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OZET

CESITLI SOLUCAN TURLERINDE VUCUT SIVISININ ANTIBAKTERIYEL VE
HEMOLIZ AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Savunma mekanizmalarmin yardimiyla, yasadiklar1 ortamlarinda her an patojen
mikroorganizmalarin istilastyla karsi karsiya olan toprak solucanlari, evrimin en eski
donemlerinden bu yana varliklarmi siirdiirebilmistir. Insanoglu icin 6liimciil olan baz1
mikroorganizmalar toprak solucanlar1 i¢in yasamlarmi destekleyici 6zelliktedir.

Topragi havalandirmada is gordiikleri bilinen bu hayvanlar Veneziiella’da, dzellikle iist
solunum yolu enfeksiyonlarinin iyilestirilmesinde dogal ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Yaklasik 50 yildir devam eden c¢alismalar, toprak solucanlarmin humoral ve hiicresel
bagisiklik mekanizmalar gelistirdigini gostermektedir.

Omurgasizlarm immiin sistemlerinin anlagilmasi, immiinolojik evrimin anlasilmasina da
yardimct olacaktir. Omurgasizlar i¢inde toprak solucanlari, yetistirme ve caligma
kolayliklar1 nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Arastrmacilar, genelde bu
hayvanlarin belirli bir tirii {lizerinde c¢aligmig, farkli solucan tiirlerinin immiin
sistemlerini kiyaslamamislardir. Bu nedenle caligmamizda Biyoloji Boliimii bahgesi,
Botanik bahgesi ve Beykoz bolgesinden toplanan toprak solucanlarmim sélom sivisinin
antibakteriyel ve hemolitik aktivitelerinin arastirilmasi amag¢lanmaistir.

Caliymamizda antibakteriyel etki, ayn1 toprak 6rneginden izole edilen bakterilere kars1
koloni sayim ve disk diflizyon yontemi ile incelenmistir. Koloni sayim yontemi ile elde
edilen sonuglarda ii¢ bolgenin solucanlarmin antibakteriyel etki bakimindan farkli
oldugu gozlenmistir. Bu deneyde sO6lom sivisinin bazi bakteri izolatlar1 iizerinde
tiremeyi destekleyici etkiye sahip oldugu saptanmistir. Disk difiizyon yontemi ile sonug
almamadigindan sélom sivismin iyi diflize olamadigi diisiiniilmektedir. Hemolitik
etkinin arastirilmasi icin seri sulandirma ve agara diflizyon yontemleri kullanilmigtir.
Seri sulandirma yonteminde toplanan solucanlarin sélom sivisinin koyun eritrositleri
lizerine zayif, tavsan ve insan eritrositleri iizerine ise gii¢lii hemolitik etki gosterdigi
saptanmistir. Agara difiizyon yOnteminde ise solom sivismin disk difiizyon
yontemindeki gibi iyi difiize olamadig1 saptanmustir.

Calismanin devaminda antibakteriyel ve hemolitik etki bakimindan ii¢ bolgeden
toplanan solucan sdlom sivilarinda goriilen farkliliklarm sebeplerinin tespiti dnem
kazanmaktadir. Bunun icin solucan tiirlerinin ve deneyde kullanilan bakterilerin
taksonomik olarak tespitine baglanmigtir. SOlom sivilarmin kimyasal analizlerinin
yapilmas1 da Onemlidir. Boylece tespit edilen farkliligin degisik molekiillerin
aktivitesinden mi yoksa ayni molekiilin miktarindan mi1 kaynaklandig1 agiga
cikarilabilir. Bu sayede, farmakolojik agidan kullanilabilir iiriinlerin {iretimi i¢in yeni bir
kaynak olusturulabilir.



SUMMARY

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL AND HAEMOLYTIC ACTIVITY IN
DIFFERENT EARTHWORMS’COELOMIC FLUID

Earthworms have been living with the aid of their defense system since early phases of
evolution although they always face the invasion of pathogen microorganisms in their
environments. When some microorganisms are fatal for human kind some bacteria
provide supportive properties for earthworms’ life.

These animals are known with their function in ventilation of soil and used especially to
treat infections of upper respiratory tract as a natural drug in Venezuela. The studies
which have been continued for about 50 years, showed that earthworms had been
developed humoral and cellular immunity mechanisms.

Understanding the immun systems of invertebrates will help to understand
immunoevolution. Investigators have been studied with a definite species of
invertebrates, but they have not been comparing the immun systems of different species
of earthworms in generally. For this reason, in our study it was aimed to investigate
antibacterial and haemolytic activity of coelomic fluid of earthworms which were
collected from Biology Department garden, botanical garden of Istanbul University and
Beykoz.

In our study, antibacterial effects were examined using colony counting and disc
diffusion methods against bacteria, which were isolated from the same soil samples. As
a result of colony counting method, it was observed that three regions were different
with regard to antibacterial effect of coelomic fluids. In this examination it was
determined that coelomic fluids have stimulatory effect on the growth of the isolates of
some bacteria. The reason of it was not be completed with disc diffusion method is
thought that the coelomic fluid could not diffuse well. For the investigation of the
haemolytic activity, serial dilution and diffusion to agar methods were used. In serial
dilution method, it was determined that coelomic fluids of earthworms have weak
haemolytic effect on sheep erythrocytes and strong effect on human and rabbit
erythrocytes. In agar diffusion method, it was determined that the coelomic fluid could
not diffuse well, similar to disc diffusion method.

The evidence of regional difference of the coelomic fluids of earthworms, collected
from three different locations, has an importance for our prospective study to investigate
the reasons. Therefore, a new study has been started to analyze the earthworms and
bacterial isolates taxonomically. The molecular analysis of the coelomic fluids is also
needed. Thus, a conclusion could be made about regional difference, whether the effect
is due to different molecules or different amounts of same molecule. Here by, this could
be a source for pharmacological.



1. GIRIS

Genelde omurgali hayvanlar icin varliindan s6z edilen immiin sistem aslinda
omurgasiz hayvanlarda da bulunmaktadir. Temel islevi kendine yabanci olani taniyip
zararsiz hale getirmek olan bu sistemin basit yapili canlilardan geligsmis organizasyonlu
canlilara kadar nasil bir gelisim izlediginin bilinmesi 6nemlidir. Evrim sirasinda sadece
fiziksel olarak degil, savunma mekanizmalar1 ile de gii¢lii olan canlilar hayatta
kalabilmistir. Bu da patojenlere karsi gelistirilen savunma mekanizmalarmin evrimin
basamaklarinda tasindigi ve daha da gelistirildigi seklinde yorumlanabilir. Bu noktada
omurgasiz immiinolojisi 6nem kazanmaktadir. Omurgasiz immiinolojisinde 6zellikle
toprak solucanlar1 ilgi ¢ekici canlilardir. Bu hayvanlarin yiiksek mikrobiyal kirliligin
hakim oldugu bir ortamda 700 milyon yildir canlilar alemindeki yerlerini
koruyabildikleri diisiiniiliirse, ger¢ekten etkili bir immiin sisteme sahip olduklarina karar
vermek hi¢ de zor degildir (Evans ve dig., 1973, Cho ve dig., 1998, Cooper, 2002,
Cooper ve Roch, 2003).

Solucanlarm immiin sistemleri humoral ve hiicresel bilesenlerden olusmaktadir.
Ozellikle sitotoksik etkiye sahip sélom sivisinda yabanci maddeyi tantyip sélomositleri
aktive eden molekiillerin varligi 6nem tasimaktadir. Solom sivist igindeki aktif
bilesenler yabanci hiicrelerin zar gegirgenliginde, genetik materyalinde veya diger
metabolik aktivitelerinde bozulmalarina neden olarak etki gostermektedir. Bunun
disinda  humoral faktorler kendi baglarma yeterli olamadiklar1 durumlarda
sO6lomositlerin fagositoz, kapsiil veya nodiil olusturma gibi hiicresel fonksiyonlarma
yardim ederek i goriirler (Evans ve dig., 1973, Cotuk ve Dales, 1984a, Cotuk ve Dales,
1984b, Kalag, 1997, Kauschke ve dig. 1997, Lange ve dig., 1997, Beschin ve dig., 1998,
Eue ve dig., 1998, Hanusova ve dig., 1999b, Lange ve dig., 1999, Bilej ve dig., 2001,
Engelmann ve dig., 2004a, Engelmann ve dig., 2004b, Field ve dig., 2004).

Solucanlarm s6lom sivisindaki sitolitik faktorlerden bazilari, bakteriler {izerine bazilari
da okaryotik hiicreler iizerine etkilidir. S6lom sivisinin omurgali ve omurgasiz
gruplarina enjeksiyonundan sonra, omurgalilarda 6liime sebep oldugu, omurgasizlarda

ise Oldiiriicii etki gostermedigi bulunmustur. Aragtirmacilar bunun sebebini, omurgali ve



omurgasizlarin hiicre zarlarindaki farkliliga baglamaktadir (Lange ve dig., 1997).
Ayrica sdlom sivisinin memeli eritrositlerine kars1 gosterdigi sitolitik etkinin (hemoliz)

tespiti de onemlidir.

Arastirmalarin ¢ogu FEisenia fetida lizerine yogunlagmakla birlikte Lumbricus terrestris
ve Dendrobaena venata tizerinde de ¢alismalar mevcuttur (Suzuki ve Cooper, 1995,
Kalag, 1997, Milochau ve dig. ,1997, Eue ve dig., 1998, Furlong ve dig, 2002, Koening
ve dig., 2003). Bu caligmalarda kullanilan hayvanlar ve yasam bdlgeleri birbirinden
tamamiyle farklidir. Solucanlarin farkl tiirlerinin s6lom sivisinin ayni tip bakteriye veya
baska yabanci hiicre gruplarina nasil bir etkide bulunacaklarinin karsilagtirilmasi
savunma mekanizmalarmin anlasilmasinda olduk¢a onemlidir. Bundan yola ¢ikarak
caligmamizda farkli bolgelerden toplanan solucan gruplarmin sdlom siwvilarinin
antibakteriyel ve hemolitik etkileri arasinda herhangi bir farkliligin olup olmadigmin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla Biyoloji Bolimii bahgesinden, Botanik
bahgesinden ve Beykoz bdlgesinden solucanlar toplanmistir. Bu hayvanlarin yagam
alanlar1 oldukca farklilik gostermektedir. Biyoloji Boliimii bahgesindeki yasam alani
genelde ciiriimiis yaprak ve topraktan olusmaktadir. Botanik bahgesinde solucanlarin
toplandig1 saksi altlari, bitki kdkleri ve besince zengin bir ortamdir. Beykoz bdlgesinde

ise solucanlar sert, taslik bir toprakta yagamaktadir.

Calismada elektrik soku ile elde edilen s6lom sivisinin bakteri iiremesi ve farkli memeli
eritrositleri lizerine etkili olup olmadigr arastirilmistir. Antibakteriyel etkinin
belirlenmesi i¢in koloni sayim ve disk diflizyon yontemleri kullanilmistir. Koloni sayim
yonteminde, sdlom sivisinin, bakteri izolatlarmin tiremelerini nasil etkilediginin tespiti ,
disk difiizyon yonteminde ise sdlom sivisi emdirilmis disklerin bakteri izolatlari
tizerinde olusturduklar1 inhibisyon zonlarmin dl¢limii ile antibakteriyel etkinin tespiti

amaglanmaistir.

Hemoliz aktivitesinin tayini i¢in solucanlarin sdlom sivisi ile seri sulandirma ve
diflizyon yontemleri kullanilmistir. Seri sulandirma deneyinde, s6lom sivisinin memeli
eritrositleri iizerine hemoliz etkisinin spektrofotometrik olarak tespiti amaglanmistir.
Difiizyon yonteminde ise eritrosit katilmis agar besiyerinde sélom sivisinin olugturdugu

hemolizin, olusan seffaf zonlarinin 6l¢lilmesi ile tespiti amaglanmistir.



Yapilan deneyler sonucunda farkli bdlgelerden toplanan solucanlarin s6lom sivisinin
antibakteriyel ve hemolitik etkilerinde farklarin degerlendirilmesi ve bu farkliliklarin
sebebinin anlasilmasi 6nem tasimaktadir. Belirtilen farklarin olusumu tiirler arasi
farkliliklar kadar yasam ortamlarma da baghdir. Caligmamizin devaminda bu sebeplerin
kesin olarak anlagilmasi i¢in solucan tiirlerinin ve kullanilan bakteri izolatlarinin

sistematik adlarinin belirlenmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

Omurgasiz hayvanlar icinde yer alan toprak solucanlar1 Annelida subfilumundadir
(Tomlin, 2004). Annelid’ler, Polychaeta, Oligochaeta ve Hirunidea olarak adlandirilan
iic ordodan olusur. Polychaeta ilkel deniz kurtlarin1 Hirunidea ise siiliikleri i¢ine alir.
Karasal kurtlar1 iceren Oligochaeta sinifinin en bilinen 6rnegi toprak solucanidir (Kalag,

1997).

Solucanlar, renkli, setali, ince kiitikiil bir dis dokuya sahip, yumusak viicutlu
hayvanlardir. Solucanlar distan ve igten segmentli iskeletsiz bir viicuda sahiptirler. I¢
ice tiip biciminde bir yapilar1 vardir. iki tiip arasinda uzanan sinir sistemine; su
dengesini saglayan bir bosaltim sistemine; agizdan aniise uzanan uzun bir sindirim
kanalina sahiptirler. iki tiip arasmdaki bosluk sélom sivistyla doludur (Tomlin, 2004).
Sinir seridi, viicuttaki farkli organlarla iletisimi ve kaslarda kasilma-gevseme hareketini
kontrol eder. Ayrica kesilen viicut pargalarini yenileyebilme yetenegi de bu hayvanlarin
hayatta kalma basarilarini arttiran dnemli bir 6zelliktir (Tomlin, 2004). Viicut ylizeyi ile
solunum yapan solucanlar, solunum pigmenti olarak hemoglobin igerirler (Vinogradov

ve dig., 1986, Fushitani, 1988, Zhu ve dig., 1996).

Toprak solucanlar1 fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemlerde temel rol oynarlar
(Canellas ve dig., 2002, Borges ve dig., 2003, Homa ve dig., 2003, Scullion ve dig.,
2003, Shipitalo ve dig., 2004). Yapilan ¢aligsmalarda toprak solucanlarinin yasadiklar1
alandaki hayvan populasyonunun yaklasik %60’mn1 olusturdugu belirlenmistir (Fischer
ve dig., 2003). Solucanlar topragi havalandirarak bitkilerin gelisimi i¢in daha ideal bir
ortam saglamanin yani sira, topragin karbon depolarinin kullanimina da yardimei olurlar

(Fisk ve dig., 2004).



Toprak solucanlarina duyulan ilginin bir bagska nedeni de cevresel kirleticilere karsi
cogu organizmadan daha direngli olmalaridir. Solucanlarin atik elementleri
biriktirmelerine ragmen hayatta kalabildikleri gézlenmistir (Sauve ve Fournier, 2003).
Diger taraftan organoklorinlerin ya da metal kalintilarinin bulundugu ortamlardaki
yetiskin solucanlarda immiin sistemin baskilandig1 da belirtilmektedir. Bu nedenle
solucanlar ¢evresel kirliligin incelenmesinde ve toksikolojik deneylerde model hayvan

olarak kullanilmaktadr.

Yapilan bir ¢aligmada Eisenia fetida’nin gevresel kirlenmede biyolojik indikator olarak
is gorebilecegi belirtilmektedir (Zachman ve Molina, 1993). Agir metale maruz kalma,
solucanlarin fagositoz ve kapsiil olusturma gibi 6nemli savunma islemlerinde rol
oynayan sOlomositlerinin canliligt ve aktivitesi lizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir.
Bunun tespiti i¢in Wieczorek-Olchawa ve dig. (2003) goreceli olarak farkli oranlarda
kirlenmis topraklarda tuttuklar1 solucanlarin dokularinda agir metal konsantrasyonlarini
incelemiglerdir. Calismada, agir metal ile kirlenmis toprakta tutulan hayvanlarin

sayilarinda ve sdlomositlerinde belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir.

Endiistrilesme ve sehirlesmeyle ilgili ilerlemeler sonucu kadmiyum, kursun, ¢inko ve
bakir gibi agir metallerle ¢gevrenin kirlenmesi artmaktadir. Siekierska (2003) kadmiyum,
bitki ve hayvanlarca kolaylikla emilip viicutlarinda tutuldugu icin 6zellikle tehlikeli
oldugunu vurgulamistir. Kadmiyumla kirlenmis topraklarda yasayan solucanlar,
beslenme sirasmda bu agir metali viicut dokularinda depolarlar (Siekierska, 2003, Yu ve

dig., 2004).

Toprak solucanlari, patojen mikroorganizmalar bakimmdan zengin olan cevrelerde
yasarlar. Bu hayvanlar viicutlarinda meydana gelen yaralanmalar ve beslenmeleri
sirasinda  yuttuklar1 toprak nedeniyle her an mikroorganizmalarin istilasiyla karsi
karsiyadirlar. Ancak mikroorganizmalar bu hayvanlar i¢in bazen yarar saglamaktadir.
Solucanlar besinlerini bitki, protozoon, rotifer, nematod, bakteri, mantar ve diger
hayvanlarm artiklar1 gibi genis cesitlilikteki organik materyallerden saglayabilir
(Neilson ve Boag, 2003). Sindirim islemi sonunda ortamdaki bitki artiklariyla birlikte
yutulan mikroorganizmalarin bir kismi1 viicuttan atilirken bir kismi da sindirim kanali

icine yerleserek burada yasayabilmekte ve cogalmaktadirlar. Ozellikle son yillarda



yapilan ¢aligmalarda, solucanlarin pek ¢ok bakteriyi bagirsaklarinda yasatarak sindirim
sirasinda kullandiklar1 anlagilmistir (Zachman ve Molina, 1993, Dubilier ve dig., 1995,
Matthies ve dig., 1999, Furlong ve dig., 2002, Horn ve dig., 2003, Neilson ve Boag,
2003). Boylece solucanlar mikroorganizmalarca zengin ¢evrelerde yaklasik 700 milyon

yildir yasamlarini siirdiirebilmektedirler (Cho ve dig., 1998).

Toprak solucanlarmin bagirsaginda goriilen mikroorganizmalar, solucanin beslenme
sekline ve yasadig1 ortama gore degismektedir. Solucanlarin bagirsaginda yerlesmis
bakteriler besinlerin yikilmasinda is goriirler. Seliiloz i¢erikli maddelerin sindirimi i¢in
selilaz enzimi salan bakteriler solucanlarin normal bagirsak florasmi olusturur.
Arastirmacilar, solucan bagirsaginda yasadigi topraga kiyasla c¢ok daha yliksek
oranlarda azot ve karbon bulunmasmin sebebinin hayvanm bagirsaginda bulunan
bakteriler oldugunu gostermislerdir (Zachman ve Molina, 1993, Matthies ve dig., 1999,
Horn ve dig., 2003, Neilson ve Boag, 2003).

Toprak solucanlarinin viicutlarinda bulunan bakteriler genellikle klasik bakteriyolojik
yontemler ile arastirilmistir. Ancak son yillarda molekiiler teknikler de tercih
edilmektedir (Dubilier ve dig., 1995, Furlong ve dig., 2002, Singleton ve dig., 2003). Bu
sayede toprak solucaninda bulundugu halde kiiltiire edilemeyen bakteriler de tespit
edilebilmektedir. Yapilan caligmalarda solucanlarin sadece viicut yiizeylerinin degil
sindirim sistemlerinin, s6lom bosluklarinin ve hatta yumurtalarmin icinde bile
mikroorganizmalarm bulundugu tespit edilmistir (Zachman ve Molina, 1993, Daane ve
Haggblom, 1999, Matthies ve dig., 1999). Furlong ve dig. (2002) Lumbricus rubellus‘da
Proteobacteria, Acidobacter, Cytophagales, Chloroflexi, Aeromonas, Pseudomonas,
Firmicures ve Actinobacter cinsi bakterilere rastlamiglardir. Solucanlarm ayni ortami
paylastiklar1 mikroorganizmalar ile gosterdikleri simbiyotik ve sinerjistik iliskisinin
belirlenmesi, bagigiklik sistemi ile ilgili arastirmalarda onem tasimaktadir (Zachman ve

Molina, 1993).

Zachman ve Molina (1993) tarafindan, toprak solucani E. fetida’nin yumurtalari
icerisinde gelisen embriyolarla Bradyrhizobium japonicum ve Escherichia coli
bakterilerinin bir arada bulundugunu tespit etmislerdir. Daane ve Haggblom (1999), E.

fetida yumurtalarinda Alcaligenes eutrophus tirii bakterilerin simbiyotik olarak



yasayabildigini gostermiglerdir. Matthies ve dig. (1999), toprak solucanlarinin
oksijensiz olan bagirsak ortaminda yasayan bakterilerin N,O agiga ¢ikisinda énemli bir

role sahip oldugunu belirlemistir.

Toprak solucanlarinda s6lom boslugu, dorsal ve nefridyal porlar aracilifiyla dis ortamla
iliski i¢indedir. Bu iliski nedeniyle de sd6lom sivisi siklikla bakteriler, mantar sporlari,
protozoon ve nematodlar1 igerebilir. Bu mikroorganizmalardan bazilar1 solucanlar i¢in
patojen olabilmektedir. Evoliisyon sirasinda toprak solucanlari, bu patojenlere karsi

savunma stratejileri gelistirmislerdir (Cho ve dig., 1998, Liu ve dig., 2004).

Toprak solucanlarinin savunma stratejileri bir ¢ok arastirmaci tarafindan farkli sekilde
ele alinmistir. Baz1 arastirmacilara gore solucanlarin immiin sistemleri, dogal bagisik
cevabi sergileyen adaptif immiiniteden yoksun bir sistemdir (Lin ve dig., 2001,
Schindler ve Wrigley, 2004). Toprak solucanlar1 ile yapilan bazi ¢aligmalarda ise bu
hayvanlarmm yabanci materyali taniyip spesifik cevap olusturduklar1 belirtilmistir
(Engelmann ve dig., 2005). Bilej ve dig. (1990) calismalarinda, solucanlarin dogal ve
kazanilmig  bagigiklik  seklindeki immiin  sistemleri  sayesinde kendilerini
mikroorganizmalardan ve diger yabanci maddelerden koruyabildikleri belirtilmistir.
Dogal bagisiklik sistemi, enfeksiyon ajanlarinin biiylik bir boliimiine kars1 6zgiin
olmayan savunma bi¢imidir. Bu sistem, mekanik engel, ylizey salgilari, dokularin ve
viicut sivilarinin sitotoksik bilesenleri ile dogal flora elemanlarini igerir. Cogu hastalik
yapici etkenin, bir organizmada yerlesip zarar vermesinin Onlenmesi, organizmanin
dogal bagisiklik mekanizmasina ait engellerle saglanabilir. Kazanilmis bagisiklik ise
organizmanin kendisi i¢in hastalik yapici mikroorganizma ya da maddelerle
karsilastiktan sonra ortaya ¢ikan ve bunlara karsi 6zgilin olan bir yanit seklidir (Kalag,

1997).

2.1. TOPRAK SOLUCANLARININ IMMUN SIiSTEMi

Toprak solucanlarinin immiin sistemleri, hiicresel ve humoral mekanizmalar ile
gerceklesir. Solucan immiinitesi, sO6lomosit olarak adlandirilan hiicereler ve bu
hiicrelerce salinan maddelerin birlikte ¢alistigi kompleks bir savunma sistemidir (Roch

ve Cooper, 1991).



2.1.1. Hiicresel Immiin Sistem
Toprak solucanlarmm sélom boslugunda bulunan ve savunmadan sorumlu hiicreler
s6lomositlerdir. Insan beyaz kan hiicreleri ile benzer sekilde ¢alisan bu hiicreler

gerektiginde solucanin deri yiizeyindeki porlarla disar1 salinabilirler.

Baz1 arastirmacilar toprak solucanlarinin  s6lomositlerini, fonksiyonlar1 ve
morfolojilerine gére Hiyalin Amdbositler, Graniiler Amobositler ve Eleositler olarak
simiflandirmistir (Adamowicz ve Wojtaszek, 2001, Engelmann ve dig., 2004a).
Bunlardan farkli olarak Schindler ve Wrigley (2004), solucan sélomositlerini gesitli
boyama teknikleri ile incelemisler ve hiicreleri (i) kiigiik graniilsiiz, lenfosit benzeri
hiicreler, (i1) biiylik graniilsiiz, lenfosit benzeri hiicreler, (iii) kii¢lik graniillii hiicreler,

ve (iv) biiyiik graniillii hiicreler olmak {izere dort gruba ayirmislardir.

Eleositler, genellikle tiim toprak solucanlarinda bulunur. Biiyiik hiicreler olup vesikiiller
ve graniiller iceren bu hiicreler lipit, lipit benzeri molekiiller ve proteinlerden olusurlar.
Eleositler, bagirsaktaki kloragosit dokusundan kokenlenirler. Eleositlerin baglica
gorevleri kahverengi igerikli hiicre olusturma, kapsiil olusturma ve bikterisidal
maddeleri sentezlemektir (Peeters-Joris, 2000, Adamowicz ve Wojtaszek, 2001, Field
ve dig., 2004). Amobosit hiicreler graniilosit ve hiyalin olmak tizere iki gruba ayrilirlar.
Besinlerin tagmmasi ve saklanmasinda, sdélom sivisnin koagiilasyonu ile yaralarin
iyilesmesinde, fagositozda, kapsiil ve nodiil olusumunda is gdéren immiin sistem

hiicreleridir (Adamowicz ve Wojtaszek, 2001).

Solomositlerin en temel islevi olarak goriilen fagositoz, tanima, igeri alma ve dldiirme
seklinde swralanan 3 asamada gerceklesir. Kemotaksis ile baslayan tanima islemi
s6lomositin yabanct maddeye yapigmasi ile sonuglanir. Yabanci madde, ¢okme
(invaginasyon) ya da psodopod ile igeri alindiktan sonra lizozomal enzimler ile

sindirilir.

Solomositler tarafindan gerceklestirilen fagositoz, ¢cok sayida bakteri ve diger kiiclik
yabanci partikiiller ile miicadele etmek icin yeterli olmamaktadir. Sélom boslugu,
mikroorganizmalar ile isgal edildiginde mikroorganizmalarin etrafinda “nodiil” olarak

adlandirilan hiicre kiimeleri olusturulur ve bu sayede mikroorganizma kiimeleri yok



edilir. Nodiil i¢cindeki mikroorganizmalar oksijen ve besin eksikliginin getirdigi stres
sonucu veya nodiilii olusturan s6lomositlerde bulunan lizozomal enzimlerin etkisi ile

sldiiriiliirler (Kalag, 1997).

Omurgasiz kan hiicreleri, fagositoz, nodiil ve kapsiil olusturmanin yani sira yabanci
hiicre ve dokulara kars1 dogrudan sitotoksik etki yapma yetenegindedir. Bu hiicrelerin
oldlirme sekli, memeli immiin sistemindeki “Natural Killing (NK)” reaksiyonu ile
benzerlik gosterir (Kalag, 1997). Koenig ve dig. (2003) solucanlarin kendilerini
patojenlere karsi korumalarmin yani sira tahrip olmus dokularmi taniyabildiklerini
belirtmiglerdir. Toprak solucanlarinda graft reaksiyonlar1 ve antijen tanimada hafiza
gozlenir. Bu reaksiyonlar, hiicresel immiin mekanizmalar olarak tanimlanmistir.

(Engelmann ve dig., 2004a, Engelmann ve dig., 2004b, Field ve dig., 2004).

2.1.2. Humoral immiin Sistem

Omurgasiz hayvanlarin savunmasmin diger Onemli kismi ise humoral yanittir.
Omurgasiz immiin sisteminin humoral mekanizmasinda sitolitik, mitojenik, proteolitik,
agliitinant, hemolitik ve antibakteriyel etkiye sahip 40’dan fazla madde gosterilmistir.
Ayrica antikor ve kompleman benzeri faktorler de bulunmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarla sdlomositlerin uyarilmasi sonucu humoral maddelerin miktarmin arttigi
gosterilmistir. (Evans ve dig., 1973, Cotuk ve Dales, 1984a, Cotuk ve Dales, 1984b,
Kalag, 1997, Kauschke ve dig. 1997, Lange ve dig., 1997, Beschin ve dig., 1998, Eue ve
dig., 1998, Hanusova ve dig., 1999b, Lange ve dig., 1999, Bilej ve dig., 2001,
Engelmann ve dig., 2004a).

3.1.2.1. Sitolitik Etki
Yapilan ¢alismalarda E. fetida tiirii toprak solucani s6lom sivisinda, 42 kDa molekiil

agirhigmda “Solomik Sitolitik Faktor (SSF)” olarak adlandirilan bir protein bulunmustur
(Kohlerova ve dig., 2004). Bu proteinin s6lom sivisinda sitolitik ve hemolitik
aktivitelerden ve opsonizasyondan sorumlu oldugu belirtilmistir (Beschin ve dig., 1998,
Hanusova ve dig., 1999b, Bilej ve dig., 2001). Font ve dig. (2002) SSF’nin higbir gen
homolojisi olmamasina karsin memeli sitokini olan “Tiimér Nekroz Faktor (TNF)” ile
fonksiyonel analoji gosterdigini belirlemislerdir. Hem SSF hem de TNF lektin benzeri
aktiviteye sahiptirler. Arastwrmacilar, SSF’nin bakteri ve mayalarin hiicre duvarini

taniylp yapismasinda is gorerek profenol oksidaz reaksiyonuna yardimei oldugunu



belirtmektedir. Toprak solucanlarinin sélom sivisinin sitolitik bilesenleri, sadece
memeli eritrositleri lizerine degil tiimor hiicreleri iizerine de etkilidir (Suzuki ve Cooper,
1995, Cossariza ve dig., 1996, Lange ve dig., 1999).

3.1.2.2. Mitojenik Etki:

Omurgasizlarda, sitokin benzeri molekiillerin 6zellikleri ve gelisiminin arastirilmasi
daha kompleks olan omurgali immiinolojisinin anlagilmasini ve bu sistemin gelisiminin
ortaya cikarilmasmi amag¢lamaktadir. Hanusova ve dig. (1999a) Eisenia fetida fetida alt
tiri  solucanlarda bulunan “Sélomik Mitojenik Faktor”iin, fare lenfositlerinin
proliferasyonunu sitimiile ettigini bildirmislerdir. Bu faktoriin omurgalilarda oldugu
gibi, solucanlarin patojenlerle uyarilmasi aninda immiin sistem hiicrelerinin hizla
iiremelerini tesvik ettigini bulmuglardir. Grdisa ve dig. (2001), E. fetida tiiriinde
glikolipoprotein  yapida antioksidatif etkiye sahip bir maddenin oldugunu
bildirmislerdir.

3.1.2.3. Proteolitik Etki

Kauschke ve dig. (1997), Lumbricus terrestris cinsi toprak solucaninin sdélom sivisinda
proteolitik aktivitenin varligint saptamiglardir. Arastirmacilar, yabanci bir materyalin
(krrmizi kan hiicresi) solom ic¢ine enjeksiyonu ile sélom sivisinin proteolitik
akitivitesinin arttigin1 gostermislerdir.

3.1.2.4. Agliitinasyon Etkisi

Agliitininler omurgasizlarin humoral bagigikliginda onemli bir yer tutmaktadir.
Omurgasiz  agliitininleri  viicuda alinan ¢esitli  partikiilleri  agliitine etme
yetenegindedirler. L. ferrestris hemagliitininlerinin 100 °C’de 30 dakika isitildiginda
etkisinin azalmazken, E. fetida agliitininlerinin ise etkisinin azaldiginin saptanmasi,

farkl tiirlerde farkl agliitinant molekiillerin bulundugunu diisiindiiriir (Kalag, 1997).

3.1.2.5. Hemolitik Etki
Lizinler, yabanc1 maddelere kars litik 6zelliklere sahip biyolojik agidan aktif maddeler

olarak bilinirler. Bu aktivite, deneysel olarak omurgali eritrositlerinin lizizi sonucunda
olusan hemoliz ile belirlenmektedir. Omurgasizlardaki hemolitik 6zellikler protein
yapili molekiillere baglidir (Kalag, 1997). Yapilan ¢alismalarda E. fetida tiirii toprak
solucanmin sélom sivisinin sicakliga duyarli bir hemolitik faktére sahip oldugu
bildirilmistir (Cotuk ve Dales, 1984a, Engelmann ve dig., 2004a). Hemolitik ve agliitine
edici proteinler, E. fetida’'nin E. f. fetida ve E. f. andrei alt tiirleri iceren degisik

solucan popiilasyonlarinda tanimlanmaistir.



E. fetida sdlom sivisindan veya viicut homojenatindan protein saflastirma yontemleri ile
hemolizinler izole edilmistir. Hemen hemen tiim arastirmalar, E. fetida’da kirmizi kan
hiicrelerini lizis eden proteinlerin varligini saptamislardir. Bu proteinlerin 40-45 kDa,
41 ve 42 kDa ya da 40, 43 ve 46 kDa molekiil agirhigina sahip olduklar1 saptanmigtir.
Bu molekiillerin hemoliz etkisinin yani swra agliitinasyondan da sorumlu olduklar1

bildirilmistir (Milochau ve dig. ,1997, Eue ve dig., 1998, Koening ve dig., 2003).

Milochau ve dig. (1997) E. fetida andrei’den izole ettikleri iki hemolitik proteinin
56 °C’nin altindaki sicakliklarda stabil iken 56 °C’de presipite oldugunu belirtmislerdir.
Koenig ve dig. (2003) molekiil agirliklar1 40-70 kDa olan fetidin, lizin, Eisenia-fetida-
andrei-faktor (EFAF), H;, H,, H; ve eisenyapor isimli proteinlerin varligindan
bahsetmektedirler. Baska bir ¢alismada D. venata solucanlarmnin sélom sivist kurbaga,
tavuk, domuz, at, dana, koyun, tavsan ile insan gibi omurgali eritrositlerine kars1
hemolitik aktivitesi denenmis ve koyun eritrositlerine karsi zayif bir agliitinasyon ve

litik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Kalag ve Cotuk, 1992, Kalag, 1997).

Lange ve dig. (1999) tarafindan E. fetida toprak solucani sdlom sivisinda hemoliz ve
sitotoksik etkili eisenyapor adli bir protein saptanmigtir. Bu arastirmacilar eisenyaporun
fare, sican, tavsan, kedi, insan ve koyun eritrositleri tizerinde hemoliz etkisi oldugunu

gostermislerdir.

Valembois ve dig. (1982a) E. f. andrei toprak solucani sélom sivisinin hemolitik
aktivitesinin yan1 sira antibakteriyel etkinin de varhigini gostermislerdir. Bir ¢ok
arastirmact solucanlarin doku ve embriyolarim1 bakteri istilasindan koruyan yapilarin
s6lom sivis1 ve kokon albumeni oldugunu belirtmislerdir (Suzuki ve Cooper, 1995,
Cossariza ve dig., 1996, Lange ve dig., 1999).

2.1.2.6. Antibakteriyel Etki:

Toprak solucanlarindaki antibakteriyel maddelerin varligmin kanitlanmasma dayali pek
cok calisma yapilmaktadir. E. f. andrei s6lom sivisinin, toprak solucani patojeni olan A.
hydrophila ve Bacillus megaterium bakterilerine karsi etkili bir antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir (Valembois ve dig., 1982a). Milochau ve dig. (1997) toprak

solucanmin sélom sivisindan fetidin olarak adlandirilan, 40 ve 45 kDa molekiil



agirhgmdaki iki ayr1 proteini diyaliz yontemiyle saflastirmiglar ve bu fetidinlerin
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Bu aktivite, iki solucan patojeni A.
hydrophila ve B. megaterium bakterilerine karsi detayli olarak gosterilmistir. E. fetida
iizerinde yapilan bu c¢alismada Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel etkinin lizozime bagl oldugu sdylenmektedir. Pan ve dig. (2003) E. f.
andrei s6lom sivismin B. megaterium bakterileri lizerinde antibakteriyel etkiye sahip

oldugunu saptamslardir.

Yapilan caligmalarin ¢ogunda varligi kanitlanan antibakteriyel peptitler, immiin
sistemin spesifik olmayan konak savunma mekanizmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu
peptitler hiicre zarinda multimerik por olusumuyla veya hiicre i¢ine girmelerini takiben
DNA ya da RNA etkilesimiyle antibakteriyel etki gosterirler (Cotuk ve Dales, 1984a,
1984b, Cho ve dig., 1998, Tasiemski ve dig., 2004, Engelmann ve dig., 2004a). Liu ve
dig. (2004) yaptiklar1 bir calismada E. fetida toprak solucani s6lom sivisindan yeni bir
antibakteriyel peptit saflastirmiglardir.

Solucanlarda dis salgi olan mukus da antimikrobiyal faktdrler icerir, bu da yiizeydeki
dokularda bulunan veya zedelenen dokulardan viicuda giren bakterileri tutar ve pargalar.
Genellikle Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan N-asetil glukozamin ile
N-asetil muramik asit arasindaki 1,4-glikozid bagini1 kopararak etki eder. Mukus
icerisinde bulunan lizozim, diisiik pH ve yiiksek sicakliga dayanikli, 15 kDa agirhiginda
ve genellikle Micrococcus lysodeikticus’u liziz etmesiyle tanimlanir (Cotuk ve Dales,

1984b, Kalag, 1997, Kohlerova ve dig., 2004).

Milochau ve dig. (1997) E. f. andrei toprak solucani s6lom sivisinin antibakteriyel,
hemolitik ve hemagliitinin aktivitesi gosterdigini ve bu aktivitelerin temel olarak fetidin
olarak adlandirilan 40 ve 45 kDa molekiill agrhigindaki iki protein tarafindan
diizenlendigini belirtmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada Eisenia toprak solucanina
patojen bakteri tiirlerinin yiizey antijenlerinin koyun eritrositleri ylizey antijenleri ile
benzer oldugunu gostermistir (Valembois ve dig., 1982a). Bu antijenik benzerlik, s6lom
stvisinin - antibakteriyel O6zelliginin yanisira hemolitik aktivitesinin de incelenmesi

gerektigini ortaya koymaktadir.



Kohlerova ve dig. (2004) sdlom sivisinda bulunan hemolitik bir faktoriin ayn1 zamanda
antibakteriyel etkiye de sahip oldugunu bildirmislerdir. E. foetida’nmn sdlom sivisinda
bulunan hemolitik aktivite, antibakteriyel aktivite ile iliskilidir. Toprak solucaninin
s6lom sivisinda patojenik toprak bakterilerine karsi antibakteriyel ve agliitinasyon
etkileri olan bir ¢ok hemolitik faktér tanimlanmistir. Buna karsin bazi solucanlarda,

s6lom s1visiin antibakteriyel aktivitesinin bulunmadig1 gosterilmistir (Kalag, 1991).

Toprak solucanlarinin dogal immiin sisteminin incelenmesi i¢in ¢ok sayida gecerli
neden vardir. {1k olarak, immiinitenin evrimsel gelisimi ile ilgili bilgiyi bu hayvanlardan
elde etmek miimkiindiir. Ikinci olarak, bu canlilar antibakteriyel bilesenlere sahip
olmalarma ragmen hastaliklarin tasiyicilar1 ve bulastiricilaridir. Bazi toplumlarda ilag
olarak veya beslenme amagcli kullanilan bu organizmalarin bakterilerle olan iliskilerinin
ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir. Toprak solucanlar1 ile yapilan antibakteriyel
etki calismalarinin 6ziinde, bu hayvanlarda bulunan aktif maddelerin insanlar igin
bakteri kaynakli hastaliklarda iyilestirici olarak kullanilmasi yatmaktadir. Bu nedenle
antibakteriyel etkiye sahip oldugu diisiiniilen s6lom sivismin sitotoksik ve hemolitik
etkisinin incelenmesi zorunludur. Toprak solucanlarinin, yasadiklart ortamdaki
mikroorganizmalardan kendilerini korumak i¢in gelistirdikleri mekanizmalar, sadece
omurgasiz immiinolojisinin degil ayni zamanda omurgalilarda goriilen bir ¢ok
immiinolojik reaksiyonun da benzerleridir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
genellikle laboratuar kiiltiirii olarak belirli bir tiirii yetistirilen toprak solucanlar1
kullanilmistir. Dogada bu organizmalarin ¢ok fazla ¢esitlilik gdsterdigi goz Oniine
alinirsa bu organizmalarin benzer antijenik yapilara gosterebilecekleri immiinolojik
reaksiyonlar da farkli olabilir. Bu nedenle ¢alismamizda farkli bolgelerden toplanan
toprak solucanlarinm antibakteriyel ve hemolitik a¢idan belirgin bir farkliliga sahip olup

olmadiginin belirlenmesini amaglamaktayiz.



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Deneyde kullanilan solucanlar Istanbul Universitesi Biyoloji Boliimii bahgesi, Botanik
bahgesi ve Beykoz bdlgesinden toplanmistir. Toplanan hayvanlar laboratuvarda 11k
gecirmeyen plastik kaplarda, bugday talasi ile beslenerek nemli toprak iginde
tutulmustur. Bir deney grubu 20 bireyden olusmaktadir.

3.2. BAKTERILER

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

S6lom sivismnin antibakteriyel etkisini arastirdigimiz bakteriler Biyoloji Boliimii
bahgesindeki topraktan izole edilmistir. %0.85’lik fizyolojik tuzlu su (FTS) i¢inde 1:10
oraninda sulandirilan topraktan Mac Conkey Agar, Eosin Methylene Blue (EMB) Agar
ve Nutrient Agar besiyerlerine 0.1 mililitre ekim yapilmis ve Petri kaplar1 37 °C’lik
etiivde 24 saat bekletilmistir. Besiyeri iizerinde olusan ve morfolojik bakimdan farkli
kolonilerden Gram boyama yapilmistir. Safligindan emin olunan kolonilerden egri
Nutrient Agar besiyerine ekim yapilarak saf kiiltiir elde edilmistir ve bu kiiltiirler
saklamak amaciyla +4 °C’de tutulmustur. Deneylerde 24 saatlik taze kiiltiir

kullanilmistir.

3.2.2. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Deneyde 24 saatlik bakteri kiiltiirii steril FTS ile Mc Farland’m 0.5 numarali
standardina gore turbidimetrik olarak 10° bakteri/ml (b/ml) olacak sekilde
hazirlanmistir. Koloni sayim yontemi ile antibakteriyel etkinin arastirilacagi deney i¢in
bu siispansiyondan 0.1 ml almarak 9.9 ml Beyin Kalp Infiizyon sivi besiyerine
karistirilmis ve 107 b/ml bakteri siispansiyonu elde edilmistir. Difiizyon yontemi i¢in ise

10® b/ml bakteri siispansiyonu kullanilmustr.



3.3. SOLOM SIVISININ ELDESI

Ug bolgeden toplanan toprak solucanlar1 dnce ¢cesme suyuyla sonra %0.85°lik FTS ile
izerlerindeki toprak tamamen uzaklasana kadar yikanmistir. Hayvanlar, filtre kagidi ile
tek tek kurulandiktan sonra 6V elektrik soku ile uyarilmistir. Uyarilma sonucu dig
ortama salman sélom sivist toplanip 10.000 devir/dakika hizda 4 °C’ de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi {stteki hiicresiz siipernatant tabakas1 toplanip 0.22
pm por caph filtreden gecirilerek steril edilmistir (Roch ve Cooper, 1991, Koenig ve
dig. 2003).

3.4. ANTIBAKTERIYEL ETKININ ARASTIRILMASI

3.4.1. Koloni Sayim Yontemi:

Bu yoéntem i¢in 96 kuyucuklu U tipi steril mikroplate kullanilmistir (Cotuk ve Dales,
1984a). Solom sivisinin %0.85’lik FTS icinde direkt dozu (1) ile 1/10, 1/100, 1/250 ve
1/500 sulandirimlar1 kullanilmistir. 100 pl bakteri siispansiyonu ile farkli oranlarda
sulandirilmis sélom sivisinin 100 pl’si karistirilip 37 °C’de 24 saat bekletilmistir. Siire
sonunda her bir kuyucuktaki karisim seri olarak 1/1000 ve 1/10000 oraninda sulandirilip
Nutrient Agar besiyerine 0.1’er ml ekim yapilmistir. Kontrol olarak her bir deney
tekrarinda 100 pl steril FTS ile 100 pl bakteri stispansiyonu diger kuyucuklardaki gibi
karistirilmis ve bir gecelik inkiibasyonun ardindan 1/1000 ve 1/10000 oraninda
sulandirilip Nutrient Agar besiyerine 0.1’er ml ekim yapilmistir. Yayma yontemi ile
ekilmis besiyerleri 37 °C’de 24 saat tutulmustur. Bekletme sonrasi besiyeri iizerindeki
koloniler sayillmis ve bulunan say1 sulandirma faktorii ile carpilarak ml’deki bakteri
sayist hesaplanmistir (Sekil 3.1). Kontrolle kiyaslandiginda canli bakteri sayisinda %50
ve daha fazla oranlardaki azalma gozlenen konsantrasyonlar antibakteriyel etki
bakimindan pozitif sayilmistir. Deney 4 tekrarli olarak yapilmistir (Evans ve dig., 1973,
Cho ve dig., 1998).
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Sekil 3.1: Koloni sayim yontemi ile s6lom sivisinin antibakteriyal etkisinin incelenmesi

3.4.2. Disk Difiizyon Yontemi

Deneyde 3.2.2°de anlatilan sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonundan 0.1 ml alinarak
Beyin Kalp Inflizyon Agar besiyerine ekim yapilmistir. Direkt (1), 1/10, 1/100, 1/250 ve
1/500 so6lom sivist siispansiyonlart 20 pl hacimli, 6 mm c¢apli steril disklere

emdirilmistir. Tiim deneylerde negatif kontrol olarak 20 pul FTS emdirilmis 6 mm capli



steril diskler kullanilmistir (Kalag, 1997). Soélom sivisi emdirilmis diskler, bakteri
yayilmis besiyerlerine esit araliklarla yerlestirilmistir. Disklerin besiyerine yapismasi
icin yarim saat oda sisinda beklendikten sonra, Petriler 37 °C’de 24 saat bekletilmistir
(Sekil 3.2). Bu siire sonunda deney Petri kaplar1 incelenerek disk ¢evrelerinde iireme
goriilmeyen bolgelerin ¢apr dlciilmiistiir. Olgiilen inhibisyon zon gaplar1, disk dahil

iireme olmayan alani kapsamaktadir (Kato, 1995).
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Sekil 3.2: Disk difiizyon teknigi kullanilarak s6lom s1visinin antibakteriyal etkisinin
belirlenmesi

3.5. HEMOLITIK ETKININ ARASTIRILMASI

Soélom sivisiin hemolitik aktivitesinin belirlenmesi i¢in, mikropleytte steril FTS ile seri
sulandirilmis sélom sivisinin farkli dilisyonlar1 ile %2’lik koyun, tavsan ve insan
eritrositi ¢ozeltileri 1:1 (v/v) hacimde karistirilip 2 saat oda isisinda bekletilmigtir

(Kalag, 1997, Lange ve dig., 1999).



3.5.1. %2’lik Eritrosit Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

5 ml memeli kani hemoliz olmamas1 i¢in antikoagiilan madde (sitrat) igeren tiip
icerisine almmarak 2000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonras1 kanin eritrosit digindaki sekilli elemanlarini igeren st sivi atilarak yerine steril
%0.85’lik FTS konup tekrar santriflij edilmistir. 2000 devir/dakika hizda 5 dakika
santrifiij edilen karigimimn iist sivist tekrar steril FTS ile degistirilmis ve bu islem
santrifiij sonucunda olusan {ist sivi tamamen berraklasana kadar tekrarlanmigtir. Son
santrifiij isleminde olusan iist sivi ayn1 hacimde FTS ile yer degistirdikten sonra eritrosit
siispansiyonu dikkatlice karistirilmistir. Bu karigimdan 0.2 ml alinarak 9.8 ml steril FTS

icerisine eklenmis %2’lik eritrosit slispansiyonu hazirlanmistir (Sekil 3.3).

3.5.2. Seri Sulandirma Teknigi ile Hemolitik Aktivitenin Tespiti

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu, U tipi mikropleyt kullanilmistir.
Deneyde negatif kontrol olarak FTS, pozitif kontrol olarak final konsantrasyonu 3x107°
olan saponin ¢ozeltisi kullanilmistir. On denemelerde belirlenen hemoliz degerlerinden
yararlanilarak sélom stvist 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 ve 1/256 oranlarinda
sulandirilmistir. S6lom sivist ile %2’°lik eritrosit slispansiyonunun 20’ser mikrolitresi
karistirilarak oda 1sisinda 2 saat bekletilmistir (Kalag ve Cotuk, 1992, Kalag, 1997,
Kohlerova ve dig., 2004). Bu siire sonunda tiim sivilar 1.5 ml hacimli kapakli steril
santrifiij tiiplerine aktarilip 2000 devir/dakika’da 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij
islemi ile hemoliz olmamis eritrositler dibe ¢okmiis ve bu sayede hemoglobin igceren
stvi faz ayrilmustir. Ust sivilarin esit hacimleri toplanmis ve 405 nm dalga boyunda
Olciilmiistiir (Kohlerova ve dig., 2004). Pozitif ve negatif kontroller g6z 6niine alinarak

%350 ve daha fazla hemoliz yapan konsantrasyonlar tespit edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3: %2’lik eritrosit slispansiyonunun hazirlanmasi



3.5.3 Difiizyon Yontemi

%1 oraninda eritrosit iceren agar besiyerlerine steril cam Pastor pipeti ile agilan 6 mm
capli oluklarin her birine sélom siwvismin direkt (1), 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128
ve 1/256 oranindaki sulandirimlarindan 20’ser pl eklenmistir. 37 °C’de 24 saat
bekletilen besiyerlerinde meydana gelen hemoliz zonlar1 dl¢lilmiistiir (Eue ve dig.,

1998).
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Sekil 3.4: Seri sulandirma yontemiyle s6lom s1visinin hemolitik aktivitesinin tespiti



3.6. DENEYLERDE KULLANILAN BESIYERLERI VE COZELTILER

3.6.1. Mac Conkey Agar Besiyeri

Pepton ...l 20g
Laktoz ........ocooiviniinnin 10 g
Safratuzu ................... S5¢g
Nétral kirmizi ............... 0075 ¢g
Agar ... 12¢g
Distile su .........cccevvennne. 1000 ml
pH:7.4+0.2

Tiim maddeleri distile su icerisinde ¢oziiliip pH’s1 ayarlanan besiyeri agarinin erimesi
icin diizenli araliklarla karistirilarak kaynatilmigtir. Bu islemden sonra besiyeri
otoklavda 121 °C’de 15 dakika 1 atmosfer basing uygulanarak steril edilmistir. Besiyeri,
yaklasik 50 °C sicaklikta iken steril Petri kaplarma dokiilmiistiir. Petri kutular1 oda
isisinda soguyup donmast beklendikten sonra 37 °C’de bir gece tutularak sterilite
kontroliinden gecirilmis ve deney i¢in kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir. Saklama

stiresinin en fazla 30 giin olmasina dikkat edilmistir.

3.6.2. Eozin Metilen Mavisi (Eosin Methylene Blue, EMB) Agar Besiyeri

Pepton ...l 10g
Laktoz .....ocovviiiiiiiiiiins 10g
Dipotasyum hidrojen fosfat ..... 2g
Eozin ... 004 ¢
Metilen mavisi .................... 0.065 g
Agar ..o I5¢g
Distile su ......cooviiiiiiiinin. 1000 ml
pH 6.8 +0.2

Distile su igerisinde ¢oziilip pH’s1 ayarlanan besiyeri agarinin erimesi i¢in diizenli
araliklarla karistirilarak kaynatilmistir. Bu islemden sonra besiyeri otoklavda 121 °C’de

1 atmosfer basing 15 dakika steril edilmistir. Steril besiyeri Petri kaplarma dokiilerek



oda 1sisinda donmasi beklendikten sonra 37 °C’de bir gece tutularak sterilite
kontroliinden gegirilmistir. Steril besiyerleri deney i¢in kullanilana kadar +4 °C’de

saklanmugtir. Saklama siiresinin en fazla 30 gilin olmasina dikkat edilmistir.

3.6.3. Nutrient Agar Besiyeri

Etozeti.......... cooiiiiiiia. lg

Maya 0zeti ......cooovvviiniinnnn.n 2g

Pepton ... S5¢g

Sodyum kloriir ..................... 5¢g

Agar ... 15 ¢

Distile su .....ovveiiiiii, 1000 ml
pH : 7.4+0.2

pH’s1 ayarlanip agar1 eritilen besiyeri otoklavda 121 °C’de 1 atmosfer basingta 15
dakika steril edilmistir. Steril besiyeri, 50 °C’ye kadar sogutulup Petri kaplarma
dokiilmiistiir. Besiyeri donduktan sonra Petri kutular1 37 °C’de bir gece tutularak
sterilite kontroliinden gecirilmistir. Steril besiyerleri deney icin kullanilana kadar

+4 °C’de saklanmigtir. 30 giinden eski besiyerinin kullanilmamasina dikkat edilmistir.

3.6.4. Fizyolojik Tuzlu Su

Sodyum kloriir .................... 85¢g
Distile su .....oovvviiiiiiienn. 1000 ml
pH : 7.00+0.2

pH’s1 ayarlanan ¢o6zelti otoklavda 121 °C’de 15 dakika 1 atmosfer basing uygulanarak

steril edilmistir.

3.6.5. Mc Farland’in 0.5 Numarah Tiip Cozeltisi



3.6.6. Beyin Kalp Infiizyon Broth Besiyeri

Dana beyin inflizyon tozu .......................... 125¢

Sigir kalp inflizyon tozu ............cooeiiint. 5 ¢

Pepton .....oooiiiiii 10 ¢

GIUKOZ ..o 2 g

Sodyum Klorlir ...........cooooiiiiiiiiiiii 5 g

Disodyum fosfat ... 25¢g
pH : 7.00+0.2

Besiyeri iyice karistirilip pH’s1 ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 1 atmosfer
basingta 15 dakika steril edilmistir. Petri kaplarina dokiiliip donmasi1 beklenen besiyeri,
37 °C’de bir gece tutularak sterilite kontroliinden gecirilmistir. Steril besiyerleri deney
icin kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir. Saklama siiresinin en fazla 30 giin

olmasima dikkat edilmistir.

3.6.7. Beyin Kalp Infiizyon Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Beyin kalp infiizyon broth besiyerine %1.5 oraninda Agar katilarak 121 °C’de 1
atmosfer basingta 15 dakika steril edilmistir. Steril kosullarda Petri kutularina dokiilen
besiyeri donduktan sonra sterilite kontroliine tabi tutulmus ve kullanilana kadar +4

°C’de saklanmastir.

3.6.8. % 1’lik Eritrosit Agar

Hemolitik aktivitenin diflizyon yontemiyle arastirilmasinda yumusak agar igerisine %1
oraninda memeli eritrosit slispansiyonu katimigtir. Bunun i¢in 2 gram agar 200 ml
distile su i¢inde ¢oziiliip otoklavda steril edildikten sonra 50 °C’ye sogutulmus; icerisine
3.5.A’da anlatilan sekilde yikanan koyun, tavsan ve insan eritrositlerinden 2’ser ml
eklenerek iyice karistirildiktan sonra steril Petri kaplar1 kutularmna yaklasik 3 mm
yiikseklikte olacak sekilde dokiilmiistiir (Eue ve dig., 1998). Petri kaplarindaki besiyeri

iyice donduktan sonra sterilite kontrolii i¢in bir gece 37 °C’de tutulmustur.



4.BULGULAR

4.1. DENEY HAYVANLARI

Deneylerde kullanilan toprak solucanlarinin 5-11 cm boylari, koyu pembe-kirmizi deri
renkleri ve iireme agikliklar1 nedeni ile Lumbricus cinsine ait bireyler olduklari
diisiiniilmektedir. Ileride tiir tayininin yapilmasi amaciyla her bdlgeden 3 solucan
%35’lik formol c¢ozeltisi icerisinde tutulmaktadir. Bu hayvanlar Biyoloji Boliimii
bahgesindeki mazgallarin altindan, Botanik bahgesindeki saks1 altlarindan ve Beykoz

bdlgesinde ise topragim yiizeye yakin kisimlarindan ¢ikarilmaigtir.

4.2. BAKTERILER

Deneyde kullanilak amaciyla solucanlarin yasadiklar1 biyolojik ortamdan izole edilmis
bakterilerin genel morfolojileri ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo 4.1°de verilmistir. Bu

12 bakteri izolatinin 7’°si Gram negatif comak, 3’i Gram pozitif gomak ve 2’si Gram

negatif koktur.
Tablo 4.1: Deneyde kullamlan bakteriler
Izolat GRAM MORFOLOJI OKSIDAZ KATALAZ LAKTOZ
1 Negatif Comak - + +
2 Negatif Comak + - -
3 Negatif Comak + - -
4 Negatif Comak - + +
5 Negatif Comak - + -
6 Pozitif Comak + - -
7 Negatif Comak - + -
8 Pozitif Comak - + -
9 Pozitif Comak + + -
10 Negatif Kok - + +
11 Negatif Comak - + -
12 Negatif Kok - + +




4.1. ANTIBAKTERIYEL ETKININ ARASTIRILMASI

4.1.1. Koloni Sayim Yontemi

Koloni saymm yontemi ile antibakteriyel etkinin tespiti deneyinde, sélom sivisinin
bakteri siispansiyonu ile karigimi1 konan kuyucuklardan 24 saat sonra alinan 6rneklerde
koloni saymmi yapilmistir. Sayim sonuglarmna goére kontrol grubuna kiyasla deney
grubundaki %50’lik ve daha fazla oranlardaki azalma pozitif olarak kabul edilmis ve

sulandirimlar sélom sivisinin etkili dozu olarak yorumlanmuigtir.

Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucanlarin sélom sivisimin antibakteriyel etkisi
Tablo 4.2 ve Sekil 4.1.a-1"de gosterilmistir. Bu bolge solucanlarmin sélom sivisinin tiim
sulandirimlariin izolat 4, 5, 8 ve 10’un iiremesini kontrole gére %50 oraninda azalttig1
Tablo 4.2 ve Sekil 4.1.d,e,h,j’de goriilmektedir. S6lom sivisinin izolat 11 ve 12 iizerinde
direkt ve 1/10 sulandirimlarinin etkili oldugu saptanmistir (Sekil 4.1.k,1). Izolat 1, 2, 3,
6, 7 ve 9 lizerine s6lom sivisinin direkt dozu digindaki sulandirimlarmin tiremeyi
engelleyici etkisinin olmadig: (Sekil 4.1.a,b,c,f,g,i) hata izolat 1, 3 ve 6 {izerine s6lom

stvisinin iiremeyi destekleyici etkisi oldugu saptanmistir (Sekil 4.1.a,c¢,f).

Botanik bahgesinden toplanan solucanlarin sélom sivisinin antibakteriyel etkisi
Tablo 4.3 ve Sekil.4.2.a-I’de belirtilmistir. Tablo 4.3 ve Sekil 4.2.f ve h’de gorildigi
gibi s6lom sivisinin tiim sulandrimlarinin izolat 6 ve 8 lizerine -etkiliyken,
Sekil 4.2.d,g,I’de 4, 7 ve 12 izolatlarina inhibisyon etkisinin olmadig1 anlagilmaktadir.
Izolat 1, 3 ve 11 s6lom sivisinin sadece direkt ve 1/10 sulandirimindan etkilenirken
(Sekil 4.2.a,c,k) 2, 5, 9 ve 10 numarali izolatlar yalnizca sélom sivisinin direkt
dozundan etkilenmislerdir (Sekil 4.2.b,e.i,j). Bu bolgeden elde edilen s6lom sivisinin
izolat 4 ve 7 lizerine liremeyi destekleyici etkiye sahip oldugu Sekil 4.2.d ve g’de

goriilmektedir.

Beykoz bolgesinden toplanan solucanlar ile yapilan deneyin sonuglari Tablo 4.4’de
gosterilmistir. S6lom sivismin tiim sulandirimlary, Sekil 4.3.a,h,I’de goriildiigii gibi
izolat 1, 8 ve 12 iizerinde etki gostermistir. Sekil 4.3.e’de goriildiigii gibi, izolat 5 solom

sivismin direkt, 1/10 ve 1/100 oranindaki sulandirimlardan, izolat 6 ve 11 ise direkt ve



1/10 oranindaki sulandirimdan etkilenmistir (Sekil 4.3.£k). Izolat 3 ve 4 iizerinde sdlom
stvisinin  sadece direkt dozunun etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.3.c,d). Sélom
stvisinin izolat 2, 7, 9 ve 10 ilizerinde liremeyi durdurucu bir etkiye sahip olmadigi

Sekil 4.3.b,g,1,j’de goriilmektedir. Ayni1 zamanda bu izolatlardan 2, 7 ve 10 tizerinde de

iiremeyi destekleyici etki goriilmiistiir (Sekil 4.3.b,g,j).

Tablo 4.2: Biyoloji Boliimii bahg¢esinden toplanan solucanlarin s6lom sivisinin koloni sayim
yoOntemi ile ¢esitli bakteri izolatlarmin liremesi iizerine etkisi

Bakteri Sayisi (kob/ml £ S.H. x 10")
Solom Sivisi Kontrol
izolat Direkt 1/10 1/100 1/250 1/500 (FTS)
1 17+ 7 61+4 60+8 144 £ 1 178 £12 34+2
2 7+ 1 20+3 23+£6 22+3 16 +1 22+6
3 1+0,1 32+3 306 365 34+2 16 £0,1
4 6+0,5 18+ 6 21+6 17+1 34+7 42 +1
5 8+ 1 25+ 6 25+3 30+£2 61+2 77+3
6 0,02 +£0,001 1+0,1 1+0,2 1+0,2 1+0,1 0,42 +0,1
7 33+ 4 49 + 44 48+0,2 49 £0,3 56 +0,1 57+0,1
8 0+ 0 0,43+ 0,1 0,37+0,1 1+£0,1 1+0,1 24+0,3
9 7+0,5 19+1 21+1 25+0,02 27+0,1 32+1
10 18+ 4 19+£3 19+£3 23+1 30+£2 46+ 5
11 0+ 0 4 40,2 53+1 62+2 64 +0,1 66=+1
12 2+ 1 73+ 6 165+ 12 168 +4 169 +2 174+ 4

Tekrar sayisi (n) : 4
S.H. : Standart Hata
kob : koloni olusturan bakteri

Tablo 4.3: Botanik bahgesinden toplanan solucanlarin sdlom sivisinin koloni sayim yontemi ile
cesitli bakteri izolatlarinin iiremesi lizerine etkisi

Bakteri Sayisi (kob/ml £ S.H. x 10")
Solom Sivisi Kontrol
izolat Direkt 1/10 1/100 1/250 1/500 (FTS)
1 2+0,5 1043 41+1 4144 47+1 5243
2 2+0,3 26=+1 2443 2544 41+1 45+1
3 0,1+0,07 12+1 22+1 23+1 25+1 28+2
4 2242 30+8 3547 312 2744 2442
5 3+0,3 27+7 3042 2942 29+1 41+7
6 0,2+0,03 441 14+1 16+5 26+2 3442
7 37+4 362 5443 63+12 82+3 51+12
8 0+0 0,2+0,1 7+0,3 8+2 8+1 33+4
9 1+0,1 17+0,6 1842 2042 1942 2744
10 19+2 29413 28+2 33+3 3943 44+0,2
11 0,1+0,06 11+0,3 124+0,5 19+1 20+0,5 2241
12 59+9 79+14 77+£22 93+1 94+2 93+5

Tekrar sayisi (n) : 4
S.H. : Standart Hata
kob : koloni olusturan bakteri



Tablo 4.4: Beykoz bolgesinden toplanan solucanlarin s6lom sivisinin koloni sayim yontemi ile
cesitli bakteri izolatlarinin iiremesi lizerine etkisi

Bakteri Sayisi (kob/ml £ S.H. x 10")

Solom Sivisi Kontrol
izolat Direkt 1/10 1/100 1/250 1/500 (FTS)
1 19+7 129+3 116 £3 143+7 153+£6 290+5
2 6 £0,5 8+2 7 £0,3 9+0,2 14+0,2 7+0,4
3 13+£0,2 26+0,5 26+0,5 26+0,3 24+ 1 29+5
4 42+2 99+3 104 +£0,5 107+2 136 £3 135+2
5 0,4 +0,01 1+£0,2 8+0,1 14+0,1 20+ 0.4 22+0,4
6 0,2+0,02 0,3+0,02 1+0,03 1+0,04 1+0,02 1£0,2
7 24+2 25+0,4 27+0,2 20+0,2 32+9 26+0,2
8 0+0 0,3+0,05 0,2+0,02 1+0,08 3+0,06 6+0,2
9 24+0,6 25+0,1 26+0,1 25+0,6 26+0,1 26+0,2
10 20+1 21+0,1 21+0,1 24+0,3 25+1 23+1
11 1+0,07 16+3 302 31+1 29+2 32+0,5
12 87+5 149+3 144+3 161+3 174+ 5 405+ 20

Tekrar sayisi (n) : 4
S.H. : Standart Hata

kob : koloni olusturan bakteri
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Sekil 4.1.a-1: Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucanlarm sélom sivisinin denenen
bakteri izolatlarinin iiremesi lizerinde etkisi (a: izolat 1, b: izolat 2, c: izolat 3, d: izolat 4, e:
izolat 5, f: izolat 6, g: izolat 7, h: izolat 8, 1: izolat 9, j: izolat 10, k: izolat 11, I: izolat 12)



. 7
bakteri say1st (kob/ml X 107) bakteri sayi1s1 (kob/ml X 10)

bakteri sayist (kob/ml x 10)

N
S
|

N
S
|

[\)
S
|

O kontrol
W izolat

N
W
|

30+

15+

direk

1/10

1/100 1/250

solom s1vist

1/500

30+

20+

10+

direk

1/10

1/100 1/250

solom s1vis1

1/500

direk

1/10

1/100 1/250

solom s1vist

1/500

Okontrol
W izolat2

O kontrol
M izolat3




bakteri say1st (kob/ml x 10)

bakteri say1st (kob/ml x 10)

bakteri sayist (kob/ml x 10)

o
<

(U]
<

[
<

H
<

45+

30+

15+

direk

1/10 1/100 1/250

solom s1vis1

1/500

Okontrol
Wizolatd

i
S
|

W
(e
|

\e]
S
|

[
o
I

direk

1/10 1/100 1/250

solom s1visi

f

1/500

O kontrol
W izolat5

direk

1/10 1/100 1/250

sOlom s1vist

1/500

O kontrol
M izolat6




bakteri sayis1 (kob/ml x 10) bakteri say1st (kob/ml x 10)

bakteri say1st (kob/ml x 10)

©
<

60

30+

O kontrol
W izolat7

40

30+

20+

10+

direk

1/10 1/100 1/250 1/500

solom s1visi

O kontrol
M izolat8

(V8]
<

[
<

H
<

direk

1/10 1/100 1/250 1/500

sOlom s1vist

i

direk

1/10 1/100 1/250 1/500

solom s1vis1

O kontrol
W izolat9




45+
5}
><
E 304
el
o
v/
g O kontrol
§ 151 Wizolat10
8
F
0
direk 1/10 1/100 1/250 1/500
solom s1vis1
k
30+
=)
o
E
= 20+
o
=
2 O kontrol
§ 10+ Bizolatl 1
5
4
O
0
direk 1/10 1/100 1/250 1/500
s6lom s1vis1
1
100+
5}
x 759
£
el
2
= 50+
2 O kontrol
.? M izolatl2
8 257
E
0

direk 1/10 1/100 1/250 1/500

sOlom s1vist

Sekil 4.2.a-1: Botanik bahgesinden toplanan solucanlarin s6lom sivisinin denenen bakteri
izolatlarinin {iremesi iizerinde etkisi (a: izolat 1, b: izolat 2, c: izolat 3, d: izolat 4, e: izolat 5, f;
izolat 6, g: izolat 7, h: izolat 8, 1: izolat 9, j: izolat 10, k: izolat 11, 1: izolat 12)
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Sekil 4.3: a-1 Beykoz bolgesinden toplanan solucanlarin sélom sivisinin denenen bakteri
izolatlarinin {iremesi iizerinde etkisi (a: izolat 1, b: izolat 2, c: izolat 3, d: izolat 4, e: izolat 5, f;
izolat 6, g: izolat 7, h: izolat 8, 1: izolat 9, j: izolat 10, k: izolat 11, 1: izolat 12)



4.1.2. Disk Difiizyon Teknigi
Solom sivist emdirilmis diskler bakteri siispansiyonu yayilmig kati1 besiyerine
yerlestirilip 37 °C’de 24 saat beklendikten sonra disklerin etraflarinda inhibisyon zonu

olugsmadig1 saptanmustur.

4.2. SOLOM SIVISININ HEMOLITIK AKTIiVITESININ iINCELENMESI

4.2.1. Diliisyon Yontemi

1:1 oraninda karistirilan sdlom sivist ve %2’lik eritrosit siispansiyonu 2 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra santriftij edilmis ve st sivi 405 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile Olgiilmiistiir. Deneyde koyun, tavsan ve insan eritrositleri

kullanilmistir.

Tablo 4.5’de 405 nm dalga boyunda siipernatantlarin absorbans degeri standart hatalar1
ile birlikte verilmistir. Pozitif kontrol olarak %0.0003 saponin kullanilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde pozitif kontrolle kiyaslandiginda %50 ve daha fazla oranda
hemoliz etkisine sahip sdlom sivist sulandirimlar1 pozitif olarak kabul edilmistir (Lange
ve dig., 1999).

Ornegin absorbansi
% hemoliz miktar1 = x 100
Maksimum hemolizin absorbansi

Tabloda goriildiigii gibi Biyoloji Bolimii bahgesinden toplanan solucanlarm sdlom
stvisi, koyun ve tavsan eritrositleri iizerinde zayif bir hemolitik etki gostermistir.
Spektrofotometrik Slgiime gore Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucanlardan
elde edilen s6lom sivisinin sadece direkt dozu koyun eritrositleri {izerinde %52 ve
tavsan eritrositleri lizerinde %57 hemoliz etkisi gdstermistir. Nicel olarak mikropleyt
incelendiginde de koyun eritrositlerin sélom sivisinin sadece direkt dozunun ve tavsan
eritrositlerini de 1/62 oranindaki sulandirimina kadarki dozlarinin etkili oldugu
belirlenmistir.  Insan eritrositleri iizerinde yapilan deneyde bu solucanlarm sdlom
stvismmin  1/128’lik  sulandirimina  kadar pozitif olarak kabul edilen etkisi %59
oranindadir (Sekil 4.4). Mikropleyt incelemesinde de en son etki 1/128 oranindaki

sulandirimda tespit edilmistir.



Botanik bahg¢esinden toplanan solucanlarin sélom sivisi ise sadece koyun eritrositleri
tizerinde direkt dozda %352’lik hemoliz orani ile zayif bir etki gostermistir. Bu
hayvanlarin s6lom sivisinin tiim dozlari, tavsan ve insan eritrositleri iizerinde etkili
bulunmustur (Sekil 4.5). Mikropleyt incelemesinde ise insan eritrositleri iizerine 1/16
oranindaki sulandirimdan sonra zayif bir hemoliz etkisi belirlenmistir. Bu fark

spektrofotometrik 6l¢limiin hassas 6l¢lim saglamasi ve hassas olusu ile ilgilidir.

Koyun eritrositleri tizerinde Beykoz bolgesinden toplanan solucanlarin s6lom sivisinin 1
ve 1/2 oranindaki sulandirmalarinda etki goriilmiistiir. Tavsan eritrositleri lizerinde ise
1/256 oranindaki sulandirirma kadar pozitif sonu¢ alinmig, 1/16 oranindaki

sulandirmadan sonra etkili bir hemoliz gozlenmemistir (Sekil 4.6). Bu sonuglar

mikropleyt incelemesi ile paraleldir.

Tablo 4.5: Ug farkli bolgeden toplanan solucanlarin sélom sivismin cesitli memeli eritrositleri
iizerine hemoliz etkisi

Toprak solucanlarmin toplandigi bolgeler
Sélom sivist Biyoloji Boliimii bahgesi Botanik bahgesi Beykoz
sispansiyonlari L . L . . e
Eritrosit ¢esidi Eritrosit ¢esidi Eritrosit ¢esidi
Koyun | Tavsan | Insan | Koyun | Tavsan | Insan | Koyun | Tavsan | insan
+ kontrol 0,265+ | 0,285 0,307 | 0,318 0,315 0,334 | 0,308 0,346 0,340
0,018+ | 0,038 0,021 0,024 0,026 0,012 | 0,017 0,023 0,018
- kontrol 0,038 0,025 0,025 0,048 0,045 0,068 | 0,390 0,042 0,058
0,006 0,002 0,003 0,015 0,003 0,007 | 0,005 0,005 0,003
Sulandirilmams | 0,139 0,164 0,261 0,173 0,308 0,265 | 0,283 0,300 0,311
0,008 0,016 0,004 | 0,003 0,007 0,008 0,09 0,016 0,011
1/2 0,055 0,118 0,263 0,086 0,235 0,233 | 0,165 0,211 0,231
0,001 0,018 0,020 | 0,014 0,018 0,003 | 0,013 0,014 0,008
1/4 0,042 0,056 0,216 | 0,037 0,242 0,192 | 0,104 0,204 0,230
0,009 0,001 0,007 | 0,007 0,020 0,006 | 0,004 0,006 0,005
1/8 0,029 0,052 0,226 | 0,045 0,211 0,189 | 0,064 0,203 0,225
0,001 0,002 0,008 0,011 0,007 0,005 | 0,007 0,005 0,007
1/16 0,036 0,054 0,234 | 0,051 0,231 0,187 | 0,045 0,200 0,167
0,002 0,005 0,006 | 0,005 0,011 0,005 | 0,008 0,007 0,011
1/32 0,029 0,056 0,236 | 0,084 0,266 0,185 | 0,045 0,194 0,117
0,007 0,004 0,005 0,003 0,020 0,004 | 0,004 0,008 0,009
1/64 0,023 0,046 0,191 0,056 0,230 0,180 | 0,044 0,191 0,115
0,002 0,002 0,008 0,010 0,008 0,013 | 0,003 0,011 0,008
1/128 0,046 0,043 0,182 0,078 0,259 0,168 | 0,048 0,185 0,102
0,001 0,003 0,005 0,005 0,005 0,005 | 0,015 0,011 0,004
1/256 0,019 0,040 0,102 0,073 0,236 0,168 | 0,042 0,171 0,091
0,001 0,002 0,013 0,003 0,007 0,010 | 0,005 0,016 0,007

*: hemoliz degeri (Absorbans)

**; Standart Hatas1
+ kontrol : %0.0003’liik saponin ¢dzeltisi
- kontrol : %0.85°lik FTS
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Sekil 4.4: Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucan s6lom sivisinin eritrositler iizerinde
hemolitik aktivitesi
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Sekil 4.5: Botanik bahgesinden toplanan solucan sdlom sivisinin eritrositler iizerinde hemolitik

aktivitesi
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Sekil 4.6: Beykoz bolgesinden toplanan solucan s6lom sivisinin eritrositler {izerinde hemolitik

aktivitesi



4.2.2. Difiizyon yontemi ile hemoliz miktarinin belirlenmesi

Difiizyon yontemi ile hemoliz etkisinin aragtirilmast deneyinde sadece Beykoz
bolgesinden toplanan solucanlarin sélom sivisinin direkt, 1/2 ve 1/4 sulandirimlart
tavsan eritrositleri iizerinde hemoliz etkisi gostermistir. Sekil.4.7°de goriildiigii gibi
solom stvist konmus oluklarm etrafinda minimum 8 mm, maksimum 17 mm capl
hemoliz zonlar1 olugmustur. Pozitif kontrol olarak diliisyon deneyi ile ayni sekilde

hazirlanmis 0,00003’liikk saponin ¢ozeltisi kullanilmistir. Diliisyon yonteminin aksine,

bu deneyde saponinin hemoliz olusturamadig goriilmiistiir.

Sekil 4.7 %]1°lik tavsan eritrositli agar besiyerinde Beykoz bolgesi solucanlar1 sélom sivisinin
hemolitik etkisi (A: direkt , B:1/2, C:1/4’liik s6lom s1visi slispansiyonu)



5. TARTISMA VE SONUC

Toprak solucanlari, yasadiklar1 ortamda bakteriler, protozoonlar, tek hiicreli mantarlar
ve viriisler gibi mikroorganizmalarla i¢ ice yasamaktadirlar. Bu mikroorganizmalarin
bazilarinin insan iizerinde patojen oldugu goz oniinde tutulursa, solucanlarin bu kadar
cesitli mikroorganizmalar arasinda nasil hayatta kalabildikleri ilgi ¢ekicidir. Arastiricilar
yaptiklar1 ¢alismalarda E. fetida cinsi solucanlarin kokonlarindan, sindirim kanali ve
diskisindan, Lumbricus rubellus bagirsagindan yiiksek miktarlarda bakteri izole
edebilmislerdir. Bu durum solucanlarin yogun bakteri istilalariyla bas etmede yeterli
immun sisteme sahip oldugu sonucunu dogurmaktadir (Zachmann ve Molina, 1993,

Daane ve Haggblom, 1999, Matthies ve dig., 1999, Fischer ve dig., 2003).

Immun sistemlerinin arastirilmasma 1960’larda doku naklinin ardindan ortaya cikan
hiicresel ve humoral yanitlarin incelenmesi amaciyla baslanilmistir (Cooper ve Roch,
2003). Bircok arastirmaciya gore kazanilmis bagisiklik sisteminden yoksun olan bu
hayvanlar genelde dogal bagisiklik mekanizmalar1 ve kisa siireli hafiza 6zellikleri ile
kendilerini istilac1 organizmalara karsi korumaktadir. Bu immun sistem, hiicresel
yanitlarin yani sira, humoral yanittan da olugmaktadir. Humoral savunma sistemi,
antibakteriyel, hemolitik, aglutinant, proteolitik, sitolitik ve antitimdral ozellikleri
saglayan 40’dan fazla molekiil tarafindan diizenlenmektedir (Cotuk, 1978, Bilej ve dig.,
1990, Tuckova ve Bilej, 1994, Hanusova ve dig., 1996, Lange ve dig., 1997, Beschin ve
dig., 1998, Cho ve dig., 1998, Cooper, 2002, Fontt ve dig., 2002, Cooper ve Roch,
2003, Engelmann ve dig., 2004a, Aydilek, 2005).

Calismamiz, sdlom sivisinin humoral yanitinda temel rol oynayan antibakteriyel ve
hemolitik etki iizerinedir. Bu konuda ¢alisan arastirmacilar, genel olarak bu iki etki
arasinda bir iligkinin var oldugunu One siirmektedirler. Valembois ve dig. (1982a,
1982b), yaptiklar1 ¢aligmalarda toprak solucani s6lom sivisinin antibakteriyel etkisinin

yani1 sira hemolitik etkisini de incelemislerdir. Calisma sonucunda sdélom sivisinin etkili



oldugu bakterilerin yiizey antijenlerinin koyun eritrositleri yiizey antijenleri ile benzer
olduklarmi ortaya ¢ikarmiglardir. Floresan boya ile isaretlenmis anti-KE (koyun
eritrositi i¢in 6zglin antikor) kullanan arastiricilar calistiklar1 23 bakteriden sadece
6’smin bu antikorla isaretlendigini ve bu bakterilere karsi sélom sivismin iiremeyi

durdurucu etkisinin oldugunu bulmuslardir.

Milochau ve dig. (1997), E. fetida andrei sdlom sivis1 ilizerinde yaptiklar1 ¢alismada,
antibakteriyel ve hemolitik etkinin fetidin grubuna ait iki farkli protein tarafindan
olusturuldugunu gdstermislerdir. Kohlerova ve dig. (2004) E. fetida sdlom sivismin
antibakteriyel ve hemolitik etkisinin birbiriyle iliskili oldugunu belirtmektedirler.
Hemolizde lizozim benzeri molekiillerin yani swra sdlomik sitolitik faktor olarak
adlandirilan bir molekiiliin de is gordiigiini belirten arastrmacilar, bu faktoriin, s6lom
stvisint bakteri istilalarina karst savunmada temel rol oynayan profenol oksidaz
kaskadin aktive edilmesinde de gorev aldigini gostermislerdir (Kdhlerova ve dig.,

2004).

Yapilan ¢aligmalar, toprak solucanlarmin tiirleri arasinda hatta ayni tiiriin bireyleri
arasinda hiimoral savunma sistemi aktivitesi ag¢isindan farklar oldugunu ortaya
cikarmistir. Hayvanlarin beslenmeleri, maruz kaldiklar1 kimyasal madde c¢esidi, yaslar1
ve bulunduklar1 bolge iklimleri immun sistemleri lizerinde etkili olmaktadir (Aydilek,

2005).

Bu arastirmalardan yola c¢ikarak c¢alismamizda Biyoloji Boliimii bahgesi, Botanik
bahcesi ve Beykoz bolgelerinden toplanan toprak solucani sdlom sivilarinin

antibakteriyel ve hemoliz etkisi incelenmistir.

Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucanlarin sdélom sivisi 12 bakteri tiirlinden
sadece 4’1 lizerinde liremeyi engelleyici etki gdstermistir. Bagka bir deyisle bu bdlgeden
elde edilen solom sivisi, denenen bakterilerin  %33.3’linde iiremeyi durdurucu etki
gostermistir. S6lom sivismin 3 bakteri tiirlinlin iremesini tegvik ettigi belirlenmistir.
Botanik bahgesi solucanlar1 sdlom sivisi, denendigi bakterilerin %50’sinde iiremeyi
engelleyici bir etki olusturmustur. Bu bolge hayvanlarmin sélom sivisinin da bazi

bakteri tiirleri lizerinde liremeyi destekleyici etkisi saptanmistir. Beykoz bdlgesinden



toplanan solucanlarm sdélom sivisi, denenen bakterilerin iiremesi iizerinde diger iki
bolge hayvanlarinin s6lom sivisindan daha zayif bir etki sergilemistir. Sadece 3 izolat
iizerinde iiremeyi engelleyici bir etki goriilmiistiir (%25). Uremesi engellenen
bakterilerin yani sira bu bolge solucanlarmm sélom sivismin 3 bakteri susunun

tiremesini tesvik ettigi de gdzlenmistir.

Koloni sayim teknigi sonuglar1 incelendiginde bolgeler arasinda her bakteri i¢in farkl
sonuclar gdzlenmektedir. Izolat 8 disinda her {i¢ bdlgeden toplanan solucanlarm sélom
stvilart denenen bakteriler iizerine farkl etkiler gostermistir. Bu durum sélom sivisinin
iremeyi tesvik edici etkisi i¢in de gegerlidir. Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan
solucanlarin s6lom sivisi tarafindan liremesi desteklenen susun, Beykoz bolgesinden

toplanan solucanlarin sélom sivisi tarafindan liremesi engellenmistir.

Ug bolgeden toplanan solucanlarin sdlom sivilarnm etkileri arasindaki bu farkliligm bir
nedeni hayvanlarm dogal yasam ortamlarmin farkliligi olabilir. Biyoloji Bolimii
bahgesindeki mazgallardan toplanan hayvanlar Olii yaprak katmani arasinda ve
otoparktan kaynaklanan ara¢ yakitlarindan kaynaklanan kirli bir havaya maruz kalarak
yasamaktadirlar. Aslinda antibakteriyel etki deneyleri i¢cin elde edilen izolatlarin bu
hayvanlarin yasadig1 bolgeden toplandigi géz oniinde bulundurulursa en yiiksek etkinin
bu bdlge solucanlarnin sélom sivisinda gozlenmesi beklenirdi. Ancak deney
sonuglarindan Botanik bahg¢esinden toplanan solucanlarin sélom sivisinin antibakteriyel
etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu etkide solucanlarin Botanik
bahgesindeki saksi altlarindaki besince zengin ve kimyasal kirlilikten uzak yasam
alanlarindan toplanmalarinin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu konu ile ilgili olarak
calisan arastirmacilar, solucanlarin dogal ortamlarindan izole ettikleri bakterilerle
calismiglardir (Cotuk ve Dales, 1982a,b, Valembois ve dig., 1982a). S6lom sivisinin
bakteriler tizerine etkisi farklilik gdsterdiginden izole ettigimiz bakterilerin tanisini
yaparak bu farkliligin bakteri tiirline gore degisip degismedigi anlasilacaktir.
Sonbaharda toplanan bu iki bdlge solucanlarmnin aksine Beykoz bolgesinden toplanan
solucanlar kisin topragin 20 cm’lik derinliginden ¢ikarilmislardir. Besin agisindan fakir
olan sert ve tash toprakta yasayan bu solucanlarin en zayif antibakteriyel etkiye sahip

oluslarinin sebebi yagam ortamlari olabilir.



Koloni sayim yontemi ile s6lom sivismin denendigi bakteri izolatlarinin iiremesini
degisik oranlarda etkilemesi bakterisidal ve bakteriyostatik etkiyi diisiindiirmektedir.
Valembois ve dig. (1982a,b) E. fetida sdlom sivisinin gii¢lii hemolitik aktivitesinin yani
sira bakteriyostatik, bakterisidal, proteolitik, aglutine edici ve sitotoksik etkisinin
oldugunu da belirtmislerdir. Benzer sekilde, Engelmann ve dig. (2004b) c¢alismalarinda
sO6lom sivisinin, bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugunu ve bu etkinin hayvanlarin

so6lomositlerince salindigini belirtmislerdir.

Kalag (1991), yaptig1 calismada Dendrobaena venata cinsi toprak solucani sdlom
stvisinin giiclii bir antibakteriyel etkisinin olmadigini1 bulmustur. Kala¢ (1997), baska
bir calismasinda ise sélom sivisinin direkt dozunun Aeromonas hydrophila
ATCC7966’nin tiremesini tesvik ettigini, Serratia marcescens bakterisinin iiremesini

engelledigini saptamustur.

Yapilan caligmalarda s6lom sivisinin antioksidan ve mitojenik etki gdstererek gesitli
doku hiicrelerinin iiremelerini tesvik ettigini bulmuslardir (Hanusova ve dig., 1999a,

Grdisa ve dig., 2001).

Bu sonuglar ¢calismamizda ortaya ¢ikan sonuglari destekleyici 6zelliktedir. Genellikle
denenen bakterilerin bazilar1 lizerine antibakteriyel etkiye sahip olan s6lom s1visi, bazen
de bu bakterilerin iiremesini tesvik etmektedir. Bu etkinin sebeplerini, antibakteriyel
etkinin yetersiz kaldig1 durumlarda s6lom sivisinin bakteriye besin saglamasi veya
solom sivist i¢cinde bulunan iiremeyi destekleyici ajanlarin, bazi bakteriler iizerinde de

etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Koloni sayim yOnteminin yani sira antibakteriyel etki disk diflizyon yontemi ile de
arastirilmistir. Ancak bu yontemde basarili sonuglar elde edilememistir. S6lom sivisinin
agara difiize olmadigin1 bu nedenle antibakteriyel etkinin diflizyon yontemiyle
saptanmasmin miimkiin olamadigini diisiinmekteyiz. Ayrica yontemde kullanilan s6lom
stvist miktarinin (20 pl) da azligi, sonucun basarisizliginda rol oynamis olabilir. Benzer
sekilde Kalag (1997) ¢aligmasinda disk diflizyon yontemi ile sonug¢ alinamayinca deney

daha hassas olan spektrofotometrik 6lglim yontemi ile tekrarlamistir. Bunu destekleyen



bicimde arastiricilarin ¢ogu antibakteriyel etkinin tespitine yonelik c¢aligmalarinda

koloni sayim teknigini tercih etmektedirler.

Antibakteriyel etkinin solucanlarm antijenik uyarimimin ardindan arttigina dair yaymlar
mevcuttur (Evans ve dig., 1973, Bilej ve dig., 1990, Tuckova ve Bilej, 1994). Antijenik
maddelerin enjeksiyonun ardindan bu hayvanlarda bulunan interlokin benzeri
molekiillerin immiin sistemi aktive ettigi kanitlanmigtir. Bu sistemin en dnemli elemani
profenol oksidaz enzim mekanizmasidir. Bu mekanizma ile yabanci hiicrelerin zar

yapilar1 bozulmaktadir (Kalag, 1997, Beschin ve dig., 1998).

Toprak solucani immun sistemine ait yapilan caligmalarin bir diger grubunu ise
hemolitik etki aragtirmalar1 olusturmaktadir. Aslinda bu calismalar sélom sivisinin
toksisitesini agiga cikarmaya yonelik caligmalardir. Bu amagla Kobayashi ve dig.
(2001) yaptiklar1 ¢aligmada s6lom sivisinin omurgali ve omurgasiz tiirleri iizerine
sitotoksik etkiye sahip olup olmadigmni arastirmuglardir. Arastiricilar, bu etkinin
omurgalilarin dokularinda mevcut olan sfingomiyelinin s6lom sivisindaki lizinlerce
sindirilebilmesi sonucu ortaya ¢iktiginit gostermektedir. Omurgasizlar iizerinde sélom
stvisinin toksik olmamasinin  sebebi olarak da sfingomiyelin yapmin bulunmamasi

gosterilmektedir (Lange ve dig., 1997).

Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucanlarin sdlom sivist ile yapilan hemoliz
deneyinde %?2’lik koyun eritrositi {izerinde sadece sdlom sivisinin direkt dozunda
hemoliz gdzlenmistir. Spektrofotometrik Olciimde de benzer sonuglar goriilmektedir.
Soélom stvisinin 1/32 oranmdaki sulandirimina kadar tavsan eritrositlerini mikropleytte
hemoliz ettigi saptanmasina ragmen spektrofotometrik olarak sadece direkt ve 1/2
dozunda hemoliz goriilmektedir. Insan eritrositleri ile yapilan deneyde ise hem
mikropleytte hem de spektrofotometrede s6lom sivisinin 1/128’e kadar giiclii hemolitik

aktivite gosterdigi saptanmustir.

Botanik bahgesinden toplanan solucanlarin sélom sivisi ile ayni yontem ile hemoliz
deneyi tekrarlanmistir. Bu bolgeden toplanan solucanlarin sdélom sivismin en zayif
hemolitik etkiyi koyun eritrositleri iizerinde olusturdugu saptanmistir. Bu sonug

mikropleytte ve spektrofotometrede birbirini dogrulamaktadir. Botanik bahgesinden



toplanan solucanlarin sélom sivist en yiiksek hemolitik etkiyi tavsan eritrositleri
iizerinde gdstermistir. Insan eritrositleri iizerinde ise sélom sivismin 1/16 oranindaki
sulandirimindan sonra mikropleytte iyi bir hemoliz saptanamazken spektrofotometrik

Ol¢iimde tiim sulandirimlarda %50’nin iizerinde sonuglar elde edilebilmistir.

Beykoz bolgesinden toplanan solucanlarin sélom sivisi ise koyun eritrositleri {izerinde
zaylf bir hemolitik etki gostermistir. Bu bodlgeden toplanan hayvanlarin sdlom
stvilarinm tiim sulandirimlarinim tavsan eritrositlerini hemoliz ettigi saptanmustir. Insan
eritrositleri lizerine ise 1/16 oranmdaki sulandirimdan sonra =zayif bir etki

goriilmektedir. Bu sonuglar hem mikropleytte hem de spektrofotometrede gozlenmistir.

Bu sonuglara gore, ii¢ bolgeden toplanan solucanlarin s6lom sivisi en fazla tavsan ve en
az koyun eritrositleri iizerinde hemolitik etkiye sahiptirler. Insan eritrositleri iizerine ise
Biyoloji Boliimii bahgesinden toplanan solucanlarm sélom sivist gii¢lii etkisi diginda
genelde orta diizeyde bir etki goriilmektedir. Kala¢ (1992) yaptig1 calismada benzer
sekilde D. venata cinsi solucanlarin s6lom sivisinin insan ve tavsan eritrositleri iizerine

etkiliyken koyun eritrositleri tizerinde zayif bir etki gosterdigini belirtmistir.

Diflizyon yontemi ile {ic bolgeden toplanan solucanlarin sdlom sivisinin hemoliz
etkisinin arastirilmasinda kullandigimiz yontem, antibakteriyel etkinin arastirmasi i¢in
kullandigimiz diflizyon yontemi gibi basarisiz olmustur. Bu sonuclar sdlom sivisinin
kat1 besiyerine diflize olmakta zorlandig1 diisiincemizi desteklemektedir. Hemolitik
etkinin tespiti deneylerinde kullanilan ve memeli kan hiicreleri lizerine pargaliyict etkiye
sahip olan saponinin de agara diflize olamadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7). Bu durum bazi

maddelerin agara diflize olmakta zorlandig: diislincemizi desteklemektedir.

Bu calisma ile toprak solucanlarmin sdlom sivisinda gesitli bakteri tiirleri tizerinde
antibakteriyel ve hemolitik etkili maddelerin var oldugunu gérmekteyiz. Calismamizin
sonucunda, toprak solucanlarmin humoral savunma mekanizmalarinda muhtemelen
tiirsel ve yasama alanlar1 bakimindan ciddi farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Calisilan
iic bolgeden toplanan solucanlarin tiir tayinini ile bu farkliligin kesin nedeni

anlasilacaktir.
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