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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Topraktan izole Edilen Actinomycet’lerin Antimikrobiyal Aktivitesinin

Saptanmasi

Neslihan BALKAR

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damsman: Yrd. Dog. Dr. S. Elif KORCAN

Afyonkarahisar ili topraklarindan 52 Streptomyces izole edilmistir. Kiiltiir ortamlarinda
en iyi gelisen, Gr (+), Gr (-) bakteriler ve mayalara kars1 en yiiksek aktiviteyi gosteren
3 izolat segilmistir. izolatlar en fazla antimikrobiyal aktiviteyi S. aureus ATCC 25923’e
kars1 gostermis olup, zon gapi >23 mm olarak 6lciilmiistiir. Izolatlarin morfolojik ve
fizyolojik ozellikleri incelenmistir. Antimikrobiyal etkili maddenin eldesi i¢in izolatlar

farkli besiyeri ortamlarinda iiretilmislerdir.

AA32 izolatindan elde edilen ekstre UV spektrofotometrede 211-284 nm arasinda pik
vermistir. TLC’de yiiriitiildiikten sonra antimikrobiyal etkiye sahip olan bolge kazinmis
ve R¢ degeri 0.527 olarak tespit edilmistir. Bu bolge UV spektrada 216, 254 ve 284nm
de pikler vermistir. AA33 ise 262-282 nm de pik vermis olup antimikrobiyal etkiye
sahip 2 bolge tespit edilmistir (R¢ 0.487 ve 0.527). Bu bolgelerin UV degerleri
1.bolgenin; 254, 282 ve 2. bolgenin; 208, 256 ve 282 olarak Sl¢iilmiigtiir.

2007, 97 sayfa

Anahtar kelimeler; Streptomyces, izolat antimikrobiyal aktivite, Afyonkarahisar
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ABSTRACT

MSc Thesis

Investigation of the Antimicrobial Activity of
Actinomycet Isolated from Soil

Neslihan BALKAR

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asist. Prof. S. Elif KORCAN

Fifty-two Streptomyces isolates were gained from the soils of Afyonkarahisar. 3
Streptomycese isolates which have the widest antimicrobial spectrum have been chosen
as the best cultures isolates they showed very strong anti-microbial activity against
Gram-positive, Gram-negative bacteria and yeasts. The results indicated that obtained
isolates were highly active against S.aureus ATCC 25923. The morphological and the
physiological characteristics of those Streptomycess have been determined. Isolates
fermented in different nutritive substances and antimicrobial metabolites have been

extracted.

The UV spectra of the culture AA32 extracts for the active isolates showed absorbance
peaks ranging between 211 and 284 nm. Bioactive region was detected on the TLC
plate (Rf 0.527). The UV spectra of the active compounds in aqua showed maximum
peaks at 216, 254 and 284. The UV spectra of the other culture of AA33 extracts for the
active isolates showed absorbance peaks ranging between 262 and 282 nm (Rf 0.487
and 0.527). Two bioactive regions were detected on the TLC plate (R 0.487 and 0.527).
Isolates showed absorbance peaks in first region 254, 282; second region; 208, 256 and
282.

2007, 97 pages

Key words: Streptomyes, isolates antimicrobial activity Afyonkarahisar
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

1. Simgeler

° Derece
cm Santimetre
°C Santigrad derece
dk Dakika
ar Gram
h Saat
It Litre
ml Mililitre
mm Milimetre
ug Mikrogram
ul Mikrolitre
um Mikromolar

2. Kisaltmalar

CoNS Koagiilaz (-) Staphlococcus

DNA Deoksiriboniikleik Asit

DMSO Dimetil Siilfoksit

DAP Diamino Pimelik Asit

ISP International Streptomyces Project
Gr(-) Gram negatif

Gr(+) Gram pozitif

Rf Tutucu Faktor (Retention factor)
RNA Riboniikleik Asit

TLC Ince Tabak Kromatografi (Thin Layer Chromatography)
uv Ultra Viole

VRE Vankomisin Direngli Enterekok

WHO Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Gecen 40 yil esnasinda dogal iiriinlerin kimyas1 siirekli bir gelisim gostermektedir.
Dogal iiriinlerin kolay elde edilebilirligi ve maliyetinin diisitk olmas1 6zellikle fakir
ilkelerde ©nemlidir. Diinya saghk orgiiti (WHO), diinya iizerindeki insanlarin %
80’inin tedavi amaci ile dogal iirlinlerden yararlandigimi bildirmistir (Farnsworth et

al.1985).

Son yillarda antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi ile kemoterapotikler ve antimikrobiyal
ajanlara karsi patojen organizmalarin diren¢ kazanmasi nedeniyle antibiyotiklerin
aktivitelerinin bu mikroorganizmalara kars1 arastirilmasi ile yeni, etkili antimikrobiyal
maddelerin elde edilmesi zorunlu hale gelmistir. Ozellikle 1988’ler den bu yana
vankomisin direngli Enterokoklarin (VRE) ortaya ¢ikisi, buna ek olarak bagisiklik
sisteminin ¢okmesine neden olan viriis (HIV) gibi yeni patojenlerin ortaya ¢ikmasi
dogal iiriinlerin 6nemini tiim diinyada artirmaktadir. Bu nedenle yeni biyoaktif dogal
tiriinlerin arastirilmasi kimyacilar, mikrobiyologlar ve farmakologlarin ilgilendigi temel

konularin baginda gelmektedir.

Cevremizde bulunan mikroorganizmalarin bircogu halen bilinmemektedir ¢iinkii birgok
mikroorganizma laboratuvar kosullarinda kiiltire edilememektedir. Eger kiiltiire
edilemeyen bu bakterilerin sekonder metabolitleri arastirilabilirse siiphesiz ki bir¢ok
aktif dogal iirlinlerin kesfi miimkiin olacaktir (Rondon et al. 2000, MacNeil et al. 2001,
Martinez et al. 2004).

Saprofitik yasayan Actinomycet’ler bircok ekolojik alanda bulunmasina ragmen, toprak
populasyonunun bakteri ve funguslarla beraber en biiyilk populasyonunu olusturur
(Isizawa and Araragi, 1986). Actinomycet’ler iginde, toprakta en yaygin olan ve en ¢ok
tiire sahip olan genusun Streptomyces oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir
(Waksman 1967, Kiister 1976). Streptomyces genusu iiyelerinin, peptidoglukanda
diaminoasit olarak diaminopimelik asitin LL izomerinin (LL DAP) bulunmasi ile hizli
bir sekilde genus seviyesinde identifikasyonlar1 yapilir. Alkali, organik maddece zengin

topraklarin Streptomyces tiirleri icin iyi bir habitat oldugu ve bu durumun birgok



antogonist tiirler icinde gecerli oldugu cesitli arastirmalar ile saptanmistir. Bugiine kadar
yapilan caligmalarda Actinomycet’ler den elde edilen antibiyotiklerin biiyiik
cogunlugunun Streptomyces genusuna ait oldugu bildirilmistir (Waksman1967, Lancini

et al. 1995).

Vuillemin 1889 yilinda ilk defa, antibiosis sozciigiinii bir organizmanin kendi hayatin
devam ettirebilmek icin diger bir organizmay1 parcalamasi durumunu ifade etmek i¢in
kullanmigtir. Daha sonra Papacostas ve Gate bu kelimenin manasim su sekilde
tanimlamistir “Eger bir organizmanin diger bir organizma {iizerinde zararli etkisi
invivo’da ise buna antogonizm, invitro’da ise antibiosis olarak adlandirilir”. Waksman
1942°de antibiyotigi; mikroorganizmalarin biiylimelerini inhibe edici ozellige sahip
mikrobiyal orjinli kimyasal madde olarak tamimlamistir (Waksman 1967).
Antibiyotikler, diisiik konsantrasyonlarda mikroorganizmalar iizerine etkili olan, diisiik
molekiiler agirlikta mikrobiyal molekiillerdir (Oner 1989). Antibakteriyal etkili lizozim
gibi enzimler yada kolisin gibi kompleks protein molekiilleri, glisin, l6sin gibi
aminoasitler, etanol butanol gibi anaerobik fermantasyon iiriinleri antibiyotik olarak
kabul edilmezler. Kemoterapotikler ise antibiyotiklerle ayn1 6zellige sahip olduklar

halde kimyasal ve sentetik olarak elde edilen maddelerdir (Oner 1989).

Antibiyotikler heterojen bir gruptur molekiil agirligi 150-5000 dalton arasinda degisir.
Molekiilleri sadece karbon veya hidrojen veya cok yaygin olarak karbon, hidrojen,
oksijen ve azot, hatta bir kismi kiikiirt, fosfor veya halojen atomlar icerir. Hemen
hemen tiim organik kimyasal fonksiyonel guruplar (hidroksil, karbonil, nitrojen
fonksiyonel gruplart vb.) ve biitiin organik yapilar (alifatik zincirler, alisiklik zincirler,
aromatik halkalar, heterosiklikler, karbonhidratlar, polipeptitler vb.) bulunur. Genellikle
antibiyotikler, bakteri biiylimesini inhibe eden polar gruplara sahiptirler (Lancini et al.

1995).

Diger sekonder iiriinler gibi antibiyotiklerde, enzimatik olarak katalize edilmis uzun bir
reaksiyonlar serisinin son {iiriiniidiir. Sentez i¢in yapisal ve diizenleyici genler ig goriir.
Bir antibiyotik 15-20 genin ortak iiriiniidiir. Antibiyotiklerin sentezindeki reaksiyonlar

birka¢ biyosentetik yol izinde gruplanmistir. Bu yol izlerinin, normal hiicresel



metabolizmanin basit biyosentetik yol izi varyasyonlar1 oldugunu ve buradaki kiigiik

degisimlerin sasirtic1 diizeyde farkli maddeler verebileceginin bilinmesi 6nemlidir.

Ulkemizde Actinomycet’ler den antibiyotik iiretimi ile ilgili calismalar oldukca
stmirlidir. Ulkemizin cografik konumu diisiiniildiigiinde farkli Actinomycet suslarmin
izole edilebilecegi ve hatta izole edilen bu suslarda farkli antibiyotik tiirevlerinin
sentezlenebilecegi sdylenebilir. Bol hammadde kaynagina sahip olan iilkemizde halen
antibiyotik aktif maddeleri disaridan satin alinmaktadir. Bunun nedeni konu ile ilgili
yeterli aragtirmanin yapilamamasi ve teknolojinin tam olarak bilinememesidir.
Yapacagimiz bu calisma ile Afyonkarahisar ilinden izole ettigimiz Actinomycet
suglarinin antimikrobiyal madde iiretim kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu

calisma iilkemizde yapilacak yeni ¢calismalara katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Actinomycet’lerin Morfolojik Ozellikleri

2.1.1 Makroskobik Morfolojisi

Actinomycet’ler tipik koloni ozelligi gostermektedirler. Bir Actinomycet kolonisi
bakteriler gibi tek tek hiicre kolonisi olmayip dallanan flamentler seklindedir. Kati
ortam iizerinde biiyiiyen bir koloni vejetatif ve havasal misellerden olusmaktadir.
Uzerinde havasal misel gelismemisse, pudramsi ve pamuksu bir durum gosterir. Ayrica
koloninin yapisi, sekli, biiyiikliigii ve renginin kiiltirel kosullara gore degistigi

gozlenmistir (Waksman et al. 1957).

Actinomycet’in karakterizasyonu ve tanimlanabilmesi icgin, agar iizerinde biiyiiyen
Actinomycet kolonisinin yapisinin Onemli kriterler arasinda oldugu diisiiniilmiis,
koloninin biiyiikliigii ve sekli en 6nemli teshis kriterlerinden biri olarak kabul edilmistir

(Krainsky 1914).

2.1.1.1 Havasal misel (Aerial misel )

Actinomycet’lerin cesitli tiirleri batik misel tizerinde havasal bir misel olusturmalariyla
karakterize edilmektedirler. Havasal miselin olusumunda organizmanin yapisi, ortamin
yapisi ve bilylime sartlar1 rol oynamaktadir. Streptomyces ambofaciens’de ortamdaki
Ca™ miktarmm 0.1-0.5 pg arasinda olmasi havasal misel gelisimini arttirdigi
saptanmistir. Agar ortamlar1 lizerinde gelisen kolonilerde havasal misel {izerinde
konsantrik halkalar halinde sporlu ve sporsuz halkalar olustugu goriilmiistiir (Natsome

et al. 1989).

Havasal misel, substrat miselinden olusur ve tiim koloniyi Ortebilir, boylece pamuksu,

pudramsi bir goriiniim kazanir (Kutzner 1956).



Havasal hifler yap1 ve uzunluk bakimindan oldukca farklilik gostermektedirler. Bu
hiflerin ¢aplar1 1-1.4 pm’ye ulasabilir. Havasal hifler yapis1 ¢ok farkli olan sporoforlar
olusturabilirler. Sporoforlar diiz, uzun veya kisa olabilir. Standart kosullarda her bir
Streptomyces tiiriinde havasal miselin yapisi sabit ve karakteristiktir, bu durum

taksonomik ¢alismalar icin iyi bir kriter olarak kullanilabilir (Korcan 1995).

2.1.1.2 Substrat misel (Vejetatif veya batik misel)

Vejetatif miselde bazi hiflerin uzunlugu 600 um’den fazla olabilir; bazilar cok kisa,
dallanmis ve egridirler. Dallanma tipik olarak monopodial’dir. Actinomycetaceae ve
Dermatophillaceae’da oldugu gibi vejatatif hifler cubuksu, kokoid elementlere
parcalanabilir. Fakat bu durum Streptomycetaceae’da goriilmez. Miselyum serttir, yash
kiiltiirlerde bile septasiz ve yapisik kalir. Son zamanlarda yash kiiltiirlerde en azindan

ara sira septa olusumu gozlendigi iddia edilmistir (Waksman 1957).

Hif hiicrelerinin sitoplazmas1 6nceleri homojen olup, hiicre yaslandik¢a koful olusur,
kofullarda yag ve volutin graniilleri bulunabilir. Ultrasonik muamele ile hiflerin sivi
kiiltiirlerde gelistirilmesinde Ca*™> ve Mg** seviyelerinin 6nem tasidigi bildirilmistir

(Elisa 1993).

2.1.2 Mikroskobik Morfolojisi

Lam lamel arasinda 300-400 biiyiitme ile incelendiklerinde sekilsiz ve ipliklerin
karismasindan meydana gelmis yumak seklinde, cevreye 1sinsal bi¢imde uzanan,
uclarinda oval yada yuvarlak bicimli sisliklerin bulundugu iplikler seklinde goriiliirler.
Gram boyal1 preparatlarinda filamanlar gram pozitif, orta kistm graniillii bir goriiniim
verir. Hematoksilen eozin ile boyamada topuz kisimlar eozinofil boya ile boyanir doku
kesitlerinden hazirlanan histolojk perparatlarin boyanmasi ile Actinomycet graniilleri
etraflarin1 lenfositlerin ¢evreledigi bir rozet biciminde goriiniirler. Asidorezistan,

boyanmazlar hareketsiz ve kapsiilsiizdiirler (Bilgehan 1995).



Streptomyceslerin  mikroskobik incelemelerinde 1s1k mikroskobu ve elektron
mikroskobu kullanilir. Isik mikroskobu ile yapilacak incelemelerde selofaj teknigi

immersiyon preparasyonu ve slayt kiiltiirlerden yararlanilir (Kieser 2000).

2.2 Actinomycet’lerin Siiflandirilmasi

Actinomycet’lerin siniflandirilmasi Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1 Actinomycetales Takiminin Taksonomik Siniflandirilmasi

Altakim Aile Cins

Micromonosporineae | Micromonosporaceae Micromonospora, Actinoplanes,
Catellatospora, Couchioplanes,
Catenuloplanes, Pilimelia

Dactylosporangium
Frankineae Frankiaceae Frankia
Sporichthyaceae Sporichthya
Geodermatophilaceae Geothermatophills, Blastococcus
Microsphaeraceae Microsphera
Acidothermaceae Acidohermus
Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae Pseudonocardia, Actinopolyspora,

Actinosynnema, Amycolatopsis,
Kibdelosporium, Kutzneria, Lentzea,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora,
Saccarothrix, Streptoalloteichus,

Thermocrispum.
Streptomisineae Streptomycetaceae Streptomyces
Corynebacteriuam Nocardiaceae Nocardia, Rhodococcus.
Gordoniaceae Gordonia
Mycobacteriaceae Mycobacterium
Dietziaceae Dietzia
Tsukamurellaceae Tsukamurella
Corynebacteriaceae Corynebacterium, Turicella
Micrococcineae Micrococcaceae Micrococcus, Arthrobacter, Kocuria,
Nesterenkonia, Rorhia, Renibacterium,
Stomatococcus
Brevibacteriaceae Brevibacterium
Cellulomondaceae Cellulomonas, Oeskovia, Rarobacter
Dermabacteraceae Dermatobacter, Brachybacterium
Intrasporangiaceae Intrasporangium, Sanguibacter,
Jonesiaceae Terrabacter
Microbacteriaceae Jonesia

Microbacterium, Agrococcus, Agromyces,
Aureobacterium, Clavibacter,
Promicromonosporaceae | Curtobacterium, Rathaybacter
Promicromonospora

Actinomyineae Actinomycetaceae Actinomyces, Mobiluncus,
Arcanobacterium




Propionibacterianeae | Propionibacteraceae Propionibacterium, Luteococcus,
Microlunatus, Propioniferax

Streptosporangineae | Streptosporangiaceae Streptosporangium, Herbidospora,
Microbispora, Microtetraspora,
Planobispora, Planomonospora
Thermomonosporaceae | Thermomonospora, Actinomadura,

Nocardiopsaceae Spirillospora
Nocardiopsis
Glycomycineae Glycomycetaceae Glycomyces

! http://www.ncbi.nlm.nih./

2.3 Streptomyces’lerin Genel Ozellikleri

Streptomyces cinsi, Actinomycet genusuna dahil olan, miselyal, ¢ok hiicreli, prokaryot
toprak bakterileridir. Toprakta sayilarni ¢ok fazla oldugu igin toprak mikrobiyal
populasyonunun 6nemli bir kisminmi olusturur. Topragin o6zelligine, pH, organik ve

anorganik madde miktaria gore farkli Streptomyces populasyonlari olusur.

Actinomycet’ler toprak, gol, deniz, kanalizasyon camuru, 60°C’de iyi bilyilyen formlar
dahil bol miktarda Actinomycet igerirler (Umreit and Mc’Coy 1941; Waksman 1967).
Ayrica bazi boceklerin i¢ organlarinda da bulunurlar (Redavut boécegi Rhodrius
proliksus ) (Erikson 1935). Cogunlukla optimum sicaklik istekleri 25°C -30°C ve pH
6.5-8 arasinda olup bunun disinda termofilik, psikrofilik, asidofilik ve alkolofilik

olanlarda mevcuttur (Denizci 1996).

Toprak 1slatildigi zaman olusan toprak kokusunu Actinomycet’lerin salgiladigi ucucu

madde verir (Korcan 1995).

Streptomyces iiyeleri aerob ve kemoorganotroftur. Oksidatif tipte metabolizmaya
sahiptirler. Actinomycet’ler katalaz pozitiftirler ve genellikle nitrat1 nitrite indirgerler.
Adenini, eskulini, kazeini, jelatini, hipoksantini, nisastay1 ve L-tirozini degrade ederler
(Korcan 1995).

Koloniler bakterilerden farkli olarak tek tek hiicre ya da hiicre gruplarindan olusmazIlar.

Havasal ve vejetatif hiften olusan 6riimcek ag1 benzeri bir goriintiisii vardir. Koloniler



ilk basta piirtizsiiz goriiniistedir. Ciinkii havasal hifler dallanma yapmamistir. Havasal
miselin dallanmasi ile graniillii, pamuksu, pudramsi ve kadifemsi sekilde koloniler

olusur (Korcan 1995). Sekil 2.1°de fakli renkte koloniler gosterilmistir (Chater 1998).

Sekil 2.1 a ) Farkli Renklerde Streptomyces kolonileri
b) Sentezlenen Bir Antibiyotik (Chater 1998).

Koloniler genellikle havasal hifin tepe kismu tiiylenince olusur (Thompson et al. 98-99).
Ve tiire 0zgii renk meydana getirirler (Sekil 2.1), (Redenbach et al. 1996 ). Bu
kolonilerde gri, beyaz, sari, sari-yesil, lila, kirmizi, turuncu, pembe ve kahverengi gibi
bir¢ok renk gozlenir (Chater 1998). Koloninin renk vermesi sekonder metabolit

sentezinin gorsel kaynagidir (Thompson et al.2000).

Streptomycesler olumsuz cevre kosullarindan kurtulmak i¢cin morfolojik ve fizyolojik
olarak farkhlasirlar ve ¢ok cesitli yararlh madde, sekonder metabolit, anti-bakteriyal,
anti-viral, anti-fungal, anti-algal ve anti-tiimoral, bilesimleri sentezlerler (Thompson et

al.98-99).

Ortamdaki bakteri ve funguslari elemine etmek i¢in onlarin hiicre duvarlarindaki murain
tabakasim parcalayan hidrolazlar1 ve hiicre duvari olusum mekanizmasini bloke eden bir

takim maddeleri sentezlerler.

Bu sekonder metabolitler; eczacilikta, immiin cevap modiilatorleri, farkli enzim

inhibitorleri, herbisitler, insektisitler ve anti parazitik bilesimlerin yapiminda



kullanilirlar. Ekonomik ve ticari agidan ¢ok onemlidirler (Thompson et al.2000).
Dogadaki antibiyotiklerin yaklasik %80’ini Actinomycet’ler ve bunun yaklasik %70’ini
de Streptomyces’ler iiretir. Diger antibiyotiklerin 4’ii funguslardan penisilin, fumagilin,
variotin ve griseofulin; 3 tanesini bakterilerden basitrasin, polimiksin ve tirotrisin elde
edilir ve tedavi amach kullanilir (Korcan 1995). Cesitli Actinomycet’ler tarafindan

tiretilen biyoaktif mikrobiyal metabolitler cizelge 2.2’de verilmistir (Berdy 2004).

Cizelge 2.2 Cesitli Actinomycet’ler Tarafinda Uretilen Biyoaktif Mikrobiyal
Metabolitler (Berdy 2004)

Streptomycetaceae MIKTAR | Thermomonosporaceae | MIKTAR
Streptomyces ~ 8000 Actinomadura 345
Streptoverticillium 258 Saccharothrix 68
Kitasatospora 37 Microbiospora 54
Chainia 30 Actinosynnema 51
Microellobosporia 11 Nocardiopsis 41
Nocardioides 9 Microtetraspora 26

Micromonosporaceae Thermomonospora 19
Micromonospora 740 Micropolyspora/Faenia 13/3
Actinoplanes 248 Thermoactinomyces 14
Dactylosporangium 58 Thermopolyspora 1
Anpullariella 9 Thermoactinopolyspora 1
Glycomyces 2
Catenuloplanes 3 Mycobacteriaceae
Catellatospora 1 Nocardia 357

Pseudonocardiaceae Mycobacterium 57
Saccharopolyspora 131 Arthrobacter 25

Brevibacterium 17




Amycalotopsis/Nocardia 120/357
Kibdellosporangium 34 Proactinomyces 14
Pseudonocardia 27 Rhodococcus 13
Amycolata 12 Diger tiirler
Saccharomonospora 2 Actinosporangium 30
Actinopolyspora 1 Microellobosporia 11
Streptosporangiaceae Frankia 7
Streptosporangium 79 Westerdykella 6
Streptoalloteichus 48 Kitasatoa 5
Spirillospora 11 Synnenomyces 4
Planobispora 10 Sebekia 3
Kutzneria 4 Elaktomyces 3
Planomonospora 2 Excelsospora 3
Alkalomyces 1
Catellatospora 1
Erythrosporangium 1
Streptoplanospora 1
Microechinospora 1
Salinospora 1

2.3.1 Streptomyces Ekolojisi

Sreptomycesler dogada ekolojik acidan bakildiginda oldukg¢a ilging organizmalardir.
Actinomycet cinslerinin %90’dan fazlasimin temsilcileri topraktan izole edilmistir.
Streptomyces, cinsinin iiyeleri arasinda en yayginlarindan ve ayni zamanda en fazla
calisilanlarindandir. Toprak kompleks bir habitat olup yiiksek organik maddeli asit
toprak zonunun, Streptomyces populasyonu ile, notral ve mineralce zengin ayni
topraktaki Streptomyces populasyonun tamamen farkli olabilecegi goriilmiistiir

(Williams et al. 1982).
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Toprakta koloniler halinde vejetatif hifleri ile gelisirler ve sporlariyla ¢evreye yayilirlar,
sporlar semi-dormant olduklan i¢in toprakta canl kalabilirler. Hatta 70 yillik toprak
orneklerinden Streptomyces kiiltiirleri elde edilmistir. Sporlar diisiik besin ve suya kars1
direnclidirler fakat miseller kurakliga karsi olduk¢a hassastirlar. Laboratuvar
kosullarinda sporlarin gelismesinde sporlar 6n germinasyona ugrarlar daha sonra tekrar
spor olusumu goriiliir. Germinasyon spor yogunlugunu etkilerken, tiirler arasindaki
capraz reaksiyonlarin etkili olmadigi saptanmistir. Spor germinasyonu ig¢in besinsel
(eksogenus) maddelere, kalsiyum ve suya ihtiya¢ vardir. Topraktaki Actinomycet’ler
bir¢cok ekstraseliiler madde iiretirler ve bu sayede polimerlerin 6lii bitki, hayvan ve
fungus materyalinin par¢alanmasim saglarlar bu nedenle rekalsitrant polimerleri ile
birlikte besinsel siklus ile topraktaki biyodegradasyonda onem tasirlar. Asitofilik
Streptomycesler kitinolitik aktiviteye de sahiptirler. Ayn1 zamanda seliilaz, amilaz,
maltaz, ksilenaz aktiviteleri de mevcuttur. Topragmm yam sira Actinomycet’ler

rizosferdede bulunurlar (Kieser et al. 2000) .

Havadan izole edilen ilk Actinomycet tiirtine Streptothrix alba adi verilmistir (Rossi-
Doria 1891) daha sonra bu tiir Streptomyces albus olarak adlandirilmistir. Ayni
zamanda Streptomyces ve micromonospora tiirlerinin ev i¢i ve dig1 atmosferde 28°C ile
37°C arasinda izole edildigi bildirilmistir (Devries 1960). Tatli su golleri nehirler ve
kanalizasyon camuru 60°C’de iyi biiyilyen termofilik formlar dahil bol miktarda
Actinomycet icerirler. GOl tabani ¢camurunun tiim mikrobiyal populasyonun %10-
20’sini mikromonospora’nin teskil ettigi saptanmistir (Ubmerit and Mc’Coy 1941;
Waksman 1967).

Kompostlar ve kiiflii yemler; nem, aerobik notral ve alkali pH sartlarinda iiremesi tesvik
edilen bir¢ok farkli Actinomycet populasyonu icerir. Mikrobiyal aktivite genelde
yiiksek organik besleyici madde ile uyarilir (Kieser et al. 2000).

2.3.2 Streptomyces’in Taksonomisi

Streptomycetes cinsi Actinomycet ailesine ait olan 4 cinsten Streptomyces,

Aktinomyces, Nocordia ve Mycobacterium’dan biridir. ilk basta bu canlilarin
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sistematigini olusturmakta giiclik cekildi. Ciinkii bu canlilar bakteri ve fungus
gruplarina benzer 6zellikler gosteriyorlardi. Actinomycet’lere bakteri ve funguslar arasi
bir gecis grubu olarak bakilmis ise de ileri diizeyde yapilan testler ile ortaya ¢ikarilan
ozellikler Actinomycet’lerin bakteri olarak kabul edilmesine yol a¢mustir (Korcan

1995).

2.3.3 Streptomyces’in Metabolizmasi

Birgok Streptomyces glukoz katabolizmasinda Emden-Meyerhof- Parnas yolunu
kullanir fakat S. antibioticus goriiniiste hekzoz monofosfat dongiisiinii kullanir. S.
clavuligerus glukozu karbon ve enerji kaynagi olarak metabolize edemez fakat nisastay1
kullanir. Baz1 Streptomyceslerin sekonder metabolizma sirasinda glikolizisin hekzoz
monofosfata doniistiigii bilinmektedir. Kisacas1 Streptomyceslerin Pseudomonaslarda
oldugu gibi genel olarak Embden- Meyerhof dongiisiinii kullandiklarimi sdyleyemeyiz.
Sekerler spesifik kinazlar ile fosforilasyona ugratildiklarinda hiicre i¢in 6nemli gibi
goriinmektedirler fakat furuktozun fosforilasyonu ve transportu i¢in fruktoz
fosfotransferaz sistem (PTS)’nin varlig1 S.coelicolor, S. lividans ve S. griseofuscus da
daha yeni bulunmustur. Glukoz ve galaktoz katabolizmalan iizerine yapilan caligmalar
diger bakterilerle oldukga ilging benzerlikler ve farkliliklar gostermektedir (Kieser et al.

2000).

2.3.4 Streptomycesler Tarafindan Uretilen Sekonder Metabolitler

Baz1 Actinomycet’ler metabolit salgilama 6zelligine sahiptir. Bu metabolitler basta
insan ve hayvan olmak iizere ¢ok cesitli canlilarin biiyiimeleri tizerine olumlu etki
yaparlar. Actinomycet’ler’in vitamin Bj,’yi liretme yetenekleri kesfedildikten sonra
(Rickes et al. 1948) bu organizma vitamin kaynagi olarak incelenmeye baslanmistir.
Streptomyces cinsine dahil suslarin antibiyotik dretimi esnasinda, atilan misel
artikalarimin bol miktarda Bj, vitamini igerdigi bilinmektedir (Goodwin 1963). Bu
vitamine ek olarak B kompleks vitaminlerinden niasin, peptatonik asit, biotin,

pridoksin, tiamin, riboflavin’de iiretilmektedir (Hall et al.1979).
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Gerek organik gerekse sentetik ortamlarda biiyiitiildiiklerinde ¢ok sayida Actinomycet,
cesitli pigment olusturma 6zelligine sahiptir. Ozellikle antibiyotik iiretebilen kiiltiirlerin
rodomisine ve sinerubine benzer pigmentler olusturdugu bildirilmistir (Corbaz et al.
1957). Pigmentin yapisi tiir tamimlanmasinda Onemli bir kriter olarak
degerlendirilmektedir. Sentetik ortamlarin kullanilmasiyla birlikte farkli organizmalarin
kirmizidan maviye, turuncuya, saridan kahverengiye ve siyaha kadar degisen cok cesitli

pigmentler olusturduklart bildirilmistir (Lindenbein 1952).

Actinomycet’ler ayn1 zamanda ¢ok cesitli enzim {liretme kapasitesine sahiptir. Bu
enzimlerden bazilari izole edilmis, konsantre hale getirilmis ve saflastirilmistir. Bu
enzimlerden biri de kitinazdir. Kitinaz iireten organizmalar 6zellikle tropik topraklarda
yaygin olup bazi1 Streptomyces tiirleri tarafindan {iiretildigi tespit edilmistir (Sykes
1973). Streptomyces lividans’in kitini karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigi
saptanmistir (Neugebaver 1991). Kitinaz iiretme yetene§i olmayan bazi tiirlerin
funguslarin hiicre ceperini eritme yeteneginden yoksun oldugu bildirilmistir (Boucher

1992).

2.3.5 Streptomyceslerden Elde Edilen Antimikrobiyal Maddeler

Streptomyceslerden yaklasik 8000 kadar dogal biyoaktif sekonder metabolit elde
edilmistir. Dogada iiretilen antibiyotiklerin %70’ini Streptomyces genusu iiretmektedir
(Berdy 2004). Streptomycesler tarafindan iiretilen antibiyotikler Cizelge 2.3.de
verilmigtir. Bu antibiyotiklerin antibakteriyal, antiviral, antifungal, antitiimoral,

insektisit ve herbisitik vb. gibi etki mekanizmalarina sahip olduklar goriilmektedir.
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Cizelge 2.3 Streptomycesler Tarafindan Uretilen Antibiyotikler (Kieser et al. 2000)

Antibiyotik Ureten Organizma | Kimyasal simfi Hedef Uygulama
alam
Actinomycin D S.ssp. Peptid Transkripsiyon Antitiimor
Actinomycin A S.ssp. Makrolit Sitokrom sistem Telosidal
Avermektin S.avermitilis Makrolit Klorit iyon yolu Antiparazitik
Bambermycin S.bambergiensis Substiuted ~ amino | Peptidoglikan Growth
glukozit promotant
Bialophos S.hygroscopicus Peptit Glutamin sentezi Herbisidal
Bleomycin S. verticillus Glikopeptit DNA Antitimor
strandbreaage
Candicidin S.griseus Polien Makrolit Membran
Cephamycin Nocardia B-Laktam Peptidoglikan Antibakteriyal
lactamdurans
(ve digerleri)
Choloramphenico | S.venezuelae N-dichloroacyl R Antibakteriyal
1 phenylpropanoid
Chloratetracyclin | S.aureofaciens Tetrasiklin (PK) R Antibakteriyal
e
S.orchidaceus Substitued siklik | Peptidoglikan Antibakteriyal
Cycloserine peptit
Daptomycin S.roseosporus Lipopeptit Lipoteikoik asit Antibakteriyal
Daunomycin S.peucetius Anthrasiklin DNA intercalation | Antitimor
Desferrioxamin S.pilosus Peptit Demir -
Doxorubicin S.peucetius var. Anthrasiklin (PK) DNA intercalation | Antitimor
(Adriamycin) caesius
Eritromisin Sac. erythraea Makrolit (PK) R Antibakteriyal
FK506 S.hygroscopicus Makrolit (PK) FK  proteinlerini | immunosup-
(Tacrolimus) baglayarak pressant
Fortimicin Micromonospora Aminoglukozit R Antibakteriyal
olivoasterospora
Fosfomycin S.spp. Fosforik asit Peptidoglikan Antibakteriyal
Gentamicin Micromonospora Aminoglukozit R Antibakteriyal
spp-
Hygromycin B S.hygroscopicus Substitued R Antihelmintik
aminoglukozit
Kanamycin S.kanamyceticus Aminiglukozit R Antibakteriyal
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Lasalocid S.lasaliensis Polieter (PK) Membran Anticoccidial
growth
promotant

Lincomycin S.lincolensis Seker-amide R Antibakteriyal

Milbemycin S.hygroscopicus Makrolit Klorit demir | Antiparazitik

cannels

Mithramycin S.argillaceus Aureolik asit (PK) DNA alkylation Antitimor

Mitomycin C S.caespitosus Benzokuinon DNA Antitimor

S.verticillatus

Monensin S.cinnamonensis Polieter (PK) Membran Anticoccidial
Biiyiime
durdurucu

Natamycin S.nataensis Tetraene polien Membran Antifungal

Neomycin S.fradiae Aminoglukozit R Antibakteriyal

Nikkomycin S.tendale Niikleosit Kitin biyosentezi Antifungal
insektisidal

Nocardin Nocardia uniformis | B-Laktam Peptidoglikan Antibakteriyal

Nosiheptide S.actuosus Tiopeptit R Biiyiime
durdurucu

Novobiocin S.niveus Coumerin glukozit DNA giraz Antibakteriyal

(B altiinitesi)

Nystasin S.noursei Polien Makrolit(PK) | Membran Antifungal

Oleandomycin S.antibioticus Makrolit (PK) R Antibakteriyal

Oxytetracyclin S.rimosus Tetrasiklin(PK) R Antibakteriyal

Phleomycin S.verticillus Gliikopeptit DNA Antitiimor

Paromomycin S.rimosus Aminoglukozit R Antiamibal

Polyoxins S.cacaoi var. | Niklozit peptit Kitin biyosentezi | Antifungal

asoensis (Bitki koruma)

Pristinamycin S.pristinaespiralis R Antibakteriyal

Puromycin S.alboniger Piirin niikleosit R Aragtirma

Rapamycin S.hygroscopicus Makrolit (PK) Protein baglari Immiin
baskilayict

Rifamycin Amycolatopsis Anamycin (PK) RNA polimeraz Antibakteriyal

mediterranei Tiiberkiloz

Ristocetin Nocardia lurida Glikopeptit Peptidoglikan Antibakteriyal

Salinomycin S.albus Polieter (PK) Membran AntikoksidalB
iylime
durdurucu

Spectinomycin S.spectabilis Aminocyclitol R Antibakteriyal
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Spinosyns Sac.spinosa Tetrasiklik makroloit | Bilinmiyor Insektisidal
(PK)
Spiramycin S.ambofaciens Makrolid R Antibakteriyal
Streptogramins S.graminofaciens Makrosiklik R Antibakteriyal
laktonlar
Streptomisin S.griseus Aminoglukozit R Antibakteriyal
Streptothricin S.lavendulae N-glukozit R Biiyiime
durdurucu
Teichoplanin Actinoplanes Glikopeptit Peptidoglikan Antibakteriyal
teichomyceticus
Tetracycline S.aureofaciens Tetrasiklin(PK) R Antibakteriyal
Thienamycin S.cattleya B-Laktam Peptidoglikan Antibakteriyal
Thiostrepton S.azureus Tiopeptit R Biiyiime
durdurucu
Tobramycin S.tenebrarius Aminoglukozit R Antibakteriyal
Tylosin S.fradiae Makrolit(PK) R Biiyiime
durdurucu
Validamycin S.hygroscopicus Aminoglukozit R Bitki
koruyucusu
Vancomycin Amycolatopsis Glikopeptit Peptidoglikan Antibakteriyal
orientalis
Virginamycin S.virginiae Makrosiklik R Biiyiime
lakton(PK) durdurucu

PK= Poliketit

R= Ribozomlara baglanarak ve protein sentezini inhibe ederek

2.4 Antimikrobiyal Maddeler

Antibiyotiklerin hikayesi yarim ylizy1l 6ncesine dayanir. Fleming’in arastirmalarindan
bu yana giiniimiizde antibiyotik ¢alismalar oldukca ilging siirekli degisen, gelisen bir
siire¢ gostermektedir. Giiniimiizde on bin mikrobiyal dogal iiriin bilinmektedir. Bazi
zamanlar bu konuya olan ilgi azalsa da yinede gitgide artmaktadir. Antibakteriyal
antibiyotiklerin 6nemli gruplar olan tetrasiklinler, sefalosporinler, makrolitler ve
aminoglukozitler kesfedilmistir. Antibiyotik kesiflerinde temel izolat Streptomyces
tiirleri olmusgtur. Tiim izole edilen bilesiklerin %70-80°1 Streptomyces tiirlerindendir. Bu

bilesikler bakteri ve funguslara etkendirler. Bu periyot igerisinde antitiimor, antiviral,
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antibiyotik olmayan enzimler ve inhibitor-metabolitler kesfedilmistir. Antitiimér olarak
faydalanilan ilaglarin basinda doksorubisin bunun yani sira tarimda antiparazitik
avermektin, besinlere katilan monensin, herbisitik etkisi olan glufosinat ve farmakolojik
olarak kullanilan sitatinler, siklosporinler yeni bulunan Onemli {iriinlerdir. Yeni
patojenlerin ortaya ¢cikmasiyla nadir olarak rastlanilan Actinomycet ve bunlarin iiriinleri

de 6nem kazanmustir.

1940’11 yillarda yaklasik 10-20 arasinda antibiyotik kesfedilmis 1950’lerde 300-400,
1960’da 800-1000, 1970’lerde 2500 antibiyotik biliniyordu. 1980’lerde 5000, 1990’da
10000 ve 2000’ler de ise 20000 antibiyotik bilesigi biliniyordu. 2002 yilina
geldigimizde ise 22000 biyoaktif sekonder metabolit (antibiyotikleri i¢ine alan) ile ilgili

bilimsel yaynlar yapilmistir.

Sekonder metabolitler; diisiik molekiilli (~3000’in altinda), taksonomik olarak
farkliliklar gosteren, organizmaya 0zgii dogal iiriinlerdir. Bu dogal iiriinlerin biyolojik
aktiviteleri vardir bunlara biyoaktif mikrobiyal sekonder metabolitler denir. Sekonder
metabolitlerin atas1 bitkilerdir daha sonra Penicillium glaucoma’dan kristalize fungal
iirin olarak 1986’da mikofenolik asit kesfedilmistir. Sekonder metabolitler
antimikrobiyal, antifungal, antibakteriyal, antiprotozoal, antitiimoral ve antiviral etkiye
sahip olabilirler. Bunlarin tiimii antibiyotik olarak adlandirilirlar. Antimikrobiyal etkiye
sahip olmayan sekonder metabolitler biyoregiilatorler ya da biyokimyasal modiilatorler

olarak adlandirilabilir.

Antibiyotikler ve benzer dogal iiriinler sekonder matabolitler olup prokaryotik
(Prokaryotae, Monera) ve oOkaryotik organizmalar tarafindan iiretilir. Prokaryotlar
arasinda son yillarda Bacillus ve Pseudomonas’in yani sira Mycobacteria ve
Cyanobacteria’da bu gruba katilmistir. Yaklasik 3800 aktif bilesik Mycobacterilerden
elde edilmistir. Buda tiim antimikrobiyal bilesiklerin %17’si dir. Ipliksi Actinomycet
tirlerinde on binin {izerinde biyoaktif bilesikler {retilir. Bunlarin 7600’u
Streptomyces’den koken alir 2500’ de nadir olarak rastlanilan Actinomycete’ler dir ve
biyoaktif mikrobiyal triinlerin en genis grubudur (%45). Basidomycetes grubuna ait

funguslardan yaklasik 8600 metabolit iiretilir ve buda mikrobiyal iiriinlerin %35°1 olur.
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Bilinen bu 22500 antibiyotikten ancak 150 tanesi veterinerlik, tip ve tarim alanlarinda
kullanim bulmustur. 20000-25000 inaktif metabolit bulunmaktadir. Bugiin giiniimiizde
50000 mikrobiyal metabolit bilinmektedir.

Yiiksek bitkilerden (Spermatophyta) gymnospermler ve angiospermler antmikrobiyal
metabolit tiretirler. Stiphesiz ki yiiksek bitkilerde alkoloidler, flavonoidler, terpenoidler
vardir. Bunlar toksik ve farmakolojik etkiye sahip olup bazilarida antiviral ve

antitiimoral etkiye sahiptir.

Hayvanlar aleminde Polifera, Mollusca, Cnidaria, Anthozoa, Echinodermata ve Bryozoa
(Stingerler, mollusklar) antimikrobiyal metabolit iiretirler. 1972’de sadece 25, 1982’de
yaklagik 30, 1992’de 1500 ve giiniimiizde 6000 kadar deniz kokenli biyoaktif bilesik

bulunmaktadir.

Streptomycetlerden  streptomisin,  kloramfenikol, tetrasiklin ~ve  makroloid
antibiyotiklerinin eldesi ile ¢aligmalar bu tiirde yogunlagsmistir. Bu tiirden yaklasik %70
ve nadir elde edilen Actinomycete’ler den %25-30 arasinda antibiyotik elde edilmistir.
Cesitli canli gruplarinin iiretmis oldugu biyoaktif mikrobiyal iiriinler Cizelge 2.4. ve

2.5.”de gosterilmistir (Berdy 2004).

Cizelge 2.4 Cesitli Tiirlerin Biyoaktif Mikrobiyal Metabolit Uretimi (Berdy 2004)

Antibiyotikler Biyoaktiktif Toplam Biyoaktif
Kaynak Metabolitler Metabolitler
Total | Diger Aktivite | Diger
Aktivitelerle | yok
Bakteriler 2900 | (780) 900 (1680) | 3800
Eubacteriales 2170 | (570) 580 (1150) | 2750
Bacillus sp. 795 | (235) 65 (300) | 860
Pseudomonas 610 | (185) 185 (370) | 795
Myxobacter 400 | (130) 10 (140) | 410
Cyanobacter 300 | (80) 340 (420) | 640
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Aktinomisetler 8700 | (2400) 1400 (3800) | 10100
Streptomyces sp. 6550 | (1920) 1080 (3000) | 7630
Rare actinos 2250 (580) 220 (800) | 2470
Fungi 4900 | (2300) 3700 (6000) | 8600
Mikroskobik fungi 3770 | (2070) 2680 (4750) | 6450
Penicillium/Aspergillus | 1000 (450) 950 (1400) | 1950
Basidiomycetes 1050 (200) 950 (1150) | 2000
Mayalar 105 (35) 35 (70) | 140
Yumusak kiifler 30 ) 20 (25) 60

Toplam Mikrobiyal 16500 (5500) 6000 11500 22500
Protozoa 35 10 5 45) 50

Cizelge 2.5 Cesitli Canlilar Tarafindan Uretilen Biyoaktif Mikrobiyal Metabolitler

(Berdy 2004)
Kaynak Antibiyotikler Diger Biyoaktif | Toplam
Likenler 160 ? 160
Algler 620 730 1350
Algak Yapili Bitkiler 200 ? 200
Yiiksek Yapili Bitkiler 11500 ? 11500
Omurgasizlar* 480 ? 480
Bocekler* 320 320
Solucanlar,Digerleri* 160 160
(Kabuklular)
Deniz Hayvanlar 3400 2700 6100
(Tamami)
Siingerler 1850 1500 3350
Solenterler 630 570 1100
Tunikatlar 420 230 650
Mollusklar 300 350 650
Ekinodermler 220 60 280
Bryozoa 70 50 120
Baliklar* 50 ? 50
Amfibiler,Siiriingenler* 240 ? 240
Terresterial,vertebrata*® 410 ? 410
Memeliler* 340 340
Diger(Kuslar,v.s*) 50 50
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2.4.1 Antibiyotiklerin Tarihcgesi

Antibiyotik kelimesi Yunanca anti (kars1) ve bios (yasam) sozciiklerinden tiiretilmistir.
Sozliikklerdeki tanimlamasiyla “Bitkilerde, ozellikle kiif mantarlarinda bulunan ya da
yapay olarak {iiretilen, bakteri ve diger mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da
onlar1 yok eden maddelerin ortak adidir”. Antibiyosis sozciigii ise, “Mikroorganizmalar
arasindaki karsithk™ olarak adlandirilir. Penisilin’in bulunmasindan sonra geriye doniik
olarak yapilan aragtirmalar, giiniimiizden 2500 yil kadar once Cinlilerin, kiiflii soya
fasulyesinden yapilan ilaclar1 tedavi amaciyla kullandiklarini gostermistir. Benzer
ilaglara, her toplumun ge¢misinde rastlamak olasidir. Bugiin bile toplumda “koca kar1
ilaci, ev ilaci, halk ilac1” adiyla bilinen ve ¢ogu bitkisel kaynakli olan bu ilaglarin bir
boliimiiniin, antibiyotik olusturan mikroorganizmalar1 veya bunlarin etkili maddelerini
icerdigi diistiniilebilir. Mikrobiyolojinin en biiyiik atthmim yaptigi 19. ytizyilin ikinci
yarisinda, mikroorganizmalardan tedavi amaciyla yararlanilabilecegini ilk diisiinen 1877
yilinda Pasteur ve Joubert olmustur. 1880’lerde zararsiz bakterileri, hastalik yapan
bakterilere karsi kullanma c¢abalarina girisilmistir. “Replacement” tedavisi denen bu
yontemin temelini, bir hastalik etkeninin {iremesini in vitro kosullarda inhibe edebilen,
ancak kendisi patojen olmayan bir bakteriyi, tedavi amaciyla hastalara inokiile etmek
olusturmaktaydi. Bu yontem tiiberkiiloz, difteri, veba, kolera, flarbon gibi hastaliklarda
sinirth bir basart ile kullamlmistir. 1920-1930 yillann arasinda, bazi barsak
enfeksiyonlarinin tedavisinde Lactobacillus acidophilus’un, streptokok tasiyiciligina

karsida Staphylococcus aureus’un sik olarak kullanildigi goriilmektedir.

Londra’da St Mary’s Hospital’da stafilokok varyantlar1 iizerinde calismalar yapan
Alexander Fleming, bir rastlanti sonucu kiiltiir ortamina bulagsmig bir kiif mantarinin
cevresinde stafilokoklarin lireyemediklerini, tersine Oliip eridiklerini gormiistiir. Bu
mantarin kiiltiir filtratlari, deneysel enfeksiyonlarda bir¢cok bakteriye karsi giiglii
bicimde etkin bulunmus ve Fleming, tireyen kiif mantarlarinin Penicillinum tiiriinden
olusundan esinlenerek, etkili maddeye penisilin adin1 vermistir. 1928 yilindaki ilk
gozlem ve calismalardan sonra bu konu ile bir siire ilgilenen olmamistir. 1940 yilinda
Oxford Universitesi T1ip Fakiiltesinden Florey, Chain ve Abraham penisilin konusu ile

yeniden ilgilenmeye baslamis; bu antibiyotigin farelerde olusturulan streptokok
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enfeksiyonlardaki yiiksek etkinligini deneysel olarak kanitlamis ve sonuclarim Mayis

1940’da yaymlamisglardir.

Penisilin’in insanlardaki ilk ve biiyiik basaris1 1941 yilinda gerceklesmis, 1939 yilindan
baslayarak 1943 yilina kadar Actinomycetes tiirleri tizerinde ¢alismalar yapan Waksman
ve arkadaglar1 sonunda, Streptomyces griseus Kkiiltiirlerinden streptomisin adini
verdikleri bir madde elde etmislerdir. 1944 yilinda tedavi alanina giren bu antibiyotik,
bir¢cok gram pozitif ve gram negatif mikroorganizma yaninda Mycobacterium’lara karsi
da ¢ok etkili olmustur. Uzun ve yipratict 2. Diinya Savasimin genis insan kitlelerine
yaydigr tiiberkiiloz hastaliinin denetim altina alinmasinda biiylik katkis1 olan
streptomisin, 6zellikle gram negatif mikroorganizmalarda ve Mycobacterium’larda
giderek artan diren¢ gelismelerine yol agti. Sonugcta, etkinligini giderek yitirdi ve daha
dar alanlarda daha bilingli olarak kullanilmaya baslandi.

Streptomisin’in temsil ettigi aminoglukozid grubu antibiyotikler, birbirini izleyerek
tedavi alanina girmeye devam ettiler. Waksman ve Lechevalier Streptomyces
fradiae’den neomisin’i elde ettiler. Giiniimiizde sindirim sisteminden hemen hemen hig
emilmedigi i¢in yalmizca barsak florasim1 inhibe etmek i¢in smirli olarak

kullanilmaktadir.

Topraktan izole edilen Actinomycete’lerin antibiyotik olusturma 6zelliklerinin bilimsel
yontemlerle arastirllmasi sirasinda McGuire ve ark. 1952 yilinda Filipinlerde,
Streptomyces erythreus Xiiltiirlerinden eritromisin adi verilen ve makrolit grubu
antibiyotiklerin ilk bireyini olusturan yeni bir antibiyotik elde ettiler. Agizdan ve
parenteral kullanilabilen bu antibiyotik bircok gram negatif ve gram pozitif bakteri
yaninda, Actinomyces, Mycobacterium, Treponema, Mycoplasma, Chlamydia ve
Rickettsia’lara karsida yiiksek diizeyde aktivite gostermekteydi. Eritromisin ve tiirevleri
genis spektrumlu antibiyotikler olmakla birlikte genel olarak penisilinlerin ilk
alternatifleri olarak kullanilmaktadirlar. 1970’li yillarda Ispanya’da izole edilen
Streptomyces cattlea Kiiltirlerinden yeni bir B-laktam antibiyotigi elde edildi.
Tienamisin adi verilen bu madde karbapenem’lerin ilk Ornegini olusturmaktaydi.
Goriildiigii gibi insanlik mikroorganizmalarla savas halindedir. Yiizyillar boyunca

mikroorganizmalarin dedigi olmus; 19. yiizyll sonu ve 20. yiizyilin baginda
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mikrobiyolojide ulasilan noktalar, as1 ve serumlarin sagaltim alanmina girmesi, bu savasta

dengeyi saglamis; kemoterapodtik ve antibiyotiklerin kesfiyle iistiinlilk insanlara

gecmistir. Ancak dogada bir canlimin digerini tiimilyle yok edemedigi de ortadadir

(Aktuglu 1997).

2.4.2 Antibiyotiklerin Smiflandirilmasi

Antibiyotikler kimyasal yapilarina gore10 gruba ayrilir (Berdy 1974).

1-

10-

Karbonhidrat antibiyotikler (saf sakkaritler, aminoglukozitler, diger C ve N
glukozitler, Diger seker derivatlar)

Makrosiklik lakton (Laktam) antibiyotikler (Makrolit antibiyotikler, Polyen
antibiyotikler, diger makrosiklik lakton antibiyotikler, —makrolaktam
antibiyotikler)

Qinonlar ve benzer antibiyotikler (linear kondanse polisiklik bilesikler,
naftokinon tiirevleri, benzokuinon tiirevler, ¢esitli kinon benzeri bilesikler)
Aminoasit, peptit antibiyotikler (aminoasit tiirevleri, homopeptitler, heteromer
peptitler, peptolitler, yiiksek molekiil agirlikli peptitler)

Nitrojen iceren heterosiklik antibiyotikler (kondense olmamis (tek)
heterosiklikler, kondanse heterosiklikler, antibiyotik (antitimor) etkili
alkoloidler)

Oksijen iceren heterosiklik antibiyotikler (Furan tiirevleri, piran tiirevleri,
benzopiran tiirevleri, kiigiik laktonlar, polieter antibiyotikler)

Alisiklik antibiyotikler (sikolakton tiirevleri, kiiclik terpenler, oligaterpen
antibiyotikler)

Aromatik antibiyotikler (benzen bilesikleri,kondanse aromatik bilesikler, nan-
benzoid aromatik bilesikler, aromatik bilesiklerin farkl: tiirevleri)

Alifatik antibiyotikler (alkan tiirevleri, alifatik karboksilik asit tiirevleri, S veya
P igeren alifatik bilesikler)

Misellaneous antibyotikler
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2.4.3 Antibiyotiklerin Biyosentezi

Kimyasal yapilar ve iiretici organizmalar agisindan ¢ok biiyiik farkliliklar gostermesine
karsi, antibiyotiklerin sentezindeki reaksiyonlar birka¢ biyosentetik yol izinde
gruplanmustir. Bu yol izlerinin, normal hiicresel metabolizmanin basit biyosentetik yol
izi varyasyonlart oldugunu ve buradaki kiiciik degisimlerin sasirtici diizeyde farkli

maddeler verebileceginin bilinmesinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (Denizci 1996).

Biyosentetik yol izlerine gore antibiyotikler iki ana grup altinda toplanmislardir.

1- Primer metabolitlere analog olanlar (Aminoasitler, koenzimler, niikleosidazlarin
analoglari).

2- Polimerizasyon yolu ile tiirevlenenler. Bunlar dort grup altinda toplanirlar;

a- Klasik protein sentez mekanizmasinda gorev almayan aminoasitlerin
kondensasyonu sonucunda olusan, sonraki reaksiyonlar ile modifiye edilmis
olan peptit antibiyotikleri ve tiirevleri.

b- Asetat ve propionat birimlerinden meydana gelenler. Yag asitlerinin biyosentetik
yol izinden tiirevlenirler (poliketit sentezi).

c- Terpenoid olanlar. isopiren sentezinden tiirevlenirler. Sadece Funguslar ve bazi
Actinomysetler tarafindan {iretilirler.

d- Aminoglikosid olanlar. Birka¢ seker molekiiliiniin kondensasyonu ile (genellikle

amino seker ve siklik aminoalkol) meydana gelenler (Lancini ve ark 1995).

2.4.4 Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmasi

Antibiyotikler etkili olduklar1 mikroplarin metabolik islemlerine miidahale ederek
calisirlar. Antibiyotikler miidahale ettikleri metabolik islemlere gore spesifiktir. Bu
metabolik islemlere 6rnek olarak; protein sentezi, hiicre ceperi sentezi, niikleik asit
sentezi veya hiicre zar1 fonksiyonlarim verebiliriz. Penisilin, vankomisin ve sefalosporin
gibi antibiyotikler bugiin en ¢ok kullanilan antibiyotiklerdendir. Bu antibiyotiklerin

hepsi bakterilerin hiicre ¢eperini zayiflatirlar.
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Bakterilerin hiicre ¢eperleri uzun peptidoglikan zincirlerinden olusur. Antibiyotikler bu
molekiilleri bir arada tutan peptit baglantilariin sentezini Onlerler. Boylece hiicre
ceperleri zayiflar ve bakteri liziz olur. Streptomisin, eritromisin, tetrasiklin ve
kloramfenikol gibi antibiyotikler ise ya protein sentezini Onlerler ya da anormal
proteinlerin  sentezlenmesine yol acarlar. Antibiyotikler bunlar1 bakterilerin
ribozomlaria baglanarak yaparlar. Bakteri ribozomlar okaryotik ribozomlardan daha
kiigiik olduklar1 i¢in, bu tiir antibiyotikler sadece bakterileri etkiler. Bdylece

bakterilerin, saldirdig1 canlilara zarar vermezler.

Rifampisin ve antrasiklin gibi antibiyotikler ise niikleik asit sentezine miidahale ederler.
Antrasiklinler bunu DNA replikasyonunu Onleyerek yaparken, rifampisin

transkripsiyonu Onler.

Baz1 antibiyotikler ise patojenleri hiicre zarlarina miidahale ederek yok ederler. Hiicre
zarina yapilan miidahaleler, hiicre zarinin yapisini degistirerek onun bircok 6zelligini de
kaybetmesine yol acar. Bu, hiicre sitoplazmasinin hiicre disina akmasi gibi hiicrenin

yikimiyla sonuglanacak olaylara yol acabilir (Int kaynag 2).

2.4.5 Antimikrobiyal Maddelerin Kullamim Alanlari

Genellikle antibiyotikler, kimyasal tedavide kullanilmak iizere, antimikrobiyal etkili

madde olarak iiretilirler (Crueger & Crueger 1984).

Ayrica antibiyotikler ciftlik hayvanlari, tavukguluk ve bitkilerdeki hastaliklarin
tedavisinde, besinlerin muhafazasinda, biyokimyasal ve kiiltiir ortamlarinda secici ajan
olarak kullanilmaktadir (Waksman 1963,1967, Porter 1976, Berdy 1986, Lancini et al.
1995).

2.4.5.1 Enfeksiyon Hastaliklarinda Kullanimm

Giiniimiizde antibiyotikler, klinik tedavide en 6nemli olan ve en ¢ok kullanilan ilaglar

arasindadir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi, antibiyotik veya diger antimikrobiyal

24



maddelerin diizenli bir sekilde, ila¢ olarak verilmesi ile mikrobiyal kaynakli

hastaliklarin iyilestirilmesi olarak ifade edilir (Lancini et al. 1995).

2.4.5.2 Ziraat Alaminda Kullanim

Bugiin cok sayida antibiyotik, tehlikeli etkileri olan bakteriyal, fungal, viral
enfeksiyonlara, boceklerin ve diger parazitlerin neden oldugu hastaliklara kars1 hatta,
rekabetci otlara karsi Kkiiltiir bitkilerini korumak i¢in tarimda kullanilmaktadir

(Waksman 1967, Arai et al. 1976, Drautz et al. 1985, Berdy 1986, Lancini et al. 1995 ).

Antibiyotiklerin tarimdaki uygulamalarn su sekilde siralanabilinir (Lancini et al. 1995).

1- Bakteriyal enfeksiyonlarin kontroliinde. Bu amacla genellikle insanlar icin
gelistirilmis ve kullanilan streptomisin, 6zellikle, Erwina sp. ve Xhantomonas
sp. enfeksiyonlarina kars1 kullanilmaktadir.

2- Fungal enfeksiyonlarin kontroliinde. Bunlarin bircogu Piricularia oryzae tiiriine
kars1 etkili olan blastisidin S gibi niikleosid ve polioksinlere aittirler. Diger
onemli antifungal antibiyotikler okaryotlarda protein sentezi inhibitorii olarak
bilinen siklohegzimid ve kasugamisindir.

3- Yabanci ot kontroliinde. Antibiyotik ozellik gosteren ¢ok sayida sentetik
bilesiklerin  bazilar1  bitki  zararlilarinin  kontroliinde herbisit  olarak

kullanilmaktadirlar.

2.4.5.3 Hayvancilikta kullanim

Giiniimiizde antibiyotikler, hayvanlarin ¢esitli enfeksiyonlara kars1 korunmasi amaci ile

kullanilmaktadir (Waksma 1967, Berdy 1986, Oner 1989, Lancini et al. 1995).

[k defa 1948’de diisiik dozda antibiyotiklerin diyetlerde kullanimu ile tavuklarda agirlik
artisinin gozlendigi rapor edilmis ve daha sonraki yillarda farkli antibiyotikler ile farkli
hayvanlarda yapilan calismalarda intestinal bakteriyal floranin etkilenmesi neticesinde

agirlik artis1 oldugu saptanmistir.
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Biiyiime iizerine antibiyotiklerin etkisi, asagida verilen nedenlere dayandirilmistir;

(Lancini et al. 1995).

1- Toksin iireten intestinal bakterilerin inhibisyonuna,

2- Asemptomik hastaliklara neden olan bakterilerin inhibisyonuna,

3- Diyetlerde sequiester proteinler veya esansiyel besinleri parcalayan bakterilerin
inhibisyonuna,

4- Floranin bir boliimiiniin inhibisyonu sonucunda konuk¢unun biiyiimesi i¢in
gerekli  besin  faktorlerini  sentezleyen  bakterilerin  stimiilasyonuna

dayandirilmastir.

Antibiyotiklerin hayvancilikta kullanilmaya baslamasinin ilk yillarinda medikal amacl
olarak penicilin, tetrasiklin, eritromisin, streptomisin gibi antibiyotikler bircok iilkede

kullanilmigtir. Hayvancilikta kullanilan antibiyotikler Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6 Hayvancilikta Kullanilan Bazi Antibiyotikler (Berdy 1986)

Antibiyotik | Ticari ismi | Ureten Organizma

Monensin Rumensin
Ruminsin Streptomyces cinnamonensis
Coban

Elancoban

Salinomisin | Coxistae Streptomyces albus
Bio-cox

eustin

Lasalocid Bovatec Streptomyces lasaliensis

Avatec

Moenomisin | Flavomisin | Streptomyces bambergiensis
Streptomyces ghanaensis
Streptomyces ederensis

Streptomyces geysirensis
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2.4.5.4 Arastirma materyali olarak kullanim

Tedavi edici hi¢cbir degeri olmayan ve pratikte hi¢ kullanilmayan, fakat biyokimyasal
araglar olarak kullanilan, bircok antibiyotik bulunmaktadir. Bunlarin bazilart enzim
inhibitorii olarak kullanilip hiicresel metabolizma da gérev alan bir molekiiliin islevinin
saptanmasinda kullanilirlar. Ornegin, protein sentezinde birgok ayrintili bilgiler,
kloramfenikol ve siklohegzimidin inhibitor olarak kullanilmasi ile otaya ¢ikarilmiglardir

(Waksman 1967, Umezawa et al.1972, Lancini et al. 1995).

Ayrica prokaryot ve Okaryotlarda RNA polimeraz arasindaki farklilik rifamisin
kullanim1 sayesinde saptanmistir. Bunlarin yaninda antibiyotikler, birka¢ genetik
islemde markirlar olarak veya konjugasyon denemelerinde verilen karakterlerdeki
mikroorganizmalar1 segmek amaci ile ve hedef enzim inhibisyonu sonucunda, hedef
enzimin genetik haritada gen pozisyonunun belirlenmesinde, bir veya daha c¢ok
antibiyotik diren¢ genleri tasiyan vektorlerin gen transferi icin kullanildigi genetik
mithendisliginin biitiin islemlerinde, rekombinanat klonlarin se¢iminde kullanilmaktadir
(Lancini et al. 1995). Leben ve Keitt tarafindan, 1948 yilinda bulunan ve Streptomyces
kistazawaensis, St. griseus, St. blastomycetius, St. flavochromogenes tarafindan iiretilen
antimisin, solunumun elektron transport calismalarinda, oksidatif inhibitdr olarak

biyokimya laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Berdy 1986).

2.5 Antimikrobik ve Kemoterapotik Maddelere Karsi Olusan Bakteriyal Direnc

Antimikrobik kemoterapotik maddelere karsi bakterilerde iki tip diren¢ olusur.

Bunlardan ilki dogal (Intirinsic) direng digeri ise edinsel (Non- Intirinsic) direngtir.

Dogal direng, mikroorganizmanin temel o6zelligidir. Bakterilerin bircogunda,
antimikobik kemoterapotik maddeler kullanilmadan 6nce de var olan direnctir. Serratia,
Proteus, Providencia Morgenella, Edvardsiella, Cedeecea cinslerinin polimiksinlere

(polimiksin B ve kolitsin ) kars1 olan direngleri dogal dirence 6rnektir.
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Edinsel direng de ise normal olarak, bakteri 6nce antimikrobik kemoterapotik madde ile

karsilasmamigsa meydana gelmez. Duyarli bir bakteri toplumunda edinsel direncin

olusmasi iki tiirlii olur.

A-

Spontan kromozomal mutasyonla kazamilan direng; Kromozomal
mutasyonlar spontan olarak her 10°-10° hiicre boliinmesi sonucu normal
olarak meydana gelmektedir. Bu tiirlii mutasyonlar antimikrobik tedavi
sirasinda meydana gelebildigi gibi, ila¢ alinmadigi zamanlarda da
meydana gelebilir. Antimikrobik kemoterapotik maddeye
mikroorganizmanin maruz kalmasi, direnclilerin hizla ¢ogalmasim ve
duyarl hiicrelerin azalmasini, dolayli olarak da yeni ve direngli bir hiicre

toplulugunun ortaya ¢ikmasi sonucunu dogurur.

Plazmid ve transpozomlar gibi kromozom dis1 elementler yoluyla

kazanilan direng;

Plazmitlere bagh direng; Plazmitler, kromozomdan bagimsiz olarak
replike olan, kromozom dist DNA parcaciklardir. R- plazmidi as1 verilen
diren¢ plazmitleri, sayilar1 ona varan farkli antimikrobik kemoterapotik
maddeler kars1 diren¢ genleri tasimaktadirlar. Viicutta normal floranin
plazmit transferine karsi bir koruma sagladigi anlasilmistir. Ozellikle
barsak florasinin biiyiik bir kismini olusturan anaerob basillerin meydana

getirdigi anaerob sartlar plazmit transferini engellemektedir.

Transpozonlara bagl direng; Transpozonlar ise, bir DNA molekiiliinden
digerine gecebilen DNA dizileridir. Bunlar bagimsiz olarak replike
olmamaktadirlar. Bu nedenle, kromozom ve plazmit i¢inde bulunurlar.
Kromozomlar ile plazmitler arasinda gidip gelebilirler. Son yillarda
coklu diren¢ genlerini tasiyan bakterilerde transpozonlarin rolleri oldugu

diisiiniilmistiir (Kiligturgay 1992).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Arastirma icin Secilen Istasyonlar

Arastirmada kullanilan toprak Ornekleri Afyonkarahisar ilinin 7 farkli bolgesinden
(Ahmet Necdet Sezer Kampiisii (ANS), Atakdy, Devlet parki, Hidirlik, Akarcay,
Giimiiskent ve Ozdilek) almmistir. Ornekler alimirken, izole edilecek mikroorganizma
grubunun c¢evresel istekleri dikkate alinarak arazide bitki Ortiisiiniin bol olarak
bulundugu yerler olmasina 6zen gosterilmistir. Toprak Ornekleri steril petrilere

konularak laboratuvara getirilip incelenmeye baslanmistir.

3.1.2 Arastirmada Kullamlan Test Mikroorganizmalari

Topraktan izole edilen Actinomycet’lerin antimikrobiyal aktivitelerini saptamak igin
Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD’da Phonix BD (Phonix,
BD,USA) otomatik identifikasyon sistemi ile identifikasyonlar1 yapilan hasta izolatlar1

ve standart test organizmalar kullanilmistir.

1Staphylococcus aureus ATCC 25923
2.Klebsiella pneumoniae

3. Esherichia coli ATCC 25922
4.Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853
5.Proteus vulgaris

6. Salmonella enteriditis

7. Candida albicans
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3.1.3 Kimyasal Maddeler

Gliserol (Riedel-de Haén 15524 )
Yeast Ekstarkt (Fluka 09182)

K>HPO,4 (Merck 1.05101.1000)
Pepton (Fluka 19942)

Agar (Fluka 05039)

Malt Ekstrakt (Fluka 70167)

Coziiniir nisasta

(NH4)2S04

NaCl (Riedel-de Haén 13423)

CaCO;

FeSO,4, 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354)
MnCl,. 4 HO (Merck 1.05927.1000 )
ZnS0O,4 7 H,O (Riedel-de Haén 14455 )
CuS045 H>0 (Riedel-de Haén 12849 )
MgSO,. 7TH,0 (Fluka 63140)
L-Asparagin (Merck 1.01565.0100)

L- Tirozin (Merck 1.08371)
DL-Alanin (Merck 751 K144563 )
L-Histidin (Sigma H-8000 )

Potasyum nitrat (GPR 29638)
L-Glutamin (Duchefa Biochemie G0708.0050)
Glisin (Duchefa Biochemie G0709.1000)
Sodium azide (Riedel-de Haén 13412)
Kristal viole (Merck 1.014)

Sodyum klorit (Riedel-de Haén 13423)
Fenol (Riedel-de Haén 16017)
Sakkaroz (Merck 1.07651)

Laktoz (Merck 1.07657 )

D-mannitol (Riedel-de Haén15719 )
Glukoz (Merck 1.08342)
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D-galaktoz (Duchefa biochemie 002381.05)
D-fruktoz (Duchefa biochemie 000757.04)
Myo-Inozitol (Duchefa biochemie 10609.0100)
NaNOs (Fluka 71757)

KCI (Riedel-de Haén 12636 )

Jelatin (Merck 1.04078.0500 )

Beef Ekstrakt (acumedia 7228A)

Meat Ekstrakt (Merck 1.03979 )

Tributirin (Aldrich 113026)

NH,4CI (Riedel-de Haén 11209)
NaH,PO,4.2H,0 (Riedel-de Haén 04270)
KMnO4 (Merck 1.05080.1000)

K>COs (Aldrich S24452-015)

NaOH (Riedel-de Haén 06203)

MTT (3-[4,5-dimetiltiaksol 2-yl]-2,5-difenil. tetrazolyum bromit) (MTT)
Ninhidrin (Merck 1,06762.0010)
Siklohegzimit (Sigma C-7698 )

3.1.4 Kullamilan Soliisyon ve Coziiciiler

%3’ lik H,O, ¢ozeltisi

Gramin iyot ¢ozeltisi

Aseton (CARLO ALBO 400974)
Etilasetat (Merck 1.00864.2500)
Asetik asit (Riedel-de Haén 27225)
Metanol (Sigma-Aldrich 34885)
Kloroform (Riedel-de Haén 24216)
n- Butanol (Merck 1.00988)

Hegzan (TEKKIM TK.080210.01000)
Metilen klorit (Merck 1.06050.2500)
Ninhidrin soliisyonu

MTT soliisyonu
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3.1.5 Deneyde Kullamlan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmasi

Gliserol Yeast Agar

Gliserol (Riedel-de Haén 15524 ) 1gr
Yeast Ekstarkt (Fluka 09182) 0.4 gr
K>HPO,4 (Merck 1.05101.1000) 0.2gr
Pepton (Fluka 19942) Sgr
Agar (Fluka 05039) 3gr
Distile su 200 ml

Besiyeri icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon igleminden sonra 50pug/ml siklohegzimit
(Huck et al. 1991, Waksman,, 1967, Williams & Davies, 1965, Mc Carthy & Williams
1990) ilave edilmistir. Gliserol Yeast Agar ortami Actinomycet’lerin topraktan
izolasyonunda, bilylime ortami olarak ayrica agar ilave edilmeden hazirlanan broth hali

ise fermantasyon i¢in fermantasyon ortami 1 olarak kullanilmistir (Tamer vd. 1989).

ISP 2 Yeast Ekstrakt — Malt Ekstrakt Agar

Yeast Ekstrakt (Fluka 09182) 4gr
Malt Ekstrakt (Fluka 70167) 10 gr
Glukoz (Merck 1.08342) 4 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin Kiiltiirel 6zelliklerinin
incelenmesinde kullanilmistir (Shirling & Gottlieb, 1966, Williams&Cross 1971).
Ayrica Actinomycet’lerin topraktan izolasyonunda biiyiime ortami olarak, agar ilave
edilmeden hazirlanan broth hali ise fermantasyon icin fermantasyon ortami 2 olarak

kullanilmistir (Huck et al.1991).
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ISP 4 inorganik Tuz — Nisasta Agar

Coziiniir nisasta 10 gr
(NH4)2S04 2gr
KH,;PO,4 (Merck 1.04871.1000) 1gr
MgSO,. 7TH,0 (Fluka 63140) lgr
NaCl (Riedel-de Haén 13423) 1gr
CaCOs 2 gr
*Shirling ve Gottlieb iz tuzlar soliisyonu 1 ml
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

*Shirling ve Gottlieb iz tuzlar soliisyonu

FeSO,4, 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354) 0.1 gr
MnCl,, 4 HO (Merck 1.05927.1000 ) 0.1 gr
ZnS0,4 7 H,O (Riedel-de Haén 14455 ) 0.1 gr
Distile su 100 ml

Az miktarda soguk su ile karistirilip ¢oziilen nisasta distile su ile 1 1t’ye tamamlandiktan
sonra lizerine diger maddeler ilave edilmistir. iz tuzlar soliisyonu kullanilarak
hazirlanan ortam, otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15dk. siire ile sterilize
edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin Kkiiltiirel Ozelliklerinin incelenmesinde

kullanilmistir (Shirling & Gottlieb 1966, Wendisch & Kutzner 1991).

ISP 5 Gliserol Asparagin Agar

L-Asparagin (Merck 1.01565.0100) lgr
Gliserol (Riedel-de Haén 15524 ) 10gr
K>HPO,4 (Merck 1.05101.1000 ) 1 gr
*Shirling ve Gottlieb iz tuzlar soliisyonu 1 ml
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t
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Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin Kiiltiirel 6zelliklerinin
incelenmesinde kullanilmistir (Pridham & Lyons, 1961, Shirling & Gottlieb 1966,
Williams & Cross 1971,Wendisch & Kutzner 1991).

ISP 7 Tirozin Agar
Gliserol (Riedel-de Haén 15524 ) 15 gr
L- Tirozin (Merck 1.08371) 0.5 gr
L- Asparagin (Merck 1.01565.0100 ) 1gr
K>HPO,4 (Merck 1.05101.1000 ) 0.5gr
MgSO.. 7H,0 (Fluka 63140 ) 0.5 gr
NaCl (Riedel-de Haén 13423) 0.5 gr
FeSO,4. 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354 ) 0.01 gr
Distile su 11t
*Pridham ve Gottlieb iz tuzlar soliisyonu 1 ml
Agar (Fluka 05039 )

15 gr
*Pridham ve Gottlieb iz tuzlar soliisyonu
CuS045 H,0 (Riedel-de Haén 12849 ) 0.64 gr
FeSO,4. 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354 ) 0.11 gr
MnCl,. 4 HO (Merck 1.05927.1000 ) 0.79 gr
ZnS0O, 7 H,O (Riedel-de Haén 14455 ) 0.15 gr
Distile su 100 ml

Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin

incelenmesinde kullanilmistir (Shirling & Gottlieb 1966 ).
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Sakkaroz Nitrat Agar

Sakkaroz (Merck 1.07651) 30 gr
NaNOs (Fluka 71757) 2gr
K>HPO, (Merck 1.05101.1000 ) 1gr
MgSO,. 7TH,0 (Fluka 63140 ) 0.5 gr
KCI (Riedel-de Haén 12636 ) 0.5¢gr
FeSO4 7H,0 (Riedel-de Haén 12354 ) 0.01 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

Bu ortam siklikla “Czapek’s agar veya Czapek’s sollisyon agar1” olarak bilinir.
Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin

incelenmesinde kullanilmistir (Waksman 1967, Ohkuma et al. 1992).

Glukoz Asparagin Agar

Glukoz (Merck 1.08342) 10 gr

Asparagin (Merck 1.01565.0100 ) 0.5 gr
K>HPO,4 (Merck 1.05101.1000 ) 0.5 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr

Distile su 11t

Otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dk. siire ile sterilize edilmistir.
Hazirlanan ortam izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilmistir

(Waksman 1967, Ohkuma et al. 1992).

Melanin Formasyon Ortam

Yeast Ekstrakt (Fluka 09182 ) 1gr
L- Tirozin (Merck 1.08371) 1 gr
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NaCl (Riedel-de Haén 13423 ) 8.5 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15gr
Distile su 11t

Otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dk siire ile sterilize edilmistir.
Hazirlanan ortam izolatlarin fizyolojik o©zelliklerinin incelenmesinde kullanilmistir

(Waksman 1967 ).

ISP 12 Karbon Nutrient Ortamm

*Karbon kaynagi 10 gr
(NH4)2S04 2.64 gr
KH,PO4 (Merck 1.04871.1000 ) 238 gr
MgSO,. 7TH,0 (Fluka 63140 ) 1gr
CuS045 H>0 (Riedel-de Haén 12849 ) 0.0064 gr
FeSO,4. 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354 ) 0.001 gr
MnCl,, 4 H,O (Merck 1.05927.1000 0.007 gr
ZnS0O,4 7 H,O (Riedel-de Haén 14455 ) 0.0015 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

Karbon kaynaklari membran filtre ile steril edilerek ortama %1 oraninda ilave
edilmistir. Glukoz pozitif kontrol ortam1 olarak, karbon kaynag bulunmayan ortam ise

negatif kontrol ortam1 olarak kullanilmistir. (Shirling & Gottlieb 1966, Waksman 1967).

Azot Kullamim Ortam

D-Glukoz (Merck 1.08342 ) 1gr
MgSO,. 7H,0 (Fluka 63140 ) 0.05 gr
NaCl (Riedel-de Haén 13423) 0.01 gr
FeSO,4. 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354 ) 0.001 gr
K>HPO,4 (Merck 1.05101.1000 ) 0.1 gr
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Agar (Fluka 05039 ) 1.5 gr
Distile su 100 ml

Test edilecek azot kaynaklari, ortama % 0.1 (w/) oraninda ilave edilmistir. Hazirlanan
ortamlar izolatlarmn kullanabildigi azot kaynaklarimin belirlenmesi amaci ile
kullanilmigtir. L-Asparagin igeren ortamlar pozitif kontrol ortami olarak kullanilmistir

(Williams et al. 1983, Locci 1989).

Bennet’s Ortamm

Gliserol (Riedel-de Haén 15524 ) 20 gr
L-Alanin (Merck 751 K144563) 2.5gr
NaCl (Riedel-de Haén 13423) 1gr
CaCOs 0.1 gr
FeSO,4. 7TH,0 (Riedel-de Haén 12354 ) 0.1 gr
MgSOs. 7TH,0 (Fluka 63140 ) 0.1 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

Otklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dk. siire ile sterilize edilmistir.
Hazirlanan ortam izolatlarin fizyolojik ozelliklerinin incelenmesinde kullanilmistir

(Jones 1949, Locci 1989).

Jelatin besiyeri

Jelatin (Merck 1.04078.0500 ) 12 gr
Nutrient Broth 100 ml

Otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dk siire ile sterilize edilmistir.

Hazirlanan ortam izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmigtir

(Cotuk 2003).
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Gliserol — Nitrat Agar

Besiyeri 9°daki sakarozun yerine 30 gram gliserol ilave edilerek hazirlanan bu ortam

izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilmistir (Waksman 1967).

Glukoz- Nitrat Agar

Besiyeri 9’daki sakarozun yerine 30 gram glukoz ilave edilerek hazirlanan bu ortam

izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilmistir (Waksman 1967).

Nutrient Agar

Pepton (Fluka 19942 ) Segr
Beef Ekstrakt (acumedia 7228A) 3ar
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

Otoklavda 1.1 atmosfer basin¢ altinda 121°C’de 15 dk. siire ile sterilize edilmistir.
Hazirlanan ortam izolatlarin Kkiiltiirel oOzelliklerinin incelenmesinde ve izolatlarin

antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde kullamlmistir (Oner 1989).

Nutrient Broth

Pepton (Fluka 19942 ) Ser
Beef Ekstrakt (acumedia 7228A ) 3gr
Distile su 11t

Otklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dk. siire ile sterilize edilmistir.
Hazirlanan ortam ¢aligmalarda test organizmalarinin aktive edilmesi ve fermantasyon

ortami kullanilmistir (Oner 1989).
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Malt Ekstrakt

Malt Ekstrakt (Fluka 70167 ) 30 gr
Pepton (Fluka 19942 ) Sgr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

Besiyeri icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin

incelenmesinde ve izolatlarin stoklanmasinda kullanilmistir (Oner 1989).

Malt Broth

Malt Ekstrakt (Fluka 70167 ) 30 gr
Pepton (Fluka 19942 ) Segr
Distile su 11t

Besiyeri icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin Kiiltiirel 6zelliklerinin

incelenmesinde ve fermantasyon ortami olarak kullanilmistir (Oner 1989).

Nisasta Agar

Pepton (Fluka 19942 ) Ser
Meat Ekstrakt (Merck 1.03979) 3gr
Nisasta 2 gr
Agar (Fluka 05039 ) 15 gr
Distile su 11t

*Gramin Iyot Cozeltisi

Iyot 1gr
KI 2 gr
Distile su 300 ml
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Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile kullanilmistir. izolatlarin nisasta agara ekimleri
yapildiktan sonra inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilere
gramin iyot cozeltisi dokiilmiis ve renk olusumuna gore degerlendirme yapilmistir.

(Cotuk 2003).

Tributirin Agar

Pepton (Fluka 19942) Segr
Meat Ekstrakt (Merck 1.03979) 3gr
Tributirin (Aldrich 113026) 10gr
Agar (Fluka 05039 ) 15gr
Distile su 11t

Besiyeri icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarimizin biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Pepton, agar ve meat ekstrakt isitilarak
eritildi, 90°C’ye kadar sogutulduktan sonra tributirin ilave edilmistir ve karistiricida

emiilsiyon haline getirilmistir (Cotuk 2003).

Temel Mineral Ortami

NH,4CI (Riedel-de Haén 11209) 0.05gr
NaH,P0,4.2H,0 (Riedel-de Haén 04270 ) 0.05gr
KH,PO, (Merck 1.04871.1000 ) 0.05gr
MgS0,7H,0 (Fluka 63140 ) 0.05gr
NaCl (Riedel-de Haén 13423 ) 0.4gr

Agar (Fluka 05039 ) 1.5gr

Distile su 100 ml
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Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlarin biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile kullanmlmistir. Bu ortam steril tiiplere 10’ar ml
konulduktan sonra iizerine %1 oraninda hidrokarbon ilave edilmistir. Calismamizda

hidrokarbon kaynag1 olarak mazot kullanilmistir (Oner 1989).

Fermantasyon Ortam A

Glukoz (Merck 1.08342 ) 10gr
Pepton (Fluka 19942 ) Sgr
Meat Ekstrakt (Merck 1.03979) Sgr
NaCl (Riedel-de Haén 13423 ) Sgr
Distile su 11t

Besiyeri icerikleri distile suda c¢oziildiikten sonra 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ortam izolatlardan antibakteriyal
molekiiliin iiretimi i¢in fermantasyon ortami olarak kullanilmistir (Schatz & Waksman

1944°e gore Hepgiivendik1989’dan).

Ninhidrin Soliisyonu

Ninhidrin 0.2gr
Aseton 100ml

TLC plaklarina sikilarak aktif molekiiliin peptit yapist saptanmistir. Soliisyon

aminoasitler icin kullanilmaktadir (Toennies 1951).

MTT (3-[4,5-dimetiltiaksol 2-yl]-2,5-difenil tetrazolyum bromit) Soliisyonu

MTT 0.025gr

Distile su 10ml
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Bu Soliisyon biyootogram sonrasi bakterilerin canli kaldig1 bolgeyi pembe renge

boyamaktadir (Lund et al. 1975).
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3.2. Metot

Cizelge 3.1 Calisma basamaklari

1- Bakteri izolasyonu

l

2- Izolatlarin antimikrobiyal spekturumunun belirlenmesi

l

3-izolatlarin karakterizasyonu

! !
3A-Morfolojik 6zelliklerinin saptanmasi 3B- Biyokimyasal 6zelliklerinin saptanmasi
Koloni ve mikroskobik yapisi Lipid hidrolizi, Tirozin tiretimi,

Jelatin hidrolizi, Melanin iiretimi,
Nisasta hidrolizi, Katalaz hidrolizi,
Tirozinin parcalanmas,
Hidrokarbonlarin parcalanmasi
Karbon kaynaklar1 kullanimi
Azot kaynaklart kullanimi
!
4- Fermantasyonla antimikrobiyal maddenin belirlenmesi
!
4A-Sporulasyon

l

4B- Inokulum hazirlanmasi

!

4C- Fermantasyon

l

5- Fermantasyon sivisinda ham madde ekstraksiyonu (solvent ekstraksiyonu)

l
6- TLC

!

7- Biyootogram

l

8- Kolon kromatografisi ile etken maddenin saflagtiriimasi

!
9-UV spektrofotometrik 6l¢iim
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3.2.1 Topraktan Actinomycet izolasyonu (Waksman 1922)

Toprak ornekleri, alkol ile temizlenmis bir ¢apa ile 5-10 cm derinlikte acilan toprak
profilinden, alkolle temizlenmis bir kasikla steril petrilere alinmistir (Brown 1958).
Alman her bir kompozit topraktan, steril kosullarda 10 gr tartitlip 500 ml’lik steril
erlenlere konulduktan sonra iizerine %0.1 oraninda CaCQOjsilave edilerek karistirilmis ve
bir giin siireyle oda sicaklifinda bekletilmistir (El-Nakeeb&Lechevalier 1963,
Williams&Cross 1971).

Erlenlerde bulunan her bir toprak 6rnegi iizerine 90 ml steril distile su ilave edilerek
calkalanmistir. Boylece toprak ornekleri yaklagik 10" oraminda sulandirilmistir. Bu
sekilde hazirlanmis her bir toprak 6rnegi slispansiyonundan steril bir pipet yardimu ile 1
ml alinarak, i¢inde 9 ml steril distile su bulunan tiiplere aktarilmis ve boylece yaklasik
10%lik toprak siispansiyonu elde edilmistir. Ayni1 islem 10 ve 10™lik sulandirmalar
elde etmek icin tekrarlanmistir. Hazirlanan 10° , 10 ve 10’1ik sulandirmalardan steril
bir pipetle 0.5 ml alinarak steril petrilere konulmus ve iizerine sogutulmus besiyeri Malt
Agar, Nutrient Agar ve Gliserol Yeast Agar ilave edilerek ii¢ paralel calisilmistir.
Besiyeri ile toprak siispansiyonun homojen karigmasinm saglamak i¢in petrilere rotasyon
hareketi yaptirilmistir. Hazirlanan petriler 27°C’ ve 40°C’de 5-7 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Tiim petriler inkiibasyon siiresi boyunca Actinomycet kolonilerinin var

olup olmadiginmi saptamak icin gozlenmistir.

Kati ortam iizerinde pudramsi, derimsi veya pamuksu bir goriiniime sahip olan
kolonilerin mikroskobik incelemeleri yapilmis ve gram boyama 06zelliklerine bakilarak
Actinomycet izolatlar1 belirlenmistir. Her bir toprak orneginden elde edilen izolatlar,
mikroskobik ve makroskobik 6zelliklerine gore gruplandirilarak, grubu temsil eden

rasgele bir izolat calisma i¢in secilmistir.
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3.2.2 izole Edilen Actinomycet’lerin Antimikrobiyal Etkinliklerinin Belirlenmesi

Izole edilen Actinomycet Kkiiltiirlerinde antimikrobiyal etkinin varh@ Spektrum-Plak
Metodu (Raper et al. 1949, Nakayama 1981) kullanilarak saptanmistir. Nutrient Agarli
petriler {izerine, antimikrobiyal aktivitesi belirlenecek izolatin ekimi,  petriyi
ortalayacak sekilde, bir uctan diger uca dogru yapilmistir. Bu sekilde ekimleri yapilan
izolatlar 27°C’de 5 -7 giin inkiibasyona birakilmistir.

Test organizmasi olarak kullanilacak mikroorganizmalarin (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae, Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aureoginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris, Candida albicans, Salmonella enteriditis)
24 saatlik taze Nutrient Broth kiiltiirleri hazirlanmis ve bu mikroorganizmalar
Actinomycet kolonisi ile 90° a¢1 yapacak sekilde Actinomycet kolonisinden baslayarak
petri kenarina dogru tek cizgi halinde ekilmistir. Test mikroorganizmalarinin gelisimi
icin petriler 24 saat 37°C’de inkiibasyona tabi tutulmus ve inkiibasyon sonunda
Actinomycet izolatinin test organizmasina inhibisyon etkisi milimetre olarak

Olctilmiistiir (Raper et al. 1949).

3.2.3 Secilen izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.1 Nisasta Hidrolizi

Secilen izolatlar Nisasta Agar iizerine ekilmis ve 27°C’de 5-7 giin inkiibasyona
birakilmiglardir. Bekleme siiresi sonunda petriyi Ortecek sekilde Gram’in iyodin
cozeltisi agar iizerine dokiilmiis ve dokiilen soliisyonun fazlasi akitilmistir. Iyodinin
varliginda nisasta, besiyerinde mavi-siyah bir renk verir, bu sonu¢ ortamda nisasta
parcalayan enzimin bulunmadigimmin bir gostergesi olup, negatif bir sonuctur. Eger
nisasta hidroliz edilmigse, organizmanin iiredigi bolge etrafinda ag¢ik bir hidroliz zonu

olusacaktir (Cotuk 2003 ).
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3.2.3.2 Lipit Hidrolizi

Tributirin Agar bulunan petrilere izolatlar ekilmis ve 27°C’de 5-7 giin inkiibasyona
birakilmislardir. Bu siire sonunda petrilerde acik zon olusup olusmadigi incelenmistir.
Acik zon olusumu lipit hidrolizi i¢in pozitif bir sonug olarak degerlendirilmistir (Cotuk

2003).

3.2.3.3 Jelatin Hidrolizi

Jelatin besiyerine izolatlarin taze kiiltiirlerinden ayr1 ayri ekim yapilmis olup tiipler
27°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda 4°C’de 30 dk. buzdolabinda
bekletilmistir. Yiizeyinde sivilagsma saptanan Kkiiltiirler jelatinaz olusturan ve jelatini
hizla hidrolize eden suslar olarak degerlendirilmistir. Kat1 kalan kiiltiirler ek olarak 5
giin daha inkiibe edilerek, jelatinin hidrolize olup olmadigina tekrar bakilmistir.
Sivilagma goriilen suslar jelatini yavas hidrolize eden suslar olarak saptanmistir (Cotuk

2003 ).

3.2.3.4 Hidrokarbonlarm Parcalanmasi

Mikroorganizmalarin hidrokarbonlar1 par¢alamalarin1 belirlemede izolatlarin Malt
Agardaki taze kiiltiirleri kullanilmistir. Hidrokarbonun parcalanmasi igin gerekli olan
temel mineral ortamindan, steril deney tiiplerine 10’ar ml konulmustur. Mineral ortama
%1 oraninda hidrokarbon Ornegi katilarak ortam hazirlanmis ve izolatlar tiiplere
ekilmistir. Calismada hidrokarbon olarak mazot kullanilmistir. Tiipler 27°C’de 5-7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda ac¢ik zon olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Oner 1989).

3.2.3.5 Melanin Uretimi

Melanin iiretimi i¢in Melanin Formasyon Ortami kullanilmistir. Besiyeri petrilere

dokiildiikten sonra izolatlarin ekimleri yapilmig ve 27°C’de 5-7 giin inkiibasyona
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birakilmislardir. Bu siire sonunda petrilerde kahverengi renk olusumu melanin iiretimi

acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (Denizci 1996).

3.2.3.6 Tirozinin Parcalanmasi

[zolatlarin ekimleri Bennet’s ortamina L-Tirozin ilave edilerek hazirlanmis besiyerinde
yapilmis ve 27°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmiglardir. inkiibasyon sonunda
bulaniklik olusan tiiplerdeki suslar tirozini parcalayan suslar olarak saptanmistir

(Denizci 1996).

3.2.3.7 Katalaz Testi

Petrilerde bulunan taze kiiltiirlerin tizerine % 3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden ilave
edilerek suslarin katalaz aktiviteleri incelenmistir. Oksijen kabarciklarinin ¢ikmasi ve
yiizeyde kopiik birikimi goriilen suslar katalazin mevcut oldugu suslar olarak

belirlenmistir (Cotuk 2003).

3.2.4 Secilen izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.4.1 Karbon Kaynaklarimin Kullanimi

[zolatlarin karbon kaynaklarinin belirlenmesinde Karbon Nutrient Ortami kullanilmustur.
Farkli karbon kaynaklar igeren ortamlar 27°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmiglardir.
Karbon kaynagi olarak D-glukoz, laktoz, sakkaroz, gliserol, D-mannitol, D-galaktoz, D-
fruktoz, inozitol kullanilmistir (Denizci 1996).

3.2.4.2 Azot Kaynaklarimin Kullanim

[zolatlarin azot kaynaklarmin belirlenmesinde Azot Kullamm Ortanu kullanilmustir.
Farkli azot kaynaklan igeren ortamlar 27°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmiglardir.

Azot kaynaklar1 olarak L-asparajin, DL-alanin, L-histidin, potasyum nitrat, L-tirozin, L-

glutamin, KNO; ve glisin kullanilmistir (Denizci 1996).
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3.2.4.3 inhibitor Ortamlar

Malt Agara inhibitor olarak, sodyum klorit (%4, %7, %10 ve %13 oranlarinda), kristal
viole (0.0001gr ), sodyum azid (0.01,0.02gr), ve fenol (0.1gr) katilarak 27°C’de 5-7 giin
inkiibe edilmistir. Kontrol olarak i¢inde inhibitor bulunmayan Malt Agar kullanilmistir.
Besiyeri iizerindeki organizmanin gelisimi, kontrol grubu ile Kkarsilastirilarak
inhibitorlerin etkisi saptanmustir. Ayrica 3 farkli sicakligin (10°C, 37°C ve 45°C) suglar
izerine etkisi izolatlarin 27°C’deki gelisimleri ile karsilagtirilarak incelenmistir

(Denizci 1996).

3.2.5 Secilen izolatlarin Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Secilen izolatlarin Gliserol Yeast Agar, Yeast Ekstrakt- Malt Ekstrakt Agar (ISP 2),
Inorganik Tuz- Nisasta Agar (ISP 4), Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5), Tirozin Agar
(ISP 7), Sakaroz Nitrat Agar, Gliserol Nitrat Agar, Glukoz Nitrat Agar, Glukoz
Asparajin Agar, Nutrient Agar ve Malt Agar ortamlarinda morfolojik ve kiiltiirel
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla 27°C’de 7 giin boyunca inkiibasyona
birakilmiglardir. Bu ortamlarda inkiibe edilen izolatlar, aerial misel rengi, batik misel
rengi ve difiize pigment rengi acisindan makroskobik olarak incelenmistir. Izolatlarin
melanin pigment iiretimi Melanin Formasyon Ortami kullanilarak incelenmistir

(Denizci 1996).

3.2.6 Fermantasyonla Antimikrobiyal Etkili Molekiiliin Uretimi

Antimikrobiyal aktiviteleri oldugu saptanan izolatlar arasindan segilen AA32 ve
AA33’iin fermantasyonla antimikrobiyal etkili maddelerinin iiretiminin belirlenmesi
icin farkli fermantasyon ortamlart (Gliserol Yeast Broth, ve Fermantasyon Ortami A)
kullanilmigtir. Fermantasyon denemeleri sporulasyon, inokulum ve fermantasyon olmak
lizere baslica iic asamada gerceklestirilmistir. Fermantasyon siiresince izolatlarin
antimikrobiyal madde iiretimi ve biomas’in inkiibasyon siiresince degisimi yas agirlik

metodu kullanilarak belirlenmistir (Denizci 1996).
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3.2.6.1 Sporulasyon

Fermantasyonda kullanilan mikroorganizmalarin Malt Agarda taze kiiltiirleri
hazirlanmig, bu ortamda aktif hale ge¢cmesi ve sporulasyona girmesi igin 5-7 giin
28°C’de inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonunda izolatlar inokulum ortamini asilamak

icin kullamilmistir (Denizci 1996).

3.2.6.2 inokulum Hazirlanmasi

Icinde 100’er ml fermantasyon ortami bulunan 250 ml’lik erlenlere bir 6ze dolusu spor
asilandiktan sonra calkalamali etiivde (N-BIOTEK.INC NB-205) 28°C’de 200rpm’de
(devir/dakika) 3 giin boyunca inkiibe edilerek fermantasyon ortaminin asilanmasinda

kullanilmiglardir (Ohkuma et al. 1992).

3.2.6.3 Fermantasyon

Fermantasyon, 250 ml olarak hazirlanmis fermantasyon ortamlarina, inokulumdan %35
(v/v) oraminda as1 ilave edilerek gerceklestirilmistir. Erlenler calkalamali etiivde
28°C’de 200 devir/dakika calkalama hizinda 168 saat siireyle calkalanarak inkiibe
edilmislerdir (Ohkuma et al. 1992).

3.2.7 Fermantasyon Sivisinda Antimikrobiyal Etkinin Saptanmasi

Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve E.coli ATCC 25922 test organizmalari,
Nutrient Broth’da 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmis ve 0.5 McFarland bulaniklilik
antimikrobiyal etkinin saptanmasinda kullanilmistir. Ekim igin steril ekiivyon ¢ubugu
kullanilarak siv1 kiiltiirdeki test organizmalarindan Nutrient Agar iizerine birbirini kesen
zig zag’lh cizgiler ¢ekerek her tarafa homojen bir sekilde yayilmak suretiyle ekim
yapilmistir. Ekimleri yapildiktan sonra agar {izerinde 6mm capinda cukurlar acilmis ve
her bir ¢ukura 400 ul fermantasyon ortami olarak kullamilan besiyeri yiiklenmistir.

Petriler 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda olusan
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inhibisyon zonlarinin ¢aplan 6l¢iilerek antimikrobiyal aktivite incelenmistir (Augustine

2005).

3.2.8 Antimikrobiyal Etkili Molekiiliin izolasyonu

AA32 ve AA33’ten ham madde ekstraksiyonu, solvent ekstraksiyonu ile, etken
maddelerin tespiti ise ince tabaka kromatografisi, biyootogram, UV spektrofotometre ve

kolon kromatografisi yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.8.1 Solvent Ekstraksiyonu

Fermantasyon ortaminda iireyen izolatlar Whatman filtre kagidi kullanilarak
uzaklastirildiktan sonra 150 ml ¢6ziicii (metilen klorit, n-butanol ve hegzan) 250 ml
fermantasyon sivisti ile birlikte bir giin siireyle calkalanmistir. Bu islem sonunda erlenler
bir siire bekletilmis ve yogunluklar1 farkli olan fermantasyon sivisi ile ¢oziiciiniin
birbirinden ayrildigr goriilmiistiir. Hegzan ve n- butanol fermantasyon sivisinin {iistiinde
yer alirken metilen klorit altta kalmistir. Ayirma hunisi yardimiyla iki sivi birbirinden

ayrilmig ve ¢oziicii ile fermantasyon sivisi ayr1 kaplarda toplanmustir.

Hegzan, n- butanol ve metilen klorid fazlar1 ayr ayn evaporatdrde (Heidolph 2) 40°C
sicaklikta yogunlagtirnlmistir. Yogunlastirllmig ekstratlar 37°C’de 3-4 giin tutularak kati
ekstrakt elde edilmistir. Bu ekstraktlar ince tabaka ve kolon kromatografilerinde

kullanilmistir (Zitouni et al. 2005).

3.2.8.2 ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Uygun Solvent Sisteminin

Belirlenmesi

Aktivite gosteren solvent fazlarinda ¢6ziinen molekiillerin kromatografik ayirma ve
inceleme islemlerinde, ince tabaka kromatografisi icin silica jel (Merck 5554) ve solvent
sistemi olarak da asagida belirtilen sistemler kullanilmistir. ince tabaka kromatografisi
ile maddeler solvent sistemlerinde yiiriitiildiikten sonra %0.2’lik asetonik ninhidrin ile

spreylenerek bantlar goriiniir hale getirilmis ve aktif molekiilin peptit yapida olup
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olmadig1 saptanmistir. Peptit yapisindaki bantlarin Ry degerleri hesaplanmistir. Ayrica
her bir bant TLC iizerinden kazinarak UV spektradaki maksimum absorbans degerleri

belirlenmistir (Denizci 1996).

Kloroform: Metanol 8:2
Kloroform: Metanol: Su 6.5:3:1
n-Butanol: Asetikasit: Su 6:2:2
Etilasetat: Metanol: Su 40:5.4:5
3.2.8.3 Biyootogram

Icerisinde Nutrient Agar bulunan petrilere, TLC plaklari, banth yiizeyi disa bakacak
sekilde yerlestirildikten sonra 24 saatlik taze kiiltiirleri hazirlanmis olan S.aureus ATCC
25923 test organizmasi yart kati Nutrient Agara eklenerek plak yiizeyini kaplayacak
sekilde dokiilmiistiir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda petriler MTT soliisyonu ile
spreylenmistir. MTT soliisyonu canli kalan bakterileri pembe renge boyarken
antimikrobiyal aktivitenin bulundugu ve bakteri iiremesinin olmadig1 bolgede zon
olusumu gozlenmistir (Lund et al. 1975). Sekil 3.1’de biyootogram sonucu olusan zon

alanm goriilmektedir (Tianjin 2003) .

Inhibitiocn zone

TLC strip an TLE strip under
the B.Subtilis LW 254 nm

Sekil 3.1 Biyootogram Sonucu Olusan Zon Alanlar1 (Tianjin 2003)
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3.2.8.4 Kolon Kromatografisi ve UV Spektrofotometre

Solvent ekstraksiyonu sonucu elde edilen ham ekstraktan 0.2 gr tartilip 1 ml suda
¢cozdiikten sonra 3500 g’de 2 dk boyunca santrifiij edilmistir. Daha sonra bu ham
ekstrakt sefakril (S 200) kolonda n-butanol:asetik asit:su (6:2:2) iceren solvent sistemi
kullanilarak saatte 4.5ml (4.5ml h™") akis hizinda vyiiriitiilerek 1.5 ml’lik 52 fraksiyon
toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin tamami UV spektrofotometrede (TU-1880 Double
Beam) okunarak ol¢iimleri yapilmis ve pik degerleri belirlenmistir. Aktivite gosteren
fraksiyonlar TLC’de yiiriitillerek Ry degeri belirlenen bolge kazinarak aktif madde
izolasyonu yapilmistir (Denizci 1996).
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4. BULGULAR

4.1 izolatlarm Antimikrobiyal Aktivitesi

Afyonkarahisar ilinin 7 farkli bolgesinden alinan toprak orneklerinden, farkli koloni

morfolojisine sahip 52 Actinomycet susu izole edilmistir. Sonuclar ¢izelge 4.1°de

verilmisgtir.

Cizelge 4.1 izolasyon Bolgelerine Gore Antimikrobiyal Aktivite Oranlart

Ornek Alinan Bolge Izolat Sayis Antimikrobiyal Aktivite
Gosteren izolat Sayisi
Akarcay 4 (%7.60) 1 (%25.00)
Atakoy 12 (%23.0) 10 (%83.30)
Giimiigkent 5 (%9.60) 3 (%60.00)
Devlet Parki 5 (%9.60) 2 (%40.00)
Hidirlik 6 (%11.50) 2 (%33.30)
ANS 18 (%34.60) 10 (%55.50)
Ozdilek 2 (%3.80) 1 (%50.00)
Toplam 52 29 (%55.70)

En fazla izolasyon ANS kampiisiinden 18 izolatla (%34.6) elde edilmistir. Bunu Atakoy
12 (%23) ve Hidithk 6 (%11.5) izolatla takip etmistir. Izolatlarin 29’unun (%55.7)
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. En fazla izolasyon ANS
kampiisiinden olmasina karsin en fazla antimikrobiyal aktivite gosteren bolge %83.3 ile
Atakoy olmustur. Izole edilen 52 farkli susun Gram(+) ve Gram(-) bakteriler ile
mayalara kars1 gostermis olduklar1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis olup sonuclar

cizelge 4.2’ de belirtilmistir.
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Cizelge 4.2 Afyonkarahisar ilinden izole Edilen Actinomycet’lerin Antimikrobiyal

Aktiviteleri (mm)

TEST

iZOLA

Salmonella

enteriditis

Klebsiella

pneumoniae

Pseudomonas
aeuroginosa

ATCC
27853

E.coli
ATCC

25922

Proteus

vulgaris

Candida

albicans

Stphylococcus
aureus

ATCC
25923

KA1

KA 2

KA 3

KA 4

KA S

KA 6

KA 7

KA 8

KA 9

KA 10

12

KA 11

12

AA12

DA13

GA14

0OA15

AA1l6

AA17*

W A A W

AA18

AA19

N

AA20

AA21*

DA22

DA23

DA24
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DA25 |4 - - ; . - 7
GA26 |- - - ; - - ]
GA27 |3 - 5 2 - - -
GA28 |- - - - - - -
GA29 |- - ; ; ; . 6
AA30 |2 - - - - - 4
AA31 |- - 4 - - - 2
AA32 |- 5 5 7 4 - 23
AA33 |- 7 5 5 5 2 22
AA34 |20 - - - - 2 2
KA35 |- - - ; - . ;
KA36 |2 - - - ; ; 6
KA37 |- - 12 2 - - 20
KA38 |- - - - - - -
KA39 |2 - - - - 4 -
KA40 | - 3 8 - ; ; .
KA41 |- - - ; - . ;
CA42 |- - - - - - -
CA43 |- - - - - - -
CA44 |- - - - - - -
CA45 |3 - 2 6 - - -
0Ad6 | - - - - - - -
HA47 |- - - - - - -
HA48 | - - - - - - -
HA49 |- - - 4 . . 9
HA50 |5 - 6 - - ; 1
HAS51 |- - - - - - -
HA52 |- - - ; - - ;

AA: Atakoy izolatlari, , CA: Akarcay izolatlari, DA: Devlet Parki izolatlari, GA: Gumiiskent izolatlar
HA: Hidirlik izolatlari, KA: ANS izolatlari, OA: Ozdilek izolatlart

* Termofilik Actinomycet tiirleri
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Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin %46.1°1 Gr(-)’lere, %44.2’si Gr(+)’lere,
%9.6’s1 mayalara karsi etkin iken %9.6’s1 hem antibakteriyal hem de antifungal aktivite
gostermistir. 1zolatlar %44.2 ile en fazla Staphylococcus aureus ATCC 25923’e etkili
olup bunu Salmonella enteriditis (%23), Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853
(%23), E.coli (%19.2), C.albicans (% 9.6), Klebsiella pneumoniae (%7.6) ve Proteus
vulgaris (%3.8) takip etmistir. En fazla antimikrobiyal etkiye sahip olan suslar AA32,
AA33 ve KAIl olarak saptanmistir. Termofilik izolatlardan AAI17 Salmonella
enteriditis ve Staphylococcus aureus ATCC 25923’e, AA21 ise Klebsiella pneumoniae
ve E.coli ATCC 25922’ye kars1 etkili bulunmustur. Inhibisyon zonuna bakildiginda her
ic izolatta Gr(+) bakterilere karsi Gr(-)’lere oranla daha fazla antimikrobiyal etki
gostermistir. AA33 izolatinin AA32 ve KA11’den farkli olarak C.albicans’in iiremesini

inhibe ettigi goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

4.2 Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerin incelenmesi

[zolatlarin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri saptanmis ve elde edilen sonuglar cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Izolatlarin Kiiltiirel ve Morfolojik Ozellikleri

AA32 | Ureme Aerial misel | Batik misel Coziiniir
Ortam rengi Rengi pigment rengi
Gliserol Yeast | ++ Krem Kahverengi -

Agar

ISP 2 + Sar1 Sar1 -

ISP 4 ++ + Sar1-Krem Sar1 Sar1

ISP 5 ++ Sari-Beyaz Sari- Krem -

ISP 7 ++ Sar1- Beyaz Sart -

Sakkaroz ++ Beyaz Beyaz -

Nitrat Agar

Glukoz +++ Sari- Beyaz Sari- Krem -

Asparajin

Agar

Gliserol Nitrat | ++ + Beyaz Kahverengi -

Agar

Glukoz Nitrat | + + + Krem Krem -

Agar

Nutrient Agar | ++ Sari- Beyaz Sar1 -

Malt Agar +++ Beyaz-Krem | Kahverengi Kahverengi
Melanin +++ Koyu Krem | Kahverengi Kahverengi
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Formasyon

AA33

Gliserol Yeast | ++ Sar1-Krem Turuncu -

Agar

ISP 2 +++ Sar Sar1 -

ISP 4 +++ Sar1-Krem Sari Sar1
ISP 5 +++ Sar1 Sar1 -

ISP 7 +++ Krem Sar1 -
Sakkaroz ++ Beyaz Beyaz -

Nitrat Agar

Glukoz +++ Krem Beyaz -
Asparajin

Agar

Gliserol Nitrat | + + + Krem Krem-Kahve -

Agar

Glukoz Nitrat | + + + Krem Krem-Kahve -

Agar

Nutrient Agar | ++ Beyaz Acik sar1 -

Malt Agar +++ Sari-Krem Kahverengi Kahverengi
Melanin +++ Koyu Krem | Kahverengi Kahverengi
Formasyon

KA11

Gliserol Yeast | + Beyaz - -
Agar

ISP 2 + - - -
ISP 4 ++ Beyaz Krem -
ISP 5 +++ Krem Krem -
ISP 7 +++ Pembe Krem -
Sakkaroz ++ Beyaz Beyaz -
Nitrat Agar

Glukoz ++ Beyaz Krem -
Asparajin

Agar

Gliserol Nitrat | + + + Beyaz Kahverengi -
Agar

Glukoz Nitrat | + + + Krem Kahverengi -
Agar

Nutrient Agar | + Beyaz Krem -
Malt Agar +++ Krem-Yesil | Kahverengi -
Melanin +++ Koyu Krem | Kahverengi Kahverengi
Formasyon

(-) Ureme yok

(+) Ureme zayif

(++) Ureme iyi

(+++) Ureme ¢ok iyi
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AA33 numarali izolatin 12 farkli besiyerindeki aerial misel, batik misel ve ¢oziiniir
pigment rengi incelendiginde ISP 2 ve ISP 5°de aerial misel ve batik misel renginin sar1
oldugu, ISP 4’de sar1, Malt Agar ve Melanin Formasyon Ortaminda kahverengi ¢oziiniir
pigment olusturdugu saptanmustir. izolatin Gliserol Yeast Agarda batik misel renginin
turuncu oldugu goriilmiistiir. Izolatin 12 besiyerinde 10 farkli renk grubu olusturdugu
saptanmustir. I1zolat Gliserol Yeast Agar, Sakkaroz Nitrat Agar ve Nutrient Agar
disindaki diger besiyerlerinde ¢ok iyi (+++) lireme gosterirken bu besiyerlerinde iireme

iyl (++) olarak tespit edilmistir.

AA32 izolat1 Gliserol Yeast Agar ve Malt Agarda kahverengi batik misel olustururken
ISP 2, ISP 4, ISP 7, ve Nutrient Agarda ise sar1 renkli batik misel olusturdugu
belirlenmistir. Ayrica ISP 4’de sari, Malt Agarda ise kahverengi c¢Oziiniir pigment
gozlenmistir. Kullanilan besiyerlerinde 9 farkli renk grubu saptanmustir. izolatin en az

tireme gosterdigi besiyeri ISP 2 olarak tespit edilmistir.

KAT11 numarali izolatin batik misel rengi ISP 4, ISP 5, ISP 7, Glukoz Asparajin Agar ve
Nutrient Agarda krem, Gliserol Nitrat Agar, Glukoz Nitrat Agar ve Malt Agarda
kahverengi olarak saptanmigtir. ISP 7°de aerial misel rengi pembe, Malt Agarda ise
krem-yesil olarak tespit edilmistir. izolat hicbir besiyerinde c¢oziiniir pigment
olusturmamistir. KA 11 numarali izolatin 12 besiyerinde 7 farkli renk grubu olusturdugu
saptanmustir. 1zolat, Gliserol Yeast Agar, ISP 2 ve Nutrient Agarda zayif iireme
gosterirken ISP 5, ISP 7, Gliserol Nitrat Agar, Glukoz Nitrat Agar ve Malt Agarda ¢ok

iyl tireme gozlenmistir.

AA32 ve AA33 izolatlarinin ISP 4 ve Malt Agarda olusturduklart ¢oziiniir pigment
renklerinin ayn1 oldugu goézlenmistir. Her ii¢ izolatta Melanin Formasyon Ortaminda
aerial misel, batik misel ve difiize pigment rengi olarak ayni sonuclari vermistir

(Cizelge 4.3)
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4.3 Biyokimyasal ve Fizyolojik Ozelliklerin incelenmesi

[zolatlarin biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri saptanmis ve elde edilen sonugclar

cizelge 4.4- 4.6’da belirtilmistir.

Cizelge 4.4 AA32 No’lu izolatin Biyokimyasal ve Fizyolojik Ozellikler

Ortam Karakter | Ortam Karakter

Inhibitorler Biyokimyasal 6zellikleri

Kristal viole (0.0001gr) - Nisasta hidrolizi +

Fenol (0.1gr) - Lipit hidrolizi +

Sodyum azid(0.01gr) - Jelatin hidrolizi -

Sodyum azid (0.02gr) - Katalaz testi +

Sodyum klorit %4 - Hidrokarbonlarin parcalanmasi +

Sodyum klorit %7 - Melanin iiretimi(ISP 11) +++

Sodyum klorit %10 - Tirozinin pargalanmasi +

Sodyum klorit %13 - Antimikrobiyal aktivite

Penisilin G inhibisyonu + Salmonella enteriditis -

Yetisme Sicakliklar: Klebsiella pneumoniae +

10°C - Pseudomonas aeuroginosa ATCC +
27853

27°C + Proteus vulgaris +

37°C + E.coli +
ATCC 25922

45°C - Staphylococcus aureus +
ATCC25923

Karbon kaynaklari Candida albicans -

kullammm

Glukoz -+

Laktoz ++

Sukroz ++

Gliserol +++

Inozitol ++

Galaktoz -+

Fruktoz ++

Mannitol +++

C Kaynaksiz -

Azot kaynaklarimin

kullammm

KNO3 +++

L-Asparagin +++

DL-Alanin +++

| L-Tirozin +++ | |

59




L-Histidin +++

L-Glutamin +++

Glisin +++

N Kaynaksiz -
(+) Var (-) Yok

Cizelge 4.5 AA33 No’lu Izolatin Biyokimyasal ve Fizyolojik Ozellikleri

Ortam Karakter | Ortam Karakter

Inhibitorler Biyokimyasal ozellikleri

Kristal viole (0.0001gr) - Nisasta hidrolizi +

Fenol (0.1gr) - Lipit hidrolizi +

Sodyum azid(0.01gr) - Jelatin hidrolizi +

Sodyum azid (0.02gr) - Katalaz testi +

Sodyum klorit %4 ++ Hidrokarbonlarin +
parcalanmast

Sodyum klorit %7 - Melanin iiretimi +++

Sodyum klorit %10 - Tirozinin par¢alanmasi +

Sodyum klorit %13 - Antimikrobiyal aktivite

Penisilin G inhibisyonu - Salmonella enteriditis -

Yetisme Sicakliklar: Klebsiella pneumoniae +

10°C - Pseudomonas aeuroginosa +
ATCC 27853

27°C + Proteus vulgaris +

37°C + E.coli +
ATCC 25922

45°C - Staphylococcus aureus +
ATCC25923

Karbon kaynaklari Candida +

kullamim

Glukoz +++

Laktoz ++

Sukroz ++

Gliserol +++

Inozitol ++

Galaktoz +++

Fruktoz ++

Mannitol +++

C Kaynaksiz -

Azot kaynaklarmin

kullamim

KNO; +++

L-Asparagin +++

DL-Alanin +++

L-Tirozin +

L-Histidin +++
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L-Glutamin +++
Glisin +++
N-Kaynaksiz -
(+) Var (-) Yok

Cizelge 4.6 KA11 No’lu Izolatin Biyokimyasal ve Fizyolojik Ozellikleri

Ortam Karakter | Ortam Karakter

Inhibitorler Biyokimyasal ézellikleri

Kristal viole (0.0001gr) - Nisasta hidrolizi +

Fenol (0.1gr) - Lipit hidrolizi +

Sodyum azid(0.01gr) - Jelatin hidrolizi +

Sodyum azid (0.02gr) - Katalaz testi +

Sodyum klorit %4 - Hidrokarbonlarin +
parcalanmast

Sodyum klorit %7 - Melanin iiretimi +

Sodyum klorit %10 - Tirozinin pargalanmasi +

Sodyum klorit %13 - Antimikrobiyal aktivite

Penisilin G inhibisyonu - Salmonella enteriditis -

Yetisme Sicakliklar: Klebsiella pneumoniae -

10°C - Pseudomonas aeuroginosa +
ATCC 27853

27°C + Proteus vulgaris -

37°C + E.coli +
ATCC 25922

45°C - Staphylococcus aureus +
ATCC25923

Karbon kaynaklari Candida albicans -

kullanim

Glukoz +++

Laktoz ++

Sukroz ++

Gliserol +++

Inozitol +++

Galaktoz +++

Fruktoz +

Mannitol +++

C kaynaksiz -

Azot kaynaklariin

kullammm

KNO; +++

L-Asparagin +++

DL-Alanin +++

L-Tirozin +

L-Histidin +++

L-Glutamin +++
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Glisin +++

N Kaynaksiz -

(+) Var () Yok

AA32 numarali izolat penisilin disginda diger biitiin inhibitor ortamlarda inhibe
olmustur. Maksimum iireme 27°C’de gozlenirken izolatin 37°C’de de iireyebildigi
belirlenmistir. Sicaklik 10°C’ye diisiiriildiigiinde ve 45°C’ye cikarildiginda ise iireme
saptanmamustir. izolat karbon kaynag: olarak glukoz, galaktoz, mannitol ve gliserol
bulunan ortamlarda daha iyi iireme gostermistir. Ortama eklenen tiim azot
kaynaklarinda iiremenin iyi oldugu saptanmistir. Izolatin Melanin Formasyon
Ortaminda kuvvetli melanin iiretimi yaptigi, jelatin hidrolizi disinda tiim biyokimyasal

aktivitelere sahip oldugu ve hidrokarbonlar1 parcaladig: tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

AA33’i kristal viole, fenol ve sodyum azid’in inhibe ettigi saptanmistir. %7 ve
izerindeki sodyum klorit konsantrasyonlarimin AA33 izolatinin iiremesini inhibe ettigi
ancak %4’liik sodyum klorit konsantrasyonunda izolatin iireyebildigi belirlenmistir.
Maksimum iireme sicakligi 27°C olarak tespit edilmistir. 37°C’de iireyebilen izolat
sicaklik 10°C’ye diisiiriildiigiinde ve 45°C’ye cikarilldiginda iireme saptanmamaistir.
Izolatin karbon kaynagi olarak glukoz, gliserol, galaktoz ve mannitol bulunan
ortamlarda, diger karbon kaynaklari bulunan ortamlara gore daha fazla iiredigi tespit
edilmistir. L-tirozin disindaki diger azot kaynaklarinda iyi iireme gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan testlerde biitiin biyokimyasal aktivitelere sahip oldugu ve

kuvvetli melanin iirettigi saptanmistir (Cizelge 4.5).

KA11’i biitiin inhibitdr ortamlarin inhibe ettigi belirlenmistir. AA32 ve AA33
izolatlarinda oldugu gibi KA11’de de 27°C ve 37 °C’de iireme gozlenirken 10°C ve
45°C’de iireme saptanmanustir. Izolatin karbon kaynag olarak glukoz, gliserol,
galaktoz, mannitol ve inozitol bulunan ortamlarda diger karbon kaynaklarina gore daha
iyi tiredigi ve fruktozda iiremenin en az oldugu tespit edilmistir. KA1l izolat1 azot
kaynaklarindan sadece L-tirozinli ortamda en az gelisim gosteritken azot kaynagi
bulunmayan ortamda iireme gozlenmemistir. Izolatin, besiyerinde zayif melanin iiretmi

yaptig1 belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Her ii¢ izolatta karbon kaynagi olarak glukoz, galaktoz, mannitol ve gliserol bulunan
ortamlarda iyi gelisim gostermiglerdir. Azot kaynaklarindan L-tirozini ise sadece AA32
izolat1 kuvvetli sekilde kullanmistir. Biyokimyasal testlerde melanin iiretimi kuvvetli
olan izolatlar olarak AA32 ve AA33 belirlenirken KA11 izolati zayif melanin iiretimi
gostermistir. Ayrica AA32’nin jelatin hidrolizi yapmadigi saptanmustir. Izolatlarin

Farkli besiyerlerindeki gelisimleri ve hif yapisi sekil 4.1-4.12°de gosterilmistir.

AA33 AA32 KA1l
Sekil 4.1 izolatlarin Gliserol Yeast Agar Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

o=
AA33 AA32 KA1l
Sekil 4.2 izolatlarin ISP 4 Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

AA33 AA32
Sekil 4.3 izolatlarin ISP 5 Ortaminda 7 Giinde Gelisimi
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AA33 AA32 KA1l

Sekil 4.4 izolatlarin Sakaroz Nitrat Agar Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

AA33 AA32

Sekil 4.5 izolatlarin ISP 7 Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

AA33 AA32

Sekil 4.6 izolatlarin Glukoz Asparajin Agar Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

AA33 AA32

Sekil 4.7 izolatlarm Gliserol Nitrat Agar Ortaminda 7 Giinde Gelisimi
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AA33 AA32

Sekil 4.8 izolatlarin Glukoz Nitrat Agar Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

AA33 AA32

Sekil 4.9 izolatlarin Nutrien Agar Ortaminda 7 Giinde Gelisimi

| |

ST I -
3 e
14

AA32

AA32

Sekil 4.11 Izolatlarin Melanin Formasyon Ortami Ortaminda 7 Giinde Gelisimi
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AA33 AA32 KA1l

Sekil 4.12 izolatlarin Spor Zincir Morfolojisi

Izolatlarin hifa yapis1 dallanmus, septasiz olarak belirlenmis ayrica sporlarm oval oldugu

saptanmistir.

4.4 Fermantasyonla Antimikrobiyal Etkili Molekiillerin Uretimi

Fermantasyon siiresince AA32 ve AA33’iin antimikrobiyal etkili molekiillerinin
belirlenmesinde test organizmalan olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Esherichia coli ATCC 25922 kullanilmigtir. Alti giin siiresince Olgiilen zon caplari
cizelge 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

[zolatlarin yas agirliklari ise besiyeri Gliserol Yeast Broth (Fermentasyon ortami 1), ISP
2 (Fermentasyon ortami 2) ve Fermantaston Ortami A’da (FOA) yedi giin boyunca
giinde iki kez belirli araliklarla 6l¢iilmiis olup sonuglar cizelge 4.9, 4.10’da ve grafik 4.1

ve 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.7 AA32 ve AA33 Numarali [zolatlarm Farkli Besiyeri Ortamlarinda
Antibiyotik Uretimi (Zon ¢capt mm) (Staphylococcus aureus)

SAAT [0 |20 [24 [43 [48 [67 [72 [91 [96 [115]120 [139 | 144
Ortam
IZOLAT AA32
GYB |- |- |12 [15 |16 |16 |17 |13 |10 |- - - -
FOA |- [20 [20 [23 [24 [25 [25 |24 [24 |24 [18 [16 |15
IZOLAT AA33
GYB |- [- |12 [14 |15 [18 [13 |13 [12 [11 |10 |- -
FOA |- |16 [17 [18 [18 [19 [20 |21 [21 [20 [18 [17 |15

GYB; Gliseol Yeast Broth, FOA; Fermantasyon Ortami A

Staphylococcus aureus ile yapilan denemelerde AA32 ve AA33 numarali izolatlarda
antimikrobiyal madde iiretimi Fermantasyon Ortami A’da 20.saatte baslarken Gliserol
Yeast Broth’da ise 24. saatte baglamistir. AA32 numarali izolatin en yiiksek inhibisyon
zonu Fermantasyon Ortam1 A’da 67.ve 72.saatlerde 25 mm ve AA33 numaral izolatta
ise Fermantasyon Ortami A’da 91. ve 96.saatlerde 21 mm olarak Ol¢iilmiistiir (Cizelge

4.7).

Cizelge 4.8 AA32 ve AA33 Numarali [zolatlarm Farkli Besiyeri Ortamlarinda
Antibiyotik Uretimi (Zon ¢ap1 mm) (Esherichia coli)

AT 0 |20 |24 [43 (48 |67 |72 |91 |96 | 115 | 120 | 139 | 144
Ortam
IZOLAT AA32
GYA - - 18 |18 |19 |21 |16 |13 |11 |- - - -
FOA - 12 (15 |18 |19 |20 |23 |25 |24 (21 |11 |10 |5
IZOLAT AA33
GYA - - 13 |14 (12 |11 |9 5 - - - -
FOA - 12 (17 |17 |18 |18 |23 |26 |30 |25 |21 |20 |11
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Test organizmasi1 olarak Esherichia coli kullanilan deneylerde her iki izolattada
antimikrobiyal madde iiretimi Fermantasyon Ortam1 A’da 20.saatte, Gliserol Yeast
Broth’da ise 24.saatte baslamistir. En yiiksek inhibisyon zonu AA32 numarali izolatta
Fermantasyon Ortami A’da 91.saatte 25mm olarak ve AA33 numarali izolatta ise

Fermantasyon Ortam1 A’da 96. saatte 30mm olarak ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.9 Farkli Besiyeri Ortamlarinda 32 Numarali izolatin Yas Agirlik Olgiimleri

(gr/100ml)
FO1(GYB) FO2 (ISP 2) FOA

Zaman(Saat)

21 0.40 0.15 0.15
27 0.59 0.23 0.39
35 1.18 0.54 1.27
41 1.70 0.77 1.45
59 2.08 0.92 2.23
65 2.00 0.94 3.32
83 1.73 0.37 3.28
89 1.28 0.34 2.24
107 1.00 0.32 2.00
113 0.05 0.32 1.99

FOA; Fermantasyon Ortam1 A, FO1; Gliserol Yeast Broth FO2; ISP 2
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Farkli besi ortamlarinda 32 nolu izolatin bilyiime egrisi

——FOA
—=—GYB
——|ISP2

Yas agirlik
N

O T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Inkiibasyon siiresi

Cizelge 4.10 Farkli Besiyeri Ortamlarinda 32 Numarali izolatin Biiyiime Egrisi

Cizelge 4.11 Farkli Besiyeri Ortamlarinda 33 Numarali Izolatin Yas Agirlik Ol¢iimleri

(gr/100ml)
Zaman(Saat) | FO1 (GYB) FO2 (ISP 2) FOA
21 0.19 0.26 0.11
27 0.35 0.35 0.44
35 0.77 0.74 1.65
41 0.93 0.76 1.95
59 1.49 1.14 2.74
65 1.75 0.89 3.32
83 1.15 0.16 2.74
89 0.75 0.07 2.55
107 0.38 0.06 2.43
113 0.35 0.05 2.34
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Farkli besi ortamlarinda 33 nolu izolatin bilyiime egrisi

2,51 ——FOA
5 —=—GYB
1,5 ——ISP2

Yas agirlik

O T T T T = ——0
0 20 40 60 80 100 120

Inkiibasyon siiresi

Cizelge 4.12 Farkli Besiyeri Ortamlarinda 33 Numarali Izolatin Biiyiime Egrisi

Yas agirlik tayininde AA32 numarali izolat i¢in en yiiksek deger FOA’da 3.32 g/100 ml
ile 65.saatte, AA33 numarali izolat i¢in ise FOA’da 3.32 g/100ml ile yine 65.saatte
Olctilmiistiir. Agirlik artis1 en cok FOA’da tespit edilmistir. Her iki sus i¢in en az agirlik
artist FO2’de goriilmiistiir (Cizelge 4.9, 4.10).

4.5 Antimikrobiyal Etkili Aktif Molekiillerin izolasyonlari

Fermantasyon Ortami A’da hazirlanan fermantasyon ortami sonucunda izolatlarin
tirettigi antimikrobiyal etkili aktif molekiiliin ekstraksiyonu 3 farkli solvent ile yapilmis
ve antimikrobiyal aktivite Candida albicans, Esherichia coli ATCC 25922 ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 test organizmalar1 kullanilarak zon caplar

Olctilmiistiir. Sonuglar ¢izelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.13 AA32 ve AA33 Numarali izolatlarin Farkli Czgenlerle Ekstraksiyonu

(mm inhibisyon zon ¢api)

Esherichia coli Staphylococcus Candida
ATCC 25922 aureus ATCC albicans
Test 25923
organizmasi
Coziicii
IZOLAT AA32
Metilen Klorid 10 6 -
Butanol 12 9 -
Hegzan - - -
IZOLAT AA33
Metilen Klorid - - -
Butanol 11 9 9
Hegzan - - -

Elde edilen ekstraktlar en iyi su ve DMSO’da (Dimetil siilfoksit) ¢oziilmiistiir. Ham
ekstrakt n-Butanol: Asetik Asit: Su (6:2:2) solvent sistemi kullanilarak ince tabaka
kromatografisinde muamele edilmistir. Izolatlar TLC’ de yiiriitiildiikten sonra ninhidrin
pliskiirtiilmesi sonucunda AA32 numarali izolatta bes bant belirlenirken AA33 numarali
izolatta 4 bant tespit edilmistir. U¢ farkli ¢oziiciiden elde edilen ekstraktlardan olusan

bantlar Sekil 4.13.’de gosterilmis ve bantlar sefotaksim ile karsilagtirilmistir (Sekil 4.15)
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AA32 AA33 Sefotaksim AA32 CY32 CY33

Sekil 4.13 izolatlarin TLC’ de Olusan Goriintiileri

Yiiriitiiliip Ninhidrin Piiskiirtiilmesiyle Gozlenen Bantlar ve Sefotaksimle karsilastirilmasi, Cift Yonlii
Yiiritme(CY) (M: Metilen klorid, H: Hegzan ve B: n-Butanol ).

TLC’de bantlar goriiniir hale getirildikten sonra Ry degerleri hesaplanmistir. AA32
izolatimin 3.bandi ile AA33 numarali izolatin 2. bandi ve AA32’nin 5. bandi ile
AA33’iin 4. bandinin R; degerleri aym g¢ikmustir. Izolatlarin antimikrobiyal etkili
molekiiliiniin tespiti icin biyootogramlart yapilmistir. Test organizmasi olarak
Staphylococcus aureus ATCC 25923 kullanilmis olup AA32 numarali izolatta bir,
AA33 numarali izolatta ise 2 bolge tespit edilmistir. Bu bolgelerin Ry degerleri
hesaplanmis izolat AA32’de biyootogram sonucunda zon olusumu 5.bant (R 0.527)
etrafinda, Izolat AA33’de ise 3. (R; - 0.487) ve 4. bantlar (R 0.527) etrafinda
gozlenmistir (Sekil 4.14).

AA33 AA32
Sekil 4.14 Biyootogram Sonucu Olusan Zon Alanlart
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Sekilde goriilen pembe alanlar, test organizmasi iizerine izolatlarin yiiriitiilmiis oldugu
TLC plaklar yerlestirildikten sonra 24 saatlik inkiibasyon sonucunda MTT iz tuzlar
soliisyonu spreylenmesinden birka¢c dakika sonra canli kalan test organizmasinin

bulundugu alanlan gostermektedir.

AA32 numarali izolatin, antimikrobiyal aktivitesi oldugu diisiiniilen 5. band1 kazinarak
kolon kromatografisi sonucu toplanan fraksiyonlarla karsilagtirma yapmak icin +4°C’de
saklanmistir. Kazinan bant ile AA32 numarali izolatin ham ekstrakti tiiplere alinip 1’er
ml distile suda coziiliip santrifiij edildikten sonra UV spektrofotometrede ol¢iimleri

yapilmistir.

AA32 numarali izolatin kolon kromatografisi yapilmis ve 1.5 ml’lik tiiplerle 52
fraksiyon toplanmistir. Toplanan tiim fraksiyonlarin UV spektrofotometrede ol¢iimleri
yapilmis, ham ekstrakt ve bantla olciimler kargilagtinnlmistir. Cikan sonuglar neticesinde
4-10 aras1 fraksiyonlarin disk difiizyon yoOntemiyle antimikrobiyal aktivitelerine

bakilmis ve hepsinde zon olusumu gozlenmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. 4-10 Arast Fraksiyonlarin Olusturdugu Antimikrobiyal Etki (Staphylococcus
aureus ATCC 25923)
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Cizelge 4.14 Izolatlarin UV Spektrum ve Rf Degerleri

Ham 6.Fraksiyon
Ekstrakt TLC
R¢ UV | Ry UV | Ry Uv
0.179 | 284
0.230 | 254
AA32 | 0.307 | 245
0.408 | 211
0.527 | - 0.527 | 284 | 0.527 | 286
254 254
216
0.256 | 282
0.307 | 262
AA33 | 0.487 282
254
0.527 282
256
208

6.Fraksiyon 5.Bant AA32 Ham madde

Sekil 4.16 Ham Madde, Kazint1 Bant ve Kolon kromatografisi Sonucu Elde Edilen
Maddelerin Pik Degerleri
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Calismamizda sefotaksimin UV degeri 254 olarak tespit edilmis olup etken maddemiz
ile benzerlik gostermistir. Ancak sefotaksimin molekiil agirlign 455.47 gr/mol iken

izolat AA32’den elde edilen etken maddenin ise 467.89 gr/mol oldugu belirlenmistir
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5. TARTISMA VE SONUC

Actinomycet’ler aminoglukozid, makrolit, f-laktam, polien, polieter, tetrasiklin gibi
cesitli antibiyotik gruplarinin  iiretiminde kullanilirlar (Gupte et al. 2002).
Antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi sonucunda ¢ogul direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasi
ve yeni patojen organizmalarin belirlenmesi, antibiyotik tiirevlerinin kesfini zorunlu
hale getirmektedir. Giliniimiizde yeni antibiyotikler i¢in yapilan arastirmalar bakteri,
Actinomycet, Streptomyces, fungus ve alglerin sekonder metabolitlerinin
antimikrobiyal etkisinin incelenmesi {iizerine yogunlagmstir. Ozellikle toprak
mikroorganizmasi olarak bilinen Actinomycet’ler antimikrobiyal madde iiretiminde ilk
sirayl almalart ile yeni antimikrobiyal maddelerin belirlenmesi ¢alismalarinda temel

mikroorganizmalar olmuslardir.

Nakhimovskaia (1937) topraktan izole ettigi 80 Actinomycet Kkiiltiiriinde yaptig
calismada 47 tanesinin antogonistik, 27 tanesinin ise aktif madde iirettigini ve bunlarin
Gram pozitif bakteriler tizerinde etkili oldugunu saptamistir. Linder ve Wallhauser
(1955) 2500 Streptomyces kiiltiirtiniin %77 sinin Gram pozitif bakterilere %40’1nin
gram negatif bakterilere, %32’sinin Mycobacterium ve %18 nin de funguslara etkili
oldugunu bildirmislerdir. En iyi antifungal aktivite ise Saccharothrix sp.’lerde
goriilmiistiir. Saccharothrix tiirlerinin Nocardiopsis genusundan gram pozitiflere karsi
daha fazla antimikrobiyal aktivite gosterdigi bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmis
olmasina karsin (Horvath 1954, Isshiki et al.1989, Takeuchi 1992, Wank et al. 2001)
gram negatif ve funguslar’a kars1 antimikrobiyal etki nadir olarak bildirilmistir (Lamari
et al. 2002). Ouhdouch et al. (2002) Moroccan’dan 320 Actinomycet susu izole etmisler
ve 32 izolatin yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigini saptamislardir. Sahin ve Ugur
(2003) 74 Streptomyces izolatinin %45.9’unda antimikrobiyal aktivite oldugunu
saptamistir. Ozellikle 50 izolat koagiilaz (-) Staphlococcus (CoNS) lara kars1 kuvvetli
antimikrobiyal etki gostermistir. 5 izolat ise CoNS ve mayalara karsi inhibisyon zonu
20mm iizerinde olan cok kuvvetli antimikrobiyal etki gostermistir (Sahin ve Ugur

2003).
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Calismamizda benzer olarak, topraktan izole edilen toplam 52 farkli Actinomycet
izolatinin 29’unda (%55.7) antimikrobiyal aktivite gozlenmistir. izolatlarin %44.2’si
Gram pozitif, %46.1’1 Gram negatif bakterilere, %9.62’s1 C. albicans’a ve %9.6’sinin
ise her iiciine kars1 etkili oldugu saptanmistir. Ayrica izolatlar %44.2 ile en fazla
Staphylococcus aureus ATCC 25923’e etkili olmus ve bunu Salmonella enteriditis
(%23), Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853 (%23), E.coli (%19.2), C.albicans (%
9.6), Klebsiella pneumoniae (%7.6) ve Proteus vulgaris (%3.8) takip etmistir.

Kuzey Kanada topraklarindan izole edilen 600 Actinomycetin antibiyotik aktivitesi
izerine yapilan ¢alismada izole edilen Kkiiltiirlerin %47’ sinin S.aureus, %8.2’sinin
E.coli, %19.5’inin M.tuberculosis iizerine etkili oldugu saptanmistir (Waksman 1967).
Baska bir calismada Actinomycet izolatlarinin %44.5’inde antimikrobiyal etki
bulunmus ve bunlardan 9’u Bortrytis cinerea, Herpes simplex, Candida albicans ve
Staphylococcus epidermis’e karsi ¢ok yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir (Slavica

et al. 2005).

Zitouni et al. (2005) Actinomycet izolatlarn ile yaptigi calismada Saccharothrix
izolatlarinin Gram pozitif bakterilerden Mycobacterium luteus’a, mayalardan S.
cerevisia’e ve funguslardan M. ramannianus’a karst giiclii antimikrobiyal aktivite
gosterdigini; gram negatif bakterilerden E. coli ve P. fluorescens’e kars1 ise zayif
antimikrobiyal aktivite goOsterdigini saptamistir. Aymi calismada Nocardiopsis
izolatlarinin ise M. luteus’a karsit kuvvetli antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve bu
grupta yer alan suslarin M. ramannianus’a karst antifungal aktivitelerinin zayif ve

kuvvetli etki gosterenler olmak iizere baslica iki gruba ayrildigini saptamislardir.

Bu c¢alismada, en fazla antimikrobiyal etki gosteren izolatlardan AA33, test
mikroorganizmalarindan sadece Salmonella enteriditis ATCC 25923’tin, AA32
Salmonella enteriditis ve Candida albicans’in iiremesini inhibe edememektedir. izolat
KA1l ise sadece Pseudomonas aeurouginosa ATCC 27853, Salmonella enteriditis

ATCC 25923 ve E.coli ATCC 25922’ nin iiremesini inhibe etmistir.

Bir¢ok Actinomycet tiiriiniin renk verici maddeler ve pigmentler iirettigi bilinmektedir.

Bu nedenle kiiltiirlerdeki kolonilerin ve aerial hifalarin renkleri birbirlerinden farklidir.
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Koloni rengi mavi, menekse moru, portakal rengi, kirmizi, pembe, sar1, yesil, gri, siyah
vb. olabilir. Genellikle kirmiz1 pigment iireten tiirler ipliksi miselyal yap1 ve kiire
seklindeki klamidosporlarn ile karakteristiktir. Streptomisin {ireten izolatlarin
fermantasyon Kkiiltiirlerinde rengin yesilimsi, koyu yesil ve bazen de pembemsi ve
pembemsi gri-kahverengi oldugu gozlenmistir (Krasil’nikov,1959). Zitouni et al. (2005)
kemotaksonomik ve kiiltiirel 6zelliklerine gore (¢oziinebilir pigment, aerial misel ve

substrat misel rengi) 86 izolat1 12 grupta toplamislardir.

Calismamizda izole edilen 52 Actinomycet izolatinin, aerial misel renginin koyu gri,
gri, yesil, sari, sari-krem, pembe, pembe-krem, krem, turuncu-gri, mor ve beyaz oldugu

gorilmiistiir.

Actinomycet izolatlarinin pigment olusturmasi kiiltiirel ve fizyolojik kosullara gore
degismektedir. Krasil’mkov (1959) Actinomyces albus, A. vulgaris, A. levoris, A.
griseus’un protein iceren besiyerinde (Meat-pepton agar vb.) pigment olusturmadigini,
A. coelicolor, Actinomyces cyaneus, A. violaceus ve A. ruber’de ise oksijensiz ortamda
pigmentasyon gozlenmedigini, dolayisiyla besiyerindeki karbon ve azot kaynaginin
pigment gelisiminde dogrudan etkili oldugunu bildirmistir. Nitrojen kaynagi olarak
asparajin kullamldiginda A.cyaneus renksiz, pepton kullanildiginda ise mavi-gri
renktedir. A.violaceus ise asparajinli besiyerinde menekse moru, peptonlu besiyerinde
acik kirmizi- menekse moru renk verir. Actinomyces viridochromogenes asparajinli

ortamda acik yesil, peptonlu ortamda ise gri-kahverengi-yesildir.

Calismamizda antimikrobiyal aktivitesi oldugu saptanan KA1l izolatinin peptonlu

ortamda krem-yesil, tirozin iceren ortamda ise pembe renk verdigi gozlenmistir.

Bhattacharyya et al. (1998) fermantasyon ile Streptomyceslerden antimikrobiyal madde
tiretiminde nitrojen kaynagi olarak arjinin kullanildiginda en iyi verimin alindigim
arjinini asparajin, amonyum nitrat, amonyum siilfat ve sodyum nitratin takip ettigini
bildirmisglerdir. Baska bir calismada ise S.fraiae’den sentetik ortamda neomisin iiretimi

icin en iyi azot kaynaklarinin sodyum nitrat, o- alanin, L-aspartik asit, L-histidin, L-
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prolin ve DL-treonin olugunu amonyum tuzlarn ve diger aminoasitlerin neomisin

tiretimini desteklemedigini gostermislerdir (Dulmage 1952).

Antimikrobiyal aktivite gosteren ii¢ izolatimizda KNOs L-asparajin, DL-alanin, L-
glutamin, ve glisin bulunan ortamlarda kuvvetli iireme gosterirken, AA32 hari¢ L-
tirozin bulunan ortamda iiremenin diger azot kaynaklarina gore daha zayif oldugu

gdzlenmistir.

Azot kaynagimmin yam sira ortamdaki karbon kaynagi da pigmentasyon ve
antimikrobiyal madde iiretimini etkilemektedir. Karbon kaynagi olarak glukoz iceren
ortamda A. cyaneus renksiz iken, sukroz bulunan ortamda koyu mavi, nisastali ortamda
grimsi mavi, sodyum asetatli ortamda ise kiiltiir renksizdir. Hobbs et al.(1990)
S.coelicolor tarafindan aktinorhodin iiretiminde fermantasyon ortaminda arjinin
(0.75gr/1) ve gliserol (11.5gr/l) bulunmasinin antibiyotik {iretimini tesvik ettigini,
Legator ve Gottlieb (1953) ise S.venezuella’dan kloramfenikol eldesinde ortama %]1
gliserol katilmasinin etkili oldugunu bildirilmislerdir. Bhattacharyya et al. (1998)
nitrojen kayna@ olarak arjinin, karbon kaynagi olarak gliserol kullandiklarinda
Streptomyces hygroscopicus’dan maksimum antibiyotik elde etmislerdir. Dulmage
(1952) karbon kaynagi olarak gliseroliin kullanildig1 sentetik ortamlarda neomisin

sentezinin arttigini bildirmistir.

Calismamizda karbon kaynagi olarak inozitol’iin kullanildigi ortamda KA11’in diger
izolatlara oranla daha iyi {iiredigi, fruktoz bulunan ortamda ise iiremenin diger
izolatlardan daha zayif oldugu tespit edilmistir. Ug izolatta karbon kaynag1 bulunmayan
ortamda gelisme gostermemistir. Karbon kaynagi olarak gliserol, azot kaynagi olarak
pepton kullanilan besiyerinde AA33 izolatinin batik misel rengi turuncuya, AA32’nin
ise kahverengiye doniistiigii gozlenmistir. Bunun yani sira karbon kaynagi olarak
maltoz, azot kaynagi olarak da pepton ilave ettigimiz besi ortaminda ii¢ izolatinda batik
misel renginin kahverengi oldugu ve karbon kaynagi olarak gliserol, azot kaynag olarak
amonyum siilfat ilave ettigimizde ise AA32 ve AA33’de batik misel rengi sari,

KAT11’de ise beyaz olarak tespit edilmistir.
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Dastager et al. (2006) melanin iiretiminin Streptomyceslerin siniflandirilmasinda
anahtar rol oynadigini, farkli karbon ve nitrojen kaynaklarinin melanin pigmentinin
olusumunu etkiledigini ve nisastanin melanin iiretiminde en etkili karbon kaynagi
oldugunu bunu, gliserol ve fruktozun takip ettigini saptamislardir. Aym1 zamanda
aragtirmacilar strain DAS139°da miselyal gelisimin az olmasina ragmen melanin
pigmenti iiretiminin iyi oldugunu, substrat olarak L-tirozin veya L-dopa kullanilarak
melanin iiretim testinin yapilmasinin Streptomyceslerin identifikasyonunda ve

klasifikasyonunda yararli olacagini bildirmislerdir.

Calismamizda melanin pigmenti olusumu Melanin Formasyon Ortami kullanilarak
belirlenmistir. Benzer olarak L-tirozin igeren bu ortamda ii¢ izolattada melanin pigmenti

olusmus ancak KA11’de pigmentasyon diger izolatlara gére daha zayif olmustur.

Krasil’'nikov (1959), diisiik sicakhigin (10-15°C) gelisme ve pigmentasyonu olumsuz
yonde etkiledigi, pigment olusumunun 25-30°C civarinda arttigi fakat daha yiiksek
sicakliklarda  (37-40°C) termofilik  Actinomycetler haricindeki  higbir tiiriin

pigmentasyon gostermedigini bildirmistir (Krasil’nikov 1959).

Calismamizda en fazla antimikrobiyal etki gosteren 3 izolatin optimum sicaklik
isteklerinin 27°C ile 37°C arasinda oldugu ve bu sicaklik araliinda pigment

olusturdugu, 10°C ve 45°C sicakliklarda iiremedikleri gozlenmistir.

Kiiltiirel 6zelliklerin yani sira biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerde Streptomyceslerin

identifikasyonunda kullanilan kriterler arasindadir.

Bu ¢alismada AA33 numarali izolat, icerisinde % 4’liik sodyum klorit bulunan ortamda
oldukca iyi gelisim gostermesi, AA32 ise jelatini hidroliz etmemesi ile diger
izolatlardan farklilik gostermistir. KA11 ve AA32 izolatlar1 inhibitér bulunan ortamda
gelisme gostermemistir. Ayrica; AA33 ve KA11’in penisilin G’ye duyarli, AA32 nin ise

direncli oldugu bulunmustur.
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Ouhdoucha et al. (2001) mezofilik Streptomyces izolatlarinin antibiyotik {iretiminde
baskin oldugunu ve genellikle 27°C civarinda antibiyotik iirettiklerini bildirmiglerdir.

Benzer olarak bu calismamizda antimikrobiyal etkinliklerinin en fazla oldugunu
saptadifimiz  izolatlar mezofilik Actinomycet izolatlar1 olup, fermantasyon

denemelerinde 28°C inkiibasyon sicaklig olarak kullanilmistir.

Denizci (1996) dort farkli Streptomyces izolatinda yaptigi calismada farkli besiyerleri
kullanarak fermantasyon ortaminda antibiyotik liretiminin 16. saatte basladigim ve 72-
96. saatleri arasinda inhibisyon zonunun en yiiksek diizeye ulastifini saptamistir.
Zitouni (2005) ise fermantasyon ortaminda antibiyotik iiretiminin 2. giin basladigini 4.

giin maksimuma ulastigin bildirmistir.

Calismamizda AA32 ve AA33 izolatlarinin Fermantasyon Ortami A’da iiremeleri ve
antimikrobiyal madde iiretimleri diger fermantasyon ortamlarina gore daha iyi oldugu
icin antimikrobiyal madde ekstraksiyonunda bu ortam kullanilmistir. Staphylococcus
aureus ATCC 25923’e karsti AA32 ve AA33’tn antimikrobiyal madde iiretimi
Fermantasyon Ortarmt A'da 20.saatte basladigi; Gliserol Yeast Broth’da (Fermantaston
Ortamui 1) ise 24. saatte basladig saptanmistir. AA32’de en yiiksek inhibisyon zonu
Fermantasyon Ortam1 A’da 67.ve 72. saatlerde 25 mm ve AA33’de ise Fermantasyon
Ortami A’da 91. ve 96.saatte 21 mm olarak Olciilmiistiir. Test organizmasi olarak
Esherichia coli ATCC 25922’ye karsi antimikrobiyal madde iiretimi Fermantasyon
Ortam1 A’da 20.saatte, Gliserol Yeast Broth’da ise 24.saatte baslamistir. En yiiksek
inhibisyon zonu AA32 susunda Fermantasyon Ortami A’da 91.saatte 25 mm olarak ve

AA33’de ise Fermantasyon Ortam1 A’da 96. saatte 30 mm olarak olciilmiistiir.

Denizci (1996) etken madde ekstraksiyonu icin en iyi solventin metilen klorit oldugunu
bunu n-butanoliin izledigini bildirmistir. Zitouni (2005) Solvent ekstraksiyonunda
butanol ve metilen klorit kullandiginda, elde ettig§i ham madde antimikrobiyal etki
gostermis, hegzan kullandiginda ise etki goOstermemistir. Diger bir calismada
antimikrobiyal etki gosteren ham madde i¢in en iyi solventin n butanol oldugu ve bu
bilesigin renksiz olup, suda ve DMSO’da (Dimetil siilfoksit) ¢oziindiiginii fakat

metanol, n-butanol, etilasetat, 1-propanol, 2-propanol, etanol, asetonitril, diklora metan,
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n-hegzan, aseton, kloroform ve toluende ¢6ziinmedigi bildirilmistir. Genel olarak iyonik
bilesikler solvent ekstraksiyonu sonucunda suda iyonik olmayan bilesiklerden daha iyi

¢oziinmektedirler ( Calton et al.1986).

Calismamizda hegzan nonpolar, metilenklorit zayif polar, n-butanol ise yiiksek polar
yapida olup, bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanmilmistir. Metilen klorit ile n-butanol
ekstratlarindan elde edilen ham maddelerin antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir.
AA33 ve AA32’den elde edilen ham maddeler icin en iyi solvent su olup bunu DMSO
takip etmistir. Aseton, metanol, kloroform, hegzan, butanol de ise ham madde
¢cOziinmemistir. Suda ¢oziinebilen maddeler polar bantlar icerirler. Polaritesi en fazla
olan bantlar O-H’ tir bunu N-H ve C-H izler. Ekstraktimizin su gibi polar ¢oziiciide ¢ok

iyi ¢coziinmesi, ekstraktimizda O-H ve N-H gruplarinin varligini gostermektedir.

Bush et al.(1993) iki Streptomyces izolatindan elde ettigi antimikrobiyal maddenin UV
visible spektrada maksimum pik degerlerinin 263 ve 266 nm oldugunu saptanmislardir.
Bu degerlerden yola ¢ikarak etken maddenin aromatik halka igerdigini bildirmislerdir.
Aromatik halka (N-H ve C=N ) serbest amin ve karbonil (C=0) iceren heterosiklik bir
yapidir. Niikleosit ve niikleotid antibiyotkleri asidik zincir ve fosfat gruplar ile bagl
yapilardir. Renksiz olup suda ¢oziiniirler. Maksimum UV- visible spektralar1 genelde
260-270 nm arasindadir. Bu antibiyotikler genellikle Streptomyces tiirleri tarafindan
tiretilirler. Saccharothrix tiirleri tarafindan iiretilen tek niikleosit antibiyotik vardir.
Fakat bu antibiyotigin antifungal aktivitesi yoktur ve herbisidal aktiviteye sahiptir.
Taddei et al.(2006) Actinomycet izolatlarindaki sekonder metabolitlerin belirlenmesinde

2D TLC uygulamasinin basit ve giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Swaadoun ve ark. (1999) Sudan izole ettikleri Actinomycet’lerden polyen tabiatinda,
215-270 nm’de maksimum absorbsiyon gosteren antibiyotik elde etiklerini
bildirmislerdir. Ouhdoucha et al.(2002) Actinomycet’lerden elde ettigi etken maddenin
UV 410-250-380-290 nm’de maksimum absorbans gosterdigini ve nonpolyenik
antibiyotik oldugunu saptamislardir. Sahin ve Ugur (2003) CoNS ve mayalara karsi

antimikrobiyal etki gosteren Actinomycet izolatlarindan elde ettigi ham ekstraktin UV
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spekturumunu 212 ve 260 nm, TLC plaklarinda aktif bolgenin Ry degerlerini 0.60 ve
0.80 olarak belirlemistir.

Augustine et al.(2005) ise Streptomyces albidoflavus’dan antifungal aktiviteye sahip
nonpolyen antibiyotik elde etmis ve bu etken maddenin 211, 216 ve 218 nm’de UV
spektrada maksimum absorbans gosterdigini ve bu maddenin karbon atomlar1 arasinda
cift bag oldugunu belirtmislerdir. Saf bilesigin suda ¢6ziindiigiinii fakat hamisin gibi
standart antifungal antibiyotiklerin suda c¢Oziinmedigini ayni zamanda nistatin,
amfoterisin gibi standart polyen antifungal antibiyotiklerin UV spekturumunun, elde

ettigi nonpolar antimikrobiyal maddeden farkli oldugunu bildirmistir

Zitouni (2005) Actinomycet’ten elde ettigi ham maddeyi, solvent sistem olarak n-
butanol-asetik asit-su (3:1:1) kullanarak TLC plaklarinda yiiriitmiis ve ninhidrin ile
spreyleyerek Ry degeri 0.07 olan tek bir bant elde etmistir. Ninhidrin serbest amin
gruplart bagka bir deyisle aktif maddenin peptit yapisinda olup olmadigim belirlemek

icin kullanilmistir.

Sirbistan’dan izole edilen 20 farkli Streptomyces izolati ile yapilan bir calismada
izolatlarin invitro olarak gram pozitif, gram negatif ve mayalara kars1 etkileri
arastirilmis aktif izolatlarin kiiltiir ekstraktlarinin UV spekturumu 221 ve 240 nm’de
maksimum absorbans gostermistir. TLC plaklarinda aktif bolgeler Ry 0.70 ve 0.88 ve
aktif bilesigin metanolde UV spekturumu 217 ve 221nm olarak belirlenmistir (Slavica

et al.2005).

Bu ¢alismada elde edilen ham ekstre icin en iyi sistemin n-butanol:asetik asit:su (6:2:2)
oldugu belirlenmigtir. TLC plaklarina ninhidrin piiskiirtiilerek bant olusumu
gozlenmistir. AA32 numarali izolatta bes (0.179, 0.230, 0.307, 0.408 ve 0.527), AA33
numarali izolatta dort bant (0.256, 0.307, 0.487, 0.527) tespit edilmistir (Sekil 4.15).
Biyootogram sonucunda AA32 numarali izolattan elde edilen ham maddede bir, AA33
numarali izolattan elde edilen ham maddede ise 2 zon olusumu goriilmiistiir. Bu
bolgelerin Ry degerleri AA32°de 0.527, AA33’de ise 0.527 ve 0.487 olarak
belirlenmistir. Etken maddenin UV spekturumlarinin AA32’de 284, 254 ve 216 oldugu
bu degerlerin AA33’deki 4. bandin UV degerlerine benzedigi ancak AA33 deki Rs
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degeri 0.487 olan bandin UV degerlerinin (282, 254) farkli oldugu tespit edilmistir.
Antimikrobiyal etki gosteren maddelerin ninhidrin ile saptanmasi etken maddelerin
amin grubu icerdigini gostermistir. Sonu¢ olarak AA32 numarali izolatta bir, AA33
numarali izolatta ise iki antimikrobiyal madde oldugu ve antimikrobiyal etkisi oldugu
saptanan AA32 deki 5. bant ile AA33 deki 4. bantlarin benzer maddeler olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Daha onceki ¢alismalarla karsilastirildiginda, UV spektrumlarinin 260 nm civarinda
olmas1 antimikrobiyal Ozellik gosteren maddelerin aromatik yapida ya da polyen

tabiatinda olabilecegini gostermektedir.

Zitouni (2005) Actinomycet’lerden elde ettigi ham ekstreyi kolon kromatografsi ile
ayristirmis (Sml her bir tiip) 6 ile 11. fraksiyonlar arasinda antifungal aktiviteye sahip

ham maddenin bulundugunu gostermistir.

Calismamizda ham ekstrenin kolon kromatografisi sonucunda (1.5 ml her bir tiip) 4-10.
fraksiyonlar arasinda antimikrobiyal aktivite tespit edilmis ve UV degerleri, TLC
tizerinden kazinarak okunan degerlerle benzer bulunmustur. Calismamizda kontrol
olarak kullanilan sefotaksimin TLC deki Rydegeri 0.513 olup, hem izolat AA32 hemde
AA33’de antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanan ve R; degeri 0.527 olan

madde ile benzerlik gostermektedir.

Barbarin and Tilquinin (2001) yaptign ¢alismada sefotaksimlerin 256 nm civarlarinda
pik verdigi bununda sephem halkasindan kaynaklandigi bildirilmistir. Calismamizda
sefotaksimin UV degeri 254 nm olarak tespit edilmis olup etken maddemiz ile benzerlik
gostermistir. Ancak sefotaksimin molekiil agirlig1 455.47 gr/mol iken izolat AA32’den

elde edilen etken maddenin ise 467.89 gr/mol oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak; antimikrobiyal etkisi oldugunu belirledigimiz madde O-H bakimindan
zengin, amin gruplan iceren, molekiil agirhigi 467.89 gr/mol, Ry degeri 0.527,
Maksimum UV spektrumu 254 nm olan polar yapiya sahip bir bilesiktir. Sefalosporine

olan benzerligi ve UV spektra degerleri etken maddenin aromatik yapida yada polyen
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tabiatinda olabilecegini gostermektedir. Ancak NMR, MS, Infrared UV vb. teknikler
kullanilarak maddenin molekiil yapisinin tanimlanmasi gereklidir.

Farkli habitatlardaki Actinomycet suslari ve bunlarin metabolitlerinin arastirilmasi yeni
antimikrobiyal maddelerin kesfi icin gereklidir (Ouhdouch et al.2001). Cin ve
Avusturalya’da farkli habitatlardan Actinomycet izole edilerek antimikrobiyal
aktiviteleri arastinnlmistir (Okazaki and Naito1986, Nolan et al.1988,). Ancak cografik
konumu goz 6niine alindiginda ¢ok farkli habitatlara sahip olan tilkemizde, Actinomycet
sekonder metabolitleri ile ilgili ¢alismalar metabolitin kimyasal yapisinin tam olarak
ortaya konulamamasi ile sinirli kalmaktadir. Bu nedenle bundan sonraki caligmalar aktif

bilesigin yapisinin belirlenmesi iizerine yogunlasmalidir.
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