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Bu calismada miksobakteriler izmir, Eskisehir, Bursa, ve Denizli’den (Bozkurt
ilgesinden) temin edilen 52 adet toprak ornegi ve ikisi termal kaynaklardan olmak tizere 4
adet su 6rneginden izole edilmistir. Izolasyon asamasinda drnekler nutrient agarda 28°C ve
50°C°de 7 giin siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda morfolojik 6zelliklerine
gore miksobakteri olarak belirlenen 56 izolattan 21 izolat test ¢alismast igin kullanilmistir.
Saf olarak elde edilen 10 izolat i¢in biyokimyasal tan1 testleri ve mikroskobik inceleme
yapilmistir. Buna gore ¢alisilan izolatlar igerisinde bilinen 17 cins miksobakteriden 5 cinse
(Myxococcus sp., Cystobacter sp., Stigmatella sp., Nannocytis sp., Polyangium sp.) ait
ornegin oldugu saptanmistir. Miksobakteri oldugu belirlenen izolatlarin antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla etil asetat ile ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen
orneklerin Gram pozitif (Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus) ve Gram negatif
(Escherichia coli ve Pseudomanas aeruginosa) patojen mikroorganizmalar i¢in etkinlikleri
belirlenmistir. Bu yontemle elde edilen Orneklerin S. aureus (23, 33 ve 34 numarali
izolatlar) ve B. cereus (9, 23, 33, 34 numarali izolatlar) i¢in giiglii antibakteriyel etki
gosterirken E. coli ve P. aeruginosa igin antibakteryel etkilerinin olmadigi belirlenmistir.
Elde edilen bu verilere gore izole edilen miksobakterilerin antibakteriyel potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Miksobakteri, kayan bakteri, antibakteriyel etki

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
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SUMMARY
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Myxobacteria from Soil and Water Samples Obtained from Livestock Farms and
Thermal Springs

Nesecan DUMAN

Burdur Mehmet Akif Ersoy University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Division of Food Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Melike BARAN EKINCI
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Arzu KART

October, 2019

In this study, Myxobacteria were isolated in 52 soil samples from Izmir, Eskisehir, Bursa
and Denizli (Bozkurt area) and 4 water samples, two from thermal sources. Samples were
inoculated in nutrient agar and incubated for 7 days at 28°Cand 50°C. Of the 56 colonies
that were determined morphologically as myxobacteria after incubation, 21 isolates were
used. Ten purified cultures were subjected to biochemical diagnostic tests and microscopic
examination. According to the biochemical tests and morphological definitions, 5 out of 17
known myxobacteria (Myxococcus sp., Cystobacter sp., Stigmatella sp., Nannocytis sp.,
Polyangium sp.) were obtained. In order to determine the antibacterial activity of the
isolates identified as myxobacteria, an extraction procedure with ethyl acetate was
performed. The activity of the samples against Gram positive (B. cereus ve S.aureus) and
Gram negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) pathogenic
microorganisms were also determined. The samples showed a strong antibacterial effect
against S.aureus (isolates 23, 33 and 34) and B.cereus (isolates 9, 23, 33, 34), but no
antibacterial effect against E. coli and P. aeruginoas. Results indicated that the isolated
myxobacteria may have a potential for antibacterial activity.

Keywords: Myxobacteria, gliding bacteria, antibacterial effect
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1. GIRIS

Afyondan morfinin, Cinchona agaclarindan kininin, kahve c¢ekirdeklerinden
kahvenin elde edilmesiyle biyoaktif dogal bilesenlerin terdpatik etkilerde onemli roller
oynadigi anlagilmistir (Sun, 2016). Giiniimiizde sentetik kimyanin gelisimi ile zengin bir
cesitlilikte organik bilesik iiretilmesine ragmen, yeni ilaglarin gelistirilmesinde dogal
bilesikler 6nemli bir rol oynamaya devam etmektedir (Ngo vd., 2013). 1981 ile 2010 yillar1
arasinda onaylanan kii¢iik molekiillii ilaclarin % 34’ dogal triinler olup, % 16’s1 toplam
sentez ile yapilmis farmakofor dogal tiriinlerdir (Newman ve Cragg, 2012). Penicilliumdan
penisilin kesfedilmesi 1940’larda tip diinyasinda devrim yaratmistir. Antibiyotiklerin
Oykiisiine baktigimizda mikroorganizma tiirevli ikincil metabolitler yarim ylizyil1 agkin bir
stiredir zengin bir kaynaktir. Ancak 1940’lardan 1960’lara dogru eritromisin, tetrasiklin ve
kanamisin gibi basarili antibiyotiklerin aktinomisetlerden izole edildigi altin ¢agdan sonra
antibiyotik kesfinin hiz1 yavaslamis ve direngli bakteri yayilimi 6nemli bir halk saglig
tehdidi haline gelmistir (Lewis, 2013).

Biyoteknolojik gelismeler kiiltiir olarak elde edilmesinin zor oldugu ya da hig elde
edilemeyecegi diisiiniilen mikroorganizmalarin gelecegine umut olmustur. Bunlardan biri
de miksobakterilerdir (Sun, 2016). Mikroorganizmalar igerisinde miksobakterilerin sahip
olduklar1 genomik 6zelliklerinden dolay1 ikincil metabolit iiretimi agisindan ¢ok énemli bir
grup oldugu gériilmektedir (Yamamura ve Amachi, 2014). Ozellikle antibiyotige karsi
diren¢ kazanan mikroorganizmalar bircok canliyr saglik agisindan olumsuz yonde
etkiledigi i¢cin miksobakteriler bu yonden daha ¢ok dikkat ¢cekmektedir.

Diinyada miksobakteriler iizerinde yapilmakta olan ¢aligmalarda halen yeni
miksobakteri tiirlerine ve bu tiirlerin {irettigi yeni ikincil metabolitlere rastlanmaktadir. Bu
yoniiyle de miksobakteriler {izerinde yapilabilecek bircok c¢alismanin  oldugu
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla yapilan bu tez c¢alismasinda, diinya literatiiriine katki
saglayabilecek, endiistriyel ve tibbi alanlar agisindan biyoteknolojik dneme sahip olan
miksobakterilerin ¢esitli toprak ve termal su kaynaklarindan izole edilerek tanimlanmasi
sonucunda iilkemize ©zgli mikroorganizma kaynaklarinin belirlenmesi ve bu yonde

yapilmasi planlanan bir¢ok ¢alismaya da kaynak olusturulmasi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Miksobakterilerin Genel Ozellikleri

Gliding (Kayan) bakteriler familyasindan olan miksobakteriler iirettikleri ikincil
metabolitleri agisindan dikkat ¢ekmektedir. Diinya literatiiriinde miksobakteriler ile ilgili
yapilan aragtirmalar 6zellikle yeni nesil antibiyotik ve antitiimor ajanlar1 agisindan ¢ok
onemli bir kaynak oldugu goriilmektedir.

Miksobakteriler Gram (-) bakteriler olup, ¢esitli dzellikleri nedeniyle oldukga ilgi
cekici bir gruptur. Hiicreler arasi iletisime dayanan sosyal bir davranig gosterirler. Kati
yiizeylerde kayarak hareket ederler ve biiyiik makromolekiilleri ekzoenzimleri ile
pargalarlar (Dawid, 2000). Bu mikroorganizmalar diinya iizerindeki bir¢ok yerde, agik
deniz sedimentlerinde, nehir camurlarinda, hidrotermal alanlarda olmak {izere hemen
hemen her yerde bulunurlar (Jiang vd., 2010).

Miksobakterilerin olduk¢a biiyiik bir genoma sahip olmalari (9-10 milyon
niikleotid) onlara iyi bir ikincil metabolit liretme potansiyelini saglar. Son yillarda elde
edilen 100’den fazla biyoaktif madde miksobakterilerden izole edilmistir (Karwehl vd.,
2009). Zamanla gelisen antibiyotik direncine karsi yeni antibiyotiklerin tanimlanmasi ve
gelistirilmesi acisindan yiiksek 6neme sahiptir. Ge¢gmiste 6zellikle yeni miksobakteri tiir ve
cinsleri yeni biyoaktif metabolitlerin ortaya ¢ikarilmasinda giivenilir kaynaklar olmustur
(Mohr vd., 2012; Plaza vd., 2012).

Miksobakterilerin neden bu kadar ¢ok sayida ikincil metabolit iirettikleri: hala 1yi
anlasilamamis olmakla birlikte, toprak ortaminda rekabet avantaji sagladiklar1 ve hiicre-
hiicre etkilesimini modiile etmek i¢in kullanildiklar: ileri stiriilmistir (Diez vd., 2012;
Davies vd., 2006). Miksobakteriler {irettikleri g¢esitli enzimler sayesinde diger
mikroorganizmalar1  pargalamalarinin  yam1  swra  bazi  makromolekiilleri  de
parcalayabilmektedir. Miksobakteriler ayn1 zamanda ¢oklu doymamis yag asidi, herbisit ve
insektisid gibi endiistriyel ve tarimsal acidan Onemli bilesiklerin eldesinde de
kullanilabilecek yeni kaynaklardan biri olarak goriilmektedir. Yine bazi miksobakteri
tiirlerinin  biyoremediasyon olanaklar1 arastirilmis ozellikle arsenigin  dogal su
kaynaklarindan temizlenmesi amaciyla kullanilabilecegi gosterilmistir (Yamamura ve

Amachi, 2014).

Genel habitatlar1 toprak olan miksobakterilerden antibiyotik etkili ikincil

metabolitlerin etkin, ucuz ve kolay elde edilmesinin yani sira iiretilen, diisiik molekiiler



agirhikli, organik dogal {riinler olan antimikrobiyaller, segici toksisiteye sahip
olduklarindan, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile mikroorganizmalara kars1 etkili olup,

makroorganizmaya zarar vermezler.

2.1.1. Meyve Cisimcigi Olusturma

Miksobakterilerin hayat dongiisii essizdir ve prokaryotlar arasinda tektir. Hiicreler
arasinda bir isbirligi gerceklestirilmektedir. Hiicreler yigin ic¢inde diizensiz bir sekilde
dagilmistir. Hiicrelerin olusturdugu kiimelerin 1sinsal tarzda ve bazen yiginin g¢evresi
boyunca kabarik bir c¢izgi halinde yogunlastigi goriilmektedir. Vejetatif hiicrelerin
bulundugu kolonilerin karakteristik sekli miksobakterilerin diger kayan bakterilerden
hemen ayirt edilmesine olanak saglamaktadir. Sekil 2.1’de gosterildigi gibi olumsuz sartlar
altinda hiicreler yigin i¢indeki belirli bolgelerde bir araya gelmektedirler. 10%-10° adet
hiicre biraraya gelerek bu kiitleyi olusturmaktadirlar. Bu kiitleler kiiresel veya kabarik
cizgiler seklinde gézlemlenmektedir (Holt vd., 1994). Daha sonra degisik sekillerde devam
eden kiimelesme meyvemsi yapilara doniismektedir (Clifton, 1958). Meyvemsi yapilar
tipik olarak boyutlar1 0.1-0.6 mm arasinda degismektedir. Goze carpan parlak renklerle
ciplak gozle goriilebilmektedir (Holt vd., 1994; Reichenbach, 1993). Olgun meyvemsi yap1
icinde ikinci bir morfogenetik yap1t meydana gelmektedir. Daha kalin ve daha kisa olan
cubuklar ¢ogunlukla kendilerini kapsiille ¢evirerek optik olarak parlak, fizyolojik olarak
durgun ve kurumaya diren¢li miksosporlar vermektedir. Bu kapsiil germinasyondan sonra
bos kalmaktadir. Sporangiol olarak bilinen bu yap1 kiiresel veya ovalimsi olabilmektedir.

Bu yapi i¢in sporangium terimi de kullanilabilmektedir (Holt vd., 1994).

Miksobalkteri meywve cistmeifi
o MMiksosporlar

Miksosporlar, uyzun kogullar alinda sporangicllerden salman
davamlkl istirahat hitcreleridir.

ﬁ c v MMiksosporlar
¥ o Sporangiol _:%}5.6—

© rBksobakier © Cimlenme

sgmnlan iginde \ Miksosporlar cimlenir wve reyen
miksospor barmmdiran | Q‘ bolunmiis Gram () hidcreleri
clgunlasmis meywe “‘) g olushurar.
cisimciklerine -
ayrihrlar. -
- E)  Vejetatif biiyiimedSngiisi
— Vejetatif miksobakteriler kavarak
._’—v S 4 hareket ederler.
[ 5 J—. 7
Tiimsek Olusturma
Hiicre topluluklar
wafmlar halini alarak o
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Miksoba kteriler feler.

Sekil 2.1. Miksobakterilerin meyve cisimcigi olusturma agsamalar1 (Holt vd., 1994)
3



Sekil 2.2’de goriildigii iizere miksobakteriler icin karakteristik olan meyve
cisimcigi sekli tiirlere gore farklilik gostermektedir. Meyve cisimcigi basit olabildigi gibi
birka¢ birimin birlesmesiyle daha karmagik yapida da olabilmektedir. Sporangiol
olusturmayanlar basit olarak diizenlenir, baz1 durumlarda birka¢ meyvemsi yap1 beraber
bulunur ve bireysel meyvemsi yapinin sinirt her zaman net bir sekilde goriilemez.
Meyvemsi yapi igindeki degisik sayidaki sporangioller salkimin yukarisinda bir kiime veya
paketler halinde olusmaktadir. Basit bir agregat kiitlesinden karigik meyvemsi yapi
alanlarma kadar tiim meyvemsi yapilar ve sporagioller basit bir meyvemsi yapinin
benzeridir. Buna 6rnek olarak Myxococcus cinsi verilebilir. Gelisim siiresince meyvemsi
yapilarin tipik morfolojisi ¢ogunlukla hizli bir sekilde kaybolmaktadir (Reichenbach ve
Hofle, 1989).

Sekil 2.2. Cesitli tiirlerin meyve cisimcigi olusturma goriintiileri (a) Myxococcus xanthus, (b)
Cystobacter ferrugineus, (c) Archangium sp., (d) Chondromyces sp., () Sorangium sp., (f)
Polyangium sp., (g) Cystobacter fuscus, (h) Corallococcus coralloides (Dawid, 2000)

2.1.2. Kayma Hareketi

En az anlasilan bakteri hareket sistemlerinden biri kaymadir. Kayma hareketi, uzun
hiicre ekseni boyunca kamg1 veya pili yardimi olmadan aktif yiizey translokasyonu olarak
tanimlanmistir. Bu tanim neyin kayma hareketini desteklemedigini belirtmekte ancak ne
oldugunu agiklamamaktadir. Kayma hareketi; miksobakteriler, siyanobakteriler ve
mikoplazmalar dahil olmak iizere oldukc¢a farkli bakteri gruplari arasinda yaygindir.
Bununla birlikte, bu bakteri gruplarinda, birden fazla hareketlilik mekanizmasi yer alabilir.

Kayma hareketleri hiicre morfolojisinde degisikliklere neden olmaz. Kayma hareketiyle



iligkili organeller veya hareketlilikte gorev alan kisimlar kolayca gézlenememektedir (Nan
ve Zusman, 2011).

Miksobakteriler igerisinde ¢alismalara en ¢ok konu olan M. xanthus, flagella'dan
yoksundur ve siv1 kiiltiirde ylizemez. Bununla birlikte, hiicreler kat1 yiizeylerde genellikle
koordine gruplarda degil izole bireyler olarak kayma hareketi gosterir. Hareket, bu
bakterinin toprak tozundan beslenmesini ve diger mikroorganizmalar1 yok etmesini saglar.
Besinlerin veya tiiketebilecekleri diger bakterilerin mevcudiyeti ¢evrede azaldiginda, ¢ogu
hiicre meyve veren govdeler seklinde toplanmayr ve tek tek hiicrelerin sporlara
doniistiiriilmesini igeren davranislar sergiler. M. xanthus'ta hareket, topluluk haline gelme,
predasyon (diger bakterileri tilketme), meyve veren viicut olusumu ve sporiilasyon igin
onemlidir (Nan ve Zusman, 2011).

M. xanthus tiiriine ait suslarin gogunda sosyal aktivite i¢in hiicre hareketi esastir.
Myxococcus xanthus hiicreleri, sirasiyla A ve S hareket sistemi olarak adlandirilan iki
farkl sistemini kullanarak hareket eder (Hodgkin ve Kaiser, 1979). iki hareketlilik sistemi,
aynt yonde hareket kuvveti olusturmak igin birbirlerinden bagimsiz olarak calisir
(Leonardy vd., 2007) ve farkli yiizeylerde farkli segici avantajlar sergilerler. Ancak,
onlarin faaliyetleri koordinelidir. S hareket sistemi genellikle sadece hiicreler birbirleriyle
temas mesafesindeyken gerceklesirken, A hareket sistemi ise tek hiicrelerde ve hiicre
gruplarinda da aktiftir (Hodgkin ve Kaiser, 1979).

2.1.3. Sosyal Davrams

Isbirligi calismasi  yiizyillar boyu biyologlari mesgul etmistir ancak
mikroorganizmalarda sosyal davranis potansiyeli heniiz yeni tanimlanmistir. Bu sosyal
boyutun taninmasindan bu yana, mikrobiyal isbirligine yonelik arastirmalar hizlanmis ve
mikroorganizmalar hizli evrilmeleri nedeniyle laboratuvar ¢alismalarina uygun olmalart,
molekiiler ve genetik arastirmalar igin ideal bir model sistemi haline gelmistir (Tarnita,
2017).

Miksobakteriler, tek hiicreden ¢ok hiicreli hayata gecisi etkin bir sekilde yapan, ¢cok
yonlii kooperatif davraniglar sergileyen ve makroskopik sosyal organizmalarda goriilen ve
sofistike olarak tanimlanabilecek ¢ok hiicreli gelisim gosteren bakteriyel gruplardan biridir
(Munoz-Dorado vd., 2016).

Miksobakteriler diger bakterilerden dikkat ¢ekici sosyal davranislariyla, 6zellikle
de miksosporlari iceren ¢ok hiicreli meyve veren organlarin olusumu ile ayrilirlar. Sosyal

davraniglarin biyolojisi iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu, miilkemmel bir genetik sisteme
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sahip ve cesitli deneysel yaklagimlara uygun olan bir tiir olan Myxococcus xanthus ile
siirli kalmistir (Shimkets, 1990).

Myxococcus xanthus, diger miksobakteriler gibi, ortam sartlarina bagli olarak
gruplarda isbirligi i¢inde hareket eden ve beslenen sosyal bir bakteridir. Yiizeylerde, ¢ubuk
seklindeki vejetatif hiicreler; koordine edilmis bir sekilde avin1 arayarak hareket eder ve
stiri olarak adlandirilan dinamik ¢ok hiicreli gruplar olusturur. Siiriiler icerisinde, hiicreler
birbirleriyle etkilesime girerler ve iki ayr1 hareket sistemi kullanirlar. Tek tek hiicrelerin
hareketini yonlendiren maceract bir hareketlilik, stiriilerin 6n kenarinda izler olusturan

balgik salgilanmasi ile iligkilidir (Munoz-Dorado vd., 2016).

2.2. Miksobakterilerin Tarihcesi

Ilk olarak, miksobakterilerin meyve veren cisimleri olusturma yetenekleri nedeniyle
mantarlara ait oldugu diisliniilmiistiir. 1809'da Alman botanik¢i H. F. Link ilk olarak
miksobakterileri izole ederek ‘“gasteromycete” (mantarlar) olarak adlandirmistir.
Giiniimiizde, bu tiir Kofleria flava olarak bilinmektedir (Reichenbach, 2005). iki tane daha
tiir, Stigmatella aurantiaca ve Chondromyces, Ingiliz mikolog M. J. Berkeley (Berkeley,
1857) tarafindan “Hyphomycetes” olarak simiflandirilmistir (Reichenbach, 2005).

1892'de Amerikali botanik¢i Roland Thaxter, onlar1 farkli bir bakteri grubu olarak
belirtmis ve bu bakterilerin sasirtict ve beklenmedik yasam dongiisiinii tanimlayan
“Miksobakteri” adin1 vermistir (Thaxter, 1892). Miksobakterilerin taksonomisi esas olarak
vejetatif hiicrelerin, bunlarin siiriilerinin, meyve veren cisimlerin ve miksosporlarin
morfolojisine dayanir (Reichenbach, 2005). Vejetatif hiicrelerin ve miksosporlarin sekli ve
biiyiikliigii gibi fenotipik ozellikler ve meyve veren cisimlerin sekli, bliytikliigi, rengi ve
yapist genotipin ifadeleridir. Meyve veren viicut olusumu laboratuvarda yapay ekim
sirasinda kaybolabilir ve bu tiirlerin tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda karisikliga

yol agmaktadir (Reichenbach, 2005).

2.3. Miksobakterilerin Siniflandirilmasi ve Ekolojisi

Miksobakteriler, Gram (-) bakterilerdir ve relatif olarak biiyiik (0.6-1.2 x 3-15 mm)
cubuk seklindeki hiicrelerdir. Toprak ve ilgili yasam alanlarinda yasarlar ve ii¢ yetenekle
tinlidirler: Kayarak hareket eder ve kolonileri bu nedenle kiiltiir plakasin1 yavas yavas
yayan ince, film benzeri yapilar olusturmaktadir. Karmagik iletisim sistemlerine ve son
derece gelismis sosyal yasamlarma sahiptirler; bunlar iki seviyede ifade edilen dikkate

deger bir morfogenetik potansiyel gostermektedir. A¢lik kosullariyla indiiklenen 10°-10°
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hiicreleri igeren bir kooperatif morfogenezinde meyvemsi bir yapi tiretebilirler. Olgunlasan
meyve cisimcikleriyle birlikte, hiicresel bir morfogenez gergeklesir ve bu siire boyunca
vejetatif hiicreler direngli miksosporlar1 doniistiiriir. Miksobakteriler tiim bakteriler
arasinda en biiyiik genomlara (9.500-10.000 kbp) ve % 66-72 mol G + C igeren bir
DNA'ya sahip olmasi da s6z konusudur (Dworkin, 1996).

Ekolojik o6zellikler miksobakterilerin kendine o6zgii ozelliklerini etkilemektedir.
Tim miksobakteriler biyolojik makromolekiilleri parcalayabilmektedir. Cogu tiir
proteolitik ve bakteriyolitiktir ve Oli organik maddelere, 6lii ve yasayan bakterilere,
mayalara ve diger mikroorganizmalara bir dizi baskin enzimle saldirmaktadir.
Miksobakterilerin bir kismi1 selillozu pargalayabilmektedir. Ekzoenzim iiretimine 6nemli
miktarda enerji harcayan enzimatik saldiri, bir topluluk tarafindan gergeklestiriliyorsa daha
etkilidir; 0 zaman daha yiiksek enzim seviyelerine ulasilabilir ve difiizyondaki kayiplar en
aza indirilebilir. Bir hiicre, baska bir hiicrenin ¢abasindan yararlanabilirken bunu tersi de
gecerlidir.

Cogu miksobakteri, dar pH araliginda aerobik mezofiller olup, diisiik bir tuz
tolerans1 ve vejetatif durumda kuruma i¢in son derecede duyarhidir. Sicaklik araligi ¢ok
daha genis olmasina ragmen neredeyse tiim miksobakteriler 30°C'de iyi biiyiir. Cogu suslar
psikotropiktir ve diisiik sicakliklarda (4-8°C'de buzdolabinda) yavas da olsa biiyiir
(Zhukova, 1963).

Miksobakterilerin tuz toleransi oldukca diisiiktiir. Daha 6nce de belirtildigi gibi,
miksobakteriler deniz habitatlarindan izole edilebilir fakat yakin zamana kadar bu sekilde
elde edilen tiim suslar halotolerant degildir. Tuz batakliklarindan yiiksek tuz icerigine sahip
¢ol habitatlarinin bulundugu topraklar, miksobakterilerin onlardan izole edilmesinden 6nce
yataga yatirilmalidir (Riickert, 1983). Bazi miksobakterilerin tuzu digerlerinden daha iyi
tolere ettigi goriilmektedir. Aktif bir yasam icin, miksobakterilerin elbette suya ihtiyaci
vardir. Kozmik hiicreler kuruma i¢in olduk¢a duyarlidir, boylece liyofilizasyon onlarin
korunmasi i¢in uygun bir yontem degildir.

Miksosporlar zaten zararli gevresel faktorlere karsi direngli olmasina ragmen,
meyve veren viicut, tek bir hiicre yerine bir niifusa sahip yeni bir yasam dongiisiiniin
baslatilmasin1 garanti eder. Ayrica siirli kolonisinde kimyasal ve fiziki mekanizmalar
hiicreleri bir arada tutarlar. Ote yandan, miksobakterili tek hiicreli koloniler seklinde
tiretmek Onem arz edebilir. Bireysel hiicreler, yogun bir sekilde inokiile edildiginde hizli
biiyiimeye izin veren agarda kolonilere kolayca doniisiirler. Miksobakteriler birgok farkli

biliyiime inhibitorii tretir (Gray, 1997). Bu durum miksobakterilerin zengin bir ikincil
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metabolit kaynagi olan birkag bakteriyel gruptan biri oldugu gostermektedir (Reichenbach
ve Hofle, 1998).

Miksobakteriler ¢ok yaygindir ve her yerde bulunurlar. Belirli yasam tarzlariyla
miksobakteriler kesinlikle ¢ok basarilidir. Neredeyse her yerde, Antartika'dan tropiklere,
deniz seviyesinden yliksek rakimlara, tropik yagmur ormanlarindan ¢ollere kadar tiim bitki
kusaklarinda bulunurlar. En zengin miksobakteri floralar1 sicak, yar1 kurak alanlarda,
ornegin ABD'nin giineybatisindaki, kuzey Hindistan'da veya Misir'dir. Bu bdlgelerden
aliman tek bir kasik topraktan 5-10 farkli tiir elde edilebilmektedir. Miksosporlar1 ve
yasamsal alanda bozulmamis biyomakromolekiiller miksobakterilere bu alanlarda se¢im
avantaji saglayabilir. Ayn1 zamanda orta Avrupa'da, ABD'nin orta batisinda ve benzer
yerlerde c¢ok yaygindirlar. Kuzey ormanlarinda ve yiiksek rakimlarda bulunan, daha
savunmasiz  ortamlarda, Ornegin Sahra Coli gibi, cogunlukla Miksokoklar,
Korokonokoklar, Archangium ve Nankosistisstranlar gibi ¢ok az tiri bulunur
(Reichenbach, 1999).

Miksobakteriler temelde toprak bakterileridir. Miksobakterilerin tipik bir yasam
alani, kum ve ¢ol kumlarindan zengin siyah topraklardir. Bilinen tiim miksobakteriler
kesinlikle aerobiktir ve topragin en st tabakasinda yasar. Tavsan giibresi
miksobakterilerin izolasyonu i¢in klasik bir kaynaktir (Reichenbach ve Dworkin, 1992).

Giibre {lizerindeki miksobakteriler nereden geldigi diisiiniildiigiinde; aerobik
organizmalar olarak, miksobakterilerin hayvanlarda canli olma ihtimali yoktur. Ancak,
kalin katmanli karlar {izerinde toplanan giibre iizerindeki miksobakteriler, hayvanin
sindirim sistemini gegebileceklerini diisiindiirmektedir. (Riickert, 1975a). Miksobakteriler
sazanin bagirsak iceriginden diizenli olarak izole edilmis ve baliklarda yasamak yerine
gectikleri sonucuna varilmistir (Till, 1982).

Miksobakteriler bazen 06zel yasam alanlarina yerlesirler. Toz ve toprak, hava
akimlar1 ve bu nedenle kurakliga direngli toprak organizmalari tarafindan tasmrlar (Wu
vd., 1968). Almanya'daki gesitli fundaliklardan ve agaglardan alinan yapraklardan yaklasik
yaris1 miksobakterileri iretmistir (Riickert, 1981). Olumsuz habitatlar i¢in tipik oldugu gibi
yalnizca birkag tiir kesfedilmistir. Beklenmedik bir sekilde miksobakteriler batakliklardan
da izole edilmistir. Pek ¢ok miksobakteri, Vestaburg (MI, ABD) yakinlarindaki alkali bir
batakligin (pH 6-8.7) cesitli yerlerinden elde edilmistir (Hook, 1977). Gergekten sasirtici
olan, Almanyanin Rhon daglarindaki turba batakliklarinda (pH 3.2-4.8) ve Belgika-
Almanya sinirindaki Hautes Fagnes / HoheVenn'teki (pH 3.7, su icerigi) miksobakterilerin

(Myxococcus, Corallococcus ve Polyangium sp.) kesfidir (Dawid, 1984).
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Bazi tahminlere gore Giiney Ingiltere'de gram toprak basina 2000 ila 75000
arasinda bakteriyolitik miksobakteri oldugu diisiiniilmektedir. Rakamlarin kompostta ciddi
bir artis gosterdigi, burada 500.000 hiicre Mx. Fulvus’un yani sira diger miksobakterilere
de az sayida rastlandigi goriilmistiir. Yugoslavya'daki gesitli toprak tiirlerine iliskin bir
aragtirma, gram basma 1.500-80.000 bakteriyolitik miksobakteri gostermistir (Singh,
1947).

2.3.1. Miksobakterilerin Taksonomisi

Bilinen tim  miksobakteriler tek siwrali  Myxococcales'de  birlesmistir.
Miksobakterilerin filogenetik konumu, 16S rRNA/DNA c¢alismalari ile kati bir baz {izerine
konmustur (Ludwig vd., 1983). Bu calismalar, miksobakterilerin Deltaproteobakteri
sinifinda filogenetik olarak tutarli bir grup oldugunu gostermistir (Stackebrandt vd., 1988).
Myxococcales ailesinin ii¢ alt boliimden olustugu da aciktir: Cystobacterineae ve
Sorangineae cinslerinden ayrilan biiyiik bir bolinme (Reichenbach, 1974b) ve
Nannocystineae'yi ayiran ikinci bir boliinme bulunmaktadir. Alt bolimler, meyve
cisimciklerinin organizasyonuna ve miksosporlarin sekline gore ailelere ayrilmistir. Cins
ve tirlerin tanimi ayni Ozelliklere ve birka¢ tamamlayici fizyolojik olgu iizerindedir
(Reichenbach, 2005).

Genel olarak bakildiginda, {i¢ alt boliimii, bes aileyi, 17 cins ve yaklasik 50 farkl
miksobakteri tiiri ayirt edilmistir. Bu sayilarin tamamlanamamis olmakla birlikte,
gelecekte ¢ok fazla sayida artmasi beklenmemektedir. Bununla birlikte, miksobakteri
taksonomisinin  heniiz tamamlanmis olarak kabul edilememektedir ve G&rnegin
Corallococcus, Archangium, Cystobacter, Nannocystis, Sorangium ve Polyangium
cinslerinin bazi tiirlerinin ayirt edilmesinde hala biiyiik problemlerle karsi karsiya
olundugu bilinmektedir (Reichenbach, 2005).



Tablo 2.1. Miksobakterilerin siniflandirilmasi (Mohr, 2018)

Siif

Takim

Familya

Cins

Cystobacterineae

Myxococcaceae

Myxococcus

Corallococcus

Pyxicoccus

Cystobacteraceae

Archangium

Cystobacter

Melittangium

Stigmatella

Hyalangium

Myxococcales Sorangium

Sorangineae Polyangiaceae Polyangium

Haploangium

Chondromyces

Byssophaga

Jahnia

Nannocystaceae Nannocystis

Nannocystineae

Kofleriaceae Kofleria

Haliangium

2.3.1.1. Cystobacterineae

Vejetatif hiicreler az ya da ¢ok ince uglara sahiptirler. Cubuk seklinde olup, 3.5-12
um uzunlugunda ve 0.6-0.8 um genisligindedirler. Yigin halindeki koloniler 6zellikle agar
yizeyinde 1smsal damarlar seklinde gozlemlenebilmektedir. Yigmnlar uglara aleve
benzeyen bir sekilde eklenmektedir. Miksosporlar ¢arpici bir hiicresel morfogenez yoluyla
ortaya ¢ikmaktadir. Vejetatif hiicreler daima 6nemli 6l¢iide kisalir ve siser. Miksosporlar
daima bir kapsiil varmis gibi gériinmesine ragmen, ¢ogunlukla sadece elektron mikroskopu
altinda goriliir. Bakteri kiimeleri Kongo kirmizisi ile boyanmaktadir. Yag asidi oriintiisii,
dallanmis zincirli yag asitleri tarafindan baskindir; 2- ve 3-hidroksi yagl asitler 6nemli

miktarda mevcuttur. Biitiin tiirler bakteriyolitik tiptedir (Reichenbach, 2005).
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2.3.1.2. Sorangineae

Vejetatif hiicreler, yaklagik 2.5-8.0 um uzunlugunda ve 0.6-1.0 um genisliginde,
genisce yuvarlatilmig uglara sahip, kati, silindirik ¢ubuklar, bazen neredeyse kiip sekillidir.
Yigmlar agar i¢ine bazen de plakanin tabanina niifuz eder. Meyvemsi yapilar ince olup
ovalimsi ya da kiireseldir. Isinsal damarlar, halka seklindeki ¢ikintilar ve fan benzeri
yapilar lretilebilmesine ragmen, yiizey yapilart daha az belirgindir. Y1gin olan bolgede
agar ylizeyi az ya da c¢ok korozif olabilir. Cogu zaman, hiicreler bir grup olarak yigin
kenarina toplanabilmektedir. Merkezden uzaklasan kiire bi¢iminde ya da bobrek seklinde
kiimeler olustururlar ve agar yiizeyine derin kazinmis yollar birakirlar. Miksosporlar sekil
bakimindan vejetatif hiicrelerden biraz farklidir ve kapsiil i¢cermezler ancak g¢ok ince
olanlar ancak optik olarak aktiftirler. Balgik ve koloniler Kongo kirmizisi ile boyanmazlar.
Dallanmis zincirli yag asitleri yag asidi modelinde azaltilir ve hidroksi yag asitleri

tamamen yoktur. Birkag tiir seliiloz ayristiricidir (Reichenbach, 2005).

2.3.1.3. Nannocystineae

Iki familyaya karsilik gelen iki tiir vardir:

Belirli ortamlarda siimiiksii tabakasi olmayan y1gin kolonileri, agar plakasin1 ¢ok
derin bir sekilde slingerimsi bir kiitleye doniistiiren paslanmaya maruz kalmaktadir.
Vejetatif hiicreler kisa ¢ubuk seklindedir. Meyve cisimcikleri kiiclik ve orta biiyiikliikteki
sporangiolleri bir araya getirir.

Diger bir tiir ise vejetatif hiicreler, Sorangineae'lerinkine benzeyen, uglar
yuvarlatilmis ancak 4-6 mm daha uzun ve 0.6-0.7 mm genisliginde daha hassas ince
cubuklardir (Reichenbach, 2005).

2.4. Birincil ve Ikincil Metabolitler
2.4.1. Miksobakterilerin Urettigi Ikincil Metabolitler

Ikincil metabolitler organizma tarafindan iiretilen ancak organizmanim biiyiimesi
icin gerekli olmayan ve sadece sinirli taksonomik gruplarda mevcut olan bilesiklerdir
(Bentley, 1997). Ticari 6neme sahip bu metabolitlerin ¢ogu tip, eczacilik, kozmetik, gida,
tarim, ¢evre ve bir¢ok kimya sektoriinde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen bu metabolitler biyolojik olarak aktif bilesiklerin zengin bir kaynagini sunarlar

(Fakhouri, vd., 2001) ve bir¢ok yonde insanlik i¢in 6nemli olan enzimler, pigmentler ve
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antibiyotikleri igerirler (Giri vd., 2004). Dogada yaygin olarak bulunan bir¢ok
mikroorganizma ticari olarak dnemli birincil ve ikincil metabolitler tiretirler.

Birincil metabolitler, aktif hiicre ¢ogalmasi sirasinda iiretilirler. Alkol tipik bir
birincil metabolittir. Uriinlerin bazilar1 ise aktif iireme fazinda degil de duraklama fazinda
olusur. Bu metabolitlere “ikincil metabolit” denir. Ekonomik agidan degerli olan pek ¢ok
kimyasal ikincil metabolittir ve birincil metabolite kiyasla ¢ok fazla {iretimi mevcuttur.
Birincil metabolitler, mikroorganizmanin ¢ogalmasi ve yasamsal faaliyeti i¢in esas
bilesenler olup diisiik molekiil agirlikli trtinlerdir. Birincil metabolitlere en uygun 6rnek
aminoasitler, piirin, pilirimidin ve vitaminler verilebilir. Birincil metabolitlerin asir1
tiretimine mikroorganizma normal sartlarda izin vermez. Mikroorganizmalarin metabolik
kontrol sistemleri bu maddelerin geregi kadar olusumuna firsat verir. Ancak bazi
mikroorganizmalarin  kontrol ~mekanizmalarindaki anormallikler sonucunda bazi
metabolitlerin asir1 liretimi s6z konusu olabilir. Bu da endiistriyel ¢apta biyoteknolojik
yontemlerle yapilan iiretimler igin avantaj olusturur. Ikincil metabolitler, mikroorganizma
tiremesinin sonlarina dogru genelde durgunluk fazinda iretilirler ve mikroorganizmanin
gelisme ve tiremesi igin gerekli tirtinler degildirler (URL-1, 2019).

Ikincil metabolitlerin sentezi, kromozal DNA ve plasmid DNA’daki genler
tarafindan kodlanmustir. Ikincil metabolizma siiregleri hala tam anlamiyla anlagilamamustir.
Ikincil metabolizma besin, biyosentez, indiikleyicilerin ilavesi ile veya gelisim oranindaki
azalma ile ortaya ¢ikar (Demain vd., 1998). Cok sayida bakteri ve mantar ikincil metabolit
ad1 verilen bu metabolizma atiklar tiretmektedirler. Bugiine kadar ikincil metabolit iireten
2000'nin lizerinde bakteri karakterize edilmistir.

Ustel faz biter bitmez ikincil metabolizma ad1 verilen baska bir faz baslar. Bu faz
sonunda tretilen maddeler “ikincil metabolitler” olarak adlandirilir. Bu faz, smirli besin
maddesinde veya atik {rlnlerin birikmesi durumunda ortaya ¢ikar. Her ne kadar
antibiyotikler, alkaloitler, steroidler, gibberellinler, toksinler, vb. gibi bilesikler, hiicre
materyallerinin sentezi ve biiylimeleri ile dogrudan bir iligkiye sahip olmamakla birlikte,
kiiciik miktarlarda iiretilirler. Bu nedenle ikincil metabolitler, birincil metabolitlerin son
tirtinleri olarak kabul edilir (URL-2, 2019).

Ikincil metabolitler yalnizca gok spesifik mikroorganizmalar tarafindan fiiretilir,
cogunlukla antibiyotikler ve diger f{irtinlerin eldesi icin kullanilir. Genel olarak
mikroorganizmalar, genellikle birden ¢ok ikincil metabolit bilesigi sentezler. Yukarida

belirtildigi gibi, bu ikincil metabolitler dogrudan hiicre biiyiimesine ve gelismesine fayda
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saglamazlar, ancak hiicrenin hayatta kalmasini destekleyen bazi bilinmeyen islevler

gerceklestirirler (URL-2, 2019).
Birincil ve ikincil Metabolitler Arasindaki Temel Farkhiliklar

1. Birincil metabolitler, organizmalarin biiylime evrelerinde {iretilen {irtinler olarak
kabul edilir. ikincil metabolitlerin, bir mikroorganizmanin biiyiimesi sirasinda
duragan fazda yer alan ve ekolojik fonksiyonlarda rol oynadigi birincil
metabolitlerin son iiriinleri oldugu séylenmektedir.

2. Birincil metabolizma yolu, biiyiime safthasinda meydana gelir ve aym1 zamanda
trophofaz olarak bilinir, ikincil metabolizma yolu ise duragan fazda meydana gelir
ve ayn1 zamanda idiofaz olarak da bilinir.

3. Birincil metabolitler biiylik miktarlarda {iretilir ve ekstraksiyonlari kolaydir, aslinda
triinler her tiirde aynidir, ikincil metabolitler kiiciik miktarlarda {iretilir ve
ekstraksiyonu zordur, hatta iiriinleri farkl tiirler i¢in farklidir.

4. Birincil metabolizma yolu boyunca iiretilen liriinler, endiistrilerde cesitli amaglar
icin faydalidir ve ayrica hiicre biiylimesinin ¢ogalmasinda ve gelismesinde c¢ok
onemli bir rol oynar. Antibiyotikler gibi ikincil metabolitler ise uzun siire hayatta
kalmak i¢in hiicreye dolayli olarak destek verirler.

5. Vitaminler, karbonhidratlar, proteinler ve lipitler birincil metabolitlere; fenolikler,
steroidler, ugucu yaglar, alkaloidler ve steroidler ise ikincil metabolitlere ornektir
(URL-2, 2019)

Miksobakterilerden iiretilen hiicre iskeleti ile etkilesime giren diger bilesikler
disorazol, kondramid ve rizopodindir. Potansiyel bir diger antitimér ilag, proteazomu
inhibe eden arginindir. Sorangium cellulosum'dan elde edilen soraphen’in antifungal etkisi
vardir ve bitki korumasinda kullanilmak iizere degerlendirilmistir. Okaryotik hiicrelerde
asetil-CoA karboksilaz1 ile etkilesime girer ve aktivitesini inhibe eder. Asetil-CoA
karboksilaz, yaglh asit sentezi i¢in dnem tasidigindan kanser ve obezitenin tedavisinde
yararl olabilir (Revermann, 2012).

Cogu biyoaktif madde, asetat veya aminoasitlerin metabolizmasindan kaynaklanir.
Sentetik yetenek, soylara spesifiktir, tiirlere 6zgii degildir. Simdiye kadar sadece yaklasik
40 cesit miksobakteri bulunmustur fakat ¢ok sayida sus izole edilmistir, bu, aym

bilesiklerin, farkli tiirlerin, cinslerinin ve hatta miksobakterilerin ailelerinin suslarinda
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ortaya c¢iktigi anlamma gelir (Dawid, 2000). Tablo 2.2°te Miksobakterilerin {irettigi

biyoaktif ikincil metabolitler yer almaktadir.

Tablo 2.2. Miksobakteriler iirettigi biyoaktif ikincil metabolitler

Bilesik Yapisal Sinif Biyolojik Aktivite
Ambruticin Lakton Antifungal
Althiomycin Siklik Peptid Antibakteriyel
Angiolam Makrolakton Antibakteriyel
Aurachin Kinolon Antifungal, Antibakteriyel
Corallopyronin a-piron Antibakteriyel

Epothilone Makrolakton Antifungal, Sitotoksik
Etnangien Makrolakton Antibakteriyel, Antiviral
Haliangicin Polien Antifungal, Sitotoksik
Jelangolid Lakton Antifungal
Leupyrrin Makrodilakton Antifungal, Sitotoksik
Myxovalargin Peptid Antibakteriyel, Sitotoksik
Pedein Siklik Peptid Antifungal, Sitotoksik
Phenalamide Polien Antiviral
Ripostatin Makrolakton Antibakteriyel, Antifungal
Sorangicin Makrolakton Antibakteriyel
Tubulysin Peptid Sitotoksik
Thuggacin Macrolid Antibakteriyel

Miksobakteriyel biyoaktif maddelerin aktiviteleri i¢in birkag 6rnek soyledir:

1- RNA polimerazlarini bloke eden kimyasal maddeler: 1983'te Mx. fulvus’dan izole edilen

myxosporin ve Cc. coralloides tarafindan {iretilen corallopyronin (1985) adli maddelerin

her ikisi de Gram (+) bakteriler iizerinde etki eder ve Gram (-) hiicrelere niifuz

etmemektedir. Corallopyronin’nin myxosporine géore RNA Polimeraz inhibisyonunda daha

basarili oldugu, bunun da yapilarinda yer alan piron halkasinin 3. karbonundaki yan

zincirden kaynaklandigi bilinmektedir (Irschik vd., 1984). So.cellulosum suslar1 (1985)

tarafindan {iretilen sorangisin, Gram (+) bakterilere karsi, yiiksek dozlarda da Gram (-)

bakterilere kars1 iyi etki gosterir.
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2- Okaryotlarda protein sentezini bloke eden ii¢ miksobakteryal antibiyotikten,
myxovalargin en iyi incelenen yontemdir. Mx. fulvus'un bir susunda bulunmustur. Ayni
zamanda Cc. Coralloides ve Argegephya da bulunmustur. Maya ve kiiflere kars1 inaktiftir.
Ayrica Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 da antibiyotik etkinligi vardir.

3- Simdiye kadar miksobakterilerden on bir farkli elektron tasima inhibitorii izole
edilmigtir. Mx. fulvus tiirinden elde edilen myxothiazol (1980) solunum zincirindeki
sitokrom kompleksini bloke ederken, NADH ubikinon oksido rediiktaz, Mx. xanthus'tan
myxalamide (1983) ve Sg. aurantiaca'dan aurachine (1987) tarafindan bloke edilmistir. Bu
maddeler antifugal aktivitelere sahiptir (Reichenbach ve Hofle, 1993). Thuggacin A
Mycobacterium tuberculosis'in elektron tasima sistemine etki eder ve bu bilesigi anti-
tiiberkiiloz tedavisi i¢in ilging bir potansiyel aday yapmaktadir (Steinmetz vd., 2007).

4- 1987'de umut verici bir madde So.cellulosum'dan izole edilmistir: epotilon (Jahn, 1911).
Okaryotik hiicrelerin hiicre iskeletine etki ederek hiicre boliinmesini bloke eder ve hiicre
oliimiine yol acar. Etki alan1 dar olup Dakteriler iizerinde pek etkili degildir ve mantarlar

tizerinde nadiren etkilidir. Epotilon kanser hiicreleri lizerinde etkilidir. Yumurtalik kanseri,
gogiis kanseri ve bagirsak kanserine sebep olan hiicrelerin gelismesini durdurucu etkiye
sahiptir (Reichenbach, 1996). Epotilonlar, mikrotiibiile etkiyen yeni bir grubu olustururlar.
Iksabepilon, meme kanseri tedavisinde kullanilan bir epotilon tiirevi ve makrolid

antibiyotiktir (Abudayyak vd., 2018).

Fonksiyonlarina Gére Ikincil Metabolitler

Mikroorganizmalar diinya c¢apinda bulasict ve oliimciil hastaliklarin tedavisinde
kullanilan antibiyotikler, antitimor ajanlar, immiinosiipresanlar, alkaloitler ve enzim
inhibitorleri {iiretir ve Oliim oranimin diisiiriilmesinde ve insan yasam beklentisinin
azalmasinda anahtar rol oynar (Singh vd., 2017).

Miksobakterilerden elde edilen ilk antibiyotik mbriitisin yapist 1977'de
aydinlatilmistir. (Corominas-Faja vd., 2014). O zamandan beri miksobakterilerden yeni
antibiyotik arayislart devam etmektedir. Antibakteriyel, antiviral ve antifungallere ek
olarak, miksobakteriyel metabolitler, antitimor ilaglar olarak islev goriir ve insiilin
duyarlilastirict ve immiin diizenleyici 6zellikler sergiler (Weissman ve Muller, 2009). Ek
olarak, antimalaral, antihipertansif, antihiperkolesterolemik, antidiyabetik ve insiilin

duyarlilastiric1 6zellikleri de miksobakteriyel metabolitlere baglanabilir (Berod vd., 2014).
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2.4.1.1. Antibakteriyel Etki

Mikroorganizma kaynakli hastaliklar her gecen yil artmakta ve halk saglig1 icin
biiyiikk bir tehdit haline gelmektedir (Jones vd., 2008). Bakteriler, mantarlar, viriisler,
prionlar, riketsiya ve diger mikroorganizmalar tarafindan insanlara bulasan 200'den fazla
hastalik bilinmektedir (Diana vd., 2010).

Glinlimiizde tedavi amaciyla kolayca kullanilan antimikrobiyal maddelerin,
antibiyotik adi altinda tip hizmetine sunulusu yenidir. Ancak tabiattaki antimikrobiyal
madde olusumu siiphesiz canlilar tarihi kadar eskidir. Alexander Fleming'in 1929'da,
stafilokoklarin {iremesini engelledigini tespit ettigi Penicillium notatum, bu faaliyetini
milyonlarca yildan beri siirdirmekteydi. Ancak maddenin endiistriyel uygulamalart ve
antibiyotiklerin tedavide kullanilis1 1940'lardan sonra baslamis ve hizla gelismistir.
1950'lerde Streptomisin, Kloramfenikol ve Tetrasiklinlerin izolasyonlarini, bu ve benzeri
antibiyotiklerin klinik kullanimindaki artig1 takip etmistir. Yeni antibiyotiklerin kesfi ve
yar1 sentetik antibiyotik liretimi, tibbi tedavi olanaklarin1 6nemli oranda zenginlestirmistir
(Todar, 2008). Ancak, antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi ve ilaglara karsi direng
kazanmig patojen mikroorganizmalar sebebiyle, tiim Diinyada antibiyotik direnci ana
problemlerden birisi olmustur. Dolayisiyla, yeni ve etkili antimikrobiyal maddelerin
bulunmasi zorunlu hale gelmistir. Toprak mikroorganizmalarinin ¢esitliligi bu konuda
genis bir kaynak sunmaktadir (Baskaya ve Kocabas, 2016).

Prokoryatlar arasinda horizontal gen transferinin yaygin olmasi nedeniyle
antibiyotige direncli bakteri tiirlerinin gelismesi Diinyada yeni nesil antibiyotiklerin
kesfine yonelik ilgiyi canli tutmaktadir.

Antibiyotikler, prokaryotik ve Okaryotik organizmalarin belli bolgelerine olumlu
ve/veya olumsuz yonde etki gosterebilen, diisiik molekiiler agirhiga sahip, mikrobiyal
kokenli ikincil metabolitlerdir. Molekiiler agirliklari 150-5000 dalton arasinda degisir.
Molekiilleri karbon, hidrojen, oksijen ve azot, hatta diger bir kismi kiikiirt, fosfor veya
halojen atomlarint igerir. Sidal ya da statik etkili olabilen antibiyotikler; kimyasal
yapilarna, iiretici organizmaya, etki spektrumlarina ve hiicrede etkili olduklar1 hedef
bolgelere gore farkli gruplara ayrilabilirler. Terapotik ya da koruyucu amacinin yaninda,
hayvanin giinliik besinine antibiyotik karistirilarak hayvan beslenmesinde de kullanilir. Bu
olay antimikrobiyallerin hayvan biiyiimesini tesvik etmesi ve dolayisiyla hayvanin yeterli
agirhga sahip olmast i¢in uygulanmaktadir. Ayrica antibiyotikler; besinlerin

saklanmasinda, biyokimyasal ve Kkiiltiir ortamlarinda seciciligi saglamada arastirma
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materyali olarak, tarnmda koruyucu madde ya da biiylimeyi hizlandirmak igin
kullaniimaktadir (Oskay ve Tamer, 2009).

Antibiyotikler giiniimiizde, biitiin diinyada en fazla kullanilan ilaglar arasinda yer
almakta; tibbin diginda tarim gibi ¢ok c¢esitli alanlarda kullanilmalari 6nemlerini daha da
artirmaktadir. Bu yaygin kullanimlar: ise hem ekonomik yiikii hem de yan etkilerinin sik¢a
ortaya ¢gikmalarina yol agmis bu ise ayn: zamanda, toplum saghigini da tehdit eder bir hale
gelmelerine neden olmustur. Ozellikle az gelismis toplumlarda bilingsizce kullanilmasi ve
patojen mikroorganizmalarin bunlara karsi hizla direng kazanmalar1 sorun olmaktadir.
(Oskay ve Tamer, 2009).

Patojen organizmalarin patojen olmayan ancak antibiyotiklere direng geni tasiyan
organizmalardan da bu direng genlerini kolayca alabilmeleri, dogal ortamlarinda 6zellikle
toprakta bulunan ve heniiz kesfedilmemis antibiyotiklerle insanlardan ¢ok daha Once
tanigmalaridir. Durum boyle iken ve bulasici salginlar baslamadan 6nce yeni ve etkili
antibiyotik aktif maddelerinin bir an 6nce kesfedilmesi yerinde olacaktir (Oskay ve Tamer,
2009).

Son yarim yilizyilda, direng gelisimine karsi tek segenek, yeni antimikrobiyal
maddelerin kesfedilmesi olmustur. 1960’lara kadar elde edilebilmis sinirli sayidaki
antibiyotiklerin asir1 kullanimi, antibiyotik kesfi caginin sonunu getirmistir. Klinikte
kullanilan  antibiyotiklerin ~ ¢ogu,  kiiltiiri  yapilabilen az  sayidaki  toprak
mikroorganizmalarindan elde edilmistir. Sentetik antimikrobiyaller bakteri hiicresine
yeterli oranda penetre olamamasindan dolay1r dogal olanlarin yerini alamamistir. Dogal
tirtinler, hedef mikroorganizmalara penetrasyon zorlugunu asarlar. Yeni antibiyotik
kaynagi olabilecek toprak mikroorganizmalarinin % 99’undan ¢ogunun in vitro sartlarda
kiiltiirti yapilamadig i¢in bu faydali bakterilerden antibiyotiklerin kesfedilmesi yillar 6nce
durmustur.  Glinlimiizde, Onceki  yillarda  kiltiirii  yapilamamis  bu  toprak
mikroorganizmalarimi tiretmek i¢in kendi dogal ortamlarinin kullanildigr ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Boylece dogal ortamlarinda {iretilen bakterinin daha 6nce farkedilemeyen
gen TUrlnlerinin elde edilmesi ve kimyasal farkliliklarinin ortaya ¢ikarilmasi
saglanabilmektedir (Lewis, 2013; Ling vd., 2015).

Bir strateji olarak daha eski fakat az kullamilan antibiyotiklerin kullanimi hem
laboratuvarda hem de klinik ¢alismalarda devam etmektedir. Son yillarda, metisiline
direngli bakteriler adi verilen Gram (+) patojenler arasinda direng gelisimi konusunda

biiyiik endise duyulmaktadir.
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En cok satan ilaglarin neredeyse yarisi dogaldir veya dogal iiriinlerle ilgilidir.
Genellikle, dogal molekiil kendisi kullanilmamuistir, ancak kimyasal veya genetik yollarla
manipiilasyon i¢in Oncii bir molekiil gorevi gormiistiir. Aspirin buna iyi bir Ornektir
(Demain, 1999). Yirminci ylizyilda yasam 6mriiniin iki katina ¢itkmasinin temelde bitki ve
mikrobiyal ikincil metabolitlerin kullanimina bagli oldugu belirtilmistir (Verdine, 1996).

Gliniimiizde sentetik antimikrobiyal maddeleri tanimlama ve gelistirme
asamalarinin yiiksek maliyetler gerektirmesi sebebiyle ¢alismalar dogal aktif bilesenleri
bulma ve gelistirme alanina dogru yon degistirmistir. Antimikrobiyal maddeler dogal
kaynaklardan elde edildiginde, sentetik maddelerin neden oldugu yan etkilerinin de ortadan
kalkacagi ve bazi antibiyotiklere karst direng olusturmus tiirler i¢in de alternatif
olabilecekleri  diisiiniilmektedir. Dogal kaynak olarak nitelendirilen  toprak
mikroorganizmalarina yonelmenin en temel nedenlerinden biri de ekonomik olarak,
bulunma ve ulasilma gii¢liigiiniin olmamasidir. Bir tiir ne kadar zor sartlarda kalirsa
savunma mekanizmasmi da o kadar giiclii tutmaya c¢alismaktadir. ikincil metabolitler
genellikle bir savunma mekanizmasi olarak tanimlanirlar ve bu yiizden tiirlerin
bulunduklar1 ekolojik kosullar, onlarin antimikrobiyal etkinliginde énemlidir (Baskaya ve
Kocabas, 2016).

Miksobakterilerden yiiziin lizerinde yeni kimyasal yapi iskelesi kesfedilmistir
(Garcia ve Miiller, 2009; Gerth vd., 1996). Bunun disinda, son birkag¢ y1l igerisinde, farkli
biyolojik aktiviteler gosteren farkli miksobakteri tiirlerinden ¢ok umut verici bilesikler de
tanimlanmistir  (Surup vd., 2014). Tablo 2.3’te ticari olarak piyasada bulunan ve

kullanimda olan iirlinlere yer verilmistir.
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Tablo 2.3. Mikrobiyal dogal iiriin kaynakli pazarlanmis antibiyotik 6rnekleri

Ikincil Ticari ad1 Elde edildigi
metabolit mikroorganizma

Penicilin Penicillin G, V, Ampicillin, Methicillin, Penicillium spp., Aspergillus
Amoxicillin, Carbenicillin spp.

Cephalosporins | MEFOXIN (Cefoxitin), CECLOR | Acremonium spp.,
(Cefaclor), CLAFORAN (Cefotaxime), | Emericellopsis spp.,
ROCEPHIN  (Ceftriaxone), = CEFTIN | Amycolatopsis
(Cefuroxime) lactamdurans, Streptomyces

clavuligerus

Tienamisin PRIMAXIB (Imipenem), INVANZ | Streptomyces cattleya
(Ertapenem)

Eritromisin ERYTHROCIN, ZITHROMAX | Saccharopolyspora
(Azithromycin), BIAXIN | erythraea
(Clarithromycin), KETEK (Telithromycin)

Vancomisin VANCOCIN Streptomyces orientalis

Fosfomisin MONURIL Streptomyces fradiae

Mupirosin BACTROBAN Pseudomonas fluorescens

(pseudomonic

asit)

Fusidik asit FUSIDIN LEO Fusidium griseum

Streptogramins | SYNERCID Streptomyces

pristinaespiralis
Daptomisin CUBICIN Streptomyces roseosporus

Bir grup arastirmaci, gelistirdikleri iChip teknolojisi ile toprak bakterilerini in vitro
sartlarda iiretmeyi basararak bu bakterilerden farkli yap1 ve etki mekanizmasina sahip olan
yeni bir hiicre duvari inhibitorii elde etmislerdir. iChip teknolojisi, g¢evre
mikroorganizmalarinin kendi dogal ortamlarinda tiremelerine imkan veren bir sistemdir.
Sekil 3.3’te gosterilmekte olan iizerinde toplam 384 kuyucuk olan (72-19-1mm) bir plastik
levha, kiiltiirii yapilacak dogal ortam siispansiyonu igine daldirilir. Plaktaki her bir

kuyucuk, ortamin bakterilerini de igeren siispansiyon sivisini igine hapseder. Daha sonra
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kuyucuklarin iist ve alt yiizeyine yar1 gegirgen membran yerlestirilir ve bunlarinda {istiine
kuyucuklart ayni1 hizada olacak sekilde kuyucuklu iist ve alt plaklar yerlestirilerek sikica
vidalanir. Bu sistem, dogal ortaminda inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi plaklar ayrilir,
membranlar deliklerde bulunan bakterilerle birlikte alinir ve laboratuvar sartlarinda

tiremeleri saglanir (Ling vd., 2015).

Sekil 2.3. iChip Cihaz (Ling vd., 2015)

Aragtirmacilar, bu sekilde once kendi dogal ortaminda, daha sonra da besin
maddeleri ve {ireme faktorleri katarak in vitro sartlarda tiretmeyi basardiklar1 Eleftheria
terrae’den, “teiksobaktin” olarak isimlendirilen yeni bir hiicre duvari inhibitori
antimikrobiyal madde elde edildigini bildirmislerdir. E. terrae yeni kesfedilen bir
bakteridir. Bakteri genomunun dizi analizi ¢ikarilmistir. Taksonomide beta-proteobacteria
sinifi iginde yer alir (Ling vd., 2015).

Teiksobaktin Gram (-) bir bakteri tarafindan iretilir. Bakteri, tirettigi bu maddeyi
disar1 atar ve tekrar igeri girmesi engellenir. Boylece, kendisini antibiyotigin etkisinden

korur (Ling vd., 2015).

Teiksobaktin, Gram (+) bakterilerde peptidoglikan 6ncii maddesi olan ve ¢ok iyi
korunan lipid II’ye ve hiicre duvarindaki teikoik asidin 6ncii maddesi olan lipid III’e
baglanarak etkili olur. Hiicre duvar1 teikoik asit olusumunun ge¢ donem sentezi
asamasinda engellenmesi, tiretilmis toksik etkili ara iiriinlerin birikimine neden olur. Bu da
bakterisit etkiyi olusturur. Ayrica, teikoik asitler, peptidoglikan sentezini Onleyen

otolizinleri baglar. Bu da bakteriyi otolizinlerinin yikici etkisinden korur. “Teiksobaktin”,
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bakteri hiicresi teikoik asidinin 6ncii maddelerine (lipid III) baglanarak teikoik asitin
sentezlenmesini engelleyip, otolizinlerin serbest kalmasina ve hiicrenin lizizine sebep olur.
Boylece, antibiyotigin mitkemmel litik ve bakterisit etkisi ortaya ¢ikar (Ling vd., 2015).

Teiksobaktin’nin, peptidoglikan sentezinde rol alan enzimlerden birini
engellemedigi, DNA, RNA ve protein sentezine etkili olmadigindan dolayi, yeni bir
peptidoglikan sentezi inhibitorii oldugu bildirilmistir (Ling vd., 2015).

2.4.1.2. Antitiimor Ajanlar

Timorler genellikle cerrahi olarak ¢ikarilma, radyasyon ve kemoterapi ile tedavi
edilir. Metastatik kanseri tedavi etmek i¢in cerrahi yontemler ve radyasyon tedavisi
yetersizdir ve bu nedenle, kemoterapi, viicudun diger bolgelerine yayilan kanserin
tedavisinde agirlikli olarak faydalidir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gore, yilda yaklasik
8,2 milyon insan kanserden oOlmektedir. Diinya ¢apinda tiim Ooliimlerin % 13'linii
olusturdugu tahmin edilmekte ve oniimiizdeki yirmi yilda % 70'lik yeni kanser vakalarinin
artmasi beklenmektedir (URL-3, 2019).

Farmasotik endiistrisinde en yliksek uygulamaya sahip miksobakteriyel bilesikler,
Sorangium cellulosum kaynakli A ve B epotilonlaridir (Egerton, 2008). Toksanlar ve
antrasiklinler kullanan kemoterapilere etkili bir alternatif olarak, meme kanserinin farkli
asamalarinda hastalarin monoterapisi igin yar1 sentetik bir epotilon tiirevi Iksabepilon
gelistirilmistir (Pivot vd., 2007). Gliniimiizde, bu bilesiklerin degistirilmis versiyonlari,

cesitli kanser tiirlerine kars1 klinik deneylerde test edilmektedir (Surup vd, 2014).

2.4.1.3. Immiinosupresif Aktivite ve Organ Nakli

Antibakteriyel ve antitimor ajanlarin yani sira diger degerli enzim inhibitorleri
immiinosupresanlar iceren bilesikler ve alkaloidler farmakolojik 6neme sahiptir ve ayrica
mikroorganizmalar tarafindan {retilirler. Organ transplantlarinin reddedilmesini 6nlemek
ve otoimmiin hastaliklar1 sinirlamak i¢in immiin sistemin etkinligini azaltmak ig¢in
immiinosupresif ilaglar gerekir. Organ nakli alanindaki immiin yanitin baskilanmasindaki
onemli rolleri nedeniyle bir dizi mikrobiyal kokenli bilesik bildirilmistir.

2002 yilinda kesfedilen ve bir miksobakteri olan Archangium gephyra tarafindan
tiretilen Argyrin giiglii immiinosiipresif aktiviteye sahip oldugu belirlenmis siklik bir
peptittir (Weissman ve Miiller, 2010).
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2.4.1.4. Coklu Doymamis Yag Asitleri Uretimi

Miksobakterilerin ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) iiretme potansiyelleri
bulunmaktadir. PUFA'lar ticari olarak degerlidir ve insan sagligi i¢in elzemdir. Coklu
doymamis yag asitleri, 6zellikle eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit
(DHA), ila¢ ve gida endiistrisi i¢in 0zel bir 6neme sahiptir. Bu yag asitleri yaygin olarak
gida ve siit Uriinlerinde takviye ve ilag olarak (0rnegin, hipertrigliseridemi tedavisinde)
kullanilir. Coklu doymamis yag asitlerinin liretimi bakterilerde nadir goriilmesine ragmen,
deniz miksobakteri cinsi olan Plesiocystis, Enhygromyxa, Haliangium ve son zamanlarda
toprakta izole edilmis Phaselicystis tiirlerinden elde edilmislerdir. Cok fazla miktarda EPA
ve DHA, Sorangiineae izolatlarindan biri olan “Aetherobacter SBSr008 “de bulunmustur
(Garcia vd., 2011).

Coklu doymamis yag asitleri kalple iliskili birgok hastaligin 6nlenmesinde, bir¢cok
immiin inflamatuar reaksiyonda ve beyin gelisiminde rol oynarlar. Insan sagligina énemli

yararlar1 nedeniyle siirekli arastirma konusu olmustur (Garcia vd., 2011).

2.4.1.5. Biyokontrol Ajanlar

Yabani otlar, tarim alanlarin1 ve dogal alanlar1 tehdit etmeye yol agar; Bununla
birlikte, bir¢ok yabani ot i¢in yeterli, uygun maliyetli kontrol Onlemleri mevcuttur.
Istenmeyen bitkilerin istila edilmesini dnlemek igin biyolojik kontrollerin tanitilmasi.
Genomik, genom madenciligi ve molekiiler tekniklerde son gelismeler Biyo-kontrol
ajanlarinin gelistirilmesi, kimyasal herbisitlere ve yabanci ot yonetimi i¢in daha fazla
secenege olan ihtiyaci azaltacaktir (Sharma vd., 2014).

Tarimsal Oneme sahip bilinen bir antibiyotik olan pyrrolnitrin, miksobakteri
tirlerinden Myxococcus fulvus, Corallococcus exiguous ve Cystobacter ferrugineus'tan
izole edilmistir (Gerth vd., 1982).

Fusarium roseum Myxococcus xanthus'un yag asitleri tarafindan inhibe edilmistir.
Cok ¢esitli antibiyotik liretme ve bir dizi mikroorganizma yok etme kabiliyetlerine ragmen,
miksobakterilerin bitki sagligindaki rolii goreceli olarak kesfedilmeye devam etmektedir
(Bull vd., 2002).

Yapilan bir ¢caligmada miksobakteriler, geleneksel olarak islenen topraklarda ve 5
yil veya daha uzun bir silire boyunca hi¢bir fiimigasyon olugsmadigi test edilen bes
sertifikali organik ¢ilek iiretim alaninda da tespit edilmistir. Topragim MBC ile

fumigasyonu mevcut yontemler ile saptanabilen miksobakterileri elimine etmistir. Yedi
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deneyden altisinda, miksobakteriler MBC flimigasyonlu arazilerde tespit edilmemis veya
fimigasyondan sonraki 1 ay i¢inde degerlendirilen numunelerin sadece %2,5'inde tespit
edilmistir. Buna karsilik, miksobakteriler fumigasyonlanmamis kontrol alanlarinin %17,5
ile %100'inde tespit edilmistir. Miksobakteriler; Pythium ultimum, Rhizoctonia spp.,
Cylindrocarpon spp., Phytophthora capsici, V. albo atrum ve V. dahliae'yi 6nemli dlciide
inhibe etmistir. Sadece bir miksobakteri; M. coralloides, F. oxysporum f'yi inhibe etmistir
(Bull vd., 2002).

2.5. Miksobakterilerin Biyoremediasyonda Kullanim Olanaklari

Tehlikeli maddeleri, zararsiz veya daha az zararli maddelere pargalamak igin
mikroorganizmalarin kullanildigi uzun siiregli aritim prosesleri biyoremediasyon olarak
bilinmektedir. Biyoremediasyon dogal olarak meydana gelen bir siire¢ olup,
mikroorganizmalarin ¢evresel kirlilikleri doniisiime ugratarak son {iriin haline getirmeleri
stirecidir (Dindar vd., 2010).

Saglik ve ekolojik yonden genis alana yayilmis olan petrol ve petrol tiirevleri,
gazolin, PAH, Klorlu alifatikler (PCE), tetrakloretilen (TCE) ve klorlu aromatik
hidrokarbonlar mikroorganizmalar tarafindan kolayca detoksifikasyona ugratilirlar.
Metaller bile biyolojik olarak par¢alanamasalar da mikroorganizmalar tarafindan daha az
zararli hale donistiirebilirler (Vidali, 2001).

Bu mikroorganizmalar arasinda miksobakterilerin 6nemli bir yeri vardir.
Miksobakteriler irettikleri ¢esitli enzimler sayesinde diger mikroorganizmalar: lize
edebilmelerinin  yan1 sira bazi makromolekiilleri de pargalayabilmektedir. Bazi
miksobakteri tiirlerinin biyoremediasyon olanaklar1 arastirilmis 6zellikle arsenigin dogal su
kaynaklarindan temizlenmesi amaciyla kullanilabilecegi gdsterilmistir (Yamamura ve

Amachi, 2014).

2.6. Toprak ve Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar diinya iizerinde, bitki ve hayvanlarin ortaya c¢ikisindan
milyonlarca yil 6nce olusmuslardir. Hi¢bir canli tiirii, diinyada yasamin desteklenmesi ve
devami igin mikroorganizmalar kadar 6nemli degildir. Diinyadaki mikroorganizmalarin
cogu toprak kokenlidir. EKkosistem iizerindeki topragin mikroorganizmalarin kendi
bolluguna ragmen olusum siireci tam olarak anlasiimamistir (Giille ve Ozdemir, 2015).

Mikroskobun kesfi (1623-1723) ve mikrobiyolojinin dogdugu 17. yiizyildan bu

yana toprakta mikroskobik bir canli populasyonun varligi bilinmektedir. 18. yiizyilda
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mikroorganizmalarin toprakta organik maddeleri ayristirdigi, bitki ve hayvan dongiisiine
katildigi bilinse de bu durum 19. yiizyilda Fransa’da Louis Pasteur tarafindan
aciklanmastir. Pasteur ve Robert Koch'un 1880’li yillarda gergeklestirdikleri
mikrobiyolojik yontemler konusundaki bulgulari ve bunlarin arastirmalara girmesi ile
bakteri izolasyonlarinda 6nemli adimlar atilmistir (Haktanir ve Arcak, 2017).

Toprak, in vitro kosullarla kiyaslandiginda besin ve enerji kaynaklart bakimindan
mikroorganizmalar i¢in genel olarak fakir ve smirlidir (Nannipieri vd., 2003). Bunun
yaninda hem mikroorganizma sayisinin fazla olmasi hem de ¢esitlilikten kaynakli olarak
mikroorganizmalar arasinda bir rekabet ortami olusur. Bu rekabette mikroorganizmalar
yasam i¢in avantaj saglamak amaciyla tirettikleri toksik maddeleri kullanarak kendileri igin
daha genis alan, organik madde ve su gibi faktorlere sahip olmaya caligirlar. Bu durum
yeni antimikrobiyallerin kesfedilmesi i¢in topragin se¢ilip, analiz edilmesinin bir sebebidir
(Yildirim, 2004).

Caron (1895), tip biliminde hastalik etkeni mikroorganizmalar ne denli 6nemliyse
toprak mikroorganizmalarinin da toprak bilimi i¢in o diizeyde Oneme sahip oldugunu
vurgulamustir. Tibbi mikrobiyoloji gelisimi toprak mikrobiyolojisini de etkilemis, 6zellikle
Ikinci Diinya Savasi yillarinda, toprak mikroorganizmalarindan cesitli antibiyotikler elde
edilerek, tip alaninda 6nemli gelismeler olmasi toprak mikroorganizmalarinin ekolojilerini
de 6nemli hale getirmistir (Haktanir ve Arcak, 2017).

Toprakta bulunan mikroorganizmalar1 igerisinde miksobakteriler ayr1 bir dneme
sahiptir. Miksobakteriler; ¢ogunlukla ilging sekilleri ve ayrisma olaylarindaki 6nemleri
vurgulanan bakterilerdir. Bazi miksobakteriler diger bakterileri ¢bzme ve Oziimleme
ozelligi gosterirken, digerleri saprofitiktir. Cytophaga cinsi ozellikle seliilozun aerob
ayrismasinda aktif rol oynar. Bu tiir i¢inde ayrica kitin ayrigtiran gruplar da yer alir.
Miksobakteriler toprakta c¢ok yaygin olup ozellikle vejetasyon giibre, kompost ve
clirimekte olan odunsu dokunun ayrismasinda etkilidirler (Haktanir ve Arcak, 2017).

Yasam dongiileri i¢inde, 6zellesmis bir meyve gévdesi olusturur ve sonunda ¢ubuk
sekli alirlar. En yaygin bulunan tiirleri Chondrococcus., Archangium ve Polyangium’ dur.
Miksobakteriler agar besi ortam iizerine ¢ok az toprak konularak yapilan agilama sonucu,
inkiibasyonu takiben ¢iplak gozle goriilebilen meyve govdeleri olusumu ile izlenebilirler.
Ancak bu islem sirasinda agar besi ortamina 6zel bir bakteriyel siispansiyon ile de asilama
yapilmalidir. Bu teknik miksobakterilerin ortamdaki diger bakterileri ¢ozmesi (lizis) ve
onlar1 besin kaynagi olarak kullanmasi ile ilgilidir. Lizis mekanizmasi bakterileri ¢6zmek

icin ekstraseliiler enzimlerin salgilanmas1 ile ilgilidir. Miksobakterler biitiin islenen
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topraklarda bulunabilir. Kontrol edilen ¢ayir topraklarinda her bir gram toprakta 2000 ile
76.000 civarinda populasyon saptanmistir. Nemli topraklarda biiylik populasyonlarin
bulunmasi, bu organizmalarin Kkurak kosullara dayanikli olmadigin1 gostermektedir

(Haktanir ve Arcak, 2017).

2.7. Termal Su Kaynaklar1 ve Mikroorganizmalar

Hidrotermal kuyular ve sicak su kaynaklari gibi ¢esitli jeotermal alanlardan aerobik
termofillerin izolasyonlar1 yapilmaktadir (Baker vd., 2001). Yapilan pek ¢ok ¢alismada,
sicakligin mikroorganizmalarin fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri lizerindeki en 6nemli
faktorlerden biri oldugu, yiiksek sicakligin farkli mikroorganizmalar tarafindan farkli
derecelerde tolere edildigi, pek ¢ok 6karyotik canlinin kisa bir siire bile olsa 50°C sicakliga
dayanamazken, bir grup mikroorganizmanin daha yiiksek sicakliklarda bile yasayabildigi
bildirilmistir (Ozsahin ve Kaymaz, 2013).

Ulkemiz sinirlani iginde ise sicakligi 40°C’nin iizerinde olan 133 adet sicak su
kaynagi bulunmaktadir (Akkaya ve Kivang, 2009). Tiirkiye jeolojik ve jeomorfolojik
Ozelliklerinin bir sonucu olarak termal kaynaklar bakimindan zengin bir {lkedir.
Sicakliklar1 genellikle 20°C’den fazla olan 600°lin iizerinde termal kaynak bulunan
Tiirkiye’de, toplam termal kaynak sayisinin 1300°den fazla oldugu tahmin edilmektedir.
Bu ozellikleri yoniiyle Tirkiye, Avrupa’da birinci, diinyada ise ilk bes iilke arasinda yer
almaktadir (Ozsahin ve Kaymaz, 2013).

Endiistride genellikle ytliksek sicakliklarda gergeklestirilen prosesler yer aldigindan
yiiksek sicakliga dayaniklilik enzimler icin olduk¢a dnemlidir. Ozellikle termofillerden
elde edilen enzimler sahip olduklar1 dayanikliliktan dolay: giintimiizde en fazla pratik ticari
kullanim alant bulmustur. Son yillarda yapilan bir¢cok ¢aligma sicak su kaynaklari gibi
ekstrem sartlardan izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve bunlarin 6nemli triinleri
tizerinde yogunlagmistir. Ekstrem sartlarda yasamak ve ¢ogalmak i¢in mikroorganizmalar

metabolik ve diger hiicresel fonksiyonlarini bu ortamlara adapte etmislerdir (Giiven, 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Farkli bolgelerden (Antalya, Burdur, Denizli, Eskisehir ve Isparta) alinan 50 farkl

toprak ve 6 farkli su 6rnegi bakteri izolasyonu amaciyla toplanmustir.

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Ornekler steril malzemeler kullanilarak aseptik olarak toplanmistir. Alinan drnekler
alindiklar1 bélgeleri tanimlayacak sekilde adlandirilmistir. Ornekler tarih ve sayilari
icerecek sekilde tanimlandiktan sonra, ortam sicakliginda ve sterilite bozulmadan

laboratuvara ulastiriimagtir.

3.1.2. Besiyerleri

Bakterilerin gelismesi, izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. Bakterilerin
topraktan izolasyonu i¢in nutrient agar (Pancreatic digest of gelatin (5.0 g), Beef extract
(3.0 g), Agar (15.0 g), Saf su (1000 mL) besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize
edilerek kullanilmigtir. Meyvemsi yapi olusturanlarin saflik kontrolleri yapildiktan sonra

stoga alinmustir.
3.2. Yontem

3.2.1. izolasyon

Laboratuvara getirilen 6rnekler 10 g’lik kisimlar halinde 20-25 °C’deki 90 mL
FTS’ye ilave edilerek karistirilmis ve bu sekilde hazirlanan 10" dilisyondan yine 9 mL
FTS ile 107 ye kadar seyreltme yapilmustir (Ozcelik, 1998). Hazirlanan diliisyonlardan
alman 0,1 mL seyreltiler steril kosullarda izolasyon besiyerlerine homojen sekilde
yayilarak 7 giin inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonrasinda olusan kolonilerin

morfolojileri incelenerek miksobakteri oldugu tahmin edilenler segilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 3.1. Diliisyon hazirlama ve ekim a) Besiyeri hazirlama, b) Dokme ekim, ¢) Diliisyon
hazirlama, d) inkiibasyon

3.2.2. Tan testleri, besiyeri ve ¢ozeltiler

Taninin  gerceklestirilmesi amaciyla segilen izolatlarin koloni morfolojisi
incelenerek, Gram boyama, kazeini hidrolize etme, Kongo kirmizisi ile boyanma
ozellikleri  belirlenmis ve stereo mikroskopta incelenerek koloni  morfolojisi

gbzlemlenmistir (Buchanan ve Gibbons, 1974).

3.2.2.1. Gram Boyama

Gram boyama teknigi, mikrobiyolojide sik kullanilan bir boyama yontemi olup
mikroorganizmalarin smiflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Gram
boyama ile bakteriler “Gram (+) ” ve “Gram (-)” olarak ikiye ayrilmaktadir. Sekil 4.2°de

Gram boyama agamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Gram boyama asamalar1 (URL-4)
3.2.2.2. Kazeini hidrolize etme

Izolatlar kazeini hidrolize etme yeteneklerini kontrol etmek i¢in asagida bilesimi
verilen yagsiz siit iceren besiyerine (Gerhardt vd., 1981) ekilmistir. Bu besiyerinde
kolonilerinin etrafinda renksiz zon olusumu, kazein hidroliz edildiginden pozitif sonug
olarak kabul edilmektedir. Besiyeri iizerine % 10’luk HCI ¢ozeltisi damlatilarak HCl’in
kazeinle girdigi reaksiyon sonucu bu bolgelerde mavi rengin ortaya ¢ikmamasi kazeinin
tamamen parcalanmadig1 anlamina gelmektedir.

Yagsiz siitlii besiyeri; ¢ift kuvvetli 50 mL nutrient agar hazirlanarak 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Ayrica 50 mL % 10’luk yagsiz siit (w/v) hazirlanarak 121°C’de
5 dakika sterilize edilmistir. Her iki besiyeri de 50°C sicakliga getirilerek aseptik kosularda

esit miktarda karistirilmistir.

3.2.2.3. Kongo kirmizisimi absorbe etme

Izolatlarin 0,01 gram kongo kirmizis1 ve 100 ml su ile hazirlanan kongo kirmizisint
absorbe etme Ozellikleri asagida bilesimi verilen kongo kirmizisi ¢ozeltisinin koloniler

tizerine damlatilmasiyla belirlenmistir (Buchanan ve Gibbons, 1974).

3.2.3. Tanis1 yapilan suslarin saklanmasi

Izolasyon besiyerinde miksobakteri oldugu kanisi ile secilen koloniler, tani
islemleri siiresince nutrient agara asilanmistir. Tan1 testleri sonunda miksobakteri tanisi
kesinlesen suslar nutrient agardan hazirlanmis olan 5’er mL’lik yatik agarlarda (Sekil 4.3)

stoga alinmistir. Bu suslar +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.
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Sekil 3.3. Yatik agara ekilen miksobakteri izolatlar
3.2.4. Bakterilerin iiretilmesi

S1v1 besiyerine asilanan 6rneklerin inkiibe edilmesi amaciyla ¢alkalamali inkiibator
kullanilmistir. Bakteriler 200 d/d hizla calkalanarak 28°C’de 24-36 saat inkiibe edilmistir
(Farez-Vidal, 1994).

3.2.5. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

3.2.5.1. Agar Difiizyon Yontemi

Elde edilen izolatlarin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla; tani
testleri sonucunda miksobakteri oldugu belirlenen suslar 15 giin nutrient broth besiyerinde
28°C ve 150 rpmde c¢alkalaarak inkiibe edilmis ve daha sonra kiiltiirlerden 500 mL
ependorf tiiplerine alinarak 13.500 d/d da 5 dk santrifiij edilmistir. S1v1 besiyerinde inkiibe
edilmis ve bulanikligi 0,5 Mcfarland bulanikliga esdeger bulanikliga ayarlanan E. coli
kiiltiiriinden 100 pL hazirlanmis olan 5 mL soft agar icerisine eklenmistir. Icerisinde
nutrient agar bulunan petrilere hazirlanmis olan soft agar dokiilmiis ve agarin katilagmasi
beklenmistir. Kat1 halde bulunan soft agara pastor pipeti yardimiyla kuyucuklar agilmigtir.
S6z konusu kuyucuklar igerisine 70 ul 4, 5, 8, 16, 25, 26 ve 28 kodlu ornkelerden
konulmus ve 35°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra kuyucuk ¢evresinde olusan
inhibisyon zonlar1 dl¢lilmiistiir. Burada olusan inhibisyon zonu antibakteriyel aktivitenin

bulundugunu gostermektedir.
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3.25.2. Ektraksiyon Yyéntemi 1Ile Biyoaktif Ikincil Metabolit Uretimi ve

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Miksobakterileri izolatlar1 biyoaktif ikincil metabolit tiretimi igin 1 L’lik siseler
icerisinde siv1 besiyerinde inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4). Besiyerine 2 6ze dolusu
bakteri izolat1 inokiile edilip 37 °C’de 15 giin inkiibe edilmistir. Bu islem 10 tane 1 L’lik
siselerde gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler Whatman No:1 kagidindan
filtre edilip, temiz Erlenmayer siselerine aktarilmistir (Sekil 3.5). Elde edilen 6rnekler
tizerine 1:1 oraninda etil asetat eklenerek 3 kez ekstrakte edilmistir. Her bir etil asetat
ilavesinden sonra 2 dk siire ile siseler karistirllmistir. Karigma sonrasi ayrilan iist faz
(Sekil 3.6) alinarak doner buharlastiricida 37°C sicaklikta ve 80 rpm’de etil asetat
ucurularak ham metabolit ekstresi elde edilmistir (Sekil 3.7). Doner buharlastiricida
balonun dibine yapisan ekstreler de etil asetat eklenerek ¢ozdiiriildiikten sonra etiivde
tekrar etil asetat uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktlar tizerine dimetil siilfoksit ilavesi
sonrasinda antibakteriyel aktiviteleri belirlenmek tizere Ornekler kullanima hazir hale

getirilmistir (Sekil 3.8). Elde edilen ekstreler -20°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.4. Miksobakterileri izolatlarinin siv1 besiyerinde inkiibasyonu

30



Sekil 3.6. Etil asetat ilavesi ile 6rneklerde gergeklesen faz ayrimi
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Sekil 3.8. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ektraktlar

Hazirlanan ekstraktlar antibakteriyel aktivitelerinin incelenmesi amaciyla sivi
besiyerinde inokiile edilmis ve bulaniklik degeri 0,5 Mcfarland olan patojen suslar S.
aureus, B. cereus, E. coli ve P. aeruginosa kiiltiirlerinden 100 pL, hazirlanmis olan 5 mL

soft agara eklenmistir. Icerisinde nutrient agar bulunan petrilere hazirlanmis olan soft agar
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(BPW 25,5 g/L, Agar 5 g/L) dokiilmiis ve agarin katilasmasi beklenmistir. Kat1 halde
bulunan soft agara pastor pipeti yardimiyla kuyucuklar agilmistir. S6z konusu kuyucuklar
icerisine 70 pl orneklerden konulmus ve her bir petrinin merkezine kontrol amach
gentamisin (Genta (80 mg)) isimli antibiyotik (1/10 oraninda seyreltilerek) 50 pL ilave
edilmistir (Sekil 3.9). Ekimler 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra kuyucuk
cevresinde olusan inhibisyon zon c¢aplart mm cinsinden Olgiilerek  sonuglar
degerlendirilmistir. Burada olusan inhibisyon zonu antibakteriyel aktivitenin bulundugunu

gostermektedir.

Sekil 3.9. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

33



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Saflagtirmalar sonucunda toplam 56 Ornekten 1. saflastirma sonucunda 21 adet, 2.
saflastirma sonucunda 10 adet izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlara tani testleri
uygulanarak antimikrobiyal aktivite testinde kullanilacak olan miksobakteri izolatlar

dogrulanmistir.

Sekil 4.1. Miksobakteri izolatlarinin petri plagindaki koloni morfolojileri
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Tablo 4.1. izolatlarin 6zellikleri

Kod Suslar Gram Kazein Kongo Coziineb Koloni Koloni rengi Hiicre
Boyama Hidroli | Kirmizisimi ilir bityiikliigii sekli
zi absorbe Pigment ve sekli
etme

4 TE- Gram (-) - + - Orta acik sari cubuk
(10°)

5 TE- Gram (-) - + koyu Orta kahverengi cubuk
(10" sar1

9 TE- Gram (-) + + - Orta beyaz cubuk
(10°)

23 | TB11- Gram (-) - + acik sar1 | ¢ok kiiciik gri cubuk
(10%)

28 | TB11- Gram (-) - + - cok kiiciik koyu sari cubuk
(10

30 | TB11- Gram (-) - + - ¢ok kiigiik ¢ok agik cubuk
(10°) sar1

31 | SB-(107) Gram (-) - + - cok bilyiik koyu cubuk

pembe/mor

32 | TB8- Gram (-) + + cok acik | orta, zincir | sari (etrafi ¢ubuk

(10 sari seklinde beyaz
zonlu)

33 | KUE- Gram (-) - + - Biiyiik koyu sart cubuk
(10°)

34 | Si1- Gram (-) - + acik sart Kiigiik pembe/kirm | ¢ubuk
(10%) 1Z1

TE: toprak 6rnegi Eskisehir, TB: toprak drnegi Bozkurt, SB: su 6rnegi Bursa, KUE:kiimes toprag1 Eskisehir,

Sil: su érnegi Izmir

Denizli, Eskisehir, Bursa ve Izmir Illerinden toplamda 56 6rnek alinmis olup, 2.

saflagtirma sonucu elde edilen 10 izolattan 8 tanesi toprak Orneklerinden elde edilmis ve

[zmir ve Bursa illerinden alman su 6rneklerinden miksobakteri izolasyonu yapilmistir.

Baslangigta 4 adet su 6rneginden miksobakteri eldesi ve 17 adet toprak 6rneginden de

miksobakteri izole edilmistir. Ancak yapay besiyerlerinde ikinci saflagtirmada bu say1 10’a

inmistir. Bu sayisinim iki tanesi Izmir ve Bursa illerinden alman su érnegidir.

4.1. Gram boyama

Gram boyama sonucunda elde edilen veriler ekte belirtilmistir. Gram (-) ve ¢ubuk

seklinde olduklar1 bilinen miksobakterilerin tanimlanmasi i¢in yapilmis olan Gram boyama

islemi ile 10 adet izolatin Gram (-) 6zellik gésterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Miksobakteri izolatlarinin Gram boyama sonrasi 151k mikroskobu altindaki

goriintiisii (x100)

Tablo 4.2. Miksobakteri izolatlarinin Gram boyama Sonuglari

Suslar Gram boyama Suslar Gram boyama
4 - 30 -
- 31 -
9 - 32 -
23 - 33 -
28 - 34 -

4.2. Kazeini hidrolize etme

Bu test, siitlin proteinini olusturan ve kolloidal karakterde bulunan kazeinin,
bakterilerce sentezlenen, proteolitik ve ekstraselliiler bir enzim olan proteaz tarafindan
hidrolize edilebilme durumunu saptamak i¢in kullanilmigtir. Mikroorganizmalarin
tirlerinin tanimlanmasinda ise yaramaktadir. Siitli agar besiyerine ¢izgi tarzinda
mikroorganizmalar ekilerek petri kutusu 28°C de 2-14 giin kadar inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda koloniler etrafinda olusan agik alan, siitteki kazeinin hidrolize
oldugunu ifade eder. Negatif durumlarda koloni etrafinda hafif opaklasma goriiliir.
Besiyeri lizerine %10’luk HCL ¢6zeltisi damlatilarak renk olusumu gézlemlenir. HCL nin
kazein ile girdigi reaksiyon sonucunda bu bdlgelerde mavi rengin olusmamasi kazeinin
tamamen par¢alanmamasi anlamina gelmektedir. Kazeini hidrolize eden izolatlar Sekil

4.3’te goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Miksobakteri izolatlarinin kazein hidrolizi sonucunda petri plagindaki

goruntisu

Tablo 4.3. Kazein hidrolizi sonuglari

Suslar Kazein Hidrolizi Suslar Kazein Hidrolizi
- 30 -
5 - 31 -
9 + 32 +
23 - 33 -
28 - 34 -

Tablo 4.3’¢ gore sadece Eskisehir ve Bozkurt/Denizli bélgelerinden alinan
Stigmatella sp. 9 ve Myxococcus sp. 32 nolu orneklerin kazeini hidrolize edebildigi

gorilmiistiir.
4.3. Kongo kirmizisim1 absorbe etme

Bazi mikroorganizmalarin tanimlanmasinda boyanma ozelliklerinden yararlanilir.

Bu nedenle, mikroorganizmalari tanimada, boyama ¢ok 6nemli role sahiptir. Bunun i¢in
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cok 0zel boyama yontemleri ortaya konulmustur. Bunlardan biri de Kongo kirmizisidir.

Kongo kirmizisini absorbe eden izolatlar Sekil 4.4’te goriilmektedir.

Sekil 4.4. Kongo kirmizisi ile muamele edilmis miksobakteri kolonileri

Tablo 4.4. Kongo kirmizisi ile muamele sonuglari

Suslar K(_)ngo kirmizisi Suslar K{)ngo Kirmuzisi
ile muamele ile muamele
+ 30 +
S + 31 +
9 + 32 +
23 + 33 +
28 + 34 +

Tablo 4.4’te gorildigi lizere tiim miksobakteri 6rneklerinin Kongo kirmizisini absorbe
edebildigi goriilmistir. Kongo kirmizisini hemen hepsi absorbe etmekle birlikte
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Sorangineae takimina ait bazi tiirler ve Kofleria cinsinin Kongo kirmizisini absorbe
etmedigi bilinmektedir.
4.4. Mikroskobik inceleme

Stereo mikroskop ile yapilan inceleme ile saflagtirma sonucunda elde edilen

kolonilerin morfolojik 6zelliklerine iliskin Sekil 4.5°te yer alan goriintiiler elde edilmistir.

Ee
#

Nannocytis sp. 4 Cystobacter sp. 5

Stigmatella sp.9 Polyangium sp. 23

Polyangium sp. 28 Myxococcus sp. 30
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Cystobacter sp. 31

Myxococcus sp. 33 Cystobacter sp. 34
Sekil 4.5. Elde edilen miksobakteri kolonilerin stereo mikroskop goriintiileri
(x28)

Myxococcus sp. cinsine ait kolonilerin genellikle sarimsi renkte ortasi turuncu
oldugu ve bu kolonilerin ¢ok biiyiikk boyutlarda olmadigi, Cystobacter sp. cinsine ait
kolonilerin kahverengi oldugu ve zincir seklinde koloni olusturduklari, Nannocytis
cinslerinin tek tek ayr1 koloniler seklinde olustugu ve agik sari bir renge sahip oldugu,
Stigmatella sp. cinsinin beyaz renk koloniler seklinde olustugu bilinmektedir. Sekil 5.5’te
belirtilen elde edilen izolatlara iliskin goriintiiler yer almakta olup, bunlardan 4 kodlu
ornegin Nannocytis sp. cinsine 5, 31 ve 34 kodlu izolatlarin Cystobacter sp. Cinsine, 9
kodlu izolatin Stigmatella sp. cinsine, 23 ve 28 kodlu izolatlarin Polyangium sp. cinsine
30, 32 ve 34 kodlu izolatlarin ise Myxococcus sp. cinsine ait oldugu diistiniilmekte olup
daha saglikli bir smiflandirma yapabilmek i¢in molekiiler smiflandirma yontemlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir.

4.5. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi
4.5.1. Agar Difiizyon Yontemi
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On deneme sonucunda; 24 saat inkiibasyona birakilarak elde edilen veriler Sekil
4.6’da gorilmektedir. E. Coli susuna karsi antibakteriyel aktivitenin bu siiregte

baslamadig1 goriilmektedir.

Sekil 4.6. Agar diflizyon yontemi sonucu
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4.5.2. Ektraksiyon Yontemi fle Biyoaktif ikincil Metabolit Uretimi ve Antibakteriyel

Aktivitenin Belirlenmesi
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Sekil 4.7. Patojen bakterilere karsi 6rneklerin antibakteriyel aktiviteleri
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Tablo 4.5. Antibakteriyel aktivite test sonuglari

Kodlar Kontrol |4 |5 |9 23 |28 Kontrol | 30 31 (32 |33 |34
25 -] - - - - 20 - - - |25 ] 20
S. aureus 18 - | - - - - 20 - - - | 25| 18
22,5 - - - 22 - 20 - - - 124 |20
35 -] - - - - 30 - - - - -

B. cereus
30 -] -1]10 | 18 - 28 - - - - -
30 -] - - 19 10 20 - - - | 28] 20
25 -] - - - - 20 - - - - -
E. coli 28 - - - - 10 28 - - - - -
22,5 - - - - - 30 - - - - -
35 -] - - - - 35 - - - - -
P. 45 -] - - - - 60 - - - - -
aeruginosa 40 - - - - 50 _ - - - _

*Tabloda belirtilen 6lgtimler mm (milimetre) cinsinden verilmistir.

S. aureus igin yapilan analiz sonucunda; 4, 5, 9, 28 kodlu 6rneklerde kontrol
grubunu zon ¢apinin sirastyla 25, 18 ve 22,5 mm olarak ol¢iildiigii 6rneklerde herhangi bir
antibakteriyel aktivite meydana gelmemisken, 23 kodlu oOrnekte 2 paralelde gelisme
olmazken 1 paralel de 22 mmlik bir zon olusumu goézlenmistir. Ayni sekilde S. aureus igin
31, 32 ve 33 kodlu 6rneklerde herhangi bir zon olusumu gézlenmemis olup, 33 kodlu
ornekte sirasiyla 25, 25 ve 24 mm (kontrolden daha fazla miktarda) zon olusumu
gorilmistiir. 34 kodlu 6rnekte; 20, 18 ve 20 mm (kontrol ile ayn1 oranda) zon olusumu
meydana gelmistir.

B. cereus icin yapilan analiz sonucunda; 4, 5, 9, 28 kodlu 6rneklerde kontrol
grubunu zon ¢apinin sirasiyla 35, 30 ve 30 mm olarak 6l¢iildiigli 6rneklerden 4 ve 5 kodlu
orneklerden higbir gelisme gézlenmemisken 9 kodlu 6rnegin sadece 1 pararlelinde 10 mm
gelisme oldugu, 23 kodlu 6rnekte 18 ve 19 mm gelisme oldugu goriilmistiir. 30, 31 ve 32
kodlu 6rneklerden yapilan ekimlerde kontroliin 30, 28 ve 20 mm oldugu petrilerde gelisme
olmamis ve 33 kodlu 6rnekte kontrolden fazla ve 34 kodlu 6rnekte kontrol ile ayn1 oranda
zon olusumu meydana gelmistir.

E. coli ve P. aeruginosa igin yapilan ekimlerin higbirinde zon olusumu

gerceklesmemistir.
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Yapilan ¢aligma sonucunda;

= Orneklerin Gram (-) bakteriler olan E. coli (ATTC 25922) ve P. Aeruginosa
(PAO01) i¢in antibakteriyel aktivite gostermedigi,

= Orneklerin en fazla B. cereus (ATTC 6051) iizerinde antibakteriyel aktivite
gosterdigi, oOzellikle 33 kodlu (Eskisehir’den alinan kiimes topragi) Ornegin
kontrolden daha biiyiik bir zon olusturdugu,

= S. aureus (ATTC 25923) iizerinde 23 kodlu (Bozkurt’dan alinan kiimes topragi)
ornekten ekstrakte edilen antibakteriyel aktiviteye sahip bilesenlerin etkili oldugu,

* 34 kodlu (Izmir’den alman su &rnegi) 6rnegin Gram (+) bakteriler olan S. aureus
(ATTC 25923) ve B. cereus (ATTC 6051) (kontrolle ayni oranda) iizerinde
antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.

Diinya’da birbirinden c¢ok farkli habitatlardan miksobakteri izolasyonu ve
tanimlanmasi ile ilgili calismalar mevcuttur. Miksobakteriler ile ilgili yapilan bu ¢aligmalar
halen yeni miksobakteri tiirlerine ulasilabildigini géstermektedir. Yapilan bir ¢alismada
Subat 1997'de Hachijo-jima sahilinden elli numune toplanmis ve Temmuz 1997'de Miura
Yarimadas: kiyilarindan 40 numune toplanmistir. Numuneler arasinda kum, odun pargasi,
kiiclik 6lii hayvan (balik, yumusakgalar ve kabuklu hayvanlar) ve yosunlar bulunmaktadir.
Iki deniz izolati miksobakterilerin karakteristik morfolojik ve kemotaksonomik
ozelliklerini gostermistir. 16S rRNA benzerligine dayanan filogenetik analiz, iki izolatin,
Soranginiae alt sinifinin bir iiyesi olan Nannocystis cinsiyle yakindan iliskili oldugunu
gostermistir.  Nannocystis cinsi, her yerde bulunan bir miksobakteridir ve tropik
bolgelerden Antartika’daki topraklara kadar ¢ok cesitli karasal ortamlarda yasadig:
bildirilmistir. Bu nedenle, Nannocystis cinsinin bir atasal susunun gesitli tiirlere ayrildigin
ve bazilarmin deniz ortamlarina adapte oldugu diistiniilmektedir (Lizuka vd., 1998).

Deniz suyunda bulunan tuz konsantrasyonunda biiyiiyen miksobakteriler daha 6nce
bilinmemekteydi o yilizden elde edilen bu veriler deniz ekosistemlerinden
miksobakterilerin filogenetik ve fizyolojik ozelliklerini tanimlayan ilk rapordur (Lizuka
vd., 1998).

Yapilan diger bir arastirmada toplamda 64 {ilkeden 1398 toprak numunesi
toplanmig, Diinya ¢apinda arastirilan toprak numunelerinde daha 6nce tanimlanmig toplam

30 miksobakteri tiirii tespit edilmistir (Dawid, 2000).
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Toprak numunesi toplanan 64 iilkeden 31’inde miksobakteri izole edilememistir.
Bu iilkelerin ekstrem iklim bolgelerine sahip oldugu goriilmektedir. Ozellikler Turba
batakliklar1 ve Antartika topraklardan gelen negatif numunelerin oraniin yiiksek oldugu
gbze carpmaktadir ve sirasiyla yiiksek toprak asitligi veya c¢ok diisiik toprak sicakligindan
kaynaklanmaktadir (Dawid, 2000).

Bu caligmalar sirasinda, hatir1 sayilir sayida susun bugiline kadar hi¢ bilinmeyen
birka¢ antibiyotik ve diger biyolojik olarak aktif ikincil metabolitleri {iiretebildigi
bulunmustur. Bu arada diger arastirmacilar tarafindan da miksobakteriler tarafindan
olusturulan bir¢ok antibiyotik kesfedilmis ve izole edilmistir. Yapilan diger bir ¢aligmada
ise Giiney Afrika'daki Sambesi nehrinin kiyisindan izole edilen So. cellulosum’un
antifungal ve antitimo6r maddeler tirettigi bulunmustur (Dawid, 2000).

Calismamizla paralel olarak 2017 yilinda gergeklestirilen bir calismada; Biiyiik
Britanya’dan alinan toprak orneklerinden elde edilen izolatlarin biiyikk bir kisminin
Corallococcus spp. ve Myxococcus spp. tiirlerine ait oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar
kullanilarak gerceklestirilen antibakteriyel aktivite test sonucunda;

Gram (+) ve Gram (-) patojen bakterilere kars1 gelisen en kiigiik zon genisliginin 6
mm oldugu, ortalama olarak 11-20 mm arasinda bir zon biiylikligi elde edildigi,
maksimum aktivitenin 19 mm (S. Saprophyticus, Gram (+)) ve 42 mm (K. Pneumoniae,
Gram (-)) oldugu, izolatlar arasinda antimikrobiyal aktivite agisindan ¢ok farkliliklarin
bulundugu, Corallococcus spp. ve M. xanthus adli bakterilerin sirasiyla 23,2 mm ve 24,3
mm aktivite gosterdigi, S. aureus ve P. aeruginosa’ya kars1 11,7 mm ile diisiik bir aktivite
gosterdigi, yakin zamanda kesfedilen M. xanthus DK 1622 adli bakterinin 11,5 mm ile ¢ok
zayif bir etki gosterdigi belirlenmistir (Livingstone, P.G., 2017). Bu sonu¢ yani
Myxococcus cinsinin antimikrobiyal etkisinin Gram (+) ve Gram (-) tiirler {izerinde farkli
olmasi bu bakterilerin makromalekiilleri parcalayan ya da hiicre duvarmi yikan enzimler
tarafindan farkli sekilde etkilendigini gostermektedir.

M. xanthus'un, hem miskovirescin hem de dis membran vezikiillerinin salgilanmasi
yoluyla E. coli'yi oldiirdiigii gosterilmistir (Berleman vd., 2014). Dis zar vezikiilleri
hidrolitik enzimler ve ikincil metabolitler ile doludur ve bdyle bir kompleks etkili
maddelerin salgilanmasi, ¢ogu miksobakterinin sergiledigi genis av araligim agiklayabilir
ve direng gelismesi olasiligini azaltabilir (Livingstone, P.G., 2017).

Bacillus subtilis salgilariyla ve avlanmaya direngli biiyiikliiklerde sporlagarak M.
xanthus'un saldirisina tepki  verir (Miiller vd., 2014,). Corallococcus spp. un

koraloproninler, korolozinler ve koralmisinler de dahil olmak {izere ¢esitli ikincil
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metabolitler trettigi bilinmektedir (Schaberle vd., 2015; Kim vd., 2016). Pyxidicoccus
spp., Gram negatif bakterilere karsi bazi antibiyotik aktiviteler gosterir ancak 6zellikle
Gram pozitif bakterilere kars1 etkindirler (Kim vd., 2016). Pyxidicoccus spp. S. aureus'u
Oldiirebilen makrolidler iretmektedir (Weissman ve Miiller, 2009, 2010).

Kumar ve digerlerinin yaptig1 ¢aligmada, Hindistan'daki g¢esitli toprak
orneklerinden elli miksobakteriyel sus, saf kiiltiirden izole edilmis ve bu miksobakteriler
arasinda, test mikroorganizmalar1 ve insan kanser hiicreleri karsisinda gii¢lii inhibisyon
aktiviteleri gosteren molekiiler karakterizasyon i¢in dokuz izolat secilmistir. Fonksiyonel
karakterizasyon ig¢in seg¢ilen dokuz miksobakteriyel izolattan besi Gram (-) test
bakterilerine karsi inhibitor ajanlar iretirken, alti izolat M. smegmatise karsi aktivite
gostermistir (Kumar vd., 2017).

Miksobakterilerin antimikrobiyal etkilerinin Gram (+) bakterilere mi yoksa Gram
(-) Dbakteriler {izerine mi daha fazla oldugu ile ilgili degisik sonuglar bulunmaktadir.
Kumar ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 ¢calismalar, miksobakterilerin ¢cogunlukla Gram (+)
bakterileri inhibe eden dogal iiriinleri salgiladiklarini, buna karsin ¢ok az miksobakteriyel
izolatin Gram (-) bakterilere karsi inhibisyon aktivitesi gosterdiklerini ortaya koyarken,

Gaspari ve digerleri tarafindan Israil'den izole edilen miksobakterilerin % 50'den
fazlasinin, Gram (-) bakterilere kars1 inhibitor aktivite gosteren bilesikler sentezledigini
tespit etmisler ve bu veriler miksobakterilerin Gram (-) patojenler lizerinde etkili olan
bilesiklere olan tibbi ihtiyaci kargilama kabiliyetine sahip oldugunu diistiindiirmiistiir
(Kumar vd., 2017).

Bir diger calismada; toprak numuneleri, 2014-2015 yillar1 arasinda Bahamalar
(Nasssau-Baskent), Florida (Hollywood Beach), Massacusetts (Sandisfield), Mexico
(Mexico city), Arjantine (Igazu), Argantine (Buenos Aires), Bolivya (Santa Cruz), Florida
(Miami), British Columbia(Vancover), Dogu Kanada merkezi (Ontorio)’dan topragin veya
kumlu yiizeyin yaklasik 10-15 cm altinda toplanmistir. Elde edilen numuneler daha sonra
miksobakterilerin dogrudan izole edilmesi i¢in kullanilmistir. Aktif ikincil metabolitler i¢in
miksobakteriler "mikrop fabrikalar1" olarak goriilmiistir ve bu nedenle bu calisma
miksobakterilerin Myxococcus sp. adli iki bakteriyolitik cinsi izole etmek i¢in yapilmistir.
Iki konvansiyonel ydéntem kullanilarak toprak/kum numunelerinden Corallococcus sp.,
saflastirilmig ve 11 test mikroorganizmasina (dort Gram (+), dért Gram (-), iki maya ve bir
mantar) kars1 antimikrobiyal aktivitesinin saptanmasi amaciyla metanol ekstraktlar1 elde
edilmistir. Tespit edilen otuz dokuz sustan ancak 23'U saflagtirllmis ve antimikrobiyal

faaliyetler i¢in analiz edilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin derecesi ve dagilimi agisindan,
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en aktif izolatlardan ikisi (BNEM1 ve SFEC2) daha ileri karakterizasyon i¢in secilmistir.
Morfolojik parametreler ve BLAST tarafindan yapilan bir dizi benzerlik arastirmasi,
Myxococcus xanthus - BNEM1 ve Corallococcus coralloides - SFEC2'ye % 99 benzerlik
sergiledigini ortaya koymustur (Charousova vd., 2016).

Kiritimati adasinda bulunan Hypersaline Goliinde mikrobiyal topluluklarin
karakterizasyonu igin farkli bircok calisma yapilmistir. Kiritimati Adasi, Orta Pasifik'teki
diinyanin en biiyiik mercan atolii ve Kiribati Cumhuriyeti'nin Kuzey Hat Adalari'min bir
pargasidir. Yapilan bir ¢alismada kumlu toprak 6rnegi Hypersaline Goliine yakin bir
yerden alinmistir ve bu ilging bdolgede miksobakteri tespit edilememistir (Schneider vd.,
2013). Kiritimatiden 6rnekler Mart ayinda 2011 yilinda Hypersaline Goliiniin 10 metre
icerisinden almmustir. Bu kumlu Ornekte bitki artiklar1 goriilmemistir.  Kompost
numuneleri, Mayis 2012'de serbest duran bir kompost yigininin (Almanya) cesitli
kisimlarindan toplanmis, daha sonra birlestirilmis ve homojen hale getirilmistir.
Arastirmaya Kiritimati'den elde edilen 17 ve kompost numunesinden 25 olmak {izere
toplam 42 kiiltiir dahil edilmistir (Mohr vd., 2015).

16S rRNA gen analizlerine dayanarak Kiritimatinden gelen 17 sus
Myxococcaceae'ye (Myxococcus spp.) ve Cystobacteraceae'ye (Archangium gephyra tip
susuna (T)% 99.1 dizi homolojisi) aittir. Komposttan elde edilen suslar Myxococcaceae ve
Polyangiaceae olarak siniflandirilmistir. Bu  calismanin 42 Kkiiltiirtinden 40,
Myxococcaceae'ye (Myxococcus, Corallococcus) ait olup, biri Systobacteraceae'ye
(Archangium), digeri Polyangiaceae'ye (Polyangium) aittir (Mohr vd., 2015).

Jeotermal kaynaklarin bakteriyel c¢esitliligi hakkinda c¢ok sayida ¢alisma
yayinlanmis olmasina ragmen, termofilik miksobakterilerin veya sicak kaynaklardan gelen
mikobakterilerin sekanslarini arastirmak icin sadece c¢ok az calisma oldugu ortaya
cikmistir. Kaplicalar, muhtemelen mezofilik mikobakteriler i¢in en uygun yasam alani
degildir. Ancak yeni miksobakterileri izole etmek i¢in bu habitatlarin da daha ¢ok

arastirilmasi gerektigi diisiintilmektedir.

4.6. Termal Kaynaklardan Alinan Ornekler

Ulkemiz termal kaynaklar bakimindan olduk¢a zengin olmasina ragmen, bu
kaynaklarin  mikrobiyal Ozellikleri ve biyoteknolojik O6neme sahip termofilik

mikroorganizma profilleri acisindan ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.
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Denizli ili simirlarinda yer alan Pamukkale ve Karahayit bolgelerinden alinan 4 adet
toprak ve 4 adet su numunesinin (Sekil 4.8) 28°C ve 50°C’deki inkiibasyon sonucunda

herhangi bir mikrobiyal gelisme gozlemlenmemistir (Tablo 4.6).

Sekil 4.8. Termal kaynaklardan alinan toprak ve su drnekleri

Tablo 4.6. Termal kaynaklardan alinan 6rneklerin ekim sonuglari

Inkiibasyon
Kaynak 28 °C 50 °C
P1 - -
Toprak P2 - -
KA - -

P1 - -
Su P2 - -

K2 - -
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Sekil 4.9. Termal kaynaklarindan yapilan ekim sonuglari
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5. SONUC

1.

Yapilan tez calismasi ile bilimsel c¢alismalarin ilgi odag oldugu goriilen
miksobakterilerin tilkemizdeki farkli bolge ve kaynaklardan elde edilme potansiyeli
oldugu belirlenmistir. Denizli, Eskisehir, Bursa ve Izmir illerinden toplanan toplam
56 toprak ve su Ornegi calisilmistir. ilk olarak 21 adet miksobakteri
saflastirilabilmesine ragmen 2. saflastirma sonucunda 10 adet izolat kalmistir ve bu
izolatlar {izerinde ¢alisilmaya devam edilmistir.

Iki adet su Orneginden miksobakteri izolasyonun saglanmasi, genel habitatlar:
toprak olan bu mikroorganizmalarin {ilkemizdeki su kaynaklarindan da elde
edilebilecegini gdstermesi acisindan umut verici olmustur.

Termal kaynaklardan alinan 4 adet toprak ve 4 adet su Orneginden higbirinde
miksobakteri tiiriine rastlanmamig olmasi bu bakterilerin daha ¢ok mezofilik 6zellik
gosterdiginin bir kanitidir.

Izole edilen bakterilerin tanimlanmas icin biyokimyasal testler, boyama testleri ve
mikroskobik incelemeden yararlanilmistir. Ancak kesin bir smiflandirma igin
molekiiler testlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tanimlama isleminden sonra antimikrobiyal aktivite belirlenme asamasina
gecilmistir. Elde edilen 10 adet izolat ile gergeklestirilen antibakteriyel aktivite
testinde 6rneklerin en fazla B. cereus (ATTC 6051) iizerinde antibakteriyel aktivite
gosterdigi gorilmiistiir.

Ozellikle Myxococcus sp. 33 kodlu (Eskisehirden alinan kiimes topragi) érneginden
elde edilen antimikrobiyal maddenin kontrolden (Gentamisin) daha biiyiik bir zon
olusturdugu saptanmigtir. Bu durum bu elde edilen antimikrobiyal maddenin daha
1yl arastiritlmasi halinde Gram (+) bakteriler tizerinde c¢ok etkili olarak antibiyotik
karisimlarda kullanilabilecegi hususunda umut verici bir ¢alisma olmustur.
Myxococcus sp. 23 kodlu (Bozkurt’dan alinan kiimes topragi) ornekten ekstrakte
edilen antibakteriyel aktiviteye sahip bilesenlerin S. aureus (ATTC 25923) iizerinde
etkili oldugu,

Izmirden alinan su &rneginden elde edilen Myxococcus sp. 33 ve Cystobacter sp. 34
kodlu orneklerin Gram (+) bakteriler olan S. aureus (ATTC 25923) ve B. cereus
(ATTC 6051) (kontrolle ayni oranda) lizerinde antibakteriyel etki gosterdigi,
Orneklerin higbiri Gram () bakteriler olan E. Coli (ATTC 25922) ve P. aeruginosa
(PAO1) icin antibakteriyel aktivite gostermemistir. Ekstrakte edilen bilesiklerin
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10.

11.

12.

Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda yer alan kompleks yapi nedeniyle
etkinliginin ~ goriilmedigi, peptidoglikan, lipoprotein, dis membran ve
lipopolisakkarid yapidan meydana gelen hiicre duvarmin bu etkiyi engelledigi
anlasilmaktadir. Gram (+) bakterilerde hiicre duvarinin daha kalin olmasina ragmen
peptidoglikan ve teikoik asitten meydana gelmis basit bir yapt mevcuttur. Bu
yapida antibakteriyel etkili bilesilerin hiicre zarindan igeriye girerek bakterilere etki
etmesine neden oldugu goriilmektedir (URL-5).

Konu ile ilgili yapilan literatlir arastirmasinda lilkemizde miksobakteriler lizerinde
yapilmis bir ¢calismaya rastlanilmamistir. Yapilan tez ¢aligmasi bu agidan 6zgiin bir
nitelik tasimakta olup, sirasiyla Bozkurt’dan alinan kiimes topragi, Eskisehirden
alinan kiimes topragi ve izmirden alinan su drneginden elde edilen Myxococcus sp
23, 33 ve 34 kodlu miksobakterilerin S. aureus (ATTC 25923) ve B. cereus (ATTC
6051) suslar igin antibakteriyel aktivite gostermesi de en 6nemli bulgudur.

Gram (-) bakteriler lizerine de etki gosterebilecek miksobakteri susu elde etmek
icin ileriki calismalarda daha degisik ve cok sayida habitattan toprak ve su
Oorneginin toplanmasi Onerilmektedir. Ayrica izole edilen miksobakterilerin
molekiiler tanimlamasinin yapilmasi sadece Tiirkiye degil Diinya literatiiriine de
cok biiytlik katki saglayacaktir.

Yine ileride yapilacak ¢alismalarda antimikrobiyal maddelerin kimyasal yapilarinin
aydinlatilmas1 ve smiflarinin belirlenmesi, potansiyel kullanimlarinin belirlenmesi

acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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