeni
antimikrobiyal ajanlar olarak kabul edilmektedir [40, 73, 87].

Buna ek olarak, bu AMP'lerin canlilarin ¢ogunda dogal bagisikligin vazgecilmez bir
pargasi oldugu gosterilmistir [1, 3, 24, 25, 35, 38, 39, 49, 62, 75, 76, 86]. Yasayan
organizmalarin tiim alemleri ilk savunma hattin1 olusturmak i¢cin AMP {iretir [26-28,

38,72, 77, 79].



1.3. Ortimcekler

Oriimcekler, tiim diinyaya yayilmis en sik karsilasilan omurgasiz hayvanlardir [10,
23, 60, 92, 93, 95, 99, 102, 107, 108]. Ilging bir sekilde, oriimcekler zehirli
hayvanlarin en biiyiik grubunu temsil etmektedir [10, 95, 97, 102, 107]. Aslinda,
potansiyel peptitlerin baglica kaynagi olan [7, 103] kirk binden fazla 6riimcek tru
vardir [7, 10, 78, 94, 95, 99, 102, 103, 107-109] ancak yaklasik iki yiiz tiirii insanlara
zararhdir [10, 95, 107, 109]. Oriimcekler zehirlerini 6ncelikle, olagan avlar1 olan
diger bocekleri oldiirmek, fel¢ etmek ve diismanlarma karsi savunma amaciyla
kullanirlarken [8, 10, 78, 82, 88, 92, 95, 100, 101, 104, 108] ilag tasariminda yeni bir
arag olan (6rtimcek zehirleri i¢in) baska bir amaci da vardir [60, 61, 93, 94, 99, 100].

Aslinda, ortimcekler zehirli eklem bacaklilardir [92, 94, 97] ve eklem bacaklilarin en
biiytik sinifi olan Arachnida grubuna girerler [100, 101, 104]. Ayrica, arachnidlerin
zehri iyi bir antimikrobiyal ve 0zel kullanimlar1 olan anti-insektisit peptit kaynagidir
[40]. Arachnida sinifinin en zehirli Giyelerinin Araneae (6riimcek) takimi olmasi [78,
104] ve aktif peptitleri en yiiksek olan tiirler olmast ilgingtir [97, 104]. Ortimcekler

kicuk hayvanlar olsa da fazlaca zehirli peptit tretirler [97].

Calismamizda zehrini test ettigimiz Araneus quadratus ortimceginin (Arthropoda,-
Arachnida,- Araneae) adini ilk olarak Gétaz 1889'da Pays-d'Enhant'ta (Vaud, Isvicre)
bir driimcek listesinde hicbir aciklama yapmadan kullanilmistir. Ote yandan, bu
oriimcegin ilk tanimi 1913'de Franganillo tarafindan yapilmistir. Bu tlrin Gijon ve
La Guardia daglarinin eteginde bulunan calilarda ve karacalilarda disi 6rneklerini
buldugunda renk degistirebildiklerini belirtmis ve bu tirleri dort belirgin lekeye
sahip, acgik yesilimsi Oriimcekler olarak nitelendirmistir [110], (bkz. Fotograf 1.1).
Benzer sekilde, Simon 1929'da, A. quadratus'larin Fransa'da Alpler'in ¢ayirlarindaki

kisa calilarda bulundugunu bildirmistir [110].



Fotograf 1.1. Araneus quadratus orimcek

1.3.1. Oriimcek Zehirleri

Genel olarak zehir, "lreten hayvan tarafindan beslenmeyi veya savunmayi
kolaylagtirmak i¢in normal fizyolojik veya biyokimyasal islemleri bozan molekiiller
iceren, bir hayvanda 6zel bir bezde lretilen ve aci verici bir yara yoluyla hedef
hayvana aktarilan bir salgidir” s.1470 [10], s.501 [111].

Temel olarak oOriimcek zehri, yillan ve akrep gibi diger hayvanlarin zehirlerine
benzerdir; farmakolojik olarak ¢ok aktif olmasinin yaninda aktif ve inaktif
materyallerin biyolojik kompleks karigimlarindan olusmaktadir [40, 63, 78, 82, 95,
97, 100, 101]. Ote yandan, driimcek zehrinin baslica bilesenleri proteinler, peptitler,
polipeptitler, enzimler, nikleik asitler, serbest amino asitler, poliaminler,
biyoaminler, monoaminler, glikoz, inorganik tuzlar ve ndrotoksinlerdir [40, 58, 60,
78, 82, 93- 95, 97, 100, 101, 108, 109]. Buna ek olarak, ayn1 oériimcek ailesinin her
bir tlrinln kendine 6zgu zehir kompozisyonu [8,108] ve kendine 6zgi zehir etkileri
bulunmaktadir [88,109]. Ayrica, zehirler aym tiirlerde bile degisiklik gosterebilir
[112, 113]. Bu unsurlarin hepsi, arastirmacilarin tim tiirleri incelemesini
zorlagtirmaktadir ve bu konu sinirsiz ¢alisma gerceklestirmeyi gerektirmektedir [88].
Bununla birlikte, bu farkli molekiillerin hepsinin farmakolojik etkileri olabilir [82] ve
yeni ilaglar gelistirmek i¢in bilimsel arastirmacilarin tibbi ilgisini ¢ektigini

belirtmislerdir [78, 82, 101, 104].

Aslinda, 6riimcek zehirleri, i¢cinde en az bin benzersiz peptit barindirmasi [10, 23, 78,
92, 103] ve kirk iki bin 6riimcek tlirtinin on milyonun Uzerinde biyoaktif peptite
sahip olmasi [10, 23, 93, 99, 100, 103] onlar1 yeni terapotiklerin tasarimi igin zengin,
miitkemmel ve dogal bir kaynak kilar [23, 89, 93, 97, 99, 100].



Eski c¢aglardan beri, orlimcek zehirleri ve oOriimcek aglart geleneksel tipta
kullanilmaktadir [4, 29, 60]. Orimcek zehrinden alinan ilk AMP'ler 1980'lere
dayanmaktadir [82, 89]. Sasirtic1 bir sekilde, Xu ve arkadaslar1 E. coli'ye kars1 aktif
L. singoriensis 6rimcek zehrinin peptitini test ederken bulduklar1 6riimcek zehrinin
AMA'st ilk kez 1989'da bildirmistir [56, 60, 82, 108]. Ote yandan, AMA o6riimcek
zehri ile ilgili ilk ¢alisma 1998'de Yan ve Adams tarafindan yazilmistir [S1, 97].
Daha sonra yapilan calismalar, bircok mikrobun klasik antibiyotiklere direncini
arttirmasi nedeniyle 6riimcek zehirlerinin antimikrobiyal etkisini arttirdigini ortaya
koymustur [6, 82, 100]. O zamandan beri, ¢ok sayida oriimcek zehri peptiti,
antimikrobiyal aktivitelerini saptamak i¢in analiz edilmistir. Bunlara, L. carolinensis
kurt 6riimcegi [51, 52] zehrinden elde edilen Lycotoxins | ve Il ve Cupiennius-la
[53] ve Cupiennius-1 [56] gibi C. salei zehri peptitleri 6érnek olarak gosterilebilir
[55]. Ayrica, O. kitabensis kurt Oriimceginin ham zehrinden alinan Oxyopinins
peptitleri [57], Psalmopoeus cambridgi 6riimcek zehrinden alinan Psalmopeotoxin I
ve |l peptitleri [63] ve L. singorensis oriimcek zehrinden [61] alinan Lycosin IT gibi
L. singorensis zehir peptitleri [48] de bu duruma 6rnektir. Son olarak, L. tarabaevi

trinden alinan Latarcins peptitleri (1-7) bu duruma 6rnek teskil eder.
1.4. Coklu Ila¢ Direnci Gosteren Patojenler (CIDG-Patojenler)

Aslinda, birkag gram-negatif ve gram-pozitif bakteri, yan1 sira diger
mikroorganizmalar geleneksel antibiyotik siniflarina karsi direng gelistirebilir [2, 4,
12, 19, 33], bu da enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasini zorlastirir [2, 12, 31, 69].
Dahasi, ¢oklu ilag direnci gosteren patojenlerin gelismesi énemli bir halk sagligi
sorunu haline gelmistir [2, 3, 12, 20-22, 24, 25, 30, 65, 70, 106]. Dolayisiyla acilen
klasik ilaclar yerine terap6tik ajanlar bulunmahdir [1, 12, 23, 24, 27, 28, 30, 61].
llging bir sekilde, en dogal alternatifler, c¢oklu ilag direnci gdsteren
mikroorganizmalarin iistesinden gelmek i¢in umut verici ajanlar olan antimikrobiyal
peptitlerdir [1, 26, 31, 33, 38, 61, 72]. Cunki AMP'ler glcli bir antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir [3, 24, 25, 40, 59, 61, 62, 73].

Benzer sekilde, AMP'ler, bakterilerin hizli 6liimiine yol agan [61, 81, 82] bakteriyel

hiicre zarin1 bozma [25, 61, 81, 82] ve onlara kars1 diisiik direng gelistirme 6zellikleri



[3, 24, 25, 49, 61, 77, 79] sayesinde, gelencksel antibiyotiklerden farklidir. CUnkd
hiicre ici islevlerini [1, 47, 60, 62, 72, 82, 87] ve patojenlerin hiicre dis1 yapilarini [1,
24, 25, 47, 51, 61, 72, 82, 87, 97] engelleyip degistirerek patojenlerin 6liimiine ve
temizlenmesine neden olurlar [24, 72]. Dahasi, AMP'lerin mikroorganizmalar1 birkag
saniye i¢inde 6ldiirme yetenegi vardir [44, 47, 49, 75, 79, 82, 87].

Son zamanlarda, gozler antimikrobiyal ajanlar olan akrep, oriimcek, bal aris1 gibi
omurgasiz hayvanlardan elde edilen zehir bazl ilaglara ¢evrilmistir [3, 5, 10, 91].
Ayrica, glinlimiizde yeni farmasétik maddelerin gelistirilmesi [23, 61, 78, 93, 94, 97,
100] icin bir kaynak olarak ve antimikrobiyal ajanlar olarak belirlenen 6riimcek zehri
peptitlerine [60, 61, 93, 99, 100] yonelik kayda deger bir ilgi vardir [46-51].

Bu c¢alismada, A. quadratus zehrinin antimikrobiyal aktivitesini, dokuz gram-negatif
(Enterobacter aerogenes, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. fluorescens, Salmonella
enteritidis, S. kentucky, S. infantis, S. typhimurium ve E. coli) ve sekiz gram-pozitif
(S. aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, E. faecium, E.
durans, Listeria innocua ve L. monocytogenes) bakterinin yani sira bir mantara
(Candida albicans) kars1 test edilmistir. Tim bu mikroplarin firsat¢1 oldugu ve

insanlarda ciddi komplikasyonlara neden olabilecegi dikkat cekmektedir.

1.5. Gram-negatif Bakteriler

1.5.1. Enterobacter aerogenes

E. aerogenes, ¢ubuk sekilli gram-negatif bir bakteridir [114]. Firsatg1 bir patojendir
[115] ve gastrointestinal floraya aittir [114, 115]. Ayrica, E. aerogenes; penisiline
[20, 22], ampisiline, imipeneme [114, 116], beta-laktam antibiyotiklere [115],
sefalosporinlere  [20, 22, 116], siprofloksazine, gentamisine, temosiline,
aminoglikozitlere, aztreonama, tobramisine, piperasiline, amikasine, kotrimoksazola,
florokinolonlara, sefazoline, sefuroksime, seftriaksona, seftazidime ve amoksisilin-
klavulanatina [116] ¢oklu ila¢ direnci gosteren bir bakteri [115, 116] olmanin yani
sira Oliimciil olma orani [116] % 38 olarak disiiniilmektedir. Clnkl E. aerogenes
hastane enfeksiyonlarindan [114-116] en sik izole edilen bakterilerden biridir ve

agirhikli olarak zayiflamis hastalar1 etkilemektedir [115]. Dahasi, E. aerogenes kan



dolasimi enfeksiyonlara [114, 115], bakteriyemiye [114, 116], akciger iltihabina,
karin zar1 iltihabina, yaralara ve idrar yolu enfeksiyonlarina [116] ve ciddi

septisemiye neden olabilir [114].

1.5.2. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae, hastane kokenli enfeksiyonlara neden olan en ¢ok bilinen gram-
negatif bakterilerden biridir [65, 117-119]. Clnki mukozay1 ve deriyi [117, 120]
kommensal bicimde kolonize eder ve elle bulasan ¢apraz enfeksiyonlarin kaynagini
Olusturur [120]. Buna ek olarak, K. pneumoniae ¢oklu antibiyotik direnci gosteren bir
bakteridir [118-120]. Coklu ila¢ direnci ilk kez 1992'de bildirilmistir [120].
Penisiline, sefalosporinlere [20, 22, 119, 120], karbapeneme [22, 118-120],
seftazidime, gentamisine [22, 120], siprofloksazine [118], monobaktamlara [119],
imipeneme, meropeneme, ertapeneme, seftriaksona, ampisiline, amoksisiline,
amikasine, tobramisine, netilmisin, aminoglikozitlere, amoksisilin-klavulanik aside,
ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam ve seftazidim-klavulanik asit inhibit6ri
kombinasyonlarina direng gosterebilir [120]. Ayrica K. pneumoniae, kronik
obstriiktif akciger hastaligi, akciger iltihabi, cerrahi alan enfeksiyonu, kateterle
iliskili enfeksiyon, genital yol iltihabi [118], septisemi [117, 120], bakteriyemi [65,
118, 119], idrar yolu enfeksiyonu [65, 118, 120], kan dolasimi enfeksiyonu [119],
tiiberkiiloz hastalarinda [121] ikincil enfeksiyonlar [117], gida zehirlenmeleri ve
ishal ile [117] bagdastirilmaktadir. Ayrica, 6liime sebep olma orani oldukga yiiksek
olabilir ve hastaliklara neden olma orani da % 25 ila % 75 arasinda degisiklik

gosterebilir [118, 119, 120].

1.5.3. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, firsat¢i, ¢ubuk seklinde ve gram-negatif bir bakteridir [15, 117, 122].
Nemli ortamlarda [18, 122], bitkilerde, suda ve toprakta [18] bulunabilirler, ancak
nadiren mikrofloranin bir parcasi olarak bulunurlar [18, 122]. Bu nedenle, bu
patojen; aztreonam, tikarsilin-klavulanat, piperasillin-tazobaktam [18] meropenem,
imipenem, amikasin  (sefepim), levofloksasin, siprofloksazin, ofloksazin,
moksifloksazin, piperasilin [18, 22], amoksisilin, kloksasilin, sefuroksim, eritromisin

[21], karbapenem, florokinolon [22], gentamisin, seftazidim [18, 21, 22],
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stlfonamidler, Kkloramfenikol, trimetoprim, tetrasiklin, makrolidler, rifampin,
ampisilin, sefemler, sulfametoksazol [122], aminoglikozitler, kinolonlar ve beta-
laktam antibiyotikleri [18, 122] dahil olmak (zere neredeyse tim geleneksel
antibiyotiklere [3, 18, 20, 21, 66, 118, 122] diren¢ gosterdiginden hastanelerde [18]
coklu ilag direnci gosteren patojen olarak goriilen tedavilerde [40] ¢ok kisa bir siire
icinde direng¢ gelistirdiginden potansiyel olarak zorlu bir patojen gozuyle
bakilmaktadir. Ayrica, P. aeruginosa, septik sok, karmzari iltihabi, bakteriyemi,
akciger iltihab1 [18, 122], diyabetik ayak iilseri [30], idrar yolu ve yara enfeksiyonlari
[30, 122] gibi hastaneye bagl tedavisi zor enfeksiyonlarin [18, 40, 66, 122] yan1 sira
cok yaygin olmayan toplum kokenli keratit, folikiilit, kulak kanal enfeksiyonlari,
malignant otitis, kemik iligi iltihabi, osteomiyelit ve kalp i¢ zari iltihabina da neden
olmaktadir [122]. Ayrica, P. aeruginosa, % 40 ila % 60 arasinda 6liime sebep olma

oranina sahiptir [122].

1.5.4. Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens, nemli depolarda yetisebilen ve igme suyunu kirletebilen [123] ¢ubuk
sekilli gram-negatif bir bakteridir [117, 123]. Fakat nadiren insan cildinde
kontaminasyona neden olur [124]. P. fluorescens, hastane kdkenli bir patojen olup
[123, 124], septisemiye, karinzari iltihabina [123], tiimorlere, bakteriyemiye [123,
124], kistik fibrozise ve bagisiklik sistemi zayif hastalarda ciddi enfeksiyonlara
neden olabilir [117]. Ayrica, P. fluorescens'in bazi suslari imipeneme direng
gosterebilir [123]. Ote yandan, P. fluorescens'un hastalik olusturma derecesi P.
aeruginosa'dan daha diistiktiir ve daha az patojeniktir [123, 124].

1.5.5. Salmonella enteritidis

S. enteritidis, gram-negatif bir bakteridir [117]. Hastanelerde ve ciftliklerde
gbzlemlenen ve ayn1 zamanda hayvanlarin gastrointestinal kanallarinda kolonilesen
ve diinya ¢apinda 6nemli hastaliklar olan mide iltihab1 ve gida kaynakli patojenler
yiiziinden gerceklesen Oliimlerin temel sebebi olan insanlarda et zehirlenmelerine
neden olabilen yaygin bir gida kaynakli patojendir [117, 125-129]. Ayrica, S.
enteritidis, coklu ilag direnci goOsteren bir bakteri olup [126]; amoksisiline,

eritromisine, gentamisine, seftazidime, sefuroksime, kloksasiline [21], ampisiline,
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seftiofura, sefoksitine, sefalosporinlere, nalidiksik aside, streptomisine, sulfisoksazol,
tetrasikline, kinolonlara, amoksisilin-klavulanik aside, kloramfenikol, kanamisine ve

trimetoprim-sulfametoksazola direng gosterebilir [126].

1.5.6. Salmonella kentucky

S. kentucky, gidalarda yaygin olarak [16, 125-127] goriilen gida kaynakli bir patojen
olan [129] gram-negatif bir bakteridir [16, 117]. S. kentucky, genellikle nadir goériilen
ve insan hastaliklariyla nadiren iligkili olmasina ragmen [129] karin agrisi, ishal,
eklem yangisi, rektal {ilserasyon [129] yasanan et zehirlenmelerinin [16, 129] yan
sira  septisemi, gida zehirlenmesi ve idrar yolu enfeksiyonlart gibi ciddi
enfeksiyonlara [16] yol acabilir [117]. Buna ek olarak, S. kentucky; ¢oklu ila¢ direnci
gosteren bir bakteri olup[126, 129]; siprofloksazin, kotrimoksazol, nalidiksik asit,
stlfonamit [16, 129], aminoglikozitlerin ¢ogu, amoksisilin, azitromisin, gentamisin
[16], ampisilin, sefalosporinler, streptomisin, tetrasiklin ve kinolonlar dahil olmak

Uzere bircok antimikrobiyal ilaca direng gosterebilir [129].

1.5.7. Salmonella infantis

S. infantis, ¢ubuk seklindeki gram-negatif bir [68, 117] bakteridir ve canli
hayvanlarin normal florasinda bulunur [117, 126, 130]. Gida kaynakli en Onemli
patojenlerden biridir [68, 127, 130]. Ciftliklerde ve hastanelerde izole edilir ayrica
kiiciik gocuklar1 ve yetiskinleri etkilemektedir [127]. Ek olarak, S. infantis, ¢oklu ilag
direnci gosteren bir patojendir [16]. insanlarda mide iltihabina [126, 130], et
zehirlenmelerine ve 6limcil sonuglar olan septisemi semptomlari gibi hayati tehdit
eden enfeksiyonlara neden olur [127]. Benzer sekilde, tiim Salmonella sp. tlrleri de
idrar yolu enfeksiyonlarina, septisemiye, gida zehirlenmesine ve ishale neden

olmanin yaninda [117] hastalik ve 6liim oranlarini arttirmakla iliskilendirilir [16].

1.5.8. Salmonella typhimurium

S. typhimurium, bir Salmonella serotipidir [15]. Tum Salmonella sp. turleri gram-
negatif [15, 117] ve gida kaynakli patojenler [125-127, 131] olup memelilerde
potansiyel enfeksiyonlarin en biiyiikk nedenidir [125, 131]. Aslinda, S. typhimurium

da su vasitasiyla taginan bir patojendir, uzun siire dogal ortamda hayatta kalabilir
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[132] ve ilk izolasyonu 1980'lerin basinda gergeklesmistir [133]. S. typhimurium
tifoya [30], septisemiye, gida zehirlenmesine, ishale [117] ve salmonellozise neden
olur [129, 132, 133]. Ayrica, S. typhimurium ciddi enfeksiyon ve Olliimle
iliskilendirilir [133]. Bu nedenle halk sagligina kars1 risk olusturmaktadir [132, 133].
S. typhimurium; ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, stlfonamitler, tetrasiklin
[131, 133], sefalosporinler, trimetoprim ve kinolonlar dahil olmak (izere bircok

antibiyotige diren¢ gosterebilir [133].

1.5.9. Escherichia coli

E. coli, gram-negatif bir bakteri [15, 19, 68, 117] olup normalde memelilerin
gastrointestinal kanalinda bulunur [19]. Su kaynakli [132] ve gida kaynakli [68]
patojen olarak tanimlandigi dogal ortamlarda uzun siire hayatta kalabilir. E. coli;
septisemi, gida zehirlenmeleri ve ishal gibi bagirsak i¢i enfeksiyonlara yol agmanin
yaninda insanlarda ve hayvanlarda karaciger, akciger, soluk borusu ve kalp dis zar
gibi bagirsak dis1 hastaliklarina neden olma 6zelligine sahiptir [134]. Ayrica, idrar
yolu enfeksiyonlarinda [19, 30, 117], bakteriyemide, [30, 134], yenidogan
menenjitinde [134], yara enfeksiyonlarinda [30] ve kolibasilloziste [134] en sik
rastlanan etken madde E. coli. Buna ek olarak, lipofilik zarindan dolayr 6nemli
diren¢ gosterdigi ig¢in en problemli bakterilerden biri olan E. coli [12],
kotrimoksazole [19, 20], siprofloksazine, ko-amoksiklava [19], seftazidime [21, 22,
120], karbapeneme, seftriaksona, sefalosporine, imipeneme, meropeneme [22],
amoksisiline,  eritromisine,  seftazidime, sefuroksime, kloksasiline  [21],

florokinolonlara, tetrasikline [20] ve gentamisine [120] direng gosterebilir.

1.6. Gram-pozitif Bakteriler

1.6.1. Staphylococcus aureus

S. aureus, gram-pozitif bir bakteridir [15, 68, 117], ¢evresel bir mikroorganizma olup
[106] anterior burun komensalidir [117]. Ayrica hastane ve toplum kokenli
enfeksiyonlara neden olan potansiyel 6limcul bakterilerden biridir [12, 30, 59, 135].
S. aureus; penisilin [2, 20], metisilin [2, 20, 22, 59, 61, 115], vankomisin [2, 20, 105]
ve oksasilin [22] gibi ¢ok bilinen klasik antibiyotiklere [3, 12, 59] direng
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gosterebildigi bildirilmistir. Bununla birlikte, S. aureus gida kaynakli bir patojendir
[68] ve doku hasarina yol agan bir¢ok toksin liretmektedir [117, 136]. Ayrica, ¢ocuk
ve yasl hastalarda miiskiiloskeletal enfeksiyonunun [137], tiiberkiiloz hastalarinda da
ikincil enfeksiyonlarin [121], bakteriyeminin [17], meme iltihabinin [106],
osteoartikiiler enfeksiyonunun [137], gida zehirlenmesinin [117] en blyuk nedeni
olup genellikle risk altindaki hastalarda piyojenik enfeksiyonlara neden olmaktadir

[136]. Tedavisi zor deri enfeksiyonlarinin da sebepleri arasinda bulunur [106].

1.6.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis, gram-pozitif bir bakteri [117] olup aym1 zamanda firsat¢1 insan
patojenidir [136]. Normalde insan derisi ve mukoza zarina yerlesse de [106, 117,
136] kardiyovaskiiler, bogaz, goz, kulak, burun ve kan yolu enfeksiyonlar1 [136] gibi
hastane enfeksiyonlarmin [106, 136] en sik rastlanan etiyolojisidir. Ayrica gida
zehirlenmesine, kalp i¢zari iltihabi, yumusak doku, kemik ve eklem enfeksiyonlarina
da neden olur [117]. Benzer sekilde, S. epidermidis risk altindaki hastalar i¢in en
bulasici ajandir [136]. S. epidermidis bakterileri tarafindan biyofilm olusumu
nedeniyle S. epidermidis enfeksiyonlarini yok etmek ¢ok zordur. Ayrica, S.
epidermidis metisilin ve diger antibiyotiklere direng gosterebilir [136].

1.6.3. Bacillus subtilis

B. subtilis, gram-pozitif bir bakteridir [12, 117, 138, 139], hava, su, toprak, bitki ve
hayvan dokular1 [66, 117] da dahil olmak tizere ¢evrede [66, 139] yaygindir ve ugucu
gevre kosullarinda hayatta kalabilir [138]. Bacillus sp.; kalp igzari iltihab1 ve
menenjitin [138] yam1 sira gida zehirlenmesi [66, 117, 138], sarbon hastaligi,
kateterle iligkili enfeksiyonlar [117], bakteriyemi, goz ve kulak enfeksiyonlari, yara
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonu, solunum yolu enfeksiyonu ve gastrointestinal
kanal enfeksiyonlar1 gibi tesadiifi insan enfeksiyonlar: i¢in firsatgr ve yoneticidir.
Diger yandan, B. subtilis, bagisiklig1 zayif hastalar hari¢ [12, 139] genellikle diigiik
patojendir [139]. B. subtilis, bagirsak bozuklugunu 6nlemek i¢in probiyotik olarak
kullanilmis olsa da septisemi gibi ciddi enfeksiyonlara yol acabilir [138, 139].
Bununla birlikte, B. subtilis, kloramfenikol, eritromisin, novobiosin, penisilin ve

rifampine kars1 antibiyotik direnci gésterebilir [139].
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1.6.4. Enterococcus faecalis

E. faecalis, gram-pozitif bir bakteridir [117] insanlarin ve hayvanlarin
gastrointestinal kanalinda komensal bir mikroflora elemamdir [17, 105, 140, 141].
Ancak ciddi hastane kokenli enfeksiyonlara [17, 105, 140-142] neden olabilir ve
yuksek miktarda E. faecalis hastalik ve 6liim oranlarinin artisina neden olur [142]. E.
faecalis; streptogramin antibiyotiginin yani sira aminoglikozit, ampisilin ve
vankomisin dahil olmak iizere en yaygin anti-enterokoksik antibiyotiklere [17, 105,
140] direng gostermesi nedeniyle ¢oklu antibiyotik direnci gosteren patojen olarak
tammlanmustir [17]. Oyle ki, tedavisi zor enfeksiyonlara yol agtig1 [140] ve kan
dolagimi1 [17, 141-143] enfeksiyonlarinin yani sira gastrointestinal enfeksiyonu,
kateterle iliskili enfeksiyonlar [117], apikal periyodontitlar, endodontik enfeksiyonlar
[141], subakut kalp i¢ zar1 iltihaplar1 [17, 105, 140-142], bakteriyemi [17, 142, 143],
karimzari iltihabi, endoftalmit [140], idrar yolu enfeksiyonu [17, 117, 140, 141, 143],
kronik enterokoksik prostatit, endovaskiiler enfeksiyon [17], cilt yaralar1 ve komplike
karin enfeksiyonlar1 [17, 141] dahil olmak Uzere tehdit olusturan ciddi enfeksiyonlara
[17, 105] neden oldugundan Klinik bir sorun [17, 105, 141] olarak goriilmektedir.
Buna ek olarak, beyin apselerine ve septisemiye de neden olabilir [141].

1.6.5. Enterococcus faecium

E. faecium, gram-pozitif bir bakteridir [117]. Normal bagirsak florasinin bir pargasi
olmakla birlikte [17, 105, 117, 140, 141], Enterococcal sp. tlrline karsi en yararli
konvansiyonel antibiyotikler [17] olan ampisiline [17, 22, 105], vankomisine [17,
105, 143] ve aminoglikozite [17] direng gosterdigi igin ¢oklu ilag direnci gdsteren bir
bakteri [105] olarak gorilmektedir. E. faecium, karinzari iltihabi, endoftalmit [140],
kalp i¢zari iltihab1 [17, 105, 140], deri enfeksiyonlari, komplike karin enfeksiyonlari
[17, 141], kan damar enfeksiyonlar1 [17, 141, 143], bakteriyemi [17, 141, 143],
gastrointestinal enfeksiyonlar, kateterle iliskili enfeksiyonlar [17], idrar yolu
enfeksiyonlar: [17, 117, 141, 143], menenjit, endovaskiler enfeksiyonlar [17] gibi
hastane kaynakli [17, 105, 140, 143] ve diger ciddi enfeksiyonlara [17] yol agtig1 i¢in
Klinik bir sorun olarak kabul edilmistir [105] ve hastanede yatan hastalarin kayda

deger hastalik ve 6liim nedenidir [143].
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1.6.6. Enterococcus durans

E. durans, gram-pozitif bir bakteridir [117] ve gastrointestinal kanalda bulunan
kicuk saf bir mikrobiyotadir [17, 105, 117, 144]. Ancak aynmi zamanda nadir
rastlanmasina [105, 144] ragmen insan enfeksiyonlarina neden olabilen firsat¢i bir
bakteridir [105, 140]. Enterokok enfeksiyonlar1 [105] zaman zaman E. durans'a bagh
olsa da bolgesel bir sorun haline gelmis [105, 143] olup, bunlarin bir araya
toplanmas1 miyokardi ve akciger doku yikimina neden olabilir [105]. Bununla
birlikte, E. durans suda ve hayvansal kokenli gidalarda bulunabilir [144] ve katetere
bagl enfeksiyonlarin [117] yan1 sira Kalp i¢ zar iltihabi [17, 105, 140], bakteriyemi
[17, 143], karinzar iltihabi, endoftalmit [140], idrar yolu enfeksiyonu [17, 117, 143],
komplike karin enfeksiyonlari [17, 117] gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir [17].

1.6.7. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes, ¢ubuk seklinde gram-pozitif [68, 117, 145-148], invazif, firsatci
[147, 149] ve gida kaynakli patojen bir bakteridir [68, 117, 145, 147, 148, 150, 151].
Ustelik L. monocytogenes, konak hiicrelerin hem icinde hem de diginda biiyiiyebilir
[145, 146, 148]. Ampisilin, gentamisin ve metisilin gibi bir¢ok klasik antibiyotige
direng gosterdiginden [151] tedavi edilmesi zor toplum kdkenli enfeksiyonlara neden
olabilir [145]. Ote yandan, L. monocytogenes insanlarda ve hayvanlarda siddetli
hastaliklara neden olup [145, 147, 150, 151]; influenza benzeri semptomlarin ve
mide iltihabinin [151] yasandig listeriyoza [145, 146, 150, 151] gibi gida kaynakl
enfeksiyonlar yuzunden % 30'luk 6liim oranina [146, 149, 150], saglikli bireylerde
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina [146] ve duyarl kisilerde beyin yangisi [145,
151], menenjit [117, 145, 149, 151], septisemi [145, 149, 151] gibi kliniksel
hastaliklara [148, 151], hamile kadinlarda plasentit ve fetiis enfeksiyonlarina [145]

ve anneden bebege gegen enfeksiyonlara yol acar [146].

1.6.8. Listeria innocua

L. innocua, ¢ubuk seklinde gram-pozitif bir bakteri [117, 145, 149] olup gidalarda ve
cevrede ¢ok sik rastlanan [117, 149] gida kaynakl bir patojendir [145,149]. ilging bir
sekilde, L. innocua genellikle nonpatojeniktir (hastaliga yol agmaz) [145, 149, 151]
ancak antibiyotik direnci [151] ve yayginlhigi diger Listeria tirlerinden [150, 151]
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cok daha yuksektir. Ayrica beyin yangist [145], bakteriyemi [149] listeriyoza,
septisemi [145, 149, 151] ve menenjit [117, 145, 149, 151] gibi insan hastaliklariyla
[149] iliskilendirilir. Ote yandan, L. innocua, L. innocua ve L. monocytogenes'de
belirtilen Listeria sp.’nin yiiksek direng diizeyinin yaninda [151] penisilin ve
oksasiline de direng gosterebilir [149]. Ayrica L. innocua, L. monocytogenes varligi
icin dogrulayici olarak kullanilabilir [150].

1.7. Mantarlar

1.7.1. Candida albicans

C. albicans; gastrointestinal kanalda, kadin genital sisteminde, deride ve agiz ici
boslugunda en bol rastlanan mantardir [62, 152-156]. TUmi insan mikrobiyotasi olup
[62, 153, 155, 156], normalde saglikl1 yetigkinlerin gastrointestinal sisteminde % 20
ila % 80 oraninda bulunurken saglikli kadinlarin vajinalarinda % 20 ila % 30
oraninda bulunur [54]. C. albicans, en yaygin firsat¢1 patojenlerden biridir [54, 153-
155]. Ozellikle bagisiklik sistemlerinde eksiklik bulunan hastalar [62, 152-155] icin
en tehlikeli mantardir [24, 85, 153-156]. Ayrica hastanede yatan hastalarda en sik
izole edilen kan dolagim1 patojenleri arasinda {igiincii siradadir. Buna ek olarak, C.
albicans neden oldugu enfeksiyonlar halk saghgi icin bir tehlike olarak
degerlendirilmektedir [62, 155]. Clinkil Candida sp. turiine karsi terapdtik ajanlar
gergekten sinirlidir [152] ve C. albicans bazi suslart yaygin antifungal ajanlar olan
flukonazole direng gosterir [79, 152]. C. albicans enfeksiyonlari, hastalarin 6liim
oranmm % 50'ye yiikselten bir risk faktoriidir [155]. Ote yandan, C. albicans
insanlarda yenidogan enfeksiyonlar1 [155], deri iltithabr [152], karinzari iltihab:
[155], protez stomatiti [155, 156] ve pamukguk [24, 62, 152, 154-156] gibi ciddi
kutan6z ve mukokiitandz mantar hastaliklarina yol agabilir [24, 54, 62, 85, 152, 154,
155].
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2. LITERATUR INCELEMESI

2.1. Dogal Uriinlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Tibbi driinlerin ana kaynagi aslinda dogal bilesiklerdir [44, 68] ve ila¢ olarak
kullanilan dogal tirtinlerin ¢ogu bitkilerden elde edilir [14, 15, 21, 65, 67, 69, 70, 93].
Clnku bitkiler patojen bakterileri 6ldirme kabiliyetine sahip birgok sitotoksik
molekil iiretirler [12]. Bu molekiillerin giiglii bir antimikrobiyal aktivitesi vardir [65,
74]. Genel olarak, bitkilerin antimikrobiyal maddeleri, gram-pozitif bakterilerin
blylmesini gram-negatif bakterilerden daha ¢ok engellerken [66], bitki bilesenleri

gram-negatif bakterilere kars1 giiclii bir aktivite gostermez [12].

Uzun zaman Once, bitkiler bircok eski ve yeni calismalarla molekiil aktivitelerini
ortaya ¢ikarma amaciyla test edilmistir [14, 65, 69]. Ornegin; Bonjar [65], 76
familyaya ait 195 iran tibbi bitkisinin antibakteriyel etkisini disk difiizyon yontemini
ve mikrodiliisyon testini kullanarak belirlemistir ancak 37 familyaya ait sadece 64
bitki 6rnegi, farkl etkileri (yiiksek, orta ve diisiik) olan en az bir bakteri tiiriine kars1
antibakteriyel etki gosterirken diger 131 bitki 6rneginin higbiri inhibe edici etki
gbstermemistir. Bunun yaninda, Kumar, Chauhan, Padh ve Rajani'nin [66] 2006'da
agar dillisyon testiyle bircok insan patojenine (bakteri ve mantar) karsi
gerceklestirdigi, Hindistan'a ait 33 familyanin 61 tibbi bitki 6rneginin AMA'sin1
degerlendirdigi calismada, sadece 28 6ziit, test edilen en az bir mikroorganizmaya
kars1 antimikrobiyal bir etki sergilemistir. Ayrica, Doughari [67], 2006'da geleneksel
olarak ilaglarda kullanilan Demirhindi bitkisinin AMA'sin1 gram-negatif ve gram-
pozitif bakterilere ve mantara kars1 hem disk difiizyonu hem de minimum inhibisyon
konsantrasyon testi yontemleri kullanarak taramis ve sonugta demirhindi 6ztleri
hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakterilere kars1 inhibe edici etki gosterirken
higcbir bir mantar o6ldiirme etkisi gostermemistir. Ayrica, 2010'da Klan¢nik,
Piskernik, Jersek ve Mozina [68], birtakim gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere
karsi gesitli yontemler uygulayarak farkli bitki 6ziitlerinin antibakteriyel aktivitesini
aragtirmis ve bunun sonucunda test edilen bitki oziitleri gram-pozitif bakterilerin ve

Campylobacter sp. turlnin blyimesini engellemistir. Al Akeel ve ark. [69], disk
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difiizyon testi kullanarak bazi bakteri suslarina (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve
Proteus vulgaris) karsi alt1 farkli tibbi bitkinin antibakteriyel etkisini analiz etmisler
ve bu bitkilerin farkli potansiyellere sahip etkili antibakteriyel aktiviteleri oldugunu
bulmuslardir. Yakin zamanlarda, Alam ve ark. [15] ti¢ gram-negatif ve iki gram-
pozitif bakteriye kars1 sadece disk diflizyon yontemini kullanarak Banglades'ten ii¢
farkli bitkinin antimikrobiyal 6zelliklerini incelemis ve bu karsilagtirmali ¢aligmanin
sonucunda test edilen bitki Oziitlerinin farkli antibakteriyel aktiviteler gosterdigini
bulmuslardir. Daha da yakin bir zaman olan 2016'da, Abdalla ve Abdallah [70],
Sudan'daki tibbi bitkileri kapsayan en genis incelemeyi ortaya koymuslardir. Bu
inceleme, in vitro (yapay ortamda) disk difiizyonu ve kap-plaka yodntemleri
kullanilarak bazi1 gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkiler
gosteren 64 familyaya ait 142 bitki 6zutlnl icermektedir. Yine 2016'da, disk
difiizyon testi uygulayarak Nijerya'ya ait 11 adet bitki 6ziitlinliin kiimes hayvanlari
bakterilerine kars1 gosterdigi antimikrobiyal ozellikleri ortaya koyan Akinyemi,
Abiala, Olayiwola, Babatunde, Aiyelaagbe ve Akinyemi [21] tarafindan
gerceklestirilen bir calisma sonucunda sadece 7 bitki 6ziitli farkli seviyelerde

antibakteriyel aktiviteler gostermistir.

2.2. Omurgahlarin ve Omurgasizlarin Antimikrobiyal Aktivitesi

Dogal molekiiller, aslinda tibbi iirlinlerin en 6nemli kaynagidir [44, 68]. Diger
yandan da, bitkiler farmasotik ajanlar olarak kullanilan en dogal iriinlerdir [14, 15,
21, 65, 67, 69, 70, 93]. Ote yandan, son yirmi yilda omurgalilardan ve
omurgasizlardan zehir kaynakli peptitler etkin terapotik gelistirmek icin
kullanilmistir [93]. Zehir peptitleri, yeni farmakolojik ajanlarin tasarimi icin
miilkemmel bir kaynak olusturmaktadir [6, 9, 63, 88, 90, 91, 93]. Clnku zehirler
yiizlerce hatta binlerce essiz biyoaktif molekiilii icermekte [10] ve bu durum ilag
kesfi i¢in ¢ok Onem arzetmektedir [88, 92]. Ayrica zehir peptitleri; tesiri,
dayanikliligi, 6zgiinliigii ve segiciligi bakimindan ilag gelistirmek igin yararlidir [8,
10, 78, 91, 93, 96, 102]. Zehirlerin ila¢ olarak kullanilmasi klasik ilag tedavilerinin
yerine gecmektedir [7, 8]. 2011'e kadar, neredeyse 60 zehir peptitinin eczanelerde
satis1 13 milyar dolara yapilmistir [10].
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Bununla birlikte, insan [32], timsah [33], kurbaga [31, 34-37], yilan [38] ve balik
[39] gibi omurgalilardan [3] ve akrep [40-45], yenge¢ [46, 47], 6rumcek [4, 29, 48-
63] ve bal arisinin [64] yan1 sira muhtesem antimikrobiyal ajan [6, 10, 91] olan diger
bocekler [73, 157] gibi omurgasizlardan alinan peptitlere bagh tarapétiklere duyulan

ilgi son yillarda artmistir.

Nitekim, omurgalilarin ve omurgasizlarin peptitlerinin potansiyel AMA'sin1

kanitlayan bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.

Ik olarak, Helmerhorst, Reijnders, van't Hof, Veerman ve Nieuw Amerongen [32]
insan ve boceklerden alinan katyonik peptitlerin antifungal ve hemolitik aktivilerini
karsilagtirmis  ve sonuglara gbére ¢ogu peptitin - ¢cok  yiksek peptit
konsantrasyonlarinda bile insan kirmizi kan hiicrelerinde hemolitik etki gdstermeden
kandidasidal aktiviteye sahip oldugunu fakat etkilerinin gerceklestirilen kosullara
bagl oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, son zamanlarda Barksdale, Hrifko, Chung
ve van Hoek [33] genellikle kliniksel olarak izole edilmis ve ¢oklu ilag direnci
gOsteren bakterilere kargi antimikrobiyal aktivitesini incelemek iizere, Amerika
aligatoru (Alligator mississippiensis) plazmasindan {i¢ yeni peptit (Apolipoprotein 5,
6 ve Alpha-l-antiproteinaz) saptamistir. Apolipoprotein 5 ve 6, S. aureus, P.
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii'ye kars1 giiglii ancak E. coli suslarina karsi
daha az aktif oldugu saptanmistir; Alpha-1-antiproteinaz ise E. coli, S. aureus ve A.
baumannii'ye karsi ¢cok gucli bir aktiviteye sahip ancak P. aeruginosa'ya kars1 zayif
bir aktivite gostermistir. Sasirtict bir sekilde, Apolipoprotein 5, 6 ve Alfa-1-

antiproteinaz AMP olsalar da hemolitik etki gostermemislerdir.

Dahasi, kurbaga peptitlerinin AMA'simi tespit eden eski ve yeni bircok arastirma
bulunmaktadir. 1988'de Chen, Brown, Morell ve Huang [34] Afrika penceli
kurbagas1 (Xenopus laevis) derisinden [3, 13, 24, 27, 28, 34-36, 74] izole edilmis
maganin peptitlerinin (1 ve 2) ve tirevlerini (A, B, C, D, E, F ve G) antimikrobiyal
aktivitelerini ortaya ¢ikarmak i¢in sentezleyip degerlendirmislerdir. Bununla birlikte,
Chen ve ark. [34] bu peptitlerin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi
antibakteriyal etkisini makro-diliisyon testiyle tespit etmis ve maganin peptitlerinin

ve tiirevlerinin yiiksek antimikrobiyal ve diisiik hemolitik aktiviteler gosterdiklerini
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kaydetmislerdir. Ayn1 zamanda, Wong, Bowie ve Carver [36] tarafindan cesitli
bakteri suslarina karsi yesil aga¢ kurbagasi Litoria splendida derisinden izole edilmis
AMP'lerin biri olan sentetik Caerin 1.1'in antibakteriyal aktivitesini gostermek icin
gergeklestirilen eski bir calismada, Caerin 1.1. ve varyantlarinin bir¢ok
mikroorganizmanin biiyiimesini engelledigi sonucuna ulagilmistir. Shin ve ark. [35]
melez peptitleri (Hyalophora cecropia pupasinin hemolenfinden alinan Cecropin A
ve X. laevis kurbagasmin derisinden alinan maganin 2'yi) tasarlamis Ve
sentezlemistir. Daha sonra E. coli ve B. subtilis bakterilerinin yani sira insan
eritrositlerine kars1 antimikrobiyal etkisini test etti ve tiim peptitlerin insan
eritrositlerinin yani sira hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilere karsi
farkli etkiler gosterdigi sonucuna ulasmistir. Ayni sekilde, "Bell Frog" Litoria aurea
ve L. raniformis'in derisinin salgi bezinden sirasiyla elde edilen 17 ve 16 aurein
peptiti Rozek ve ark. [37] tarafindan biyomolekdler etkilerini ortaya koymak lzere
test edilmis, bu peptitlerin sadece 13l antikanser ve antibakteriyal aktiviteler
gostermistir. Yakin zamanda, Murray, Cooke ve Watson [31], li¢ bakteri susuna ve
insan hiicrelerine kars1 ti¢ kurbaga tiiriiniin (Phyllomedusa sauvagii, Bombina
orientalis ve Odorrana schmacteri) deri salgilarinin AMP'lerinin antibakteriyel ve
hemolitik etkileriyle ilgili bir ¢alisma gerceklestirmistir. Sadece Phyllomedusa
sauvagii'den izole edilen AMP'ler, insan lenfositlerine karsi hemolitik etki
gOstermemis ancak gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyal

aktivite gostermistir.

Diger taraftan, 30 farkli yilan tiiriinden alinan zehirler, disk difiizyonu testiyle test
edilmistir [38]. Ornegin, Hakim ve Reza [38] Banglades'te Naja naja yilanmin
zehrinin sadece iki bakteriye karsi antibakteriyal aktivitesini gostermek igin disk
difiizyon yontemiyle taramig, Naja naja zehrinin inhibe edici etkisi E. coli'ye karsi
kismen aktifken, Bacillus thuringiensis'a karsi son derece zayif oldugunu tespit

etmistir.

Dogal olarak, balik peptitleri de terapdtik amaglar igin gelisimsel farmakolojik
bilesiklerin genis bir kaynagini temsil eder [86, 90]. Bu nedenle, balik peptitlerinin
AMA's1 hakkinda sayisiz ¢alisma yapilmistir. Ornegin, Destoumieux, Bulet, Strub,

van Dorsselaer, ve Bachere [39], Penaeus vannamei baligindan ¢ikarilan
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antimikrobiyal peptit olan penaeidinlerin AMA'sin1 ¢esitli mikroorganizmalara
(gram-pozitif ve gram negatif bakteriler, maya ve filamentéz mantarlar) karsi
minimum inhibisyon konsantrasyon testiyle arastirmistir. Sonu¢ olarak, penaeidinin
en ¢ok test edilen mantarlara kars1 gii¢lii etkisini, gram pozitif bakterilere kars1 gii¢li
antibakteriyal etkisini, gram-negatif bakteri suslari tizerinde ise kotli veya etkisiz

oldugunu gostermistir.

Akrep, yengecg, Oriimcek, bal aris1 ve diger bocekler gibi omurgasiz hayvanlarin
omurgalilar gibi gelismis bir bagisiklik sistemine sahip olmamasina ragmen cesitli
enfeksiyonlara karsi antimikrobiyal aktivite gosteren alternatif peptitlere sahip

olduklar1 belirtilmelidir [64].

Ilk olarak, Torres-Larios, Gurrola, Zamudio ve Possani [42], Hadrurus aztecus
akrebinin zehrinden izole edilen hadrurin peptitinin AMA's1 hakkinda bir ¢alisma
gerceklestirmis ve bu peptit birkag gram-negatif ve gram-pozitif bakterinin
biiyiimesini engellemistir. Daha sonra, Villegas ve ark. [40], Imparator akrebinden
(Pandinus imperator) alinan zehirli bir peptitin AMA'sin1 incelemis, bu peptit, gram-
pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi potansiyel bir antibakteriyel aktivite
gostermistir. Ayrica, Conde, Zamudio, Rodriguez ve Possani [41], yine ayn1 akrepten
(P. imperator) alinan bir akrep peptitini test etmis ve Ozellikle B. subtilis ve K.
pneumoniae'ye karsi antibakteriyel etki sergiledigi ve Plasmodium berghei parazitine
kars1 antimalaryal etkisi gosterdigi sonucuna ulasmistir. Ayni zamanda,
Opistophtalmus carinatus'tan alinan Opistoporin 1 ve 2 ve Parabuthus
schlechteri'den alinan akrep zehirlerinin Parabutoporin peptiti dahil olmak U(zere
diger birgok akrep peptiti potansiyel AMA'lar1 nedeniyle Moerman ve ark. [43]
tarafindan test edilmis; tim bu peptitler test edilen mikroorganizmalarin (gram-
negatif ve gram-pozitif bakterilerin yani sira mantarlarin) biiylimesini engellemistir.
Salama ve Geasa [44] iki gram-pozitif ve iki gram-negatif bakterinin yani sira bir
mantar turine (C. albicans) karsi Misir'a ait {i¢ akrebin (Leuirus quinquestriatus,
Androctonus amoreuxi ve A.australis) antimikrobiyal ve hemolitik aktivitelerini test
etmistir. Calismanin sonucunda A. amoreuxi ve A.australis zehirleri, test edilen
mikroorganizmalara hicbir etki gostermezken L. quinquestriatus zehri sadece iki

bakteri susuna (B. subtilis ve C. freundi) kars1 etkili olmustur. Ek olarak, El-Bitar ve
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ark. [45], yine Misir'a ait bes akrep tiriiniin (Scorpio maurus palmatus, L.
quinquestriatus, A. amoreuxi, A.australis ve A. bicolor) zehirlerinin antiviral
aktivitesini hiicre kiiltiirii yontemiyle taramis ve sadece S. maurus palmatus ve
A.australis zehirlerinin anti-HIV aktivitesi gosterdigi ve S. maurus palmatus zehrinin
dang viriisiine kars1 giiglii inhibe edici etkiye sahip oldugu fakat enfliienza viriisiinii

engelleyemedigi sonucuna ulagmistir.

Ikinci olarak, Sperstad ve ark. [46], Hyas araneus deniz driimceginin hemositleri
olan Crustin'in (1 ve 2) AMA'sini iki gram-negatif ve iki gram-pozitif bakteri ve U¢
mayaya karsi test etmek i¢in saflagtirllmis ve degerlendirmislerdir. Bu peptitler, tiim
test edilen patojenlere karsi potansiyel AMA'ya sahip olduklari tespit edilmistir.
Benzer sekilde, Paulsen ve ark. [47] yine H. araneus deniz oriimceginden izole
edilen Arasin 1 peptitini AMA'sin1 ii¢ gram-negatif ve iki gram-pozitif bakterinin
yani sira Ui¢ mantar tiirine karsi test etmistir. Arasin 1, bakterisidal ve

fungusit aktivite gostermistir.

Uglincti olarak, melittin [3, 8, 27, 35, 74, 83] gibi bal aris1 peptitleri, ge¢mis
zamanlardan itibaren yogun bir sekilde incelenmektedir. Ornegin, ¢ok uzun zaman
once, Casteels, Ampe, Jacobs, Vaeck ve Tempst [64] Apis mellifera bal arilarindaki
lenf s1tvisindan izole edilen apidaecin peptitleriyle ilgili bir ¢alisma gergeklestirmistir.
Birgok insan, hayvan, bocek ve bitki patojenlerine karsi ayni olan hem dogal hem de
sentezlenmis apidaecinin antibakteriyal etkisini biiyiime inhibisyonu testiyle
gostermistir. Calismanin sonucuna gore apidaecin peptitleri bu mikroorganizmalarin
bazilarma kars1 aktif oldugu gozlenmisken digerlerine karsi ya aktif olmadig ya da

cok az aktif oldugu gozlenmistir.

Son olarak, bircok bdcek peptiti antimikrobiyal agidan tanimlanmigtir. Ornegin,
Bulet, Urge, Ohresser, Hetru ve Otvos [157], dogal ve sentezlenmis drosocinlerin
(Drosophila boceginden alinan peptitler) antibakteriyal aktivitesini 14 gram-negatif
ve 6 gram-pozitif bakteri susuna karst minimum inhibisyon konsantrasyon testi
uygulamistir. Sonuca gore dogal drosocinin antibakteriyal etkilerinin benzedigi; bazi
gram-negatif bakterilere ve sadece 1 gram-pozitif bakteriye karsi kayda deger sekilde

aktif olduklar1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, Alvarez-Bravo, Kurata ve Natori [73],
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bdcek peptitlerine benzeyen cesitli peptitleri sentezlemis ve bu peptitlerin AMA'sin1
mikrodilusyon yontemini kullanarak E. coli, S. aureus bakterilerine ve C. albicans'a
kars1 test etmistir. Bu peptitlerin antifungal aktivite gosterdigini bulmuslar fakat
hepsinin 6nemli antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasini bekleseler de peptitlerin

tamami bu aktiviteyi gosterememistir.

2.3. Oriimcek Zehrinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Aslinda, 6riimcek zehri peptitleri, gram pozitif ve gram negatif bakterilerin yan1 sira
mantarlar1 [23, 84, 85, 100] da igeren genis bir mikroorganizma grubuna kars1 biiyiik
bir antimikrobiyal aktivite gostermistir [23, 58, 63, 82, 92, 94, 97, 100]. Ayrica, bu
peptitler sitma parazitine karsi antimalaryal etkiye sahiptir [23, 63, 94].

Ik olarak, Yan ve Adams [51] 1998'de antimikrobiyal acidan L. carolinensis kurt
oriimceginin zehri olan AMP'lerin AMA'sin1 (Lycotoxins I ve II) iki gram-negatif (E.
coli D 31 ve E. coli DH 5) ve gram-pozitif bir (B. thuringiensis) bakterinin yani sira
iki mantara (C.albicans ve C. glabrata) karsi minimum inhibisyon konsantrasyon
testi ile incelenmis ve bu tarama, Lycotoxins | ve 1I'nin en hassas mikroorganizma B.
thuringiensis oldugu bu patojenlerin biiyiimesini engelledigini gostermistir Daha
sonra, Adao, Seixas, Gomes, Pessoa ve Bastos [52] yine aymi Oriimcekten (L.
carolinensis) elde edilen Lycotoxin I ve Lycotoxin II'yi, olasi AMA'lar1 igin
incelendiginde, bu peptitlerin E. coli bakterisini ve C. glabrata mantarint mikro-
molar konsantrasyonlarda engelledigini bulmuslardir. Budnik ve ark. [48], L.
singorensis kurt oriimcegi zehir peptitlerinin (Lycocitin 1, 2 ve 3) antimikrobiyal
etkilerini ortaya koymak igin, iki gram-negatif ve alti gram-pozitif bakterinin yani
sira C. albicans'a karst minimum inhibisyon konsantrasyon testi ile test etmistir.
Yaptiklar1 ¢alismanin sonucuna gore Lycocitin 1, 2 ve 3 peptitleri gram-negatif ve
gram-pozitif bakterilerin yan1 sira mantara karsi ¢esitli AMA'lar sergilemistir. Benzer
sekilde, Liu, Qian, Li, Zhang ve Liang [49], L. singorensis kurt 6riimceginin zehrinin
biyokimyasal ve farmakolojik 6zelliklerini bildirmis ve L. singorensis ham zehrinin
AMA'sin1 alt1 bakteri ve iki mantara karsi bir minimum inhibisyon konsantrasyon
testi ile tespit etmistir. Bu nedenle 6zellikle B.subtilis ve S. albus dahil olmak Uzere

bu bakterilerin ¢ogunun hassas oldugunu, ancak bu zehrin C. albicans'a kars1 zayif
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oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. Daha sonra, 2006'da Kozlov ve ark. [50], L.
tarabaevi 6rumcek zehrinden Latarcin peptitlerini (1-7) ¢ikardi ve bu peptitlerin, {i¢
gram-negatif ve iki gram-pozitif bakteri, iki mantar ve eritrosit olmak tizere farkli
kokenlerden gelen hiicrelere karsi sitolitik aktivitelerini microtiter broth diliisyon
testiyle arastirmiglardir. Sonuglar, Latarcin peptitlerinin  test edilen tim
mikroorganizmalara kars1 acik¢a antimikrobiyal etki gosterdigini fakat bakterilerin,
engellenecek daha yiiksek peptit konsantrasyonunu gerektiren mantardan daha
duyarli oldugunu goéstermistir. Benzer bir sekilde, Kuhn-Nentwig ve ark. [53],
Cupiennius-la'nin sitolitik aktivitesini bakterilere, tripanozomlara, plazmodialara,
bdcek, insan kan hiicrelerine ve tiimor hiicrelerine karsi gostermistir. Bu arastirmanin
sonucunda Cupiennius-1a, microtiter broth dillisyon testiyle test edilen tim hiicrelere

karsi sitolitik aktivite sergilemistir.

Buna ek olarak, ortimcekler hakkinda yapilan ¢ogu caligma oriimcek zehrinin
AMA'sin1 ortaya koysa da sadece birka¢ ¢alisma Oriimcek zehrinin antibakteriyal
etkisi hakkindadir. Ornegin, Haeberli, Kuhn-Nentwig, Schaller ve Nentwig [55], C.
salei 6riimcek zehrinden alinan bes peptitin bakterisidal etkisini iki gram-pozitif ve
U¢ gram-negatif bakteriye kars1t mikrodiliisyon testiyle saptamistir. Test sonuglar1 bu
peptitlerin test edilen bakteriyel tiirlere etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, Kuhn-
Nentwig ve ark. [56] tarafindan minimum inhibisyon konsantrasyon testi yontemi
kullanilarak alinan ve taranan C. salei 6rimcek zehrinden Cupiennius-1 ailesi (la-
1d) iki gram-negatif ve iki gram-pozitif bakteriye karsi test edilmis ve mikrodiliisyon
testi gerceklestirilmistir. Sonuclar, Cupiennius-1 ailesinin test edilen tim bakterilere
kars1 yiiksek derecede aktif oldugunu gostermistir. Ayrica, Corzo ve ark. [57], O.
kitabensis kurt Oriimceginden alinan ham zehri saflagtirtp incelemislerdir.
Oxyopinins  peptitlerinin  antibakteriyal — aktivitesini  minimum inhibisyon
konsantrasyon testiyle ii¢ bakteri susuna (E. coli, B. subtilis ve S. aureus) kars1 test
edilmis ve bu peptitler test edilen bakteriyal suslarini giiclii bir sekilde engellemistir.
Vassilevski ve ark. [58], L. tarabaevi 6rimcek zehrinin peptitlerinin antibakteriyal
aktivitesini on bakteri susuna (6 gram-negatif ve 4 gram-pozitif bakteri) karsi
incelemis ve sonug, L. tarabaevi érimcek zehri peptitlerinin, E. coli ve digerlerine
karst ¢ok yiiksek bakterisidal etkinlige sahip oldugunu gOstermistir. Ancak esit

derecede aktif olan dogal ve sentetik peptitlerin etkisi karsilastiran bu ¢alismada E.
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coli ve B. subtilis hari¢ dogal peptit bulunamadigindan sentetik peptitler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, Ghasemi-Dizgah ve Amirmozafari [60],
Tarantula cubensis 6rimcek zehrinin ¢ bakteri tirine (E. coli, S. aureus ve P.
aeruginosa) karsi antibakteriyal aktivitesini arastirmak i¢in disk difiizyon yontemini
kullanmistir. Bu ¢alismada bakteriyel biiylimeyi inhibe edici etkiye rastlanmamis ve
sonuglarint desteklemek icin baska arastirma yapmalarina gerek kalmamistir. Buna
ek olarak, yakin zamanlarda, Wang ve ark. [61] tarafindan L. singorensis Kkurt
oriimceginden alinan Lycosin II zehir peptitinin bakteriyal aktivitesi, hastanede yatan
hastalardan izole edilen 18 klinik bakteri susuna karsi test edilmis, taramanin sonucu
Lycosin II'nin diisiik hemolitik aktiviteli tiim bakteri suslarini engelleyebildigini

gostermistir.

Ote yandan, sadece Oriimcek zehirlerinin antifungal aktivitesini Glcen diger
calismalar da mevcuttur. Ornegin, A. gomesiana &riimceginin hemositlerinden
saflastirilan AMP olan Gomesin'in mantar Onleyici etkisini in vivo (yasayan
organizmada) ve in vitro (yapay ortamda) kliniksel olarak izole edilmis C. albicans
suslarina analiz eden Rossi ve ark. [62] tarafindan farelerle ilgili bir c¢alisma
gerceklestirilmigtir. Elde ettikleri veriler gomesinin C. albicans enfeksiyonlarina
kars1 diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugunu ve farelere kars1 zehirli olmadigim
gostermistir. BOylece gomesin peptitinin insan ve hayvanlarda pamuk¢ugu tedavi

etmek icin alternatif ilag olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Buna ek olarak, antiviral ve antiparaziter aktiviteleri gibi farkli alanlarda 6riimcek
zehri peptitlerinin 6zelliklerini tarayan birgok yararli ¢alisma vardir. Choi ve ark.
[63] oriimcek zehri peptitlerinin ayn1 zamanda antimalaryal etkiye sahip oldugunu
kanitlamistir.  Trinidad tarantula, (P. cambridge), oriimceklerinden alinan
Psalmopeotoxin | ve II'nin in vitro (yapay ortamda) memelilerde eritrositlerin lizisi
olmadan ve noromiiskiiler fonksiyonun inhibisyonu olmaksizin, Plasmodium
falciparum'un (sitma paraziti) intra eritrosit evresine karsi kayda deger bir
antiplasmodial etkisi oldugu sonucuna ulasirken peptitler hicbir gram-pozitif ve

gram-negatif bakterisinin yani sira hi¢bir mantara inhibe edici etki gostermemistir.
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3. MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1. Oriimceklerin Toplanmasi

Araneus quadratus oriimcekleri (Fotograf 1.1.), Tiirkiye'de, Kastamonu'da bulunan
Kastamonu Universitesi kampiis alanindan 2016 Eyliil ve Ekim aylarinda ve ayrica
2017 Eylul ve Ekim aylarinda canli olarak toplanmistir. (41° 26' 25,60 " K, 33° 45'
38,27 " D).

Oriimcekler taze zehir salgi bezlerini ¢ikarmak ve elektrik uyarisiyla zehir alma
islemi igin plastik kaplarda canli olarak muhafaza edilmis ve c¢ekirgelerle

beslenmistir.
3.2. Zehir Toplama

[k olarak, canli A. quadratus &riimceklerinin zehir salgi bezlerini almak igin
bulunduklar tiipler sallanarak (fiziksel metot) uyusturulmustur. Daha sonra, zehir
bezleri Fontax 5 mm pens kullanilarak stereomikroskop (LEICA, Almanya) altinda
cikarilmistir (Fotograf 3.1.). Ote yandan, Escoubas ve Rash [89] ve Escoubas, Sollod
ve King [103], zehrin genellikle bezin diseksiyonu, elektrik stimilasyonu veya
oriimceklerin direkt sagimiyla elde edildigini belirtmiglerdir. Ham zehri almak igin

ti¢ yol kullanilmstir.

Fotograf 3.1. Zehir salgi bezlerinin alimasi
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3.2.1. Zehiri Almann ilk Yolu

Ilk olarak, taze zehri, uyusturulmus &riimcegin keliserlerinden zehir bezlerini Fontax
5 mm pens kullanarak cerrahi olarak ayrildi. A. quadratus orimceklerinin zehir
bezlerinin havug benzeri, saydam ve son derece kii¢iik bezler oldugunu gézlemlendi.
Hemen sonra, zehir bezlerini birer birer bos, steril ve agirligi Ol¢ulmiis bir petri
kabima konuldu. Yar: kurumus salgi bezi keselerine doniismeleri igin birka¢ dakika
bekledikten sonra, ham zehri bezlerden ¢ikarmak igin ince pens ile keseler cizildi.
Once petri kabmin yiizeyine yapismis yapiskan bir sivi gibi goziiken zehir sonra
kurumus ham zehir kristallerine doniistii (Fotograf 3.2.). Liu ve ark. [49], 6riimcegin
ham zehrinin berrak, kokusuz, renksiz ve suda kolaylikla ¢6ziinebildigini belirtmis
olup, Rash ve Hodgson [108] da ayni fikirdedir.

Fotograf 3.2. Zehiri almanin birinci yolu (A) Kelirserli zehir salgi bezleri (B) Islak bezler (C)
Islak salgi1 bezi grubu (D) Steril bir petri kabinda kurutulmus kristalize zehir

Bununla birlikte, yaklasik yiiz adet beze ayn1 kapta bu islemi yapildiktan sonra, kag
miligram zehir elde ettigimizi 6grenmek icin Hassas Denge Terazisi (Precisa,
Isvigre) ile élgiim yapilmustir (Fotograf 3.3.D). Bu adimdan sonra, zehri distile suda
¢ozmek i¢in ayni kaba birkag¢ mililitre steril su enjekte edilmistir. Daha sonra, zehir
tamamen ¢ozildiginde, bu ¢o6zelti filtrelenip kullanima kadar dondurucuda

muhafaza edilmistir.

Sonugta, yaklasik 100 adet A. quadratus oriimceginden yaklasik 4,5 mg kuru ham
zehir elde edilmistir. Escoubas ve Rash [89] tarafindan belirtildigi gibi,
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orimceklerden elde edilen zehir miktart son derece diisik ve diger zehirli

hayvanlardan ¢ikan ham zehir miktarlariyla karsilastirilamayacak kadar azdir.

Ozetle, birka¢ miligram kurutulmus ham zehir elde etmek icin bu kétii bir yol degil,

ancak ¢ok zor ve diger yollardan ¢ok daha uzun siiren bir islemdir.
3.2.2. Zehiri Almanin ikinci Yolu

Ikinci yol olarak, zehir bezleri kesilip ¢ikartildiktan sonra, bezlerin kullanimina kadar
-20 °C'de donmasi igin steril su ile dolu tiiplere konulmustur. Daha sonra, zehir
bezlerinin i¢inde bulundugu tiipler, zehir bilesenlerini kaybetmemesi ve suyu
kaynatmadan buharlastirmak tizere liyofilizatore (Christ, Almanya) (Fotograf 3.3.A)

yerlestirilmis; makine tam kurutma islemi i¢in saatlerce ¢alistirilmistir.

Fotograf 3.3. Zehiri almanin ikinci yolu (A) Liyofilizatér (B) Zehir tozunun vorteksle
karigtirilmasi (C) Filtreleme (D) Ham zehir miktarini 6lgme

Bununla birlikte, bu adimdan sonra, bezin lifleri ile kurutulmus zehir karigimi elde
edilmistir. Daha sonra, her bir tiipte 3 mL'lik distile su iginde zehir tozunu ¢6zmek
icin bu karigimlar vorteks karistirici (VELP scientific, Avrupa) (Fotograf 3.3.B) ile
karigtirllmigtir. Kisa bir siire sonra, zehirli suyu bez liflerinden ayirmak igin zehir
cozeltisi filtrelenmistir (Fotograf 3.3.C). Ancak, ham zehir miktarin1 6grenmek igin,

zehir ¢ozeltileri liyofilizator ile tekrar liyofize edilmistir.

29



Bu adimla beraber, ham zehir miktar1 miligram cinsinden, ham zehirli tupler
Olculerek ve ayni tiiplerin bos haliyle karsilastirilarak hesaplanmigtir. Sonugta,
yaklasik yiiz adet A. quadratus oriimceginden neredeyse 12 mg'lik kurutulmus ham
zehir elde edilmistir. Ardindan, liyofilize ham zehir, analizden énce -20 ° C'de
saklanmig; Rash ve Hodgson [108], kurutulan zehrin birka¢ ay ila bir yil boyunca
depolanabildigini belirtmislerdir.

Bu yol ham zehir elde etmek icin daha guivenli, kolay ve hizli bir yoldur.
3.2.3. Zehiri Almanin Ugiincii Yolu

Uctincii yol elektriksel stimilasyondur. Elektrik stimiilasyonu birkag biyik 6rimcek

orneginde denenmis, maalesef basarili olmamistir (Fotograf 3.4.A-B).

Bu yontemde birkag zorlukla karsilasilmistir. ilk olarak, A. quadratus tiirlerinin
boyutu, elektrikli sagim i¢in uygun degildi ve Matavel, Estrada ve De Marco
Almeida'ya [97] gore Araneae takimi kii¢iik 6riimceklerdi. Bu yiizden ki¢uk boyutlu
orneklerden uygun miktarda zehir alimamamistir. Karsilasilan ikinci zorluk,
orumcekleri etkileyen genel gii¢ aslinda 6 volt olmasina ragmen, bazi driimcekler 6
volt elektrik uyarisindan etkilenmemistir. Bu yiizden hig zehir alinamamstir. Uglinci
zorluk ise elektrikl stimilasyonu Ust Uste tekrar denendigi icin, birka¢ saat ya da

birkag¢ gilin sonra bazi 6riimceklerin 6lmesi olmustur.

Elektrik stimllasyonu yontemi; sarj cihaz1 (Ataba, Tirkiye) (Fotograf 3.4.C) ve
ortimcek zehirini sagmak igin vakum pompa cihaz1 (Tirkiye) (Fotograf 3.4.D)

kullanilarak denenmistir.

30



Fotograf 3.4. Zehiri almanin iigiincii yolu (A) Elektriksel stimiilasyon (B) Oriimcegin
elektrik uyarisi kullanarak sagimi (C) Batarya doldurma cihazi (D) Vakum
pompasi

Sonug olarak, A. quadratus orimcekleri kiigiik oriimcekler oldugu igin elektrik
stimilasyon yontemi yararli olmamistir. Ayrica sagilan zehrin tiikiiriikk ve sindirim
stvilarindan gelen enzimle kirlenmesi [49] elektrik stimulasyonunun diger bir

dezavantaji olmustur.

3.3. Mikroorganizmalar

Bu ¢alismada test edilen tiim mikroorganizmalarin Kastamonu Universitesi Biyoloji
Laboratuvari'nda saklanan oOrneklerden elde edilmistir. Calismamizda Araneus
quadratus ériimcek zehrinin antimikrobiyal aktivitesi, on yedi bakteri tiriine (dokuz
gram-negatif (E. aerogenes ATCC 13048, K. pneumoniae, P. aeruginosa DSMZ
50071, P. fluorescens P1, S. enteritidis ATCC 13075, S. kentucky, S. infantis, S.
typhimurium SL1344 ve E. coli ATCC 25922) ve sekiz gram-pozitif (S. aureus
ATCC 25923, S. epidermidis DSMZ 20044, B. subtilis DSMZ 1971, E. faecalis
ATCC 29212, E. faecium, E. durans, L. innocua ve L. monocytogenes ATCC 7644)
bakteriye] ve bir mantara (C. albicans DSMZ 1386) karst minimum inhibisyon

konsantrasyon testi ile analiz edilmistir.
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3.3.1. Mikroorganizmalarin Aktivasyonu

Ik olarak, testte kullanilan bakteriler ve C. albicans'in gliserol stoklar1 -20 °C'den
cikarilmistir. Sonra, her stoktan kucik bir damla alinmis ve 500 mL distile suya 4 g
Nutrient broth ilave ederek hazirlanmis bir sivi ortama konulmustur. Bakteriler ve
mantarlar i¢in bu sterilize edilmis s1vi ortam (Nutrient suyu) ile doldurulmus, ayrica
sterilize edilmis bir tlpe her bir patojenden az miktar konulmustur. (Fotograf 3.5.A).
Daha sonra, bu tlpler (mikroorganizmalar) 37 “C'de inklbatdrde 24 saat, mantarlar
ise 27 °C'de 48 saat bekletilmistir (Fotograf 3.5.B). Inkiibasyondan sonra, besleyici
agarla (10 g besleyici agar1 500 mL distile suda ¢ozlldikten sonra 15 dakika
boyunca 121 °C'da otoklavda bekletildikten sonra sterilize edilmis petri kabinda
1sinmig hale getirilerek hazirlandi) dolu on yedi petri kabinda bakteriler icin siirme
plak yontemini uygulamak (zere érnekleri (mikroorganizmalari) disar1 ¢ikardik; C.
albicans icin Sabroud Dextrose Agar (besleyici agara benzer sekilde hazirland) ile
dolu bir petri kabi kullanilmistir. BOylece, plastik 0Ozelerle her sivi ortamin
tabanindan birer mikroorganizma damlas1 alarak petri kabinda bulunan (kati ortam
agar1) besiyerinin 4 bolgesine stirme yontemi gerceklestirilmistir (Fotograf 3.5.C).
Ardindan, mikroorganizmalar1 igeren petri kaplarin 24 saat boyunca 37 °C'de,
mantarlar ise 48 saat boyunca 27 °C'de inkubatorde bekletilmistir (Fotograf 3.5.D).
Belirtilen sureler sonunda, mikroorganizmalar gelismis ve bu petri kabinda orta-ustel
biiylime evresine [61] kadar ¢ogalmistir. Sonra, kullanima kadar buzdolabinda

bekletilmistir.

Bu adimlarin sonunda, minimum inhibisyon konsantrasyon testini gergeklestirmek

icin aktif mikroorganizmalar elde edilmistir.
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Fotograf 3.5. Mikroorganizmalarin aktivasyonu (A) Sivi ortamda (besleyici s1vi) mikrobiyal
stoklarin konulmas1 (B) Besleyici siviyla mikroorganizmalarin inkiibasyonu
(C) Kat1 ortamda besiyerinin 4 bolgesine sirme ydntemi (D) Patojen iceren
petri kaplarimin inkiibasyonu

3.4. Antimikrobiyal Test

Bu c¢alismanin amaci, bircok geleneksel antibiyotige direngli bakteri iizerinde
Araneus quadratus oriimcek zehrinin antimikrobiyal etkisini aragtirmaktir. Bu
amagla, minimum inhibisyon konsantrasyonlarini (MIK) belirlemek i¢in minimum

inhibisyon konsantrasyon testi kullanilmastir.

2016 yilinin Ekim ay1 ve 2017 yilinin Ekim ay1 olmak {izere ikiser farkli
konsantrasyon denenmistir. 2016'da, ilk konsantrasyonu (1 mg/mL) her bir mikrop
icin li¢ ayr1 seferde denerken, ikinci konsantrasyonu (10 mg/mL), yeterli miktarda
zehir bulunmamasi nedeniyle bir kez gergeklestirilmistir. Bu konsantrasyonlar C.
albicans'n yani sira tiim bakteri suslarina karsi test edilmistir. Benzer sekilde,
2017'de, ilk konsantrasyonu (10 mg/mL) test edilen tiim patojenlere kars1 ii¢ seferde
gergeklestirlirken, ikinci konsantrasyon (20 mg/mL), ham zehir miktarina bagl
olarak 12 bakteriyel tiirline kars1 iki defa denenmistir. Her ne kadar farkli sayida

farkli konsantrasyonlar uygulanmis olsa da adimlar ayn1 ve asagidaki gibidir;

33



3.4.1. Zehir Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ik olarak, test edilen mikroorganizmalara zehri uygulamadan &nce farkli
konsantrasyonlarda zehir ¢ozeltileri yapilmistir. 2016 Ekim'de kurutulmus ham zehri
distile suda cozerek iki adet zehir ¢dzeltisi konsantrasyonu (1 mg/mL ve 10 mg/mL)
hazirlanmis; ilk konsantrasyon, 1 mg kuru zehri 1 mL steril suya ekleyerek elde
edilirken, ikinci konsantrasyonu, 10 mg'lik ham zehri 1 mL distile suda ¢ozerek elde
edilmistir. 2017 Ekim'de de iki adet zehir ¢ozeltisi konsantrasyonu hazirlanmistir. ilk
konsantrasyonun c¢ozeltisini (10 mg/mL) elde etmek icin 1 mL'lik steril suda 10
mg'lik kurutulmus zehir ¢ozulirken, ikinci konsantrasyon ¢ozeltisi (20 mg/mL) i¢in
1 mL'lik distile suya 20 mg'lik ham zehir eklenmistir.

3.4.2. Bakteriyel Inokiiliim Hazirlanmasi

Minimum inhibisyon konsantrasyon testini gergeklestirmek igin gerekli inokalimi
hazirlamak Uzere 500 mL distile suya 4,5 g Sodyum Klorlr eklenerek Sodyum
Klorir sollisyonu hazirlanmis ve otoklava konulmustur. Bunun nedeni, bakteriler igin
yaklasik 10® kob/mL™ ve C. albicans icin 10" kob/mL™ olan 0,5 tiip McFarland
standardiyla, testimizde bakteri ve mantar sayisini diizenlemek ve kontrol etmektir
[158]. Daha sonra, bu mikroorganizmalarin miktarin1 azaltmak igin steril sodyum
Kloriir cozeltisi kullanilmistir. Her bir petri kabindaki her bir patojenin birkag
bakteriyel kolonisini alip sirasiyla sodyum kloriir ¢ozeltisi ile dolu steril tiiplerde
¢Oziilmiistiir (Fotograf 3.6.A). Bu calismadan sonra, McFarland Olgeginde 0,5'lik tiip
ile bu tiiplerin optik yogunlugunu karsilastirarak inokilim elde edilmistir. Sonra,
minimum inhibisyon konsantrasyon testini gerceklestirmeden 6nce birkag dakika

beklenmistir.
3.4.3. Siv1 Biiyiime Inhibisyonu Testi

Calismamizda, @ A. quadratus  Orimcek  zehrinin  asgari  inhibisyon
konsantrasyonlarinin saptanmasi, 200 pL'lik bir hacimde, 96 kuyucuklu U seklinde

bir plakanin tabaninda bilylime inhibisyonu testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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[lk adimda, hem 2016 yilinin hem de 2017 yilmin birinci konsantrasyonunun test
edilmesi icin mikrotiter plakalardaki her ii¢ paraleldeki tiim kuyucuklara 100 pL
besleyici sivi ilave edilirken, 2016 yilinin ikinci konsantrasyon testi igin 100 pL'lik
besleyici sivi sadece bir siranin kuyucuklarina, 2017 yilimin ikinci konsantrasyon

testi igin ise iki sirasinin kuyucuklarina konulmustur (Fotograf 3.6.B).

Ikinci olarak, sadece ilk kuyucuga 100 pL zehir ¢dzeltisi eklenmis, kisa bir siire
sonra, zehri besleyici sivi ile karigtirarak zehir konsantrasyonunu yavas yavas
seyrelttikten sonra 100 pL'lik bu karigimi bir sonraki kuyucuga eklemek iizere
almmistir. Bu isleme 10. kuyucuga kadar devam edilmis, 11. kuyucuk negatif
kontrol, 12. kuyucuk ise pozitif kontrol i¢in ayrilmistir.

Uclincl olarak, bakteriyel inokiliim; (Fotograf 3.6.C) sadece 100 ya da 200 pL'lik
besleyici sivi kullanilarak olusturulan 11. kuyucuk yani negatif kontrol hari¢ tiim
kuyucuklara konulurken, pozitif kontrol 100 uL besin sivisiyla 100 pL bakteriyel

inokulim karisimi kullanilarak elde edilmistir.

Son olarak, 96 kuyucuklu mikrotiter plakalari, bakteriler i¢in 37 °C'de bir gece
inklibe edilirken, C. albicans iceren plaka 48 saat boyunca calkalamadan 27 °C'de
inkiibe edilmistir (Fotograf 3.6.D).

Fotograf 3.6. Minimum inhibisyon konsantrasyon testi (A) Bakteriyel inokilimi hazirlama
(B) mikrotiter kuyucuklara besleyici sivi ekleme (C) bakteriyel inokulimi
koyma (D) mikrotiter plakalarin inkiibasyonu
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3.5. Meteorolojik Veriler

2016 yili Ocak-Eyliil arast ve 2017 yili Ocak-Eyliil arasini kapsayan donemde
Kastamonu'nun mevcut meteorolojik verileri (Yagis, Sicaklik, Nem, Rlzgar Hiz,
Radyasyon ve Giineslenme Zamani), Ankara'da bulunan Orman ve Su Isleri
Bakanligi Meteoroloji Genel Miidiirliigli'nden alinmistir. Veriler, sosyal bilimler

istatistik programi1 (SPSS) kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, A. quadratus ériimcek zehrinin on yedi klinik bakteri susuna ve bir
mantara karst mikrobiyal biliylime inhibisyonunun minimal konsantrasyonlarini
belirlemek icin plaka biylme inhibisyonu testi kullanarak antimikrobiyal etkisinin

saptanmast amaglanmaistir.

Calismamizda 2016 Ekim'de ve 2017 Ekim'de, A. quadratus zehrinin iki farkl
konsantrasyonunun antimikrobiyal aktivitesi dokuz gram-negatif ve sekiz gram-
pozitif bakterinin yani sira bir mantara kars1 taranmistir. 2016 yilinda elde edilen
zehrin birinci ve ikinci konsantrasyonlarinda ve 2017 yilinda elde edilen zehrin
birinci konsantrasyonunda tiim bu mikrobiyal suslar test edilirken, 2017 yilinda elde
edilen zehrin ikinci konsantrasyonu sadece on iki bakteri tdri Gzerinde

uygulanmustir.

Nitekim, her bir mikroorganizma, 2016 ve 2017 yillarinda elde edilen zehrin ilk
konsantrasyonlarinin antimikrobiyal analizi i¢in t¢ paralel olarak test edilmis, 2016
yilt zehrinin ikinci konsantrasyonu sadece bir paralel, 2017 yili zehrinin ikinci

konsantrasyonu iki paralel halinde incelenmistir.

Ancak, 2016 yilinin ilk konsantrasyonunda (1 mg/mL) bakteri suslarinin tamaminda
ve C. albicans mantar1 tizerinde herhangi bir etki gostermemistir. Aslinda, bakteri
gelisiminde herhangi bir baskilanma goriilmemis ve tiim mikrotiter plakalarinda test

edilen mikroorganizma kolonilerinin agikga biiytidiigiinii tespit edilmistir.

Aksine, belirgin baskilanma yaniti, sadece bir sirada olmasina ragmen 2016'da
sadece ikinci zehir dozunda (10 mg/mL) goriilmiistiir. Aslinda, E. aerogenes, K.
pneumoniae, P. fluorescens, S. enteritidis, S. kentucky, S. infantis, S. typhimurium, E.
coli, S. epidermidis, B. subtilis, E. faecium, E. durans, L. innocua ve L.
monocytogenes olmak iizere bircok bakteriyal tiirlerinin agik¢ca baskilandigi
kaydedilmistir. Ancak C. albicans biylmesinde bir baskilanma kaydedilmemistir.

Bulgularimiz (Tablo 4.1.'de) gosterilmistir.
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Tablo 4.1. A. quadratus zehrinin ikinci konsantrasyonun (2016) bazi patojenlere karst MIK

degerleri
Patojenik suglar MIC degeri (mg/mL)
- Gram-negatif
E. aerogenes 0,06
K. pneumoniae 0,5
P. aeruginosa -
P. fluorescens 0,5
S. enteritidis 0,5
S. kentucky 0,25
S. infantis 0,5
S. typhimurium 0,5
E. coli 05
- Gram-pozitif
S. aureus -
S. epidermidis 0,5
B. subtilis 0,25
E. faecalis -
E. faecium 0,5
E. durans 0,06
L. innocua 0,06
L. monocytogenes 0,5
- Mantar
C. albicans -

Yaptigimiz deneyde, bu patojenlerin mikrobiyal biyime inhibisyonunun, mikrotiter
kuyucuklarin bulanikligi gozlemlenerek incelenmis ve sonuglarimiz kuyucuklarda
bulunan mikroorganizmalarin  biiylimesini  pozitif ve negatif kontrollerle

karsilastirarak elde edilmistir.

Cok sasirtict bir sekilde, ayni islem 2016'da ii¢ kez uygulanmasina ragmen, 2017'nin
ilk konsantrasyonu (10 mg/mL) uyguladiginda hicbir inhibe edici etki
kaydedilmemistir. Yine ilging bir sekilde, 2017'nin ikinci konsantrasyonunun (20
mg/mL) MIK degerleri sirasiyla 1 ve 2 mg/mL olan P. fluorescens ve L.

monocytogenes kars1 inhibe edici etki gostermistir. gormek (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. A. quadratus zehrinin ikinci konsantrasyonun (2017) baz: patojenlere karsi MIK
degerleri

Patojenik suglar MIC degeri (mg/mL)

- Gram-negatif
E. aerogenes -
K. pneumoniae -
P. fluorescens 1
S. enteritidis -
S. kentucky -
S. infantis -
- Gram-pozitif
S. epidermidis -
B. subtilis -
E. faecium -
E. durans -
L. innocua -
L. monocytogenes 2

Ortaya ¢ikan beklenmedik bulgular icin, 2016 ve 2017 yillarinda toplanan zehirler
arasindaki bilesimsel farkliliklarin ¢evre (iklim) kosullarinin (nem, sicaklik, yags,
rizgar hizi, radyasyon ve giineslenme zamani) énemli rolii olabilecegi diistintlebilir.
Bu nedenle, Kastamonu sehrinin meteorolojik verileri talep edilmis, bu verilerin
istatistiksel analizi IBM SPSS statistics 25 ile yapilmig. (Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.)

sunulmustur.

Tablo 4.3. 2016 ve 2017 yular: arasindaki ilk dokuz ayin giinliik meteorolojik verilerinin

karsilastiriimast
Cift Ornek Testi
Ciftlerin Farklar t df | Sig. (2-
Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata | % 95 Guvenilirlikle kuyruklu)

Ortalamasi Fark Araliklar1
Diisiik Y iksek
Glineslenme 1.50627 4.61917 0.28059 0.95384 | 2.05870 | 5.368 | 270 0.000
suresi
Maksimum/ -
minimum 0.17289
sicaklik
farki
Minimum 3.07692 20.95789 1.26843 0.57974 | 557411 | 2.426 | 272 0.016
nem
Minimum 0.57647 4.23237 0.25663 0.07124 | 1.08170 | 2.246 | 271 0.025
sicaklik

Ortalama 2.49890 14.36821 0.86960 0.78689 | 4.21091 | 2.874 | 272 0.004
nem
Ortalama 0.02491 0.47508 0.02875 -
rliizgar hizi 0.03170

6.42950 0.38913 0.59320 | -0.444 | 272 0.657

0.93899

0.08152 | 0.866 | 272 0.387
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Tablo 4.3. %in devam:

Gift Ornek Testi
Ciftlerin Farklar t df | Sig. (2-
Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata | % 95 Giivenilirlikle kuyruklu)

Ortalamasi Fark Araliklari
Diisiik Yiksek

Maksimum 0.32967 9.17043 0.55502

- | 1.42235 | 0594 | 272 0.553
nem 0.76301

Maksimum 0.18603 2.74138 0.16622 - | 051328 | 1.119 | 271 0.264
riizgar hiz1 0.14122

Maksimum 0.43346 6.38457 0.38712 - | 1.19560 | 1.120 | 271 0.264
sicaklik 0.32869

Toplam 0.85993 6.21503 0.37684 0.11802 | 1.60184 | 2.282 | 271 0.023
yagis

Ortalama 0.40989 4.37128 0.26456 - | 093074 | 1.549 | 272 0.122
sicaklik 0.11096

Toplam 0.56507 2.34094 0.14194 0.28563 | 0.84452 | 3.981 | 271 0.000
kiiresel
guines
radyasyonu

Tablo 4.4. 2016 ve 2017 yulart arasindaki ilk dokuz ayin aylik meteorolojik verilerinin

karsilastiriimast
Cift Ornek Testi
Ciftlerin Farklar1 t df Sig. (2-
Ortalam Std. Std. Hata % 95 kuyruklu)
Sapma ortalamasi Guvenilirlikle Fark
Araliklan
Diisiik | Yiksek
Toplam 29.70000 | 50.71077 16.90359 | -9.27975 | 68.6797 | 1.757 8 0.117
yagis 5
Minimum -0.21111 1.41461 0.47154 | -1.29847 | 0.87625 | -0.448 8 0.666
sicaklik
Ortalama 0.37778 3.79334 1.26445 | -2.53804 | 3.29360 | 0.299 8 0.773
maksimum
nem
Ortalama 0.46667 2.97069 0.99023 | -1.81681 | 2.75014 | 0.471 8 0.650
maksimum
sicaklik
Ortalama 3.21111 4.90954 1.63651 | -0.56270 | 6.98492 | 1.962 8 0.085
minimum
nem
Ortalama 0.60000 1.74069 0.58023 | -0.73801 | 1.93801 | 1.034 8 0.331
minimum
sicaklik
Ortalama 2.56667 5.37982 1.79327 | -1.56863 | 6.70197 | 1.431 8 0.190
nem
Ortalama 0.03333 0.26458 0.08819 | -0.17004 | 0.23670 | 0.378 8 0.715
riizgar hizi
Ortalama 0.44444 2.13197 0.71066 | -1.19433 | 2.08322 | 0.625 8 0.549
sicaklik
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Tablo 4.4. %in devam:

Cift Ornek Testi
Ciftlerin Farklari t df Sig. (2-
Ortalam Std. Std. % 95 Guvenilirlikle kuyruklu)
-a Sapma Hata Fark Araliklan
ortalam- Diisiik Yiiksek
asl1
Toplam 4491111 | 43.08661 | 14.36220 | 11.79181 | 78.03041 | 3.127 | 8 0.014
Giineslenme
siresi
Toplam 1059448.2| 2110687.6| 703562.5 | -562969.9 | 2681866.3| 1.506 | 8 0.171
kiresel
glines
radyasyonu
Maksimum -0.88889 1.05409 0.35136 | -1.69914 | -0.07864 | -2.530 | 8 0.035
nem
Maksimum 0.26667 2.86007 0.95336 | -1.93178 2.46511 | 0.280 | 8 0.787
rliizgar hizi
Maksimum -0.56667 2.77038 0.92346 | -2.69617 156284 | -0.614 | 8 0.556
sicaklik
Maksimum 6.78889 8.50962 2.83654 0.24782 | 13.32996 | 2.393 | 8 0.044
yagis
Minimum 10.00000 7.77817 2.59272 4.02117 | 1597883 | 3.857 | 8 0.005
nem
Maksimum 15073.1 46795.9 [15598.63482 -20897.4 51043.6 | 0.966 | 8 0.362
kuresel
glines
radyasyonu

41




5. TARTISMA

Patojenlerin AMD'si insan sagligini tehdit eden [2, 20, 22, 24-28, 30, 31, 61, 74, 75,
106] bir felakettir [26] ve en muhtemel alternatif ¢oziim omurgalilarin ve
omurgasizlarin AMP'lerinin kullanilmasidir [1, 24, 26-28, 81]. Ilginctir ki, ilk AMP
1939'da kesfedilmis olmasina ragmen [75], AMP'lerin terapi olarak ger¢ek kullanimi
1970'lerin basinda [80, 83] Brezilya'ya ait bir yilanin zehrinden elden edilen onayli
ilk ilacla (Captopril®) baglamustir [5-11, 88, 93, 94].

Son yirmi yilda, akrep [40-45], 6rlimcek yengeci [46, 47] ve 6rumcek [4, 29, 48-50,
52-63] gibi zehirli omurgasiz hayvanlarin antimikrobiyal aktiviteleri hakkinda ¢esitli
yararlt ¢alismalar gerceklestirilmistir. Son yillarda Oriimcek zehri arastirmalarinda
belirgin bir artis olsa da [6, 9, 60, 61, 82, 93, 99, 100] A. quadratus 6rimcek zehri
hakkinda herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle, ¢alismamiza, A. quadratus
ortimcek zehrinin ¢esitli patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesini arastiran ilk

deney olarak bakabiliriz.

Calismamizda bazi zorluklarla karsilasiimistir. Oncelikle, elektrik stimiilasyon
uygulamasmin daha uygun oldugu buylk ornekler ¢ok sayida bulunamadig: igin,
yeterli miktarda zehir elde etmek zor olmustur. Karsilasilan ikinci zorluk; ne yazik
ki, 2016'da toplanan zehrin ikinci konsantrasyonunu (¢ paralel olarak yapmak ve ek
konsantrasyonun etkisini test etmek igin yeterli miktarda zehir elde edilememistir.
Ayrica, 2017'de toplanan zehrin ikinci konsantrasyonunda zehir miktar1 sadece 12

bakteri susunu test etmeye yeterli olmustur.

Bununla birlikte, bu g¢alismada, A. quadratus Orimcek zehrinin antimikrobiyal
aktivitesi, 96 kuyucuklu mikrotiter plakalarinda gergeklestirilen bir minimum
inhibisyon konsantrasyon testi ile incelenmis, bu test patojenlerin ve mikrobiyal
blyumenin kesin inhibe edici konsantrasyonun duyarliligini genel olarak nicel ve
nitel olarak saptandig ve en diisiik inhibisyon konsantrasyonlarini belirlemek igin iyi
bir yontem oldugu i¢in kullanilmistir [14]. Klan¢nik ve ark. [68] bu testi hizli bir

tarama yontemi olarak tanimlamstir.
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Arastirmamizda bir takim zorluklar olmasmna ragmen, on iki bakteri iizerinde
uygulanan ikinci konsantrasyon hari¢ (2017) en ¢ok bilinen bakteri suslarini (sekiz
gram-pozitif ve dokuz gram-negatif) ve tipik bir mantar (C. albicans) kullanilmustir.
Ote yandan, ériimcek zehirlerinin antimikrobiyal aktivitesini konu alan diger birgok

caligsmada sinirlt sayida mikrobiyal tiir kullanilmstr.

Mevcut calismada, iki yilda ¢esitli konsantrasyonlar kiigiik farkliliklarla denendigi

icin beklenmedik ve karmasik sonuglar elde edilmistir.

[lk olarak, 2016'min ilk konsantrasyonu (1 mg/mL) test edilen tiim
mikroorganizmalar i¢in li¢ kez gergeklestirildi, ancak herhangi bir inhibe edici etki
gostermemis, Oysa 2016'nin ikinci konsantrasyonu (10 mg/mL) bir defa test edilmis
olmasina ragmen, 17 bakteri arasindan 14'tinde kayda deger inhibe edici etki ortaya
koymustur. Ancak bu durum yetersiz zehir miktar1 nedeniyle testin ii¢ kez
uygulanamamasi yiiziinden siiphelidir. Yine de, ikinci konsantrasyon (2016) A.
quadratus zehrinin, E. aerogenes, K. pneumoniae, P. fluorescens, S. enteritidis, S.
kentucky, S. infantis, S. typhimurium, E. coli, S. epidermidis, B. subtilis, E. faecium,
E. durans, L. innocua ve L. monocytogenes karsi antibakteriyel etki gostermisken C.

albicans tzerinde antifungal etki gostermemistir (Tablo 4.1.).

Aslinda, Candida tirleri flukonazol de dahil olmak (zere neredeyse tim klasik
antibiyotiklere kars1 direng gostermektedir [79]. Ancak yine de bazi AMP'lere karsi
duyarlidirlar [54, 77, 79, 85]

Hastanelerde ve toplumda karsilasilan birgok enfeksiyon, S. aureus [12, 30, 59, 135],
P. aeruginosa [18, 40, 66, 122] ve E. coli [12] gibi ¢esitli gelencksel antibiyotiklere
kars1 direngli yasamsal bakterilerden [59] kaynaklanmaktadir. Ne yazik ki, ¢alismada
kullandigimiz zehir sadece MIK 0,5 mg/mL'lik E. coli'ye kars1 aktif olabilmistir.

Buna karsilik, zehrimiz, MIK degerleri sirasiyla 0,5; 0,25; 0,5; ve 0,5 mg/mL olan
tiim test edilmis Salmonella sp. turlerinin (S. enteritidis, S. kentucky, S. infantis ve S.
typhimurium) biiyiimesini engellemistir. Aslinda, tim Salmonella turleri insanlara
patojenik [16, 125, 131] olsa da baz1 geleneksel antibiyotiklere karsi direnglidir [16,
21,125, 126, 129, 131, 133].
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Listeria tlrleri birgok Kklasik antibiyotiklere direngli olsa da [151] bulgularimiz A.
quadratus zehrinin, sirasiyla 0,06 ve 0,5 mg/mL'lik yiikksek MIK diizeyleri ile L.

innocua ve L. monocytogenes'in biiyiimesini engelledigini ortaya koymustur.

Enterococcus sp. tlrleri bilinen bircok antibiyotige karsi direngli [20, 22, 105] olsa
da A. quadratus zehri, sirastyla 0,06 ve 0,5 mg/mL MIK degerlerli E. durans ve E.

faecium'a kars1 inhibe edici etki gostermistir.

Ayrica, Enterobacter aerogenes birkag klasik antibiyotige karsi direnglidir [20, 22,
114-116]. Ancak A. quadratus zehri 0,06 mg/mL MIK degeriyle biiyiimeye karsi

guclu inhibe edici etki olusturmustur.

Buna ek olarak, B. subtilis birkag¢ antibiyotige direng gosterirken [139], 0,25 mg/mL

MIK degerine sahip A. quadratus zehrine duyarli oldugu gézlenmistir.

2016'min ikinci konsantrasyonunda (10 mg/mL), test sadece bir paralel
gerceklestirilmis olsa da zehrimizin birkag bakteri karsisinda etkili oldugunu
belirtebiliriz. Bu nedenle, 6niimiizdeki yillarda test tekrarlanarak bu sonuclardan
emin olunmalidir. Aslinda, 2017'de ayn1 konsantrasyonu ve ayni adimlar1 kullanarak

test tekrarlanmastir.

2017'de uygulanan iki konsantrasyon, beklenmedik bir sekilde A. quadratus zehrinin
antimikrobiyal aktivitesinde blyuk farklar gostermistir. 2017'deki ilk konsantrasyon
(10 mg/mL), 2016'da gergeklestirilen, on yedi bakterinin on dordine c¢oklu
antibakteriyal etki gosteren ve her mikroorganizma icin U¢ paralel gergeklestirilen
ikinci konsantrasyona esit olsa da, test edilen tiim mikroplara kars1 inhibe edici etki
gostermedigi gdzlenmistir. Ote yandan, 2017'nin ikinci konsantrasyonu (20 mg/mL)
MIK degerleri sirasiyla 1 ve 2 mg/mL olan P. fluorescens ve L. monocytogenes'e

kars1 inhibe edici etki gostermistir.

Bu sasirtic1 sonuglar nedeniyle, zehir kompozisyonlari ile iklim degisiklikleri ya da
birbiriyle baglantili diger birgok faktor arasinda bir iliski oldugu 6ne surdlebilir.
Sunagar ve ark. [159], iklim zehir kompozisyonunu etkileyebilecegini ve Badhe ve

ark. [160] cevresel kosullar zehirin toksisitesini 6nemli derecede etkiledigini
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bildirmistir. Ayrica, Zelanis, Travaglia-Cardoso ve De Fatima Domingues Furtado'ya
[161] ¢evre ve dogal sartlar, zehir kompozisyonunu etkilemekte oldugunu
bildirmistir. Ustelik Abdel-Rahman, Omran, Abdel-Nabi, Ueda ve McVean [162] ve
Creer ve ark. [163] zehir kompozisyonu degiskenliginin agik¢a tek bir faktorle
baglantili olamayacagini belirtmistir. Dahasi, zehir bilesenlerinin farkliliklarini
etkileyebilecek birgok faktor bulunmaktir [161, 164, 165]. Ek olarak, Abdel-Rahman
ve ark. [162] genetik, cografi ve yerel ¢evresel kosullarin yani sira yas, beslenme ve

cinsiyetin her bireyin zehir protein profilini etkileyebilecegini diisiinmektedir.

Aslinda organizmalar, yasadigi c¢evreye uygun olarak zaman igerisinde gelisen
toplumlarin bir pargasidir ve birey sadece biiylimeyi ¢ok fazla ya da ¢ok az etkileyen
cevresel faktorlerin toleransi ig¢inde yasayabilir [166]. Organizmalarin ozellikleri,
bireyin 6mrii boyunca sik¢a degismektedir [167]. Benzer sekilde, bireysel zehir
kompozisyonu, gen diizenlemesinin, diger faktorlerin ve zehir proteininin etkileri
nedeniyle zaman iginde degismektedir [162, 165, 167-172]. Zehir proteini
konsantrasyonlar: da kisa siirede 6nemli Ol¢lide degisebilir [173]. Ayrica, zehir
kompozisyonunu degiskenligi cesitli seviyelerde (cins, tiir, alttiir, popiilasyon ve
bireysel diizeylerde) degerlendirilmektedir [168, 174, 175]. Cok sayida ¢alisma,
zehirlerin etkisi ve kompozisyonunda gozle goriliir tiirler i¢i ve arasi varyasyonlari
gostermistir [112, 113, 159-165, 167-172, 175-197]. Bu varyasyonlar; beslenme
[161, 162, 164, 167-169, 173-175, 180, 183, 191, 192, 198], cevre (iklim) [159, 161,
162, 165, 171, 183], yas (boyut) [162, 164, 165, 168, 170, 174, 175, 178, 180, 181,
184, 186, 187, 189, 192, 197], cinsiyet [112, 162, 165, 174, 183, 187, 192, 193, 197],
mevsimsel degisiklikler [162, 167, 174, 192] ve cografi kokenlerin [112, 161-165,
167, 169, 172-176, 178, 180-184, 191, 192, 196, 197] yan sira genetik etkiler [160,
162, 165, 168, 170-172, 176] gibi baz1 kisith faktorlere baglidir. Cok sayida zehirli
hayvan tlrtnun zehir (protein) bilesiminde tiir i¢i ve tiirler arasi varyasyonlar iyi
bilinmektedir ve iyi belgelenmistir [162, 172, 178-181, 183, 185, 188, 196, 199].
Oriimcek zehir kompozisyonlari; tiirler arasi gesitliligin biyokimyasal bilesimin
zehirlerde genel bir fenomen olarak goriildigi, tir igi [112, 113] ve genetik
degisimler [165] gOsterebilir [178, 179, 189, 196, 198]. Aslinda, Oriimcek

zehirlerinin  karmagikligi ve zehir kompozisyonu varyasyonu arttikga zehir
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karmagikliginin da artmasi nedeniyle tiir ici cesitliligin tespit edilmesi kolay degildir

[178, 180].

Ote yandan, zehir kompozisyonu ve etkinligi arasinda yakin bir iliski vardir [172,
173, 179, 180]. Tur ici zehir varyasyonu etkinligi degistirebilir [112, 174]. Ornegin,
erkek ve disi T. agrestis orimcek zehirleri, konsantrasyon agisindan benzer ancak
disi zehirlerinin erkeklerden daha fazla bdcek 6ldirme etkisi vardir [112]. Bu da, bu
tirin bocek oldirme guclnde cinsiyetler arasi farkliliklar oldugu anlamina

gelmektedir.

Ayrica, Kuehn ve McCormick [200], iklim degisikliklerinin ¢esitli popiilasyonlarin
sagligini etkiledigini belirtmistir. Liu ve ark. [201] da 1s1l gerilimin (sicaklik ve nem)
hayvan sagligini ve tiriinlerinin bilesimlerini etkileyebilecegini diisiinmektedir. Genel
olarak, bir¢cok bocek tiirti, asir1 sicaklik, nem veya yagis ile iklime karsi ¢ok hassastir.
Ayrica, iklim kosullar1 yalmizca Oriimcek dagilimini degil ayn1 zamanda bu
omurgasizlarm islevsel roliinii de degistirebilir [202]. Orlimceklerin tir ici ve tirler
aras1 yasam Oykiisii 6zellikleri (gelisim, olgunlagsma ve iireme), termal kosullardan
[203-205] etkilenmektedir. Cunki gevresel kosullar ve yasam Oykiisii olaylar
arasinda bir iliski vardir [203, 206]. Benzer sekilde, bir¢ok c¢alisma, iklim
degisikliklerinin ¢esitli hayvan gruplarinda kalitsal genetik degisiklikler yarattigini
gostermistir [206]. Ornegin Jones [205], sicakligin driimceklerin biiyiimesi {izerinde
belirgin bir etkiye sahip oldugunu ve nem oraninin biiylime orani {lizerinde az bir
etkiye sahip oldugunu gosteren bir arastirma yapmustir. Li ve Jackson [204] da
sicaklik ve Oriimcek biiyiimesi arasindaki iligskiler hakkinda bir ¢alisma yapmaistir.
Ortaya konan tiim kanitlardan, zehrin iklim kosullarina (sicaklik, nem vb.) gore

PR

degistigi sonucunu ¢ikarabiliriz.

Temel olarak, varsayimimizi desteklemek i¢in 2016'nin ilk dokuz ay1 ve 2017'nin ilk
dokuz ay1 arasindaki farki karsilastirmak tizere istatistiksel analizler (SPSS)
yapilmistir. Sasirtict bir sekilde, istatistiksel analiz; giinliik ortalama nem (P =
0,004), giinliik minimum nem (P = 0,016), aylik minimum nem (P = 0,005), aylik
maksimum nem (P = 0,035), giinliik minimum sicaklik (P = 0,025), glinlik toplam

yagis (P = 0,023), aylik maksimum yagis (P = 0,044), giinlik toplam kuresel
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radyasyonu (P = 0,000), ginlik toplam giineslenme zamani (P = 0,000) ve aylik
toplam giineslenme zamani (P = 0,014) arasinda 6nemli derecede ve istatiksel olarak

kayda deger farklilar1 (P < 0,05 ) ortaya ¢ikarmustir.

Bu nedenle iklim, zehir kompozisyonlarini etkileyebilen ve zehirlerin antimikrobiyal
etkisinde degisiklige neden olabilecek yeni bir parametre olarak diisiintilebilir. Ancak
iklim degisikliklerinin zehir varyasyonunu etkileyen ana faktorler arasina girmesi

icin yeni calismalar gergeklestirilmelidir.

Son olarak, mevcut arastirmanin A. quadratus zehri hakkinda daha ileri ¢alismalar

gerceklestirmek i¢in iyi bir referans olabilecegine inantyoruz.
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6. SONUC

Geleneksel antibiyotiklere karsi mikrobiyal direncin artmasi nedeniyle diinya, halk
sagligini etkileyen kritik bir problemle karsi karsiyadir [2, 6, 26, 28, 61, 81, 151].
Antimikrobiyal direng, biiyiik bir halk sagligi tehdidi olarak kabul edilmis [2, 20, 22,
24-27, 30, 31, 61, 74, 75, 106] ve bu durum, dogal antimikrobiyal peptitleri temsil
eden [1, 24, 26-28, 81], gesitli patojenlerin AMD'sini agmak i¢in potansiyel bir
¢cOziim sunan yeni ve giliclii antimikrobiyal ajanlarin [1, 23, 24, 29] tasarimim
gerektirmektedir. Ancak halen etkili potansiyel ilaclar olarak bu molekdilleri

gelistirmek ve iyilestirmek igin birgok arastirma gerekmektedir [25, 28, 72, 77, 79].

Genellikle, AMP'leri; geleneksel antibiyotiklere karsi 6nemli alternatifler yapan,
giiclii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalaridir [24, 28, 75, 76, 79, 80, 82].
Omurgasizlarin peptitleri bilinen AMP2’si en bol gruplarindan biridir [24]. Ote
yandan, zehir peptitleri yeni farmasotik ajanlarin tasarimi ig¢in miikemmel bir
kaynaktir [6, 9, 63, 88, 91, 93] ve zehirlerin ila¢ olarak kullanilmasi, klasik ilag
tedavilerinin yerine gegcmektedir [7, 8]. Nitekim yilanlarin, baliklarin, akreplerin,
orimceklerin vb. zehir molekdlleri terapdtik bir potansiyele sahiptir ve yeni ilaclar

yaratmak i¢in ilag firmalarini cezbetmektedir [59, 90, 98].

Genel olarak, farkli zehirli hayvanlardan elde edilen sayisiz zehir peptiti, tipki
yilanlardan [38], akreplerden [40-45], 6rimceklerden [4, 29, 48-63] alinan peptitler
gibi antimikrobiyal ajanlar olarak 6nemli rol oynadiklarimi ortaya g¢ikarmak iizere
taranmigtir.  Oriimcek  zehri  ozellikle son yillarda biyokimyacilarm ve
farmakologlarin dikkatini ¢ekmis ¢iinkii tarimdan tutun da insan klinik tedavilerine
kadar biyoteknolojik yenilikler tasarlamak icin miikemmel, dogal ve ideal bir

kaynaktir [23, 49, 61, 89, 93, 94, 97, 99, 100].

Bununla birlikte, 6ruimcekler diinyaya en ¢ok yayilmis omurgasizlar olsa da [10, 23,
60, 92, 93, 95, 99, 102, 107, 108], A. quadratus 6rimcek zehrinin antimikrobiyal
etkisi hakkinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bildigimiz kadariyla
calismamiz, A. quadratus orimcek zehrinin antimikrobiyal aktivitesini inceleyen ilk

rapordur.
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Bununla birlikte, ¢alismamizda, A. quadratus 6rimcek zehrinin etkisini, on yedi
bakteri susu ve C. albicans'a karsi etkisini aragtirilmis ve bu patojenlerin en diisiik
inhibisyon konsantrasyonlarini tespit etmek i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon
testi gergeklestirilmistir. 2016 Ekim'de ve 2017'de Ekim'de iki konsantrasyonu ¢ok
kiiglik farkliliklarla test edilmis olunsa da sonuglar beklenmedik sekilde farkliliklar

goOstermistir.

Sasirtic1 bir sekilde, sonuglarimiz A. quadratus zehrinin toplama yilina ve her yil

kullanilan konsantrasyonlara gore farkli etkiler gosterdigini ortaya koymustur.

Bu farkli sonuglar nedeniyle, iklim kosullarindaki farkliliklari analiz edilmis ve 2016
ve 2017 wyillarinda toplanan zehirler arasinda bilesimsel farklilik oldugunu
diistinulmektedir. (Nem, Sicaklik, Yagis, Giineslenme zamani ve Radyasyon)
arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar (P < 0,05) tespit edildiginden, zehir
faaliyetindeki farkliliklar ile iklim degisiklikleri arasinda bir iliski oldugu kanisina

varilmstir.

Sonug olarak, ¢aligmamiz A. quadratus zehrinin potansiyelinin dogal, potansiyel ve
yeni bir antibakteriyal madde olarak tartismis olmasina ragmen, bu tiiriin zehir
bilesimindeki degisiklikleri kontrol etmek i¢in yeni bir alan acacak ve ileride bu

yonde yapilacak caligmalar i¢in bir temel olacaktir.
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7. ONERILER

Bu ¢alisma, ileride yapilacak arastirmalar i¢in bir temel olusturmaktadir. 11k olarak,
test edilen konsantrasyonlarin bulgularim1 desteklemek i¢in Oniimiizdeki yillarda
antimikrobiyal testin tekrarlanmasini, sonra da A. quadratus Orimcek zehrinin
hemolitik aktivitesinin ila¢ kesfi konusunda zehir peptitlerini kullanilmasinin
etkinliginin incelenmesini, ikinci olarak, Ters Fazli Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (TF-YPSK) kullanarak ham zehir kesitlemeleriyle antimikrobiyal
etkiden sorumlu 6nemli peptitleri bilmek igin zehir bilesenlerinin biyokimyasal
yapisinin saflastirilmasi igin gelismis bir ¢aligma yapilmasini, daha sonra da ham
zehir kesitlemelerinin Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu Ugus
Zamanh Kiitle Spektrometresi (MDLDI-UZ-KS) ayrilmasmi ve Otomatik Edman
Degradasyonu (OED) ile zehir peptitlerinin amino asit dizilisinin 6l¢iilmesini tavsiye
ediyoruz. Son olarak, zehir faaliyetlerini etkileyen nedenlerin ve faktorlerin
arastirilmasmin yani sira bu tiirdeki zehir kompozisyonu varyasyonunu dogru bir
sekilde degerlendirilmesini Oneririz. Farkli 6riimecek tiirlerinden alinan cesitli zehir
peptitlerin antimikrobiyal aktivitesinin izole edilmesi ve arastirilmasi gelecek

nesillerde gergeklestirilecek biyomedikal uygulamalar i¢in yararli olacaktir.
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